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Einleitung

1 Einleitung

Die gastrointestinale Mikrobiota spielt bei der Entwicklung des gesamten Organismus eine
entscheidende Rolle. Dabei tragt eine gesunde Mikrobiota auch bei landwirtschaftlichen
Nutztieren zu deren Leistungsfahigkeit bei und unterstitzt die Vorbeugung von
Durchfallerkrankungen. Eine Futterumstellung wahrend der Phase des Absetzens geht mit
diversen Stressfaktoren einher. Dazu z&hlen der Transport der Tiere und die veranderten
Haltungs- und Umweltbedingungen, die Aufstallung mit fremden Tieren und die
verdauungsphysiologische Umstellung von Milch zu fester Nahrung. Zudem flihrt die Trennung
vom Muttertier zu einem abrupten Abbau der, durch die Sauenmilch vermittelten, passiven
Immunitat. Zusammen machen diese Faktoren die frisch abgesetzten Ferkel oft anfélliger fir

den Befall pathogener Mikroorganismen und damit einhergehenden Verdauungsstérungen.

Dabei fuhren die durch das Absetzen h&ufig auftretenden Durchfallerkrankungen auch heute
noch zu erheblichen wirtschaftlichen Schaden in der Schweineproduktion (Madec et al., 1998;
Melin et al., 2000). Um die Tiergesundheit und damit auch die Leistung und Futterverwertung
der Tiere steigern zu kénnen, wurden daher viele Jahre lang Antibiotika als praventive
MaBnahme eingesetzt. Seit Anfang des Jahres 2006 ist der Einsatz von antibiotisch wirkenden
Futtermittelzusatzstoffen als Leistungsférderer in der Tierproduktion aus Grinden des
Verbraucherschutzes in der Europaischen Union verboten (European Commission, 2006).
Seitdem haben sich das Interesse und die Forschung an nicht-antibiotischen
Leistungsférderern enorm intensiviert. Besonderes Augenmerk lag dabei auf sogenannten
probiotischen Mikroorganismen, die oft auch als ,alternative Leistungsférderer® bezeichnet
werden. In der Schweinehaltung konnte der positive Einfluss durch den Einsatz von Probiotika
bereits in zahlreichen Studien beobachtet werden. Dazu zahlten neben einer verbesserten
Lebendmassezunahme und Futterverwertung auch eine verringerte Sterblichkeitsrate, sowie
ein deutlich reduziertes Auftreten von Durchfallerkrankungen (Fuller, 1989; Simon et al., 2005;
Ohashi und Ushida, 2009).

Zu den in der Fitterungspraxis haufig verwendeten Probiotika gehéren neben Hefen vor allem
probiotisch wirkende Bakterien. Dieser Gruppe wird auch das in dieser Arbeit untersuchte
probiotische, sporenbildende Bakterium Bacillus toyonensis zugeordnet. Frihere Studien
deuteten bereits auf eine immunstimulierende Wirkung dieses Probiotikums hin (Scharek et
al., 2007; Schierack et al., 2007). Der Mechanismus, auf dem diese Immunmodulation beruht,
ist jedoch bisher nicht vollstandig geklart.



Einleitung

Ziel der vorliegenden Studie war es daher, den Einfluss von B. toyonensis auf die intestinale
Immunantwort beim Ferkel zu untersuchen. Dabei wurde zundchst die Wirkung des
Probiotikums auf die intestinale Integritat, eventuelle morphologische Veranderungen des
Darmepithels und das epitheliale Stresslevel untersucht, sowie mit der Entwicklung einzelner
intraepithelialer Immunzellpopulationen in Zusammenhang gebracht. Bei den durchgefihrten
Untersuchungen stand vor allem die mit physiologischem Stress verbundene Phase des
Absetzens im Fokus. Mithilfe von Expressionsanalysen des Natirlichen Killerzellen Rezeptors
NKG2D konnten neue Hypothesen lber die Rolle einzelner Lymphozytenpopulationen in der

immunologischen Abwehrfunktion beim Ferkel aufgestellt werden.



Literaturtibersicht

2 Literaturiibersicht

2.1 Aufbau des intestinalen Imnmunsystems beim Schwein

Das Immunsystem dient dem Schutz des Kérpers vor Umwelteinfliissen. Man unterscheidet
allgemein die angeborene (unspezifische) und die adaptive (spezifische) Immunabwehr. Zum
angeborenen Immunsystem gehdren unter anderem die Haut bzw. Schleimhaute als
physikalische Barriere. lhre Zellen erkennen sogenannte pathogen-assoziierte molekulare
Muster (PAMPs) von pathogenen Mikroorganismen, was zur Aktivierung der angeborenen
Immunitat in der friihen Phase einer Infektion fihrt. Dabei ist es jedoch wichtig, eine Balance
zwischen einer schnellen und gleichzeitig kontrollierten Reaktion zu finden. Ist die Reaktion zu
langsam, kann dies in einer unkontrollierten Infektion enden, ist sie zu unkontrolliert kann es
u. a. zu Autoimmunkrankheiten fihren (Piccioli et al., 2002). Zu den Zellen der angeborenen
Immunabwehr zahlen u. a. Phagozyten, dendritische Zellen, nattrliche Killerzellen (NK-Zellen)
und das Komplementsystem (Fraser et al., 1998; Kaufmann, 2014). Besonders NK-Zellen und
dendritische Zellen sind dabei so spezialisiert, dass sie auch als Verbindung zwischen der
angeborenen und der im weiteren Verlauf naher erlduterten adaptiven Immunabwehr

fungieren (Scott und Trinchieri, 1995; Banchereau und Steinman, 1998).

Wird das unspezifische Abwehrsystem durch einen Erreger durchbrochen, sorgt die adaptive
Abwehr fir die Einddmmung der Infektion. Hierzu zahlen zelluldre Vorgénge, z. B. die
Expression spezifischer T-Zellen und Phagozytose, sowie humorale Vorgange wie u. a. die
Bildung spezifischer Antikérper durch B-Zellen (Janeway, 2005). Circa 60 - 70 % der vom
Kérper gebildeten Antikérper werden Uber die Darmschleimhaut sezerniert (Brandtzaeg et al.,
1989).

Die Darmschleimhaut beherbergt zudem den gréBten Anteil an Lymphozyten im Kérper, womit
das darmassoziierte lymphatische Gewebe (GALT) als wichtiges Abwehrsystem des Kérpers
fungiert (Rocha et al., 1991; Scharek, 2004). Das GALT umfasst dabei Lymphaggregate (u. a.
Peyersche Platten, die mesenterialen Lymphknoten) sowie diffuses Gewebe (intraepitheliale
Lymphozyten (IEL) und Lymphozyten der Lamina Propria) (Bianchi et al., 1992; Langkamp-
Henken et al, 1992; Pabst und Rothkotter, 1999; Thielke et al., 2003). Dabei stellen
Enterozyten gemeinsam mit den innerhalb der Epithelschicht liegenden |IEL die erste
Abwehrfunktion gegen das Eindringen pathogener Mikroorganismen im Darm dar (Bianchi et
al., 1992; Stokes et al., 1994). Keiner dieser Bestandteile der Immunantwort arbeitet jedoch
alleine, sondern ist als ein zusammenhangendes Netzwerk strukturiert (Saalmiller, 2006).



Literaturtibersicht

2.1.1 Intraepitheliale Lymphozyten (IEL)

Beim Menschen stellen etwa 20 % der jejunalen Epithelzellen |IELs dar (Pabst und Rothkétter,
2006). Bei drei Monate alten Ferkeln ist der Anteil mit ca. 30 % etwas hdher (Rothkétter et al.,
1999a). Mit dem Alter des Ferkels nimmt die Anzahl der IELs zu (Rothkétter et al.,, 1999a;
Solano-Aguilar et al., 2001; Vega-Lopez et al., 2001). Wéahrend der ersten Tage nach der
Geburt nehmen die Ferkel maternale Antikérper und Leukozyten Uber das intestinale Epithel
auf und innerhalb der ersten 60 Tage erhdht sich die Anzahl der IEL auf das Zwdlffache (Pabst
und Rothkétter, 1999). Studien belegen einen groBen Einfluss der intestinalen Mikrobiota auf
die Entwicklung der IELs. Im Vergleich zu konventionell gehaltenen Schweinen wurden in
keimfrei gehaltenen Schweinen deutlich weniger IELs nachgewiesen (Pabst und Rothkétter,
1999; Rothkétter et al., 1999a). Bei einem GroBteil dieser Lymphozyten handelt es sich um T-
Zellen, welche zum Teil zytolytische und immunregulatorische Eigenschaften aufweisen

(Hayday et al., 2001; Burkey et al., 2009), sowie u. a. auch um NK-Zellen (Denyer et al., 2006).

2.1.1.1 T-Zellen

T-Zellen z&hlen, wie auch B-Zellen, zu den Lymphozyten der adaptiven Immunantwort
(Janeway, 2005). B-Zellen und die daraus durch Stimulation mittels T-Helfer-Zellen,
differenzierenden Antikérper produzierenden Plasmazellen, sind dabei Teil der spezifischen
humoralen Immunitat (Vollmar et al., 2013). Die im weiteren Verlauf weiter ausgefihrten

T-Zellen z&hlen zur spezifischen zellularen Immunitat (Kaufmann, 2014).

Porzine T-Zellen lassen sich, wie bei anderen Spezies auch, durch das Vorhandensein von
CD3-Molekllen gemeinschaftlich erfassen (Pescovitz et al.,, 1998c). lhre Bildung beginnt
wahrend des ersten Trimesters der Fetalentwicklung in der Leber. Nach ca. 40 Tagen
Tréachtigkeit finden sich die ersten T-Zell Vorlaufer im Thymus der Ferkel (éinkora etal., 1998;
Sinkora et al., 2000; Sinkora et al., 2002). Diese Vorlauferzellen exprimieren zunachst weder
CD3-Molekile, noch die Costimulatoren CD4 und CD8 und werden als dreifach negative
Thymozyten bezeichnet (Cheroutre et al., 2011). Nach 40-50 Tagen beginnen diese mit der
Expression von CD3 (Sinkora et al., 1998; Sinkora et al, 2000; Sinkora et al., 2002).
AnschlieBend verlassen die Vorlauferzellen den Thymus und wandern an die
unterschiedlichen Zielorte (Weinreich und Hogquist, 2008). Die weitere Differenzierung der
intraepithelialen T-Zellen erfolgt nach dem Kontakt mit verschiedenen Antigenen der
intestinalen Mikrobiota. Studien zeigten bei konventionell gehaltenen Schweinen eine deutlich
schnellere Proliferationsrate der T-Zellen als in keimfreien Tieren (Rothkétter et al., 1991).

Ein weiteres wichtiges Merkmal der T-Zellen ist die Expression von T-Zell-Rezeptoren (TCR).
TCRs bestehen aus einem antigenbindenden extrazellularen Teil und nur einer minimalen

intrazellularen Domé&ne (Kuhns et al, 2006). Die Rezeptoren bilden Multiprotein-
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Membrankomplexe, bestehend aus einem stark variablen TCR Heterodimer und dem bereits
erwahnten CD3-Molekll (Wegener et al., 1995; Piriou-Guzylack und Salmon, 2008). CD3
besteht dabei wiederum aus drei verschiedenen Untereinheiten, den beiden Glykoproteinen y
und & und dem nicht-glykolysierten Protein € (Brenner et al., 1985; Kuhns et al., 2006). Porzine
T-Zellen werden entsprechend der Expression des jeweiligen TCR in af3- und yd T-Zellen
unterteilt (Yang und Parkhouse, 1996; Charerntantanakul und Roth, 2006). Zu den af§ T-Zellen
zahlen u. a. CD4-/CD8+ Zellen, bei welchen zytotoxische Aktivitdt nachgewiesen wurde
(Pescovitz et al., 1985; Saalmuller und Bryant, 1994; Pauly et al., 1996; Yang und Parkhouse,
1997). Diese Zellen exprimieren den ap-TCR-Komplex, sowie den heterodimeren Corezeptor
CD8ap (Jabri und Ebert, 2007).

Ein GroBteil der intestinalen T-Zellen basiert vor allem auf TCR/yd+ Zellen (Cheroutre et al.,
2011). Auch einige dieser CD2 positiven yd T-Zell Subpopulationen zeigen zytotoxische
Aktivitat (Groh et al., 1998). Die Mehrheit der intraepithelialen T-Zellen setzt sich vor allem aus
solchen sogenannten zytotoxischen T-Zellen (CTL) zusammen (Bianchi et al., 1992; Gebert
et al., 1996; Rothkétter et al., 1999b; Thielke et al., 2003). CTLs reagieren nach der Erkennung
pathogener Antigene mit dem Sezernieren bioaktiver Substanzen, welche anschlieBend die
infizierten Koérperzellen zerstéren (Gaskins und Kelley, 1995).

2.1.1.2 Naturliche Killer Zellen

Naturliche Killer (NK) Zellen z&hlen zu den granuldren Lymphozyten und sind Teil der
zellularen, angeborenen Immunabwehr. NK-Zellen zeigen den komplexen Phénotypen
Perforin+ CD2+ CD3- CD4- CD5- CD6- CD8a+ CD8B- CD11R1+ CD16+ (Denyer et al., 2006).
Bei anderen Tierarten wird NKp46 als Marker fir NK-Zellen des Blutes verwendet, dieser wird
jedoch nicht in allen NK-Zellen des Schweins exprimiert (Mair et al., 2012). Porzine NK-Zellen
lassen sich von zytotoxischen T-Zellen unterscheiden, welche Oberflachenmarker fiir CD3,
CD5, CD6 und CD8af tragen (Pauly et al., 1996; Saalmdiller, 1996; Yang und Parkhouse,
1996; Samsom et al., 2000). Die CD8-Molekile auf den porzinen zytotoxischen T-Zellen sind
zudem af3 Heterodimere, wohingegen sie auf den NK-Zellen als aa Homodimere prasent sind
(Yang und Parkhouse, 1997; Charerntantanakul und Roth, 2006). In Tabelle 1 sind die in
dieser Arbeit relevanten Oberflichenmarker mitsamt ihrer Lokalisierung und der
entsprechenden Antikdrper vermerki.

Die zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen ist abh&ngig von den verschiedenen Rezeptoren, die
sie exprimieren. Mit diesen sind die Zellen dazu in der Lage, sowohl hemmende, als auch
aktivierende Signale zu erkennen (Mandal und Viswanathan, 2015). Hemmende Rezeptoren
sind dabei jene, welche Molekiile des major histocompatability complex (MHC) der Klasse |
erkennen kbénnen (Karre et al, 1986; Karre, 2002; Slavuljica et al, 2011). Diese

MHC-Klasse-I-Molekile zahlen zu den kérpereigenen Antigenen und werden auf allen
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gesunden Zellen exprimiert (Abbas et al., 2012). Gestresste und infizierte Zellen zeigen eine
deutlich verminderte, bzw. eingestellte Expression dieser Molekile. Kérperfremde Zellen
tragen diese gar nicht, wodurch sie nach der missing-self Hypothese von kdrpereigenen,
gesunden Zellen unterschieden werden kénnen (Ljunggren und Kérre, 1990; Karre, 2002).
Damit wird eine gewisse Selbsttoleranz gewahrleistet und die unkontrollierte Zerstérung
gesunder, kérpereigener Zellen verhindert (Mandal und Viswanathan, 2015).

Zudem tragen NK-Zellen verschiedene aktivierende Rezeptoren, mit welchen sie infizierte und
gestresste Zellen anhand von unter Stress exprimierten Proteinen erkennen, um diese zu
zerstéren. Diese Art der Signaltransduktion wird als induced-self Erkennung bezeichnet
(Slavuljica et al., 2011; Mandal und Viswanathan, 2015). NK-Zellen sind selbst nicht zur
Phagozytose fahig. Die Zerstorung gestresster Zellen wird durch Apoptose bzw. Zellnekrose
eingeleitet (Abbas et al., 2012). Die Bindung entsprechender Liganden an die aktivierenden
NK-Zellrezeptoren fuhrt zur Freisetzung von Molekulen, u. a. Perforin und Proteasen, durch
die zytoplasmatischen Granula. Diese dringen in die infizierte, bzw. gestresste Zelle ein und
leiten dort die Apoptose ein (Lowin et al., 1995; Sirén et al., 2004; Lépez-Larrea et al., 2008).
Zudem schutten die aktivierten NK-Zellen Cytokine (u. a. IFNy) aus, wodurch wiederum die
Phagozytose und Lyse pathogener Mikroorganismen durch Makrophagen einleitet wird
(Abbas et al., 2012).

Tabelle 1: Oberflachenmarker fiir porzine Immunzellen

Differenzierungs- . -
antigen Expression Antikérper Referenz
(Zuckermann et al., 1998a;
CD45 Leukozyten MAC323 Zuckermann et al., 2001)
CcD2 T-Zellen, NK-Zellen MSA4 (Pescovitz et al., 1994a)
CD3 T-Zellen PPT3 (Pescovitz et al., 1998b)
CD4 T-Helfer-Zellen 74-12-4 (Pescovitz et al., 1994b)
i (Saalmdiller et al., 1994a;
CD5 T-Zellen 9G12 Pescovitz et al., 1998a)
Zytotoxische T-Zellen, (Saalmiller et al., 1994b;
CDé8a NK-Zellen 76-2-11 Zuckermann et al., 1998b)
cDs8n Zytotoxische T-Zellen PG164A (Jonji¢ und Koszinowski, 1984)
CD11R1 NK-Zellen MIL-4 (Haverson et al., 1994)
: (Halloran et al., 1994; Piriou-
CD16 NK-Zellen G7 Guzylack und Salmon, 2008)
TCR1 yo T-Zellen PGLBL22A (Davis et al., 1998)
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2.1.2 NKG2D-Rezeptor

Zu den transmembranen, aktivierenden Rezeptoren der NK-Zellen zahlt u. a. der in dieser
Arbeit untersuchte Rezeptor NKG2D (Bauer et al., 1999; Li et al., 2001; Denyer et al., 2006).
Dieser Rezeptor ist Mitglied einer supergenen Familie von Typ-Il Transmembranproteinen,
welche durch das Vorhandensein einer Typ-C Lektin-Domane charakterisiert ist. Er wird durch
das KLRKT1 (killer cell lectin-like receptor subfamily K, member 1) Gen kodiert wird (Houchins
et al., 1991). Er wurde auf Immunzellen von Menschen und auch bei Mausen und Schweinen
gefunden (Yim et al., 2001; Denyer et al., 2006). Sowohl beim Menschen als auch bei der
Maus wird NKG2D konstitutiv exprimiert, kann jedoch in humanen NK-Zellen durch Cytokine
beeinflusst werden (Sutherland et al., 2002; Sirén et al., 2004). Neben den NK-Zellen
(Ogasawara und Lanier, 2005) konnte eine NKG2D-Expression zudem auf einem GroBteil der
IELs im humanen Darmgewebe gezeigt werden, wie u. a. den yd T-Zellen und anderen CD8+
T-Zellen (Bauer et al., 1999; Roberts et al., 2001; Slavuljica et al., 2011).

Die Expression des porzinen NKG2D-Rezeptors (pNKG2D) konnte bisher nur in NK-Zellen
des Blutes nachgewiesen werden (Denyer et al., 2006). In einer Studie wurden sowohl die aus
Blut isolierten CD8+ aff T-Zellen als auch yd-Zellen als negativ fiur pNKG2D beschrieben
(Denyer et al., 2006). Auf den Immunzellen des porzinen Darmepithels lie3 sich der Rezeptor
bisher nicht nachweisen.

NKG2D bindet zahlreiche Liganden, wodurch eine effektive Erkennung infizierter und
gestresster Zellen erméglicht werden soll (O'Callaghan et al., 2001; Eagle und Trowsdale,
2007). Die Interaktion des NKG2D-Rezeptors mit seinen Liganden spielt im humanen System
eine entscheidende Rolle, wie u. a. bei der Abwehr mikrobieller Infektionen, der Zerstérung
von Krebszellen und AbstoBungsreaktionen in Folge von Xenotransplantationen (Hue et al.,
2004; Lilienfeld et al, 2006). Zu diesen Liganden zahlen die stress-induzierten
MHC-Klasse-I verwandten Molekile MICA und MICB (Bauer et al., 1999), sowie die Familie
der UL16 bindenden Proteine (ULBP 1-5) (Cosman et al., 2001; Sutherland et al., 2002;
Romero et al., 2006). Diese weisen, wie auch die klassischen MHC-Klasse-I-Molekiile,
mehrteilige extrazellulare Domé&nen und transmembrane Enden auf, assoziieren jedoch nicht
mit B2-Mikroglobulin und haben keine Funktion in der Antigenprasentation (Groh et al., 1996;
Groh et al., 1999; Cerwenka und Lanier, 2001; Groh et al., 2001). Das porzine Homologon
zum humanen MICA und MICB stellt das MIC-like Gen MIC2 dar (Chardon et al., 2000). Es
wird zum gr6Bten Teil im gastrointestinalen Epithel exprimiert, konnte aber auch in Muskeln,
Herz, Leber, Lunge, Hoden und Thymus nachgewiesen werden (Garcia-Borges et al., 2005).
Das porzine ULBP wurde in zahlreichen Geweben nachgewiesen, zeigt jedoch, wie auch
MIC2, die gréBte Expression im Darmepithel. Beide sind in gestresstem Gewebe deutlich
starker exprimiert (Lopez-Larrea et al., 2008).
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Zur Bindung an die Liganden bildet der Rezeptor einen Homodimerkomplex und erinnert
strukturell an Rezeptor-Liganden-Komplexe auf T-Zellen (Li et al., 2001). NKG2D selbst tragt
kein signaltransduzierendes Motiv in seiner intrazellularen Doméane, sondern assoziiert mit den
signalleitenden Proteinen DAP10 und DAP12 (Bauer et al., 1999; Wu et al., 1999; Wu et al.,
2000). Der Aufbau dieses Rezeptorkomplexes von NKG2D mit DAP12 ist dem auf T-Zellen
exprimierten TCR/CD3 Komplex sehr &hnlich. Wie der TCR tragt auch DAP12 ein ITAM-Motif
und aktiviert darlber die NK-Zelle (Lépez-Larrea et al., 2008). DAP10 tragt ein YINM-Motif in
der zytoplasmatischen Domane und rekrutiert PI3K (Wu et al., 1999; Wilson et al., 2000; Wu
et al., 2000). Co-stimulierende Molekile in T-Zellen, wie z. B. CD28, nutzen ebenfalls den
PI3K-Signalweg, was eine co-stimulierende Wirkung von NKG2D auf CD8+ T-Zellen vermuten
lasst (Cerwenka und Lanier, 2001). Die durch NKG2D eingeleitete Aktivierung der
PI3K-Signalkaskade flihrt u.a. zur Phosphorylierung von extracellular-signal-requlated
Kinasen (ERKs) und ERK Aktivator-Kinasen (MEK). Die Beteiligung dieser Kinasen ist
wiederum essentiell fir die zytotoxische bzw. apoptotische Aktivitat der Zellen (Sutherland et
al., 2002; Upshaw et al., 2006; Upshaw und Leibson, 2006). Zudem konnte in friiheren Studien
gezeigt werden, dass aktivierte NK-Zellen, durch das Freisetzen von pro-inflammatorischen
Cytokinen, dendritische Zellen stimulieren kénnen, um eine anschlieBende Signalkaskade zu
initiieren (Glas et al., 2000; Ferlazzo et al., 2002; Gerosa et al., 2002; Zitvogel, 2002; Moretta
et al., 2007). Diese stimulierten dendritischen Zellen haben daraufhin das Potential, durch die
Ausschittung von IL-12, zytotoxische T-Zellen anzuregen. Somit scheinen der NK-
Zellrezeptor NKG2D und seine entsprechenden Liganden eine Verbindung zwischen der
angeborenen und der adaptiven Immunantwort darzustellen (Mocikat et al., 2003).

2.1.3 Cytokine

Cytokine spielen eine wichtige Rolle bei der Reaktion des Kdérpers auf Infektionen und
Krankheiten. Man unterscheidet zwischen pro- und anti-inflammatorischen Cytokinen. Pro-
inflammatorische Cytokine, wie wu.a. IL-1B3, IL-6 und TNF-a, unterstizen dabei
Entzliindungsprozesse. Anti-inflammtorische Cytokine, wie u. a. IL-10 und TGF-B3, hingegen
wirken den Entzindungsprozessen entgegen, indem sie u.a. die Aktivitdt der pro-
inflammatorischen Cytokine unterdriicken und somit u. a. die Bewahrung einer intakten
Darmschranke unterstitzen (Dinarello, 2000; Opal und Depalo, 2000). Kommen pathogene
Bakterien in Kontakt mit der Darmschleimhaut, werden diese anhand ihrer pathogen-
assoziierten molekularen Muster (PAMPs) erkannt. Dies fuhrt zur Aktivierung der angeborenen
Immunabwehr. Dabei kommt es zur Produktion pro-inflammatorischer Cytokine, welche
wiederum die Immunantwort in der Lamina propria unterstiitzen (Neutra und Kozlowski, 2006;

McGuckin et al., 2009). Eine Uberproduktion dieser pro-inflammatorischen Cytokine resultiert
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haufig in einer gestdérten Darmintegritét und epithelialer Dysfunktion (McKay und Baird, 1999).
In Folge des Absetzens kommt es bei Ferkeln meist zu einer voribergehenden Entziindung
des Darms (Lallés et al., 2007a; Lalles et al., 2007b). Damit korreliert eine Verédnderung im
Expressionsverhalten verschiedener Cytokine (Moeser et al, 2007). Der Zeitraum des
Absetzens konnte dabei mit der Hochregulierung einer Vielzahl pro-inflammatorischer
Cytokine in Verbindung gebracht werden (Pi¢ et al., 2004; Moeser et al., 2007). Eine verstarkte
Kontrolle der Expression dieser Cytokine (u. a. IL-13, 1I-6 und TNFa) kénnte dabei helfen, die
Entziindungen des Darms abzuschwéchen und damit vermutlich auch die Durchfallhdufigkeit

nach dem Absetzen reduzieren (Liu et al., 2008).

2.2 Intestinale Barriere

Das Epithelium der Darmschleimhaut besteht aus einer einzelnen Zellschicht, welche das
Darmlumen auskleidet (Groschwitz und Hogan, 2009). Es erfiillt dabei zwei entscheidende
Funktionen. Zum einen fungiert es als selektiver Filter, welcher die Aufnahme von Nahrstoffen,
Elektrolyten und Wasser aus dem Darmlumen erlaubt (Ferraris und Diamond, 1997; Blikslager
et al., 2007). Zum anderen agiert das intestinale Epithelium jedoch auch als eine Barriere und
verhindert u. a. die Passage von intraluminalen Antigenen, schadlichen Mikroorganismen,
sowie deren Toxinen (Podolsky, 1999; Blikslager et al., 2007; Groschwitz und Hogan, 2009).
Eine Stérung dieser Barriere, und damit der Durchlass von Antigenen durch das Epithelium in
das Gewebe der Lamina Propria, 16st in vielen Fallen Entzindungen der Darmschleimhaut aus
und kann bis zur Sepsis fuhren (Doig et al,, 1998; Ammori et al., 1999; Meddings, 2000;
Lambert, 2004; Barbara, 2006; Blikslager et al., 2007). Man unterscheidet die transzellulare
und die parazellulare selektive Durchlassigkeit des Epithels. Die transzellulare Durchlassigkeit
ist dabei vor allem mit dem Transport von Wasser durch die Epithelzellen verbunden. Die
parazellulare Durchl@ssigkeit hingegen beschreibt den Transport von Molekilen zwischen den
Epithelzellen. Auf der apikalen Seite des Epithels befinden sich verschiedene
Zellverbindungen, welche die angrenzenden Epithelzellen verbinden und den interzellularen
Zwischenraum versiegeln (Groschwitz und Hogan, 2009). Zu diesen Verbindungen zéhlen
unter anderem die sogenannten tight junctions. Diese Bander, welche die Epithelzellen
verbinden, verhindern die freie parazellulare Diffusion (Heyman, 2005) und kontrollieren damit
den Durchlass von Makromolekdilen und Antigenen (Madara et al., 1989; Watson et al., 2001).

Verschiedene in-vitro und in-vivo Studien zeigten, dass die Durchlassigkeit des intestinalen
Epithels von einer Vielzahl von Faktoren beeinflusst wird. Hierzu zahlen unter anderem
verschiedene Immunzellpopulationen. So zeigten z. B. Versuche mit M&usen, dass eine
Aktivierung von CD4+ T-Helferzellen zu einer erhdhten transzellularen und parazellularen
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Permeabilitat fihrt. Zudem kommt es nach der Aktivierung dieser Zellen zu einer erhéhten
Ausschttung pro-inflammatorischer Cytokine wie TNF-a (Musch et al., 2002; Clayburgh et al.,
2005). Eine intraperitoneale Injektion dieser Cytokine zeigte auBerdem einen Zusammenbruch
der intestinalen Barriere, gefolgt von Durchfallerscheinungen bei Mausen (Clayburgh et al.,
2006). Der Einfluss pro-inflammatorischer Cytokine, wie TNF-a und IFN-y, ist auch bei vielen
Entzindungserkrankungen des Darms bekannt (MacDonald et al., 1990; Fais et al., 1994; Ye
et al., 2006). Inkubationsversuche von Darm-Epithelzellen mit IFN-y und TNF-a zeigten
Veranderungen in der Struktur unterschiedlicher tight junction Proteine und fihrten zu einer
verminderten epithelialen Barrierefunktion (Zolotarevsky et al, 2002). Diese Art von
immuninduzierten Dysfunktionen der intestinalen Barriere stehen im Verdacht, mit der
Anfalligkeit und Auspragung zahlreicher Autoimmunerkrankungen und
Entzindungsprozessen, wie chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen, Diabetis, Zdliakie
und Nahrungsmittelallergien im Zusammenhang zu stehen (Meddings et al., 1999; Groschwitz
und Hogan, 2009).

2.2.1 Nahrungsmittelallergien

Bei der Entstehung einer Nahrungsmittelallergie muss es zunachst zu einem Kontakt von
Nahrungsmittelantigenen mit den Immunzellen der Darmschleimhaut kommen. Es wird
vermutet, dass eine gestorte Barrierefunktion des Darmepithels einen verstarkten Transport
dieser Antigene aus dem Darmlumen zuldsst und damit eine Antigen-spezifische
Immunreaktion hervorruft (Groschwitz und Hogan, 2009). Ussing-Kammer Untersuchungen
mit Dinndarmgewebe von Kindern mit Kuhmilchallergie offenbarten eine deutlich erhéhte
Durchlassigkeit im Vergleich zu gesunden Kindern (Heyman, 2005). Auch Patienten mit
Allergien gegen diverse andere Nahrungsmittel, wie Nuss, Soja und Fruktose, zeigten eine
gestorte epitheliale Barrierefunktion (Ventura et al, 2006). Des Weiteren konnte ein
Zusammenhang zwischen einer erhdhten intestinalen Permeabilitdt und der Entwicklung
neuer Nahrungsmittelallergien immunsupprimierter Patienten in Folge von Transplantationen

nachgewiesen werden (Asante-Korang et al., 1996; Lacalille et al., 1997; Granot et al., 2006).

Neben der Entstehung der Nahrungsmittelallergie, scheint sich eine gestdrte intestinale
Barrierefunktion auch auf die Auspragung klinischer Symptome aufgrund dieser Allergien
auszuwirken. So erhbhte sich beispielsweise die intestinale Permeabilitdt durch die
Verabreichung von Nahrungsmittelantigenen bei Patienten mit Nahrungsmittelallergien (Andre
et al., 1987; Ventura et al., 2006). Dabei korrelierte der Grad der Barrieredysfunktion deutlich
mit der Schwere der Auspragung der Symptome (Ventura et al., 2006). Zusammengenommen
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weisen all diese Studien auf eine wichtige Funktion der intestinalen Barrierefunktion bei der
Etablierung von Nahrungsmittelallergien hin.

2.3 Die Entwicklung der intestinalen Mikrobiota beim Ferkel

Die Entwicklung der intestinalen Mikrobiota beim Ferkel beginnt bereits wahrend der Geburt
und in den ersten Lebensstunden (Mackie et al, 1999; Konstantinov et al., 2006). Als
Hauptquelle dient hierbei die vaginale, fakale und dermale Mikrobiota des Muttertiers (Penders
et al., 2006). Bis zu diesem Zeitpunkt ist der Verdauungstrakt des heranwachsenden Fetus
nahezu keimfrei (Gaskins, 2001; Hopwood und Hampson, 2003; Shirkey et al., 2006; Lalles et
al.,, 2007a). Studien mit gnotobiotischen Tieren zeigten, dass autochthone Bakterien die
nattrliche, nachgeburtliche Entwicklung des intestinalen Gewebes des Wirtstieres stimulieren.
Zudem unterstltzen sie die Entwicklung des Immunsystems, spielen eine entscheidende Rolle
bei Abwehrfunktionen und verwerten nicht-verdauliche Substanzen der Diat in
energieliefernde Metabolite (Gaskins, 2001; Guarner und Malagelada, 2003; Bauer et al.,
2006; Ley et al., 2008; Koenig et al., 2011). Bereits 1989 wurde der Begriff colonisation
resistance eingefuhrt, welcher den schiitzenden Einfluss der Mikrobiota gegen eindringende
Pathogene beschreibt (van der Waaij, 1989). Diese symbiotische Beziehung aus Wirt und
Bakterien entwickelte sich im Laufe der Evolution (Gaskins, 2001). Der genaue Aufbau der
Mikrobiota hangt von mehreren Faktoren ab. Dazu zahlt der genetische Hintergrund und die
Physiologie des Wirts, aber auch die Interaktion verschiedener Bakterienarten (Konstantinov
et al., 2004).

Die Zusammensetzung der Mikrobiota durchlauft im Laufe der ersten Lebenswochen bis zum
Absetzen viele Veréanderungen (Stewart, 1997). Innerhalb weniger Stunden nach der Geburt
dominieren dabei hauptséachlich Streptokokken und coliforme Bakterien wie Escherichia coli
und Clostridien (Mackie et al., 1999; Konstantinov et al., 2004; Petri et al., 2010). Bereits am
zweiten Tag geht der Anteil der coliformen Bakterien und Clostridien zurick und die Anzahl
der Streptokokken und Laktobazillen erhéht sich deutlich. Wahrend der Sdugezeit dominieren
in der Digesta von Magen und Dinndarm Milchs&urebakterien (Tannock et al., 1990; Petri et
al., 2010), welche an die Verwertung der Milchinhaltsstoffe adaptiert sind (Fuller et al., 1978;
Hopwood und Hampson, 2003). Innerhalb der ersten Woche nach dem Absetzen sinkt jedoch
der Anteil dieser Bakteriengruppe im Dinndarm wieder und der Anteil coliformer Bakterien und
Clostridien nimmt erneut zu (Konstantinov et al., 2006).

Eine gesunde Mikrobiota ist auch entscheidend zur Vorbeugung von Durchfallerkrankungen
bei der Futterumstellung. Wahrend der Umstellung von Milch zu fester Nahrung kommt es zu
einer radikalen Veranderung der Mikrobiota innerhalb der ersten zwei Wochen nach dem
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Absetzen (Hillman et al., 2001). In diesem Zusammenhang konnte eine deutlich reduzierte
Anzahl von Laktobazillen und anderen nicht-pathogenen, zutraglichen Bakterien gezeigt
werden, was wiederum das Wachstum von u. a. pathogenen coliformen Bakterien begtnstigt
(Ewing, 2009). Vor allem bei frih abgesetzen Ferkeln (nach 17 Tagen) war die Anzahl von
Laktobazillen, vor allem im DUnndarm, deutlich geringer, als bei Ferkeln, die eine Woche
spater abgesetzt wurden. (Franklin et al., 2002).

2.4 Die Phase des Absetzens und die Bedeutung fur die Tiergesundheit

Das natdrliche Absetzen von Wild- und Hausschweinen findet in einem Alter von ca. 70 Tagen
statt (Whittemore und Green, 2001). Dabei handelt es sich jedoch um einen graduellen
Prozess (van Beers-Schreurs et al., 1998; Worobec et al., 1999). Der Gastrointestinaltrakt
eines neugeborenen Ferkels ist zunachst auf die Aufnahme und Verdauung von Sauenmilch
eingestellt (Fan et al., 2002). Im Alter von 14 - 28 Tagen entwickelt er sich so weit, dass das
Ferkel dazu in der Lage ist, sukzessiv nicht Milch-basiertes Futter zu verwerten (Whittemore
und Green, 2001). Dies erlaubt eine langsame Umstellung in der Nahrungsaufnahme, in der
das Ferkel graduell von der Abhangigkeit der Sauenmilch und der darin enthaltenen Nahrstoffe
entwdéhnt wird und ermdglicht so die Reifung eines funktionsfahigen Verdauungsapparates
(van Beers-Schreurs et al., 1998; Brooks und Tsourgiannis, 2003; Miller und Slade, 2003;
Zabielski et al., 2008). Es wird davon ausgegangen, dass sich das Ferkel, unter natirlichen
Bedingungen, etwa acht Wochen nach der Umstellung zu fester Nahrung komplett unabhangig
von der Sauenmilch erndhren kann (Whittemore und Green, 2001).

Die Entwicklung des Verdauungssystems wird durch die Aufnahme des Kolostrums eingeleitet
und dauert wahrend der gesamten Saugeperiode an. Hierbei zeigen Ferkel mit einem spéateren
Absetzzeitpunkt eine weiter fortgeschrittene Entwicklung (Hampson, 1986; Kelly et al., 1991).
Wann Ferkel friihestens abgesetzt werden dlrfen, ist in der EU streng geregelt. In der
Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung ist in Abschnitt 5 § 27 festgehalten, dass Saugferkel
erst ab einem Alter von vier Wochen abgesetzt werden dlrfen. Der Zeitpunkt darf dann friher
gewahlt werden, wenn es zum Schutz des Muttertieres bzw. des Saugferkels vor Schmerzen,
Leiden oder Schaden erforderlich ist. Zudem dirfen Ferkel im Alter von Gber drei Wochen
dann abgesetzt werden, wenn sie unverzlglich in desinfizierte Stélle, bzw. Stallabteile,
verbracht werden, in denen keine Sauen gehalten werden (Tierschutz-
Nutztierhaltungsverordnung, 2006). In der konventionellen Tierhaltung werden Ferkel mittels
dieser Regelung meist so friih wie méglich abgesetzt. Unmittelbar darauf wird haufig eine
reduzierte Futteraufnahme beobachtet, welche bis zur Untererndhrung der Ferkel, durch die
Unterversorgung mit Nahrstoffen, fiihren kann (Pluske et al., 1997; Le Dividich und Séve,
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2000; Lalles et al., 2004). Es kann bis zu zwei Wochen in Anspruch nehmen, das dadurch
entstandene Energiedefizit wieder auszugleichen (Le Dividich und Séve, 2000). Der abrupte
Wegfall der energiereichen Sauenmilch, die einen hohen Anteil an Fett und leicht verdaulicher
Laktose aufweist, flhrt zu einem zusétzlichen Energiedefizit der Ferkel (Klobasa et al., 1987;
Pluske et al., 1997; Le Dividich und Séve, 2000; Williams, 2003; Zabielski et al., 2008). Zudem
muss das Ferkel nach dem Absetzen auf die in der Sauenmilch enthaltenen
Wachstumsfaktoren und Immunglobuline verzichten (Pluske et al., 1997; King et al., 2003).
Diese Wachstumsfaktoren sind u.a. an der Bereitstellung regulatorischer Signale im

Gastrointestinaltrakt des neugeborenen Ferkels verantwortlich (Odle et al., 1996).

2.4.1 Morphologische und physiologische Verdnderungen im Dinndarm wé&hrend der
Absetzphase

Die Entwicklung der adulten Verdauungsphysiologie wird durch die Aufnahme des Kolostrums
eingeleitet und wahrend der Saugephase fortgefiihrt. Dabei zeigen spater abgesetzte Ferkel
eine deutlich weiter fortgeschrittene morphologische Entwicklung des Gastrointestinaltrakts
(Hampson, 1986; Miller et al., 1986; Cera et al., 1988; Kelly et al., 1991; Miller und Slade,
2003). Innerhalb der ersten drei Tage nach dem Absetzen kommt es zunéchst zu einer
deutlichen Reduktion des Dinndarmgewichts beim Ferkel (Makkink et al., 1994). Gleichzeitig
konnte eine dramatische Reduktion der jejunalen Villuslange unmittelbar nach dem Absetzen
gezeigt werden (Cera et al., 1988; van Beers-Schreurs et al., 1998). In Zusammenhang mit
der reduzierten Futteraufnahme und der damit oft einhergehenden, vorlbergehenden
Unterversorgung, werden bei Ferkeln nach dem Absetzen oft Villusatrophien beobachtet
(Hampson, 1986; Stokes et al., 1987; Pluske et al., 1997; van Beers-Schreurs et al., 1998;
Lallés et al., 2004). Diese Verkirzung der Darmzotten ist drei bis flinf Tage nach dem Absetzen
am gravierendsten und wird ab dem dritten bis sechsten Tag von einer sogenannten
Kryptenhyperplasie, einer Vertiefung der Krypten, begleitet (Tang et al., 1999; Spreeuwenberg
et al., 2001; David et al., 2002; Boudry et al., 2004; Montagne et al., 2007). Die Vertiefung der
Krypten erfolgt aufrund einer erhéhter Zellproliferation und soll der regenerativen Zunahme
der Zottenlange, durch die Nachbildung von Enterozyten dienen (Hedemann et al., 2003; Miller
und Slade, 2003; Zabielski et al., 2008). Das Verhaltnis von Zottenlange zu Kryptentiefe ist
hierbei ein wichtiger Indikator. In der akuten Phase nach dem Absetzen gilt eine Verringerung
dieses Verhaltnisses als Ausdruck hoher Zellverluste im Zottenepithel und einer nicht
genugenden Zellerneuerung in den Krypten (Hampson, 1986; Pluske et al., 1997; Van Dijk et
al., 2001; Hedemann et al., 2003; Zabielski et al., 2008). Die bei der Atrophie entstehende
Verkurzung der Zotten und die damit einhergehende Verkleinerung der Oberflache fihren zu

einer verschlechterten Aufnahmefahigkeit des Dinndarms flir Nahrstoffe. Dies wird durch eine
13



Literaturtibersicht

deutlich reduzierte Enzymaktivitdt (sog. brush border Enzyme) im Bereich der
Darmschleimhaut verstarkt (Hampson, 1986; Miller et al., 1986). Diese Veranderungen stehen
in starkem Zusammenhang mit Durchfallerscheinungen in der akuten Phase nach dem
Absetzen (Hampson, 1986; Gaskins und Kelley, 1995; Pluske et al., 1997).

2.4.2 Durchfallerkrankungen nach dem Absetzen

Die in Folge des Absetzens haufig auftretenden Durchfallerkrankungen flihren auch heute
noch zu erheblichen wirtschaftlichen Schaden in der Schweineproduktion (Madec et al., 1998;
Melin et al., 2000). Neben den bereits beschriebenen morphologischen Veranderungen (2.4.1)
spielen bei diesem Krankheitsbild u. a. auch verschiedene immunologische Faktoren eine
Rolle. Hierzu zahlen vor allem die Immunglobuline (Ig), welche die Ferkel in der Sdugeperiode
Uber die Sauenmilch aufnehmen. Das maternale IgA ist ein wichtiger Bestandteil der
mukosalen Immunitat und mitverantwortlich flr die effiziente Bekdmpfung von pathogenen
Mikroorganismen und Toxinen (Brandtzaeg und Pabst, 2004; Macpherson et al., 2008). Durch
das Absetzen, und die damit fehlende Sauenmilch, werden den Ferkeln diese schiitzenden
Faktoren entzogen, was die Tiere daraufhin zunachst anfélliger fir Darmerkrankungen und
Durchfallerscheinungen macht (Fan et al., 2002). Abgesetzte Ferkel sind dabei oft anfalliger
fir, durch E. coli Toxine verursachten, Durchfall als Saugferkel (Nabuurs et al., 1993).

Zudem konnten Veranderungen in der Zusammensetzung der Lymphozyten der jejunalen
Lamina propria aufgezeigt werden. Hierbei nahm der Anteil der CD4+ und CD8+ T-Zellen in
der Phase des Absetzens deutlich zu, was auf eine Stimulation des gastrointestinalen
Immunsystems hinweist (Pluske et al., 1999; Solano-Aguilar et al., 2001). Durch die Zufuhr
neuer, unbekannter Futtermittelantigene nach dem Absetzen, kann es zudem zur Ausbildung
einer Futtermittelhypersensitivitat kommen. Dies wiederum wirkt sich zusatzlich schlecht auf
die Lebendmasseentwicklung der Tiere aus (Li et al, 1990b; Li et al, 1991). Flr die
Sojabohnen-Proteine Glycinin und B-Glycinin konnten solche Hypersensitivitatsreaktionen bei
Schweinen (Stokes et al., 1984; Engle, 1994), Kalbern (Dawson et al., 1988) und Mausen
(Mowat und Ferguson, 1981) gezeigt werden. Bei der Fltterung von unbearbeitetem Sojamehl
konnte neben der veranderten Villusmorphologie zudem ein erhdhter Antikorpertiter (IgG)
gegen Sojaproteine im Blut festgestellt werden (Li et al., 1990a), was auf eine immunologische
Ursache hin deutet. Es wird angenommen, dass ein vermehrter Ubertritt intakter Soja-Antigene
aus dem Darm hierfur ursachlich ist. Der genaue Mechanismus ist bisher allerdings nicht
geklart. Verschiedene Studien deuten auf eine zellvermittelte Immunreaktion hin (Miller et al.,
1984a; Miller et al., 1984b; Stokes et al., 1984; Stokes et al., 1987). Stokes et al. (1987) stellten
z. B. eine erhdéhte Anzahl intraepithelialer Lymphozyten im Dinndarm Soja-sensibilisierter
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Schweine fest. Miller et al. (1984a) zeigten, dass ein erhéhter Gehalt an antigenem Material
(bovines Kasein) im, vor dem Absetzen verabreichten, Beifutter verstarkte
Durchfallerscheinungen nach dem Absetzen zur Folge hat. Daraufhin postulierten sie, dass
das Tier zunachst durch das Antigen sensibilisiert werden muss, um anschlieBend eine
Hypersensitivitdt zu entwickeln. Es gibt jedoch auch Studien, die die zellvermittelte
Immunreaktion als Grundlage fir die Hypersensitivitdt nicht unterstitzen. So konnten
beispielsweise weder Blut- noch Darmlymphozyten von Ferkeln (56 Tage und jlinger) durch
aufgereinigtes Sojaprotein zur Proliferation angeregt werden (Li et al., 1990b). Dabei ist jedoch
zu beachten, dass sich Darmlymphozyten vor dem Vollenden der zehnten Lebenswoche in-
vitro nur sehr schwer zur Proliferation anregen lassen (Wilson et al., 1986). Es ist jedoch
bekannt, dass NK-Zellen bereits im jungen Ferkel funktionstichtig sind. Bereits am 21.
Lebenstag konnte eine zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen des Blutes nachgewiesen werden
(Tuchscherer et al., 2002). Somit lasst sich eine Beteiligung der NK-Zellen, als Teil der

zellvermittelten Immunantwort, am Prozess der Villusatrophie nicht ausschlieBen.

2.5 Futtermittelzusatzstoffe

Futtermittelzusatzstoffe sind ,Stoffe, Mikroorganismen oder Zubereitungen, die keine
Futtermittel-Ausgangserzeugnisse oder Vormischungen sind und bewusst Futtermitteln oder
Wasser zugesetzt werden (Verordnung (EG) Nr. 1831/2003, 2003). Zugelassene
Futtermittelzusatzstoffe werden in insgesamt finf Kategorien unterteilt (Tabelle 2). Fir die
wissenschaftliche Einschatzung sowie die Zulassung von Futtermittelzusatzstoffen sind die
Europdische Kommission, sowie die Europaische Behodrde fur Lebensmittelsicherheit
verantwortlich (EFSA).

Vor allem in der Phase des Absetzens kommt es zu einem erhéhten Aufkommen von
Durchfallerkrankungen, was zu einem erheblichen ékonomischen Verlust in der Tierhaltung
fihrt (Madec et al., 1998; Melin et al., 2000). Mithilfe von Futtermittelzusatzstoffen konnte eine
Reduktion der Durchfallhaufigkeit, sowie eine Verbesserung der Leistungsdaten um bis zu 5 %
erzielt werden (Simon et al., 2005). Dabei ist die gesteigerte Leistungsfahigkeit vermutlich auf
eine gesteigerte Ausnutzung der Futterndhrstoffe zurtickzufihren. Die wachstumssteigernde
Wirkung verabreichter Antibiotika erwies sich als besonders grof3 bei Tieren, welche unter
unvorteilhaften Bedingungen gehalten werden und keine vollwertige Erndhrung erhalten.
Hierbei gilt, je schlechter die Umweltbedingungen wie Stallhygiene oder die
Zusammensetzung des Futters sind und je schlechter der allgemeine Gesundheitszustand des
Tiers, desto dramatischer ist die Antibiotikawirkung (KirchgeBner, 2004).
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Tabelle 2: Futtermittelzusatzstoff-Kategorien (Verordnung (EG) Nr. 1831/2003, 2003).

Kategorie Beschreibung

Technologische Zusatzstoffe Stoffe, die den Futtermitteln aus technologischen Griinden
zugesetzt werden. Dazu z&hlen u. a. Konservierungs- und
Antioxidationsmittel, Emulgatoren, Stabilisatoren,

Silierzusatzstoffe, Trenn-, Gelier-, und Bindemittel

Sensorische Zusatzstoffe Stoffe, die einem Futtermittel zugesetzt werden, um die
organoleptischen Eigenschaften dieses Futtermittels bzw.
die optischen Eigenschaften des aus den Tieren
gewonnenen Lebensmittels zu verbessern oder zu

verdndern. Hierzu zahlen u. a. Aromen und Farbstoffe

Ernadhrungsphysiologische U.a. Vitamine, Provitamine, Spurenelemente, Aminoséuren
Zusatzstoffe und Harnstoff
Zootechnische Zusatzstoffe Stoffe, die die Leistung und den Gesundheitszustand der Tiere

oder die Auswirkungen auf die Umwelt positiv beeinflussen.
Dazu gehdren u.a. Verdaulichkeitsférderer wie Enzyme,
Darmflorastabilisatoren  (Mikroorganismen, die bei der
Verfutterung an Tiere eine positive Wirkung auf die Darmflora
haben) und Stoffe, die die Umwelt giinstig beeinflussen

Kokzidiostatika und Histomonostatika Stoffe, die Infektionen durch Kokzidien (Einzeller) vorbeugen

Antibiotika wurden lange Zeit nicht nur zur Therapie vorliegender Erkrankungen, sondern auch
als Wachstums- bzw. Leistungsférderer in Form von Futtermittelzusatzstoffen bei
verschiedenen Nutztieren eingesetzt. Durch das Europaische Parlament und den Rat der
Europaischen Union wurden Antibiotika 2003 als ,antimikrobielle Stoffe, die durch einen
Mikroorganismus erzeugt bzw. aus diesem gewonnen werden und andere Mikroorganismen
zerstéren bzw. deren Wachstum hemmen*® definiert (Verordnung (EG) Nr. 1831/2003, 2003).
Aufgrund eines erhdhten Ubertragungsrisikos von Antibiotikaresistenzen wurde seit Januar
2006 der Einsatz antibiotischer Wachstums- bzw. Leistungsférderer in der Nutztierhaltung
europaweit verboten (European Commission, 2006). Daher wurde in den letzten Jahren
intensiv an nicht-antibiotischen Substanzen geforscht, welche einen &hnlich positiven Effekt
auf die Leistung und Gesundheit der Tiere haben. Zu den sogenannten ,alternativen
Leistungsférderern® z&hlen vor allem probiotische Mikroorganismen, welche im folgenden

Kapitel genauer erlautert werden.
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2.6 Probiotika als Futtermittelzusatzstoffe
2.6.1 Definition

Der Begriff “Probiotikum” stammt aus dem Griechischen (,pro bios*) und bedeutet ,fir das
Leben®. Er wurde erstmals 1953 von Werner Kollath verwendet, um aktive Substanzen zu
beschreiben, die fir eine gesunde Entwicklung essentiell sind (Park, 2009). Lilly und Stilwell
entdeckten 1965, dass verschiedene Protozoen-Spezies Substanzen produzieren, die positiv
auf das Wachstum anderer Spezies wirken, welche wiederum fiir den eigenen Organismus
forderlich sind (Lilly und Stillwell, 1965). Parker spezifizierte dies 1974 und bezeichnete
Probiotika als ,Organismen und Substanzen, die zum mikrobiellen Gleichgewicht beitragen”
(Parker, 1974). Die gebrauchlichste Definition nach Fuller bezeichnet ein Probiotikum als
»einen lebenden mikrobiellen Futterzusatz, der eine vorteilhafte Wirkung auf das Wirtstier hat,
indem er das intestinale Gleichgewicht verbessert” (Fuller, 1989). Hierbei wurde die weitlaufige
Bezeichnung ,Substanz bewusst vermieden, um eine klare Abgrenzung zu antibiotischen und
prabiotischen Substanzen zu schaffen und die Bedeutung der Lebensféhigkeit der
probiotischen Organismen zu betonen. In den darauf folgenden Jahren wurde diese Definition
oftmals angepasst. Die Weltgesundheitsorganisation beschreibt Probiotika als ,lebende
Mikroorganismen, die, nach Verzehr einer bestimmten Menge, tber ihren generellen Nahrwert
hinaus, einen positiven Effekt auf die Gesundheit des Wirtstieres besitzen® (Guarner und
Schaafsma, 1998; Joint FAQO, 2002). Studien haben zudem gezeigt, dass sich auch inaktivierte
probiotische Keime, bzw. bereits deren Zellstruktur, positiv auf die menschliche Gesundheit
auswirken (Salminen et al., 1999).

Probiotika kénnen in verschiedenen Formen Uber die Nahrung aufgenommen werden, unter
anderem als Tabletten oder mittels fermentierter Nahrungsmittel, wie z. B. Joghurt. Dabei kann
der Zusatz aus einem oder mehreren probiotischen Keimen in Kombination bestehen (Fooks
und Gibson, 2002). Der positive Einfluss des Einsatzes von Probiotika in der Schweinehaltung
wurde in diversen Studien beobachtet. Hierbei wurden eine Verbesserung der téglichen
Lebendmassezunahme, der Futterverwertung, sowie eine geringere Sterblichkeitsrate und ein
reduziertes Auftreten von Durchfallerkrankungen festgestellt (Fuller, 1989; Simon et al., 2005;
Ohashi und Ushida, 2009). Vor allem die Durchfallinzidenz konnte, laut einer Studie, bei einer
sehr friihen Applikation der Probiotika an die Ferkel kurz nach der Geburt, bzw. bereits zuvor
an die Sauen, auf 10 bis 50 % reduziert werden (Simon, 2005).

Die Wirkungsmechanismen von Probiotika sind noch nicht eindeutig geklart und variieren
stark. Die generelle Unterteilung der bisher bekannten Wirkmechanismen sind in Absatz 2.6.2
dargestellt. Viele der als Probiotika eingesetzen Mikroorganismen entstammen dem
Verdauungstrakt und zahlen zu den Milchsdurebakterien, wie u.a. Laktobazillen,
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Bifidobakterien, Pediokokken und Enterokokken (Gibson et al., 1997; Lee, 1999; Jin et al.,
2000b). Dartber hinaus finden auch Hefen, Bakteriensporen und gramnegative Bakterien
Verwendung als Probiotikum (Gérke und Liebler-Tenorio, 2001; Simon et al., 2005). Eine Liste
mit allen derzeit durch die EFSA als Probiotikum zugelassenen Mikroorganismen ist in Tabelle
4 dargestellt.

2.6.2 Wirkmechanismen von Probiotika

Obwohl die gesundheitsférdernde und leistungssteigernde Wirkung von Probiotika auf die
Wirtstiere in zahlreichen Studien belegt wurde (Shortt, 1999; Ohashi und Ushida, 2009), sind
die detaillierten Wirkmechanismen bisher noch nicht hinreichend wissenschaftlich aufgeklart.
Zu beachten ist dabei, dass die Wirkung eines Probiotikums immer stammspezifisch ist,
weshalb sich Forschungsergebnisse nicht ohne weiteres tbertragen lassen (Dongarra et al.,
2013). Es ist bekannt, dass Probiotika vor allem im Gastrointestinaltrakt wirken und in
bedeutendem Zusammenhang mit der Mikrobiota des Wirtstieres stehen (Shortt, 1999). Die
genaue Wirkung ist dabei von der mikrobiellen Ausgangssituation des Darmtrakis des
Wirtstieres abhéngig. Dadurch variiert der Einfluss des Probiotikums stark und kann nur sehr
schwer vorausgesagt werden (Mackie et al., 1999; Simon et al., 2005; Ohashi und Ushida,
2009).

Man unterscheidet grundsatzlich zwischen zwei Wirkungsweisen: Der Interaktion zwischen
probiotischen und anderen intestinalen Mikroorganismen, sowie der Wirkung von Probiotika
auf den Wirtsorganismus selbst (Gérke und Liebler-Tenorio, 2001; Thelen et al., 2004;
Oelschlaeger, 2010; Soccol et al., 2010; Murguia-Peniche et al., 2013). In den folgenden
Abschnitten sind einige der méglichen Wirkmechanismen aufgefhrt.

2.6.2.1 Interaktion zwischen probiotischen und anderen intestinalen Mikroorganismen

In einem Vergleichsversuch zeigten Collins und Carter (1978), dass die letale Dosis des
Salmonellose verursachenden Bakteriums Salmonella enteritidis bei keimfrei gehaltenen
Mausen erheblich geringer ist als bei konventionell gehaltenen M&usen. So fihrte bereits die
Verabreichung von nur 10 Zellen / Tier bei den keimfreien Mausen zu einer 100 % - igen
Sterblichkeitsrate, wohingegen dies bei den konventionell gehaltenen Tieren erst ab einer
Dosis von 10° Zellen / Tier eintrat. Dieser Effekt deutete bereits damals auf eine Interaktion
zwischen der wirtseigenen Mikrobiota und den pathogenen Mikroorganismen hin.

Konkurrenz um Anheftungsstellen und Besiedlung des Gastrointestinaltrakts

Bereits 1973 konnte in einem Futterungsversuch mit apathogenen Laktobazillen deren
schitzende Wirkung bei Infektionen mit E. coli in Schweinen gezeigt werden. Die mit dem
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Probiotikum behandelten Tiere zeigten ein hohes Vorkommen der markierten, gefitterten
Laktobazillen auf der Schleimhautoberflache des Darms und, verglichen mit den Kontrolltieren,
keine Anheftung der E. coli (Muralidhara et al., 1973). Ahnliches wurde kurze Zeit spater von
Davidson und Hirsh (1976) beobachtet. Der Einsatz eines apathogenen E. coli Stammes vor
der Infektion mit einem toxin-bildenden E. coli Stamm mit dem gleichen Fibrin-Antigen, flhrt
zu einer starken Reduktion der Krankheitssymptome. Auch Jin et al. (2000b) beobachteten in
einer Studie mit isoliertem porzinem Mukus, dass die Anheftung der E. coli Stamme K88 und
K8MB an die Darmschleimhaut um bis zu 90 % verringert werden kann, wenn zeitgleich mit
der Infektion mindestens 10° KBE / mL des E. faecium Stamms 18C23 verabreicht werden.
Eine mdgliche Erklarung fir das reduzierte Anheften von E. coli ist eine Besetzung der Toxin-
sensitiven Zellen des Dinndarms durch die apathogenen Mikroorganismen. Studien haben
zudem gezeigt, dass der Einsatz verschiedener probiotischer Stdmme zu einer erhdhten
Genexpression von Muzinen fuhrt, wodurch die Bindung von Mikroorganismen ebenfalls
reduziert wird (Mack et al., 1999).

Konkurrenz um Néahrstoffe

Neben der Konkurrenz um Anheftungsstellen, spielt auch die Konkurrenz um limitierte
Substrate, die sowohl die probiotischen als auch die pathogenen Mikroorganismen fir ihre
Fermentation benétigen, eine Rolle (Fooks und Gibson, 2002). Bei diesen Substraten handelt
es sich vor allem um leicht verwertbare Kohlenhydrate (Hentges, 1992), welche bei erhdhter
Nutzung durch probiotische Bakterien zu einem Mangel an Energiesubstraten fir
unerwilnschte Spezies fuhren. Hier zeigten Wilson und Perini (1988) in einem continous-flow-
System muriner Fakalflora, dass sich Clostridium difficile in-vitro nur dann dauerhaft halten
und vermehren kann, wenn dem System zusatzliche, leicht verwertbare Kohlenhydrate
zugesetzt wurden. Ein weiterer limitierender Nahrstoff ist Eisen, welches fir die meisten
Bakterien ein essentielles Substrat ist (Weinberg, 1997). Probiotische Bakterien wie der E. coli
Stamm Nissle 1917 konkurrieren um diese begrenzte Ressource und reduzieren damit das
verfligbare Eisen flr andere Mikroorganismen (Grozdanov et al., 2004; GroBe et al., 2006).

Produktion antimikrobieller Substanzen

Auch durch die Produktion antimikrobieller Substanzen, welche entweder direkt inhibierend
auf pathogene Spezies wirken (Bakteriozine), oder die Wachstumsbedingungen
unerwlnschter  Spezies verschlechtern, kénnen Probiotka das Millieu des
Gastrointestinaltrakts beeinflussen (Genovese et al., 2000; Goérke und Liebler-Tenorio, 2001;
Corcionivoschi et al., 2010). So fihrte die Zugabe von Milchsdure, dem Endprodukt der
Milchsauregarung von Laktobazillen, zum Futter, zu einer Reduktion von E. coli Keimen im

Gastrointestinaltrakt von Schweinen (White et al., 1969). Ob die Menge des von Probiotika
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hergestellten Laktat in-vivo im Vergleich zu den bereits im Darm vorhandenen Laktat
produzierenden Bakterien relevant ist, bleibt fraglich. Viele Bakterien, darunter einige
Milchsaurebakterien, kénnen zudem neben organischen Sauren und anderen antimikrobiellen
Substanzen, auch sogenannte Bakteriozine produzieren (Gibson und Wang, 1994; Yildirim
und Johnson, 1998; Yildirim et al., 1999; Ibrahim und Salameh, 2001; Cheikhyoussef et al.,
2008). Dabei handelt es sich um Proteine, welche auch von gramnegativen Bakterien
hergestellt werden und einen antimikrobiellen Effekt auf sowohl grampositive, als auch
gramnegative Bakterien austiben kénnen (Cheikhyoussef et al.,, 2008). Das Wirkspektrum
dieser Bakteriozine ist jedoch meist sehr eng, wodurch sie sich deutlich von den meisten
Antibiotika unterscheiden lassen. Dabei beschrankt sich die antimikrobielle Wirkung in der
Regel auf Stamme der gleichen Spezies, wie der bakteriozinproduzierende Mikroorganismus
selbst (Zacharof und Lovitt, 2012). Verschiedene Probiotika, u. a. der L. reuteri Stamm
ATCC55730, sind aber auch in der Lage, Bakteriozine mit einem breiteren Wirkspektrum
herzustellen. Reuterin fungiert dhnlich wie ein Breitbandantibiotikum und ist sowohl gegen
grampositive und -negative Bakterien, als auch Hefe, Pilze, Protozoen und verschiedene Viren

wirksam (Cleusix et al., 2008).

Neutralisation von Toxinen

Viele pathogene Mikroorganismen zeichnen sich vor allem durch die Produktion von Toxinen
aus. Ein weiterer méglicher Wirkmechanismus von Probiotika ist es, den Wirtsorganismus vor
diesen Toxinen zu schitzen (Oelschlaeger, 2010). Die Hefe Saccharomyces boulardii
beispielsweise besitzt die Fahigkeit, bakterielle Toxine zu binden. Untersuchungen ergaben,
dass die Untereinheit B des Choleratoxins an die Oberflache von Hefezellen bindet, wodurch
diese wiederum das Toxin im Gastrointestinaltrakt vor einer mdéglichen Bindung an
Epithelzellen abfangen kénnten (Brandao et al., 1998). Auch die Menge des von C. difficile
hergestellten Toxins A und die damit einhergehende Hypersekretion konnte durch S. boulardii
in Ratten deutlich reduziert werden (Pothoulakis et al., 1993; lzadnia et al., 1998). Dabei
konnte eine antagonistische Wirkung der aus S. boulardii extrahierten Serinprotease gegen
Toxin A gezeigt werden, welche eventuell am Abbau des intestinalen Rezeptors fur das
entsprechende Enzym verantwortlich ist (Castagliuolo et al., 1996). In Zellkulturversuchen
konnte diesem Enzym ebenfalls eine neutralisierende Wirkung auf das Toxin B aus C. difficile
zugeordnet werden (Castagliuolo et al., 1999). Fiir einige Bifidobakterien, wie B. breve, konnte
in-vitro eine hemmende Wirkung gegen das von E. coli (O157:H7) exprimierte shiga Toxin bei
Mausen gezeigt werden. Dabei Uberlebten alle mit B. breve vorbehandelten Tiere eine
Infektion mit O157:H7, wohingegen 90 % der Kontrolltiere die Infektion nicht Uberstanden
(Asahara et al., 2004). Hier ist jedoch zu beachten, dass der streptomycinresistente Stamm
vermutlich nur durch den Einsatz des entsprechenden Antibiotikums proportional in der
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nétigen Anzahl Gberleben konnte, um einen Effekt zu zeigen. In-vivo konnte diese Wirkung
bisher nicht nachgewiesen werden.

2.6.2.2 Wirkung auf den Wirtsorganismus

Immunmodulation

Neben den Wechselwirkungen probiotischer Mikroorganismen mit der Mikrobiota, kommt es
durch Stoffe wie Zellwandkomponenten und DNA auch zu einer direkten Beeinflussung des
Immunsystems des Wirtstieres (Oelschlaeger, 2010). Diese Stoffe werden von
membransténdigen pattern recognition receptors (PRRs) auf Immunzellen des Wirtstieres
erkannt und kénnen daraufhin unterschiedliche Signalkaskaden einleiten (Oelschlaeger, 2010;
Wells, 2011). Zu diesen PRRs zahlt unter anderem der toll like receptor 2 (TLR-2), welcher
z. B. Zellwandbestandteile von Laktobazillen erkennen kann (Wells, 2011). Einige
Milchséaurebakterien, wie u. a. B. longum, flihrten in verschiedenen Studien zu einem generell
erhéhten Gehalt an intestinalem IgA (Takahashi et al., 1998; Vitini et al., 2000). Ein
Therapieversuch von durch Rotaviren mit Durchfall erkrankten Kleinkindern mit Lactobacillus
GG fuhrte zu einer deutlichen Verkirzung des Krankheitsverlaufes. Damit ging eine
signifikante Erhéhung der nicht-spezifischen humoralen Antwort wahrend der akuten Phase
der Infektion einher, was sich durch einen erhéhten Anteil an IgG, IgA und IgM auBerte (Kaila
et al., 1992). Die Einnahme von Joghurt und den darin enthaltenen L. bulgaricus und S.
thermophilus fihrte in einer Studie von Solis Pereyra und Lemonnier (1993) zu einer erhéhten
Cytokin-Produktion. L. plantarum war in Versuchen mit gnotobiotischen Ratten in der Lage,
die Antikdrperproduktion gegen E. coli zu erhéhen (Herias et al., 1999).

Es wird davon ausgegangen, dass eine Anhaftung des Probiotikums an die intestinale
Oberflache nétig ist, um Einfluss auf das Immunsystem des Wirtstieres nehmen zu kénnen
(Salminen et al., 1998; Lee, 1999; Corthésy et al., 2007). Jedoch wurde in zahlreichen Studien
demonstriert, dass Uber die Nahrung aufgenommene Probiotika nicht zu einem konstanten
Teil der Mikrobiota des Wirtstieres werden, sondern diese nur Uber die Dauer der
Supplementierung und kurze Zeit danach kolonisieren (Fuller, 1991; Tannock, 1997, 2002;
Gardiner et al., 2004; Klingberg und Budde, 2006).

In in-vitro Studien mit Caco-2 Zellen konnte gezeigt werden, dass verschiedene Laktobazillen
stammabhéngig die Produktion von pro- bzw. anti-inflammatorischen Cytokinen beeinflussen
(Haller et al., 2000). Hierdurch ist eine Mitregulation der intestinalen Immunantwort Uber das
Epithelium denkbar (Lu und Walker, 2001; Delcenserie et al., 2008). Durchflusszytometrische
Untersuchungen verschiedener probiotischer Mikroorganismen auf das Vorkommen
bestimmter IELs ergaben speziesspezifisch unterschiedlich immunmodulierende Wirkungen
der Probiotika. Fltterungsversuche, bei denen das Futter von Sauen und Ferkeln mit
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E. faecium SF68 supplementiert wurde, zeigten ein deutlich reduziertes Vorkommen
zytotoxischer CD8+ T-Zellen im jejunalen Epithel sowie eine reduzierte IgG Konzentration im
Blut (Scharek et al., 2005). Der auch in dieser Studie verwendete B. toyonensis hatte hingegen
einen potentiell immunstimulierenden Effekt. Bei der Supplementierung von Sauen und
Ferkeln konnte hier eine zeitweise Erhdéhung der Gesamt-Leukozyten, sowie der CD8+
zytotoxischen T-Zellen gemessen werden (Scharek et al, 2007). Bei Versuchen mit
abgesetzten Ferkeln konnte sowohl nach der Gabe von B. toyonensis als auch durch
S. boulardii eine tendenziell erhéhte Anzahl an CD8+ sowie yd T-Zellen beobachtet werden
(Van Briel, 2002).

Einfluss auf die Permeabilitdt der Darmschleimhaut und zellulare Transportmechanismen

Diverse Studien weisen darauf hin, dass mikrobielle Praparate einen Einfluss auf die
intestinale Barriere haben kénnen. Untersuchungen mit isolierten Gewebeproben aus dem
Jejunum von Schweinen, zeigten eine stimulierende Wirkung von Probiotika auf den
transzellularen Nahrstofftransport. Der Einsatz von S. boulardii und B. toyonensis fihrte dabei
zu einer deutlich héheren Aufnahme von Glukose, bei S. boulardiiim speziellen zusatzlich von
der nicht-essentiellen Aminosdure Alanin (Breves et al, 1997). Ussing-Kammer
Untersuchungen mit isolierten jejunalen Darmepithelien wachsender Schweine zeigten eine
signifikant niedrigere unidirektionale Mannitol Durchflussrate bei Tieren, die mit S. boulardii
und B. toyonensis supplementiert wurden. Die Nettofluxraten blieben dabei unbeeinflusst und
auch die Gewebeleitfahigkeit war mit der der Kontrolltiere vergleichbar (Winckler, 1997).
Ahnliche Ergebnisse wurden nach dem Einsatz von E. faecium erzielt. Auch hier wurden
deutlich geringere Durchflussraten fir das radioaktiv markierte Mannitol beobachtet (Klingspor
et al., 2013). Im Rlckschluss deutet dies auf eine erhéhte Barrierefunktion nach der Gabe der
Probiotika hin. In Zellkulturstudien mit dem Mixpraparat VSL#3, welches verschiedene
Milchsaurebakterien enthélt, konnte zudem ein erhéhter transepithelialer Widerstand
gemessen werden. Die in Verbindung damit vermutete Stabilisierung des Cytoskeletts, durch
eine Starkung der tight junctions, scheint dabei eine wichtige Rolle beim Erhalt der intestinalen
Barriere zu spielen (Winckler et al., 1998; Otte und Podolsky, 2004). Der probiotische E. coli
Stamm Nissle 1917 wirkte in Zellkulturstudien ebenfalls stabilisierend auf die tight junctions,
indem er die Signaltransduktion der Proteinkinase C abwandelt. Dadurch kommt es zu einer
erhéhten Expression von ZO-2 (zonula occludens-2), einem der entscheidenden Faktoren fir
den Erhalt epithelialer tight junctions (Zyrek et al., 2007; Fanning und Anderson, 2009).
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2.6.3 Anforderungen an Probiotika als Futtermittelzusatzstoffe

Probiotika werden in der Tiererndhrung oftmals als Leistungsférder-Alternativen bezeichnet
und sollen eine Alternative zum Antibiotikaeinsatz in der Tierhaltung darstellen. Um als
Futtermittelzusatzstoff zugelassen zu werden, missen Substanzen gewisse Anforderungen
erfillen. Die Eignung eines Stoffes wird durch die Europaische Behdrde fir
Lebensmittelsicherheit (EFSA) im Rahmen der Verordnung (EG) 1831/2003 gepriift und ist
von verschiedenen Kriterien abhangig. Die Zulassung eines Praparats ist dabei tierart- und
stammspezifisch jeweils flir zehn Jahre glltig und kann auf Antrag verlangert werden (Julliand,
2006). Zudem mussen die Eigenschaften und Risiken des jeweiligen Mikroorganismus in
mehreren Studien untersucht worden sein (Kneifel, 2005). Im Folgenden sind einige
Eigenschaften aufgelistet, welche probiotische Futtermittelzusatzstoffe aufweisen sollten
(Tabelle 3):

Tabelle 3: Gewilinschte Eigenschaften probiotischer Mikroorganismen

Eigenschaften

- Ausibung eines positiven Einflusses auf die Gesundheit des Wirtstieres

- Keine Gefahr fir den Verzehr durch Menschen

- Fahigkeit zur Adh&sion an Darmepithelzellen, bzw. zum l&ngeren Aufenthalt im Gastrointestinaltrakt

- Fahigkeit zur Modulierung des Immunsystems

- Hemmung pathogener Darmbakterien und Produktion antimikrobieller Substanzen

- Kein Beitrag zum Transfer von Antibiotikaresistenzen

- Unempfindlich gegentber Magen- und Gallensdure, sowie Speichel-, Verdauungs- und
Pankreasenzyme

- IngroBen Mengen produktionsfahig

- Widerstandsfahig gegen technologische Einfliisse wie Herstellung und Lagerung

(Fuller, 1989; Fuller, 1992; Gibson et al., 1997; Collins und Gibson, 1999; Ouwehand et al., 2002;
Galdeano und Perdigon, 2004; Laukova et al., 2004)

2.6.4 Probiotika in der Tierernahrung

Seit dem europaweiten Verbot von antibiotischen Leistungférderern im Tierfutter im Jahr 2006
(European Commission, 1P/05/1687), werden Probiotika in der Nutztierhaltung vermehrt zu
leistungs- und gesundheitsférdernden Zwecken eingesetzt. Hierbei wurde ein positiver
Einfluss von Probiotika auf die Lebendmassezunahme, Futteraufnahme und -verwertung,
sowie ein vermindertes Auftreten von Durchfallerkrankungen und eine reduzierte
Sterblichkeitsrate in der Ferkelaufzucht festgestellt (Ohashi und Ushida, 2009; Soccol et al.,

2010; Cho, 2011). Es werden verschiedene Mikroorganismen als dem Futter zugesetzte
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Probiotika verwendet. Viele der unterschiedlichen Bakterien- und Hefespezies, die als
Probiotikum in der Schweineaufzucht angewendet werden, sind dabei Teil der intestinalen
Mikrobiota des Wirtstieres selbst (Jin et al., 2000a; De Champs et al., 2003; Quigley, 2010).
Eine Liste der aktuell als Futtermittelzusatzstoffe zugelassenen Probiotika ist in Tabelle 4
dargestellt. Diese Mikroorganismen werden in unterschiedlicher Form verabreicht, als
vegetative Zellen oder, wie im Falle der Bazillus-Préparate, als Sporen. Bazillus-Sporen gelten
hierbei als die stabilste Form, da sie sowohl hitzeresistent sind als auch langere Lagerzeiten,
sowie die Passage des sauren Magenmilieus schadfrei Uberstehen (Simon et al., 2005). Da
durch ein einzelnes Probiotikum in der Regel nicht alle gewlnschten Eigenschaften (Tabelle

3) erflllt werden, gibt es auf dem Markt sowohl Einzel- als auch Kombinationspréaparate.

Tabelle 4: Liste der gegenwartig in der EU als Futtermittelzusatzstoffe zugelassenen Mikroorganismen
(European Union Register of Feed Additives. Edition 224. Annex |, Stand: 19.07.2016)

EG-Nr. Zusatzstoff Tierart

E 1700 B. licheniformis (DSM 5749), B. subtilis (DSM Masthihner, Kalber, Sauen, Ferkel,

5750) (im Verhéltnis 1:1) Mastschweine
E1702 g cerevisiae (NCYC Sc 47) Mastrinder, Milchkihe, Mastlamm, Ferkel
4b 1702 (abgesetzt), Sauen
E1703 S. cerevisiae (CNCM I-1079) Ferkel, Sauen
4a1704 S. cerevisiae (CBS 493.94) Pferde, Milchkiihe, Mastrinder, Kleinvieh
E1705/ £ faecium (NCIMB 10415) Ferkel, Mastschweine, Sauen
4b 1705
E. faecium (DSM 7134), L. rhamnosus Kalber
4b 1706 psMm 7133)
E 1707/ , . .
4b 1707 E. faecium (DSM 10663/NCIMB 10415) Kalber, Masthihner, Ferkel, Hunde
4b 1708 E. faecium (NCIMB 11181) Kélber, Ferkel (abgesetzt)

Sauen, Ferkel (abgesetzt), Milchkihe,

4b 1710 S. cerevisiae (MUCL 39885) Mastrinder. Plerde

E 1711/ G .

4a1711/ S. cerevisiae (CNCM 1-1077) ;’:gczkgceﬁa'\fasmnder’ Plerde, Lamm,
4b 1711 g8,

E 1712/ e Mastschweine, Ferkel (abgesetzt),

4d 1712 P. acidilactici (CNCM MA 18/5 M) Masthihner, Legehennen, Fisch
E1713/ E. faecium (CECT 4515) Ferkel (abgesetzt), Masthiihner
4b1713 = gesetzt,

E1714 L. farciminis (CNCM MA 67/AR) Ferkel (abgesetzt)

E 1715/ , ,

ab 1715 L. acidophilus (D2/CSL CECT 4529) Legehennen
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4b 1820 B, subltilis (DSM 15544) Ferkel (abgesetzt), Masthtihner,

Legehennen
4b 1821 B. subtilis (DSM 17299) Masthihner
4b 1822 B. amyloliquefaciens (CECT 5940) Masthihner

Sauen, Ferkel (abgesetzt), Masthiihner,

4b1823 B subtilis (ATCC PTA-6737) Legehennen, Mastenten, Mastgénse, u. a.

4b 1824 B. subtilis (CBS 117162) Mastschweine, Ferkel (abgesetzt)
4b 1830 C. butyricum (FERM-BP 2789) Ferkel (abgesetzt), Masthiihner,
Legehennen
22/ , Sauen, Mastschweine, Ferkel (abgesetzt),
4b1841 E. faecium (DSM 7134) Masthihner, Legehennen
4b 1850 E. faecium (DSM 3530) Masthlhner
4b 1871 S. cerevisiae (NCYC R404) Milchkiihe
4b 1872 S. cerevisiae (NCYC R625) Ferkel (abgesetzt)
B. animalis (DSM 16284), L. salivarius .
401890 o\ 16351), E. faecium (DSM 21913) Masthiihner, Legehennen
E. faecium (NBIMCC 8270), L. acidophilus
(NBIMCC 8242), L. helveticus (NBIMCC 8269),
4b 1891 L. delbrueckii ssp. lactis (NBIMCC 8250), Saugferkel
L. delbrueckii (NBIMCC 8244), S. thermophilus
(NBIMCC 8253)
4d 2 L. rhamnosus (CNCM-1-3698), L. farciminis Ferkel

(CNCM-1-3699)

12 L. farciminis (CNCM MA 67/4R) Masthihner, Legehennen

B. licheniformis, Bacillus licheniformis; S. cerevisiae, Saccharomyces cerevisiae; E. faecium, Enterococcus
faecium; L. rhamnosus, Lactobacillus rhamnosus; P. acidilactici , Pediococcus acidilactici; C. butyricum,
Clostridium butyricumn; S. thermophilus, Streptococcus thermophilus

2.6.5 Bazillussporen als probiotische Futtermittelzusatzstoffe

Zu der Gattung Bacillus zahlen Sporen-bildende, grampositive Stédbchenbakterien der GréRe
0,5-2,5x1,2-10 um, welche aerob und fakultativ anaerob wachsen kénnen (Coonrod et al.,
1971; Hallmann und Burkhardt, 1974). Die verschiedenen, als Probiotika eingesetzten
Mikroorganismen zeigen eine unterschiedliche Temperatur- und Lagerungsstabilitat.
Bazillussporen sind hitzestabil, Uberstehen lange Lagerungen sowie das saure Milieu des
Magens. Die Rate der Sporen, die trotz all dieser Widrigkeiten Uberlebt, liegt, je nach Gattung,
bei bis zu 95 % (Simon et al., 2005). Sie sind damit deutlich stabiler, als z. B. Laktobazillen
oder Bifidobakterien, welche als vegetative Zellen eingesetzt werden und zahlen insgesamt zu

den stabilsten Futtermittelzusatzstoffen (Simon et al., 2005).
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2.6.6 Bacillus toyonensis

Der penicillin-resistente Bacillus cereus ist als Mastitiserreger bei Kiihen bekannt (Jones und
Turnbull, 1981). Zudem werden ihm Durchfallerkrankungen und Erbrechen nach
Lebensmittelinfektionen beim Menschen zugeschrieben (Rolle und Mayr, 2007), wobei jedoch
die Aufnahme von hohen Keimzahlen vorausgesetzt ist. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten
Bacillus toyonensis handelt es sich um einen apathogenen Stamm der Art B. cereus (Van
Briel, 2002). B. toyonensis ist, wie die anderen B. cereus Spezies auch, kein Teil der
nattrlichen Darmmikrobiota des Schweines. Er zahlt zu den Sporen-formenden, aeroben
Bodenbakterien (Sneath, 1986). Unter unglinstigen Bedingungen, wie Nahrstoffmangel, Hitze,
Trockenheit, Kélte oder der Anwesenheit von dem Organismus schadenden Chemikalien,
bildet er seine Dauerform, eine Endospore (Abbildung 1). Dieser Vorgang wird als Sporulation
bezeichnet. Seine Sporen keimen bereits im Magen und Dinndarm abgesetzter Ferkel
(Vanbelle et al., 1990; Jadamus et al., 2001). Nach der Uberwindung des recht sauren
Magenmilieus gehen sie in ihren vegetativen Zustand Uber, sobald sie das alkalische
Darmmilieu erreicht haben, um dort stoffwechselaktiv zu werden (Kuether, 1987; Thelen et al.,
2004). Zudem haben Studien gezeigt, dass B. toyonensis Sporen auch nach der ersten
Keimung dazu in der Lage sind, erneut zu sporulieren. Dies deutet darauf hin, dass
B. toyonensis diesen Zyklus méglicherweise mehrfach wahrend der Darmpassage durchlauft
(Jadamus et al., 1999). Keimt die Spore zur vegetativen Zelle aus, kommt es zur Produktion
von Stoffwechselprodukten wie u. a. organischen Sauren wie Dipicolinsdure (Goodacre et al.,
2000). Dies fuhrt zu einer Reduktion des pH-Wertes (Guth, 2007). In-vitro Studien konnten
zudem Acetat, Propionat, Laktat, Succinat und Citrat als Stoffwechelmetabolite nachweisen
(Sneath, 1986). In seiner vegetativen Form ist der Organismus ca. 3 - 5 um lang, 1 um breit
und beweglich.

Keimzellwand Innere Sporenhille

Protoplast mit AuRere Sporenhiille

Chromosom

Sporenrinde Exosporium

Abbildung 1: Schematischer Aufbau einer Bazillusspore. Modifiziert nach (Paredes-Sabja et al., 2011)
und McKenney et al. (2013).
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2.6.6.1 Einsatz als Futtermittelzusatz

B. toyonensis wurde Uber viele Jahre auch in der Schweineproduktion verwendet. Hierbei
auBerte sich die probiotische Wirkung u. a. durch eine erhéhte Lebendmassezunahme,
verbesserte Futterverwertung, sowie eine Reduktion der Durchfallhdufigkeit und
Ferkelsterblichkeit (Gedek et al., 1993; Kirchgessner et al., 1993; Alexopoulos et al., 2001;
Baum et al., 2002; Taras et al., 2005; Kantas et al., 2015).

Studien mit Mausen haben zudem eine immunmodulierende Wirkung dieser Bazillusspezies
gezeigt, die sich durch eine erhéhte Expression der Cytokine TNF-a and IFN-y duf3erte (Braat
et al., 2004). Fitterungsversuche mit B. toyonensis beim Schwein zeigten ebenfalls einen
stimulierenden Einfluss des Probiotikums auf die systemische Immunitat bei Ferkeln
(Schierack et al., 2007). In einer Studie mit Sauen und Ferkeln, deren Futter mit B. toyonensis
erganzt wurde, konnte zudem eine erhéhte Anzahl CD8 positiver Lymphozyten im jejunalen
Epithel abgesetzer Ferkel beobachtet werden (Scharek et al., 2007). Auf welchem
Mechanismus diese Immunmodulation beruht, ist bislang nicht vollsténdig geklart. Doch wie
fast alle Bacillus Spezies produziert auch B. toyonensis Hamolysin, welches eine lytische
Aktivitat auf Epithelzellen auslbt (Beecher et al., 1995; Pruss et al., 1999; EFSA, 2012). In
Reaktion auf die Produktion von Stressmolekiilen durch die Enterozyten, kénnte dies
wiederum im Zusammenhang mit einer Aktivierung der IELs stehen (Scharek et al., 2007;
Schierack et al., 2007).

2.6.6.2 Zulassung als Futtermittelzusatz

B. toyonensis wurde 1994, damals noch unter der Bezeichnung B. cereus var. Toyoi, durch
die Europaische Kommission als Futtermittelzusatz beim Schwein und Ferkel zugelassen. In
Deutschland wurde das Probiotikum unter dem Markennamen ToyoCerin® (NCIMB 40112)
durch die Lohmann Animal Health GmbH & Co. KG vertrieben.

Im Jahr 2001 bestétigte das Scientific Committee of Animal Nutrition (SCAN), dass ToyoCerin®
keine der Toxine produziert, die in anderen B. cereus Stammen vorkommen. AuBBerdem wurde
kein Transfer von Antibiotikaresistenzen auf andere Bakterien nachgewiesen und der Einsatz
bei Nutztieren wurde als sicher eingestuft (European Commission, 2001). Diverse Lang- und
Kurzzeitfitterungsversuche an Hasen, Kalbern, Hihnern, Puten und Schweinen stimmten
dabei mit dieser Einschatzung tberein (Williams et al., 2009).

Zudem erhielt ToyoCerin® 2009 vom amerikanischen Gesundheitsministerium die
Zusatzbezeichnung ,generally recognized as safe” in Form eines GRAS Zertifikats.

Die Européaische Behoérde fir Lebensmittelsicherheit (EFSA) veréffentlichte 2012 ein

wissenschaftliches Gutachten zur Sicherheit und Wirksamkeit von ToyoCerin® (EFSA, 2012).
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Darin bestatigen sie den positiven Einfluss von ToyoCerin® auf die Leistungsparameter bei
Hihnern, Schweinen, Hasen und Rindern. Zudem konnte aber durch die Sequenzierung des
Gesamtgenoms u. a. gezeigt werden, dass der Bazillus alle vier Hamolysin BL (Hbl)
kodierenden Gene tragt. Dabei handelt es sich um ein Enterotoxin mit lytischer Aktivitat,
welches auch von pathogenen B. cereus Stammen produziert wird (Beecher et al., 1995; Priss
et al, 1999). Des Weiteren konnten Antibiotikaresistenzen gegen Tetracycline und
Chloramphenicol nachgewiesen werden. Insbesondere die Resistenz gegen Chloramphenicol
wurde dabei in Zusammenhang mit der Prasenz des catQ Gens gebracht, welches wiederum
bei pathogenen Bakterienstdmmen, wie C. perfringens, C. difficile, S. pneumoniae and S.
pyogenes, fur die Entwicklung einer Chloramphenicolresistenz verantwortlich ist (Rood et al.,
1989; Mingoia et al., 2007; Roberts und Schwarz, 2009; Del Grosso et al., 2011).
Zusammengenommen schloss die EFSA daraus, dass es sich bei der
Chloramphenicolresistenz, um eine erworbene Resistenz handelt und entschied aufgrund
eines moglichen Resistenztransfers, dass es nicht ratsam sei, ToyoCerin® an Nutztiere zu
verfittern (EFSA, 2012). Basierend auf dieser Einschatzung setzte die Europaische
Kommission eine neue Regelung in Kraft (288/2013), mit welcher die Verwendung von
ToyoCerin® bei Nutztieren europaweit untersagt wurde (European Commission, 2013).

Die Firma Rubinum, Hersteller von ToyoCerin®, reichte Ende 2013, wie in der Regelung
288/2013 festgelegt, neue Daten bezlglich der Sicherheit des Produktes ein. Darunter befand
sich u. a. eine Studie, laut derer der Mikroorganismus als neue Bacillus Spezies klassifiziert
werden sollte (Jimenez et al., 2013). Der Name Bacillus toyonensis wurde 2014 offiziell
bestatigt und publiziert (Oren, 2014). Basierend auf Genomanalysen entschied die EFSA, dass
es sich trotz der neuen Klassifizierung, immer noch zweifellos um ein Mitglied der B. cereus
Gruppe handelt (EFSA, 2014). Neue Daten bezlglich der Antibiotikaresistenzen wurden vom
Ausschuss Zusatzstoffe, Erzeugnisse und Stoffe in der Tiererndhrung (FEEDAP), als
unzureichend befunden. Die Prasenz der beiden Gene catQ und tet(M) konnte zwar auch bei
weiteren, nahe verwandten Stdmmen nachgewiesen werden, keiner dieser Stamme zeigte
jedoch eine Resistenz gegen Chloramphenicol oder Tetracycline. Demnach lie3 sich mit
diesen Daten eine erworbene Resistenz nicht ausschlieBen (EFSA, 2014). Zudem zeigten
Versuche mit intestinalen Mauszelllinien, dass ToyoCerin® in seiner Toxizitdt mit anderen
pathogenen B. cereus Stammen vergleichbar ist (Doll et al., 2013). Die von Rubinum
vorgelegten Ergebnisse konnten eine Funktionalitédt der Enterotoxin kodierenden Gene nach
den neuesten Richtlinien der EFSA nicht ausschlieBen (EFSA, 2014). Zusammengenommen
wurde zwar eine positive Auswirkung von ToyoCerin® auf die Leistung von Absetzferkeln
nochmals bestatigt, jedoch ist der Einsatz des Préparats als Futterzusatz bis heute europaweit
weiterhin untersagt (EFSA, 2014).
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2.7 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde der Einfluss des probiotischen Bakteriums Bacillus
toyonensis auf das jejunale Epithel beim Schwein untersucht. Der Einsatz dieses Probiotikums
fihrte bereits in zahlreichen Studien zu einer Gesundheits- und Leistungsférderung bei
Schweinen. Zu den bekannten Wirkmechanismen von Probiotika zahlt die Modulation der
Immunantwort im Tier. Frihere Studien deuteten auch bei B. toyonensis auf eine
immunmodulierende Funktion hin. Der genaue Wirkmechanismus konnte bisher jedoch nicht

geklart werden.

In dieser Arbeit sollte daher ein potentieller Einfluss von B. toyonensis auf die intestinale
Integritdt der Darmschranke, sowie mdgliche morphologische Veranderungen des
Darmepithels untersucht werden und mit der Entwicklung verschiedener intraepithelialer
Immunzellpopulationen in Zusammenhang gebracht werden. Hierbei stand vor allem die mit
physiologischem Stress verbundene Phase des Absetzens im Fokus. Anhand von
Expressionsanalysen des Natirlichen Killerzellen Rezeptors NKG2D wurde zudem die Rolle
einzelner Lymphozytenpopulationen in der immunulogischen Abwehrfunktion beim Ferkel

untersucht.
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3 Material und Methoden

3.1 Tierversuch

3.1.1 Haltung, Fitterung und Probennahme der Tiere in der Probiotikastudie

Die Haltung der Schweine wurde in den Stallungen des Instituts fur Tiererndhrung der Freien
Universitat Berlin unter der Genehmigungsnummer G 0284 / 11 durchgefuhrt.

Far den ersten Versuchsdurchgang wurden insgesamt 40 Ferkel von acht Sauen eingesetzt.
Die Deutsche Landrasse Sauen wurden vom Bundeshybridzuchtprogramm (BHZP,
Dahlenburg-Ellringen, Deutschland) gekauft. Die Sauen wurden gegen das porzine Circovirus
(PCV), das porzine Parvirus (PPV) und Schweinerotlauf geimpft, die Ferkel blieben ungeimpft.
Es wurden jeweils vier tragende Sauen der Kontroll- und der Probiotikagruppe zugeordnet.
Diese wurden ab dem 90. Tag ante partum (a. p.) mit einer Soja-freien Diat ernahrt, um eine
spatere Ubertragung Soja-spezifischer Antikérper auf die Ferkel zu minimieren (Li et al., 1991).
Die Sauen der Versuchsgruppe erhielten ab dem 90. Tag a. p., sowie wahrend der
Saugeperiode, 3,5 x 108 KBE / kg B. toyonensis Sporen Uber das Futter. Die Ferkel dieser
Gruppe erhielten tber ihre Diat ab dem 14. Lebenstag 1,5 x 10° KBE / kg B. toyonensis Uber
das Beifutter (Tabelle 5). Das Futter der Kontrolltiere wurde nur mit dem Tragerstoff (CaCO3)
versetzt. Die Zusammensetzung der Didten ist in Tabelle 5 dargestellt. Alle Ferkel wurden mit
Soja-haltigem Futter erndhrt. Die Sauen und Ferkel der Kontrollgruppe wurden raumlich
getrennt von den Tieren der Versuchsgruppe, unter identischen raumlichen und klimatischen
Bedingungen gehalten. Die Ferkel wurden an Tag 28 post partum (p. p.) abgesetzt. Der
jeweilige Wurf der einzelnen Sauen blieb bis zum Ende des Versuchs gemeinsam im gleichen
Stall. Zur Darstellung eines zeitlichen Verlaufs verschiedener Parameter wahrend der
Absetzphase wurde von jeweils fiinf Ferkeln aus beiden Gruppen zu vier verschiedenen
Zeitpunkten Probenmaterial gewonnen (Abbildung 2). Dies geschah jeweils im Alter von 17,
32, 34 und 39 Tagen, also sowohl vor als auch nach dem Absetzen. Hierfir wurden die Tiere
nach der Entnahme von F&zesproben zundchst mit Ketaminhydrochlorid (Ursotamin,
Serumwerk Berbburg AG, Deutschland) und Azaperon (Stresnil, Jansen-Cilag, Neuss,
Deutschland) intramuskular narkotisiert (0,2 mL / 0,1 mL / kg Kérpermasse). AnschlieBend
wurde durch Punktierung des Herzens kardiales Blut genommen (7,5 mL/ Tier) und in
heparinisierten Réhrchen (16 I.E. Heparin / mL Blut) gesammelt. Daraufhin wurden die Tiere
durch die intrakardiale Applikation von Embutramid (T61, Intervet, UnterschleiBheim,
Deutschland) euthanasiert. Fir spétere Arbeiten wurden zudem Gewebeproben des mittleren
Jejunums in folgender Reihenfolge entnommen: 2 cm fur Genexpressionsanalysen per qRT-
PCR, 15 cm zur Isolierung intraepithelialer Lymphozyten, 2 cm zur Bestimmung der absoluten
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Zahl der Immunzellen pro Strecke Darmepithel per Immunhistochemie, sowie 5 cm zur

Messung der HRP-Durchlassigkeit des Darmepithels mittels Ussing-Kammer.

B. toyonensis Konzentration:

Beginn der B. foyonensis Supplementierung bei Seush 3.5 x 108 KBE/kg Futter
den Sauen der Versuchsgruppe Ferkel: 1.5 x 10° KBE/kg Futter
90 Tage l 22 Absetzen
a.p. yas
Sauen
7
/’f
Ferkel
Ferkelalter \ \
[Tage] 0 14 28 39

I

N= 5 Ferkel pro Zeitpunkt / Gruppe

Beginn der B. toyonensis
Supplementierung bei den I I I T
Ferkeln der Versuchsgruppe Alter [Tage]: 17 32 34 39

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der Probiotikastudie
Dargestellt sind die Konzentrationen sowie der jeweilige Startzeitpunkt der B. toyonensis
Supplementierung bei den Sauen und Ferkeln der Versuchsgruppe, sowie die Zeitpunkte der

Probennahme.

3.1.2 Haltung und Fitterung der Ferkel der Antikérper-Aktivierungsstudie

In einem zweiten Tierversuch, mithilfe dessen das Aktivierungspotential des CD3 Antikérpers
untersucht wurde, wurden insgesamt flinf, acht Wochen alte Ferkel eingesetzt. Diese erhielten
standardisiertes Saugferkelbeifutter (Tabelle 6). Die Ferkel wurden an Tag 24 p. p. abgesetzt
und erhielten anschlieBend bis zum Versuchsende Ferkelaufzuchtfutter (Tabelle 7). Die
Haltungsbedingungen, sowie der Euthanasierungsvorgang entsprachen hier denen des ersten
Versuchsdurchgangs. Die Probengewinnung beschrankte sich in diesem Versuch auf die
Entnahme kardialen Blutes (30 mL/ Tier), sowie ca. 20 cm des mittleren Jejunums zur

anschlieBenden Isolierung intraepithelialer Lymphozyten.

3.1.3 Versuchsfutter und Fitterung

Die Berechnung und Mischung der unterschiedlichen Versuchsdiaten erfolgten am Institut fur
Tiererndhrung der Freien Universitat Berlin. Hierbei beruhte die Kalkulation der
Nahrstoffzusammensetzung auf  den Empfehlungen  der  Gesellschaft  fur
Ern&hrungsphysiologie (GfE, 2006). Die Ferkel der Probiotikastudie hatten, ab einem Alter von
14 Tagen, Zugang zum entsprechenden Saugferkelbeifutter (Tabelle 5), welches den Tieren
bereits vor dem Absetzen angeboten wurde. Die genaue Zusammensetzung der
Versuchsdiaten sind Tabelle 6 und Tabelle 7 zu entnehmen.
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Tabelle 5: Zusammensetzung des Saugferkelbeifutters der Probiotikastudie (Tag 14-28)

Inhaltsstoff %
Weizen 39
Gerste 30
Sojaextraktionsschrot (44 % XP) 23,2
Kohlensaurer Futterkalk 2
Sonnenblumendl 1,75
Mineralfutter* 1,5
Maisschrot 1
Monocalciumphosphat 1
L-Lysin-HCI 0,25
Viehsalz 0,2
DL Methionin 0,1
Toyocerin®** 0,1

*Zusammensetzung pro kg Premix: 400000 U Vit. A; 40000 U Vit. Ds; 8000 mg Vit. E (a-Tocopherolacetat); 300 mg
Vit. Ks; 250 mg Vit. B1,250 mg Vit. B2; 2500 mg Nikotinsaure; 400 mg Vit. Bs; 2000 ng Vit. B12; 25000 pg Biotin;
1000 mg Pantothenséure; 100 mg Folsdure; 80000 mg Cholinchlorid; 5000 mg Zn (Zinkoxid); 1000 mg Cu
(Kupfersulfat-pentahydrat); 2000 mg Fe (Eisencarbonat); 45 mg J (Calciumjodat); 30 mg Co (Cobalt- (ll)-sulfat-
heptahydrat); 35 mg Se (Natriumselenit); 130 g Na (Natriumchlorid); 55 g Mg (Magnesium oxid).

** 1g Toyocerin®/ kg Futter

Tabelle 6: Zusammensetzung des Saugferkelbeifutters der Antikdrper-Aktivierungsstudie (Tag 14-28)

Inhaltsstoff %
Weizen 45
Sojaextraktionsschrot (44 % XP) 26
Magermilchpulver 12
Optigrain 10,6
Monocalciumphosphat 1,5
Mineralfutter* 1,3
Kohlensaurer Futterkalk 1,2
Maisschrot 1
Sojadl 1
L-Lysin 0,3
DL Methionin 0,1

* Zusammensetzung pro kg Premix: 400000 U Vit. A; 40000 U Vit. Ds3; 8000 mg Vit. E (a-Tocopherolacetat); 300
mg Vit. Ks; 250 mg Vit. B1;250 mg Vit. Bz; 2500 mg Nikotinsdure; 400 mg Vit. Bs; 2000 pg Vit. B12; 25000 ng Biotin;
1000 mg Pantothensaure; 100 mg Folsdure; 80000 mg Cholinchlorid; 5000 mg Zn (Zinkoxid); 1000 mg Cu
(Kupfersulfat-pentahydrat); 2000 mg Fe (Eisencarbonat); 45 mg J (Calciumjodat); 30 mg Co (Cobalt- (ll)-sulfat-
heptahydrat); 35 mg Se (Natriumselenit); 130 g Na (Natriumchlorid); 55 g Mg (Magnesium oxid)
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Tabelle 7: Zusammensetzung des Ferkelaufzuchtsfutters der Antikérper-Aktivierungsstudie

Inhaltsstoff %
Gerstenschrot 29,95
Maisschrot 24,77
Sojaextraktionsschrot (44 % XP) 23,41
Weizenschrot 13,7
Sojadl 3,22
Monocalciumphosphat 1,28
Mineralfutter* 1,2
Kohlensaurer Futterkalk 1,18
Maisstarke 0,75
Lysin 0,35
DL-Methionin 0,12
L-Tryptophan 0,04
L-Threonin 0,03

* Zusammensetzung pro kg Premix: 400000 U Vit. A; 40000 U Vit. Ds3; 8000 mg Vit. E (a-Tocopherolacetat); 300
mg Vit. Ksz; 250 mg Vit. B1,;250 mg Vit. B2; 2500 mg Nikotinsaure; 400 mg Vit. Bs; 2000 pg Vit. B12; 25000 pg Biotin;
1000 mg Pantothenséure; 100 mg Folsdure; 80000 mg Cholinchlorid; 5000 mg Zn (Zinkoxid); 1000 mg Cu
(Kupfersulfat-pentahydrat); 2000 mg Fe (Eisencarbonat); 45 mg J (Calciumjodat); 30 mg Co (Cobalt- (ll)-sulfat-
heptahydrat); 35 mg Se (Natriumselenit); 130 g Na (Natriumchlorid); 55 g Mg (Magnesium oxid)

3.1.4 Lebendmassezunahme

Die Tiere wurden beim Einstallen und bis zum Zeitpunkt des Absetzens nach 28 Tagen einmal
pro Woche gewogen (DE Plattformwaage DE12K1N, Kern und Sohn GmbH, Balingen,
Deutschland). Die mittlere Lebendmassezunahme wurde dann rechnerisch mithilfe der
Kérpergewichtsdaten ermittelt.

3.1.5 Keimzahlbestimmung

Die Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (KBE) von B. toyonensis in den Fazesproben
der 40 Ferkel der Probiotikastudie erfolgte mithilfe des Oberflachenverfahrens. Hierflir wurden
die eisgekihlten Proben zunachst 1:10 mit Peptonwasser (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) verdinnt, fur 15 min bei Raumtemperatur gerthrt und anschlieBend fir 10 min
bei 80 °C inkubiert. Daraufhin wurde unter sterilen Bedingungen eine dekadische
Verdunnungsreihe, ebenfalls mit Peptonwasser als Verdinnungsmedium, hergestellt. Im

Oberflachenspatelverfahren wurden jeweils 100 L einer Verdinnungsstufe auf eine Platte mit
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PEMBA-Medium (Lab M, Heywood, UK), ein spezifisches Bacillus cereus Selektionsmedium,
aufgebracht. Nach zweitagiger Inkubation bei 30 °C unter anaeroben Bedingungen wurden die
geeigneten Verdinnungsstufen ausgezahlt und die Koloniebildenden Einheiten berechnet.

10 x Summe der gezahlten Kolonien

KBE /g Probe = Summe der ausgezahlten Verdinnungsstufen

3.2 Elektrophysiologische Methoden

3.2.1 HRP-Durchlassigkeit des jejunalen Epithels

Um die Funktionalitdt der Darmschranke zu untersuchen, wurde eine vereinfachte Ussing-
Kammer-Technik nach Ussing und Zerahn (1951) durchgefthrt. HierfGr wurde sofort nach der
Probennahme ein 5 cm langes Stlick des Jejunums in einen gekihlten und mit Carbogen
(95 % O32; 5 % CO2) begasten modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer Uberflhrt (Tabelle 8).
AnschlieBend wurden die Gewebestiicke von den serosalen Anteilen des Gewebes getrennt
und das isolierte Epithel anschlieBend in die Ussing-Kammern mit einer Kontaktflache von
1,31 cm? eingespannt. In den beiden Kammern befanden sich jeweils 15 mL 38 °C warmer
Puffer, der beide Seiten des Gewebestiickes kontinuierlich umspulte. Um die Zirkulation und
Sauerstoffversorgung sicher zu stellen, wurden beide Kammern durchgehend mit Carbogen
begast. Um den parazellularen Fluss zu bestimmen, wurde eine Endkonzentration von
0,4 mg/mL Meerrettichperoxidase (HRP, 10mg/mL, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland) in der Kammer auf der mukosalen Seite des Gewebestlickes eingesetzt. Der
Aufbau einer Ussing-Kammer ist schematisch in Abbildung 3 dargestellt. Fur jedes Tier wurden
insgesamt drei Ussing-Kammern verwendet. Nach 30, 60, 90 und 120 min wurden jeweils
2 mL Probe aus der Kammer der serosalen Seite entnommen und bei -80 °C eingefroren. Die
HRP-Konzentration in der Kammer der serosalen Seite reprasentiert hierbei die
Durchlassigkeit des Gewebes (Wijtten et al., 2011).

Die HRP-Konzentration wurde mithilfe des QuantaBlu Fluorogenic Peroxidase Substrate Kits
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) bestimmt. Hierfir wurde aus der HRP Stammlésung
(10 mg / mL) und dem verwendeten Krebs-Henseleit-Puffer eine Standardreihe hergestellt.
Von den auf serosaler Seite entnommenen Proben wurden jeweils 5 pL pro well auf einer 96-
well Platte (Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland) eingesetzt. Die Reaktion wurde
anschlieBend durch Zugabe von 100 uL der mitgelieferten Substratldsung gestartet und nach
30 min leichtem Schitteln im Dunkeln durch Zugabe von 100 pL mitgelieferter Stopplésung
beendet. Nach etwa 10 min wurde die Emission bei einer Wellenlange von 410 nm mit dem

Tecan infinite 200 Plattenlesegerat gemessen (Tecan, Mannedorf, Schweiz).
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Ussing Kammer =ed
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau einer Ussing-Kammer

Doppelwandige Kammer
(gefullt mit warmem Wasser)

modifizierter Krebs-
Henseleit Puffer

Gewebeprobe

Elektroden

Tabelle 8: Zusammensetzung des fir die Ussing-Kammer verwendeten modifizierten Krebs-Henseleit

Puffers (pH = 7,4)

Bestandteile mmol/l
CaClz2* 2 H20 (Kalziumchloriddihydrat) 1,5
MgClz* 6 H20 (Magnesiumchloridhexahydrat) 1,2
NazHPO4* 12 H20 (Dinatriumhydrogenphosphat) 24
NaH2PO4* H20 (Natriumdihydrogenphosphat) 0,6
NaHCOs (Natriumhydrogencarbonat) 25,0
KCI (Kaliumchlorid) 3,0
NaCl (Natriumchlorid) 115,0
CsH1406 (Mannitol) 2,0
CsH1206 (Glukose) 10,0
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Tabelle 9: Fir die HRP-Durchflussmessung verwendete Gerate und Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
96 well Platte Half Area, schwarz Greiner bio-one Frickenhausen, Deutschland
C21H2401¢ (Phlorizin) Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
CsH1206 (Glucose) Merck Darmstadt, Deutschland
CsH1406 (Mannitol) Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
CsH15CIN202 (Carbachol) Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
CaClz2* 2 H20 (Kalziumchloriddihydrat) Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
KCI (Kaliumchlorid) Merck Darmstadt, Deutschland
Meerettichperoxidase (HRP; 250 U) Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
MgClz2* 6 H20 (Magnesiumchloridhexahydrat) Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
NazHPO4* 12 H20 (Dinatriumhydrogenphosphat) Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
NaCl (Natriumchlorid) Merck Darmstadt, Deutschland
NaHCOs (Natriumhydrogencarbonat) Merck Darmstadt, Deutschland
QuantaBlu Fluorogenic Peroxidase Substrate Kit Thermo Scientific Waltham, MA, USA
Tecan infinite 200 Plattenlesegerat Tecan Mannedorf, Schweiz

3.3 Immunologische Methoden

3.3.1 Isolierung intraepithelialer Lymphozyten aus jejunalem Epithel

Die Isolierung der intraepithelialen Lymphozyten (IEL) erfolgte aus einem 15 - 20 cm langen
Stlick des proximalen Jejunums der Versuchstiere im Alter von 32, 34 und 39 Tagen. Hierfar
wurden zundchst die Peyerschen Platten entfernt. Das Gewebestlick wurde anschlieBend
langs aufgetrennt und in Hanks balanced salt solution mit Dithiothreitol (HBSS-DTT) Uberfuhrt
und dort far finf Minuten bei 37 °C und einer Geschwindigkeit von 110 rom auf einem
Orbitalschittler inkubiert. Daraufhin wurde das Medium durch HBSS—-EDTA ersetzt und fir
weitere 30 min bei 37 °C geschdttelt. AnschlieBend wurde das Medium gesammelt, bei 4 °C
und 500 g fir 10 Minuten zentrifugiert und das Sediment in ca. 5 mL HBSS aufgenommen.
Der Inkubationsschritt des Gewebes wurde zweimal wiederholt und beide Sedimente wurden
vereint und mit HBSS auf 30 mL aufgefillt. Nach der Zugabe von DNase (20 pg/mL
Endkonzentration) wurden die Zellen fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und bei 4 °C und
500 g fir 10 min zentrifugiert. Die Sedimente wurden in 25 % Percoll in HBSS resuspendiert
und bei 4 °C und 600 g fir 20 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde das restliche Medium
zusammen mit den Zelltrimmern und der Mukusschicht abgenommen und verworfen. Das
Sediment wurde einmal durch Zentrifugation bei 4 °C und 300 g mit 50 mL RPMI gewaschen
und far 10 min bei 300 g zentrifugiert. Nach der Resuspension in 5 mL RPMI mit 25 mL
Erylysepuffer wurden die Zellen fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und daraufhin bei 4 °C

und 600 g fiir 10 min zentrifugiert. Das entstandene Sediment wurde je nach GréBe in 1 bis
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maximal 5 mL RPMI aufgenommen. Die Anzahl lebender Zellen wurde mittels Trypanblau
Exklusion (Invitrogen, MA, USA) bestimmt. Die Suspension, welche Leukozyten und
Epithelzellen enthielt, wurde anschlieBend zur Durchflusszytometrie und parallel zum
magnetic cell sorting (MACS) eingesetzt. Die Zusammensetzung der fir die Extraktion der
IELs verwendeten Medien und Puffer ist Tabelle 10 zu entnehmen.

3.3.2 Isolierung von PBMCs aus kardialem Blut

Die Isolierung der mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) erfolgte aus 30 mL
kardialem Blut. Dieses wurde im Verhaltnis 1:2 mit phosphatgepufferter Lésung (PBS)
verdinnt. AnschlieBend wurden bis zu 40 mL der Mischung vorsichtig auf 10 mL Bicoll
(Biochrim AG, Berlin, Deutschland) geschichtet und fiir 30 min bei 500 g bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Die PBMCs wurden aus der entstandenen Interphase entnommen und mit PBS
gewaschen. Die Erythrozyten wurden anschlieBend mittels eines Ammoniumchlorid-Puffers
lysiert. Nach zweimaligem Waschen in PBS wurden die PBMCs in FACS Puffer resuspendiert
und die Anzahl lebender Zellen wurde mittels Trypanblau Exklusion (Invitrogen, MA, USA)
bestimmt. Die Zusammensetzung der flr die Extraktion der PBMCs verwendeten Medien und

Puffer ist Tabelle 10 zu entnehmen.

Tabelle 10: Zusammensetzung der fir die IEL und PBMC Extraktion verwendeten Medien und Puffer

Bestandteile

HBSS-DTT-Medium:
HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution ohne CaClz und MgSQa4)

1,4-Dithiothreitol (DTT) 2mM
Hopos 10 MM

HBSS-EDTA-Medium:
HBSS (ohne CaClz und MgSOa4)

Hepes 1mM
Erylyse-Puffer (Ammoniumchlorid-Lésung):

NH4Cl (Ammoniumchlorid) 55 mM

KHCOs (Kaliumhydrogencarbonat) 10 mM

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) 0,1 mM
Percoll (90%):

10 x HBSS (ohne NaHCOs, CaCl2 und MgSO4) 10 mL

NaHCOs (Natriumhydrogencarbonat) 0,175¢

Percoll 90 mL
FACS-Puffer:

PBS

BSA 5%
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3.3.3 Durchflusszytometrie

Die fluoreszierende Zellanalyse (FACS, fluorescence activated cell sorting) ist ein
Messverfahren zur Differenzierung und Zahlung von Zellen. Durch eine zuvor durchgefiihrte
Markierung mittels Fluoreszenzfarbstoffen ist dabei eine Einteilung in Zelltypen und Subtypen
moglich. Die so markierten Zellen passieren einen monochromatischen Laserstrahl
entsprechender Wellenlange und das emittierende Licht wird von Photodetektoren gemessen.
Hierbei werden Vorwarts- (forward-) und Seitwartsstreulicht (sideward scatter) unterschieden.
Das Vorwartsstreulicht verhalt sich proportional zur GréBe der Zelle, je groBer die Zelle, desto
héher die detektiere Emission des Streulichts. Das Seitwartsstreulicht ist ein MaB far die
Granularitat der Zelle, wodurch eine Aussage Uber die Morphologie der Zelle méglich ist. Durch
eine Markierung mit spezifischen Priméar-Antikérpern ist es moglich, Zellen auf bestimmte
Merkmale zu untersuchen. Darauf folgend werden fluoreszenzmarkierte Sekundarantikérper
gebunden, wodurch die Lichtintensitdt gemessen werden kann. Die emittierte
Photonenkonzentration verhalt sich dabei proportional zur Menge an gebundenem Antikdrper
und basiert auf der Grundlage einer Antigen-Antikérperreaktion. Zur Phanotypisierung
verschiedener Populationen intraepithelialer Lymphozyten (IELs) wurden die entsprechenden
Oberflachenmolekile (Tabelle 1) verwendet. Die hierflr verwendeten Antikdper sind Tabelle
11 zu entnehmen. Die verwendeten Sekundarantikérper waren mit den Fluoreszenzfarbstoffen
PE (Phycoerythrin) bzw. FITC (Fluoresceinisothiocyanat) markiert (Tabelle 11). Nachdem ein
Optimum von 1 x 10° Zellen einer gesattigten Konzentration an Primarantikdrpern in einem
Volumen von 100 mL PBS mit 0,2 % bovinem Serumalbumin (BSA) ausgesetzt waren, wurden
sie gewaschen und mit den fluoreszenz-markierten Sekundarantikdrpern (goat anti-mouse
IgG, Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland) fir 25 min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurden
die Zellen erneut mit PBS mit 0,2 % BSA gewaschen, bei 4 °C und 300 g fur 10 min zentrifugiert
und in 300 uL PBS mit 0,2 % BSA resuspendiert. Die CD3 und CD8 Oberflachenmolekiile
wurden abweichend in einer Ein-Schritt Inkubation geféarbt, indem Phycoerythrin (PE)-
konjugierte Primarantikérper verwendet wurden. Die Zellen wurden daraufhin genauso
gewaschen wie oben beschrieben und anschlieBend fur die Durchflusszytometrie eingesetzt.
Zum methodischen Abgleich der Bestimmung CD3 positiver Lymphozyten mittels
immunhistochemischer Farbung (siehe 3.5.2) und Durchflusszytometrie, wurde fir beide
Versuche der gleiche CD3 Antikérper (PPT3) verwendet. Die fir die durchflusszytometrischen

Analysen bendétigten Gerate und Materialien sind Tabelle 12 zu entnehmen.

Auswertung der FACS-Daten

Die Auswertung der gemessenen Daten erfolgte mit dem Computerprogramm CellQuest pro®
(Becton Dickinson Bioscience, San José, USA). Darin wurde die Granularitat, GréBe sowie

Fluoreszenz der Zellen in einem Streudiagramm dargestellt (Abbildung 4). Hierbei wurden zunéchst
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die CD45+ Zellen, definiert als die Gesamtheit der intraepithelialen Leukozyten, anhand ihrer
antikorperspezifischen Fluoreszenz dargestellt und innerhalb des Streudiagramms eine Region
festgelegt, in welcher sich fluoreszierende Zellen mit &hnlicher GréBe und Granularitét befanden.
Daraufhin wurde der Anteil (%) der CD45+ Zellen an der Gesamtheit der isolierten Epithelzellen
bestimmt. Dieselbe, zuvor definierte, Region wurde anschlieBend bei der Auswertung der
verschiedenen IEL Sub-Populationen als Grundlage (gate) gewahlt. Die Angaben der Auswertung
erfolgten hierbei als Anteil, bezogen auf die gesamte Leukozytenfraktion, und wurden anschlieBend

mit den mikroskopisch gezahlten CD3 positiven |IELs verrechnet (siehe Abschnitt 3.5.2).
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Abbildung 4: Beispielhafte Darstellung der durchflusszytometrischen Streudiagramme

Links: Gating der Gesamt-Leukozytenpopulation anhand ihrer GréBe und Granularitat

Mitte und Rechts: Beispielhafte Bestimmung der Haufigkeit der CD45+ und CD3+ Zellen anhand der
antikérperspezifischen Fluoreszenz. Im unteren linken Quadranten sind jeweils die negative, im oberen
linken Quadranten die positive Fraktion dargestellt.

Tabelle 11: Liste der flr die Quantifizierung der IEL und PBMC verwendeten Antikérper

Spezifitat Klon Isotyp Cytochrom Hersteller
cD2 MSA4 lgG2a VMRD, Pullman, WA, USA
CD5 9G12 lgG1 VMRD, Pullman, WA, USA
CD8a 76-2-11 lgG2a PE Southern Biotech, Birmingham, USA
CD8p PG164A lgG2a VMRD, Pullman, WA, USA
TcR1-N4! PGLBL22A lgG1 VMRD, Pullman, WA, USA
CDs3 PPT3? lgG1 PE Southern Biotech, Birmingham, USA
CD16 G7 lgG1 Acris, Herford, Deutschland
CD11R1 MIL-4 lgG1 Biozol, Eching, Deutschland
CD45 MAC323 lgG2a Biozol, Eching, Deutschland
goat anti-mouse IgG lgG2a PE Beckman Coulter, Krefeld, Deutschl.
goat anti-mouse 1gG lgG1 FITC Beckman Coulter, Krefeld, Deutschl.
goat anti-mouse IgG lgG1 PE Beckman Coulter, Krefeld, Deutschl.
goat anti-mouse IgG lgG2b FITC Beckman Coulter, Krefeld, Deutschl.

! Primarantikdrper zum Nachweis von yd positiven Zellen
2 Der CD3 Primérantikérper PPT3 wurde auch fir den immunhistochemischen Nachweis verwendet
PE = Phycoerythrin; FITC = Fluoresceinisothiocyanat
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Tabelle 12: Fir die durchflusszytometrischen Untersuchungen verwendete Gerate und Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Ort, Staat

Albumin Fraktion V (BSA)

CellQuest pro® Software

DNAse

DTT (1,4-Dithiothreitol) >99 %
Durchflusszytometer FACS Calibur®
EDTA > 99 %

FACS Clean

FACS Flow TM

FACS Rinse

FACS-Roéhrchen

HBSS

Hepes Pufferan® >99 %

Heraeus MEGAFUGE 1.0 Zentrifuge
Mikroskop Axiostar plus

PBS Dulbecco 9,55¢g/L w/0 Ca?+, Mg?*
Percoll™

RPMI,1640-Medium
Schittelinkubator MaxQ 6000

Carl Roth

Becton Dickinson Bioscience
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Becton Dickinson Bioscience
Carl Roth

Becton Dickinson Biosciences
Becton Dickinson Biosciences
Becton Dickinson Biosciences
Falcon (Becton Dickinson)
Biochrom AG

Carl Roth

Thermo Fisher Scientific

Carl Zeiss

Biochrom AG

GE Healthcare Bio Science
Biochrom AG

Thermo Fisher Scientific

Karlsruhe, Deutschland
San José, USA
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
San José, USA
Karlsruhe, Deutschland
San José, USA

San José, USA

San José, USA

San José, USA

Berlin, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Waltham, MA, USA
Jena, Deutschland
Berlin, Deutschland
Uppsala, Schweden
Berlin, Deutschland

Waltham, MA, USA

3.3.4 Magnetic activated cell sorting (MACS)

Mithilfe der magnetischen Zellsortierung (MACS; magnetic activated cell sorting) ist eine
positive bzw. negative Selektion bestimmter Zellpopulationen mdglich. Hierbei sind
Metallpartikel (beads) an Sekundarantikérper (Anti-mouse IgG MicroBeads) gekoppelt, welche
wiederum gegen den Isotypen der verwendeten Primarantikdrper gerichtet ist. Die Zellen
passieren daraufhin ein magnetisches Feld, in dem die markierten Zellen in einer Saule
gebunden werden.

Far die Isolation verschiedener IEL Populationen wurden MACS Séaulen und Chemikalien der
Firma Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland) verwendet (Tabelle 13). Es wurden
jeweils 2 x 107 Zellen eingesetzt und zundchst mit den entsprechenden Primarantikérpern
(Tabelle 11) fir 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem Waschschritt mit MACS Puffer erfolgte
die Inkubation mit dem Sekundarantikérper far 15 min bei 4 °C. Fir den ersten Versuchsteil

der Probiotikastudie wurden hierbei spezifische Anti-mouse IgG MicroBeads verwendet, fur
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den zweiten Versuchsteil Anti-PE MicroBeads, da die hier verwendeten Primarantikérper beide
jeweils PE-gebunden waren. AnschlieBend wurde die Zellsuspension auf eine im Magnetfeld
platzierte Saule gegeben. Dabei verblieben die mit Metallpartikeln markierten Zellen in der
Saule zurick und die unmarkierten Zellen passierten die S&ule unbeeinflusst. Nach dem
Entfernen des Magneten konnten auch die markierten Zellen mit 1 mL MACS Puffer aus der
Saule gelést werden. Sowohl die markierten, als auch die unmarkierten Fraktionen wurden
mittels Durchflusszytometrie (siehe 3.3.3) auf ihre Reinheit geprft. Die Zellen wurden dann in
100 - 200 uL RNAlater (Qiagen, Disseldorf, Deutschland) aufgenommen, firr eine Stunde bei

Raumtemperatur inkubiert und bis zur weiteren Bearbeitung bei -80 °C gelagert.

Tabelle 13: Fiir die magnetische Zellsortierung (MACS) verwendete Gerate und Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
Anti-mouse 1gG MicroBeads Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, Deutschland
Anti-PE MicroBeads Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, Deutschland
autoMACS Running Buffer Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, Deutschland
Heraeus MEGAFUGE 1.0 Zentrifuge  Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA
MACS Pre- Separation Filter Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, Deutschland
MACS Separation UnitTM Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, Deutschland
MS Colums Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, Deutschland
RNA/ater RNA Stabilization Reagent  Qiagen Dusseldorf, Deutschland

3.3.5 Inkubation isolierter Zellpopulationen mit anti-CD3

Um das Aktivierungspotential, des in dieser Arbeit verwendeten CD3 Antikérpers, auf die
Expression unterschiedlicher Gene durch verschiedene Zellpopulationen zu testen, wurden
sowohl aufgereinigte IELs als auch PBMCs verwendet (siehe 3.3.1 und 3.3.2). Diese wurden
jeweils mittels MACS (siehe 3.3.4) unter der Verwendung der entsprechenden Antikérper
(Tabelle 11) in CD8B bzw. yd positive Zellen unterteilt. Die Zellen wurden anschlieBend in
RPMI Medium aufgenommen (100 pL / 108 Zellen) und in zwei Gruppen unterteilt. Diese
wurden jeweils fir 30 min bei Raumtemperatur mit dem CD3 bzw. zu Kontrollzwecken mit dem
CD5 Antikorper (1 pL / 108 Zellen) inkubiert (Abbildung 5). Im Anschluss an die Inkubation
wurden die Zellen fir 10 min bei 300 g abzentrifugiert und in 200 pL RNAlater (Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland) aufgenommen, flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und bis
zur weiteren Verwendung mittels Genexpressionsanalysen (siehe 3.4) bei -30 °C gelagert.
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IEL / PBMC

’7 Isolierung via MACS —‘
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Abbildung 5: Schematische Versuchsdarstellung des Antikérper-Inkubationsansatzes

3.3.6 Sojaprotein Antikorper-Titerbestimmung

Die Bestimmung des Sojaprotein Antikdrpertiters im Blutserum von Ferkeln erfolgte mittels
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Zur Erfassung der humoralen Immunantwort
wurden hierbei spezifische Antikérper gegen das Sojaprotein Glycinin im Ferkelserum
gemessen (Christensen et al., 2004). Um die Ubertragung maternaler Antikérper auf die Ferkel
zu minimieren, wurden die Sauen beider Gruppen ab dem 90. Tag a. p. mit einer Soja-freien
Diat ernahrt. FUr diese Fragestellung war bereits ein spezifisches Tierversuchsmodell etabliert,
das fir diese Versuche Gbernommen wurde (Li et al., 1991). Um die Ferkel fiir die Sojaproteine
zu sensibilisieren, erhielten sie ab dem 14. Lebenstag ein Soja-haltiges Beifutter (Tabelle 5).
Dieses Vorgehen wurde bereits zur Sensibilisierung von Ferkeln gegen Sojaproteine
erfolgreich eingesetzt. Unterschiedlich hohe IgG-Titer gegen unterschiedlich aufbereitetes
Sojamehl konnten dabei erfasst werden (Li et al. 1991). Nach dem Absetzen erhielten die
Ferkel weiterhin eine Soja-haltige Diat. Im Zuge der Probenentnahme wurde von jedem Ferkel
eine Blutprobe entnommen (siehe 3.1.1) und fir 10 min bei 800 g und Raumtemperatur
zentrifugiert. Das sich absetzende Blutserum wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
aufbewahrt.

Zur Bestimmung der Antikérper-Titer wurden Mikrotiterplatten mit 100 pg / mL Glycinin in
Carbonat-Bicarbonat Puffer (0,05 M; pH 9,6) beschichtet und bei 4 °C Uber Nacht inkubiert.
Die Platten wurden anschlieBend zweimal mit PBST (PBS, 0,1 % Tween 20) gewaschen und
die freien Bindungsstellen mit 1 % BSA in PBS fur 30 min geblockt. Daraufhin wurden jeweils
100 pL Serumproben in drei verschiedenen Verdinnungsstufen (1:100, 1:200, 1:400)
aufgetragen und fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBST
wurden jeweils 100 pL des spezifischen Meerrettichperoxidase(HRP)-gekoppelten Antikdrpers
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(1:2500) aufgetragen und die Platten nach 1 h Inkubation bei Raumtemperatur erneut dreimal
mit PBST gewaschen. AnschlieBend wurde durch die Zugabe von 100 uL, der zuvor auf
Raumtemperatur erwarmten, Peroxidasesubstratldsung (Tetramethylbenzidine) die
Farbereaktion, durch das an die Antikdrper gekoppelte HRP, gestartet und nach 20 min durch
Zugabe einer Stopplésung (2 M Schwefelsdure) beendet. Die Auswertung der Emission
erfolgte mit einem Mikrotiterplattenlesegeréat (Tecan sunrise basic) bei einer Wellenldnge von

450 nm mithilfe des Computerprogramms Magellan6 (Tecan, Mannedorf, Schweiz).

Tabelle 14: Fir die Bestimmung des Sojaprotein-Antikdrpertiters verwendeten Gerate und Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
Albumin Fraktion V (BSA) Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
Anti-Swine 1gG (H+L) Antikérper, perox. KPL Gaithersburg, USA
Carbonat-Bicarbonat Puffer Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Glycinin Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Heraeus MEGAFUGE 1.0 Zentrifuge Thermo Fisher Waltham, MA, USA
Magellan6 V.6.4 Tecan Mannedorf, Schweiz
Mikrotiterplatten Geiner bio-one Frickenhausen, Deutschland
Mikrotiterplattenlesegerat Tecan Mannedorf, Schweiz
Phosphate Buffered Saline (PBS) Biochrom Dulbecco Berlin, Deutschland
Schwefelsdure (H2S04) Merck Darmstadt, Deutschland
Tetramethylbenzidine Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Tween 20 Carl Roth Karlsruhe, Deutschland

3.4 Genexpressionsanalysen mittels quantitativer Reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR)

Mithilfe der quantitativen Reverse-Transkriptase-PCR ist die Messung eines spezifischen
RNA-Transkripts in einem Ausgangsmaterial méglich. Fir die Durchfiihrung einer PCR ist der
Einsatz von DNA als Template n6tig. Daher wird die vorliegende RNA zuné&chst mittels des
Enzyms reverse Transkriptase in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Daraufhin
werden mit spezifischen Primern (Tabelle 19) bestimmte Abschnitte dieser cDNA durch eine
Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert. Durch den Einsatz des interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffes SYBR®Green, der sich zwischen die DNA-Strange einlagert und bei
Anregung emittiert, kann die Fluoreszenz in jedem Reaktionsschritt gemessen werden. Die
Menge der gebildeten DNA verhalt sich dabei proportional zur Fluoreszenzintensitat und
mithilfe einer eingesetzten Standardreihe (Sammelproben aus 12 RNA Extrakten) ist so eine
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quantitative  Bestimmung der exprimieten mRNA  mdglich. Zusétzlich zum
Detektionsfluoreszenzfarbstoff wird ein Farbstoff mit konstanten Fluoreszenzeigenschaften
eingesetzt, um systematische Messfehler ausgleichen zu kénnen. In dieser Arbeit handelte es
sich dabei um den Referenzfluoreszenzfarbstoff ROX. Alle fiir die Genexpressionsanalyse
verwendeten Gerate und Chemikalien sind in Tabelle 20 aufgefihrt.

3.4.1 RNA Extraktion

Die Extraktion der Gesamt-RNA erfolgte mithilfe des NucleoSpin™ RNA Il Kits (Machery-Nagel
GmbH & Co. KG, Diren, Deutschland) nach Herstellerangaben. Daftr wurden 30 mg jejunales
Gewebe eingesetzt bzw. durchschnittlich 5 x 107 Zellen der via MACS (3.3.4) sortierten IEL
Fraktionen und 5 x 10° Zellen der ebenfalls sortierten und mit CD3 bzw. CD5 inkubierten IEL
Populationen. Die Nukleinsdureextrakte wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C
aufbewahrt. Die Qualitdt und Gesamtkonzentration der extrahierten RNA wurde mittels
Bioanalyzer bestimmt (Agilent 2100, Agilent, Waldbronn, Deutschland) und eine RNA integrity
number (RIN) von min. 6,5 (Gewebe) bzw. 9 (Zellen) als minimale Reinheitsqualitat fur die
spatere Verwendung vorausgesetzt. Fir weitere Analysen wurde die aus Gewebe gewonnene
RNA mit RNase-freiem Wasser aquimolar auf eine Gesamtkonzentration von 100 ng \ pL
eingestellt, die aus Zellen gewonnene RNA aufgrund einer geringeren Ausgangskonzentration
auf 2,5 ng \ pL.

3.4.2 Quantitative Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-gPCR)

In einer reversen Transkription (rT) wurde die isolierte RNA in first strand-cDNA
umgeschrieben, welche in der anschlieBenden qPCR als Template diente. Beide Schritte
erfolgten innerhalb eines Ansatzes unter Verwendung des one-step RT-qPCR master mix Kits
(Brilliant®ll SYBR®Green, Agilent Technologies, USA) in PCR-ReaktionsgefaBen. Die
Durchfihrung der RT-gPCRs erfolgte in MX3000p und MX3005p Thermocyclern der Firma
Agilent, die Auswertung mithilfe des Softwareprogramms MxPro (AgilentTechnologies,
Amsterdam, Niederlande). Zur Detektion unspezifischer PCR-Produkte erfolgte bei jeder
durchgefiihrten RT-gPCR im Anschluss an den letzten Elongationsschritt eine
Schmelzkurvenanalyse (Tabelle 16). Fir die Messung der Genexpression der Stressfaktoren
MIC2 und ULBP, des Naturlichen Killerzellen Rezeptors NKG2D, sowie der Cytokine IL-1p,
IL-8 und IL-10 wurden die in Tabelle 19 aufgeflhrten Primerpaare verwendet. Als
Referenzgene wurden in dieser Arbeit die ribosomalen Proteine RPLa13 und RPL19, die
Untereinheit A der Succinat-Dehydrogenase (SDHA), sowie beta-2 Mikroglobulin (Bet2G), als
Teil des MHC-Klasse-I-Proteinkomplexes, verwendet. Die Transkripte dieser Gene werden
zeitpunkt- und zellunabhangig sowie unabhangig von veranderten externen Bedingungen

konstant exprimiert (Czechowski et al., 2005). Hierdurch ist eine Normalisierung eventueller
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Unterschiede in der cDNA Syntheseeffizienz, der Probenprdparation und weiterer
probenindividueller Abweichungen méglich (Pfaffl et al., 2004). Fir die statistische Auswertung
wurden hierfur die in der PCR gemessenen Ct-Werte (cycle threshold) der Zielgene mit denen
der Referenzgene verrechnet (Pieper et al., 2012; Martin et al., 2013). Das Design der
verwendeten Primerpaare erfolgte basierend auf den Sequenzen der Zielgene mithilfe des
NCBI Onlineprogramms Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Zur
Beschreibung der NKG2D Expression auf den verschiedenen isolierten |IEL Populationen
wurde die gesamte RNA Expression, die in einem einzelnen PCR-Durchlauf bestimmt wurde,
mit 100 % gleichgesetzt. Der Gehalt der NKG2D RNA, welche in den einzelnen isolierten
Zellpopulationen detektiert wurde, wurde anschlieBend als Anteil der gesamten NKG2D RNA
des einzelnen PCR-Durchlaufs definiert. Die in Abbildung 10 dargestellten Durchschnittswerte
wurden aus insgesamt vier Wiederholungen erstellt. Die PCR-Bedingungen wurden
entsprechend des Probenmaterials und der analysierten Zielgene angepasst (Tabelle 15;
Tabelle 16).

3.4.3 c¢DNA-Synthese und gPCR

Fir die Bestimmung der Genexpression isolierter und inkubierter IEL und PBMC Populationen
wurden die PCR-Bedingungen der in diesem Institut, speziell fir Probenmaterial mit geringer
RNA Konzentration, etablierten two-step RT-qPCR angepasst. Hierbei wurde die extrahierte
RNA zunachst mithilfe des SuperScript® lll Reverse Transcriptase First-Strand complementary
DNA Synthesis System (Invitrogen, MA, USA) in cDNA umgeschrieben (Villodre Tudela et al.,
2015). Unter Verwendung des two-step qRT-PCR Kits (Brilliant®Il SYBR®Green, Agilent
Technologies, CA, USA) und den genspezifischen Primern (Tabelle 19) wurde diese
anschlieBend amplifiziert. Die genauen Reaktionsansatze fir die cDNA Synthese und die
speziellen PCR-Bedingungen sind Tabelle 17 und Tabelle 18 zu entnehmen.

Tabelle 15: Reaktionsansétze fiir die one-step RT-qPCR

RNA aus jejunalem Epithel RNA aus MACS isolierten IEL
[100 ng / pL] Populationen [2,5 ng / pL]

Brilliant 1l SYBR® one-step

QRT-PCR MasterMix 12,5 L 12,5 L
Forward Primer (10uM) 0,5 uL 1,5uL
Reverse Primer (10uM) 0,5 uL 1,5uL
RT/RNase block enzyme mix 1 uL 1 uL
RNase freies Wasser 8,5 uL 0,5 uL
RNA-Probe 2L 10 pL
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Tabelle 16: Reaktionsbedingungen fir die one-step RT-qPCR

Anzahl der Zyklen Temperatur Dauer
Reverse Transkription 1 50 °C 30 min
Aktivierung 1 95 °C 10 min
Denaturierung der cDNA Strange 40 95 °C 15 sec
Annealing der Primermolekdle 60 °C 30 sec
Elongation der DNA-Fragmente 72 °C 30 sec
Schmelzkurvenanalytik 1 + +

Tabelle 17: Reaktionsansatze fur die cDNA-Synthese

RNA aus MACS isolierten und inkubierten IEL und

PBMC Populationen [2,5 ng / pL]

Random Hexamer-Primer (200 ng / pL) 2L
dNTP Mix (10 mM) 2uL
RNA-Probe (2,5 ng / uL) 22 uL
RNAse freies Wasser 2L
Denaturieren der Probe bei 65 °C fiir 5 min

5x First-Strand Buffer 8 uL
DTT (0,1 M) 2uL
SuperScript® Il RT (200 u / pL) 2uL

Tabelle 18: Reaktionsansatze firr die qPCR

cDNA aus MACS isolierten und inkubierten IEL
und PBMC Populationen

Brilliant®ll QRT-PCR MasterMix
Forward Primer (10uM)
Reverse Primer (10uM)

RNase freies Wasser

cDNA-Probe

12,5 uL
0,5uL
0,5 puL

10,5 pL

1uL
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Tabelle 19. Verwendete Primer fur die qPCR und RT-qPCR

Ziel- . , . Produkt- Annealing-

Gen Primersequenz (5> 3) groBe temp. Referenz
GCACAGACAACCTCACATGC Etabliert im Institut far

MIC2 129 bp 60 °C ) }
CATTCCCATCAGGCAGGACA Tiererndhrung
GACACACGAGTGGATCCTGG Etabliert im Institut for

ULBP 148 bp 60 °C ) .
AGGAAGGTGGTCACAATGGC Tierernahrung
GCTCCAGAGCCAAGCTTCTT Etabliert im Institut for

NKG2D 156 bp 60 °C ) .
GAACCATCTTCCCACTGCCA Tiererndhrung
TGAAGTGCCGCACCCAAAACCT

IL-1B 137 bp 60 °C Pieper et al. (2012)
CGGCTCCTCCTTTGCCACAATCA
GGTCTGCCTGGACCCCAAGGAA

IL-8 128 bp 60 °C (Liu et al., 2014)
TGGGAGCCACGGAGAATGGGTT
GTCCGACTCAACGAAGAAGG

IL-10 83 bp 60 °C Pieper et al. (2012)
GCCAGGAAGATCAGGCAATA
CCATCTCAAGGTGTTCGA

RPLa13 208 bp 60 °C (Liu et al., 2014)
GGATCTTGGCCTTCTCCTTC
GCTTGCCTCCAGTGTCCTC

RPL19 76 bp 60 °C Pieper et al. (2012)
GCGTTGGCGATTTCATTAG
CCCCGAAGGTTCAGGTTTAC

Bet2G 203 bp 60 °C Martin et al. (2013)
CGGCAGCTATACTGATCCAC
CAAACTCGCTCCTGGACCTC Etabliert im Institut for

SDHA 236 bp 60 °C ) }
CCGGAGGATCTTCTCACAGC Tiererndhrung

Tabelle 20: Gerate und Chemikalien fir die RNA-Extraktion, Bestimmung der RNA-Konzentration,

cDNA Synthese und PCR

Bezeichnung

Hersteller

Ort, Staat

2100 Bioanalyzer

2100 Bioanalyzer Software

5x First-Strand Buffer (10 mM)
AccuBlock™ Digital Dry Bath
Brilliant Il SYBR® one-step
QRT-PCR MasterMix Kit

Brilliant®Il QRT-PCR MasterMix Kit

Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Labnet International Inc.

Agilent Technologies

Agilent Technologies

Stanta Clara, USA
Stanta Clara, USA
Santa Clara, USA

Edison, USA
Santa Clara, USA

Santa Clara, USA
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Chip Priming Station
DNase PureLink

dNTP Mix (200 ng / pL)
DTT (0,1 M)

Ethanol ROTIPURAN® > 99,8 %, p.a.

Gusto™ High-Speed Mini-Centrifuge
IKA MS 3 Vortex

MaxQ 6000 Inkubator

MiniStar Silverline Mikrozentrifuge
MxPro QPCR Software

NucleoSpin RNA Il Kit

PCR Gefal3e Optical tube + cap strips

PCR Primer

PCR Workstation mit UV / Air circulator

Random Hexamer-Primer

RNA 6000 Nano Chips

RNA 6000 Nano Kit
RNA/ater®-ICE

RNase Zap Dekontaminationslsg.
RT/RNase block enzyme mix
Safe-Lock Tube 0,5 mL
Safe-Lock Tube 1,5 mL/2 mL

B-Mercaptoethanol

Stratagene Mx3000P / Mx3005P

Thermocycler

SuperScript® Il RT (200 u/uL)
SureCycler 8800 Thermocycler
Vortex Genie

Waage Sartorius BP 110 S
Wasser, nuklease-frei, sterilfiltriert

Zentrifuge Eppendorf 5430

Agilent Technologies
Invitrogen

Invitrogen

Agilent Technologies
Carl Roth

Heathrow Scientific
Agilent Technologies
Thermo Scientific
VWR

Agilent Technologies
Macherey & Nagel
Agilent Technologies
Eurofins MWG Operon
Peqglab

Invitrogen

Agilent Technologies
Agilent Technologies
Ambion

Life Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Eppendorf AG
Sigma Aldrich

Agilent Technologies

Agilent Technologies
Agilent Technologies
Scientific Industries
Sartorius AG

Carl Roth

Eppendorf AG

Stanta Clara, USA
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland

Santa Clara, USA
Karlsruhe, Deutschland

Nottingham, UK
Santa Clara, USA
Waltham, MA, USA
Wien, Osterreich
Santa Clara, USA
Duren, Deutschland

Santa Clara, USA
Ebersberg, Deutschland

Erlangen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland

Stanta Clara, USA

Stanta Clara, USA
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland

Santa Clara, USA

Santa Clara, USA

Hamburg, Deutschland
St. Louis, USA
Santa Clara, USA

Santa Clara, USA
Santa Clara, USA
West Palm Beach, USA
Géttingen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Hamburg, Deutschland
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3.5 Histologische Methoden

3.5.1 Histologische Aufarbeitung der Darmgewebeproben

Die histologische Bearbeitung der jejunalen Gewebeproben erfolgte in direktem Anschluss an
die Probenentnahme. Zu Vergleichszwecken wurden zwei unterschiedliche Fixierungsmittel
verwendet, zum einen eine Bouin’sche Ldsung, zum anderen eine 4 %-ige, neutral gepufferte
Formalinlésung. Ca. 4 cm? groBe Gewebestlicke wurden mit der Schleimhautoberflache nach
oben mithilfe von Igelstacheln auf Korkplatten aufgespannt und fir 24 h (Formalin) bzw. 48 h
(Bouin’sche Lésung) fixiert. AnschlieBend wurden die fixierten Darmstlcke auf ca. 1 cm lange
und 0,5 cm breite Stlicke zugeschnitten und in Einbettungskassetten verbracht. Ab diesem
Schritt wurden die Proben aus beiden Fixierungsldsungen gleich behandelt. Zur Einbettung
der Proben in Paraffin wurden diese folgendem Dehydrierungsschema ausgesetzt:

70 % EtOH 24 h
80 % EtOH 24 h
96 % EtOH 2h
2-Propanol 2h
Xylol 1h
Xylol 1h
Paraffin dber Nacht
Paraffin 2h

Die entwasserten Gewebestlicke wurden anschlieBend in 60 °C warmem Paraffin fir spatere
sagittale Gewebeschnitte entlang der Krypten-Villus-Achse eingebettet und fir mindestens
einen Tag bei 4 °C gekihlt. Die erkalteten Paraffinblécke wurden mithilfe eines
Schlittenmikrotoms (Leitz, Wetzlar, Deutschland) in einer Starke von 5 um geschnitten, in
einem Wasserbad bei 40 °C gestreckt und vorsichtig auf silanisierte Glasobjekttrager
aufgezogen. Die fertigen Schnitte wurden Uber Nacht bei 37 °C getrocknet und anschlieBend
bis zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur gelagert.

Tabelle 21: Zusammensetzung der verwendeten Fixiermedien

Bestandteile

Bouin’sche Lésung (525 mL):

Pikrinsaure 375 mL
Formalin (37 %) 125 mL
Essigsaure 25 mL

4 % Formalinlésung (500 mL):
Formalin (37 %) 54 mL
PBS 446 mL
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3.5.2 Immunhistochemischer Nachweis CD3 positiver Zellen im jejunalen Epithel

Durch die Immunhistochemie ist es mithilfe einer Antigen-Antikérperreaktion mdglich, gezielt
Proteine in Gewebeschnitten zu detektieren und durch anschlieBende enzymatische
Farbungen zu visualisieren. Dabei unterscheidet man die direkte Methode, bei welcher der, an
das Antigen bindende, Primarantikérper bereits enzymgekoppelt ist und somit eine direkte
Visualisierung erlaubt, sowie die in dieser Arbeit angewandte indirekte Methode. Hierbei
handelt es sich um eine Zwei-Schritt-Methode, bei der ein spezifischer Antikdrper zunachst an
das zu detektierende Antigen bindet. In einem zweiten Schritt wird ein enzymgekoppelter
Sekundarantikdrper eingesetzt, welcher sich gegen den Primarantikérper richtet und durch
eine Enzym-Substrat-Reaktion eine Farbreaktion ausldst. Der hier verwendete monoklonale
Primarantikbrper PPT3 entspricht dem flr die durchflusszytometrischen Messungen
verwendeten Antikérper (Tabelle 11). Dieser wurde fir den Nachweis CD3 positiver
intraepithelialer T-Zellen im jejunalen Epithel verwendet und bindet an die e-Ketten des
TCR/CD3-Proteinkomplexes. Der Primarantikbrper wurde mit 1 % BSA in PBS auf eine
Proteinkonzentration von 5 pg / mL eingestellt. Zum Ausschluss falsch positiver Ergebnisse
wurden in jedem Durchgang zusétzliche Praparate mitgefihrt, die anstelle des
Primarantikérpers lediglich mit dem Verdinnungsmedium (1 % BSA in PBS) benetzt wurden.
Jeder Durchgang erstreckte sich tUber zwei Tage und verlief nach folgendem Schema:

1. Tag

Entparaffinierung:

Xylol 10 min
Xylol 10 min
2-Propanol 2 min
99 % EtOH 2 min
0,6 % H20: in 80 % EtOH 30 min
70 % EtOH 2 min
3 x PBS 5 min

Das eingesetzte Wasserstoffperoxid diente hierbei der Inaktivierung endogener Peroxidasen,

um eine unspezifische Hintergrundfarbung im zweiten Schritt zu vermindern.

Antigen-Demaskierung:

Bei der Gewebefixierung mit Formaldehyd kann es zur Bildung von Schiff'schen Basen und
Methylenbricken kommen (Dapson, 2007). Eine mdgliche Folge hierbei ist eine Veranderung
des Proteinmakromolekuls (Montero, 2003). Dies kann wiederum zu einer Maskierung des zu
detektierenden Epitops flhren und einen Nachweis des Proteins verringern oder sogar

verhindern (Cattoretti et al., 1993). Zu den Mdglichkeiten diese Verbindungen zu spalten,
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zahlen u. a. die Proteolyse mittels einer Pronaselésung (Huang, 1975), sowie die Zufuhr von
Warme (HMAR, heat mediated antigen retrieval) (Shi et al., 1991). Zudem kann hierdurch auch
das Signal bereits detektierbarer Proteine verstérkt werden (Jasani und Rhodes, 2001). Beide
Methoden wurden in dieser Arbeit getestet, wobei die Warmebehandlung der Schnitte in
Zitratpuffer (Cattoretti et al., 1993) die bessere Demaskierung und gréBere Signalverstarkung

erzielte.

Die enzymatische Demaskierung durch Proteolyse erfolgte durch den Einsatz einer 0,1 %-igen
Pronaselésung (Demaskierungslésung P), mit welcher die Schnitte benetzt und 20 min bei

Raumtemperatur inkubiert wurden.

Die Warmebehandlung der Schnitte erfolgte in 96 °C warmem Zitratpuffer fir 30 min im
Inkubationsschrank. Der Puffer wurde dabei taglich frisch aus zwei unterschiedlichen
Stammldsungen (Tabelle 22) hergestellt (Hornickel, 2009). Dabei wurden jeweils 18 mL der
Lésung A in 82 mL Lésung B verbracht und auf 1000 mL destilliertes Wasser aufgeflillt. Nach
dem jeweiligen Vorbehandlungsschritt wurden die Schnitte fir jeweils dreimal 5 min mit PBS

gewaschen.

Tabelle 22: Bestandteile der zur Desmaskierung verwendeten Zitonensaurelésung

Bestandteile

Stammlésung A (0,1 M Zitronenséaurelésung):
Zitronenséaure 21g

Aqua dest. 1000 mL

Stammlésung B (0,1 M Na-Zitratlésung):
Natriumzitrat 29,4 g
Aqua dest. 1000 mL

AntikOrperreaktion:

Um unspezifische Antikérperbindungen zu minimieren, wurden die Schnitte mit normalem
Ziegenserum vorbereitet. Hierbei wurde das Ziegenserum 1:5 mit PBS verdinnt und fir 20 min
auf die Gewebeschnitte aufgetragen. Um den Verbrauch an Ziegenserum und Antikérper
mdglichst gering zu halten, wurden die Schnitte auf den Objekttragern zunachst mit einem
1-Brompropan haltigen Stift (DAKO Pen) umrandet, um eine wasserabweisende, Ethanol-
unlésliche Barriere zu ziehen. AnschlieBend wurde das Ziegenserum abgeklopft und der
monoklonale  Primarantikérper  (PPT3) bzw. zu Kontrollzwecken das pure
Verdinnungsmedium aufgetragen und tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Alle Inkubationsschritte
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erfolgten in geschlossenen GeféBen, in denen durch mit destilliertem Wasser getréankten
Zellstofftichern die Austrocknung der Schnitte verhindert wurde.

2. Tag

Nachweisreaktion mittels Sekundarantikbrper

Zur  Visualisierung einer  erfolgreichen  Enzym-Substrat-Reaktion  durch  den
Sekundarantikdrper wurden samtliche Reaktionskomponenten des Envision® (Maus) Systems
von DAKO verwendet. Die Schnitte wurden zunachst dreimal fir 5 min mit PBS gespilt, um
nicht gebundene Antikérper zu entfernen und mit dem aus dem Envision® System
verwendeten Sekundarantikdrper-Dextran-Polymer-Komplex flir 45 min inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte eine finfminutige Inkubation mit 1:100 in HRP
Substratpuffer verdiinntem Chromogen 3,3‘ Diaminobenzidin (DAB). DAB wird dabei durch die
an den Sekundarantikérper gebundene Meerrettichperoxidase (HRP) und in Gegenwart von
Wasserstoffperoxid in ein braunes, unldsliches Prazipitat gewandelt und macht somit eine
erfolgreiche Antigen-Priméarantikdrperbindung sichtbar. Im Anschluss wurden die Schnitte
einmal mit PBS gewaschen und fir 10 min unter flieBendem Wasser gespilt. Nach dem
Durchlaufen einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden die entwasserten Schnitte mit dem
Einbettmedium Histokitt eingedeckt und bis zur mikroskopischen Auswertung bei

Raumtemperatur aufbewahrt.

Die fur die histologischen und immunhistologischen Arbeiten verwendeten Gerate und
Chemikalien sind in Tabelle 23 aufgeflhrt.

3.5.3 Dokumentation und Auswertung

Die Vermessung der Dinndarmzotten und -krypten erfolgte an den Bouin-fixierten
Paraffinschnitten des mittleren Jejunums bei 40-facher, und die immunhistochemische
Quantifizierung der CD3 positiven IEL bei 400-facher VergréBerung. Die Schnitte wurden
dabei durch ein Lichtmikroskop (Photomikroskop lll, Zeiss, Deutschland) mit einer digitalen
Mikroskopkamera (DP72, Olympus, Deutschland) betrachtet und mithilfe des dazugehdrigen
Analyseprogramms (CellSens Software, Olympus, Deutschland) ausgewertet.

Pro Tier wurden je zwei bis drei Schnitte ausgewertet, wobei bei jedem Schnitt vier bis finf
Zotten und Krypten vermessen, bzw. die in den Zotten angefarbten CD3 positiven IEL gezahlt
wurden. Die morphologische Analyse und Quantifizierung erfolgte in einer Blindbestimmung
durch vorherige Kodierung der Tiernummern als fortlaufende Probennummern. Zur
Bestimmung der morphologischen Parameter wurde die Zottenlange als Abstand zwischen
Zottenspitze und Zottenbasis definiert, der Umfang und die Flache wurden mithilfe des

Analyseprogramms CellSens bestimmt, mit der Begrenzung entlang der Zottenbasis. Als
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Kryptentiefe wurde die Verbindungslinie von Kryptenéffnung zu Kryptenbasis definiert. In
Abbildung 6 ist eine Darstellung der Messbereiche zur Bestimmung der morphologischen
Parameter gegeben. Die Quantifizierung der CD3 positiven IEL erfolgte nur an intakten und
vollstdndigen Darmzotten. Die Anzahl der als positiv bestimmten Zellen bezog sich dabei auf
100 Enterozyten und diente dem Abgleich der IEL Quantifizierung mittels Durchflusszytometer
(Abschnitt 3.3.3).

Hierbei wurde folgende Formel angewendet:

% des jeweiligen Phanotypen (FACS)

Anzahl der CD3+ Zellen innerhalb 100 EC x % CD3+ IEL (FACS)

L Villi intestinalis

cD3

Lamina propria mucosae

} Lamina musculars mucosae

Serosa

Abbildung 6: A, Darstellung der Dinndarmschleimhaut und schematische Markierung der Bestimmung
von Zottenldnge und Kryptentiefe am mittleren Jejunum eines 32 Tage alten Ferkels (LM, HE, 40x);
ZS = Zottenspitze, ZB = Zottenbasis, K = Darmkrypte. B, Exemplarisches Beispiel
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Tabelle 23: Fir die histologischen und immunhistologischen Arbeiten verwendete Gerate und

Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
2-Propanol Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
Albumin Fraktion V (BSA) Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
Dako EnVision+System-HRP, Mouse Dako Golstrup, Danemark
Dako Pen Dako Golstrup, Danemark

Deckglaser, 24 x 50 mm
Demaskierungslésung P
EC-350 Paraffin-Ausgiel3station
Eosin

Essigsaure 100 %

Ethanol 70 %

Ethanol 99 %

Formalin 37 %

Goat serum (normal)
Grundschlittenmikrotom, Typ 1400
Hamalaun nach Mayer

Heraeus® Trockenschrank T5042
Histobond® adhasive Objekttrager

Magnet-Heizriihrer, RH-KT/C
Natriumchlorid

Paraffin

Paraplast

Phosphate Buffered Saline (PBS)
Pikrinsaure

Roti Histokitt
Rotilabo®-Einbettkassette Macro
Trichlormethan/Chloroform
Natriumcitrat

Wasserstoffperoxid 30 % Rotipuran®
Xylol

Zitronensaure

VWR International
Biologo
Microm
Merck
Carl Roth
Carl Roth
VWR
Carl Roth
Dako
Leitz
Carl Roth

Heraeus electronic

Marienfeld GmbH

IKA Labortechnik GmbH&Co.KG

Merck

Carl Roth GmbH&Co.KG
McCormick Scientific, LLC

Sigma Aldrich
Merck

Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth

Darmstadt, Deutschland
Kronshagen, Deutschland
Walldorf, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Golstrup, Danemark
Wetzlar, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Hanau, Deutschland

Lauda-Kdnigshofen,
Deutschland

Staufen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

St. Louis, USA

St. Louis, USA
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
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3.6 Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programms SPSS 22.0 (SPSS Inc., Chicago
lllinois, USA). Die Daten wurden hierbei zunachst mittels Shapiro-Wilk-Test (mit
Signifikanzkorrektur nach Lilliefors) auf ihre Normalverteilung getestet, wobei Signifikanzen
gréBer als 0,05 als normalverteilt definiert wurden. Normalverteilte Daten wurden durch den
Mittelwert dargestellt, nicht normalverteilte Daten als Median, sowie Minimum und Maximum.
Bei normalverteilten Daten basierte der Nachweis mdglicher Unterschiede auf einer
einfaktoriellen Varianzanalyse (allgemeines lineares Modell). Die Nullhypothese, dass keine
signifikanten Unterschiede zwischen zwei Versuchsgruppen bestehen wurde verworfen,
sofern die Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p-Wert) bei einem Wert von p < 0,05 lag. Um in
diesem Fall vorliegende Gruppenunterschiede festzustellen, erfolgte anschlieBend die
Anwendung des Tukey-Tests als Post-Hoc-Signifikanztest. Nicht normalverteilte Daten
wurden mittels Mann-Whitney-U-Test auf Signifikanz Gberprift. Hier wurde ebenfalls eine
Uberschreitungswahrscheinlichkeit von p < 0,05 zur Widerlegung der Nullhypothese

vorausgesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Lebendmasse, Lebendmassezunahme und Gesundheitszustand

Innerhalb der ersten drei Wochen des Versuchsverlaufs der Probiotikastudie wurden die
Ferkel der Versuchs- und Kontrollgruppen wéchentlich gewogen. Die Tiere wurden dabei
einzeln gewogen und anschlieBend die gruppenspezifischen Mittelwerte gebildet. Zu Beginn
des Futterungsversuches zeigten die Ferkel beider Gruppen keine signifikant
unterschiedlichen Einstallgewichte (p = 0,81). Durch die Verteilung der Probennahme auf
einen Zeitraum von insgesamt drei Wochen wurde die Lebendmasse und -zunahme bei
einigen Ferkeln bis zum Ende der dritten Woche rechnerisch interpoliert, um die Daten
vergleichen zu kénnen. Dabei handelte es sich um die Tiere, von denen im Alter von 17 Tagen
Proben genommen wurden. Zwischen der Kontroll- und Versuchsgruppe konnten in den ersten
drei Versuchswochen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Lebendmasse und
damit einhergehend der Lebendmassezunahme beobachtet werden. Die mittleren
Lebendmassen beider Gruppen sind in Tabelle 24 dargestellt, die jeweiligen mittlere
Lebendmassezunahmen in Tabelle 25.

Die Tiere beider Gruppen zeigten keine gesundheitlichen Auffalligkeiten und mussten wahrend
des Versuchszeitraums nicht medikamentds behandelt werden. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels student t-Test (SPSS, Version 22.0, Chicago lllinois, USA).

Tabelle 24: Mittlere Lebendmasse der Ferkel mit B. toyonensis supplementierter Didt zum Ende der

einzelnen Versuchswochen [kg]

Kontrolle B. toyonensis p
Lebendmasse Versuchsbeginn 1,22 £ 0,21 1,24 £ 0,22 0,810
Lebendmasse 1. Woche 2,30 £ 0,23 2,16 £ 0,36 0,159
Lebendmasse 2. Woche 3,96 + 0,38 3,70 £ 0,67 0,138
Lebendmasse 3. Woche 5,60 + 0,60 5,49 + 0,84 0,653

Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte und Standardabweichungen; n = 20 pro Gruppe; p =

Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p < 0,05; student t-Test).
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Tabelle 25: Mittlere wéchentliche Lebendmassezunahme der Ferkel mit B. toyonensis supplementierter

Diat zum Ende der einzelnen Versuchswochen [g/Tag]

Kontrolle B. toyonensis o]
Lebendmassezunahme 1. Woche 153 £+ 29,7 131 £ 48,6 0,092
Lebendmassezunahme 2. Woche 238 +42,7 220 + 60,8 0,289
Lebendmassezunahme 3. Woche 234 + 58,9 256 + 65,8 0,260
Lebendmassezunahme gesamt 625 + 88,5 608 + 123 0,613

Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte und Standardabweichungen; n = 20 pro Gruppe; p =

Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p < 0,05; student t-Test).

4.2 Gehalt koloniebildender Einheiten (KBE) von Bacillus toyonensis in Fazesproben

Bei einem Alter von 17 Tagen konnten bei den Saugferkeln, deren Muttersauen bereits 90
Tage a.p. Uber das Futter 3,5 x 108 KBE/kg der B. toyonensis Sporen erhielten,
7,55 x 10 KBE / g Fazes nachgewiesen werden. Im Alter von 32 Tagen, vier Tage nach dem
Absetzen, erhdhte sich die Anzahl der koloniebildenden Einheiten in den Fazes proben
signifikant auf durchschnittlich 1,5 x 10° KBE / g Fazes (p < 0,01). Zwei Tage spéter, im Alter
von 34 Tagen, verhielt es sich &hnlich mit einer Durchschnittsmenge von 1,4 x 10°
KBE /g Fazes (p < 0,01). Im Alter von 39 Tagen sank die Anzahl der koloniebildenden
Einheiten drastisch auf 3,7 x 10* KBE / g Fazes (p < 0,05) und ist damit statistisch nicht mehr
von der an Tag 17 gemessenen Konzentration zu unterscheiden (p > 0,50). Abbildung 7 zeigt
eine Ubersicht zum Wachstumsverhalten von B. toyonensis aus den Fazesproben beider
Gruppen. Lediglich zu einem Zeitpunkt, an Tag 32, und nur in einem Tier der Kontrollgruppe

konnten 1,3 x 108 KBE / g Fazes nachgewiesen werden.

250000 * OKontrolle
S * B. toyonensis
T 200000
e
C
£
&g 150000
O N
S
=% 100000
85 .
S,
2 50000 *
=
N -
<C( 0 _

17 32 34 39

Alter [Tage]

Abbildung 7: Wachstum von B. foyonensis in Fézesproben von Ferkeln mit B. tfoyonensis
supplementierter Diat, n = 5; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit (*p < 0,05; ANOVA, Tukey-HSD).
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4.3 Integritat der intestinalen Darmschranke

4.3.1 Meerrettichperoxidase-Permeabilitidt des jejunalen Epithels

Um einen mdglichen Einfluss von B. toyonensis auf die Barrierefunktion des jejunalen Epithels
zu untersuchen, wurde die Durchléssigkeit des Gewebes beider Gruppen zu verschiedenen
Zeitpunkten analysiert. Die Untersuchung der Darmwandpermeabilitat erfolgte dabei mithilfe
einer vereinfachten Ussing-Kammer-Technik nach Ussing und Zerahn (1951), wobei die
Meerrettichperoxidase(HRP)-Durchflussrate bestimmt wurde. In

Abbildung 8 sind die arithmetischen Mittelwerte von jeweils finf Tieren samt
Standardabweichung dargestellt. Zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten, nach dem Absetzen,
wurden Proben entnommen. Diese wurden in der Ussing Kammer bis zu 120 min inkubiert.
Die am 32. und 34. Lebenstag gewonnenen jejunalen Gewebeproben der mit B. toyonensis
gefltterten Tiere wiesen dabei eine signifikant erhéhte HRP-Permeabilitat, im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p < 0,01 und p < 0,05) auf. Am 39. Lebenstag konnte in der Versuchsgruppe
eine altersabhéngige Stabilisierung der Darmschranke im Vergleich zu den jingeren Tieren
beobachtet werden (p < 0,05). Darlber hinaus waren zwischen den beiden Gruppen, keine
signifikanten Unterschiede mehr zu beobachten. Eine altersabhédngige Entwicklung der
Darmwandpermeabilitat lieB sich fir die Kontrollgruppe statistisch nicht belegen.

OKontrolle
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o 8,00E-06 - * *% -
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)
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c
(]
c
o 4,00E-06 -
¥
&
I 2,00E-06 -

0,00E+00

30' | 60’ | 90’ |120'| 30' | 60’ | 90’ |120'| 30 | 60’ | 90’ |120'
32 34 39

Alter [Tage]

Abbildung 8: Mittlere jejunale Darmwandpermeabilitat fir Meerrettichperoxidase (HRP) bei Ferkeln mit
B. toyonensis supplementierter Diat

Die Messung der HRP erfolgte in der Ussing-Kammer jeweils nach 30, 60, 90 und 120 Minuten.
Dargestellt sind arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen; n = 5 pro Gruppe und Zeitpunkt.
p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit (* p < 0,05; ** p < 0,01; student t-Test).
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4.3.2 Sojaprotein-Antikérper Entwicklung im Blutserum

Die Bestimmung der Antikbérpermengen gegen das Sojaprotein Glycinin erfolgte in
Blutserumproben der Ferkel beider Gruppen mittels indirektem ELISA (EIA). Die mittleren
Glycinin-Antikdrpertiter sind in Tabelle 26 aufgefihrt. Dargestellt ist dabei die gemessene
optische Dichte in drei Verdinnungsstufen. Um den Einfluss des Alters auf die Antikdrpertiter
und Gruppenunterschiede darzustellen, wurden die gemessenen Daten einer der
Verdinnungsstufen beispielhaft in Abbildung 9 grafisch veranschaulicht. Alle drei
Verdinnungsstufen zeigten vergleichbare Ergebnisse. Am 17. Lebenstag konnte im Serum,
der mit B. toyonensis gefiitterten Gruppe, ein signifikant geringerer Glycinin Antikérpertiter im
Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen werden (p < 0,01). Dieses Verhalten scheint sich nach
dem Absetzen umzukehren. Im Alter von 32 und 34 Tagen konnten jeweils tendenziell hGhere
Antikdrpertiter in der Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen werden. Am
39. Lebenstag war dieser Anstieg noch deutlicher (p < 0,03). Mithilfe einer einfaktoriellen
Varianzanalyse (SPSS, Version 22.0, Chicago lllinois, USA) konnte insgesamt ein signifikanter
Einfluss des Bacillus Stammes (p < 0,02) auf den gemessenen Glycinin-Antikdrpertiter, sowie
auch ein klarer Alterseffekt beobachtet werden (p < 0,01).

Tabelle 26: Mittlerer Glycinin-Antikdrpertiter im Blutserum der Versuchs- und Kontrollgruppe

Kontrolle B. toyonensis SEM p

Alter Gruppe
17 32 34 39 17 32 34 39 Gruppe Alter
[Tage] x Alter

1:100 1,36 1,72 2,06 1,94 1,28 234 255 297 0,126 0,015 0,002 0,321
1:200 0,88 095 1,32 1,20 056 180 1,97 239 0,125 0,003 0,002 0,045

1:400 062 0,61 086 0,86 031 1,16 134 159 0,092 0,016 0,007 0,097

Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte; n = 5 pro Gruppe und Zeitpunkt;
p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p < 0,05; ANOVA).
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Abbildung 9: Entwicklung der Sojaprotein-Antikérper in Serumproben

Dargestellt sind arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung der 1:400 verdlnnten
Serumproben, n = 5. p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit (*p < 0,05; student t-Test).

4.4 Verteilung verschiedener intraepithelialer Lymphozyten im Darmepithel

Um den Einfluss von B. toyonensis auf die verschiedenen |EL Populationen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten zu untersuchen, wurde deren Haufigkeiten mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Mithilfe von immunhistologischen Farbungen konnten diese
Haufigkeiten in Zellzahlen konvertiert werden (Tabelle 35). Die CD3 positiven Zellen im
jejunalen Epithel konnten dabei deutlich als dunkle Punkte erfasst und gezahlt werden (siehe
3.5.2) und dienten anschlieBend als Grundlage zur Berechnung der Zellzahlen. Die mittleren
Zellzahlen sind in Tabelle 27 aufgefihrt. Dargestellt sind dabei fir die CD45+ Zellen der
prozentuale Anteil an allen Zellen des Epithels. Fur alle weiteren Zelltypen sind die
errechneten Zellzahlen als Anteil an den Gesamt-Leukozyten (CD45) dargestellt. Im Vergleich
zur Kontrollgruppe zeigten die Tiere der Versuchsgruppe im Alter von 32 Tagen eine deutlich
geringere prozentuale Haufigkeit der Gesamt-Leukozyten (CD45; p < 0,05). Dieser Effekt
kehrte sich zum Zeitpunkt 39 jedoch um und der Anteil der Leukozyten war in der
Versuchsgruppe deutlich erhoht (p < 0,05). Innerhalb der intraepithelialen Lymphozyten zeigte
sich vor allem ein reduziertes Vorkommen der T-Zellen (CD3; p < 0,01). Dies wiederum war
insbesondere auf eine deutlich reduzierte Zellzahl zytotoxischer T-Zellen zurickzuflhren
(CD8B+/CD16-, p < 0,01; CD8a+/yd-, p > 0,05). Ein Einfluss des Probiotikums auf die
Haufigkeit der natlrlichen Killerzellen war nicht nachzuweisen (CD2+/CD5-, p > 0,05;
CD16+/CD8B-, p > 0,05; CD11R1, p > 0,05).
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Neben dem Einfluss von B. toyonensis auf die unterschiedlichen intraepithelialen Zelltypen
wurde zudem die altersabhangige Entwicklung dieser Zellpopulationen bestimmt. Dabei zeigte
sich zunéchst, dass die Haufigkeit der Gesamt-Leukozyten innerhalb der Kontrollgruppe nach
dem Absetzen abnimmt. Zum Zeitpunkt 39 wurde weniger als die Halfte an Leukozyten
bestimmt als zu Tag 32, kurz nach dem Absetzen (29,5 % / 13,6 %, p <0,01). Vor allem die
Anzahl der CD3+ T-Zellen war kurz nach dem Absetzen besonders erhéht (24,1). Tendenziell
verhielten sich die meisten Lymphozytenpopulationen der Kontrollgruppe ahnlich und waren
in ihrer Anzahl deutlich geringer, je alter die Tiere waren. Ebenso verhielt es sich auch fir die
Zellen der angeborenen Immunantwort (CD2+/CD5-, p <0,05; CD16+/CD8B-, p <0,05;
CD11R1, p > 0,05).

Bezliglich der Lymphozytenhaufigkeit zeigte sich bei der mit B. toyonensis supplementierten
Gruppe ein gegensatzliches Bild. Die Gesamthaufigkeit der Leukozyten war in dieser Gruppe
zum Zeitpunkt 39 drastisch erhéht, im Vergleich zu den gemessenen Zeitpunkten kurz nach
dem Absetzen (p < 0,01). Zu den Zellpopulationen, die einen entsprechenden Anstieg in ihrer
Haufigkeit aufwiesen, gehérten insbesondere die CD3+ (p > 0,05) und CD5+ T-Zellen
(p > 0,05). Die CD8B+/CD16- zytotoxischen T-Zellen wiesen ebenfalls einen altersbedingten
Anstieg der Zellzahl auf (p > 0,05). Fir die CD8a+/yd- Zellen konnte dies jedoch nicht
nachgewiesen werden. Die Zellfraktionen der natlrlichen Immunantwort verhielten sich jedoch
tendenziell vergleichbar mit denen der Kontrollgruppe. Die Zellzahl der naturlichen Killerzellen
sank mit gréBerem Abstand zum Absetzdatum und ihre Haufigkeit halbierte sich vom 32. zum
39. Tag (CD2+/CD5-, p > 0,05).

Aufgrund einer hohen Zelltodrate, wahrend der Pr&paration, konnten die Zellen der 17 Tage
alten Ferkel nicht durchflusszytometrisch bestimmt werden.
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Tabelle 27: Anteile verschiedener IEL im jejunalen Epithel von Ferkeln (mittels immunhistologischer Z&hlung CD3 positiver Zellen in absolute Zellzahlen konvertiert)

Kontrolle B. toyonensis SEM p

Alter [Tage] 32 34 39 32 34 39 Gruppe Alter Gruppe x Alter

CD45+ 1 29,5 22,5 13,6 5,34 8,79 32,1 2,689 0,107 0,307 < 0,001
CD3+ 24,1 16,9 17,8 9,45 12,2 12,3 1,426 0,003 0,754 0,232
CD5+/yd- 15,8 8,36 8,09 4,50 5,69 6,51 0,919 < 0,001 0,170 0,026
CD8B+/CD16- 11,7 6,36 7,18 1,94 3,17 4,27 0,734 < 0,001 0,275 0,025
CD8a+/yo- 31,9 14,0 7,09 17,9 6,54 10,6 2,125 0,075 0,002 0,102
CD2+/CD5- 24,8 12,8 7,12 26,8 15,8 13,4 2,599 0,474 0,079 0,936
CD16+/CD8B3- 19,4 9,49 4,63 19,7 12,4 11,1 1,813 0,360 0,044 0,770
CD11R1+ 4,15 0,86 1,68 3,92 1,47 0,70 0,407 0,771 0,006 0,605
CD8+/yd+ 6,63 5,15 6,38 4,93 4,09 3,97 0,592 0,195 0,775 0,900
CD5-/yo+ 1,86 1,67 2,22 3,02 2,06 0,86 0,391 0,940 0,704 0,484
CD5+/yd+ 6,19 3,95 4,50 3,32 3,34 3,24 0,434 0,096 0,594 0,597

1 CD45+ beschreibt den Prozentanteil der CD45 positiven Zellen an allen aus dem Epithel isolierten Zellen [%)]. Die Haufigkeit aller anderen Phanotypen wurde
als prozentualer Anteil der verschiedenen Lymphozyten im Epithel (CD45+) bestimmt und in absolute Zellzahlen umgerechnet [Zellen / 100 Enterozyten].
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4.5 Genexpressionsanalyse von Stressfaktoren, Cytokinen und dem Natiirlichen
Killerzellen Rezeptor NKG2D

451 Expression von Stressfaktoren auf jejunalem Epithel

Die Bestimmung der Genexpressionsrate der Stressfaktoren ULBP16 und MIC2, sowie des
Natlrlichen Killerzellen Rezeptors NKG2D, erfolgte mittels gRT-PCR mit Gesamt-RNA aus
jejunalem Gewebe. In Tabelle 28 sind die Medianwerte, sowie Minimum und Maximum zu vier
verschiedenen Zeitpunkten von jeweils finf Tieren pro Gruppe dargestellt. Die angegebenen
Werte wurden dabei mit denen der Referenzgene RPLa13, RPL19 und Bet2g normalisiert
(Pieper et al., 2012; Martin et al., 2013). Fur die beiden Stressfaktoren ULBP16 und MIC2
konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Genexpression zwischen den
beiden Gruppen gezeigt werden. Bei beiden Stressfaktoren wurde jedoch ein deutlicher
altersbedingter Einfluss auf das Expressionsverhalten festgestellt. Innerhalb der
Versuchsgruppe zeigte sich das mit einer jeweils signifikant niedrigeren Expressionsrate am
39. Lebenstag im Vergleich zum 17. Lebenstag und somit vor dem Absetzen (p < 0,05). Ein
ahnliches Verhalten konnte auch in der Kontrollgruppe numerisch aufgezeigt werden. Ein
schnell eintretendes verandertes Expressionsverhalten kurz nach dem Absetzen am 32.
Lebenstag konnte in beiden Gruppen statistisch nicht untermauert werden.

452 Expression des Natlrlichen Killerzellen Rezeptors NKG2D auf jejunalem Epithel

Der Naturliche Killerzellen Rezeptor NKG2D zeigte bei Tieren im Alter von 32 Tagen, vier Tage
nach dem Absetzen, zunachst eine deutlich niedrigere Expression in der Versuchsgruppe (s.
Tabelle 28, p < 0,05). Am 39. Lebenstag kehrte sich dieser Effekt jedoch um. Bei den mit
B. toyonensis gefitterten Tieren konnte eine signifikant erhdhte Genexpression des Rezeptors
(p < 0,05) beobachtet werden. In beiden Gruppen stieg die NKG2D Genexpression am 39.
Lebenstag im Vergleich zum Zeitpunkt vor dem Absetzen signifikant an (p < 0,01). In der
Kontrollgruppe fand dieser Anstieg bereits kurz nach dem Absetzen, an Tag 32, stait
(p < 0,01).

4.5.3 Expression von Cytokinen auf jejunalem Epithel

Parallel zu den Stressfaktoren wurde auch eine Genexpressionsanalyse verschiedener pro-
und anti-inflammatorischer Cytokine durchgefiihrt. Diese erfolgte ebenfalls in, aus jejunalem
Gewebe isolierter, Gesamt-RNA fir die pro-inflammatorischen Interleukine IL-18, IL-8, sowie
das anti-inflammatorische IL-10. In Tabelle 29 sind die arithmetischen Mittelwerte und
Standardfehler dargestellt. Die angegebenen Werte wurden mittels Division durch den
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Mittelwert der Referenzgene RPLa13, SDHA und Bet2g transformiert (Pieper et al., 2012;
Martin et al., 2013). Fir das pro-inflammatorische IL-13 zeigte sich ein deutlicher
Gruppenunterschied (p < 0,05). Besonders vor und sechs Tage nach dem Absetzen ist die
Expression in der Versuchsgruppe stark erhéht. Kurz nach dem Absetzen, an Tag 32, zeigen
beide Gruppen jedoch ein &hnliches Expressionsverhalten. Fir IL-8 und IL-10 konnten keine
signifikanten Unterschiede gezeigt werden. Innerhalb der Versuchsgruppe wurde eine deutlich
verminderte IL-1 Expression kurz nach dem Absetzen festgestellt. Diese regulierte sich kurze
Zeit spater. An Tag 34 war die Expressionsrate mit der vor dem Absetzen vergleichbar.
Tendenziell zeigen sowohl IL-1B als auch das anti-inflammatorische IL-10 innerhalb der
Versuchsgruppe eine deutlich verminderte Expression am 39. Lebenstag. Eine solche
Entwicklung wurde in der Kontroligruppe nicht festgestellt. Bezlglich des
Expressionsverhaltens von IL-8 zeigen beide Gruppen einen Anstieg an Tag 32 und, im
Unterschied zu dem ebenfalls pro-inflammatorischen IL-1B, einen deutlichen Anstieg der
Expression an Tag 39 (p < 0,03).
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Tabelle 28: Mittlere Genexpression der Stressfaktoren ULBP, MIC2 und des NKG2D-Rezeptors in jejunalen Epithelzellen

Kontrolle' B. toyonensis'
Alter [Tage] 17 32 34 39 17 32 34 39
ULBP 1,49 1,20 0,87 0,91 1,74 1,11 1,87 0,772
(0,05 - 2,42) (0,01-2,74) (0,34 - 4,95) (0,03 - 2,21) (1,01 - 6,95) (0,59 - 2,97) (0,42 - 5,54) (0,02 - 3,43)
MIC2 0,74 1,16 0,91 0,65 1,34 0,82 1,07 0,592
(0,03 - 5,15) (0,20-8,31) (0,46 - 1,71) (0,02 - 7,14) (0,47 - 9,67) (0,43 - 3,08) (0,47 - 5,80) (0,06 - 1,19)
NKG2D 0,362 1,088p 0,88 0,88Ab 0,432 0,52A2 0,702 1,51Bb
(0,33 -0,42) (0,57 - 2,18) (0,29 - 1,96) (0,50 - 1,61) (0,19 - 0,89) (0,31 - 1,34) (0,39 - 1,49) (0,56 - 2,65)

T Keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontroll- und Versuchsgruppe (p < 0,05; Mann-Whitney-U). A8 Zeitpunktabhangige Gruppenunterschiede, b

Gruppenabhéngige Zeitpunktunterschiede. Werte mit unterschiedlichen Superskripten unterscheiden sich signifikant (p
angegebenen Werte wurden mittels Division durch den Mittelwert der Referenzgene RPLa13, RPL19 und Bet2g transformiert. Dargestellt sind Medianwerte, sowie
Minimum und Maximum; n = 5 pro Gruppe und Zeitpunkt. ULBP, UL16 binding protein; MIC2, MHC class I-related molecule 2; NKG2D, natural killer receptor 2D;

p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit.

< 0,05; Mann-Whitney-U). Die

Tabelle 29: Mittlere Genexpression der pro-inflammatorischen Cytokine IL-1B3, IL-8 und des anti-inflammatorischen Cytokins IL-10 in jejunalen Epithelzellen

Kontrolle B. toyonensis SEM p
Alter [Tage] 17 32 34 39 17 32 34 39 Gruppe Alter Gruppe x Alter
IL-13 1,23 1,35 0,73 1,38 3,41 1,10 2,93 0,19 0,208 0,046 0,016 0,002
IL-8 0,51 0,81 0,67 1,26 0,59 1,78 0,95 1,17 0,101 0,106 0,023 0,205
IL-10 1,06 1,25 0,79 1,21 2,40 0,98 2,33 0,81 0,173 0,104 0,357 0,081

Die angegebenen Werte wurden mittels Division durch den Mittelwert der Referenzgene RPLa13, SDHA und Bet2g transformiert. Dargestellt sind arithmetische
Mittelwerte; n = 5 pro Gruppe und Zeitpunkt; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p < 0,05; ANOVA).
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4.6 NKG2D Genexpressionsanalysen

4.6.1 NKG2D Expression auf isolierten IEL Populationen

Um herauszufinden, welche intraepithelialen Lymphozyten dazu in der Lage sind, den
Natdrlichen Killerzellen Rezeptor NKG2D zu exprimieren, wurden verschiedene |EL
Populationen durch magnetic cell sorting isoliert und via gRT-PCR auf mRNA Expression des
Rezeptors untersucht. Wie in Abbildung 10 dargestellt, konnte erstmalig die Expression von
NKG2D durch yd T-Zellen des Schweins nachgewiesen werden. Porzine yd T-Zellen lieBen
sich in CD5 positive und negative Populationen aufteilen. Hierbei schienen die CD5 negativen
y® T-Zellen kaum NKG2D zu exprimieren (1,62 %), wohingegen die CD5 positiven yd T-Zellen
eine deutliche Expression zeigten (21,5 %). CD8B+ Zellen, stellvertretend flir zytotoxische
T-Zellen im intestinalen Epithelium, zeigten den Messungen zufolge ebenfalls eine maBig
starke Expression des aktivierenden NK Rezeptors (7,55 %). NK-Zellen (CD2+/CD5-/CD16+)
des Darmepithels exprimieren im Unterschied zu denen des Blutes kein NKG2D. Dies steht
im Einklang mit Ergebnissen, die an NK-Zellen aus humanem Darmgewebe erzielt wurden.
Auch diese exprimieren kein NKG2D (Rankin et al., 2013). Die im Verhéltnis starkste
Expression des NK Rezeptors mit 29,8 % konnte in CD3 positiven |IEL festgestellt werden, also
Zellen, die mithilfe eines CD3 Antikérpers (PPT3) isoliert wurden. Im Vergleich dazu zeigten

die mittels CD5 Antikdrper isolierten Zellen nur eine Expressionsrate von 2,54 %.

40 -
35 -
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25 -
20 -

15 -

NKG2D-Expression [%]

o% @@m

CD5+ v+ CD5-/y6+  CD5-/y6- CD16+ CD3+ CD8R+

Abbildung 10: Mittlere RNA-Expression des NKG2D-Rezeptors in isolierten IEL Populationen

Zur Darstellung der NKG2D Expression auf den unterschiedlichen IEL Populationen wurde die
Gesamtsumme der NKG2D RNA-Expression einer rT-PCR bestimmt und als 100 % festgelegt. Der
gemessene NKG2D RNA-Gehalt der verschiedenen Zellpopulationen wurde dann als prozentualer
Anteil dessen berechnet. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus vier DNA-
Extraktionsansétzen.
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4.6.2 Vergleich der NKG2D Expression auf isolierten T-Zellen nach Inkubation mit anti-CD5
(9G12) bzw. anti-CD3 Antikdrpern (PPT3)

Um das Aktivierungspotential, des in dieser Arbeit verwendeten anti-CD3 Antikérpers, auf die
Expression unterschiedlicher Gene durch verschiedene Zellpopulationen zu testen, wurden
sowohl IELs als auch PBMCs verwendet und mittels MACS sortiert (Abbildung 5). In Tabelle
30 und Tabelle 31 ist die jeweilige relative Genexpression als Mittelwert dargestellt. Als
Kontrolle diente dabei die Expression von Zellen, die mit dem anti-CD5 Antikérper (PG114A)

inkubiert wurden.

Die Genexpressionsanalyse via RT-qPCR zeigte innerhalb der positiv selektierten CD8M3 IELs
eine 2,26-fach erhdhte NKG2D Expression nach der Inkubation mit dem CD3 Antikérper
(p = 0,032). Dieser Effekt konnte bei den yd positiven IELs nicht gezeigt werden, hier war die
Expressionsrate mit der der Kontrolle vergleichbar. Rein humerisch zeigte sich der gleiche,
erhéhende Einfluss des CD3 Antikérpers auf die NKG2D Expression in CD8B positiven
PBMCs (p > 0,05). Zudem konnte in derselben Zellfraktion eine signifikante, zweifache
Erhéhung der Expression des Stressfaktors MIC2 nachgewiesen werden (p = 0,026). Dies
konnte wiederum numerisch auch in den CD8B3 positiven IELs gezeigt werden. Sowohl fir die
y® isolierten |IELs als auch PBMCs konnte kein Einfluss des CD3 Antikérpers auf die
Expression von MIC2 gezeigt werden. Der zweite untersuchte Stressfaktor ULBP schien in
allen isolierten Zellpopulationen unbeeinflusst. Auch fir die pro- und anti-inflammatorischen
Cytokine konnte kein aktivierender Effekt des CD3 Antikérpers nachgewiesen werden.
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Tabelle 30: Relative Genexpressiondes NKG2D Rezeptors, pro- und anti-inflammatorischen Cytokinen und Stressfaktoren aus isolierten Lymphozytenpopulationen

aus jejunalem Gewebe (IEL) nach Inkubation mit einem CD3 Antikdrper (PPT3).

CD8B+ IEL yo+ IEL
Gen Expression p Standardfehler 95% C.I. Expression p Standardfehler 95% C.I.
NKG2D 2,259 0,032 1,275 - 3,771 1,058 - 6,655 1,123 0,825 0,478 - 3,083 0,250 - 5,040
IL-18 1,896 0,600 0,262 - 16,53 0,064 - 80,22 0,885 0,891 0,126 - 6,283 0,018 - 32,93
IL-8 1,724 0,162 1,045 - 3,438 0,636 - 4,040 0,951 0,796 0,646 - 1,405 0,488 - 1,804
IL-10 1,564 0,145 0,993 - 2,160 0,845 - 3,217 0,726 0,578 0,267 - 4,533 0,069 - 6,984
TGF-B 1,097 0,925 0,082-17,13 0,019 - 66,84 0,353 0,587 0,015- 10,62 0,001 - 205,7
MIC2 1,844 0,106 1,015 - 2,858 0,805 - 4,818 0,799 0,686 0,381 - 1,899 0,170 - 3,427
ULBP 0,488 0,226 0,097 - 1,014 0,069 - 1,425 0,726 0,797 0,091 - 5,729 0,027 - 43,72
RPL19 0,915 Referenzgen 0,987 Referenzgen
RPL13 1,093 Referenzgen 1,013 Referenzgen

Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte der relativen Genexpression im Vergleich zu Zellen die mit einem CD5 Antikérper inkubiert wurden (PG114A).
Anzahl der Wiederholungen: 1000; n = 4; C.I. = Konfidenzintervall; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p < 0,05; t-Test).
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Tabelle 31:

Genexpressionsanalyse des NKG2D Rezeptors, pro- und anti-inflammatorischen Cytokinen und Stressfaktoren aus isolierten
Lymphozytenpopulationen aus mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMC) nach Inkubation mit einem CD3 Antikdrper (PPT3).
CD8B+ PBMC yd+ PBMC
Gen Expression p Standardfehler 95% C.I. Expression p Standardfehler 95% C.I.
NKG2D 3,667 0,191 0,973 - 14,96 0,456 - 29,77 0,686 0,781 0,124 - 5,451 0,014 - 26,53
IL-113 1,569 0,725 0,127 - 17,81 0,089 - 226,2 1,960 0,595 0,319 - 14,25 0,146 - 39,08
IL-8 4,037 0,226 0,683 - 23,35 0,074 - 65,26 1,549 0,721 0,168 - 18,84 0,025 - 53,59
IL-10 4,185 0,141 1,031 - 14,72 0,557 - 36,85 2,491 0,272 0,779 - 13,76 0,165 - 28,65
TGF-B 2,717 0,474 0,197 - 42,01 0,103 - 145,6 2,161 0,672 0,136 - 33,30 0,098 - 183,6
MIC2 2,014 0,026 1,096 - 3,177 1,036 - 4,790 0,973 0,958 0,524 - 2,138 0,386 - 2,959
ULBP 4,621 0,235 0,677 - 22,16 0,339 - 53,54 0,506 0,190 0,214 -1,182 0,144 -1,736
RPL19 0,679 Referenzgen 1,175 Referenzgen
RPL13 1,473 Referenzgen 0,851 Referenzgen

Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte der relativen Genexpression im Vergleich zu Zellen die mit einem CD5 Antikérper inkubiert wurden (PG114A).
Anzahl der Wiederholungen: 1000; n = 4; C.1. = Konfidenzintervall; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p < 0,05; t-test).
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4.6.3 Korrelation der Expression von NKG2D, Stressfaktoren und Cytokinen mit den

Zellzahlen verschiedener |EL Populationen im jejunalen Epithel

Um einen Zusammenhang zwischen dem Expressionsverhalten von NKG2D und den beiden
Stressfaktoren MIC2 und ULBP mit dem vermehrten Auftreten verschiedener IEL Populationen
im jejunalen Gewebe zu bestimmen, wurden Korrelationsanalysen durchgefiihrt. Die
entsprechenden Daten sind gruppenabhéngig in Tabelle 32 und Tabelle 33 als
Korrelationskoeffizienten dargestellt. Zunachst konnte hier in beiden Gruppen eine starke
Korrelation zwischen der Expression des NKG2D Rezeptors und der Haufigkeit der CD45+
Leukozyten nachgewiesen werden (Kontrolle: 0,69; p = 0,01; B. toyonensis: 0,64; p > 0,05).
Zudem korrelierte die Expression des Rezeptors in der Kontrollgruppe auch tendenziell mit
dem Vorkommen von NK-Zellen, definiert als CD2/CD5- (0,44; p > 0,05), sowie den CD8a/yd-
Zellen (0,57; p > 0,05). Es konnte kein Zusammenhang zwischen der Rezeptorexpression und
der Haufigkeit der CD8/yd zytotoxischen T-Zellen nachgewiesen werden, jedoch tendenziell
mit den CD8B/CD16- zytotoxischen T-Zellen innerhalb der B. toyonensis Gruppe (0,60;
p > 0,05). Die Expression der beiden Stressfaktoren ULBP und MIC2 korrelierte in keiner der
beiden Gruppen mit der Expression des NKG2D Rezeptors. In der Kontrollgruppe konnte ein
Zusammenhang der NK-Zellhdufigkeit mit der Expressionsrate der gemessenen
Stressfaktoren MIC2 (0,71; p = 0,02) und ULBP (0,52; p > 0,05) festgestellt werden, welcher
in der Versuchsgruppe nicht beobachtet werden konnte. Des Weiteren konnte in beiden
Gruppen eine numerische Korrelation in der Haufigkeit der NK-Zellen mit den y&/CD5- T-Zellen
(Kontrolle: 0,58, B. toyonensis: 0,35; p > 0,05), sowie eine negative Korrelation mit y6/CD5
T-Zellen (Kontrolle: -0,.43, B. toyonensis -0,43; p > 0,05) gezeigt werden. AuBBerdem konnte
innerhalb der Kontrollgruppe eine starke Korrelation der Haufigkeit der CD3 positiven Zellen
mit der Expression des Stressfaktors ULBP gezeigt werden (0,67; p = 0,03), welche in der
Versuchsgruppe hingegen als negative Korrelation beobachtet wurde (-0,76; p = 0,01). Die
ULBP Expression korrelierte zudem mit dem Vorkommen der CD8/yd Zellen in der
Kontrollgruppe (0,66; p = 0,04) und gruppenunabhangig mit dem Vorkommen der y&/CD5-
T-Zellen (Kontrolle: 0,67; p = 0,05; B. toyonensis: 0,66; p = 0,04), jedoch nicht mit den y&/CD5
T-Zellen.

Zudem konnte eine starke, gruppentbergreifende Korrelation der Expression von ULBP und
MIC2 mit der des pro-inflammatorischen Cytokins IL-13 beobachtet werden (p < 0,01). Ein
ahnlicher Zusammenhang zeigte sich zwischen der Expression von MIC2 und dem
anti-inflammatorischen IL-10 (p < 0,01). Des Weiteren konnte in beiden Gruppen eine starke
Korrelation in der Expression von IL-1 und IL-10 beobachtet werden (p < 0,01).
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Tabelle 32: Korrelation der Expression von NKG2D und Stressfaktoren in jejunalem Gewebe mit der verschiedener Cytokine und der Zellzahl isolierter 1EL

Populationen innerhalb der Kontrollgruppe

Korrelation - Kontroligruppe

cD8p/ CD8/ CD5/ CD5/ CD2/ CD16/ CD8a/

NKG2D CD45 CD3 CD16-  vd Vo yd  CD5- CD8B- y5 ULBP MIC2 IL-1B  IL-8  IL-10
NKG2D 1,00 069 025 028 011 009 015 044 044 057 001 020 -016 -001 -0,15
CD45 069* 100 060 065 021 023 -012 061 069* 084> 008 035 -021 -0,70* -0,09
cD3 025 060 1,00 085" 083* -001 046 060" 066* 061* 067 015 036 001  0,66"
CD8B/CD16- 0,28  065* 085 1,00 052 -012 0,18 048 062 073" 062 008 045 -025 0,50
CD8/y5 011 021 083 052 100 021 065* 063 064" 032 066° 026 047 024 074
CD5/y3 009 023 -001 -012 021 100 -003 -043 -022 026 -023 -0,06 -047 033 -0,28
CD5-/y5+ 015 -012 046 018 065* -003 100 058 039 026 067 036 057 030 058
CD2/CD5- 044 061 060* 048 063* -043 058 100 092* 071* 052 071* 050 -040 048
cDis/CD83- 044 069 066* 062° 064" -022 039 092 1,00 078 049 070* 047 -048 045
CD8a/yd- 057 084 061* 073* 032 -026 026 071* 078~ 100 050 055 026 -053 0,7
ULBP 001 008 067* 062 066* -023 067 052 049 050 1,00 054* 071* 030 0,71*
MIC2 020 035 015 008 026 -006 036 071* 070* 055 054" 1,00 067" -0,15 0,76
IL-18 0,16 -021 036 045 047 -047 057 050 047 026 071* 067" 1,00 -009 092"
IL-8 001 -0,700 001 -025 024 033 030 -040 -048 -053 -030 -0,15 -0,09 1,00  -0,60
IL-10 045 -0,09 066* 050 074* -028 058 048 045 017 071" 076" 092 -0,06 1,00

Zur Bestimmung der Korrelationskoeffizienten wurde der Spearman rho Test angewandt; *p < 0.05; **p < 0.01; n = 20. p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit.
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Tabelle 33: Korrelation der Expression von NKG2D und Stressfaktoren in jejunalem Gewebe mit der verschiedener Cytokine und der Zellzahl isolierter 1EL

Populationen innerhalb der B. toyonensis Gruppe

Korrelation - B. toyonensis Gruppe

cbsB/  CD8/ cbs5/  CDs-/ CD2/ CD1e/ CD8a/

NKG2D CD45 CD3 CD16- %) %) yo CD5- CD8B- yo- ULBP MIC2 IL-183 IL-8 IL-10
NKG2D 1,00 0,64 0,72* 0,60 0,25 -0,19 0,24 0,30 0,20 0,46 -0,05 -0,11 -0,41* 0,29 -0,15
CD45 0,64 1,00 0,87**  0,75* 0,28 -0,23 0,23 0,70* 0,57 0,95* -0,52 0,07 -0,38 -0,20 1,12
CD3 0,72  0,87* 1,00 0,65 0,48 0,13 0,15 0,27 0,12 0,77 -0,76* 0,14 -0,71* 0,23 0,19

cpsp/CDie- 060  075* 065 100 022 028 025 046 024 056 -021 043 -022 -0,11 029

CD8/yd 0,25 0,28 0,48 0,22 1,00 0,69*  0,80** 0,08 0,10 0,06 0,19 0,31 0,22 -0,46 0,05
CD5/yd -0,19 -0,23 0,13 -0,28 0,69* 1,00 0,43 -0,54 -0,43 -0,51 -0,08 0,13 0,06 -0,21 0,19
CD5-/yd+ 0,24 0,23 0,15 0,25 0,80** 0,43 1,00 0,35 0,45 0,11 0,66* 0,41 0,67* -0,45 -0,03
CD2/CD5- 0,30 0,70* 0,27 0,46 0,08 -0,54 0,35 1,00 0,94  0,82** 0,09 -0,20 0,15 0,02 -0,46

cDis/CD83- 020 057 012 024 010 -043 045 094 100 068 014 -021 018 009  -0,52

CD8a/yd- 0,46 0,95™* 0,77 0,56 0,06 -0,51 0,11 0,82**  0,68* 1,00 -0,36 -0,10 -0,29 0,18 -0,23
ULBP -0,05 -0,52  -0,76*  -0,21 0,19 -0,08 0,66* 0,09 0,14 -0,36 1,00 0,29 0,64  -0,16 0,17
MIC2 -0,11 0,07 0,14 0,43 0,31 0,13 0,41 -0,20 -0,21 -0,10 0,29 1,00 0,71**  -0,23  0,83*
IL-18 -0,41*  -0,38 -0,71*  -0,22 0,22 0,06 0,67* 0,15 0,18 -0,29 0,64 0,71* 1,00 -0,52** 0,68
IL-8 0,29 -0,20 0,23 -0,11 -0,46 -0,21 -0,45 0,02 0,09 0,18 -0,16 -0,23  -0,52** 1,00 -0,23
IL-10 -0,15 0,12 0,19 0,29 0,45 0,19 -0,03 -0,46 -0,53 -0,23 0,17 0,83** 0,68 -0,23 1,00

Zur Bestimmung der Korrelationskoeffizienten wurde der Spearman rho Test angewandt; *p < 0.05; **p < 0.01; n = 20. p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit.
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4.6.4 Morphologische Verdnderungen im jejunalen Darmepithel

Zur Evaluierung morphologischer Veranderungen im intestinalen Epithel wurden Zottenlange,
-breite, -fliche und -umfang, sowie die Kryptentiefe bestimmt. Die Mittelwerte dieser
Messungen sind in Tabelle 34 dargestellt. Bezlglich der Zottenlange konnte mithilfe der
histologischen Messung ein deutlicher Unterschied zwischen Versuchsgruppe und
Kontrollgruppe festgestellt werden. Vor allem an Tag 17 wurden bei den Ferkeln der
Versuchsgruppe deutlich langere Zotten gemessen (p < 0,01). Auch kurz nach dem Absetzen
zeigte die Versuchsgruppe an Tag 32 und 34 immer noch verlangerte Zotten im Vergleich zur
Kontrolle (p <£0,01; p = 0,02). An Tag 39 jedoch kehrte sich dieser Effekt um. Zu diesem
Zeitpunkt wurden in der Versuchsgruppe signifikant kirzere Zotten gemessen als in der
Kontrollgruppe (p <0,01). In beiden Gruppen waren die Zotten vor dem Absetzen deutlich
langer als kurz nach dem Absetzen (p < 0,01). In der Zottenbreite konnte kein
Gruppenunterschied festgestellt werden. Es zeigte sich jedoch, dass die Zotten der Tiere in
der Versuchsgruppe von Tag 17 bis zu Tag 39 verschmalern (p = 0,01), in der Kontrollgruppe
hingegen verbreiterten sich die Zotten im Laufe dieser Zeit (p = 0,02). Auch in der Kryptentiefe
unterschieden sich die beiden Gruppen nicht signifikant. Es zeigte sich jedoch ein &hnlicher
Verlauf wie bei der Zottenbreite. In der Kontrollgruppe wurden zu Tag 39 deutlich tiefere
Krypten gemessen als zu friheren Zeitpunkten, bei der Versuchsgruppe deutlich kirzere
Krypten (p < 0,05). Bedingt durch die Abweichungen der beiden Gruppen in der Zottenlange,
wurden auch signifikante Unterschiede in Zottenflache und -umfang gemessen (p < 0,01).
Beide Faktoren sind bei der Versuchsgruppe deutlich gréBer als bei der Kontrollgruppe
(p = 0,01). Wie bei der Zottenlange auch, scheint sich diese Entwicklung zu einem spateren
Zeitpunkt, hier an Tag 39, umzukehren (p < 0,01).

Zusétzlich wurde zudem das Verhaltnis von Zottenlange zu Kryptentiefe bestimmt. Die
entsprechenden Werte sind ebenfalls in Tabelle 34 dargestellt. Hier konnte ebenfalls zwischen
Versuchs- und Kontrollgruppe differenziert werden. Im Unterschied zur Zottenlange
unterscheiden sich die Werte beider Gruppen jedoch im Zottenlange zu Kryptentiefe Verhéltnis
deutlich weniger (p = 0,05). Altersbedingt konnte bei beiden Gruppen ein ahnlicher Verlauf
festgestellt werden. Von Tag 17 bis Tag 39 wird das Verhaltnis von Zottenldnge zu Kryptentiefe
immer geringer (p < 0,01). Das heif3t, bei gering veranderter Kryptentiefe verkirzen sich die

Zotten im Laufe dieses Zeitraums.
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Tabelle 34: Veranderungen unterschiedlicher morphologischer Parameter im jejunalen Darmepithel

Kontrolle B. toyonensis SEM p
Alter [Tage] 17 32 34 39 17 32 34 39 Gruppe Alter Gr. x Alter
Zottenlédnge [um] 550 304 320 364 688 384 381 306 17,3 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Zottenbreite [um] 112 120 112 151 130 119 122 119 2,44 0,754 0,022 < 0,001
Kryptentiefe [um] 107 89,4 108 131 133 98,7 117 98,5 2,57 0,499 < 0,001 < 0,001
Zottenflache [um?] 57900 32800 33400 49500 83800 42400 42800 35300 2250 0,002 < 0,001 < 0,001
Zottenumfang [um] 1400 840 870 1050 1680 1050 1020 860 37,1 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Zotte / Krypte 5,13 3,47 3,04 2,80 5,22 4,01 3,29 3,10 0,13 0,049 < 0,001 0,755
Angegeben sind die arithmetischen Mittelwerte; n = 10 pro Gruppe und Zeitpunkt; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p < 0,05; ANOVA).
Tabelle 35: Mittlere Anzahl der CD3+ Lymphozyten im jejunalen Darmepithel
Kontrolle B. toyonensis SEM p
Alter [Tage] 17 32 34 39 17 32 34 39 Gruppe Alter Gr. x Alter
CD3+/
Darmzotte 16,9 28,7 22,4 24,8 14,9 14,6 18,9 14,6 1,42 0,010 0,480 0,360
CD3+/100
Epithelzellen 11,3 24,1 17,0 17,8 8,80 9,45 12,2 12,3 1,15 0,010 0,120 0,170

Angegeben sind die arithmetischen Mittelwerte; n = 5 pro Gruppe und Zeitpunkt; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p < 0,05; ANOVA).
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5 Diskussion

5.1 Hintergrund und Ziel der Arbeit

Probiotische Futtermittelzusatzstoffe werden in der Tiererndhrung, insbesondere bei
Ferkeln, héaufig eingesetzt. Seit dem europaweiten Verbot von antibiotischen
Leistungsférderern im Jahr 2006, sind Probiotika in der Nutztierhaltung besonders
interessant geworden und werden vermehrt zu gesundheits- und leistungsférdernden
Zwecken eingesetzt. Erhdhte Lebendmassezunahmen, verbesserte Futteraufnahmen
und -verwertungen, sowie eine Reduktion der Durchfallinzidenz und der Sterblichkeitsrate
in der Ferkelzucht konnten dabei auf den Einsatz von Probiotika zurlickgefihrt werden.
Einer der wichtigen Wirkmechanismen der Probiotika beruht dabei auf einer Modulation der

Immunantwort im Tier.

Die vorliegende Studie wurde durchgeftihrt, um den Einfluss des probiotischen Bakteriums
Bacillus toyonensis auf das jejunale Epithel des Schweins zu untersuchen. Dabei wurden
Veranderungen in der intestinalen Integritéat der Tiere untersucht und mit der Entwicklung
unterschiedlicher Immunzellpopulationen in Zusammenhang gebracht. AuBerdem wurde
der Einfluss des Probiotikums auf die Gesundheit der intestinalen Epithelzellen untersucht,
indem die Signalisierung von Stress an die Immunzellen erfasst wurde. Des Weiteren
wurden Veranderungen der intestinalen Morphologie sowie der Einfluss auf die
Leistungsparameter der Ferkel untersucht. Des Weiteren wurden Untersuchungen zum
immunologischen Reaktionsverhalten wéhrend der Phase des Absetzens durchgefuhrt, um
einen besseren Einblick in die Entwicklung verschiedener Lymphozytenpopulationen zu
erhalten. AbschlieBend erfolgten genauere Untersuchungen einzelner
Lymphozytenpopulationen und deren Rolle in der Abwehrfunktion. Besonderes Augenmerk
lag dabei auf ihrer Fahigkeit den NKG2D Rezeptor zu exprimieren und dadurch mit den sie

umgebenden Enterozyten zu kommunizieren.

75



Diskussion

5.2 Versuchsteil I: Der Einfluss des probiotischen B. toyonensis auf die Integritat
und Morphologie des Darmepithels und die intestinale Immunantwort beim
Ferkel

5.2.1 Lebendmasseentwicklung

Bei der Betrachtung der Leistungsdaten in der durchgefiihrten B. toyonensis Studie,
konnten wahrend des gesamten Betrachtungszeitraums keine Unterschiede in der
Lebendmasse bzw. Lebendmassezunahme zwischen den beiden Gruppen festgestellt
werden. Frihere Studien, bei welchen jedoch nur die Ferkel und nicht die Sauen der
Versuchsgruppe mit dem Probiotikum geflttert wurden, zeigten hingegen positive Effekte
des Probiotikums auf die Gewichtsentwicklung bei Ferkeln (Alexopoulos et al., 2001; Taras
et al., 2005). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass vor allem im Alter von sechs bis acht
Wochen eine erhéhte Lebendmassezunahme in der Probiotikagruppe nachgewiesen wurde
(Taras et al., 2005) und erst ab der siebten Woche ein Unterschied in der Lebendmasse
beobachtet wurde (Alexopoulos et al., 2001). Bis zu diesem Zeitpunkt konnte auch in
vorherigen Studien kein férdernder Einfluss von B. toyonensis auf die
Lebendmasseentwicklung gezeigt werden.

Insgesamt betrachtet entwickelten sich die Ferkel beider Gruppen in den ersten drei
Lebenswochen entsprechend der Erwartungen. Verglichen mit der durchschnittlichen
Lebendmasseentwicklung wachsender Ferkel nach KirchgeBBner (2004) befanden sich die
Tiere beider Gruppen jederzeit im oberen Drittel des durchschnittlichen
Lebendmassebereichs.

Wahrend der ersten drei Lebenswochen war kein Einfluss von B. toyonensis auf die
Leistungsparameter der Ferkel zu beobachten. Des Weiteren gab es keine Hinweise auf
positive oder negative Effekte auf die Tiergesundheit. Der gesundheitliche Status der Ferkel
war wahrend der gesamten Studie unauffallig und unbeeintrachtigt von der
Probiotikazugabe. Durch die Zahlung koloniebildender Einheiten im Kot der Ferkel konnte
das Vorhandensein von B. toyonensis in der Versuchsgruppe bereits vor dem Absetzen
deutlich nachgewiesen werden (7,55 x 10 KBE/g Fazes). Studien haben gezeigt, dass
Saugferkel durch die Aufnahme von bis zu 20 g Fazes von den Muttertieren pro Tag auch
wesentliche Mengen der supplementierten probiotischen Bakterien aufnehmen (Sansom
und Gleed, 1981; Taras et al., 2005). Die Menge an so aufgenommenen B. toyonensis
Zellen schien in dieser Studie jedoch gering zu sein. Die an Tag 17 bestimmte Anzahl
koloniebildender Einheiten unterschied sich in der Probiotikagruppe zwar signifikant von
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der Kontrolle, war insgesamt jedoch sehr gering. Zudem erhielten die Ferkel das
Probiotikum ab einem Alter von 14 Tagen Uber das Saugferkelbeifutter (Tabelle 5), weshalb
die hier bestimmte Menge an B. toyonensis vermutlich eher auf die Supplementierung des

Ferkelfutters zurtckzufUhren ist.

Da beide Gruppen keine Anzeichen von Krankheiten aufwiesen, lasst dies einen Effekt von
B. toyonensis auf potentielle Krankheitserreger jedoch nicht ausschlieBen. Um den
gesundheitsférdernden Einfluss des Probiotikums belegen zu kdnnen, wére die
Durchfiihrung von challenge Versuchen interessant. Ahnliche Studien zeigten
diesbezlglich eine protektive Wirkung von B. toyonensis bei einer Infektion mit dem

krankheitserregenden Salmonella Typhimurium DT104 (Scharek-Tedin et al., 2013).

5.2.2 \Veranderungen der Integritat der intestinalen Barriere

Wahrend der Phase des Absetzens kommt es zu einer Vielzahl von Veréanderungen beim
Ferkel (siehe 2.4). Kurz nach dem Absetzen, was in der heutigen Tierhaltung meist
zwischen dem 21. und 28. Tag durchgefuhrt wird, wird dabei h&ufig eine reduzierte
Futteraufnahme, bis hin zur Untererndhrung beobachtet (Le Dividich und Seve, 2000). Die
in dieser Zeit haufig auftretenden Durchfallerkrankungen, die oftmals auch bis zur
Unterernahrung flhren, verursachen auch heute noch einen erheblichen wirtschaftlichen
Schaden in der Schweineproduktion (Madec et al., 1998; Melin et al., 2000). Oft stehen
Futtermittelallergien, bzw. -hypersensitivitdten mit diesen Durchfallerscheinungen und einer
schlechten Lebendmasseentwicklung im Zusammenhang (Li et al., 1990b; Li et al., 1991).
Studien deuten darauf hin, dass diese Uberreaktionen auf Futtermittelantigene dabei
wiederum h&ufig aus einer gestérten Barrierefunktion des Darmepithels resultiert
(Groschwitz und Hogan, 2009). Wo genau dieser Kreislauf beginnt, ist jedoch eine haufig
diskutierte Frage. In-vitro Studien zeigten beispielsweise eine gestérte intestinale Barriere

als Resultat einer erh6hten Aktivierung zytotoxischer T-Zellen (Zufferey et al., 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Integritat der intestinalen Darmschranke wahrend und
zu mehreren Zeitpunkiten nach dem Absetzen beobachtet und insbesondere auf einen
Einfluss des probiotischen Bakteriums B. toyonensis hin beschrieben.

5.2.2.1 HRP-Permeabilitat

Zur Bestimmung der Permeabilitét des intestinalen Epithels fir groBere Molekile wurde die
Meerrettichperoxidase(HRP)-Durchflussrate mittels Ussing-Kammer bestimmt. HRP ist ein
40 kDa groBes Protein mit enzymatischer Aktivitdt. Dadurch lassen sich schon geringe
Mengen und Veranderungen einfacher nachweisen als bei anderen Makromolekilen, die
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ebenfalls zur Untersuchung der intestinalen Barrierefunktion verwendet werden, wie z. B.
Mannitol (Wijtten et al., 2011). Der transzellulare Transport findet gréBtenteils Uber
Endozytose, direkt durch die Epithelzellen statt, aber auch parazellular, also zwischen den
Zellen durch die tight junctions (Bijlsma et al., 1996; Cameron und Perdue, 2007; Keita et
al., 2010). Dabei ist eine erhdhte HRP-Durchflussrate ein Indiz fir eine gestérte intestinale
Barriere (Cameron und Perdue, 2007).

Studien mit B. toyonensis haben einen Einfluss des Probiotikums auf die Durchlassigkeit
der Darmbarriere dokumentiert. Dabei zeigte die Verabreichung von 10° KBE / kg Uber
einen Zeitraum von 21 Tagen eine deutlich reduzierte Mannitol-Fluxrate in Ussing-Kammer
Untersuchungen bei wachsenden Ferkeln (Winckler, 1997). Die Autoren schlussfolgerten
hieraus einen positiven Einfluss von B. toyonensis auf die Barrierefunktion. Ein generell
stabilisierender Einfluss des Probiotikums auf die intestinale Barriere konnte in der
vorliegenden Untersuchung jedoch nicht bestéatigt werden. Innerhalb der ersten Woche
nach dem Absetzen lie3 sich eine deutlich erh6hte HRP-Durchlassigkeit im mittleren
Jejunum, im Vergleich zur Kontrolle, nachweisen. Vor allem an Tag 32, also vier Tage nach
dem Absetzen, ist ein deutlicher Gruppenunterschied zu erkennen, was darauf hindeutet,
dass die Tiere der Versuchsgruppe starker von dem Stress des Absetzens beeinflusst sein
kénnten. Es konnten jedoch zeitgleich keine gesundheitlichen Auffalligkeiten der Tiere in
der Versuchsgruppe beobachtet werden. Dies Iasst darauf schlieBen, dass eine erhdhte
Durchléssigkeit der Darmschranke nicht direkt als negativ zu bewerten ist. Wahrend eine
gestorte intestinale Barriere oft im Zusammenhang mit Futtermittelhypersensitivitaten steht
(Groschwitz und Hogan, 2009), kénnte eine leicht erhdhte Durchlassigkeit jedoch
unterstitzend bei der Prasentation von Antigenen und dem Resorptionsverhalten des
Epithels wirken. Wann der Punkt erreicht wird, an dem die intestinale Barriere zu
durchlassig ist, ist nicht bekannt. Anhand der vorliegenden Daten konnte jedoch kein
negativer Einfluss der erhéhten Durchlassigkeit der Darmschranke auf die Tiergesundheit
beobachtet werden. Wie die meisten Mitglieder der Bacillus Spezies, produziert auch B.
toyonensis das auf Epithelzellen lytisch wirkende Hamolysin (Beecher et al., 1995; Priiss
et al., 1999; EFSA, 2012). Eine maBige Ausschittung dieser funktionalen Toxine kdnnte
dabei im Zusammenhang mit den immunstimulierenden Eigenschaften des Probiotikums
stehen, die in mehreren Futterungsstudien demonstriert wurden (Scharek et al., 2007;
Schierack et al., 2007). In-vitro Studien mit menschlichen, intestinalen Epithelzellen zeigten
jedoch auch eine Stérung der intestinalen Barriere durch die Aktivierung zytotoxischer T-
Zellen (Zufferey et al., 2009). Eine Aktivierung der intraepithelialen Lymphozyten (IELs)
durch eine erhdéhte Produktion von Stressmolekillen der Enterozyten kdnnte dabei die

beeintrachtigte Darmschranke in der Versuchsgruppe, vor allem in der Phase des
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Absetzens, erkldren. Ein derartiges Verhalten konnte jedoch, in der hier durchgefihrten
Arbeit, nicht bestatigt werden.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse scheint sich die Darmschranke innerhalb von finf
Tagen nach dem Absetzen zu stabilisieren. Die jejunale HRP-Durchléssigkeit innerhalb der
Versuchsgruppe war zu diesem Zeitpunkt, im Vergleich zu den jingeren Tieren, deutlich
reduziert und unterschied sich nicht mehr von der Kontrolle. Zu diesem Zeitpunkt erhielten
die Ferkel der Versuchsgruppe das Probiotikum seit 25 Tagen, die Sauen bereits seit
90 Tagen ante partum. Studien mit einem mit dieser Arbeit vergleichbaren Versuchsmodell
konnten keinen signifikanten Einfluss von B. toyonensis auf die jejunale Barrierefunktion,
weder vor noch nach dem Absetzen, zeigen (Lodemann et al, 2008). Jedoch
demonstrierten diese Studien einen gruppenunabhangigen Alterseffekt. An Tag 35, sechs
Tage nach dem Absetzen, zeigten sie eine deutliche Reduktion der Mannitol-Durchflussrate
und damit eine Probiotika-unabhangige Stabilisierung der Darmschranke. Dieses Ergebnis
ist im Einklang mit der in dieser Arbeit demonstrierten sukzessiven Stabilisierung der
Darmwandpermeabilitdt nach dem Absetzen. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch
nur in der Versuchsgruppe beobachtet werden.

Frihere Studien dokumentierten bereits eine negative Entwicklung der intestinalen
Integritat aufgrund des Absetzens. Dabei spielen viele Faktoren gemeinsam eine Rolle. Zu
den wichtigsten gehéren dabei das junge Alter der Tiere und der Stress des Absetzens, die
reduzierte Futteraufnahme und die Zusammensetzung des Futters nach dem Absetzen,
sowie die daraus resultierenden Veranderungen der intestinalen Mikrobiota (Wijtten et al.,
2011). In dieser Arbeit konnte jedoch kein Probiotika-unabhangiger Einfluss des Absetzens
auf die jejunale HRP-Permeabilitat festgestellt werden. Um dies genauer beurteilen zu
kénnen, waren Ussing-Kammer Untersuchungen zum Zeitpunkt vor dem Absetzen
interessant. Trotz der Probennahme an Tag 17 war dies jedoch nicht méglich, da sich das
Probenmaterial der sehr jungen Tiere als zu fragil erwies, um in die Ussing-Kammer
eingespannt zu werden. Daher ware es hierbei interessant, das Versuchsmodell zu
erweitern und zu mehreren Zeitpunkten vor dem Absetzen, beispielsweise an Tag 27,

Gewebeproben zu entnehmen.

Zusammengenommen deutet dies darauf hin, dass B. toyonensis zwar keinen
verstarkenden Einfluss auf die intestinale Barriere wahrend der kritischen Phase des
Absetzens zu haben scheint, sich jedoch bei abgesetzten Ferkeln stabilisierend auf die

Darmschranke auswirken kann.
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5.2.2.2 Hypersensitivitat

Im Zusammenhang mit einer gestdrten intestinalen Barriere stehen oft Hypersensitivitaten
gegenuber Futtermittelantigenen bis hin zu stérker ausgepragten Futtermittelallergien und
die damit einhergehenden Durchfallerkrankungen und schlechten
Lebendmasseentwicklungen der Ferkel. Dabei wird vermutet, dass eine gestorte Barriere
des Darmepithels das vermehrte Eindringen von Futtermittelantigenen aus dem
Darmlumen erméglicht und somit Antigen-spezifische Immunreaktionen hervorruft
(Groschwitz und Hogan, 2009). Jedoch ist unklar, ob eine gestérte intestinale Barriere zur
Futtermittelallergie flhrt, oder aber durch Allergien verursachte Entziindungsreaktionen zu
epithelialen Dysfunktionen fuhren. Beide Faktoren sind jedoch Teil eines sich selbst-
erhaltenden Zyklus (Heyman, 2005).

Zu diesen Hypersensitivitdten auslésenden Futtermittelantigenen zdhlen unter anderem
Sojaproteine, welche jedoch aufgrund ihrer guten Nahrstoffeigenschaften oft in der
Futtermittelindustrie Verwendung finden. Hauptverantwortlich fir die allergieauslésenden
Eigenschaften des Sojaproteins sind dabei Glycinin  und B3-Conglycinin, die
Hauptspeicherproteine von Soja (Zhao et al., 2008). Als ein Indiz flir potentielle
Hypersensitivitatsreaktionen werden haufig die Antikdrpertiter gegen diese beiden Proteine
im Blutserum untersucht (Li et al., 1990b). Daher wurden in der vorliegenden Arbeit die
Glycinin Antikérpertiter in Blutserumproben zu verschiedenen Zeitpunkten vor und wahrend
der Phase des Absetzens bestimmt, um die Durchléssigkeit der Darmschranke fir
Sojaantigene und einen moglichen Einfluss von B. toyonensis auf diese zu untersuchen.
Dabei zeigte sich ein deutlicher Einfluss des Probiotikums, vor allem aber im
Zusammenhang mit dem Absetzen bzw. dem Ausbleiben der Sauenmilch. Vor dem
Absetzen ist die Menge an Glycinin Antikdrpern in der Versuchsgruppe niedriger als in der
Kontrolle. Im Gegensatz zum Absetzferkel (siehe 5.2.2.1) deutet dies also zunachst auf
einen barrierestabilisierenden Einfluss des Probiotikums beim Saugferkel hin. Es gibt bisher
nur wenige Publikationen, die sich mit der Wirksamkeit von Probiotika auf die Vorbeugung
und Linderung von Futtermittelhypersensitivititen befassen. Bisherige Studien bezogen
sich zudem meist auf die Gruppe der Milchs&urebakterien und beziehen sich in den meisten
Fallen auf in-vitro durchgefihrte Versuche (Castellazzi et al., 2013). In einer der wenigen
in-vivo Studien wurde Lactococcus lactis NCC 2287 Ovalbumin sensibilisierten Mausen
Uber einen Zeitraum von 7 Wochen verabreicht und flhrte zu einer deutlichen Linderung
der Allergieauspragung. Die vorbeugende Verabreichung des Probiotikums vor der
Sensibiliisierung hatte jedoch keine Auswirkungen (Zuercher et al., 2011).
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In der vorliegenden Arbeit konnte nach dem Absetzen ein deutlich erhéhter Glycinin-
Antikérpertiter in der Versuchsgruppe beobachtet werden. Die Differenz zwischen den
beiden Gruppen stieg dabei ab dem Zeitpunkt kurz nach dem Absetzen stetig an und war
elf Tage nach dem Absetzen am deutlichsten. Zusammen mit der gemessenen HRP-
Durchléssigkeit ist dies der zweite, in dieser Arbeit untersuchte Parameter, der auf einen

barriereverringernden Einfluss von B. toyonensis hindeutet.

Hohe Mengen an Soja-Antikérpern kénnen zu intestinalen Stérungen und einer
ungenltgenden Aufnahme von Nahrstoffen im Dinndarm fihren (Li et al., 1991). Bei Soja-
sensibilisierten und mit Sojamehl gefltterten, abgesetzten Ferkeln ging ein erhéhter Soja-
Antikorpertiter mit einer reduzierten Wachstumsrate in den ersten Wochen nach dem
Absetzen einher. Dabei konnte eine deutliche Villusatrophie nachgewiesen werden, jedoch
kein Einfluss auf die Tiefe der Krypten (Li et al., 1990b). Frihere Studien haben gezeigt,
dass die deutlich reduzierte Futteraufnahme innerhalb der ersten zwei Tage nach dem
Absetzen, welche ebenfalls mit morphologischen Verénderungen (siehe 2.4.1) verbunden
ist, die Darmwand durchlassiger fir luminale Antigene macht. Dies kénnte wiederum eine
Erklarung fur die generell haufig auftretenden Hypersensitivitatsreaktionen kurz nach dem
Absetzen sein (McCracken et al., 1995; McCracken et al., 1999). In der Probiotikagruppe
konnten bis zu einer Woche nach dem Absetzen deutlich ldngere Zotten als in der
Kontrollgruppe gemessen werden. An Tag 39 sind diese jedoch deutlich verkirzt im
Vergleich zu den friheren Messzeitpunkten. Dies ging zu genau diesem Zeitpunkt mit
einem besonders hohen Glycinin-Antikorpertiter in der Probiotikagruppe einher. Die
untersuchten Tiere beider Gruppen zeigten jedoch keine gesundheitlichen Auffélligkeiten.
Ein Einfluss von B. toyonensis auf die Haufigkeit von, eventuell durch
Futtermittelhypersensitivitaiten  verursachte, Durchfallerscheinungen wahrend des
Absetzens konnte daher nicht nachgewiesen werden. Die bereits mehrfach beschriebene
Villusatrophie nach dem Absetzen (Pluske et al., 1997; van Beers-Schreurs et al., 1998;
Lalles et al., 2004) konnte allerdings in beiden Gruppen gleichermalBen beobachtet werden.
Zudem konnte in der Kontrollgruppe kein erhéhter Antikérpertiter nach dem Absetzen
gemessen werden. Dies deutet, neben den rein morphologischen Veranderungen, auf eine
andere, bzw. weitere Ursache fir die vermehrte Passage luminaler Antigene ins Blut der
mit B. toyonensis gefltterten Tiere hin. Die generell gestorte intestinale Barrierefunktion,
die in der vorliegenden Arbeit kurz nach dem Absetzen beobachtet wurde, spielt dabei
vermutlich ebenfalls eine entscheidende Rolle. In diversen Studien mit unter Allergien
leidenden Patienten konnte ebenfalls eine gestérte intestinale Barriere nachgewiesen
werden (Heyman, 2005; Ventura et al., 2006). Dabei wird davon ausgegangen, dass es

durch die gestorte Barriere ebenfalls zu einer vermehrten Passage der Futtermittelantigene
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aus dem Darmlumen kommt, was wiederum zu verstarkten Immunreaktionen flhrt
(Groschwitz und Hogan, 2009).

Hinzu kommen weitere immunologische Veranderungen wahrend der Phase des
Absetzens, die auch in dieser Studie beobachtet werden konnten. Diese werden in Kapitel
5.2.3 weiter diskutiert.

5.2.3 Mukosale Immunantwort

Die Darmschleimhaut fungiert, nach dem Magen, als eine der ersten wichtigen Barrieren
gegenlber Infektionen. Einen wichtigen Teil der gastrointestinalen Immunantwort
bewerkstelligen dabei die Enterozyten (EC) der Darmwand und die sich darunter
befindenden intraepithelialen Lymphozyten (IEL). Sie bilden eine erste Abwehrfunktion
gegen das Eindringen pathogener Mikroorganismen und dienen der Erkennung nutritiver
Antigene (Stokes et al., 1994). Eine Uberwachung der epithelialen Immunantwort erfolgt
durch die Interaktion angeborener und erworbener Immunmechanismen (siehe 2.1). In
frheren Studien konnte bereits ein immunmodulierender Effekt verschiedener Probiotika,
darunter auch B. toyonensis, verdeutlicht werden (Braat et al., 2004; Scharek et al., 2007,
Schierack et al., 2007).

In der vorliegenden Studie wurde dabei die Wirkung des Probiotikums auf das Vorkommen
verschiedener |IEL Populationen im Darmepithel und sein Einfluss auf die Expression von

Stressfaktoren und Cytokinen der angeborenen Immunantwort untersucht.

5.2.3.1 Verteilung der intraepithelialen Lymphozyten im Darmepithel

Um Veranderungen in der Immunantwort festzustellen, wurden durchflusszytometrische
Phéanotypisierungen durchgefiihrt und der Anteil verschiedener IEL Populationen innerhalb
eines Abschnitts des Darmepithels bestimmt.

Kurz nach dem Absetzen zeigte die Probiotikagruppe dabei eine geringere prozentuale
Haufigkeit der Gesamt-Leukozyten (CD45+), was zunachst auf eine generell reduzierte
Immunreaktion hindeutet. Den gréBten Einfluss auf diesen Unterschied scheinen dabei die,
zu diesem Zeitpunkt deutlich seltener vorkommenden, T-Zellen zu haben. Die CD3+ Zellen,
also die Zellen, die das CD3 Epitop und damit den Pan-T-Zell-Marker tragen, sind an Tag 32
in der Probiotikagruppe um mehr als die Halfte reduziert (p < 0,05). Insbesondere die
zytotoxischen T-Zellen (CD8B3+) scheinen durch das Probiotikum stark beeinflusst zu sein.
Dies steht im Widerspruch zu Ergebnissen friherer Studien, in denen B. toyonensis ein
immunstimulierender Effekt, insbesondere in Bezug auf die Haufigkeit zytotoxischer T-

Zellen, gezeigt werden konnte (Scharek et al., 2007) .
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Es konnte kein Einfluss des Probiotikums auf die Haufigkeit der IELs der natlrlichen
Immunantwort belegt werden. Zu keinem der untersuchten Zeitpunkte konnten
Gruppenunterschiede in der Zellzahl der CD16+/CD83-, CD2+/CD5- und CD11R1+ Zellen
beobachtet werden. Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte hier jedoch, im Verhéltnis zu
den zytotoxischen CD8B+ T-Zellen, deutlich mehr Zellen der angeborenen Immunabwehr,
insbesondere NK-Zellen, nachgewiesen werden. Dieses verschobene Verhaltnis der nicht-
spezifischen Immunzellen zu den zytotoxischen T-Zellen ist besonders zum Messzeitpunkt
kurz nach dem Absetzen besonders deutlich. Zu den spéateren Zeitpunkten gleicht sich
dieses Verhaltnis in beiden Gruppen immer mehr an. Diese Beobachtung kénnte ebenfalls
im Zusammenhang mit der, in der Probiotikagruppe verdeutlichten, gestdrten intestinale
Barriere stehen. Je naher sich die Zellzahlen der NK-Zellen und der T-Zellen kommen,
desto mehr scheint sich auch die HRP-Durchlassigkeit zu regulieren. Auch in der
Kontrollgruppe konnten kurz nach dem Absetzen deutlich weniger zytotoxische T-Zellen als
NK-Zellen gemessen werden, jedoch war der Unterschied hier deutlich geringer und die
Angleichung der Zellzahl dieser beiden Zellpopulationen fand deutlich schneller statt. Dies
deutet darauf hin, dass genau dieses Verhdaltnis von angeborener und adaptiver
Immunabwehr entscheidend ist bei der Entwicklung der Darmschranke.

Bei der Betrachtung der Entwicklung der IELs, gemeinsam mit der intestinalen Integritét,
wird dieser Zusammenhang in der Probiotikagruppe besonders gut deutlich (Abbildung 11).
Je gréBer der Anteil an Gesamt-Leukozyten, desto geringer ist die Durchlassigkeit fir HRP.
Ob die starke Prasenz der Zellen der nattrlichen Immunantwort mit den im Verhéltnis
deutlich geringer vorkommenden spezifischen Immunzellen kurz nach dem Absetzen der
Grund fir die beeintrachtigte intestinale Barriere zu diesem Zeitpunkt ist oder umgekehrt,
l&sst sich anhand der vorliegenden Daten nicht abschlieBend beurteilen. Es konnte jedoch
beobachtet werden, dass eine vermehrte Antikdrperbildung, durch die Passage von
Sojaantigenen aus dem Futter, erst zu spateren Zeitpunkten stattfand. Dies deutet darauf
hin, dass die gestérte Darmschranke in diesem Zusammenhang, aufgrund einer erhéhten
Durchlassigkeit fir Futtermittelantigene, die Grundlage fir potentielle Futtermittelallergien

sein kénnte.

Mithilfe der Messung der IEL Haufigkeit zu verschiedenen Zeitpunkten war es mdglich, den
Einfluss des Absetzens und des damit verbundenen Stresses auf die intestinale
Immunantwort zu untersuchen. Die Entwicklung der Gesamt-Leukozyten wahrend dieser
Phase unterschied sich dabei deutlich zwischen den beiden Gruppen. Der Anteil der CD45+
Zellen in der Probiotikagruppe war zunachst sehr niedrig und nahm bis zum letzten
gemessenen Zeitpunkt, elf Tage nach dem Absetzen, deutlich zu. In der Kontrollgruppe
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verhielt es sich jedoch umgekehrt. Hier war der Anteil der Gesamt-Leukozyten kurz nach
dem Absetzen am gréBten. Frihere Studien zeigten bereits einen verstarkenden Einfluss
des Absetzstresses auf die intestinale Immunantwort (Vega-Lopez et al., 1995; McCracken
etal., 1999; Solano-Aguilar et al., 2001; King et al., 2003; Scharek et al., 2007). Dies konnte
auch in der vorliegenden Studie beobachtet werden. In der Kontrollgruppe zeigte sich im
Messzeitraum ein stetiger Abfall der Lymphozytenhaufigkeiten, je weiter der
Absetzzeitpunkt  zurlckliegt. Dies konnte tendenziell in allen untersuchten
Lymphozytenpopulationen beobachtet werden. Lediglich die yd positiven Zellen zeigten
keinen Einfluss des Absetzstresses auf ihre Zellzahl. Diese Zellpopulation tragt nicht, wie
die meisten anderen T-Zellen, einen af T-Zell-Rezeptor (TCR), sondern einen, der sich aus
einer y und einer & Untereinheit zusammensetzt. Sie werden haufig als Briicke zwischen
der angeborenen und adaptiven Immunantwort bezeichnet (Holtmeier und Kabelitz, 2005).
In der mit B. toyonensis gefitterten Gruppe konnte hier ebenfalls kein Einfluss des
Absetzstresses festgestellt werden. Auch gruppenunabhangig gab es keine deutlichen
Unterschiede in der Zellzahl dieser IEL Population. Die bis heute nicht genaue Zuordnung
der yd T-Zellen zu der angeborenen, bzw. adaptiven Immunantwort, ist dabei eine mégliche
Erklarung des geringeren Einflusses des Absetzstresses auf die Haufigkeit dieser IEL
Fraktion.

Insgesamt schienen die Zellen der angeborenen Immunantwort, CD8a+, CD2+/CD5-,
CD16+ und CD11R1, deutlich starker vom Absetzstress betroffen zu sein. Die zeitliche
Entwicklung der Zellzahl war bei diesen Zellpopulationen in beiden Gruppen am
deutlichsten und gréBtenteils signifikant, was auf eine verstarkte nicht-spezifische
Immunreaktion wahrend des Absetzens hindeutet.

Ausgepragte Gruppenunterschiede konnten jedoch auch in der zeitlichen Entwicklung der
Zellzahl der T-Zellen beobachtet werden. Anders als in der Kontrollgruppe zeigten die mit
B. toyonensis gefitterten Tiere kurz nach dem Absetzen einen deutlich geringeren Anteil
an T-Zellen als zu spater gemessenen Zeitpunkten. Die in der Probiotikagruppe an Tag 39
gemessenen Zellzahlen sind dabei immer noch deutlich niedriger, als die der
Kontrollgruppe kurze Zeit nach dem Absetzen. Insgesamt erhdhten sich diese Zellzahlen
jedoch, je weiter der Absetzzeitpunkt zurlicklag. Diese Entwicklung deutet auf eine
verzdgerte Entwicklung der T-Zellen, als Teil der spezifischen Immunabwehr, durch den
Einsatz des Probiotikums hin. Eine mdgliche Erkldrung ware hierbei ein Einfluss des
Probiotikums auf die Milch-Zusammensetzung der ebenfalls mit B. toyonensis
supplementierten Sauen. Dies kénnte wiederum zu einer veranderten Darmentwicklung

nach dem Absetzen fihren. Innerhalb dieser Studie fanden jedoch keine Untersuchungen
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der Sauenmilch statt. Weitere Untersuchungen der Milch-Zusammensetzung waren daher

eine sinnvolle Erganzung zu den vorliegenden Daten.

B. toyonensis
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Abbildung 11: Zeitlicher Zusammenhang der intestinalen Barriere und der Haufigkeit verschiedener

IELs innerhalb des jejunalen Epithels in der mit B. foyonensis supplementierten Gruppe

5.2.3.2 Der NKG2D Rezeptor und seine Liganden MIC2 und ULBP

Um der modulierten Immunreaktion in der Versuchsgruppe auf den Grund zu gehen, wurde
zunachst die Expression von Stressfaktoren untersucht. Eine erhdhte Expression dieser
Faktoren steht oft im Zusammenhang mit einer verstarkten Immunreaktion, da diese vor
allem in gestresstem Gewebe vorkommen (Lopez-Larrea et al., 2008). Fiir die beiden in
dieser Studie untersuchten NKG2D-Liganden MIC2 und ULBP konnte jedoch kein
signifikanter Einfluss des Probiotikums auf die Genexpression dieser Molekile
nachgewiesen werden. Die Enterozyten scheinen in ihrer Funktion der Stresssignalisierung
durch das Probiotikum nicht beeintrachtigt zu sein. Damit scheinen die untersuchten
Stressfaktoren zun&chst nicht direkt fir die veradnderte Immunreaktion in der
Probiotikagruppe verantwortlich zu sein und somit auch nicht fir die Ausbildung ihrer

gestorten intestinalen Barriere.

Analysen innerhalb der Probiotikagruppe zeigten eine negative Korrelation zwischen der
Expression von ULBP und der Haufigkeit der Gesamt-Leukozyten, insbesondere der CD3+
T-Zellen. In der Probiotikagruppe war die Expression beider Stressfaktoren vor dem
Absetzen, im Vergleich zu Tag 39, deutlich erhéht, wohingegen die Lymphozytenhaufigkeit
kurz nach dem Absetzen in dieser Gruppe niedriger war. In der Kontrollgruppe hingegen
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zeigte vor allem ULBP eine deutliche, positive Korrelation mit der Haufigkeit der CD3+
T-Zellen. Diese Daten kdnnten ein weiterer Hinweis auf eine verzbgerte

Lymphozytenentwicklung der mit B. toyonensis gefutterten Tiere sein.

Zudem konnte in dieser Arbeit in beiden Gruppen keine signifikante Korrelation in der
Expression der Stressfaktoren mit der Haufigkeit der NK-Zellen nachgewiesen werden.
Ebenso zeigte sich in keiner der beiden untersuchten Gruppen ein Zusammenhang der
Expression von Stressfaktoren mit der des NK-Zellrezeptors NKG2D. Beide untersuchten
Stressfaktoren sind bekannte Liganden des NKG2D Rezeptors (Chardon et al., 2000;
Lépez-Larrea et al., 2008). Somit ware zunachst eine Korrelation in ihrer Expression zu
erwarten. In-vivo Untersuchungen mit transgenen Mausen haben jedoch nachgewiesen,
dass eine andauernde Expression von NKG2D Liganden zu einer deutlichen
Herunterregulierung der Rezeptorexpression in NK-Zellen und zytotoxischen T-Zellen

fihren kann (Oppenheim et al., 2005).

NKG2D und seine Liganden werden in gesundem Gewebe nur gering exprimiert. Die
Stressmolekile werden durch zellularen Stress induziert und ihre Expression istin Tumoren
und infizierten Zellen deutlich hochreguliert (Lopez-Larrea et al., 2008). Vor allem an Tag 32
ist der NKG2D Rezeptor in der Kontrollgruppe deutlich starker exprimiert als in der
Probiotikagruppe. Dies deutet auf ein erhdhtes Stresslevel im intestinalen Gewebe der
Kontrollgruppe wéhrend der Phase des Absetzens hin. Aufgrund der vergleichbaren
Expression der Stressfaktoren in beiden Gruppen, konnte dies jedoch nicht bestatigt
werden. Allerdings ist zum gleichen Zeitpunkt, kurz nach dem Absetzen, in der
Kontrollgruppe ebenso das Vorkommen der Lymphozyten, insbesondere der zytotoxischen
T-Zellen, deutlich erhéht. Und auch in der Probiotikagruppe geht die zeitlich ansteigende
Expressionsrate des Rezeptors mit der, in dieser Arbeit vermuteten, verspateten
Entwicklung der adaptiven Immunantwort, insbesondere der T-Zellen, einher. Im Menschen
wurde der Rezeptor sowohl auf NK-Zellen, als auch yd- und zytotoxischen T-Zellen
nachgewiesen (Lépez-Larrea et al., 2008). Eine Expression von NKG2D auf den
Lymphozyten des porzinen Darmgewebes konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Die
hier beobachtete Korrelation deutet jedoch darauf hin, dass auch die intestinalen
zytotoxischen T-Zellen des Schweines zur Expression des Rezeptors und somit zur

Erkennung von zelluldrem Stress in der Lage sind.
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5.2.3.3 Cytokine

Ein weiterer, wichtiger Bestandteil der, mit Leukozyten in Zusammenhang stehenden,
Immunreaktion sind die Cytokine (Akdis et al., 2011). In Anbetracht des, in dieser Arbeit
untersuchten, B. toyonensis waren dabei vor allem die pro- und anti-inflammatorischen
Cytokine, insbesondere entsprechend agierende Interleukine (lIs), interessant. Friihere
Studien zeigten, dass verschiedene Probiotika die Expression von pro- und
anti-inflammatorischen Cytokinen stammabhéangig unterschiedlich beeinflussen kénnen
(Delcenserie et al., 2008). So erhdéhte Lactobacillus johnsonii z. B. die Expression des anti-
inflammatorischen Cytokins TGF-B in-vitro, wohingegen Lactobacillus sakei stimulierend
auf die Expression der pro-inflammatorischen Cytokine IL-1B, IL-8 und TNFa wirkte (Haller
et al., 2000). Auch in der hier durchgefiihrten Studie lie3 sich ein deutlicher Einfluss des
probiotischen B. toyonensis auf die Genexpression des pro-inflammatorischen Cytokins
IL-1B beobachten. Dieser Unterschied war vor allem vor dem Absetzen, sowie an Tag 34,
also ca. eine Woche nach dem Absetzen, am deutlichsten (p < 0,05). In friheren Studien
konnte ein Zusammenhang zwischen dem Absetzstress und der Expression
pro-inflammatorischer Cytokine wie IL-1pB, IL-8 und IFN-y festgestellt werden (O’Loughlin et
al., 2011). Pié et al. (2004) dokumentierten bei Ferkeln eine deutliche Hochregulierung der
pro-inflammatorischen Cytokine innerhalb der ersten Woche des Absetzens. Eine derartige
Entwicklung lie3 sich in der Kontrollgruppe jedoch nicht beobachten. Es konnte kein
stimulierender Einfluss des Absetzens auf die Expression der pro- oder
anti-inflammatorischen ~ Cytokine  festgestellt  werden. Die  Expression  des
pro-inflammatorischen IL-8 erhéhte sich sogar elf Tage nach dem Absetzen. Dies deutet
darauf hin, dass das Stresslevel der mit B. toyonensis gefiitterten Tiere, im Vergleich zur
Kontrollgruppe, ohnehin deutlich erhéht war, da die IL-13 Expression hier bereits vor dem
Absetzen deutlich hochreguliert war. Interessant ist hierbei jedoch der Abfall der IL-13
Expression an Tag 32. Dieses Ergebnis geht mit einer reduzierten Expression der
Stressfaktoren ULBP und MIC2 zu genau diesem Zeitpunkt einher. Auch die Zellzahl der
Gesamt-Leukozyten, insbesondere der zytotoxischen T-Zellen, ist an Tag 32, im Vergleich
zu spateren Zeitpunkten, noch sehr niedrig. Verschiedene Studien deuten auf einen
stimulierenden Einfluss pro-inflammatorischer Cytokine auf die Expression des Apoptose
assoziierten Proteins Fas (Kondo et al., 2009) und Stressfaktoren wie ULBP (Song et al.,
2008) hin. Dabei zeigte der Einsatz von IL-1B3 in menschlichen Krebszellen eine erhéhte
zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen und eine verstérkte Proliferation von extracellular-
signal-regulated Kinasen (ERKSs). Diese Kinasen sind essentiell flr die zytotoxische bzw.
apoptotische Aktivitat der Zellen. Somit scheint die niedrige Expressionsrate von IL-18 an
Tag 32, gemeinsam mit der ebenfalls deutlich reduzierten Expression der beiden
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gemessenen Stressfaktoren, in Zusammenhang mit einer reduzierten Anzahl zytotoxisch
wirkender Immunzellen zu stehen. Um diesen Zusammenhang genauer zu untersuchen,
ware es interessant den genauen zeitlichen Verlauf aller dieser Faktoren, wahrend der

Phase des Absetzens, zu beobachten und tagliche Verdnderungen zu korrelieren.

Eine vermehrte Produktion pro-inflammatorischer Cytokine zeigte zudem einen negativen
Einfluss auf die Integritédt der intestinalen Barriere (McKay und Baird, 1999). Bei der
Betrachtung der Ergebnisse zur HRP-Durchlassigkeit der Darmschranke in der
vorliegenden Arbeit ist dieser Zusammenhang ebenfalls zu erkennen. Dies scheint jedoch
nur bei den, vermutlich starker vom Absetzstress betroffenen, Tieren der Versuchsgruppe
deutlich ausgepragt zu sein. Wahrend die HRP-Durchlassigkeit in der Versuchsgruppe
besonders an Tag 39, im Vergleich zu den Zeitpunkten kurz nach dem Absetzen, deutlich
geringer ist, ist auch die IL-13 Expression zu genau diesem Zeitpunkt signifikant reduziert.
Ein numerisch ahnlicher Effekt konnte fiir das ebenfalls pro-inflammatorische Cytokin IL-8
beobachtet werden. Eine antagonistische Entwicklung im Expressionsverhalten des anti-
inflammatorisch wirkenden IL-10 konnte in dieser Arbeit nicht beobachtet werden. Zudem
konnte kein abgesicherter Einfluss des Probiotikums auf die IL-10 Expression festgestellt
werden. Dies lasst darauf schlieBen, dass die Regulierung der intestinalen Barriere
innerhalb der Probiotikagruppe auf einem anderen Weg funktioniert. Aufgrund der grof3en
Bandbreite anti-inflammatorischer Cytokine, ist der klassische, hemmende Einfluss auf die
Expression der pro-inflammatorischen Cytokine jedoch nicht auszuschlie3en.

5.2.4 Morphologische Veranderungen unter dem Einfluss von B. toyonensis

Eine Verklirzung der Zotten, auch Villusatrophie genannt, ist ein haufig mit dem Stress des
Absetzens assoziiertes Phdnomen (Cera et al., 1988; van Beers-Schreurs et al., 1998).
Auch in der hier durchgefihrten Studie konnte, wie erwartet, in beiden Gruppen, kurze Zeit
nach dem Absetzen, eine drastische Verkurzung der Zotten beobachtet werden. Insgesamt
konnten in der B. toyonensis Gruppe sowohl vor als auch kurze Zeit nach dem Absetzen,
signifikant langere Zotten gemessen werden, als in der Kontrollgruppe. Diese Entwicklung
wurde bereits in friiheren Studien mit abgesetzen Ferkeln beobachtet (Gérke, 2000). Der
dieser Veranderung zugrunde liegende Mechanismus konnte bisher jedoch nicht geklart

werden.

Bei der Betrachtung der Kryptentiefe beider Gruppen ist kein signifikanter Unterschied zu
erkennen. Beide Gruppen weisen kurz nach dem Absetzen jedoch deutlich verkirzte

Krypten auf, welche sich zum sechsten Tag nach dem Absetzen zu normalisieren scheinen.
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Diese Normalisierung, bzw. Vertiefung der Krypten, drei bis sechs Tage nach dem
Absetzen, ist eine bekannte Begleiterscheinung der Villusatrophie und wird als
Kryptenhyperplasie bezeichnet (Tang et al., 1999; Spreeuwenberg et al., 2001; David et al.,
2002; Boudry et al., 2004; Montagne et al., 2007). Dabei wird davon ausgegangen, dass
die Vertiefung der Krypten durch eine erhéhte Zellproliferation entsteht und durch die
Nachbildung von Enterozyten der regenerativen Verlangerung der Zotten dienen soll
(Hedemann et al., 2003; Miller und Slade, 2003; Zabielski et al., 2008). Diese erhdhte
Nachbildung von Enterozyten kénnte somit eine Erklarung fur die verlangerten Zotten der
Probiotikagruppe sein. Numerisch betrachtet, sind die Krypten der mit B. foyonensis
gefltterten Tiere vor und kurz nach dem Absetzen tiefer als die der Kontrollgruppe. Zudem
kénnte eine akute Vermehrung der Enterozyten in den Zotten bedeuten, dass sich das
Verhaltnis von Enterozyten zu den dazwischen liegenden IELs verschiebt. Die verlangerten
Zotten der Probiotikagruppe gehen zeitgleich mit einer reduzierten Haufigkeit der Gesamt-
Leukozyten einher. Immunhistologische Farbungen der CD3+ Lymphozyten ergaben dabei
eine fast unveranderte Anzahl dieser Zellen pro Zotte (Tabelle 35). Die an Tag 39, im
Vergleich zu friheren Messpunkten und auch im Vergleich zur Kontrolle, deutlich
verklrzten Zotten, gehen dabei mit einer erhéhten Haufigkeit der Gesamt-Leukozyten
innerhalb der Enterozyten einher.

Oft in Zusammenhang mit Villusatrophien stehen reduzierte Futteraufnahmen und damit
verbunden, vorribergehende Unterversorgungen der Ferkel, sowie Durchfallerkrankungen,
aufgrund einer verschlechterten Nahrstoffaufnahme (Hampson, 1986; Stokes et al., 1987;
Gaskins und Kelley, 1995; Pluske et al., 1997; van Beers-Schreurs et al., 1998; Lalles et
al., 2004). Die langeren Zotten der Probiotikagruppe und die dadurch vergréBerte
Oberflache, kénnten dabei die Nahrstoffaufnahme und die Leistung der Tiere verbessern.
Es konnten jedoch in dieser Arbeit keine messbaren Unterschiede im Gesundheitszustand
oder der Lebendmasseentwicklung der beiden Gruppen festgestellt werden. Die Analyse
der Futteraufnahme war kein Bestandteil dieser Arbeit, eine verbesserte Futterverwertung
der mit B. toyonensis gefiitterten Tiere auf dieser Grundlage ware jedoch denkbar.
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5.3 Versuchsteil Il: Die Expression des Natiirlichen Killerzellen Rezeptors NKG2D
auf verschiedenen intraepithelialen Lymphozytenpopulationen und seine
madgliche Verbindung zum adaptiven Immunsystem

Wie bereits im vorherigen Abschnitt (siehe Kapitel 5.2) diskutiert, bilden die Enterozyten
und intraepithelialen Lymphozyten (IELs) des gastrointestinalen Immunsystems nach der
Passage des Magens die erste Hilrde, die ein pathogener Mikroorganismus tberwinden
muss (Stokes et al., 1994). Um in Stresssituationen eine schnelle Immunreaktion auslésen
zu kdénnen, mussen die Zellen dieser ersten Hirde miteinander kommunizieren. Die
Enterozyten stehen dabei in engem Kontakt mit diversen IEL, sowohl der angeborenen als
auch der adaptiven Immunantwort, wie u. a. den natdrlichen Killerzellen, sowie diversen
T-Zell Populationen (Zufferey et al., 2009).

In diesem Kapitel soll nun die Fahigkeit verschiedener, isolierter IEL Populationen
dahingehend diskutiert werden, ob sie zu einer Kommunikation mit den Enterozyten und
damit dem Einleiten einer prompten Immunreaktion Uber die NKG2D Signalkaskade im
Stande sind und welcher Umsténde es bedarf, diese Signalkaskade auszulésen.

5.3.1 Expressionsverhalten des NKG2D Zellrezeptors auf verschiedenen IEL
Populationen

Die Daten der in dieser Arbeit durchgefihrten durchflusszytometrischen Messungen und
nachfolgenden Korrelationsanalysen (siehe Tabelle 32 und Tabelle 33) des ersten
Versuchsteils lieferten bereits erste Hinweise auf das Potential verschiedener |EL
Populationen, den NKG2D Rezeptor zu exprimieren und auf diesem Wege eventuell mit
den umliegenden Enterozyten zu kommunizieren. Eine Expression des porzinen NKG2D
konnte bis dato nur in NK-Zellen des Blutes beobachtet werden (Denyer et al., 2006). Auf
den Zellen des intestinalen Gewebes konnte eine NKG2D Expression beim Schwein bisher

nicht nachgewiesen werden.

Genexpressionsanalysen des Rezeptors auf verschiedenen isolierten IEL Populationen
bestétigten jedoch unsere Hypothese, dass auch die Zellen des porzinen intestinalen
Gewebes zum Teil zur Expression von NKG2D in der Lage sind. Studien beim Menschen
zeigten dieses Potential bereits fir NK-Zellen (Ogasawara und Lanier, 2005) und einige
weitere sowohl zirkulierende Zellen als auch fiir die des humanen Darmgewebes, wie u. a.
yd T-Zellen und CD8+ T-Zellen (Bauer et al., 1999; Roberts et al., 2001; Slavuljica et al.,
2011). In der vorliegenden Arbeit konnte eine starke NKG2D Expression auf den

yd T-Zellen nachgewiesen werden. yd T-Zellen tragen, im Gegensatz zu den a3 T-Zellen,
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den namensgebenden T-Zell-Rezeptor (TCR), der sich aus einer y und einer & Untereinheit
zusammensetzt. Diese machen im proximalen Dinndarm bei Mausen ca. 70 % der

gesamten IELs aus (Tamura et al., 2003).

Die genauen Funktionen der yd T-Zellen sind bis heute nicht vollstandig geklart. Sie
unterscheiden sich in vielerlei Hinsicht von den af T-Zellen. So tragt u. a. ein GroBteil der
a3 T-Zellen das CD4 Epitop, wéhrend in der Maus nur eine sehr kleine Fraktion der
yd T-Zellen diesen Phénotyp aufweist (Mizoguchi et al., 2003). Zudem kdnnen
intraepitheliale yd T-Zellen der Maus nur einmal aktiviert werden. Sie wandern ins
intestinale Epithelium und verbleiben dort (Ogata et al., 2014). Sobald sie aktiviert werden,
setzen sie Granzyme (GbR) frei. GbR gelangen in der Regel durch Poren in infizierte, bzw.
gestresste Zellen und leiten, durch die Aktivierung der sich im Zytoplasma befindenden
Caspasen, die Apoptose dieser Zellen ein. Die Bildung der Poren in der Zellwand der
Zielzelle wird dabei durch die Ausschittung von Perforin (Pfn) durch die T-Zelle eingeleitet
(Vollmar et al., 2013). Im Gegensatz zu den meisten zytotoxischen aff T-Zellen, schitten
y® T-Zellen der Maus jedoch kein Pfn aus (Ogata und Itoh, 2016). Trotzdem flihrt die
Pfn-unabhéngige GrB-Freisetzung der aktivierten yd T-Zellen zur sofortigen DNA
Fragmentation und Zerstérung der umgebenden Epithelzellen sowie der yd T-Zellen selbst
(Ogata und Itoh, 2016). Welche Antikorper die yd T-Zellen genau erkennen, ist noch immer
unbekannt. Zahlreiche Studien mit humanen Blutzellen deuten jedoch darauf hin, dass
diese Zellen, im Gegensatz zu den a3 T-Zellen, nicht von der Erkennung von klassischen
MHC-Proteinkomplexen abhangen (Porcelli et al., 1991; Holoshitz et al., 1993; Schild et al.,
1994; Weintraub et al., 1994; Morita et al., 2000).

Die Liganden des NKG2D Rezeptors z&hlen jedoch zur MHC-Klasse-I-Proteinkomplex-
Familie (Bauer et al.,, 1999; Cosman et al., 2001; Sutherland et al., 2002; Romero et al.,
2006). Die in dieser Arbeit beobachtete, starke Expression von NKG2D auf den yd T-Zellen
lasst vermuten, dass die yd T-Zellen des porzinen intestinalen Epithels, im Gegensatz zu
dem der Maus, starker Uber diesen Weg der Signaltransduktion agieren. Auch die aus Blut
isolierten yd T-Zellen wurden in friheren Studien als negativ flr das porzine NKG2D
beschrieben (Denyer et al, 2006). Dies deutet weiterhin auf ein sich deutlich
unterscheidendes Verhalten der Immunzellen im porzinen intestinalen Epithelium, zu denen

des Blutes hin.

Zudem konnte die Expression von NKG2D in der vorliegenden Studie einzig auf der
CD5 positiven Fraktion der yd T-Zellen nachgewiesen werden. CD5 wird haufig als ein
Marker fir T-Zellen eingesetzt, da es von nahezu allen T-Zellen exprimiert wird (Lefrangois,
1991). Studien mit M&usen zeigten jedoch, dass kaum, bis gar keine der intraepithelialen
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yd T-Zellen das CD5 Epitop tragen (Lefrangois, 1991). In den, in dieser Arbeit
durchgefthrten durchflusszytometrischen Messungen der porzinen |IELs, konnte jedoch ein
deutlich haufigeres Vorkommen der CD5 positiven, als dem der CD5 negativen yd T-Zellen
beobachtet werden. Dies deutet zunachst auf eine sich unterscheidende Funktion des CD5
Epitops bei Schwein und Maus hin. Frihere Studien mit immunsupprimierten M&usen
deuten darauf hin, dass CD5 positive yd T-Zellen sich negativ auf die Differenzierung CD4
positiver yd T-Zellen im Darm auswirken (Chan et al., 1999; Mizoguchi et al., 2003).
Tatsachlich ist die Anzahl der intestinalen CD4 positiven yd T-Zellen sehr gering, erhéht
sich jedoch in der Abwesenheit von CD5 immens (Hayday und Geng, 1997; Hayday, 2000;
Mizoguchi et al., 2003). CD4 positive yd T-Zellen haben dabei eine vergleichbare Funktion
wie die CD4 positiven af§ T-Zellen, indem sie u. a. dazu in der Lage sind, gro3e Mengen an
Cytokinen zu produzieren (Spits et al., 1991). Untersuchungen mit immunsupprimierten
Mausen deuten zudem darauf hin, dass CD4 positive yd T-Zellen potentiell dazu in der Lage
sind, chronische Darmentzindungen einzuleiten (Mizoguchi et al., 2003). Ein erhdhtes
Vorkommen der CD5 positiven yd T-Zellen kbénnte somit ein Hinweis auf eine

immunstabilisierende Wirkung dieser Zellen im porzinen Darmepithel sein.

Des Weiteren zeigten die durchgeflhrten Rezeptor-Expressionsanalysen einen deutlichen
Unterschied zwischen den T-Zellen, welche mittels dem CD3 Antikdrper isoliert wurden, zu
den T-Zellen, bei denen hierfir der CD5 Antikdrper verwendet wurde. Dabei zeigte die
mittels CD3 isolierte Fraktion eine mehr als zehnfach erhéhte NKG2D Expression, als die
CD5 Fraktion, deren Expressionsrate unter der als aussagekraftig definierten 5 % Grenze
lag. Eine mogliche Erklarung fur diese Beobachtung ware eine erhéhte Expression des
Rezeptors durch eine Aktivierung des TCR/CD3 Komplexes mittels des, zur Isolierung
angewandten, anti-CD3 Antikérpers. Durchflusszytometrische Untersuchungen mit
murinen |ELs haben gezeigt, dass eine intraperitoneale Injektion von anti-CD3 zur
Aktivierung des TCR/CD3 Komplexes in den anschlieBend isolierten |IELs fihrt (Ogata et
al., 2014; Ogata und ltoh, 2016). Dieser Komplex ist dabei entscheidend bei der
antigenspezifischen, zytotoxischen Aktivitat der T-Zellen beteiligt (Groh et al., 2001).
Weiterfihrende Studien diesbeziiglich werden in Kapitel 5.3.2 diskutiert.

Trotz der leichten bis mittleren Korrelation der NK Zellhdufigkeit mit der Expression des
NKG2D Zellrezeptors konnte in dieser Arbeit keine Expression des Rezeptors auf den
NK-Zellen des intestinalen Gewebes nachgewiesen werden. Frihere Studien mit
menschlichen intestinalen NK-Zellen fUhrten zu ahnlichen Ergebnissen (Rankin et al.,
2013). Die intraepithelialen NK-Zellen scheinen daher nicht zur Expression des Rezeptors
in der Lage zu sein und scheinen im Gegensatz zu den zirkulierenden NK-Zellen
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(Ogasawara und Lanier, 2005; Denyer et al., 2006) somit auch nicht diesen Weg der

Stress-induzierten Signaltransduktion zu nutzen.

Wie beim Menschen bereits gezeigt (Slavuljica et al., 2011), konnte in der vorliegenden
Arbeit auch auf den porzinen intraepithelialen CD8 zytotoxischen Zellen eine Expression
des NKG2D Rezeptors nachgewiesen werden. Diese ist deutlich schwécher ausgepréagt als
auf der Gesamtheit der CD3 positiven, bzw. yd T-Zellen. Die CD8 positiven Zellen scheinen
jedoch trotzdem zur Kommunikation mit den umgebenden Enterozyten Uiber den NKG2D
Rezeptor in der Lage zu sein. Beim Menschen unterscheidet sich die Funktion des
Rezeptors in Abhangigkeit vom Zelltyp. So fungiert NKG2D auf menschlichen NK-Zellen
als aktivierender Rezeptor und kann die zytotoxische Aktivitat der Zelle induzieren und zur
Produktion verschiedener pro-inflammatorischer Cytokine wie IFN-y und TNF-a beitragen
(Slavuljica et al., 2011). Auf CD8 Zellen fungiert NKG2D jedoch als co-stimulierender
Rezeptor. Damit ist die alleinige Aktivierung des Rezeptors nicht ausreichend, um ein
zytotoxisches Verhalten der Zellen auszulésen (Bauer et al., 1999; Ehrlich et al., 2005). Bei
Untersuchungen mit CD8 Zellen aus der Maus zeigte sich, dass die Aktivierung des TCR
in diesen Zellen zu einer Hochregulierung von NKG2D fihrt. In ruhenden murinen
CD8 Zellen wird der Rezeptor jedoch nicht exprimiert (Diefenbach et al., 2000; Diefenbach
et al., 2002; Gilfillan et al., 2002; Jamieson et al., 2002; Ehrlich et al., 2005).

Um ein ahnliches Verhalten der porzinen CD8 Zellen zu untersuchen, wurde die im
Folgenden diskutierte TCR/CD3 Aktivierungsstudie (5.3.2) durchgefihrt.

5.3.2 Aktivierung des TCR/CD3 Komplexes

Frihere Studien ergaben, dass der NK Zellrezeptor NKG2D beim Menschen in allen
NK-Zellen und ruhenden CD8 positiven T-Zellen konstitutiv exprimiert wird (Bauer et al.,
1999; Wu et al,, 1999; Wu et al., 2000; Rosen et al., 2004). Bei Mausen hingegen wird
NKG2D nur in CD8 positiven T-Zellen exprimiert, wenn es zuvor zu einer Aktivierung des
T-Zell-Rezeptors kam (Diefenbach et al., 2000; Diefenbach et al., 2002; Gilfillan et al., 2002;
Jamieson et al., 2002; Ehrlich et al., 2005). Zudem wird davon ausgegangen, dass eine
NKG2D Expression die T-Zell-Profilierung durch den TCR/CD3 Komplex, einem
Multiprotein-Membrankomplex, bestehend aus einem TCR Heterodimer und einem CD3
Molekll (Wegener et al., 1995; Piriou-Guzylack und Salmon, 2008), anregt. Die Aktivierung
beider Rezeptoren geht dabei mit einer erhdéhten Ausschittung von IL-2, einem
T-Zell-Wachstumsfaktor, einher, wohingegen die alleinige Aktivierung des TCR/CD3
Komplexes eine Zellapoptose beglnstigt (Groh et al., 2001; Vollmar et al., 2013).
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Die in dieser Arbeit dokumentierte, starke NKG2D Expression auf den mittels dem anti-CD3
Antikérper isolierten intraepithelialen T-Zellen, insbesondere im Vergleich zu den mittels
anti-CD5 isolierten Zellen (Abbildung 10), lieBen diesbeziiglich bereits Ahnlichkeiten
zwischen dem murinen und dem porzinen Immunsystem vermuten (siehe auch 5.3.1). Die
Inkubation isolierter IELs mit einem anti-CD3 Antikérper zeigte anschlieBend einen
deutlichen Einfluss auf die NKG2D Expression in den intraepithelialen zytotoxischen
CD8B T-Zellen. Im Unterschied zum Mausmodell konnte in der vorliegenden Studie zwar
bereits vor der Inkubation mit anti-CD3 eine leichte NKG2D Expression auf den CD8j
Zellen beobachtet werden, diese war jedoch nach dem Kontakt mit dem Antikérper deutlich
erhdéht. Somit scheint eine Aktivierung des TCR/CD3 Komplexes auch in den porzinen
CD8B IELs stattzufinden. Die NKG2D Expression der intraepithelialen yd T-Zellen schien
hingegen unbeeinflusst von der anti-CD3 Inkubation zu sein. Neue Untersuchungen deuten
darauf hin, dass der TCR/CD3 Komplex auf den intraepithelialen y& T-Zellen der Maus
durchaus durch eine Stimulation mit anti-CDS3 aktiviert wird (Ogata et al., 2014; Ogata und
Itoh, 2016). Da die NKG2D Expression auf den porzinen yd T-Zellen der vorliegenden Arbeit
jedoch auch vor der Inkubation schon stark ausgepragt war, scheint eine Aktivierung des
TCR/CD3 Komplexes fur die NKG2D Signalkaskade auf diesen Zellen vermutlich nicht
zwingend notwendig zu sein. Dieses sich, je nach Zelltyp, unterscheidende
Expressionsverhalten des Rezeptors, weist dabei deutliche Ahnlichkeiten zu den
menschlichen IELs auf. Die in dieser Studie gewonnenen Daten lassen vermuten, dass
NKG2D auf den porzinen yd IELs als aktivierender Rezeptor, auf den CD8p IELs jedoch,
wie beim Menschen auch, als co-stimulierender Rezeptor fungiert (Bauer et al., 1999;
Ehrlich et al., 2005; Slavuljica et al., 2011). Um diese Vermutung weiter zu stutzen, wére
es fur nachfolgende Experimente interessant, die Expression des T-Zell Wachstumsfaktors
IL-2 in beiden inkubierten Zellfraktionen zu untersuchen. Dabei ware eine erhéhte IL-2
Ausschittung, auf Grundlage der dargelegten Hypothese, nur bei den CD8B IELs zu

erwarten.

Rein numerisch zeigte sich ein ahnliches Expressionsverhalten des Rezeptors in den
isolierten und mit anti-CD3 inkubierten mononukledren CD8B und yd T-Zellen des Blutes
(PBMCs). Auch hier ist die NKG2D Expression der CD8B T-Zellen nach dem Kontakt, und
der damit vermuteten TCR/CD3 Aktivierung, hochreguliert, auf den yd T-Zellen jedoch
unverandert, bzw. sogar etwas herunterreguliert. Dieses Ergebnis konnte fir die PBMCs
statistisch zwar nicht belegt werden, deutet jedoch auf eine ahnliche Funktion dieser
spezifischen Signalkaskade im epithelialen Gewebe und im Blut hin.
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Innerhalb der aus PBMCs isolierten CD8B T-Zellfraktion konnte im Anschluss an die
anti-CD3 Inkubation auBerdem eine erhdhte Expression des NKG2D Liganden MIC2
gezeigt werden. Ein ahnliches, jedoch statistisch nicht abgesichertes, Verhalten konnte fur
die CD8p IELs beobachtet werden. Friihere Studien mit menschlichen PBMCs haben eine
Expression von MICA, dem menschlichen Homologon von MIC2, auf T-Zellen
nachgewiesen, die durch anti-CD3 aktiviert wurden (Molinero et al., 2002). Dabei wurde
postuliert, dass die von einer Aktivierung abhangige Expression des Stressmolekils MICA
beim Menschen Teil eines Mechanismus ist, der dazu dient, eine unkontrollierte Aktivierung
der T-Zellen wahrend einer akuten Immunreaktion zu regulieren und damit als eine Art
Sensor fir proliferierende Zellen fungiert (Molinero et al., 2002). Ahnlich wie fiir die NKG2D
Expression, konnte auch fir die MIC2 Expression in dieser Studie kein Einfluss der
anti-CD3 Inkubation auf den y® T-Zellen, weder aus Blut, noch aus Gewebe, gezeigt
werden. Die von Molinero et al. (2002) postulierte Hypothese ware somit auch fir die
porzinen |ELs und PBMCs denkbar. Zusammengenommen weisen die in dieser
Inkubationsstudie gewonnenen Daten darauf hin, dass eine Aktivierung des TCR/CD3
Rezeptorkomplexes beim Ferkel zu einer vermehrten Expression des NKG2D Rezeptors
fihrt und zeitgleich zu einer vermehrten MIC2 Expression der CD8[ T-Zellen. Daraufhin ist
wiederum mit einer verstarkten zytotoxischen Aktivitdt der Zelle zu rechnen. Dies
untermauert zudem die zuvor beschriebene These, dass NKG2D auf den porzinen CD8f3
T-Zellen nicht alleine, sondern nur in Abhangigkeit von TCR/CDS3 als co-stimulierender
Rezeptor in der zytotoxischen Signalkaskade agiert. Des Weiteren zeigen die vorliegenden
Daten ein sich davon stark unterscheidendes Verhalten der y& T-Zellen. Da keiner der
gemessenen Parameter durch die anti-CD3 Inkubation beeinflusst wurde, lasst dies
vermuten, dass die Signaltransduktion in diesen Zellen, unabhangig von einer Aktivierung
durch anti-CDS3, funktioniert. Daraus lasst sich postulieren, dass die yd T-Zellen nicht vom
TCR/CD3 Komplex abhangen und daher vermutlich auch ruhende T-Zellen den NKG2D

Rezeptor exprimieren.
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5.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Die in dieser Arbeit durchgeflhrten Untersuchungen sollten einen genaueren Einblick in
den Einfluss des probiotischen Bakteriums Bacillus toyonensis auf die intestinale
Immunabwehr beim Ferkel liefern. Zun&chst konnten durch den Einsatz des Probiotikums
keine Veranderungen im Gesundheitszustand oder der Lebendmasse der Ferkel, innerhalb
der ersten drei Lebenswochen, gezeigt werden. Trotz einer erhéhten HRP-Permeabilitat
des intestinalen Epithels der Probiotikagruppe, kurze Zeit nach dem Absetzen, liel3 sich
keine erhéhte Durchfallinzidenz beobachten. Etwa eine Woche nach dem Absetzen schien
sich das Probiotikum stabilisierend auf die Darmschranke auszuwirken. Es konnte kein
Einfluss des Probiotikums auf die Expression von Molekilen der MHC-Klasse-I-
Proteinkomplex-Familie durch die Enterozyten beobachtet werden. Somit scheinen die in
dieser Arbeit untersuchten Stressfaktoren MIC2 und ULBP nicht fir die beeintrachtigte

Darmschranke der Probiotikagruppe verantwortlich zu sein.

Die durch durchflusszytometrische Messungen erlangten Daten zur Verteilung der
intraepithelialen Lymphozyten deuten auf eine verzdgerte Entwicklung der adaptiven
Immunabwehr, insbesondere der T-Zellen, durch den Einsatz von B. toyonensis hin.

Die in den histologischen Farbungen beobachteten langeren Zotten der Probiotikagruppe
und die damit einhergehende vergréBerte Oberflache, kdnnten ein Indiz fir eine
verbesserte Nahrstoffaufnahme, unter dem Einfluss von B. toyonensis, sein. Zusétzliche
Messungen bezlglich der Futterverwertung und eine langerfristige Lebendmasse- und
Leistungsentwicklung der Tiere wére hierbei in weiterfihrenden Studien eine interessante
Ergénzung. Auch die Durchflhrung eines challenge Versuches, wie es in friiheren Studien
haufig mit Salmonella Typhimurium durchgefihrt wurde, kdnnte Aufschluss dartber geben,
inwiefern die hier beobachteten morphologischen Veranderungen fir die, in diversen
Studien beschriebenen, leistungsférdernden Eigenschaften von B. toyonensis

verantwortlich sind.

Im weiterfiihrenden Teil der vorliegenden Studie wurde die Funktion des Natirlichen
Killerzellen Rezeptors NKG2D n&her untersucht. Dabei konnte zunachst nachgewiesen
werden, dass die intraepithelialen yd T-Zellen des Schweins diesen Rezeptor exprimieren
und damit, durch die Erkennung von Stressmolekiilen der MHC-Klasse-I-Proteinkomplex-
Familie, zur Kommunikation mit den sie umgebenden Enterozyten in der Lage sind. Zudem
konnte kein Einfluss einer Aktivierung des TCR/CD3 Komplexes auf die NKG2D Expression
der yd T-Zellen beobachtet werden, was auf eine konstitutive Expression des Rezeptors
auf diesen Zellen hinweist. Im Unterschied dazu zeigte die TCR/CD3 Aktivierung einen
deutlichen Effekt auf den CD8f T-Zellen. Die NKG2D Expression war auf diesen Zellen
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nach der Aktivierung deutlich erhéht. Dies deutet darauf hin, dass NKG2D auf porzinen
intraepithelialen CD8B T-Zellen, &hnlich wie beim Menschen auch, als co-stimulierender
Rezeptor fungiert und von der simultanen Aktivitdt des TCR/CD3 Komplexes und der damit

einhergehenden zytotoxischen Aktivitat abhangt.

Somit zeigt der NKG2D Rezeptor durch die Erkennung von MHC-Klasse-I-Proteinkomplex-
Familie sowohl Eigenschaften der angeborenen als auch, anhand der Abhangigkeit der
durch Antikdrper ausgelésten TCR Aktivitat, der adaptiven Immunabwehr. Durch diese
variierende Funktion des Rezeptors wére beispielsweise eine Unterscheidung zwischen
generellen Stresssituationen, wie u.a. dem Absetzstress, und dem Eindringen von

Pathogenen méglich.

Zusammenfassend lasst sich anhand der vorliegenden Daten schlieBen, dass der NKG2D
Rezeptor im porzinen Darmepithel, in Abhangigkeit des Zelltyps auf dem er exprimiert wird,

als eine Art Briicke zwischen der angeborenen und der adaptiven Immunabwehr agiert.
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6 Zusammenfassung

Einfluss des probiotischen Bakteriums Bacillus toyonensis (ToyoCerin®) auf die
intestinale Inmunantwort beim Ferkel wahrend der Phase des Absetzens

Probiotische Futtermittelzusatzstoffe sind in der Tiererndhrung, insbesondere seit dem
europaweiten Verbot von antibiotischen Leistungsférderern im Jahr 2006, von besonderem
Interesse. Aufgrund ihrer gesundheits- und leistungsférdernden Eigenschaften werden sie
inzwischen haufig in der Nutztierhaltung eingesetzt. Ein haufig postulierter

Wirkmechanismus von Probiotika ist die Modulation der Immunantwort im Tier.

Im Rahmen dieser Studie wurden daher verschiedene Analysen durchgefihrt, um
insbesondere die Wirkung des probiotischen Bakteriums Bacillus toyonensis auf die

intestinale Immunantwort beim Ferkel zu untersuchen.

Dazu wurden in einem Fitterungsversuch insgesamt 40 Ferkel von acht Sauen eingesetzt
und in eine Versuchs- und eine Kontrollgruppe aufgeteilt. Die Sauen der Versuchsgruppe
erhielten ab dem 90. Tag ante partum bis zum Ende der Saugeperiode B. toyonensis
Sporen Uber das Futter, die Ferkel dieser Gruppe ab dem 14. Lebenstag als Beifutter.
AnschlieBend wurden zu insgesamt vier verschiedenen Zeitpunkten vor und nach dem
Absetzen Blut- und Gewebeproben entnommen und fir die Untersuchung der intestinalen
Integritat, eventueller morphologischen Veranderungen des Epithels, der Entwicklung
verschiedener intraepithelialer Lymphozytenpopulationen wahrend des Absetzens sowie

fir Genexpressionsanalysen verwendet.

Es konnten keine durch das Probiotikum beeinflussten gesundheitlichen Merkmale oder
veranderte Leistungsparameter innerhalb der ersten drei Lebenswochen beobachtet
werden. Es zeigten sich jedoch Veranderungen in der Integritat der intestinalen Barriere.
Anhand von Ussing-Kammer Versuchen konnte kurze Zeit nach dem Absetzen eine
deutlich erhdhte Permeabilitdt fir den Marker Meerrettichperoxidase (HRP) im
Jejunumepithel gemessen werden (p <0,05). EIf Tage nach dem Absetzen war kein
Gruppenunterschied mehr messbar. Untersuchungen der Serumproben mittels ELISA
zeigten zudem nach dem Absetzen einen erhdhten Sojaprotein-Antikdrpertiter innerhalb
der Probiotikagruppe, welcher sich elf Tage nach dem Absetzen deutlich von der
Kontrollgruppe unterschied (p < 0,03).

Der Einsatz des Probiotikums hatte keinen Einfluss auf die Expression von Molekulen der
MHC-Klasse-I-Proteinkomplex-Familie durch die Enterozyten. Die in dieser Arbeit
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untersuchten Stressfaktoren MIC2 und ULBP scheinen somit nicht flr die erhdhte

Permeabilitat der Darmschranke verantwortlich zu sein.

Durchflusszytometrische Untersuchungen ergaben kurz nach dem Absetzen eine deutlich
geringere Anzahl der Gesamt-Leukozyten im Jejunumepithel der Probiotikagruppe
(p =0,05). Insbesondere die Haufigkeit der intraepithelialen T-Zellen war in der mit dem
Probiotikum gefltterten Gruppe niedriger (p < 0,01). EIf Tage nach dem Absetzen zeigte
die Probiotikagruppe jedoch ein deutlich erhéhtes Vorkommen der Gesamt-Leukozyten im
Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,05). Dies deutet auf eine verzdgerte Entwicklung der
intraepithelialen lymphozytéren Besiedlung, insbesondere der der spezifischen, adaptiven
Immunabwehr, durch den Einsatz des Probiotikums hin.

Morphologische Messungen des jejunalen Epithels zeigten deutlich verlangerte Zotten
innerhalb der Probiotikagruppe, besonders im Zeitraum vor und kurze Zeit nach dem
Absetzen. Die Kryptentiefe scheint dabei von dem Probiotikum unbeeinflusst zu sein.

In einem zweiten, Probiotika-unabhangigen Versuchsteil wurde das immunologische
Reaktionsverhalten wahrend der kritischen Phase des Absetzens n&her untersucht. Von
besonderem Interesse war hierbei die Funktion des Natdrlichen Killerzellen Rezeptors
NKG2D. Dieser ist durch die Bindung von, durch Enterozyten exprimierten,
Stressmolekllen dazu in der Lage, infizierte und gestresste Zellen zu erkennen. Mithilfe
von MACS Analysen konnte erstmals die Expression des Rezeptors auf intraepithelialen
y® T-Zellen des Schweins und somit ihre Fahigkeit zur Kommunikation mit den sie
umgebenden Enterozyten gezeigt werden. Mittels Aktivierungsstudien isolierter yd T-Zellen
und CD8B T-Zellen konnte zudem ein sich unterscheidendes Expressionsverhalten des
Rezeptors auf diesen beiden Lymphozytenpopulationen nachgewiesen werden. Wahrend
NKG2D auf den yd T-Zellen konstitutiv exprimiert zu sein scheint, resultiert eine vorherige
Aktivierung des TCR/CD3 Komplexes auf den CD8B T-Zellen in einer deutlich erhdhten
Rezeptorexpression. NKG2D scheint hier, &hnlich wie beim Menschen, als
co-stimulierender Rezeptor zu fungieren. Der NKG2D Rezeptor zeigt somit durch die
Erkennung von Stressfaktoren sowohl Eigenschaften der angeborenen Immunabwehr, als
auch, durch die Abhangigkeit der TCR Aktivitat, der adaptiven Immunabwehr.

Mithilfe der Daten dieser Arbeit konnten somit neue Hypothesen zur Funktion verschiedener
intraepithelialer Lymphozytenpopulationen und ihrer Rolle in der stressinduzierten

Immunantwort aufgestellt werden.
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7 Summary

Impact of the probiotic bacterium Bacillus toyonensis (ToyoCerin®) on the intestinal
immune response of piglets during the weaning phase

Ever since the ban of antibiotic performance enhancers in Europe in 2006, probiotic feed
additives are of special interest in the field of animal nutrition. Due to their health and growth
promoting features they are commonly used in livestock rearing. One of the frequently
discussed effects of probiotics is their potential for immunomodulation in the animal.

Thus, the objective of this study was to determine the influence of the probiotic Bacillus
toyonensis (ToyoCerin®) on the intestinal immune response in piglets.

In a feeding trial 40 piglets from eight sows were assigned to a treatment and a control
group. The sows of the treatment group received the B. toyonensis spores as a feed
supplement from day 90 ante partum until the end of the suckling period of 28 days. The
piglets of the treatment group began receiving the probiotic 14 days after birth. Blood and
tissue samples were collected four separate times before and after weaning. The samples
were used to evaluate the intestinal integrity and morphological changes of the epithelium,
the development of different populations of intraepithelial lymphocytes during the weaning
phase, and gene expression analysis.

The probiotic supplementation did not have an effect on the health or performance status
of the piglets during the first three weeks of life.

However, probiotic administration had an impact on the intestinal integrity of the piglets.
Ussing chamber analysis revealed a large increase in the permeability of the jejunal
epithelium for the marker horseradish peroxidase shortly after weaning compared to the
control group (p < 0,05). Eleven days after weaning the difference between treatment and
control group was no longer detectable. Furthermore, ELISA analysis of the blood serum
samples showed an elevated antibody titer for soy protein in the treatment group as
compared to the control animals. This difference was most notable eleven days after
weaning (p < 0,03).

The supplementation with the probiotic did not affect the expression of the analyzed
MHC class | molecules by enterocytes. Consequently, the stress factors MIC2 and ULBP
did not appear to be responsible for the enhanced permeability of the intestinal barrier.
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Flow cytometry analysis revealed a noticeably decreased frequency of lymphocytes in the
jejunal epithelium of the treatment group shortly after weaning (p < 0,05). The frequency of
intraepithelial T cells was especially reduced in the group that received the probiotic
(p=0,01). However, eleven days after weaning the number of lymphocytes was much
higher in the treatment group compared to the control animals (p < 0,05). This indicates that
the development of the intraepithelial lymphocytes is delayed when piglets are

supplemented with the probiotic, particularly those of the adaptive immune response.

Morphological measurements revealed elongated villi in the jejunal epithelium of the piglets
from the treatment group, especially during the weaning phase. There was however no

detectable influence of the probiotic on crypt depth.

In a probiotic-independent study, the immunological response during the crucial weaning
phase of the piglets was evaluated in depth. Thereby the function of the natural killer cell
receptor NKG2D was of particular interest. By binding stress molecules that are expressed
by enterocytes the NKG2D receptor is capable of recognizing infected and stressed cells.
The expression of NKG2D was detected via MACS analysis on intraepithelial yd T cells and
their ability to communicate with surrounding enterocytes was shown for the first time in

swine.

Based on activation studies of isolated y® T cells and CD8B T cells differential expression
patterns of NKG2D were revealed for both lymphocyte populations. Porcine intraepithelial
yd T cells seem to express the receptor constitutively, while the expression is enhanced in
CD8B T cells by a previous activation of the TCR/CD3 complex. Therefore NKG2D appears
to function as a co-stimulatory receptor on CD8B T cells, as it does in humans.

NKG2D shows characteristics from both the innate and adaptive immune response due to
its ability to recognize stress factors, and its dependence on TCR activity.

The results of this study allowed us to conduct new hypotheses about the function of
different intraepithelial lymphocyte populations and their role in the stress induced immune
system of piglets.
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In a feeding experiment, the probiotic Bacillus cereus var. Toyoi was fed to sows and piglets
in order to test whether it influences the stress response of enterocytes, thereby causing
intestinal immune activation, possibly accompanied by an impairment of the epithelial
integrity. The impact of B. cereus on the piglets’ intestinal enterocytes (EC) and on the com-
municating intraepithelial lymphocytes (IEL) was investigated during the weaning phase
where significant immunological changes might be expected. The expression of the stress-
induced MHC class I-related molecule 2 (MIC2) and the UL16 binding protein (ULBP) was
M . measured in jejunal EC and the frequencies of the main present IEL populations in the
ucosal Immunity . . . R . .

Swine jejunum were monitored. To find out which of the IEL populations can be activated by the
T-cell stress-induced molecules the sorted IEL were tested for the expression of the activating
natural killer receptor 2D (NKG2D). The piglets fed with B. cereus showed an impaired
intestinal barrier function shortly after weaning. However, a significant impact on the
expression of stress-induced molecules was not observed. The mRNA expression of NKG2D
was confirmed in intraepithelial CD5+ y8 T cells. The ratio of IEL (CD45+) to EC was lower
in the B. cereus treated group, which could be explained by lower frequencies of CD8af3+
T cells in the jejunal epithelium (p <0.005 for ages 32 and 34). Although a consistently
increased expression of stress-induced MHC class I-related molecules was not found, this
study suggests a negative impact of B. cereus on the intestinal barrier function and supports
immune-modulating properties of the probiotic feed supplement.

© 2014 Published by Elsevier B.V.
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1. Introduction have been reported to show positive effects on the daily

weight gain, feed intake and conversion as well as a reduc-

As of January 2006, antibiotics are no longer allowed to
be used as growth promoters in animal feed in the Euro-
pean Union (European Commission, IP/05/1687). This has
resulted in an increased interest in alternative growth- and
health promoting additives for use in livestock. Probiotics
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tion in rates of diarrhea and mortality in piglet rearing
(Gedeket al., 1993; Kirchgessner et al., 1993; Kyriakis et al.,
1999; Alexopoulos et al., 2001; Chang et al., 2001; Taras
et al., 2005; Scharek et al., 2007; Schierack et al., 2007).
There are various bacterial and yeast species that have been
used as probiotics in pig nutrition, many of which are mem-
bers of the indigenous intestinal microbiota of the host
(Jin et al,, 2000; De Champs et al., 2003; Quigley, 2010).
Commensal bacteria colonize the intestinal tract and may
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compete with pathogenic bacteria (Massi et al., 2004; Cho,
2011). One of the products authorized for use as feed sup-
plements for sows and piglets in the EU is Bacillus cereus var.
Toyoi. It is not a member of the natural porcine gut micro-
biota, but a common gram-positive endospore-forming soil
bacterium (Sneath, 1986). The spores of B. cereus var. Toyoi
germinate in the stomach and the small intestine of weaned
piglets (Jadamus et al., 2001). B. cereus var. Toyoi has been
allowed for use as a feed additive in pig farming, based on
several studies assigning probiotic characteristics to this
Bacillus strain (NCIMB 40112; ToyoCerin®). Since Bacillus
species have been shown to be immunogenic in a murine
model marked by enhanced expression of the cytokines
TNF-a and IFN-y (Braat et al., 2004), modulation of the
pig’s immune system was proposed as one of the probiotic
working mechanisms. Furthermore, immunogenic prop-
erties have been described in trials with pigs. After feed
supplementation with Bacillus cereus var. Toyoi increased
frequencies of CD8+ lymphocytes in the jejunal epithelium
have been observed in piglets (Scharek et al., 2007), as well
as enhanced systemic immune responses (Schierack et al.,
2007). B. cereus var. Toyoi, like almost all species of the
Bacillus group, produces a hemolysin with lytic activity for
epithelial cells (Beecheretal., 1995; Priiss etal., 1999; EFSA,
2012), and in reaction to stress signaling by enterocytes, an
activation of the intraepithelial immune cells may occur.

Enterocytes are in intimate contact with diverse
intraepithelial lymphocytes (IEL), including natural killer
(NK) cells and heterogeneous populations of T cells. Acti-
vation of intraepithelial T cells may lead to an attenuated
barrier function (Zufferey et al., 2009).

During times of cellular stress, e.g. in case of an infec-
tion, the EC up-regulate stress-induced MHC class I-related
molecules (MICs) which are ligands for the natural killer
receptor NKG2D, in humans expressed on the surface of
T cells and natural killer (NK) cells (Bauer et al., 1999;
Tieng et al., 2002). NKG2D is an activating killer receptor.
In humans, engagement of NKG2D activates the cytolytic
responses of yd T cells and NK cells against cells expressing
the stress-induced MICs (Bauer et al., 1999). At the sur-
face of CD8«3+ T cells, NKG2D acts as a costimulator of T
cell receptor-mediated effector functions and up-regulates
antigen-specific T cell-mediated cytotoxicity (Groh et al.,
2001). In swine, two MHC class I-related molecules (MICs)
have been identified. Both MIC2 and UL16 binding protein
(ULBP) are ligands for the NK cell receptor NKG2D (Chardon
etal., 2001; Garcia-Borges et al., 2005). Investigations with
porcine blood revealed that the mRNA for the activating
killer receptor NKG2D is present in circulating NK cells
(Denyer et al., 2006). Although frequencies of yd T cells
are relatively high in porcine blood and even higher in the
blood of piglets (Yang and Parkhouse, 1996), the expression
of NKG2D has neither been confirmed in v T cells, nor in
any other circulating T cell population of the pig.

The feeding experiment described in this study was car-
ried out with B. cereus var. Toyoi (in the following referred
to as B. cereus) to investigate the impact of the probiotic on
the jejunal epithelium, with the hypothesis that the pro-
biotic Bacillus stresses enterocytes and thereby leads to an
intestinal immune activation and attenuation of the intesti-
nal barrier. The impact of B. cereus on the jejunal barrier

function and on the communication between enterocytes
(EC)and intraepithelial lymphocytes (IEL) was investigated
during the weaning period of piglets starting at the age of
28 days. To monitor the impact of B. cereus on the piglets’
jejunal epithelium, the barrier function of the jejunum was
investigated via HRP-flux measurements in Ussing Cham-
bers and the mRNA expression of the stress molecules
MIC2 and ULBP in jejunal tissue in response to B. cereus
was determined. The frequencies of the main lymphocyte
populations in the jejunal epithelium were analyzed by
FACS analysis, and were further screened for the expres-
sion of NKG2D to determine which immune cells might be
involved in communication with stressed EC, and whether
the frequencies of these cell populations are modulated
during the feeding experiment.

2. Materials and methods
2.1. Animal study

All experimental procedures were approved by the state
animal welfare committee (LAGeSo, Germany; approval
No. 0284/11).

A group of 40 piglets from eight sows was used
in this study. The purebred Landrace sows, bred with
landrace boars, were purchased from a commercial
breeding company (Bundeshybridzuchtprogramm, BHZP,
Dahlenburg-Ellringen, Germany). Sows were immunized
against porcine circovirus type 2, Erysipelas, and porcine
parvovirus, the piglets stayed unvaccinated. The sows and
piglets from the probiotic group were provided with the
feed additive B. cereus var. Toyoi (ToyoCerin®, Lohmann
Animal Health, Cuxhaven, Germany). Sows in the probio-
tic group (n=4) received 3.5 x 108 cfu/g B. cereus var. Toyoi
beginning from 28 days ante partum (a.p.) until weaning
of piglets. Piglets in the probiotic group (n=20) received
B. cereus var. Toyoi supplemented creep feed starting at
day 14 post partum (1.5 x 10° cfu/g).The remaining four
sows and 20 piglets served as the control group for the
study. The excipient (CaCO3) was added to the feed of the
sows and piglets of the control group without the probiotic
additive. To prevent cross contamination, sows and piglets
of probiotic group were kept in separate housing facili-
ties of identical construction and environmental conditions
throughout the feeding trial. Piglets were weaned on day
28 post partum by transfer of the sows to different stalls.
The respective litters of weaned piglets remained together
in the same stalls for the duration of the study. Five piglets
per group, randomly assigned, balancing for gender litter
and bodyweight, were euthanized on the days 17, 32, 34,
and 39 and intestinal tissue samples were taken. The samp-
ling of piglets from both groups occurred over four weeks,
since the eight sows littered within a time period of 4 days,
and the piglets were born and weaned at different time
points.

2.2. Sampling
Piglets were sedated with 20 mg/kg bodyweight (BW)

of ketamine hydrochloride (Ursotamin, Serumwerk Bern-
burg AG, Germany) and 2 mg/kg BW of azaperone (Stresnil,
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Table 1

List of antibodies used in the study for staining of intraepithelial lymphocytes.
Specificity Clone Isotype Cytochrome Distributor
CD2 MSA4 IgG2a VMRD, Pullman, WA, USA
CD5 9G12 IgG1 VMRD, Pullman, WA, USA
CD8a 76-2-11 IgG2a PE Southern Biotech, Birmingham, USA
CD8f3 PG164A IgG2a VMRD, Pullman, WA, USA
TcR1-N4 PGLBL22A IgG1 VMRD, Pullman, WA, USA
CD3 PPT3 IgG1 PE Southern Biotech, Birmingham, USA
CD16 G7 IgG1 Acris, Herford, Germany
CD11R1 MIL-4 IgG1 Biozol, Eching, Germany
CD45 MAC323 IgG2a Biozol, Eching, Germany
Pooled antisera from goat IgG2a PE Southern Biotech, Birmingham, USA
Pooled antisera from goat IgG1 FITC Southern Biotech, Birmingham, USA
Pooled antisera from goat IgG1 PE Southern Biotech, Birmingham, USA
Pooled antisera from goat 1gG2b FITC Southern Biotech, Birmingham, USA

Notes: CD, cluster of differentiation; IgG, immunoglobulin G; PE, phycoerythrin;

Jansen-Cilag, Neuss, Germany). Blood was taken by heart
puncture (7.5 mL/animal) and was collected in heparinized
tubes (16 L.E. Heparin/mL blood). Subsequently, the piglets
were euthanized by injection of Embutramide (T61, Inter-
vet, Unterschleilfheim, Germany) and the abdominal cavity
was opened. The intestinal tract was removed and the
appropriate sections of the intestine were isolated with
clamps.

2.3. Tissue samples

Starting from the middle of the jejunum four tis-
sue samples were taken. The first 2 cm were snap-frozen
immediately in liquid nitrogen and stored at —80°C in
RNAlater-ICE® (Ambion Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) for a maximum of six months before expression anal-
ysis of stress molecules via reverse transcription RT-qPCR.
The subsequent distal 15 cm toward the ileum was used
to gain cells for flow cytometry and magnetic cell sor-
ting and was transferred to PBS Buffer (Phosphate buffered
saline, Biochrom AG, Berlin, Germany), and the third distal
15 cm section was used for the Ussing Chamber measure-
ments in post-weaning piglets (on days 32, 34 and 39) and
were transferred to a modified ice-cooled, oxygenated (95%
05, 5% CO,) Krebs-Henseleit Buffer (mmol/L Aqua dest.):
CaClz-Z H20 1.5; MgC126 Hzo 1.2; NazHPO4>12 Hzo 2.4;
NaH,P04-H,0 0.6; NaHCO3 25; KCI 5; NaCl 115; glucose
10; mannitol 10; pH 7.4. The tissue samples did not include
Peyer’s patches.

2.4. Antibodies

The antibodies used for flow cytometry are given in
Table 1.

2.5. Isolation of intraepithelial lymphocytes (IEL) and
flow cytometry

The isolation of intraepithelial lymphocytes (IEL) from
intestinal tissue samples was based on the method
described by Solano-Aguilar et al. (2000) with modi-
fications detailed in Scharek-Tedin et al. (2013). Flow
cytometry was performed with a FACSCalibur flow cytome-
ter (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany). To identify

FITC, fluorescein isothiocyanate.

the intraepithelial lymphocytes (IEL) the fluorescent CD45+
cells were pictured in a morphological dot plot, showing
Forward Scatter (FWS) against Sideward Scatter (SSC). A
region was created including all fluorescent cells with sim-
ilar size and granularity. The same region was afterwards
used as a lymphocyte gate. The percentages of the vari-
ous lymphocyte sub-populations were detected within this
gate as percentage from all lymphocytes.

To analyze the percentage of immune cells within the
whole cell mixture no gate was used. A forward scatter-
threshold was set to exclude cell debris from the analysis.
The percentage of CD45+ immune cells from all cells was
calculated.

2.6. Magnetic cell sorting (MACS)

IEL populations showing different phenotypes were
purified using bead-labeled secondary antibodies targeted
against the isotypes of the first antibody (Anti-Mouse
IgG1 MicroBeads, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany). The cells were labeled and purified using MACS
Columns (MS) and MACS Separators (MiniMACS) from
Miltenyi Biotec following the manufacturer’s instructions.
For depletion purposes, negative fractions of isolated cells
were again labeled with corresponding secondary antibod-
ies and purified in a fresh MACS Column. The purity of the
sorted cell population was controlled via flow cytometry.

2.7. Flux rate measurements (HRP-flux)

To analyze the intestinal barrier function on jejunal
epithelial tissue a simplified application of the Ussing
Chamber method was used (Ussing and Zerahn, 1951).
The tissue samples were first stripped of the serosal and
muscle layers and mounted between two Chambers. To
determine the paracellular flux, a total concentration of
0.4 mg/mL horseradish peroxidase (HRP) was applied to
the Chamber on the mucosal site of the tissue. For each
animal three Ussing Chambers were used. After 30, 60, 90
and 120 min samples were taken from the Chamber on the
former serosal, non-luminal side and frozen at —80°C. The
concentration of HRP in the chamber on the non-luminal
side represents the permeability of the tissue (Wijtten
etal., 2011). HRP concentrations were determined with the
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Table 2
List of the primers used in this study.
Target Sequence (5’ to 3') AT [°C] Reference
Mic2 GCACAGACAACCTCACATGC (20) 55 This study
CATTCCCATCAGGCAGGACA (20)
ULBP16 GACACACGAGTGGATCCTGG (20) 60 This study
AGGAAGGTGGTCACAATGGC (20)
NKG2D GCTCCAGAGCCAAGCTTCTT (20) 60 This study
GAACCATCTTCCCACTGCCA (20)
RPL19 GCTTGCCTCCAGTGTCCTC (19) 60 Pieper et al. (2012)
GCGTTGGCGATTTCATTAG (19)
RPLa13 CCATCTCAAGGTGTTCGA (18) 60 This study
GGATCTTGGCCTTCTCCTTC (20)
Bet2g CCCCGAAGGTTCAGGTTTAC (20) 60 Martin et al. (2013)

CGGCAGCTATACTGATCCAC (20)

Notes: AT, annealing temperature; MIC2, MHC class I-related molecule 2; ULBP16, UL16 binding protein; NKG2D, natural killer receptor 2D; RPL19, 60S
ribosomal protein L19; RPL13, 60S ribosomal protein L13; Bet2g, beta-2 microglobulin.

QuantaBlu Fluorogenic Peroxidase Substrate Kit (Thermo
Scientific, Rockfort, USA). After the reaction of the samples
with the fluorogenic substrate, the emission was measured
with the Tecan infinite 200 plate reader (Tecan, Mannedorf,
Switzerland).

2.8. Gene expression

Total RNA was extracted from 30 mg of jejunal tissue
using the NucleoSpin™ RNA II kit (Marchery-Nagel GmbH
& Co. KG, Diiren, Germany) and were treated with the pro-
vided rDNase for 15 min on room temperature to remove
genomic DNA. The mRNA quality and quantity were deter-
mined in a Bioanalyzer (Agilent 2100, Agilent, Waldbronn,
Germany) and a minimum RIN of 6.5 was premised for
further analysis. The samples were diluted to 100 ng/l
in nuclease-free water for gene expression analysis. The
expression of the following genes was analyzed: MHC class
[-related proteins MIC2 and UL16 binding protein (ULBP)
and natural killer receptor G2D (NKG2D). The expression of
the reference genes 60S ribosomal protein L19 (RPL19), 60S
ribosomal protein L13 (RPLa13) and beta-2 microglobulin
(bet2g) was used for data normalization. The Primers were
designed using the NCBI online primer design tool (Primer-
BLAST: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)
and based on published sequences of the target genes
(Table 2).

RT-qPCR was performed using the one-step QRT-PCR
master mix kit (Brilliant®Il SYBR®Green, Agilent Tech-
nologies, USA). Each reaction was composed of 2l of
the diluted template RNA (100ng/pil) and 23 pl mas-
ter mix (10.5 pl nuclease free water, 12.5 pl Brilliant®II
SYBR®Green master mix/Low ROX SYBRII RT-qPCR reac-
tion buffer, 0.5 .l of each gene-specific forward and reverse
primer (10 wmol/L, Table 2) and 1.0 pl Reverse Transcrip-
tase/RNase block enzyme mixture). The RT-qPCRs were
performed on Stratagene MX3000p and MX3005p cyclers
in clear optical tube strips (CAT 401428; Stratagene, Aglient
Technologies, Amsterdam, The Netherlands). The follow-
ing settings were used as general cycling conditions: one
cycle of reverse transcription for cDNA synthesis at 50°C
for 30 min, one cycle of denaturation at 95°C for 15 min,
followed by 40 cycles with an annealing time of 30 s at the
specific annealing temperature for each primer (Table 2)

and a 30s extension at 72°C. After each run the PCR
efficiency and melting curves were analyzed to ensure
the consistent amplification of single PCR products. For
the generation of standard curves, 12 RNA samples were
pooled and diluted into 5 standards within a range of
1.25-200 ng/.l. For the statistical comparisons the quan-
tification cycle (Cq) values were normalized against those
of the reference genes and reported as arbitrary values
(Pieper et al., 2012; Martin et al., 2013). Evaluation of the
RT-qPCR data was performed with the MxPro QPCR Soft-
ware (MX3000p v4.10, Stratagene, Agilent Technologies,
Amsterdam, The Netherlands).

To describe the expression of NKG2D by the different
IEL populations the total sum of NKG2D-RNA expression
detected in each rT-PCR run was set equal to 100%. The
amount of NKG2D-RNA detected in the different sorted cell
populations was then taken as a portion of the total amount
of NKG2D-RNA in the particular run. Mean values given in
Fig. 2 were calculated from the four rT-PCR attempts and
the several isolations of different cell populations.

2.9. Statistical analysis

Statistical evaluation was performed by explorative
data analysis and Student’s t-test for normally distributed
data and for the expression of stress factors the non-
parametric Mann-Whitney test using the software SPSS
(Version 21.0, Chicago, IL, USA). p-values below an a-level
of 0.05 were considered as significant.

3. Results

3.1. Intestinal barrier function and performance of the
piglets

To examine a possible effect of B. cereus var. Toyoi
supplementation on the jejunal barrier function the HRP
flux rates of control and test animals were analyzed at
different ages. In Fig. 1 the mean values of piglets (n=5)
at three different ages are shown. Samples were taken at
four different time points from each Ussing Chamber. The
permeability of the small intestinal tract for HRP was sig-
nificantly higher in the piglets fed with B. cereus var. Toyoi
than in the control piglets at the age of 32 (p<0.01) and
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Fig. 2. Expression of NKG2D on different immune cell populations [ng RNA equivalent].

34 (p<0.05) days. In addition, an age-dependent effect in
the intestinal barrier function was found in the B. cereus
var. Toyoi treated piglets beginning on day 39, where the
HRP flux was significantly lower compared to the younger
animals of the control group (p<0.05; Fig. 1). Significant
group differences concerning the piglets’ growth rate or
accumulation of diarrhea were not found.

3.2. Expression of stress factors

To determine the expression levels of the stress factors
ULBP, MIC2 and the NK receptor NKG2D the total RNA was
extracted from jejunal tissue samples and Real-time RT-
PCRs were performed. In Table 3 the mean values of piglets
(n=5) at four different ages are shown. There were no sig-
nificant differences in RNA expression detectable between

Table 3

the control and the test group for all analyzed targets. ULBP
showed a strongly reduced expression on day 39 in the test
group compared to the younger piglets (p<0.05) and the
control group (not significant). NKG2D showed the lowest
RNA expression on day 17 for both groups.

3.3. Expression of NKG2D on isolated IEL populations

To determine which epithelial lymphocyte populations
can express the NK receptor G2D different IEL popula-
tions were isolated via magnetic cell sorting (MACS) and
screened for mRNA expression of the receptor by RT-qPCR.

As shown in Fig. 2, y3 T cells showed high expression
levels of NKG2D, with a total of 27.08% of this population
responsible for the detected NKG2D expression. Repre-
sentative of cytotoxic T cells in the intestinal epithelium,

Expression of the stress factors ULBP, MIC2 and the NK receptor NKG2D (n =5) in jejunal tissue [ng RNA equivalent].

Control!

B. cereus var. Toyoi'

17d 32d 34d 39d

17d 32d 34d 39d

ULBP 1343 +27.6  204.1 + 206.7
MIC2 81.82 + 363 159.4" + 78.3
NKG2D 457 + 9.4

96.6 + 32.1
103.4%> + 39.6

142.7 + 130.2 380.6% +229.7 152.9% + 51.0
73.6° + 24,5
212.9° +160.2 135.6* + 1102 124.42P + 84.1

293.28+£2094 15.94+16.2
111.8+31.6 86.2+37.2
79.4*8 +£205 133.48+63.6

107.4 + 26.5
60.5" + 28.6

94.2 + 26.6
83.6M + 40.2

1 No significant differences between control and test group (Mann-Whitney-U-Test).
abAB Means with different superscripts differ in the RNA expression rate (p < 0.05; Mann-Whitney-U-Test). Values are means + SEs; n=5/group. CD, cluster
of differentiation; d, age of piglets [days]; ULBP16, UL16 binding protein; MIC2, MHC class I-related molecule 2; NKG2D, natural killer receptor 2D.
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Table 4
Frequency of intraepithelial lymphocytes in jejunal tissue samples [%].

Control B. cereus Toyoi

32d 34d 39d 32d 34d 39d
CD45+ 29.58ab + 17,8 22,58 + 6.6 13.6A £ 2.0 5.3A2 + 3.1 8.8M + 4.8 32.1Bb + 41
CD3+ 49282 + 83 68.2" + 124 64.220 +29.7 3424+ 73 443 4+ 20.3 51.3 £ 209
CD8R+/CD16— 19.6° + 8.4 27.88 +£9.2 32.7 +£10.8 5.5 + 0.7 9.6% + 3.6 189+ 93
CD8R+/CD16+ 44408 6.4% + 1.9 56 +28 32+21 264 +13 56 +2.2
CD16+/CD8R— 463> + 8.2 34.6" + 8.9 21.23 £ 2.0 50.0 £ 94 408 + 74 433 +18.3
CD2+/CD5— 54,74 + 7.0 46.3% + 9.1 29.98 £ 99 58.1 £ 14.9 50.6 + 8.6 52.3 £209
CD2+/CD5+ 38.08 + 7.7 464 +£ 94 515+ 213 2528 +£94 312+ 121 41.8 + 18,5
CD5+/CD2— 1.9+13 1.3+138 26+44 47° +32 0.7 +£ 0.3 0.32 +£ 0.1
CD8a+/yd— 62.5% + 7.4 56.28 + 6.5 452 +13.7 43470 4+ 8.1 23.8A £59 44.7° + 5.6
CD8+/yd+ 15.7¢ £ 45 19.12b + 44 23.0° + 45 11.7 £ 3.6 179 + 13.1 18.8 £ 149
CD8—[yd+ 23+19 26+ 1.1 6.1 £5.7 34+ 13 46> £23 0.9 £ 0.5
CD11R1+ 15.7 £ 14.0 95 +11.7 29+21 15.1 £ 9.3 55+24 27 +1.7
CD5+/yd— 279 +9.8 35.6% + 9.6 38.9 £+ 12.1 15.1 £5.9 18.9% + 4.8 28.1 £+ 15.6
CD5+/yd+ 14.8 + 4.0 14.8 +£ 4.6 188 £5.3 9.7 + 4.6 139 +94 155+ 12.6
CD5—/yd+ 46 +£1.6 8.6 £4.2 11.5 + 8.1 46 £ 56 9.0+53 3.8+28

ABC Capital letters compare both groups at the three analyzed ages separately; "< Small letters compare all ages within both groups separately. Different
superscripts indicate significant differences in the frequency of the different IEL phenotypes (p <0.05; Student’s t-test). Values are means + SEs; n=5/group.

CD, cluster of differentiation; d, age of piglets [days].

CD8[3-positive cells also showed moderately high levels of
expression of the activating NK receptor (10.05%).

3.4. Frequency of intraepithelial lymphocytes

In comparison to the control group, piglets fed with B.
cereus var. Toyoi showed a lower frequency of leukocytes
in general at the ages of 32 and 34 days, shown in the
quantity of CD45+ cells (Table 4). This effect is reversed
when the piglets reach an age of 39 days (p <0.001). Within
the lymphocytes the T cell frequency is particularly lower
than in the control group, noticeable in the values of CD3+,
CD8B+/CD16— and CD2+/CD5+ especially at an age of 32
days. IEL preparations from samples taken on day 17 were
not analyzed due to excessive cell death during the prepa-
rations.

4. Discussion

The beneficial effects of feed supplementation with
probiotic B. cereus strains on the health of piglets and other
farm animals are generally acknowledged. Bacillus cereus
var. Toyoi has been reported to contribute to higher weight
gain and improved feed conversion ratios (Kirchgessner
et al., 1993; Kyriakis et al., 1999; Alexopoulos et al., 2001).
Reduction of post-weaning diarrhea (Taras et al., 2005) and
lower incidence of diarrhea during a challenge experiment
with Salmonella Typhimurium have also been observed
(Scharek-Tedin et al, 2013). Immunomodulation was
proposed as an underlying mechanism for these reported
beneficial effects (Scharek et al., 2007; Schierack et al.,
2007; Scharek-Tedin et al., 2013). However, while some
strains of B. cereus are used as probiotics for animals,
others cause foodborne illness. B. cereus has been reported
to produce toxins with lytic activity for epithelial cells,
including the hemolysin BL (HBL) (Beecher et al., 1995;
Priiss et al., 1999). Analysis of the complete genome
sequence of Bacillus cereus var. Toyoi showed that this
strain harbors the genes coding for both non-haemolytic
and haemolytic enterotoxins (EFSA, 2012). The European

Food Safety Authority (EFSA) Panel on Additives and Prod-
ucts or Substances used in Animal Feed has suggested that
the strain may have the capacity to elaborate functional
toxins and, therefore may pose a hazard for those exposed
to the organism. In view of this, an effect on the piglets’
intestinal epithelium and the associated immune cells
appears possible. A moderate production of such toxins
could explain the observed immunomodulation during
some feeding experiments and may even have positive
effects due to immune stimulation. On the other hand,
an eventual activation of intraepithelial lymphocytes may
also lead to a malfunction of the intestinal barrier, as
has been shown in vitro with human intestinal epithelial
cells (Zufferey et al., 2009). An impairment of the jejunal
barrier function can cause malnutrition (Wada et al., 2013)
allows the uptake of noxious substances and impairs oral
tolerance (Jacobi and Odle, 2012; Wada et al., 2013).

As expected, during the animal feeding study we
detected a significantly higher permeability of the small
intestinal tract for HRP in the piglets fed with B. cereus
than in the control piglets at the age of 32 (p<0.01) and 34
(p<0.05) days post partum (Fig. 1), which appears to sup-
port a negative impact of the probiotic bacterium on the
epithelial cells of the piglets. During the first week of the
weaning process, a compromised intestinal barrier func-
tion could be anticipated in both groups of animals. Cell
cycle arrest, enhanced apoptosis, and inhibited cell prolif-
eration have been detected via gene expression profiling
analysis (Zhu et al., 2014). However, as we did not observe
a significantly increased expression of the stress molecules
MIC2 and ULBP in piglets fed with B. cereus, an immune
signaling based on these stress molecules could not be
proven to be responsible for the disturbed barrier func-
tion (Table 3). Moreover, similar expression levels were
detected for NKG2D in both groups and no increase in reac-
tion to B. cereus was observed. Furthermore, shortly after
weaning, the group fed with B. cereus showed a higher
epithelial permeability and a lower frequency of CD45+
cells within the intestinal epithelia relative to enterocytes
(EC). Therefore, it appeared that the higher permeability of
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the intestinal epithelium was neither caused, nor accom-
panied, nor directly answered by increased numbers of
IEL. Within the lymphocyte gate the T cell frequency was
reduced in samples from Bacillus treated piglets in com-
parison to the control group, most noticeable in the CD3+
(49.22 vs. 34.15; p=0.041), CD8[3+/CD16— (19.56 vs. 5.48;
p=0.02) and CD2+/CD5+ (38.02 vs. 25.19; p=0.045) popu-
lations, particularly at an age of 32 days. Possibly, the
immune reaction to antigens crossing the epithelial bar-
rier was influenced by factors in milk. A stronger induction
of tolerance-related gene expression has been found in
mesenteric lymph nodes of suckling piglets in comparison
to weaned piglets (Levast et al., 2010; Smith et al., 2010).
Moreover, the percentage of CD8[3+/CD16— cells in B. cereus
fed piglets on day 39 is comparable to that of the control
piglets on day 32 suggesting that the development of the
cytotoxic T cells (Denyer et al., 2006) as part of the adaptive
immune system might be delayed in the Bacillus group. This
is also supported by the low value of total immune cells in
the jejunal epithelium of the B. cereus treated group. Values
under 5% are described for conventional pigs at the age of
5 days and younger (Rothkotter et al., 1999). As we did not
evaluate the sow milk it cannot be excluded that Bacillus
affected the piglets’ early gut development indirectly via a
changed composition of the milk.

Eleven days after weaning the CD45+/EC ratio became
significantly higher in the Bacillus group than in the con-
trol group (p<0.001). These findings may indicate that
the frequency of CD8«a3+ intraepithelial T cells is strongly
influenced by external conditions particularly in the
absence of milk factors. From studies with mice it is known
that murine CD8«af3 IEL are derived from conventional
CD8T cells that have entered the intestinal epithelium upon
antigen-induced activation (Arstila et al., 2000).

There appears to be no clear influence of B. cereus on
the natural IEL as there was no difference in the frequency
of CD16+/CD83—, CD2+/CD5— and CD11R1 and yd T cells
at any time point. However, the shifted ratio of cytotoxic
CD8[3+ T cells to relatively more frequent non-specific nat-
ural immune cells, mainly NK cells, could be involved in the
impaired barrier function.

This would be consistent with the observed age-
dependent improvement in the intestinal barrier function
seen in the Bacillus group at an age of 39 days. At this
time the frequency of the cytotoxic CD8a[3+ cells is signif-
icantly higher than in the younger piglets fed with Bacillus
(p<0.05), possibly compensating for the changes in ratios
of other immune cells. Similar age effects in the intestinal
barrier function have been described previously in feeding
experiments with B. cereus showing a decreased perme-
ability for mannitol at an age of 35 days, 6 days after
weaning (Lodemann et al., 2008). Thus, in older animals the
barrier function appears to be strengthened by B. cereus. It
appears that the impact of the probiotic is changing from
before to after weaning.

An in vitro-study with human IEL showed that the
intestinal barrier integrity is negatively affected by acti-
vated CD8«f3 T cells but not by y3 T cells or resting CD8c[3
T cells (Zufferey et al.,, 2009). Whether this finding can
be transferred to swine is unclear. Our results appear to
contradict this. Higher numbers of CD8«a[3+ have been

observed in the group with improved intestinal barrier
function. Since there was no significant difference in the
NKG2D expression between the two groups it is not clear
whether those cells are active or resting. In this context
it would be interesting to measure the level of interferon
gamma (IFNv) to clear the state of these cells.

The composition of the IEL populations in swine and
humans differ in that the number of y3 T cells is much lower
in the human intestinal epithelium (Faure et al., 1988). In
our animal study, the observed differences in the barrier
integrity appeared directly after weaning, and the compo-
sition of IEL and their state of activation that preceded this
situation would be of great interest. Unfortunately, most
of the IEL were lost due to excessive cell death during the
preparation of the tissue from the very young (17 d) suck-
ling animals and the remaining cells were most likely not
representative of the in vivo situation (data not shown).

In this study we isolated different lymphocyte popu-
lations from the jejunal epithelium and determined the
mRNA expression of the NK receptor NKG2D to investigate
which immune cells might be capable of communication
with stressed enterocytes. To our knowledge, this is the
first report in pigs showing a high expression of NKG2D
on yd T cells. Porcine y3 T cells were separated into CD5-
positive and CD5-negative fractions, and only the CD5+/vyd
T cells showed NKG2D expression. In previous mRNA based
studies on porcine blood, an expression of the receptor has
not been detected on yd T cells or any other circulating
T-cell population (Denyer et al., 2006), suggesting a differ-
ent behavior of the immune cells in blood and epithelial
tissues. Furthermore, the NK cells (CD2+/CD5—/CD16+) of
the intestinal epithelium showed no NKG2D expression in
contrast to NK cells in blood (Denyer et al., 2006). These
findings are consistent with studies on human intestinal
NK cells which also showed no NKG2D expression (Rankin
et al., 2013). Interestingly, we also found expression of
NKG2D in the fraction of CD8«3 IELs (Fig. 2), although the
expression was lower compared to the vy T cells. This may
indicate that a part of the CD8a3 T cells also react with the
expression of NKG2D.

In summary, we have shown for the first time in pigs
an expression of the NK receptor NKG2D on yd T cells,
revealing their potential to communicate with stressed
enterocytes and initiate an intestinal immune response.
Although we were unable to provide evidence supporting
an increased expression of the stress-induced MHC class
I-related molecules in reaction to B. cereus feed supplemen-
tation or an increase in cell populations expressing NKG2D,
our study suggests a negative impact of B. cereus on the
intestinal barrier function early after weaning and supports
immune modulating properties of the probiotic B. cereus.
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