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Zusammenfassung
Zusammenfassung

Einleitung: Das Probiotikum E. coli Nissle 1917 (EcN) wird seit einigen Jahren erfolgreich in
der Behandlung chronisch entziindlicher Darmerkrankungen angewendet. Der zugrunde liegende
Wirkmechanismus ist jedoch nur unzureichend geklart. Ziel: Die genauere Charakterisierung der
Rolle von Toll-like Rezeptoren und kostimulatorischen Molekiile bei der Entstehung einer T-Zell
vermittelten Immunantwort auf EcN. Methoden: Periphere und Lamina propia T-Zellen von
Wildtyp, TLR-2 und TLR-4 Knock-Out Mausen wurden stimuliert und anschliefend mit und
ohne EcN Uberstand kultiviert. DurchfluBzytometrisch wurden der DNA-Gehalt sowie die T-
Zell Rezeptor und Toll-like Rezeptor Expressivitdt bestimmt. Untersuchungen der Zelladhdsion
an Bestandteilen der extrazelluliren Matrix (Fibronektin und Kollagen) wurden durch
luminometrische Bestimmungen der mit Fluoreszin markierten Zellen durchgefiihrt. TLR-
negative HEK293 Zellen wurden mit hTLR-2 und hTLR-4 transfiziert und stimuliert, um
anschlieBend die NFxB-Aktivitit und daraus resultierend die Signaltransduktion via TLR
Rezeptor mit einem Chemiluminescenz Assay zu bestimmen. Die Bestimmung erfolgte mit und
ohne Zugabe von EcN Uberstand. Ergebnisse: Konditioniertes Medium von EcN hemmt
signifikant die TLR-2 und TLR-4 Expression in PBT von Wildtyp Méusen, jedoch nicht in TLR-
2 und TLR-4 Knock-Out Tieren. Sowohl bei TLR-2, als auch bei TLR-4 transfizierten HEK293
Zellen ist nach Inkubation mit EcN eine deutliche konzentrationsabhingige Erhohung der
Aktivitit zu erkennen. Die Adhésion von Wildtyp und TLR-2 peripheren und Lamina propria T-
Zellen an Kollagen und Fibronektin sinkt nach Zugabe von zellfreiem Uberstand von EcN. Im
Gegensatz dazu wird die Adhésion von TLR-2 T-Zellen nicht gechemmt. Diskussion: Es konnte
gezeigt werden, dass zellfreier Uberstand von EcN distinktiv die T-Zell Funktion moduliert. EcN
beeinflusst signifikant die TLR-2 und TLR-4 Expression. Da die Hemmung des Zellzyklus von
T-Zellen bei TLR-2 und -4 Méusen nicht nachgewiesen werden konnte, scheint eine Funktion
derselben bei der Wirkungsentfaltung von EcN auf T-Zellen wahrscheinlich. Wihrend das
gemeinsame Vorhandensein von TLR-2 und -4 zur T-Zell Aktivierung notig ist, scheint die
Hemmung der T-Zell Adhdsion nur TLR-4 abhingig. Dies macht verschiedene Wege der

Signaltransduktion zur Wirkungsentfaltung von EcN wahrscheinlich.

Stichworte:
Chronisch entziindliche Darmerkrankungen, Morbus Crohn, Colits ulcerosa, Escherichia coli

Nissle 1917, Probiotika, T-Zellen, TLR
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Abstract

Abstract

Introduction: Although probiotic Escherichia coli strain Nissle 1917 (EcN) has been proven to be
efficacious to maintain remission of ulcerative colitis and pouchitis, the underlying mechanisms
of action still remain elusive. A major role in the initiation and perpetuation of chronic IBD is
attributed to the luminal bacterial flora. Several studies have demonstrated that bacterial products
can activate T cells via Toll-like receptors even in the absence of antigen-presenting cells or
costimulatory molecules, suggesting a direct link between the luminal bacterial flora and the
immune system. Aims: To explore the role of TLR's and costimulatory molecules in the
response of T cells towards EcN. Methods: Peripheral blood (PBMC) and lamina propria
(LPMC) mononuclear cells from wildtype, TLR-2 and TLR-4 knockout mice were stimulated
and cultered in the presence or absence of sterile filtered EcN supernatants (EcN-SC). Flow
cytometry analysis was used to assess DNA content (PI), T-cell receptor and TLR expression.
Cell adhesion to the ECM components fibronectin and collagen was measured by using an
adhesion assay based on luminometric analysis of fluorescently labelled cells. TLR-negative
HEK293 cells were stably transfected with hTLR-2 and hTLR-4 and stimulated in the presence
and absence of EcN supernatants followed by measurement of NF-kB activity using a
chemiluminescence assay. Results: EcN-SN significantly increases TLR-2 and TLR-4
expression in wildtype PBMC. EcN-SN significantly inhibits cell cycle progression of activated
wildtype PBMC, but not PBMC from TLR-2 or -4 deficient mice. Further ECN-SN increases
NF-kB activity in TLR-2 and TLR-4 transfected HEK293 cells and inhibits adhesion of
Wildtype and TLR-2 PBMC and LPMC to collagen and fibronectin. In contrast, the inhibition of
T-cell adhesion to fibronectin is reduced in TLR-2 T-cells. Discussion: We firstly demonstrated
that cell free supernatants of EcN distinctively modulates T cell function. EcN increases TLR-2
and -4 expression and activate NF-kB via these receptors. Consequently, inhibition of T cell
cycling by EcN is not observed in TLR-2 or -4 knockout mice, demonstrating that these
receptors are crucial in mediating the effects of EcN to T cells. Whereas the effects of ECN on T
cell activation are TLR-2 and -4 dependent, the inhibition t cell adhesion to the ECM to be only
TLR-4 dependent, indicating that EcN use distinct signaling pathways to exert its broad

biological functions.

Keywords: Inflammatory bowel disease, Crohn’s disease, ulcerative colitis, Escherichia coli
Nissle 1917, probiotics, T cells, TLR,
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Einleitung

1.Einleitung

1.1. Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) mit Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa
(CU) als den beiden bedeutendsten Vertretern werden zu den immunvermitttelten, chronisch
rezidivierenden Erkrankungen des Gastointestinal-Traktes (GI-Trakt) gezahlt'.

Die Inzidenz und Privalenz haben in den letzten zehn Jahren stetig zugenommen®. Jeder fiinfte
CED-Patient ist ein Kind oder Jugendlicher®. In Westeuropa und in den USA sind 0,1 Prozent bis
0,2 Prozent der Bevolkerung von MC oder CU betroffen’. Die Privalenz bei schwarzen und
asiatischen Bevolkerungsgruppen ist geringer als bei der weillen. Es zeigt sich, dass Juden 3 bis
6 mal 6fter betroffen sind als Nichtjuden®’. Ferner ist bei 2 Prozent bis 5 Prozent der Erkrankten
eine familidre Haufung zu beobachten®. Diese epidemiologischen Daten sprechen ursichlich fiir

genetische und umweltbedingte Faktoren®.

1.1.1. Pathogenese der CED

Obwohl es Hinweise auf eine Beteiligung umweltbedingter, immunologischer und genetischer
Faktoren bei der Entstehung von CED gibt, sind Atiologie und Pathogenese noch weitgehend
unbekannt. Als mogliche Umweltfaktoren werden unter anderem Nikotin, Erndhrung,
Hygienestandard, Klima, Umweltverschmutzung und Stress diskutiert’. Die zeitweise als
moglich diskutierte Beteiligung von Mykobakterien®’ und Paramyxoviren als infektiose Ursache
erscheint derzeitig eher unwahrscheinlich®. Die intestinale Gewebeschidigung bei CED wird

10,11

durch das mukosale Immunsystem bewirkt > . Als Ursache wird eine Autoimmunreaktion,

getriggert durch eine Storung der immunologischen Toleranz, vermutet.

Weitere Erklarungsansitze weisen auf eine defekte Regulation des mukosalen Immunsystems
hin, dessen iiberschieBende Reaktion auf exogene Antigene eine unspezifische Schadigung
hervorruft. Diese These wird durch das vermehrte Auftreten von Autoantikdrpern gegen
Bestandteile von Granulozyten bei 62 Prozent der Patienten mit CU und 4 Prozent der Patienten

mit MC unterstiitzt'2.
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Abb.1.: Schematische Darstellung der Atiopathogenese von CED. Beteiligt an der Pathogenese von
CED koénnen Faktoren des Immunsystems, der Umwelt sowie genetische Pradispositionen sein
( N. Pawlowski, 2006)

Genetische Faktoren

Das Auftreten unterschiedlicher Privalenzen in verschiedenen Bevdlkerungsgruppen legt eine
genetische Disposition der CED nahe®. Bei Erkrankung an MC ist das Risiko fiir Verwandte
ersten Grades ebenfalls zu erkranken 15 bis 35-fach erhoht. Im Falle von CU liegt dieses Risiko
7 bis 15 mal hoher verglichen mit Nichterkrankten'.

Monozygote Zwillinge zeigen durchschnittlich eine 50-prozentige Konkordanz bei der
Expression von MC und eine 15-prozentige Konkordanz bei CU, was darauf hindeutet, dass der

genetische EinfluB bei MC groBer ist als bei CU'.

Zu den an CED beteiligten Genen werden gezahlt:

* HLA I, HLA II Gene

* Gene fiir das Peptidtransportermolekiil ABCB3 (friiher TAP2)

* Gene fiir den T-Zell Rezeptorkomplex, das Komplementprotein C3, den IL-1 Antagonisten
« Gene fiir TNFa und das Adhisionsmolekiil ICAM-1°
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Als weitere Kandidatengene werden das Gen fiir das Membranprotein SLC11A1", das DNA-
Reparaturgen MLH1', das Motilin-Gen'’, das Metalloproteinase MMP18 Gen'® und das
Guanylatzyklase-Aktivatorgen UCA1B'" genannt.

Durch genomweite Kopplungsanalysen sind bisher 7 Subzeptibilitétsloci fiir CED (IBD 1-7)

beim Menschen bekannt**?,

2001 konnte ein an der Entstehung von MC beteiligtes Gen auf HSA 16 identifiziert werden™***,
Dieses Gen kodiert den intrazelluldren Lipopolysaccharid-Rezeptor NOD2 (nucleotide-binding
oligomerization domain 2). Er wird in Monozyten exprimiert und aktiviert nach Bindung
bakterieller Lipopolysaccharide (LPS) den Transkriptionsfaktor NF-kB, wodurch die Expression
verschiedener proinflammatorischer Zytokine induziert wird”. Bei rund 40 Prozent der MC-
Patienten ist durch eine Insertionsmutation mit Verschiebung des Leserasters im NOD2-Gen ein

verkiirztes NOD2-Protein nachzuweisen®2%%.

Intestinale Manifestationen der CED

Als Leitsymptom der intestinalen Manifestation der CED gilt die Diarrhoe. Diese geht bei CU
hiufig mit blutig-schleimigen Durchfillen einher. Die CU ist gekennzeichnet durch eine
kontinuierliche, von distal beginnende Ausbreitung der Erkrankung. Es sind nur die mukosalen
und submukosalen Bereiche betroffen.

Weitere Begleitsymptome konnen Fieber, Abdominalschmerzen, Gewichtsverlust, allgemeine
Schwiche oder Ermiidung sein®*. Eine maligne Entartung im Dickdarmbereich wird gelegentlich
beobachtet™.

Bei MC kann der gesamte GI-Trakt betrofffen sein und es ist eine segmentale, transmurale
Ausbreitung von proximal nach distal zu beobachten. Bei 50 bis 60 Prozent der betroffenen
Patienten mit MC zeigen sich Granulome und ein Rektumbefall. Weitere klinische Zeichen sind

das haufige Auftreten von Fisteln, Stenosen und Abszessen.
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1.2. Das mukosale Immunsystem

1.2.1. Zusammensetzung der bakteriellen Mikroflora

Im Dickdarm finden sich ca. 10" koloniebildende Einheiten pro ml*®. Diese physiologischen
Mikroorganismen sind iiberwiegend obligat anaerobe Bakterien wie Bacteroides,
Bifidobacterien, Eubacterien, grampositive Kokken. Als aerobe Spezies findet man
Enterokokken, Streptokokken, Staphylokokken und Candida®®. Thre Aufgabe besteht vor allem in
der Verstoffwechselung von Sekretionsprodukten, Mono- und Disacchariden®’, sowie in der
Produktion von Substanzen wie zum Beispiel Vitamin K und B**. Weiterhin ist die bakterielle
Mikroflora Bestandteil des unspezifischen Immunsystems, da eine intakte intestinale
Bakterienflora ein Ttbertriebenes Wachstum und die Adhision von pathogenen Keimen
verhindert und deren schédliche Stoffwechselprodukte metabolisiert. Es zeigt sich eine
Beeinflussung der Genese von autoimmunen, multifaktoriellen und chronisch entziindlichen
Erkrankungen durch die bakterielle Mikroflora®™?’. Die bakterielle Mikroflora des humanen

Darm ist der wesentliche Stimulus fiir die Entwicklung des intestinalen Immunsystems®".

1.2.2. Aufbau des mukosalen Immunsystems

Das darmassoziierte Immunsystem (gut associated lymphoid tissue, GALT) zihlt mit Milz und
Lymphknoten zu den peripheren lymphatischen Organen und ist gemeinsam mit dem
lymphatischen Gewebe des Respirationstraktes und anderen Mukosageweben Bestandteil des
integrierten Mukosa-Immunsystems®'. Die Darmmukosa stellt die groBte Ansammlung
lymphatischen Gewebes im humanen Organismus dar und ist gleichzeitig der Hauptproduzent
von Immunglobulinen®’. Die Peyer’schen Plaques sowie die intraepithelialen und mukosalen
Lymphozyten bilden die Hauptbestandteile des GALT. Die Lymphozyten der Lamina propria
repriasentieren eine Population gereifter, immunkompetenter T-und B-Zellen, welche nach
Aktivierung in den Peyer’schen Plaques in die Mukosa auswandern®. Die intestinale Mukosa ist

mit 200-400 Quadratmetern die grofte Grenzfldche des Organismus zu seiner Umwelt.

Das intestinale Epithel bildet die Grenze zwischen Darmwand und Darmlumen. Zu seinen
spezifischen Aufgaben zdhlt die Funktion als hochselektive Barriere, die einerseits die Passage
potentiell toxischer Stoffe verhindert und andererseits den Transport von Néhrstoffen in die
Zirkulation ermdoglicht. Es ist durch einen hohen Zellumsatz mit nahezu kompletten Austausch
der intestinalen Epithelzellpopulation innerhalb von 24 bis 96 Stunden gekennzeichnet’.

Weiterhin enthélt es als spezifische zellulire Komponenten hauptsdchlich Granulozyten,
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dendritische Zellen, Lymphozyten, Makrophagen und M-Zellen. Diese kdnnen chemotaktisch
Zellen des spezifischen Immunsystems anlocken und ihnen Antigene reprisentieren, welche
durch Opsonierung die Phagozytoseeffizienz von Zellen des unspezifischen Immunsystems
verbessern®’. Hierdurch wird beispiclhaft die Zusammenarbeit und das Verschmelzen von
spezifischem und unspezifischem Immunsystem verdeutlicht. Die immunologische Barriere wird
additiv durch den ph-Wert, die Mucusproduktion, die Peristaltik, durch chemische Faktoren wie
Lysozym und Defensinen sowie die Phagozytose beeinflusst. Intraepitheliale Lymphozyten sind
fast ausschlieBlich T-Lymphozyten und zu 80 Prozent CD8 positiv. In der Lamina propria sind
ca. 60 Prozent T-Lymphozyten (LPT) — meist CD4 positiv - vorhanden. Den restlichen Anteil
der lymphatischen Zellen bilden die B-Zellen, welche meist in Form von Plasmazellen

: 34
vorliegen™.

1.2.3. Immunantworten
Im humanen Darm findet neben spezifischen und unspezifischen Immunantworten vor allem die

Ausbildung von oraler Toleranz statt *°.

Orale Toleranz

Die Herausforderung fiir das mukosale Immunsystem besteht einerseits darin, die bakterielle
Translokation aus dem Lumen zu verhindern und, reaktiv auf pathogene Bakterien, die
Zellexpansion und Proliferation spezifischer Zellklone zu induzieren. Andererseits muss eine
unkontrollierte Reaktion gegen antigene Reize verhindert werden, da andernfalls durch
Eliminierung physiologischer Mikroorganismen eine chronische Entziindung resultieren
wiirde”®. Das Fehlen einer spezifischen Immunantwort gegeniiber Nahrungsmittelallergenen und
der kommensalen Darmflora wird als orale Toleranz bezeichnet. Uber Einzelheiten dieses
staindigen Dialoges zwischen Immunsystem und luminaler Bakterienflora ist bisher wenig
bekannt. Studienergebnisse zeigen, dass Lamina propria T-Lymphozyten (LPT) sich in einem
dauerhaft aktivierten Zustand befinden, jedoch nach Stimulation ihres T-Zell-Rezeptors
langsamer proliferieren. Als Ursache dieser Zustandsidnderung werden regulatorische T-Zellen
vermutet, welche die antigeninduzierte Aktivierung von T-Zellen durch Sekretion bestimmter

Zytokine antagonisieren™.

Der Funktionsverlust der oralen Toleranz fiihrt zu einer {iberschieBenden Immunantwort gegen

Bestandteile der kommensalen Darmflora wie z. B. bei CED oder gegen Gluten bei der

einheimischen Sprue®®’.
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Die unspezifische Immunantwort

Die unspezifische, angeborene (,,innate imunity*) Immunantwort dient der schnellen, sofortigen
Abwehr von Pathogenen und dem Ausldsen einer spezifischen Reaktion. Die Induktion erfolgt
zelluldar durch Makrophagen und neutrophile Granulozyten, antimikrobielle Peptide wie
Defensine und Cathelicidine, welche mikrobielle Zellmembranen zerstéren, sowie durch das
Komplementsystem *. Fiir die Produktion von Defensinen sind Epithelzellen und vor allem die
Paneth Kornerzellen in den Darmkrypten verantwortlich.

Die intestinalen Epithelzellen stellen eine weitere chemikalisch-physikalische Barriere dar, die
das Anheften und Eindringen von pathologischen Mikroorganismen und Toxinen verhindert **~°.
Parallel dazu erfolgt die Aktivierung der spezifischen Immunantwort durch Sekretion

inflammatorischer Mediatoren und Zytokinen, durch Antigen-priasentation auf MHC-II oder

durch die Expression kostimulatorischer Molekiile *°.

Die spezifische Immunantwort

Haupteffektoren der spezifischen, erworbenen (,,adaptive immunity*) Immunisierung sind die

B- und T-Lymphozyten. Diese werden durch genetische Verdnderungen auf Einzelzellebene und
verschiedenen in vivo Selektionsvorgingen, wie zum Beispiel der Neuordnung von
Gensequenzen und Hypermutationen, individuell gebildet. In bestimmten Fillen bildet das
spezifische, adaptative Immunsystem ein immunologisches Gedédchtnis aus. Dieses ist bedeutend
fiir die Entwicklung protektiver Immunitit. Hierbei werden nach erstem Antigenkontakt
langlebige B- und T-Zellen gebildet, welche bei erneutem Antigenkontakt schneller und
effizienter reagieren®'.

Jede dieser Zellen trigt ungeprigt Rezeptoren einer einzigen Spezifitdt. Diese wird genetisch
wihrend der Zellentwicklung im Knochenmark entwickelt*. Wihrend der T-Zellreifung im
Thymus werden zunichst unterschiedliche B-Ketten und ein Prid-T-Zell-Rezeptor gebildet.
Dieser wird stindig auf Funktionalitit getestet. Zu diesen B-Ketten werden dann nacheinander
verschiedene a-Ketten produziert und mit ein und derselben B-Kette als Partner getestet, ob sie
den korpereigenen MHC erkennen®. Dieser Vorgang wird beendet, wenn der Rezeptor
schwache Wechselwirkungen mit einem bestimmten Selbst-MHC Molekiil eingehen kann, und
hier durch Uberlebenssignale erhilt, die zu positiver Selektion fithren und mit der Emigration

445 Nach der Selektion im

aus dem Thymus in die Peripherie oder mit dem Zelltod enden
Thymus zirkulieren die T-Zellen zwischen Blut und lymphatischen System als naive T-Zellen
bis zu einem eventuellen Antigenkontakt. Erst durch diesen Antigenkontakt werden naive T-

Zellen zu Effektor T-Zellen aktiviert und kdnnen hochspezifisch auf das jeweilige Antigen durch
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klonale Expansion reagieren. Hierdurch wird eine effektive Antwort, sowie die Generierung von
Gedichtniszellen ermdglicht *°.

In der Gruppe der T-Zellen wird zwischen den CD8 T-Zellen und CD4 T-Helferzellen
unterschieden. CD8 T-Zellen exprimieren an ihrer Oberfliche den Korezeptor CDS8. T-
Helferzellen exprimieren den Korezeptor CD4. Diese Korezeptoren kooperieren strukturell
durch Bindung und funktionell durch Signaltransduktion mit dem T-Zell-Rezeptor.
Gemeinsames Merkmal dieser Korezeptoren ist das Vorhandensein eines T-Zell-Rezeptors, der

die Erkennung von Erregerstrukturenauf der Oberfliche infizierter Zellen erméglicht™.

1.3. Probiotika

1.3.1. Begriffentwicklung und Definition

Forschungen des russischen Wissenschaftlers METCHNIKOFF (1907) und des deutschen
Bakteriologen NISSLE (1916) zeigten erstmals die positive Wirkung von Mikroorganismen auf
die Gesundheit des Menschen.

1965 wurde der Begriff Probiotika als Beschreibung von ,,Substanzen, die von einem
Mikroorganismus sezerniert werden und das Wachstum eines anderen stimulieren”, verwendet”’.
Die Weiterentwicklung dieser Definition schloss auch Mikroorganismen mit positiver Wirkung
auf den Wirt ein und bezog sich ausschlieBlich auf lebende Mikroorganismen®®, um 2001 zur
heute giiltigen und von der WHO anerkannten Definition zu gelangen. Derzeit versteht man
unter Probiotika ,,eine Pridparation eines Produktes oder ein Produkt, das lebende, definierte
Mikroorganismen in ausreichender Zahl enthélt, die die Mikroflora (durch Implantation oder
Kolonisation) in einem Bereich des Wirtskorpers verdndern und dadurch fordernde

Gesundheitseffekte auf den Wirt haben®”.

1.3.2. Wirkungsmechanismen

Trotz der vielféltigen Einsatzgebiete und redundant nachgewiesener Wirksamkeit von Probiotika
ist deren Wirkungsmechanismus bislang wenig bekannt. Die Thesen der Erkldrungsversuche der
Wirksamkeit von Probiotika fokussieren zwei Mdglichkeiten:

a) Wechselwirkung und Beeinflussung der inhdrenten Darmmikroorganismen durch Probiotika
b) EinfluB von Probiotika auf die Epithelbarrierre und das darmassoziierte Immunsystem des

Wirtes.
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Beeinflussung der Darmmikroorganismen durch Probiotika

Physiologische Mikroorganismen stabilisieren das Darmmilieu, welches potentielle Pathogene
abwehrt. Das Verhiltnis zwischen physiologischen Darmmikroorganismen und Probiotika
einerseits und pathogenen, bzw. fakultativ pathogenen Bakterien andererseits ist derzeit am
besten bei Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) und Saccharomyces boulardi (SAB) erforscht.
Lactobacillen verdndern die Aktivitdit von B-Glucuronidase, Nitroreduktase und
Glycocholathydrogenase. Dies fiihrt zu einem stabileren Darmmilieu und erschwerten
pathogenen Vorgingen. Sie binden in vitro an Mannoserezeptoren, welche auch von
pathogenen Bakterienstimmen wie z.B. E. coli, Enterobacter, Klebsiella, Salmonella, Shigella,
Pseudomonas, V. cholerac genutzt werden’'. Eine Erhohung der Konzentration von
Lactobacillen im Darm erschwert somit die Bindung der pathogenen Mikroorganismen. Bei
einzelnen Stimmen des Lactobacillus lieB sich in vivo eine Adhision nachweisen™.
Bifidobakterien senken bei Siuglingen™ und Erwachsenen™ den ph-Wert im Stuhl. Weiterhin
konnen sie in vitro unter Neutralisierung freier Radikale Eisen an ihre Zellmembran binden”.
Dies verringert den fiir Pathogene wichtigen Wachstumsfaktor. Orale Gabe von Bifidum longum
(BL) bessert eine experimentelle Colitis in Miusen®®. Weiterhin reduziert ein vom
Bifidobakterium longum produziertes Protein die Adhision des enterotoxischen Bakteriums
E.coli PB176°". LGG und Bifidobakterien sezernieren Substanzen, die durch pathogene

. . . . . . .. 58
Mikroorganismen produzierte Toxine binden bzw. inaktivieren™" .

Wirkungen auf den Wirt

Die dominierenden Muzine im Darm MUC2 und MUC3 ** werden in vitro von Lactobacillen
induziert’’. Es sind von Epithel- und Becherzellen sezernierte Glykoproteine, die vor pathogener
Anheftung schiitzen und proinflammatorische Molekiile binden. Bei CED ist die Zahl der
Becherzellen verringert, es resultiert eine Erniedrigung der sezernierten Muzine®’, was zu einer
reduzierten Schutzfunktion und Aufrechterhalten der Entziindung fiihrt. LGG erhoht bei der
Ratte die Anzahl der Epithelzellen durch Erhéhung der Mitoserate im Diinndarmepithel®.
Desweiteren beeinflussen Probiotika die elektro- und transportphysiologischen Eigenschaften®.
IL-8, ein von Epithelzellen gebildetes Interleukin spielt eine wichtige Rolle beim Auftreten und
Aufrechterhalten von intestinalen Entziindungen bei CED®. Es konnte gezeigt werden, dass
VSL#3 DNA durch Induktion mit TNF-a die mRNA-Expression von IL-8 in HT-29 Zellen
erhoht, die Sekretion von IL-8 aber verringert”. Weiterhin ist bekannt, dass EcN dielL-8

mRNA-Expression in intestinalen Epithelzellen induziert™, eine Aussage beziiglich der IL-8

Sekretion ldsst sich jedoch nicht ableiten.
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Beeinflussung des Immunsystems durch Probiotika

Das Immunsystem besteht aus einer angeborenen und einer adaptiven Komponente. Bei beiden
lassen sich mit Probiotika Wirkungen erzielen.

Bezogen auf das angeborene Immunsystem ldsst sich vor allem eine Beeinflussung der
Phagozytose von Makrophagen und Granulozyten beobachten. Murine Makrophagen erhéhen
die Phagozytoseaktivitit nach oraler Gabe spezieller Lactobazillen®. Therapiert man allergisch

erkrankte Patienten mit LGG, so wird die hiufig erhohte Phagozytoseaktivitit reduziert ®.

Die Wirkungen von Probiotika auf die humorale Immunantwort zeigen sich durch eine Erh6hung
der sekretorischen IgA-Konzentration. Dies findet Anwendung bei der Therapie der Rotaviren
und der Vakzinierung von Kindern®. Es zeigt sich, dass Probiotika auch die zellulire
Immunantwort modulieren. Laktobazillen stimulieren in vitro murine dendritische Zellen, PBMC
und Monozyten. Diese produzieren vermehrt IFN-y und IL-12, was die Bildung von TH1-Zellen
positiv beeinflusst®™. Im Darm von IL-10 Knock-Out Miusen normalisiert VSL#3 die
pathologisch erhohte TNF-o und IFN-y Sekretion. Unter inflammatorischer Situation wird bei
Knock-Out Tieren und Wildtyp Tieren durch Lipopolysaccharid (LPS) eine iiberschieBende
Sekretion verhindert. Die Kolitissymptomatik wurde deutlich gebessert®’. Neueste
Untersuchungen zeigen, dass Probiotika nach subkutaner Injektion Entziindungssymptome bei
IL-10 Knock-Out Méausen und im Kollagen-induzierten Arthritismodell der Maus verbessern. In

der Milz lieB sich die Produktion von TGF-f stimulieren®.

1.3.3. Anwendung von Probiotika

Probiotika werden als Therapeutikum vielfiltig eingesetzt. Mogliche Anwendungsgebiete sind
infektidse, allergische, inflammatorische und neoplastische Erkrankungen’.

Obwohl Details der Wirkungsmechanismen zum Teil noch unbekannt sind, zeigen gesicherte
prospektive klinische Studien beziiglich der Remmissionserhaltung bei CU die gleiche
Wirksamkeit von Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) verglichen mit dem standardméBig

71-73

verwendeten Mesalazin® ~'°. Die Therapie der CU durch das Bakterium EcN ist mit dem

Evidenzgrad Ib anerkannt'®, da in drei klinischen, doppelblinden, randomerisierten Studien

gezeigt werden konnte, dass EcN in der Remissionserhaltung der CU dem 5-Aminosalicylat

71,72,74

Mesalazin gleichwertig ist . Die Wirksamkeit von Probiotika bei der Remmissionserhaltung

und Therapie des MC ist derzeit noch nicht nachgewiesen”"’.
VSL#3, ein probiotisches Mischpriparat, wird ebenfalls erfolgreich in der Therapie von CED

eingesetzt’’. Es wurden sowohl in Prophylaxe als auch in der Remissionserhaltung der
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chronischen Pouchitis’”® sowie in der Remissionserhaltung der CU bei Patienten mit
Unvertriglichkeit der Salizylate nachweisbar gute Ergebnisse erzielt” .

Weniger gut gesichert ist die Anwendung von EcN bei Divertikulitis®’. Einzelfallberichte
beschreiben die Therapie der pseudomembranésen Kolitis®' und Halitosis®* mit EcN.

Die Anwendung von Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) zeigt bei Kindern mit maBig
ausgeprigtem MC Anzeichen von Erfolg””. Weitere Hinweise auf die Wirksamkeit von
Probiotika im Gastrointestinaltrakt finden sich bei der Behandlung des Reizdarmsyndrom vom

Diarrhde-Typ®’.

Ein weiterer moglicher Einsatzbereich von Probiotika ist die Prédvention bzw. Therapie von
Allergien. Der Einsatz von Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) und Lactobacillus reuteri
verbessert die klinischen Symptome und Laborparameter bei Kindern mit atopischer
Dermatitis®*®. Wurden Miitter ante partum und die Sduglinge postnatal bzw. stillende Miitter
mit LGG behandelt, konnte das Auftreten atopischer Ekzeme bei familidr gefdhrdeten Kindern
halbiert werden®®*’.

Lodinova-Zadnikova zeigte 2003 identische Effekte bei der Behandlung mit einem apathogenen
Escherichia coli. Erste Hinweise auf mdgliche Anwendungsbereiche von Probiotika finden sich
bei der rheumatoiden Arthritis®® und der bakteriellen Vaginose®*’. Fiir die Tumorprivention bei
kolorektalen Karzinomen und fiir die Cholesterinsenkung finden sich derzeit widerspriichliche

Daten 72,

1.4. Escherichia coli Nissle 1917

1.4.1. Herkunft

1917 wurde der E.coli Stamm Nissle 1917 (EcN) durch den Freiburger Hygieniker und
Bakteriologen Prof. Dr. med. Alfred Nissle (1874-1965) aus den Faeces eines Pionier-
Unteroffiziers wihrend des Balkankrieges isoliert, nachdem ihm aufgefallen war, dass dieser im
Gegensatz zu seinen Kameraden von infektiosen Darmerkrankungen verschont blieb. Nissle
erkannte schon vorher die Rolle der physiologischen Darmflora in Bezug auf die Pathologie
infektioser Darmerkrankungen und untersuchte den Antagonismus von Kolibakterien gegen

pathogene Darmkeime. Die Herstellung und der Vertrieb der E.coli Stamm Nissle 1917 haltigen

10
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Kapseln begann 1917 in der Firma G.Pohl in Danzig und wird seit 1970 von der Firma

Ardeypharm GmbH in Herdecke unter dem Namen Mutaflor® weitergefiihrt.

1.4.2. Stammcharakterisierung und biologische Eigenschaften
Das gramnegative, fakultativ anaerobe Stidbchenbakterium EcN ist in der Sammlung von
Mikroorganismen als E.coli DSM 6601 registriert und als Serovar 06:K5:H1 vom WHO-

Referenzzentrum typisiert’”.

Die Genomstruktur von EcN ist vollstindig aufgeklirt”. Als strukturelle Besonderheiten besitzt
dieses Probiotikum kleine genetisch stabile Plasmide (pMUTI1, pMUT2), die keine
Pathogenititsfaktoren oder Antibiotikaresistenzenbesitzen und nicht auf andere E.coli Stimme
transferierbar sind”. Es konnte die Bildung von Mutaflozin, einem spezifisches Mikrozin,
welches in Kultur antibakteriell wirksam ist, nachgewiesen werden®”. In vitro reduziert es die
Adhision und Invasion von Salmonellen und anderer invasiver Pathogene®”. Dieser Effekt wird
durch bisher unbekannte Faktoren bedingt. In klinischen Studie konnte gezeigt werden, dass EcN
die Stuhlfrequenz und Konsistenz bei Patienten mit Obstipation verbessert”. Weiterhin wurde
nachgewiesen, dass Neugeborene, welche direkt nach der Geburt mit Mutaflor® behandelt
wurden, weniger potentielle Pathogene im Stuhl und erhhte Serum IgA-Konzentration®’
aufweisen als unbehandelte Kinder’®. Dies kann bei den Kindern auch noch 5 Monate nach dem
Absetzen der Therapie nachgewiesen werden, was auf eine Kolonisationsfahigkeit des Keims im
juvenilen Darm hindeutet™. Weiterhin konnten positive Effekte bei kollagener Kolitis durch den
therapeutischen Einsatz von EcN beobachtet werden *°.

Bei oraler Gabe vermindert EcN die Sekretion proinflammatorischer Zytokine in mesenterischen
Lymphknoten verschiedener Mausmodelle und verbessert den histologischen Befund im
chronischen Colitismodell'®.

Durch immunologische in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass EcN die Adhésion und
Invasion von pathogenen E.coli-Stimmen an Epithelzellen bei Koinfektion und Pridinkubation
inhibiert. Als Grundlage hierfiir wird die starke Adhdsion des Bakteriums genannt. Diese kann
zur Bildung eines Biofilms fiihren, welcher die fiir die Invasion notwendigen Rezeptoren
maskiert und somit die intestinalen Zellen schiitzt'"".

Im Gegensatz zu anderen E.coli Stimmen induziert EcN 1917 die Expression von humanem
Beta-Defensin-2 in CaCo-Zellen. Defensine sind eine kleine Gruppe antimikrobieller Peptide.
Sie werden durch intestinale Epithelzellen sezerniert und stirken die Barrierefunktion der

Mucosa'%.

11
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Hinsichtlich der Nebenwirkungen bei oraler Gabe von Mutaflor® liegen keine Berichte iiber
Zwischenfille vor. Beschriebenes Auftreten von Flatulenzen ist Zeichen einer Uberdosierung
und durch Dosisreduktion sicher zu therapieren '®>. Obwohl sehr viel iiber die biologischen
Eigenschaften von EcN bekannt ist, es lange vielfdltige Anwendungals Therapeutikum findet
und klinisch gesicherte Studien vorliegen, ist der Mechanismus, iiber den das Bakterium seine

positiven Effekte erzielt, noch weitgehend unbekannt.

1.5. Die Zell-Matrix Adhéision

1.5.1. Extrazellulire Matrix
Gewebezellen interagieren mit komplexen Makromolekiilen, welche als extrazellulire Matrix
(EZM) bezeichnet werden, sowie mit speziellen Oberflichenrezeptoren, den Integrinen'®. Zur

105,106 . 10
1061 aminin-Isoformen'”’,

EZM werden weiterhin zahlreiche Proteoglykane, Kollagene
Nidogen, Elastin, Fibronektin und andere Komponenten gezéhlt. Nachfolgend wird auf die zwei

Hauptbestandteile der EZM, Fibronektin und Kollagen, nidher eingegangen.

Kollagen

Von diesen Hauptproteinen der EZM sind derzeit 16 verschiedene Isoformen nachweisbar. Sie
bilden die Familie der Ankerfibrillen. Es sind charakteristische Faserproteine und ubiquitir bei
allen vielzelligen Organismen in Knochen, Haut, Sehnen und Knorpeln.

Drei Polypeptidketten winden sich charakteristisch umeinander und bilden eine Tripelhelix'®.

Fibronektin
Das grofe Glykoprotein besteht aus zwei fast identischen Untereinheiten, welche durch zwei

Disulfidbriicken verbunden sind. Durch alternatives Splicing werden verschiedene Isoformen

gebildet. Diese enthalten verschiedene Aminosdure-Motive z.B. RGD, RGDS und LDV, welche

109 Weiterhin

wird bei Fibronektin eine Beteiligung an der Migration und Differenzierung beobachtet' .

fiir die Zelladhésion wichtig sind und von ausgewaihlten Integrinen erkannt werden

12
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1.5.2. Zelladhisionsmolekiile

Durch Zelladhédsion binden Zellen an angrenzenden Zellen (Zell-Zell-Adhidsion) und an die
umgebende EZM (Zell-Matrix-Adhésion). Dieser Vorgang ist Voraussetzung fiir die Ausbildung
und Entwicklung multizelluldrer Organismen und entscheidend fiir die Zellmorphogenese und
Gewebeentstehung, sowie die Zellproliferation, -migration und -differenzierung''".

Durch spezielle Zelloberflichen-Rezeptoren wird die Umstruktierung des Zytoskeletts und die
Induktion von Signalkaskaden vermittelt''%. Sie dienen der intrazelluléren Signaliibertragung und

treten mit anderen zelluliren Komponenten, wie z.B. dem Zytoskelett oder Signal- und

Botenstoffen in Wechselwirkung.

Aufgrund struktureller Merkmale lassen sich Zelladhédsionsmolekiile folgendermallen einteilen:

1. Integrine

2. Molekiile der Immunglobulinsuperfamilie
3. Selektine
4. Cadherine

Integrine

Integrine gehdren zur Familie der Zelloberflichen-Glykoproteine''®. Diese nicht-kovalent

gebundenen Heterodimere bestehen aus einer o- und einer B-Untereinheit (UE)'".

extrazelluliir TM zytoplasmatisch
Lol 51 4l sfT6]]7] | al
[-Domiine f * + 190 kDa

Kationenbindungsmotive

] 81

[-iihnliche- 130 kD>a

Domiine

Abb.1: Strukturelle Darstellung der Integrine ( P.V. Lorini, 2004)
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Durch die Sequenzierung des humanen Genoms sind 18a- und 8B-Integrin-Untereinheiten
identifiziert worden, welche in Kombination 24 funktionelle Integrine ergeben'”, teilweise

beruhend auf der Abwesenheit von B1-, B2- oder av-Integrin-Untereinheiten''.

Die Mitglieder der B1-Subfamilie binden ausschlieBlich Proteine der EZM und interagieren

intrazelluldr mit Proteinen des Zytoskleletts'"”.

Die B2-Subfamilie wird nur auf Leukozyten exprimiert. Es werden vier Isoformen

. 116
unterschieden .
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Laminin, Kollagen

o2 Laminin, Koflagen,
o3 Kollagen, Fibreonektin, Laminin- (1,2/4, 5, 8 und 10/11), Entactin/Nidogen und Reelin
Bl o4 Fibronektin, VCAM
= a5 Fibronektin, L1-CAM, Fibrinogen
a6  Laminin- (1 und 5)
a7 Laminin
a8 Fibronektin
a9  Tenascin
oy  Fibronektin, Vitronektin

ol.

B

ab

.
.

3
B

AN
p6
p8

o6f4
adp7

[CAM-1, ICAM-2, ICAM-3

iC3b, Fibrinogen, FaktorX, TCAM-1
1C3b, Fibrinogen

ICAM-3, VCAM-1

-allb  Fibrinogen, Fibronektin, von-Willebrand-Faktor

Vitronektin, Fibronektin, von Willebrand Faktor, denaturietes Kollagen,
Thrombospondin

Vitronektin, Fibronektin
Vitronektin, Osteopondin
Fibronektin

Fibronektin

Laminin

VCAM, MADCAM, Fibroncktin,

Abb. 2: Darstellung der Integrin-Subfamilien und entsprechender Liganden (Jin&Varner, 2004)

Funktionen und Aufgaben der Integrine

Integrine konnen sich bei der Ausbildung der Adhédsionen mit anderen transmembrandren
Proteinen verbinden. Dadurch lassen sich unterschiedliche Zellreaktionen auslosen.

Zu den fokalen Proteinen werden Protein-Kinasen z.B. Integrin-linked-Kinase (ILK) und

118

Signalmolekiile wie pl30cas gezéhlt Fokale Adhisionen konzentrieren die Boten der

Signaltransduktion und leiten diese in den Zellkern weiter''”.
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Eine  weitere = Funktion der Integrine ist die  Aktivierung  intrazelluldrer
Signaltransduktionkaskaden. Integrin-abhingig wird die intrazellulire Ca*’-Konzentration
erhoht, der Inositollipid-Metabolismus beeinflusst, die Aktivitdt der Familie der Rho-GTPasen
moduliert sowie Thyrosin- und Serin/Threonin-Phosphorylierung induziert''”'*.  Die
Modulation der Aktivitit der Familie der Rho-GTPasen fiihrt zur Organisation des Aktin-
Zytoskeletts. Als multifunktionale Adhésionsrezeptoren sind Integrine an der Regulation
weiterer Vorgidnge, wie zum Beispiel Spreiten, Migration, Differenzierung, Apoptose und

Zellzyklus-Progression beteiligt'**'*.

Weiterhin dienen Integrine der Organisation der extrazelluliren Matrix und der Kontrolle der

124

Fibrillogenese einiger extrazellullirer Matrixproteine wie zum Beispiel Fibronektin =". Eine

125

Forderung der Genexpression durch Integrine wurde beobachtet “°, wobei der Mechanismus der

Wirkungsentfaltung derzeit auf Grund zweier unterschiedlicher Hypothesen nicht eindeutig

- 120,126
st =

1.6. Toll-like-Rezeptoren

Erstmals wurde Toll, als ein fiir die dorsoventrale Polarisation entscheidendes Gen, bei der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster identifiziert'>”'**. Diese Rezeptoren bestehen aus einer
extrazelluldiren leukin-reichen Region, einer transmembranalen Region sowie einem
intrazelluldren Bereich, der dem IL-1 Rezeptor (IL-1R) dhnelt. Dieser intrazelluldre Bereich wird

als Toll-Interleukin-Rezeptor Doméne (TIR)"*’

bezeichnet. Beide Rezeptoren, der humane IL-1
Rezeptor und der Toll-Rezeptor induzieren Signaltransduktionswege, welche zur Aktivierung
von NFkB (Nukledrer Faktor kB)"** nétig sind. Weiterhin wurde eine Schliisselrolle der
Toll-Rezeptoren bei der Induktion von Immunantworten bei Sdugetieren nachgewiesen'”' Von
den Toll-Rezeptoren der Fruchtfliege leiten sich die bei Mensch und Maus bekannten Toll-like-
Rezeptoren (TLR) ab.

1997 wurde das erste humane Toll-Homologon, der Toll-like-Rezeptor-4 (TLR-4),

identifiziert'*?

. Es zeigte sich, dass aktive TLR-4 Mutanten NF-xB abhingige Gene fiir Zytokine,
z.B.IL-1, IL-6, IL-8 und kostimulierende Molekiile, z.B. das fiir naive T-Zellen bedeutende
CD 80, aktivieren'*>. Es folgte die Identifizierung weiterer Toll-like-Rezeptoren mit dhnlicher

Homologie zu Toll-Rezeptoren und Interleukin-1 Rezeptoren'™.
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Die TLR bestehen, #hnlich den Toll-Rezeptoren, aus einer extrazelluldiren und einer
intrazelluldren Domine, welche transmembranér lokalisiert ist. Der intrazelluldre Anteil dhnelt
sowohl dem IL-1 Rezeptor als auch dem Toll-Rezeptor und wird als Toll/Interleukin-1 Rezeptor

(TIR) bezeichnet'>.

Der spezifische Ligand “Spatzle der Toll-Rezeptoren ist ein durch die Verarbeitung
mikrobieller Bestandteile entstandenes Molekiil'**. Es fand sich kein Hinweis auf das
Vorhandensein eines dhnlichen humanen Liganden bei den TLR.

Unter der Bezeichnung Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPS) werden Liganden
zusammengefasst, deren immunmodulatorischen Effekte seit langem bekannt sind. Vertreter
dieser PAMPS sind Lipopolysaccharide (LPS), bakterielle Lipoproteine (BLP), bakterielle DNA-
Abschnitte (CPG), Lipoteichonsiduren und Peptidoglykanem.

1.6.1. Der Toll-like-Rezeptor-2

136

TLR-2 wird unter anderem auf der Fraktion der dy-T-Zellen exprimiert *°. Die Bindung von

14 Als gesichert gilt

TLR-2 erfolgt hauptsidchlich an Bestandteile von grampositiven Bakterien
die Erkennung von bakteriellen Lipoproteinenen (BLP), Peptidoglykane (PG), ganzen Gram-
positiven Bakterien, Mykobakterien und Hefen. Die Mdglichkeit von Lipoteichonsdure als
moglicher Ligand wird derzeit kontrovers diskutiert'>’ ">,

Mit Hilfe von Uberexpressions-Experimenten wurde TLR-2 als Rezeptor fiir Bacteroides
subtilis-, Staphylococcus pyogenes-und Staphylococcus sangius-LTA identifiziert'*’. 1999 wurde
durch Takeuchi die LTA-Erkennung via TLR-4 durch induzierte inflammatorische Mediatoren
in TLR-2-Knock-Out- und Wildtyp-Maiusen, nicht jedoch in TLR-4-Knock-Out (KO) Méusen
durch Staphylococcus aureus- und Staph. sanguis-LTA nachgewiesen. Neueste Forschungen
beschreiben LTA verschiedener Gram-postiver Bakterien als Liganden von TLR-2'*'. Die
moglicherweise CD14 abhidngige Erkennung von Lipopolysacchariden erfolgt spezifisch bei

Porphyromonas gingivalis und Leptospira interrogans, nicht aber bei Escherichia coli LPS'*%.

1.6.2. Der Toll-like-Rezeptor-4

Nach neuesten Forschungen fungiert TLR-4 als entscheidender physiologischer LPS-
Rezeptor''**. Neben TLR-4 dienen CDI14 und MD-2, ein sezerniertes Molekiil ohne
transmembrandre Doméne, als wichtige Faktoren fiir die LPS-Erkennung'®. Es scheint eine

Bindung von MD-2 an die extrazelluldre Doméine von TLR-4, aber auch von TLR-2 moglich'*.
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Eine weitere Aufgabe der TLR-4 ist die Immunzellaktivierung durch bakterielle und virale

7 Uber die Art der Bindung von LPS an den Rezeptor 14Bt sich derzeit keine klare

Proteine
Aussage treffen. Aktuelle Erkenntnisse favoritisieren eine direkte Bindung'*.

Fibronektin Extra Domain A (EDA), Taxol und Hitze-Schock-Protein 60 (HSP60) sind
korpereigene Substanzen, welche ebenfalls durch TLR-4 erkannt werden. Fibronektin (EDA)
entsteht bei Gewebeverletzungen durch alternatives Splicing und induziert iiber TLR-4 eine
inflammatorische Reaktion in Monozyten. Es wird vermutet, dass dieser Mechanismus in vivo

die inflammatorische Reaktion bei Gewebsschadigung induziert'®.

1.6.3. TLR-vermittelte Zellaktivierung

Nach Bindung der spezifischen Liganden durch TLR-2, CD14 und eventuell MD-2 bzw. durch
TLR-4, CD14 und MD-2 gelten zwei Wege der intrazelluldren Signalkaskade als moglich.
Einerseits erfolgt eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB oder andererseits eine
Stimulation der zur AP-1 Familie der Transkriptionsfaktoren gehérenden Proteine JUN und
FOS.

NF-kB ist ein entscheidender Faktor der Aktivierung immunrelevanter Gene z.B. fiir die

159 und bakterizider

induzierte Synthese entziindungsvermittelnder Zytokine (TNF-a, IL-1)
Radikale (NO)"'. Er wurde 1986 erstmalig in B-Zellen beschrieben'”. Nach der
Konformationsédnderung des Toll/Interleukin-1 Rezeptor (TIR) werden die MyD88 und das Toll-
interacting Protein (TOLLIP) rekrutiert, gefolgt von der Aktivierung der Serin/Threonin-
Kinasen. Diese gehoren der Familie der IL-I-receptor-associated kinasen (IRAK) an.
Anschlieffend erfolgt die Verbindung von IRAK-1 und -2 mit dem TNR-receptor-associated
factor 6 (TRAF6), einem weiteren Adaptorprotein innerhalb der intrazelluldren Signalkaskade.
Dieser aktiviert die TGF-B-activated kinase (TAD1) und die mitogen-activated protein kinase
kinase (MKK6).

Nun ist einerseits eine Aktivierung der c-JUN N-terminal kinase (JNK), der p38MAPKinase
oder andererseits eine Beeinflussung der NF-kB-inducing kinase (NIK) und Bildung von Ix-B
und anschlieBender Translokation von NF-kB in den Zellkern mdglich'”. Tk-B sind im
Zytoplasma, an NF-kB gebundene Proteine und werden nach extrazelluldrer Stimulation mit
Hilfe proinflammatorischer Zytokine, Bakterien und ihrer Toxine, Viren, Oxidantien oder LPS

durch den Ik-B-Kinase Komplex (IKK) phosphoryliert. AnschlieBend wird Ik-B von NF-xB
abgespalten und im Gefolge degradiert.
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NF-kB bindet nach Translokation in den Zellkern an spezifische DNA-Sequenzen um die
Gentranskription zu regulieren154. Weiterhin konnte eine Regulation der NF-kB-Aktivitdt ohne
Beeinflussung der Ik-B Proteolyse oder der Kernwanderung gezeigt werden'”. Diese scheint

selektiv mit TLR-2 und méglicherweise mit TLR-1 und-6 assoziiert zu sein.

BLP Lipopolysacchandes: LPS
PGN LTA, taxol, fibrinogen, HSP 60, CpG DNA

Lipoproiems fibronectin l

1AM
‘/ Manuﬁﬁ

Fxtracellular

Cell-mediated
immunity

. Influence
I cells adaptive

\\\— Immune
TESPONSE

dea
Direct
Apopiosts of antimicrobial

host cells response

Abb.3: Signalwege der Toll-like Rezeptoren (Akira 2003)

1.6.4. Pathogen assoziierte molekulare Muster

Pathogen assoziierte molekulare Muster (PAMPs) sind in der Evolution hoch konservierte
Strukturen, deren Vorkommen in einer Vielzahl unterschiedlicher Mikroorganismen als gesichert
gilt. Als Hauptaufgabe gilt die potente Induktion der angeborenen Immunantwort'>*"",

Es soll nachfolgend beispielhaft auf das Lipopolysaccharid und bakterielle Lipoproteine

eingegangen werden.
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Lipopolysaccharid (LPS)

Das Endotoxin Gram-negativer Bakterien besteht aus einem extrazelluldren Anteil, dem
Kernpolysaccharid und dem Lipid A. Der extrazelluldre Anteil (O-Antigen) besteht aus 3-20
Hexosemolekiilen, die flir die Speziesspezifitit des LPS und die Hydrophilie der
Oberflacheverantwortlich sind. Das Kernpolysaccharid setzt sich aus einem Inneren und
AuBeren Anteil zusammen. Der duBere Anteil, Ketodesoxy-oktonat, ist fiir die Funktion der
Zellmembran unent-behrlich. Das ampiphile Lipid A ist der entscheidende Bestandteil fiir die
Virulenz des LPS und Verankerung in der Zellwand. LPS bindet iiber CD14, LBP und MD-2 an
den TLR-4, stimuliert eine IL1R dhnliche Reaktionskaskade, die letztendlich in

B-Zellproliferation, vermehrter Produktion von Akute-Phase Proteinen, sowie der Sekretion der

Zytokine IL-18, TNF-o, IL-6, IL-8 und IL-12 in Makrophagen und Monozyten endet'*.

Bakterielle Lipoproteine (BLP)

Das erste bakterielle Lipoprotein (Braun’s Lipoprotein) wurde von Volkmar Braun (Universitéit
Tiibingen) vor mehr als 30 Jahren aus Escherichia coli isoliert und charakterisiert'”. Bereits
1975 wurde von V. Braun et al. die Stimulation des murinen B-Zellwachstum durch isoliertes

Lipoprotein gezeigt'®

. Weiterfithrende Forschungen von Norgard bzw. Kreuz et al. belegten die
Fihigkeit der Lipoproteine unterschiedliche Bakterien, NF-kB'®' und die Cytokin-Produktion'®*
zu aktivieren.

Durch weiterfiihrende Forschungen folgte die Synthese eines Analogons des E. coli
Lipoproteines, welches eine dem natiirlich vorkommenden Lipoprotein gleichwertige
Aktivierung von B-Zellen, Monozyten und Neutrophilen'® aufweist. Die synthetischen Analoga
des Braunschen Lipoproteins fungieren zudem in vitro und in vivo als potente
Immunadjuvantien'®*. Trotz intensiver Untersuchungen blieb lange Zeit unklar, iiber welchen
Mechanismus die Lipopeptide die vermittelte Immunantwort auslosen. Erst die Entdeckung der
TLR und die Zuordnung der Lipopeptide und Lipoproteine zu den Liganden des TLR-2

ermdglichte ein tieferes Verstindnis der Wirkungsweise der Lipoproteine'®.
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1.7. Aufgabenstellung

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen sind weltweit verbreitet und werden multifaktoriell
verursacht, wobei die genaue Pathogenese noch nicht bekannt ist. Die Krankheitsmanifestation
erfolgt durch die Aufhebung der Toleranz gegen die eigene Darmflora bei priddisponierten
Wirten. Der probiotische Stamm Escherichia coli Nissle 1917 moduliert das mukosale
Immunsystem und wird in der Therapie entziindlicher Darmerkrankungen erfolgreich eingesetzt.
Die Wirksamkeit der oralen Gabe des Probiotikums Escherichia coli Nissle 1917 zur
Remissionserhaltung der Colitis Ulcerosa wurde in doppelt-randomerisierten Studien
nachgewiesen. Es ist somit eine Therapiealternative zur klassischen Anwendung von 5-
Aminosalizylaten. Trotz seines weit verbreiteten klinischen Einsatzes sind jedoch die

Wirkmechanismen dieses Probiotikums relativ unbekannt.

Es konnte in Vorarbeiten gezeigt werden, dass EcN 1917 die Aktivierung und Expansion von
peripheren (PBT), aber nicht die der ortsstindigen mukosalen T-Zellen (LPT) inhibiert '°. Da
angenommen werden kann, dass ein Teil der biologischen Wirkung von EcN {iber die Interaktion
von PAMPs mit TLR erfolgt, war das Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit die genauere
Charakterisierung der Signaltransduktion und Signalverarbeitung des probiotischen Bakteriums
Escherichia coli Nissle 1917 in vitro, um somit einen Erkldrungsansatz fiir seine klinische
Wirksamkeit zu finden. Hierflir wurde der Einfluss von EcN auf die Expression von Toll-Like
Rezeptoren in humanen peripheren T-Zellen sowie die Wirkung auf HEK293 Zellen, welche mit

TLR-2/TLR-4 infiziert wurden, untersucht.

Anschliefend wurde auf die Frage der Beeinflussung des Zellzyklus der murinen peripheren
(MPBT) und mukosalen T-Zellen (MLPT) bei Knock-Out Méusen des TLR-2-, TLR-4- und des
Wildtyp eingegangen. Zur genaueren Erforschung der Zell-Zell-Wechselwirkung von T-Zellen
durch EcN wurden Untersuchungen zur Expression des Aktivierungsmarker CD69 und der
kostimulatorischen Molekiile CD80, CD86 und CD154, durchgefiihrt. Weiterfiihrend wurde der
Frage einer moglichen Beeinflussung der Expression der Integrine der 31 Familie und Adhésion
von murinen T-Zellen durch Zusatz von EcN-CM nachgegangen.

Basierend auf Ergebnissen aus Vorarbeiten wurde die Hypothese der Signaltransduktion via
Toll-like Rezeptoren, im speziellen TLR-4 und/oder TLR-2, sowie die Signalverarbeitung durch

entsprechende Modulatoren, vorangestellt.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Antikorper und Reagenzien

Chemikalien

E.coli

HBSS

Fibronektin

Ficoll — Losung

Luria Broth
Maus—anti-human—CD3 AK
Propidium — Jodid

PBS

RPMI 1640

RNAse A

Medien

Complete Medium

Herkunft

Ardeypharm, Herdecke

Invitrogen, Karlsruhe

Human plasma chemicon

Amersham Biosciences, Upsala, SE
Invitrogen, Karlsruhe

Janssen—Cilag, Neuss Orthoklone OKT3
Calbiochem, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

10% FCS, 1,5% HEPES ( Merck, Darmstadt )

in RPMI 1640
Enzymatische Losung 0,01% Kollagenase Typ 11,
(Worthington Biochemical, Lakewood, NJ,
USA),
0,01% DNAse Typ I (Roche Diagnostics, Mannheim),
2,5% Penicillin-Streptomycin-Fungizone
(Invitrogen, Karsruhe)
1% Gentamicin (GibcoGBL, Paisley, Scotland),
2,5% IM HEPES (Merck, Darmstadt)
in HBSS
Hank's buffered salt solution/DTT 75mg DTT (Sigma Aldrich, Taufkirchen)
(HBSS) in 50 ml HBSS
PBS/BSA 20mg/ml  BSA (Sigma Aldrich, Taufkirchen)

in PBS, ph 7,4
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Puffer
Lyse — Puffer 0,5% Na-Deoxycholat,
0,1% SDS,
1% Triton-X100,
0,5% NP-40,
SmM EDTA (alle Sigma Aldrich, Taufkirchen)
in PBS
MACS — Puffer 0,5% BSA,
2mM EDTA (alle Sigma Aldrich, Taufkirchen)
in PBS, ph 7,2
Borat Puffer 0,1IM Boric acid, Natriumborat,
0,15M NacCl in ddH20,
ph 8,5
2.1.2. Reagenzien fiir murine Zellisolation
Puffer — Losung A 10% FCS
0,625mM  HEPES (Merck, Darmstadt)
2,5% Penicillin—Streptomycin-Fungizone

(Invitrogen, Karlsruhe)

in RPMI 1640

HEPES (Merck, Darmstadt)

EDTA (Sigma, Aldrich)

Penicillin — Streptomycin — Fungizone
(Invitrogen, Karlsruhe)

DTT (Sigma Aldrich, Taufkirchen)

in HBSS ohne Ca/Mg

Percoll
10x HBSS
IM HEPES (Merck, Darmstadt)

in 575 ml dd H20, ph 7,4,
sterilfiltriert durch 0,22 um Filter

Puffer — Losung B 10% FCS
0,625mM
0,05mM
2,5%
0,14mg/ml

Percoll — Losung ( 30% ) 300 ml

(1000 ml) 100 ml
25 ml

Collagenase D

Boehringer, Mannheim
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2.1.3. Reagenzien und Geriite fiir Durchflusszytometrie

PrimérantikSrper
Spezifitit Klon Markierung Hersteller
Mouse-1gG1, k MOPC-21 PE BD Pharmingen, Heidelberg
Mouse-IgG MOPC-21 FITC BD Pharmingen, Heidelberg
Anti-hu CD3 UCHT1 PE BD Pharmingen, Heidelberg
Anti-hu CD69 UCHLI1 FITC Immunotools, Friesoythe
Goat-anti-Mouse-Ig Polyklonal FITC Biosource, Solingen
Anti-Mouse CD3 145-2C11 PE e Bioscience, San Diego

2.1.4. Reagenzien fiir Adhisionsessay und Transfektion

Vybrant Cell Adhesion Assay Kit von Molecular Probes (Oregon, USA)
FuGENE 6 Transfektions Reagenz der Firma Roche, Mannheim
Transfektionsansatz 0,5 ul FuGENE 6 Transfektions Reagenz

2ul DNA-Mix
in 50pul Kulturmedium ohne Zusitze

DNA-Mix 40 ng RSV-o-Galactosidase
120 ng Luciferase
40 ng TLR2 oder TLR4

2.2. Methoden

2.2.1. Zellisolation

Isolation von mononukleiren Zellen aus peripherem Blut

Mononukledre Zellen aus peripherem Blut (PBMC) wurden aus heparinisiertem Blut von
freiwilligen, gesunden Spendern gewonnen. Unter sterilen Bedingungen wurde das Blut 1:2 mit
PBS verdiinnt und auf eine Ficoll-Losung geschichtet. Durch Dichtegradientenzentrifugation (20

min, 980 g, 21 °C) bildete sich eine Interphase, in welcher sich mononukleédre Zellen befanden.
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Diese wurden mit Hilfe einer Pipette aufgenommen, zweimal erneut zentrifugiert (5 min, 450 g,

21 °C) und in PBS resuspendiert.

Isolation von mononukleiren Zellen der Lamina propria

Mononukledre Zellen der Lamina Propria wurden aus Resektionsmaterial (Colon, Sigmoid) von
Patienten mit nichtmalignen Darmerkrankungen, die aus iiblichen medizinischen Indikationen
wie zum Beispiel Sigmadivertikulitis im DRK-Klinikum Westend, Berlin operiert wurden,
gewonnen. Ein entsprechendes Ethikvotum lag hierfiir vor. Die Proben wurden gekiihlt, in HBSS
gelagert und innerhalb von 30 Minuten weiterverarbeitet. Das OP—Resektat wurde mehrfach in
HBSS gespiilt und abgetupft. AnschlieBend wurden ca. 1 mm breite Mucosastreifen, lings zum
Organverlauf, geschnitten und in eine Petrischale mit HBSS gelegt. Nach dem erneuten Spiilen
wurden die Streifen langsam auf einem Magnetriihrer in 50 ml HBSS mit 75 mg DTT gertihrt,
um die luminale Mucusschicht und enthaltene Bakterienkolonien zu entfernen. Darauthin
wurden die epithelialen Bindungen geldst. Dies erfolgte durch dreimaliges Riihren fiir je 1 h in
HBSS mit Penicillin-Streptomycin-Fungizoneund EDTA. Dann wurden die Proben 2 mal in
HBSS gewaschen, bevor sie 12 h in HBSS bei 4 °C geriihrt wurden. Nach dieser Inkubationszeit
wurden die Proben unter sterilen Arbeitsbedingungen in kleinstmogliche Stiicke geschnitten, um
dann 5 h, bei 37 °C in 100 ml Enzymatischer Losung (siche Materialien) langsam zu quirlen.

Die entstandene Zellsuspension wurde durch ein autoklaviertes Netz abgegossen, zentrifugiert (5
min, 453 g, 21 °C), mit HBSS aufgenommen und abschliefend mit Ficoll-Losung unterschichtet.
Durch Dichtegradientenzentrifugation (5 min, 2060 g, 21 °C) wurde eine Interphase gewonnen,
welche abpipettiert, mit HBSS aufgefiillt und zentrifugiert (5 min, 450 g, 21 °C) wurde.

Nach zweimaligem Waschen wurden die isolierten mononukleéren Zellen der Lamina-Propria

gezdhlt.

Alle Tierversuche wurden vom zustindigen Landesamt fiir Arbeitsschutz und zustindige

Sicherheit genehmigt.

Isolation muriner PBMC

MPBMC (mononukledre Zellen aus peripherem Blut von Méusen) wurden aus Blut von
Wildtyp- und Knock—Out Tieren gewonnen. Der Transport ins Labor erfolgte auf Eis gekiihlt
innerhalb einer Stunde.

Die weiteren Zellisolationsschritte erfolgten analog zur Praparation aus humanem Blut.
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Isolation muriner LPMC

Die Préparation von MLPMC (mononukledre Zellen der Lamina Propria von Méusen) erfolgte
von Darmresektaten der Wildtyp- und Knock—Out Tieren. Diese wurden dankenswerter Weise
vom Institut fiir Infektionsbiologie (Direktor: Prof. Dr. Dr. Zychlinski) des Max—Planck—
Institutes, Berlin zur Verfiigung gestellt. Der Transport erfolgte unter Wahrung kurzer
Ischdmiezeiten innerhalb einer Stunde, gekiihlt in 0,9% iger Kochsalzldsung.

Zu Beginn wurden die Proben um Fett, Blut und Stuhlreste zu entfernen, sorgfiltig in HBSS
gesplilt. AnschlieBend wurde der Darm ldngs aufgeschnitten, erneut gespiilt und mit Zellstoff
abgetupft um Reste von HBSS zu entfernen. Das Gewebe wurde innerhalb von 15 min so klein
wie moglich geschnitten, durch Zugabe von 25 ml vorgewarmter Puffer—Ldsung B resuspendiert
und 15 min im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Gewebe
durch einen 100 pm Filter gegeben. AnschlieBend wurde der Vorgang noch einmal wiederholt.
Im néchsten Schritt, welcher EDTA inaktivierte, wurden die Zellen mit 25 ml vorgewarmter
Puffer—Losung A versetzt, fiir 15 min im Wasserbad bei 37 °C inkubiert und gefiltert. Wéhrend
der Inkubationszeiten wurde die Zellsuspension alle 5 Minuten pipettiert. AnschlieBend wurde
das Gewebe durch Zugabe von vorgewérmter, mit 400 U/ml Collagenase D und 0,01 mg/ml
DNAse Typ I verdiinnter Puffer-Losung A fiir 1 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Die
Zellsuspension, welche LPMC, Epithelzellen und Zelltriimmer enthélt, wurde zuerst durch einen
100 pum, anschlieBend durch einen 40 pum Filter gegeben, mit HBSS aufgefiillt und bei
Raumtemperatur (5 min, 450 g) zentrifugiert. Nach Aufnahme der Zellen in HBSS und
mehrmaligem Auf- und Ab-Pipettieren entstand eine Einzelzellsuspension. Dieser Vorgang
wurde zweimal wiederholt. Durch Dichtegradienten-zentrifugation (20 min, 450 g, 4 °C) mit
einer 30 %igen Percoll-Losung wurden LPMC gewonnen. Die isolierten mononukledren Zellen
der Lamina Propria befanden sich am Boden. Das Pellet wurde mit HBSS aufgenommen und
zweimal gewaschen. AbschlieBend wurde die Zahl der vitalen Zellen durch Trypan Blau

bestimmt.

Zellzihlung

Tryanblau dringt in sterbende oder abgestorbene Zellen ein, wihrend Zellen mit intakter
Zytoplasmamembran nicht angefdarbt werden. Die nicht vitalen Zellen wurdenmit einer 1:5
verdiinnten Trypanblauldsung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) angefédrbt und nicht mitgezéhlt. Die

Zellzdhlung der vitalen Zellen erfolgte lichtmikroskopisch in einer Neubauer Zahlkammer.
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Magnetische Trennung von T-Lymphozyten

Einzelne Versuche wurden mit phénotypisch einheitlichen Zellpopulationen durchgefiihrt.
Hierfiir war es erforderlich, isolierte T-Zellen mittels magnetischer Beads zu sortieren. Dies sind
magnetische Partikel, welche mit spezifischen Antikorpern beschichtet sind, z.B. CD3 fiir die
Selektion von T—Zellen. Isolierte PBMC wurden mit MACS Puffer gewaschen und anschlieSend
in 40 ul MACS—Puffer pro 10" Zellen aufgenommen. Nun erfolgte die Markierung der Zellen
mit CD3 oder CD4 Mikrobeads. Nach Zugabe von 10 ul Antikérperbeads pro 107 Zellen, wurde
15 min bei 4 °C inkubiert. Wihrenddessen wurde die verwendete Separations Sdule (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach) einmal mit 5 ml magnetischen Zellsortierungs-Puffer (MACS-
Puffer) gespiilt, um den Pre—seperations Filter mit Puffer anzufeuchten, gewaschen und in einem
MidiMACS—Magneten platziert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen mit MACS —
Puffer gewaschen und in 1 ml resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde nun auf die Séule
gegeben. AnschlieBend wurde die Sédule mit 2,5 ml MACS-Puffer zweimal gespiilt. Die
negativen Zellen passierten die Sdule und wurden anschlieBend verworfen, wihrend die
positiven Zellen durch die magnetischen Beads in der Sdule verblieben. Diese positiven Zellen
wurden mit 2,5 ml MACS-Puffer isoliert. AnschlieBend wurde zweimal mit 2,5 ml MACS-
Puffer gespiilt.

2.2.2. Préaparation von Bakterienkulturen

Priméirkultur
Eine mit E.coli beschichtete Glasperle (Ardeypharm GmbH, Herdecke, Deutschland) wurde in
eine Kulturflasche mit 10 ml Luria Broth gegeben und anschlieBend fiir 16 h bei 37 °C und 5 %
CO2 inkubiert.

E. coli Conditioned Media (EcN-CM)

Die Primédrkultur wurde nach 16 h Inkubationszeit zentrifugiert (15 min, 1360 g 4 °C), der
Uberstand verworfen und das Pellet in CM ohne Penicillin-Streptomycin-Fungizone
aufgenommen. Die Losung wurde erneut in einer Kulturflasche resuspendiert und fiir 1,5 h-2 h
bei 37 °C, 5 % CO2 inkubiert. Nach der Zentrifugation (15 min, 1360 g, 4 °C) wurde der

Uberstand aufgenommen, durch einen 0.20 um Filter steril filtriert und bei —80 °C eingefroren.
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2.2.3. Zellkultur
Die Kultur der humanen Zellen erfolgte iiber 48 h in 24-Loch Platten, konzentriert 2x10° Zellen
in 1 ml Medium. Die Zellkultur der murinen Zellen erfolgte ebenfalls {iber 48 h, jedoch in

48-Loch Platten, mit identischer Konzentration.

Vorbereitung der Zellkulturplatten, Stimulation und Kultur humaner T-Zellen

Die Zellkulturplatten wurden mit 1 ml Borat Puffer in Kombination mit dem 1:100 verdiinnten
Antikorper beschichtet und zwei Stunden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. AbschlieSend
wurde die Losung aus den Vertiefungen abgesaugt und zweimal mit PBS gespiilt.

AnschlieBend erfolgte die Zugabe isolierter Zellen in der Konzentration von 2x10° Zellen/ml in

1 ml Complete Medium ohne Penicillin/Streptomycin. Die Zellen wurden versuchsabhidngig mit
0 vol %, 25 vol % oder 50 vol % EcN-CM bei 37 °C, 5 % CO, fiir 2 Tage inkubiert. Nach 48
Stunden wurde die Zellsuspension in 15 ml Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt, die Vertifungen
wurden zweimal mit PBS gespiilt und anschlieBend mikroskopisch auf Zellfreiheit iiberpriift.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS (5 min, 450 g, 4 °C), wurden die Zellen in 1 ml PBS

aufgenommen. Ein Teil wurde fixiert oder durchflusszytometrisch gemessen.

Vorbereitung der Zellkulturplatten, Stimulation und Kultur muriner T-Zellen

Die Vorbereitung der verwendeten Zellkulturplatten erfolgte mit Anti-Maus-CD3 (e Bioscience,
San Diego, Kalifornien). Hierfiir wurden 7,5 pg/ml OKT3, einem monoklonalen, gentechnisch
hergestellter Maus-Antikorper, in sterilem PBS gelost und je 100 ul der Losung in jede
Vertiefung der Platte gegeben. Diese wurde fiir 2 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
Unmittelbar vor Zugabe der Zellsuspension wurde die Platte vorsichtig mit sterilem PBS
zweimal gewaschen. Das weitere Verfahren erfolgte analog, wie oben beschrieben, zu den

humanen Zellen.

Zellfixierung

Um intrazelluldre Antigene und den DNA-Gehalt von isolierten Zellen durchflusszytometrisch
bestimmen zu konnen, wurden diese in 90 % Methanol fixiert. Von den kultivierten Zellen
wurden jeweils 5x10° Zellen abgenommen und in Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt, welche mit
500 pl kaltem PBS gefiillt und anschlieBend bei 450 g fiir 5 min, 4 °C zentrifugiert wurden. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100 pl kaltem PBS aufgenommen. Zur Fixierung
und Stabilisierung wurde 900 pl —20 °C kaltes Methanol hinzugegeben. Die fixierten Zellen

konnten nun tiber Monate bei —20 °C aufbewahrt werden.
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2.2.4. Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrischen Messungen wurden mit dem FACSCaliburTM, BD Pharmingen,
Heidelberg, durchgefiihrt. Hierbei werden in einem Fliissigkeitsstrom bewegte Zellen beim
einzelnen Passieren durch einen Laserstrahl analysiert. Es kdnnen Subpopulationen einer Probe
identifiziert und aufgrund ihrer GroBle, Lichtbrechungseigenschaften und Fluoreszenz isoliert
werden. Man verwendet Fluorochrom-konjugierte Antikdrper und Reagenzien, um Proteine,

DNA-Gehalt, Oberflichenmerkmale und andere Merkmale zu messen.

Durchflusszytometrische Bestimmung des DNA-Gehaltes

Um den DNA-Gehalt zu bestimmen wurden die isolierten Zellen in 90% Methanol fixiert und
anschlieBBend geférbt. Dies erfolgte durchZentrifugieren bei 450 g fiir 5 min und anschlieBendem
zweimaligen Waschen mit PBS. Nach Zugabe eines nichtkonjugierten Primarantikdrpers wurde
bei 4 °C dunkel flir 45 min inkubiert. Um den DNA-Gehalt zu bestimmen wurde durch Zugabe
von 5 ul RNAse A und 425 ul PBS die RNA der Zellen zerstort. Die Inkubation erfolgte bei

37 °C fiir 15 min. AbschlieBend wurden die mit 75 pl Propidium Jodid versetzten Zellen auf Eis
fir 15 min inkubiert und durchflusszytometrisch gemessen. Isotypkontrollen wurden stets

mitgefiihrt.

Expression von pathogen assoziierten molekularen Mustern

Um den EinfluB3 von pathogen assoziierten molekularen Mustern (PAMPs) auf die Wirkung von
EcN zu untersuchen, wurden CD3 stimulierte und unstimulierte PBT fiir 3 Tage mit
aufgereinigtem LPS-EcN (2 pg/ml) oder bakteriellen Lipoproteinen (BLP) (100 ng/ml) sowie
vergleichend ohne diese Zusétze kultiviert. Nach der Inkubation wurde die DNA wie unter 3.4.1.

beschrieben gefarbt und die Intensitét der Fluoreszenz im FACS gemessen.

Firbung mit Sekundirantikérper

Isolierte, kultivierte Zellen wurden in PBS bei 4 °C und 450 g 5 min zentrifugiert und zweimal in
Flowpuffer gewaschen. Anschlieend wurde mit dem Primérantikorper gefarbt. Dies erfolgte mit
1 ul des jeweiligen Antikorpers und 25 ul Flowpuffer. Vor der Inkubation auf Eis fiir

30 Minuten wurde die Losung durch Schiitteln gut gemischt. Nach der Inkubation wurde die
Zelllosung in Flowpuffer aufgenommen, erneut zentrifugiert und zweimal in Flowpuffer
gewaschen. Die Zugabe des jeweiligen Zweitantikorpers erfolgte im abgedunkelten Raum, die
Dunkelinkubation auf Eis dauerte 30 min. Nach dem Waschen wurden die Zellen

durchflusszytometrisch gemessen.
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2.2.5. Adhisionsassay

Unter Verwendung des Vybrant Cell Adhésions Sets (Molecular Probes, Oregon, USA) welches
Calceinacetoxymethylester (Calcein AM) als Komponente A enthélt, wurde die Messung
adhérenter Zellen auf einer Platte mit 96 Vertiefungen durchgefiihrt. Calcein hat ein
Absorbtionsmaximum bei 494 nm und ein Emmissionsmaximum bei 717 nm. Vor der Nutzung
wurde Calcein AM aufgetaut und kurz zentrifugiert. Isolierte Zellen wurde zweimal mit PBS
gewaschen, in RPMI 1640 mit einer Konzentration von 5x10° /ml resuspendiert und mit 5 pl
Calcein AM/ml Zellsuspension versetzt. Es wurde gut gemischt und anschlieend bei 37 °C fiir
30 min inkubiert. Die mit Calcein gefarbten Zellen wurden nun zweimal mit 450 g, 37 °C, 5 min
gewaschen, erneut in einer Konzentration von 5x10° Zellen/ml in RPMI aufgenommen und je
100 pl Suspension auf vorbereitete Platten pipettiert.

Die Vorbereitung der Platten erfolgte einen Tag vor Versuchsdurchfithrung. Zwei Platten mit
jeweils 96 Vertiefungen wurden pro Vertiefung mit 50 ul Kollagen oder 50 ul Fibronektin
(Verdiinnung 1:5 mit PBS) oder ohne Zusatz iiber Nacht im Kiihlschrank inkubiert.

Am Versuchstag wurden beide Platten unmittelbar vor dem Bestlicken mit der Zellsuspension
zweimal vorsichtig mit PBS gewaschen. Nach dem Aufpipettieren der Calcein gelabelten Zellen
wurden die Platten 2 h bei 37 °C inkubiert. Um nicht adhédrente Zellen zu entfernen, wurde Platte
A viermal mit vorgewdrmten RPMI gefiillt und anschlieBend durch Drehen auf einem
saugfahigen Papiertuch entleert. Platte B wurde als Kontrolle verwendet und nicht gewaschen.
AbschlieBend wurde jedes Loch mit 200 ul PBS gefiillt und im Mikroplate Reader gemessen.
Platte B wurde zuerst mit optimaler Verstarkung gemessen. Der ermittelte Wert wurde dann

manuell bei Platte A abgeglichen.

2.2.6. Transfektion

Transfektion

Die Transfektion wurde mit FuGENE 6 Transfektions Reagenz (Roche, Mannheim)
durchgefiihrt. Diese besteht aus einer Mischung aus Lipiden und Lipoproteinen. Einen Tag vor
der Transfektion wurden die Zellen (HEK293) mit einer Dichte von 1x10° Zellen/ml je 1ml/Well
in 12-Well-Platten ausgesidt. Am Tag der Transfektion waren die Zellen zu 50-80 Prozent
konfluent. Die Plasmid-DNA wurden fiir mehrere Anwendungen in den entsprechenden
Verhiltnissen zusammenpipettiert und mit sterilem Wasser verdiinnt. Der Mix wurde bei —20 °C

gelagert. Beim Pipettieren des Transfektionsansatzes sollte die Reihenfolge Medium—FuGENE

29



Material und Methoden

6—DNA eingehalten werden. Es wurde darauf geachtet, dass FuGENE 6 nicht an der GefaBwand
haften bleibt, da dessen Lipidkomponente dort dauerhaft adhdrieren und so die
Transfektionseffizienz beeintrichtigen konnte. Zur Transfektion wurden 52,5 pul Volumen pro

Well auf die Platte gegeben und weiter bei 37 °C inkubiert.

Stimulation

Nach 24 h wurden die Zellen mit 500 ul TLR-2 oder TLR-4 stimuliert. Als Positivkontrollen fiir
TLR-4 wurden verschiedene Mengen LPS E. coli (U. Zédhringer, Forschungszentrum Borstel,
Germany) und fir TLR-2 Pam3Cys-Ser-Lys4 (A. Zychlinsky, Max-Planck Institut Berlin,
Germany), das synthetische Analogon eines bakteriellen Lipoproteins verwendet. Als
Negativkontrollen dienten Zellen, die nicht transfiziert und nicht stimuliert, sowie Zellen, welche
transfiziert aber nicht stimuliert worden waren. Die Zellen wurden weiterhin fiir 20 h bei 37 °C,

5 % CO; und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % kultiviert.

B-Gal Reporter Gen Assay zur Bestimmung der Transfektionseffizienz

3-Galactosidase dient im Zellstimulationstest als Rezeptorprotein. Das Gen fiir B-Galactosidase
wurde zusammen mit den TLR in die Zellen transfiziert. Die mit diesem Test bestimmte
Aktivitat der B-Galactosidase dient als Mal} fiir die Transfektionseffizienz, da sie direkt von der
Menge der zur Verfiigung stehenden Genkopien abhédngt. Zu den lysierten Zellen wurde
Galacton Plus gegeben, dieses wird durch B-Galactosidase gespalten. Ein ph von 7,8 garantiert
optimale Reaktionsbedingungen. Die Zugabe einer Initiationslosung fiihrte iiber eine ph
Erhohung auf 12 zu Lichtblitzen. Diese konnen in einem Luminometer detektiert werden. Die
Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, mit 100 pl Lysis Puffer versetzt und 15 min bei
Raumtemperatur geschiittelt. Das Zell-Lysat wurde auf eine 96-Well Platte {iberfiihrt und bei
4000 RPM fiir 7 min zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 25 ul in eine Mikrotiterplatte
pipettiert. Diese wurde mit 50 pl Substratlosung versetzt und flir mindestens 15 min bei
Raumtemperatur geschiittelt. Nach Zugabe von 25 pl Initiationslosung wurde sofort die
Lichtproduktion iiber einen Zeitraum von 1000 ms gemessen. Lagen die Messwerte auBBerhalb

des Messbereichs, wurde die Zeit auf bis zu 200 ps reduziert.
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Luciferase-Assay zur Bestimmung der Rezeptoraktivitiit

Mit dem Luciferase-Test wurde ermittelt, ob die Stimulanzien mit dem TLR reagieren.

Die Luciferase ist das Rezeptorprotein, das Gen dafiir wurde zusammen mit den Toll-like
Rezeptoren in die Zellen transfiziert. Luciferase wird nur exprimiert, wenn NFxB in aktiver
Form vorliegt, dies erfolgt, wenn ein Ligand mit einem Toll-like Rezeptor interagiert. Ist das
Enzym vorhanden, katalysiert es die ATP-abhéingige Carboxylierung des Substrat Luciferin.
Dabei wird ein Lichtsignal freigestzt, welches im Luminometer detektierbar ist. Je 20 ul des
abzentrifugierten Zelliiberstandes aus der Lyse wurden auf eine Mikrotiterplatte gegeben und mit
50 pl Luciferasereagenz versetzt. Die Lichtfreisetzung wurde sofort gemessen. Die beschriebene
Transfektion erfolgte mit Unterstiitzung der AG Prof. Dr. R.R. Schumann, Institut fiir

Mikrobiologie und Hygiene, Charite Universitdtsmedizin Berlin.
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3. Ergebnisse

Das Probiotikum E.coli Nissle wird in der Behandlung von CED eingesetzt. In Vorversuchen
konnte gezeigt werden, dass EcN die Funktion von humanen peripheren T-Zellen modifiziert.
Wir  untersuchten = daher  nachfolgend  mogliche  hierfir  zugrunde  liegende

Signaltransduktionsmechanismen.

3.1. Einflul von pathogen assoziierten molekularen Mustern auf die

Zellzyklusprogression von PBT

Pathogen assoziierte molekulare Muster (PAMPs) sind konservierte bakterielle Produkte, deren
immunmodulatorischen Effekte seit langem bekannt sind. Zu diesen zdhlen u.a. bakterielle
Lipoproteine (BLP) und Lipopolysachcharide (LPS). LPS bildet die &duBere Hiille von Gram-

negativen Bakterien, wie zum Beispiel EcN.

Diese molekularen Muster werden von den Rezeptoren der Toll-like Familie (TLR) erkannt. So
vermittelt der TLR-4 die LPS-induzierte Signaliibertragung und der TLR-2 die Lipoprotein-

induzierte Signaliibertragung.

Um den Einfluss von PAMPs auf die Signaltransduktion von EcN zu untersuchen, wurden anti-
CD3 stimulierte und unstimulierte PBT fiir 3 Tage mit aufgereinigtem LPS oder BLP sowie
vergleichend ohne diese Zusétze kultiviert. AnschlieBend wurde die DNA mit Propidium Jodid
(PI) geférbt und die Zellzyklusprogression durchfluBzytometrisch gemessen.

Nach der Stimulation befanden sich 30 + 1,8% der Zellen der Kontrollgruppe in der S/G2/M-
Phase. Im Gegensatz hierzu kam es durch Zugabe von EcN-CM zu einer Reduktion der
proliferierenden Zellen auf 14,5 + 2,7% (p<0,05).

Nach Zugabe von LPS entsprach der Anteil der Zellen in der S/G2/M-Phase 31,9 + 1,1% und
somit dem Anteil der Kontrollgruppe. Hingegen fiihrte die Zugabe von BLP zu einer mit EcN-
CM vergleichbaren Inhibierung der Zellzyklusprogression und Reduktion der proliferierenden

Zellen auf 17,9 £ 1,7% (p<0,05).
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Abb. 3.1.1. Einfluf von bakteriellen Lipoproteinen (BLP) und Lipopolysacchariden (LPS) auf die
Zellzyklusprogression von peripheren T-Zellen. Die Bewegung der Zelle aus der Ruhephase in die S/G2/M-Phase
fiihrt zur Zellteilung und Proliferation des Zellklons. Es ist der prozentuale Anteil der Zellen in der S/G2/M-Phase
nach Zusatz von EcN-CM, LPS und BLP dargestellt (*= p<0,05 vergleichend zur Kontrollgruppe, n = 7).

3.2. Einfluss von EcN auf die TLR-Expression von PBT

Es konnte unter 3.1. gezeigt werden, dass der Effekt von EcN durch BLP, nicht aber durch LPS,
imitiert wird. Um die Bedeutung der TLR-Expression und die Funktion der TLR als Rezeptoren
der PAMPs im Hinblick auf die Wirkungsweise von EcN genauer zu charakterisieren, wurden
PBT 3 Tage mit anti CD3 stimuliert und in Anwesenheit sowie in Abwesenheit von EcN-CM
kultiviert. Die Kontrollen bestanden aus unstimulierten Ansétzen zu den gleichen Zeitpunkten.
Mittels Durchflusszytometrie wurde anschlieBend die Expression von TLR-2 und TLR-4 auf den
PBT gemessen.
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Abb. 3.2.1. Erhohte Expression von TLR-2 und TLR-4 auf PBT nach Zugabe von 40 vol% zellfreiem
Escherichia coli Nissle 1917 Uberstand.

Nach Zugabe von EcN-CM zeigte sich eine Zunahme der TLR-2 Expression um 18%, wihrend die TLR-4
Expressionum 10% anstieg (Isotyp-Kontrolle weif3 dargestellt, n = 7).

Bei den kultivierten Zellen ohne EcN-CM Zusatz zeigte sich eine Expression des TLR-2 von
61,7 £ 2,3%, wiahrend nach Zugabe von 40 vol% EcN-CM eine signifikante Erhohung auf 79,7 +
2,1% nachweisbar war.

Die Expression des TLR-4 zeigte nach Zugabe des konditionierten Mediums von EcN ebenfalls
eine Steigerung, jedoch in geringerem Malle als bei den durchgefiihrten Versuchen der TLR-2
Expression. Hier entsprach die Expression des TLR-4 nach Zugabe von 40 vol% EcN-CM

60,1 + 1,8%, sowie 50,1 = 3,2% ohne Zugabe des bakteriellen Uberstandes.

3.3. Transfektion

Aufbauend auf diese Ergebnisse und zur weiteren Identifizierung der Signalwege von EcN
wurden HEK293 Zellen mit TLR-2 und TLR-4 transfiziert. AnschlieBend wurden die Zellen
erneut mit und ohne EcN-Uberstand kultviert, um die NFxB Aktivitit im Luminometer zu

bestimmen. Als Kontrollen wurden Lipoprotein (LP3) und LPS als PAMPs von TLR-2 und
TLR-4 mitgefiihrt.
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Abb. 3.3.1. Signifikante Erh6hung der NF-kB Intensitit von TLR-2/TLR-4 transfizierten HEK293 Zellen.
Freigesetzte Lichtsignale wurden im Luminometer detektiert und iiber einen Zeitraum von 1000 ms gemessen. Es
sind relative Lichtsignale vergleichend nach Zugabe von EcN (Konzentration in pl/ml) und LPS oder LP3

(Konzentration ng/ml) gemessen und graphisch dargestellt (n=3). LP3 wurde nach Zugabe von 20 ng/ml gemessen.

Wie in Abbildung 3.3.1. dargestellt, ldsst sich eine signifikante konzentrationsabhingige
Erhohung der NF-«xB Aktivitdt sowohl bei TLR-2 als auch bei TLR-4 transfizierten HEK293
Zellen zeigen.Vergleichend zur Kontrollgruppe (nicht transfizierte Zellen und Zugabe von EcN-
CM) wurde die NF-kB Aktivitdit in TLR-2 transfizierten Zellen und Zugabe des EcN-
Uberstandes (200 pl/ml) 60-fach stimuliert.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Erhohung der EcN-CM Konzentration von 2 pl/ml auf 20
pl/ml bei den TLR-2 HEK293 Zellen eine signifikante, sehr deutliche Erhohung der NF-kB
Aktivitit von 630 relativen Lichteinheiten auf 2575 relative Lichteinheiten verursacht.

Eine erneute Konzentrationserhohung und Zugabe von 200 pl/ml EcN-CM fiihrte ebenfalls zu

einer signifikanten vergleichend jedoch geringeren Erh6hung der NF-xB Aktivitét.
Vergleichbar lieB sich dies auch bei den TLR-4 transfizierten und mit EcN-CM versetzten Zellen

zeigen. Hier lieB sich im Vergleich zur Kontrollgruppe durch Zugabe von 2 pl/ml EcN-CM ein
deutlicher Anstieg der NF-kB Aktivitdt um den Faktor 450 zeigen.
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Konzentrationsabhéingig liel sich identisch zu den TLR-2 transfizierten Zellen auch bei den
TLR-4 transfizierten Zellen eine Steigerung derNF-kB Aktivitdt beobachten. Die Zugabe von 20
pl/ml EcN-CM fiihrte zu einer Verdopplung der gemessenen Lichtsignale und somit ebenfalls zu

einer Erhohung der NF-xB Aktivitt.

Die Zugabe von 20 ng/ml LP3 fiihrte bei TLR-2 transfizierten Zellen zu einer vergleichbaren
Erh6hung der relativen Lichtstirke auf 3000 relative Lichtstirken (verglichen mit der Erhéhung
nach EcN-CM Zugabe). Bei den TLR-4 transfizierten Zellen zeigte sich eine
konzentrationsabhdngige Erhohung der NF-kB Aktivitit auf das zwanzigfache bei Zugabe von 2
ng/ml LPS verglichen mit der Kontrollgruppe.

3.4. Einfluss von Escherichia coli Nissle auf den Zellzyklus von Wildtyp- und
Knock-Out Méusen

34.1. PBT

Nachdem gezeigt werden konnte, dass EcN die Expression von TLR-2 und TLR-4 auf PBT
signifikant steigert und die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors NF-kB sowohl bei TLR-2 als
auch bei TLR-4 transfizierten HEK293 Zellen konzentrationsabhingig erhoht, wurde der
Einfluss von EcN-CM bei Zellen von TLR-2 und TLR-4 Knock-Out Méusen und Mausen vom
Wildtyp untersucht.

Aus Tabelle 3.4.1. ist ein dosisabhingiger hemmender Effekt von EcN Uberstiinden auf die
Zellzyklusprogression von PBT vom Wildtyp zu erkennen. Dieser Effekt entspricht dem Einfluf3
von EcN-CM auf periphere humane Zellen. Bei den stimulierten murinen peripheren T-Zellen
vom Wildtyp ohne Bakterienzusatz waren 15,8 + 1,3% der Zellen in der S/G2/M-Phase. 84,2%
der Zellen befinden sich in der Ruhephase des Zellteilungszyklus. Der Anteil ruhender Zellen
erhoht sich nach Zugabe von 25 vol % EcN-CM auf 91,8% (zyklierender Anteil 8,2 + 1,0%), um
sich nach Zugabe von 50 vol % verdiinntem Bakterieniiberstand weiter auf 95,6% (zyklierender

Anteil 4,4 + 0,6%) zu erhohen.

Die Zahl der aktiven Zellen im Zellteilungszyklus, welche sich in der S/G2/M-Phase befinden,

nimmt mit zunechmender EcN-CM Konzentration ab (Tab. 3.4.1.)
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Dieser inhibitorische Effekt ldsst sich bei isolierten PBT von TLR-2 und TLR-4 Knock-Out
Tiere nicht nachweisen. Bei den peripheren T-Zellen der TLR-4 Knock-Out Miuse zeigte sich
keine signifikante Anderung des Verhiltnisses ruhender und aktiver Zellen im Zellzyklus nach
Zugabe verschiedener Konzentrationen des Bakterieniiberstandes. Es befanden sich 17,0 £ 0,9%
der Zellen ohne Zugabe von EcN-CM in der aktiven S/G2/M-Phase. Der Anteil dnderte sich
nach Zugabe von 25 vol% konditioniertem bakteriellem Medium auf 16,8 = 1,6% und 16,1 +
1,7% nach Zugabe von 50 vol% EcN-CM (Tab. 3.4.1.).

Ein vergleichbarer Effekt lie sich auch bei den isolierten PBT von TLR-2 Knock-Out Méusen
zeigen. Der Anteil ruhender Zellen von 80,7 % (19,3 + 1,6% zyklierend) bei 0 vol% EcN-CM
stieg nach Zugabe von 25 vol% EcN-CM auf81,6% (18,4 + 1,9% zyklierend) an und sank nach
Zugabe von 50 vol % EcN-CM auf 78,1% ab. Dies entspricht 21,9 + 2,1% aktivierter Zellen
(Tab. 3.4.1.).

Ovol % EcN | 25vol% EcN | 50 vol% EcN
Wildtype 15,8 £1,3% 8,2+ 1,0% 4,4 +0,6%
TLR-2- 19,3 + 1,6% 18,4 £ 1,9% 21,9+ 2,1%
TLR-4" 17,0 £ 0,9% 16,8 £ 1,6% 16,1+ 1,7%

Tab. 3.4.1. Konzentrationsabhiingige Hemmung des aktivierten zelluliiren Anteils (S/G2/M-Phase)

muriner peripherer T-Zellen von Wildtyp Miiusen durch konditioniertes Medium von Escherichia coli Nissle
1917.

Vergleichend wurde der konzentrationsabhéngige Einflul von EcN-CM auf periphere T-Zellen von Wildtyp
Maéuse, sowie von TLR-2 und TLR-4 Tieren durch Zugabe von 0 vol %, 25 vol % und 50 vol % dargestellt (n=7).

3.4.2. Mononukleire Zellen der Lamina propria von Wildtyp-, TLR-2 und TLR-4 Knock-
Out Miusen

In Vorversuchen lief3 sich der inhibitorische Einflufl von bakteriellen Kulturiiberstinden auf die
Zellzyklusprogression von humanen peripheren T-Zellen an humanen Lamina propria T-Zellen
(LPT) nicht nachweisen und somit erscheint eine von PBT distinkte Regulation von Zellzyklus

und Apoptose mukosaler T-Zellen durch EcN méglich'® |
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Um diese Effekte weiter zu charakterisieren untersuchten wir murine mononukleédre Zellen der
Lamina propria (LPMC) von Wildtyp-, sowie TLR-2 und TLR-4 Knock-Out Tieren.

Isolierte, mit CD3-Mausantikdrpern aktivierte LPMC vom Wildtyp, TLR-2 und TLR-4 Knock-
Out Méusen wurden 3 Tage mit und ohne EcN-CM kultiviert. AnschlieBend wurde die DNA mit
Propidium Jodid geférbt und die Zellzyklusprogression durchfluzytometrisch gemessen

(Tab. 3.4.2.).

0 vol % EcN 25 vol % EcN | 50 vol % EcN

Wildtype 17,1+1,3 % 18,2+ 0,9 % 17,5+1,4 %
TLR-27" 19,4+1,2% 201+£1,9% 19,9+ 1,7 %
TLR-4 16,4 £1,2 % 16,0 £ 1,3% 15,9+ 1,5%

Tab. 3.4.2. Konzentrationsabhingige Beeinflussung des aktivierten zelluliiren Anteils (S/G2/M-Phase)
muriner mononukleire Zellen der Lamina propria durch konditioniertes Medium von EcN 1917.

Darstellung der konzentrationsabhingigen Beeinflussung muriner LPMC von Wildtyp-, TLR-2- und TLR-4 Mé&usen
nach Zugabe von 0 vol%, 25 vol% und 50 vol% EcN-CM. Es zeigte sich keine signifikante Anderung des
Aktivierungszustandes der untersuchten Zellen. Dies entspricht der Wirkung von EcN-CM authumane LPT (n=3).

Bei den Tieren vom Wildtyp befanden sich 82,9% der mukosalen LPMC in der Ruhephase.
Dieser Anteil dnderte sich nach Zugabe von EcN-CM auf 81,8% (25 vol%) und 82,5% (50
vol%). Dies entspricht 17,1 + 1,3% zyklierender Zellen bei 0 vol% EcN-CM, 18,2 +0,9% nach
Zugabe von 25 vol% und 17,5 + 1,4% nach Zugabe von 50 vol% konditioniertem Medium.

Auch bei den isolierten Zellen der Knock-Out Tieren zeigten sich dhnliche Ergebnisse der
prozentualen Anteile von ruhenden und zyklierenden Zellen. Bei den mukosalen Zellen der
TLR-2 Mause lieBBen sich 19,4 + 1,2% bei 0 vol% EcN-CM, 20,1 + 1,9% bei 25 vol% EcN-CM
und 19,9 + 1,7% aktiver Zellen nach Zugabe von 50 vol% konditioniertem Medium nachweisen
(Tab. 3.4.2.).

Ein vergleichbarer Effekt lie3 sich auch bei den Zellen der TLR-4 Maiuse zeigen. Der Anteil
aktivierter Zellen entsprach ohne Zugabe von EcN-CM 16,4 + 1,2%, nach Zugabe von 25 vol%
EcN-CM 16,0 + 1,3% und 15,9 = 1,5% nach Zugabe von 50 vol% konditioniertem Medium
(Tab. 3.4.2.). Dies zeigt eine fehlende Inhibition oder Aktivierung der Zellzyklusprogression von
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LPT durch EcN. Vorliegende Ergebnisse untermauern die These der unterschiedlichen

Wirksamkeit von EcN auf periphere, sowie ortsstindige humane und murine T-Zellen.

3.5. Beeinflussung der Zell-Zell Wechselwirkung von T-Zellen durch

Escherichia coli Nissle

3.5.1. Einfluss von EcN-CM auf die Expression kostimulatorischer Molekiile und
Aktivititsmarker

Nachdem in bisherigen Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass EcN iiber TLR-2 und
TLR-4 abhédngige Mechanismen signifikant die Zellzyklusprogression und Expansion von PBT
beeinflusst, untersuchten wir im 2.Teil der vorliegenden Promotionsarbeit die zugrunde
liegenden Signalmechanismen der T-Zellaktivierung. Zur Zellzyklusaktivierung einer T-Zelle ist
die Aktivierung der Zelle iiber ihren T-Zell Rezeptor essentiell. Erfolgt jedoch keine
gleichzeitige Aktivierung tiber kostimulatorische Molekiile kommt es zu einer Anergie der Zelle.
Um diesen wichigen Schritt ndher zu charakterisieren, wurde der EinfluB von EcN auf die
Expression des Aktivititsmarkers CD69 und der kostimulatorischer Molekiile, wie z.B. CDS80,
CD86 und CD154 untersucht.

Hierfiir wurden anti-CD3 aktivierte PBT mit 0 vol%, 25 vol% und 50 vol% EcN-CM 3 Tage
kultiviert. AnschlieBend wurde durchfluBzytometrisch der Anteil exprimierender Zellen

quantifiziert.

CD 69 wird von verschiedenen Zellen, z.B. auch T-Zellen aktivierungsabhéngig exprimiert und
daher als Nachweis einer Zellaktivierung eingesetzt.

Es konnte gezeigt werden, dass CD69 nach Zugabe von EcN-CM vermindert exprimiert wird
(Abb. 3.5.1.). Bei 0 vol% EcN-CM waren 47 + 2,4% der durchfluBzytometrisch gemessenen
Zellen CD69 positiv. Dieser Anteil sank nach Zugabe von 50 vol% konditionierten bakteriellen
Medium auf 5 + 2,1%.
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Abb. 3.5.1. DurchfluBizytometrische Bestimmung der Expression von CD69 und CD80 auf peripheren CD4 T-
Zellen nach Zugabe von 0 vol% und 50 vol% EcN-CM (n=3).
Es zeigte sich eine deutliche Verringerung der Expression des Aktivierungsmarkers CD 69 nach Zugabe des

konditionierten Mediums von EcN. Vergleichend dazu zeigte sich eine geringere Abnahme der Expression von

CD 80 nach Zugabe von 50 vol% EcN-CM.

Die kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 werden auf T-Zellen exprimiert und dienen
iber die Bindung an CD28 der Stimulation von T-Zellen.

Die Verringerung der Expression von CD 69 durch EcN-CM lieB sich vergleichbar auch bei der
Bestimmung der Expression des kostimulatorischen Molekiils CD 80 nachweisen.

Hier waren 3,4% der Zellen nach Kultivierung ohne bakterielle Zusidtze CD80 positiv (Abb.
3.5.2.). Nach Zugabe von 50 vol% EcN-CM verringerte sich dieser Anteil um 54%.
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Abb. 3.5.2. Durchflufizytometrische Bestimmung der Expression von CD86 und CD154 auf peripheren CD4
T-Zellen nach Zugabe von 0 vol% und 50 vol% Ec¢N-CM (n=3).
Es zeigte sich keine Anderung der Expression sowohl bei CD 86, als auch bei CD154 nach Zugabe des

konditionierten Mediums von EcN.

Nach Zugabe von konditioniertem bakteriellem Medium zeigte sich keine signifikante Anderung
der Expression von CD86 und CD154 auf PBT.

Bei der quantitativen Bestimmung der Expression des kostimulatorischen Molekiil CD80 14f3t
sich eine Verringerung der Expression zeigen. Im Gegensatz hierzu kommt es durch EcN-CM

nicht zu einer Verdnderung der CD154 Expression.

3.5.2. Einfluss von EcN-CM auf die Expression der 1 Integrine

LPS, eine der stirksten bioaktiven Substanzen ruft im Organismus schon bei niedrigsten,
pikomolaren Konzentrationen Immunreaktionen wie z.B. Zytokinfreisetzung, Aktivierung von
Makrophagen oder Adhésionsmolekiilsynthese hervor. Es ist bekannt, dass PBT nach
Aktivierung verstirkt B1 Integrine exprimieren'®’.

Um der Frage nachzugehen, ob EcN ihre immunmodulatorische Wirkung iiber die Expression
dieser Adhéasionsmolekiile erzielen, wurden isolierte, mit CD3 aktivierte PBT mit 0 vol% und 50

vol% EcN-CM kultiviert und anschlieBend die Expression der Integrine durchfluBzytomerisch

bestimmt.
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Abb. 3.5.5. Durchfluzytometrische Bestimmung der Expression des Integrins 31, sowie der Expression des
Inegrins a1 auf humanen peripheren T-Zellen nach Zugabe von 50 vol% EcN-CM. Vergleichend dazu wurde
eine Isotypkontrolle mitgefiihrt (Isotyp hell, n=3).

Bei dem Integrin B1 148t sich eine deutliche Erhohung der Expression nach Zugabe des konditionierten bakteriellen

Mediums nachweisen. Vergleichend dazu blieb die Expression des Integrin a.1 konstant.

Fiir das Integrin B1 148t sich eine Zunahme der Expression nach Zugabe von 50 vol%
konditioniertem bakteriellem Medium von 24 + 1,1% auf 51,3 £ 1,7% zeigen. Vergleichend dazu
stellt die Abbildung 3.5.5. fiir das Integrin al eine nahezu unverdnderte Expression der positiven
Zellen dar. Ohne Zugabe vonEcN-CM waren 5 £ 0,7% der Zellen positiv und exprimierten das
untersuchte Integrin al. Nach Zugabe von 50 vol% EcN-CM sank der Anteil positiver Zellen auf
3,9+ 1,1%.
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Abb. 3.5.6. Durchfluzytometrische Bestimmung der Expression des Integrins 02, sowie der Expression des
Inegrins 03 auf humanen peripheren T-Zellen nach Zugabe von 50 vol% EcN-CM. Vergleichend dazu wurde
eine Isotypkontrolle mitgefiihrt (Isotyp hell, n=3).

Sowohl bei dem Integrin a2 als auch bei dem Integrin a3 148t sich keine Erhéhung der Expression nach Zugabe des

konditionierten bakteriellen Mediums nachweisen.

Es konnte keine gesteigerte Expression des Integrins a2 im Vergleich zur Isotypkontrolle

nachgewiesen werden.
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Ohne Zugabe des konditionierten bakteriellen Uberstandes

waren 0,9 £+ 0,7% der

durchfluBzytometrisch gemessenen Zellen positiv.
Dieser Anteil dnderte sich durch Zugabe von 50 vol % EcN-CM auf 1,3 + 0,9%. Die Expression

des Integrins a3 ohne Zugabe von EcN-CM betrug 6,46 + 0,9%. Nach Zugabe von 50 vol %
EcN-CM verringerte sich dieser Anteil auf 2,15 + 0,3%.
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Abb. 3.5.7. Durchfluizytometrische Bestimmung der Expression des Integrins 04, sowie der Expression des
Inegrins a5 auf humanen peripheren T-Zellen nach Zugabe von 50 vol% EcN-CM. Vergleichend dazu wurde
eine Isotypkontrolle mitgefiihrt (Isotyp hell, n=3).

Es zeigt sich eine verringerte Expression des Integrins a5 und unverdnderte Expresion den Integrins a4 auf

peripheren T-Zellen nach Zugabe des konditionierten bakteriellen Medium von EcN.

Fiir das Integrin a5 148t sich eine signifikante Hemmung der Expression auf peripheren T-Zellen
nach Zugabe von 50 vol% EcN-CM nachweisen.

DurchfluBBzytometrisch wurden 46 + 1,8% positiver Zellen ohne Zugabe von EcN-CM gemessen.
Nach Zugabe von 50 vol% konditioniertem bakteriellem Medium sank dieser Anteilauf 32 +
1,4%.

Vergleichend dazu wurde fiir das Integrin 04 eine geringe Anderung der Expression nach
Zugabe des probiotischen Bakteriums Escherichia coli Nissle von 20,7 + 1,3% auf 21,34 + 1,5%

gemessen.

3.5.3. Adhision der murinen peripheren— und T-Zellen der Lamina Propria von Knock-
Out- und Wildtyp-Miusen

Nachdem wir zeigen konnten, dass EcN die Expression der Integrine a3 und a5 signifikant
beeinflusst und sowohl das Integrin a3, als auch das Integrin a5 an Fibronektin binden, stellte
sich die Frage, ob EcN auch die Adhision von Zellen an die extrazelluldre Matrix beeinflul3t. Es

wurde daher die Anderung der Adhiision von peripheren und ortsstindigen murinen T-Zellen an
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Kollagen und Fibronektin durch Zugabe von konditioniertem EcN-CM bestimmt. Bei den
durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich eine Beeinflussung der Adhdsion muriner T-Zellen

durch das probiotische Bakterium EcN.

PBMC LPMC

wit TLR-2* TLR4" wit TLR2" TLR-4"
: O oo
§-10- - §-10 -
§-20- 520 i
- 30 =30 B Kollagen
3 £ ; ;
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Abb. 3.5.3. Anderung der Adhision muriner peripherer und ortsstindiger T-Zellen von TLR-2/TLR-4
Knock-Out und Wildtyp Méusen an Kollagen und Fibronektin durch die Zugabe von EcN-CM.

Zugabe von EcN-CM hemmt nahezu identisch die Adhésion an Kollagen bei PBMC und LPMC sowohl bei TLR-2
und TLR-4 Knock-Out, als auch bei Wildtyp Mausen (n=5).

Die Adhésion an Fibronektin wird bei den murinen PBMC durch Zugabe von EcN-CM am
intensivsten bei den Méiusen vom Wildtyp gehemmt. Diese Hemmung entspricht einer
Verringerung der Adhédsion um 30 Prozent. Vergleichend dazu verringert sich die Adhésion bei
den PBMC der TLR-2 Knock-Out Miuse durch Zugabe von EcN-CM um 22,3 Prozent, wiahrend
sich bei den Zellen der TLR-4 Méuse die geringste Verringerung der Adhésion um 9,8 Prozent

zeigen lieB3.

Bei den murinen LPMC lie} sich durch Zusatz von EcN-CM ebenfalls bei den Zellen von
Wildtyp-Méusen die stérkste Hemmung und Anderung der Adhésion an Fibronektin zeigen. Hier
lieB sich eine Verringerung der adhédrenten Zellen um 19,8 Prozent nachweisen. Bei den Knock-
Out Tieren lie sich eine geringere Hemmung oder sogar eine erhohte Adhésion und somit ein
stimulierender Aspekt der Zugabe von EcN-CM zeigen. Bei den Zellen der TLR-2 Knock-Out
Maiuse zeigte sich eine Verringerung der Adhédrenz von 10,1 Prozent. Vergleichend dazu erhdhte

sich die Adhédsion an Fibronektin bei den murinen LPMC von TLR-4 Miusen um 2,5 Prozent.
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Im Falle der Adhidsion an Kollagen, einem Liganden von a3, sind vergleichbar weniger Effekte
zu beobachten. Bei den peripheren murinen T-Zellen zeigte sich sowohl bei den Zellen der TLR-
2 und TLR-4 Knock-Out Méuse, als auch bei den Zellen vom Wildtyp eine nahezu identische
Hemmung der Adhésion um 10 Prozent durch Zugabe von EcN-CM. Vergleichend dazu lie3
sich der hemmende Effekt bei den murinen LPMC noch weiter intensivieren. Hier wurde die
Adhésion nach bakteriellem Zusatz bei allen murinen ortsstindigen Zellen um 12,5 Prozent

gehemmt.

Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit konnte erstmals eine signifikante Hemmung der
Adhidsion von murinen PBMC und LPMC bei Tieren vom Wildtyp und TLR-2 Knock-Out
Maiusen an Kollagen und Fibronektin durch konditioniertes Medium des Probiotikum EcN
gezeigt werden. Im Gegensatz dazu ist die Adhdsion an murinen T-Zellen der Lamina propria

von TLR-4 Tieren an Fibronektin erhoht.
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4. Diskussion

Der Darm und seine Funktion als intestinales Immunsystem riicken immer mehr in den
Mittelpunkt der medizinischen Forschung. Die Inzidenz verschiedener Darmerkrankungen wie
z.B. CED und Nahrungsmittelallergien ist in den vergangenen Jahren stetig angestiegen. Thre
Pathogenese wird in hohem Mafle von Darmbakterien beeinflusst, wobei der Interaktion der

168 . .
. Das intestinale

Bakterien mit dem intestinalen Immunsystem eine wichtige Rolle zukommt
Immunsystem stellt das grofite immunologische Organ des humanen Organismus dar. Dies
erklart die Bedeutung der gewonnenen Erkenntnisse fiir das Verstindnis immunologischer
Vorginge an mukosalen Oberflichen. Darmmikroorganismen beeinflussen dieEntwicklungund
Aufrechterhaltung des  Darmimmunsystems  vielfiltig, = woraus die  zahlreichen

Einsatzmoglichkeiten von Probiotika resultieren'®’.

170 .
, 1st

Obwohl die klinische Wirksamkeit des Probiotikums EcN nachgewiesen werden konnte
der genaue Wirkmechanismus bisher noch weitgehend unklar. Erweiterte Kenntnisse dariiber
wiirden jedoch den Vorstellungen der gezielten Modulation der angeborenen Immunitit durch
Entwicklung und Anwendung von Prd- und Probiotika sehr viel ndher kommen. Dies wiirde
durch eine Veridnderung der Darmflora auch ohne Antibiotika eine therapeutische Beeinflussung
der CED ermdglichen. Im Rahmen der hier durchgefiihrten Experimente soll durch die
Identifizierung von zelluldren und molekularen Mechanismen der Interaktion zwischen EcN und
dem intestinalen Immunsystem dazu beitragen werden, selektive anti-entziindliche Substanzen
zu entwickeln, welche ein gezieltes Eingreifen in mukosale Entziindungsvorginge ermdglichen
konnten. Es wurde erstmalig die Beeinflussung von TLR-2 und TLR-4 durch EcN-CM sowohl
bei humanen als auch bei murinen peripheren und ortsstindigen T-Zellen untersucht.

Weiterhin sollte die Arbeitshypothese gekléart werden, ob das alleinige Vorliegen eines TLR, das
gemeinsame Vorhandensein der TLR-2 und TLR-4, sowie die Notwendigkeit von weiteren
Rezeptoren wie zum Beispiel kostimulatorischer Molekiile eine Voraussetzung zur Wirksamkeit

von EcN ist.
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4.1. TLR und ihre Bedeutung in der Pathogenese von Infektionskrankheiten
TLR sind die wichtigsten bisher bekannten Rezeptoren fiir die Erkennung von Pathogenen und
werden deshalb vielfdltig untersucht. Sie werden auf verschiedenen Zellen des Immunsystems
exprimiert und mit der Entstehung zahlreicher Autoimmun-, chronischer- und entziindlicher
Erkrankungen in Verbindung gebracht. In klinischen Studien konnte ein Zusammenhang
zwischen Polymorphismen im TLR-4 Gen und verschiedenen Infektionskrankheiten wie zum
Beispiel Meningokokkeninfektionen' ", gram-negativen Infektionen' "%, akutem
Myokardinfarkt'und entziindlichen Darmerkrankungen'™ hergestellt werden. Alle TLR-
assoziierten Erkrankungen resultieren aus einer Dysregulation der TLR oder endogenen
negativen Regulatormodelle. Demnach ist eine Kontrolle der Signaltransduktion iiber TLR
notwendig, um die Immunhomdostase zu bewahren.

Die Beteiligung von TLR an CED konnte ebenso wie die Wirksamkeit von EcN bei CED, vor

173 Es stellte sich nun die Frage der moglichen Signalwege und

allem CU nachgewiesen werden
Formen der Signaltransduktion von EcN via TLR, um bei positiven Erkenntnissen mogliche

Riickschliisse auf Anwendung und Therapieoptionen ziehen zu kdnnen.

4.1.1. Die Bedeutung von PAMPS fiir die TLR vermittelte Aktivierung von NF-kB

Zu Beginn dieser Arbeit wurde die Beeinflussung der Zellzyklusprogression peripherer T-Zellen
durch PAMPs untersucht. Hierfiir wurden BLP und LPS ausgewihlt, da diese von den
Rezeptoren der Toll-like Familie erkannt werden. Vergleichend dazu war es notig, kontrollierend
die Wirkung von EcN-CM auf periphere T-Zellen zu dokumentieren. Hierbei zeigte sich, dass
BLP, ein Ligand des TLR-2, einen dhnlichen Effekt wie EcN erzielt. Vergleichend hierzu lie3
sich bei LPS kein vergleichbarer Effekt erkennen. Bisherige Forschungen zeigten lediglich eine
zellvermittelte Stimulation des Immunsystems durch BLP'"°.

Es konnte in friiheren Studien gezeigt werden, dass T-Zellen die TLR -2, -3, -4, -5, -7 und -8
exprimieren'’’ und durch Stimulation mit LPS deren Expression gesteigert werden kann. Diese
Effekte legen die Mdoglichkeit einer direkten Beeinflussung der T-Zellfunktion ohne die
Anwesenheit kostimulatorischer Molekiile oder antigen-priasentierender Zellen nahe. Unklar ist
jedoch, ob fiir diesen Effekt LPS exklusiv verantwortlich gemacht werden kann.

Wie oben dargelegt, lieB sich als Ergebnis der durchgefiihrten Versuche keine Beeinflussung der
Zellzyklusaktivierung von PBT durch LPS zeigen.
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Um die gewonnenen Ergebnisse noch weiter zu differenzieren, wurden daher periphere T-Zellen
nach Zugabe von EcN-CM auf die Expression von TLR-2 und TLR-4 untersucht. Sowohl bei
TLR-2 als auch bei TLR-4 ist eine deutliche Erh6hung der Expression durch EcN nachweisbar.
Diese Effekte verstiarken die oben diskutierten Erkenntnisse einer direkten Beeinflussung der T-
Zellfunktion ohne die Anwesenheit kostimulatorischer Molekiile oder antigen-prasentierender

Zellen.

4.1.2. TLR-2 und TLR-4 Expression in transfizierten HEK293 Zellen

Aufbauend auf die gewonnenen Ergebnisse wurden HEK293 Zellen hinsichtlich ihrer TLR-
Aktivitit untersucht. Es zeigte sich bei den TLR-negativen HEK293 Zellen keine Erhéhung von
NF-kB durch EcN. Dieser Transkriptionsfaktor, dessen Vorkommen in Kolonepithelzellen bei
CED ""®'" mehrfach nachgewiesen wurde, dient als Parameter der TLR-Aktivitit. Sowohl bei
TLR-2, als auch bei TLR-4 transfizierten Zellen ist nach Inkubation mit EcN eine deutliche
konzentrationsabhingige Erhohung der Aktivitit zu erkennen. Dies verstirkte die Vermutung,

dass EcN seine Wirkung iiber den Signalweg der TLR vermittelt.

4.2. Gemeinsamkeiten und Unterschiede von PBT und LPT

4.2.1. Humane T-Zellen

Bisherige Untersuchungen wurden an peripheren T-Zellen durchgefiihrt, die Hauptsymptome bei
CED manifestieren sich jedoch intestinal. Nachfolgend sollen daher die Unterschiede und
Gemeinsamkeiten von humanen PBT und LPT néher betrachtet werden. Humane LPT tragen mit
ithrer fein regulierten Balance von Expansion und Apoptose entscheidend zur Homdostase des
intestinalen Immunsystems bei. Hierbei handelt es sich um eine Population von gereiften,
immunkompetenten T- und B-Zellen, welche nach ihrer Aktivierung in den Peyer'schen Plaques
in die Mukosa auswandern®’. Thre Besonderheit liegt in der Wahrung der Toleranz gegeniiber
der physiologischen Darmflora. Fehlregulation der Immunantwort dieser Zellen gilt als
ursichlich fiir die Initiierung und Fortfithrung der chronischen Entziindung bei CED°.
Zahlreiche Forschungen zeigten die distinkten Eigenschaften dieser Zellen. Diese zumeist als
Gedéchtnis T-Zellen vorliegende Zellpopulation hatte bereits in den Peyerschen Plaques

Antigenkontakt und wandert anschlieBend iiber die systemische Zirkulation in die Mukosa'®*’.
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Vergleichend zu PBT unterscheiden sich LPT in der Expression von Oberflichenantigenen und
scheinen verstirkt regulatorische Funktionen zu besitzen'*.

Weiterhin konnte sich eine Expression des Fas-Liganden sowie eine erhdhte Bereitschaft zur
Apoptose nachweisen lassen. Verglichen mit humanen PBT gelten humane LPT nach
Stimulation ihres TCR/CD3 Komplexes als ,,hypo-*, nach Triggerung iiber den CD2 Signalweg

jedoch als ,,hyperproliferativ*'”'*.

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe'® konnte eine signifikante Erhohung der Dauer der
individuellen Zellzyklusphasen bei LPT im Gegensatz zu PBT gezeigt werden. Ursdchlich
hierfiir scheint eine signifikant vermehrte Expression des Zellzyklusinhibitors p53 in LPT zu
sein.

Die p53 Expression ist jedoch in LPT von Patienten mit Morbus Crohn (MC) vermindert,
welches in einem schnelleren Zellzyklus resultiert. Weiterhin haben Patienten mit MC eine
geringere Caspasenaktivitit und Apoptoserate, wodurch es zu einer vermehrten Akkumulation
von T-Zellen in der Lamina propria kommt und in einer Schiadigung der intestinalen Mukosa
durch eine unkontrollierte Entziindung resultiert'®®. Dieses fiihrt, verglichen mit LPT von
Kontrollpatienten und Patienten mit Colitis ulcerosa, zu einer hoheren Teilungsrate pro
Zeiteinheit und Expansion von LPT bei Morbus Crohn. Im Gegensatz hierzu brauchen LPT von
Patienten mit Colitis ulcerosa fiir ihren Zellzyklus langer, haben eine hohere Caspasenaktivitit
und nur eine begrenzte Fahigkeit zur Zellteilung'®'. Somit wird gezeigt, dass die zur Bewahrung
der intestinalen Immunhomdostase bendtigte balancierte Regulation von Zellzyklus und
Apoptose bei CED unterschiedlich gestort ist. Wahrend bei PBT durch EcN-CM-Zugabe die
Zellzyklusprogression und Expansion inhibiert wurden, liel sich ein vergleichbarer Effekt bei
LPT nicht feststellen'®®. Es zeigte sich, dass EcN-CM Gedichtnis T-Zellen und naive peripherer
T-Zellen nahezu gleich inhibiert. Dies widerlegte die These, der fehlende Effekt bei LPT beruhe
auf dem Status der Gedéchtniszelle. Eine genaue Erkldrung liegt derzeit noch nicht vor, bietet

jedoch Ansétze fiir weitere Forschungen.

4.2.2. Murine T-Zellen

Nachdem wir die These der Signaltransduktion via TLR als moglichen Weg der
Wirkungsentfaltung von EcN bei humanen PBT weiter erhédrten und grundlegende Unterschiede
zwischen PBT und LPT darstellen konnten, wurden murine PBT von Wildtyp-, TLR-2 und TLR-

4 Tieren untersucht.
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In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. A. Zychlinsky am Max-Planck-Institut fiir
Infektionsbiologie, Abteilung Zelluldre Mikrobiologie in Berlin, wurden bei Wildtyp-Tieren und
TLR-2 und TLR-4 Knock-Out Miusen PBT isoliert und parallel den obigen Versuchprotokollen
mit E.coli-Uberstinden behandelt, um die Signaltransduktion via TLR-2 und TLR-4 genauer zu
charakterisieren. Es konnte gezeigt werden, dass EcN-Uberstinde die Zellzyklusprogression von
PBT der Wildtyp Tiere hemmen. Dies wurde in einer Verringerung der aktiven Zellen, welche
sich in der S/G2/M-Phase befinden, deutlich. Im Gegensatz hierzu lie3 sich jedoch bei den TLR-
2 und TLR-4 defizienten Tieren diese Beeinflussung des Aktivierungszustandes durch EcN-CM

nicht erkennen.

Diese Ergebnisse lassen einerseits vermuten, dass EcN seine therapeutisch nachweisbaren
Effekte sowohl iiber den Signalweg des TLR-2 als auch den des TLR-4 erzielt. Jedoch scheint
die Kompensation des einzelnen Rezeptorverlustes durch das alleinige Vorhandensein des
anderen nicht moglich. Daraufhin stellt sich die Frage, wie Zellen von Doppel Knock-Out-
Mausen, das heilit von Tieren denen sowohl der TLR-2, als auch der TLR-4 fehlt, auf die Zugabe
von EcN-CM reagieren. Leider war die Beantwortung dieser interessanten Uberlegung im
Rahmen dieser Arbeit nicht moglich, da entsprechende Doppel Knock-Out-Tiere nicht zur
Verfligung standen.

Vorliegende Ergebnisse verdeutlichen die Wirksamkeit von EcN an Méusen. Daher erscheint die
Humanspezifitit basierend auf den gewonnen FErgebnissen und Uberlegungen eher
unwahrscheinlich. Im humanen Darm scheint eine von PBT distinkte Regelung von Zellzyklus
und Apoptose mukosaler T-Zellen moglich'®. Es konnte gezeigt werden, dass die Beeinflussung
von Zellzyklusprogression durch EcN bei PBT, nicht jedoch bei LPT moglich ist. Aufbauend auf
die gewonnenen Erkentnisse wurden die oben beschriebenen Experimente mit murinen LPT,
ebenfalls von Wildtyp- sowie TLR-2 und TLR-4 Knock-Out Miusen durchgefiihrt. Es zeigte

sich, identisch zu humanen Zellen, keine Beeinflussung der Zellzyklusprogression durch EcN.
Schlussfolgernd ldsst sich vermuten, dass auch im murinen Modell erhebliche Unterschiede

zwischen peripheren und intestinalen T-Zellen bestehen. Vorarbeiten zu diesem Thema liegen

nicht vor und eréffnen die Mdoglichkeit fiir weitere experimentelle Untersuchungen.
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4.3. Modulation der Signaltransduktion durch Oberflichenmolekiile

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit und zur Identifizierung moglicher Mechanismen, iiber die
EcN seine therapeutischen Wirkungen entfaltet, wurden auch die Auswirkungen der Stimulation

mit EcN auf verschiedene Oberflichenproteine untersucht.

4.3.1. EcN-CM beeinflusst den Aktivierungsmarker CD 69 und die kostimulatorischen
Molekiile CD80 und CD86

CD80 und CD86

CD28 wird konstitutiv auf naiven und differenzierten T-Zellen exprimiert. Es ist sowohl als
kostimulatorisches Molekiil als auch als Adhésionsrezeptor wesentlich an der T-Zell-Aktivierung
beteiligt. In Kombination mit Signalen des T-Zell-Rezeptors fiihrt die Bindung von CD28 an
seine Liganden, CD80 (B7.1) oder CD86 (B7.2), zu einer optimalen T-Zell-Aktivierung.

Eine Fehlregulation der T-Zell-Aktivierung kann mitverantwortlich fiir das Auftreten von CED
sein. Ursdchlich hierfir kénnen Stérungen im Zusammenspiel von T-Zell-Proliferation,
Zytokinsekretion, Apoptose und Adhision sein'™.

Sowohl CD80 als auch CD86 werden iiber TLR-4 reguliert'®*'™ wobei noch weitere Rezeptoren

auf diese beiden kostimulatorischen Molekiile Einfluss zu haben scheinen'®?.

Massari et al 2002. zeigten, dass die Porine von gramnegativen Bakterien der Gattung Neisseria
TLR-2-abhingig zur verstirkten Expression von CD86 auf murinen B-Zellen fiihrten'®. Es
wurde auch nachgewiesen, dass das Porin von Shigella dysenteriae eine gesteigerte Expression
von CD80 und CD86 auf murinen B-Zellen bewirkte. Diese Regulation war abhédngig von TLR-
2 und TLR-6"*®. Da EcN ebenfalls gramnegativ ist, konnte die Regulation von CD80 und CD86
auch tiber TLR-2 und/oder TLR-6 erfolgen.

Wie durch die vorliegenden Ergebnisse gezeigt werden konnte, hemmt EcN-CM intensiv die
Expression von CD80. Diese Beeinflussung liess sich auch fiir das kostimulatorische Molekiil

CD86 beweisen.
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Aufbau der Zellwand gram-negativer Bakterien
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Abb. 4.3.1.: Schematischer Aufbau der Zellwand gramnegativer Bakterien
(Thomas D. Brock: Biology of Microorganisms; 7. Edition)

Die Molekiille CD80 und CD86 dienen der Stimulation von T-Zellen durch Antigen
prasentierende Zellen (APCs). Eine Steigerung der Expression dieser kostimulatorischen
Molekiile fithrt somit zur Verbesserung der Interaktion zwischen T-Zell aktivierenden Zellen und
T-Zellen. Die verringerte Expression von CD80 und CD86 reduziert hingegen die Induktion der

T-Zellantwort und demzufolge die Fiahigkeit des Immunsystems angemessen auf eine Infektion
zu reagieren. Dies entspricht jedoch im Falle der CED einem positiven Effekt, da nach dem
gegenwirtigen Stand der Forschung bei CED eine pathologisch gesteigerte Immunreaktion
gegen Bakterien der physiologischen Darmflora bei einem genetisch priadisponierten Wirt zu
Grunde liegt. Somit konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden, dass EcN durch
die differenzielle Beeinflussung des Immunsystems im Besonderen der kostimulatorischen
Molekiile CD80 und CD86 die Aktivierung peripherer T-Zellen inhibiert. Es scheint daher
moglich, dass E. coli Nissle 1917 durch diese Mechanismen dazu beitrdgt, die mukosale

Entziindungsreaktion zu limitieren.

CD69
CD69 wird von T-, B-, NK-Zellen, Makrophagen, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten
aktivierungsabhingig exprimiert und daher vielfach als Aktivierungsmarker verwendet. Uber

seine Funktion ist aber bisher wenig bekannt. Versuche mit CD69-defizienten Mdusen zeigten
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keinen ausgeprigten Phianotyp, sowie keine wesentliche Verdnderungen in der
T-Zellenwicklung. Die Proliferation stimulierter T-Zellen aus CD69 defizienten Méusen

in vitro zeigte keine Auffilligkeiten'®’.

CD69 defiziente Méuse entwickeln normale
Antikorpertiter nach Immunisierung und unterscheiden sich geringfiigig in der B-
Zellentwicklung verglichen mit Mausen vom Wildtyp. In zwei vorhandenen Arbeiten wurde in

CD69 defizienten Mausen nach Induktion einer Immunreaktion ein Phinotyp gefunden'®'*’,

Murata et al. konnten zeigen, dass CD69 defiziente Miuse vor einer Antikorper induzierten
Arthritis geschiitzt sind. Dieser Schutz ging mit der Abwesenheit von Neutrophilen im Gelenk
einher, wahrend ein verdndertes Verhalten der T-Zellen aber nicht gezeigt werden konnte.
Esplugues et al. zeigten einen direkten Zusammenhang zwischen CD69 und der T-
Zellverteilung, indem sie eine Anreicherung von NK- und T-Zellen am Ort der
Tumorinokulation und in der Milz von CD69 Méuse nachweisen konnten. Diese Anreicherung
machten sie flir die ebenfalls in den CD69 Méusen beobachtete gesteigerte Tumorregression
verantwortlich. Als Ursache fiir diese Anreicherung sahen sie jedoch nicht ein verdndertes
Migrationsverhalten der Zellen, sondern eine verringerte Apoptoserate und eine durch fehlendes
CD69 Signaling reduzierte TGF p Produktion'®*.

Weiterhin konnte die konstitutive Expression von CD69 in Thymozyten und reifen T-Zellen,
sowie die zentrale Rolle des Oberflaichenmarkers bei der Emigration von reifen Thymozyten aus
dem Thymus gezeigt werden. CD69 scheint an der Emigration aus dem Lymphknoten direkt
beteiligt zu sein, indem es aktivierte Th-Zellen in lymphoiden Organen zuriickhdlt. Die
vollstdndige Differenzierung der Th-Zellen konnte durch diese Funktion sichergestellt werden
10 Mit Hilfe der vorliegenden Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass EcN die Aktivierung von
anti-CD-3 aktivierten PBT inhibiert, was sich durch eine geringere Expression des
Oberflaichenmarkers CD69 zeigt. Eine Hemmung der Expression dieses frithen
Aktivierungsmarkers entspricht somit der erschwerten Differenzierung von T-Zellen und
verldngerten Immunantwort, was wiederum einem positiven Effekt und einem moglichen
Therapieansatzpunkt bei CED entspricht. Es bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten, diese

Hypothesen zu validieren.

CD154
Das Molekiil CD40 dient iiber seinen Liganden CD40L (CD154) zur Interaktion mit T-

Zellen""'?. CD 154 wird auf einer Vielzahl von Zellen, wie z.B. Thrombozyten, T-

Lymphozyten, B-Lymphozyten, glatten Muskelzellen und anderen exprimiert. Es konnte gezeigt

53



Diskussion

werden, dass sich 95 Prozent der im Blut zirkulierenden CD40-Liganden auf Thrombozyten
befinden'”*""*. Die Expression von CD154 (CD40L) auf aktivierten CD4 T-Zellen ist transient
und eng reguliert'”. Die CD4 T-Zellen inaktivieren oberflichlich gebundenen CD154 nach
Ligation der B-Zelle entweder durch Internalisierung und lysosomalen Abbau oder durch
Abspaltung einer inaktiven l6slichen Form, welche als solubler CD40L (sCD40L) bezeichnet
wird'®®.

Es konnte die Bedeutung des CD40-40L-Systems als Modulator verschiedener
Entziindungsreaktionen wie zum Beispiel durch Induktion von Adhésionsmolekiilen (VCAM-1)
oder von proinflammatorischen Zytokinen (IL-1, IL-6) gezeigt werden. Eine wichtige
pathophysiologische Rolle kommt diesem System als Mediator bei einer Reihe chronisch-
entziindlicher Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen zu'®’. Hierzugehdren neben MC als
einen der bedeutendsten Vertreter der CED auch Atherosklerose, insulinabhéngiger Diabetes,
Multiple Sklerose und systemischer Lupus erythematodes'™®. Als Gemeinsamkeit dieser
Krankheiten liegt die gestorte Autoregulation des CD40-CD40L-Systems zugrunde. Die CD40L-
Signaliibertragung ist durch Infiltration von T-Zellen und Monozyten verstdrkt und/oder es fehlt
die Deaktivierung von CD40L """,

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen konnte keine Anderung des Expressionsverhaltens
von CD 154 durch Zugabe von EcN-CM gezeigt werden. Eine Signalweiterleitung oder
Signalmodulation sowie allgemein eine Beteiligung zum Erreichen der Wirksamkeit von EcN

erscheint vorerst unwahrscheinlich.

4.3.2. EcN beeinflusst die Integrine a3 und a5

Integrine sind Adhésionsmolekiile, welche auf Leukozyten und vielen anderen Zellarten
exprimiert werden. Sie bestehen aus Dimeren, die eine a-(CD11)- und eine B-(CDI18)-
Untereinheit enthalten. Nach Stimulation wechseln die Integrine schnell von einem niedrig
affinen zu einem hoch affinen Status mit anschlieBender Ligandenbindung und Zellaktivierung
19 Sie vermitteln die Adhdsion von Zellen an Matrixproteinen, an zelluldren Zielrezeptoren
sowie an vielen anderen Substraten und dienen somit zur Verstirkung der Zell-Zell-Interaktion

20 Es konnte speziell fir das Integrin a5 eine maBgebliche Beeinflussung bei der

201 Weiterhin scheint es

Metastasenentwicklung von Nieren und Ovarientumoren gezeigt werden
an der Entstehung von diversen pathologischenEntziindungsprozessen beteiligt zu sein.
Vorangegangene Forschungen zeigen, dass B1 Integrine den T-Zellzyklus regulieren und somit

entscheidenden Einflufl auf die Modulation der Zellzyklusprogression bei PBT haben und dass
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die 81 Integrine die interstitielle Zell-EZM Bindung regulieren'™. Deshalb untersuchten wir den

Effekt von EcN auf die Adhédsion der Zellen an Kollagen und Fibronektin.

Fiir das untersuchte Integrin 31 lieB sich eine deutliche konzentrationsabhéngige Beeinflussung
der Expression durch Zugabe des konditionierten Mediums von EcN zeigen.

Im Rahmen der vorliegenden Ergebnisse konnte erstmals gezeigt werden, dass EcN die
Expression von o3 und a5 deutlich inhibiert. Sowohl a3 als auch a5 binden an Fibronektin.

Kollagen bildet fiir a3 einen zusétzlichen Liganden.

Hintergrund der durchgefiihrten Adhésionsversuche war die Frage, ob EcN diesen Weg der
moglichen Signaltransduktion nutzt. Es zeigte sich, dass EcN die Adhdsion an Fibronektin
sowohl bei murinen PBMC, als auch bei murinen LPT bei den Tieren vom Widtyp am
ausgepragtesten hemmt. Die Hemmung an Kollagen durch EcN ist ebenfalls nachweisbar, jedoch
geringer als bei Fibronektin. Fibronektin ist neben den Hitzeschockproteine - Hsp60 und Hsp70
als endogener Ligand von TLR-4 bekannt.

Eine Hemmung der Adhésion von T-Zellen entspricht einer Hemmung der immunologischen
Antwort und somit einer Hemmung der bei CED vorliegenden iiberschieBenden Immunantwort.
Bei Zellen, denen der TLR-2 beziehungsweise der TLR-4 fehlt, ist die Hemmung der Adhésion

deutlich geringer.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Obwohl das Probiotikum EcN klinische Anwendung findet sind die zugrunde liegenden
Wirkmechanismen bislang noch unzureichend geklért. Detailiertere Erkenntnisse {iber zugrunde
liegende Signalwege und Moglichkeiten der Signalverarbeitung waren daher das Ziel der hier
vorliegenden Promotionsarbeit. In dieser Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass das
Probiotikum EcN iiber TLR-2 und TLR-4 abhingige Signalwege den Zellzyklus von T-Zellen
inhibiert. Es scheint das gemeinsame Vorhandensein der Rezeptoren notig, da gezeigt werden
konnte dass EcN die Zellzyklusprogression von peripheren T-Zellen bei Méusen vom Wildtyp,
nicht jedoch bei TLR-2 und TLR-4 defizienten Tieren hemmit.

Als weitere Moglichkeit der Signaltransduktion und Wirksamkeit von EcN konnte erstmals die
Beeinflussung der Expression des Aktivitdtsmarkers CD69, sowie der kostimulatorischen
Molekiile CD80 und CD86 auf humanen peripheren T-Zellen nachgewiesen werden. Sowohl
CD80, als auch CD86 werden iiber TLR-4 und eventuell iiber TLR-2 reguliert. Die beobachtete
Verringerung der Expression reduziert die Induktion der T-Zellantwort und fiihrt im Falle der
CED zur Limitierung der mukosalen Entziindungsreaktion. Weiterhin konnte die Hemmung der
Expression der Integrine a3B1 und aSB81 durch EcN gezeigt werden. Diese beiden Integrine
binden an Fibronektin, einem Liganden von TLR-4. In den durchgefiihrten Adhésionsversuchen
konnte die starkste Hemmung bei Fibronektin sowohl an murinen PBT, als auch an murinen LPT
beobachtet werden.

Wihrend in mehreren randomerisierten doppel-blinden Studien der therapeutische Nutzen von
EcN in der Behandlung gezeigt werden konnte, tragen die hier durchgefiihrten Untersuchungen
dazu bei, die zugrunde liegenden Mechanismen genauer zu charakterisieren. Die Ergebnisse der
vorliegenden Promotion liefern weitere Hinweise dafiir, dass das Probiotikum E.coli Nissle 1917
einen breiten Einfluss auf das humane Immunsystem hat und decken Mechanismen seiner

Wirkung auf.
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