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1. Einleitung

Die Zusammensetzung der Darmflora spielt eine Sskeliolle fir die Gesundheit und das
Wohlbefinden des Menschen. Dies erkannte als edsterussische Bakteriologe und spétere
Medizin-Nobelpreistrager Elie Metchnikoff, der anouis Pasteur Institut in Paris arbeitete
und lehrte. Bereits 1907 wies er auf die Bedeutdeig Darmflora hin und begriindete das
Konzept der Probiotika [Bjorkstén, 2004; Broussetdl, 2004]. Metchnikoff studierte um
1900das Phanomen der hohen Lebenserwartung bestimrobesgruppen im Kaukasus und
in Bulgarien und fihrte das UberdurchschnittlichhénoAlter dieser Volker auf ihren
Ubermafiigen Konsum von fermentiertghichproduktenzuriick [Metchnikoff, 1907].Den

fur die Fermentation verantwortlichen Mikroorganismannte eBacillus bulgaricus spater
Lactobacillus bulgaricusIim selben Zeitraum hat Henry Tissier [1900], @é&enfalls als
Bakteriologe am Louis Pasteur Institut in Paris rgedet hat, nachgewiesen, dass bei
gestillten Sauglingen Bifidobakterien die im Staldminierende Bakterienspezies sind, und
daraus abgeleitet, dass Diarrhoe bei Sauglingechdiie Verabreichung von Bifidobakterien
behandelt werden konnte. Diese Uberlegungen wamsn Beiginn der Erforschung der
Wirkmechanismen der menschlichen Darmflora auflaasunsystem. Trotz dieser wichtigen
Grundsteinlegung entwickelte sich in den daraugjdaden Jahren nur ein geringes Interesse
fur dieses wissenschaftliche Themengebiet, welatss in den letzten Jahren wieder neu
auflebte. Dabei hat der Einsatz von Bakterien inbdresmitteln, insbesondere von
Milchsaurebakterien, eine lange Tradition, derenur@prinzip darin besteht, mittels
Milchsaurebakterien Lebensmittel haltbarer bzw.nsatkhafter zu machen. Beweis hierfur
ist der Verzehr und die Vertraglichkeit solcher Raien in Lebensmitteln seit mehreren

hundert Jahren.

In den vergangenen Jahren haben unsere Kenntriossali@ Einfliisse der Lebensmittel auf
die Gesundheit groRe Fortschritte gemacht. Gesttift dieses neue Wissen, sind wir
nunmehr in der Lage, neue, gestindere Lebensmittehtvickeln und so das Risiko fur eine
Reihe chronischer und infektioser Krankheiten eschuanken. Die daflr entworfenen
Lebensmittel werden oft mit dem vor einiger ZeitJapan gepragten Begriff ,functional
food" (funktionelle Lebensmittel) bezeichnet [M&tSandholmet al., 2002, Grajeket al.,

2005]. Hierbei handelt es sich um herkdmmlichedremittel, die so verandert worden sind,
dass sie eine gesundheitsférdernde Wirkung ausilelche die unverédnderten Produkte



nicht besitzen. Die wichtigsten Gruppen funktioeellebensmittel, gerade auch im Segment
der Kinderlebensmittel, sind probiotische und po@bche Produkte mit denen man
insbesondere im Bereich des Magen-Darm-Trakts fdmstimmte Funktionen beeinflussen
maochte [Young, 1998]. Hierzu zahlen Keimbesiedlumgl Fermentationsprozesse im Darm
oder die Entwicklung von Infektionen und Allergiddavon ist direkt oder indirekt vor allem
auch das Immunsystem betroffen. Aktuellen Studgetamissen zufolge spielt der Kontakt
mit Mikroorganismen in Umwelt und Darmflora eine seatliche Rolle fur die Ausbildung

des Immunsystems und die Entwicklung der immunsldggn Toleranz [Bjorkstén, 2005].

1.1 Das Okosystem Darm

Der Mensch ist von einer Umwelt umgeben, die mikidorganismen besiedelt ist. Dazu
zahlen Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten. HEnidieser Mikroorganismen sind
Krankheitserreger, andere wiederum besiedeln atsb#ynten die menschliche Darmflora.
Eine solche symbiontische Mikroflora ist unerladslifir die Verdauung und den Schutz vor
Krankheiten. Dazu beherbergt der Mensch entlamgesd)armschleimhaut eine gigantische
Menge von Darmbakterien; er bewirtet Gber 100 &ién Bakterien, was zahlenmaliig etwa
dem Zehnfachen samtlicher Zellen des menschlictigpé{s entspricht.

Im distalen lleum und im Kolon finden sich mehr 860 verschiedene aerobe- und anaerobe
Bakterienarten. Je nach Milieubedingungen dominiare den einzelnen Abschnitten des
Gastrointestinaltraktes unterschiedliche Bakterigma im Diunndarm wird die Besiedlung
mit aeroben und im Kolon mit streng anaeroben Mikganismen begulnstigt [Groeneveld,
2009]. Auch die Anzahl der Mikroorganismen variigrtden unterschiedlichen Abschnitten;
aufgrund des sauren Milieus im Magen und Diunndaktimnkn nur wenige Bakterien
uberleben, wahrend im Kolon die Keimdichte mit°6is 132 Mikroorganismen pro Gramm
Faeces am hochsten ist (siehe Abbildung 1).

Einige dieser Keime haben protektive, andere wigdepathogene Eigenschaften [Sartor,
2004]. Im Darm findet eine konstante und komplexteraktion zwischen diesen Bakterien,
den Epithelzellen und dem intestinalen Immunsysséait. Bei einem gesunden Individuum
besteht eine Homdostase zwischen potenziell patieogEeimen und apathogenen Keimen.
Ist dieses Gleichgewicht gestdrt, kann es zu eVveménderung der intestinalen Barriere
kommen, welche die Entstehung bestimmter Krankheite Magen-Darm-Trakt begunstigt.

Daraus resultierende Stérungen im Darm kdnnten peathophysiologischer Relevannd



damit ein therapeutisches Ziel fir bestimmte Sulzsta sein, welche die Zusammensetzung
oder Funktion der Darmflora modulieren. Derzeit der drei Prinzipien, welche die
Darmflora modulieren kdnnen unterschieden. Hierbandelt es sich um Probiotika,
Prebiotika und Synbiotika [Fuller, 1989; Gibson uRdberfroid 1995; Salmineret al.,
1998]; die grof3te klinische Bedeutung weisen dediei Probiotika sowie die Prebiotika auf;
durch die Kombination beider Prinzipien in Form v8ynbiotika werden synergistische
Effekte erhofft.

Magen - lleum und Caecum

10°-108% cfu/ml 103 - 109 cfu/ml

Lactobacillen, Streptococcen, Lactobacillen, Streptococcen.

Staphylococcen, Enterobac Bifidobacterien, Enterobac

teriaceae, Hefen teriaceae, Staphylococcen, Hefen,
- Bacteroides, Clostridien

Duodenum und Jejunum

102 -105 cfu/ml Golan

Lactobacillen, Streptococcen, 101 - 1022 cfu/ml

Bifidobacterien, Entercbac Lactobacillen, Streptococcen,

teriaceae, Staphylococeen,

Hefen

Bifidobacterien, Enterobac
teriaceae, Staphylococcen, Hefen,
Bacteroides, Clostridien,

Eubacterien, Peptostreptococcen

Abb. 1: Mikrobielle Besiedlung des Gastrointestinaltraktes
(nach Simon und Gorbach 1984stroenterology

1.2 Der Darm und seine Mikroflora

Die Entwicklung und Regulation der lokalen und egsschen Immunitat hangt wesentlich
von der Zusammensetzung der mikrobiellen Flora veélche vorwiegend aus Bakterien
besteht. Pilze haben nur eine untergeordnete Famkti

Wahrend der Gastrointestinaltrakt des Foetus noefil sst, wird er im Laufe der Passage
durch den Geburtskanal und in den ersten Tagen decléGeburt mit Bakterien besiedelt.
Dabei wird die Zusammensetzung der Darmflora ddrehArt der Geburt, die Bakterienflora
der Mutter und der Umwelt sowie durch die Art den&hrung stark gepragt [Faviet al.,
2002].

Die Ernahrung mit Muttermilch ist fir die Art dentéstinalen Kolonisierung von grol3er
Bedeutung. Zu den weiteren Faktoren zadhlen abeh alie kindliche Umgebung, die

Nahrungszusammensetzung und gegebenenfalls diehrZufan Antibiotika und anderen



Medikamenten. Das Alter sollte dabei auch nichnaehlassigt werden; bei Neugeborenen
und Kleinkindern sind verhaltnismalig nur wenigee&es vorhanden. Dies steht in
Zusammenhang mit einer erhohten Anfalligkeit fur hNengsmittelallergien und fur
gastrointestinale Infektionen, z.B. durch das Riotsv [Bourlioux et al.,, 2003]. Das
Vorkommen des in Stuhlproben von gestillten Saggin gut nachweisbaren
Bifidobakteriumskorreliert mit einer starken Stimulation der IgA+#mnantwort, die im
Vergleich zu, mit Formelnahrung gefitterten Kinddaststellbar ist.

Pro Stillvorgang werden etwa 216is 10 natiirliche Keime vom S&ugling aufgenommen
[Groeneveld, 2009]. Im Darm gestillter Sauglingeeritiegen zunachst Bifidobakterien,
deren Wachstum durch die in Muttermilch enthaltef@lenhydrate (Oligosaccharide)
gefordert wird. Mit Einfuhrung der Beikost wird didlikroflora auch mit anderen
Bakterienstimmen, wie z.B. Bacteroides-Arten undeikokken besiedelt. Wahrend im
Erwachsenenalter die Anzahl der Bifidobakterien thitdu abnimmt [Kasper, 2001],
vermehren siclEscherichia coli Clostridien und Enterokokken (siehe Abbildung 2).

1012
Bacteroides, Peptococcen etc.

1010
=
3
(¥
o 108
S
ﬁ' Escherichia coli, Enterococcen
e ne
= 10
B !
E
14} f
w104 -

102

pH des 6,0 5_R0 6,0-70 70=-75
ot ot
Fasces
MNeuge Sauglings Erwachsene Senioren
barene

cfu = colony forming units

Abb. 2: Altersabhangige Besiedlung der DarmfloraMitsuoka, 1992Nutr. Rev)



1.3 Immunfunktionen des GALT (,gut-associated-lymploid-tissue*)

Die intestinale Mukosa steht im permanenten Kontakt der Darmflora. Um schédliche
Einflisse abwehren zu konnen, befinden sich inMekosa immunologisch aktive Zellen;
die Gesamtheit dieser Immunzellen wird als darmagstes lymphatisches Gewebe (gut-
associated-lymphoid-tissue, GALT) bezeichnet [Sdeweund Tschernia, 2002]. Hierzu
zahlen die Rachenmandeln, die Gaumenmandeln, dedddm sowie spezialisierte
Strukturen im Dunndarm, die sogenannten Peyersélagues. Letztere zéhlen zu den
wichtigsten und am hochsten organisierten Gewebeter uden genannten. Mit ihren
kuppelférmigen Strukturen, die in das Darmlumenemlmragen, verfigen sie Uber einen
charakteristischen Aufbau. Ein weiteres Charakikusr des GALT sind hochspezialisierte
Epithelzellen, die sogenannten Mikrofaltenzellererodl-Zellen, welche einen standigen
Kontakt des lymphatischen Gewebes mit dem Darminbhatl so das Zustandekommen
spezifischer Immunantworten ermdglichen. Die M-Zell nehmen Uber Endo-, bzw.
Phagozytose Molekile und Partikel aus dem Darmluraeh und reichen diese an
antigenprasentierende Zellen (APCs) weiter [Naglederson, 2001]. Weiterhin kdnnen
dendritische Zellen (DCs), die ihre Dendriten durdie Zell-Zell-Verbindungen (tight
junctions) ausstrecken, pathogene Bakterien dmaktehmen [Rescignet al., 2001; Smith
et al.,2005]. Zusatzlich gibt es aber auch noch Antikyermittelte Mechanismen, wie die
Transzytose von IgA-Antikorpern durch die EpitheliggA ist auf die Abwehr von Bakterien
und Viren an der Oberflache der Darmschleimhaugenshtet und verhindert, dass sich
Bakterien, Toxine sowie fremde Substanzen an Hatlen anlagern. IgA-Antikorper bilden
somit die erste Verteidigungslinie gegen ein beeipektrum an Erregern [Rey al, 2004].
Interaktionen zwischen probiotischen Bakterien wwn lymphatischen Gewebe kénnen
Immunantworten stimulieren. Es konnte gezeigt werdkass die Bildung spezifischer IgA-
Antikdrper gegen einen oral verabreichten Salmenstamm dann um ein Mehrfaches
gesteigert wird, wenn gleichzeitig probiotische did&aurebakterien oral verabreicht werden
[Link-Amster et al.,1994].

1.4 Entwicklung von Allergien

Epidemiologisch ist es in den letzten Jahrzehntenvielen Landern, vor allem der

hochtechnisierten westlichen Welt, zu einem deuwtiic Anstieg der Inzidenz vonyF



vermittelten  Allergien wie allergischem Asthma, m@szher Dermatitis oder
Rhinokonjunktivitis gekommen [Warnest al., 2000]. Mittlerweile sind ca. 20-30% der

Bevolkerung von allergischen Erkrankungen betroffen

Der Begriff Allergie wurde 1906 von dem Wiener Kerdrzt Freiherr Clemens von Pirquett
gepragt; dieser erkannte als erster, dass Antikdnt nur schitzende Immunantworten
vermitteln, sondern auch Uberempfindlichkeitsremi¢in auslésen kénnen. Heute beschreibt
der Begriff Allergie die Uberempfindlichkeitsreatatien, die durch eine Immunantwort gegen
ansonsten harmlose Stoffe oder Allergene ausgeliddt Zu den Allergenen gehéren unter
anderem Pollen, Nahrungsmittel, Tierhaare, Haubstaler Insektengifte, welche Uber die
Schleimhaute der Atemwege und des Gastrointestikédis oder an der Haut mit dem Korper
in Kontakt treten und allergische Reaktionen awsidginnen.

Coombs und Gell [1968] haben die hypersensiblerkfegen anhand von Merkmalen wie
den zeitlichen Ablauf, der Art des Antigens odemn derankheitsbildern in vier Typen
eingeteilt. Haufig wird die Allergie mit der Hyperssibilitatsreaktion vom Typ | bzw. durch
die IgE-vermittelte Uberempfindlichkeit vom Sofgsitgleichgesetzt [Janeway al, 2002].
Bei einer Sensibilisierung, dem allerersten Kontakt einem Allergen, kommt es zur
Bildung antigenspezischer IgE-Antikorper. Diese€ Ignterscheidet sich von anderen
Antikdrperisotypen darin, dass es Uber seinen Hbinba IgE-Rezeptor FRI fest an die
Oberflache von Mastzellen, aber auch von Basophilesh aktivierten Eosinophilen binden
kann. Zuvor aber nehmen antigenprasentierende nelide DCs, das Allergen auf,
prozessieren es und prasentieren die entstandesy@idd® zusammen mit MHC-Klasse-II-
Molekilen auf ihrer Zelloberflache. T-Helfer-Zelletkbnnen die so présentierten
Antigenfragmente erkennen, werden aktiviert undeteéken eine Reihe von Zytokinen, wie
das IL-4, IL-5 und das IL-13. Diese Zytokine fuhrem B-Zellen zu einem
Antikdrperklassenwechsel von IgM nach IgE; die Wyiitkorper konnen dann an den IgE-
Rezeptor der Mastzellen binden. Bei einem ernel@mmakt mit demselben Allergen wird
eine allergische Reaktion eingeleitet. Hierbei wilet zellgebundene IgE-Antikoérper durch
die Bindung des spezifischen Antigens vernetztdiedViastzelle aktiviert. Die Folge ist eine
Ausschittung von Histamin, Leukotrienen sowie diear Zytokinen und Chemokinen. Je
nach Menge des Antigens und seinem Eintrittswegn&indie Konsequenzen einer IgE-
vermittelten Mastzellaktivierung unterschiedlich stallen. Die Symptome reichen von
lastigen Heuschnupfenanfallen bis hin zum lebensibdidhen anaphylaktischen Schock. Auf

die durch Mastzelldegranulierung hervorgerufeneo@daktion folgt eine langer anhaltende



Entzindung, die so genannte Spéatreaktion, an weldiaLymphozyten, Eosinophile sowie
Basophile beteiligt sind und zur Aufrechterhaltuigy allergischen Reaktion fihren [Janeway
et al.,2002].

Der Grund fur den rasanten Anstieg der Haufigkeftenallergische Erkrankungen ist nicht
geklart, aber neuere epidemiologische Daten ded#&auf hin, dass der hohe Hygiene-
Standard, insbesondere der der stadtischen Beudieeine zentrale Rolle spielen kdnnte
[Nicolai et al., 1997; Bjorkstén, 2001; Braun-Fahrlandsr al, 2002; Kalliomakiet al.,
2003a].Alle diese Erkenntnisse begriinden das Konzept Hggiene-Hypothese®, welche
1989 von dem englischen Epidemiologen und Pneursaloavid Strachan formuliert
wurde. Diese Hypothese besagt, dass eine eingekthrdiktivierung des mukosalen
Immunsystems durch Bakterien oder ihre Produkteedigvicklung atopischer Erkrankungen
beginstigt $trachan, 1989yazdanbakhskt al, 2002;Braun-Fahrlander, 2003].

Die Hygiene-Hypothese ist auch auf dem Hintergraied Th1l/Th2-Konzeptes plausibel.
Demnach sind allergische Erkrankungen mit einestf@ebung des Th1/Th2-Gleichgewichts
in Richtung einer Th2-Immunantwort assoziiert. Zyte@, welche solch eine Immunantwort
charakterisieren, sind IL-4, IL-5 und IL-13. Fehlespezifische Stimuli, wie
Mikroorganismen, in der frihen Kindheit, bleibt dasi Geburt bestehende Th2-Muster
dominierend. Sind hingegen immunmodulatorische @timnwesend, kommt es zu einer
Verschiebung in Richtung einer Thl-Immunantwort.f Aliesem Hintergrund basiert die
Gabe von Pre- und Probiotika, namlich durch ders&mvon apathogenen Mikroorganismen

das Immunsystem prophylaktisch in Richtung einek-thmunantwort zu beeinflussen.

Ein zentrales Thema vieler aktueller Publikationsh der Zusammenhang zwischen
Mikrobenexposition und Immunsystem und die darassiltierende Frage, wie es zu einem
protektiven Effekt im Hinblick auf die Entstehuntieagischer Erkrankungen kommen kann.
In diesem Zusammenhang kommt der Darmflora, alsitgativ grof3ter Quelle mikrobieller
Stimulation, im Hinblick auf die Entstehung von édyjien, eine entscheidende Bedeutung zu.
Denn wie in einer Studie von Bjorkstén gezeigt veeréonnte, weiseinder mit atopischen
Erkrankungen und Lebensmittelallergien einen hdhéyeteil an aeroben Mikroorganismen
wie Staphylococcus aureusnd geringere Anteile an Lactobacillen und Bifidkterien in
ihrer Darmflora auf als Nicht-AtopikeBjorksténet al.,1999].

Ein paar Jahre spater wurde von Riedler und Bramm&nder der Begriff des

.Bauernhofeffektes” gepragt; in ihren Studieannte die moéglicherweise entscheidende Rolle



der Exposition gegenuber bakteriellen Antigenen zur Verringerurgs drisikos einer
Allergieentstehungaufgezeigt werden. Kinder, die auf traditionelleauBrnhofen in der
Alpenregion aufwuchsen und gleichzeitig in ihremsten Lebensjahr haufigen Kontakt zu
Stalltieren hatten und unbehandelte Kuhmilch tranjiedleret al., 2001 ], unterschieden
sich von der Gruppe der Kinder aus nicht-landlichditieu durch ein deutlich geringeres
Risiko, eine atopische Erkrankung zu entwickelns Daben auf dem Land und der Kontakt
zu erhohten Endotoxinkonzentrationen scheinen ktigge Faktoren hinsichtlich der
Ausbildung allergischer Erkrankungen zu sein [Br&ahrlanderet al., 2002; von Mutiuset
al., 2000]. Somit wird deutlich, dass anscheinend gesviStrukturen von Bakterien in der
Lage sind, das Immunsystem auf eine spezielle Ad Weise zu modulieren, so dass
allergische Reaktionen weniger stark ausfallen aast gar nicht entstehen kdénnen. Vor

diesem Hintergrund scheint der Einsatz von Pro-Risdbiotika vielversprechend zu sein.

1.5 Probiotika

Das Ernahrungskonzept ,Probiotika“ und deren pesitiEinfluss auf die menschliche
Gesundheit haben in den letzten Jahren zunehmer@edautung gewonnen. Der Begriff
Probiotika wurde bereits 1965 von Lilly und Stillig 965] begriindet, aber erst fast 25 Jahre
spater von Fuller [1989] populér gemacht. Gemaflindein sind Probiotika apathogene
Mikroorganismen, die nach ihrer Einnahme eine geéleaitsfordernde Wirkung zeigen, die
Uber das Mal3 der grundgegebenen erndhrungsphysiieg Effekte hinausgeht [Meier,
2007]. Um als Probiotika klassifiziert zu werdenjssen Bakterien folgende Anforderungen
erfullen: sie missen apathogene Keime der intdstirdora sein, dirfen bei der Passage des
Magen-Darm-Traktes nicht verandert werden und nmissge hohe Anhaftungsfahigkeit an
das Darmepithel aufweisen [Goldin, 1998]. DieseeBsghaften erhbhen die Verweildauer
von lebenden, stoffwechselaktiven probiotischen nk im Darm und koénnen zur
Verbesserung der intestinalen Barriere-Funktion trédgeén. Zusatzlich reduzieren
Lactobacillen und Bifidobakterien die Kolonisierudgrch enteropathogene Keime [Beratt
al., 1994].

Die am meisten verwendeten und erforschten Prédai@pezien sind diverse Laktobacillen,
Bifidobakterien, EnterokokkenEscherichia coli Nisslel917, Streptokokken sowie der
Hefepilz Saccharomyces boulardiLetzterer wirkt probiotisch, ist als Hefepilz aliggmass

Definition kein wirkliches Probiotikum.



151 Wirkmechanismen der Probiotika

Probiotika entfalten einen protektiven Effekt unBerdingungen, in welchen die vorhandene
Mikroflora ungeniigend oder unausgewogen ausgehgtliéforaussetzung fur ihre besondere
Wirkung ist, dass die Bakterien im sauren Miliewmwdagen und Duodenum Uberleben und
unbeschadet in die weiteren Darmabschnitte bis &s dolon gelangen. Weitere
Voraussetzung ist, dass die Bakterien in hohen Hieinten, mit mindestens i@ellen/g
Darm vorhanden sind. Um eine solche Keimdichte meighen bzw. aufrechtzuerhalten,
mussen Probiotika wiederholt verabreicht werden.

Probiotika entfalten ihre Effekte durch eine Serkdes intestinalen pH-Wertes sowie durch
eine Reduktion der Anhaftung pathogener Bakteriégm Salmonella entericaEscherichia
coli und Salmonella thyphimuriunan das Darmepithel [Fayol-Messaowdial., 2005]. Sie
stimulieren die Phagozytose-Aktivitat von Darmzellend die Bildung von sIgA [Link-
Amsteret al, 1994; Schiffrinet al, 1995]. Weiterhin beeinflussen sie die Darmbaeriend
verhindern die Translokation von Bakterien und Texi in das Darmepithel. Ferner kbnnen
sie die durch pathogene Keime zerstorten intraZzedn Bindungsstellen (tight junctions)

reparieren [Resta-Lenert und Barrett, 2003] undutiecen die intestinale Immunantwort.

15.2 Einsatz von Probiotika bei Kindern und Erwaclsenen

Zur Prophylaxe und Therapie zahlreicher Erkrankangerden Probiotika heutzutage in
gro3er Zahl zum generellen Verzehr, meist in Foon WMilchprodukten, wie Joghurt und
Milchdrinks, angeboten.

Die Liste der intestinalen und extraintestinalerkr&mkungen, die moglicherweise mit
Probiotika behandelt oder verhindert werden konimsgnn den letzten Jahren kontinuierlich
langer geworden. Fir ausgewahlte Bakterienstamiieren Effektivitdt von Probiotika zur
Behandlung bestimmter Krankheitsbilder genau uotds worden. Bei den klinisch
getesteten probiotischen Bakterienstammen handed#iol hauptsachlich um Lactobacillen
und Bifidobakterien, wie z.BLactobacillus rhamnosu$G, Bifidobacterium lactisoder
Bifidobacterium breveSie eignen sich besonders gut fur den EinsatzZPadbiotika bei
Sauglingen und Kleinkindern, stammen bevorzugt gere menschlichen Darm und haben

die Fahigkeit, die Magen-Darm-Passage zu Uberledelerdem eignen sie sich besonders



gut fur die industrielle Verarbeitung, weil sie wéhd des Produktionsprozesses stabil

bleiben und sich durch eine gute Lagerbestandigkeszeichnen.

Die Anfalligkeit fur Nahrungsmittelallergien ist inKindesalter bis zu zwei Jahren am
grof3ten, wobei ein Zusammenhang zur sparlich ekelien, kindlichen Mikroflora vermutet
wird.

Um den allergiepraventiven Effekt von Probiotikavardeutlichen, soll hier auf eine Studie
von Kalliomaki [2001b und 2003b] verwiesen werdenywelcher bei Hochrisikokindern fur
atopische Dermatitis, auch noch vier Jahre naclbi®tika-Gabe, eine Reduktion dieser
Erkrankung um 50%, im Vergleich zur Kontrollgrupeezielt wurde. Die angehende Mutter
bekam vier Wochen vor der Geburt LGG in einer Kanizgion von 1x18 cfu/Tag bzw. das
Placebo verabreicht. In der Zeit nach der Gebiniekrentweder die stillende Mutter oder das
Neugeborene sechs Monate lang das LGG bzw. bekanPldaebo verabreicht. Nach zwei
Jahren ergab die Untersuchung eine deutlich geendéanifestation einer atopischen
Dermatitis in der LGG-Gruppe. Hier wiesen ledigli2ZB% der Kinder klinische Symptome
dieser Erkrankung auf (16 von 64 Kindern); in déacBbo-Gruppe waren es 46%. Dieser
praventive Effekt war auch Uber einen Zeitraum wger Jahren stabil [Kalliomaket al.,
2003Db]. Zu diesem Zeitpunkt hatten 26,4% der Kindeder LGG-Gruppe und 46,3% in der
Placebo-Gruppe eine atopische Dermatitis entwickiit Schweregrad der atopischen
Dermatitis waren jedoch keine Unterschiede zwiscten beiden Gruppen festzustellen.
Mittlerweile wurden die Ergebnisse dieser Studi€tiage gestellt, da nach einer Behandlung
mit LGG bei Neugeborenen kein Unterschied in demitrklung der atopischen Dermatitis
im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werdemte [Folster-Holset al, 2006; Kopp

et al, 2008; Kopp und Salfeld, 2009%omit mussen weiterfihrende Arbeiten klaren, ob die
Gabe von Probiotika, im speziellen eine Supplereemtig mit LGG, fir didPravention der
atopischen Dermatitis empfohlen werdemn.

Vor dem Hintergrund einer stadndig wachsenden ZaHPablikationen fallt jedoch auf, dass
es viele weitere Studien gibt, die bezlglich ihpe&ventiven Probiotika-Einsatzes nicht so
optimistisch verlaufen sind. Das liegt daran, dsslkehe Ergebnisse nur unter bestimmten
Bedingungen zu erzielen sind. Das kann am Einsaterar Probiotikastdmme, einer
Kombination an unterschiedlichen Probiotikastammesder anderer Form der

Bakterieninaktivierung liegen. So sollten aber awdets experimentelle Studiendesign, der

Probandenumfang, die Haufigkeit und Dauer der Btia-Gabe oder der



Gesundheitszustand der beteiligten Probanden eingschen Betrachtung unterzogen
werden.

In einer Studie von Majamaa und Isolauri [1997]draBauglinge, Uber eine Dauer von einem
Monat, zusatzlich zu ihren MuttermilchersatzprognkiLGG (5x16cfu/g) bzw. Placebo
verabreicht bekommen. In der LGG-Gruppe konnte zeiar signifikanter Rickgang des
Schweregrades der atopischen Dermatits im Verglaich Placebo-Gruppe festgestellt
werden, dieser Unterschied hatte jedoch nach zvegidtén keinen Bestand mehr. Dieser nur
kurz anhaltende Effekt zeigte sich auch in eineitesen Studie von Isolauri [2000]. Hier
wurden die Muttermilchersatzprodukte neben LGG geeveils mit Bifidobacterium lactis
supplementiert. Der signifikante Unterschied in déeiden Probiotikagruppen zur
Placebogruppe war anhand des Schweregrades dankukig sichtbar, hatte aber nach sechs

Monaten ebenfalls keinen Bestand mehr.

Weiterhin wurde LGG in zahlreichen klinischen Sardzur Behandlung und Pravention der
akuten infektiosen Diarrhoe bei Kleinkindern geteésNach einer im Jahr 2001 publizierten
Studie [Szajewska und Mrukowicz, 2001] zeigte abiss@lich LGG im Gegensatz zu
mehreren untersuchten probiotischen Stdmmen, haietobacillus reuteti Lactobacillus
acidophilus einen deutlichen Vorteil gegentber Placebo. LGGktgerdie Dauer der
Erkrankung und reduzierte die Wahrscheinlichkeieei langeren, mehr als drei Tage
anhaltenden Diarrhoe um mehr als die Hélfte. IreMetaanalyse von Huargg al., [2002]
konnten diese Daten bestatigt werden. In einerenait Metaanalyse von Van Niet al.,
[2002] wurde erneut bestatigt, dass eine TherapteL@G zur Behandlung von akuten
infektiosen Diarrhoen bei Kindern sicher und winksast. Zur Prévention Antibiotika-
assoziierter Diarrhoen wurden ebenfalls umfass&tddien durchgefihrt [Vanderhoef al.,
1999]. In einer weiteren Studie von Szajewsitaal. [2006] wurde die Wirksamkeit einer
begleitenden Aufnahme von Probiotika bei KinderrteurAntibiotikatherapie untersucht.
Auch bei dieser Form der Diarrhoe lie3 sich durabsel MalRnahme die Haufigkeit der
Erkrankung auf weniger als die Halfte reduziereon(28,5% auf 11,9%); so konnte jeder

siebte Erkrankungsfall vermieden werden.

Im Gegensatz zu Sauglingen ist dlasammensetzung der bakteriellen Mikroflora eines
Erwachsenen stabil. Sie kann allerdings durch dmriidlen Lebensstil, gekennzeichnet von
Stress, UnregelméaRigkeiten in der Erndhrung odeshddie Einnahme von Antibiotika und

anderen Medikamenten beeinflusst werden [TannoBB3]l Stresszustande zeigen einen



deutlichen Ruckgang der Bifido- und Laktobacilleni [Unger, 1999]. Regelmalig
verabreichte Probiotika wirken dem schadlichen i&ffeon Antibiotika auf die Darmflora
entgegen.

1.6 Prebiotika

Prebiotika bilden neben den Probiotika die zweit®l3g Gruppe der funktionellen
Lebensmittel. Mit dem Einsatz der probiotischen Mikroorganismenrerden direkt
gesundheitsfordernde Effekte erzielt; parallel windtels Prebiotika versucht, indirekt tGber
eine Verbesserung der Wachstumsbedingungen pretiieti Keime, das gleiche Ziel zu
erreichen [Kasper, 2001].

Der Begriff Prebiotika wurde 1995 von den beiders¥énschaftlern Gibson und Roberfroid
[1995] eingefuhrt; nach ihrer Definition handeltssh bei den Prebiotika um unverdauliche
Ballaststoffe der Nahrung, die den Gastrointedfiakl unverandert erreichen und selektiv
das Wachstum gesundheitsférdernder Bakterien, widuBbakterien, im Darm stimulieren
[Roberfroid, 2007]. Zu den Prebiotika gehdren Odigecharide wie Fructo-Oligosaccharide
(FOS) oder Galacto-Oligosaccharide (GOS) [Boadtral.,2004]. Nattrlicherweise kommen
sie in einer Vielzahl von Obst- und Gemisesorter wiB. Chicoree, Zwiebel, Lauch,
Knoblauch, Spargel, Weizen und Gerste vor [Broussad Surawicz, 2004].

Um als Prebiotika klassifiziert und definiert zu reken, dirfen diese im Magen bzw. im
Dunndarm nicht verdaut werden, mussen selektid&$rWachstum der Bifidusbakterien von
Nutzen sein und mussen zur Bildung von wichtiged@adukten beitragen [Gibson, 2004].
Aufgrund ihrer positiven Auswirkungen auf die Mikiara des Darmes finden sich Prebiotika
zunehmend auch als Zusatz in der Sauglingsnahrigdew Wissenschaftliche Studien haben
gezeigt, dass derartig angereicherte Sauglingsnghvargleichbare positive Auswirkungen
auf die Darmflora des Sauglings hat wie Mutterm{lBbehmet al.,2003a; Knoket al, 2003;
Moro et al.,2002]. Moglicherweise kdnnen sie folglich auch ali¢rgische Prozesse in Gang
setzen und eine Schlisselrolle in der Praventiapisther Erkrankungen einnehmen
[Miniello et al.,2003].



1.6.1 Prebiotika in der Sauglingsnahrung

Zahlreiche aktuelle Studien belegen, dass das Imystem flr eine gesunde Entwicklung
des Sauglings wichtig ist. Diese werden mit einemchn nicht ganz ausgereiften
Immunsystem geboren und bendétigen einen speziSibditz. Faktoren in der Muttermilch
konnen diesen speziellen Schutz bieten. Denn naehver ist und bleibt Muttermilch das
Nahrungsmittel der ersten Wahl fur die Erndhrung Neugeborenen; die dort enthaltenen
Nahrstoffe sind optimal fur ihre gesunde EntwickjyMatentzoglu und Muller, 2004]. Dazu
zahlt die Ausbildung einer gesunden Darmflora uinésfunktionstichtigen Immunsystems,
das den Saugling vor Infektionen und Allergien szhiDiese positiven Wirkungen fuhren
dazu, dass Muttermilch eine Art ,Modellfunktion® rfu industriell hergestellte
Sauglingsnahrung ausiubt. Da Muttermilch eine aufkersplexe Zusammensetzung hat und
aus mehreren hundert verschiedenen Oligosacchatddnvielen weiteren Inhaltsstoffen
besteht [Boehm und Stahl, 2003c], ist es nahezudghah, sie umfassend zu kopieren;
dennoch wird versucht den Gehalt an Proteinengirekohlenhydraten, Mineralstoffen und
Vitaminen so weit wie moglich anzugleichen. Einegheichbare Besiedlung des Darms von

gestillten und flaschenernahrten Sauglingen selnhit erreicht werden.

Eine entscheidende Rolle spielen die eben erwahhtemanen Milch-Oligosaccharide
(Human Milk Oligosaccharides, HMOS). Bereits in dfer Jahren fand Paul Gyorgy heraus,
dass diese in der Lage sind, das Wachstum deruBbimkterien zu fordern und fir die
Dominanz dieser Bakterien in der Darmflora gestilauglinge verantwortlich sind [Goyrgy
et al.,, 1954; Engferet d., 2000; Gnothet al, 2000]; daher macht es Sinn, diesen
funktionellen Aspekt der HMOS zu erforschen.

Bislang enthalt herkdmmliche kaufliche Sauglingsoaly keine bzw. kaum Oligosaccharide
[Schmelzleet al., 2003; Coppat al.,2004], da diese in der Kuhmilch, die als Grundlége
die Sauglingsnahrung fungiert, nicht vorkommen. Bameisen flaschenerndhrte Sauglinge
deutlich weniger Bifidusbakterien in ihrer Mikrofo auf. Wahrend der prozentuale Anteil
der Bifidus-Stamme dieser flaschenernéahrten Kimdexh der ersten Lebenswoche nur etwa
70% ausmacht, betragt der Anteil der Bifidusbaktereines gestillten S&auglings 95%
[Yoshioka et al, 1983; Scholtenset al.,, 2003]. Wahrend diese Mikroflora als
bifidusdominante Flora bezeichnet wird, besitzasdhenernahrte Saduglinge, aufgrund vieler
anderer vorkommender Stdamme, wie z.B. Clostridgtaphylokokken un@acteroides, eine

gemischte Darmflora [Harmsest al., 2000; Kullenet al., 2005]. Diese Beobachtung fuhrte



zu der Uberlegung, durch den Zusatz von Prebiotika Sauglingsnahrung, die
Zusammensetzung der Darmflora zugunsten einer usifidminanten Mikroflora zu
verbessern; mittlerweile zahlt die spezifische Mistg aus kurzkettigen GOS und
langkettigen FOS zu den anerkannten Oligosaccharidgt prebiotischer Wirkung
[Roberfroid, 2007].

1.6.2 Humane-Milch-Oligosaccharide (HMOS)

HMOS bilden neben Laktose und den Lipiden die ghifRte Komponente der Muttermilch
[Newburg, 1996; Picciano, 2001]. Die héchste Kongion mit mehr als 20g/| erreichen sie
im Colostrum, der allerersten Milch einer stillenddutter; der Gehalt fallt nach etwa zwei
Wochen auf einen Wert von 12-14g/l ab [Copgaal., 1993]. Die abnehmende HMOS-

Konzentration wird durch die im gleichen Zeitrautaigende Laktose-Konzentration wieder
ausgeglichen [Coppet al.,1999].

Die einzelnen Komponenten der HMOS sind D-Gluc@s€;alactose, N-Acetylglucosamin,

L-Fucose und Sialinsédure, welche durch untersdeieellZusammensetzung und Bindung
130 verschiedene Oligosaccharide bilden kbnneni&akalet al, 1991].
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Abb. 3 : Die einzelnen Komponenten der HMOS$nach Rivero-Urgelet al, 2001]



Aufgrund der Tatsache, dass die einzelnen Kompenettr HMOS untereinander durch 3-
Bindungen verknipft sind und der Korper nicht Uggezifische Enzyme zur Spaltung dieser
Bindungen verfugt, werden die Oligosaccharide duleh Enzyme des Darmtraktes nicht
verdaut und erreichen so den Dickdarm [Hidakal.,1991]. Dies gilt ebenfalls fir die sehr
spezifischen alpha-glycosidischen Bindungen der ose&ic und Sialinsaure an die
Kernstrukturen [Kitaokat al., 2005; LoCasciet al.,2007; Wadaet al.,2008]. Hier werden
sie durch Bakterien der Darmflora, insbesondereid&sbakterien und Lactobacillen,
fermentiert und fordern somit, in ihrer Eigenschalé Prebiotika, d.h. als Substrat, das
Wachstum der Bakterien [Hosogaal, 1988; Engfeet al.,2000].

1.6.3 Wirkung der Prebiotika

Die Hauptfunktion der Prebiotika ist das Wachstuesumndheitsfordernder Bakterien, wie
Bifidusbakterienund Lactobacillen, im Darm zu erh6hen; folglich isihe Reihe von

positiven Effekten zu beobachten:

Milchsaurebakterien sind in der Lage die prebidigst Fasern zu fermentieren und diese zu
kurzkettigen Fettsdauren (SCFA, short chain fattidgcwie Acetat, Butyrat, Lactat und
Propionat abzubauen [Millezt al., 1996]. Diese erhéhen den osmotischen Gradienten im
Kolon und steigern somit den Wassergehalt des Kiohadtes. Die Folge ist ein gesteigertes
Stuhlgewicht und eine weichere Stuhlkonsistenz Met al., 2002; Boehmet al., 2002;
Schmelzleet al., 2003], was fur Sauglinge von grofRer Bedeutung\Wéerden diese mit
Muttermilchersatzprodukten geflttert, welche specife Oligosaccharide als Zusatz
enthalten, ergibt sich eine positive Auswirkung ¢ Stuhlkonsistenz.

Weiterhin wird den kurzkettigen Fettsauren einghische Wirkung auf die Darmmukosa
zugeschrieben, d.h. dass sie von den Darmzellezua#tzliche Energiequelle genutzt werden
koénnen; folglich kénnen etwa 70% der Energie Ubeseh Mechanismus gewonnen werden
[Cummings, 1983]. Wahrend das Butyrat als Enemgfietant fir den Darm von grol3er
Bedeutung zu sein scheint, wird das Acetat von @elderz und den peripheren Geweben
und das Propionat vor allem von der Leber verstethselt.

Der Anteil an diesen kurzkettigen Fettsauren imhBtigt abhéangig von der Art der
Sauglingsernahrung; folglich zeigen gestillte Stuggl hohere Mengen an kurzkettigen

Fettsauren als flaschenernahrte Sauglinge [Mounizet al, 2002]. Bifidusbakterien sind



dafur bekannt, dass sie hohe Mengen an Acetatrhitas wiederum die hohe Menge an
Acetat bei gestillten S&uglingen, im Vergleich das€henernéhrten Sauglingen, erklart.
Siigur et al. [1993] haben gezeigt, dass eine Assoziation vomgen Acetat-Mengen mit

Durchfallerkrankungen und AtemwegsentziindungersBeaglingen besteht.

Eine weitere wichtige Wirkung der Prebiotika is¢ dahigkeit zur Absenkung des pH-Wertes
im Darm durch die Bildung von Séuren. Der pH-Waettain wichtiger Faktor, der dariber
entscheidet, welche Spezies sich in der Darmfloisiedeln kénnen. Die Schaffung eines
sauren Milieus [Morcet al., 2002] wird als ein wesentlicher Mechanismus angesedas
Wachstum pathogener Bakterien wie ShigdHacherichia coli Streptococcus faecalisnd
Clostridien zu hemmen. Die absolute Anzahl bzw. @ssamtanteil der ,pathogenen®
Bakterien an der intestinalen Mikroflora verringsith somit [Boehm et al., 2003b; Knet
al., 2003] und die Folge ist ein Bakterien-Verteilungster, welches der Darmflora gestillter

Sauglinge sehr nahe kommt [Kretdlal.,2002].

Als Folge des niedrigen Stuhl-pHs wird die Lo6slielik von Mineralstoffen und
Spurenelementen wie Kalzium und Magnesium erhdhteiher klinischen Studie wurde
gezeigt, dass auf diese Weise die Kalziumabsorptenbessert werden konnte [Van den
Heuvelet al., 1999]; somit werden positive Effekte auf den Knadteffwechsel ausgetibt
[Scholz-Ahrenget al.,2002].

1.7 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen sind hochspezialisierte anfigésentierende Zellen ungpielen eine

entscheidende Rolle bei der Initiation der Immuwnant. Sie kdnnen effizient Antigene
aufnehmen, diese verarbeiten und in einer von Tedekrkennbaren Form auf ihrer
Oberflache prasentieren. Dadurch kénnen naive Te#Zel die den entsprechenden
antigenspezifischen T-Zell-Rezeptor tragen, zuriferation und Differenzierung angeregt
werden. Diese immunstimulierenden Eigenschaften@és werden gezielt therapeutisch

eingesetzt und sind zurzeit Ziel unterschiedlidb@ischungsaktivitaten.

Bei der Antigenpréasentation nehmen DCs eine Scéliiidle ein, welche sie von den anderen

APCs, wie Makrophagen und B-Zellen, eindeutig wsdkeidet. Sie verfligen Uber das



Potenzial zur hocheffizienten Stimulierung naiverZéllen. Diese Funktion besitzen
Makrophagen und B-Zellen nicht oder nur begrerietkénnen lediglich bereits aktivierte T-
Zellen effizient stimulieren [Stagef al, 2004].

DC-Vorlaufer entwickeln sich aus hamatopoetischeam®zellen im Knochenmark, welche
zunachst im Blut zirkulieren und dann in die peefn Gewebe einwandern [Banchereau
al., 1998]; hier entwickeln sie sich zu immaturen DA3(s). Diese iDCs zeichnen sich
durch ihre endozytotische und phagozytotische Atiivaus und sind somit in der Lage, tUber
eine Vielzahl von Rezeptoren, wie z.B. Komplementidd Fc-Rezeptoren, Pathogene
aufzunehmen. Die Pathogenerkennung geschieht derhdie Erkennung hoch konservierter
molekularer Strukturen, welche fir viele Mikroorganen spezifisch sind. Dies sind
sogenannte Pathogen-assoziierte molekulare Mys#éinggen-associated molecular pattern,
PAMPs), die Uber Mustererkennungsrezeptoren (pattmognition receptors, PRR) auf
APCs identifiziert werden. Die Toll-like RezeptoréhLR) [Iwasaki and Medzhitov, 2004]
gehdren zu den am besten analysierten PRRs. Daepdlysaccharid (LPS), die
Zellwandkomponente Gram-negativer Bakterien, digoteichonsdure, Mannane und
Glykane gehoren zu den PAMPs, welche von den APRanet werden konnen. Im
Gegensatz zu maturen DCs besitzen iDCs nur wenigCMlolekile [Mommaaset al.,
1995] und kostimulatorische Molekile wie CD80, CD8&l CD40 auf ihrer Zelloberflache
[Lee et al, 1993]; damit fehlt ihnen zunachst das notwen&{gstzeug um naive T-Zellen zu
stimulieren. Weiterhin verfligen immature DCs Ubez&ptoren fur die Chemokine CCR1,
CCR2, CCR5 und CCR6. Bei Bindung von Chemokinerdi@se Rezeptoren wandern sie

zum Endzindungsherd; hier wird die Reifung von @siziert.

Kommt eine DC mit einem Erreger in Kontakt, erlsidt einen Reifungsstimulus und wandert
zu den sekundaren lymphoiden Organen, wie Milz ugchphknoten aus, um den dort
zirkulierenden T-Zellen das aufgenommene Material @rasentieren. Hier spielt die
Expression des Rezeptors fur das Chemokin CCR7 gioBe Rolle. Mit Hilfe dieses
Rezeptors wandern die DCs in die T-Zell-Bereichelgenphknoten.

Das aufgenommene Material der DCs wird zuerst msied und die daraus hervorgehenden
Peptide werden als MHC-Peptid-Komplex auf ihrer @aehe prasentiert. Bei der Reifung
wird die Expression von kostimulatorischen Molekiilen hohem Male induziert
[Banchereauet al., 1998]. Nach der Aktivierung verlieren DCs schndirei Fahigkeit
Antigene aufzunehmen und zu prozessieren [Randd@pBl]. Reife DCs weisen einen

vollkommen anderen Phéanotyp auf als unreife DCss Aharakteristischstes Merkmal



zeichnen sie sich durch zahlreiche Auslaufer dasm®amembran aus. Diese werden als
Dendriten bezeichnet und verleihen ihnen ein igeifges Aussehen [Steinmann und Cohn,
1973]. Rosset al. [1998] konnten zeigen, dass das Aktinblindelungsprdfascin, das in
iDCs nicht produziert wird, bei der Ausbildung dtedendriten eine zentrale Rolle spielt.
Ein weiteres Charakteristikum reifer DCs st die rst@rkte Expression von
Adhé&sionsmolekilen sowie MHC-, und kostimulatoresthMolekiilen [Ruedl et al., 2000],
wie CD40 [Inabaet al, 1994], CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2) [Chaegal, 1995; Leeet al,
1993]. Diese Molekile sind fur die Interaktion zehen DCs und T-Zellen notwendig.

Eine Aktivierung der DCs kann sowohl durch den gereselbst, als auch Uber bereits
aktivierte Zellen des Immunsystems erfolgen. ImtegrsFall geschieht eine Aktivierung
oftmals Uber TLRs. Mittlerweile sind dreizehn Mitgler der TLR-Familie identifiziert
worden; der am besten untersuchte Rezeptor isti ddtie-4, der in der Lage ist, LPS zu
binden [Medzhitov and Janeway; 1997]. Wahrend TL.R,14, 5 und 6 sich in der &uf3eren
Plasmamembran befinden, sind TLR 3, 7, 8 und 9ninazellularen Membransystemen
anzutreffen und ragen mit ihrer Rezeptordoméaneas @ytosol. Eine Aktivierung der TLRs
fuhrt in den DCs zur Aktivierung der intrazellular@dapterproteine MyD88 und TRIF. Nach
weiteren Schritten kommt es schlielich zur Aktivieg des Transkriptionsfaktors KB
[Medzhitov et al, 1998; Muzioet al, 1998; Kawaiet al, 1999] und zur Synthese und
Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-12dUTNF [Reis e Sousa, 2004]. Alternativ
zu TLRs kénnen DCs uber CD40L, einem Molekll derFIRezeptor-Familie, aktiviert
werden [Cawet al., 1994]. Der Ligand wird von bereits aktivierten €l&n exprimiert und
fuhrt, Uber eine MAP-Kinase-Kaskade, ebenfalls Zsekretion proinflammatorischer
Zytokine wie TNF, IL-12 sowie IL-6 [Quezads al.,2004].

Ob der Kontakt von T-Zellen mit DCs eine Aktiviegurund daraus resultierend eine
Proliferation der T-Zellen hervorruft, hangt vonewnabhangigen Signalen ab. Ein Signal
resultiert aus der Interaktion des T-Zell-Rezepf{@@€R) mit den MHC-Peptid-Komplexen
auf der Zelloberflache der DCs, das zweite Sigtelltdie Ligation von kostimulatorischen
Molekilen wie CD28 auf den T-Zellen mit CD80 und &Ddar. Ist das zweite Signal
abwesend oder nur unvollstadndig vorhanden, praifen die T-Zellen nicht und kommen in
den Zustand der Anergie [Parlenal.,2001].



1.8 Tolerogene dendritische Zellen

DCs spielen nicht nur bei der Induktion von prinrmihenmunantworten, sondern auch bei der
Toleranzinduktion eine wichtige Rolle, da sie neloen T-Zell-Anergie auch regulatorische
T-Zellen (Tregs) induzieren kénnen. Insbesonder@siveisen einen tolerogenen Status auf
und sind in der Lage, T-Zellen mit suppressiveneBsghaften zu induzieren [Jonuleital.,
2000]. Tolerogene DCs konnen jedoch auch mit Hiib@ immunmodulatorischen Stimuli
induziert werden; hierbei wurden IL-10 und TGF-R3 imtensivsten untersucht [Steinbriek
al., 1997; de Waakt al., 1992]. Das IL-10 ist in der Lage, eine terminaléfddenzierung
unreifer DCs zu voll-ausgereiften DCs zu inhibief8teinbrinket al.,1997]; die Folge ist die
Induktion der T-Zell-Toleranz. Somit wird nicht ndre Ausreifung der DCs, sondern auch
die Aktivitat von NFxB-Transkriptionsfaktoren und die Sekretion proinffaatorischer
Zytokine, wie IL-12, beeintrachtigt. Weiterhin wirdie Expression von Molekilen mit
koinhibitorischer Funktion induziert, zu welchenedinhibitorischen Rezeptoren ILT2
(immunoglobulin-like transcript, ILT), ILT3 und IL4 gehdren [Suciu-Focat al.,2005].

Nach Befunden von Lutz und Schuler [2002] sind ascgenannte semi-mature DCs
tolerogen. Diese stammen von Kulturen von DC-Vddéy welche mit dem
proinflammatorischen Zytokin TNE-(tumor necrosis factor, TNF) supplementiert wurden
Im Vergleich zu iDCs zeichnen sie sich durch eirt@bte Expression von MHC-Klasse-II-
Molekllen sowie kostimulatorischen Molekulen, wi®&) und CD86, auf ihrer Oberflache
aus. Ein weiteres Merkmal ist eine erhdhte Sekmadies Zytokins IL-10, sowie eine fehlende
Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IL-1B,6, TNF-a. und IL-12. Sie verfligen

nicht Gber die Fahigkeit zur Produktion polarisieter Signale, induzieren aber Tregs.

Auch der Einsatz von Glukokortikoiden kann tolenogeDCs induzieren. Zu den
Glukokortikoiden gehoéren z.B. das Dexamethason d@toal, 2007] oder das Vitamin D

Glucokortikoide sind von der Nebennierenrinde seeete Kortikosteroidhormone, die den
Glukosestoffwechsel und die Immunfunktion beeirgkrs In zahlreichen Studien mit Pro-
und Prebiotika [Zeutheet al.,2006; Veckmaret al.,2004] konnte ebenfalls die Generierung

tolerogener DCs beobachtet werden.



1.9 Regulatorische T-Zellen

Neben den konventionellen T-Zellen, die nach ihAdtivierung eine Immunantwort

auslosen, gibt es T-Suppressorzellen oder regideba T-Zellen. Diese sind in der Lage,
nach ihrer Aktivierung, konventionelle T-Zellen kammen und folglich eine Immunantwort
zu verhindern. Diese Tregs spielen eine besondelée Rei der Aufrechterhaltung der

zentralen und peripheren Toleranz [Suciu-Fetcal.,2005].

Mehrere Subtypen von Tregs sind bisher identifiziend beschrieben worden; eine
Modulierung der Aktivierung und Funktion von Thlduih2 sowie CD8 Effektorzellen ist
ihnen gemeinsam. Die wohl bekanntesten und am rbedtarakterisierten Tregs sind die
natiirlich vorkommenden CD&@D25 regulatorischen T-Zellen (nTregs), die erstmal8519
von Sakaguchi [1995] beschrieben wurden. Diese rm@maus dem Thymus und nutzen
einen Zellkontakt-abhangigen, IL-10- und TGF-R3-uvaimigen Suppressionsmechanismus
[Sakaguchi, 2000; Shevach, 2002]. Wiahrend in Mags&0% aller CD4 T-Zellen einen
regulatorischen Phanotyp aufweisen, umfasst diaulgbpn der humanen nattrlichen Tregs
lediglich 1-2% [Baecher-Allaret al., 2001]. Die natirlichen Tregs sind von den peripher
induzierten regulatorischen T-Zellen (iTreg) zuaratheiden; diese entwickeln sich in der
Peripherie und fuihren ihre suppressive Funktiohtndellkontakt-abhéngig, sondern tber die
Sekretion inhibitorischer Zytokine aus. Hier sindlT und Th3-Zellen zu unterscheiden.
Wahrend die Th3-Zellen das Zytokin TGF-R (transfogngrowth factor-3) sekretieren und
eine zentrale Funktion in der oralen Toleranz Udlenmen [Cheret al., 1994], lassen sich
Trl-Zellen Gber hohe Produktionsraten des ZytoKin$0, jedoch ohne eine simultane IL-4-

Sekretion [Barraet al.,2002], charakterisieren.

Tregs zeichnen sich durch ein einheitliches Expoasgrofil, bestehend aus deiKette des
IL-2-Rezeptors (CD25), des GITR (Glucocorticoidimzéerter Tumor Nekrose Faktor
Rezeptor) und des CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocytes@sated Antigen 4; CD152), aus. lhr
eindeutigster Marker ist der Transkriptionsfaktaxp3 (Forkhead Box P3), der in Mausen
von einem Grof3teil von Tregs exprimiert wird undrese Entwicklung und Funktion
kontrolliert [Fontenotkt al.,2003; Horiet al., 2003]. Im humanen System ist die Expression
von Foxp3 nicht nur auf CDA4-positive Tregs beschktrarsondern kann ebenfalls auf

aktivierten T-Effektorzellen beobachtet werden. 8abt die Expression jedoch transient und



erreicht bei weitem nicht ein so hohes Expressiwesi verglichen mit Tregs [Bacchett
al., 2007].

Die suppressive Aktivitat der Tregs erfordert zware Ausgangsaktivierung tber den TCR,
einmal aktiviert sind diese jedoch in der Lage, aufe nicht-antigen-spezifische Art und
Weise zu supprimieren. Diese Suppression wird Blgstander Suppression® bezeichnet.
Neben T-Effektorzellen kdnnen Tregs auch APCs irerinFunktion verdndern. Diese
verlieren ihre Fahigkeit zur Antigenprasentatioroaerden zur Sekretion von suppressiven
Zytokinen veranlasst. Weiterhin konnte gezeigt werddass Tregs die Expression des
immunsuppressiven Enzyms Indolamine-2,3-Dioxygend®®) erhéhen kénnen [Mellor
und Munn, 2004]; diese IDO-Induktion scheint vormdahibitorischen Rezeptor CTLA-4
auf Tregs abhangig zu sein [Puccetti und Grohm2007].

Zu den bereits erwahnten iTregs zahlen neben d8nZ€hen, die Trl-Zellen. Letztere sind
induzierte CDZ regulatorische T-Zellen, welche durch die Sekreties Zytokins IL-10 ihre
Zielzellen supprimieren konnen. Wie oftmals gezelgindelt es sich beim IL-10 um ein
potentes immunmodulatorisches Zytokin [Moeteal.,2001; Levingst al.,2002]. In den IL-
10-Mechanismus sind sowohl T-Zellen als auch AR@slviert. Eine IL-10-Behandlung von
DCs resultiert in einer Herunterregulierung der tkoslatorischen Molekile CD80 und
CD86, wie auch der MHC-II-Molekile, und fihrt folgh zur verminderten T-Zell-
Aktivierung [Steinbrinket al, 2002]. IL-10 kann aber auch einen direkten gl auf T-
Zellen ausuiben und fuhrt zur Ausbildung einer Arefdonuleitet al, 2000]. Wenn diese
durch IL-10 anergisierten T-Zellen aktiviert werdeverfigen sie Uber ein bestimmtes
Zytokinprofil; sie sekretieren viel IL-10 und TGE-f&enig IFNy und kein IL-2 oder IL-4

[Levingset al.,2002; Grouxet al.,1997]. Dabei Giben sie eine suppressive Funktisn au

Das Immunsystem hat die Aufgabe, den Organismugiver Reihe von Pathogenen, die fur
ihn potenziell schadlich sein kénnten, zu schitpézichzeitig ist es aber von physiologischer
Bedeutung, dass gegenuber Nahrungsmittelantigenee doleranz induziert und
aufrechterhalten wird. Hier spricht man von ordleleranz. Diese kann fir eine Vielzahl von
I6slichen Antigenen induziert werden, jedoch niéint lebende Pathogene [Weinet al.,
1994]. Bei der oral-induzierten Toleranz Ubernehnié® T-Lymphozyten eine zentrale
Funktion. Speziell die Th3-Zellen, welche neben dehZellen, die zweite T-Zell-Subklasse
bilden, zeigen eine gesteigerte Ausschittung degrsuierenden Zytokins. Diese sekretieren

das Zytokin TGF-3 und werden nur nach oraler, nicth systemischer Gabe des Antigens



generiert [Fukaurat al.,1996]. Ihre suppressiven Effekte richten sich gegel-Zellen und
andere Immunzellen. Durch die Tatsache, dass die-$-Gxpression nicht mit der IL-4 oder
IL-10 Expression korreliert, unterscheiden sie sioh den klassischen Th2-Zellen [Weiner,
2001].

1.10 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, den Iegs von Pre- und Probiotika hinsichtlich
ihres Effektes auf den Phanotyp und die Funktiom R€s zu analysieren. Als Modellsystem
fur in vitro Untersuchungen wurden hierzu DCs aus Vorlauferelin Knochenmark (BM,
bone-marrow; BM-DCs) von Mausen generiert. Die Brapon und Kultivierung erfolgte
dabei nach der Standardmethode von Schemthal. [1992], welche von Lutzt al. [1999]

modifiziert wurde.

Im ersten Teil der Arbeit wurden, in Kooperationt rbr. Bernd Stahl, Danone Research -
Centre for Specialised Nutrition, Friedrichsdorf,reid verschiedene prebiotische
Oligosaccharide analysiert. Hierbei handelte €s sio folgende:

» Galakto-Oligosaccharide / Frukto-Oligosaccharid&sSS/IcFOS)

» Saure Oligosaccharide (pAOS)

* Mischung Neutraler Humanmilch-analoger Oligosacicleamit Neo-Struktur (NOS)

Dem zweiten Abschnitt dieser Arbeit lagen probidies Bakterien, welche freundlicherweise
von Prof. Dr. Knut Heller und Prof. Dr. Jurgen Setenmeir, Max-Rubner-Institut,
Bundesforschungsinstitut fur Erndahrung und LebetismiKiel, zur Verfligung gestellt
wurden, zugrunde:

* Lactobacillus rhamnosusG (LGG)

* Lactobacillus fermentur{LF)

Bei beiden Ansétzen stellte sich die Frage, obifenbzw. mit dem Stimulus LPS ausgereifte
BM-DCs, durch den Kontakt mit den Pre- und Prokatin ihren Eigenschaften modifiziert
werden konnen; als Kontrollen wurden stets unbediéadKulturen mitgefihrt und in

Relation zu den behandelten BM-DCs gesetzt. MitfeHdler FACS-Analyse sollte die
Oberflachenexpression der kostimulatorischen Md&ekiD40, CD80 und CD86 sowie von



MHC-Klasse-II-Molekllen untersucht werden. BesoedeAugenmerk sollte auch auf die
eventuelle Induktion tolerogener DCs gelegt werdangdiesem Zusammenhang sollte die
Produktion des anti-inflammatorischen Zytokins -analysiert werden. Weiterhin sollte
mittels einer gemischten Lymphozytenkultur (mixegmphocyte reaction, MLR) die
Fahigkeit der behandelten BM-DCs zur T-Zellaktivieg ermittelt werden. Im Falle einer
Hypoproliferation sollten die dabei generierten @i&n detailliert charakterisiert und auf eine
eventuelle Induktion von regulatorischen T-Zellenteusucht werden; hierbei sollte die
Expression des fur Tregs charakteristischen Traptgkmnsfaktors FoxP3 bestimmt werden.
Parallel hierzu sollte ihre Restimulierbarkeit ustecht werden, da dies ebenfalls ein Indiz fur

die Induktion von Tregs sein kdnnte.



2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Laborgerate

Gerat Modell Hersteller
Analysenwaage Precisa 120A Otto Mild Waagen, Kalnler

Autoklav

Systec V150

Systec GmbH, Wettenberg

Bestrahlungsgerat

Gammacell 2000

Molsgaard MedRriaf), Danemark

Brutschrank Heraeus KB 600 Heraeus, Hanau
CB 150 Binder, Tuttlingen
Digitalwaage Basic Typ 1202 Sartorius, Minchen
Dispenser Multipet{® 4780 Eppendorf, Hamburg
Durchflusszytometer FACScan BD, Heidelberg

ELISA-Waschgerat

Ultrawash plus

Dynex, Chantill\5AJ

Folien-Einschweil3-

Heat Sealer 1295-012

Audion Elektro, Kleve

Gerat
iCycler 1Q° Thermal Cycler Bio-Rad, Mlinchen
Magnetruhrer IKAMAG® REO Janke & Kunkel, Staufen

Mehrkanalpipette

Finnpette, 12-Kanalpipette

50-300 pl

,Finnpette, Helsinki, Finnland

Finpipette, 8-Kanalpipette

30-300 pl

Thermo Scientific, Schwerte

Mikroskope

Mikroskop CK2

Olympus, Hamburg

Mikroskop CH2

Olympus, Hamburg

Mikrowelle

Severin, Sundern




Gerat

Modell

Hersteller

pH-Meter

WTW pH 538

Labotec, Wiesbaden

Pipetten

Eppendorf-Pipetten: 1-10
pl, 10-100 pl, 200-1000 p

Eppendorf, Hamburg

Finnpette: 5-40 pl
Finnpette: 40-200 pl

Finnpette, Helsinki, Finnland

Pipettierhilfe

Pipetboy

Tecnomara, Zurich, Schweiz

Praparierbesteck

Hammacher, Solingen

Spektrophotometer

Ultrosp&d 100 pro

Amersham Pharmacia Biotech,

Freiburg

Sterilwerkbank

Lamin Aff HB 2448

Heraeus, Hanau

Stickstofftank

BT 40

L"air liquid, Wiesbaden

Szintillationszahler

1205 Betaplate

LKB Wallac, ibregg

Thermocycler

7300 Real Time PCR
System

Applied Biosystems, Darmstadt

Vortexer

Vortex Genie Z

Bender & Hobein, Zurich, Schweiz

Wasserbad

Typ 12219 Multitemp |

LKB Bromma

Haake GH/DS8

Bender & Hobein, Zlrich, Schwei

Wasserdeionisierungs-

Purelab Classic DI

ELGA, Bucks, Grof3britannien

anlage
Zahlhilfe Laboratory Counter BD, Heidelberg
Zahlkammer Neubauer Improved BrightAO, Buffalo, USA

Line; 0,12 mm

Zellerntegerat

1205-001 Cell Harvester

LKB Wallargiburg




Gerat

Modell

Hersteller

Zentrifuge Sorvall RT 6000D Du Pont, Bad Homburg
Biofuge primo Heraeus, Hanau
Multifuge 1 L-R Thermo Scientific, Schwerte
2.1.2 Labor - und Verbrauchsmaterialien
Material Modell Hersteller
Alufolie 30 u-Qualitat Roth, Karlsruhe

Bakteriologische

Petrischalen

@ 94 mm, H6he 16 mm

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Einmal-

Feindosierungsspritzen

Omnifix ®- F 1 ml

B. Braun, Melsungen

BD Discardit™ 11, 10 ml,
20 ml

BD, Heidelberg

Einmal-Heparin-Kantile

Sterican: @ 0,5 x 16 mm

B. Braun, Melsungen

Sterican: @ 0,7 x 30 mm

BD, Heidelberg

Einschweil3folien

102 x 258 mm

Wallac, Turku, Fimda

ELISA-Platten

96-Loch-Flachbodenplatt

Microlon, high binding

cGreiner Bio-one GmbH,

Frickenhausen

Eppendorf- 0,5 ml, 1,5 mlund 2 ml Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefalie

FACS-ROhrchen Falcon 5 ml- BD, Heidelberg
Rundbodenréhrchen

Gewebekulturschalen Cellstar: Greiner Bio-one, Frickenhausen

@ 100 mm, H6he 20 mm

Glasfaserfilter

102 x 258 mm

Wallac, Turku, Finmdan




Material

Modell

Hersteller

Glaspipetten

Precicolor 1 ml, 5 ml,

HBG ( Henneberg-Sander GmbH

10 ml GielRen
Handschuhe Sempercére Semperit, Schweiz
Kulturflaschen Cellstar Greiner Bio-one, Frickenhausen

25 cnf-Kulturflasche

Kulturplatten

Cellstar 6-Loch-Platte

Cellstar 24-Loch-Platte

Cellstar 96-Loch-Platte,
Flach- und Rundboden

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Klvette Elektroporations-Kivette PegLab, Erlangen

MACS® MS-Saulen Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch

Separationssaulen Gladbach

Nylonwolle MKN-100 Kisker-Biotech, Steinfurt

Objekttrager 76 x 26 mm mit Mattrand Diagonal Gmbi€o. KG,
Munster

Parafilm ParafilmN Nationalcan™, Chicago, USA

Pasteurpipetten 150 mm VWR, Darmstadt

PCR-Platten Micro AMP" 96 Applied Biosystems, Darmstadt

Pipettenspitzen

Gelbe Spitzen: bis 200 pl

Sarstedt, NuUmbrecht

Blaue Spitzen: bis 1000 p

Roth, Karlsruhe

Plastikpipetten

Cellstar: 2 ml, 5 ml, 10 m
und 25 ml Pipetten

| Greiner Bio-one, Frickenhausen

Polypropylen-Réhrchen

Cellstar: 15 ml und 50 mj

| idge Bio-one, Frickenhausen

Préazisions Dispenser-

Tips

2,5mlund 5 ml

Brand, Wertheim




Material Modell

Hersteller

Spritzenvorsatzfilter 0,2 um

Schleicher & Schuell, Dassel

25 mm Filter/0,1 um
Supof’ membranéPN-

PALL Gelman Laboratory, USA

4611)
Zellsieb Cell Strainer: @ 40 pm BD, Heidelberg
2.1.3 Allgemeine Chemikalien und Reagenzien
Substanz Hersteller

2,2.2 Tribromoethanol

Sigma-Aldrich, Steinheim

2-Methyl-2-butanol

Sigma-Aldrich, Steinheim

3H-Thymidin (*H-TdR))

GE Healthcare, Minchen

Alkopharm 70 (70%iger Alkohol)

Briiggemann, Heilbnon

3-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe

Bovines Serumalbumin (BSA)

PAA Laboratories, Colbe

Brefeldin A (BFA)

(y,4-Dihydroxy-2-[6-hydroxy-1-heptenyl]-4-
cyclopentanecrotonic acidlactone)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Calciumchlorid (CaG)

Roth, Karlsruhe

CFSE

(carboxyflourescein diacetat succinimidyl ester)

Molecular Probes Inc., Eugene,
Oregon, USA

ConA (Concanavalin A)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid (KCI)

Merck, Darmstadt

Glukose

Sigma-Aldrich, Steinheim




Substanz

Hersteller

HEPES

ethansulfonsaure)

(2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl

Roth, Karlsruhe

lonomycin

Sigma-Aldrich, Steinheim

L(+)-Glutam in (Q,H 10N 203)

Roth, Karlsruhe

Lipopolysaccharid (LPS) voBscherichia coli

Calbiochem, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Lipoteichonsaure (LTA) von Staphylococcu

aureus

5 Sigma-Aldrich, Steinheim

Maltose

Fluka Chemie AG, Buchs

Magnesiumsulfat (MgSg)

Merck, Darmstadt

Natriumazid (Naly)

Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl)

Roth, Karlsruhe

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
(NaH,POy x 2H,0)

Roth, Karlsruhe

Natriumhydrogencarbonat (NaHGO

Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid (NaOH)

Roth, Karlsruhe

Natriumpyruvat

Serva Feinbiochemica GmbH & C

Heidelberg

OPD (o-Phenylendiamin;¢BlgN, x 2HCI)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Darmstadt

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)

PAA, Paschidgterreich

PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate) Sigma-Aldri&teinheim
RNAse-freie DNAse Qiagen, Hilden
RNAse-freies Wasser Qiagen, Hilden

Saponin

Riedel de Hagen AG, Seelze




Substanz Hersteller

Schwefelsaure (}3$04), 95% (V/V) Roth, Karlsruhe
Streptavidin-Peroxidase (ExtrAvidin) Sigma-Aldric®teinheim
Szintillationsflussigkeit Perkin Elmer, Turku, Famd
SYBR Green 490 Q-PCR Mastermix Thermo Scient8ichwerte
Tri-Natriumcitrat (GHsNagO7 x 2H,0) Roth, Karlsruhe
Trypanblau Sigma-Aldrich, Steinheim

Tweerf20 (Polyoxyethylenesorbitan-Monolaurat) ~ Sigma-AdtiriSteinheim

Wasser (pyrogenfrei, steril) Aqua B. Braun, Melsemmg
Wasserstoffperoxid ($D.), 30%ig Roth, Karlsruhe
2.1.4 Puffer und Losungen

Da die Qualitat des Wassers ein essentieller Fdlitaten Erfolg einer Zellkultur ist, wurde
zur Herstellung von Losungen, Wasser aus der hgersen Entsalzungsanlage (ELGA,
Bucks, GroRRbritannien) verwendet. Bis zu ihrem @abh wurden die Puffer und Losungen

bei 4°C gelagert.

1 x PBS (Phosphate buffered saline)
40,2 g NaCl und 7,8 g NaRO, x 2 H,O wurden in 5 | aqua dest. geldst; der pH-Wert wurd
mit 10 M NaOH auf 7,2 eingestellt und die LosungdeaianschlielRend autoklaviert.

10 x PBS
402 g NaCl und 78 g NalRO, x 2 H,O wurden in 5 | aqua dest. geldst; der pH-Wert wurd
mit 10 M NaOH auf 6,6 eingestellt und die Losungaeu anschlieRend autoklaviert.

Avertin-Stammldsung
10 g 2,2,2-Tribromoethanol wurden in 10 ml tertirdmylalkohol (2-Methyl-2-butanol)

durch starkes Vortexen geldst und anschlieRenthksichitzt verwahrt.



Avertin-Gebrauchslésung

Die Avertin-Gebrauchslésung wurde 2,5%ig aus dem®tlésung mit sterilem 1xPBS (pH 7,2)
angesetzt. Dazu wurden 250 pl Avertin-Stammlosum@,v5 ml 1xPBS durch starkes Vortexen
verduinnt. Die Gebrauchslosung wurde maximal zelge Tang verwendet und dazu lichtgeschutzt

bei 4°C gelagert.

Blockierungs- und Verdinnungspuffer ( PBS/1% BSA ):
1 g BSA (Bovines Serumalbumin) wurde in 100 ml 18Riel6st.
Die LOosung wurde verwendet, um freie Bindungsstelieer ELISA-Mikrotiterplatten, die

nicht durch das verwendete Antigen abgesattigt amyrdzu blockieren; somit konnten
eventuelle unspezifische Bindungen vermieden werdas Weiteren wurden mit dieser
Lésung die verwendeten Proben, die Detektions-Anpi&r sowie das Enzym ExtrAvidin-

Peroxidase, verdinnt.

EBSS-Puffer

Der EBSS-Puffer wurde aus folgenden Komponenteeseigt:
0,26 g CaCGlx 2H,0

0449 KCI

0,29 MgSQ x 7H,0O

6,8 ¢ NacCl

2,29 NaHCQ

0,158 g NakHPO, x 2H,0

109 Glucose

Die einzelnen Komponenten wurden wie angegebed, liraqua dest gel6st; der pH-Wert

wurde auf 7,2 eingestellt.

EBSS-Puffer/ 0,1% Saponin
0,1 g (w/v) Saponin wurden in 100 ml EBSS-Puffeloge diese Losung ist maximal eine
Woche haltbar.

ELISA-Stop-Lésung (1 M H,SOq):
1 | aqua bidest. wurden 53 ml konzentrier#&&, zugesetzt.

Diese Losung wurde zum Abstoppen der Substratunnsgtzeim Zytokin-ELISA verwendet.



ELISA-Waschpuffer:
Die LOosung, bestehend aus 500 ml 10xPBS und 5 ndefwwurde mit 4,5 | aqua bidest.

gemischt.
Mit diesem Waschpuffer wurden die Locher der Mikesplatten zwischen den einzelnen

ELISA-Inkubationsschritten ausgewaschen.

FACS-Fixierldsung |
0,7 g Paraformaldehyd (PFA) wurden bei 56°C in &00x PBS gelost.

FACS-Fixierldsung 1l
4 g Paraformaldehyd (PFA) wurden bei 56°C in 10@rPBS geldst.

FACS-Medium
Um eine eventuelle Verstopfung des FACS-Geratesemmeiden, wurde FCS (PAN Biotech,

siehe 2.1.5.1) durch einen Filter der PorengroBeu@ filtriert, und anschlielend 2%ig (v/v)
in 1xPBS verdinnt; das FCS wirkt wie eine Schutzamt@lung fur die Zellen.

Fix-Perm-LAsung

Die Fix-Perm-L6sung bestand zu einem Teil aus Lgslimnd zu drei Teilen aus Lésung 2
(FoxP3 Staining Buffer Set, Miltenyi Biotec GmbHegisch Gladbach).

Gey'’s Lyse Puffer
1 g/l KHCG; 8,29 g/l Ammoniumchlorid und 0,037 g/l EDTA wurdenl | deionisiertem

Wasser gelost. Die Losung wurde mittels 10 N Na@Hesnen pH-Wert von 7,4 eingestellt

und anschlie3end durch einen 0,2 um-Filter stibrigfit.

MACS-Puffer
FCS (PAN Biotech; siehe 2.1.5.1) wurde 2%ig (vivikPBS/2mM EDTA verdinnt.

NaHCOs-Puffer (Beschichtungspuffer) 0,1 M:
8,401 g NaHCG@wurden in 1 | aqua dest. geldst; der pH-Wert be&2g
In diesem Puffer wurde der Primar-Antikérper des4i. IL-5 und des IFN~ELISA

verdinnt.




OPD-Substratpuffer:
31,2 g NaHPQO, x 2H,0O und 29,4 g tri-Na-Citrat x 2D wurden in 1 | aqua dest. gel6st und
mittels konz. HCI auf einen pH-Wert von 5,0 eingétt

In dieser Losung wurde das Substrat OPD (o-Phedidann) in einer Konzentration von 1
mg/ml gelost. AulBerdem wurde das Kosubstrgdikurz vor der Entwicklung des ELISA in
einer Konzentration von 1 pg/ml beigemischt.

Permeabilisierungspuffer

10 x Permeabilisierungspuffer (FoxP3 Staining BuBet, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach) wurde 1:10 in destilliertem Wasser vendiin

Puffer fur das Durchflusszytometer
1xPBS/2 mM EDTA

Puffer fur die intrazelluldre FoxP3-Farbung
FCS (PAN Biotech; siehe 2.1.5.1) wurde durch eiRédter der Porengrof3e 0,2 um steril
filtriert und 0,5%ig (v/v) in 1XxPBS/2 mM EDTA verdat.

Trypanblau-L8sung

Von der Stammlésung, die 0,1% (w/v) Trypanblau Qradl% (w/v) NaN enthalt, wird eine

Gebrauchslésung in einem Verhaltnis von 9:1 mix RBS hergestellt und bei 4°C gelagert.

2.1.5 Zellkulturmedien und Zuséatze

2.15.1 Zusatze fur Zellkulturmedien

Fotales Kélberserum (FCS)

Zur Kultivierung von Zellenn vitro wurde den Puffern, Kultur- und Waschmedien fotales

Kalberserum (FCS, fetal calf serum) zugesetzt. €&iaient als Quelle fur verschiedene, zum
Teil noch unbekannte Wachstumsfaktoren. Die Setamrsen von PAA Laboratories
(Pasching, Osterreich) bzw. PAN Biotech (Aidenba&ig sind steril und mykoplasmenfrei
und wurden nach dem Aliquotieren bei -20°C aufbetvah



3-Mercaptoethanol (5 mM)

Eine LOosung aus 40 pl 2-Mercaptoethanol und 114MidM wurde durch einen 0,2 pm-
Filter steril filtriert und bis zur Verwendung be20°C gelagert. Diese Losung wurde den

Kulturmedien 1%ig (v/v) zugesetzt.

Glutamin (200 mM)

5,84 g L(+)-Glutamin (Roth, Karlsruhe) wurden in02thl 1xPBS gel6st und durch einen
Filter mit der Porengré3e 0,2 um sterilfiltriertisBzur weiteren Verwendung wurde die

Lésung bei -20°C gelagert und den Kulturmedien 10ehg) zugesetzt.

Natriumpyruvat (NaPyr, 100 mM)

2,75 g Natriumpyruvat wurden in 250 ml 1xPBS geléatd durch einen Filter mit der
PorengrofRe 0,2 um sterilfiltriert. Bis zur weiterdarwendung wurde die Losung bei -20°C

gelagert und den Kulturmedien 1%ig (v/v) zugesetzt.

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)

Eine Antibiotikalésung aus 10.U./ml Penicillin und 16ug/ml Streptomycin wurde den
Kulturmedien bzw. Waschmedien, zum Schutz vor emirobiellen Kontamination, 1%ig

(v/v) beigemischt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

2.15.2 Zellkulturmedien

IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium)

Dieses Medium wurde von PAA Laboratories GmbH (Rasy; Osterreich) bezogen und als

Grundmedium, mit weiteren Zuséatzen zur Kultivierwgn BM-DCs, eingesetzt. Bei den
Zusatzen handelt es sich um folgende: 10% (v/iv) KEBA Laboratories, Pasching,
Osterreich), 1% (v/v) Glutamin (200 mM), 1% (v/viricillin/Streptomycin (10000 U/ml),
1% (v/v) 3-Mercaptoethanol (5 mM).

Cell Gro
Dieses Medium wurde speziell fur die serumfreietiidrung von BM-DCs bei Cell Genix,

Technologie Transfer GmbH, in Freiburg, bezogen.



EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium)

Dieses Medium wurde von Cambrex Bio Science (Viewdelgien) bezogen und mit

weiteren Zusatzen als Waschmedium fur Milzzelleerd@M-DCs eingesetzt.

Kulturmedium fir die Kultivierung der Zelllinie 7TD 1
IMDM wurde mit 5% (v/v) FCS (PAN, Biotech), 5% (J/\X63-IL-6-Uberstand, 1% (v/v)
Natriumpyruvat (100 mM), 1% (v/v) Penicillin/Strepbycin (10000 U/ml), 1% (v/v) [3-

Mercaptoethanol (5 mM), sowie 1% (v/v) Glutamin @2@M) versetzt.

Kulturmedium fiir die Kultivierung der Zelllinie CTL L-2

IMDM wurde mit 5% (v/v) FCS (PAN, Biotech), 1% (J/X63-IL-2-Uberstand, 1% (v/v)
Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml), 1% (v/v) R-kaptoethanol (5 mM), sowie 1% (v/v)
Glutamin (200 mM) versetzt.

Kulturmedium fiir die Kultivierung von BM-DCs unter _serumhaltigen Bedingungen
IMDM wurde mit 10% (v/v) FCS (PAA Laboratories), 18/v) Glutamin (200 mM), 1%
(v/v) B-Mercaptoethanol (5 mM), 1% (v/v) PenicillBtreptomycin (10000 U/ml), sowie 5%
(v/v) X63-GM-CSF-Uberstand versetzt.

Kulturmedium fir die Kultivierung von BM-DCs unter serumfreien Bedinqungen
Cell-Gro-Medium wurde mit 1% (v/v) Glutamin (200 mML% (v/v) 3-Mercaptoethanol (5
mM), 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin (10000 U/mi0% (v/v) P388-GM-CSF-Uberstand

sowie IL-4 (10 ng/ml) versetzt.

Medium fur die Kokulturen von DCs und T-Zellen
IMDM wurde mit 10% (v/v) FCS (PAN Biotech), 1% (y/@lutamin (200 mM), 1% (v/v) [3-
Mercaptoethanol (5 mM) sowie 1% (v/v) Penicillim&itomycin (10000 U/ml) versetzt.

Waschmedium fur die serumfreie Zellkultur

EMEM wurde mit 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin (@00 U/ml) versetzt und zum Waschen
von BM-DC-Progenitorzellen benutzt.



Waschmedium fir die Zellkultur
EMEM wurde mit 2% (v/v) FCS (PAN Biotech) sowie 1@&'v) Penicillin/Streptomycin
(10000 U/ml) versetzt und zum Waschen von frisatligsten Milzzellen und BM-DC-

Progenitorzellen benutzt.

2.1.6 Antikorper

2.1.6.1 Antikorper fur die FACS-Analyse

FACS-Isotypkontrollantikbrper

Isotyp Klon Markierung | Verdunnung Hersteller

Hamster IgG1 G235-2356 FITC 1:100 BD Biosciences,
Heidelberg

Hamster IgG1 A19-3 PE 1:100 BD Biosciences,
Heidelberg

Maus IgG1 X40 unmarkiert 1:50 BD Biosciences,
Heidelberg

Maus IgG1 MOPC-21 PE 1:50 BD Biosciences,
Heidelberg

Ratte IgG1 R3-34 FITC 1:50 BD Biosciences,
Heidelberg

Ratte IgG1 R3-34 PE 1:50 BD Biosciences,
Heidelberg

Ratte IgG2a R35-95 PE-Cy5 1:50 BD Biosciences,
Heidelberg

Ratte IgG2a R35-95 FITC 1:100 BD Biosciences,
Heidelberg




D

Isotyp Klon Markierung | Verdunnung Hersteller
Ratte IgG2a EBR2a unmarkiert 1:100 eBioscience, San
Diego, USA
Ratte IgG2b A95-1 FITC 1:50 BD Biosciences,
Heidelberg
Ratte IgG2b EB149/10H5 PE 1:50 eBioscience, San
Diego, USA
FACS-Priméarantikdrper
Antigen Isotyp Klon Markierung Ver- Firma
dinnung
CD4 Ratte IgG2ax | RM4-5 PE-Cy5 1:50 BD Biosciences
Heidelberg
CD8a Ratte 1gG2& 53-6.7 PE-Cy5 1:50 BD Biosciences
Heidelberg
CD11b Ratte-1gG2hg M1/70 FITC 1:50 BD Biosciences,
Heidelberg
CD11c Hamster IgG1, | HL3 FITC 1.50 BD Biosciences,
Heidelberg
CD11c Hamster IgG1, | HL3 PE 1:50 BD Biosciences,
Heidelberg
CD14 Ratte IgG1 RmC5-3 FITC 1:50 BD Biosciences
Heidelberg
CD40 Ratte 1gG2as 1C10 FITC 1:25 Southern
Biotechnology,
Hamburg




D

D

Antigen Isotyp Klon Markierung Ver- Firma
dinnung

CD45 Ratte IgG2b 30-F11 unmarkiert 1:50 BD Bioscience
Heidelberg

CD80 Hamster IgG 16-10A1 | FITC 1:50 BD Biosciences
Heidelberg

CD86 Ratte-lgG2ax | GL-1 FITC 1:100 BD Biosciences,
Heidelberg

F4/80 Ratte-lgG2a BM8 FITC 1:50 Biozol
Diagnostica,
Eching

FoxP3 Maus 1gG1 3G3 PE 1:10 Miltenyi Biotec,
Bergisch
Gladbach

Gr-1 Ratte-IlgG2bs | RB6-8C5 | FITC 1:100 BD Biosciences
Heidelberg

I-AY1-EY | Ratte-lgG2a | 2G9 FITC 1:100 BD Biosciences,
Heidelberg

I-A® Ratte-lgG2a AF6120.1) FITC 1:100 BD Bioscience
Heidelberg

IL-4 Ratte-lgG1 11B11 PE 1:50 BD Biosciences
Heidelberg

IFN-y Ratte-1gG1 XMG1.2 | FITC 1:100 BD Biosciences

Heidelberg




FACS-Sekundarantikdrper

Antikorper Markierung Verdlinnung Firma

Ziege-anti-Ratte-IgG | FITC 1:100 Dianova, Hamburg

FACS-Absattiqungs-Antikdrper

Zur Absattigung der freien Fc-Rezeptoren wurde Algikorper 2.4G2 verwendet. 2.4G2 ist
gegen den Fc-Rezeptor Typ |l gerichtet und wurde &aB-fach ankonzentrierter
Kulturtiberstand des B-Zellhybridoms 2.4G2 eingdsdber Rattenantikdrper gehort zur

IgG2b-Subklasse [Unkeless, 1979].

2.1.6.2

.Capture“-Antikorper

Antikdrper fur Zytokin-ELISA

Antigen Isotyp Klon Konzentration Firma
(Einsatzkonzentration)
Puffer
IFN-y Ratte 1IgG1x R4-6A2 1:1000 verdunnt Spitalny und
0,1 M NaHCQ Havel, 1984
IL-4 Ratte 1gG1 11B11 0,5 mg/ml BD
(1 pg/ml) 0,1M Pharmingen,
NaHCO; Heidelberg
IL-5 Ratte 1gG1 TRFK5 0,5 mg/mi BD
(1 pg/ml) Pharmingen,
0.1 M NaHCQ Heidelberg
IL-10 Ratte IgG2bx | JES5-16E3| 0,5 mg/ml eBioscience,
(1 pg/ml) 1xPBS San Diego, USA




Antigen Isotyp Klon Konzentration Firma
(Einsatzkonzentration)
Puffer
IL-12 p70 Ratte 1I9gG2a |C18.2 0,5 mg/ml eBioscience,
(1 pg/ml) 1xPBS San Diego, USA
TGF-3 - - 0,5 mg/ml R&D Systems,
sRII/Fc Chimare (0,2 pg/ml) 1xPBS | Wiesbaden
Detektions-Antikdrper
Antigen Isotyp Klon Konzentration Firma
(Einsatzkon.)
IFN-y Ratte 1gG1 AN 18.17.24| 1:5000 Cherwinskiet
biotinyliert verdunnt al., 1987
IL-4 Ratte IgG1 BVD6-24G2 | 0,5 mg/ml BD Biosciences,
biotinyliert (0,5 pg/ml) Heidelberg
IL-5 Ratte 1gG2a TRFK4 0,5 mg/ml BD Pharmingen,
biotinyliert (1 ug/ml) Heidelberg
IL-10 Ratte IgG1x JES5-2A5 0,5 mg/ml eBioscience, Sal
biotinyliert (0,5 pg/ml) Diego, USA
IL-12 p70 Ratte IgG2ax C17.8 0,5 mg/ml eBioscience, Sal
biotinyliert (0,5 ug/ml) Diego, USA
TGF-31 Huhn-lgY - 50 pg/ml R&D Systems,
biotinyliert (0,1 pg/ml) | Wiesbaden




2.1.6.3 MicroBeads flir die magnetiscl&ellseparation

Zur magnetischen Zellseparation von CDdBZellen wurde ein anti-CD90-Antikorper
gekoppelt an MicroBeads (Thyl.2 Microbeads, Klo0-Hl2), von der Firma Miltenyi
Biotec GmbH, in Bergisch Gladbach, bezogen.

2.1.7 Zytokine

21.7.1 Zytokine fur die Zellkultur

Interleukin 2 (IL-2)

Der Kulturiberstand der Maus-Myelom-Zelllinie X63&653-IL-2, die mit dem Gen fur
murines IL-2 transfiziert wurde, wurde 1%ig als Ztizszum Kulturmedium fur die Zelllinie
CTLL eingesetzt (X63-IL-2-Uberstand).

Rekombinantes humanes IL-2 (rh IL-2), welches i2iBioassay als Standard zum IL-2-

Nachweis eingesetzt wurde, wurde von Cetus, Em&yWA, Uberlassen. Die spezifische
Aktivitat betrug 1000 U/ml.

Interleukin 4 (IL-4)
Rekombinantes murines IL-4 wurde von AL-Immuno Bo@riesoythe) bezogen.

Interleukin 6 (IL-6)

Der Kulturiberstand der Maus-Myelom-Zelllinie X63&653-IL-6, die mit dem Gen fur
murines IL-6 transfiziert wurde, wurde 5%ig als Ztizszum Kulturmedium fir die Zelllinie
7TD1 eingesetzt (X63-IL-6-Uberstand).

GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen-koloniestimuliererder Faktor) fir BM-DCs
GM-CSF wurde 5%ig als Kulturiiberstand der Maus-MygelZelllinie X63.Ag8-653-GM-
CSF, die mit dem Gen fiur murines GM-CSF transfizierurde, als Zusatz zum
Kulturmedium von BM-DCs zugesetzt (X63-GM-CSF).




GM-CSF fur serumfrei-generierte BM-DCs
GM-CSF wurde 10%ig als Kulturtiberstand der ZeldiR388/GM-CSF, die mit dem Gen fur

murines GM-CSF transfiziert wurde, als Zusatz zunoitldmedium von serumfreien BM-

DCs zugesetzt.

Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) und Interleukin-13 (IL-1 B)

Um BM-DCs auszudifferenzieren, wurden den Kulturen TNF-o und rm IL-13 in einer

Konzentration von jeweils 10 ng/ml zugegeben. Belgitokine wurden von der Firma AL-

Immuno Tools (Friesothye) bezogen.

2.1.7.2 Zytokine fur den ELISA (Standard)

Die hier aufgefiihrten murinen Zytokine wurden zumientrationsbestimmung in Proben als
Standard im Zytokin-ELISA mitgefuhrt. Sie wurdemdphilisiert bezogen und in 1xPBS mit
0,1% (v/v) BSA oder in destilliertem Wasser geltst.

Zytokin Artikelnummer Konzentration Firma

(Startkonzentration)

rm IFN-y #19301T 2 pg/ml BD Biosciences,
(5 ng/ml) Heidelberg

rm IL-4 #19231W 0,2 pg/mi BD Biosciences,
(5 ng/ml) Heidelberg

rm IL-5 # 14-8051-62 10 pg/mi eBioscience, San
(2 ng/ml) Diego, USA

rm IL-10 #417-ML 5 pug/mi R&D Systems,
(4 ng/ml) Wiesbaden

rm IL-12 #19361V 2 ug/mi BD Biosciences,
(1,5 ng/ml) Heidelberg

rh TGF-[3 # BAF 240 2 ug/mi R&D Systems,
(10 ng/ml) Wiesbaden




2.1.8 Peptide

Das Ovalbumin-Pepti®VA 323.339(50 pg/ml), mit der Sequenz ISQAVHAAHAEINEAGR,
wurde von Peptide Protein Research Ltd. (Wickha®ALbezogen.

2.1.9 Prebiotische Oligosaccharide

Die drei folgenden prebiotischen Oligosaccharidedsn freundlicherweise von Dr. Bernd
Stahl, Danone Research - Centre for Specialiseditiat Friedrichsdorf, zur Verfigung

gestellt. Sie lagen als Pulver vor und wurderehighrem Gebrauch bei 4°C gelagert.

» Saure Oligosaccharide (pAOS)
« Galakto-Oligosaccharide / Frukto-Oligosaccharid&@S/ICFOS)
e Mischung Neutraler Humanmilch-analoger Oligosacicleamit Neo-Struktur (NOS)

Fur die Versuche wurden die prebiotischen Oligdsadde in BM-DC-Kulturmedium

(2.1.5.2) geldst. Um eine Ausreifung der Zellenathumogliche LPS-Verunreinigungen in
den Préaparationen der prebiotischen Oligosaccharmle vermeiden, wurden die
Oligosaccharide vorher mittels spezieller Filterc(@dis® Syringe Filter, PN-4611; PALL

Gelman Laboratory, USA) von LPS befreit.

2.1.10 Probiotische Bakterien
Die folgenden probiotischen Bakterien wurden frdichérweise von Prof. Dr. Knut Heller
und Prof. Dr. Jirgen Schrezenmeir, Max-RubnertumstiBundesforschungsinstitut fir

Ernéhrung und Lebensmittel in Kiel, zur Verfugureseelit.

¢ Lactobacillus rhamnosusG

* Lactobacillus fermentum

Vom Lactobacillus rhamnosu&G (LGG) wurden zwei auf verschiedene Weise invadtie

Bakterienpraparationen verwendet. Zum einen wurdienBakterien mittels Einfrieren in



Abwesenheit von Glycerin bei -20°C inaktiviert; siee Form der Inaktivierung wird im
folgenden als ,LGG gefroren” bezeichnet. Zum anderairden die Bakterien mittels UV-
Licht inaktiviert; hierzu wurden diese 5 min langtroV-Licht (9,0 W/nf) bestrahlt. Die

Bezeichnung fur diese Inaktivierungsform lautet (8GJV“. Zusatzlich wurden lebende
LGG-Stamme, im Folgenden ,LGG lebend* genannt, ien Elxperimente eingesetzt und mit
den beiden inaktivierten Bakterienformen verglichidierzu wurden die Bakterien in 1XPBS
mit 20% Glycerin aufgenommen und bei -80°C eingeino Um das Glycerin nach dem
Auftauen und vor der Zugabe der lebenden Baktereen den BM-DC-Kulturen

auszuwaschen, wurden die Bakterien bei 2656 g Bumin abzentrifugiert; anschlielRend
wurde der Uberstand verworfen und die BakterienKirdturmedium aufgenommen und

resuspendiert. Danach erfolgten zwei weitere Waduftte in Kulturmedium.

Vom Lactobacillus fermentunstanden zehn verschiedene Isolate zur Verfuguraiche

mittels Einfrieren bei -20°C inaktiviert wurden.

e K1-Lb1, K1-Lb6

 K2-Lb4

* K4-Lb6

* K6-Lb2, K6-Lb4

 K7-Lbl

e K8-Lb1l, K8-Lb3

e KO9-Lb3
2.2 Zellkultur und zellbiologische Methoden
221 Allgemeine Methoden der Zellkultur

Alle Arbeiten mit den Zellkulturen erfolgten staister sterilen Bedingungen; dazu gehorte
die Verwendung von steril filtrierten (0,2 um) bzwutoklavierten Ldsungen, sterilen
Materialien und Geraten sowie das praktische Aebe@n einer sterilen Werkbank. Die
Zellkultivierung erfolgte in einem Cgbegasten Inkubator bei 37°C und einem@@halt



von 10% in einer wasserdampfgesattigten Atmosph&@ie. Kultivierung serumfreier
Kulturen erfolgte bei einem C&5ehalt von 5%.

2211 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte mit eliginer Neubauer-Zahlkammer (AO;
Buffalo, USA); dazu wurde die zu bestimmende Zajmnsion 1:10 in dem Farbstoff
Trypanblau verdinnt.

Trypanblau kann durch defekte Zellmembranen in@goltdiffundieren und bindet als saures
Molekul an geladene, zytosolische Proteine. Sondtden lediglich tote Zellen mit dem
Farbstoff angefarbt, wahrend lebende Zellen, d@h giurch eine intakte Zellmembran
auszeichnen, ungefarbt bleiben und somit leichirierscheiden sind. Zur Bestimmung der
Lebendzellzahl wurden die Zellen in einem Grof3gatader Zahlkammer, bestehend aus 16
Kleinquadraten, ausgezahlt; dabei wurden blau-vetdéZellen nicht in die Berechnung der

Lebendzellzahl aufgenommen.

Die Zellzahl wurde nach folgender Formel berechnet:

Gezahlte Zellzahl von 16 Kleinquadraten x Verdimgsfaktor x Kammerfaktor (10
= Zellzahl / mi

2.2.1.2 Bestrahlung von Zellen

Antigenprasentierende Zellen (APCs), die in der igehten Lymphozyten-Reaktion (engl.
Mixed L ymphocyteReaction, MLR) nicht proliferieren sollten, wurderttels einer Casium-
Quelle mit 30 Gray bestrahlt, dabei entspricht AyGter aufgenommenen Strahlendosis von
1 Joule/kg Gewebe. Dig-Strahlen, charakterisiert durch kurze Wellenlangew hohe
Frequenzen, dringen tief ins Gewebe ein und fuhverglichen mita- oder R-Strahlen, zu
einer relativ geringen lonisierung. Die Wirkung alié Zelle kann entweder direkt erfolgen,

wenn die Strahlung unmittelbar auf ein Makromolekifift oder indirekt, wenn sie zuerst mit



Makromolekilen des Zellinneren reagiert und dorkEbnen freisetzt, die ihrerseits auf
andere Molekule einwirken konnen.
Die dabei entstandenen DNA-Strangbrtiche verhindier® DNA-Replikation und damit auch

eine Proliferation der Zellen.

2.2.1.3 Auftauen von Zellen

Die in dieser Dissertation verwendeten Zelllinier2.2(2) wurden in speziellen
Einfrierréhrchen bei -156°C in flussigem Stickstafélagert. Zum Auftauen wurde das
Einfrierréhrchen solange vorsichtig bei 37°C im W&bad geschwenkt, bis noch deutliche
Eisklimpchen sichtbar waren. Diese wurden ansahtid3mittels einer Pipette durch
Resuspendieren aufgeltst. Die Zellsuspension wiaréen 50 ml Zentrifugenréhrchen mit 5
ml kaltem Waschmedium, welches 2%ig mit FCS (PANot&h) und 1%ig mit
Penicillin/Streptomycin versetzt war, Gberfuhrt. s&hlieRend wurden 20 ml Waschmedium
hinzupipettiert und die Zellen bei 4°C und 300 g I0 min zentrifugiert. Danach wurde das
Zellsediment in 10 ml des jeweiligen Kulturmediuf2sl.5.2) aufgenommen und in eine 25
cn’-Kulturflasche iberfithrt. Die Kultivierung erfolgteei 37°C und 10% CQin gesattigter

Wasserdampfatmosphére.

2.2.2 Haltung von Zelllinien

2.2.2.1 Haltung der Zelllinie 7TD1

Das Maus-B-Zellhybridom 7TD1 wurde von Dr. JacqiMes Snick am Ludwig Institut fur

Krebsforschung in Brissel etabliert [1986]. Hierbandelt es sich um eine Zelllinie, die IL-
6-abhangig wachst, und sich somit als Indikatolinéd! fiir den IL-6-Bioassay (2.6.3) eignet.
Die Zelllinie wurde freundlicherweise von Prof. dgar Schmitt (Institut fur Immunologie,
Universitadtsmedizin Mainz) zur Verfiigung gestellt.

Die Zelllinie wurde in Kulturmedium, bestehend dMHM, versetzt mit 5% (v/v) FCS (PAN

Biotech), 1% (v/v) Natriumpyruvat, 5% (v/v) X63--Uberstand, 1% (v/v)

Penecillin/Streptomycin, 1% (v/v) 3-Mercaptoetasowie 1% (v/v) Glutamin, gehalten. Die
Kultivierung erfolgte in einer 25 ciKulturflasche bei 37°C und 10% GGn geséttigter



Wasserdampfatmosphére. Die Zelllinie wurde drei Maler Woche neu verdiinnt; montags
und mittwochs wurden sechs Tropfen und freitagsi Zwepfen der Zellsuspension aus der
Kultur entnommen und in eine neue Kulturflasche m@ ml frischem Kulturmedium
(2.1.5.2) ausgesat.

2.2.2.2 Haltung der Zelllinie CTLL-2

Die murine T-Zelllinie CTLL-2 ¢ytotoxic T-lymphocyteline, CTLL) entstand aus einer
zytotoxischen T-Zelllinie [Gillis und Smith, 1977]die wahrend der Kultur die
Antigenspezifitat sowie die zytolytische Eigensc¢hadrloren hat. Sie wachst IL-2-abhéngig
und eignet sich somit als Indikatorzelllinie fumdi.-2-Bioassay (2.6.2). Die Zelllinie wurde
in Kulturmedium, bestehend aus IMDM, versetzt n84 Bv/v) FCS (PAN Biotech), 1% (v/v)
X63-1L-2-Uberstand, 1% (v/v) Penicillin/Streptomgicil% (v/v) 3-Mercaptoetanol sowie 1%
(v/v) Glutamin, gehalten. Die Kultivierung erfolgte einer 25 crfrKulturflasche bei 37°C
und 10% CQin gesattigter Wasserdampfatmosphare.

Die CTLL-2-Zellen wurden drei Mal in der Woche urmsg&t; montags und mittwochs
wurden 1 ml und freitags 300 pl aus der Kultur emimen und in eine neue Kulturflasche

mit 10 ml frischem Kulturmedium (2.1.5.2) ausgesat.

2.2.2.3 Haltung der Zelllinie P388/GM-CS

Die mit dem GM-CSF-Gen stabil transfizierte ZeldinP388/GM-CSF zeichnet sich durch
eine hohe Produktion an GM-CSF in den Kulturibexdt# aus. Diese Zellen wurden
freundlicherweise von Prof. Dr. Karsten Mahnke (tRaoik, Universitatsklinikum
Heidelberg) zur Verfigung gestellt.

2224 Haltung der Zelllinie X63-Ag8.653-1L-2

Die mit dem murinen IL-2-Gen stabil transfiziertellinie X63Ag8.653-IL2 zeichnet sich

durch eine hohe Sekretion von IL-2 in den Kultungbé@nden aus.



Die Zelllinie ist ein Subklon der Maus-Myelom-Zatile P3-X63-Ag8, welche von Kearney
et al [1979] etabliert wurde und zeichnet sich duraiedresistenz gegenuber 8-Azaguanin
sowie eine fehlende Aktivitat der Hypoxanthin-GuaRihosphoribosyl-Transferase aus.
Ferner sekretiert sie, aufgrund der fehlenden terclund schweren Immunoglobulinketten,
kein Immunglobulin. Die Kultivierung der Zelllinierfolgte in IMDM, versetzt mit 1% (v/v)
Glutamin, 1% (v/v) Natriumpyruvat, 5% FCS (PAN B:oh) und 1 mg/ml Geneticin.

2.2.2.5 Haltung der Zelllinie X63-Ag8.653-IL6

Die mit dem IL-6-Gen stabil transfizierte Zelllinieeichnet sich durch eine sehr hohe
Produktion von IL-6 im Kulturiiberstand aus und weurfdeundlicherweise von Herrn Dr.
Lukas T. Jeker (P&adiatrische Immunologie, ZentriimBiomedizin, Basel) zur Verfigung
gestellt.

Wie bei der Zelllinie X63Ag8.653-IL2, handelt eslsiauch hier um einen Subklon der Maus-
Myelom-Zelllinie P3-X63-Ag8, welche von Kearneyal [1979] etabliert wurde.

Die Kultivierung der Zelllinie erfolgte in IMDM, wsetzt mit 1% (v/v) Glutamin, 1% (v/v)
Natriumpyruvat, 5% FCS (PAN Biotech) und 1 mg/mh&gcin.

2.2.2.6 Haltung der Zelllinie X63-Ag8%3-GM-CSF

Die mit dem GM-CSF-Gen stabil transfizierte Zeld#inX63-Ag8.653-GM-CSF [Zakt al,
1994] zeichnet sich durch eine sehr hohe Produktam GM-CSF im Kulturiiberstand aus
und wurde freundlicherweise von Dr. B. Stockindgatfonal Institute for Medical Research,
London, GroR3britannien) zur Verfligung gestellt.

Die Zelllinie wurde in IMDM, versetzt mit 1 mg/ml 438 und 5% FCS (PAN Biotech)

kultiviert. Alternativ ist auch eine Kultur in RPMoglich.



2.2.3 Praparation von Zellen aus lymphden Organen der Maus
2.2.3.1 Méause

Fur die Versuche wurden Inzuchtmause der StammeéB067(Genotyp H-9), BALB/c J
(Genotyp H-8), FVBI/N (Genotyp H-2) und OT-Il.1 (Genotyp H) ab einem Alter von
sechs Wochen eingesetzt. Diese wurden in der emtrersuchstiereinrichtung der
Universitat Mainz gezichtet.

C57BL/6-Tg OT-II.1-(OT-Il)-M&use sind transgene Mause auf dggnetischen Hintergrund
des C57BL/6-Inzuchtstammes. Sie exprimieren ein@msgenen T-Zell-Rezeptor (TCR) auf
CD4" T-Zellen, welcher spezifisch das OVA-Peptid O¥#g30in Verbindung mit MHC-
Klasse-1I-Molektlen erkennt [Barnden al.,1998].

2.2.3.2 Gewinnung von Knochenmarkszellen

Zur Differenzierung von BM-DCs wurden Knochenmardim aus sechs bis zwolf Wochen
alten C57BL/6-Méausen isoliert.

Die Maus wurde in Rlckenlage auf einem Préapariérbrettels Nadeln fixiert und die
Bauchseite wurde mit 70%igem Ethanol desinfiziBie Haut wurde auf der Bauchseite an
Abdomen und Hinterextremitdten abgel6st; die Femuuwad Tibien wurden entfernt,
weitestgehend von Muskeln befreit und zum Desiefemn in 70%iges Ethanol eingetaucht.
Anschliel3end wurden die Knochen in einer Petrischait Waschmedium (EMEM, 2% FCS
(PAN Biotech) 1% Penicillin/Streptomycin) aufbewaiwm restliche Muskel- und Faserreste
zu entfernen wurden die Knochen mit ethanolgeteémkfusselfreien Tuchern abgerieben,
und anschlielend an beiden Enden mittels einerr&ctwgsichtig aufgeschnitten. Mit Hilfe
einer 1 ml-Spritze und einer 0,5 mm-Kanile wurdenR6hrenknochen mit Waschmedium
ausgespult, bis sie durchgehend weil3 erschienes. R@chenmark wurde in einer
Petrischale mit frischem Waschmedium aufgefangeachdem die Knochenmarkszellen
mittels einer dinnen Glaspipette vereinzelt wurdemjrden sie in ein 50 ml-
Zentrifugenrohrchen Gberfihrt und far 10 min beiC4und 300 g zentrifugiert. Das
Zellsediment wurde in Geyschem Lyse-Puffer (ca.l Lyse-Puffer je Knochenmarkszellen

aus einer Maus) zur Erythrozytenlyse aufgenommechN min wurde diese Reaktion durch



Zugabe von Waschmedium abgestoppt, die Zellen wumrelmeut zentrifugiert und das
Sediment zur Zellzahlbestimmung in BM-DC-Kulturmeaii (2.1.5.2) aufgenommen.

Die durchschnittliche Ausbeute pro C57BL/6-Maushg® bis 4,5x10Knochenmarkszellen
und entsprach damit den Literaturangaben [letital, 1999].

2.2.3.3 Gewinnung von Milzzellen

Zur Gewinnung von Milzzellen wurde die Maus in Réclage auf einem Praparierbrett
mittels Nadeln fixiert und mit 70%igem Ethanol ddwiert. Nach der Offnung des
Abdomens wurde die Milz freiprapariert und entferdn anhdngendem Fettgewebe befreit
und in einer Petrischale mit Waschmedium (EMEM, 226S (PAN Biotech), 1%
Penicillin/Streptomycin) aufbewahrt. AnschlieRendrde sie mittels gezahnter chirurgischer
Pinzetten zerkleinert und die Zellsuspension wuddech ein feines steriles Zellsieb (& 40
pum) in ein 50 ml-Probenréhrchen tberfuhrt. Diesspguasion wurde fir 10 min bei 300 g
und 4°C zentrifugiert. Um die Erythrozyten zu lysie wurde pro Milz 1 ml Geyscher Lyse-
Puffer zugegeben und die Reaktion wurde nach 1 murch Zugabe von 10 ml
Waschmediumm, abgestoppt. Nach zweimaligem Wasohaden die Zellen in warmem

Kulturmedium aufgenommen und die Zellzahl wurdeibast.

2.2.34 Gewinnung von Lymphknotenzellen

Fur die Gewinnung von Zellen der drainierenden Ligkmmten nach subkutaner Injektion
von DCs in die FuR3sohlen der Maus, wurden die pegdén Lymphknoten aus der Kniekehle
steril enthommen, in eiskaltes Waschmedium (EMEMp ECS (PAN Biotech), 1%
Penicillin/Streptomycin) Uberfihrt und auf Eis ggda. Nach der Praparation wurden die
Lymphknoten zwischen den rauen Enden zweier Matbbjekttrager zerrieben und die
Suspension wurde Uber ein Zellsieb (@ 40 pum) inl&nml-Réhrchen Gberfuhrt. Danach
erfolgte eine zehnminltige Zentrifugation bei 4°@du300 g. Das Zellsediment wurde in
frischem Kulturmedium aufgenommen und die Zellzabtde bestimmt.



224 Kultivierung (Differenzierungund Stimulation) von BM-DCs

2.24.1 Generierung von DCs aus Knochenmarksitauferzellen unter

serumhaltigen Bedingungen

Die Generierung von BM-DCs aus Vorlauferzellen d#eschenmarks erfolgte nach der
Standardmethode von Scheichadral. [1992], welche von Lutzt al. [1999] modifiziert
wurde.

Die Aussaat der Knochenmarkszellen erfolgte in drablogischen Petrischalen in einer
Dichte von 2x18 Zellen/10 ml Kulturmedium. Die anschlieRende Kukufolgte in BM-DC-
Kulturmedium (2.1.5.2) bei 37°C und 10% €@upplementiert wurde das Medium mit 5%
GM-CSF. Um ein optimales Wachstum der Zellen zu &weleisten, wurden am dritten Tag
der Kultur 5 ml frisches Kulturmedium pro Petrisighaupipettiert. Am sechsten Tag wurden
5 ml Medium aus der Kultur entnommen und nachreffentrifugation bei RT und 300 g
wurde das Zellsediment in frischem Medium resusgehdind in gleichem Volumen der
Kultur wieder zuriickgegeben. Dabei wurde das GM-®8Fjedem Mediumwechsel frisch
zugesetzt.

Fur die Analyse unreifer Zellen wurde an Tag Achkink Ausreifung induziert, sondern ein

weiterer Mediumwechsel wurde vorgenommen und digi\Werung an Tag Zehn beendet.

2.2.4.2 Stimulation von BM-DCs unter semhaltigen Bedingungen

Am achten Tag der Kultur erfolgte die Stimulierugy BM-DCs mittels LPS. Dabei wurde
die Zellsuspension vollstandig aus der Petrisclgderntet, in ein Zentrifugenréhrchen
dberfihrt und fir 10 min bei RT und 300 g zentnéug Das Zellsediment wurde
anschlieend in 10 ml frischem Kulturmedium aufgenen, mit 5% GM-CSF und 1 pg/ml
LPS versetzt und fur zwei weitere Tage in Gewelteksthalen Uberflhrt.

Wie Literaturergebnisse [Lutet al, 1999] belegen, induziert allein dieser Wechset d
Kulturschale und die Rekultivierung der Zellen inséhem Medium mit GM-CSF die
spontane Ausreifung der Zellen und erhéht damit Aisreifungsquote um 10-20% im
Vergleich zu Zellen, welche in der alten Petriseheérbleiben. Die Behandlung mit LPS

fuhrt zu einer Ausreifung von 50-70% aller Zellen.



In einem Teil der Experimente wurden die BM-DCs laudurch die Zugabe von
Lipoteichonsaure (LTA, 10 ng/ml) oder von TNfalus IL-113 (jeweils 10 ng/ml) ausgereift.

2.2.4.3 Generierung von DCs aus Knochenmarksvorlaefzellen unter

serumfreien Bedingungen

Die Differenzierung von BM-DCs unter serumfreiendBgjungen wurde nach dem Protokoll
von Warnckeet al.[2006] durchgefiihrt.

Die serumfreie Gewinnung von Knochenmarkszellenolgté, von der praktischen
Anwendung her, wie unter 2.2.4.1 fur die Kultiviegumuriner BM-DCs unter serumhaltigen
Bedingungen beschrieben, mit der Ausnahme, dasatades FCS-haltigen Waschmediums,
serumfreies Waschmedium eingesetzt wurde. NactZelerahlbestimmung wurden 0,5X10
Zellen pro Loch in einem Gesamtvolumen von 1 mitkuhedium (2.1.5.2) in die Locher
einer 24-Loch-Platte ausgeséat. Aufgrund des Befsindass die Kulturen in den Rand-
Lochern der 24-Loch-Platte eine geringere Vialilgéfwiesen, wurden die Rand-Loécher der
Platte nicht mit Zellen, sondern mit 1XxPBS belegt.

Der erste Mediumwechsel erfolgte bei den serumir&elturen einen Tag friher als bei den
serumhaltigen Kulturen, also bereits an Tag Zweikdéturperiode. Dabei wurden pro Loch
700 pl Uberstand entnommen, in ein 50 ml RohrcHearfiihrt und bei RT sowie 300 g fur
10 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Sedimen frisches serumfreies
Kulturmedium aufgenommen und 750 pl dieser Suspansurden pro Loch wieder in die
Platte ausgeteilt. Bei jedem Mediumwechsel wurden Hulturen das GM-CSF (10%ig)
sowie das IL-4 (10 ng/ml) frisch zugegeben.

An Tag Funf der Kulturperiode erfolgte, nach derartbeschriebenen Schema, ein weiterer
Mediumwechsel. Fur die Analyse unreifer Zellen veurah Tag Sieben keine Ausreifung
induziert, sondern ein weiterer Mediumwechsel voagemen und die Kultivierung an Tag
Neun beendet. Im Fall, dass die Kulturen an dieSamschon sehr dicht bewachsen waren,

wurden die Zellen in einem Verhaltnis von 1:2 naagesat.



2244 Stimulation von BM-DCs unter semfreien Bedingungen

Am siebten Tag der serumfreien Kulturen erfolgee S8iimulierung der BM-DCs mittels LPS.
Dabei wurden die Zellen vollstandig aus der 24--Bthite geerntet, in ein
Zentrifugenrohrchen dberfihrt und fir 10 min bei RiAd 300 g zentrifugiert. Das
Zellsediment wurde anschlieBend in 10 ml frischesgrumfreien Kulturmedium
aufgenommen und die Lebendzellzahl wurde bestifahach wurden 1xf@zellen/ml in

die Locher einer 6-Loch-Gewebekulturschale in freso Kulturmedium ausgeteilt; GM-CSF
(10%ig), IL-4 (10 ng/ml) sowie der Ausreifungsstilus LPS (1 pg/ml) wurden den Kulturen
frisch zugesetzt. Insgesamt wurden 3xbis maximal 4x10 Zellen pro Loch, in einem

Gesamtvolumen von 3 bis 4 ml, ausgesat.

2.2.4.5 Ernten der BM-DC-Kulturen

Die BM-DCs liegen in Suspension vor und kénnen dureehrmaliges Abspilen der Petri-
bzw. Gewebekulturschale leicht geerntet werden. hNaberfiihrung der Zellen in ein
Zentrifugenréhrchen wurden sie bei RT und 300 dLflimin zentrifugiert. Danach wurde der
Uberstand vorsichtig abgenommen und bis zur weitBestimmung des Zytokingehaltes in
Eppendorf-Gefal3en bei -20°C aufbewahrt. Die Zellamden in frischem Waschmedium
aufgenommen, erneut zentrifugiert und anschlieendl ml Kulturmedium far die
Zellzahlbestimmung aufgenommen.

Fur die RNA-Isolierung wurden 5x1@ellen der unterschiedlich ausdifferenzierten Bi@<D
zur Lyse in 300 pl RA1-Lysepuffer aufgenommen unsl tur Praparation bei -20°C in
Eppendorf-Gefal3en aufbewahrt

2.2.4.6 Kultivierung von BM-DCs mit prebiotischen Qigosacchariden

BM-DCs wurden unter Zusatz von prebiotischen Olagabariden, welche unter 2.1.9
aufgefuhrt und beschrieben wurden, differenziertsel wurden den BM-DC-Kulturen in

verschiedenen Konzentrationen zugesetzt (10 ugsv mg/ml).



Die Zugabe der prebiotischen Oligosaccharide edoplge nach Versuchsansatz, zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der Differemngsphase- bzw. Ausreifungsphase

zum Zeitpunkt eines Mediumwechsels (Tag Drei, SeciisAcht der Kulturperiode).

2.2.4.7 Kultivierung von BM-DCs mit proliotischen Bakterien

BM-DCs wurden unter Zusatz von probiotischen Bakterwelche unter 2.1.10 aufgefiihrt
wurden, kultiviert. Die auf eine Konzentration v@x1(/ml voreingestellten Bakterien
wurden den BM-DC-Kulturen, welche mit 2¥¥1Bellen pro Petrischale ausgesat wurden, im
Verhaltnis 10:1 (2x10 bzw. 1:1 (2x16) zugesetzt.

Die Zugabe der Bakterien zu den Kulturen erfolgje, nach Versuchsansatz, zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wéhrend der Differenmgs- bzw. Ausreifungsphase zum

Zeitpunkt eines Mediumwechsels (Tag Drei, SechsAcid der Kulturperiode).

2.3 Funktionelle Untersuchungen zur T-Zell-stimul&orischen Kapazitat von
DC in vitro

2.3.1 Aufreinigung von T-Zellen

23.1.1 Aufreinigung von T-Zellen tber Nylonwolle-&ulen

Mit Hilfe von Nylonwolle-Saulen ist es moglich, Telen aus einer heterogenen
Milzzellsuspension anzureichern, wobei vorrangig kMahagen und B-Zellen in der
Nylonwolle zurtickgehalten werden.

Zur Herstellung der Nylonwolle-Saulen wurden 0,6Nglonwolle abgewogen und mittels
Pinzetten sorgfaltig zerzupft, so dass eventuethawdene Knoten entfernt wurden. Die
Nylonwolle wurde anschlieRend in die Hilse einer mBSpritze Uberfiihrt und die so
hergestellte Sdule wurde in einem 50 ml-Zentrifioyesrohrchen autoklaviert.

Die Saule wurde mit 20 ml warmem Waschmedium (EMEZ% FCS, 1%
Penicillin/Streptomycin) benetzt und eventuell \embene Luftblasen wurden mit einer
sterilen Pinzette herausgedriickt; dabei wurde dalsinven der Nylonwolle auf ca. 6 ml

verringert. Anschlie3end wurde die Séule bei 3#tCWasserbad angewarmt. Nach Ablauf



einer Inkubationszeit von 45 min wurde die Saule 20i ml warmem Waschmedium gespult
und anschlielend wurde die Milzzellsuspension vax.r2 Milzen, in einem Volumen von 1
ml, auf die Mitte der Saule gegeben. Nun wurden 500 warmes Kulturmedium
hinzupipettiert und die Saule wurde wieder fur 4 fm Wasserbad inkubiert.

Im letzten Schritt erfolgte die Eluation der T-&#ll Dafir wurde der Deckel eines 50 ml-
Zentrifugationsrohrchens mit 70%igem Ethanol dezi@ft, mit einer 0,7x30 mm-Kandule
durchstochen und die Saule wurde auf die Kanulggemtéckt. AnschlieRend wurden
insgesamt 20 ml warmes Waschmedium hinzupipettiedahei die Tropfgeschwindigkeit
durch vorsichtiges Drehen des Zentrifugenrohrchekels auf ca. einen Tropfen pro Sekunde
eingestellt wurde. Das Eluat wurde fur 10 min b 4nd 300 g zentrifugiert, das Sediment

im Testmedium aufgenommen und die Zellzahl wurdeau®/ml eingestellt.

2.3.1.2 Aufreinigung von CD90 T-Zellen mittels magnetischer Zellseparation

Die Separation CDJ0T-Zellen aus einer gemischten Milzzellsuspensidiolgte mittels
magnetischer Separation (MA&Sechnologie) nach dem Protokoll der Firma Miltenyi
Biotec GmbH. Um ein Internalisieren von MicroBeatlsch markierte Zellen zu vermeiden,
erfolgten alle Schritte der Markierung und ansdidieder Aufreinigung mit gekihlten
Gebrauchslésungen. Nach der Praparation von Mi&zel (2.2.3.3) und der
Zellzahlbestimmung wurde das Zellsediment in eiramsprechendem Volumen eiskalten
MACS-Puffers (2.1.4) aufgenommen. Dazu wurden pr0l Zellen 90 pl MACS-Puffer
und 10 pl CD90-MicroBeads zupipettiert. Bei den OB@icroBeads handelt es sich um
monoklonale Antikérper, welche hochaffin an das adf-Zellen exprimierte
Zelloberflachenmolekil CD90 binden, und die mitgmagnetischem Material gekoppelt
sind. Nach einer 15 mindtigen Inkubationsphase 4bB€j, in welcher die MicroBeads an die
entsprechenden Molekile auf der Zelloberflache dnnkonnten, wurde die Zellsuspension
mit einem zehnfachen Volumen des MACS-Puffers vetsend fur 10 min bei 4°C und 300
g zentrifugiert. Die anschlieRende Separation gréomittels einer MS-Trennsaule, welche in
einen OctoMACS"-Separator platziert und mit 500 pl eiskaltem MABSfer aktiviert
wurde. Das Zellsediment, aus maximal 1XZellen, wurde in 500 pl eiskaltem MACS-
Puffer aufgenommen und auf die Trennséule gegdbabei wurden magnetisch markierte
CD90'-T-Zellen in der Trennsaule zuriickgehalten, wéahremumarkierte Zellen die

Trennsadule passieren konnten. Nach Passieren dsusfeension wurde die S&ule dreimal



mit jeweils 500 ul MACS-Puffer gewaschen und aum ddagnetfeld entfernt. Mit Hilfe
eines Saulenstempels und nach Auftragen von 1 mICBWRuffer wurden die positiv-
aufgereinigten T-Zellen aus der Saule eluiert. Daden wurden fir 10 min bei 4°C und 300

g zentrifugiert, in Kulturmedium aufgenommen unds@irielend wurde die Zellzahl

bestimmt.
2.3.2 T-Zell-Stimulationsassays
2.3.2.1 Allogene Stimulation von T-Zellen

23211 Gemischte Lymphozytenreaktion (MLR)

Die gemischte Lymphozytenreaktion wurde als Methgeleahlt, um die Fahigkeit von APCs
zur Aktivierung naiver T-Zellen zu testen. Als APGsurden dazu unterschiedlich
ausdifferenzierte BM-DCs verwendet, die mit naiediogenen T-Zellen kokultiviert wurden.
Das Prinzip der MLR basiert auf der Proliferatianvr-Zellen, welche durch allogene MHC-
Molekule auf APCs aktiviert werden. Aus diesem Grumurden T-Zellen von BALB/c-
Mausen (H-2) mit BM-DCs aus C57BL/6-Mausen (H)2kultiviert. Als MaR fir die
Proliferation der T-Zellen dient der Einbau vonicadktiv markiertem Thymidin in die neu
synthetisierte DNA. Die Bestimmung der Radioakétvigibt somit Aufschluss tber die Starke
der induzierten Proliferation.

Zur Unterdriickung der Eigenproliferation der BM-D@arden diese mit einer Dosis von 30
Gy bestrahlt (2.2.1.2). Die dabei induzierten DN#a8gbriiche verhindern eine korrekte
DNA-Replikation und somit die Zellproliferation;n ihrer Eigenschatft als APCs bleiben die
BM-DCs aber funktionstichtig.

Durchfihrung:

Die im Rahmen der MLR als APCs zu verwendenden BO®&Dwurden aus den
Kulturschalen bzw. Kulturplatten geerntet, auf 5¥a0 eingestellt und anschlieRend mit 30
Gy Dbestrahlt. Die T-Zell-Stimulation wurde in sten 96-Loch-Flachbodenplatten
durchgefuhrt; dabei wurden in die ersten drei Logaeeils 150 pl APCs vorgelegt. Daraus
wurden jeweils 50 pl  entnommen und mit 100 pl ¢mseiligen Kulturmediums in

Triplikaten (ber insgesamt acht Stufen seriell #e8diinnt. AnschlieRend wurden 3%10



allogene T-Zellen in einem Volumen von 100 pl proch hinzugegeben. In der ersten
Verdinnungsstufe betrug demnach das Verhaltni8§eDCs und der naiven T-Zellen 1:6.
Das Gesamtvolumen der Kokultur betrug 200 pl procho Zur Kontrolle der
Eigenproliferation der bestrahlten BM-DCs bzw. deZellen wurden diese Zellen alleine
kultiviert.

Nach 72-stiindiger Inkubation bei 37°C wurden didefiemit 0,25 pCi/Loch’H-Thymidin
versetzt. Nach weiterer 16-stiindiger Inkubation dear die Kulturplatten bei -20°C
eingefroren; hierbei brachen die Zellmembranen ldath dem Auftauen der Platten bei RT
wurde das Lysat mittels eines Zellerntegerates @ldsfaserfilter gesaugt, wobei die
radioaktiv markierte DNA auf den Filtern zurickgka wurde. Anschlie3end wurden die
Filter fir 2 min in der Mikrowelle getrocknet unditmO ml Szintillationsfllissigkeit in eine
Plastikfolie eingeschweil3t. Die Radioaktivitat wenthittels einer Flussigszintillationszéhlung
in einem Szintillationsz&hler als ,counts per mefucpm) gemessen.

Die in die DNA eingebaute Radioaktivitat war eimetttes Malf3 fur die Proliferation der T-
Zellen und damit auch ein Mal3 fur die Intensitat Aé&tivierung der T-Zellen durch die
APCs.

Alternativ wurden die unterschiedlich ausdifferam®n BM-DCs mit allogenen T-Zellen
auch auf 6-Loch-Kulturplatten kokultiviert. Dieseoijehensweise erlaubte die Kokultur im
gréReren Mal3stab, um anschlieBend stimulierte TeZ@h héherer Zellzahl zu erhalten, die
dann wiederum in weiterfihrende Tests (Restimufati®2.3.2.1.2) und Suppression
(2.3.2.1.3)) eingesetzt werden.

Dazu wurden 8x10BM-DCs pro Loch einer 6-Loch-Kulturplatte ausgesat mit zuvor
iber Nylonwolle aufgereinigten allogenen T-ZelleBx{®® pro Loch) kokultiviert.
Anschlie3end wurde das Gesamtvolumen der KokulitKolturmedium auf 4 ml pro Loch
aufgefillt und die Kulturen fur sieben Tage bei@1hd 10% CQinkubiert.

2.3.2.1.2 Restimulation der T-Zellen aus der MLR

Im Restimulations-Test wurden die nach der MLR gemen T-Zellen mit frisch isolierten

allogenen Milzzellen, die als APCs fungieren, kokigrt. Dieses Testverfahren gibt

Aufschluss dariber, ob sich die T-Zellen eventuedlinem anergen Status befinden.



Durchfihrung:

Dazu wurden die vorstimulierten T-Zellen aus debo6h-Kulturplatten durch mehrmaliges
Abspulen des Plattenbodens geerntet, in ein 50 eakfionsgefall Gberfuhrt und fir 10 min
bei 4°C und 300 g zentrifugiert. Anschlielend wurdiegs Zellsediment zweimal mit
Waschmedium gewaschen, in Kulturmedium aufgenomumehdie Zellen wurden gezahlt.
Im Anschluss wurden die T-Zellen auf 3X&fl eingestellt und 6xf0Zellen wurden in
einem Volumen von 200 pl in die ersten drei Loclegmer 96-Loch-Flachbodenplatte
vorgelegt. Aus diesen Lochern wurden jeweils 100 (ghtsprechend 3x10Zellen)
entnommen und mit dem jeweiligen Kulturmedium implikaten Uber insgesamt acht Stufen
1:2 seriell verdiunnt. Als APCs dienten frisch isdié Milzzellen aus C57BL/6-Mausen, die
wie in 2.2.3.3 beschrieben isoliert wurden. Dieseden auf 6x19ml eingestellt und mit 30
Gy bestrahlt. AnschlieBend wurden 3XMilzzellen in einem Volumen von 50 pl/Loch den
T-Zellen zugegeben. Somit befanden sich im er3igplikat jeweils 3x10 T-Zellen und
Milzzellen, wobei das Gesamtvolumen pro Loch bél A0lag. Als Negativkontrollen fur die
Bestimmung der jeweiligen Eigenproliferation dientéulturen, die entweder nur T-Zellen
oder nur Milzzellen beinhalteten.

Die Kulturen wurden fur drei Tage bei 37°C und 1@®®, im Brutschrank inkubiert und
anschlieBend mit 0,25 pCGH-TdR/Loch versetzt. Nach weiterer 16 stiindigerulmation
wurden die Platten bis zur Messung bei -20°C enmogefh. Die Messung der Radioaktivitat

erfolgte wie unter 2.3.2.1.1 beschrieben.

2.3.2.1.3 Suppressions-Test

Im Suppressions-Test wurde untersucht, ob vorstarial T-Zellen, die aus einer MLR mit
vorbehandelten BM-DCs stammen, die Proliferatiomweral-Zellen inhibieren konnen. Dazu
wurde eine weitere MLR mit Milzzellen aus C57BL/@&Msen als APCs und naiven
allogenen T-Zellen aus BALB/c-Mausen durchgefulzit. diesen Kokulturen wurden T-
Zellen aus der allogenen T-Zell-Stimulation mit BMGs, in unterschiedlichen Zellzahlen,
hinzutitriert und der Effekt der Zugabe der vorstlirarten T-Zellen auf die Proliferation der

naiven T-Zellen wurde ermittelt.



Durchfihrung:

Der Suppressions-Test wurde analog zur Restimul§#3.2.1.2) ebenfalls in einer 96-Loch-
Flachbodenkulturplatte durchgefiihrt. Dazu wurdee witer 2.3.1.1 beschrieben 3Xh@ive
T-Zellen, die mittels Aufreinigung Uber Nylonwollaus Milzen von BALB/cJ-Mausen
isoliert wurden, und 3xfOMilzzellen aus C57BL/6-M&usen als APCs kokultitiem
unterschiedlichen Zellzahlen (maximal 3%1®ch) wurden vorstimulierte T-Zellen, die wie
unter 2.3.2.1.1 beschrieben gewonnen wurden, zu Kekulturen hinzugegeben. Als
Positivkontrollen dienten entsprechende Kulturem mit naiven T-Zellen und C57BL/6-
Milzzellen. Anséatze mit Milzzellen ohne T-Zellenvge nur naive oder vorstimulierte T-
Zellen ohne Milzzellen dienten zur Uberpriifung d&genproliferation der Zellen. Die
Kulturen wurden fur drei Tage bei 37°C und 10% ,Ci@ Brutschrank inkubiert und
anschlieBend mit 0,25 pGH-TdR/Loch versetzt. Nach weiterer 16 stiindigerulmdtion
wurden die Platten bis zur Messung bei -20°C enmogeh. Die Messung der Radioaktivitat

erfolgte wie unter 2.3.2.1.1 beschrieben.

2.3.2.2 Stimulation von T-Zellen
2.3.2.2.1 Beladung von BM-DCs mit OVAp3.339

Fir die Beladung der BM-DCs mit dem OVA-Peptid wendliese in warmem Kulturmedium
aufgenommen und auf 3xIM| eingestellt. Danach erfolgte die Inkubation m@ pg/ml
OVAa323.339in 15 ml-Zentrifugationsrohrchen; diese erfolgie iindestens 1 h bis maximal 4

h im Brutschrank bei 37°C und 10% &Begasung. Um einen optimalen Gasaustausch zu
gewahrleisten mussten dabei die Deckel der Zegatfansréhrchen leicht aufgeschraubt
werden. Nach der Inkubation wurde das Peptid dieima warmem Waschmedium
ausgewaschen und anschliel3end wurden die ZelleBOr@&y bestrahlt. Danach konnten sie

fur die Stimulation syngener OT-II-T-Zellen verwetdverden (2.3.2.2.2).

2.3.2.2.2 Stimulation von OT-II-T-Zellen

Zur Bestimmung der Stimulationskapazitat von AP@s &ntigenspezifische T-Zellen
wurden OVA-spezifische OT-II-T-Zellen mit BM-DCs kultiviert, welche mit dem Peptid



OVA323.330beladen wurden. Als antigenprasentierende ZellemleruBM-DCs aus C57BL/6-
Mausen verwendet, da sie aus Mausen mit dem gleigbeetischen Hintergrund wie die OT-

[I-T-Zellen stammen.

Durchfihrung:

Nach der Differenzierung von BM-DCs aus C57BL/6-d&é&u wurden diese mit dem Peptid
OVAs3.330beladen (2.3.2.2.1), mit 30 Gy bestrahlt und iheizahl auf 3x1&ml eingestellt.

In der Zwischenzeit wurden CD4OT-II-T-Zellen mittels magnetischer Separation
aufgereinigt (2.3.1.2). AnschlieBend wurde ihrelzzgil auf 5x1&ml eingestellt. In die
ersten drei Locher einer 96-Loch-Rundbodenplattedem 4,5x16 BM-DCs, in einem
Volumen von 150 pl/Loch, vorgelegt. Jeweils 50 etéprechend 1,5xi@ellen) wurden
entnommen und mit 100 pl des jeweiligen Kulturmetsuin Triplikaten Uber flnf
Titrationsstufen seriell 1:3 verdiinnt. AnschlieBemdrden 5x16 OT-II-T-Zellen in einem
Volumen von 100 pl zu den BM-DCs hinzugegeben. Réstrolle dienten Ansétze mit
jeweils nur APCs ohne OVA-Peptid-Beladung bzw. mtZellen und T-Zellen mit Peptid.
Nach 48-stundiger Inkubation bei 37°C und 10%igé&,-Begasung wurden die Zellen mit
0,25 pCi/Loch®H-Thymidin versetzt. Nach weiteren 16 Stunden wardie Kulturplatten bis

zur Messung der Radioaktivitat bei -20°C eingefinore

2.3.2.2.3 CESE-Proliferationstest

Die Proliferation antigenspezifischer OT-1I-T-Zallenach Stimulation mit syngenen BM-
DCs, wurde alternativ zur Bestimmung des Einbaus nedlioaktiv markiertemiH-Thymidin
in die DNA, auch nach Markierung mit dem fluoreseraen Lebendfarbstoff CFSE
gemessen. CFSE bindet an Proteine und seine Fhaoraatensitat halbiert sich seriell bei
der Zellteilung der Lymphozyten. Unter optimalendBgungen sind CFSE-gefarbte Zellen
sowohlin vivo als auchn vitro Uber acht bis zehn diskrete ZellteilungszyklentetstFACS-

Analyse nachzuweisen [Lyons, 2000].

Durchfihrung:
Fur die CFSE-Markierung wurden die aufgereinigtefi€llen in serumfreiem Waschmedium
aufgenommen und bei 4°C und 300 g fur 10 min abidegiert. Anschliel3end wurde das

Zellsediment in serumfreiem Waschmedium, verseiztlnpd uM CFSE, im Wasserbad bei



37°C far 10 min inkubiert. Um nicht gebundenes CF&&szuwaschen, wurde die
Zellsuspension anschlieBend in einem Uberschuss semmhaltigem Waschmedium
aufgenommen und bei 4°C und 300 g zentrifugierndad wurden die Zellen zwei weitere
Male mit serumhaltigen Waschmedium gewaschen urel Zelizahl wurde auf 5x£0ml

eingestellt.

Nach der Differenzierung von BM-DCs aus C57BL/6-&én wurden diese mit dem Peptid
OVAs3.330beladen (2.3.2.2.1), mit 30 Gy bestrahlt und iheizahl auf 3x1&ml eingestellt.
Die BM-DCs wurden zunéachst in einem Volumen von 180 in die Lécher einer 96-
Rundbodenplatte pipettiert. Anschlielend wurdenejsas50 pl entnommen und mit 100 pl
des jeweiligen Kulturmediums in Triplikaten UbenftTitrationsstufen 1:3 seriell verdinnt.
Danach wurden 5xfO0CFSE-markierte T-Zellen in einem Volumen von 1d0pgo Loch
dazu pipettiert. Als Kontrolle dienten Ansatze retveils nur APCs ohne OVA-Peptid-
Beladung bzw. nur T-Zellen und T-Zellen mit Peptithch 48 Stunden Inkubation bei 37°C
und 10%iger C@Begasung wurden die Zellen in FACS-RoOhrchen Ulbetfiind bei 4°C und
300 g fur 10 min zentrifugiert. Nachdem der Ubamstt vorsichtig abgesaugt wurde, wurde
das Zellsediment in 500 pl FACS-Medium aufgenommied eine durchflusszytometrische
Bestimmung der Intensitat der CFSE-Farbung durchgef

2.4 Bestimmung der allogenen T-Zell-stimulatoriscen Kapazitat von BM-
DCsin vivo (In-vivo-MLR)

Fur die Bestimmung der primarstimulatorischen Kigga von BM-DCsin vivo wurden

BM-DCs aus C57BL/6-Mausen nach dem Protokoll vonriiee [Warnckeet al, 2006]

(2.2.4.3) unter serumfreien Bedingungen differeriziAnschlie3end wurden die BM-DCs
geerntet, in serumfreiem Medium gewaschen und Zel&zahl bestimmt. Das Zellsediment
wurde in warmem 1xPBS aufgenommen und die Zellsuspe wurde in sterile 1,5 ml
Eppendorf-ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. Nach einenmétiitigen Zentrifugation bei RT und
300 g wurden die BM-DCs mit 1xPBS auf eine Zellzabh 2x16/ml eingestellt. Danach
wurden jeweils 1x10BM-DCs, in einem Volumen von 5@, in die beiden FuRsohlen der
hinteren Extremitaten von BALB/c-Mausen, die zudorch intraperitoneale Avertin-Gabe

sediert wurden, subkutan injiziert. Kontrolltieravurde 50 pl 1XPBS pro Fuf3sohle gespritzt.



Nach sieben Tagen wurden den Rezipienten die paj@im Lymphknoten entnommen
(2.2.3.4). Die daraus praparierten Lymphknotenrellurdenin vitro in eine MLR mit
syngenen (BALB/c) sowie allogenen (C57BL/6, FVBMi)zzellen als APCs eingesetzt.

Die Milzzellen wurden mit 30 Gy bestrahlt und 6XZPCs wurden in Triplikaten in einem
Volumen von 200 ul pro Loch einer 96-Flachbodenelaipettiert. Danach wurden jeweils
100 pl der Zellsuspension entnommen und mit 10@lqd jeweiligen Kulturmediums in
Triplikaten 1:2 seriell verdiinnt. AnschlieBend wemd3x1G Lymphknotenzellen in einem
Volumen von 100 pl hinzupipettiert. Zur Uberprifurter Eigenproliferation wurden
Kontrollkulturen mitgefiihrt, die entweder nur Lynkpsiotenzellen oder nur Milzzellen,
getrennt nach den drei Haplotypen, enthielten. N&ifstiindiger Inkubation bei 37°C und
10%iger CQ-Begasung wurden die Zellen mit 0,5 pCi/LoéhThymidin versetzt und nach

weiteren 16 Stunden bis zur Messung der Radio#étilei -20°C eingefroren.

2.5 FACS-Analyse

Diese analytische Methode wurde unter dem Gesighidpder Charakterisierung der BM-
DCs anhand ihrer Oberflachenmolekile eingesetzt. Hiilie eines fluoreszenzaktivierten
Zellsorters (fluorescence-activated cell sorterCiS) konnen einzelne Zellen klassifiziert und
voneinander getrennt werden. Dazu werden die Zellggrst mit Fluoreszenzfarbstoffen
markiert. Dabei unterscheidet man zwei Arten vorb&égen, die direkte und die indirekte
Farbung. Bei der direkten Farbung ist der protemsische Primarantikérper mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt und kann somit direkchgewiesen werden. Bei der
indirekten Farbung liegt der Primarantikorper urgmdelt vor, daher muss eine weitere
Markierung dieses Antikdrpers durch einen isotyp#@ehen Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelten Sekundarantikdrper erfolgen. Ein Vbrter indirekten Methode ist die
Amplifikation der Antikérperbindung und damit eirehdhte Sensitivitat der Detektion des

Oberflachenmarkers.

Das FACS-Gerat besteht aus einem Flussigkeitssysegmem Laserlicht-Generator und
einem optischen System, mit den Komponenten Meddstufbereitung, Messkammer und
Emissionsstrahl-Bearbeitung. Das Gemisch der maekie Zellen wird durch ein

Drucksystem ins Flussigkeitssystem eingeschleysiiodynamisch fokussiert und als feiner
Flissigkeitsstrahl aus vereinzelten Zellen, dibestimmten Abstéanden platziert sind, durch



die Messkammer geschleust. Hier werden sie mit mlmoonatischem Laserlicht
angeleuchtet, wobei das Streulicht registriert wibés Vorwartsstreulicht gibt Aufschluss
Uber die GréfRe der gemessenen Zellen und das 8sawéulicht Uber ihre Granularitat.
AulRerdem wird das emittierte Fluoreszenzlicht ieidviessbereichen (entsprechend den
Farben grin, orange, rot) gemessen. Bei den higesillten Versuchen wurde mit dem
Farbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Phygtain (PE) und Cy5-Phycoerythrin (Cy5-
PE) gearbeitet. Diese Fluoreszenzfarbstoffe wuddgnh Strahlung der Wellenlange 488 nm
angeregt und emittierten dann Licht der Wellenléng&9 nm (FITC), 578 nm (PE) und 633
nm (Cy5-PE).

2.5.1 Nachweis der Expression von Oberflachenmoleldin

Fur den Nachweis von Oberflachenmolekilen auf BMsOQZ.B. CD86, MHC-II) oder T-
Zellen (CD4 bzw. CD8) wurden die Zellen durch medliges Abspllen der Petrischalen
oder Kulturplatten geerntet. Nach einer Zellzahiipemung wurden 2,5 bis maximal 5x10
Zellen pro FACS-RoOhrchen eingesetzt und mit FACSHMe gewaschen. Das FACS-
Medium enthalt 2%ig FCS, welches als Schutzkolwiidt und damit fir Bedingungen sorgt,
die besser an die Zellphysiologie angepasst singitevhin reduziert es die artifizielle
Adharenz der Zellen an das Probenréhrchen undngemi das Ausmal’ der unspezifischen
Antikorper-Bindung. Die Bindung von Antikérpern @berflachenmolekile von Zellen kann
entweder Rezeptor-,shedding” oder Endozytose heufem, weshalb die Farbung bei 4°C
durchgefuhrt wird. AuRerdem wurden die Proben wadhiend nach der Farbung im Dunkeln
aufbewahrt, um die Fluoreszenzfarbstoffe vor densbdeichen zu schitzen. Alle fur die
FACS-Farbung verwendeten Antikdrper sind unter.@1) aufgelistet.

Nachdem die Zellen mit FACS-Medium versetzt wurdetgte ein Zentrifugationsschritt bei
300 g und 4°C. Vor der eigentlichen Markierung dellen wurde eine Abséattigung der freien
Fc-Rezeptoren durchgefihrt, um spezifische Bindangen Immunglobulinmolekilen zu
verhindern. Dazu wurden die Zellen zunachst mit [#52.4G2-Uberstand (anti-Maus
FcyRI/IN, 1:5 in FACS-Medium verdinnt, je FACS-Rdtren versetzt, vermischt und 15
min lang bei 4°C inkubiert. Zwischendurch wurde moeinmal gemischt, um eine
gleichmaRige Verteilung der Zellen im 2.4G2-Ubardtau erhalten und so eine maximale
Absattigung der freien Bindungsstellen zu ermdéglithDanach wurde der Zellsuspension je

Rohrchen ein antigen-spezifischer Primarantikérpergeeigneten Verdiunnungen in 25 pl



FACS-Medium, zugegeben. Nach kurzem Mischen wumienZellen fur weitere 20 min
abgedunkelt auf Eis gestellt. Nach der Inkubatieamd&n tberschissige Antikorper mit 1 ml
FACS-Medium herausgewaschen. Zellen, die mit eimektmarkierten Primarantikérper
angefarbt wurden, wurden nach dem Waschen und Absades Uberstandes in 500 pl
FACS-Fixierlosung | (1xPBS/0,7% PFA) aufgenommessuspendiert und darin bis zur
Messung im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt. Mit Probdie, anschlieRend einer intrazellularen
Farbung unterzogen wurden, wurde nach AbschnitR ZiBtrazellulare FACS-Farbung, icF)
weiter verfahren. Die mit einem unmarkierten Priamdikorper behandelten Zellen wurden
mit isotypspezifischen FITC-markierten Sekundarékarpern, in geeigneter Verdinnung in
50 pl FACS-Medium, aufgenommen. Nach kurzem Durskhen der Zellen erfolgte eine
erneute Inkubation fir 20 min auf Eis. Auch nacksdr Inkubation wurden Uberschissige
Antikérper mit 1 ml FACS-Medium herausgewaschen oadh einer erneuten Zentrifugation
wurden die Zellen, ebenfalls durch Zugabe von 5DBACS-Fixierlosung |, fixiert; bis zur

Messung wurden die Proben im Dunkeln bei 4°C auéitety

Die Isotypkontrollantikorper (2.1.6.1), welche zaedgm Antikérper mitgefuhrt wurden,
dienten zur Justierung der Empfindlichkeit des Dilusszytometers und zur Kontrolle von
unspezifischen Bindungen der Antikdrper an Fc-Rexep. Die Messung erfolgte nach
Ausgrenzung von Aggregaten und toten Zellen Ub&RR&r(FSC, ,forward scatter) und
Granularitat (SSC, ,side scatter®). Somit wurderr mutakte Zellen in die Auswertung
aufgenommen; dabei wurden bei der Charakterisiemeg Oberflachenmolekile 10.000
Ereignisse (intakte Zellen) jeder Probe mit Hilex €ellQuest™-Software gemessen.

2.5.2 Nachweis von IFNg und IL-4 produzierenden T-Zellen in Kokulturen

durch intrazellulare FACS-Farbung

Fur den Nachweis von IF-und IL-4-produzierenden T-Zellen, in KokulturemsaBM-DCs
und allogenen T-Zellen, wurden 6xlnterschiedlich ausdifferenzierte BM-DCs (C57BL/6)
und 1,2x16 Giber Nylonwolle aufgereinigte T-Zellen (BALB/c) ieinem Gesamtvolumen
von 1 ml, auf 24-Loch-Kulturplatten fur 96 Stundeskultiviert. In den letzten vier Stunden
der Kulturperiode wurde den Kulturen, zur weite@imulierung, 20 ng/ml PMA sowie 1
KM lonomycin zugesetzt. Parallel dazu erfolgte éedandlung mit 10 pg/ml Brefeldin A,
damit die Zytokine nicht von den Zellen sekretigerden, sondern in der Zelle akkumulieren



und somit intrazellular nachweisbar sind. Nach Ablder Inkubationszeit wurden die Zellen
aus der 24-Loch-Kulturplatte in ein 50 ml Reaktigefsi3 geerntet und fur 10 min bei 4°C
und 300 g zentrifugiert. AnschlieBend wurde das IsBdiment in FACS-Medium
aufgenommen und nach Bestimmung der Zellzahl wurdaximal 0,5x10 Zellen in FACS-

Ro6hrchen Uberfihrt.

Zunachst wurden die Zellen mit Antikdrpern geges@berflachenmolekiile CD4 bzw. CD8
gefarbt (2.1.6.1). Anschliel3end erfolgte die inéllulare FACS-Farbung der Zytokine IFN-
und IL-4.

Dazu wurden die Proben zuerst in 4%igem PFA (FAG&HOsung Il) in einem Volumen
von 50 pl/Ansatz fir 5 min bei RT fixiert. Da dieodBen bereits extrazellular gefarbt wurden,
erfolgte der Inkubationsschritt im Dunkeln, um @iasbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe zu
vermeiden. Danach wurden die Zellen mit 1 ml FAC8dMm gewaschen und bei 4°C und
300 g fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurdétels einer Pasteurpipette abgesaugt
und die Zellen wurden, in einem Volumen von 50 BISIS-Puffer/0,1% Saponin je Ansatz,
aufgenommen. Die Zellen wurden dann fur 10 minRieiinkubiert. Bei diesem Prozess wird
die Zellmembran permeabilisiert, was ermoglichtssd@ntikorper in die Zelle eindringen
kénnen. Die Proben wurden anschlielend mit 1 ml &B8ffer/0,1% Saponin gewaschen
und bei 4°C und 300 g fur 10 min zentrifugiert.cNdem der Uberstand abgesaugt wurde,
erfolgte die intrazellulare Farbung mit FITC-gekefipm anti-IFNy und PE-gekoppeltem
anti-IL-4. Dazu wurden die Antikdrper mit EBSS-Rarf,1% Saponin in geeigneter Weise
verdunnt. Die Zellen wurden dann in 50 pl diesetil&irperlésung suspendiert und bei RT
fur 30 min im Dunkeln inkubiert; zwischendurch werdlie Probe noch einmal resuspendiert,
um eine gleichmafiige Verteilung der Zellen in demtikorperlosung zu gewahrleisten.
Abschlie3end wurden die Zellen mit 1 ml EBSS-Pufdi®% Saponin versetzt und fir 10 min
zentrifugiert. Nach dem Absaugen wurden die Praob&90 pl 1xPBS aufgenommen und bis
zur Messung bei 4°C im Dunkeln gelagert.

Auch bei dieser Art der FACS-Farbung wurden zuntiden des FACS-Gerates zu jeder
Farbung Isotypkontrollantikbrper mitgefihrt. Die 84eing erfolgte nach Eingrenzung von
Lymphozyten tber ihre Gr6R3e und Granularitat. Danadolgte eine weitere Eingrenzung
der Zellen nach der Expresssion von CD4 bzw. CD& ilen entsprechenden Kanal (hier:
Kanal-3), in welchem die fur diese Markierung vendete Fluoreszenz Cy5-PE gemessen
wurde; von den CD4bzw. CD8 T-Zellen wurden 10.000 Ereignisse jeder Probe Htife

der CellQuest™-Software gemessen.



2.6 Zytokin-Bestimmung in Zellkulturiberstanden

2.6.1 Zytokin-Bestimmung mittels ELISA

Der ELISA Enzymetinked mmunoSorbentAssay) wurde fur den Nachweis der Zytokine
IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IFN-y und TGF-B in den Zellkulturiberstanden verwendet.

Bei diesem Test wurde ein zytokinspezifischer FAngkorper an die polymere Matrix einer
96-Loch-Mikrotiterplatte adsorbiert. AnschlieRendurden verbleibende Bindungsstellen
durch eine Blockierungslésung abgesattigt und die testenden Uberstande wurden
aufgetragen. In diesem Schritt bindet das vorhamd&ytokin an den Antikérper. Danach
erfolgte das Auftragen des biotinylierten Deteksigimtikorpers, welcher ein anderes Epitop
des Zytokins als der Fang-Antikorper erkennt. As B#tin wurde im nachsten Schritt eine
an Streptavidin gekoppelte Peroxidase gebundenh Magabe des farblosen Substrats o-
Phenylendiamin (OPD) erfolgte unter Verwendung idesubstrats kO, eine enzymatische
Reaktion in ein farbiges Produkt. Anhand diesediraschlags konnte das Zytokin im zu
testenden Uberstand nachgewiesen werden und digeKtation wurde anhand eines
mitgefuhrten Standards, dessen Konzentration beékstnphotometrisch bestimmt werden.

Durchfihrzng:

Im ersten Schritt wurden die Locher einer 96-Locikifgtiterplatten mit jeweils 50 pl des
~Capture“-Antikorpers in geeigneten Konzentration@.1.6.2) beschichtet und Uber Nacht
bei 4°C (IFNy, IL-4, IL-5) bzw. bei RT (IL-10, IL-12, TGF-R) inkbiert. Die Verdinnung
des Antikorpers erfolgte mit 0,1 M NaHGQFN-vy, IL-4, IL-5) bzw. mit 1xPBS (IL-10, IL-
12, TGF-R).

Nach zweimaligem Waschen der Platten mit 1xPBS/OM&en im ELISA-Waschgeréat
wurden freie Bindungsstellen, durch Zugabe von 1b0xPBS/1% BSA je Loch, abgesattigt.
Nach einer Inkubation von ein bis zwei Stunden Bdi erfolgte das Ausklopfen des
Blockierungspuffers und die Zugabe der Zellkultumigiande. Dabei wurden die Uberstande
in einem Volumen von 50 ul seriell zweifach in 1X&/B% BSA titriert. Zur Standardisierung
wurde eine Verdunnungsreihe des jeweiligen rekoariign Zytokins (2.1.7.2) mit bekannter
Konzentration mitgefihrt; fir die Bestimmung deseiwertes wurden 50 pl 1xPBS/1%
BSA, anstatt des Uberstandes, pro Loch aufgetrddienTestplatten wurden tiber Nacht bei

4°C inkubiert und anschlie3end zwei Mal im ELISA-$¢hgerat gewaschen. Danach wurden



jeweils 50 pl des biotinylierten Detektionsantikérp (2.1.6.2) zugegeben und eine Stunde
bei RT (IL-10, IL-12, TGF-3) bzw. bei 37°C (IFN-IL-4, IL-5) inkubiert. Zur Entfernung
von Uberschissigen Detektionsantikdrpern wurdenPdiéten erneut zwei Mal gewaschen
und anschlielend mit dem Enzym ExtrAvidin-Peroxéd§k.2000) fir eine Stunde bei RT
beschichtet. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden Platten dreimal gewaschen und es
folgte die Zugabe des Substrats OPD in einem Votuwua 50 pl. Hierzu wurden 1 mg/ml
OPD in Substratpuffer gelést und mit 1 pl/mp@4 versetzt; durch den enzymatischen
Substratumsatz kommt es hierbei zu einer Gelbfigybuie mehr Zytokin in den
Zellkulturiberstdnden vorhanden war, desto intemsnird die Farbung. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von je 50 ul 1 M,8IO, gestoppt, wodurch eine Farb&anderung nach orange
erfolgte. Die Extinktion wurde im Spektrophotometei einer Wellenlange von 490 nm
gemessen.

Nach linearer Regressionsanalyse der Extinktionswgir die Proben und den Standard
wurde der Zytokingehalt in den Proben berechnet

2.6.2 IL-2-Bestimmung mittels Bioaay

Zum Nachweis von IL-2 im Uberstand von BM-DC-Kubuarwurde die Zelllinie CTLL-2
(2.2.2.2) verwendet. Diese Zelllinie wachst augs@fich IL-2-abhangig und eignet sich
somit als Indikatorzelllinie.

Zunachst wurde in CTLL-2-Kulturmedium (ohne Zusatm IL-2) mit den zu testenden
Kulturiberstadnden in 96-Loch-Flachboden-Kulturgatteine serielle Titrationsreihe (1:3)
angelegt. Danach wurden die CTLL-2-Zellen aus deltutflasche geerntet und bei 300 g
und 4°C fur 7 min zentrifugiert. Um eventuelle R§idnde des im Kulturmedium der Zellen
vorhandenen Zytokins IL-2 auszuschlie3en, wurden ZBllen anschlieend zwei Mal im
Waschmedium gewaschen. Die Zellen wurden in CTLWKuBRurmedium (ohne IL-2)
aufgenommen und nach Bestimmung der Zellzahl wursetD® CTLL-2-Zellen/Loch in
einem Volumen von 100 ul gegeben. Die anschlieR&undtevierung erfolgte fir 24 Stunden
bei 37°C und 10% C£OAIs Negativkontrolle wurden CTLL-2-Zellen in Kufrmedium ohne
Zusatz von Zellkulturiberstand oder exogenem ILutiwert. Fur die Bestimmung der
Zytokinkonzentration wurde eine Standardverdinnreige mit rekombinantem humanem
IL-2 (Anfangskonzentration 3 U/ml) angelegt. N&zhStunden wurden die Kulturen mit 0,1
nCi/Loch *H-Thymidin versetzt. Der Zeitpunkt wurde so gewgklass die Viabilitat der



CTLL-2-Zellen in der Negativkontrolle, welche ke#xogenes IL-2 erhalten hatten, gering
war.

Die Bestimmung der in die DNA eingebauten Radioatiéi gibt Auskunft Uber die Starke
der durch das IL-2 induzierten Proliferation derLC12-Zellen und korreliert somit mit der
Menge an gebildetem IL-2 in den zu testenden Uliedsn. Nach der achtstiindigen
Inkubation der Kulturen mit demH-Thymidin wurde der Test durch das Einfrieren der
Kulturplatten bei -20°C gestoppt. Nach dem Auftaden Platten im Brutschrank wurde die
in die DNA eingebaute Radioaktivitdt im Szintillatiszahler gemessen. Nach linearer
Regressionsanalyse der Werte fir die Radioaktintden Kulturen, die mit den Proben bzw.
mit rekombinantem Zytokin als Standard kultivieinglen, wurde der Zytokingehalt in den

Uberstanden berechnet.

2.6.3 IL-6-Bestimmung mittels Bioassay

Zum Nachweis von IL-6 im Uberstand von BM-DC-Kukar wurde die Zelllinie 7TD1
(2.2.2.1) eingesetzt. Diese Zelllinie wachst aussBhch IL-6-abhangig und eignet sich
somit als Indikatorzelllinie.

Zunachst wurde in 7TD1-Kulturmedium (ohne Zusatan Vb-6) mit den zu testenden
Kulturiberstadnden in 96-Loch-Flachboden-Kulturgatteine serielle Titrationsreihe (1:3)
angelegt. Danach wurden die 7TD1-Zellen aus ddtuklasche geerntet und bei 300 g und
4°C fur 7 min zentrifugiert. Um eventuelle Rucksténdes im Kulturmedium der Zellen
vorhandenen Zytokins IL-6 auszuschliel3en, wurden Zillen anschlieRend zwei Mal im
Waschmedium gewaschen und in 7TD1-Kulturmedium ¢oHn6) aufgenommen. Nach
Bestimmung der Zellzahl wurden 1X1@TD1-Zellen/Loch in einem Volumen von 50 pl
gegeben. Die anschlieliende Kultivierung erfolgte 4 Stunden bei 37°C und 10% £0
Als Negativkontrolle wurden 7TD1-Zellen in Kulturciem ohne Zusatz von
Zellkulturiberstand oder exogenem IL-6 kultiviertFir die Bestimmung der
Zytokinkonzentration wurde Uber acht Stufen eingn8ardverdiinnungsreihe des X63-1L-6-
Uberstandes angelegt. Nach 24 Stunden wurden dtar&n mit 0,1 pCi/LociH-Thymidin
versetzt. Der Zeitpunkt wurde so gewahlt, dass \igbilitdt der 7TD1-Zellen in der

Negativkontrolle, welche kein exogenes IL-6 eftrahatte, gering war.



2.7 Molekularbiologische Methoden

2.7.1 Spezielle Reagenzien fir die Molekulaidiogie

2.7.1.1 Fertigsysteme

Fur die RNA-Aufreinigung bzw. die Reverse Traskopt wurden Fertigsysteme von

Machery-Nagel bzw. Bio-Rad benutzt.

System Hersteller
IScript ™ cDNA Synthesis Kit Bio-Rad
NucleoSpiff RNAII total RNA Isolation Kit Machery-Nagel, Duren
2.7.1.2 Primer
Murines Zielgen Primer Sequenz
B7-H3 Sense: 5- AGTCTGGCACAGCTCAACTC-3

Antisense: 5'- CAAAGTCCTGGATGCTCACA-3°

CD40 Sense: 5 -CCTGGCTTTGGAGTTATGGA-3’
Antisense: 5'-CCGGGACTTTAAACCACAGA-3’

CD80 Sense: 5 -CCATGTCCAAGGCTCATTCT-3
Antisense: 5'-TTCCCAGCAATGACAGACAG-3

CD86 Sense: 5 -CAGTTACTGTGGCCCTCCTC-3
Antisense: 5°-ACTCTGCATTTGGTTTTGCT-3"

Delta-4 Sense: 5-ACCTTTGGCAATGTCTCCAC-3’
Antisense: 5 -TTGGATGATGATTTGGCTGA-3’

Fascin Sense: 5-AACCCCTTGCCTTTCAAACT-3’
Antisense: 5'-CATGGAAAGAAGGGGACAGA-3’




Murines Zielgen Primer Sequenz

FcyRIIB Sense: 5-CCAAAGGCTGTGGTCAAACT- 3
Antisense: 5'- TGCTCCATTTGACACCGATA-3’

IL-10 Sense: 5 -CCAAGCCTTATCGGAAATGA-3’
Antisense: 5'-TTTTCACAGGGGAGAAATCG-3’

IL-12a Sense: 5-ACAGGGTGATGGGCTATCTG-3’
Antisense: 5 -TATGAGAGAAGCGATGGAGG-3

IL-12b Sense: 5-CATCTGCTGCTCCACAAGAA-3’
Antisense: 5-CGCCATTCCACATGTCACTGC-3

Jagged-1 Sense: 5-CAGTGCCTCTGTGAGACCAA-3
Antisense: 5-AGGGGTCAGAGAGACAAGCA-3’

UBC Sense: 5-GTCTGCTGTGTGAGGACTGC-3’
(Ubiquitin C) Antisense: 5'-CAGGGTGGACTCTTTCTGGA-3’
2.7.2 RNA-Isolierung

Die RNA wurde aus unterschiedlich differenzierteM-BCs isoliert. Hierzu wurden 5x20
Zellen, nach zweimaligem Waschen, zur Lyse in 3DQysepuffer RA1 aufgenommen und
die Zelllysate bis zur Praparation der RNA bei @20h Eppendorf-Reaktionsgefal3en
gelagert. Der Lysepuffer enthalt chaotrope loneie, die dreidimensionale Struktur von
Proteinen und somit auch die der Zellwédnde in Armbsit eines reduzierenden Agens
zerstort und dadurch die Zellen lysiert.

Bei der RNA-Isolierung ist auf eine RNase-freie Whgng zu achten. Da RNasen auf
Kdrperoberflachen vorkommen ist es notwendig, bei BNA-Isolierung Handschuhe zu
tragen. Aul3erdem ist darauf zu achten, dass albeigstosungen, welche fir die RNA-
Isolierung bendtigt werden, mit Diethylpyrocarbon®EPC)-Wasser angesetzt werden;
dieser Enzyminhibitor deaktiviert vorhandene RNAs&Meiterhin wurden nur Pipetten

verwendet, die ausschlief3lich fir die RNA-Isoliegeingesetzt werden.



2.7.3 Aufreinigung der RNA mit dem ,RNA Isolation Kit"

Zur Isolierung von RNA wurde der ,NucleoSBirRNAII total RNA Isolation Kit* von
Machery-Nagel (Duren) verwendet.

Zunachst wurden die bei -20°C gelagerten Zelllysate Eis aufgetaut, zur Reduktion der
Viskositat auf eine NucleoSpinFilter-Saule gegeben und 1 min bei RT und 12470 g
zentrifugiert. Danach wurden 350 pl 70%iger Ethanoh Efflux hinzugegeben, die Proben
durchmischt und auf eine NucleoSPIRNA Il Saule pipettiert, welche fiir 30 sek bei Riid
12470 g zentrifugiert wurde. Nach dem Zentrifugasgchritt wurde der Durchfluss
verworfen und 350 pl MDB-Puffer (Membrane DesaltBwgffer) wurden zum Entsalzen der
Membran auf die Saule pipettiert. Anschlie3end wudie Saule 1 min lang bei RT und
12470 g zentrifugiert und der Durchfluss wiedernwaifen. Um noch eventuell vorhandene
genomische DNA zu verdauen, wurden 90 pl DNase trempuffer (Reaction Buffer for
DNase) mit 10 pl rekonstituierter RNase-freier D&lgemischt, vorsichtig auf die Mitte der
Membran pipettiert und fir 15 min bei RT inkubiddach diesem Inkubationsschritt wurde
die Membran mit 200 pl RA2-Puffer versetzt undcitieRend wieder bei RT und 12470 g
fur 30 sek zentrifugiert. Danach wurde der Durcédlwerworfen und die S&ule mit 600 pl
RA3-Puffer versetzt und fur 30 sek zentrifugiernsahlie3end wurden 250 pl RA3-Puffer
auf die Saule gegeben und diese wurde zum TrocieemMembran fir 2 min bei RT und
12470 g zentrifugiert. Nun wurde die Saule aufredies 1,5ml Reaktionsgefald gestellt und
die RNA mit 60 pl RNase-freiem Wasser durch einmigdiZentrifugation bei 12470 g und
RT eluiert. Ein Teil der isolierten RNA wurde fliecdReverse Transkription (2.7.4) eingesetzt
und der Rest bei -80°C bis zum weiteren Gebrauldggd.

2.7.4 Reverse Transkription ( cDNA-Synthese )

Bei der Reversen Transkription wird RNA mit Hilferdreversen Transkriptase in cDNA
(komplementare DNA) umgeschrieben. Eine reversaskigptase ist eine RNA-abhangige
DNA-Polymerase, die anhand einer RNA-Matrize kommatar dNTPs anfiigt. Bei der
reversen Transkription werden zwei verschiedeneé&riverwendet: Oligo-dt- und Random-
Hexamer-Primer. Die Oligo(dT)-Primer binden an dealy(A)-Schwanz der RNA und
Random Hexamer-Primer sind eine Mischung aus veadehen sechs Nukleotid-langen
Primern, die statistisch verteilt an eine RNA-Sequiinden kdnnen.



Anhand des Protokolls des “iScript™cDNA Synthesig” KBioRad) wurde die reverse
Transkription durchgefuihrt. Das Fertigsystem enthdas Enzym (iScript™Reverse
Transkriptase) und eine 5x iScript-Reaktionsmisghunit Primern und dNTPs sowie

Nuclease-freies Wasser.

Durchfihrung:

Bei der Reversen Transkription wurden zu 11 pl RNAI Nuclease-freies Wasser, 4 ul 5x
iIScript Reaction Mix sowie 1 ul iScript Reverse Askriptase pipettiert. Dieses Gemisch
wurde zunachst fur 5 min bei 25°C, dann fur 40 ben42°C und abschliel3end fur 5 min bei
85°C inkubiert. Anschliel3end wurde der cDNA-Gelut Probe bestimmt (2.7.5) und diese

bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewabhrt.

2.7.5 Photometrische Konzentrationsbestimmung desDNA

Die Bestimmung der jeweiligen cDNA-Konzentrationenfolgte photometrisch. Dabei
wurden die Proben zunachst 1:100 in Wasser verdimmd die LOsung zur
Konzentrationsbestimmung in eine Quarzkivette pgrét Anschlielend wurde die
Absorption bei 260 nm gemessen; bei diesem Wegt ldas Absorptionsmaximum der

Nukleinsauren.

2.7.6 Quantitative (Realtime) Polymerase-Kettenredion (QPCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktiopdlymerasechain reaction, PCR) ist es mdglich,
sequenzspezifische Abschnitte doppelstrangiger RNAmplifizieren. Dazu macht man sich
DNA-Polymerasen zunutze, die Einzelstrdnge zu Dispid@gen aufpolymerisieren kbnnen.
Die klassische PCR-Polymerase ist die Tag-DNA-Pelase, welche aus dem hitzestabilen
Bakterium Thermus aquaticus isoliert wurde. lhr idkitsmaximum liegt bei 72°C, das
Enzym ist aber auch fir eine kurze Zeit bei 95°@bikt Somit kdnnen sich
aufeinanderfolgend Denaturierungs-und Hybridisigaschritte abwechseln, ohne dass
zwischendurch ein neues Enzym beigefigt werden nuges dass Reinigungsschritte

erforderlich sind.



Weitere Komponenten der PCR sind ein doppelstréngiiNA-Matritzenstrang, Mg als
Kofaktor fur die Polymerase, dNTPs, die molekulaBamusteine der DNA, und naturlich die
PCR-Primer.

Die PCR-Primer haben eine Lange von 18-30 Baserbasidzen einen Anteil von 40-60 %
an Guanidin und Cytosin. Die Schmelztemperatur ntits80°C betragen, um ausreichend
hohe Primer-Anlagerungstemperaturen (Annealingteatpeen) zu erlauben. Die Primer sind
S0 ausgewahlt, dass sie an den ,sense”- bzw. ddisease“-Strang der DNA binden, so dass

sie den zu amplifizierenden Bereich begrenzen.

Das typische PCR-Programm besteht aus einem Deratugsschritt, einem
Annealingschritt und einem Elongationsschritt. Qiariart wird bei 94°C, dabei trennen sich
die beiden Strange der Matrizen-DNA. AnschlieRemd ie Temperatur auf 55°C gesenkt,
so dass es zur Hybridisierung der im massiven @bess vorhandenen
Oligonukleotidprimer an die einzelstrangige MatnZ@NA kommt. Danach wird die
Temperatur auf 72°C, das Temperaturoptimum der Hagmerase, erhdht, wodurch der
Primer verlangert wird bis wieder eine doppelstigadNA vorliegt, die der urspringlichen
Matrizen-DNA exakt gleicht. Weil die DNA-Aufpolymisierung an beiden Strangen der
Matrizen-DNA ablauft, hat man in einem Zyklus diahZ der Matrizen-DNAs verdoppelt.
Wiederholt man die Zyklen, wird die Anzahl der Magn-DNA exponentiell erhoht.

Die Real-time quantitative PCR (QPCR) ist eine Mety die die Quantifizierung von
MRNA bzw. cDNA erlaubt und basiert auf dem Prinder konventionellen PCR. Im
Unterschied dazu bedient man sich hier eines F#fbst welcher in die doppelstrangige
DNA interkaliert, weshalb die Fluoreszenz doppélstiger DNA messbar erhéht wird. Ein
grof3er Vorteil der QPCR ist die Quantifizierung @€R-Produkte nach jedem Zyklus, also
auch wahrend der exponentiellen Phase. Dies isddrekonventionellen PCR nicht moglich,

da dort lediglich eine Endpunktbestimmung der PCRgEodukte erfolgt.

Im Gegensatz zu der konventionellen PCR werderdé&eDurchfiihrung der QPCR die vier
Komponenten Primer, Reaktionspuffer, Desoxy-Nukk&s-Triphosphate (dNTPs) und die
Polymerase nicht einzeln zupipettiert. In der kéb#n SYBR Green-L6sung sind namlich
neben dem eigentlichen Farbstoff, SYBR Green 43R Mastermix mit SYBR-Green und
Fluorescein, Thermo Scientific, Schwerte), die dNTPdie Polymerase und der
Reaktionspuffer schon enthalten. Infolge von Rigetngenauigkeiten kénnen sich in den

einzelnen Lochern leicht unterschiedliche Fluorgsnengen befinden. Zum Startpunkt der



PCR wird in jedem Loch der 96-Loch-PCR-Platte digoFesceinmenge bestimmt und die so
ermittelten Pipettierungenauigkeiten “softwaremaldigsgeglichen. Die Primer werden als
Primer-Mix, bestehend aus ,sense“- und ,antised&&hern, zupipettiert, welche auf

jeweils 1 pmol/ul eingestellt sind.

Somit ergibt sich folgender Reaktionsansatz (Maaggaben pro Probe):

1,75 pl Primer-Mix (je 1 pmol/ul)
79,ul HOpig. (Aqua B. Braun, B. Braun, Melsung)
12,5 pl SYBR Green 490-L6sung
1 pul cDNA (200 ng/ul)

Y =25 pl

Nachdem die vier Komponenten in die Lécher der Midmp™ 96-Loch-Platten (Applied
Biosystem, Darmstadt) pipettiert wurden, wurdersdimittels Abdeckfolie (Absolute QPCR
Seal, Thermo Scientific, Schwerte) abgeklebt uredRICR entweder direkt im Thermocycler
(7300 Real Time PCR System, Applied Biosystemsni3gadt) durchgefihrt oder bis zur
Messung bei -20°C gelagert.

Die Messung erfolgte im Thermozykler nach folgendenotokoll:

Phase Zyklen Zeit Temperatur [°C]
1 1 15 min 95
15 sek 95
2 50
1 min 60
30 sek 95
3 1 30 sek 60
15 sek 95




2.8 Graphische Darstellung und Statik

Die grafische und statistische Auswertung der V@rsdaten erfolgte mit Hilfe von Sigma
Plot 2001 sowie Excel. Die Bestimmung der Signifikan (P<0,05; P<0,01; P<0,001) wurde
mittels des studentischen t-Tests errechnet unchdemtsprechende Symbole, welche aus den

Legenden zu entnehmen sind, gekennzeichnet.



3. Ergebnisse

3.1 Einfluss der Stimulation voBM-DCs mit Lipopolysaccharid (LPS) auf

deren Phanotyp und Funktion

Die Generierung von BM-DCs aus Vorlauferzellen deschenmarks von C57BL/6-Méausen
erfolgte nach der Standardmethode von Scheiehal. [1992], welche nach Lutzt al.
[1999] modifiziert wurde. Nach der zehntagigen Kudrung der Knochenmarkszellen in
serumhaltigem IMDM-Kulturmedium, unter Zusatz vonM&SF, befinden sich die
differenzierten BM-DCs in einem immaturen Stadium.

Durch eine 24- bzw. 48-stiindige Behandlung mit rset@edlichen Stimuli lassen sich
unreife BM-DCs zu reifen BM-DCs ausdifferenzieranpdurch sie einen veranderten
Phanotyp aufweisen. Als charakteristischstes Metkmaehnen sich die maturen BM-DCs
durch zahlreiche Auslaufer der Plasmamembran aeseDverden als Dendriten bezeichnet

und verleihen den Zellen ein igelférmiges Aussef#dib. 4).
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Abbildung 4: Morphologie von BM-DCs in unterschiedichen Differenzierungsstadien. (A) BM-DCs,
unstimuliert (40-fache VergréRerun@): BM-DCs mit 1 pg/ml LPS fur eine Dauer von 48 Sten stimuliert
(40-fache VergroRerungReife BM-DCs zeichnen sich durch ihre charaktesisten Dendriten aus, welche
ihnen ein igelférmiges Aussehen verleihen.



Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedenmit zur Ausreifung der BM-DCs
verwendet: 1.) Lipopolysaccharid (LPS, 1 pg/mlheezellwandkomponente Gram-negativer
Bakterien, 2.) Lipoteichonsdure (LTA, 10 ng/ml) ungl) eine Kombination der
proinflammatorischen Zytokine TNé&-und IL-13 (jeweils 10 ng/ml). Die Supplementierung
der Kulturen mit dem jeweiligen Stimulus erfolgtetweder an Tag Acht oder an Tag Neun
der BM-DC-Kultur und dauerte bis zum zehnten Tag Mlit LPS stimulierte BM-DCs
unterscheiden sich in ihrer Morphologie nicht voall@n, die mit LTA oder TNF/IL-113
stimuliert wurden.

Ein weiteres Charakteristikum reifer BM-DCs ist @hverstarkte Expression von MHC-
Klasse-1I-Molekulen sowie von kostimulatorischen I®ailen wie, CD40, CD80 und CD86.
Diese Molekiile spielen bei der Interaktion zwiscliEds und T-Zellen eine wichtige Rolle

und sind flr die Aktivierung naiver T-Zellen esselht
Die Zellen unstimulierter, immaturer BM-DC-Kulturemeisen kaum CD40 und CD80 auf

ihrer Oberflache auf, wahrend CD86 und MHC-Kladsktblekille von einem gewissen

Prozentsatz (ca. 40%) der Zellen bereits versgxjtimiert wird (Abb. 5, obere Reihe).

CD40 CD80 CD86 MHC-II

" OMFI17,3 /\‘ MFI 15,95 1 MFI142,.21 /" MFI55,76
unstimulierte -
BM-DCs !

LPS- x
stimulierte Ca
BM-DCs )

Abbildung 5: LPS-stimulierte BM-DCs zeigen im Vergkich zu unstimulierten Zellen eine hohe Expression
kostimulatorischer Molekule und MHC-Klasse-II-Molek iile. C57BL/6-BM-DCs wurden fiir acht Tage aus
Knochenmarks-Vorlauferzellen generiert und fiir zweitere Tage mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Die Exgsi®n
der Oberflachenmolekiile wurde durchflusszytoméhtrisestimmt. Die Isotypkontrolle ist als gestrickeljraue
Linie dargestellt; weiterhin ist die mittlere Fleszenzintensitat (MFI) angegeben.



Die durch LPS induzierte Ausreifung der BM-DCs t&idurch gekennzeichnet, dass die
Zellen in diesem Stadium in verstarktem Ausmall CD8D86 sowie MHC-Klasse-II-
Molektle auf der Oberflache exprimieren; auch C4@ von einem Grol3teil der BM-DCs
in der Kultur exprimiert. Die erhéhte ExpressiomvoD40, CD80 und CD86 spiegelt sich in
einer Erhéhung der mittleren FluoreszenzintengidEl) wieder, wahrend die verstarkte
Expression von MHC-Klasse-1I-Molekilen nicht miher Erhéhung des MFI einhergeht.
Jedoch sind auch Variationen in der Starke der &sgion der genannten
Oberflachenmolekile in den einzelnen Versuchen imiigidie in Abhangigkeit von der

Praparation der BM-DC-Kultur auftreten kénnen.

Mittels der gemischten Lymphozytenreaktion (MLR)rde das Potential von BM-DCs zur
Stimulierung naiver T-Zellen untersucht. Dazu wurdige BM-DCs, fir eine Dauer voner
Tagen, mit allogenen T-Zellen aus der Milz von BAtBA&usen kokultiviert. Um die
Eigenproliferation der BM-DCs in der Kokultur zumitieren, wurden diese mittels einer
Casium-Quelle mit 30 Gy (Gray) bestrahlt. Die dalmiluzierten DNA-Strangbriche
verhindern die DNA-Replikation und somit die Prefdétion der BM-DCs.

Wahrend unstimulierte BM-DCs kaum in der Lage siathgene T-Zellen zur Proliferation
anzuregen, weisen mit LPS stimulierte BM-DCs earkserhéhtes Stimulationspotential auf
(Abb. 6-A). Fiur die ebenfalls untersuchten Ausnegsstimuli LTA bzw. TNFe plus IL-113
zeigte sich eine zum LPS vergleichbar hohe Stimutigskapazitat (Abb. 6-B).
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Abbildung 6: Mit einem Ausreifungsstimulus-behandelte BM-DCs vefiigen, im Vergleich zu
unstimulierten BM-DCs, Uber ein hohes Potential atigene T-Zellen zur Proliferation anzuregen.
C57BL/6-BM-DCs wurden fur acht Tage aus Vorlaufiere generiert und fir zwei weitere Tage rg) 1
pg/ml LPS, (B) 10 pg/ml LTA bzw. jeweils 10 ng/ml TNEAL-1R stimuliert oder blieben immatur.
Anschlieend wurden die BM-DCs mit 30 Gy bestraimitl in abgestuften Zellzahlen mit allogenen T-Zelle
(3x1@/Loch) aus der Milz von BALB/c-Mausen kokultivietlach 72 Stunden wurde die Proliferation der T-
Zellen durch Zugabe von 0,25 puCi/Lot-Thymidin und weiterer Kultur fir 18 Stunden gesws. Die Werte
sind als Mittelwerte + Standardabweichung (SD) Radioaktivitatsbestimmung von Triplikaten dargdstahd
sind reprasentativ fur tUber 50 (LPS), sechs (LTAwb acht (TNFe/IL-1R) unabhé&ngig voneinander
durchgefiihrte Experimente. Die Symbole zeigen §lgnite Unterschiede zu LPS-stimulierten BM-DCs £*
P<0,01; *** = P<0,001), LTA-stimulierten BM-DCs (## P<0,01; ### = P<0,001), bzw. TNAL-13-
stimulierten BM-DCs (88 = P<0,01; 888 = P<0,001).



3.2 Einfluss verschiedener prebiotiseh Oligosaccharide auf den Phanotyp
und die Funktion von BM-DCs

3.2.1 Durchflusszytometrische  Analysen zum  Einflss verschiedener
prebiotischer Oligosaccharide auf die Differenziermg und Maturierung
von BM-DCs

Um den Einfluss von prebiotischen Oligosacchridendse Differenzierung und Maturierung
von BM-DCs zu untersuchen, wurden die Kulturen eniter 9:1-Mischung aus kurzkettigen
(short-chain)  Galakto-Oligosacchariden und langett (long-chain)  Frukto-
Oligosacchariden (scGOS/IcFOS), mit spezifischemyeratisch aus Pektin gewonnenen
sauren Oligosacchariden (pAOS) sowie mit einer Nisg neutraler Humanmilch-analoger
Oligosaccharide (NOS) supplementiert. Diese Supelemung erfolgte ab dem dritten Tag
der BM-DC-Kultur sowie bei jedem weiteren Mediunohisel. Kontrollkulturen erhielten

anstelle der prebiotischen Oligosaccharide, Kuledmm.

Ubereinstimmend mit den zuvor dargestellten Ergedmm (Abb. 5), fiihrt die Stimulation
immaturer BM-DCs mit LPS zu einer Ausreifung detl&® erkennbar vor allen Dingen an
der verstarkten Expression der kostimulatorischesleklile CD40 und CD86 (Abb. 7).
Wahrend die Supplementierung der BM-DC-Kulturen sei5OS/IcFOS und pAOS, wahrend
ihrer Differenzierung und Ausreifung, keinen Eirstuauf die verstarkte Expression der
kostimulatorischen Molekiile CD40 und CD86 sowie \MHC-Klasse-II-Molekilen nach
der Stimulation mit LPS zeigte, bewirkte die Zugalee NOS-Praparation zu den BM-DC-
Kulturen eine deutliche Reduzierung der Expresdiemanalysierten Molektle. Die mit NOS
behandelten BM-DCs wiesen demnach ein Expressiosteméhnlich dem unstimulierter,

unbehandelter Kulturen auf.

Auch fur unstimulierte BM-DCs liel3 sich ein inhitwitscher Einfluss der Differenzierung in

Anwesenheit von NOS-Praparationen  nachweisen. BD8-Dstellen eine heterogene
Population von Zellen dar, welche zu einem gewigseteil auch ohne exogene Stimulation
Zellen beinhaltet, die einen erhéhten Reifegradvaigen und die relativ hohe Mengen an
CD86 und an MHC-Klasse-II-Molekilen exprimieren (AIB).
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Abbildung 7: Die Differenzierung von BM-DCs in Anwesenheit von NOS, nicht jedoch von scGOS/IcFOS
oder von pAOS, verhindert deren LPS-induzierte Auseifung. C57BL/6-BM-DCs wurden fir acht Tage aus
Vorlauferzellen generiert und fir zwei weitere Tagieé 1 pg/ml LPS stimuliert. In parallel angelegtéulturen
wurden diese ab dem dritten Kulturtag mit prebaten Oligosacchariden (NOS, scGOS/IcFOS und pAQOS)
supplementiert. Die Expression der Oberflachenmidéekwurde durchflusszytometrisch bestimmt. Die
Isotypkontrolle ist als gestrichelte, graue Liniargestellt; weiterhin ist die mittlere Fluoreszemensitat
angegeben. Die Abbildung ist reprasentativ fur vieabhangig voneinander durchgefiihrte Experimente.



Wenn die BM-DCs jedoch ab dem dritten Kulturtag nden NOS-Praparationen
supplementiert werden, wird deren spontane Ausigifieutlich reduziert, was insbesondere

an der verminderten Expression von CD86 und MHGCsggall-Molekllen sichtbar wird.
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Abbildung 8: NOS verhindert die spontane Ausreifungimmaturer BM-DCs. C57BL/6-BM-DCs wurden fiir
acht Tage aus Vorlauferzellen generiert und firriameitere Tage mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Parallairde
der unstimulierten BM-DC-Kultur NOS ab dem dritt€alturtag zugegeben; eine anschlielende Ausreifitg
LPS fand nicht statt. Die Expression der Oberflachelekile wurde durchflusszytometrisch bestimmte Di
Isotypkontrolle ist als gestrichelte, graue Liniargestellt; weiterhin ist die mittlere Fluoreszenensitat
angegeben. Die Abbildung ist reprasentativ fur aclabhangig von einander durchgefiihnrte Experimente.

Um die Wirkung der NOS-Praparationen naher zu aieign, wurde den BM-DC-Kulturen
das NOS zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Kutigegeben. Hierzu wurden zwei Phasen

der Kultivierung unterschieden, zum einen die Défezierungsphase (von Tag Drei bis Acht



der Kultur) und zum anderen die Ausreifungsphaserudugabe von LPS (Tag Acht bis
Zehn). Die BM-DC-Kulturen wurden nun, entweder waavor, wahrend der gesamten
Kulturdauer, oder aber nur wéahrend der Differenmgsphase bzw. nur wéahrend der
Ausreifungsphase mit NOS supplementiert. Der Egsflder Kultur mit NOS auf die durch
LPS induzierte Ausreifung der BM-DCs wurde, durclend Vergleich mit nicht
supplementierten Kulturen maturer BM-DCs, bestimmt.

In der Tat konnte hier gezeigt werden, dass eidgespupplementierung der Kulturen mit den
NOS-Praparationen (wahrend der AusreifungsphasejekeEinfluss auf die durch LPS
induzierte Maturierung der BM-DCs hat (Abb. 9): ehandelte BM-DCs, die lediglich
wahrend der zweitagigen Ausreifungsphase mit NOS8viert wurden, wiesen eine ahnlich
hohe Expression der Molekile CD86 und MHC-Klasserld damit einen maturen Phanotyp
auf, wie nicht supplementierte, mit LPS stimulieBfd-DCs. Im Gegensatz dazu weisen BM-
DCs, die ab dem dritten Kulturtag unter dem Eirdlusgon NOS stimuliert wurden,
unabhangig von der Anwesenheit von NOS wahren@uaschlieRenden Stimulation mit LPS,
eine vergleichbar verminderte Expression dieserelMide auf. Dieser Befund deutet darauf
hin, dass die prebiotischen NOS-Praparationenivéidth in der Differenzierungsphase der

BM-DC-Kulturen ihren Wirkmechanismus entwickeln.

Eine durch die Kultur mit NOS herbeigefiihrte verdarte Expression der kostimulatorischen
Molekile CD40 und CD86 sowie der MHC-Klasse-lI-Malée, wurde, Uber die hier
dargestellten Versuche mit LPS hinaus, in der dlusszytometrischen Analyse, auch fur die
Kombination der proinflammatorischen Zytokine TNFMglus IL-13 bzw. fur den TLR-2-
Liganden LTA als Ausreifungsstimulus gezeigt (Datésht gezeigt).

In weiteren Studien wurde der Phanotyp der mit NE&5-Praparationen behandelten BM-
DCs durchflusszytometrisch detailliert untersu¢hierzu wurde zusatzlich zu den Molekulen
CD86 und MHC-Klasse-Il die Expression des Makrogmalylarkers F4/80, des fur myeloide
DCs charakteristischen Markers CD11c, des LPS-Reme@D14 sowie die Expression von
CD45, einem Marker fur hamatopoetische Zellen, yaiait. Wie aus der Abbildung 10
ersichtlich, wird die Expression der genannten Mole nach Supplementierung mit NOS-
Praparationen sowohl bei unstimulierten als auch WW&S-stimulierten BM-DCs nicht

verandert.
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Abbildung 9: Die Kultur in Gegenwart von NOS-Préaparationen beeinflusst die Differenzierung von BM-

DCs. C57BL/6-BM-DCs wurden fur acht Tage aus Vorlaufdere generiert (Differenzierungsphase) und fiir

zwei weitere Tage mit 1 pg/ml LPS stimuliert (Auragsphase). Parallel wurden Kulturen entwededén
mit NOS

Differenzierungsphase oder in der Ausreifungsphasier Uber die gesamte Kulturdauer
Die Expression der Oberflachennidéekwurde durchflusszytometrisch bestimmt. Die

supplementiert.
Isotypkontrolle ist als gestrichelte graue Liniergistellt; weiterhin ist die mittlere Fluoreszeneimsitat
angegeben. Die Abbildung ist reprasentativ fur dnabhangig von einander durchgefiihrte Experimente
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Abbildung 10: Phéanotypische Charakterisierung von nt NOS-Praparationen behandelten BM-DCs. Immature C57BL/6-BM-DCs wurden fiur acht Tage aus
Vorlauferzellen generiert und fur zwei weitere Tagé 1 pg/ml LPS stimuliert. Parallel wurden imm@aubzw. mature Kulturen ab dem dritten Kulturtag MOS-
Praparationen supplementiert. Die Expression darf@ichenmolekile wurde durchflusszytometrisch ibest. Die Isotypkontrolle ist als gestrichelte gealunie dargestellt.



Das charakteristische DC-Oberflachenmolekil CD1ird w unbehandelten und mit NOS-
Praparationen behandelten Kulturen gleichermalerk sexprimiert und auch der
Makrophagenmarker F4/80 bleibt unverandert. Soraitdelt es sich bei den generierten
Zellen um DCs; in der Literatur konnte ebenfallzajgt werden, dass F4/80 auf DCs

exprimiert wird [Masurieet al.,1999].

3.2.2 Die Differenzierung von BM-DCs in Anwesergit von NOS-Praparationen
verandert das Genexpressionsprofil der Zellen nacteren Stimulation mit
LPS

Zur Analyse des Einflusses von NOS-Praparationdnda Genexpression von BM-DCs
wurden, auf molekularer Ebene, relative mRNA-Mengettels der Realtime-PCR bestimmt.
Fur eine endogene Kontrolle wurde das Haushaltddeiquitin C (UBC) herangezogen,
dessen Expression sich bei der Ausreifung der BM-DICht verandert. Bei der Auswertung
der Daten wurde auf die mRNA-Expression unstimtdreunbehandelter BM-DCs normiert.
Im Rahmen der Analyse wurde die mRNA-Expression kiestimulatorischen Molekile

CD40, CD80 und CD86 sowie des Aktinbindelungspnstelascin, welches bei der
Ausbildung der Dendriten eine zentrale Rolle spiglantifiziert. Weiterhin wurde die
Expression der beiden koinhibitorischen Molekile-H8¥ und FgRIIB sowie der beiden

Notch-Liganden Delta-4 und Jagged-1 untersucht.

In Ubereinstimmung mit den Resultaten aus den FAG@&lysen wurde anhand der Daten
aus der Bestimmung der mRNA-Expression gezeigt, s dase Expression der
kostimulatorischen Oberflachenmolekiile CD40, CD8d €D86 nach Stimulation der BM-
DCs mit LPS betrachtlich erhéht ist (Abb. 11). D&RNA fur das Aktinblindelungsprotein
Fascin wird nach LPS-induzierter Maturierung der -Bi@s ebenfalls deutlich erhoht
exprimiert. Der Zusatz von NOS-Praparationen watirder Differenzierung der BM-DCs
fuhrt dazu, dass nach ihrer Stimulation der Anstiegder mRNA-Expression fur die
betrachteten Molekule vermindert ist, die Exprassion Fascin-mRNA verbleibt sogar auf
dem Niveau der unstimulierten BM-DCs. Allerdings die verminderte Expression der

Molekule nur im Falle von Fascin statistisch sideant.
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Abbildung 11: Die Differenzierung von BM-DCs in Anwesenheit von NOS-Praparationen verandert das
Genexpressionsmuster der Zellen nach deren Stimuian mit LPS. C57BL/6-BM-DCs wurden in Ab- oder
Anwesenheit von NOS-Préparationen fir acht Tage/aukiuferzellen generiert und fir zwei weitere &agit

1 pg/ml LPS stimuliert. Die BM-DCs wurden geerntétre RNA wurde isoliert und die cDNA wurde
hergestellt. Die mMRNA-Expression in den verschieseGruppen wurde mittels Realtime-PCR ermittelg di
Expression der mit LPS stimulierten BM-DCs (in Alid Anwesenheit von NOS) wurde zu der Expression de
unstimulierten BM-DCs in Relation gesetzt. Die Véesind als Mittelwerte + Standardabweichung (SDy au
neun unabhadngig voneinander durchgefiihrten Versucti@rgestellt. Die Symbole zeigen signifikante
Unterschiede zu LPS-stimulierten, unbehandelten®84 (* = P<0,05; ** = P<0,01; *** = P<0,001).

Die koinhibitorischen Molekiile B7-H3 und #RIIB werden, im Vergleich zu unstimulierten
BM-DCs, in LPS-stimulierten BM-DCs schwacher exgarhund in Kulturen unter Zusatz
der NOS-Praparation deutlich starker exprimiert.

Die Expression der beiden Notch-Liganden Delta-d dagged-1, deren Verhéltnis fur eine
Aussage uber die Th-Polarisierung von Bedeutungwstl nach LPS-Behandlung erhoht.
Wahrend die Expression des Delta-4 nach Kultur ruzigsatz von NOS-Praparationen
signifikant vermindert wird, bleibt die Expressiaes Jagged-1 unverandert; so wird eher
eine Polarisierung der Effektorzellen in Th2 al§ il unterstitzt.

Somit werden die durch LPS induzierten Genexprasgsioderungen durch den Zusatz der

NOS-Praparationen vermindert.



3.2.3 Einfluss der Differenzierung von BM-DCs in Amvesenheit von NOS-

Préaparationen auf deren Zytokinproduktion nach Stimulation mit LPS

Die Quantifizierung der Produktion der Zytokine 10- und IL-12 durch BM-DCs wurde
parallel sowohl auf mMRNA-Ebene (mittels RT-PCR) alsch auf Proteinebene (mittels
ELISA) durchgefuhrt.

In Abbildung 12-A ist dargestellt, dass, im Vergleizu unstimulierten Kulturen, die
Expression von IL-10-mRNA nach LPS-Stimulation vdBM-DCs zunimmt. Auf
Proteinebene ist ebenfalls eine gesteigerte IL-dKr&ion nach LPS-Stimulation der BM-
DCs zu erkennen (Abb. 12-B).

Die Supplementierung der BM-DC-Kulturen mit NOS{pagationen hat keinen Einfluss auf
deren Kapazitat, nach der LPS-induzierten Ausreiflin-10 zu produzieren.

Das IL-12-Protein besteht aus den beiden Unterdgrhé_-12 p35 und p40, die durch eigene
Gene kodiert werden; beide Untereinheiten wurdettetai RT-PCR analysiert. Erst wenn
beide Untereinheiten auf gleiche Weise regulientden, kann eine Veranderung im ELISA,
anhand des Proteins IL-12 p70, detektiert werden.

Die mRNA-Expression der beiden Untereinheiten p88 p40 (Abb. 12-A) wird nach LPS-

Stimulation erhéht; somit ergibt sich eine Ubergmsung zu den in den Kulturiiberstanden
gemessenen IL-12p70-Mengen (Abb. 12-B). Nach Kuttar BM-DCs unter Zusatz der

NOS-Praparationen wird zwar die mRNA der Untereinp85 des Zytokins IL-12 erhoht

exprimiert, die mRNA der Untereinheit p40 wird jetiovermindert exprimiert. 1L-12p70,

welches auf Proteinebene mittels ELISA bestimmtdwivird nach Supplementierung mit
NOS unverandert, im Vergleich zu LPS-stimuliertentifren, sekretiert, vermutlich weil p35

als limitierende Untereinheit weniger produziertdvi
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Abbildung 12: Einfluss der Differenzierung von BM-DCs in Anwesenheit von NOS-Praparationen auf die
Produktion von IL-10 und IL-12. C57BL/6-BM-DCs wurden in Ab- oder Anwesenheit viMOS-
Praparationen flur acht Tage aus Vorlauferzelleregert und fur zwei weitere Tage mit 1 pg/ml LPBnstiert.

Die BM-DCs wurden geerntet, ihre RNA wurde isoliemhd die cDNA wurde hergestellt. Die mRNA-
Expression in den verschiedenen Gruppen wurdelmiealtime-PCR ermittelt, die Expression in deh ItRiS
stimulierten BM-DCs (in Ab- und Anwesenheit von NO&urde zu der Expression in den unstimulierten BM-
DCs in Relation geset#A). Parallel wurden Kulturiberstande genommen undefsitELISA wurde die
Konzentration von IL-10 und IL-12 in den Uberstandermittelt. Diese wurde zu der Zytokinproduktion
unstimulierter BM-DCs (140 pg/ml IL-10 bzw. 2 pd/th-12) in Relation gesetz(B). Die Werte sind als
Mittelwerte + Standardabweichung (SD) aus néah und elf (B-IL-10) bzw. finf (B-IL-12) unabhangig
voneinander durchgefiihrten Versuchen dargestelt. &ymbole zeigen signifikante Unterschiede zu LPS-
stimulierten, unbehandelten BM-DCs (* = P<0,057P<0,01; ** = P<0,001).



3.24 Einfluss  verschiedener prebiotischer Oligescharide auf die
primarstimulatorische Kapazitat von BM-DCs in vitro

Der Effekt der Supplementierung von BM-DC-Kulturenit prebiotischen Oligosacchariden
auf deren Kapazitdt zur Stimulation naiver T-Zellevurde mittels der gemischten
Lymphozytenreaktion (MLR) untersucht. Dazu wurdelNl-BCs ab dem dritten Tag der
Kultur unter dem Einfluss von scGOS/IcFOS, pAOS INdS-Praparationen differenziert,
mit LPS stimuliert und anschlie3end fiir die Dauen \drei Tagen mit allogenen T-Zellen
kokultiviert.

Unstimulierte, immature BM-DCs sind kaum in der kagrl-Zellen zur Proliferation
anzuregen; mit LPS stimulierte BM-DCs weisen hiregegein hohes Potential zur
Aktivierung der T-Zell-Proliferation auf. Die Sumphentierung von BM-DC-Kulturen mit
NOS-Praparationen, vermindert nach der Stimulatah LPS, signifikant deren T-Zell-
stimulatorische Kapazitat. Im Vergleich zu der Reshtion von T-Zellen, welche durch LPS-
stimulierte, unbehandelte BM-DCs induziert wird,gibt sich eine Inhibition, die in
Abhangigkeit von der Anzahl der BM-DCs in der Kdkul mit den allogenen T-Zellen
zwischen 33% und 47% liegt (Abb. 13-A und B). Im g@esatz dazu hat eine
Supplementierung der BM-DC-Kulturen mit scGOS/IcFR®v. pAOS keinen signifikanten
Einfluss auf deren stimulatorische Kapazitat flived-Zellen (Abb. 14-A und B).

Die in der durchflusszytometrischen Analyse beotetehinhibitorische Wirkung von NOS-
Préaparationen auf die Differenzierung von unstiertéin BM-DCs wurde aufgrund der Daten
zur T-Zell-Stimulation durch BM-DCs in der MLR bésgt. Unstimulierte BM-DCs, die
Uber die gesamte Kulturdauer mit NOS-Praparaticwaplementiert wurden, wiesen dabei,
im Vergleich zu unbehandelten BM-DCs, ein reduerT-Zell-stimulatorisches Potenzial
auf (Abb. 15-A).

Wie zuvor bereits anhand der durchflusszytometesdhnalyse des Phanotyps von BM-DCs,
die mit NOS-Praparationen kultiviert wurden, geteigirken die NOS-Praparationen
wahrend der initialen Differenzierung der DCs. Rid%eststellung bestétigte sich durch die
Resultate der MLR. Wie aus Abb. 15-B ersichtliamduzieren BM-DCs, welche lediglich
wahrend der zweitdgigen Ausreifungsphase mit NGipdtationen kultiviert wurden, eine
vergleichbar hohe T-Zell-Proliferation wie unbehaitel Kulturen. BM-DCs hingegen, die
lediglich wahrend der Differenzierungsphase ab Tagi bis Tag Acht mit NOS-
Préaparationen behandelt und danach ohne AnweserdmeNOS mit LPS ausgereift wurden,
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Abbildung 13: Die Supplementierung von BM-DC-Kulturen mit NOS-Prgparationen resultiert in einem
verminderten Potential der BM-DCs zur Stimulation dlogener T-Zellen. C57BL/6-BM-DCs wurden in Ab-
oder Anwesenheit von NOS-Praparationen fir achteTags Vorlauferzellen generiert und fir zwei weiter
Tage mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Anschlielend wurdie BM-DCs mit 30 Gy bestrahlt und in abgestufte
Zellzahlen mit allogenen BALB/c-T-Zellen (3x¥Doch) fiir 72 Stunden kokultiviert. Die Proliferati der T-
Zellen wurde im Anschluss durch Zugabe von 0,25lgeh *H-Thymidin fir 18 Stunden gemessen. Abbildung
(A) zeigt eine reprasentative Graphik zur durchgefihmé R; dabei sind die Werte als Mittelwerte +
Standardabweichung (SD) der Radioaktivitatsbestimgruon Triplikaten dargestellt. In der Abbildu@@) ist
die relative allogene T-Zell-Proliferation in Bezag T-Zellen, die durch LPS-stimulierte unbeharel&i-
DCs induziert wurde (festgesetzt als 100%) daejjestin dieser Grafik wurden Mittelwerte aus acht
unabhéngigen Versuchen zusammengefasst. Die Sgrabaen signifikante Unterschiede zur Proliferatio
Kokulturen mit LPS-stimulierten, unbehandelten B\CH(** = P<0,01; *** = P<0,001).
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Abbildung 14: Die Supplementierung von BM-DC-Kulturen mit scGOS/EFOS bzw. pAOS resultiert in
keinem verminderten Potential der BM-DCs zur Stimubtion allogener T-Zellen. C57BL/6-BM-DCs
wurden in Ab- oder Anwesenheit von scGOS/IcFOS-.bgAOS fir acht Tage aus Vorlauferzellen generiert
und fur zwei weitere Tage mit 1 pug/ml LPS stimulié&nschlieRend wurden die BM-DCs mit 30 Gy bddtra
und in abgestuften Zellzahlen mit allogenen BALB/&Zellen (3x168/Loch) fur 72 Stunden kokultiviert. Die
Proliferation der T-Zellen wurde im Anschluss dui@igabe von 0,25 uCi/LoctH-Thymidin fir 18 Stunden
gemessen. Abbildun(p) zeigt eine reprasentative Graphik zur durchgefilhki&R; dabei sind die Werte als
Mittelwerte + Standardabweichung (SD) der Radioatétisbestimmung von Triplikaten dargestellt. Inr de
Abbildung (B) ist die relative allogene T-Zell-Proliferation Bezug zu T-Zellen, die durch LPS-stimulierte
unbehandelte BM-DCs induziert wurde (festgesdi&ztl@0%) dargestellt. In dieser Grafik wurden Mitterte
aus vier unabhangigen Versuchen zusammengefagst.SiImbole zeigen signifikante Unterschiede zur
Proliferation in Kokulturen mit LPS-stimuliertennlbehandelten BM-DCs (* = P<0,05; ** = P<0,01; *** =
P<0,001).
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Abbildung 15: Die Supplementierung von BM-DC-Kulturen mit NOS-Préparationen wéahrend der
Differenzierungsphase, nicht aber wéhrend der Ausréungsphase, inhibiert die T-Zell-stimulatorische
Kapazitat. C57BL/6-BM-DCs wurden in Ab- oder Anwesenheit voi©8Préaparationen fur acht Tage aus
Vorlauferzellen generieftA) und/oder fir zwei weitere Tage in Ab- oder AnwegEniion NOS-Praparationen
mit 1 pg/ml LPS stimulier{B). AnschlieBend wurden die BM-DCs mit 3000 rad tzddtrund in abgestuften
Zellzahlen mit allogenen BALB/c-T-Zellen (3x¥0och) fiir 72 Stunden kokultiviert. Die Proliferati der T-
Zellen wurde im Anschluss durch Zugabe von 0,25/iaeh *H-Thymidin fir 18 Stunden gemessen. Die
dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fin zmwabhangig voneinander durchgefiihrte Experimebte.
Werte stellen Mittelwerte + Standardabweichung (8B) Radioaktivitatsbestimmung von Triplikaten diar.
(A) zeigen die Symbole signifikante Unterschiede zstiorulierten, unbehandelten BM-DCs (# = P<0,05=##
P<0,01) bzw(B) zu LPS-stimulierten, unbehandelten BM-DCs (* = @80 ** = P<0,01; *** = P<0,001).



weisen &hnlich wie BM-DCs, die wahrend der Diffaienung und der Ausreifung mit NOS-
Praparationen konfrontiert wurden, eine vermindétgpazitat zur Induktion der T-Zell-

Proliferation auf.

In einem weiteren Versuch (Abb. 16) wurde gezealgss durch den Einfluss der Kultur mit
NOS-Praparationen die Aktivierungsschwelle der BRsldeutlich heraufgesetzt ist. Hierzu
wurden unterschiedliche Konzentrationen von LPS diie Ausreifung von BM-DCs
verwendet, die in Anwesenheit bzw. Abwesenheit \WOS-Praparationen differenziert
wurden. AnschlieBend wurden diese BM-DCs in eine RMinit allogenen T-Zellen
eingesetzt.

Bei allen LPS-Konzentrationen, die zur Stimulatiamn mit NOS-Praparationen behandelten
BM-DCs verwendet wurden, wird deutlich, dass di€&ell-Proliferation nach Kultur mit
diesen BM-DCs im Vergleich zu der Proliferatiore diurch unbehandelte BM-DCs induziert
wird, deutlich herabgesetzt ist. Dabei ist nicht die absolute Proliferation der T-Zellen
unter Kultur der BM-DCs mit NOS-Préparationen siiggaint geringer, sondern es ist auch,
zur Erringung einer vergleichbaren Proliferationr deZellen durch NOS-behandelte BM-
DCs, ungefahr 10-mal mehr LPS noétig. Somit bededtienResultate in ihrer Gesamtheit,
dass die Aktivierungsschwelle der BM-DCs durch Differenzierung in Anwesenheit der

NOS-Praparationen deutlich erhdht ist.

Weiterhin wurde evaluiert, ob auch syngene T-Zelach Kontakt mit NOS-behandelten
BM-DCs, im Vergleich zu unbehandelten BM-DCs, ditygoproliferation aufweisen. Hierzu
wurden naive OT-II-T-Zellen verwendet, die einen®%pezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR)
exprimieren und spezifisch das aus dem OVA stammédmbnitive Peptid OVAp3.339
prasentiert durch das MHC-Klasse-II-Molekiil ¥;2erkennen. Die OT-II-T-Zellen wurden
mit BM-DCs kokultiviert, die zuvor mit dem OVA-Peg@tOVAs3,3.3309inkubiert wurden. Das
Potenzial der BM-DCs zur Stimulation der T-Zellerurde dabei auf zweifache Weise
bestimmt: zum einen wurde die Proliferation der dll¢h durch den Einbau vorH-
Thymidin gemessen, zum anderen wurde die Prolieerat mittels einer
durchflusszytometrischen Analyse nach CFSE-Farbuleg OVA-transgenen T-Zellen

bestimmt.
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Abbildung 16: Die Differenzierung von BM-DCs in Anwesenheit vorNOS-Praparationen erhéht deren
Aktivierungsschwelle. ImmatureC57BL/6-BM-DCs wurden in Abwesenheit (schwarze Ballund Symbole)
bzw. Anwesenheit (weiRe Balken und Symbole) von NR®@&parationen fiir acht Tage aus Vorlauferzellen
generiert und fir zwei weitere Tage mit den daejltieh LPS-Konzentrationen ausgereift. AnschlieRendden

die BM-DCs mit 30 Gy bestrahlt und in abgestuffaiizahlen mit allogenen BALB/c-T-Zellen (3x¥Doch)

fur 72 Stunden kokultiviert. Die Proliferation ddrZellen wurde im Anschluss durch Zugabe von 0,25
pCi/Loch *H-Thymidin fur 18 Stunden gemessen. Die Werte sitsdMittelwerte + Standardabweichung (SD)
der Radioaktivitdtsbestimmung von Triplikaten datg#t. Die Abbildung ist reprasentativ fir dreialhéangig
von einander durchgefihrte Experimente. Die Symhealigen signifikante Unterschiede zur Proliferation
Kokulturen mit unbehandelten BM-DCs (* = P<0,05;=%<0,01).

In der Abbildung 17-A ist dargestellt, dass LPtstierte unbehandelte BM-DCs ein hohes
Potential zur Stimulierung von OT-II-T-Zellen besih, wahrend unstimulierte BM-DCs
kaum in der Lage sind, die T-Zellen zur Prolifesatianzuregen. Die Supplementierung der
BM-DC-Kulturen mit NOS-Préparationen fihrt dazu,sslaanalog zu der allogenen
Stimulation von T-Zellen auch die Induktion der IHevation syngener T-Zellen durch
solchermalRen behandelte BM-DCs signifikant auf &0 reduziert ist.

Dieses Resultat wurde mittels der durchflusszytoswten Bestimmung der Proliferation der
T-Zellen, welche zuvor mit dem Lebendfarbstoff CF®&rkiert wurden, verifiziert. CFSE
bindet zellulare Proteine, was zur Folge hat, dadsdie Fluoreszenzintensitat der markierten
OT-1I-T-Zellen bei Zellteilungen seriell halbierDas erhdhte Potenzial der LPS-stimulierten

BM-DCs zur Aktivierung naiver T-Zellen wird ineBem System darin deutlich, dass in dem
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Abbildung 17: Eine Supplementierung der BM-DC-Kulturen mit NOS-Praparationen resultiert in einem
verminderten Potential der BM-DCs zur Stimulation s/ngener OT-II-T-Zellen. C57BL/6-BM-DCs wurden

in Ab- oder Anwesenheit von NOS-Praparationen fiinitarage aus Vorlauferzellen generiert und fir zwei
weitere Tage mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Anschlie@ewurden die BM-DCs fiir eine Dauer von ca. drei
Stunden mit dem OVA-Peptid O\44s s39inkubiert, bei 30 Gy bestrahlt und mit OVA-TCR+sgenen OT-II-T-
Zellen (5x1d/Loch) kokultiviert. (A) Nach 48 Stunden wurde die Proliferation der T-&ellurch Zugabe von
0,25 pCi/Loch’H-Thymidin und weiterer Kultur fiir 18 Stunden gesers. Die Graphik ist repréasentativ fiir drei
durchgefuihrte Experimente; dabei sind die Werte HKldtelwerte + Standardabweichung (SD) der
Radioaktivitatsbestimmung von Triplikaten dargdstdDie Symbole zeigen signifikante Unterschiede zu
Proliferation in Kokulturen mit LPS-stimulierten ehandelten BM-DCs (** = P<0,01; *** = P<0,001B) Fur

die Messung der Proliferation wurden OT-II-T-Zellen Beginn des Versuches mit CFSE markiert. Die
Fluoreszenzintensitat der T-Zellen wurde nach 4s@&n durchflusszytometrisch bestimmt. Die Graphik
reprasentativ fur zwei durchgefiihrte Experimentel-WM¥ geben die durchschnittliche Fluoreszenzinténsi
(MFI) der proliferierenden T-Zellen in den gesetzfdschnitten (M) in Prozent an.



untersuchten Zeitraum nach der Kokultur zwei bisi &ellteilungszyklen (M2-M4) der T-
Zellen durchflusszytometrisch nachweisbar sind, reédth unstimulierte BM-DCs nur in
geringer Frequenz eine Zellteilung in den OT-II-@H&n induzieren (Abb. 17-B). Im
Gegensatz zu den stimulierten, unbehandelten BM-[XCsdie durch die mit NOS-
Praparationen behandelten BM-DCs induzierte T-&élihg vermindert; die Frequenz der
Zellen, die eine (M2) oder zwei (M3) Zellteilungaturchlaufen haben, ist hier stark
herabgesetzt. Die in Anwesenheit der NOS-Prapatiadifferenzierten BM-DCs weisen
somit eine reduzierte Kapazitat zur Stimulation gbmallogener als auch syngener T-Zellen

auf.

3.2.5 Einfluss von NOS-Praparationen auf die primétimulatorische Kapazitat

von BM-DCsin vivo

Um die Wirkung der Differenzierung von BM-DCs in asenheit von NOS-Praparationen
auf die primarstimulatorische Kapazitat der DCghhinurin vitro sondern aucin vivo zu
analysieren, erfolgte ein subkutaner Transfer voM-BCs des Mausstammes C57BL/6,
welcher nach dem Protokoll von Warncke al [2006], unter serumfreien Bedingungen,
differenziert wurden, in die Ful3sohlen von BALB/@dsen. Die Starke der durch den DC-
Transferin vivo ausgelosten Aktivierung allogener T-Zellen wur@elarch bestimmt, indem
den Rezipienten nach sieben Tagen die drainierepdplitealen Lymphknoten entnommen
wurden und die daraus praparierten Lymphknotenzefievitro mit syngenen (BALB/c)
sowie allogenen (C57BL/6, FVB/N) Milzzellen als ARPGtimuliert wurden. Die BM-DCs
wurden vor dem Transfer Uber eine Dauer von sidlagyen aus Vorlauferzellen generiert und
fur zwei weitere Tage mit LPS ausgereift. In palelh Kulturen wurden BM-DCs ab dem
zweiten Tag sowie auch wahrend der zweitdgigen é\usrg mit NOS-Praparationen
supplementiert. Pro Gruppe wurden jeweils drei Mausdie unterschiedlich
ausdifferenzierten BM-DCs transferiert. Zur Bestiomg der Hohe der Primarstimulation der

Lymphknotenzellen in der MLk vitro wurde Kontrolltieren PBS in die Ful3sohlen gespritz

Mit Hilfe dieses Mausmodells wurde analysiert, ineweit mit NOS-Praparationen
behandelte BM-DCs die Proliferation von allospezifien T-Zellen in den drainierenden

Lymphknoten induzieren kénnen. In Vorversuchen wufdstgestellt, dass BM-DCs bei



Kultivierung in FCS-haltigem Medium Serumbestandteaufnenmen, prozessieren und
prasentieren, was nach Transfar vivo zu einer unerwinschten Aktivierung von FCS-
spezifischen T-Zellen fuhrte. Um eine FCS-spedifessRestimulation der Lymphknotenzellen
in dem in FCS-haltigem Medium durchgefuhrten Peoétionstesin vitro ausschliel3en zu
konnen, wurden die BM-DCs vor dem Transfer in einegrumfreien Medium, dem
sogenannten Cellgro-Medium, generiert. Die Kultueta der BM-DCs betragt unter
serumfreien Bedingungen insgesamt neun Tage; dipl&uentierung der BM-DC-Kuluren
erfolgte dabei bereits ab dem zweiten Kulturtag, Siimulation mit LPS erfolgte am siebten

Kulturtag.

Vor dem Zelltransfer wurde anhand einer MLR Ubeftpriodb sich unter serumfreien
Bedingungen generierte BM-DCs, in Bezug aufstimulatorisches Potential fir allogene
T-Zellen, in &ahnlicher Weise wie BM-DCs verhaltetie unter dem Zusatz von FCS
differenziert wurden. Tatsachlich induzieren mit3_Btimulierte unbehandelte BM-DCs, die
serumfrei kultiviert wurden, die Proliferation allener T-Zellen ebenfalls in hohem Mal3e,
wohingegen die Stimulation mit serumfrei generierienstimulierten BM-DCs nur eine
geringe Aktivierung der T-Zellen zur Folge hat (A8). Wie zuvor unter serumhaltigen
Bedingungen gezeigt, ist nach Zusatz von NOS-Padipaen, auch unter serumfreien
Bedingungen, die Kapazitat der BM-DCs zur Induktiber Proliferation naiver T-Zellen

vermindert; in der MLR lasst sich eine Hypoprol#ton der T-Zellen beobachten.

Nachdem gezeigt war, dass BM-DCs, die unter serierfr Bedingungen differenziert
wurden, sich ahnlich, wie die in Anwesenheit vonSFGenerierten BM-DCs verhalten,
wurden C57BL/6-BM-DCs in BALB/C-Méause transferieltach sieben Tagen erfolgte dann
die Restimulation der drainierenden Lymphknotemre(ILNCs)in vitro durch Kokultur mit
allogenen Milzzellen aus C57BI/6 bzw. FVB/N-Mausaser mit syngenen Milzzellen aus
BALB/c-Mausen. Diese Restimulation erfolgte nur #f# Stunden anstelle der Ublichen 90
Stunden. Dadurch wird vermieden, dass Proliferatiaen aufgrund einer Priméarstimulation

von LNCs in dein vitro-MLR detektiert werden, welche die Ergebnisse vedé@n wirden.

In Abbildung 19 sind die dazugehdrigen Versuchdamgese dargestellt. Unter den gewahlten
Bedingungen konnte fur die LNCs, der mit PBS imji#n Mause, keine erhohte

Proliferationsinduktion durch syngene APCs bebbet werden. Durch die allogenen APCs
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Abbildung 18: Die Supplementierung von BM-DC-Kulturen mit NOS-Préparationen vermindert, auch
unter serumfreien Kulturbedingungen, deren Fahigkei zur Stimualtion allogener T-Zellen. C57BL/6-BM-
DCs wurden in Ab- oder Anwesenheit von NOS-Préjiaman fur sieben Tage unter serumfreien Bedingungen
aus Vorlauferzellen generiert und fur zwei weit€sge mit 1 pg/ml LPS stimuliert. AnschlieRend wurdke
BM-DCs mit 30 Gy bestrahlt und in abgestuften Zatlen mit allogenen BALB/c-T-Zellen (3x¥0och) fiir

72 Stunden kokultiviert. Die Proliferation der THé® wurde im Anschluss durch Zugabe von 0,25 paif
®H-Thymidin fir 18 Stunden gemessen. Die Grafik rieprasentativ fir sieben unabhangig voneinander
durchgefiihrte Versuche. Die Symbole zeigen sigaiftk Unterschiede zur Proliferation in Kokultureit b S-
stimulierten, unbehandelten BM-DCs (* = P<0,05=P<0,01).

wurde wegen des frihen Zeitpunkts der Radioaktsnt@&ssung nur eine schwach erhéhte
Proliferation induziert.

Die syngene und FVB/N allogene Stimulation ist auohden drei Gruppen, denen
unterschiedlich ausdifferenzierte BM-DCs transfériwurden, &hnlich wie bei der PBS-
Kontrollgruppe, nicht bzw. nur sehr gering vorhamd®ie fehlende FVB/N allogene
Stimulation ist auch hier, mit dem frihen Zeitpuler Proliferationsmessung, wie fur die
PBS-Kontrollgruppe, zu erklaren.

Weiterhin ist auffallig, dass bei Verwendung von785/6-Milzzellen als APCs die LNCs
der mit BM-DCs transferierten Gruppen gegenuber déimergrund der LNCs alleine
signifikant starker proliferieren. Bei den C57BLNGlzzellen als APCs war die hochste
Proliferation nach Transfer LPS-stimulierter unbetelter BM-DCs zu beobachten. Diese
Proliferation war signifikant erhoht im VergleiclurzProliferation nach dem Transfer von
unstimulierten unbehandelten BM-DCs. Nach deéransfer von LPS-stimulierten NOS-
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Abbildung 19: In Anwesenheit von NOS differenzierte BM-DCs besitzen ein reduziertes T-Zell-
stimulatorisches Potenzialin vivo. Jeweils drei bis vier BALB/c-Weibchen wurden prafl¥sohle der hinteren
Extremitaten 2x10 unterschiedlich ausdifferenzierte BM-DCs transfgri Nach sieben Tagen erfolgte in
Triplikatansatzen die Stimulation von 3xX1@ellen der drainierenden Lymphknoten (LNC) mit 5%T¢*
bestrahlten syngenen (BALB/c) oder allogenen (C58BEVB/N) Milzzellen (SC). Die MLR wurde fiir 72
Stunden inkubiert, wobei die Proliferation durchgabe von 0,25 pCiH-Thymidin/Loch fiir die letzten 16
Stunden der MLR bestimmt wurde. In Kontrollansatieianden sich lediglich LNCs. Die Werte sind als
Mittelwerte = Standardabweichung der Radioaktigité&stimmung von Triplikaten dargestellt. Die dargjéen
Diagramme sind reprasentativ fur drei unabhangigeumander durchgefihrtéersuche. Die Symbole zeigen
signifikante Unterschiede zu der Proliferation dgmphknotenzellen nach dem Transfer der LPS-stientan,
unbehandelten BM-DCs (* = P<0,05; ** = P<0,01; *P<0,001) bzw. signifikante Unterschiede innerhaib d
Gruppen, zwischen der Proliferation der Lymphkneétlen alleine und ihrer Proliferation in Kokultomit den
unterschiedlichen Milzzellen (# = P<0,05; ## = RAQ ### = P<0,001).

behandelten BM-DCs konnte ebenfalls eine signifi#aReduktion der Proliferation im
Vergleich zu LPS-stimulierten unbehandelten BM-O@sbachtet werden. In Abbildung 20
sind die Ergebnisse hinsichtlich der Titration A&Cs dargestellt.

Somit konnte auchn vivo ein reduziertes T-Zell-stimulatorisches Potendai BM-DCs,
infolge der NOS-Behandlung, aufgezeigt werden uedrdvitro-Resultate konnten bestétigt

werden.
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Abbildung 20: In Anwesenheit von NOS differenzierte BM-DCs besitzen ein geringeres T-Zell-
stimulatorisches Potenzialin vivo. Jeweils drei bis vier BALB/c-Weibchen wurden praf3sohle der hinteren
Extremitaten 2x19 unterschiedlich ausdifferenzierte BM-DCs transfgri Nach sieben Tagen erfolgte in
Triplikatansatzen die Stimulation von 3xX1Bellen der drainierenden Lymphknoten mit bestexhlsyngenen
(BALB/c) oder allogenen (C57BL/6, FVB/N) Milzzellebie MLR wurde fur 72 Stunden inkubiert, wobei die
Proliferation durch Zugabe von 0,25 pt-Thymidin/Loch fir die letzten 16 Stunden der MIHRstimmt
wurde. (A-C) Restimulation von 3xTOLNCs aus Mausen, denen unstimuligi®®, LPS-stimulierte(B) bzw.
NOS-behandelte LPS-stimulierte BM-DQE) transferiert wurden. Die Werte sind als Mittelveert
Standardabweichung der Radioaktivitatshestimmuny Waplikaten dargestellt. Die dargestellten Diagrae
sind reprasentativ fir drei unabhangig voneinartiechgefiihrteVersuche. Die Symbole zeigen signifikante
Unterschiede zu der Proliferation der Lymphknotdemenach Stimulation mit C57BL/6 Milzzellen (* =
P<0,05; ** = P<0,01; *** P<0,001) bzw. mit FVB/N Nizellen (# = P<0,05; ## = P<0,01; ### P<0,001).



3.2.6 Die Stimulation naiver T-Zellen durch BM-DCs die unter dem Einfluf3
von NOS-Préaparationen differenziert wurden, induziet Anergie in den T-

Zellen

Wie in den bisherigen Abschnitten der Dissertatgwzeigt werden konnte, haben NOS-
Préaparationen einen Einfluss auf den Phanotyp umdranktion von BM-DCs. Nach deren
Einfluss weisen diese einige Merkmale tolerogen@s2uf und kénnen unter Umstanden
regulatorische T-Zellen induzieren. Zu den Merkmat@hlt die reduzierte Expression von
kostimulatorischen Molekulen wie CD86 oder MHC-KdadI-Molekilen auf den
behandelten BM-DCs bzw. die Hypoproliferation dezdllen nach Kontakt mit behandelten
BM-DCs.

Ein Charakteristikum von Tregs ist, dass sie awmthrRestimulation nicht proliferieren. Aus
diesem Grund wurden T-Zellen, die in einer primd&tekultur mit unbehandelten bzw. NOS-
behandelten BM-DCs stimuliert wurden, gewonnen andchlieend in einer sekundaren
Kokultur mit frischen Milzzellen, die als APCs fuegen, reaktiviert. Falls sich die T-Zellen
in einem Stadium der Anergie befinden, solltensstd nicht mehr restimulieren lassen. Die
BM-DCs wurden in diesem Experiment, so wie in degit&ven beschriebenen Experimenten,

in serumhaltigen Medium generiert.

Wie aus Abbildung 21 ersichtlich, proliferieren dierch unbehandelte, LPS-stimulierte BM-
DCs induzierten T-Zellen, welche als 100% festgaseturden und als weiRe Balken
dargestellt sind, nach Restimulation mit frischlismten Milzzellen, sehr gut. Im Gegensatz
dazu, lassen sich T-Zellen, die aus einer Kokutit unstimulierten BM-DCs stammen (als
schwarze Balken dargestellt), nicht restimulier&och T-Zellen, die mit LPS-stimulierten
BM-DCs, welche in Anwesenheit von NOS-Praparatiodéferenziert wurden, kokultiviert

wurden (als graue Balken dargestellt), prolifemeira Vergleich zu T-Zellen, die durch LPS-
stimulierte, unbehandelte BM-DCs induziert wurdewermindert. Diese reduzierte

Restimulierbarkeit deutet auf eine Anergieinduktiomiesen T-Zellen hin.
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Abbildung 21: T-Zellen, die von mit NOS-Praparatioren behandelten BM-DCs stimuliert wurden, sind
anergisch. C57BL/6-BM-DCs wurden in Ab- oder Anwesenheit vbiDS-Praparationen fur acht Tage aus
Vorlauferzellen generiert und fur zwei weitere Tagie 1 pg/ml LPS stimuliert. AnschlieBend wurder &M-
DCs bei 30 Gy bestrahlt und fiir sieben Tage mibgahen T-Zellen (3xflLoch), die aus der Milz von
BALB/c-Mausen isoliert wurden, in einer MLR stinert. Anschlie3end wurden die T-Zellen geerntet imd
abnehmender Zellzahl mit bestrahlten C57BL/6-Millere (3x10) als APCs in 96-Loch-Platten in
Triplikatansatzen kokultiviert. Nach 72 Stunden deurdie Proliferation der T-Zellen durch Zugabe Va5
pCi/Loch®H-Thymidin und weiterer Kultur fiir 18 Stunden gesess In der Graphik ist die relative allogene T-
Zell-Proliferation in Bezug zu T-Zellen, die durd¢iPS-stimulierte unbehandelte BM-DCs induziert wurde
(festgesetzt als 100%) dargestellt. In dieser ®rafurden Mittelwerte aus zwei unabhangigen Versoche
zusammengefasst. Die Symbole zeigen signifikantieddohiede in der Proliferation im Vergleich zu &H2n,
die durch LPS-stimulierte, unbehandelte BM-DCmstiert wurden (* = P<0,05; ** = P<0,01; *** = P<001).

3.2.7 Auf funktioneller Ebene ist eine Treg-Indukton nach Stimulation von
naiven T-Zellen mit NOS-behandelten BM-DCs nicht ztsehen

In einem weiteren Test sollte evaluiert werden,TeBellen, die mit unter Zusatz von NOS-
Praparationen differenzierten BM-DCs stimuliert dem, ein Potenzial zur Inhibition naiver
T-Zellen aufweisen. Dazu wurde ein Suppressions-Tasrchgefuhrt, in welchem
vorstimulierte  BALB/c-T-Zellen, die aus einer Kokul mit unterschiedlich

ausdifferenzierten C57BL/6-BM-DCs stammen, in abgféan Zellzahlen zu einer primaren



MLR, bestehend aus naiven BALB/c-T-Zellen unddhissolierten Milzzellen aus C57BL/6-
Mausen, gegeben wurden.

In Abbildung 22 sind die Ergebnisse des Suppressi@sts dargestellt. Die schraffierten
Balken zeigen die Proliferation der naiven T-gelldie in der einfachen und der doppelten
Zellzahl, zusammen mit den bestrahlten Milzzellaritiviert wurden; wurden die T-Zellen in

der doppelten Zellzahl kultiviert, so war auch iRmliferation ungefahr doppelt so hoch.
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Abbildung 22: Eine Treg-Induktion ist nach Stimulation von naiven T-Zellen mit NOS-behandelten BM-
DCs auf funktioneller Ebene nicht zu sehenC57BL/6-BM-DCs wurden in Ab- oder Anwesenheit vo@ 8-
Praparationen fiir acht Tage aus Vorlauferzelleregert und fiir zwei weitere Tage mit 1 pug/ml LPinsiiert.
AnschlieBend wurden die BM-DCs bei 30 Gy bestranid fiir sieben Tage mit allogenen T-Zellen
(3x1@/Loch), die aus der Milz von BALB/c-Mé&usen isoliavurden, in einer MLR stimuliert. AnschlieRend
wurden diese vorstimulierten T-Zellen in variierendZellzahl mit naiven T-Zellen (3x10 sowie frisch
isolierten C57BL/6-Milzzellen (3x1Y als APCs in 96-Loch-Platten in Triplikatansatexkultiviert. Nach 72
Stunden wurde die Proliferation der T-Zellen duiigabe von 0,25 pCi/LocPH-Thymidin und weiterer
Kultur fir 18 Stunden gemessen. In der Graphiklistrelative allogene T-Zell-Proliferation in Bezag 3x16
naiven T-Zellen, die als 100% festgesetzt wurdemgektellt. In dieser Grafik wurden Mittelwerte ansei
unabhangigen Versuchen zusammengefasst. Die Sgrabien signifikante Unterschiede in der Proliiera
im Vergleich zu 3x10naiven T-Zellen (# = P<0,05; ## = P<0,01; ### ©P01), bzw. zu T-Zellen, die durch
LPS-stimulierte, unbehandelte BM-DCs vorstimuligtrden (* = P<0,05).

T-Zellen, die mit LPS-stimulierten BM-DCs vorstinmit wurden, weisen keine suppressiven

Eigenschaften auf naive T-Zellen auf. lhre Prosifem liegt deutlich héher, als die der



naiven T-Zellen alleine (3x®)) welche auf 100% festgesetzt wurden. Im Gegerdatzi,
weisen T-Zellen, die unter Zusatz von unstimulierteanbehandelten BM-DCs stimuliert
wurden, ein Potenzial zur Inhibition der Proliféoat naiver T-Zellen und somit suppressive
Eigenschaften auf. Die T-Zell-Proliferation ist, Mergleich zu der Proliferation der naiven
T-Zellen alleine, vermindert.

T-Zellen, die mit NOS-behandelten BM-DCs stimuliexirden, zeigen jedoch kein Potenzial
zur Inhibition naiver T-Zellen auf und haben dahmht die funktionellen Eigenschaften von
Tregs. Hier lag die relative T-Zell-Proliferationcht unterhalb der Proliferation naiver T-
Zellen (3x10) alleine, wie dies vergleichweise bei T-Zellenge dinit unstimulierten,
unbehandelten BM-DCs vorstimuliert wurden, der kait.

3.2.8 T-Zellen, die mit NOS-behandelten BM-DCs stiuliert wurden,

exprimieren verstarkt den Transkriptionsfaktor FoxP 3

Die Mehrzahl der verschiedenen Treg-Subpopulatiengmimieren den Transkriptionsfaktor
FoxP3. Daher wurde mittels der Durchflusszytomediie Expression von FoxP3, in, mit
BM-DCs kokultivierten T-Zellen, intrazellular analert.

Nachdem unterschiedlich ausdifferenzierte BM-DCse wnstimulierte BM-DCs, LPS-
stimulierte BM-DCs sowie LPS-stimulierte BM-DCs, edimit den NOS-Praparationen
behandelt wurden, aus C57BIl/6-Mausen im serumiealtiedium Uber eine Dauer von zehn
Tagen generiert wurden, wurden diese mit allogenetellen fur sieben Tage kokultiviert.
Im Anschluss wurden die Zellen geerntet und ihreFBsExpression auf CD4zw. CD8 T-

Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

Nach Kokultur von T-Zellen mit unstimulierten, uttzedelten BM-DCs, liegt der Anteil der
CD4'T-Zellen, die FoxP3 exprimieren, bei 0,77% der Lynopyten (Abb. 23-B); der Anteil

der CD8T-Zellen ist hierbei noch geringer und liegt beiesh Wert von 0,17%.

Nach Kontakt von T-Zellen mit LPS-stimulierten, @hlandelten BM-DCs kann keine
veranderte prozentuale Verteilung der CBexP3 bzw. CD8FoxP3 T-Zellen an den

Lymphozyten beobachtet werden.
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Abbildung 23: T-Zellen, die mit NOS-behandelten BMBCs stimuliert wurden, exprimieren verstarkt den
Transkriptionsfaktor FoxP3. C57BL/6-BM-DCs wurden in Anwesenheit bzw. Abwesédhtien NOS fiir acht
Tage aus Vorlauferzellen generiert und fiir zweitevei Tage mit LPS ausgereift. Jeweils 3xiber
Nylonwolle aufgereinigte BALB/c-T-Zellen wurden &inem Verhaltnis von 5:1 mit bestrahlten C57BIl/6-BM
DCs kokultiviert. Am siebten Tag der Kokultur wurddie T-Zellen geerntet und die Expression der Midlke
CD4 bzw. CD8 sowie FoxP3 durchflusszytometrischlymiert. Wie unter(A) dargestellt, wurden zuerst
Lymphozyten im FSC/SSC-Diagramm eingegrenzt. ImitameSchritt wurden innerhalb dieser Population
CD4" bzw. CD8 T-Zellen auf die Expression des TranskriptionsfektFoxP3 analysie(B). Die prozentualen
Anteile der jeweiligen Subpopulationen sind im préshenden Quadranten (Q1 bis Q4) angegeben. DeDa
sind reprasentativ fur zwei unabhangig voneinaddiechgefiihrte Experimente.



Bei Kokultur von T-Zellen mit LPS-stimulierten BM{>, welche mit NOS-Praparationen
supplementiert wurden, erhoht sich der Anteil d&4G-oxP3 T-Zellen auf iber 3%; der
Anteil der CD8FoxP3 T-Zellen steigt auf 0,33% an. Beide T-Zell-Popiglaén exprimieren
somit verstarkt den Transkriptionsfaktor FoxP3. Pevzentuale Anteil der CDS8T-Zellen

ist, im Vergleich zum prozentualen Anteil der CO4Zellen, aber wesentlich geringer.

3.2.9 Die Differenzierung von BM-DCs in Anwesenheion NOS-Praparationen
verandert das Zytokinprofil der Zellen nach derenStimulation mit LPS

Im Genexpressionsprofil konnte gezeigt werden, daS-stimulierte BM-DCs, welche
wéahrend ihrer Kultur unter dem Einfluss der NOSgarationen standen, eher eine Typ2-, als
eine Typl-Polarisierung erfahren. Dies konnte adhader beiden Notch-Liganden Delta-4
und Jagged-1 gezeigt werden. Nach der NOS-Supptemnemg konnte eine signifikant-
verminderte Delta-4-Expression und eine nicht $ikgmt-erhohte Jagged-1-Expression
beobachtet werden. Basierend auf diesen Ergebrsssite sich daher die Frage, ob die nach
Interaktion mit NOS-behandelten BM-DCs induziertei-Zellen, ein verandertes
Zytokinmuster produzieren und somit eine, im Veiezur Stimulation mit unbehandelten
BM-DCs, unterschiedliche T-Helfer-Zell-Polarisiegustattfindet. So ware zu erwarten, dass
sich die interagierenden T-Zellen zu Th2-Zellenngciteln. Hierzu wurde die Produktion der
beiden Zytokine IFN¢ und IL-4 sowohl im Kulturiberstand mit Hilfe de4IBA als auch
unter Fokussierung auf CD4bzw. CD8 T-Zellen per intrazellularer FACS-Analyse
nachgewiesen; wahrend IFNhauptsachlich von Thl1l-T-Zellen sezerniert wirdyduzieren
Th2-T-Zellen hingegen IL-4.

Nach einer Dauer von 72 Stunden wurden in den (Hmeen der Kokulturen von
unterschiedlich ausdifferenzierten BM-DCs und TizZreldie beiden Zytokine IFN-und IL-4
mittels ELISA bestimmt. In Abbildung 24 ist dargafit dass die Produktion des Zytokins
IFN-y durch T-Zellen, die durch LPS-stimulierte BM-D@lgiviert wurden, im Vergleich zu
T-Zellen, die zusammen mit unstimulierten BM-DCdtikiert wurden, signifikant erhoht ist.
Diese bleibt nach Kontakt mit BM-DCs, die unter &izsvon NOS-Praparationen kultiviert
wurden, unverandert. Die Daten zu dem IL-4-ProBr d-Zellen muissen unter Vorsicht



interpretiert werden, da die sekretierten Mengemgmal sind. Bei den drei untersuchten

Gruppen zeigen sich keine Unterschiede in der Rtemuvon IL-4.
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Abbildung 24: T-Zellen, die mit NOS-behandelten BMBPCs stimuliert wurden, zeigen kein verandertes
Zytokinprofil. C57BL/6-BM-DCs wurden in Ab- oder Anwesenheit Vd@S-Praparationen fur acht Tage aus
Vorlauferzellen generiert und fir zwei weitere Tagi 1 pg/ml LPS stimuliert. AnschlieRend wurder &M-
DCs bei 30 Gy bestrahlt und mit allogenen T-Zeli@x1C/Loch) aus der Milz von BALB/c-Mausen
kokultiviert. Nach 72 Stunden wurden Kulturiiberst&rgenommen und der Gehalt an lf#Nnd IL-4 mittels
ELISA ermittelt; diese wurden zu der Zytokinprodokt naiver T-Zellen nach Kokultur mit unstimuliemt&M-
DCs (100% entsprechen 364 pg/ml IkNzw. 43 pg IL-4) in Relation gesetzt. Die Wertedsals Mittelwerte +
Standardabweichung (SD) aus acht (H9Nbzw. vier (IL-4) unabhangig voneinander durchgetféin Versuchen
dargestellt. Die Symbole zeigen signifikante Unthisde zu LPS-stimulierten, unbehandelten BM-DC% €
P<0,001).

Diese Zytokindaten sind aber kein eindeutiger Nagbwdass es sich hierbei um Zytokine
handelt, die eindeutig von den T-Zellen gebildetdem, da die Uberstande aus der Kokultur
von BM-DCs und T-Zellen stammen. Daher sollte eugitere Nachweismethode Sicherheit
geben, ob nicht doch, nach einer SupplementierwargBd/1-DC-Kulturen mit NOS, eine
Verdnderung des Zytokinmusters der interagieren@iefellen in Richtung einer Th2-
Antwort stattfindet. Bei dieser Nachweismethode d&ines sich um eine intrazellulare
FACS-Farbung.



Hierzu wurden unterschiedlich ausdifferenzierte BKds aus C57BI/6-M&ausen im
serumhaltigen Medium, uber eine Dauer von zehn ifageneriert und anschlieRend mit
allogenen T-Zellen fur vier Tage kokultiviert. Amnée der Kulturphase wurde den Kulturen
fur vier Stunden, zur weiteren Stimulierung der d@li&n, 20 ng/ml PMA sowie 1 uM
lonomycin zugesetzt. Parallel erfolgte eine Inkidratmit 10 pg/ml Brefeldin A, damit
Zytokine nicht von den Zellen sekretiert werdemasrn in der Zelle akkumulieren und somit
intrazellular nachweisbar sind. Im Anschluss davaurden die Zellen geerntet und die
Expression von IFN-und IL-4 in CD4 bzw. CD8 T-Zellen wurde durchflusszytometrisch

analysiert.

Abbildung 25 stellt die Ergebnisse der durchge®inrintrazellularen FACS-Farbung dar.
Dabei kann aus Teilabschnitt A die Eingrenzunggdenessenen Lymphozyten im FSC/SSC-
Diagramm sowie die der CD&4zw. CD8 T-Zellen nachvollzogen werden. Der Teilabschnitt
B stellt die Frequenz der IFN-bzw. IL-4-produzierenden T-Zellen nach Kokultuit BM-
DCs, die in Anwesenheit bzw. Abwesenheit von NO&pBrationen kultiviert wurden, dar.
Nach Kokultur von T-Zellen mit unstimulierten unchhehandelten BM-DCs betragt die
Frequenz der IFN-produzierenden CD4T-Zellen 3,27%, wahrend die der CDB-Zellen
bei 8,36% liegt und somit deutlich hoher ist, dabsder CD4 T-Zellen. Nach Kokultur der T-
Zellen mit LPS-stimulierten, unbehandelten BM-DGst die Frequenz der IFN-
produzierenden CD4ind CD8 T-Zellen, im Vergleich zur Kokultur mit unstimutien BM-
DCs, erhoht. Diese liegt bei CDZ-Zellen bei einem Prozentsatz von 4,29 und be8'CD
Zellen bei 13,25. Nach Kokultur der T-Zellen mit &8timulierten BM-DCs, die wéahrend
ihrer Kultur mit NOS-Préaparationen supplementiedraéen, nimmt die Frequenz der IRN-
produzierenden T-Zellen in beiden Subpopulationen Vergleich zur Kokultur mit BM-
DCs, welche nicht in Anwesenheit von NOS-Prapanatio kultiviert wurden, wieder ab.
Diese liegt fir CD4 T-Zellen bei 2,75% und fiir CDS-Zellen bei 6,46%.

Insgesamt scheint also die Frequenz der yHMeduzierenden T-Zellen in der CDg-
Zellpopulation groBer zu sein, als in der CDZ-Zellpopulation; in beiden T-Zell-
Populationen nimmt jedoch diese Frequenz nach Kakaiit BM-DCs, die unter Zusatz von
NOS-Praparationen kultiviert wurden, deutlich aleder Befund unterstitzt die Ergebnisse,
welche anhand der Notch-Liganden beobachtet wurden.

Der Anteil der IL-4-produzierenden T-Zellen ist fteide T-Zell-Subpopulationen, nach
Kultur mit den unterschiedlich ausdifferenzierteMCs, marginal. Auffallig ist jedoch

auch hier, dass die Frequenz der IL-4-proden@en CD8T-Zellen, im Vergleich zu den
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Abbildung 25: T-Zellen, die mit NOS-behandelten BMBCs stimuliert wurden, zeigen eine verminderte IFNy-Produktion. Immature C57BL/6-BM-DCs wurden in
Anwesenheit bzw. Abwesenheit von NOS fiir acht Tage Vorlauferzellen generiert und fiir zwei weitdi@ge mit LPS ausgereift. Jeweils 1,2%lilber Nylonwolle
aufgereinigte BALB/c-T-Zellen wurden in einem Velthis von 20:1 mit bestrahlten C57BI/6-BM-DCs katkwikert. Am vierten Tag der Kokultur wurden die Tellen geerntet
und eine intrazellulare FACS-Farbung durchgefittierzu wurde die Expression der Molekile CD4 bzwD8C sowie der beiden Zytokine IFN-und IL-4

durchflusszytometrisch analysiert. Wie un¢d) dargestellt wurden zuerst Lymphozyten im FSC/SS&aamm und im Anschluss daran die Cw. CD8 T-Zellen im

entsprechenden Kanal eingegrenzt. Danach erfoigtéAdalyse der Expression von IENund IL-4 nach Kontakt mit unterschiedlich ausdifezierten BM-DCgqB). Die

prozentualen Anteile der jeweiligen zytokinproduereen Zellen sind im entsprechenden QuadrantemigQ4) angegeben.



CD4" T-Zellen, erhoht ist. Wahrend die Frequenz deddproduzierenden CD4T-Zellen
nach Kultur mit den drei unterschiedlich behandaelBM-DC-Kulturen nahezu gleich ist,
wird die Frequenz der IL-4-produzierenden CO8Zellen leicht verandert. Nach Kokultur
mit unstimulierten und unbehandelten BM-DC-Kulturdiegt der Anteil der IL4-
produzierenden T-Zellen bei 1,24% und wird nach iWak mit LPS-stimulierten BM-DCs
auf einen Anteil von 0,63% verringert. Eine Suppiéierung der BM-DC-Kulturen mit NOS-
Praparationen fihrt, nach Kontakt mit T-Zellen, eiunem leichten Anstieg der IL-4-
produzierenden CD8T-Zellen auf 1,08%.

Wahrend also die IL-4-Produktion kaum verandertdwizeigen T-Zellen, die mit LPS-
stimulierten und NOS-behandelten BM-DCs kokultiviewurden, im Vergleich zu

unbehandelten, maturen Kulturen, eine vermindé&iiiey-Produktion.

3.2.10 Verschiedene NOS-Préaparationen zeigamterschiedliche Aktivitat bei

der Differenzierung der BM-DCs

Im Verlauf der Entwicklung und Differenzierung vadM-DCs wurden, zur Analyse der
Wirkung neutraler Humanmilch-analoger Oligosacaari unterschiedliche NOS-
Praparationen verwendet. Diverse Versuche habeabeng dass diese unterschiedlichen
NOS-Praparatiopnen eine unterschiedliche Aktivitét die BM-DCs aufzeigen. Abhangig
von der verwendeten Konzentration der analysiert®&lOS-Praparation wurden
unterschiedliche Effekte erzielt.

Insgesamt wurden vier verschiedene NOS-Praparatieeievendet, die in den nachfolgenden

Abbildungen in Relation zueinander gesetzt werden.

In Abbildung 26 ist eine Ubersicht der Expressiaes dDberflachenmolekiils CD86 nach
Kultur der LPS-stimulierten BM-DCs unter Einflusserd vier verwendeten NOS-

Préaparationen dargestellt.
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Abbildung 26: Expression des Oberflachenmolekiils CB6 bei Zugabe von vier unterschiedlichen NOS-
Préaparationen wéhrend der Generierung von BM-DCs.C57BL/6-BM-DCs wurden fir acht Tage aus
Vorlauferzellen generiert und fir zwei weitere Tagié 1 pg/ml LPS stimuliert. Parallel wurden die [uen

mit den vier verschiedenen NOS-Préparationen ieraohiedlichen Konzentrationen ab dem dritten Ktaty
supplementiert. Die Expression des Oberflaichennitde€D86 wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Die
Isotypkontrolle ist als gestrichelte, graue Lingrgestellt; weiterhin ist die mittlere Fluoreszenensitat (MFI)
angegeben. Die Abbildung ist reprasentativ fir fgNfOS1), acht (NOS2) bzw. drei (NOS3 und NOS4)
unabhéngig von einander durchgefiihrte Experimente.



Wahrend die NOS1-Praparation bei einer Konzentrateon 10 pg/ml in  der
durchflusszytometrischen Analyse keinen inhibitchien Einfluss auf die Expression des
Oberflachenmolekils CD86 aufweist, zeigt sich nahpplementierung der BM-DC-
Kulturen mit der NOS2-Praparation ein deutlichenfltiss auf die CD86-Expression. Im
Vergleich zu LPS-stimulierten, unbehandelten BM-D@sd das Molekil hier deutlich
weniger stark exprimiert. Wahrend die Expressioa Wwlekils nach Stimulation mit 100
png/ml der NOS1-Préparation leicht vermindert wizéjgt sich, unter Kultur der maximal
verwendeten Konzentration von 300 pg/ml, eine starkninderte Expression des Molekils.
Bei der NOS2-Préparation wird bereits bei der ggmKonzentration von 10 pg/ml eine
stark verminderte Expression des Molekiils erreiBki. einer Konzentrationssteigerung auf
100 pg/ml kann die inhibierende Wirkung leicht drhéwerden. Die beiden NOS-
Praparationen NOS3 und NOS4 zeigen wiederum eireighendes Wirkspektrum. NOS3
bewirkt sogar, nach Zusatz von 1 mg/ml, kaum ei@emnderte Expression des Molekls.
Die NOS4-Praparation scheint bei dieser Konzewtnathach Zusatz zur BM-DC-Kultur, eine
verminderte Expression des Molekuls zu induzietdm. zu Uberprifen, ob bei einer weiteren
Konzentrationserhohung der NOS4-Praparation digdsgion des Molekiils weiter inhibiert
werden kann, wurden die BM-DCs unter Zusatz vonddnmh dieser Préaparation kultiviert.
Hierbei konnte keine weitere Abnahme der CD86-Esgion festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt).

Fur weitere Oberflachenmolekiile, wie CD40, CD80 idC-Klasse-Il, die der Ubersicht
halber nicht in die Graphik mit einbezogen wurdkonnte das gleiche Expressionsmuster
gezeigt werden.

Auch anhand der durchgefihrten MLRs (Abb. 27) kenrgin unterschiedliches
Wirkspektrum der vier NOS-Praparationen aufgezeigtden, welches dem Ergebnis der
durchflusszytometrischen Analyse entspricht. NacbkWftur der T-Zellen mit LPS-
stimulierten BM-DCs, die unter Zusatz der vier NB@&parationen kultiviert werden, kann
nicht fur alle Praparationen eine verminderte TF&gimulationsfahigkeit beobachtet werden.
Dies gilt besonders fur die beiden NOS-PraparatioN®©S3 und NOS4, die sogar nach
Einsatz von hohen Konzentrationen, nach KulturBM-DCs, nicht bzw. nur kaum zu einer
verminderten T-Zell-Proliferation fiihren.

Die NOS1-Préaparation spiegelt auch in der MLR dbuesisabhangigkeit wieder, wie sie
schon fir die FACS-Analyse aufgezeigt werden konk&hrend BM-DC-Kulturen nach

Zusatz von 10 pg/ml kaum die Fahigkeit besitzen, TiZell-Stimulation zu drosseln, wird



nach Kultur, unter Zusatz von 300 pg/ml, die T-Ziimulation, im Vergleich zu LPS-

stimulierten, unbehandelten BM-DCs, auf ca. 40%egks Die NOS2-Praparation scheint in
ihrer Wirkung wesentlich sensitiver zu sein unctieiit schon bei einer Konzentration von 10
png/ml eine Inhibition der T-Zell-Proliferation vaza. 44 %. Diese lasst sich mittels hoherer

Konzentration von 100 pg/ml noch etwas steigernemeicht einen Wert von ca. 35%.
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Abbildung 27: Graphische Ubersicht der unterschiedchen Wirkungsweise der vier verwendeten NOS-
Praparationen. C57BL/6-BM-DCs wurden jeweils in Anwesenheit derenviNOS-Praparationen 1-4 in
unterschiedlichen Konzentrationen fur acht Tage\tardduferzellen generiert und fiir zwei weitere &agit 1
pg/ml LPS stimuliert. AnschlieBend wurden 1,6kXBM-DCs bei 30 Gy bestrahlt und mit 3x18llogenen T-
Zellen aus der Milz von BALB/c-Mausen kokultivieftlach 72 Stunden wurde die Proliferation der T-&tell
durch Zugabe von 0,25 pCi/LoéH-Thymidin und weiterer Kultur fir 18 Stunden gesers. Dargestellt ist die
relative allogene T-Zell-Proliferation in Bezug z@roliferation von T-Zellen, die durch LPS-stimulee
unbehandelte BM-DCs induziert wurde (festgesdi&zii@0%). In dieser Grafik wurden Mittelwerte ausidis
funf (NOS1-Praparation), acht (NOS2-Praparatiomyeizbis drei (NOS3-Préparation) bzw. zwei bis vier
(NOS4-Praparation) unabhéngigen Versuchen zusagefasst. Die Symbole zeigen signifikante Untersbdie
zur Proliferation in Kokulturen mit LPS-stimulierteunbehandelten BM-DCs (* = P<0,05; ** = P<0,01*
P<0,001) bzw. signifikante Unterschiede zur Prcdifen der Kokultur mit 10pg/ml NOS1-Préparation
behandelten BM-DCs (# = P<0,05).



Zusammenfassend kann man demnach feststellen,ddasser verschiedenen im Rahmen
dieser Dissertationsarbeit verwendeten NOS-Prapasat erheblich unterschiedliche
Aktivitaten bei der Modifikation der BM-DC-Differeerung aufweisen. Die Grundlage fur
die unterschiedliche Aktivitat dieser NOS-Prapanadin ist derzeit nicht bekannt und muss in

weiteren Untersuchungen abgeklart werden.

3.3 Einfluss von probiotischen Bakteen auf die Differenzierung von BM-DCs
3.3.1 Einfluss vorLactobacillus rhamnosus GG auf die Differenzierung von BM-
DCs

Um den Einfluss von probiotischen Bakterien auf diferenzierung und Maturierung von
DCs zu untersuchen, wurden BM-DC-Kulturen rhactobacillus rhamnosu§sG (LGG)
supplementiert. Diese Supplementierung erfolgtedaim dritten Tag der Kultur (d3, 6, 8)
oder wurde nur wahrend der zweitdgigen Ausreifuhgsp mit LPS (d8) durchgefihrt. Falls
nicht anders angegeben, wurde den Kulturen, diBeginn der Differenzierung mit 2x10
Knochenmarkszellen pro Kulturschale ausgesat wuyrdenl10-fache Menge an Bakterien,

also 2x10 Bakterien pro Kulturschale, zugesetzt.

Von LGG wurden zwei auf unterschiedliche Weisekiivéerte Bakterienpraparationen
verwendet. Zum einen wurden die Bakterien mittalsfrieren bei -20°C ohne die Zugabe
eines Frostschutzes inaktiviert (,LGG gefroren“)nzwianderen wurde eine Inaktivierung
mittels Bestrahlung per UV-Licht fir 5 min durchgeft (,LGG UV*). Zusatzlich wurde der
Einfluss lebender LGG-Stamme (,LGG lebend”) auf Bid-DC-Differenzierung untersucht

und mit dem Effekt der beiden inaktivierten Balkeaformen verglichen.



3.3.1.1 Durchflusszytometrische Analysen zum Einfss von Lactobacillus
rhamnosus GG auf die Differenzierung und Maturierung von BM-DCs

Die durchflusszytometrische Analyse von BM-DCs, dle dem achten Tag der Kultur in
Anwesenheit von ,LGG gefroren* (2xi0stimuliert wurden, ergab, dass solche Zellen, im
Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb. 28, erswh®, eine erhdohte Expression des
kostimulatorischen Molekils CD86 sowie von MHC-KadI-Molekilen aufwiesen und
somit Anzeichen einer Ausreifung zeigten (Abb. 2&gite Reihe). Im Vergleich zur LPS-
Stimulation ist diese Ausreifung aber nicht solkstdres wird vor allem durch den Vergleich
der MFI-Werte fur die Expression des Oberflachemkidls CD86 und des MHC-Klasse-II-
Molekuls deutlich.

Mit LPS maturierte BM-DCs exprimieren, bei gleichiger Anwesenheit von LGG, wéhrend
der zweitadgigen Ausreifungsphase, noch einmal schweahthte Level an CD86 und MHC-
Klasse-1I-Molekulen (Abb. 28, flinfte Reihe). Sormtluziert eine LGG-Stimulation ab Tag
Acht der Kultur sowohl bei unstimulierten als aubbi LPS-stimulierten BM-DCs eine
erhohte Expression der Molekiile CD86 und MHC-Kldése

Eine Supplementierung der BM-DC-Kulturen mit LGGhs&nd der Differenzierungsphase
ab Tag Drei hat dagegen tiefgreifende Auswirkungehdie Entwicklung der BM-DCs und

fuhrt zu Veranderungen des Phanotyps immatureresowi LPS aktivierter BM-DCs. Die

Expression der MHC-Klasse-lI-Molekile liegt nach G&sabe (Abb. 28, dritte Reihe)

deutlich unterhalb der Expression von unbehanddB®hDCs (Abb. 28, erste Reihe) und
zeigt somit einen reduzierten Reifungsgrad diesdled an. Die Expression von CD86 ist
dagegen nicht reduziert.

Weiterhin fuhrt eine anschlieRende LPS-StimulatieoJcher in Gegenwart von LGG

differenzierter Zellen (Abb. 28, sechste Reiheghhizu der, ohne LGG behandelten BM-DC-
Kulturen (Abb. 28, vierte Reihe), beobachteten ketarErhéhung der CD86- und MHC-
Klasse-ll-Expression. Bezogen auf die mittlere Fhsaenzintesitat kann allerdings fir die
Expression des MHC-Klasse-II-Molekuls, im Gegensatz Expression des Molekiils CD86,

keine Verminderung nach LGG-Gabe gezeigt werden.
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Abbildung 28: Einfluss von hohen LGG-Dosen auf dieDifferenzierung und Maturierung von BM-DCs. Immature C57BL/6-BM-DCs wurden fir acht Tage aus
Vorlauferzellen generiert und fiir zwei weitere Tagieé 1 ug/ml LPS stimuliert. Parallel angelegte &iuén wurden ab dem dritten Tag der Differenzigaphase (LGG d3, 6,
8) bzw. lediglich wahrend der Ausreifungsphase ay Rcht (LGG d8) mit ,LGG gefroren“ (2xIfKulturschale) supplementiert. Die Expression degemebenen
Oberflachenmolekile wurde durchflusszytometriscktibent. Die Abbildung ist reprasentativ fir zehrBYcbzw. funf (d3, 6, 8) unabhéngig voneinander dgetlihrte
Experimente. Die Isotypkontrolle ist als gestritdegraue Linie dargestellt; weiterhin ist die theite Fluoreszenzintensitat (MFI) angegeben.



Um zu untersuchen, ob die Knochenmarkszellen ddrehAnwesenheit von LGG in DC-
differente Zellen moduliert werden, wurde unterguciy andere Oberflachenmolekile, wie
das fur Makrophagen charakteristische Molekil F4/8e fur DC-Subpopulationen
kennzeichnenden Molekile CD11b und CD11c sowieMakekil Gr-1, welches Auskunft
uber die Anwesenheit myeloider Suppressorzellety gibrstarkt exprimiert werden. Wie aus
Abbildung 28 ersichtlich, ist die Expression dengenten Molekile, nach Supplementierung
mit LGG, weder auf unstimulierten noch auf LPS-siiilerten BM-DCs verandert. Die
Oberflachenmolekile CD11b und CD11c werden sowalfl Lmbehandelten als auch auf
LGG-behandelten BM-DCs gleichermalRen stark exprimiwdhrend die Expression von
F4/80 unverandert gering bleibt. Weiterhin wird @udie Anwesenheit von LGG nicht die
Expression von Gr-1 auf der Oberflache der Zelleduziert. Die durchflusszytometrische
Analyse der BM-DC-Kulturen hat also ergeben, dassieh bei den, wahrend der Kultur der
Knochenmarkszellen generierten Zellen, aufgrundudeerandert hohen Expression der DC-
spezifischen Molekile CD11b und CD11c, um DCs hiandé allerdings in reduzierten
Ausmalf3, die kostimulatorischen Molekile CD86 sowMHC-Klasse-l1I-Molekiile
exprimieren.

BM-DC-Kulturen, welche mit lebenden LGG-Stammen bawit UV-Licht-inaktivierten
Stammen supplementiert wurden, ergaben analogebiisge, wie sie hier, unter dem

Einfluss der gefrorenen Stamme, erbracht wurdemefDaicht gezeigt).

In einer weiteren durchflusszytometrischen Analyserde der Einfluss einer zehnfach
geringeren LGG-Menge (2xiBakterien/Kulturschale) auf die Expression von GB8wie
von MHC-Klasse-lI-Molekilen bestimmt. Wie in Abbildg 29 dargestellt, fihrt die
Anwesenheit dieser geringeren Menge an LGG wahdendifferenzierungsphase oder der
Ausreifungsphase nur zu einer schwachen Inhibibaw. einer schwachen Induktion der
Expression der untersuchten Oberflachenmolekiile.

Aus diesem Grunde wurde fur zukunftig durchgeflliix@erimente, zur Supplementierung
der BM-DC-Kulturen, die héhere LGG-Zellzahl von ®%Bakterien/Kulturschale gewahit.
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Abbildung 29: Einfluss von niedrigen LGG-Dosen aufdie Differenzierung und Maturierung von BM-

DCs. Immature C57BL/6-BM-DCs wurden fir acht Tage aus Vorlaufere generiert und fur zwei weitere
LPS stimuliert. Parallel angelegkaillturen wurden ab dem dritten Tag der

Tage mit 1 pg/mi

Differenzierungsphase (LGG d3, 6, 8) bzw. ledighesihrend der Ausreifungsphase ab Tag Acht (LGGnai8)
,LGG gefroren* (2x18/Kulturschale) supplementiert. Die Expression degegebenen Oberflachenmolekiile
wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Die Abbilduist représentativ fir zwei unabh&ngig voneinander
durchgefuihrte Experimente. Die Isotypkontrolle & gestrichelte, graue Linie dargestellt; weiterlst die

mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) angegeben.



3.3.1.2 Die Differenzierung von BM-DCs in Anwesdnt von Lactobacillus

rhamnosus GG verandert das Genexpressionsprofil der Zellen

Zur Uberpriifung der Genexpression von BM-DCs naalitu€, unter Zusatz von LGG,
wurden auf molekularer Ebene relative mRNA-Mengettets der Realtime-PCR bestimmit.
Im Rahmen der Analyse wurde die mRNA-Expression kiestimulatorischen Molekile
CD40 und CD80 sowie des AktinblndelungsproteingiRasvelches bei der Ausbildung der
Dendriten eine zentrale Rolle spielt, quantifizi&#eiterhin wurde die Expression der beiden
koinhibitorischen Molekule B7-H3 und fRIIB sowie der beiden Notch-Liganden Delta-4
und Jagged-1 untersucht.

Wie bereits anhand der FACS-Analyse gezeigt, wiedekpression der Oberflachenmolekiile
CD40, CD80 und CD86 nach Stimulation der BM-DCs b@®G am achten Tag der Kultur
gesteigert (Abb. 30-A). Die mRNA-Expression dieddolekile ist auf einem &ahnlichen
Niveau wie die der LPS-stimulierten Kulturen. Audie Expression von Fascin wird in
Anwesenheit von LGG gesteigert, allerdings niclghikant. Der gleichzeitige Zusatz von
LGG zu LPS-stimulierten BM-DCs fuhrt nicht zu eirsgnifikanten Steigerung der mRNA-
Menge fur CD40, CD80, CD86 und Fascin, im Verdleza LPS-stimulierten unbehandelten
Kulturen.

Die Expression der mRNA fir die koinhibitorischerolgkile B7-H3 und RdRIIB wird, im
Vergleich zu unstimulierten BM-DCs, nach Stimulatimit LPS schwacher exprimiert. In
BM-DCs wird in Anwesenheit von LGG ab Tag Acht darltur, sowohl in unstimulierten,

als auch in LPS-stimulierten Kulturen, keine veme mRNA-Expression beobachtet.

Die Expression der beiden Notch-Liganden Deltas.hlagged-1 wird nach Maturierung der
BM-DCs mit LPS deutlich erhéht. Auch bei Zusatz V0BG zu BM-DC-Kulturen an Tag
Acht, wird die mRNA-Expression beider Notch-Liganderhdht und erreicht fir Jagged-1
das Niveau der LPS-stimulierten Kulturen. Die Esgien von Delta-4-mRNA wird bei
gleichzeitigem Zusatz von LGG zu BM-DCs, die mit3.Btimuliert wurden, nicht-signifikant

vermindert; im Falle von Jagged-1 bleibt die Expi@s dagegen nahezu unveréandert.

Die Supplementierung der BM-DC-Kulturen mit LGG einem frihen Zeitpunkt der BM-
DC-Differenzierung ergab weitestgehend andere Hrigeb. Wie bereits anhand der

Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyseigewerden konnte, wird die Expression
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Abbildung 30: mRNA-Expression nach Supplementierungron BM-DC-Kulturen mit LGG. C57BL/6-BM-
DCs wurden in Ab- oder Anwesenheit von hohen LGG@Dv (2x1GKulturschale) fir acht Tage aus
Vorlauferzellen generiert und fir zwei weitere Tagé 1 pg/ml LPS stimuliert. AbbildungA) zeigt die
Stimulation der BM-DCs mit hohen LGG-Dosen ab TathtAder Kultur, wahrend Abbildun(B) eine LGG-
Stimulation Uber die gesamte Kulturdauer beschr&i# BM-DCs wurden geerntet, ihre RNA wurde isdlie
und die cDNA wurde hergestellt. In den verschiede@euppen wurde die mMRNA-Expression mittels Readtim
PCR ermittelt, die Expression der mit LPS stimuéiarBM-DCs (in Ab- und Anwesenheit von LGG) bzwr de
mit LGG stimulierten BM-DCs, wurde zu der Expressiter unstimulierten BM-DCs in Relation gesetzte Di
Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung)(@0s sech$A) bzw. vier(B) unabhéngig voneinander
durchgefiihrten Versuchen dargestellt. Die Symba@en signifikante Unterschiede zu LPS-stimulierten
unbehandelten BM-DCs (* = P<0,05; ** = P<0,01; ** P<0,001) bzw. unstimulierten, unbehandelten BM-
DCs (§ = P<0,05; 88 = P<0,01; 888§ = P<0,001).



von CD86, nach Stimulation der BM-DCs uber den gesa Zeitpunkt der Differenzierung
mit LGG, vermindert. Die Graphik zur mRNA-ExpregsiqAbb. 30-B) kann diese
Beobachtung bestatigen. Die mRNA-Expression dereklde CD80 und CD86 ist nach
LGG-Gabe, im Vergleich zu LPS-stimulierten Kulturggnifikant geringer und befindet sich
auf dem Niveau der unstimulierten unbehandeltentufeth. Die mRNA-Expression des
Molektls CD40 ist zwar ebenfalls geringer, befingdieh allerdings auf héherem Niveau, als
die Expression in den unstimulierten Kulturen.

Nach Stimulation der BM-DC-Kulturen mit LPS und LG@rd die mRNA-Expression der
Moleklle CD40, CD80 und CD86, im Vergleich zu matten unbehandelten Kulturen nicht
verandert.

Die mRNA-Expression des Aktinblindelungsproteins ckuas erfahrt durch die
Supplementierung der BM-DCs mit LGG die groRte Matan. Sowohl bei unstimulierten
als auch bei LPS-stimulierten Kulturen wird, nackehBndlung mit LGG, die mRNA-
Expression des Fascins vermindert.

Die Expression des koinhibitorischen Molekils B7-Hgibt nach LGG-Gabe lber den
gesamten Zeitraum der BM-DC-Differenzierung, wiectanach der kurzen und spaten
Supplementierung ab Tag Acht der Kultur, unverénder Gegensatz dazu, fuhrt der Zusatz
von LGG zu unstimulierten bzw. LPS-stimulierten #wén, zur Steigerung der mRNA-
Menge fur das R&RIIB; was im Falle der kurzen LGG-Supplementierunght beobachtet
werden konnte. Diese Steigerung ist allerdingstraanifikant.

Die mRNA-Expression fur Delta-4 wird im Gegensatz dagged-1-Expression nach LGG-
Zusatz zu unstimulierten BM-DC-Kulturen, vermindddie zusatzliche Gabe von LGG zu
LPS-stimulierten Kulturen fihrt fir Delta-4 ebedatu einer verminderten Expression. Die
MRNA-Expression fir Jagged-1 wird nach LGG-Gabe unstimulierten Kulturen, im
Vergleich zu unbehandelten BM-DCs signifikant ethdamd bleibt, nach Stimulation
maturierter BM-DCs mit LGG, unverandert.

3.3.1.3 Lactobacillus rhamnosus GG moduliert die Zytokinproduktion nach

Zusatz zu unstimulierten bzw. LPS-stimulierten BM-DC-Kulturen

Neben der phanotypischen Charakterisierung der békandelten BM-DCs anhand der

Bestimmung der Expression von kostimulatorischesh kminhibitorischen Molekulen, wurde



weiterhin die Produktion der Zytokine IL-10 und 12- sowohl auf Transkript- als auch auf
Proteinebene ermittelt. Abbildung 31-A zeigt eimgngikant erhdhte Expression von IL-10
nach Maturierung der BM-DCs mit LPS. Nach LGG-Gabwohl zu unstimulierten als auch
zu LPS-stimulierten Kulturen, wird die ExpressioonvIL-10-mRNA, im Vergleich zu
unbehandelten BM-DCs, gesteigert; diese ist alggslibei unstimulierten Kulturen nicht
signifikant. In Ubereinstimmung mit diesen Daten dsif Proteinebene, nach LGG-Gabe
auch, eine signifikant verstarkte IL-10-Sekretiomrah LPS-stimulierte BM-DCs zu
beobachten (Abb. 31-B). Im Unterschied zur RT-PQORése, wurde nach Zusatz von LGG
zu unstimulierten Kulturen keine erhéhte 1L-10- &tion durch die BM-DCs gemessen.

Auf Transkript-Ebene wird die Expression der beitlsriereinheiten p35 und p40 von IL-12,
durch die Stimulation mit LPS, im Vergleich zu unsilierten Kulturen, signifikant erhéht.
Nach Zusatz von LGG ab dem achten Kulturtag zuinmsierten BM-DCs wird die mRNA-
Expression beider Untereinheiten ebenfalls erhdbiese Erhohung kann auch auf
Proteinebene fir das IL-12p70 beobachtet werdenG-b8handelte immature BM-DCs
konnen im Vergleich zu unbehandelten, unstimulreKelturen, vermehrt IL-12 sekretieren.
Hingegen bleibt nach Zusatz von LGG zu LPS-stinméie Kulturen die mRNA-Expression
fur p35 und p40 von IL-12, im Vergleich zu unbehalteh LPS-stimulierten Kulturen,

unverandert; dies konnte auch auf Proteinebenétigsiverden.

Neben den Zytokinen IL-10 und IL-12 wurden in del-BC-Kulturiiberstdnden auch die
Konzentrationen an IL-2 und IL-6 analysiert (Abb2)3 Beide Zytokine wurden nach
Stimulation der BM-DCs mit LPS signifikant vermelsekretiert. Auch die Stimulation mit
LGG fuhrte im Vergleich zu unstimulierten und unéetfielten Kulturen zu einer
signifikanten Erhéhung der analysierten Zytokin@eEgleichzeitige Stimulation mit dem
Ausreifungsmarker LPS und LGG resultierte nicht emer weiteren Steigerung des
Zytokingehalts, im Vergleich zu singular LPS-stimuien BM-DCs.

Die LGG-Supplementierung Uber den gesamten Zeitralen BM-DC-Differenzierung
verandert das Genexpressions- bzw. das ZytokinmlefiBM-DCs in anderem Mal3e, als die
LGG-Gabe zu einem spéaten Zeitpunkt der Kultur. Auithr diesen Zeitraum der
Supplementierung wurde die Produktion der Zytokithel0 und IL-12 sowohl auf
Transkript- als auch auf Proteinebene analygqiglb. 33-A und B). Nach Maturierung der
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Abbildung 31: Einfluss der Differenzierung von BM-DCs in Anwesenheit von LGG (d8) auf die
Produktion von IL-10 und IL-12. C57BL/6-BM-DCs wurden in Ab- oder Anwesenheit voBG (d8) fur acht
Tage aus Vorlauferzellen generiert und fir zweitgrei Tage mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Die BM-DCsngden
geerntet, ihre RNA wurde isoliert und die cDNA werdergestellt. Die mMRNA-Expression in den versotmnesh
Gruppen wurde mittels Realtime-PCR ermit{@Qj. Parallel wurden Uberstiande genommen und mittelS/&
wurde die Zytokinkonzentration von IL-10 und IL-1&mittelt; diese wurde zu der Zytokinproduktion
unstimulierter BM-DCs (237 pg/ml IL-10 bzw. 123 ptd/IL-12) in Relation geset#tB). Die Werte sind als
Mittelwerte * Standardabweichung (SD) aus secAs uphd B-IL-10) bzw. acht B-IL-12) unabhéngig
voneinander durchgefiihrten Versuchen dargestelt. &ymbole zeigen signifikante Unterschiede zu LPS-
stimulierten, unbehandelten BM-DCs (* = P<0,05) bzw unstimulierten, unbehandelten BM-DCs (8§ = BS0,
88§ = P<0,01).
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Abbildung 32: Einfluss der Differenzierung von BM-DCs in Anwesenheit von LGG (d8) auf die
Produktion von IL-2 und IL-6. C57BL/6-BM-DCs wurden fir acht Tage aus Vorlaufderegeneriert und fir
zwei weitere Tage mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Inrglkelen Kulturen wurde zu unstimulierten bzw. LPS-
stimulierten Kulturen LGG ab Tag Acht (d8) hinzugbgn. AnschlieRend wurden die Uberstande genommen
und die Zytokinkonzentration von IL-2 und IL-6 werdnittels Radioaktivitatsbestimmung ermittelt; @ies
wurde zu der Zytokinproduktion unstimulierter BM-B@0,19 U/ml IL-2 bzw. 1,27 U/ml IL-6) in Relation
gesetzt. Die Werte sind als Mittelwerte + Standbveichung (SD) aus drei (IL-2) bzw. zwei (IL-6) tntngig
voneinander durchgefiihrten Versuchen dargestelt. &ymbole zeigen signifikante Unterschiede zu LPS-
stimulierten, unbehandelten BM-DCs (* = P<0,05; #%<0,001) bzw. unstimulierten, unbehandelten B&sD

(8 = P<0,05; 88 = P<0,01; 888 = P<0,001).

BM-DCs wird die mRNA-Expression des IL-10, im Verh zu unstimulierten Kulturen,
signifikant erhéht. In unstimulierten Kulturen, digéber den gesamten Zeitraum der
Kultivierung (d3, 6, 8) mit diesem Bakterium suppkntiert wurden, nimmt die Menge der
IL-10-mRNA tendenziell ab. Diese Abnahme entspr&bmit nicht den Ergebnissen, die flr
den spaten Zeitpunkt der LGG-Supplementierung ig@®pachtet werden konnten. Bei dieser
Art der LGG-Gabe konnte auf mMRNA-Ebene eine erhdiltE0-Menge induziert werden, die
allerdings nicht statistisch signifikant war.

Im Gegensatz dazu, bleibt die Expression der IMRNA, nach LGG-Gabe zu LPS-
stimulierten Kulturen, unverandert; diese Datenriten auch auf Proteinebene bestatigt
werden.

Die mRNA-Expression der Untereinheit p40 des ILwlid zwar nach Maturierung mit LPS
signifikant erhoht, nicht jedoch die mRNA-Egpsion fur p35. Da beide Untereinheiten
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Abbildung 33: Einfluss der Differenzierung von BM-DCs in Anwesenhit von LGG (d3, 6, 8) auf die
Produktion von IL-10 und IL-12. C57BL/6-BM-DCs wurden in Ab- oder Anwesenheit voGG (ab Tag
Drei) fur acht Tage aus Vorlauferzellen generierd dgir zwei weitere Tage mit 1 pg/ml LPS stimuliddie
BM-DCs wurden geerntet, ihre RNA wurde isoliert utid cDNA wurde hergestellt. Die mMRNA-Expression in
den verschiedenen Gruppen wurde mittels Realtim@-B@nittelt(A). Parallel wurden Uberstiande genommen
und mittels ELISA wurde die Zytokinkonzentration nvdlL-10 und IL-12 ermittelt; diese wurde zu der
Zytokinproduktion unstimulierter BM-DCs (154 pg/ihl-10 bzw. 16 pg/ml IL-12) in Relation gese{(&). Die
Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung)(&s jeweils vier unabhangig voneinander durchyédia
Versuchen dargestellt. Die Symbole zeigen signifikdJnterschiede zu LPS-stimulierten, unbehande3fen
DCs (* = P<0,05) bzw. zu unstimulierten, unbehateteBM-DCs (§ = P<0,05; 8§ = P<0,01).



gleichermal3en reguliert werden mussen, kann autlPrateinebene, nach Stimulation mit
LPS, keine erhohte Zytokinmenge im Kulturiiberstgedhessen werden. Nach Stimulation
immaturer bzw. LPS-maturierter Kulturen mit LGG ké&m sowohl auf Transkript- als auch
auf Proteinebene keine signifikanten Unterschiedischen den einzelnen Gruppen detektiert

werden.

Die Zytokine IL-2 und IL-6 (Abb. 34) werden nach IKu, unter Zusatz von LGG Uber die
gesamte Kulturdauer (d3, 6, 8), ebenfalls in ucteesilicher Weise, wie bei der spaten LGG-
Gabe ab Tag Acht der Kultur (d8), sekretiert. Naé¥s-Stimulation immaturer Kulturen
wird die Produktion des IL-2 und IL-6, im Vergleidu unstimulierten Kulturen, erhoht; die
Steigerung war im Falle des IL-6 allerdings nichdtistisch signifikant. Nach singulérer
Stimulation der Kulturen mit LGG bzw. nach gleichiger Stimulation mit LPS und LGG

konnten innerhalb der Gruppen keine signifikantemelschiede aufgezeigt werden.

unstimuliert * ||
stimuliert mit
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Abbildung 34: Einfluss der Differenzierung von BM-DCs in Anwesenheit von LGG (d3, 6, 8) auf die
Produktion von IL-2 und IL-6. C57BL/6-BM-DCs wurden fir acht Tage aus Vorlaufderegeneriert und fir
zwei weitere Tage mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Inrglkelen Kulturen wurde zu unstimulierten bzw. LPS-
stimulierten Kulturen LGG ab Tag Drei (d3, 6, 8)nhigegeben. AnschlieRend wurden die Uberstande
genommen und die Zytokinkonzentration von IL-2 Uing wurde mittels Radioaktivitatsbestimmung erelitt
diese wurde zu der Zytokinproduktion unstimulieB&i-DCs (0,023 U/ml IL-2 bzw. 1,2 U/ml IL-6) in Ratfion
gesetzt. Die Werte sind als Mittelwerte + Standbveichung (SD) aus drei (IL-2) bzw. zwei (IL-6) tntngig
voneinander durchgefiihrten Versuchen dargestelt. &ymbole zeigen signifikante Unterschiede zu LPS-
stimulierten, unbehandelten BM-DCs (* = P<0,05) bawstimulierten, unbehandelten BM-DCs (8§ = P<Q,05)



3.3.14 Einfluss vonLactobacillus rhamnosus GG auf die primarstimulatorische
Kapazitat von BM-DCs in der gemischten Lymphozytenkltur (MLR)

Die veranderte Expression von kostimulatorischei8&Dlolekilen sowie von MHC-Klasse-
[I-Molekilen durch BM-DCs, die in Anwesenheit voiGG differenziert und/oder maturiert
wurden, lasst eine Modulation des T-Zell-stimulestciien Potenzials solcher BM-DCs
vermuten. Mittels der gemischten Lymphozytenreaktioourde daher untersucht, ob
unstimulierte bzw. mit LPS stimulierte BM-DCs, diab dem dritten Tag der
Differenzierungsphase oder lediglich wahrend desradifungsphase mit LGG behandelt
wurden, im Vergleich zu unbehandelten BM-DCs, eingerschiedliche Kapazitat zur
Aktivierung von allogenen T-Zellen aufweisen.

Wie zuvor bereits gezeigt, besitzen BM-DCs, dielTag Acht der Kultur mit LPS stimuliert
wurden, im Vergleich zu unstimulierten BM-DCs, elautlich erhbhtes Potential, naive T-
Zellen zur Proliferation anzuregen (Abb. 35-A). Meltivierung von BM-DCs, mit durch
Einfrieren inaktivierten LGG ab dem achten Tag Heitur, steigert ebenfalls signifikant
deren Kapazitat zur Aktivierung naiver T-Zellen.eD®roliferation dieser T-Zellen liegt im
Durchschnitt sogar 10 bis 30% uber der Prolifergtidie von LPS-stimulierten BM-DCs
induziert wird (Abb. 35-B). Im Gegensatz dazu indven maturierte BM-DCs, welche
zusatzlich zur Stimulation mit LPS mit LGG supplerttiert wurden keine, weitere Steigerung
der T-Zell-Proliferation, im Vergleich zu LGG-stirmrerten Kulturen. Somit ist kein additiver
Effekt der Stimulation vorhanden.

Im Vergleich zu unbehandelten BM-DCs, hat die Sepm@ntierung der BM-DC-Kulturen zu
einem frihen Zeitpunkt der Differenzierungsphase {@g Drei der Kultur) mit ,LGG
gefroren, nur eine geringe, statistisch nicht Higante Steigerung der T-Zell-
stimulatorischen Kapazitat der BM-DCs zur Folge §AB6-A). Im Gegensatz dazu, kdnnen
BM-DCs, die bereits in der Differenzierungsphaset mGG kultiviert wurden, nach
anschlielender Stimulation mit LPS, nur in sigrfik erhbhtem Ausmal? allogene T-Zellen
zur Proliferation anregen; die T-Zell-Proliferatiet jedoch im Durchschnitt um 40 bis 50%,
im Vergleich zu der durch unbehandelte, LPS-stiertdi BM-DCs induzierten Proliferation,
reduziert (Abb. 36-B).
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Abbildung 35: Die Stimulation immaturer BM-DCs mit hohen LGG-Dosen erhdht deren Kapazitat zur
Aktivierung naiver T-Zellen. Immature C57BL/6-BM-DCs wurden fiir acht Tage ausl&derzellen generiert
und fiir zwei weitere Tage mit 1 pg/ml LPS und/o@ei0 ,LGG gefroren“/Kulturschale stimuliert oder
verblieben unstimuliert. AnschlieRend wurden die -Bi@s geerntet, bei 30 Gy bestrahlt und in abgestuft
Zellzahlen mit allogenen T-Zellen (3x10och) aus der Milz von BALB/c-Mausen kokultivierNach 72
Stunden wurden die proliferierenden Zellen durclyahe von 0,25 uCi/LocAH-Thymidin fir weitere 18
Stunden radioaktiv markier{A) Die abgebildeten Daten, dargestellt als Mittelwett&tandardabweichung
(SD) der Radioaktivitatsbestimmung von Triplikatesind reprasentativ fur vier unabhangig voneinander
durchgefiihrte Experiment¢B) Darstellung der Ergebnisse aus vier unabhéngigimander durchgefiihrten
Versuchen als relative allogene T-Zell-Prolifevati bezogen auf die Proliferation, die durch mitSLP
stimulierte unbehandelte BM-DCs induziert wurde(Q#d). Die Symbole zeigen signifikante Unterschiede z
der Proliferation, die durch LPS-stimulierte, unaedielte BM-DCs (* = P<0,05; ** = P<0,01; *** = P<)1)
bzw. unstimulierte, unbehandelte BM-DCs induzieutae (8 = P<0,05; 8§ = P<0,01; 88§ = P<0,001).
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Abbildung 36: Eine Supplementierung der BM-DC-Kulturen mit hohen LGG-Dosen uber die gesamte
Kulturdauer resultiert in einer reduzierten Prolife ration naiver T-Zellen. Immature C57BL/6-BM-DCs
wurden fir acht Tage aus Vorlauferzellen generiert/oder ab Tag Drei der Kultur mit 2X1QLGG
gefroren“/Kulturschale supplementiert. An Tag Adfolgte eine Stimulation mit 1 pg/ml LPS oder die
Kulturen verblieben unstimuliert. Anschlieend wemddie BM-DCs geerntet, bei 30 Gy bestrahlt und in
abgestuften Zellzahlen mit allogenen T-Zellen (3%16ch) aus der Milz von BALB/c-Mausen kokultiviert.
Nach 72 Stunden wurden die proliferierenden Zellerch Zugabe von 0,25 pCi/LoéH-Thymidin fir weitere

18 Stunden radioaktiv markief) Die abgebildeten Daten, dargestellt als Mittelwert8tandardabweichung
(SD) der Radioaktivitatsbestimmung von Triplikatesind reprasentativ fur vier unabhangig voneinander
durchgefiihrte ExperimentéB) Darstellung der Ergebnisse aus vier unabhangigimander durchgefihrten
Versuchen als relative allogene T-Zell-Prolifevati bezogen auf die Proliferation, die durch, mRS.
stimulierte, unbehandelte BM-DCs induziert wurd®éQ%). Die Symbole zeigen signifikante Unterschiede
der Proliferation, die durch LPS-stimulierte, unaetielte BM-DCs (* = P<0,05; ** = P<0,01; *** = P<)1)
bzw. unstimulierte, unbehandelte BM-DCs induzientae (§ = P<0,05; 88 = P<0,01; 888 = P<0,001).



Um den Einfluss einer geringeren Bakterienkonzénimaauf die Funktion der BM-DCs zu
untersuchen, wurden zusatzlich Experimente mitremehnfach geringeren LGG-Menge
durchgefiihrt; diese lag bei einem Wert von 2 0lturschale. Wie man aus der Abbildung
37 entnehmen kann, induziert die Supplementierursgimulierter BM-DCs mit 2x10L.GG

im Vergleich zu unstimulierten unbehandelten BM-D@&b. 37-A) zwar eine erhdhte T-
Zell-Proliferation, diese liegt jedoch deutlich eritalb der Proliferation naiver-T-Zellen,
welche durch LPS-stimulierte unbehandelte BM-DGhuinert wird (Abb. 37-B).

Eine Supplementierung LPS-stimulierter BM-DCs m@ @& resultiert in einer gleich hohen
Proliferation, wie sie mit LPS-stimulierten unbetalten BM-DCs erzielt wurde. In der
prozentualen Darstellung der Abbildung 37-B liege delative T-Zell-Proliferation nach
Stimulation mit LGG und LPS, wie auch nach singel@timulation mit LPS, bei 100%.

Eine BM-DC-Supplementierung tber die gesamte Kd#uer fuhrt bei der niedrigeren LGG-
Konzentration zu keinem Effekt (Abb. 38). Sowohistimulierte, als auch LPS-stimulierte
Kulturen zeigen ein fast identisches Potential lmaiuktion einer T-Zell-Proliferation, wie
ihre unbehandelten Kontrollgruppen. Somit konneser Versuch die Ergebnisse, die bei der

durchflusszytometrischen Analyse gewonnen wurdestatigen.
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Abbildung 37: Die Stimulation immaturer BM-DCs mit niedrigen LGG-Dosen induziert keine
Hyperproliferation naiver T-Zellen. Immature C57BL/6-BM-DCs wurden fir acht Tage ausl&aferzellen
generiert und fiir zwei weitere Tage mit 1 pg/ml Liv®l/oder 2x19,LGG gefroren“/Kulturschale kultiviert
oder verblieben unstimuliert. Anschlielend wurdenBM-DCs geerntet, bei 30 Gy bestrahlt und in albgféen
Zellzahlen mit allogenen T-Zellen (3x1Doch) aus der Milz von BALB/c-Mausen kokultivierNach 72
Stunden wurden die proliferierenden Zellen durclyahe von 0,25 pCi/LocAH-Thymidin fir weitere 18
Stunden radioaktiv markier{A) Die abgebildeten Daten, dargestellt als Mittelwett&tandardabweichung
(SD) der Radioaktivitatsbestimmung von Triplikatesind reprasentativ fUr vier unabhangig voneinander
durchgefiihrte ExperimentéB) Darstellung der Ergebnisse aus zwei unabhangigimander durchgefihrten
Versuchen als relative allogene T-Zell-Prolifevati bezogen auf die Proliferation, die durch mitSLP
stimulierte unbehandelte BM-DCs induziert wurdeQ%). Die Symbole zeigen signifikante Unterschiede z
der Proliferation, die durch LPS-stimulierte, unaetielte BM-DCs (* = P<0,05; ** = P<0,01; *** = P<)1)
bzw. unstimulierte, unbehandelte BM-DCs induzieutae (8 = P<0,05; 8§ = P<0,01; 88§ = P<0,001).
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Abbildung 38: Eine Supplementierung der BM-DC-Kulturen tber die gesamte Kulturdauer mit niedrigen
LGG-Dosen induziert keine Reduktion der Proliferation naiver T-zellen. Immature C57BL/6-BM-DCs
wurden fiir acht Tage aus Vorlauferzellen generigrti/oder ab Tag Drei der Kultur mit 2¥1QLGG
gefroren“/Kulturschale supplementiert. An Tag Adhfolgte eine Stimulation mit 1 pg/ml LPS oder die
Kulturen verblieben unstimuliert. Anschlieend wemddie BM-DCs geerntet, bei 30 Gy bestrahlt und in
abgestuften Zellzahlen mit allogenen T-Zellen (3%16ch) aus der Milz von BALB/c-Mausen kokultiviert.
Nach 72 Stunden wurden die proliferierenden Zeflerch Zugabe von 0,25 pCi/LoéH-Thymidin fir weitere

18 Stunden radioaktiv markie() Die abgebildeten Daten, dargestellt als Mittelwerttandardabweichung
(SD) der Radioaktivitatsbestimmung von Triplikatesind reprasentativ fur vier unabhangig voneinander
durchgefiihrte ExperimentéB) Darstellung der Ergebnisse aus zwei unabhangigimander durchgefihrten
Versuchen als relative allogene T-Zell-Prolifevati bezogen auf die Proliferation, die durch mitSLP
stimulierte, unbehandelte BM-DCs induziert wurd@Q®%). Die Symbole zeigen signifikante Unterschiede
der Proliferation, die durch LPS-stimulierte, unaetielte BM-DCs (* = P<0,05; ** = P<0,01; *** = P<)1)
bzw. unstimulierte, unbehandelte BM-DCs induzieutae (8 = P<0,05; 88 = P<0,01; 88§ = P<0,001).



3.3.1.5 Die Differenzierung von BM-DCs in Anweserdit von Lactobaciilus
rhamnosus GG resultiert in  einem veranderten Zytokinprofil

kokultivierter naiver T-Zellen

Aufgrund der Modulation der beiden Notch-Liganderelt®-4 und Jagged-1 nach
Supplementierung der BM-DC-Kulturen zu beiden wuehten Zeitpunkten mit LGG, stellte
sich die Frage, ob die nach Interaktion mit LGGdretelten BM-DCs induzierten T-Zellen
ein verandertes Zytokinmuster produzieren, und seme, im Vergleich zur Stimulation mit
unbehandelten BM-DCs, unterschiedliche T-Helferd-Pellarisierung stattfindet. Hierzu
wurde die Produktion der Zytokine IFN4L-4 und TGF-3 analysiert.

Die LGG-Supplementierung resultiert zu beiden wtenten Zeitpunkten (Abb. 39 und 40)
fur die Zytokine IFNy und IL-4 in einem differenten Zytokinprofil der 4ellen, welche mit

diesen unterschiedlich ausdifferenzierten BM-DCkukitviert wurden. Fur das dritte
analysierte Zytokin TGF-3 konnten, zu beiden Zeilgtan, allerdings keine analogen
Zytokinmuster festgestellt werden: innerhalb derugpen konnten keine signifikanten
Unterschiede beobachtet werden. In den T-Zelled s@mit weder nach Kokultur mit LPS-
stimulierten BM-DCs noch nach Kokultur mit LGG-beldelten Zellen, die TGF-I3-

Produktion signifikant moduliert.

Die Produktion des Zytokins IFM-wird in T-Zellen, nach Kokultur mit LPS-stimuliern
BM-DCs, im Vergleich zu unbehandelten Kulturen, iggr aber signifikant erhdéht. Eine
Kokultivierung der T-Zellen mit unstimulierten LGKehandelten BM-DCs resultiert bei
einer spaten LGG-Gabe ab Tag Acht der Kultur (ABB), in einer geringen, aber
signifikanten Erh6hung der Zytokinproduktion. Im deesatz dazu, wird die
Zytokinproduktion in den T-Zellen, die mit BM-DCdgimuliert wurden, welche Uber die
gesamte Kulturdauer mit LGG supplementiert wurahecht verandert.

Eine gleichzeitige und spate (d8) Stimulation déi-BCs mit LPS und LGG fihrt, nach
anschlieBender Kokultur mit naiven T-Zellen, zueamn unveranderten Zytokinprofil, im
Vergleich zur Kokultur mit LPS-stimulierten unbeldatten BM-DCs. Eine frih in der
Differenzierungsphase andauernde LGG-Supplementiefd3, 6, 8) hingegen, resultiert in

einer signifikant verminderten IFi-Ausschittung (Abb. 40).
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Abbildung 39: T-Zellen, die mit LGG-behandelten BMDCs (d8) stimuliert wurden, verandern das
Zytokinprofil. C57BL/6-BM-DCs wurden fiir acht Tage aus Vorlauédlen generiert und fir zwei weitere
Tage mit 1 pg/ml LPS und/oder 2X10GG gefroren/Kulturschale kultiviert oder verblab unstimuliert.
AnschlieRend wurden die BM-DCs bei 30 Gy bestrahti mit allogenen T-Zellen (3x¥0och) aus der Milz
von BALB/c-Mausen kokultiviert. Nach 72 Stunden @en Kulturiiberstinde genommen und der Gehalt an
IFN-y, IL-4 und TGF-3 mittels ELISA ermittelt; dieser wde zu der Zytokinproduktion naiver T-Zellen nach
Kokultur mit unstimulierten BM-DCs (6030 pg/ml IFN-112 pg/ml IL-4 und 547 pg/ml TGF-R) in Relation
gesetzt. Die Werte sind als Mittelwerte + Standavazichung (SD) aus acht (IF; sieben (IL-4) bzw. sechs
(TGF-R) unabhédngig voneinander durchgefihrten \&em dargestellt. Die Symbole zeigen signifikante
Unterschiede zu LPS-stimulierten, unbehandelten B84 (* = P<0,05; ** = P<0,01) bzw. unstimulierten,
unbehandelten BM-DCs (8§ = P<0,05; 88§ = P<0,01;58§%&0,001).
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Abbildung 40: T-Zellen, die mit LGG-behandelten BMDCs (d3, 6, 8) stimuliert wurden, verandern das
Zytokinprofil. C57BL/6-BM-DCs wurden in Ab- oder Anwesenheit M\dBG fur acht Tage aus Vorlauferzellen
generiert und fur zwei weitere Tage mit 1 pg/ml LR#nuliert. Anschlielend wurden die BM-DCs bei G0
bestrahlt und mit allogenen T-Zellen (3%AMch) aus der Milz von BALB/c-Mausen kokultivietach 72
Stunden wurden Kulturiberstande genommen und démalGan IFNy, IL-4 und TGF-B mittels ELISA
ermittelt; dieser wurde zu der Zytokinproduktionivea T-Zellen nach Kokultur mit unstimulierten BMd3
(5330 pg/ml IFNy, 91 pg/ml IL-4 und 423 pg/ml TGF-R) in Relationsg&zt. Die Werte sind als Mittelwerte +
Standardabweichung (SD) aus funf (IFN- drei (IL-4) bzw. vier (TGF-B) unabhangig voneidar
durchgefiihrten Versuchen dargestellt.Die Symbol@gere signifikante Unterschiede zu LPS-stimulierten,
unbehandelten BM-DCs (* = P<0,05; ** = P<0,01) bamstimulierten, unbehandelten BM-DCs (8§ = P<0,05;
88 = P<0,01; §88 = P<0,001).



T-Zellen, welche mit LPS-stimulierten BM-DCs kokuiert wurden, zeigen, im Vergleich,
nach Kokultur mit unstimulierten Zellen, kein diféates IL-4-Profil. Unstimulierte BM-DCs,
welche ab Tag Acht der Kultur mit LGG stimuliert rden, induzieren in T-Zellen kein
verandertes Zytokinmuster, im Vergleich zu T-Zellewelche mit unstimulierten
unbehandelten Zellen kokultiviert wurden. Im Gegensdazu, resultiert die LGG-Gabe ab
Tag Drei der BM-DC-Kultur, nach Kokultur mit T-Zel, in einer signifikanten Abnahme
des Zytokins. Eine gleichzeitige Stimulation der BNLs mit LGG und LPS induziert, nach
Kontakt mit T-Zellen, eine signifikante Abnahme di&r4-Produktion. Diese wurde zu

beiden Zeitpunkten der LGG-Supplementierung bedieach

3.3.2 Einfluss vonLactobacillus fermentum auf die Differenzierung von BM-
DCs

Neben dem Einfluss der probiotischen Bakteriesggdzactobacillus rhamnosusG auf die
Differenzierung und Maturierung von BM-DCs wurdechuwler Effekt der Kultur von BM-
DCs in Anwesenheit vorLactobacillus fermentun{LF) untersucht; hierzu wurden zehn
verschiedene Bakterien-Isolate aus afrikanischeseHierwendet.

Die Bakterien wurden mittels Einfrieren bei -20°Ghne Zugabe eines Frostschutzes,
inaktiviert. Sie wurden den BM-DC-Kulturen in eineKonzentration von 2x10
Bakterien/Kulturschale zugegeben. Die Supplemanigprerfolgte, im Gegensatz zu den
Versuchen mit LGG, an Tag Neun der Kulturperiodd dauerte, wie die Ausreifungsphase,
24 anstatt 48 Stunden an.

3.3.2.1 Durchflusszytometrische Analysen zum Einfluss voh.actobacillus fermentum

auf die Differenzierung und Maturierung von BM-DCs

Anhand der durchflusszytometrischen Analyse (Abb). der mitLactobacillus fermentum

kultivierten immaturen BM-DCs, wird ein Einfluss faudie Expression der
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Abbildung 41: Einfluss von Lactobacillus fermentum auf die Differenzierung und Maturierung von BM-DCs. ImmatureC57BL/6-BM-DCs wurden fur neun Tage aus
Vorlauferzellen generiert und fir die Dauer von&dnden mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Parallel ang&eKulturen wurden ab dem neunten Tag der Kutl@) €lr 24 Stunden
mit zehnLactobacillus fermenturfLF)-Isolaten in einer Konzentration von 2XKulturschale supplementiert; das Isolat K9-Lb3riprasentativ fir alle zehn analysierten
Isolate dargestellt. Die Expression der angegebedeerflachenmolekile wurden durchflusszytometribgistimmt. Die Isotypkontrolle ist als gestrichelggaue Linie
dargestellt; weiterhin ist die mittlere Fluoreszetensitat (MFI) angegeben.



Oberflachenmolekile nach Supplementierung deutligie Expression von CD86 sowie der
MHC-Klasse-lI-Moleklle auf mitLactobacillus fermentunkultivierten Zellen ist deutlich
erhoht. Die ausreifungsbedingte verstarkte Expoesgieser Molekile, nach Stimulation mit
LPS, wird durch gleichzeitige Supplementierung &M-DC-Kulturen mit Lactobacillus
fermentum jedoch nur geringflugig, weiter verstarkt. Die Eegsion der fur DCs
charakteristischen Molekile CD11b und CD11c sowas dei myeloiden Suppressorzellen
charakteristischen Molekuls Gr-1 ist, nach der #uwltmit Lactobacillus fermentum
vergleichbar, mit der Expression der Molekile anfiehandelten BM-DCs.

Die in Abb. 41 fur das Isolat K9-Lb3 dargestellfeACS-Analysen sind reprasentativ fur alle

zehn analysierten Isolate.

3.3.2.2 Einfluss vorLactobacillus fermentum auf die Zytokinproduktion von BM-
DCs

Nach der phanotypischen Charakterisierung der BM-D&@urde im nachsten Schritt
untersucht, ob die Produktion der beiden Zytokinel® und IL-12 durch die
Supplementierung der BM-DC-Kulturen mit den untkrsdlichen Isolaten ddsactobacillus

fermenturmodifiziert wird.

Fur das Zytokin IL-10 (Abb. 42-A) wurden lediglicmarginale Konzentrationen in den
unstimulierten Kulturen gemessen. Nach deren Soppdierung mit den einzeln
analysierten Isolaten ddsactobacillus fermentumwurde eine signifikante Abnahme der
Zytokin-Produktion, nach Zusatz von K1-Lb6, K2-Lbdw. K8-Lbl, festgestellt. Die

anderen Isolate unterscheiden sich nicht in inréekEen auf die IL-10-Produktion.

Nach einer 24-stiindigen Stimulation der BM-DC-Kudtu mit LPS, wurde die Produktion
des IL-10 erhoht; diese Erhohung war allerdingshiisignifikant. Eine gleichzeitige

Stimulation der Kulturen mit LPS und démctobacillus fermentustsolaten resultiert nicht

in einer veranderten Zytokinproduktion.

Die IL-12-Konzentration (Abb. 42-B) in den Uberst@&m unstimulierter BM-DC-Kulturen

wird nach Stimulation mit LPS signifikant vermintdleDurch eine Supplementierung der



unstimulierten Kulturen mit den einzelnen Isolatemird die IL-12-Produktion nicht
moduliert. Allerdings erhéhen K1-Lb1l und K1-Lb6 die12-Produktion bei gleichzeitiger
Stimulation mit LPS.

Schlussfolgernd ist es aufgrund der geringen Zyttdonzentrationen nicht mdglich, nach
Kultur, unter Zusatz der einzelnen Isolate, einetafserungseffekt sowohl fir IL-10 als

auch fur I1L-12, festzustellen.
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Abbildung 42: Einfluss der Differenzierung von BM-DCs in Anwesenheit vori_actobacillus fermentum auf
die Produktion von IL-10 und IL-12. C57BL/6-BM-DCs wurden fur neun Tage aus Vorlaudlen generiert
und fur die Dauer von 24 Stunden mit 1 pg/ml LHBwsliert. In parallelen Kulturen wurden zu unstineuten
(schwarze Balken) bzw. LPS-stimulierten (weil3e Ba)kBM-DCs Isolate vohactobacillus fermenturab Tag
Neun hinzugegeben. AnschlieBend wurden KulturiBedd genommen und mittels ELISA wurde die
Zytokinkonzentration von(A) IL-10 und (B) IL-12 in den Uberstanden ermittelt. Diese wurde der
Zytokinproduktion unstimulierter BM-DCs (50 pg/nil-L0 bzw. 80 pg/ml IL-12) in Relation gesetzt. Diéerte
sind als Mittelwerte + Standardabweichung (SD) @wgeils zweiunabhéangig voneinander durchgefuhrten
Versuchen dargestellt. Die Symbole zeigen signifikdJnterschiede zu LPS-stimulierten, unbehande3fen
DCs (* = P<0,05; ** = P<0,01) bzw. zu unstimulienfainbehandelten BM-DCs (8§ = P<0,05; 88 = P<0,8§; §
= P<0,001).



3.3.2.3 Einfluss von Lactobacillus fermentum auf die priméarstimulatorische
Kapazitat von BM-DCs in der gemischten Lymphozytenkltur (MLR)

Die veranderte Expression von CD86-Molekilen sowie MHC-Klasse-lI-Molekuilen durch
BM-DCs, die in Anwesenheit vohactobacillus fermentunausgereift wurden, lasst eine
Modulation des T-Zell-stimulatorischen Potenziatéceer BM-DCs vermuten. Mittels der
gemischten Lymphozytenreaktion wurde daher untétswb unstimulierte bzw. mit LPS
stimulierte BM-DCs, die ab Tag Neun der BM-DC-Kultmit den zehn Isolaten von
Lactobacillus fermentunbehandelt wurden, im Vergleich zu unbehandeltenB&s, eine

unterschiedliche Kapazitat zur Aktivierung von goaen T-Zellen aufweisen.

Wie schon mehrfach gezeigt werden konnte, habendtiffilierte BM-DCs, im Vergleich
zu unstimulierten Kulturen, ein héheres Potental/@ T-Zellen zur Proliferation anzuregen
(Abb. 43-A). Eine Supplementierung unstimuliertenltsiren mit Lactobacillus fermentum
fur eine Dauer von 24 Stunden erhoht deren T-Zetitdatorische Kapazitat. Im Vergleich
zur Proliferation naiver T-Zellen, welche durch L-B8nulierte BM-DCs induziert wird,
ergibt sich eine Steigerung der relativen T-Zetiferation, die in Abh&ngigkeit von der
Anzahl der BM-DCs in der Kokultur mit den allogen&fZellen zwischen 130% und 180%
liegt (Abb. 43-B). Somit werden nach Stimulationt ihactobacillus fermentujrhéhere T-

Zell-Proliferationsraten erreicht, als bei gleicBeuer einer Stimulation mit LPS.

BM-DC-Kulturen, die gleichzeitig zur LPS-Stimulationit Lactobacillus fermenturtsolaten
supplementiert wurden, weisen zwar ein hoheres nBatezur Aktivierung der T-Zell-
Proliferation auf, als nur LPS-stimulierte Kulturenerreichen aber nicht die
Proliferationsraten, wie sie bei unstimulierten h&handelten Kulturen erreicht werden.
Somit konnte anhand der primarstimulatorischen Ka@ader BM-DCs gezeigt werden, dass
Lactobacillus fermentunsowohl auf unstimulierte als auch auf LPS-stinmt#ieBM-DCs
Einfluss hat und diese Daten in Korrelation zu dierchflusszytometrischen Analyse stehen;
bei einer gleichzeitigen Supplementierung der BM-R@turen mitLactobacillus fermentum
und LPS konnte die Expression der Oberflaichenmtdeg@mal der gemessenen MFI, im

Vergleich zu LPS-stimulierten Kulturen, weiter vérkt werden.
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Abbildung 43: Die Stimulation immaturer BM-DCs mit Lactobacillus fermentum erhdht deren Kapazitat
zur Aktivierung naiver T-Zellen. Immature C57BL/6-BM-DCs wurden fir neun Tage auglddderzellen
generiert und fiir die Dauer von 24 Stunden mit Imkd.PS und/oder 2xTOLF/Kulturschale kultiviert oder
verblieben unstimuliert. AnschlieRend wurden die -Bi@s geerntet, bei 30 Gy bestrahlt und in abgestuft
Zellzahlen mit allogenen T-Zellen (3x10och) aus der Milz von BALB/c-Mausen kokultivierNach 72
Stunden wurden die proliferierenden Zellen durclyahe von 0,25 uCi/LocAH-Thymidin fir weitere 18
Stunden radioaktiv markierfA) Die abgebildete Graphik, dargestellt als Mittelwett Standardabweichung
(SD) der Radioaktivitdtsbestimmung von Triplikatést, eine reprasentative Graphik zur durchgefihNgrR
des Isolats K9-Lb3 vohactobacillus fermentunin der Abbildung(B) sind die Ergebnisse aus zwei unabhangig
voneinander durchgefiihrten Versuchen als relatiogiene T-Zell-Proliferation, bezogen auf die Phetation,

die durch mit LPS stimulierte unbehandelte BM-D@duziert wurde (100%), dargestellt. Die Symbolegyeai
signifikante Unterschiede zu der Proliferation, digch LPS-stimulierte, unbehandelte BM-DCs (* =0i05;

*** = P<0,001) bzw. unstimulierte, unbehandelte BMGs induziert wurde (8 = P<0,05; 88§ = P<0,01; 888 =
P<0,001).



3.3.24 Die Differenzierung von BM-DCs in Anwesergit von Lactobacillus

fermentum verandert das Zytokinprofil kokultivierter naiver T -Zellen

Nachdemdas Zytokinprofil der BM-DCs unter dem Einfluss d€ultur unter Zusatz von
Lactobacillus fermentununtersucht wurde, wurde auch analysiert, ob daskidymuster
naiver T-Zellen, nach Kontakt mitactobacillus fermenturbehandelten BM-DCs, verandert
wird. Hierzu wurde die Produktion der beiden ZytwkilFN+« und IL-5 mittels ELISA
ermittelt (Abb. 44).

A B
-— —

K1-Lbl
K1-Lb6
K2-LB4
K4-Lb6
K6-Lb2
K6-Lb4 | ! —
K7-Lb1 %‘
K8-Lb1 | I } |
K8-Lb3 | ] —
K9-Lb3 | | —

I t T t T t T + I ¢ T t T } T +

0 2 4 6 8 0 1 2 3 4

IFN-y IL-5
(x-fach unstimulierte BM-DCs) (x-fach unstimulierte BM-DCs)

—[ 1~ LPS-stimuliert
—Hl- unstimuliert

Abbildung 44: T-Zellen, die mit Lactobacillus fermentum-behandelten BM-DCs stimuliert wurden,
verandern das Zytokinprofil. C57BL/6-BM-DCs wurden fiir neun Tage aus Vorlauéden generiert und fir
die Dauer von 24 Stunden mit 1 pg/ml LPS stimuliént parallelen Kulturen wurden zu unstimulierten
(schwarze Balken) bzw. LPS-stimulierten (weil3e Ba)kBM-DCs Isolate vohactobacillus fermenturab Tag
Neun (d9) hinzugegeben. Anschlie3end wurden die BB4- bei 30 Gy bestrahlt und mit allogenen T-Zellen
(3x1@/Loch) aus der Milz von BALB/c-Mausen kokultivierNach 72 Stunden wurden Kulturiiberstande
genommen und der Gehalt an IFNEA) und IL-5 (B) mittels ELISA ermittelt; dieser wurde zu der
Zytokinproduktion naiver T-Zellen nach Kokultur nuibstimulierten BM-DCs (15,1 ng/ml IFiund 5,6 ng/ml
IL-5) in Relation gesetzt. Die Werte sind als Mitterte * Standardabweichung (SD) aus jeweils drei
unabhangig voneinander durchgefuhrten Versuchegedtellt. Die Symbole zeigen signifikante Untersdei

zu unstimulierten, unbehandelten BM-DCs (88 = P),0



T-Zellen produzieren sowohl nach Kokultur mit unatiierten als auch nach Kokultur mit
LPS-stimulierten BM-DCs, gleiche Mengen des ZytskitEFN-y (Abb. 44-A). Ilhre
Supplementierung mit den jeweiligen Isolaten dastobacillus fermentunnesultiert nach
Kokultur mit naiven T-Zellen, nicht in einem veramtén Zytokinmuster.

Ahnlich wie fiir IFNy gezeigt, produzieren T-Zellen, nach Kontakt mistimulierten BM-
DCs, gleiche Mengen an IL-5, wie nach Kontakt nit3-stimulierten Kulturen (Abb. 44-B).
Eine 24-stindige Stimulation immaturer BM-DCs mit-Kb1 induziert, nach Kokultur mit
naiven T-Zellen, eine erhdhte Ausschittung deskiygty wahrend die Stimulation immaturer
BM-DCs mit K4-Lb6 in T-Zellen zu einer signifikamerminderten IL-5-Produktion fuhrt.

Schlussfolgernd ist, wie bereits fir das Zytokirprer LF-behandelten BM-DCs, aufgrund
der marginal gebildeten Zytokin-Konzentrationen wet geringfiigigen Modulation, nach
Stimulation mitLactobacillus fermenturtsolaten, nicht moglich, einen Polarisierungseffekt
der T-Zellen, nach Kokultur mit diesen unterschedl ausdifferenzierten BM-DCs,

festzustellen.



4. Diskussion

Um die Inzidenz und den Schweregrad allergisché&rakungen in der Bevélkerung zu
verringern, gewinnen praventive Malinahmen zur Vetumg einer Sensibilisierung - neben
der Entwicklung von effektiven Therapieformen - iemmehr an Bedeutung. Die
Verabreichung von Probiotika bzw. Prebiotika repriieren zwei solch praventive Ansatze.
Im Rahmen des Konzeptes der Verabreichung von &ikéi werden lebende, fur die
Gesundheit forderliche Bakterien der Nahrung zuggefivohingegen es sich bei dem
prebiotischen Konzept um die Zufihrung unverdaeliciNahrungsbestandteile, meist
Kohlenhydrate, handelt, welche aufgrund ihrer Esgaft als selektives Substrat fur die

gesundheitsfordernden Bakterien das Wachstum diesere im Darm propagieren.

Obwonhl der Einsatz von Pro- und Prebiotika auf desktor der Lebensmittelindustrie oder
als Therapieform bei zahlreichen Erkrankungen immehr auf dem Vormarsch ist, ist der
Mechanismus ihrer Funktion noch nicht ausreichehdrakterisiert und geklart worden.
Jedoch scheint die Annahme plausibel, dass DCs astr@ntestinaltrakt, die in engem
Kontakt mit der komplexen Mikrobiota stehen, higreezentrale Rolle tbernehmen.
Zahlreiche wissenschaftliche Arbeiten haben bereggszeigt, dass probiotische
Bakterienstimme die DCs in ihrer Reifung moduliek&mnen [Christensest al., 2002;
Drakeset al., 2004]. Der Einfluss von prebiotischen Oligosacidear ist dabei jedoch noch
nicht untersucht worden. Im Mausmodell konnte zgezeigt werden, dass die Verfltterung
von Prebiotika auf Bereiche des Immunsystems Akswigen hat [Vost al, 2006; Voset
al., 2007b], ob ein Effekt dieser Prebiotika-Gaberdiings alleine Uber die Verbreitung des
Wachstums probiotischer Keime vermittelt wird odbrPrebiotika nicht doch zusatzlich eine
direkte Wirkung auf DCs austiben, ist bisher nicklgrt.

In den letzten Jahren wurde der bakteriellen Zusansetzung der intestinalen Mikrobiota im
Kontext mit dem Erné&hrungskonzept der Supplemanigr mit Probiotika viel
Aufmerksamkeit zugeschrieben. Einige Bakterien, pisichlich Lactobacillus- und
Bifidobacterium-Spezies, pragen und definieren eiekonzept. In groRer Zahl sind sie in
Lebensmitteln, meist in Form von Milchproduktenewiilchdrinks und Joghurt, aber auch
im Bereich der Sauglings- und Kleinkindernahrunghelten und werden zunehmend zur
Prophylaxe und/oder Therapie diverser Krankheitene der Antibiotika-assoziierten
Diarrhoen [Shornikovat al, 1997; Crucheet al, 2003], der Rotavirus-Infektionen oder den



allergischen Erkrankungen [Kallioma&t al, 2001; Rosenfeldét al, 2003; Viljaneret al.,
2005] eingesetzt.

Die meistverwendeten Probiotika sind diverse Mitahrebakterien der Genera Lactobacillus
und Bifidobakterium.Lactobacillus rhamnosu§&G (LGG) ist nebenLactobacillus casei
[Babaet al, 2008] odemBifidobacterium brev¢Latvalaet al, 2008] einer der am haufigsten
klinisch getesteten probiotischen Bakterienstdmmd ist auch Teil dieser Dissertation.
Dieses Bakterium wird hauptsachlich in der Behanglu von zahlreichen
Durchfallerkrankungen erfolgreich eingesetzt; besos bei Kindern sind diese
Erkrankungen haufig und lang anhaltend vertretevsitike Effekte wurden u.a. fur die
Pravention Antibiotika-assoziierter Diarrhoen [DiRaet al, 2002] sowie die Behandlung
akuter infektioser Diarrhoen [Szajewska und Mrukzzyi2001] beschrieben. Neben den
Durchfallerkrankungen wird LGG jedoch auch in ddreflapie der atopischen Dermatitis
[Majamaa und Isolauri, 199 Rosenfeldtet al, 2003] oder zur Hemmung des Wachstums
pathogener Mikroorganismen w&almonella entericédzw. E. coli oder deren Anhaftens an
Darmzellen eingesetzt [Fayol-Messaoatal, 2005].

Lactobacillus fermentum(LF) bildet ebenfalls die Grundlage meiner Arbeit. Dgese
Bakterium war bisher eher rar in den divergenitro undin vivo Studien mit probiotischen
Stammen aufzufinden, scheint aber zunehmend eimeak® Rolle in diesem Themengebiet
einzunehmen. In einer von Zoumpopoulou [2008] ffenflichten Studie wird dieser Keim

als neuer probiotischer Kandidat fur die Nahrungsimdustrie beschrieben.

Trotz der zahlreichen veréffentlichten Studien urEensatz von probiotischen Bakterien, ist
die Auswahl an Studien mitactobacillus rhamnosu&G, besonders aber miiiactobacillus
fermentumdie in meiner Dissertation als Modell-Probiotikagierten, begrenzt. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine 48-stundig€G) bzw. 24-stindige (LF)
Supplementierung unstimulierter BM-DCs mit LGG odé&r in deren Ausreifung resultiert;
diese wird als erhhte Expression der kostimulattyen Molekile sowie von MHC-Klasse-lI
charakterisiert. Diese Daten stimmen mit den Erggslem zweier Studien Uberein, die in der
Arbeitsgruppe um Henri Braat [Bragit al, 2004a und 2004b] mit humanen DCs unter Kultur
mit LGG durchgefihrt wurden. In einer Studie mitrman Zellen konnte ebenfalls eine
verstarkte Expression der analysierten MolekileewrEinsatz vonLactobacillus casei
[Christenseret al, 2002] bzw. mit einem Gemisch (VSL#3) aus diverkactobacillen und
Bifidusbakterien aufgezeigt werden [Drakes al, 2004]. Parallel zur LGG- bzw. LF-
induzierten Ausreifung konnte weder ein Einflus§ BXC-charakteristische Molekile, wie



CD11c oder CD11b noch auf den Makrophagen-MarkeBd-deobachtet werden. Eine
gleichzeitige Stimulation der BM-DCs mit LPS und GGbzw. LF flhrte zu einer weiteren
Erh6éhung der Expression analysierter Oberflacheekiidé. Auch dieser Befund zeigt
Parallelen zu der bereits erwahnten Studie an ham®&tCs [Braatt al., 2004]. Als Folge
dieser verstarkten Ausreifung besitzen die BM-Dé€la erhéhtes Potential zur Stimulation
naiver T-Zellen.

Fur die nach Stimulation von BM-DCs mit LGG in Bgzauf deren Ausreifung beobachteten
Effekte wurde eine Abhangigkeit von der Bakterignzamittelt. Ein geringes Verhaltnis von
DCs und Bakterien (1:1) resultierte nicht in eiersreifung der unstimulierten BM-DCs.
Diese Beobachtung deckt sich mit den Daten, die \bemiwendung der probiotischen
Mischung VSL#3 [Drakeset al, 2004], vonLactobacillus caseibzw. Bifidobacterium
animalis[Babaet al, 2008] oder von LGG [Pochaset al, 2002] gezeigt wurden. In meiner
Arbeit habe ich die Dosisabhéngigkeit bzgl. derr&ifang der BM-DCs nicht nur anhand der
durchflusszytometrischen Analyse bestimmt, sondediese auch durch T-Zell-
Proliferationstests bestétigt. Hier wiesen mit eimedrigen LGG-Dosis stimulierte BM-DCs
ein nur halb so hohes Aktivierungspotential fur @i&n auf, wie BM-DCs, die mit der hohen

LGG-Partikelzahl konfrontiert wurden.

In der Literatur gibt es Hinweise, dass mit proisichien Bakterien behandelte DCs ein
verandertes Zytokinmuster aufweisen. Die meistditbakterien wid3. animalis, B. lactis
oder B. breve werden als potente IL-10-Induktoren beschriebgashalb ihnen ein anti-
inflammatorisches Potential zugesprochen wird [@hu2001]. Unter den Lactobacillus-
Stammen scheintactobacillus reuterieines der wenigen probiotischen Bakterien zu sein,
welches in der Lage ist, in DCs eine erhohte ILSHkretion zu induzieren; so ist auch LGG
kaum in der Lage, die Sekretion des anti-inflammsathen Zytokins zu induzieren [Zeuthen
et al, 2006]. Diese Beobachtung korreliert mit den Bragsen aus meiner Dissertation: das
Potential zur Produktion von IL-10 wird durch di@ldvierung mit LGG nicht erhéht. Dieses
Phanomen konnte auch nach der Supplementierun®MeDCs mit LF bestatigt werden.
Somit stimmen die Daten nicht mit der Literatur rdbe, denn die Arbeitsgruppe um
Zoumpopoulou [2008] konnte in den peripheren mokteéren Zellen des humanen Blutes
ein hohes Potential fur die Produktion von IL-1@&ma&ultur mit LF aufzeigen. Seine anti
inflammatorische Funktion wurde in einem pravemtivsatzin vivoin Maus-Modellen der

durch TNBS-induzierten Colitis sowie der Salmonellefektion bestatigt.



Eine weitere Charakterisierung der LGG-induzieZgtokine ergab fur die Produktion des
IL-12, nach Supplementierung unstimulierter BM-DQHgren, eine geringe, jedoch
signifikante Erh6hung, wohingegen diese bei gleadiger Stimulation mit LPS und LGG
sowohl auf Transkript- als auch auf Proteinebemétnrorhanden war. In der Literatur wird
LGG als ein Bakterium charakterisiert, welchesltdid2-Produktion kaum beeinflusst [Braat
et al., 2004]; dagegen verfugermactobacillus acidophilusind Lactobacillus paracaseiiber
die starkste Kapazitat zur IL-12-Induktion [Zeutledral.,2006].

Im Gegensatz zu LGG-supplementierten BM-DCs wundeH-behandelten Kulturen die IL-
12-Produktion nicht beeinflusst; insgesamt wurden marginale Mengen dieses Zytokins
nachgewiesen. In der Arbeitsgruppe um Takagi [2@@&}den diesbezlglich gegenséatzliche
Ergebnisse aufgezeigt; die Kultivierung mnlitactobacillus fermentumFERM P-13857
resultierte in hoheren IL-12-Mengen, als die Supgetierung der BM-DC-Kulturen mit
Lactobacillus rhamnosudiese gegenséatzlichen Ergebnisse untermauerdidieepanzen,
die zwischen den einzelnen Lactobacillus-StammenHinblick auf deren Fahigkeit BM-
DCs in ihrem Phanotyp zu modulieren, herrschen.

Inwieweit die erhohte IL-12-Sekretion nach LGG-Gabe unstimulierten Kulturen eine
zentrale Rolle in der Thl-Polarisierung einnimmgree anhand der Induktion der Zytokine
IFN-y und IL-4 analysiert: in T-Zellen, welche in Kokuit mit LGG-behandelten
unstimulierten BM-DCs gehalten wurden, ist einendigant erhdhte IFNy-Sekretion
induziert worden. Die Produktion des IL-4 und d€3FF3 wurde dabei durch die Stimulation
mit LGG-behandelten Kulturen nicht beeinflusst. &orkonnte auch hier eine Thl-
Polarisierung der T-Zellen als erhdhte IFFNRroduktion und unverédnderte IL-4-Produktion
aufgezeigt werden; dies stimmt mit den Daten emi@eblikationen Uberein [Sutad al.,
1996; Pohjavuorkt al., 2004; Pocharaet al., 2002]. Nach Kokultur von T-Zellen mit LF-
behandelten BM-DCs blieb die IFNProduktion, im Vergleich zu unbehandelten Kultyren

unverandert und korreliert mit den Daten der StudeZoumpopoulou [2008].

Ein neuer, bislang in der Literatur noch nicht legbener Ansatzpunkt flr die Analyse der
Effekte von LGG auf die Differenzierung von DCs listelie im Rahmen dieser Arbeit
durchgefihrte Supplementierung der BM-DC-Kulturardits zu einem frilhen Zeitpunkt
ihrer Differenzierung (ab Tag Drei) dar. Die Wirlgyndie in diesem Fall auf die
Expressionsstarke der Oberflachenmolekile CD86MIAE-Klasse-Il festgestellt wurde, ist
kontrar zu den Effekten, die bei spater LGG-Galie Tag Acht) zu den BM-DC-Kulturen

beobachtet wurde. Aufgrund des frihen Zeitpunktesl wler langen Dauer hat die



Supplementierung der Kulturen mit LGG eine Expm@ssron CD86 und MHC-Klasse-lI-
Molekulen zur Folge, die unter der Expression uabelelter immaturer BM-DCs liegt.
Weiterhin hat die Stimulation der frihzeitig mit BGbehandelten Zellen mit LPS keine
Verstarkung der Expression dieser Molekile zur &plgomit wird phanotypisch keine
vollstandige Ausreifung induziert und die Entwickipyder DCs ist auf einem immaturen
Status arretiert. Allerdings konnte der anhand FIRES-Analyse ermittelte Unterschied in
der CD86-Expression zwischen den LGG-behandeltehdem unbehandelten Zellen nicht
auf mMRNA-Ebene nachvollzogen werden. Die CD86-mRBipression wird - ahnlich wie
die CD80-mRNA-Expression - durch die Kultur in Arseaheit von LGG nicht signifikant
modifiziert. Ein weiteres Molekul, das als Reifunggker fir DCs herangezogen werden
kann, ist das Aktinbindelungsprotein Fascin [Ratsal., 1998 und 2000]. Tatsachlich ist die
Fascin-mRNA-Expression sowohl in den unstimuliersds auch in den LPS-stimulierten
BM-DCs, unter gleichzeitiger Gabe von LGG, sigrafit reduziert, was ebenfalls auf eine
verminderte Differenzierung und Maturierung derl@elhindeutet. Die inhibierte Ausreifung
der mit LGG behandelten BM-DCs nach Stimulation bfS konnte auf funktioneller Ebene
verifiziert werden, da das T-Zell-stimulatorischetéhzial der Zellen in der MLR stark
vermindert ist.

uUnd obwohl der Einfluss von LGG auf den Phanotygrodie Funktion von BM-DCs,
aufgezeigt als verminderte Expression der kostitotichen Molektle oder als verminderte
Kapazitat zur Stimulation naiver T-Zellen, so awgdmeinlich ist, bleibt ihr Zytokinmuster
unverandert. Sowohl die Produktion von IL-10 alshawdie von IL-12 wird durch die
Supplementierung mit LGG nicht moduliert. Diese iimeh sprechen also nicht fur die
Generierung tolerogener DCs. Eine CharakterisiemergZytokine, die von T-Zellen nach
deren Kokultur mit LGG-behandelten BM-DCs sekrétieturden, ergab eine signifikant
verminderte IL-4-Produktion, im Vergleich zu T-Zail, die nach Kokultur mit unstimulierten
unbehalten bzw. LPS-stimulierten unbehandelten B&&[produziert wurden. Wegen der
nicht gesteigerten IFN-Produktion kann nicht von einer Th-1-Polarisieruengsgegangen

werden. Hierzu sind noch weitere detaillierte Asaly notwendig.

Neben dem Feld der Probiotika stellen prebiotigohgosaccharide das naturlichere Konzept
in der Sauglingserndhrung dar, um sich der optim&mahrungsweise, welche durch das
Stillen erzielt wird, zu ndhern [Vandenplas, 200&ttermilch ist ein echtes Prebiotikum

und ihr Haupt-Inhaltsstoff, die HMOS, sind in dexdge, eine von Bifidusbakterien dominierte

Mikrobiota im Darm von gestillten Neugeborenen zduzieren [Kunzt al, 2000; Boehnet



al., 2003a]; sie fungieren als selektives Substnathitiwachstum. Die Supplementierung der
Sauglingsnahrung mit HMOS st technisch sehr auflerund teuer und somit von der
Nahrungsmittelindustrie kaum realisierbar. Eine hobg Alternative dazu stellt der Zusatz
von prebiotischen Oligosacchariden dar, die ausangfichen Produkten (Fructo-
Oligosaccharide; Inulin) extrahiert werden oderfenmentierten Milchprodukten (Galacto-
Oligosaccharide) vorkommen.

Die zur Zeit im Bereich der S&uglings- und Kindagrung am besten untersuchte
prebiotische Mischung besteht zu 90% aus kurzlettiGalacto-Oligosacchariden (scGOS)
und zu 10% aus langkettigen Fructo-Oligosacchar(iiefOS), die, hinsichtlich des hohen
Gehaltes an Galactose und der Molekulargewichismeng, den HMOS sehr &hnlich sind
und diese somit auf physiologischem Wege nachgeatenten kdénnen [Boehret al,
2003a].

Wahrend scGOS aus Laktose gewonnen werden, wea&DS| hauptsachlich aus dem
Inulin-Speicherkohlenhydrat von Nahrungsmitteln vidiehorien isoliert. Der prebiotische
Effekt dieser beiden Komponenten wurde sowohl émzals auch, insbesondere als
Mischung, bereits in zahlreichen Studien nachgeamieBer Fokus dieser Studien lag auf der
Induktion eines bifidogenen Effektes bei flascheaérten Sauglingen, deren Nahrung mit
der prebiotischen Ballaststoffmischung scGOS/Ick@§ereichert wurde. Im Rahmen dieser
Untersuchungen wurde festgestellt, dass sowohl sagiplementierung der Nahrung von
Frihgeborenen [Boehmat al, 2002] als auch von Reifgeborenen [Schmeétlal, 2003],
deren intestinale Flora, im Hinblick auf die Anzaklder Bifidusbakterien, der
bifidusdominanten Mikroflora gestillter S&auglingelich. Dariiber hinaus wurde das
Wachstum potenziell pathogener Keime, wie BactemidClostridien und Coliforme nach
Futterung mit scGOS/ICFOS angereicherter Saugletgemg gehemmt [Boehnet al,
2003b; Knolet al, 2003].

Neben ihrer bifidogenen Eigenschaft sind scGOS lek@®S auch in Bezug auf andere
gesundheitsfordernde Funktionen untersucht word2e. Erndhrung mit scGOS/ICFOS
beeinflusste die Stuhlkonsistenz und Frequenz ippsiter Stuhl bekam eine weiche
Konsistenz ahnlich der von gestillten Kindern [Wesaat al, 1988; Boehnet al, 2002; Moro

et al, 2002]. Verantwortlich dafir sind die bei der fentation der prebiotischen
Oligosaccharide entstehenden kurzkettigen Fettséauie Acetat, Propionat und Butyrat
[Van Loo et al, 1999]. Die Bildung dieser Fettsauren fihrte amoh Absenkung des pH-
Wertes im Stuhl, wodurch das Wachstum pathogenemdé&em Darm unterdrickt wird



[Moro et al, 2002]. In einer klinischen Studie wurde berithtiass bei Sauglingen mit einem
erhohten Allergierisiko die Inzidenz einer Erkranguan atopischer Dermatitis, durch die
Futterung eines mit scGOS/IcFOS-angereicherten dvhattchersatzproduktes, signifikant
herabgesetzt wurde [Moet al, 2006; van Hoffert al.,2009].

Weitere Studien legen nahe, dass die Supplemengieder Nahrung mit Prebiotika zu
veranderten Immunantworten fuhrt. Im Tiermodell deurbeispielsweise gezeigt, dass die
Futterung von Mausen mit der prebiotischen Mischen@OS/IcCFOS die Induktion einer
Thl-gerichteten Immunantwort férdert [Ves al., 2006 und 2007b]. In dieser Studie wurde
jedoch nicht abschliel3end geklart, ob es sich bea @hl-propagierenden Effekt um einen
zusatzlichen direkten Einfluss der scGOS/IcFOS-Nusg auf Immunzellen handelt oder ob
das von den Oligosacchariden geforderte Wachstwgtintmter Bakterienspezies die einzige
Grundlage fir den immunmodulierenden Effekt daltsteBestimmte Lactobacillen
beispielsweise induzieren in DCs die Produktion3groMengen IL-12 [Mohamadzadeth
al., 2005] und kénnen auf diese Weise die Differenzigruon Thl-Zellen herbeiftihren.
Allerdings variiert das Thl-polarisierende Potehmiaerhalb der verschiedenen Bakterien-
Stamme, deren Ansiedlung und Wachstum im Darm dprehiotische Oligosaccharide, wie
scGOS/IcFOS, gefordert wird, sodass bisher auch keme allgemeingultige Aussage Uber
die Wirkung der Prebiotika auf Immunzellen getroffeurde.

Saure Oligosaccharide (AOS) stellen eine weitereup@e von prebiotischen
Oligosacchariden dar, die mit 15-25% einen Kkleirfemteil der Oligosaccharide in der
Muttermilch ausmachen [Fanaeb al, 2005]. Diese wurden von Guggenbichaeml.[1997]
als wichtige Bestandteile der Karottensuppe idennift, deren positive Wirkung bereits vor
einem Jahrhundert erkannt wurde und in der Therapie gastrointestinalen Infektionen
erfolgreich eingesetzt wurde [Moro, 1908]. AOS hesnm die Anhaftung von
unterschiedlichen darmpathogenen Keimen an humame@mépithelzellen und die
Epithelzelllinie Hep-2 [Kastnest al, 2002]. Heute werden spezifische saure Oligosaabé
mittels Hydrolyse aus Pektin (Pektin = p) gewonr(pAQOS); ihre Struktur basiert im
Wesentlichen auf dem Monosacchridbaustein Galacséare.

In einer Studie von Fanaret al. [2005] wurde gezeigt, dass pAOS im Gegensatz zu
scGOS/IcFOS bereits in geringer Konzentration gekeaitsfordernde Funktionen wie eine
weichere Stuhlkonsistenz und die Absenkung des pE#&¥ induzieren kdnnen. Eine

verbesserte Stuhlfrequenz konnte dabei jedoch bmtbibachtet werden.



Neben den in dieser Arbeit analysierten scGOS/Ick@8 pAOS wurden Humanmilch-
analoge Neutrale Oligosaccharide (NOS) hinsichilichs Effektes auf den Phanotyp und die
Funktion von DCs untersucht; diese werden, ausgkelven Laktose, mittels metabolisch
veranderterE.coli-Bakterien nach der Methode von Priesh al. [2002] generiert. Im
Unterschied zu scGOS/IcFOS bzw. pAOS sind die N®8err Lage, die durch Stimulation
mit LPS induzierte Ausreifung der BM-DCs zu suppdrmn; die reifungsbedingte verstarkte
Expression von kostimulatorischen Molekilen, wieBDDCD86 sowie von MHC-Klasse-II-
Molektlen wird inhibiert. Auch die primar-stimulaitsche Kapazitdt maturer BM-DCs ist
nach Kultivierung unter der Supplementierung mitNRBraparationen fir allogene T-Zellen
signifikant schwacher. Folglich resultiert die Galmn NOS zu den BM-DC-Kulturen nach
deren Kontakt mit naiven T-Zellen in deren Hypopgeoation. Im Gegensatz dazu scheinen
scGOS/ICFOS bzw. pAOS auch auf funktioneller Ebkei@en Einfluss zu zeigen, da eine
Supplementierung der BM-DCs in keinem verandertetell-Stimulationspotential resultiert.
Die gezeigten Ergebnisse konnten bedeuten, dasBideatz der NOS die Schaffung eines
anti-inflammatorischen Milieus im Darm des Neugemen, nach Kontakt mit
Mikroorganismen oder deren Bestandteilen, wie LR&&gunstigt und Schutz vor
uberschief3enden Immunantworten bietet. Geraderdies¢and von DCs, der eine reduzierte
Aktivierbarkeit aufweist, scheint fur die Ausbildynder Toleranz von wesentlicher
Bedeutung zu sein. Durch den Nachweis der HMOS mm destillter Sauglinge konnte
indirekt der Nachweis Uber ihren Zugang zum Blusteaif gebracht werden [Obermeietr
al., 1999]; somit ist es wahrscheinlich, dass sie nithtauf DCs bestimmter Regionen, z.B.
des Gastrointestinaltraktes Einfluss haben, sondenn Allgemeinen DCs in ihrer
Differenzierung modulieren kdnnen.

Auf der anderen Seite konnte in der vorliegendehefrgezeigt werden, dass nach einer
Behandlung der DCs mit NOS-Praparationen die kokefiten T-Zellen schlechter
restimuliert werden konnten, als nach Kontakt m@®Nunbehandlten DCs; dies zeigt, dass
die prebiotischen Oligosaccharide die DCs in ihFemktion modulieren kénnen. Die
Tatsache jedoch, dass die Restimulierbarkeit di€séellen nur vermindert und nicht vollig
aufgehoben war, gewahrleistet weiterhin ihre imniogische Funktion nach einer
Bakterieninfektion. Somit scheinen diese Substanzen Hinblick auf eine mogliche

Allergiepravention, von besonderem Interesse zu sei

Die Interaktion zwischen Darmbakterien und DCs, @i potenteste antigenprasentierende

Zellen des Immunsystems charakterisiert und besobn sind, ist Gegenstand zahlreicher



Untersuchungen. Sowohl in der Entwicklung einer umitét gegenuber schadlichen
Pathogenen als auch in der Ausiibung einer Tolegageniber harmlosen Antigenen wird
ihnen eine grof3e Bedeutung beigemessen. Mehrfauftédereits fir diverse Lactobacillus-
und Bifidusbakterien ein Einfluss auf DCs oder Tl&le gezeigt werden, resultierend zum
Beispiel in der Produktion der immunsuppressivetokipe IL-10 [Rigbyet al, 2005; Di
Giacintoet al, 2005] und TGF-[3 [Di Giacintet al, 2005] oder in einer verminderten T-Zell-
Proliferation [Braatet al 2004; Draket al, 2004; Hartet al, 2004]. Eine verminderte T-
Zellproliferation resultierte in der vorliegenderrb&it nach Kokultur naiver T-Zellen mit
BM-DCs, die unter Anwesenheit von NOS-Préparationantiviert wurden. Unter
Berucksichtigung der auf Transkriptebene untersrchMolekile fallt auf, dass die
Expression des inhibitorischen Molekils B7-H3, aumékannt als PD-L3 oder CD276
[Greenwaldet al, 2005], nach gleichzeitiger Stimulation der BM-®@&it LPS und NOS,
signifikant erhoht wird. Die Arbeitsgruppe um Prasg2004] konnte zeigen, dass dieses
Molekul bei der verminderten T-Zell-Proliferatiome wichtige Funktion zu haben scheint.
Eine verminderte Ausreifung der DCs, wie sie insdreArbeit nach Kultur mit NOS-
Praparationen beobachtet wurde, konnte auch nastul&tion mit diversen Lactobacillus-
und Bifidusbacterien-Stammen beobachtet werdensediurde durch eine moderate
Expression der kostimulatorischen Molekiile CD80 @i2B6 charakterisiert [Christenseh
al., 2002; Haret al, 2004; Folignest al, 2007]. Die erhéhte Expression degRiB, welche
nach Stimulation der BM-DCs mit NOS hervorgerufearade, scheint auch Indiz fir eine
verminderte Ausreifung zu sein. Dieses Molekulbskanntermal3en flr die Suppression der
humanen und murinen ITAM-induzierten (ITAMs, immueceptor tyrosine-based activation
motifs) DC-Ausreifung bekannt [Boruchoet al, 2005]. Als begleitendes Resultat einer
verminderten Ausreifung, sind, laut Literatur, pftammatorische Zytokine nur wenig bis
gar nicht nachweisbar [Veckmat al, 2004; Reis, 2006; Zeuthen al, 2006; Villadangos
et al, 2007]. Dies konnten meine Daten zur Zytokinpkdoun nach Stimulation mit NOS-
Préaparationen bestatigen: das Potential zur Produkles Zytokins IL-12 wurde durch die
Kultivierung mit NOS nicht beeinflusst.

Die Beeintrachtigung der DC-Maturierung, welche attiureine moderate Expression der
kostimulatorischen Molekile manifestiert wurde, t@¢u auf einen semi-maturen
Entwicklungsstatus der DCs hin; solche DCs kdonmedie Induktion der Toleranz involviert
sein. Der Begriff der semi-maturen DCs wurde vorizLund Schuler [2002] als drittes

Stadium von DCs, neben unreifen und voll-ausgemiRCs, definiert.



Die Induktion von Tregs ist eine weitere Moglichkedin anti-inflammatorisches Milieu im
Darm zu erzeugen. Dies kann mittels der Sekreties dytokins IL-10 durch die DCs
erfolgen [Akbariet al, 2001; Mc Guirket al,, 2002]. IL-10 ist ein wichtiges Zytokin, welches
die Produktion von IL-12 sowie IFM-und TNFe unterdrickt [Cavaret al, 2000]. Im Darm
ist IL-10 als Schlisselmolekiil fir die Induktionnvdregs und fur die Pravention der Colitis
in der Maus von zentraler Bedeutung [Assersaral, 1999; Van Montfrangt al, 2002].
Einige Probiotika, wid_actobacillus reuterundLactobacillus casejSmitset al., 2005] oder
Bifidobacterium bifidunjNierset al.,2007] sind in der Lage, die Produktion von IL-1@rach
DCs zu induzieren und somit die Generierung vorg3 muszulésen. Bei den Tregs handelt es
sich um eine heterogene Population von T-Zellen, als zentrales Charakteristikum eine
besondere Kapazitat zur Inhibition von Immunanteoraufweisen. Sie spielen eine zentrale
Rolle bei der Vorbeugung von Autoimmunerkrankunffeancarolo und Levings, 2000] und
bieten Schutz vor der Entwicklung von Atemwegshygaktivitdt und Asthma [Akbaet al.,
2001]. Bezug nehmend auf die Literatur, kann ineuex® System nicht von einer Entstehung
tolerogener DCs, nach Kultivierung von BM-DCs mé&ndNOS-Praparationen, gesprochen
werden. Die DCs sind zwar in ihrer Differenzierunbibiert, eine signifikante Erh6hung des
IL-10 ist sowohl auf Transkript- als auch auf Pmoébene jedoch nicht nachweisbar. Im
Gegensatz dazu, ergab die Charakterisierung deell€fZ die mit NOS-behandelten BM-
DCs kokultiviert wurden, eine verstarkte Expressams Transkriptionsfaktors FoxP3; auf
funktioneller Ebene konnte eine Treg-Induktion mliegs nicht bestétigt werden. In einem
weiteren Nachweisverfahren konnte in diesen T-Belleber eine reduzierte
Restimulierbarkeit nachgewiesen werden, welche @uf Anergieinduktion hindeutet.
Weitere detaillierte Analysen sind jedoch von N@temm eventuelle regulatorische

Eigenschaften dieser T-Zellen zweifelsfrei belegekdnnen.

In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob maeh Interaktion mit NOS-behandelten
BM-DCs induzierten T-Zellen ein verandertes Zytokirster produzieren und somit eine, im
Vergleich zur Stimulation mit unbehandelten BM-DQsterschiedliche T-Helfer-Zell-
Polarisierung stattfindet. Hierzu wurde die Expi@ssder noch wenig charakterisierten
Notch-Liganden uberprift [Ritzt al, 2005]. Sowohl der Notch Rezeptor als auch die
Liganden Delta und Jagged gehoren zur Familie dansimembranproteine, welche direkte
Zell-Zell-Kontakte benétigen, um ein aktives Sigrattstehen zu lassen. Wéahrend die
Bindung von Notch an Jagged die Ausbildung eine2-Pblarisierung erlaubt, induziert die

Bindung an Delta die Ausbildung einer Thl-geriobtetmmunantwort. Nach Analyse der



beiden Liganden Delta-like-4 (Dll-4) und Jaggedllt féuf, dass die Expression des DIl-4,
nach Kultur mit den NOS-Préparationen, signifikaetmindert wird, die Expression des
Jaggedl aber nahezu unveréndert bleibt. Somit &diet Analyse der Notch-Liganden eher
eine Polarisierung der Effektorzellen in Th2 alsTihl unterstitzen. Zu diesem Resultat
tendieren ebenfalls die Daten der intrazellular&€8-Farbung, die unter Fokussierung auf
CD4" bzw. CD8 T-Zellen eine verminderte IFN-Produktion nach Kokultur mit NOS-

behandelten BM-DCs induzieren.

Der Befund, dass die verschiedenen NOS-Praparationterschiedliche Wirkungen auf die
Differenzierung von BM-DCs aufweisen, kdnnte darbafuhen, dass nicht die NOS selbst
fur diesen Effekt verantwortlich sind, sondern Sabszen, die wahrend der NOS-Produktion
gebildet werden. Weitere ausfiihrliche Analysendwmi Herstellung der NOS-Préparationen
sind somit notig, um falschliche Ergebnisse und li&dfolgerungen diesbeziglich zu

vermeiden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hing dasvohl Prebiotika als auch Probiotika
einen direkten Einfluss auf die Differenzierung @€s ausuben kdnnen. Obwohl zahlreiche
weitere Studien notwendig sind, um diesen kompldWecshanismus zu analysieren und zu
verstehen, der sich hinter diesem immunmodulatoeisEffekt verbirgt, lassen die in dieser
Dissertation gewonnenen Daten eine gesundheitsfigddeNirkung der Pre- und Probiotika
vermuten. Da sich jedoch probiotische Keime inni&rkungsweise stark unterscheiden, ist
eine sorgfaltige Auswahl, ob einzeln oder als Kambon, vor dem Einsatz in
therapeutischen Studien unumgéanglich.

Bei der Vielzahl verwendeter Bakterienstdmme o@stibymter Stammkombinationen, die in
der heutigen Literatur anzutreffen sind, ist esrselichtig zu erwahnen, dass keine
Analogieschlisse von einem Probiotikum auf ein seglgezogen werden durfen. Denn die
Wirkung hangt meist vom verwendeten Bakterium ath dieser erreichte Effekt muss nicht
bei einem anderen Bakterium identisch sein [Me26Q7]. Auch die Form der Darreichung
kann letztlich Gber die Wirkung entscheiden. Sommtiss jedes Probiotikum fir jede
Indikation einzeln geprift und analysiert werdeannl es gibt auch zahlreiche Studien, die
keinen positiven Einfluss zeigen. Anscheinend lasseh nur einige allergische Symptome
praventiv verbessern, so die atopische Dermatiidirend flr andere Erkrankungen, wie das
allergische Asthma, durch den Einsatz der Prolackigine Verbesserung der Symptomatik

festgestellt werden kann [Vliagoftet al.,2008; Koppet al.,2009]. Nur nach Durchfiihrung



von sorgsam kontrollierten Studien konnen bestimi@tamme, wie z.Blactobacillus
rhamnosus GG oder Lactobacillus fermentum in Zukunft zur Pravention und
Komplementierung der Therapie weiterer zahlreig&rankungen eingesetzt werden. Neben
dem stark erforschten Feld der Probiotika, gibakisell nur wenig publizierte Daten von
prebiotisch aktiven Oligosacchariden in der Saggimahrung. Eine Anreicherung der
Mikroflora mit Bifidusbakterien und Lactobacillerowie eine weichere Stuhlkonsistenz
konnten zwar zahlreich nachgewiesen werden, ole die=difikationen der Darmflora auch
weitere klinische Auswirkungen haben, ist bisharkaintersucht worden.

Das Feld der funktionellen Lebensmittel, geradehauot Segment der Sauglingsnahrung, ist
und bleibt ein wichtiges Thema, welches weiterhimakpnischer und klinischer
Untersuchungen bedarf.



5. Zusammenfassung

Neben der Therapie allergischer Erkrankungen, waen dallergischen Asthma oder der
atopischen Dermatitis, nehmen praventive MalRnahmamr Vermeidung einer
Sensibilisierung in der heutigen Bevodlkerung vomdélintergrund sténdig wachsender
allergischer Erkrankungen einen immer hoheren &telért ein. Hierbei scheint der Einsatz
von Pre- und Probiotika vielversprechend zu salahrend man beim Konzept der Probiotika
lebende apathogene Mikroorganismen der Nahrungzused direkt gesundheitsfordernde
Effekte erzielt, versucht man mittels Prebiotikapeti die Zufuhr unverdaulicher
Nahrungsbestandteile, durch eine indirekte Verlvasge der Wachstumsbedingungen
probiotischer Keime, das gleiche Ziel zu erreichen.

Pre- und Probiotika zahlen zu den sogenannten itmédten Lebensmitteln, mit denen man,
gerade auch im Segment der Kleinkindernahrungesmidere im Bereich des Magen-Darm-
Trakts, gezielt bestimmte Funktionen beeinflusséithie; hierzu zahlen unter anderem die
Keimbesiedlung im Darm oder die Entwicklung vonektionen und Allergien. Davon ist
direkt oder indirekt vor allem auch das Immunsystetroffen.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde der Einfluss Ree- und Probiotika auf den Phanotyp
und die Funktion von DCs untersucht; hierzu wurdereife DCs aus Vorlauferzellen im

Knochenmark von Mausen differenziert (BM-DCs). N&#handlung der Kulturen wahrend
der Differenzierung der BM-DCs mit neutrale Humalumianaloge Oligosaccharide-
enthaltenden Praparationen (NOS-Praparationen)nt&orein Einfluss auf die Zellen

nachgewiesen werden; diese sind in der Lage, diehdlPS induzierte Ausreifung der BM-

DCs zu supprimieren, was anhand der vermindertepreSgion der kostimulatorischen
Molekile CD80 und CD86 bzw. von MHC-Klasse-lI-Moilg&n aufgezeigt wurde. Im

Gegensatz dazu induzierte die prebiotische Balt#ftsischung aus kurzkettigen Galacto-
Oligosacchariden und langkettigen Fructo-Oligokadden (scGOS/IcCFOS) bzw. saure
Oligosaccharide (pAOS), die aus Pektin isoliertareur, keinen Effekt auf DCs.

Die Beeintrachtigung der DC-Maturierung durch Kdmtanit NOS-Praparationen deutet auf
einen semi-maturen Entwicklungsstatus hin. Dieses Biid zwar in ihrer Differenzierung

inhibiert, eine signifikante Erhéhung der IL-10-Buaktion ist jedoch sowohl auf Transkript-
als auch auf Proteinebene nicht nachweisbar. Witdtonnte gezeigt werden, dass die

primarstimulatorische Kapazitat LPS-stimulierter BMCs, die in Anwesenheit von NOS-



Praparationen differenziert wurden, sowohl fur géioe T-Zellen in der MLR, als auch fur
syngene OVA-TCR-transgene OT-II-T-Zellen signifikanvermindert war. Die
Charakterisierung der T-Zellen, welche mit NOS-leledten BM-DCs kokultiviert wurden,
ergab zwar eine verstarkte Expression des fur atgusche T-Zellen (Tregs)
charakteristischen Transkriptionsfaktors FoxP3,faoktioneller Ebene konnte jedoch keine
Induktion von Tregs beobachtet werden. Allerdinggde in diesen T-Zellen eine Anergie
induziert.

Das Zytokinmuster der kokultivierten T-Zellen, chigerisiert durch eine verminderte 1RN-
Produktion, deutet eine Th2-Polarisierung an, welotit der verminderten Expression der
Delta-like-4-mRNA nach Kultur der BM-DCs mit den [$cPraparationen in Einklang steht.
Der Befund, dass verschiedene NOS-Praparationeersghiedliche Wirkungen auf die

Differenzierung von BM-DCs aufweisen, muss weittigal untersucht werden.

Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit die Kukiting der BM-DCs mit den beiden
probiotischen Bakteriehactobacillus rhamnosu&G (LGG) undLactobacillus fermentum
(LF) analysiert. Hier induzierte eine 48-stindig&G) bzw. 24-stiindige (LF) Stimulierung
unreifer BM-DCs mit den Bakterien eine Ausreifurgy &ellen, welche durch eine erhdhte
Expression von kostimulatorischen Molekilen und MKI@sse-Il sowie einem erhohten
Aktivierungspotential fur T-Zellen in der gemischteymphozytenkultur charakterisiert war.
Eine gleichzeitige Stimulation der BM-DCs mit LPRduLGG bzw. LF fihrte zu einer
weiteren Erhéhung der Expression der analysierteeri@ichenmolekile. Fir diese Effekte
wurde eine Dosisabhangigkeit aufgezeigt; geringeGtH®osen resultierten nicht in einer
Ausreifung der unreifen BM-DCs. Diese Abhangigkein der Bakterienzahl konnte nicht
nur mittels der FACS-Analyse, sondern auch in aenigchten Lymphozytenkultur bestatigt
werden. Hier wiesen BM-DCs, die lediglich mit niggm LGG-Dosen stimuliert wurden, nur
ein halb so hohes Aktivierungspotential fur T-Zellguf, wie BM-DCs, die mit den hohen
LGG-Dosen behandelt wurden.

In DCs, welche mit den beiden probiotischen Bakterstimuliert wurden, wurde das
Potential zur Produktion von IL-10 nicht erh6ht.eDiGG-Supplementierung unreifer DCs
resultierte in einer geringen, jedoch signifikant&mhohung des Zytokins IL-12; in
kokultivierten T-Zellen wurde eine signifikant etité IFN<-Produktion induziert. Im
Gegensatz dazu blieb nach Kokultur von T-Zellen Infitbehandelten BM-DCs die IFix-

Produktion unverandert.



Ein bislang nicht beschriebener Ansatzpunkt inAtealyse der Effekte von LGG war die hier
ebenfalls durchgeflhrte Supplementierung der Keftuwvahrend der Differenzierungsphase
der DCs. Der Einfluss einer LGG-Gabe zu diesem dniiZeitpunkt ist kontrar zu den

Effekten, welche bei einer spaten Supplementierav@hrend der Ausreifungsphase
beobachtet wurden. Die LGG-Gabe wahrend der DCeBdfizierung resultierte in einer
geringen Expression der analysierten Oberflacheskié® und in einer unvollstandigen
Ausreifung der DCs. Dies konnte auch auf funktitareEbene als stark vermindertes
Potential zur T-Zellstimulation bestatigt werdemof dieser augenscheinlichen Effekte blieb
das Zytokinmuster solch LGG-behandelter DCs unwgénsowohl die IL-10, als auch die
IL-12-Produktion wurde durch die Supplementierung &G nicht moduliert. Inwieweit die

mit LGG behandelten DCs Tregs induzieren, mussawaitalysiert werden.
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