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Abstract 1

1 Abstract

Einleitung: Bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen kommt es zu einer Stérung der
intestinalen Barrierefunktion. Thre Rekonstitution ist essentiell zur Wiederherstellung der
mukosalen und peripheren Immunhomoostase. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die
Modulation der intestinalen Barriere durch das Probiotikum E. coli Nissle 1917 und enterale
Erndhrung zu charakterisieren.

Methode: Im experimentellen DSS-Kolitis Modell der Maus wurden Wildtyp sowie TLR-2"" und
TLR-4"" Miuse mit E. coli Nissle 1917 rektal oder oral behandelt. Die makroskopische
Krankheitsaktivitit, die Schidigung der Mukosa und die Zytokinsekretion der Miuse wurden
analysiert. Um den Einfluss des Probiotikums auf humane T-Zellsubklassen zu untersuchen,
wurden isolierte afy und yd T-Zellen stimuliert und mit E. coli Nissle 1917 konditioniertem
Medium  kultiviert. Die  Aktivitdt, Zellzyklusprogression, Apoptose, Nekrose und
Zytokinsekretion der Zellen wurde durchflusszytometrisch analysiert. Der Einfluss von enteraler
und parenteraler Erndhrung auf die Integritdt intestinaler Epithelzellen wurde anhand des
transepithelialen Widerstands und eines etablierten Wundheilungsmodells bestimmt.
Durchflusszytometrisch wurde zudem die Modulation der Apoptose, Zellaktivierung,
Zellzyklusprogression und Zytokinsekretion isolierter und stimulierter peripherer mononukledrer
Blutzellen (PBMC) und Lamina propria mononukleédrer Zellen (LPMC) untersucht.

Ergebnisse: TLR-4"~ Miuse entwickelten eine signifikant schwichere Entziindung. In Wildtyp
Maiusen milderte E. coli Nissle die Entziindung und erhohte die Sekretion antiinflammatorischer
Zytokine. In y6 T-Zellen, aber nicht in a3 T-Zellen, erhohte E. coli konditioniertes Medium die
Aktivitdt und Zellzykluspogression und induzierte die Apoptose via TLR-2 iiber Caspase und
FasL abhéngige Signalwege. Durch die Inkubation mit enteraler und parenteraler Ermnéhrung
wurde die Integritdt und Migration intestinaler Epithelzellen gefordert. Bei den Epithelzellen
wurde die Apoptose durch parenterale Erndhrung, bei den LPMC und PBMC durch enterale
Erndhrung induziert. Die Zytokinsekretion wurde bei den untersuchten Zellen sehr distinkt
moduliert.

Diskussion: E. coli Nissle 1917 mildert die DSS-Kolitis {iber TLR-2 und TLR-4 abhingige
Signalwege. In vitro induziert das Probiotikum die Apoptose von yd T-Zellen, die eine wichtige
Rolle in der bakteriellen Antigenerkennung und Perturbation inflammatorischer Prozesse
spielen. Enterale und parenterale Erndhrung fordert die Integritét intestinaler Epithelzellen und

moduliert distinkt das periphere und intestinale Immunsystem.
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2 Einleitung

Der Darm zeichnet sich durch die groBite epitheliale Oberfliche aus, tiber die sich der
menschliche Organismus mit der AuBenwelt auseinandersetzt. Dazu gehort zum einen die
Aufnahme von Néhrstoffen aus dem Lumen und zum anderen die Abwehr von Toxinen und
potentiell schadlicher Mikroorganismen [1]. Fiir diese wichtige Schutzfunktion verfiigt der Darm
iiber die intestinale Barriere, zu der die Darmflora, das Epithel mit der apikal aufgelagerten
Mukusschicht und die darunter liegende Lamina propria gehort, die Teile des darmassoziierten
Immunsystems beherbergt [2,3].
Bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) kommt es durch Ulzerationen und
Lasionen in der Mukosa zu Stérungen der intestinalen Barrierefunktion mit erhdhter
Antigenpassage in der Lamina propria. Dies fiihrt zu einer erhohten bakteriellen Translokation
und konsekutiv zu einer permanenten Aktivierung des mukosalen und peripheren Immunsystems
[4]. Zu den Zielen der CED Behandlung z&hlt deshalb die Entziindungsreaktionen durch die
Wiederherstellung der intestinalen Barriere und der Homdostase des intestinalen und peripheren
Immunsystems zu limitieren.
Der probiotische Stamm E. coli Nissle 1917 (DSM 6601, Mutaflor, Ardeypharm) wurde in
klinischen Studien in der Remissionserhaltung der Colitis ulcerosa (CU) der Standardtherapie
mit 5-Aminosalizylate (5-ASA) gleichgestellt [5]. In vorherigen Studien konnte unsere
Arbeitsgruppe zeigen, dass E. coli Nissle Entziindungsreaktionen mildert, indem es Zellzyklus
und Expansion peripherer T-Zellen inhibiert [6]. Welche Signalwege fiir den therapeutischen
Effekt relevant sind, ist bislang jedoch unzureichend geklért.
Um eine katabole Stoffwechsellage und Gewichtsverluste zu vermeiden, erhalten eine Vielzahl
an CED Patienten zudem Ern&hrungstherapie in Form von enteraler (EN) oder parenteraler (PN)
Erméhrung [7,8]. Durch den Kontakt mit der Epithelschicht und intestinalen und peripheren
Immunzellen gilt es, die Modulation der intestinalen Barriere durch EN und PN zu
durchleuchten.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher:

- die Wirkmechanismen und Signalwege von E. coli Nissle 1917 im murinen Kolitis-

Modell der Maus zu untersuchen,
- die distinkte Modulation der T-Zellsubklassen durch E. coli Nissle zu charakterisieren,
- den Einfluss enteraler und parenteraler Erndhrung auf die Funktion der intestinalen

Barriere zu beschreiben.
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3 Methodik und Ergebnisse

3.1 In-vivo-Untersuchungen zum Einfluss von E. coli Nissle 1917 auf die intestinale

Entziindung im murinen DSS-Modell

Um die Wirkmechanismen des Probiotikums E. coli Nissle auf chronisch entziindliche
Darmerkrankungen zu untersuchen wurde das etablierte Modell der experimentellen Dextran
Sulfat Sodium (DSS)-Kolitis gewéhlt. Durch die chemisch induzierte Kolitis konnten in Wildtyp
(wt) sowie in TLR-2"" und TLR-4"" Miusen die Effekte auf die intestinale Entziindung und
relevante Signalwege auf zelluldrer Ebene untersucht werden.

Hierfiir wurden die wt und knockout (ko) Méuse jeweils in zwei Behandlungsgruppen eingeteilt
und zweimal tiglich mit 100pl E. coli Nissle (10° KBE/ml) behandelt, das in der einen Gruppe
rektal und in der anderen Gruppe oral appliziert wurde. Als Kontrollen wurden wt und ko Méuse
entweder rektal oder oral mit 100ul 0,9%iger NaCl Losung behandelt. Nach 8 Tagen wurden die
Mause euthanasiert und die makroskopische Krankheitsaktivitit mit dem Rachmilewitz Disease
Activity Index (DAI) bewertet, bei dem Gewichtsverlust und Gehalt an okkultem Blut im Stuhl
anhand einer Punkteskala eingestuft wurden [9]. Dabei konnte festgestellt werden, dass die durch
DSS induzierte Kolitis bei den TLR-4"" Miusen die geringsten Symptome verursachte. Zudem
zeigte die rektale und orale Behandlung mit E. coli Nissle bei den wt Méusen im Vergleich zur

Kontrolle eine Verbesserung der Krankheitsaktivitit mit signifikant niedrigerem DAL

Fiir die histologische Untersuchung wurden 5cm des distalen Kolons entnommen und Formalin-
fixierte Paraffinschnitte angefertigt. Durch die Firbung mit Himatoxylin und Eosin (H/E) konnte
das AusmalBl des Mukosaschadens aufgezeigt werden. Symptome einer akuten Kolitis, wie
Verlust der Kryptenstruktur, Zellnekrose und Infiltration von Entziindungszellen in die Lamina
propria, wurden bei den wt und TLR-2"" Miusen in dhnlichem AusmaB nachgewiesen, wihrend
bei den TLR-4"" Miuse signifikant weniger Symptome festgestellt wurden. Die orale und rektale
Verabreichung von E. coli Nissle limitierte die Mukosaschddigung nur bei den wt Méusen,
wihrend bei den ko Méusen keine Behandlungseffekte zu verzeichnen waren. Diese Ergebnisse
wurden durch den Dieleman Score verifiziert, der relevante Parameter der Entziindung und das
histologische Ausmal} der Kolitis anhand einer Punkteskala bewertet [10].

Des Weiteren wurde die Aktivitdt der Myeloperoxidase (MPO) bestimmt, die Auskunft iiber die
Infiltration neutrophiler Granulozyten und damit iiber die Schadigung des Gewebes gibt. Zur

Bestimmung der MPO-Aktivitdt wurden mediales und distales Kolon der Méause in fliissigem
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Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Entsprechend dem Versuchsprotokoll wurde
das Gewebe dann homogenisiert und nach der Zentrifugation im Uberstand die MPO-Aktivitit
mit Wasserstoffperoxid als Substrat gemessen. Die Kolitis induzierte MPO-Aktivitdt war bei den
TLR-4"" Mause im Vergleich zu den wt und TLR-2"" Miusen signifikant reduziert. AuBerdem
konnte durch die rektale Verabreichung von E. coli Nissle bei den wt Méusen eine signifikant

geringere MPO-Aktivitit gemessen werden.

Aus dem peripheren Blut der Miuse wurden durch negative magnetische Separation T-
Lymphzyten isoliert und fiir 72h mit monoklonalen anti-CD3 Antikérpern (mAb) und CD28
stimuliert. Danach wurde der Uberstand der Zellkultur abgenommen und die Zytokinsekretion
der T-Zellen mittels Cytometric Bead Array (CBA) bestimmt. Im Vergleich zu wt Mausen zeigte
sich eine geringe Zytokinsekretion bei TLR-2"" Miusen und nahezu keine Sekretion bei den
TLR-4"" Méusen. Die orale und rektale Behandlung mit E. coli Nissle fiihrte bei den wt Méusen
zu einer signifikanten Inhibierung der proinflammatorischen Zytokine Tumor Nekrose Faktor
alpha (TNF-a), Interferon gamma (IFN-y) und des Chemokins MCP-1. Bei den TLR-2"" Miusen
konnte eine selektive Reduktion der IFN-y Sekretion festgestellt werden, wéhrend bei den

TLR-4"" Miusen keine Behandlungseffekte durch E. coli Nissle zu verzeichnen waren.

3.2 In-vitro-Untersuchungen zu den Wirkmechanismen von E. coli Nissle 1917 auf humane

ofy und yo T-Zellen

In der Pathophysiologie der CED kommt es durch gesteigerte Aktivierung der T-Zellen zur
Initilerung und Perturbation der Entziindung [11]. Um weitere Untersuchungen zu den
Wirkmechanismen von E. coli Nissle auf die Funktion von T-Zellen auf zellulirer Ebene
durchzufiihren, wurde ein bakterienfreies und steril filtriertes konditioniertes Medium von E. coli
Nissle (EcN-CM) hergestellt.

In vorherigen Studien konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass E. coli Nissle die
Zellzyklusprogression und Expansion humaner T-Zellen inhibiert und auf diesem Wege
Entziindungsreaktionen limitieren kann. Wir konnten auch zeigen, dass durch die Kultivierung
mit EcN-CM der Anteil an T-Zellen mit einem yd Rezeptor im Blut zunimmt [6]. Um distinkte
Effekte des Probiotikums auf die T-Zellsubklassen zu charakterisieren, wurden aus humanem
Vollblut T-Zellen mit af Rezeptor und yd Rezeptor negativ magnetisch isoliert. Zur
Stimulierung wurden bei den oy T-Zellen anti-CD3 mAb und CD28 und bei den y6 T-Zellen das
Phosphoantigen Isopentylpyrophosphat (IPP) und IL-2 eingesetzt [12,13]. Nach 72stiindiger
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Inkubation mit 25% (vol/vol) EcN-CM wurde zum einen der Aktivierungsmarker CD25 und
zum anderen der DNA-Gehalt durch die Férbung mit Propidium lodide (PI)
durchflusszytometrisch bestimmt. Bei den aff T-Zellen wurde so eine durch EcN-CM induzierte
Inhibierung der Aktivitét und der Zellzyklusprogression festgestellt. Im Gegensatz dazu konnte
bei den v T-Zellen sowohl ein signifikanter Anstieg der CD25 Expression als auch eine erhdhte
Anzahl an Zellen in der S- und G2/M-Phase aufgezeigt werden.

Des Weiteren wurde zur Markierung proliferierender yo T-Zellen Bromdesoxyuridin (BrdU) in
die Zellen eingebaut und durch die Formel von Begg und White [14,15] der Einfluss des
Probiotikums auf die DNA Synthese Zeit und die relative Zeit, die die Zelle benotigt, um den
Zellzyklus zu durchlaufen, berechnet. Beide Zeitparameter wurden durch die Anwesenheit von
25% (vol/vol) EcN-CM im Vergleich zur Kultur ohne EcN-CM signifikant verkiirzt.

Da die Zytokinsekretion der yd T-Zellen durch den Aktivierungsstatus maBgeblich beeinflusst
wird, wurde im néchsten Schritt der Zellkulturiiberstand nach 72h Inkubation mit und ohne 25%
(vol/vol) EcN-CM abgenommen. Die Analyse der Zytokinsekretion durch den CBA ergab einen
signifikanten Anstieg des Chemokins CXCL8 und die Reduktion der TNF-a Sekretion.

Zur Untersuchung apoptotischer Signalwege wurden isolierte und stimulierte aff und yd T-Zellen
mit oder ohne 25% (vol/vol) EcN-CM fiir 72h inkubiert. Durch die Féarbung der
Phosphtidylserine mit Annexin-V wurden die apoptotischen Zellen bestimmt. Nekrotische Zellen
wurden durch PI markiert, das ausschlieflich in Zellen mit durchlédssiger Membran eindringen
kann. Wéhrend bei den T-Zellen mit aff Rezeptor kein Einfluss von E. coli Nissle auf den Zelltod
festgestellt werden konnte, zeigte sich bei den yd T-Zellen ein signifikanter Anstieg der
Apoptose und Nekrose. Die Spezifitit dieser Eigenschaft wurde mit einer vergleichenden
Analyse eines probiotischen Kombinationspréparates und zweier pathogener E. coli Stimme, die
keinen Zelltod induzierten, verifiziert. Um spezifische Phasen des Zelltodes aufzuzeigen, wurden
die yo T-Zellen nach 72h Inkubation mit Ethidium Bromide und Acridine Orange auf
Objekttragern gefarbt. Die Auswertung unter dem Floureszenzmikroskop ergab einen deutlichen
Anstieg an rot gefarbten, spatapoptotischen Zellen mit kondensiertem Chromatin in der Kultur
mit 25% (vol/vol) EcN-CM [16].

Um die Rolle der TLR im apoptotischen Signalweg zu bestimmen, wurden die yd T-Zell-
Kulturen mit blockierenden anti-TLR-2 und anti-TLR-4 Antikdrpern versetzt und die Anzahl der
apoptotischen Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. So konnte festgestellt werden, dass durch

die Blockierung des Rezeptors die durch E. coli Nissle ausgeldste Apoptose inhibiert wurde.
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Da Caspasen wichtige Initiatoren und Regulatoren apoptotischer Signalwege sind [17], wurde in
einer weiteren Untersuchung die Zellkultur mit Caspase Inhibitoren versetzt und nach 72h die
Anzahl an apoptotischen Zellen mit Annexin-V bestimmt. Dabei ergab sich vor allem eine
signifikante Inhibierung der Apoptose durch Caspase-8-Inhibitor und dem Breitband-Caspase-
Inhibitor zZVAD. Des Weiteren wurde die Rolle der Oberflachenrezeptoren fiir die Initiierung der
zu Grunde liegenden Mechanismen untersucht. Die durchflusszytometrische Quantifizierung der
TNF-Rezeptoren 1 und 2 sowie Fas und des Liganden FasL ergab einen signifikanten Anstieg
des TNF-R1 und FasL durch EcN-CM, wihrend die Expression des TNF-R2 herunterreguliert
wurde. Das Absinken des mitochondrialen Membranpotentials (MMP) wurde zudem durch die
Farbung mit Rhodaminel123 festgestellt und zeigte die Involvierung des mitochondrialen

apoptotischen Signalweges.

33 In-vitro-Untersuchungen zu den Wirkmechanismen von EN und PN auf intestinale
Epithelzellen und humane mononukleédre Zellen der Lamina propria und des peripheren

Blutes

Der Einfluss von EN, PN und einer parenteralen Aminosdurenmischung (AM) auf die
Barrierefunktion des intestinalen Epithels wurde zum einen durch die Messung des
transepithelialen elektrischen Widerstandes (TER) ermittelt. Hierfiir wurden Caco-2 Zellen bis
zur Konfluenz kultiviert, mit 1% EN, AM oder PN inkubiert und der TER tiglich mit einem
Voltohmmeter gemessen. So konnte festgestellt werden, dass alle drei nutritiven Substanzen
durch einen Anstieg des TER die Integritét der Epithelzellen fordern. Zum anderen modulieren
EN, AM und PN die Wundheilung intestinaler Epithelzellen, indem sie in einem etablierten
Migrationsmodell [18] mit einem konfluenten IEC-6 Monolayer die Anzahl der migrierten
Zellen tiber den Wundschnitt erh6hen.

Neben der Migration gehort auch die Zellteilung zum Prozess der Wundheilung. Deshalb wurde
bei den intestinalen Epithelzelllinien Caco-2 und HT29 nach 48stiindiger Inkubation mit 1 und
5% EN, AM und PN durch die Farbung mit PI der DNA-Gehalt der Zellen untersucht. Weder
EN, AM noch PN konnten die Zellzyklusprogression der Zellen modulieren. Bei der
Quantifizierung toter Epithelzellen wurde durch die Farbung mit Annexin-V und PI gezeigt, dass
durch die Inkubation mit 1 und 5% EN, AM oder PN die Anzahl der nekrotischen HT29-Zellen
durch PN signifikant zunimmt. Auch das Absinken des MMP von Caco-2 Zellen beweist die
distinkte Induktion des Zelltodes durch PN.
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Um den Einfluss der Erndhrungssubstitution auf intestinale wund systemische
Entziindungreaktionen zu untersuchen, wurden zum einen PBMC aus dem Blut gesunder
Spender und zum anderen LPMC aus der Mukosa chirurgischer Darmresektate isoliert. Die
Zellen wurden mit anti-CD3 mAb oder anti-CD2 mAb stimuliert und fiir 48h mit 1 und 5% EN,
AM und PN inkubiert. Die durchflusszytometrische Analyse des Aktivierungsstatus ergab bei
den PBMC ecine dosisabhingige Reduktion der CD25 Expression durch EN und AM und durch
EN, AM und PN bei den LPMC. AnschlieBend wurde durch die Messung des DNA-Gehaltes mit
PI festgestellt, dass die Anzahl der PBMC in der S- und G2/M Phase durch alle drei Substanzen
dosisabhingig verringert wurde, wihrend bei den LPMC lediglich EN die Zellzyklusprogression
verringerte.

Bei der durchflusszytometrischen Zytokinanalyse mittels CBA stellte sich heraus, dass die
nutritiven Substanzen die Zytokinsekretion der PBMC und LPMC unterschiedlich beeinflussen.
Die Inkubation der PBMC mit EN fiihrte zur einem Anstieg der proinflammatorischen Zytokine
TNF-a, IFN-y und Interleukin (IL) 6 und zur Reduktion des antiinflammatorischen IL-10. PN
dagegen reduzierte die Sekretion des IL-10. Im Gegensatz dazu wurde bei den LPMC die
Sekretion des TNF-o durch EN, AM und PN herunterreguliert. Aulerdem wurde die IL-10-
Sekretion durch EN und PN reduziert.

Die Anzahl an apoptotischen Zellen wurde durch die Férbung mit Annexin-V
durchflusszytometrisch bestimmt und es zeigte sich, dass EN die Apoptose sowohl bei PBMC
als auch bei den LPMC induziert.

Durch ein Kokultursystem mit einem zusitzlichen Zellkultureinsatz konnte zudem gezeigt
werden, dass der direkte Kontakt fiir die evaluierten Effekte unabdinglich ist. Denn durch die
Inkubation eines konfluenten Epithels mit EN, AM oder PN und stimulierten PBMC im basalen
Kompartiment konnte die Farbung mit CD25, Annexin-V und PI keine Modulation der PBMC

aufzeigen.
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4 Diskussion

Die intestinalen Epithelzellen mit der apikal aufgelagerten Mukusschicht sind nicht nur
verantwortlich fiir die Nahrstoffaufnhahme aus dem Lumen, sondern bilden auch eine wichtige
strukturelle und funktionelle Barriere gegeniiber luminalen Antigenen und Noxen. Zudem enthilt
der Gastrointestinaltrakt eine der grofiten Lymphozytenpopulationen des Korpers, die vor allem
in der Lamina propria angesiedelt sind [1]. Diese intestinale Barriere ist bei chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen durch rezidivierende Ulzerationen und Lésionen des
Mukosaepithels gestort. Durch die unkontrollierte Aufnahme von luminalen Antigenen werden
entziindliche Prozesse durch die permanente Aktivierung des intestinalen Immunsystems
verstirkt [3,19]. Fiir die Therapie chronisch entiindlicher Darmerkrankungen ist deshalb die
Wiederherstellung der intestinalen Barrierefunktion von grofer Bedeutung. Dazu gehort neben
der Integritdt des Mukosaepithels auch die Kontrolle der Immunhomdostase. Da diese Krankheit
die Patienten ihr Leben lang begleitet und spezifische Therapien oft nicht ansprechen oder
Unvertraglichkeiten hervorrufen, riicken auch natiirliche Medikationen in den Vordergrund [20].
Probiotika sind definierte, lebende Mikroorganismen, die positive Effekte auf die Gesundheit des
Wirtes aussiiben, indem sie die intestinale Mikroflora beeinflussen [21]. Das probiotische
Bakterium E. coli Nissle 1917 (DSM 6601, Mutaflor, Ardeypharm) wird seit einigen Jahren vor
allem in der Behandlung der CU und der Pouchtits erfolgreich eingesetzt [5,22,23]. Dieser
apathogene E. coli Stamm ist einer der am besten beschriebenen Keime und wurde sowohl auf
phénotypischer als auch auf molekularer Ebene genau analysiert und besitzt ein exzellentes
Sicherheitsprofil [24,25]. Seine Wirkmechanismen und relevanten Signalwege sind bislang
jedoch unzureichend geklart.

Die Modulation der intestinalen Barriere durch E. coli Nissle wurde zundchst im DSS-Kolitis-
Modell der Maus untersucht. Die histologische Bewertung und die Bestimmung des Dieleman
Score zeigte, dass die TLR-4"" Mause im Vergleich zu den wt Méiusen weniger Symptome einer
akuten Kolitis aufwiesen. Dieses Ergebnis unterstreicht die Bedeutung des TLR-4, der fiir die
Entwicklung der Mukosaschddigung notwendig ist [26]. TLRs werden auf Epithelzellen und
PBMC exprimiert und spielen als Mitglieder der pathogen-associated molecular pattern (Pamp)-
Rezeptoren eine wichtige Rolle in der Erkennung bakterieller Antigene [27]. Im Fall der DSS-
Kolitis werden TLRs in erhohtem Ausmall exprimiert, und es konnten bei CED Patienten
Polymorphismen des TLR-4 festgestellt werden [28,29].

Durch die orale und rektale Applikation des Probiotikums zeigte sich eine Verbesserung der

Krankheitsaktivitdt (DAI) und der Mukosaschédigung bei den wt Miusen. Im Gegensatz dazu
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wurde bei den ko-Méusen nicht die ensprechende Besserung der Krankheitsaktivitit und der
histologischen Schédigungen beobachtet. Die Wirkmechanismen von E. coli Nissle werden also
iiber TLR-2 und TLR-4 abhéngige Signalwege vermittelt.

T-Lymphozyten spielen in der mukosalen und peripheren Entziindungsreaktion der CED durch
eine gesteigerte Expansion und Aktivitit eine zentrale Rolle [11]. Im murinen DSS-Modell
filhrte die Behandlung mit E. coli Nissle zu einer Modulation der Zytokinsekretion der
untersuchten T-Zellen und verkniipft damit die angeborene mit der erworbenen Immunitit.
Neben der verminderten Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine wurde vor allem die
Inhibierung von IFN-y und TNF-a festgestellt, die fiir die Induktion der T-Helferzell-Antwort
Thl [30] verantwortlich sind. Da E. coli Nissle die Zytokinsekretion der ko Mé&use nicht
modulierte, zeigt sich die Notwendigkeit der TLRs fiir die Induktion der TH1 Antwort.

Der Einfluss auf humane T-Zellen wurde in vorherigen Studien unsere Arbeitsgruppe bereits
untersucht. Es zeigte sich, dass E. coli Nissle das erworbene Immunsystem moduliert, indem es
den Zellzyklus und die Expansion der T-Zellen iiber TLR-2 abhidngige Mechanismen inhibiert.
[6]. Wahrend die Mehrzahl der T-Zellen einen aff T-Zellrezeptor exprimiert, tragen 2-10% einen
vd T-Zellrezeptor. Diese yd T-Zellen spielen in der Erkennung bakterieller Antigen eine zentrale
Rolle, da sie nicht nur Toll-like-Rezeptoren exprimieren, sondern auch bakterielle Nicht-Peptid-
Antigene mit ihrem yd T-Zellrezeptor ohne vorherige Antigenprozessierung erkennen [12].
Durch ihre charakteristischen Eigenschaften verkniipfen sie die angeborene mit der erworbenen
Immunitét und initiieren als professionelle antigenprédsentierende Zellen (APC) die Aktivierung
von aff T-Zellen [31,32].

CED Patienten haben eine erhdhte Anzahl an yd T-Zellen im Blut [33,34]. Deshalb wurde in
weiteren Untersuchungen durch die Isolation der beiden T-Zellsubklassen die distinkte
Modulation durch E. coli Nissle in den Vordergrund gestellt. Dies zeigte sich zunéchst durch die
spezifischen Ergebnisse der CD25 Expression und der Untersuchung der Zellzyklusphasen:
Wiéhrend die Aktivitdt und die Zellzyklusprogression der aff T-Zellen durch E. coli Nissle
inhibiert wurde, kam es bei den yd T-Zellen zu einem Anstieg aktivierter und proliferierender
Zellen. Ein probiotisches Kombinationspréparat und zwei pathogene E. coli Stimme zeigten bei
der durchflusszytometrischen Analyse keine Effekte, was die Spezifitit des E. coli Nissle
unterstreicht. Dieses Ergebnis entspricht Studien anderer Arbeitsgruppen, die die Unwirksamkeit
von Lactobacillus johnonii LAl und Lactobacillus GG im Remissionserhalt von Morbus Crohn
feststellten, wéhrend die Effizienz von E. coli Nissle aber mit der Standardtherapie Mesalazin

gleichgesetzt werden konnte. [5,35,36].
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Weitere positive Effekte von E. coli Nissle auf die intestinale Barriere zeigten sich durch die
gesteigerte Sekretion des Chemokins CXCLS, das die Migration von intestinalen Epithelzellen in
vitro fordert [37]. TNF-a dagegen, das in Serum und Mukosa der CED Patienten erhoht ist und
eine wichtige Rolle in der Perturbation der Entziindung spielt, wurde in unserer Studie durch die
Inkubation mit E. coli Nissle herunterreguliert [38].

Die Induktion der Apoptose entziindlicher Zellen stellt neben der Inhibierung der Aktivitit und
der Zellzyklusprogression einen zentralen Ansatz in der Therapie der CED dar. E. coli Nissle,
aber nicht die untersuchten Kontrollbakterien, induzierten die Apoptose der yo T-Zellen,
wihrend die aff T-Zellen nicht beeinflusst wurden. Durchflusszytometrische Analysen zeigten,
dass E. coli Nissle den Zelltod iiber den extrinsischen Signalweg einleitet, bei dem die Apoptose
durch die Bindung an membranstindige Todesrezeptoren wie Fas oder TNF-Rezeptor 1
ausgelost wird. Diese Tatsache wurde verifiziert, da die durch E. coli Nissle induzierte Apoptose
im Inneren der Zelle durch die Caspase 8 weiter vorangetrieben wurde und schlielich
entsprechend dem Typ 2 Signalweg iiber die gesteigerte Expression von BID zur Senkung des
MMP fiihrte.

Zur Vermeidung von Mangelerscheinungen und einer katabolen Stoffwechsellage stellen bei
CED Patienten erndhrungsmedizinische Maflnahmen einen Teil des Therapiekonzeptes dar.
Neben dem Ausgleich von Mangelsituationen und der reduzierten Zufuhr an
Nahrungsmittelantigenen kann die Verabreichung parenteraler oder enteraler Erndhrung auch
primértherapeutische Bedeutung durch die Wiederherstellung der intestinalen Immunhomdoostase
haben [39,40,41]. Da die intestinale Barriere und das mukosale Immunsystem bei CED Patienten
beeintrachtigt ist, sollte der Einfluss der Erndhrungssubstitution auf involvierte Zellen wie den
intestinalen Epithelzellen, den PBMC und LPMC geklért werden. Bislang gibt es Hinweise, dass
die Verabreichung von EN die Heilung mukosaler Schiden fordert und die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine inhibiert, wohingegen PN den Zelltod intestinaler Epithelzellen
fordert und die Kryptenstruktur schédigt [40,42]. Durch die Untersuchung des TER konnte
jedoch gezeigt werden, dass sowohl durch EN als auch durch PN die Integritit der Epithelzellen
und damit die Barrierefunktion geférdert wurde. Im Wundheilungsmodell steigerte sowohl EN
als auch PN zudem die Migration der IEC-6 Zellen iiber den Wundschnitt. Obwohl PN bei der
iiblichen Anwendung nicht mit intestinalen Epithelzellen in Kontakt kommt, konnte so bei
beiden Substanzen trotz unterschiedlicher Verabreichung eine Forderung der Integritét
intestinaler Epithelzellen festgestellt werden. Obwohl die Proliferation der Zellen zum Prozess
der Wundheilung gehort, konnte eine Forderung der Zellteilung weder durch PN noch durch EN

beobachtet werden, was die Notwendigkeit der Untersuchung einzelner Schritte im
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Wundheilungsprozess betont. Die Induktion der Apoptose durch PN konnte durch die
Quantifizierung der apoptotischen Epithelzellen nach der Inkubation mit PN in der Zellkultur
bestdtigt werden. Dagegen konnte durch die Kultivierung mit EN die Integritdt der Zellen in
diesem Versuch erneut gezeigt werden. Hierfiir konnte der Ballaststoffgehalt des Praparates
verantwortlich sein, der bereits bei in vivo Studien der durch PN induzierten bakteriellen
Translokation entgegenwirkte [40].

Da CED zudem durch eine gestérte Immunhomdostase gekennzeichnet sind, wurde der Einfluss
von EN und PN auf LPMC und PBMC untersucht. Der Kontakt der PBMC zu EN (nur méglich
bei gestorter Barrierefunktion in vivo) induzierte eine Abnahme der aktivierten PBMC und eine
Induktion der Apoptose, was die Entziindungsreaktion bei CED positiv beeinflussen konnte. Die
Zellproliferation wurde sowohl durch EN als auch durch PN inhibiert. Bei den LPMC zeigte sich
eine verringerte Anzahl an aktivierten Zellen durch den Kontakt mit EN und PN. Alleinig EN
16ste bei den LPMC die Apoptose aus und inhibierte die Proliferation der Zellen. EN und PN
modulieren distinkt die intestinale Barriere durch ihren Einfluss auf die Funktion intestinaler
Epithelzellen, PBMC und LPMC. Es zeigte sich vor allem bei der Untersuchung der intestinalen
und peripheren Immunzellen spezifische antiinflammatorische Eigenschaften, wodurch die
protektiven Effekte auf die epitheliale Barrierefunktion gestiitzt und mogliche Wirkmechanismen
aufgezeigt werden konnten.

Zusammengefasst konnten die durchgefiihrten Experimente weitere Einblicke in die
Wirkmechanismen und Signalwege des fiir die Therapie der CED eingesetzten Probiotikums E.
coli Nissle 1917 und der enteralen und parenteralen Erndhrung geben.

Im murinen Kolitismodell konnte die Entziindungsreaktion durch E. coli Nissle 1917 {iber Toll-
like-Rezeptoren gelindert werden. Da bei der Entstehung der CED eine unkontrollierte
Immunreaktion gegeniiber der eigenen Darmflora eine wichtige Rolle spielt [43], zeigte die
durch E. coli Nissle induzierte Apoptose der yd T-Zellen einen bedeutenden Wirkmechanismus
des Probiotikums auf. Zudem konnte durch die distinkte Modulation peripherer und intestinaler
Immunzellen und die Forderung der Integritét intestinaler Epithelzellen durch EN und PN die
Restriktion entziindlicher Prozesse und die Forderung der intestinalen Barriere untermauert
werden. Der primértherapeutische Einsatz von E. coli Nissle zusammen mit enteraler oder
parenteraler Erndhrung sollte in weiteren Experimenten in der entsprechenden Kombination
untersucht werden und mit der Standardtherapie Mesalazine verglichen werden. Dargestellte in
vitro und in vivo Untersuchungen konnten durch die spezifische Modulation einzelner Parameter

einen umfassenden Ansatz zur Induktion und zum Erhalt der Remission bei CED aufzeigen.
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