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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Probiotika sind definiert als lebende Mikroorganismen, die Nahrungsmitteln zugesetzt werden
und den Wirtsorganismus durch Unterstiitzung seines intestinalen, mikrobiologischen
Gleichgewichts positiv beeinflussen (Fuller, 1989). Unter Prabiotika versteht man unverdau-
liche Nahrungsbestandteile, die durch selektive Forderung des Wachstums und/oder der
Aktivitét einzelner oder einer begrenzten Zahl von Darmbakterienstdmmen positive Wirkun-
gen fir die Gesundheit erzielen (Gibson & Roberfroid, 1995). Synbiotika bestehen aus einer
Kombination von Pro- und Prabiotika. In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen
einer Aufnahme der Probiotika Lactobacillus rhamnosus GG und Bifidobacterium lactis
BB12 (PRO), des Prabiotikums Raftilose® Synergyl (PRA; Inulin angereichert mit Oligofruc-
tose) sowie eines Synbiotikums (SYN; Kombination von PRO und PRA) auf das systemische
und insbesondere das darmassoziierte Immunsystem untersucht. Hierzu wurden Tier- und
Humanstudien durchgefuhrt.

In den Tierstudien mit F344 Ratten wurden die Wirkungen einer kurzzeitigen (4 Wochen
lang) und einer langfristigen Verabreichung (33 Wochen lang) von PRO, PRA oder SYN an
gesunde Tiere untersucht. Dariiber hinaus wurde auch an Tieren, die Dickdarmtumoren
entwickelten, die langfristige Verabreichung untersucht. Es wurden unterschiedliche Para-
meter fur die Immunzellen des Blutes, der Milz, der mesenterialen Lymphknoten und der
Peyerschen Plaques gemessen. Am Durchflusszytometer wurden die Lymphozytensubpopula-
tionen CD4"-T-Zellen und CD8"-T-Zellen, die Phagozytoseaktivitit, der oxidative Burst und
die Aktivitat der natrlichen Killerzellen untersucht. Die Proliferation der Immunzellen sowie
ihre Interleukin-10- und Interferon-y-Sekretion und die Konzentration von sekretorischem
Immunglobulin A im Darminhalt wurden mittels ELISA gemessen. Die Aufnahme von PRO
hatte nahezu keinen Einfluss auf das Immunsystem der Tiere. Die kurzzeitige Fitterung mit
PRA bei gesunden Tieren und die langfristige Fiitterung mit PRA bei Tieren mit Dickdarm-
tumoren fuhrte zu einer Beeinflussung des darmassoziierten Immunsystems, nicht jedoch des
systemischen Immunsystems. Bei einer langfristigen Fiitterung mit PRA wurde bei gesunden
Tieren eine Beeinflussung des systemischen Immunsystems festgestellt. Die kurzzeitige
Verabreichung von SYN beeinflusste bei gesunden Tieren das darmassoziierte und das
systemische Immunsystem. Durch die langfristige Futterung von SYN konnte bei gesunden
Tieren keine Beeinflussung festgestellt werden. Bei Tieren mit Dickdarmtumoren fiihrte die
langfristige Verabreichung von SYN vor allem zu einer Beeinflussung des darmassoziierten
Immunsystems.

Die placebokontrollierte Humanstudie wurde mit zwei Patientengruppen durchgefihrt. Die
erste Gruppe bestand aus Patienten mit resezierten Darmtumoren. Die zweite Gruppe um-
fasste Patienten mit bereits resezierten oder noch zu entfernenden Darmpolypen. Die Inter-
ventionsgruppen nahmen insgesamt 12 Wochen lang SYN zu sich. Zu Beginn der Inter-
vention, nach 6 und nach 12 Wochen wurden durchflusszytometrisch und unter Verwendung
der ELISA-Technik verschiedene Immunparameter untersucht. Die Aktivitdt und der oxi-
dative Burst der Phagozyten des Blutes gaben Auskunft Gber den Status der unspezifischen
Immunabwehr. Insbesondere wurden Parameter untersucht, die bei der Abwehr von Tumor-
zellen von Bedeutung sind. Die Aktivitat der natirlichen Killerzellen des Blutes und die
Kapazitat peripherer mononukledrer Blutzellen zur Sekretion unterschiedlicher Zytokine
(Interleukin-2, Interleukin-10, Interleukin-12, Tumornekrosefaktor-o. und Interferon-y) wurde
gemessen. Im Fézeswasser wurden die Konzentrationen von Prostaglandin E; und Transfor-
ming Growth Factor-B1 gemessen. Die Aufnahme von SYN hatte keinen Einfluss auf das
Immunsystem der Patienten mit Polypen. In der Gruppe der Darmkrebspatienten wurde eine
geringfugige Beeinflussung des Immunsystems festgestellt. Die Aufnahme von SYN fiihrte
nach 12 Wochen zu einer hoheren Interferon-y-Sekretion in dieser Gruppe.
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2 Einleitung

2.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem hat eine sehr grole Bedeutung fiir den Organismus. Es schiitzt den Korper
vor eindringenden Viren, Bakterien und Parasiten. Das Immunsystem besteht aus unterschied-
lichen, im Korper verteilten, Organen, Zellen und Molekiilen, die der Abwehr von Krank-
heitserregern dienen.

Antigen-unspezifische Abwehrmechanismen, die sofort oder innerhalb von einigen Stunden
vom Korper ausgelost werden, werden zur nichtadaptiven Immunitit gezdhlt. Hierzu
gehoren physikalische Barrieren wie Epithelien und Mucus sowie phagozytische Zellen
(neutrophile Granulozyten und Makrophagen), eosinophile Granulozyten und natiirliche
Killerzellen (NK-Zellen), auBBerdem 16sliche Faktoren wie das Komplementsystem, Zytokine
und Chemokine (Huston, 1997).

Antigen-spezifische Abwehrreaktionen, die innerhalb weniger Tage im Korper gebildet
werden, gehdren zur adaptiven Immunitit. Das Auslosen einer adaptiven Immunantwort
basiert auf einer Antigenprozessierung und anschlieBender Antigenerkennung durch
T-Lymphozyten (T-Zellen) und B-Lymphozyten (B-Zellen). Durch die Antigenerkennung
wird eine klonale Expansion der spezifischen T- und B-Zellen ausgelost. Diese Klone
differenzieren sich zu Effektorzellen, die infizierte Zellen zerstoren oder andere Zellen des
Immunsystems aktivieren. Ein wichtiges Merkmal der adaptiven Immunantwort ist die
Ausbildung eines immunologischen Gedéchtnisses. Am Ende einer Immunreaktion iiberleben
einige der spezifischen T- und B-Zellen, dies fiihrt zu einer deutlich schnelleren Immunant-
wort im Falle einer erneuten Exposition desselben Antigens (Huston, 1997).

2.1.1 Organe des Immunsystems
2.1.1.1 Das darmassoziierte lymphatische Gewebe

Das darmassoziierte lymphatische Gewebe besteht aus den Peyerschen Plaques, die sich in
der Tela submucosa des Diinndarms, vor allem im distalen Ileum befinden. Die intraepithe-
lialen Lymphozyten der Lamina epithelialis und die Immunzellen, die in der Lamina propria
des Darmes lokalisiert sind, sind ebenfalls Zellen des darmassoziierten Immunsystems
(Brandtzaeg, 1998). Die Lymphknoten des Mesenteriums konnen, im weiteren Sinne,
ebenfalls zu dem darmassoziierten lymphatischen Gewebe gezdhlt werden (Mowat & Viney,
1997).

Die Peyerschen Plaques bestehen aus B-Zell-Follikeln, die direkt unterhalb des Epithelbe-
reichs eine Wolbung bilden, den sogenannten Dom, und aus tiefer liegenden T-Zell-Zonen.
Das Follikel-assoziierte Epithelium des Domareals enthédlt M-Zellen, die sich von den
umliegenden Enterozyten vor allem durch das Fehlen der Glykokalyx unterscheiden.
M-Zellen nehmen aus dem Darmlumen Mikroorganismen und Makromolekiile durch Phago-
zytose und Viren und andere anhaftende Partikel durch Endozytose auf. Nach dem Transport
durch die Zelle werden die aufgenommenen Antigene an der basolateralen Membran durch
Exozytose freigesetzt und gelangen so zu den dort lokalisierten Lymphozyten, Makrophagen
und antigenprésentierenden Zellen (Nicoletti, 2000). M-Zellen prozessieren vermutlich selbst
keine Antigene (Neutra, 1999).
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Intraepitheliale Lymphozyten sind iiberwiegend T-Zellen und gehoren grofitenteils zu der
Klasse der CD8"-T-Zellen (Mayer, 2000). Die Funktion der intraepithelialen Lymphozyten ist
bislang kaum geklart. Mdglicherweise sezernieren sie Wachstumsfaktoren, die das Epithel-
wachstum stimulieren. Eine Beteiligung an der Entstehung oraler Toleranz sowie an der
Beseitigung infizierter oder defekter Epithelzellen wird ebenfalls diskutiert (Mowat & Viney,
1997).

In der Lamina propria finden sich verschiedene Immunzellen. Einen groBen Anteil haben
B-Zellen und Plasmazellen, die iiberwiegend Immunglobuline (Ig) des Isotyps A sezernieren.
AuBerdem sind T-Zellen (CD4 - und CD8"-T-Zellen), Makrophagen, Mastzellen und dendri-
tische Zellen vorhanden.

Die mesenterialen Lymphknoten besitzen den typischen Aufbau von Lymphknoten. Im
duBeren Cortexbereich befinden sich lymphatische Follikel, die B-Zellen enthalten und im
paracorticalen Bereich sind vor allem T-Zellen und dendritische Zellen lokalisiert. Durch ihre
Lokalisation im Mesenterium, das den Diinndarm an die hintere Bauchwand heftet, sind die
mesenterialen Lymphknoten wichtige Bindeglieder zwischen Peyerschen Plaques, Mucosa
und systemischem Immunsystem. Antigene werden aus der Mucosa, iiber M-Zellen und
dendritische Zellen, zu den Lymphknoten transportiert und dort T-Zellen présentiert (Nagler-
Anderson, 2001). Die T-Zellen der Peyerschen Plaques gelangen ebenfalls {iber die Lymph-
knoten in die systemische Zirkulation (MacDonald & Monteleone, 2001).

2.1.1.2 Milz

Die Milz wird stindig von sehr vielen Lymphozyten passiert, so dass ihr eine zentrale Rolle
bei der Immunantwort zukommt. Morphologisch kann die Milz in eine rote und weifle Pulpa
eingeteilt werden. In der roten Pulpa sind Erythrozyten, Megakaryozyten, Makrophagen,
Lymphozyten und auch NK-Zellen lokalisiert. Hier findet zudem der Abbau der gealterten
Erythrozyten statt. In der weiflen Pulpa konnen drei Kompartimente unterschieden werden:
die PALS-Region (periarteriolar lypmphoid sheat), Follikel und Randbereich. Die innere
PALS-Region enthélt iiberwiegend T-Zellen, die dullere Region auflerdem B-Zellen und
Makrophagen. Die Follikel sind vorwiegend von B-Zellen bevolkert und enthalten das
Keimzentrum. Im Randbereich befinden sich vor allem B-Zellen, Makrophagen und wenige
T-Zellen. Antigene gelangen iiber den Blutstrom in die Milz und begegnen hier den zahlrei-
chen Immunzellen (van den Eertwegh et al., 1992).

2.1.2  Zellen des Immunsystems
2.1.2.1 Natiirliche Killerzellen

Die Zellpopulation der NK-Zellen wurde urspriinglich anhand ihrer Féhigkeit, ohne vor-
herige Aktivierung, Tumorzellen (beispielsweise K-562-Tumorzellen) abtdten zu konnen
identifiziert. NK-Zellen besitzen keinen T-Zell-Rezeptor (TZR) und sind CD3” sowie CD56"
(Miller, 2002). Anhand weiterer Differenzierungsantigene konnen verschiedene Subpopulati-
onen der NK-Zellen unterschieden werden, die im Korper auch unterschiedliche Funktionen
wahrnehmen (Whiteside & Herberman, 1995). 10 — 20 % der mononukledren Zellen des
peripheren Blutes sind NK-Zellen (Miller, 2002). Aufler im peripheren Blut kommen
NK-Zellen in der roten Pulpa der Milz, in der Leber und in den Schleimhduten vor. In
geringer Zahl werden sie auch in Lymphknoten gefunden, obwohl NK-Zellen nicht durch das
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lymphatische System wandern (Warren, 1996). NK-Zellen sind in der frilhen Phase der
Immunabwehr wichtig, da sie auch ohne vorherige Stimulation virusinfizierte Zellen und
Tumorzellen abtdten konnen. Aufgrund ihrer Fihigkeit bestimmte Zytokine und Chemokine
zu produzieren, kommen ihnen auBlerdem wichtige regulatorische Aufgaben bei der nicht-
adaptiven und bei der adaptiven Immunantwort zu (Trinchieri, 1995). Sie sezernieren die
Zytokine Interferon (IFN)-y, Tumornekrosefaktor (TNF)-a, Granulozyten-Makrophagen-
koloniestimulierender Faktor (GM-CSF) sowie Interleukin (IL)-5 und IL-8. Damit haben NK-
Zellen das Potenzial die Immunantwort in Richtung einer Ty-1-Reaktion (IFN-y) zu leiten, die
Hamatopoese (GM-CSF) zu regulieren, die Differenzierung und Mobilisierung eosinophiler
Granulozyten zu induzieren (IL-5) und eine inflammatorische Immunantwort zu fordern
(IL-8) (Warren, 1996). IL-2, IL-12 und Interferone sind wichtige Zytokine, die Aktivitit und
Zytokinsekretion der NK-Zellen generell erhohen (Timonen, 1997). Hingegen haben IL-4 und
IL-10 eine hemmende Wirkung auf die Zytokinsekretion der NK-Zellen (Warren, 1996).

Die Aktivitdt der NK-Zellen wird iiber eine ganze Reihe von aktivierenden und hemmenden
Rezeptoren auf ihrer Oberfliache reguliert. Ligandenbindung an aktivierende Rezeptoren 10st
Toétungsmechanismen gegeniiber der Zielzelle aus, wihrend die Bindung an hemmende
Rezeptoren die Zelle vor der Lyse durch NK-Zellen schiitzt. Zu den bekannten aktivierenden
Rezeptoren gehdren beispielsweise CD16 und CD2. Urspriinglich wurden KIR (killer
immunoglobuline-like receptors) als hemmende Rezeptoren, die MHC-Klasse-I-Molekiile
(Haupthistokompatibilitdtskomplex, MHC) erkennen, beschrieben. Die Expression von MHC-
Klasse-I-Molekiile durch normale, nichtinfizierte Zellen schiitzt diese Zellen vor der Lyse
durch NK-Zellen. Es hat sich jedoch gezeigt, dass es funktionell unterschiedliche KIR gibt,
die entweder hemmende oder aber auch aktivierende Signale, bei Bindung an MHC-Klasse-I-
Molekiile, auslosen. CD94/NKQG?2 ist ein heterodimerer Rezeptor, der bei Bindung an MHC-
Klasse-I-Molekiile, je nach Subtyp, ein aktivierendes oder ein hemmendes Signal ausldsen
kann. Die Entscheidung, ob eine Zielzelle abgetdtet wird oder nicht, beruht also auf der
Nettosumme aller hemmenden und aktivierenden Rezeptorsignale (Miller, 2001). Bei der
Erkennung und Abtétung von Tumorzellen sind unterschiedliche Rezeptoren beteiligt.
Bislang ist bekannt, dass NKG2D von Bedeutung ist, da dieser Rezeptor Antigene erkennt,
die auf Tumorzellen hiufig tiberexprimiert werden (Cerwenka & Lanier, 2001).

NK-Zellen bedienen sich unterschiedlicher Wege, um von ihnen erkannte Zielzellen abzuto-
ten. NK-Zellen konnen tiber die Sekretion von Perforin und Granzymen die Nekrose/Apo-
ptose der Zielzelle auslosen. AuBBerdem exprimieren NK-Zellen membranstindige Zytokine
der TNF-Ligandenfamilie, die bei Bindung an einen Rezeptor der TNF-Rezeptorfamilie auf
einer Zielzelle, die Apoptose dieser Zielzelle auslosen. Moglicherweise konnen aktivierte
NK-Zellen die membranstindigen TNF-Liganden auch sezernieren, so dass die Apoptose der
Zielzellen nicht nur durch direkten Kontakt, sondern auch iiber eine gewisse Distanz ausge-
16st werden kann (Vujanovic, 2001).

Tartter et al. (1987) untersuchten in einer Humanstudie an Patienten mit kolorektalem
Karzinom, inwieweit die Aktivitit der NK-Zellen des peripheren Blutes, die prdoperativ
bestimmt wurde, mit dem Wiederauftreten eines Karzinoms korrelierte. Diese Studie zeigte,
dass Patienten mit einer niedrigen Aktivitdt der NK-Zellen haufiger erneut an einem Karzi-
nom erkranken als Patienten mit einer mittleren bis hohen Killerzellaktivitét. In einer Pro-
spektivstudie zeigten Imai et al. (2000), dass eine niedrige Aktivitit der NK-Zellen des Blutes
mit einem erhShten Risiko fiir eine Krebserkrankung einhergeht. Kishi et al. (1999) hat
ebenfalls eine geringere NK-Aktivitdt peripherer Blutlymphozyten in Krebspatienten, im
Vergleich zu Gesunden, festgestellt.
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2.1.2.2 T-Lymphozyten

T- und B-Zellen haben eine gemeinsame Vorlduferzelle. Die Reifung der B-Zellen findet im
Knochenmark statt, hingegen reifen T-Zellen im Thymus heran. Wéhrend der Reifung der
T-Zellen findet zuerst eine Umordnung der Gene des TZR statt. Ein kleiner Teil der T-Zell-
population exprimiert den y:5-TZR und ihre weitere Reifung erfolgt aulerhalb des Thymus.
Ein Teil der intraepithelialen Lymphozyten gehort zu dieser T-Zellpopulation (Viret &
Janeway, 1999). Der grofite Teil der T-Zellen exprimiert jedoch den a:B-TZR und in der
frithen Entwicklungsphase die beiden Korezeptoren CD4 und CDS. Der iiberwiegende Teil
der T-Zellen stirbt bereits wéihrend des Reifungsprozesses im Thymus. Durch positive
Selektion werden T-Zellen, deren TZR MHC-Molekiile erkennen, vor der Apoptose bewahrt.
Vor oder wihrend der positiven Selektion wird die Entscheidung gefillt, ob eine T-Zelle
weiterhin den CD4-Korezeptor (CD4"-T-Zellen) oder den CD8-Korezeptor (CD8"-T-Zellen)
exprimiert. CD8"-T-Zellen erkennen Antigene, die an MHC-Klasse-I-Molekiile gebunden
sind. CD4"-T-Zellen konnen in Wechselwirkung mit Komplexen aus Antigen und MHC-
Klasse-II-Molekiil treten. Durch negative Selektion wird in T-Zellen, die auf Autoantigen-
MHC-Komplexe reagieren, die Apoptose ausgelost. Die genauen Mechanismen dieser
Selektionsprozesse sind bislang jedoch nicht vollstindig geklirt (Viret & Janeway, 1999;
Germain, 2002).

Reife, naive T-Zellen verlassen den Thymus und pendeln zwischen Blut und peripherem
Lymphgewebe. Erkennt die T-Zelle ein Antigen auf einer antigenprisentierenden Zelle
(dendritische Zelle, Makrophage oder B-Zelle) und erhélt sie gleichzeitig ein kostimulieren-
des Signal durch die antigenprésentierende Zelle, wird sie zur Vermehrung und Differenzie-
rung in eine Effektorzelle angeregt. Effektorzellen sind in der Lage auch ohne
kostimulierendes Signal auf Antigene zu reagieren (Abbas & Janeway, 2000).

CD8"-T-Zellen differenzieren zu zytotoxischen T-Zellen (CTL). CTL konnen mit vielen
Korperzellen interagieren, da MHC-Klasse-I-Molekiile von fast allen Korperzellen exprimiert
werden. MHC-Klasse-I-Molekiile prisentieren zytosolische Antigene. Zu diesen Antigenen
gehoren virale Proteine, Proteine intrazelluldrer Bakterien und Tumorantigene (McMichael,
1992). CTL konnen, wie NK-Zellen, iiber zwei unterschiedliche Wege infizierte Zellen oder
Tumorzellen abtdten. CTL konnen einerseits iiber die gezielte Sekretion von Perforin und
Granzymen die Nekrose/Apoptose der Zielzelle auslosen. Andererseits exprimieren CTL den
Fas-Liganden und andere Molekiile der TNF-Ligandenfamilie, die bei Bindung an Fas oder
andere Rezeptoren der TNF-Rezeptorfamilie auf der Zielzelle, die Apoptose der Zielzelle
induzieren (Vujanovic, 2001). CTL sezernieren aullerdem Zytokine, vor allem IFN-y, TNF-a
und TNF-B (Delves & Roitt, 2000).

CD4"-T-Zellen differenzieren zu Helfer-T-Zellen (Ty-Zellen). Ty-Zellen interagieren
hauptsdchlich mit Zellen des Immunsystems, da MHC-Klasse-II-Molekiile nur von antigen-
prisentierenden Zellen exprimiert werden. MHC-Klasse-1I-Molekiile prisentieren Antigene,
die durch Phagozytose oder Endozytose, von der antigenprisentierenden Zellen aufgenom-
men wurden (Huston, 1997). Aufgrund ihrer sezernierten Zytokine werden innerhalb der
Ty-Zellen verschiedene Subpopulationen unterschieden. Am besten charakterisiert sind die
beiden Subpopulationen Tyl und Ty2. Tyl- und Ty2-Zellen haben gemeinsame Vorldufer-
zellen. In Abhingigkeit von verschiedenen Faktoren bei der Antigenerkennung wird entweder
die Entstehung von Tyl-Zellen oder Tp2-Zellen gefordert. Zu diesen Faktoren gehoren
beispielsweise das Ausmal} der TZR-Liganden Bindung, die Art des kostimulierenden Signals
und welche Zytokine sezerniert werden. IL-4 fordert die Differenzierung von Ty2-Zellen,
hingegen stimulieren IL-12, IL-18, IFN-y und IFN-a die Entstehung von Tyl-Zellen. Ver-
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schiedene Hormone (z. B. Glukokortikoide, Progesteron und Androgene) beeinflussen
ebenfalls die Differenzierung der Tp-Zellen (Romagnani, 1999). Tyl-Zellen sezernieren
iiberwiegend IFN-y, IL-2 und TNF-B. Sie aktivieren damit Makrophagen und veranlassen
B-Zellen zur Bildung opsonisierender Antikorper. Ty2-Zellen bilden vor allem IL-4, IL-5,
IL-10 und IL-13. Diese Zytokine regen B-Zellen zur Bildung von neutralisierenden Antikor-
pern an, aktivieren eosinophile Granulozyten und hemmen teilweise die Funktion von
Makrophagen (Romagnani, 1999; Abbas & Janeway, 2000). Innerhalb der Ty1-Zellen gibt es
aullerdem eine Subpopulation mit zytotoxischen Féhigkeiten. Diese Zellen exprimieren den
Fas-Liganden und induzieren die Apoptose in Fas-positiven Zellen, hauptsiachlich in Zellen
des Immunsystems (T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen) und haben vermutlich regulieren-
de Aufgaben innerhalb des Immunsystems (Hahn & Erb, 1999).

Eine weitere identifizierte T-Zellpopulation ist die Population der natiirlichen Killer T-Zellen
(NKT). NKT wurden bislang hauptsdchlich in Mausen untersucht. Diese Zellen besitzen
einen TZR, aber auch Oberflachenantigene der NK-Zellen. Inwieweit sie in vivo an der
Beseitigung virusinfizierter Zellen und Tumorzellen beteiligt sind, ist bislang nicht vollstén-
dig geklart (Brutkiewicz & Sriram, 2002).

2.1.2.3 Phagozyten

Zu den professionellen Phagozyten gehdren Monozyten, Makrophagen und neutrophile
Granulozyten (Rabinovitch, 1995). Sie entfernen Mikroorganismen, Partikel und beschiadigte
oder apoptotische Zellen aus dem Organismus.

Monozyten und Granulozyten entstehen aus einer gemeinsamen Vorlduferzelle. Monozyten
zirkulieren im Blutkreislauf und wandern dann in Gewebe ein, wo sie zu Makrophagen
differenzieren. Makrophagen sind vor allem im Bindegewebe, in der Darmwand, der Lunge,
der Leber (Kupffer-Sternzellen) und der Milz lokalisiert. Neutrophile Granulozyten haben
einen Anteil von 60 — 70 % an der Gesamtpopulation der Leukozyten im menschlichen Blut.
Neutrophile Granulozyten sind kurzlebig (2 — 3 Tage) und sind in gesundem Gewebe nicht zu
finden. Erst wenn aktivierte Makrophagen oder andere Zellen im Gewebe Chemokine
ausschiitten, werden neutrophile Granulozyten an den Infektionsherd gelockt.

Professionelle Phagozyten besitzen, im Gegensatz zu den nichtprofessionellen Phagozyten,
zahlreiche Rezeptoren, die der Vermittlung der Phagozytose dienen. Diese Rezeptoren
konnen in zwei Gruppen eingeteilt werden. Die erste Gruppe enthilt Rezeptoren, die Oberfli-
chenmolekiile von Mikroorganismen erkennen, beispielsweise die Rezeptoren fiir Mannose
und B-Glucan. Auch CD36 und CD68 werden zu dieser Rezeptorgruppe gezihlt, sie dienen
der Erkennung von apoptotischen Zellen. Die zweite Rezeptorgruppe enthilt Rezeptoren, die
opsonisierte Partikel erkennen. Hierzu gehdren Rezeptoren, die IgG und die Komplement-
komponenten C3b und C4b binden (Kwiatkowska & Sobota, 1999).

Komplexe Partikel wie etwa Mikroorganismen aktivieren gleichzeitig mehrere Rezeptoren,
die an unterschiedliche Signaltransduktionskaskaden gekoppelt sind. Diese verschiedenen
Signale resultieren in der Polymerisation von Actin und fithren zur Aufnahme des Partikels in
die Zelle und zum Einschluss in das Phagosom. Durch die Verschmelzung des Phagosoms mit
einem oder mehreren Lysosomen wird das Phagolysosom gebildet (Aderem & Underhill,
1999). Lysosomen enthalten antimikrobiell wirkende Polypeptide sowie proteolytische
Enzyme und weitere Enzyme, welche die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) kataly-
sieren. Die Bildung dieser ROS wird als oxidativer Burst bezeichnet, da der Sauerstoff-
verbrauch der Zelle durch diese Reaktionen um ein Vielfaches ansteigt. Die NAPDH-Oxidase
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wird aktiviert und katalysiert die Bildung von Superoxidanionen (O," 7) aus Sauerstoff. Das
Superoxidanion wird sehr schnell durch die Superoxid-Dismutase in Wasserstoffperoxid
(H20,) umgewandelt. Die Myeloperoxidase katalysiert die Entstehung von hypochloriger
Saure (HOCI) aus Wasserstoffperoxid und einem Chlorid-lon (Smith, 1994; Knight, 2000).
Umstritten ist, ob unter physiologischen Bedingungen, durch eine Eisen-katalysierte Reak-
tion, aus Wasserstoffperoxid ein Hydroxylradikal (HO®) generiert wird (Nussler et al., 1999).
Vor allem HOCI hat stark toxische Wirkung auf Mikroorganismen. Viele Mikroorganismen
konnen jedoch O, ™ und H,O, katalytisch entgiften. Im Phagolysosom kann zudem durch die
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO®) katalysiert
werden. Durch die Reaktion von NO® mit ROS koénnen weitere antimikrobielle Molekiile
entstehen (Smith, 1994).

Kaffenberger et al. (1992) bestimmten, bei Patienten mit Tumoren in Mund, Rachen oder
Kehlkopf, durchflusszytometrisch den oxidativen Burst der peripheren mononukledren
Blutzellen (PMBZ), nach Stimulation mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA). Es konnte
gezeigt werden, dass Patienten, deren PMBZ keinen oxidativen Burst zeigten, eine deutlich
geringere Uberlebenszeit hatten, im Vergleich zu Patienten, deren PMBZ einen starken
oxidativen Burst aufwiesen.

2.1.3 Interzellulire Mediatoren des Immunsystems
2.1.3.1 Interleukin-2

IL-2 wird von aktivierten T-Zellen, zumeist CD4 " -T-Zellen, produziert. Um die Ausschiittung
von IL-2 zu induzieren, ist einerseits die Bindung eines Antigens an den TZR und anderseits
die Bindung eines zusitzlichen Liganden an einen weiteren Membranrezeptor notwendig.
IL-2 ist ein relativ kleines Protein und wird durch ein einzelnes Gen codiert (Williams et al.,
1991). Der IL-2-Rezeptor (IL-2R) besteht aus den drei Untereinheiten o, B und y. Die
o-Untereinheit alleine bindet IL-2 mit sehr geringer Affinitdt, die Verbindung der - und
v-Untereinheit bildet einen Rezeptor mittlerer IL-2-Affinitét. Erst die Komplexbildung der
drei Untereinheiten fithrt zur Bildung eines IL-2-Rezeptors hoher IL-2-Affinitét (Gaffen et al.,
1998). Naive T-Zellen exprimieren entweder keine - und y-Kette oder diese beiden Ketten
nur in geringer Menge. Erst Antigenbindung und ein kostimulierendes Signal induzieren die
Bildung des hoch affinen IL-2-Raffy. NK-Zellen und Monozyten exprimieren, im inaktiven
Zustand, geringe Mengen an (- und y-Ketten, so dass sie spontan auf IL-2 Stimulation
reagieren konnen. Eine Aktivierung dieser beiden Zelltypen fiihrt ebenfalls zur Expression
des IL-2-Rafy (Theze et al., 1996).

Antigenbindung und ein kostimulierendes Signal fiihren bei einer T-Zelle sowohl zur IL-2-
Ausschiittung als auch zur Expression des hoch affinen IL-2R. Die nachfolgende autokrine
Interaktion von IL-2 mit seinem Rezeptor bewirkt den Eintritt der Zelle in den Zellzyklus und
damit die klonale Expansion dieser T-Zelle und die Differenzierung zur T-Effektorzelle, die
auch ohne kostimulierendes Signal auf Antigenbindung reagieren kann (Gaffen et al., 1998).
IL-2 stimuliert ebenfalls die Proliferation und Differenzierung von Monozyten. NK-Zellen
reagieren auf IL-2-Stimulation mit erhohter Proliferation und IFN-y-Sekretion und besitzen
erhohte zytolytische Fahigkeiten. Die Inkubation von peripheren Blutlymphozyten mit IL-2
fiihrt zur Bildung von Lymphokin-aktivierten Killerzellen, die Tumorgewebe infiltrieren und
eine hohe zytolytische Aktivitit gegen Tumorzellen besitzen. Diese Zellen stammen vermut-
lich von NK-Zellen und auch T-Zellen ab (Brittenden et al., 1996). In klinischen Studien wird
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die Behandlung von Tumoren mit der Gabe von IL-2 und Lymphokin-aktivierten Killerzellen
untersucht, jedoch ist die Behandlung, aufgrund der toxischen Wirkung der relativ hohen
Dosen IL-2, bislang mit sehr starken Nebenwirkungen verbunden (Williams et al., 1991).

2.1.3.2 Interleukin-10

IL-10 wird von T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen sezerniert. Humane Ty2-Zellen bilden
deutlich mehr IL-10 als Ty1-Zellen (Huang et al., 1999). Biologisch aktives IL-10 besteht aus
zwei Ketten und bildet ein Homodimer. Der IL-10-Rezeptor besteht aus zwei Untereinheiten,
die zur IFN-Rezeptorfamilie gehdren. Die ligandenbindende Untereinheit IL-10R1 wird in
geringer Menge auf den meisten himatopoetischen Zellen exprimiert. Auf anderen Korperzel-
len kann die Expression von IL-10R1 induziert werden. Die zweite Untereinheit IL-10R2 ist
wichtig fiir die Signaliibertragung und wird auf den meisten Kdrperzellen exprimiert. Vermut-
lich kann die Expression von IL-10R2 durch Aktivierungssignale nicht weiter erhoht werden.
Hingegen kann die Expression von IL-10R1 durch entsprechende Signale aktiviert werden
(Moore et al., 2001).

Die Funktionen von IL-10 sind {iberwiegend als immunsuppressiv einzustufen und dienen
dazu eine Entziindungsreaktion zu beenden. IL-10 hemmt die Produktion zahlreicher Zytoki-
ne (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a u. a.) sowie die Expression von MHC-Klasse-II-
Molekiilen in aktivierten Monozyten/Makrophagen. IL-10 reduziert somit proinflamma-
torische Mediatoren und vermindert die Antigenpriasentation der Monozyten/Makrophagen.
Einerseits erhoht IL-10 die Kapazitit der Monozyten/Makrophagen zur Phagozytose, aber
andererseits verringert IL-10 die Bildung von Superoxidanion und Stickstoffmonoxid, so dass
die Fahigkeit zur Abtotung aufgenommener Organismen reduziert wird (De Waal Malefyt &
Moore, 1998). IL-10 hemmt die Zytokinsynthese und Proliferation von CD4"-T-Zellen und T-
Zell-Klonen auf direktem Wege und aufgrund seiner hemmenden Wirkung auf antigenpréisen-
tierende Zellen. Hingegen induziert IL-10 die Rekrutierung, die zytotoxische Aktivitidt und
die Proliferation von CD8'-T-Zellen. Generell kann jedoch eine Aktivierung von T-Zellen, in
Gegenwart von IL-10, zur Anergie fiihren (Moore et al., 2001). Auf NK-Zellen kann IL-10
sowohl stimulierenden als auch hemmenden Einfluss haben, abhdngig von der IL-10-
Konzentration, der NK-Subpopulation und der vorherigen Stimulation der NK-Zellen (De
Waal Malefyt & Moore, 1998). IL-10 wird auch von Tumorzellen sezerniert und trigt so
moglicherweise zur Unterdriickung der Immunreaktion auf diese Zellen bei. Andererseits
konnte im Tierexperiment gezeigt werden, dass die Expression von IL-10 in Tumorzellen zu
einem verringerten Tumorwachstum und zu einer geringeren Metastasierung der Tumorzellen
beitragt (Huang et al., 1999). IL-10-Knockout-Mause entwickeln eine spontane Enterokolitis,
die durch eine erhdhte Ausschiittung von IL-12 und IFN-y charakterisiert ist und die zeigt,
dass IL-10 fiir die Entwicklung einer normalen Immunfunktion der Mucosa notwendig ist
(Davidson et al., 2000).

2.1.3.3 Interleukin-12

IL-12 wird hauptsdchlich von phagozytischen Zellen und antigenprédsentierenden Zellen
sezerniert. IL-12 ist ein p70 Heterodimer, das aus zwei kovalent verbundenen Ketten, einer
schweren p40 Kette und einer leichten p35 Kette, besteht. Beide Ketten sind auf unterschied-
lichen Chromosomen codiert. Nur das Heterodimer ist biologisch aktiv, allerdings wird die
schwere Kette von allen IL-12 sezernierenden Zellen in einem 10- bis 100-fachen Uberschuss
sezerniert. Der IL-12-Rezeptor wird hauptsdchlich auf aktivierten T- und NK-Zellen expri-
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miert und IL-12 hat damit das Potenzial in diesen Zellen die Zytokinproduktion zu erhéhen
sowie Proliferation und Zytotoxizitit zu stimulieren. IL-12 hat eine wichtige Aufgabe bei der
Abwehr von Infektionen, die durch intrazelluldre Pathogene ausgelost werden. Phagozyten
produzieren bei einer Infektion, innerhalb von wenigen Stunden, IL-12. Als Antwort darauf
sezernieren zuerst NK-Zellen und spéter auch T-Zellen IFN-y, GM-CSF und andere Zyto-
kine, die wiederum auf Phagozyten aktivierend wirken und zu einer positiven Verstirkung der
IL-12-Produktion fiihren. Diese Zytokinkaskade wird in erster Linie von IL-10, IL-4, IL-13
und Transforming Growth Factor-f3 (TGF-p) unterbrochen. IL-12 induziert die Bildung einer
Tyl1-Zellpopulation und hemmt die Entstehung von Ty2-Zellen (Trinchieri & Gerosa, 1996).
Des weiteren ist IL-12 ein Zytokin, das bei der Bekdmpfung von Tumorzellen eine wichtige
Aufgabe wahrnimmt. IL-12 induziert in NK- und T-Zellen die Bildung von IFN-y, aber auch
von TNF und anderen Zytokinen, die zytotoxisch oder zytostatisch auf Tumorzellen wirken.
IL-12 aktivierte NK-Zellen zeigen eine erhohte zytotoxische Aktivitit, die zur verstirkten
Abtdtung von Tumorzellen und zur Beschiddigung der Gefdfversorgung des Tumors fiihren
kann (Colombo & Trinchieri, 2002).

2.1.34 Tumornekrosefaktor-a

TNF-a kommt in zwei verschiedenen Formen vor, als membranstindiges TNF-a (pro-
TNF-0) und als sezerniertes TNF-a. Das sezernierte TNF-a entsteht durch proteolytische
Abspaltung der extrazelluldren Doméne von pro-TNF-a. Sezerniertes TNF-a ist die aktive
Form des Zytokins, die hauptsidchlich die biologischen Wirkungen vermittelt. Pro-TNF-a
zeigt geringe biologische Wirksamkeit, vermittelt jedoch zytotoxische Effekte durch Zell-
Zell-Kontakte. Die Trimer-Bildung beider Formen ist vermutlich eine wichtige Vorausset-
zung fiir die biologische Aktivitdt (Zhang & Tracey, 1998).

TNF-a wird von zahlreichen Immunzellen wie Monozyten, NK-Zellen, B-Zellen, T-Zellen,
Granulozyten sowie von Mastzellen und Kupffer-Sternzellen produziert. Auch Zellen
auBerhalb des Immunsystems sezernieren TNF-a, hierzu gehdren Astrozyten, Nervenzellen,
Granulosazellen, Fibroblasten, Osteoblasten, glatte Muskelzellen, Pigmentzellen der Retina,
Epithelzellen, Keratinozyten und viele Tumorzellen (Zhang & Tracey, 1998). Die zahlreichen
Effekte von TNF-a werden iiber zwei unterschiedliche Rezeptoren mit homologer Struktur,
TNFR1 und TNFR2, vermittelt. Beide Rezeptortypen gehdren zur TNFR-Rezeptorfamilie und
binden TNF-a mit hoher Affinitdt. Sowohl TNFR1 als auch TNFR2 werden auf fast allen
Zellen exprimiert, auBBer auf Erythrozyten. TNFRI ist weiter verbreitet, aber TNFR2 kommt
haufiger auf Endothelzellen und hdmatopoetischen Zellen vor. Durch proteolytische Spaltung
konnen aus beiden Rezeptortypen losliche TNF-a-Rezeptoren (sTNFR) gebildet werden, die
ebenfalls TNF-a binden und neutralisieren.

Urspriinglich wurde TNF-a als Protein beschrieben, das in vivo zur Nekrose bestimmter
Tumorzellen fiihrt (Carswell et al., 1975). TNF-a zeigt jedoch widerspriichliche Effekte bei
der Tumorentstehung. Einerseits hat TNF-a zytotoxische oder zytostatische Wirkung auf
Tumorzellen, andererseits kann das von Tumorzellen gebildete TNF-a zum Tumorwachstum
und zur Tumorverbreitung beitragen (Wilson & Balkwill, 2002). AuBlerdem aktiviert TNF-a
zytotoxische T-Zellen, verstirkt die Funktion der NK-Zellen und vermittelt die IL-2 induzier-
te Tumortoxizitit. Es sind zahlreiche weitere Wirkungen dieses Zytokins bekannt, hierzu
gehoren beispielsweise die Auslosung von Fieber und Anorexie. In Monozyten/Makrophagen
induziert TNF-o die Sekretion anderer Zytokine (u. a. IL-1, IL-6, IL-8, GM-CSF, IFN-y,
TGF-pB, Prostaglandin E; (PGE;)) und beeinflusst die Chemotaxis und den Metabolismus
dieser Zellen (Zhang & Tracey, 1998).
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2.1.3.5 Interferon-y

IFN-y wird hauptsédchlich von T-Zellen, NK-Zellen und Makrophagen gebildet. Das aktive
Protein bildet ein Homodimer. Der Rezeptor fiir IFN-y wird auf fast allen Korperzellen
exprimiert. Der Rezeptor besteht aus zwei Untereinheiten, IFNGRI und IFNGR2, die auf
unterschiedlichen Chromosomen codiert sind (Le Page et al., 2000).

IFN-y hat eine wichtige Funktion bei der Abwehr von Virusinfektionen. Kommt es zu einer
Aktivierung von NK-Zellen durch virusinfizierte Zellen, so sezernieren NK-Zellen als
Antwort IFN-y. Die Virusreplikation kann in verschiedenen Stadien durch IFN-y oder andere
Interferone gehemmt werden. IFN-y erhoht sowohl die Expression von MHC-Klasse-I-
Molekiilen als auch MHC-Klasse-1I-Molekiilen und verstirkt damit die Antigenprédsentation
fiir CD8"-T-Zellen und CD4"-T-Zellen (Le Page et al., 2000). Ty1-Zellen sezernieren IFN-y
und andere Zytokine. IFN-y lenkt wiederum die Immunantwort in Richtung einer Tyl-
Antwort, indem es die Proliferation von Ty2-Zellen hemmt (De Maeyer & De Maeyer-
Guignard, 1998). IFN-y aktiviert auBerdem Makrophagen und stimuliert deren oxidativen
Burst (Le Page et al., 2000). IFN-y hat zudem eine Bedeutung bei der Regulierung der
Immunantwort auf Tumorzellen. Ohne die Féhigkeit auf IFN-y zu reagieren entwickelten
Tiere, die mit einem Karzinogen behandelt wurden, deutlich mehr Tumoren. Die Bedeutung
von IFN-y, bei der Tumorbekdmpfung, beruht einerseits auf der Féhigkeit die Expression von
MHC-Klasse-I-Molekiilen und anderen antigenpridsentierenden Komponenten auch in
Tumorzellen zu erhdhen und damit die Erkennung von Tumorzellen durch CTL zu fordern.
Andererseits induziert IFN-y die Bildung von Chemokinen, die zur Hemmung der Tumoran-
giogenese beitragen. AuBerdem ist I[FN-y vermutlich an der Rekrutierung von T-Zellen in
Tumorgewebe beteiligt und hemmt die Bildung von immunsuppressiven Faktoren wie etwa
TGF-B und PGE, (Beatty & Paterson, 2001). Des weiteren verlangsamt IFN-y, durch Verlén-
gerung des Zellzyklus, die Proliferation von normalen Zellen und von Tumorzellen (De
Maeyer & De Maeyer-Guignard, 1998).

2.1.3.6 Transforming Growth Factor-3

Fast alle Korperzellen konnen TGF-f freisetzen und besitzen auch TGF-B-Rezeptoren, um
auf diesen Wachstumsfaktor zu reagieren. Im Darm wird TGF-f vor allem von den ausdiffe-
renzierten Epithelzellen in den Darmzotten synthetisiert (Markowitz & Roberts, 1996).
TGF-B wird in Sdugerzellen in den drei Isoformen 1, B2 und 3 gebildet. Diese Isoformen
sind durch unterschiedliche Gene codiert und werden unterschiedlich reguliert. TGF-f1 ist
innerhalb des Immunsystems die vorherrschende Isoform. TGF-3 wird als inaktiver Komplex
sezerniert, der aus dem reifen TGF-B-Homodimer und dem groferen Protein LAP (latent-
associated peptide) besteht. Thrombozyten synthetisieren noch ein weiteres Protein LTBP
(latent TGF-B binding protein), das sich zusitzlich an den inaktiven Komplex lagert. Damit
latentes TGF- an seinen Rezeptor binden kann, muss eine Aktivierung stattfinden. Ein
bekannter Mechanismus ist die Abspaltung von LAP und auch LTBP durch Proteasen
(Derynck & Choy, 1998). Es sind drei TGF-p-Rezeptortypen bekannt: Typ I, II und III. Ein
Heterodimer aus Typ I und Typ II vermittelt die Signaliibertragung. Rezeptortyp III ist der
hiufigste Rezeptortyp und bindet TGF- an der Zelloberfliche, um dieses dann dem signal-
tibertragenden Rezeptor I/II zu priasentieren. Rezeptortyp III kann auch als 16slicher Rezeptor
TGF- binden und deaktivieren (Gold, 1999).
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TGF-p besitzt immunmodulatorische Fahigkeiten, kann die Differenzierung von Immunzellen
beeinflussen und wirkt iiberwiegend immunsuppressiv. Der Einfluss von TGF-§3 auf Immun-
zellen variiert generell in Abhdngigkeit des Differenzierungsgrades der Immunzellen sowie
der Anwesenheit anderer Zytokine und der vorhandenen TGF-B-Konzentration. T-Zellen
werden stark von TGF-B beeinflusst, beispielsweise hemmt TGF-f die Zytokinsynthese
aktivierter T-Zellen. Auch die Bildung von CTL, NK-Zellen und Lymphokin-aktivierten
Killerzellen wird durch TGF-f gehemmt. Andererseits verstirkt TGF-B das Wachstum
unreifer Lymphozyten und hemmt die Apoptose von T-Zellen. In einer frithen Differenzie-
rungsphase induziert TGF-p die Entwicklung von CD8"-T-Zellen, in einer spiteren Phase
unterdriickt TGF-B die Bildung von CD4'- und CD8"-T-Zellen. TGF-B lenkt die Differenzie-
rung von B-Zellen, kann deren Apoptose induzieren, den Isotypwechsel beeinflussen und ihre
Proliferation hemmen. Auf Monozyten/Makrophagen iibt TGF-f wiederum ambivalente
Einfliisse aus, einerseits unterstiitzt TGF- die Rekrutierung von Monozyten/Makrophagen

und die Sekretion von Entziindungsmediatoren, andererseits hemmt TGF-f3 ihren oxidativen
Burst und ihre Zytokinsekretion (Derynck & Choy, 1998).

TGF-B kann, in Abhidngigkeit vom Zelltyp, sowohl mitogene als auch antiproliferative
Wirkungen ausiiben. Vor allem auf Zellen mesenchymalen Ursprungs hat TGF-3 mitogene
Wirkung, die {iber unterschiedliche molekulare Mechanismen vermittelt wird. In epithelialen
Zellen fiihrt TGF-B zur Arretierung des Zellzyklus in der spiten G1-Phase, in dem es iiber
verschiedene Mechanismen die Phosphorylierung des Retinoblastom-Suppressorproteins
verhindert (Alevizopoulos & Mermod, 1997). Tumorzellen zeichnen sich hédufig durch eine
geringere Empfindlichkeit fiir TGF-B und durch eine Uberproduktion von TGF-B aus
(Derynck & Choy, 1998). Auch Darmtumorzellen zeigen oft eine erhohte Expression von
TGF-B. TGF- bt auf die meisten Darmtumorzellen proliferative Effekte aus, im Gegensatz
zur antiproliferativen Wirkung auf unveridnderte Epithelzellen (Gold, 1999). Héufig lésst sich
in Darmtumorzellen auch der Verlust des TGF-B-Rezeptors Typ II nachweisen, so dass diese
Zellen nicht mehr auf TGF-f reagieren konnen (Markowitz & Roberts, 1996).

2.1.3.7 Prostaglandin E,

Prostaglandine gehoren zur Gruppe der Eikosanoide, die aus Arachidonsdure gebildet werden.
Die Arachidonsédure wird durch das Enzym Phospholipase A, aus Membranlipiden freigesetzt
und durch die Cyclooxygenase (COX) in Prostaglandin H, enzymatisch umgewandelt.
SchlieBlich bilden zellspezifische Prostaglandinsynthasen die verschiedenen Prostaglandine,
darunter auch PGE,.

PGE, wird von vielen Korperzellen gebildet, einschlieBlich Fibroblasten und Makrophagen
(Harris et al., 2002). Es sind zwei Isozyme der Cyclooxygenase, COX-1 und COX-2, be-
kannt. Beide Isozyme besitzen eine sehr dhnliche Struktur und einen dhnlichen Wirkungs-
mechanismus. COX-1 wird konstitutiv in den meisten Geweben exprimiert, hingegen kann
die Expression von COX-2 durch unterschiedliche Faktoren induziert werden. COX-1 ist fiir
die Bildung von Prostaglandinen zur Regulation der normalen physiologischen Funktionen
verantwortlich, indessen hat COX-2 eine Bedeutung bei Entziindungsreaktionen, Regulierung
des Zellwachstums, Angiogenese und Apoptose (Peleg & Wilcox, 2002). PGE; bindet an den
G-Protein-gekoppelten Rezeptor EP. Man kennt vier Subtypen dieses Rezeptors (EP1-4), die
an unterschiedliche Second messenger gekoppelt sind (Harris et al., 2002). Das Rezeptorvor-
kommen wurde hauptsdchlich in der Maus untersucht. EP3 und EP4-Rezeptoren sind in der
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Maus weit verbreitet und werden auf den meisten Korperzellen exprimiert, hingegen werden
EP1 und EP2 gewebespezifisch exprimiert (Narumiya et al., 1999).

PGE; hat zahlreiche immunmodulatorische Wirkungen. So hemmt PGE, die Proliferation von
T-Zellen, insbesondere von CD8'-T-Zellen und beeinflusst die Apoptose von T-Zellen in
Abhingigkeit ihres Reifungszustandes und dem Grad ihrer Aktivierung. PGE; induziert die
Apoptose unreifer T-Zellen, hemmt jedoch die Apoptose aktivierter T-Zellen. PGE, erhcht
die Zytokinsekretion von Ty2-Zellen, vermindert hingegen die Zytokinsekretion von Tyl-
Zellen. PGE, unterstiitzt also eine Immunantwort in Richtung einer Ty2-Antwort. PGE;
hemmt die Proliferation und induziert die Apoptose nur in unreifen B-Zellen, nicht jedoch in
reifen B-Zellen. In B-Zellen verstdrkt PGE, auflerdem den Ig-Isotypwechsel in Richtung IgG1
und IgE (Harris et al., 2002).

Prostaglandine beeinflussen moglicherweise das Wachstum von Darmtumoren und anderen
Krebsarten. In menschlichem Darmtumorgewebe wurden erhohte PGE,-Konzentrationen, im
Vergleich zu umliegendem, unverdnderten Gewebe, festgestellt (Bennett & Tacca, 1975;
Narisawa et al., 1990; Rigas et al., 1993; Pugh & Thomas, 1994). Ebenfalls wurde eine
erhohte Expression der COX-2, nicht aber der COX-1, in menschlichem Darmtumorgewebe
im Vergleich mit umgebendem, unverinderten Gewebe, gefunden (Sano et al., 1995; Eberhart
et al., 1994). Epidemiologische Studien haben einen positiven Zusammenhang zwischen der
regelmifigen Einnahme von Acetylsalicylsdure und einem verringerten Risiko einer Darm-
krebserkrankung gezeigt (Thun et al., 1993; Suh et al., 1993). Acetylsalicylsdure ist ein
nichtsteroidales Antiphlogistikum, das durch Modifizierung von COX-1 und COX-2 die
Synthese von Prostaglandinen hemmt. Ob dieser Wirkungsmechanismus an der Tumorvor-
beugung beteiligt ist oder ob andere Effekte von Aspirin dafiir verantwortlich sind, ist bislang
nicht geklart (Levy, 1997).

2.1.3.8 Sekretorisches Immunglobulin A

Immunglobuline sind die sezernierte Form des B-Zell-Rezeptors. Sie bestehen aus insgesamt
vier Polypeptidketten: aus zwei identischen schweren und zwei identischen leichten Ketten.
Man unterscheidet, aufgrund der Struktur ihrer schweren Kette, fiinf Isotypen: IgA, IgD, IgE,
IgM und IgG. Die einzelnen Isotypen sind unterschiedlich im Korper verteilt und besitzen
verschiedene Effektorfunktionen. Humanes IgA kommt in zwei Subtypen, IgA1l und IgA2,
vor. Generell haben Immunglobuline folgende Funktionen: Bindung und Neutralisierung von
Antigenen, Komplementaktivierung, Opsonisierung von Antigenen (und damit Aktivierung
von Phagozyten) sowie Aktivierung von NK-Zellen zur antikorperabhiingigen zellvermittelten
Zytotoxizitit (Alam, 1998). Als erstes Immunglobulin wird IgM gebildet, da es ohne Klas-
senwechsel exprimiert werden kann. IgG ist der Isotyp, der am hiufigsten im Plasma zu
finden ist. Hingegen findet man in Sekreten des Darmes und der Atemwege, in Muttermilch,
Tranenfliissigkeit und Speichel vor allem IgA. Die Zytokine TGF-f, IL-2 und IL-5 induzieren
in B-Zellen den Isotypwechsel, so dass diese Zellen IgA sezernieren (Brandtzaeg, 1996).

Im Serum ist eine geringe Menge monomeres IgA vorhanden (Macpherson et al., 2001). Der
iiberwiegende Anteil von IgA wird jedoch von Plasmazellen in der Lamina propria als Dimer
sezerniert, wobei die beiden Molekiile {iber die J-Kette kovalent gebunden sind. Das dimere
IgA-Molekiill wird vom Poly-Ig-Rezeptor an der basolateralen Oberfliche der dariiber
liegenden Epithelzelle gebunden und tiber Transzytose zur apikalen Oberfldche der Epithel-
zelle transportiert. Hier wird der Poly-Ig-Rezeptor enzymatisch gespalten, dabei bleibt der
extrazelluldre Teil des Rezeptors (die sekretorische Komponente) an das dimere IgA gebun-
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den und dieser gesamte Komplex, das sekretorische IgA (SIgA), wird in das Lumen freige-
setzt. Die sekretorische Komponente schiitzt SIgA vor einer proteolytischen Spaltung
(Brandtzaeg, 1996).

Die Hauptaufgabe von SIgA besteht darin, zusammen mit anderen Faktoren der nichtadapti-
ven Immunitidt (wie Muzine, Lysozym, Magensaft und Darmperistaltik), das Anhaften und
damit auch das Eindringen in die Darmwand, von Mikroorganismen und Toxinen zu verhin-
dern. Da die Bindung von SIgA an ein Antigen nicht zu einer Komplementaktivierung fiihrt,
resultiert dieser Vorgang nicht in einer Entziindungsreaktion (Brandtzaeg, 1996). SIgA ist
zudem an der intrazelluldren Neutralisierung von Antigenen beteiligt. Auf dem Weg durch die
Epithelzelle kann SIgA bereits in die Epithelzelle eingedrungene Viren binden und damit
neutralisieren. Dimeres IgA kann schon in der Lamina propria Antigene binden und iiber die
Epithelzellen in das Lumen ausschleusen (Mazanec et al., 1993).

Neutrophile und eosinophile Granulozyten sowie Monozyten/Makrophagen exprimieren den
SIgA-Rezeptor Fc alpha RI (CD89). In diesen Zellen kann SIgA die Phagozytoseaktivitit, den
oxidativen Burst sowie die Zytokinsekretion verstirken. Verschiedene Zytokine (z. B. IL-8
und TNF-a) kdnnen wiederum die Expression von CD89, zumeist in verstirkender Weise,
beeinflussen (Morton & Brandtzaeg, 2001).

2.2 Darmkrebs

Darmkrebs ist in Deutschland bei Frauen die zweithdufigste Krebsneuerkrankung und bei
Minnern die dritthdufigste. Die Zahl der jdhrlichen Neuerkrankungen wird bei Frauen auf
nahezu 30.000 und bei Ménnern auf iiber 27.000 geschitzt. Sowohl fiir Frauen als auch fiir
Mainner ist Darmkrebs die zweithdufigste Krebstodesursache. Im Mittel erkranken Frauen im
Alter von 72 Jahren und Méanner mit 67 Jahren. Die Zahl der Neuerkrankungen in Deutsch-
land (Frauen und Maénner) ist, im Vergleich mit den Erkrankungsraten anderer Lander der
Européischen Union, am hochsten. Die niedrigsten Erkrankungsraten findet man in Griechen-
land, Finnland und Spanien (Arbeitsgemeinschaft Bevolkerungsbezogener Krebsregister in
Deutschland, 2002).

Basierend auf den Daten des World Cancer Research Fund (1997) schitzt das Deutsche
Institut fiir Erndhrungsforschung, dass durch verdnderte Erndhrungsgewohnheiten 66-75 %
der Darmkrebsneuerkrankungen verhindert werden konnten. Ein erhohter Gemiiseverzehr, ein
verringerter Fleisch- und Alkoholkonsum, aber auch eine Erhohung der korperlichen Aktivitat
verringern das Erkrankungsrisiko fiir Darmkrebs (Deutsches Institut fiir Erndhrungsfor-
schung, 1999). Die Auswertung epidemiologischer Studien hat Ubergewicht, den Verzehr von
rotem Fleisch (stark gebraten) und eine geringe korperliche Aktivitdt, als Faktoren fiir ein
erhohtes Risiko an Darmkrebs zu erkranken, identifiziert (Giovannucci, 2002).

Fiir die molekularen Mechanismen der Colonkarzinogenese wurden unterschiedliche Modelle
entwickelt. Das 1990 von Fearon & Vogelstein vorgestellte Modell wurde zwischenzeitlich
erginzt, besitzt jedoch noch immer Giiltigkeit (Arends, 2000; Ilyas & Tomlinson, 1996;
Calvert & Frucht, 2002). Darmkrebs entsteht als Folge mehrerer somatischen Mutationen
einer Epithelzelle, in einem mehrstufigen Prozess, der sich liber Jahre hinziehen kann. Die
mutierten Gene gehdren zu drei verschiedenen Gengruppen: Onkogene, Tumor-Suppressor-
Gene und DNA-Reparaturenzym-Gene. Mutationen innerhalb dieser Gengruppen fiihren zu
einem selektiven Wachstumsvorteil einer Zelle. Die Akkumulation weiterer Mutationen
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resultiert in einer ungehemmten Proliferation dieser Zellklone und schlieflich in der Bildung
eines Tumors (Fearon & Vogelstein, 1990; Calvert & Frucht, 2002).

2.3 Probiotika

Die menschliche Darmflora besteht aus ungefihr 400 verschiedenen Bakterienspezies mit
insgesamt iiber 1 x 10" Keimen. Der Diinndarm ist nur von wenigen Bakterien besiedelt,
hingegen ist der Dickdarm dicht besiedelt mit verschiedenen Mikroorganismen (Fuller, 1989).
In der Darmflora finden sich iiberwiegend anaerobe Bakterien, dagegen sind Spezies der
aeroben (bzw. fakultativ anaeroben) Gattungen in deutlich geringerer Zahl vorhanden. Die
Bakterien der Darmflora konnen stark vereinfacht in zwei Kategorien eingeteilt werden: in
Bakterien mit potenziell schiadigenden Eigenschaften und in Bakterien mit potenziell protek-
tiven Eigenschaften fiir den Wirtsorganismus (Abb. 2.1).
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Schadigende Eigenschaften Protektive Eigenschaften
= Bildung potenzieller Karzinogene = Unterstutzung der Verdauung
= Faulnis = Antikanzerogene Wirkung
= H,S Bildung = Bildung kurzkettiger Fettsauren
» Toxin Bildung = Geringere Gasproduktion
» Immunstimulation
Bacteroides spp. = Wachstumshemmung schéd-
licher Bakterien
Bifidobacterium spp.

Anaerobe Gram-positive

Clostridium spp.

Lactobacillus spp.

1x10°

Methanogene

Escherichia coli

Sulfat Reduzierer Fusobacterium spp.

Enterobacter spp.

1x 107

Veillonella spp.

Staphylococcus spp.

Proteus spp.

Pseudomonas aeruginosa

1x 103

cfulg Fazes

Abb. 2.1: Ubersicht iiber die im menschlichen Darm vorherrschenden Bakterienarten. Die Bakterien
sind unterschieden nach potenziell schiddigenden [ oder protektiven Eigenschaften fiir den [ Wirts-
organismus bzw. Gattungen mit beiden Eigenschaften []. Vorkommen der jeweiligen Gattungen in
colony-forming units (cfu) pro g Fizes (nach Salminen et al., 1998).

Es gibt eine groe Variationsbreite der vorherrschenden Gattungen in der Darmflora des
Einzelnen. Das Spektrum der intestinalen Mikroflora kann sich beispielsweise aufgrund von
akutem Durchfall, Antibiotika-Behandlung, oder im geringen Umfang, durch eine Anderung
der Erndhrungsgewohnheiten dndern. Gewohnlich bleibt jedoch die Zusammensetzung der
individuellen Darmflora konstant.

Die Darmflora hat wichtige metabolische, trophische und schiitzende Funktionen. Kohlenhyd-
rate und Proteine, die im Diinndarm nicht abgebaut wurden, werden von Darmbakterien u. a.
zu kurzkettigen Fettsduren (SCFA) abgebaut, welche wiederum resorbiert werden konnen und
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der Energiegewinnung dienen. SCFA, insbesondere Butyrat, haben trophische Wirkung auf
Darmepithelzellen und beeinflussen deren Proliferation und Differenzierung. Intestinale
Mikroorganismen haben auflerdem eine Bedeutung bei der Vitaminsynthese und der Resorp-
tion von Mineralien. Fiir die Entwicklung und Aufrechterhaltung des intakten darmassoziier-
ten Immunsystems sind Wechselwirkungen zwischen Darmbakterien und Immunzellen
notwendig. Kommensale Darmbakterien kdnnen eine Barriere fiir pathogene Mikroorganis-
men bilden (Kolonisationsresistenz). Sie kdnnen das Anheften und Eindringen pathogener
Bakterien verhindern und durch Bildung von Bakteriozinen deren Wachstum hemmen. Bei
der Entstehung von Darmkrebs sind intestinale Bakterien ebenfalls von Bedeutung. In
Abhingigkeit von ihrer Spezieszugehorigkeit und ihrer Enzymaktivitit konnen sie zur
Bildung von kanzerogenen und mutagenen Substanzen beitragen oder aber auch schidliche
Substanzen entgiften (Guarner & Malagelade, 2003).

Fuller (1989) definierte Probiotika als lebende Mikroorganismen, die Nahrungsmitteln zuge-
setzt werden und den Wirtsorganismus durch Unterstiitzung seines intestinalen, mikrobiologi-
schen Gleichgewichts positiv beeinflussen. In Deutschland erarbeitete das Bundesinstitut fiir
gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin (BgVV) folgende Begriffsbe-
stimmung: Probiotika sind definierte lebende Mikroorganismen, die in ausreichender Menge
in aktiver Form in den Darm gelangen und hierbei positive gesundheitliche Wirkungen
erzielen (BgVV, 1999). Dunne et al. (1999) haben weitere Forderungen formuliert, die
Mikroorganismen erfiillen sollten, um sie als Probiotika in Betracht ziehen zu koénnen.
Probiotische Mikroorganismen sollten iiber folgende Eigenschaften verfiigen:

e Herkunft aus dem menschlichen Dickdarm

e crwiesenermallen ohne pathogene Eigenschaften

e die Fahigkeit Herstellungsverfahren zu tolerieren
(so dass lebende und aktive Organismen im Produkt vorhanden sind)
Resistenz gegeniiber Magen- und Gallensduren
die Fahigkeit zur Adhésion an Epithelzellen der Darmwand
die Fahigkeit zur Ansiedlung im Darm (zumindest fiir kurze Zeit)
die Produktion antimikrobieller Substanzen
die Fahigkeit zur Stimulierung des Immunsystems
die Fahigkeit metabolische Aktivitdten zu beeinflussen
(z. B. Cholesterinstoffwechsel, Laktaseaktivitdt, Vitaminbildung)
Allerdings ist anzunehmen, dass ein Mikroorganismus nicht {iber alle Eigenschaften gleich-
zeitig verfiigen kann.

Bislang werden vor allem verschiedene Stimme aus den Gattungen Lactobacillus, Bifidobac-
terium, Enterococcus sowie Saccharomyces boulardii als Probiotika eingesetzt. Inwieweit die
einzelnen Stimme den oben genannten Anforderungen tatsdchlich geniigen ist bei weitem
nicht ausreichend untersucht. Da sich Bakterienstimme in ihren Eigenschaften wie Stabilitét,
Enzymaktivitit, Resistenz gegeniiber Magen- und Gallensduren unterscheiden konnen, ist es
notwendig jeden einzelnen Stamm zu charakterisieren und seine positiven Wirkungen fiir den
Menschen nachzuweisen. Untersuchungsergebnisse eines Bakterienstammes lassen sich nicht
auf andere Stimme iibertragen (Sanders, 2000).
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2.3.1 Auswirkungen von Probiotika auf die Gesundheit

Im Folgenden eine Auswahl bislang veroffentlichter Studien, die den gegenwértigen Stand
der Forschung wiedergeben.

23.1.1 Einfluss von Probiotika auf das Immunsystem

In vitro beeinflussten unterschiedliche, hitzeinaktivierte Milchsdurebakterien die Zytokin-
sekretion und die Proliferation humaner Lymphozyten. Unterschiedliche Bifidobakterien
stimulierten in einer Makrophagen-Zelllinie (RAW 264.7) die Sekretion von TNF-o und IL-6.
Diese Stimme konnten jedoch in einer Ty-Zelllinie (EL-4.IL-2) ohne zusétzliche Stimulation
die Sekretion von IL-2 oder IL-5 nicht beeinflussen (Marin et al., 1997). In einer spéteren
Studie beeinflussten unterschiedliche Stimme von Streptococcus thermophilus die Zytokin-
sekretion der beiden Zelllinien in dhnlicher Weise (Marin et al., 1998). Die Zytokinsekretion
(TNF-a, IL-6, IL-10) humaner PMBZ wurde durch Lactobacillen und Bifidobakterien
teilweise starker stimuliert als durch Lipopolysaccarid (LPS) (Miettinen et al., 1996). Hessle
et al. (1999) zeigten, dass Laktobacillen auch die IL-12-Sekretion humaner PMBZ beeinflus-
sen konnen. L. johnsii und L. sakei stimulierten die Sekretion von IFN-y und IL-12. Zudem
induzierten L. johnsii und L. sakei die Proliferation unstimulierter Blutlymphozyten und die
Expression der Aktivierungs-Antigene CD69 und CD25 auf NK-Zellen (Haller et al., 2000).
Hingegen hemmten Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), L. acidophilus, L. delbrueckii,
S. thermophilus und B. lactis die Proliferation stimulierter PMBZ (Pessi et al., 1999).

Im Tierversuch bewirkten bestimmte Milchsdurebakterien eine Modulation des Immun-
systems. Im Folgenden sind ausschlielich Studien beriicksichtigt, in denen Milchsdurebakte-
rien oral verabreicht wurden. Die Gabe von S. boulardii fiihrte bei Ratten zu einer deutlich
hoheren Konzentration von SIgA im Darm (Buts et al., 1990). Die nachfolgend erwéhnten
Studien wurden alle an Méusen durchgefiihrt. Die Aufnahme von Milchsdurebakterien
erhohte die Bildung spezifischer Antikorper fiir Choleratoxin (Tejada-Simon et al., 1999a;
Gill et al., 2000; Gill & Rutherfurd, 2001b) und fiir Rotaviren (Yasui et al., 1999).
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Milchsdurebakterien die Zyktokinbildung oder
—sekretion modulieren konnen. So fiithrte die Verabreichung von L. rhamnosus oder
L. acidophilus zu einer hoheren Sekretion von IFN-y durch Milzzellen. Die Sekretion von
IL-4 blieb jedoch unbeeinflusst (Gill et al., 2000). L. brevis und L. reuteri erhdhten die Zahl
Zytokin-produzierender Zellen (IL-1B, TNF-a, IL-2) in den Mikrovilli des Darmes (Maassen
et al., 2000). Tejada-Simon et al. (1999b) untersuchten die Auswirkungen unterschiedlicher
Milchsdurebakterien auf die Genexpression verschiedener Zytokine in den Immunzellen von
Peyerschen Plaques, Milz und mesenterialen Lymphknoten. Hier zeigten sich keine Effekte
durch die Verabreichung der Milchsdurebakterien.

Als weitere Immunparameter wurden in verschiedenen Studien die Proliferation von Immun-
zellen, Phagozytoseaktivitit und der Anteil bestimmter T-Zellsubpopulationen untersucht.
Milchsédurebakterien erhohten die ex vivo Proliferation von Immunzellen der Peyerschen
Plaques und der Milz (Takahashi et al., 1993; Kirjavainen et al., 1999; Gill et al., 2000). Eine
Stimulation der Phagozytoseaktivitit der Leukozyten im Blut durch die Aufnahme von
Milchsdurebakterien wurde gezeigt (Gill et al., 2000; Gill & Rutherfurd, 2001b). Die Gabe
von Joghurt, mit verschiedenen Milchsdurebakterien angereichert, fiihrte nur zu unwesentli-
chen Anderungen des Anteils der CD4'- und CD8"-T-Zellen in der Milz und in den Peyer-
schen Plaques (Pestka et al., 2001). Gill et al. (2000) zeigten ebenfalls, dass die Aufnahme
von Milchsiurebakterien nicht zu einer Anderung der T-Zellsubpopulationen im Blut fiihrte,
jedoch stimulierte in dieser Studie L. rhamnosus die Aktivitit der NK-Zellen der Milz.
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In Humanstudien fiihrte der Verzehr von Milchsédurebakterien zu einer Erhéhung der SIgA-
Konzentration in den Fizes (Fukushima et al., 1998) sowie zu einem Anstieg des IgA-
Spiegels im Serum (Link-Amster et al., 1994). Kaila et al. (1992) wiesen eine Zunahme der
Ig produzierenden Zellen im Blut nach. In den drei genannten Studien war ebenfalls die
Konzentration spezifischer IgA (gegen Polioviren, Salmonella oder Rotaviren) durch die
Intervention mit Milchsdurebakterien erhoht. Im Gegensatz dazu hatte die Aufnahme von
Milchsédurebakterien in weiteren Studien keine Wirkung auf die Ig-Konzentration (Wheeler et
al., 1997; Spanhaak et al., 1998; van de Water et al., 1999; Pessi et al., 2000; Fang et al.,
2000).

Zum Teil beeinflusste der Verzehr von Milchsdurebakterien die Zytokinsekretion der PMBZ.
Der Verzehr von B. lactis erhohte ex vivo die Sekretion von IFN-o (Arunachalam et al.,
2000). Die Aufnahme von L. brevis erhohte dosisabhéngig ebenfalls die Bildung von IFN-o
ex vivo (Kishi et al., 1996). Weitere Studien konnten jedoch keinen Einfluss von Milchsdure-
bakterien auf die Zytokinsekretion (IL-2, IL-4, IFN-y, IL-1pB) ex vivo feststellen (Wheeler et
al., 1997; Spanhaak et al., 1998; van de Water et al., 1999; Campbell et al., 2000).

Campbell et al. (2000) untersuchten auBerdem den Einfluss des Verzehrs von Joghurt auf die
Proliferation der PMBZ. Hierbei zeigte sich kein Zusammenhang zwischen Proliferation und
der Intervention mit Joghurt.

Die Arbeitsgruppe von Gill analysierte in mehreren Studien den Zusammenhang zwischen
einer Aufnahme von B. lactis oder L. rhamnosus und der Phagozytoseaktivitit der PMBZ
sowie der Aktivitdt der NK-Zellen ex vivo. Beide Mikroorganismen konnten in diesen Studien
sowohl die Phagozytoseaktivitit als auch die Aktivitit der NK-Zellen stimulieren
(Arunachalam et al., 2000; Chiang et al., 2000; Gill et al., 2001c; Gill et al., 2001a; Gill &
Rutherfurd, 2001a; Sheih et al., 2001). Der Verzehr fermentierter Milch, angereichert mit
L. johnsonii oder B. bifidum, erhohte ebenfalls die Phagozytoseaktivitdt (Schiffrin et al.,
1995). In den meisten dieser Studien wurden jedoch keine Kontrollgruppen einbezogen. Im
Gegensatz dazu beeinflusste in einer placebokontrollierten Studie die Aufnahme von L. casel
Shirota die Phagozytoseaktivitit der PMBZ nicht (Spanhaak et al., 1998). In dieser Untersu-
chung wurden eine Reihe weiterer Immunparameter bestimmt, die ebenfalls durch die
Intervention nicht modifiziert wurden. Wheeler et al. (1997) untersuchten die Auswirkungen
des Verzehrs von Joghurt mit aktiven L. bulgaricus und S. thermophilus auf mehrere Immun-
parameter und konnten ebenfalls keine Anderungen feststellen.

Die bisherigen Untersuchungen belegen, dass die orale Aufnahme von Probiotika das darmas-
soziierte Immunsystem und auch das systemische Immunsystem des Menschen beeinflussen
kann. Die teilweise widerspriichlichen Ergebnisse haben mdglicherweise ihre Ursache in den
Unterschieden der untersuchten Probandengruppen, den verwendeten Bakterienstimmen und
der jeweils verabreichten Dosis.

2.3.1.2 Einfluss von Probiotika auf die Karzinogenese

In vitro (Ames-Test) verminderten unterschiedliche Milchsdurebakterien die Mutagenitét
verschiedener Kanzerogene (Bodana & Rao, 1990; Pool-Zobel et al., 1993). Dies resultiert
moglicherweise aus der Bindung kanzerogener Substanzen durch Milchsdurebakterien, die
ebenfalls in vitro gezeigt wurde (Morotomi & Mutai, 1986; Zhang & Ohta, 1991; Orrhage et
al., 1994).

Um eine mogliche Privention von Darmkrebs zu untersuchen, wurden in Tierstudien die
Tiere (zumeist Ratten) mit unterschiedlichen Milchsdurebakterien gefiittert und mit einem

Darmkanzerogen wie Azoxymethan (AOM) oder 1,2-Dimethylhydrazin (DMH) behandelt.
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AnschlieBend wurde die Anzahl der aberranten Krypten bzw. der Darmtumoren untersucht.
Staimme von L. acidophilus reduzierten signifikant die Zahl der Darmtumoren bzw. aberran-
ten Krypten, bei oraler Aufnahme. L. acidophilus wurde in diesen Studien bereits vor der
Behandlung mit dem Kanzerogen verabreicht (Arimochi et al., 1997; Mclntosh et al., 1999;
Rao et al., 1999). In einer Studie von Goldin et al. (1996) verminderte der Zusatz von LGG
sowohl in einer fettreichen als auch einer fettarmen Diét die Zahl der Darmtumoren. Dieser
positive Effekt wurde nur bei einer Fiitterung von LGG vor Beginn der Behandlung mit DMH
gesehen, nicht jedoch wenn die Fiitterung nach der DMH-Behandlung einsetzte. Eine Fiitte-
rung von B. longum BB536, vor der Behandlung mit dem Kanzerogen, verminderte ebenfalls
in mehreren Studien die Zahl der aberranten Krypten sowie die Zahl der Tumoren (Kulkarni
& Reddy, 1994; Challa et al., 1997; Sekine et al., 1997). Die Fiitterung mit L. acidophilus
war, im Vergleich mit der Fiitterung mit B. adolescentis (Arimochi et al., 1997), LGG oder
S. thermophilus (McIntosh et al., 1999) in der Tumorpravention deutlich wirksamer. Abdelali
et al. (1995) verglichen den Einfluss fettarmer Milch, fermentierter fettarmer Milch (mit
aktiven Bifidobacterium sp Bio) und einer Wassersuspension mit aktiven B. sp Bio auf die
Zahl der aberranten Krypten. Hierbei zeigte sich, dass die Aufnahme der Bakteriensuspension
am effektivsten die Zahl der aberranten Krypten verringerte (61 %). Die Aufnahme fermen-
tierter Milch verringerte die Zahl der aberranten Krypten um 51 %, aber auch fettarme Milch
alleine fiihrte zu einer Reduktion um 49 %.

In Humanstudien konnen nur Mechanismen, die indirekt im Zusammenhang mit der Karzi-
nogenese stehen, untersucht werden. Bestimmte bakterielle Enzyme im Darm konnen zur
Bildung kanzerogener und mutagener Substanzen beitragen. Zu diesen Enzymen gehodren
B-Glucuronidase, B-Glucosidase, Azoreduktase und Nitroreduktase (Salminen et al., 1998).
Lactobacillen und Bifidobakterien haben eine geringere Aktivitdt dieser Enzyme, im Ver-
gleich zu anderen Darmbakterien. Verschiedene Studien haben den Einfluss von Milchsdure-
bakterien auf die bakterielle Enzymaktivitdt in den Fdzes untersucht. So reduzierte die
Aufnahme von L. acidophilus die Aktivitit der bakteriellen B-Glucuronidase, Nitroreduktase
und Azoreduktase in den Fézes. Nach der Intervention erreichte die Enzymaktivitit wieder
den Ausgangswert (Goldin & Gorbach, 1984). Der Verzehr von B. longum oder LGG
reduzierte die Aktivitit der bakteriellen B-Glucuronidase (Goldin et al., 1992; Benno &
Mitsuoka, 1992). Hingegen fiihrte die Aufnahme fermentierter Milch, die L. acidophilus,
B. bifidum, S. lactis und S. cremoris enthielt, nicht zu einer Aktivitdtsinderung der
B-Glucuronidase und Azoreduktase in den Fizes. Indessen war die Aktivitdt der Nitroredukta-
se verringert und die Aktivitdt der B-Glucosidase erhoht (Marteau et al., 1990).

Hayatsu & Hayatsu (1993) zeigten, dass eine 3-wochige Aufnahme von L. casei zu einer
deutlichen Reduktion der Mutagenitit des Urins, nach einer Fleischmahlzeit, fiihrte.
Glinghammar et al. (1997) untersuchten die Zytotoxizitdt und die Genotoxizitdt von Fizes-
wasser bei Probanden mit einem hohen téglichen Verzehr von Molkereiprodukten. Nach dem
Wechsel zu einer Didt ohne Molkereiprodukte erhdhte sich die Zytotoxizitit des Fazeswas-
sers, die Genotoxizitit blieb unverandert.

Die Ergebnisse epidemiologischer Studien sind nicht eindeutig. Verschiedene Untersuchun-
gen konnten keinen Zusammenhang zwischen der Aufnahme fermentierter Milch und einem
verringerten Darmkrebsrisiko feststellen (Kampman et al., 1994a; Kampman et al., 1994b;
Kearney et al., 1996). Zwei weitere Studien zeigten jedoch, dass der Verzehr von Joghurt
invers mit dem Risiko an Darmkrebs zu erkranken korreliert (Peters et al., 1992; Boutron et
al., 1996).

Vor allem die Ergebnisse aus den Tierstudien geben Hinweise darauf, dass die Aufnahme von
Probiotika das Risiko an Darmkrebs zu erkranken senken konnte.
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2.4 Pribiotika

Gibson & Roberfroid (1995) definierten Préibiotika als unverdauliche Nahrungsbestandteile,
die durch selektive Forderung des Wachstums und/oder der Aktivitit einzelner oder einer
begrenzten Zahl von Darmbakterienstimmen, positive Wirkungen fiir die Gesundheit erzie-
len. Nach Gibson & Roberfroid (1995) sollte ein Prabiotikum folgenden Anforderungen
entsprechen:
e s sollte im Diinndarm weder hydrolysiert noch absorbiert werden
e es sollte lediglich einzelnen oder einer begrenzten Zahl kommensaler Darmbakterien-
stimme als Substrat dienen und deren Wachstum oder metabolische Aktivitdt stimu-
lieren
e es sollte eine gestindere Zusammensetzung der Darmflora fordern
e c¢s sollte im Darmlumen oder im gesamten Organismus gesundheitsforderliche Wir-
kungen induzieren

Das BgVV definierte Prébiotika als spezifische unverdauliche Stoffe, die selektiv Bifidobak-
terien und moglicherweise auch andere Mikroorganismen in ihrem Wachstum im Darm
fordern und dadurch positive gesundheitliche Wirkungen erzielen (BgVV, 1999).

Resistente Stirke und Nicht-Stiarke-Polysaccharide wie Zellwand-Polysaccharide, Hemicellu-
lose, Pektin und Gummi gelangen unverdaut in den Dickdarm. Diese Stoffe werden jedoch
nicht zu der Gruppe der Pribiotika gezdhlt, da sie unspezifisch die Vermehrung verschiedener
Darmbakterien, darunter auch potenziell schiadliche Spezies, stimulieren. Galactooligosaccha-
ride und Oligosaccharide aus Sojabohnen gehdren moglicherweise zu den Prébiotika. Bislang
wurden Fructooligosaccharide, zu denen Inulin und Oligofructose gehoren, als Prébiotika
klassifiziert (Gibson & Roberfroid, 1995).

Inulin ist ein weit verbreitetes pflanzliches Reservekohlenhydrat. Zahlreiche Nahrungsmittel
wie Topinambur, Zichorien, Zwiebeln, Spargel, Artischocken, Weizen, Lauch und Bananen
enthalten Inulin. Inulin ist ein B-D-Fruktan, dessen Fructoseeinheiten iiber eine 3 (2-1)-glyko-
sidische Bindung verkniipft sind. Aufgrund des pflanzlichen Syntheseweges befindet sich am
Kettenanfang der Fructosekette zumeist ein Glucosemolekiil. Inulin besteht aus bis zu 70
Kohlenhydratmonomeren (Roberfroid & Delzenne, 1998). Industriell wird Inulin durch
HeiBwasserextraktion, hauptsdachlich aus Zichorienwurzeln (Cichorium intybus), gewonnen.
Inulin aus Zichorienwurzeln hat eine Kettenldnge von 2 — 65 Molekiilen, mit folgender
Langenverteilung der Kohlenhydratketten:

e bis zu 10 Molekiile: 31 %,

e 10— 20 Molekiile: 24 %,

e mehr als 20 Molekiile: 45 %

Oligofructose wird durch partielle enzymatische Hydrolyse aus Inulin hergestellt und ist eine
Mischung aus reinen Fructoseketten und Fructoseketten mit einem Glucosemolekiil am
Kettenanfang. Die Kohlenhydratketten haben eine Lénge zwischen 2 und 10 Monomeren (van
Loo et al., 1995).
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Abb. 2.2: Molekiilstruktur von Inulin (A) und Oligofructose (B).

Die menschlichen Verdauungsenzyme sind spezifisch fiir a-glykosidische Bindungen,
deshalb werden Inulin und Oligofructose, die eine B-glykosidische Bindung enthalten, im
Diinndarm nicht enzymatisch abgebaut. Die -D-Fruktane gelangen nahezu unverdaut in den
Dickdarm. Dort werden sie durch bakterielle Enzyme vollstindig abgebaut. Dabei entstehen
Gase (H,, CO,, CH,), kurzkettige Fettsduren (Acetat, Propionat, Butyrat), organische Sduren
(Lactat, Succinat, Pyruvat) und Ethanol. Ein Teil dieser Metabolite wird wiederum von
Darmbakterien aufgenommen und von ihnen zur Energiegewinnung verwendet. Daraus
resultiert eine Zunahme der Bakterienmasse im Dickdarm. Insbesondere durch die vermehrte
Bildung kurzkettiger Fettsduren kommt es im Darmlumen zu einem Abfall des pH-Wertes.
Der tiberwiegende Teil der kurzkettigen Fettsduren wird im Darm absorbiert und in verschie-
denen Geweben metabolisiert. Die verfligbare Energie von p-D-Fruktanen betrdgt, im
Vergleich zu verdaulichen Kohlenhydraten, lediglich 40 — 50 % und B-D-Fruktane haben
damit einen geschitzten kalorischen Wert von 1,0 — 2,0 kcal/g (4,2 — 6,3 kJ/g) (Roberfroid &
Delzenne, 1998). Die tigliche Aufnahme von Inulin wird fiir Westeuropéer auf 3,2 — 11,3 g
geschitzt. Die wichtigsten Quellen fiir Inulin sind Weizen, Zwiebeln, Knoblauch und Lauch
(van Loo et al., 1995).

2.4.1 Auswirkungen von Pribiotika auf die Gesundheit

Nachfolgend eine Auswahl bislang veroffentlichter Studien, die den derzeitigen Stand der
Forschung wiedergeben.
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24.1.1 Einfluss von Pribiotika auf die Darmflora

Bifidobakterien gehoren prinzipiell zu den erwiinschten intestinalen Bakterien. Die Griinde
hierfiir sind, dass Bifidobakterien Acetat und Lactat produzieren und damit zu einer Verringe-
rung des pH-Wertes im Darm beitragen. Aulerdem produzieren Bifidobakterien Bakteriozine.
Diese beiden Mechanismen fithren moglicherweise zu einer Wachstumshemmung pathogener
Bakterien. Bifidobakterien bilden Folsdure, Verdauungsenzyme und eine Reihe von B-Vita-
minen und iiberdies besitzen sie immunmodulatorische Fihigkeiten. Bifidobakterien konnen
dazu verwendet werden nach einer Antibiotika-Behandlung die normale Darmflora wieder
herzustellen (Gibson & Roberfroid, 1995).

Die Fermentation von Inulin und Oligofructose in vitro hat gezeigt, dass verschiedene
Stimme von Bifidobakterien sowohl Inulin als auch Oligofructose fermentieren konnen
(Roberfroid et al., 1998). In diesem Versuch wuchsen Bifidobakterien besser auf Oligofructo-
se als auf Glucose. Eine Ausnahme bildete B. bifidum, dieser Stamm benutzte weder Inulin
noch Oligofructose im nennenswerten Umfang als Substrat. Bifidobakterien bilden konstitutiv
oder nach Induktion B-Fructosidasen. B-Fructosidasen sind Enzyme, die 8 (2-1)-glykosidische
Bindungen spalten kdnnen und damit die Metabolisierung der Fructooligosaccharide ermdgli-
chen (McKellar & Modler, 1989). Andere Bakterienarten haben, jedoch in geringerem
Umfang, ebenfalls die Fihigkeit Fructooligosaccharide umzusetzen. Zu diesen Bakterien
gehoren Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus faecalis und verschiedene Bacteroides sowie Clostridien (Roberfroid et al.,
1998). Kaplan & Hutkins (2000) untersuchten verschiedene Staimme von Milchsdurebakterien
und Bifidobakterien auf die Fermentation von Fructooligosacchariden. Dabei konnten 12 von
16 Lactobacillus-Staimmen und 7 von 8 Bifidobakterien-Stimmen Fructooligosaccharide
abbauen. Wang & Gibson (1993) inkubierten humane Fizesproben, in anaerober Kultur, mit
Fructose, Stirke, Inulin oder Oligofructose. Dabei zeigten Bifidobakterien, im Vergleich zu
anderen Darmbakterien, ein deutlich stirkeres Wachstum mit Inulin und Oligofructose. Die
Untersuchungen von Gibson & Wang (1994) zeigten in einer dhnlichen Versuchsanordnung,
dass Oligofructose selektiv das Wachstum der Bifidobakterien stimuliert, also eine bifidogene
Wirkung hat.

Verschiedene Humanstudien konnten nach Verabreichung von Fructooligosacchariden eine
Zunahme der Bifidobakterien in den Fizes der Probanden feststellen. Die Aufnahme von
Oligofructose oder Inulin (15 g/Tag, 15 Tage lang) fiihrte bei gesunden Probanden zu einer
signifikanten hoheren Zahl von Bifidobakterien in den Fézes. Die Aufnahme von Oligofructo-
se verringerte dabei die Zahl der Bacteroides, Clostridien und Fusobakterien. Der Verzehr von
Inulin verminderte die Zahl der grampositiven Kokken (Gibson et al., 1995). Der tégliche
Verzehr von 4 g Neosugar (ein Fructooligosaccharid, enzymatisch aus Saccharose syntheti-
siert), 25 Tage lang, fiihrte ebenfalls zu einem Anstieg der Bifidobakterien in den Fézes der
untersuchten Probanden (Buddington et al., 1996). Die Aufnahme von Fructooligosacchari-
den erhdhte nach 7 Tagen die Zahl der Bifidobakterien in den Fazes bei Tagesdosen von 5 g,
10 g oder 20 g. Die Aufnahme von 2,5 g tdglich hatte keine Auswirkungen auf die Anzahl der
Bifidobakterien (Bouhnik et al., 1999). Die Aufnahme von Inulin (22 — 34 g/Tag, 64 Tage
lang) hatte ebenfalls eine bifidogene Wirkung (Kruse et al., 1999). Jedoch wurden in den
beiden letztgenannten Studien die Keimzahlen anderer Gattungen der Darmflora nicht
bestimmt, so dass unklar ist, ob es sich um einen selektiven Effekt handelt.

Die bifidogene Wirkung der Fructooligosaccharide ist vermutlich weniger von der verzehrten
Menge als von der individuellen Darmflora und der urspriinglichen Anzahl der vorhandenen
Bifidobakterien im Darm abhédngig. Fiir eine bifidogene Wirkung ist wahrscheinlich eine
tagliche Aufnahme von ungefihr 4 g ausreichend (Roberfroid et al., 1998). In den meisten
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Studien wurde nicht untersucht, ob und wie lange die Zahl der Bifidobakterien auch nach dem
Ende der Intervention erhoht blieb. In den Studien von Gibson et al. (1995) und Kruse et al.
(1999) wurde die bifidogene Wirkung der Fructooligosaccharide nur wéhrend der Interventi-
on beobachtet. Die Zahl der Bifidobakterien in den Fizes nahm nach Ende der Intervention
innerhalb kurzer Zeit wieder ab.

Die Aufnahme von Fructooligosacchariden fiihrte in einem Teil der Studien zu einer Zunah-
me der durchschnittlichen Stuhlmenge und der Stuhlfrequenz (Gibson & Roberfroid, 1995).
Der Verzehr von Fructooligosacchariden kann somit Obstipation lindern (Kleessen et al.,
1997; Den Hond et al., 2000). Die Zunahme der Stuhlmenge beruht vermutlich auf einer
Zunahme der Biomasse im Dickdarm (Cummings et al., 2001). Der Verzehr von Fructooligo-
sacchariden kann aber auch zu unangenehmen Begleiterscheinungen fithren. Dazu gehoren
Blahungen, intestinale Gerdusche, intestinale Krimpfe und Durchfall. Ab welcher verzehrten
Menge der Fructooligosaccharide diese Begleiterscheinungen auftreten, scheint sehr indivi-
duell verschieden zu sein. Deshalb kann keine allgemein giiltige Menge definiert werden, die
ohne Beschwerden auszuldsen aufgenommen werden kann (Coussement, 1999).

24.1.2 Einfluss von Pribiotika auf das Immunsystem

Pierre et al. (1997) untersuchten in einer Tierstudie Min Méuse, die spontan Darmtumoren,
vor allem im Diinndarm, entwickeln. Bei diesen Miusen fiihrte die Gabe von 5,8 % (w/w)
Oligofructose zu einer hoheren Anzahl Peyerscher Plaques im Diinndarm. In einer spéteren
Studie wurde, wiederum bei Min Méusen, nach Aufnahme von 5,8 % (w/w) Oligofructose, im
Darmgewebe eine hohere Menge IL-15-messenger-RNA festgestellt. Die Menge der messen-
ger-RNA anderer Zytokine (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13 und IFN-y) wurde nicht
beeinflusst (Bassonga et al., 2001).

Bei Hunden beeinflusste die Aufnahme von Fructooligosacchariden (2 g/Tag) keinen der
untersuchten Immunparameter. Die Gabe von Mannanoligosacchariden (2 g/Tag) erhohte
jedoch die relative Zahl der Lymphozyten im Blut und die Konzentration von IgA im Serum.
Die Kombination von Fructooligosacchariden und Mannanoligosacchariden (insgesamt
4 ¢/Tag) fiihrte zu einer Zunahme der IgA-Konzentration im Ileum (Swanson et al., 2002).

In der Humanstudie von Guigoz et al. (2002) fiihrte der Verzehr von Fructooligosacchariden
(8 g/Tag, 3 Wochen lang) zu einem Anstieg der relativen Zahl der CD4"-T-Zellen und der
CDS8"-T-Zellen im Blut der Probanden. Die Phagozytoseaktivitit der Granulozyten und der
Monozyten wurde durch die Aufnahme von Fructooligosacchariden verringert. Die Menge
der IL-6-messenger-RNA in den PMBZ war ebenfalls vermindert. Die Probanden hatten ein
Durchschnittsalter von 84 Jahren. In einer weiteren Humanstudie, die ebenfalls mit dlteren
Probanden ( > 70 Jahre) durchgefiihrt wurde, fiihrte der Verzehr einer Mischung von Inulin
und Oligofructose (6 g/Tag, 28 Wochen lang) zu keiner Modulation des Immunsystems. Es
wurden unter anderem die Immunglobuline im Blut, die Sekretion von IL-4 und IFN-y der
Monozyten und die SIgA-Konzentration im Speichel bestimmt (Bunout et al., 2002).

Einerseits stimulieren Pridbiotika das Wachstum von Bifidobakterien im Darm, andererseits
besitzen Bifidobakterien immunmodulatorische Féhigkeiten. Pribiotika kénnten so mogli-
cherweise indirekt zu einer Modulation des Immunsystems beitragen. Um diese Hypothese zu
priifen, sind weitere Tier- und Humanstudien notwendig.
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24.1.3 Einfluss von Pribiotika auf die Karzinogenese

Vor allem in Tierstudien wurde bislang untersucht, ob die Aufnahme von Prédbiotika mogli-
cherweise eine antikanzerogene Wirkung hat. Als Modell hierfiir wurden Mausen Tumor-
zellen injiziert und das Tumorwachstum untersucht. In der Studie von Taper et al. (1997)
filhrte die Verabreichung von jeweils 15 % (w/w) Oligofructose, Inulin oder Pektin zu einer
signifikanten Verringerung des Tumorwachstums. In der Studie von Buddington et al. (2002)
hatte jedoch die Gabe von jeweils 10 % (w/w) Oligofructose oder Inulin keine Auswirkungen
auf das Wachstum der injizierten Tumorzellen. In der letztgenannten Studie wurden weitere
Maiuse mit dem Darmkanzerogen DMH behandelt. Die Zahl der aberranten Krypten im Darm
wurde durch die Fiitterung mit Inulin oder Oligofructose verringert. Inulin und Oligofructose
entfalteten hierbei dieselbe Wirksamkeit. Im Gegensatz hierzu hatte die Aufnahme von Inulin,
in den Untersuchungen von Reddy et al. (1997) und Poulsen et al. (2002) eine stidrkere
Wirkung als Oligofructose. In der Studie von Reddy et al. (1997) wurden Ratten mit AOM
behandelt und erhielten jeweils 10 % (w/w) Inulin oder Oligofructose. Poulsen et al. (2002)
behandelten Ratten mit DMH und verabreichten jeweils 5 bzw. 15 % (w/w) Inulin oder
Oligofructose. In beiden Studien fiihrte die Fiitterung von Inulin zu einer stirkeren Reduktion
der Zahl aberranter Krypten.

Perrin et al. (2001) behandelten Ratten mit AOM und verabreichten ihnen stirkefreie Wei-
zenkleie (7,6 % w/w), resistente Stirke (19,95 % w/w) oder kurzkettige Fructooligosaccharide
(6,0 % w/w). Sowohl die Aufnahme von resistenter Stirke als auch die Aufnahme der
kurzkettigen Fructooligosaccharide fiihrte zu einer Verringerung der Zahl aberranter Krypten
im Darm. Die Studie von Pierre et al. (1997) hatte teilweise kontrare Ergebnisse hierzu. In
diesem Versuch wurden Min Méuse mit starkefreier Weizenkleie (7,14 % w/w), resistenter
Starke (18,82 % w/w) oder kurzkettigen Fructooligosacchariden (5,8 % w/w) gefiittert.
Hierbei zeigte sich, dass die Gabe der kurzkettigen Fructooligosaccharide die Zahl der
Tumoren, vor allem im Dickdarm, reduzierte. Resistente Stirke und stiarkefreie Weizenkleie
hatten keine Auswirkung auf die Zahl der Tumoren.

Hughes & Rowland (2001) fiitterten Ratten 3 Wochen lang mit jeweils 5 % (w/w) Oligofruc-
tose oder Inulin. AnschlieBend wurden die Tiere mit DMH behandelt und 24 Stunden spéter
getotet. Die Zahl der apoptotischen Zellen pro Krypte war in beiden Gruppen (Oligofructose
und Inulin) deutlich hoher als in der Kontrollgruppe. Die Zahl der apoptotischen Zellen der
Inulin-Gruppe war hoher als die der Oligofructose-Gruppe. Ebenfalls untersucht wurden die
Aktivitdten der bakteriellen B-Glucuronidase und B-Glucosidase im Darminhalt. Inulin und
Oligofructose beeinflussten die Enzymaktivitdten nicht.

In der bereits erwdhnten Studie von Perrin et al. (2001) wurde auch die Bildung von Butyrat
im Darm untersucht. Nach der Adaptationszeit wurde bei Fiitterung resistenter Stirke und
kurzkettiger Fructooligosaccharide eine anhaltend hohe Konzentration von Butyrat gemessen.
Butyrat induziert moglicherweise Mechanismen, die zu einer geringeren Zahl aberranter
Krypten fithren (Johnson, 1995).

In einer Humanstudie erhielten die Probanden Fructooligosaccharide (12,5 g/Tag, 12 Tage
lang). Die Zahl der Bifidobakterien in den Fizes war wihrend der Intervention erhdht. Die
Aktivitdt der bakteriellen Enzyme Nitroreduktase, Azoreduktase und B-Glucuronidase sowie

der pH-Wert in den Fédzes wurde durch den Verzehr der Fructooligosaccharide nicht verdndert
(Bouhnik et al., 1996b).

Die Ergebnisse der Tierstudien lassen vermuten, dass die Aufnahme von Pribiotika auch
beim Menschen zu einer Priavention von Darmkrebs beitragen konnte.

24



Einleitung

2.5 Synbiotika

Synbiotika wurden von Gibson & Roberfroid (1995) als eine Kombination von Probiotika und
Pribiotika definiert, die selektiv das Wachstum und/oder die Aktivitdt einzelner oder einer
begrenzten Zahl gesundheitsforderlicher Darmbakterienstimme fordern und insbesondere das
Uberleben und die Ansiedlung der lebend zugefiihrten Mikroorganismen im Intestinaltrakt
stimulieren und dadurch positive Wirkungen fiir die Gesundheit erzielen.

Durch die kombinierte Aufnahme von Probiotika und Pribiotika konnten moglicherweise
additive oder synergistische Wirkungen entstehen, so dass die positiven Effekte des Synbioti-
kums stdrker sind als die des einzelnen Prd- oder Probiotikums. Beispielsweise konnte die
bifidogene Eigenschaft des Pribiotikums zur selektiven Wachstumsforderung der zugefiihrten
probiotischen Bifidobakterien beitragen.

Entsprechend definierte das BgVV Synbiotika als eine Kombination von Pro —und Prébiotika,
die deren Vorteile synergistisch in sich vereinigen (BgVV, 1999).

2.5.1 Auswirkungen von Synbiotika auf die Gesundheit

Sehr wenige Studien haben die Wirkungen der Synbiotika auf die Gesundheit untersucht.

2.5.1.1 Einfluss von Synbiotika auf das Immunsystem

Herich et al. (2002) untersuchten an Ferkeln den Einfluss von L. paracasei und Oligofructose
auf das Immunsystem. Die Ferkel erhielten 10 Tage lang entweder direkt nach der Geburt
oder nach der Entwohnung L. paracasei und Oligofructose (3 g/Tag) oder L. paracasei
alleine. Die Fiitterung des Synbiotikums direkt nach der Geburt verringerte die Zahl der
Leukozyten im Blut sowie die Phagozytoseaktivitit der Leukozyten. Die Verabreichung von
L. paracasei alleine erhohte geringfiigig die Zahl der Leukozyten im Blut und hatte keinen
Einfluss auf die Phagozytoseaktivitit. Die Fiitterung des Synbiotikums nach der Entwohnung
erhohte die Zahl der CD4'-T-Zellen und die Zahl der B-Zellen im Blut. Die Aufnahme von
L. paracasei alleine fiihrte hingegen zu einer Verringerung der Zahl der CD4"-T-Zellen und
der B-Zellen. Die Phagozytoseaktivitit wurde in beiden Gruppen nicht beeinflusst.

Qiao et al. (2002) infizierten Méause mit Rotaviren und fiitterten siec mit Bifodobakterien
(B. bifidum und B. infantis), Bifidobakterien kombiniert mit Arabino-Galactan, Bifidobakte-
rien mit Oligofructose oder Bifidobakterien mit Maltodextrin. Die Verabreichung der Bifido-
bakterien verkiirzte die Durchfalldauer und erhohte den Spiegel der Rotavirus-spezifischen
IgA im Serum nach 28 und 42 Tagen und in den Fézes nach 5 Tagen. Die zusitzliche Auf-
nahme von Arabino-Galactan, Oligofructose oder Maltodextrin verstéirkte diese Effekte nicht.
Vielmehr war die Durchfalldauer in diesen Gruppen, im Vergleich zu der Bifidobakterien-
Gruppe, linger. Uberdies war in den Synbiotikum-Gruppen die Konzentration von spezifi-
schem IgA in Serum und Fizes geringer, insbesondere in der Gruppe, die zusétzlich Oli-
gofructose erhielt.

2.5.1.2 Einfluss von Synbiotika auf die Karzinogenese

In einer Tierstudie von Koo & Rao (1991) wurden Mause mit DMH behandelt und mit
Bifidobakterien (die zuvor aus den Fazes der Méuse isoliert wurden) und 5 % (w/w) Neosugar
gefiittert. Diese Tiere hatten signifikant weniger aberrante Krypten im Darm als die Tiere der

25



Einleitung

Kontrollgruppe, die mit einer Standarddiét gefiittert worden waren. In dieser Studie wurde
jedoch weder die Verabreichung der Bifidobakterien alleine noch die einzelne Gabe von
Neosugar untersucht.

In einer weiteren Tierstudie wurden Ratten mit DMH behandelt und mit Bifidobakterien,
Oligofructose oder Bifidobakterien in Kombination mit Oligofructose gefiittert. In fiinf der
sechs Experimente war die Zahl aberranter Krypten durch die kombinierte Aufnahme von
Bifidobakterien und Oligofructose verringert, jedoch nur in einem Experiment war die
Reduktion signifikant. Die Verabreichung von Bifidobakterien oder Oligofructose alleine
filhrte hingegen zu keiner Verringerung der aberranten Krypten (Gallaher & Khil, 1999).
Rowland et al. (1998) behandelten Ratten mit AOM und fiitterten sie anschlieBend mit
B. longum, 5 % (w/w) Inulin oder B. longum in Kombination mit Inulin. Die Zahl aberranter
Krypten war in allen Gruppen, im Vergleich zur Kontrollgruppe, reduziert. Allerdings hatte
die Synbiotikum-Gruppe die geringste Zahl aberranter Krypten. Die Aktivitdt der B-Glucur-
onidase in den Fézes war in allen drei Gruppen reduziert, dabei hatte die Synbiotikum-Gruppe
die geringste Aktivitdt. Hingegen wurde eine erhohte Aktivitdt der B-Glucosidase in den
Fézes der Inulin- und der Synbiotikum-Gruppe festgestellt. Die Flitterung der Tiere mit
B. longum fiihrte zu keiner Aktivitatsinderung der B-Glucosidase in den Fézes.

In der Humanstudie von Bouhnik et al. (1996a) erhielten die Probanden 12 Tage lang
fermentierte Milch mit Bifidobakterien alleine oder in Kombination mit Inulin (18 g/Tag).
Die Aktivitit der B-Glucuronidase in den Fizes war in der Bifidobakterien-Gruppe verringert,
in der Synbiotikum-Gruppe jedoch nicht. Die Aktivitdten der Nitroreduktase, Azoreduktase
und Nitratreduktase waren in beiden Gruppen unverédndert.

Die geringe Zahl der Untersuchungen lésst bislang keine Aussage iiber die Wirksamkeit der
Synbiotika und tiber mogliche synergistische Wirkungen von Pro- und Pribiotika zu.

2.6 Zielsetzung

Bislang wurden in zahlreichen Studien verschiedene Mikroorganismen auf ihre probiotischen
Eigenschaften hin untersucht. Schwachpunkte einiger Studien sind die unzureichende
Charakterisierung der verabreichten Stimme sowie das teilweise Fehlen adidquater Kontroll-
gruppen. Studien, die den Einfluss von Probiotika auf das Immunsystem untersucht haben,
fiihrten zum Teil zu widerspriichlichen Ergebnissen. Sehr wenige Studien haben die Wirkun-
gen von Probiotika auf das darmassoziierte Immunsystem untersucht. Im Gegensatz zu den
Probiotika sind die Pribiotika und ihre Auswirkungen auf die Gesundheit bisher nur wenig
untersucht. Weit gehend unerforscht sind die moglichen Einfliisse der Synbiotika auf die
Gesundheit.

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen eines von der Europdischen Union geforderten
Projektes durchgefiihrt. Ziel dieses Projektes war die Kldrung der Frage, ob durch die Auf-
nahme von Probiotika, Prdbiotika oder Synbiotika eine Senkung des Darmkrebsrisikos
moglich ist. Im Rahmen dieses Projektes sollten in der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen
der Pro-, Prd- oder Synbiotika auf das systemische und insbesondere auf das darmassoziierte
Immunsystem untersucht werden.
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Mit Hilfe dreier Tierstudien sollten folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

e Fiihrt die Aufnahme von Pro-, Prid- oder Synbiotika zu Modulationen des darmassozi-
ierten und/oder des systemischen Immunsystems?

e Falls Pro- und Prébiotika Auswirkungen auf das Immunsystem haben, fiihrt die Kom-
bination von Pro- und Prébiotika zu einer additiven oder synergistischen Wirkung?

e Hat eine kurzfristige Aufnahme der Pro-, Prid- oder Synbiotika andere Wirkungen auf
das Immunsystem als eine langfristige Aufnahme?

e Wird das Immunsystem gesunder Tiere durch die Aufnahme von Pro-, Pri- oder Syn-
biotika in anderer Weise beeinflusst als das Immunsystem von Tieren, die mit dem
Darmkanzerogen Azoxymethan behandelt wurden?

e Gibt es einen Zusammenhang zwischen moglichen krebspraventiven Wirkungen von
Pro-, Prd- oder Synbiotika und moglichen Modulationen des Immunsystems durch
Pro-, Pri- oder Synbiotika?

Des Weiteren sollten in einer Humanstudie folgende Fragestellungen geklart werden:

e Beeinflusst die Aufnahme eines Synbiotikums das Immunsystem von Krebspatienten
bzw. von Patienten mit einem hohen Risiko fiir Darmkrebs?

e Nach welcher Zeit fiihrt die Aufnahme des Synbiotikums zu moglichen Modulationen
des Immunsystems?

e Unterscheiden sich mdgliche Auswirkungen des Synbiotikums auf das Immunsystem
hinsichtlich der verschiedenen Patientengruppen?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien, Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Chemikalien waren von hochster erhéltlicher Reinheit und wurden, wenn
nicht anders vermerkt, von der Firma VWR International (Bruchsal) bezogen.

12-Loch-Zellkulturplatte (Becton Dickinson) VWR International, Bruchsal
3,3’-Dioctadecyloxacarbocyanin-Perchlorat Molecular Probes, Leiden, NL
96-Loch-Mikrotiterplatte (MaxiSorp Surface, Nunc) VWR International, Bruchsal
96-Loch-Zellkulturplatte (Becton Dickinson) VWR International, Bruchsal
Antikorper IgA (Ratte, Bethyl) Natutec, Frankfurt
Antikorper sekretorische Komponente (Ratte, Bethyl) Natutec, Frankfurt
Baumwolle Drogeriemarkt, Karlsruhe
Bovines Serum Albumin Boehringer, Mannheim

C18 Amprep Séule (2,8 ml) Amersham, Freiburg
CD4-Antikorper (R-Phycoerythrin) Caltag, Hamburg
CDS8-Antikorper (Fluoreszein) Caltag, Hamburg
Concanavalin A Sigma-Aldrich, Steinheim
Dihydrorhodamin 123 Molecular Probes, Leiden, NL
Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich, Steinheim

E. coli (BODIPY FL markiert, opsonisiert) Molecular Probes, Leiden, NL
FACS Clean BD Biosciences, Heidelberg
FACS Flow™ BD Biosciences, Heidelberg
FACS Lysing Solution (10x) BD Biosciences, Heidelberg
FACS Rinse BD Biosciences, Heidelberg
FACS-Ro6hrchen (Polystyrol, 12 x 75 mm, Falcon) BD Biosciences, Heidelberg
Filter 0,2 um (FP30/0,2 CA, Schleicher & Schuell) VWR International, Bruchsal
Fotales Kélberserum Life Technologies, Karlsruhe
Heparin-Rohrchen Sarstedt, Niimbrecht

IFN-y ELISA Reagenziensatz (human, DuoSet) R+D, Wiesbaden

IFN-y ELISA Reagenziensatz (Ratte, OptEIA™ Set) Pharmingen, Heidelberg
IL-10 ELISA Reagenziensatz (human, CytoSets'™) Biosource, Solingen

IL-10 ELISA Reagenziensatz (Ratte, OptEIA™Set) Pharmingen, Heidelberg
IL-12+p40 ELISA Reagenziensatz (human, CytoSets ™) Biosource, Solingen
IL-2-Antikorper (biotinyliert, monoklonal) R+D Systems, Wiesbaden
IL-2-Beschichtungs-Antikorper R+D Systems, Wiesbaden
IL-2-Standard R+D Systems, Wiesbaden
Isotyp-Kontrolle Maus IgG1 (R-Phycoerythrin, CD4) Caltag, Hamburg
Isotyp-Kontrolle Maus IgG1 (Fluoreszein, CDS) Caltag, Hamburg

Lektin von Phaseolus vulgaris Sigma-Aldrich, Steinheim
L-Glutamin (200 mM) Life Technologies, Karlsruhe
Lipopolysaccharid (E. coli 0111:B4) BD Biosciences, Heidelberg
Lympholyte (Ratte, Cedarlane) Biozol, Eching

Lysing Solution (10x) BD Biosciences, Heidelberg
Meerrettichperoxidase-Streptavidin R+D Systems, Wiesbaden
Penicillin (5000 E/ml)/Streptomycin (5000 pg/ml) Life Technologies, Karlsruhe
Pentoxifyllin Sigma-Aldrich, Steinheim
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PGE; EIA Reagenziensatz (human, Biotrak) Amersham, Freiburg
Phorbol-12-myristat-13-acetat Sigma-Aldrich, Steinheim
Polypropylen-Réhrchen (15 ml/50 ml) VWR International, Bruchsal
Proliferation ELISA Reagenziensatz (BrdU) Roche Diagnostics, Mannheim
Propidiumjodid Molecular Probes, Leiden, NL
ReaktionsgefiaBe (Eppendorf) VWR International, Bruchsal
RPMI 1640 Medium Life Technologies, Karlsruhe
Schutztiicher (Mdlnlycke) SCA Hygiene Products, Mainz
Siebgewebe (100 um) VWR International, Bruchsal
TGF-B1 ELISA Reagenziensatz (human, DuoSet) R+D Systems, Wiesbaden
TMB Peroxidase Substrat (KPL) Dunn Labortechnik, Asbach
TNF-o ELISA Reagenziensatz (human, CytoSets'™) Biosource, Solingen
Trypanblau (0,4 %) Sigma-Aldrich, Steinheim
Zellkulturflaschen (Tgo, T2s, Nunc) VWR International, Bruchsal

3.1.2 Losungen

1 % Paraformaldehyd zur Messung der Lymphozytensubpopulationen

1 g Paraformaldehyd in 100 ml 15 mM NacCl 16sen, 1 ml 1 M NaCl zugeben, Ansatz auf 60°C
erwarmen, pH 7,4

2,5 M Essigsiure/10 M Urea

150,2 g Urea in 100 ml HyOgqest. 16sen, langsam 35,9 ml Eisessig zugeben, auf 250 ml mit
H>04eq. auffiillen

2,7M NaOH/1 M HEPES

27 g NaOH-Pellets in 150 ml HyOgeq. 16sen, 59,5 g HEPES zugeben, auf 250 ml mit HyOges.
auffillen

0,5 % PTB
0,5 g BSA in 100 ml PBS/Tween 20 16sen, frisch ansetzen

2% PTB
2 ¢ BSA in 100 ml PBS/Tween 20 16sen, frisch ansetzen

4 % PTB
4 ¢ BSA in 100 ml PBS/Tween 20 16sen, frisch ansetzen

10x Lysing Solution
Verdiinnung 1:10 mit HyOpigest.

ACK-Lyse-Puffer
15 mM NH4CL, 1 M KHCO3, 1 mM Na,EDTA, pH 7,2-7,4, steril filtriert

Concanavalin A
Stammldsung: 5 mg/ml PBS, Lagerung bei —20°C
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Dihydrorhodamin 123 zur Messung des oxidativen Burst

10 mg Dihydrorhodamin 123 in 1 ml DMSO 16sen, Aliquots mit N, iiberschichten, Lagerung
bei —80°C

DiO-Stammloésung zur Messung der Aktivitit der NK-Zellen (3 mM)
2,645 mg DiO in 1 ml DMSO I6sen (Ultraschallbad), Lagerung bei 4°C, Dunkelheit

Einfriermedium fiir humane mononukleire Zellen
RPMI 1640 Medium, 20 % (v/v) FCS, 10 % (v/v) DMSO

Komplettmedium fiir die Immunzellen der Ratte

RPMI 1640 Medium, 5 % (v/v) Fotales Kilberserum (30 min bei 56°C hitzeinaktiviert),
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin, 1 % (v/v) L-Glutamin, 25 mM HEPES

Komplettmedium fiir die menschlichen Immunzellen, YAC-1 und K-562

RPMI 1640 Medium, 5 % (v/v) Fotales Kélberserum (30 min bei 56°C hitzeinaktiviert),
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin, 1 % (v/v) L-Glutamin

Lektin von Phaseolus vulgaris
Stammldsung: 1 mg/ml PBS

Lipopolysaccharid
Stammlosung: 20 pg/ml HyOges.

PBS
137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM Na,HPOs,, 1,5 mM KH,POy, pH 7,2-7,4

PBS/Tween 20
0,05 % (v/v) Tween 20

Pentoxifyllin zur Hemmung der Aktivitiat der NK-Zellen (1,5 mg/ml)
1,5 mg Pentoxifyllin in 1 ml Komplettmedium (Ratte) 16sen

Phorbol-12-myristat-13-acetat zur Messung des oxidativen Burst

5 mg Phorbol-12-myristat-13-acetat in 5 ml DMSO losen (1,62 mM, Lagerung der Aliquots
bei —20°C). Arbeitslosung: 5 pl der 1,62 mM Stammldsung in 1 ml PBS verdiinnen (8,1 uM)

Propidiumjodid zur Messung der Aktivitit der NK-Zellen (0,525 mg/ml)

5,25 mg Propidiumjodid in 10 ml Komplettmedium l6sen (Ultraschallbad), Lagerung bei 4°C,
Dunkelheit

Propidiumjodid zur Messung der Phagozytoseaktivitit/oxidativer Burst (33,3 ng/ml)

0,1665 mg Propidiumjodid in 1 ml PBS losen (Ultraschallbad). Diese Losung 1:5 mit PBS
verdiinnen. Lagerung bei 4°C, Dunkelheit

Quenchlosung zur Messung der Phagozytoseaktivitiit
Trypanblau 1:10 mit PBS verdiinnt
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3.2 Versuchstiere

F344 Ratten (méinnlich), Tierstudie 1 Harlan Winkelman, Borchen
F344 Ratten (mannlich), Tierstudie 2 A und 2 B Harlan Nossan, Italien

3.3 Gerite

CO;-Inkubator IR 1500 Flow Laboratories, Meckenheim
Coulter Z2 Beckman-Coulter, Krefeld
Mikrotiterplatten-Lesegerat MWG-Biotech, Ebersberg
Sicherheitswerkbank Heraeus Instruments, Hanau
Vakuumzentrifuge (Heto-Holten) Fisher Scientific, Ulm
Durchflusszytometer:

FACSCalibur™, BD Biosciences (Heidelberg). Die verwendeten Fluoreszenzkanile sind in
Tab. 3.1 dargestellt. Verwendete Software: Cell-Quest"™-Software Version 3.1f

Tab. 3.1: Verwendete Fluoreszenzkanéle

Kanal | Messparameter Anregung Emission Farbstoff
(nm) (nm)

Rhodamin 123

FL1 Griinfluoreszenz 488 530 3,3"-Dioctadecyloxacarbo-

cyanin-Perchlorat (DiO)
, BODYPY FL

FL1 Griinfluoreszenz 488 513 Fluoreszein (FITC)

FL2 |Orangefluoreszenz 488 575 R-Phycoerythrin (R-PE)
Propidiumjodid

FL3 Rotfluoreszenz 488 630 Propidiumjodid

Durchflusszytometer fiir die Messungen in Cork (Irland):

Epics Elite, Coulter (USA)
Verwendete Software: Expo 32 Elite

3.4 Versuchsdesign der Tierstudie 1

Es wurden 80 minnliche F344 Ratten verwendet. Da der iiberwiegende Teil der Untersu-
chungen im Anschluss an die Isolierung der Immunzellen der unterschiedlichen Organe
durchgefiihrt wurde, konnten aus Kapazititsgriinden maximal 15 Tiere pro Woche untersucht
werden. Infolgedessen wurde der Versuch gestaffelt durchgefiihrt. In den ersten 5 Wochen
wurden jeweils 15 Tiere untersucht und in der letzten Woche die verbleibenden 5 Tiere. Die
Tiere waren zu Versuchsbeginn 12-13 Wochen alt. Sie wurden paarweise bzw. einzeln
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(aufgrund der ungeraden Anzahl der Versuchstiere, je Versuchswoche) in Kéfigen, bei 21°C
Raumtemperatur, gehalten. Die Tiere waren einem 12 Stunden hell/12 Stunden dunkel
Rhythmus ausgesetzt. In der Eingewohnungsphase, nach ihrer Ankunft, erhielten die Tiere
eine Woche Standardfutter (Altromin, Lage). AnschlieBend wurden die Tiere eine weitere
Woche mit der Versuchsdidt der Kontrollgruppe gefiittert. Die Tiere wurden mit einer
modifizierten AIN76-Didt gefiittert. Diese Diidt zeichnete sich durch einen hohen Fettanteil
(23,10 % w/w Maisol) und einen geringen Celluloseanteil (2 % w/w) aus.

3.4.1 Versuchsdiit

Die Tiere wurden in vier Gruppen eingeteilt: Kontrolle (KON), Probiotika (PRO), Pribioti-
kum (PRA) und Synbiotikum (SYN). In jeder Gruppe befanden sich 20 Tiere. Die Futterzu-
sammensetzung fiir die einzelnen Gruppen ist in Tab. 3.2 dargestellt.

Tab. 3.2: Futterzusammensetzung der einzelnen Gruppen (Angaben in % w/w)

Futterkomponente KON PRO PRA SYN
Saccharose 36,10 36,10 36,10 36,10
Casein 23,10 23,10 23,10 23,10
Cellulose 2,00 2,00 2,00 2,00
Maltodextrin 10,00 10,00 — -

Mineral Mix (AIN-76) 4,00 4,00 4,00 4,00
Vitamin Mix (AIN-76) 1,20 1,20 1,20 1,20
Cholin 0,20 0,20 0,20 0,20
Methionin 0,30 0,30 0,30 0,30
Maisol 23,10 23,10 23,10 23,10

LGG (6 x 10" cfu/g) — 0,08 = 0,08
BB12 (3 x 10" cfu/g) — 1,67 - 1,67
Raftilose® Synergyl — — 10,00 10,00

Raftilose® Synergyl (Orafti, Belgien) besteht zu gleichen Teilen aus den langkettigen Frak-
tionen (Kettenldnge 10-65) und den kurzkettigen Fraktionen (Kettenldnge 3-8) von Inulin (aus
Zichorienwurzeln extrahiert). Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) wurde von Valio (Hel-
sinki, Finnland) hergestellt. Bifidobacterium lactis BB12 (BB12) wurde von Chr. Hansen
(Horsholm, Dinemark) hergestellt. Alle weiteren Futter-Komponenten wurden von Laborato-
rio Piccioni (Gessate, Italien) bezogen. Das Futter wurde wdchentlich gemischt, portioniert
und bei —20°C gelagert.

Die Tiere wurden 4 Wochen mit der Versuchsdiit gefiittert und erhielten Futter und Wasser
ad libitum. Die tatsdchliche Futteraufnahme der Tiere wurde durch abwédgen des nicht
aufgenommenen Futters kontrolliert. Das Korpergewicht der Tiere wurde mindestens jeden
dritten Tag kontrolliert.
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3.4.2 Praparation der Organe

Die nachfolgenden einzelnen Schritte zur Organpréiparation und Zellisolierung wurden, wenn
nicht anders vermerkt, bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Am Ende der Fiitterungsperiode wurden die Tiere mit CO, betdubt und guillotiniert. Das Blut
wurde in einem 9 ml Heparin-Rohrchen aufgefangen. Die Tiere wurden am Bauch erdftnet.
Zuerst wurde die Milz herausgeschnitten und in ein 15 ml Polypropylen-Réhrchen (mit 5 ml
Komplettmedium) tiberfiihrt und auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde das Mesenterium, mit
den darin enthaltenen Lymphknoten, mit einer Schere entfernt und in ein 15 ml Polypropylen-
Rohrchen (mit 5 ml Komplettmedium) iiberfiihrt und auf Eis gestellt. Die restlichen Mesente-
rien wurden entfernt, so dass der Darm gestreckt werden konnte und die Peyerschen Plaques
wurden, moglichst ohne umgebendes Darmgewebe, mit Hilfe einer Schere und Pinzette aus
dem Diinndarm isoliert. Die Peyerschen Plaques wurden, um anhaftenden Darminhalt zu
entfernen, zweimal in einer Petrischale in Komplettmedium geschwenkt und in ein 15 ml
Polypropylen-Rohrchen (mit 5 ml Komplettmedium) iiberfiihrt. Ein Teil des Darminhalts aus
[leum und Caecum wurde direkt in ein 1,5 ml Reaktionsgefa3 gedriickt und bis zur weiteren
Bestimmung bei —20°C eingefroren.

Alle Arbeiten zur Isolierung der Immunzellen sowie die Kultivierung und Markierung der
Zielzellen YAC-1 wurden in einer Sicherheitswerkbank mit laminarer Verdrangungsstromung
durchgefiihrt.

3.4.3 Isolierung der mononukleiren Zellen des Blutes

Um die mononukleédren Zellen des Blutes zu isolieren, wurden ~ 4 ml Vollblut mit 3 ml PBS
gemischt. Zur Herstellung des Dichtegradienten wurde das verdiinnte Blut {iber Lympholyte
geschichtet und anschlieBend zentrifugiert (600 x g, 20°C, 20 min). Mit einer Pasteurpipette
wurde die Phase der mononukledren Zellen abgenommen, in ein 15 ml Polypropylen-
Rohrchen iiberfiihrt und mit PBS aufgefiillt. Um die Zellen zu waschen, wurde die Zellsus-
pension zentrifugiert (400 x g, 20°C, 10 min) und der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet
wurde in 14 ml PBS resuspendiert und die Zellsuspension erneut zentrifugiert (400 x g, 20°C,
10 min). Nach dem Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 2 ml Komplettmedium
resuspendiert. Die Zellzahl wurde am Coulter Z2 gemessen und auf eine Konzentration von
2,5 x 10° Zellen/ml eingestellt.

3.4.4 Isolierung der Immunzellen der Milz

Die Milz wurde in einer Petrischale (mit 7 ml Komplettmedium) zwischen zwei Pinzetten
zerrieben, groflere Gewebeteile wurden entfernt. Um Gewebedebris und tote Zellen zu
entfernen, wurde die erhaltene Zellsuspension mit Hilfe einer Spritze durch Baumwollgewebe
und Siebgewebe (100 um) in ein 15 ml Polypropylen-Roéhrchen filtriert. AnschlieBend wurde
das Rohrchen mit Komplettmedium aufgefiillt. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert
(200 x g, 4°C, 10 min) und der Uberstand abgesaugt. Um die Erythrozyten zu entfernen,
wurde das Zellpellet in 5 ml ACK-Lyse-Puffer aufgenommen und 5 Min lang, bei Raumtem-
peratur, gelegentlich geschwenkt. Anschlieend wurden 10 ml Komplettmedium zugegeben
und zentrifugiert (200 x g, 4°C, 10 min). Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen
wurden mit 14 ml Komplettmedium gewaschen und erneut zentrifugiert (200 x g, 4°C, 10
min). Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 16 ml Komplettmedium aufgenom-
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men. Die Zellzahl wurde nach Férbung mit Trypanblau in einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Fiir die nachfolgenden Versuche wurde die Zellsuspension aliquotiert und die
Zellzahl auf die jeweils erforderliche Zellkonzentration eingestellt.

3.4.5 Isolierung der Immunzellen der mesenterialen Lymphknoten

Zur Isolierung der Lymphknoten wurde das gesamte Gewebe auf eine Schutzauflage gelegt,
das umgebende Fettgewebe mit einer Pinzette entfernt und die einzelnen Lymphknoten
prépariert. Die Lymphknoten wurden, mit Hilfe eines Spritzenstempels, durch ein mit
Komplettmedium befeuchtetes Metallsieb (224 pum) in eine Petrischale (mit 7 ml Komplett-
medium) gedriickt. Die erhaltene Zellsuspension wurde mit einer Spritze liber Baumwollge-
webe und Siebgewebe (100 um) in ein 15 ml Polypropylen-Réhrchen filtriert. AnschlieBend
wurde das Rohrchen mit Komplettmedium aufgefiillt. Die Zellen wurden zentrifugiert
(200 x g, 4°C, 10 min). Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen mit 14 ml Komplett-
medium gewaschen und erneut zentrifugiert (200 x g, 4°C, 10 min). Nach dem Absaugen des
Uberstandes wurden die Zellen in 2,5 ml Komplettmedium resuspendiert. Die Zellzahl wurde
nach Féarbung mit Trypanblau in einer Neubauer-Zihlkammer bestimmt. Die Zellsuspension
wurde aliquotiert und die Zellzahl auf die jeweils erforderliche Zellkonzentration eingestellt.

3.4.6 Isolierung der Immunzellen der Peyerschen Plaques

Die einzelnen Peyerschen Plaques wurden mit einem Spritzenstempel durch ein mit Kom-
plettmedium befeuchtetes Metallsieb (224 um) in eine Petrischale (mit 7 ml Komplettmedi-
um) gedriickt. Die erhaltene Zellsuspension wurde mit einer Spritze durch Baumwollgewebe
und Siebgewebe (100 um) in ein 15 ml Polypropylen-Roéhrchen filtriert. AnschlieBend wurde
das Rohrchen mit Komplettmedium aufgefiillt. Die Zellen wurden zentrifugiert (200 x g, 4°C,
10 min) und der Uberstand abgesaugt. Die Zellen wurden mit 14 ml Komplettmedium
gewaschen und erneut zentrifugiert (200 x g, 4°C, 10 min). Nach dem Absaugen des Uber-
standes wurden die Zellen in 1 ml Medium resuspendiert. Die Zellzahl wurde nach Farbung
mit Trypanblau in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Nach dem Aliquotieren der
Zellsuspension wurden die unterschiedlichen Zellkonzentrationen fiir die nachfolgenden
Versuche eingestellt.

3.4.7 Lymphozytensubpopulationen

Der Anteil der Zellen, die den Korezeptor CD4 oder CD8 exprimieren wurde fiir die Immun-
zellen des Vollblutes, der Milz und der mesenterialen Lymphknoten am Durchflusszytometer
gemessen. Es wurden 100 ul Vollblut bzw. 100 pl der Zellsuspension (Zellkonzentration:
1 x 107 Zellen/ml) in ein FACS-Rohrchen pipettiert und auf Eis gestellt.

In den ersten Ansatz wurden jeweils 5 pl anti-CD4-R-PE und anti-CDS8-FITC pipettiert. In
den zweiten Kontrollansatz wurden je 5 pl der beiden Isotyp-Kontrollen zugegeben und
gemischt. Die Proben wurden fiir 30 min (Raumtemperatur und Dunkelheit) inkubiert. Um die
Erythrozyten zu lysieren und die Leukozyten zu fixieren, erfolgte die Zugabe von 2 ml
1x Lysing Solution. Die Proben wurden gemischt und fiir 20 min (Raumtemperatur und
Dunkelheit) inkubiert. Die Proben wurden zentrifugiert (250 x g, 4°C, 5 min), anschlieBend
auf Eis gestellt und der Uberstand abgesaugt. Die Zellen wurden mit 2 ml 0,1 % Natrium-
azid/PBS gewaschen. Die Proben wurden erneut zentrifugiert (250 x g, 4°C, 5 min), auf Eis
gestellt und der Uberstand abgesaugt. Um die Zellen zu fixieren, wurden 500 pl einer
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1 % Paraformaldehydlosung zugegeben, gemischt und auf Eis gestellt. Die Proben wurden
innerhalb von 24 Stunden durchflusszytometrisch gemessen.

Anhand der Isotypkontrolle wurde bei der Auswertung im Punktediagramm (Vorwértsstreu-
licht (FSC) gegen Seitwirtsstreulicht (SSC)) die Lymphozytenpopulation eingegrenzt. Im
FL1-FL2 Punktediagramm wurde ein Fenster um die R-PE-negativen und FITC-negativen
Zellen gesetzt. Diese Einstellung wurde fiir die nachfolgende Auswertung des CD4/CD8-
Ansatzes beibehalten. Es wurde der prozentuale Anteil der CD4"-T-Zellen und der CD8"-T-
Zellen gemessen. Dieser Wert wurde jeweils um den Wert der Isotyp-Kontrolle bereinigt.

3.4.8 Messung der Phagozytoseaktivitit

Die Phagozytoseaktivitdt wurde am Durchflusszytometer gemessen (nach O'Gorman, 2002).

3.4.8.1 Opsonisierung der E. coli

Die E. coli waren bereits mit dem Farbstoff BODYPY FL (Emission bei 513 nm) markiert.
Die Opsonisierung der E. coli erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die opsonisierten
E. coli wurden aliquotiert und bei —20°C gelagert. Fiir die Versuchsdurchfithrung wurden die
E. coli aufgetaut, im Ultraschallbad vereinzelt, die Losung 1:4 mit PBS verdiinnt und auf Eis
vorgekdihlt.

3.4.8.2 Versuchsansatz zur Messung der Phagozytoseaktivitit

Es wurde die Phagozytoseaktivitit der Immunzellen des Vollblutes und der Milz gemessen.
Opsonisierte E. coli kdnnen von phagozytischen Zellen aufgenommen werden. Fiir jede Probe
wurde eine Negativkontrolle und ein Testansatz gemessen. Pro Ansatz wurden jeweils 100 pl
Vollblut bzw. 100 pl der Zellsuspension (Zellkonzentration: 1 x 10 Zellen/ml) in ein FACS-
Rohrchen pipettiert und 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden 5 pl der vorgekiihlten und
verdiinnten E. coli-Suspension zugegeben und gemischt. Der Kontrollansatz verblieb auf Eis,
um die Phagozytoseaktivitit zu hemmen. Der Testansatz wurde fiir 10 min bei 37°C in einem
geschlossenen Wasserbad inkubiert. Um das Signal der nicht aufgenommenen adhdrenten
E. coli zu quenchen, wurde anschlieBend 100 pl eiskalte Quenchlésung zugegeben und
gemischt. Es wurden 3 ml PBS zugegeben, gemischt, zentrifugiert (250 x g, 4°C, 5 min) und
der Uberstand abgesaugt. Dieser Waschschritt wurde wiederholt. Danach erfolgte die Lyse
der Erythrozyten und die Fixierung der Leukozyten durch die Zugabe von 2 ml
1x Lysing Solution, kurzem Mischen und anschlieBender Inkubation von 20 min (Raumtem-
peratur, Dunkelheit). Nach der Lyse wurden die Ansétze zentrifugiert (250 x g, 4°C, 5 min).
Die Proben wurden auf Eis gestellt, der Uberstand abgesaugt, die Zellen mit 3 ml PBS
gewaschen und erneut zentrifugiert (250 x g, 4°C, 5 min). Nach dem Absaugen des Uberstan-
des wurden die Proben auf Eis gelagert. Vor der durchflusszytometrischen Messung wurden
300 pl der DNA-Firbelosung Propidiumjodid (33,3 pg/ml) zugegeben und die Ansétze fiir
10 min auf Eis lichtgeschiitzt inkubiert. Die Proben wurden anschlieend innerhalb von 60
min gemessen.

Bei der Auswertung wurde im FL3-Histogramm ein Fenster um die Leukozytenpopulation
gesetzt. Im FSC gegen SSC Punktediagramm wurden die beiden Zellpopulationen der
neutrophilen Granulozyten und Monozyten unterschieden. Die Negativkontrolle diente dazu,
im FL1-Histogramm einen Marker zu setzten, um zwischen BODYPY FL-positiven und
BODYPY FL-negativen Zellen zu unterscheiden. Dieser Marker wurde fiir die Auswertung
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der jeweiligen Probe beibehalten. Es wurden der prozentuale Anteil der phagozytierenden
Zellen und deren mittlere Fluoreszenzintensitéit (entspricht der Zahl aufgenommener Bakte-
rien pro Zelle) gemessen.

3.49 Messung des oxidativen Burst

Die Messung des oxidativen Burst fiir die Immunzellen des Vollblutes erfolgte am Durch-
flusszytometer. Fiir jede Probe wurde ein Kontrollansatz und ein Ansatz mit einem starken
Stimulus gemessen. Um die gebildete Menge der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zu
detektieren, wurde Dihydrorhodamin 123 (DHR) verwendet. DHR ist eine Substanz, die
durch die Membran diffundiert und intrazelluldr zu der fluoreszierenden Substanz Rhodamin
123 oxidiert werden kann. Fiir jeden Testansatz wurden 100 pl Vollblut in ein FACS-
Rohrchen pipettiert und fiir 10 min auf Eis gekiihlt. Zu den Proben wurden 20 pl PBS
(Kontrolle) oder 20 ul PMA (starker Stimulus) gegeben. Die Proben wurden gemischt und fiir
10 min bei 37°C (im geschlossenen Wasserbad) inkubiert. Die Ansédtze wurden auf Eis
gestellt, jeweils 1,7 pl DHR-Stammlosung zugegeben, gemischt und erneut fiir 10 min bei
37°C (im geschlossenen Wasserbad) inkubiert. Um die Reaktion abzustoppen, wurden die
Proben auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde zur Lysierung der Erythrozyten und zur Fixie-
rung der Leukozyten 2 ml 1x Lysing Solution zugegeben und die Testansétze fiir 20 min
(lichtgeschiitzt, Raumtemperatur) inkubiert. Die Proben wurden zentrifugiert (250 x g, 4°C,
5 min), der Uberstand abgesaugt und die Zellen mit jeweils 3 ml PBS gewaschen und zentri-
fugiert (250 x g, 4°C, 5 min). Die Ansitze wurden auf Eis gestellt und die Uberstiinde
abgesaugt. Durch Zugabe von 300 pl Propidiumjodid (33,3 pg/ml) und Inkubation fiir 10 min
auf Eis wurde die DNA der Zellen angefirbt. Die Proben wurden innerhalb von 30 min
durchflusszytometrisch gemessen.

Im FL3-Histogramm wurde in der Auswertung ein Fenster um die Population der Leukozyten
gesetzt. Im FSC gegen SSC Punktediagramm wurden neutrophile Granulozyten und Monozy-
ten unterschieden. Nur die neutrophilen Granulozyten zeigten einen deutlichen oxidativen
Burst und deshalb wurde auch nur dieser ausgewertet. Der Kontrollansatz diente dazu, im
FL1-Histogramm einen Marker zu setzten, um zwischen Rhodamin-positiven und Rhodamin-
negativen Zellen zu unterscheiden. Dieser Marker wurde fiir die Auswertung der jeweiligen
Probe beibehalten. Es wurden der prozentuale Anteil der Zellen, die ROS produziert hatten
(hierbei wurde der Kontrollwert von dem Probenwert des starken Stimulus subtrahiert) und
deren mittlere Fluoreszenzintensitét (entspricht hier der Enzymaktivitét pro Zelle) gemessen.

3.4.10 Messung der Aktivitat der natiirlichen Killerzellen

Die Messung der Aktivitidt der NK-Zellen erfolgte am Durchflusszytometer (nach Chang et
al., 1993). Als Effektorzellen wurden die mononukledren Zellen des peripheren Blutes und
die Immunzellen der Milz, der mesenterialen Lymphknoten und der Peyerschen Plaques
eingesetzt.

3.4.10.1 Kultivierung der Zielzellen YAC-1

YAC-1-Zellen (ACC 96, DMSZ Braunschweig) sind Suspensionszellen eines murinen

Lymphoms und werden als Zielzellen zur Messung der Aktivitidt der NK-Zellen der Ratte
eingesetzt (DMSZ, 2002).
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Die Kultivierung der YAC-1-Zellen erfolgte in Komplettmedium. Die Zellen wurden im CO,-
Inkubator bei 37°C, 5 % CO; und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Subkultivierung
erfolgte jeden zweiten Tag. Bei jeder Subkultivierung wurde die Zellzahl und die Vitalitt,
nach Féarbung mit Trypanblau, in einer Neubauer-Zéhlkammer bestimmt. Die Zellsuspension
wurde in ein 50 ml Polypropylen-Rohrchen iiberfithrt und zentrifugiert (205 x g, 20°C,
5 min). Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 10 ml Komplettmedium (im
Wasserbad auf 37°C erwirmt) resuspendiert und in einer Konzentration von 5 x 10° Zellen/
20 ml Medium in Tgo-Zellkulturflaschen (80 cm’ Grundflache) ausgesit.

3.4.10.2 Markierung der Zielzellen YAC-1

Bei der Subkultivierung wurde eine separate Tgo-Zellkulturflasche mit YAC-1-Zellen (Zell-
konzentration: 1 x 107 Zellen/ml) ausgesit. Die Zielzellen wurden jeweils am Vortag der
Versuchsdurchfiihrung markiert. Die Zellzahl und Vitalitit der Zellen wurde nach Féarbung
mit Trypanblau in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellsuspension wurde in ein
50 ml Polypropylen-Réhrchen iiberfithrt und zentrifugiert (205 x g, 20°C, 5 min). Der
Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in Komplettmedium resuspendiert, so dass die
Zellkonzentration 1 x 10° Zellen/ml betrug. Je Fiarbeansatz wurden 20 pl der 3 mM
3,3’-Dioctadecyloxacarbocyanin-Perchlorat (DiO)-Stammldsung in ein FACS-Roéhrchen
gegeben. Da der Membranfarbstoff DiO lichtempfindlich ist, wurde in der unbeleuchteten
Sicherheitswerkbank gearbeitet. AnschlieBend wurden 2 ml der YAC-1-Suspension zugege-
ben, jedoch nicht gemischt. Die Zellen wurden fiir 20 min im CO,-Inkubator inkubiert und
nachfolgend zentrifugiert (200 x g, 20°C, 5 min). Der Uberstand wurde abgesaugt und die
Zellen in 4 ml PBS resuspendiert. Die einzelnen Ansétze wurden in einem 15 ml Polypropy-
len-Rohrchen vereinigt und das Rohrchen wurde mit PBS aufgefiillt. Nach einer weiteren
Zentrifugation (200 x g, 20°C, 5 min) wurde der Uberstand abgesaugt und die markierten
Zellen mit 14 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden zentrifugiert (200 x g, 20°C, 5 min),
anschlieBend in 5 ml Komplettmedium resuspendiert und in einer T,s-Zellkulturflasche
ausgesit. Am darauffolgenden Versuchstag wurde die Zellzahl (Neubauer Zihlkammer)
bestimmt und die Zellkonzentration auf 1 x 10° Zellen/ml eingestellt.

3.4.10.3 Versuchsansatz zur Messung der Aktivitit der natiirlichen Killerzellen

Fiir die Versuchsdurchfiihrung wurden die markierten YAC-1-Zellen auf eine Zellkonzentra-
tion von 1 x 10° Zellen/ml verdiinnt. Die Zellzahl der Effektorzellen wurde auf 2,5 x 10°
Zellen/ml eingestellt. Effektorzellen und markierte Zielzellen wurden geméal Pipettierschema
(Tab. 3.3) in FACS-Rd&hrchen pipettiert. Der Kontrollansatz enthielt ausschlieBlich Zielzellen
und diente dazu den spontanen Zelltod der Zielzellen zu bestimmen.

Tab. 3.3: Pipettierschema der Testansidtze (Angaben in pl)

Verhaltnis Komplett- Effektor- Propidium- YAC-1-
Effektorzellen:YAC-1 medium zellen jodid Suspension
Kontrolle 300 0 30 300
12,5:1 150 150 30 300
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Die Ansdtze wurden kurz gemischt und anschlieend zentrifugiert (120 x g, 20°C, 2,5 min).
Die Proben wurden fiir 135 min im CO;-Inkubator bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Proben lichtgeschiitzt auf Eis gestellt, um die Aktivitidt der NK-Zellen abzustop-
pen. Unmittelbar vor der durchflusszytometrischen Messung wurden die Proben kurz ge-
mischt.

Bei der Auswertung wurde im FL1 gegen FL3 Punktediagramm ein Fenster um alle lebenden
und toten Zielzellen gesetzt. Der Kontrollansatz diente dazu im FL3-Histogramm einen
Marker zu setzen, der alle apoptotischen und toten Zielzellen umfasste (Propidiumjodid farbt
die DNA membrangeschédigter Zellen). Um die spezifische Aktivitit der NK-Zellen zu
bestimmen, wurde jeweils der Anteil der apoptotischen und toten Zielzellen des Kontrollan-
satzes vom Anteil des Probenansatzes subtrahiert.

3.4.10.4 Kontrollansatz mit Pentoxifyllin

Dieser zusitzliche Kontrollansatz wurde flir einen Teil der Immunzellen der Peyerschen
Plaques durchgefiihrt. Die Ansédtze wurden nach dem Pipettierschema (Tab. 3.4) in FACS-
Rohrchen pipettiert. Die Zellsuspension der Effektorzellen wurde mit Komplettmedium und
Pentoxifyllin gemischt und anschlieend zentrifugiert (120 x g, 20°C, 2,5 min). Diese Proben
wurden fiir 60 min im CO,-Inkubator bei 37°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe
von Propidiumjodid und YAC-1-Suspension. Danach wurden diese Ansdtze wie oben
beschrieben (siehe 3.4.10.3) weiter behandelt.

Tab. 3.4: Pipettierschema mit Pentoxifyllin (Angaben in pl)

Verhiltnis Komplett- | Effektor- | Pentoxi- | Propidium-| YAC-1-
Effektorzellen:YAC-1 medium zellen fyllin jodid Suspension
Kontrolle 290 0 10 30 300
12,5:1 140 150 10 30 300

3.4.11 Messung der Proliferation

Die Messung der Proliferation wurde fiir die Immunzellen der Milz, der mesenterialen
Lymphknoten und der Peyerschen Plaques durchgefiihrt.

Folgende Zellkonzentrationen wurden fiir diese Messung eingesetzt:

= Immunzellen der Milz: 5 x 10° Zellen/ml

» Immunzellen der mesenterialen Lymphknoten: 5 x 10° Zellen/ml

= Immunzellen der Peyerschen Plaques: 7 x 10° Zellen/ml

Pro Vertiefung einer 96-Loch-Mikrotiterplatte wurden 100 pl der Zellsuspension (Vierfach-
ansatz) kultiviert. Die Zellen wurden mit je 100 pul Concanavalin A (ConA; Endkonzentration
1 pg/ml) stimuliert. Die Zellen wurden fiir 72 Stunden im CO;-Inkubator bei 37°C, 5 % CO,
und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Zur Messung der Proliferation wurde ein enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
(Roche Diagnostics) verwendet. Dieser Assay detektiert, innerhalb einer bestimmten Zeit, die
Aufnahme von markiertem 5-Brom-2‘-Desoxyuridin (BrdU) in die Zelle. Der Proliferations-
assay wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Zellen wurden 3 Stunden
mit BrdU inkubiert. Die Inkubation mit dem BrdU-Antikorper erfolgte fiir 1 Stunde und die
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Inkubationszeit fiir die Substratumsetzung betrug 20 min. Nach dem Abstoppen der Reaktion
erfolgte eine Endpunkt-Messung bei 450 nm (Wellenldngenkorrektur bei 650 nm) in einem
Mikrotiterplatten-Lesegerit. Ein Loch des Vierfachansatzes wurde ohne BrdU inkubiert und
diente als Hintergrund-Kontrolle. Aus den Werten dreier Parallelansidtze wurde der Mittelwert
gebildet und hiervon der Hintergrund-Wert subtrahiert.

3.4.12 Messung der Sekretion von Interleukin-10

Die Konzentration von IL-10 wurde im Zellkulturiiberstand der Immunzellen der Milz, der
mesenterialen Lymphknoten und der Peyerschen Plaques gemessen. Alle Immunzellen
wurden in einer Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml kultiviert.

Pro Vertiefung einer 96-Loch-Mikrotiterplatte wurden 100 pl der Zellsuspension (Doppelan-
satz) kultiviert und die Zellen wurden mit 100 pl ConA (Endkonzentration 5 pg/ml) stimu-
liert. Die Zellen wurden fiir 24 Stunden im CO,-Inkubator bei 37°C, 5 % CO, und 95 % Luft-
feuchtigkeit inkubiert. Anschlieend wurde die Mikrotiterplatte zentrifugiert (50 x g, 20°C,
5 min) und 110 pl des Zellkulturiiberstandes abgenommen (die Uberstiinde des Doppelansat-
zes wurden vereinigt). Der abgenommene Uberstand wurde bis zur Messung der Zytokinkon-
zentration bei -20°C eingefroren

Zur Messung von IL-10 wurde der OptEIA™ ELISA Reagenziensatz (BD Pharmingen)
eingesetzt. Der ELISA wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Messung
wurde jeweils im Doppelansatz durchgefiihrt.

3.4.13 Messung der Sekretion von Interferon-y

Die Konzentration von IFN-y wurde im Zellkulturiiberstand der Immunzellen der Milz, der
mesenterialen Lymphknoten und der Peyerschen Plaques gemessen.

Folgende Zellkonzentrationen wurden eingesetzt:

= Immunzellen der Milz: 1 x 10° Zellen/ml

= Immunzellen der mesenterialen Lymphknoten: 1 x 10° Zellen/ml

= Immunzellen der Peyerschen Plaques: 5 x 10° Zellen/ml

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte wie unter 3.4.12 beschrieben.

Zur Messung von IFN-y wurde der OptEIA™ ELISA Reagenziensatz (BD Pharmingen)
verwendet. Die Durchfiihrung des ELISA erfolgte iiberwiegend nach den Angaben des
Herstellers. Abweichend hiervon wurde der biotinylierte Antikdrper und das Meerrettichper-
oxidase-Substrat in einem Inkubationsschritt (Inkubationszeit: 1 Stunde) auf die Platte
gegeben. Die Messung wurde jeweils im Doppelansatz durchgefiihrt.

3.4.14 Messung der SIgA-Konzentration im Darminhalt

Die Konzentration von SIgA im Ileum- und im Caecum-Inhalt wurde mit Hilfe eines ELISAs
gemessen.

3.4.14.1 Probenaufbereitung des Ileum-Inhalts

Der Ileum-Inhalt wurde aufgetaut. Zu 0,01 g der Probe wurde 1 ml 1 % BSA (in PBS)
zugegeben, gemischt und fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde die
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Probe zentrifugiert (4000 x g, Raumtemperatur, 30 min), der Probeniiberstand abgenommen
und bis zur weiteren Bestimmung bei —20°C aufbewabhrt.

3.4.14.2  Probenaufbereitung des Caecum-Inhalts

Die Probenaufbereitung erfolgte im Prinzip wie die Aufbereitung der Ileum-Proben. Abwei-
chend hiervon wurden 0,14 g der Probe mit 1 ml 1 % BSA (in PBS) gemischt und inkubiert.

3.4.143  SIgA ELISA

Hierfiir wurden 96-Loch-Mikrotiterplatten (MaxiSorp Surface) verwendet. Die Messung
wurde jeweils im Doppelansatz durchgefiihrt. Da SIgA der Ratte als gereinigtes Protein nicht
verfligbar war, wurde bei diesem ELISA keine Standardreihe bestimmt.

= Beschichtung der Platte mit Antikorper gegen die sekretorische Komponente (1:1000
verdiinnt mit PBS/Tween 20), 100 ul je Vertiefung. Inkubation iiber Nacht bei 4°C.
Alle weiteren Inkubationsschritte erfolgten bei Raumtemperatur.

» Der Uberstand wurde dekantiert und die Platte 5-mal mit PBS/Tween 20 gewaschen.
Zur Blockierung freier Proteinbindungsstellen auf der Platte wurden 100 pl 4 % PTB, je
Vertiefung, zugegeben. Inkubation fiir 1 Stunde.

= Der Uberstand wurde dekantiert und die Platte 5-mal mit PBS/Tween 20 gewaschen.

* Es wurden 100 pl der unverdiinnten Probe aufgetragen. Inkubation fiir 2 Stunden.

= Zugabe von 100 ul Meerrettichperoxidase-konjugiertem IgA Antikorper (1:500 verdiinnt
mit 4 % PTB). Inkubation fiir 2 Stunden.

= Der Uberstand wurde dekantiert und die Platte 7-mal mit PBS/Tween 20 gewaschen.

= Substrat-Zugabe: je Vertiefung 100 ul TMB Peroxidase Substrat.
Inkubation fiir 30 min, lichtgeschiitzt.

* Die Enzymreaktion wurde mit 100 pul 1 M H3;PO4 abgestoppt.

* Messung der relativen Menge von SIgA durch Messung der Absorption bei 450 nm in
einem Mikrotiterplatten-Lesegerit.

3.5 Versuchsdesign der Tierstudie 2 A

Diese Tierstudie wurde in Florenz (Italien) durchgefiihrt. Es wurden 110 ménnliche F344
Ratten (Harlan Nossan, Italien) verwendet. Aus logistischen Griinden wurden nur 60 Tiere
bzw. ihre Organe in Deutschland untersucht. Die Tiere waren zu Versuchsbeginn 4-5 Wochen
alt. Zehn Tage nach erstmaliger Fiitterung mit der Versuchsdiit wurden die Tiere mit Azoxy-
methan (15 mg/kg Korpergewicht) behandelt. Die Behandlung erfolgte zweimalig, im
Abstand von einer Woche. Die Tiere erhielten insgesamt 33 Wochen lang die Versuchsdiét.

3.5.1 Versuchsdiit

Die Tiere erhielten die gleiche Versuchsdidt wie die Tiere der Tierstudie 1 (vgl. 3.4.1). Aus
jeder Gruppe wurden 15 Tiere untersucht.
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3.5.2 Priaparation der Organe

Am Versuchende wurden die Tiere mit CO, getdtet. Die Priparation der Organe wurde wie
unter 3.4.2 beschrieben durchgefiihrt. Es wurden jedoch keine Blutproben entnommen. Die
Organe wurden in Florenz prépariert und eisgekiihlt, innerhalb von 24 Stunden, nach Karlsru-

he verschickt. Der Darminhalt war in dieser Studie fiir die immunologischen Untersuchungen
nicht verfiigbar.

3.5.3 Isolierung der Immunzellen der Organe

Die Isolierung der Immunzellen erfolgte wie unter 3.4.4, 3.4.5 und 3.4.6 beschrieben.

3.54 Lymphozytensubpopulationen

Der Anteil der Zellen, die den Korezeptor CD4 oder CD8 exprimieren, wurde fiir die Immun-
zellen der Milz und der mesenterialen Lymphknoten gemessen. Die Durchfiihrung dieser
Messung erfolgte wie unter 3.4.7 beschrieben.

3.5.5 Messung der Phagozytoseaktivitit

Die Phagozytoseaktivitit wurde fiir die Immunzellen der Milz gemessen. Die Messung
erfolgte wie unter 3.4.8 beschrieben.

3.5.6 Messung der Aktivitiit der natiirlichen Killerzellen

Die Aktivitdt der NK-Zellen wurde fiir die Immunzellen der Milz, der mesenterialen Lymph-
knoten und der Peyerschen Plaques gemessen. Die Durchfiihrung erfolgte wie unter 3.4.10
beschrieben.

3.5.7 Messung der Proliferation

Die Messung der Proliferation wurde fiir die Immunzellen der Milz, der mesenterialen
Lymphknoten und der Peyerschen Plaques durchgefiihrt. Die Durchfiihrung erfolgte wie unter
3.4.11 beschrieben.

3.5.8 Messung der Sekretion von Interleukin-10

Die Konzentration von IL-10 wurde im Zellkulturiiberstand der Immunzellen der Milz, der

mesenterialen Lymphknoten und der Peyerschen Plaques gemessen. Die Messung erfolgte
wie unter 3.4.12 beschrieben.
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3.5.9 Messung der Sekretion von Interferon-y

Die Konzentration von IFN-y wurde im Zellkulturiiberstand der Immunzellen der Milz, der
mesenterialen Lymphknoten und der Peyerschen Plaques gemessen. Die Messung wurde wie
unter 3.4.13 beschrieben durchgefiihrt.

3.6 Versuchsdesign der Tierstudie 2 B

Diese Tierstudie wurde parallel und entsprechend der Tierstudie 2 A durchgefiihrt, vgl. 3.5.
Es wurden insgesamt 18 Tiere verwendet (Kontroll- und PRO-Gruppe: je 4 Tiere, PRA- und
SYN-Gruppe: je 5 Tiere). Abweichend von der Tierstudie 2 A wurden diese Tiere jedoch
nicht mit Azoxymethan behandelt.

Die Tiere erhielten die gleiche Versuchsdidt, vgl. 3.5.1. Die Prédparation der Organe, die

Isolierung der Immunzellen und die verschiedenen Messungen wurden entsprechend der
Tierstudie 2 A durchgefiihrt, vgl. 3.5.2-3.5.9.

3.7 Versuchsdesign der Humanstudie

Die Humanstudie wurde in Cork (Irland), als Doppelblind-Studie mit zwei Patientengruppen,
durchgefiihrt. Die erste Gruppe bestand aus 34 Patienten mit resezierten Darmtumoren
(innerhalb der letzten 5 Jahre). Die zweite Gruppe bestand aus 40 Patienten mit bereits
resezierten Darmpolypen (innerhalb der letzten 5 Jahre) oder noch zu entfernenden Darmpo-
lypen. Beide Patientengruppen wurden in zwei Behandlungsgruppen unterteilt: Kontroll-
gruppe (KON) und Synbiotikum-Gruppe (SYN). Die anthropometrischen Daten der Patien-
tengruppen sind in Tab. 3.5 dargestellt. Die Patienten der Kontrollgruppe erhielten fiir jeden
Versuchstag eine Kapsel mit Maltodextrin sowie ein Tiitchen mit 10 g Maltodextrin. Die
Patienten der SYN-Gruppe erhielten fiir jeden Versuchstag, zur gleichzeitigen Einnahme, eine
Kapsel mit LGG (1 x 10" cfu) und BB12 (1 x 10" cfu) sowie ein Tiitchen mit 10 g Raftilose®
Synergyl. Die Versuchsdauer betrug 12 Wochen. Die Patienten bekamen Kapseln und
Tiitchen fiir jeweils 6 Wochen ausgehéndigt.

Tab. 3.5: Anthropometrische Daten der Patientengruppen. MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung

Krebspatienten Patienten mit Polypen
Parameter
KON SYN KON SYN
Geschlecht 10 Ménner 11 Ménner 14 Méanner 8 Minner
eschiec 5 Frauen 8 Frauen 7 Frauen 11 Frauen
Alter in Jahren

+ + + +

(MW  SD) 61+5 61+6 60+ 10 54+ 8
BMI

+ + + +

(MW + SD) 23 +4 25+5 24 +3 24 +4
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Am 1. Tag der Intervention (T 1) gaben die Probanden eine Blut- und eine Stuhlprobe. Nach 6
Wochen (T 2) sowie nach 12 Wochen (T 3) gaben die Probanden weitere Blut- und Stuhl-
proben.

Aus logistischen Griinden wurde die Messung der Phagozytoseaktivitdt und des oxidativen
Burst in Cork durchgefiihrt. Die Isolierung, Stimulierung und Kryokonservierung der mono-
nukleédren Zellen erfolgte ebenfalls in Cork. Die Zellkulturiiberstinde der stimulierten Zellen
wurden auf Trockeneis (innerhalb von 24 Stunden) nach Karlsruhe versandt, um hier die
Zytokinkonzentrationen der Uberstinde zu messen. Die kryokonservierten mononukledren
Zellen wurden ebenfalls auf Trockeneis nach Karlsruhe versandt. um hier die Aktivitit der
NK-Zellen zu messen.

3.7.1 Isolierung der mononukleiren Zellen des Blutes

Zur Isolierung der mononukledren Zellen des Blutes wurden 4,5 ml Vollblut mit 3 ml PBS
gemischt. Zur Herstellung des Dichtegradienten wurde das verdiinnte Blut iiber Lymphoprep
geschichtet und anschlieend zentrifugiert (400 x g, 20°C, 20 min). Mit einer Pasteurpipette
wurde die Phase der mononukledren Zellen abgenommen, in ein 15 ml Polypropylen-
Rohrchen tiberfiihrt und mit PBS aufgefiillt. Die Zellen wurden zentrifugiert (400 x g, 20°C,
10 min), der Uberstand abgesaugt und in 14 ml PBS resuspendiert. Nach erneuter Zentrifuga-
tion (400 x g, 20°C, 10 min) und Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen in 2 ml
Komplettmedium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt.

3.7.2 Kryokonservierung der mononukleiren Zellen

Die isolierten mononukledren Zellen wurden zentrifugiert (400 x g, 20°C, 10 min) und
anschlieBend in Einfriermedium aufgenommen (Konzentration: 2 x 107 Zellen/ml). Jeweils
300 pl dieser Zellsuspension wurden in ein Kryorohrchen pipettiert. Um ein langsames
Abkiihlen der Zellen zu gewéhrleisten, wurden sie in einem Kryo-Einfriergerit (befiillt mit
Isopropylalkohol) bei —80°C iiber Nacht eingefroren. AnschlieBend wurden die Zellen, bis zur
Versendung nach Karlsruhe, in fliisssigem Stickstoff gelagert. In Karlsruhe wurden die Zellen
tiber Nacht bei —80°C gelagert und bis zur weiteren Versuchsdurchfiihrung in fliissigem
Stickstoff aufbewahrt.

3.7.3 Aufbereitung von Fiazeswasser

Die komplette Menge eines Stuhlganges wurde gesammelt, gewogen und 1:1 mit eiskaltem
DMEM verdiinnt. Die Probe wurde 2 min homogenisiert (Stomacher). AnschlieBend wurde
das Homogenat in Ultrazentrifugen-Rohrchen tiberfiihrt und zentrifugiert (60.000 x g, 4°C,
2 Stunden). Der erhaltene Uberstand wurde steril filtriert (0,45 um Glasfaserfilter, Nalgene),
aliquotiert und bei —80°C gelagert.

3.7.4 Messung der Phagozytoseaktivitit

Die Phagozytoseaktivitit der Immunzellen des Blutes wurde am Durchflusszytometer
gemessen.
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3.74.1 Opsonisierung der E. coli

Die mit dem Farbstoff BODYPY FL (Emission 513 nm) markierten E. coli wurden nach den
Angaben des Herstellers opsonisiert. Die opsonisierten E. coli wurden aliquotiert und bei
—20°C gelagert. Fiir den Versuchsansatz wurden die E. coli aufgetaut, im Ultraschallbad
vereinzelt, die Losung 1:8 mit PBS verdiinnt und anschlieBend auf Eis vorgekiihlt.

3.74.2 Versuchsansatz zur Messung der Phagozytoseaktivitit

Fiir jede Probe wurde eine Negativkontrolle und ein Testansatz gemessen. Pro Ansatz wurden
100 pl Vollblut in ein FACS-Rohrchen pipettiert und 10 min auf Eis inkubiert. Danach
wurden 5 pl der gekiihlten, opsonisierten E. coli-Suspension zugegeben und gemischt. Der
Kontrollansatz verblieb auf Eis. Der Testansatz wurde fiir 10 min bei 37°C in einem geschlos-
senen Wasserbad inkubiert. Um das Signal der nicht aufgenommenen, adhédrenten E. coli zu
quenchen, wurden 100 pl eiskalte Quenchlosung in beide Ansitze pipettiert und gemischt.
Die Zellen wurden durch Zugabe von 3 ml PBS und anschlieBender Zentrifugation (250 x g,
4°C, 5 min) gewaschen. Dieser Waschschritt wurde wiederholt. AnschlieBend erfolgte die
Lyse der Erythrozyten und die Fixierung der Leukozyten durch Zugabe von 2 ml 1x Lysing
Solution, kurzem Mischen und anschlieBender Inkubation von 20 min (Raumtemperatur,
Dunkelheit). Die Ansidtze wurden zentrifugiert (250 x g, 4°C, 5 min), auf Eis gestellt, der
Uberstand abgesaugt und die Zellen mit 3 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden zentrifu-
giert (250 x g, 4°C, 5 min) und der Uberstand abgesaugt. Bis zur durchflusszytometrischen
Messung verblieben die Proben auf Eis. Vor der Messung wurden 300 pl der DNA-
Férbelosung Propidiumjodid (33,3 pg/ml) zugegeben und die Ansitze fiir 10 min lichtge-
schiitzt auf Eis inkubiert.

Bei der Auswertung wurde die Leukozytenpopulation im FL3-Histogramm durch ein Fenster
eingegrenzt. Die neutrophilen Granulozyten und Monozyten wurden im FSC gegen SSC
Punktediagramm unterschieden. Im FL1-Histogramm wurde anhand der Negativkontrolle ein
Marker gesetzt, um zwischen BODYPY FL-positiven und BODYPY FL-negativen Zellen zu
unterscheiden. Dieser Marker wurde fiir die Auswertung der jeweiligen Probe beibehalten. Es
wurden der prozentuale Anteil der phagozytierenden Zellen und deren mittlere Fluoreszenzin-
tensitét (entspricht hier der Zahl aufgenommener Bakterien pro Zelle) gemessen.

3.7.5 Messung des oxidativen Burst
Der oxidative Burst der Immunzellen des Blutes wurde durchflusszytometrisch gemessen.

Fiir jede Probe wurde ein Kontrollansatz und ein Ansatz mit starkem Stimulus gemessen. Die
Menge der gebildeten ROS wurde anhand der oxidierten Menge DHR gemessen. Pro Ansatz
wurden 100 pl Vollblut in ein FACS-Rdhrchen pipettiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Zu
den Proben wurden 20 ul PBS (Kontrolle) oder 20 pl PMA (starker Stimulus) gegeben. Die
Ansitze wurden gemischt und im geschlossenen Wasserbad bei 37°C inkubiert. Die Proben
wurden auf Eis gestellt, jeweils 1,7 ul DHR-Stammldsung zugegeben, gemischt und erneut
fiir 10 min im geschlossenen Wasserbad bei 37°C inkubiert. Um die Reaktion abzustoppen,
wurden die Proben auf Eis gestellt. Um die Erythrozyten zu lysieren und die Leukozyten zu
fixieren, wurden 2 ml 1x Lysing Solution zugegeben und die Ansétze fiir 20 min (Raumtem-
peratur, Dunkelheit) inkubiert. Nach Zentrifugation der Proben (250 x g, 4°C, 5 min), wurde
der Uberstand abgesaugt. Die Zellen wurden mit 3 ml PBS gewaschen und erneut zentrifu-
giert (250 x g, 4°C, 5 min). Die Proben wurden auf Eis gestellt und der Uberstand abgesaugt.
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Zu den Ansitzen wurden 300 pl Propidiumjodid (33,3 pg/ml) gegeben. AnschlieBend wurden
sie fir 10 min auf Eis inkubiert. Die durchflusszytometrische Messung erfolgte innerhalb von
30 min.

Bei der Auswertung wurde im FL3-Histogramm ein Fenster um die Leukozytenpopulation
gesetzt. Neutrophile Granulozyten und Monozyten wurden im FSC gegen SSC Punktedia-
gramm unterschieden. Anhand des Kontrollansatzes wurde im FL1-Histogramm ein Marker
gesetzt, um zwischen Rhodamin-positiven und Rhodamin-negativen Zellen zu unterscheiden.
Dieser Marker wurde fiir die Auswertung des stimulierten Ansatzes beibehalten. Der prozen-
tuale Anteil der Zellen, die ROS produziert hatten (hierbei wurde der Kontrollwert von dem
Probenwert des starken Stimulus subtrahiert) sowie deren mittlere Fluoreszenzintensitit
(entspricht hier der Enzymaktivitit pro Zelle) wurden gemessen.

3.7.6  Messung der Aktivitit der natiirlichen Killerzellen

Die Messung der Aktivitit der NK-Zellen erfolgte am Durchflusszytometer. Als Effektorzel-
len wurden kryokonservierte mononukledre Zellen verwendet (nach Fujiwara et al., 1986).

3.7.6.1 Kultivierung der Zielzellen K-562

K-562-Zellen (ACC 10, DMSZ Braunschweig) sind Suspensionszellen, die aus dem Pleuraer-
guss einer Patientin mit chronisch-myeloischer Leukdmie isoliert wurden. Sie werden als
Zielzellen zur Messung der Aktivitit humaner NK-Zellen eingesetzt (DMSZ, 2002).

Die Kultivierung der K-562-Zellen erfolgte in Komplettmedium. Die Zellen wurden im CO,-
Inkubator bei 37°C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Subkultivierung
erfolgte jeden zweiten Tag. Die Zellzahl und Vitalitidt wurde bei jeder Subkultivierung, nach
Férbung mit Trypanblau, in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellsuspension
wurde in ein 50 ml Polypropylen-Rohrchen iiberfithrt und zentrifugiert (205 x g, 20°C,
5 min). Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 10 ml Komplettmedium (im Was-
serbad auf 37°C erwérmt) resuspendiert und in einer Konzentration von 5 x 10° Zellen/20 ml
Medium in Tgo-Zellkulturflaschen ausgesit.

3.7.6.2 Markierung der Zielzellen K-562

Fiir die Markierung der Zielzellen wurde eine separate Tgo-Zellkulturflasche (Zellkonzen-
tration 1 x 107 Zellen/ml) verwendet, die bei der Subkultivierung ausgesit worden war. Die
Zellen wurde jeweils am Tag der Versuchsdurchfithrung mit DiO markiert. Die Markierung
der K-562-Zielzellen wurde identisch zur Markierung der YAC-1-Zielzellen durchgefiihrt
(vgl. 3.4.10.2).

3.7.6.3 Rekultivierung kryokonservierter humaner mononukleirer Zellen

Die Zellen wurden in den Einfrierrdhrchen im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, umgehend in
ein 15 ml Polypropylen-Réhrchen mit 10 ml Komplettmedium {iberfiihrt und durch kurzes
Schwenken gemischt. Die Zellen wurden zentrifugiert (400 x g, 20°C, 10 min). Der Uber-
stand wurde abgesaugt und die Zellen wurden in 3 ml Komplettmedium resuspendiert. Die
Zellen wurden in 12-Loch-Zellkulturplatten fiir 18 Stunden im CO,-Inkubator bei 37°C,
5 % CO; und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Danach wurden die Zellen in ein 15 ml
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Polypropylen-Rohrchen tiberfiihrt und zentrifugiert (400 x g, 20°C, 10 min). Das Zellpellet
wurde in 1 ml Komplettmedium resuspendiert. Die Zellzahl wurde am Coulter Z2 gemessen
und die Konzentration auf 2,5 x 10° Zellen/ml eingestellt.

3.7.6.4 Versuchsansatz zur Messung der Aktivitiit der natiirlichen Killerzellen

Fiir die Versuchsdurchfithrung wurden die markierten K-562-Zellen auf eine Zellkonzentra-
tion von 1 x 10° Zellen/ml verdiinnt. Effektorzellen und markierte Zielzellen wurden geméf
Pipettierschema (Tab. 3.6) in FACS-Rohrchen pipettiert. Der Kontrollansatz enthielt aus-
schlieBlich Zielzellen und diente dazu den spontanen Zelltod der Zielzellen zu bestimmen.

Tab. 3.6: Pipettierschema der Testansédtze (Angaben in pl)

Verhiiltnis Komplett- Effektorzellen Propidium- K-562-
Effektorzellen: K-562 medium jodid Suspension
Kontrolle 200 0 20 200
12,5:1 100 100 20 200

Die Durchfiihrung des Versuches und die Messung am Durchflusszytometer erfolgte identisch
zu der Messung der Aktivitit der NK-Zellen der Ratte (vgl. 3.4.10.3).

3.7.7 Stimulation der mononukleiren Zellen zur Zytokinsekretion

Die Zellzahl der isolierten mononukledren Zellen wurde auf 1 x 10° Zellen/ml eingestellt. Pro
Vertiefung einer 96-Loch-Mikrotiterplatte wurden 100 pl der Zellsuspension (Doppelansatz)
kultiviert. Um die Zellen zur Ausschiittung der verschiedenen Zytokine zu stimulieren wurden
unterschiedliche Mitogene verwendet.

Stimulation der IL-2- und IFN-y-Sekretion:

Die Zellen wurden mit 100 pl ConA (Endkonzentration 5 pg/ml) zur Zytokinsekretion
angeregt.

Stimulation der TNF-a- und IL-12-Sekretion:

Die Stimulation der Zellen erfolgte mit 100 ul Lipopolysaccharid (LPS) (Endkonzentration
1 ng/ml).

Stimulation der IL-10-Sekretion:

Um die Sekretion von IL-10 anzuregen wurden 100 pl Lektin von Phaseolus vulgaris (PHA)
(Endkonzentration 1 pg/ml) zugegeben.

Die Zellen wurden fiir 24 Stunden im CO,-Inkubator bei 37°C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuch-
tigkeit inkubiert. AnschlieBend wurde die Mikrotiterplatte zentrifugiert (200 x g, 20°C, 5 min)
und 110 pl des Zellkulturiiberstandes abgenommen (die Uberstinde des Doppelansatzes
wurden vereinigt). Der abgenommene Uberstand wurde bis zur Messung der Zytokinkon-
zentration bei —80°C eingefroren.
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3.7.8 Messung der Sekretion von Interleukin-2

Die Konzentration von IL-2 im Zellkulturiiberstand wurde mit Hilfe eines ELISAs gemessen.
Hierfiir wurden 96-Loch-Mikrotiterplatten (MaxiSorp Surface) verwendet. Die Messung
wurde jeweils im Doppelansatz durchgefiihrt.

» Beschichtung der Platte mit IL-2-Beschichtungs-Antikorper (3 pg/ml PBS), 50 ul je Ver-
tiefung. Inkubation iiber Nacht bei 4°C.

Alle weiteren Inkubationsschritte erfolgten bei Raumtemperatur.

= Der Uberstand wurde dekantiert und die Platte 5-mal mit PBS/Tween 20 gewaschen.

» Zur Blockierung freier Proteinbindungsstellen auf der Platte wurden 100 pl 2 % PTB, je
Vertiefung, zugegeben. Inkubation fiir 1 Stunde.

» Der Uberstand wurde dekantiert und die Platte 5-mal mit PBS/Tween 20 gewaschen.

* Die Proben wurden unverdiinnt aufgetragen, in einem Volumen von 50 pl je Vertiefung.
Die IL-2-Standard-Reihe (10 ng/pl, Verdiinnung in Komplettmedium) wurde in den Kon-
zentrationen 2.000; 1.000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 0 pg/ml, ebenfalls 50 ul je Kon-
zentration aufgetragen. Inkubation fiir 2 Stunden.

= Zugabe des biotinylierten, monoklonalen IL-2-Antikérpers (eingesetzte Konzentration
50 ng/ml, Verdiinnung in 2 % PTB), 50 ul je Vertiefung. Inkubation fiir 2 Stunden.

= Der Uberstand wurde dekantiert und die Platte 5-mal mit PBS/Tween 20 gewaschen.

= Zugabe von Meerrettichperoxidase-Streptavidin (1:200 verdiinnt in 2 % PTB), 100 ul je
Vertiefung. Inkubation fiir 30 min.

» Der Uberstand wurde dekantiert und die Platte 5-mal mit PBS gewaschen.

* Substrat-Zugabe: je Vertiefung 100 ul TMB Peroxidase Substrat. Inkubation fiir 30 min,
lichtgeschiitzt.

* Die Enzymreaktion wurde mit 100 ul 1 M H3;PO, abgestoppt.

* Endpunkt-Messung bei 450 nm (Wellenldngenkorrektur bei 570 nm), im Mikrotiter-
platten-Lesegerét.

3.79 Messung der Sekretion von Interleukin-10

Die Konzentration von IL-10 im Zellkulturiiberstand wurde mit dem CytoSets™ ELISA
Reagenziensatz (Biosource) gemessen.

Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Es wurde 0,5 % PTB als
Blockierungssubstanz verwendet. Die Messung wurde im Doppelansatz durchgefiihrt.

3.7.10 Messung der Sekretion von Interleukin-12

Fiir die Messung der Konzentration von IL-12 im Zellkulturiiberstand wurde der CytoSets™™'
ELISA Reagenziensatz (Biosource) eingesetzt. Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben
des Herstellers. Als Blockierungssubstanz wurde 0,5 % PTB verwendet und die Probenbe-
stimmung wurde im Doppelansatz durchgefiihrt.

3.7.11 Messung der Sekretion von Tumornekrosefaktor-a

Die Konzentration von TNF-o im Zellkulturiiberstand wurde mit dem CytoSets™ ELISA
Reagenziensatz (Biosource) gemessen. Der ELISA wurde entsprechend den Angaben des

47



Material und Methoden

Herstellers durchgefiihrt. Als Blockierungssubstanz wurde 0,5 % PTB verwendet. Die
Messung der Proben erfolgte im Doppelansatz.

3.7.12 Messung der Sekretion von Interferon-y

Zur Messung der Konzentration von IFN-y im Zellkulturiiberstand wurde der DuoSet ELISA
Reagenziensatz (R+D Systems) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des
Herstellers. Die Proben wurden jeweils im Doppelansatz bestimmt. Als Verdiinnungsmittel
fiir die Reagenzien wurde 0,1 % BSA, 0,05 % Tween 20 in Tris-gepuffertem Salz (20 mM
Trizma Base, 150 mM NaCl) ohne Ziegenserum verwendet.

3.7.13 Messung von Transforming Growth Factor-pf1 in Fazeswasser

Die Messung der Konzentration von TGF-B1 in Fédzeswasser wurde mit dem DuoSet ELISA
Reagenziensatz (R+D Systems) durchgefiihrt. TGF-B1 liegt in inaktiver Form vor und muss
vor der Messung aktiviert werden. Fiir die Aktivierung wurde das Fazeswasser zentrifugiert
(2.500 x g, Raumtemperatur, 5 min). Es wurden 80 pl der Probe abgenommen und in ein
1,5 ml Reaktionsgefal iiberfiihrt. Es wurden 80 pl 2,5 M Essigsdure/10 M Harnstoff zugege-
ben, gemischt und fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Neutralisierung der Probe
wurden 80 pl 2,7 M NaOH/1 M HEPES zugegeben und gemischt. Im Anschluss daran
wurden die aktivierten Proben analysiert. Die Durchfiihrung des ELISAs erfolgte nach den
Angaben des Herstellers.

3.7.14 Messung von Prostaglandin E, in Fizeswasser

Um die Konzentration von PGE, in Fizeswasser zu messen, muss die Probe iiber eine
C18 Séule aufgereinigt werden. Das Fézeswasser wurde zentrifugiert (2.500 x g, Raumtempe-
ratur, 5 min). 100 pl der Probe wurden 1:10 mit H,Oge. verdiinnt und gemischt. Die verdiinn-
te Probe wurde filtriert (0,2 pm). Zu 500 pl der filtrierten Probe wurden 500 pl kaltes Wasser-
Ethanol-Gemisch (1:4) und 10 pl Eisessig zugegeben und gemischt. Nach einer Inkubations-
zeit von 5 min (Raumtemperatur) wurden die Ansétze zentrifugiert (2.500 x g, Raumtempera-
tur, 5 min). Die Siule wurde mit 10 % Ethanol (2 Saulenvolumen) aktiviert. AnschlieBend
wurde die Probe auf die Sdule gegeben. Die Sdule wurde mit H,O (1 Sdulenvolumen) und
Hexan (1 Sdulenvolumen) gewaschen. PGE, wurde mit 3 ml Ethylacetat aus der Saule eluiert.
Das Fluat wurde in der Vakuum-Zentrifuge getrocknet. Das erhaltene Pellet wurde bis zur
Messung bei —80°C gelagert.

Fiir die Messung wurde ein Enzymimmunoassay Reagenziensatz (Amersham) verwendet.
Hierfiir wurde das Probenpellet in 500 pl Assaypuffer aufgenommen. Der Assay wurde nach
den Angaben des Herstellers (Protokoll 1) durchgefiihrt.
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3.8 Statistische Auswertung der Daten

Zur statistischen Auswertung der Daten wurde StatView (SAS Institute 1998, Cary, NC,
USA) verwendet.

Die Daten der Tierstudien wurden auf Fiitterungseffekte mit der Varianzanalyse (ANOVA)
untersucht. Die Fiitterungsgruppen PRO, PRA oder SYN wurden mit dem Tukey-Kramer
Test auf Unterschiede zur Kontrollgruppe getestet. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05
festgelegt.

Die Daten der Humanstudie wurden auf Unterschiede zwischen Kontrollgruppe und SYN-
Gruppe sowie den drei untersuchten Zeitpunkten mit der Varianzanalyse (wiederholte
Messungen ANOVA) und Tukey-Kramer-Test untersucht. Das Signifikanzniveau wurde auf
p < 0,05 festgelegt. Zusétzlich wurde die SYN-Gruppe und die Kontrollgruppe nach Ge-
schlecht, BMI und Dukes-Klassifikation (Krebspatienten) unterschieden und auf signifikante
Unterschiede mit der Varianzanalyse (wiederholte Messung ANOVA) untersucht. Das
Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Tierstudie 1

In dieser Studie wurden die Versuchstiere (F344 Ratten) vier Wochen lang mit dem Kontroll-
futter (KON), den Probiotika LGG und BB12 (PRO), dem Pribiotikum Raftilose® Synergyl
(PRA) oder dem Synbiotikum (SYN; Kombination von PRO und PRA) gefiittert. In jeder
Versuchsgruppe waren 20 Tiere. Aus technischen Griinden war es nicht immer mdéglich die
verschiedenen Messungen fiir alle Versuchstiere bzw. alle Organe durchzufiihren. Infolge
dessen ist die Anzahl der Versuchstiere (n) pro Gruppe und gemessenem Parameter nicht
immer gleich. Die Einzelwerte und n sind im Tabellenanhang angegeben. In den Diagrammen
sind die Mittelwerte (MW) + Standardabweichungen (SD) dargestellt.

4.1.1 Korpergewicht

Das durchschnittliche Gewicht der Versuchstiere betrug zu Beginn des Versuches 3239 g
(£ 17,2 g) und am Ende des Versuches 369,9 g (+ 20,8 g). Das Gewicht der PRO-, PRA- bzw.
SYN-erndhrten Versuchstiere unterschied sich weder zu Beginn noch am Ende des Versuches
vom Gewicht der Kontrolltiere (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Korpergewicht der Versuchstiere zu Beginn des Versuches und nach 4-wochiger Aufnahme
von KON, PRO, PRA oder SYN. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.1.

4.1.2 Futteraufnahme
Futter und Wasser wurden ad libidum verabreicht. Die Fiitterung der Tiere mit den unter-

schiedlichen Versuchsdidten (KON, PRO, PRA oder SYN) beeinflusste die Futteraufnahme
nicht. Die Versuchstiere nahmen tiglich 15,0 g (£ 1,1 g) auf (Abb. 4.2).
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Die Tiere der PRO- und der SYN-Gruppe nahmen pro Tag ~ 7,2 x 10° cfu Lactobacillus
rhamnosus GG und ~ 7,5 x 10° cfu Bifido__bacterium lactis BB12 auf. Die tagliche Aufnahme
von Raftilose® Synergy1 betrug in der PRA- und in der SYN-Gruppe ~ 1,5 g.

20 +
= T T T
:@ 15 4 T
()
g
s 10
&
=
<
8
ERE
f

0 .

KON PRO PRA SYN

Abb. 4.2: Futteraufnahme pro Tag und Tier wihrend der 4-wdchigen Fiitterung mit KON, PRO, PRA
oder SYN. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.2.

4.1.3 Lymphozytensubpopulationen

Fiir die Lymphozyten des Blutes, der Milz und der mesenterialen Lymphknoten (MLK)
wurde der Anteil der T-Zellen gemessen, die den Korezeptor CD4 (CD4"-T-Zellen) oder CD8
(CDS8"-T-Zellen) exprimieren.

4.1.3.1 CD4"-T-Zellen

Der Anteil der CD4"-T-Zellen im Blut, in der Milz und in den MLK war in den Fiitterungs-
gruppen PRO, PRA und SYN nicht verschieden zur Kontrollgruppe (Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: Prozentualer Anteil der CD4"-T-Zellen der Lymphozyten des Blutes, der Milz und der
MLK. Die Versuchstiere wurden 4 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. Die
Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.3.
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4.1.3.2 CDS8"-T-Zellen

Der Anteil der CD8"-T-Zellen im Blut und in den untersuchten Organen wurde durch die
Fiitterung der Versuchstiere mit PRO, PRA oder SYN nicht beeinflusst (Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: Prozentualer Anteil der CD8"-T-Zellen der Lymphozyten des Blutes, der Milz und der
MLK. Die Versuchstiere wurden 4 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. Die
Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.4.

4.1.3.3  Verhiltnis CD4"-T-Zellen/CD8"-T-Zellen

Das Verhiltnis von CD4"-T-Zellen zu CD8"-T-Zellen wurde weder im Blut noch in der Milz
oder den MLK durch die Fiitterung der Versuchstiere signifikant beeinflusst. Jedoch fiihrte
die Fiitterung der Versuchstiere mit PRO oder SYN tendenziell zu einem hoheren Verhéltnis
CD4"-T-Zellen/CD8"-T-Zellen im Blut (Fiitterungseffekt p = 0,085) (Tab. 4.1).

Tab. 4.1: Verhiltnis CD4"-T-Zellen/CD8"-T-Zellen der Lymphozyten des Blutes, der Milz und der
MLK. Die Versuchstiere wurden 4 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert.
!: Fiitterungseffekt p = 0,085. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.5.

KON PRO PRA SYN
Blut' 1,80 0,22 1,95 +0,35 1,81 £0.,16 1,95+0,21
Milz 4,79 + 1,30 4,89 + 0,97 5,63 £3,62 525+ 1,60
MLK 5,62 1,48 5,38+ 1,91 525+ 1,41 5,39 +1,47

4.1.4 Phagozytoseaktivitit

Die Phagozytoseaktivitit wurde fiir die Immunzellen des Blutes und der Milz gemessen.
Hierbei wurden neutrophile Granulozyten und Monozyten getrennt betrachtet. Das Mal} fiir
die Phagozytoseaktivitdt ist der Anteil der Zellen, die opsonisierte E. coli aufgenommen
haben.
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4.1.4.1 Phagozytoseaktivitiit der neutrophilen Granulozyten

Die Fiitterung der Versuchstiere mit PRO, PRA oder SYN beeinflusste weder im Blut noch in
der Milz die Phagozytoseaktivitit der Granulozyten (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: Anteil phagozytierender Zellen der Granulozytenpopulation des Blutes bzw. der Milz. Die
Versuchstiere wurden 4 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. Die Einzelwerte
finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.6 und Tab. 8.7.

Fiir die phagozytierenden Granulozyten wurde die mittlere Fluoreszenzintensitit gemessen.
Die mittlere Fluoreszenzintensitit ist ein Mal} fiir die Zahl aufgenommener Bakterien pro
aktivem Phagozyt. Die mittlere Fluoreszenzintensitit wurde durch die unterschiedliche
Fiitterung der Versuchstiere nicht beeinflusst (Abb. 4.6).
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Abb. 4.6: Mittlere Fluoreszenzintensitit der aktiven Granulozyten des Blutes bzw. der Milz. Die
Versuchstiere wurden 4 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. Die Einzelwerte
finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.6 und Tab. 8.7.
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4.14.2 Phagozytoseaktivitit der Monozyten

Die Bestimmung der Phagozytoseaktivitdt der Monozyten im Blut und in der Milz zeigte
keinen Unterschied zwischen den Fiitterungsgruppen PRO, PRA oder SYN und der Kontroll-
gruppe (Abb. 4.7).
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Abb. 4.7: Anteil phagozytierender Zellen der Monozytenpopulation des Blutes bzw. der Milz. Die
Versuchstiere wurden 4 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. Die Einzelwerte
finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.6 und Tab. 8.7.

Die Fiitterung der Versuchstiere mit PRO, PRA oder SYN beeinflusste die mittlere Fluores-
zenzintensitét der aktiven Monozyten des Blutes bzw. der Milz nicht (Abb. 4.8).
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Abb. 4.8: Mittlere Fluoreszenzintensitit der aktiven Monozyten des Blutes bzw. der Milz. Die

Versuchstiere wurden 4 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. Die Einzelwerte
finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.6 und Tab. 8.7.
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4.1.5 Oxidativer Burst

Die Aufnahme opsonisierter Partikel durch Phagozyten fiihrt zu einem oxidativen Burst, der
in der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) resultiert. In dieser Untersuchung wurden
die neutrophilen Granulozyten des Blutes durch PMA zum oxidativen Burst angeregt. Der
Anteil der aktiven Granulozyten, die ROS gebildet hatten, unterschied sich in den Fiitterungs-
gruppen nicht von dem der Kontrollgruppe (Abb. 4.9).

Fir die Granulozyten, die ROS gebildet hatten, wurde die mittlere Fluoreszenzintensitit
gemessen. Die mittlere Fluoreszenzintensitét ist in dieser Untersuchung das Mal fiir die
Enzymaktivitit pro aktivem Granulozyt. Die Fiitterung der Versuchstiere mit PRO, PRA oder
SYN beeinflusste die mittlere Fluoreszenzintensitit der aktiven Granulozyten nicht
signifikant. Die Fiitterung der Tiere mit SYN fiihrte jedoch tendenziell zu einer geringeren
mittleren Fluoreszenzintensitdt der aktiven Granulozyten (Fiitterungseffekt p = 0,027)
(Abb. 4.9).
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Abb. 4.9: Oxidativer Burst der Granulozyten des Blutes. Die Zellen wurden zur Bildung von ROS
durch Stimulation mit PMA angeregt. Anteil aktiver Zellen der Granulozytenpopulation, die ROS
gebildet hatten (in %) sowie deren mittlere Fluoreszenzintensitit (MF). Die Versuchstiere wurden 4
Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. ': Fiitterungseffekt p = 0,027. Die Einzelwerte
finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.8.

4.1.6 Aktivitat der natiirlichen Killerzellen

Die NK-Aktivitdt der mononukledren Zellen des Blutes sowie der isolierten Immunzellen aus
Milz, MLK und Peyerschen Plaques (PP) wurde gemessen.
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4.1.6.1 NK-AKktivitit

Die unterschiedliche Fiitterung der Versuchstiere hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
NK-Aktivitdt der Immunzellen aus dem Blut, der Milz, den MLK oder den PP. Tendenziell
erhohte jedoch die Aufnahme von SYN die NK-Aktivitit der mononukledren Zellen des
Blutes (Fiitterungseffekt p = 0,093) (Abb. 4.10).
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Abb. 4.10: NK-Aktivitdt der mononukledren Zellen des Blutes und der isolierten Immunzellen aus
Milz, MLK und PP. Die Immunzellen wurden mit den Zielzellen YAC-1 im Verhiltnis 12,5:1
inkubiert. Die spezifische Aktivitdt entspricht dem Anteil toter Zielzellen innerhalb der Zielzellpopula-
tion. Die Versuchstiere wurden 4 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert.
' Fiitterungseffekt p = 0,093. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.9 und
Tab. 8.10.
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4.1.6.2 Hemmung der NK-Aktivitit mit Pentoxifyllin

Bislang wurden in zwei Studien bei Mdusen die Immunzellen der PP auf die Aktivitit von
NK-Zellen hin untersucht. Diese Studien kamen zu widerspriichlichen Ergebnissen. Bei den
Untersuchungen von Tagliabue et al., (1983) zeigten die Immunzellen der PP keine natiirliche
Killerzellaktivitit. Im Gegensatz hierzu beobachteten Gautam et al., (1986) eine eindeutige
natiirliche Killerzellaktivitit der Immunzellen aus den PP. Mit Ratten wurde bisher keine
entsprechende Studie durchgefiihrt. Bei F344 Ratten wurden jedoch, wenn auch in geringer
Zahl, NK-Zellen in den PP nachgewiesen. Im Bereich zwischen PP und Lamina propria
wurden NK-Zellen in groBerer Zahl gefunden (van den Brink et al., 1991). In der vorliegen-
den Studie wurde bei der Isolierung der PP auch der Bereich zwischen PP und Lamina propria
entnommen und entsprechend bei der Gewinnung der Immunzellsuspension mit verwendet.
Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass in der Immunzellsuspension aus den PP
NK-Zellen vorhanden waren.

Da bekannt ist, dass Pentoxifyllin (PTX) in vitro die Aktivitit der NK-Zellen hemmt (Reed &
DeGowin, 1992), wurde in einem parallelen Ansatz iiberpriift, ob durch PTX ebenfalls eine
Hemmung der spezifischen Aktivitit der Immunzellen aus den PP zu beobachten ist. PTX
(50 png/ml) fiihrte tatsdchlich zu einer signifikanten Hemmung (48 %) der NK-Aktivitédt der
isolierten Immunzellen aus den PP (Abb. 4.11).
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Es kann also davon ausgegangen werden, dass die in der vorliegenden Arbeit gemessene
spezifische Aktivitdt der Immunzellen aus den PP, tatsdchlich auf eine Aktivitit der NK-
Zellen zuriickzufiihren ist.

80 +
S
‘§ 60 1
z
A
< 40 A *
(0]
5 |
=
.E 20 4
[
&
0,

ohne PTX PTX 50 pg/ml

Abb. 4.11: NK-Aktivitdt der isolierten Immunzellen aus den PP. Die Immunzellen wurden mit den
Zielzellen YAC-1 im Verhéltnis 12,5:1 inkubiert. In zwei parallelen Ansitzen wurden die Zellen ohne
und mit PTX inkubiert (n = 5). Die spezifische Aktivitit entspricht dem Anteil toter Zielzellen inner-
halb der Zielzellpopulation. * = signifikanter Unterschied zur Kontrolle p < 0,01 (ungepaarter t-Test).
Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.11.

4.1.7 Proliferation

Die Proliferation wurde fiir die isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP
gemessen. Die Fiitterung der Tiere mit PRO, PRA oder SYN beeinflusste die Proliferations-
rate der untersuchten Immunzellen nicht (Abb. 4.12).
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Abb. 4.12: Proliferation der isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP. Die Zellen
wurden 72 Stunden inkubiert. Stimulation der Zellen mit ConA (1 pg/ml). Die Versuchstiere wurden 4
Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenan-
hang in Tab. 8.12.
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4.1.8 Sekretion von Interleukin-10

Die isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP wurden auf die Sekretion von
IL-10 hin untersucht. Die IL-10-Sekretion der Immunzellen aus der Milz und den MLK
wurde durch die Fiitterung der Versuchstiere mit PRO, PRA oder SYN nicht beeinflusst. Im
Gegensatz dazu fiihrte die Fiitterung der Versuchstiere mit PRA zu einer signifikant hoheren
IL-10-Sekretion der Immunzellen aus den PP (p < 0,05 ) (Abb. 4.13).
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Abb. 4.13: IL-10-Sekretion der isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP. Die
Zellen wurden 24 Stunden inkubiert. Stimulation der Zellen mit ConA (5 pg/ml). Die Versuchstiere
wurden 4 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. *: p < 0,05 im Vergleich zur
Kontrolle. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.13.

4.1.9 Sekretion von Interferon-y

Die isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP wurden auf die Sekretion von
IFN-y hin untersucht. Die unterschiedliche Fiitterung der Versuchstiere beeinflusste die IFN-
y-Sekretion der untersuchten Immunzellen nicht (Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: IFN-y-Sekretion der isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP. Die
Zellen wurden 24 Stunden inkubiert. Stimulation der Zellen mit ConA (5 ug/ml). Die Versuchstiere
wurden 4 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. Die Einzelwerte finden sich im
Tabellenanhang in Tab. 8.14.
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4.1.10 Sekretion von SIgA

Die relative SIgA-Konzentration wurde im Ileum- bzw. Caecum-Inhalt gemessen. Ver-
suchstiere, die mit PRA gefiittert wurden, hatten eine signifikant hohere SIgA-Konzentration
im Caecum, verglichen mit den Versuchstieren der Kontrollgruppe (p < 0,05). Die Fiitterung
der Versuchstiere mit SYN resultierte in einer signifikant hoheren SIgA-Konzentration im
Ileum, im Vergleich mit der Kontrollgruppe (p < 0,05) (Abb. 4.15).
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Abb. 4.15: Relative SIgA-Konzentration des Ileum- bzw. Caecum-Inhalts. Das MaB fiir die SIgA-
Konzentration ist die OD der Enzym-Farb-Reaktion. Die Versuchstiere wurden 4 Wochen lang mit
KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. *: p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle. Die Einzelwerte finden
sich im Tabellenanhang in Tab. 8.15.

4.2 Tierstudie 2 A

In dieser Studie wurden die Versuchstiere (F344 Ratten) 33 Wochen lang mit der Kontroll-
diit, PRO, PRA oder SYN gefiittert. Die Tiere wurden zehn Tage nach Fiitterungsbeginn mit
Azoxymethan (AOM) behandelt. In jeder Versuchsgruppe waren 15 Tiere. Es war nicht
immer moglich die verschiedenen Messungen fiir alle Versuchstiere bzw. alle Organe
durchzufiihren. Infolgedessen ist die Anzahl der Versuchstiere (n) pro Gruppe und gemesse-
nem Parameter nicht immer gleich. Die Einzelwerte und n sind im Tabellenanhang angege-
ben. In den Diagrammen sind jeweils die MW + SD dargestellt.

4.2.1 Korpergewicht

Zu Versuchsbeginn hatten die Versuchstiere ein durchschnittliches Gewicht von 108,8 g
(£ 12,2 g). Am Ende des Versuches hatten die Tiere ein Gewicht von 479,5 g (+ 34,0 g). Das
Gewicht der Versuchstiere der unterschiedlichen Fiitterungsgruppen unterschied sich weder
zu Beginn noch am Ende des Versuches (Daten nicht gezeigt).

4.2.2 Lymphozytensubpopulationen

Fiir die Lymphozyten der Milz und der MLK wurde der Anteil der CD4"-T-Zellen sowie der
CD8"-T-Zellen gemessen.
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42.2.1 CD4"-T-Zellen

Die Fiitterung der Tiere mit PRO, PRA oder SYN beeinflusste weder in der Milz noch in den
MLK den Anteil der CD4"-T-Zellen (Abb. 4.16).
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Abb. 4.16: Prozentualer Anteil der CD4"-T-Zellen der Lymphozyten der Milz und der MLK. Die
Versuchstiere wurden mit AOM behandelt und 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN
gefiittert. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.16.

4.2.2.2 CDS8"-T-Zellen

Der Anteil der CD8+-T-Zel_1en in den untersuchten Organen wurde durch die Fiitterung der
Versuchstiere mit PRO, PRA oder SYN nicht beeinflusst (Abb. 4.17).
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Abb. 4.17: Prozentualer Anteil der CD8"-T-Zellen der Lymphozyten der Milz und der MLK. Die
Versuchstiere wurden mit AOM behandelt und 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN
gefiittert. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.17.

4.2.2.3 Verhiltnis CD4"-T-Zellen/CD8"-T-Zellen

Das Verhiltnis von CD4"-T-Zellen zu CD8"-T-Zellen wurde weder in der Milz noch in den
MLK durch die Fiitterung mit PRO, PRA oder SYN beeinflusst (Tab. 4.2).
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Tab. 4.2: Verhiltnis CD4 -T-Zellen/CD8"-T-Zellen der Lymphozyten aus Milz und MLK. Die
Versuchstiere wurden mit AOM behandelt und 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN
gefiittert. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.18.

KON PRO PRA SYN
Milz 7,61 £2,76 6,12 +2,18 5,97 + 2,40 6,21 +2,13
MLK 5,11+ 1,66 481+ 1,26 5,94+ 1,10 5,93+ 1,30

4.2.3 Phagozytoseaktivitit

Die Phagozytoseaktivitit wurde fiir die Immunzellen der Milz gemessen. Dabei wurden
neutrophile Granulozyten und Monozyten getrennt untersucht. Die Phagozytoseaktivitét der
Granulozyten wurde durch die Fiitterung der Versuchstiere nicht beeinflusst. Hingegen hatten
Versuchstiere, die mit SYN gefiittert wurden, eine signifikant geringere Zahl aktiver Monozy-
ten, verglichen mit den Versuchstieren der Kontrollgruppe (p < 0,05) (Abb. 4.18).
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Abb. 4.18: Anteil phagozytierender Zellen der Granulozyten- bzw. Monozytenpopulation der Milz.
Die Versuchstiere wurden mit AOM behandelt und 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN
gefiittert. *: p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in
Tab. 8.19.
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Die mittlere Fluoreszenzintensitdt der aktiven Granulozyten und aktiven Monozyten wurde
durch die Fiitterung der Tiere mit PRO, PRA oder SYN nicht beeinflusst (Abb. 4.19).
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Abb. 4.19: Mittlere Fluoreszenzintensitét der aktiven Granulozyten und aktiven Monozyten der Milz.
Die Versuchstiere wurden mit AOM behandelt und 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN
gefiittert. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.19.

4.2.4 Aktivitiat der natiirlichen Killerzellen

Die NK-Aktivitdt der isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP wurde
gemessen. Die NK-Aktivitidt der Immunzellen aus der Milz und den MLK wurde durch die
unterschiedliche Fiitterung der Versuchstiere nicht beeinflusst. Im Gegensatz dazu war die
NK-Aktivitit der Immunzellen aus den PP bei SYN-gefiitterten Versuchstieren signifikant
hoher (p < 0,01) (Abb. 4.20).
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Abb. 4.20: NK-Aktivitdt der isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP. Die
Immunzellen wurden mit den Zielzellen YAC-1 im Verhiltnis 12,5:1 inkubiert. Die spezifische
Aktivitdt entspricht dem Anteil toter Zielzellen innerhalb der Zielzellpopulation. Die Versuchstiere
wurden mit AOM behandelt und 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert.
*:p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.20.
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4.2.5 Proliferation

Die Proliferation wurde fiir die isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP
gemessen. Die Fiitterung der Versuchstiere mit PRO, PRA oder SYN beeinflusste die
Proliferationsrate der Immunzellen aus der Milz und den MLK nicht. Die Fiitterung von SYN
fiihrte jedoch zu einer signifikant geringeren Proliferationsrate der Immunzellen aus den PP,
im Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,01) (Abb. 4.21).
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Abb. 4.21: Proliferation der isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP. Die Zellen
wurden 72 Stunden inkubiert. Stimulation der Zellen mit ConA (1 pg/ml). Die Versuchstiere wurden
mit AOM behandelt und 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. *: p < 0,01 im
Vergleich zur Kontrolle. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.21.

4.2.6 Sekretion von Interleukin-10

Die isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP wurden auf die Sekretion von
IL-10 hin untersucht. Die IL-10-Sekretion der Immunzellen aus der Milz und den MLK
wurde durch die unterschiedliche Fiitterung der Versuchstiere nicht beeinflusst. Die Fiitterung
der Versuchstiere mit PRA oder SYN fiihrte zu einer signifikant hoheren IL-10-Sekretion der
Immunzellen aus den PP (p < 0,01) (Abb. 4.22).

63



Ergebnisse

1000 4 s Milz
900
800
700
600
500
400
300
200
100

[IL-10] (pg/ml)

Abb. 4.22: IL-10-Sekretion der isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP. Die
Zellen wurden 24 Stunden inkubiert. Stimulation der Zellen mit ConA (5 ug/ml). Die Versuchstiere
wurden mit AOM behandelt und 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN geflittert.
*:p <0,01 im Vergleich zur Kontrolle. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.22.

4.2.7  Sekretion von Interferon-y

Die isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP wurden auf die Sekretion von
IFN-y hin untersucht. Die Fiitterung der Versuchstiere mit PRO, PRA oder SYN beeinflusste
die IFN-y-Sekretion der untersuchten Immunzellen nicht (Abb. 4.23).
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Abb. 4.23: IFN-y-Sekretion der isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP. Die
Zellen wurden 24 Stunden inkubiert. Stimulation der Zellen mit ConA (5 ug/ml). Die Versuchstiere
wurden mit AOM behandelt und 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. Die
Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.23.
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4.3 Tierstudie 2 B

Diese Tierstudie wurde parallel und entsprechend der Tierstudie 2 A durchgefiihrt. Die
Versuchstiere wurden ebenfalls 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert.
Diese Versuchstiere wurden jedoch nicht mit AOM behandelt. In der Kontrollgruppe und in
der PRO-Gruppe befanden sich jeweils 4 Tiere. Die PRA- sowie die SYN-Gruppe umfasste
jeweils 5 Tiere. Es war nicht immer mdglich die verschiedenen Messungen fiir alle Ver-
suchstiere bzw. alle Organe durchzufiihren. Infolgedessen ist die Anzahl der Versuchstiere (n)
pro Gruppe und gemessenem Parameter nicht immer gleich. Die Einzelwerte und n sind im
Tabellenanhang angegeben. In den Diagrammen sind jeweils MW + SD dargestellt.

4.3.1 Korpergewicht

Das durchschnittliche Gewicht der Versuchstiere betrug zu Beginn des Versuches 107,0 g
(£ 8,7 g) und am Ende des Versuches 500,9 g (+ 24,9 g). Das Gewicht der PRO-, PRA oder
SYN-erndhrten Versuchstiere unterschied sich weder zu Beginn noch am Ende des Versuches
vom Gewicht der Kontrolltiere (Daten nicht gezeigt).

4.3.2 Lymphozytensubpopulationen
43.2.1  CD4'-T-Zellen

Die Fiitterung der Tiere mit PRO, PRA oder SYN beeinflusste weder in der Milz noch in den
MLK den Anteil der CD4'-T-Zellen (Abb. 4.24).
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Abb. 4.24: Prozentualer Anteil der CD4"-T-Zellen der Lymphozyten der Milz und der MLK. Die
Versuchstiere wurden 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. Die Einzelwerte
finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.24.

65



Ergebnisse

4.3.2.2 CDS8"-T-Zellen

Die Fiitterung der Tiere mit PRO, PRA oder SYN hatte keinen Einfluss auf den Anteil der
CDS8"-T-Zellen in der Milz oder den MLK (Abb. 4.25).
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Abb. 4.25: Prozentualer Anteil der CD8"-T-Zellen der Lymphozyten der Milz und der MLK. Die
Versuchstiere wurden 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. Die Einzelwerte
finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.25.

43.2.3 Verhiltnis CD4"-T-Zellen/CD8"-T-Zellen

Versuchstiere, die mit PRA gefiittert wurden, hatten in der Milz tendenziell einen geringeren
Anteil CD4"-T-Zellen sowie einen hoheren Anteil CD8'-T-Zellen. Beides zusammen resul-
tierte in einem signifikant geringeren Verhiltnis von CD4'-T-Zellen zu CD8"-T-Zellen in der
Milz (p < 0,05). Hingegen wurde das Verhiltnis von CD4"-T-Zellen zu CD8"-T-Zellen in den
MLK durch die unterschiedliche Fiitterung der Versuchstiere nicht beeinflusst (Tab. 4.3).

Tab. 4.3: Verhiltnis CD4"-T-Zellen/CD8"-T-Zellen der Lymphozyten der Milz und der MLK. Die
Versuchstiere wurden 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. *: p < 0,05 im
Vergleich zur Kontrolle. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.26.

KON PRO PRA SYN
Milz 13,49 +2,38 10,39 + 2,78 790+ 1,79 " 9,75 + 3,26
MLK 8,67 +2,08 6,71 + 1,25 7,70 + 0,47 7,98 + 1,97

4.3.3 Phagozytoseaktivitit

Die Fiitterung der Versuchstiere mit PRO, PRA oder SYN beeinflusste weder die Phagozyto-
seaktivitdt der Granulozyten noch die der Monozyten (Abb. 4.26).
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Abb. 4.26: Anteil phagozytierender Zellen der Granulozyten- bzw. Monozytenpopulation der Milz.
Die Versuchstiere wurden 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. Die Einzelwerte
finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.27.

Die mittlere Fluoreszenzintensitit der Granulozyten und der Monozyten wurde durch die
unterschiedliche Fiitterung der Tiere nicht signifikant beeinflusst. PRA-ernihrte Tiere hatten
jedoch tendenziell eine geringere mittlere Fluoreszenzintensitit der aktiven Monozyten der
Milz, im Vergleich zu den Tieren, die mit KON geflittert wurden (Fiitterungseffekt p = 0,088)
(Abb. 4.27).
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Abb. 4.27: Mittlere Fluoreszenzintensitét aktiver Granulozyten und aktiver Monozyten der Milz. Die
Versuchstiere wurden 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. ': Fiitterungseffekt
p = 0,088. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.27.

4.3.4  Aktivitit der natiirlichen Killerzellen

Versuchstiere, die mit PRA gefiittert wurden hatten, im Vergleich mit den Tieren der Kon-
trollgruppe, eine signifikant hohere NK-Aktivitit der Immunzellen aus der Milz (p < 0,05).
Die NK-Aktivitdit der Immunzellen aus den MLK und den PP wurde jedoch durch die
unterschiedliche Fiitterung nicht beeinflusst (Abb. 4.28).
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Abb. 4.28: NK-Aktivitdt der isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP. Die
Immunzellen wurden mit den Zielzellen YAC-1 im Verhiltnis 12,5:1 inkubiert. Die spezifische
Aktivitdt entspricht dem Anteil toter Zielzellen innerhalb der Zielzellpopulation. Die Versuchstiere
wurden 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. *: p < 0,05 im Vergleich zur
Kontrolle. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.28.

4.3.5 Proliferation

Die Proliferation der Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP wurde durch die
unterschiedliche Fiitterung der Tiere nicht beeinflusst (Abb. 4.29).
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Abb. 4.29: Proliferation der isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP. Inkubation
der Zellen fiir 72 Stunden. Stimulation der Zellen mit ConA (1 pg/ml). Die Versuchstiere wurden 33

Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenan-
hang in Tab. 8.29.

4.3.6 Sekretion von Interleukin-10

Die Fiitterung der Versuchstiere mit PRA, PRO oder SYN hatte keinen Einfluss auf die IL-
10-Sekretion der Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP (Abb. 4.30).
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Abb. 4.30: IL-10-Sekretion der isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP. Die
Zellen wurden 24 Stunden inkubiert. Stimulation der Zellen mit ConA (5 ug/ml). Die Versuchstiere
wurden 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. Die Einzelwerte finden sich im
Tabellenanhang in Tab. 8.30.

4.3.7 Sekretion von Interferon-y

Die IFN-y-Sekretion der Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP wurde durch die
unterschiedliche Fiitterung der Versuchstiere nicht beeinflusst (Abb. 4.31).
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Abb. 4.31: IFN-y-Sekretion der isolierten Immunzellen aus der Milz, den MLK und den PP. Die
Zellen wurden 24 Stunden inkubiert. Stimulation der Zellen mit ConA (5 pg/ml). Die Versuchstiere
wurden 33 Wochen lang mit KON, PRO, PRA oder SYN gefiittert. Die Einzelwerte finden sich im
Tabellenanhang in Tab. 8.31.
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4.4 Zusammenfassung beobachteter Effekte in den Tierstudien

4.4.1 Tierstudie 1

Tab. 4.4: Beobachtete Wirkungen der Versuchsdiéten in Studie 1

Versuchsdiit Immunparameter Organ | Wirkung p-Wert
PRO/SYN | (o p /i i 1 zetien | B r (12;%2/813)
SYN (ﬁﬁigigﬁﬁfo]?ﬁ;) Blut v (&1:\12)’3/2/&7)
SYN NK-Aktivitit Blut A (%;%2,92’)
PRA IL-10-Sekretion PP N (Tul?e;-%?:mer)
SYN SIgA Ileum [\ (Tulfe;—%?asmer)
PRA SIgA Caecum A (Tulge;-%?:mer)
4.4.2 Tierstudie 2 A
Tab. 4.5: Beobachtete Wirkungen der Versuchsdidten in Studie 2 A
Versuchsdiit Immunparameter Organ | Wirkung p-Wert
s | ety g e
SYN NK-AKtivitit PP A (Tulge;-%?almer)
SYN Proliferation PP v (Tulge;-%?almer)
PRA / SYN IL-10-Sekretion PP A p<0.01

(Tukey-Kramer)
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4.4.3 Tierstudie 2 B

Tab. 4.6: Beobachtete Wirkungen der Versuchsdidten in Studie 2 B

Versuchsdiit Immunparameter Organ | Wirkung p-Wert
“ Verhiltnis . p <0,05
PRA CD4*-T-Zellen/CD8"-T-Zellen |  MilZ Vo | Tukey-Kramen
< Phagozytoseaktivitét . p=0,088
PRA (MF Monozyten) Milz v (ANOVA)
PRA NK-Aktivitit Milz A p <005

(Tukey-Kramer)

4.5 Einfluss von Azoxymethan in den Tierstudien

Die Behandlung mit AOM beeinflusste das Immunsystem der Versuchstiere. Dies zeigt der
Vergleich der Untersuchungsergebnisse der verschiedenen Immunparameter zwischen den
Kontrolltieren der Studie 2 A (AOM-behandelt) und den Kontrolltieren der Studie 2 B
(AOM-unbehandelt).
AOM-behandelte Tiere hatten einen hdheren Anteil CD8"-T-Zellen in der Milz und in den
MLK. Daraus resultierte ein verringertes Verhiltnis CD4 -T-Zellen/CD8"-T-Zellen in der
Milz und den MLK dieser Tiere. Tendenziell hatten AOM-behandelte Tiere eine hohere
mittlere Fluoreszenzaktivitit der aktiven Granulozyten der Milz. Die NK-Aktivitit der
Immunzellen aus der Milz AOM-behandelter Tiere war tendenziell verringert. Die NK-
Aktivitdit der Immunzellen aus den PP AOM-behandelter Tiere war verringert. Hingegen
hatten die Immunzellen aus den MLK AOM-behandelter Tiere eine hohere IL-10-Sekretion.
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Tab. 4.7: Immunparameter, die durch die Behandlung der Versuchstiere mit AOM beeinflusst wurden.
Vergleich der Kontrolltiere der Studie 2 A mit den Kontrolltieren der Studie 2 B. Die Versuchstiere

beider Studien wurden 33 Wochen lang mit KON gefiittert. ': p < 0,05; *: p < 0,1 (ungepaarter t-Test).

KON Studie 2 A

KON Studie 2 B

Immunparameter Organ | AOM-behandelt | AOM-unbehandelt
CDS8'-T-Zellen ' Milz 6,8+1,7% 3,9+ 0,8 %
CDS8'-T-Zellen ' MLK 10,4 +3.2 % 6,4+2,0 %

CD4+-T-Z(:l,leel;11/lgl]t)l;;i§ “T-Zellen ' | M7 7,6+2.8 13,5424

CD4+-T-Z(e‘]ﬂf:;l;gl]t)lgf-T-Zellen 1] MLK 117 8721

P?&gF"ZGY;g;ﬁ';‘th‘etz; ’ Milz 340458 28.6+3,5
NK-AKtivitit 2 Milz 21,7£83 % 30,6 + 3,8 %
NK-Aktivitit ' PP 31,9+5,7 % 39,3+£22%
Interleukin-10-Sekretion ' MLK 136 + 40 pg/ml 83 + 21 pg/ml

4.6 Humanstudie

In dieser Studie erhielten die Patienten fiir insgesamt 12 Wochen entweder das Placebo
(KON) oder das Synbiotikum (SYN). Am 1. Tag der Intervention (T 1), nach 6 Wochen (T 2)
und nach 12 Wochen (T 3) gaben die Patienten eine Blut- und eine Stuhlprobe. Die Kontroll-
gruppe der Krebspatienten bestand aus 15 Patienten, die SYN-Gruppe umfasste 19 Patienten.
Die Kontrollgruppe der Patienten mit Polypen enthielt 21 Patienten und die SYN-Gruppe
umfasste 19 Patienten. Aus technischen Griinden war es nicht immer moglich die verschiede-
nen Messungen fiir alle Patienten durchzufiihren. Infolgedessen ist die Anzahl der Patienten
(n) pro Gruppe und gemessenem Parameter nicht immer gleich. Die Einzelwerte und n sind
im Tabellenanhang angegeben. In den Diagrammen sind jeweils die MW =+ SD dargestellt.
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4.6.1 Phagozytoseaktivitit

Die Phagozytoseaktivitit der Immunzellen des Blutes wurde gemessen. Dabei wurden
neutrophile Granulozyten und Monozyten getrennt untersucht.

4.6.1.1 Phagozytoseaktivitit der Granulozyten und der Monozyten

Die Aufnahme von SYN beeinflusste in der Gruppe der Krebspatienten weder die Phagozyto-
seaktivitit der Granulozyten noch die der Monozyten (Abb. 4.32).
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Abb. 4.32: Anteil phagozytierender Zellen der Granulozyten- bzw. Monozytenpopulation des Blutes.
Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN. T 1: Beginn der Intervention;
T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention. Die Einzelwerte finden sich im
Tabellenanhang in Tab. 8.32.

In der Gruppe der Patienten mit Polypen wurde die Phagozytoseaktivitit der Granulozyten
und der Monozyten durch den Verzehr von SYN nicht beeinflusst (Abb. 4.33).
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Abb. 4.33: Anteil phagozytierender Zellen der Granulozyten- bzw. Monozytenpopulation des Blutes.
Die Patienten erhielten filir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN. T 1: Beginn der Intervention;
T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention. Die Einzelwerte finden sich im
Tabellenanhang in Tab. 8.33.

phagozytierende Zellen (%)

T
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4.6.1.2 Mittlere Fluoreszenzintensitiit aktiver Granulozyten und aktiver Monozyten

Der Verzehr von SYN beeinflusste bei den Krebspatienten die mittlere Fluoreszenzintensitét
der aktiven Granulozyten und der aktiven Monozyten nicht (Abb. 4.34).

70 1 Krebspatienten == KON Granulozyten
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Abb. 4.34: Mittlere Fluoreszenzintensitdt der aktiven Granulozyten und der aktiven Monozyten des
Blutes. Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN. T 1: Beginn der Interven-
tion; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention. Die Einzelwerte finden
sich im Tabellenanhang in Tab. 8.34.

mittlere Fluoreszenzintensitit

3

Die mittlere Fluoreszenzintensitit der aktiven Granulozyten und der aktiven Monozyten, aus
dem Blut der Patienten mit Polypen, wurde durch die Aufnahme von SYN nicht beeinflusst
(Abb. 4.35).
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Abb. 4.35: Mittlere Fluoreszenzintensitdt der aktiven Granulozyten und der aktiven Monozyten des
Blutes. Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN. T 1: Beginn der Interven-
tion; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention. Die Einzelwerte finden
sich im Tabellenanhang in Tab. 8.35.

74



Ergebnisse

4.6.2 Oxidativer Burst
4.6.2.1 Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

Die neutrophilen Granulozyten des Blutes wurden durch PMA zum oxidativen Burst ange-
regt. Die Bildung von ROS durch die Granulozyten aus dem Blut der Krebspatienten wurde
durch die Aufnahme von SYN nicht beeinflusst (Abb. 4.36).
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Abb. 4.36: Anteil aktiver Zellen der Granulozytenpopulation des Blutes. Die Zellen wurden durch
Stimulation mit PMA zur Bildung von ROS angeregt. Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12
Wochen KON oder SYN. T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach
12 Wochen Intervention. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.36.

Der Verzehr von SYN hatte keinen Einfluss auf die Bildung von ROS durch die Granulozyten
aus dem Blut der Patienten mit Polypen (Abb. 4.37).
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Abb. 4.37: Anteil aktiver Zellen der Granulozytenpopulation des Blutes. Die Zellen wurden durch
Stimulation mit PMA zur Bildung von ROS angeregt. Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12
Wochen KON oder SYN. T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach
12 Wochen Intervention. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.37.
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4.6.2.2 Mittlere Fluoreszenzintensitit

Der Verzehr von SYN hatte keinen Einfluss auf die mittlere Fluoreszenzintensitit der aktiven
Granulozyten aus dem Blut der Krebspatienten (Abb. 4.38).
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Abb. 4.38: Mittlere Fluoreszenzintensitit der aktiven Granulozyten des Blutes. Die Granulozyten
wurden mit PMA stimuliert. Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN.
T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention.
Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.36.

Die mittlere Fluoreszenzintensitét der aktiven Granulozyten aus dem Blut der Patienten mit
Polypen wurde durch die Aufnahme von SYN nicht beeinflusst (Abb. 4.39).
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Abb. 4.39: Mittlere Fluoreszenzintensitdt der aktiven Granulozyten des Blutes. Die Granulozyten
wurden mit PMA stimuliert. Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN.
T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention.
Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.37.
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4.6.3 Aktivitat der natiirlichen Killerzellen

Die NK-Aktivitdt der peripheren mononukledren Blutzellen (PMBZ) der Krebspatienten
wurde durch die Aufnahme von SYN nicht beeinflusst (Abb. 4.40).
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Abb. 4.40: NK-Aktivitidt kryokonservierter PMBZ. Die Immunzellen wurden mit den Zielzellen
K-562 im Verhiltnis 12,5:1 inkubiert. Die spezifische Aktivitét entspricht dem Anteil toter Zielzellen
innerhalb der Zielzellpopulation. Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN.
T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention.
Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.38.

Der Verzehr von SYN hatte keinen Einfluss auf die NK-Aktivitdt der PBMZ aus dem Blut der
Patienten mit Polypen (Abb. 4.41).
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Abb. 4.41: NK-Aktivitdt kryokonservierter PMBZ. Die Immunzellen wurden mit den Zielzellen
K-562 im Verhiltnis 12,5:1 inkubiert. Die spezifische Aktivitét entspricht dem Anteil toter Zielzellen
innerhalb der Zielzellpopulation. Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN.
T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention.
Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.38.
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4.6.4 Sekretion von Interleukin-2

Die IL-2-Sekretion der PMBZ der Krebspatienten wurde durch die Aufhahme von SYN nicht
beeinflusst (Abb. 4.42).
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Abb. 4.42: IL-2-Sekretion der PMBZ. Die Zellen wurden 24 Stunden inkubiert. Stimulation der
Zellen mit ConA (5 pg/ml). Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN.
T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention.
Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.39.

Die Aufhahme von SYN hatte keinen Einfluss auf die IL-2-Sekretion der PMBZ der Patienten
mit Polypen (Abb. 4.43).
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Abb. 4.43: IL-2-Sekretion der PMBZ. Die Zellen wurden 24 Stunden inkubiert. Stimulation der
Zellen mit ConA (5 pg/ml). Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN.
T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention.
Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.39.
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4.6.5 Sekretion von Interleukin-10

In der Gruppe der Krebspatienten wurde die IL-10-Sekretion der PMBZ durch die Aufnahme
von SYN nicht beeinflusst (Abb. 4.44).
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Abb. 4.44: IL-10-Sekretion der PMBZ. Die Zellen wurden 24 Stunden inkubiert. Stimulation der
Zellen mit PHA (1 pg/ml). Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN.
T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention.
Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.40.

Der Verzehr von SYN hatte keinen Einfluss auf die IL-10-Sekretion der PMBZ der Patienten
mit Polypen ( Abb. 4.45).
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Abb. 4.45: IL-10-Sekretion der PMBZ. Die Zellen wurden 24 Stunden inkubiert. Stimulation der
Zellen mit PHA (1 pg/ml). Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN.
T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention.
Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.40.

79



Ergebnisse

4.6.6 Sekretion von Interleukin-12

Die Aufhahme von SYN hatte keinen Einfluss auf die IL-12-Sekretion der PMBZ der
Krebspatienten (Abb. 4.46).
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Abb. 4.46: IL-12-Sekretion der PMBZ. Die Zellen wurden 24 Stunden inkubiert. Stimulation der
Zellen mit LPS (1 ng/ml). Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN.
T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention.
Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.41.

In der Gruppe der Patienten mit Polypen hatte der Verzehr von SYN keinen Einfluss auf die
IL-12-Sekretion der PMBZ (Abb. 4.47).
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Abb. 4.47: 1L-12-Sekretion der PMBZ. Die Zellen wurden 24 Stunden inkubiert. Stimulation der
Zellen mit LPS (1 ng/ml). Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN.
T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention.
Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.41.
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4.6.7 Sekretion von Tumornekrosefaktor-o

Die TNF-a-Sekretion der PMBZ wurde in der Gruppe der Krebspatienten durch den Verzehr
von SYN nicht beeinflusst (Abb. 4.48).
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Abb. 4.48: TNF-oa-Sekretion der PMBZ. Die Zellen wurden 24 Stunden inkubiert. Stimulation der
Zellen mit LPS (1 ng/ml). Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN.
T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention.

Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.42.

Die Aufnahme von SYN hatte keinen Einfluss auf die TNF-a-Sekretion der PMBZ der
Patienten mit Polypen (Abb. 4.49).
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Abb. 4.49: TNF-a-Sekretion der PMBZ. Die Zellen wurden 24 Stunden inkubiert. Stimulation der
Zellen mit LPS (1 ng/ml). Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN.
T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention.

Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.42.
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4.6.8 Sekretion von Interferon-y

In der Gruppe der Krebspatienten fithrte der Verzehr von SYN zu einer signifikant hoheren
IFN-y-Sekretion der PMBZ zum Zeitpunkt T 3 (Abb. 4.50).
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Abb. 4.50: IFN-y-Sekretion der PMBZ. Die Zellen wurden 24 Stunden inkubiert. Stimulation der
Zellen mit ConA (5 pg/ml). Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN.
T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention.
*:p<0,05T2im Vergleich zu T 3. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.43.

Die Aufnahme von SYN beeinflusste die IFN-y-Sekretion der PMBZ der Patienten mit
Polypen nicht (Abb. 4.51).
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Abb. 4.51: IFN-y-Sekretion der PMBZ. Die Zellen wurden 24 Stunden inkubiert. Stimulation der
Zellen mit ConA (5 pg/ml). Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen KON oder SYN.
T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12 Wochen Intervention.
Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.43.
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4.6.9 Transforming Growth Factor-B1 im Fizeswasser

Die Aufnahme von SYN hatte keinen Einfluss auf die TGF-1-Konzentration im Fazeswasser
der Krebspatienten (Abb. 4.52).
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Abb. 4.52: TGF-B1-Konzentration im Fézeswasser. Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen
KON oder SYN. T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12
Wochen Intervention. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.44.

Die TGF-B1-Konzentration im Fidzeswasser der Patienten mit Polypen wurde durch den
Verzehr von SYN nicht beeinflusst (Abb. 4.53).
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Abb. 4.53: TGF-B1-Konzentration im Fazeswasser. Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen
KON oder SYN. T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12
Wochen Intervention. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.44.
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4.6.10 Prostaglandin E, im Fiazeswasser

Der Verzehr von SYN hatte keinen Einfluss auf die PGE,-Konzentration im Fidzeswasser der
Krebspatienten (Abb. 4.54).
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Abb. 4.54: PGE,-Konzentration im Fidzeswasser. Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen
KON oder SYN. T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12
Wochen Intervention. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.45.

Die PGE,-Konzentration im Fidzeswasser der Patienten mit Polypen wurde durch die Auf-
nahme von SYN nicht beeinflusst (Abb. 4.55).
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Abb. 4.55: PGE,-Konzentration im Fiazeswasser. Die Patienten erhielten fiir insgesamt 12 Wochen
KON oder SYN. T 1: Beginn der Intervention; T 2: nach 6 Wochen Intervention; T 3: nach 12
Wochen Intervention. Die Einzelwerte finden sich im Tabellenanhang in Tab. 8.45.

4.6.11 Einfluss von Geschlecht, BMI und Dukes-Klassifikation

Die Unterteilung der SYN-Gruppe und der Kontrollgruppe nach Geschlecht, BMI und Dukes-
Klassifikation (Krebspatienten) ergab bei der weiteren statistischen Auswertung weder fiir die
Krebspatienten noch fiir die Patienten mit Polypen signifikante Effekte durch die Aufnahme
von SYN.
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5 Diskussion

5.1 Tierstudien

5.1.1 Lymphozytensubpopulationen

Nach der Selektion im Thymus verlassen die reifen, naiven T-Zellen den Thymus und
gelangen Uber den Blutstrom zu den peripheren lymphatischen Geweben. Reife, naive
T-Zellen exprimieren entweder den Korezeptor CD4 oder CD8. Bei einer Immunantwort
differenzieren CD4'-T-Zellen zu Helfer-T-Zellen und CD8'-T-Zellen zu zytotoxischen
T-Zellen. Normalerweise bleibt das Verhiltnis von CD4*-T-Zellen zu CD8*-T-Zellen im Blut
und in den lymphatischen Geweben durch das Absterben reifer T-Zellen und das Heranreifen
neuer T-Zellen konstant. Erst bei einer adaptiven Immunantwort, wenn eine klonale Expan-
sion spezifischer T-Zellen stattfindet, kommt es zu einem Abweichen von dieser Homdostase
(Janeway, 2001). Beim Menschen wurden Referenzbereiche fir die absoluten Zellzahlen und
die prozentualen Anteile der verschiedenen Immunzellsubpopulationen bestimmt. Abwei-
chungen von diesen Referenzbereichen werden im klinischen Bereich als Hinweis fur mog-
liche Immunerkrankungen gewertet. Beispielsweise korreliert die Zahl der CD4*-T-Zellen mit
dem Infektionsstatus von HIV-Erkrankten (HIV: human immunodeficiency virus), da insbe-
sondere CD4"-T-Zellen von diesem Virus attackiert werden (Stein et al., 1992).

51.1.1 Einfluss von PRO auf die Lymphozytensubpopulationen

In den Tierstudien der vorliegenden Arbeit hatte die Futterung der Versuchstiere mit PRO
keinen signifikanten Einfluss auf die Lymphozytensubpopulationen des Blutes bzw. der
untersuchten Organe. Tiere, die 4 Wochen lang mit PRO oder SYN geflttert wurden (Stu-
die 1), hatten jedoch einen (nicht signifikant) hoheren Anteil CD4"-T-Zellen im Blut und dies
fiihrte zu einem tendenziell héheren Verhaltnis CD4'-T-Zellen/CD8"-T-Zellen im Blut.
Dieses Ergebnis zeigt, dass die untersuchten Milchsdurebakterien maoglicherweise die
Zusammensetzung der Lymphozytenpopulation im Blut modulieren. Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen belegen, dass Milchsaurebakterien einen Einfluss auf die Lymphozytenpopu-
lation des Blutes und des darmassoziierten Immunsystems haben kdnnen. Herich et al. (2002)
zeigten, dass entwohnte Ferkel nach einer Aufnahme von L. paracasei (2 x 10° cfu/Tag) einen
geringeren Anteil CD4-T-Zellen im Blut hatten als die Ferkel der Kontrollgruppe. Diese
Wirkung wurde nach einer Aufnahme von 10 Tagen beobachtet. In einer Studie von Perdigon
et al. (1999) erhohte die Verabreichung von L. casei CRL 431 und L. plantarum CRL 924
(jeweils 1 x 10° Zellen/Tag) bereits nach zwei Tagen die Zahl der CD4*-T-Zellen in der
Lamina propria des Dinndarms von Mdusen. Dieser Effekt konnte jedoch nach einer Fiitte-
rungszeit von 7 Tagen nicht mehr beobachtet werden. Hingegen fuhrte die Aufnahme von
L. rhamnosus CRL 74 nach 2, 5 oder 7 Tagen zu einer Verringerung der Anzahl der CD4"-T-
Zellen in der Lamina propria. Lc. lactis CRL 526, L. acidophilus CRL 924, L. bulgaricus
CRL 423 und S. thermophilus CRL 412 hatten wiederum keinen Einfluss auf die Zahl der
CD4"-T-Zellen in der Lamina propria. Diese Studie zeigte, dass nicht alle Bakterienarten zu
einer Modulation der Lymphozytenpopulation in der Lamina propria fihren. In Untersuchun-
gen anderer Arbeitsgruppen wurden die Lymphozytensubpopulationen durch die verwendeten
Milchsé&urebakterien ebenfalls nicht beeinflusst. In einer Studie von Gill et al. (2000) wurden
Mause mit L. rhamnosus HNOO1, L. acidophilus HNO17 oder B. lactis HNO19 (jeweils
1 x 10° cfu/Tag in Magermilch, 10 oder 28 Tage lang) gefiittert. Die Kontrolltiere erhielten
Magermilch ohne Zusatz. Es wurde keine Anderung des Anteils der CD4*-T-Zellen oder
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CD8"-T-Zellen des Blutes durch die aufgenommenen Milchsaurebakterien festgestellt. Die
Futterung von Ratten mit Joghurt (350 g/kg Futter, 4 Wochen lang), der L. bulgaricus 100158
und S. thermophilus 001158 (insgesamt 2 x 10" Bakterien/ml Joghurt) enthielt, hatte keinen
Einfluss auf den Anteil der CD4*-T-Zellen und CD8"-T-Zellen im Blut, in der Milz und den
PP. Die Kontrolltiere erhielten unfermentierte Milch. Allerdings nahm der Anteil der
B-Zellen in den PP zu (Aattouri et al., 2002).

Auch die Untersuchungen beim Menschen fuhrten zu keinem einheitlichen Ergebnis. In einer
Humanstudie von Gill et al. (2001c) fiihrte die Aufnahme von B. lactis HN019 (5 x 10"
Bakterien/Tag, 3 Wochen lang) zu einem hoheren Anteil CD4*-T-Zellen im Blut alterer
Probanden (Median: 69 Jahre). Diese Studie umfasste jedoch keine Kontrollgruppe. Hingegen
beeinflusste die Aufnahme von L. casei Shirota (3 x 10 cfu/Tag, 4 Wochen lang), in einer
placebokontrollierten Humanstudie von Spanhaak et al. (1998), den Anteil der CD4*-T-Zellen
bzw. der CD8"-T-Zellen im Blut nicht. Eine weitere Humanstudie, ohne Kontrollgruppe,
fihrte zu einem ahnlichen Ergebnis: Der Verzehr von BB 12 (1 x 10" cfu/Tag) oder
L. acidophilus LA (7 x 10™ cfu/Tag), jeweils 3 Wochen lang, filhrte ebenfalls zu keinen
Anderungen der Lymphozytensubpopulationen (CD4"-T-Zellen, CD8"-T-Zellen) (Schiffrin et
al., 1995).

Insgesamt machen diese Untersuchungen deutlich, dass unterschiedliche Arten von Milchséu-
rebakterien die Lymphozytenpopulation in unterschiedlicher Weise beeinflussen kénnen. Es
wurde sowohl eine Zunahme als auch eine Abnahme der CD4"-T-Zellen beobachtet. Durch
die Tierstudien der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme von PRO
zu keiner statistisch signifikanten Beeinflussung der Lymphozytenpopulation fiihrt, obwohl
ein tendenziell héheres Verhiltnis CD4*-T-Zellen/CD8"-T-Zellen im Blut festgestellt wurde.
Diese Wirkung wurde nach einer Futterungszeit von 4 Wochen beobachtet. Da in den
Langzeitstudien 2 A und 2 B das Blut der Versuchstiere nicht zur Verfugung stand, konnten
die Lymphozytensubpopulationen des Blutes nicht untersucht werden. Deshalb war es nicht
mdglich zu klaren, ob dieser Effekt auch nach einer langfristigen Fitterung zu beobachten ist.

51.1.2 Einfluss von PRA auf die Lymphozytensubpopulationen

Die langfristige Futterung mit PRA fiihrte bei AOM-unbehandelten Tieren (Studie 2 B) zu
einem verringerten Verhaltnis CD4"-T-Zellen/CD8"-T-Zellen in der Milz. Das geringere
Verhaltnis beruhte auf einem (nicht signifikant) geringeren Anteil CD4"-T-Zellen und einem
(nicht signifikant) hoheren Anteil CD8"-T-Zellen. Dagegen hatte die langfristige Fiitterung
mit PRA bei AOM-behandelten Tieren (Studie 2 A) keinen Einfluss auf die Lymphozytenpo-
pulation. Auch die kurzzeitige Fiitterung mit PRA (Studie 1) filhrte zu keiner Modulation der
Lymphozytenpopulation der Versuchstiere.

Bislang haben nur sehr wenige Studien den Einfluss von Prébiotika auf die Lymphozytenpo-
pulation untersucht. Zu den wenigen Untersuchungen, die bislang die Aufnahme von Fructo-
oligosacchariden (FOS) untersucht haben, gehort eine Tierstudie von Swanson et al. (2002).
Diese Arbeitsgruppe untersuchte bei Hunden den Einfluss von Mannanoligosacchariden, FOS
(jeweils 2 g/Tag, 14 Tage lang) bzw. einer Kombination beider Saccharide (insgesamt
4 g/Tag) auf die Anzahl der Leukozyten, der neutrophilen Granulozyten und der Lymphozy-
ten im Blut. Lediglich die Verabreichung von Mannanoligosacchariden erhéhte den prozen-
tualen Anteil der Lymphozyten innerhalb der Leukozytenpopulation, nicht jedoch die Fiitte-
rung mit FOS. Manhard et al. (2003) futterten Mause mit FOS (10 % (w/w) Futter, 16 Tage
lang) und verabreichten einer Gruppe zuséatzlich LPS, um eine Endotox&mie auszulésen. Wie
frilhere Untersuchungen gezeigt hatten, fiinrt eine Endotoxamie zu einer Abnahme der CD4"-
T-Zellen und CD8"-T-Zellen in den PP. Bei gesunden Tieren hatte die Verabreichung von
FOS keinen Einfluss auf die Zahl der CD4"-T-Zellen und CD8*-T-Zellen in den PP. Nur bei
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Tieren mit einer Endotoxdmie wurde durch die Fitterung mit FOS eine Zunahme dieser
beiden Lymphozytensubpopulationen beobachtet. Tierstudien, die gezeigt haben, dass eine
Aufnahme von Ballaststoffen die Zusammensetzung der Lymphozytenpopulation modulieren
kann, geben einen weiteren Hinweis auf modgliche Wirkungen von Prabiotika. Bei Ratten
fihrte die Aufnahme von Konjak-Mannan oder Chitosan (5 g/100 g Futter, 2 Wochen lang)
zu einem geringeren Anteil CD4"-T-Zellen und CD8"-T-Zellen in den MLK, verglichen mit
den Kontrolltieren, die Cellulose erhielten. Pektin (5 g/100 g Futter, 2 Wochen lang) hingegen
erhohte den Anteil der CD4"-T-Zellen in den MLK (Lim et al., 1997).

Die Ergebnisse von Swanson et al. (2002) und Manhard et al. (2003) stehen im Einklang mit
den Resultaten der vorliegenden Arbeit. Das untersuchte Prabiotikum Raftilose® Synergy1,
das ebenfalls zur Gruppe der FOS gehort, hatte nach einer kirzeren Fltterungsperiode bei
gesunden Tieren ebenfalls keine Auswirkungen auf die Lymphozytensubpopulationen. Erst
die langfristige Fitterung, die von anderen Arbeitsgruppen jedoch nicht untersucht wurde,
fuhrte in der vorliegenden Arbeit zu einer Modulation.

In einer Humanstudie, ohne Kontrollgruppe, von Guigoz et al. (2002) wurde bereits nach
3 Wochen ein Einfluss von FOS auf die Lymphozytensubpopulationen festgestellt. In dieser
Untersuchung verzehrten altere Probanden (85 Jahre + 6 Jahre) kurzkettige FOS (8 g/Tag).
Die Aufnahme von FOS fiihrte zu einem héheren Anteil CD4"-T-Zellen und CD8"-T-Zellen
im Blut. Im Unterschied zu der Studie von Guigoz et al. (2002) wurde in den vorliegenden
Tierstudien erst durch die langfristige Futterung mit PRA ein geringerer Anteil CD4"-T-
Zellen und ein hoherer Anteil CD8"-T-Zellen in der Milz beobachtet. Die unterschiedlichen
Ergebnisse beruhen mdglicherweise darauf, dass die Aufnahme von FOS bei Ratten eine
andere Wirkung hat als beim Menschen. Es ist auch denkbar, dass die Lymphozytensubpopu-
lationen des Blutes und der Milz unterschiedlich auf die Aufnahme von FOS reagieren.

Die langfristige Aufnahme von PRA beeinflusste nur die Lymphozytensubpopulationen
gesunder Tiere, nicht jene AOM-behandelter Tiere. Ein Vergleich der beiden entsprechenden
Kontrollgruppen zeigt, dass die Behandlung mit AOM bereits zu einer signifikanten Zunahme
der CD8"-T-Zellen in der Milz fiihrte. Es ist zu vermuten, dass der Einfluss von PRA auf die
Lymphozytensubpopulation zu gering war, um zu einer dartiber hinausgehenden Zunahme der
CD8"-T-Zellen zu fiihren.

5.1.1.3 Einfluss von SYN auf die Lymphozytensubpopulationen

Die Futterung mit SYN hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Lymphozytensubpopu-
lationen. Die kurzzeitige Aufnahme (Studie 1) von SYN fiihrte jedoch zu einem (nicht
signifikant) hoheren Anteil der CD4-T-Zellen im Blut und damit zu einem tendenziell
héheren Verhaltnis CD4"-T-Zellen/CD8"-T-Zellen im Blut. Sowohl die Fitterung mit SYN
als auch mit PRO hatte einen hoheren Anteil der CD4-T-Zellen im Blut zur Folge. Im
Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurden in der Studie von Herich et al. (2002) gegensatz-
liche Wirkungen von Pro- und Synbiotikum festgestellt. Die Fitterung von L. paracasei
alleine filhrte zu einer Verringerung des Anteils der CD4"-T-Zellen im Blut der Ferkel.
Hingegen bewirkte die kombinierte Fitterung von L. paracasei und Oligofructose eine
Erh6hung des Anteils der CD4*-T-Zellen im Blut.

Aus technischen Griinden konnte bei den Langzeitstudien 2 A und 2 B das Blut nicht unter-
sucht werden. Deshalb ist nicht geklart, ob hier die Verabreichung von SYN ebenfalls zu
einer Modulation der Lymphozytensubpopulation des Blutes fiihrt.
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Das Verhéltnis CD4*-T-Zellen/CD8"-T-Zellen bleibt im Korper generell konstant, solange
keine adaptive Immunantwort stattfindet. Bislang ist nicht geklart, welche Bedeutung beim
gesunden Menschen eine Modulation der Lymphozytensubpopulationen hat. Aus diesem
Grund l&sst sich nicht beurteilen, ob die Beeinflussung der Lymphozytensubpopulationen
durch Pro-, Pra oder Synbiotika eine positive Wirkung auf die Gesundheit hat. Eine Modifika-
tion der Lymphozytensubpopulationen bedeutet jedoch, dass entweder die Proliferation oder
die Apoptoserate einer bzw. mehrerer Subpopulationen beeinflusst wird, oder aber die
Verteilung der Subpopulationen in den Organen und/oder im Blut verandert wird.

5.1.2 Phagozytoseaktivitat

Phagozyten sind ein Teil der unspezifischen Immunreaktion. Sie sind an der angeborenen
Abwehrreaktion gegen Pathogene im Korper beteiligt, bevor es zu einer antigen-spezifischen
Immunantwort kommt. Bei einer Aktivierung sezernieren Phagozyten unter anderem Zytoki-
ne und beeinflussen hierdurch die folgende antigen-spezifische Immunreaktion. Die Phagozy-
toseaktivitat ex vivo ist ein Mal fir die Funktionsfahigkeit der Phagozyten. Die Aktivitat gibt
Auskunft Uber den Anteil der Zellen, die Bakterien aufgenommen haben. Die mittlere
Fluoreszenzintensitat ist hierbei ein MaR fir die Zahl aufgenommener Bakterien pro aktivem
Phagozyt.

51.2.1 Einfluss von PRO auf die Phagozytoseaktivitat

In keiner Tierstudie der vorliegenden Arbeit beeinflusste die Futterung mit PRO die Aktivitat
der Phagozyten des Blutes (Studie 1) bzw. der Milz (Studien 1 und 2). Im Gegensatz zu
diesem Ergebnis hatten einige Tier- und Humanstudien anderer Arbeitsgruppen gezeigt, dass
die Aufnahme von Milchséurebakterien zu einer Stimulation der Phagozytoseaktivitét fihren
kann. In der Studie von Gill et al. (2000) an Mausen verstérkte die Fltterung mit L. rhamno-
sus HNOO1, L. acidophilus HNO17 oder B. lactis HNO19 die Aktivitat der Phagozyten des
Blutes. In einer zweiten Studie, ebenfalls an Mé&usen, zeigte diese Arbeitsgruppe, dass die
Verabreichung von L. rhamnosus HNOO1 in einer Dosis von 1 x 10 cfu/Tag zu einer
starkeren Stimulation der Phagozytoseaktivitat fihrt als in einer Dosis von 1 x 10” cfu/Tag
(Gill & Rutherfurd, 2001b). Einige Unterschiede zwischen den zitierten Studien und den
Tierstudien der vorliegenden Arbeit konnen zur Erklarung der unterschiedlichen Ergebnisse
beitragen: Die Tiere der ersten Tierstudie von Gill et al. (2000) wurden mit Choleratoxin oder
Tetanusvakzine behandelt. Dies flihrt an sich zu einer Stimulation des Immunsystems und
kann dazu fuhren, dass die Immunzellen dieser Tiere auf eine zusétzliche Stimulation durch
Milchsaurebakterien in stirkerer Weise reagieren als Immunzellen unbehandelter Tiere. Die
Tiere der vorliegenden Arbeit erhielten eine fettreiche Diat (231 g Maisol/kg Futter) mit
einem geringen Celluloseanteil (20 g Cellulose/kg Futter). Diese Diat wurde verwendet um
die westliche Erndahrungsweise, die mit einem hohen Risiko fur eine Darmkrebserkrankung
einhergeht, nachzuahmen. AulRerdem sollten mdgliche protektive Effekte, durch einen hohen
Ballaststoffanteil, ausgeschlossen werden. Hingegen wurde in den Tierstudien von Gill et al.
eine fettarme Diét (80 g Maisol/kg Futter) verabreicht. Der Fettgehalt des Futters und die
verabreichte Fettart haben generell einen Einfluss auf das Immunsystem (De Pablo & De
Cienfuegos, 2000). In einer Studie von Wallace et al. (2000) wurde ein deutlicher Einfluss
einer fettreichen Diat (21 % w/w) auf die Funktionen peritonealer Makrophagen nachgewie-
sen. Die fettreiche Didt verminderte die LPS-vermittelte Zytotoxizitat, die Bildung von
Stickstoffoxid sowie die Bildung von TNF-a. Da die Aufnahme von Milchséurebakterien in
Verbindung mit einer fettreichen Didt zu keiner Stimulation der Phagozytoseaktivitét fuhrte,
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liegt die Vermutung nahe, dass die fettreiche Diéat eine Stimulation der Phagozyten durch die
verabreichten Milchsaurebakterien verhinderte.

In mehreren Humanstudien von Gill et al., allerdings jeweils ohne Kontrollgruppe, fuhrte die
Aufnahme von Milchsaurebakterien zu einer Stimulation der Phagozytoseaktivitit. Altere
Probanden nahmen 3 Wochen lang L. rhamnosus HNOO1 oder B. lactis HNO19 (jeweils 5 x
10° cfu/Tag oder 5 x 10™ cfu/Tag) auf. Die Aufnahme dieser Milchsaurebakterien fiihrte zu
einer hoheren Phagozytoseaktivitat der Granulozyten und Monozyten des Blutes, im Ver-
gleich zur Phagozytoseaktivitat vor der Intervention (Gill & Rutherfurd, 2001a; Gill et al.,
2001a; Gill et al., 2001c). In einer placebokontrollierten Humanstudie mit &lteren Probanden
(Median 69 Jahre) filhrte der Verzehr von B. lactis HN019 (3 x 10*! cfu/Tag, 6 Wochen lang)
ebenfalls zu einer erhdhten Phagozytoseaktivitat der Granulozyten des Blutes (Arunachalam
et al., 2000).

Sowohl in den Studien von Gill et al. als auch in der vorliegenden Arbeit wurde die Verabrei-
chung von L. rhamnosus untersucht. Da es sich jedoch um verschiedene Bakterienstamme
handelte, kann die Aufnahme dieser Stdmme auch zu unterschiedlichen Modulationen der
Phagozytoseaktivitat fihren. Obwohl in einer Humanstudie von Schiffrin et al. (1995) gezeigt
wurde, dass BB12 die Phagozytoseaktivitat stimulieren kann, ist zu bedenken, dass in der
vorliegenden Arbeit BB12 in Kombination mit LGG verabreicht wurde. Mdglicherweise fihrt
die Aufnahme zweier Milchséurebakterienstdmme zu anderen Reaktionen des Immunsystems
als die separate Aufnahme.

Die vorliegenden Ergebnisse stehen jedoch im Einklang mit der bereits erwahnten placebo-
kontrollierten Humanstudie von Spanhaak et al. (1998). In dieser Studie nahmen die Proban-
den L. casei Shirota (3 x 10" cfu/Tag, 4 Wochen lang) auf. Die Phagozytoseaktivitat der
Granulozyten des Blutes wurde hierdurch ebenfalls nicht beeinflusst.

5.1.2.2 Einfluss von PRA auf die Phagozytoseaktivitat

Die Fitterung mit PRA beeinflusste die Aktivitat der Phagozyten in keiner der vorliegenden
Tierstudien signifikant. Bei langfristiger Gabe an AOM-unbehandelte Tiere (Studie 2 B)
filhrte PRA jedoch zu einer tendenziell verminderten mittleren Fluoreszenzaktivitat der
aktiven Monozyten.

Bislang gab es nur eine Studie, die in vergleichbarer Weise untersucht hat, ob die Aufnahme
von Prabiotika zu einer Beeinflussung der Phagozytoseaktivitat fuhrt. Die bereits erwahnte
Humanstudie von Guigoz et al. (2002), ohne Kontrollgruppe, fihrte zu einem &hnlichen
Ergebnis wie die vorliegenden Studien. In dieser Untersuchung nahmen &ltere Probanden
(85 + 6 Jahre) taglich 8 g kurzkettige FOS (3 Wochen lang) zu sich. Nach der Intervention
zeigten die Granulozyten und Monozyten des Blutes eine verminderte Phagozytoseaktivitét.

5.1.2.3 Einfluss von SYN auf die Phagozytoseaktivitat

Durch die langfristige Futterung AOM-behandelter Tiere (Studie 2 A) mit SYN wurde die
Phagozytoseaktivitat der Monozyten aus der Milz vermindert. Sowohl die kurzzeitige als auch
die langfristige Futterung mit SYN hatte bei gesunden Tieren keinen Einfluss auf die Phago-
zytoseaktivitat.

Diese Untersuchungen gehdren zu den wenigen Studien, die den moglichen Einfluss einer
Aufnahme von Synbiotika auf die Aktivitat der Phagozyten hin untersucht haben. Die
Tierstudie von Herich et al. (2002) fiihrte zu einem ahnlichen Ergebnis wie die Untersuchun-
gen der vorliegenden Arbeit. In dieser Studie wurden neugeborene Ferkel, 10 Tage lang, mit
L. paracasei (2 x 10° cfu/Tag) in Kombination mit Oligofructose (3 g/Tag) gefittert. Die
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Kontrolltiere erhielten Milchpulver. Die Fltterung der Ferkel mit dem Synbiotikum fiihrte zu
einer geringeren Phagozytoseaktivitat der Granulozyten. Allerdings hatte die Verfltterung des
Synbiotikums bei alteren Ferkeln (36 Tage alt) keinen Einfluss auf die Aktivitat der Phagozy-
ten.

Nach Lehmann et al. (2000) fihrt beim Menschen die Beeintrachtigung der Phagozytoseakti-
vitét zu einer erhohten Infektanfélligkeit. Dies fuhrt zu der Vermutung, dass eine Stimulation
der Phagozytoseaktivitdt zu einer geringeren Infektanfalligkeit beitrdgt. Untersuchungen
anderer Arbeitsgruppen hatten gezeigt, dass die Aufnahme von Milchsdurebakterien zu einer
Stimulation der Aktivitat von Phagozyten fuhren kann. Im Gegensatz hierzu hatte die Ftte-
rung von PRO in den Tierstudien der vorliegenden Arbeit keinen Einfluss auf die Aktivitat
der Phagozyten. Dariiber hinaus fiihrte die Fiitterung mit PRA in Studie 2 B zu einer tenden-
ziell geringeren mittleren Fluoreszenzintensitdt der aktiven Monozyten. Die Aufnahme von
SYN in Studie 2 A resultierte in einer geringeren Aktivitat der Monozyten. Da diese Verrin-
gerungen jedoch nicht so bedeutend waren, muss nicht davon ausgegangen werden, dass diese
Tiere dadurch eine héhere Anfalligkeit fur Infektionen hatten. PRA oder SYN beeinflussten
die Aktivitat der Monozyten, nicht aber die Aktivitat der Granulozyten. Die Aktivitat von
Monozyten/Makrophagen und neutrophilen Granulozyten wird durch Zytokine teilweise
unterschiedlich reguliert, so dass eine Beeinflussung der Monozyten/Makrophagen nicht
unbedingt gleichzeitig mit einer Beeinflussung der Granulozyten einhergehen muss.

5.1.3 Oxidativer Burst

Wahrend einer Abwehrreaktion dient der oxidative Burst dazu, aufgenommene Mikroorga-
nismen im Phagolysosom abzuttten. Durch die Bestimmung des oxidativen Burst ex vivo
kann ebenfalls die Funktionsfahigkeit der Phagozyten untersucht werden. Bei dieser Bestim-
mung werden die Phagozyten durch Stimulation mit PMA zur Bildung reaktiver Sauerstoff-
spezies (ROS) angeregt. Danach wird der Anteil der Phagozyten gemessen, die ROS gebildet
haben. Die mittlere Fluoreszenzintensitat ist hier das MaR fir die Enzymaktivitat der aktiven
Phagozyten. Der oxidative Burst wurde aus technischen Griinden ausschlielflich in der
Tierstudie 1 und nur fir die Granulozyten des Blutes gemessen.

5131 Einfluss von PRO auf den oxidativen Burst

Bei Futterung der Versuchstiere mit PRO wurde keine Beeinflussung des oxidativen Burst
festgestellt. Bislang wurde eine mogliche Beeinflussung des oxidativen Burst durch Aufnah-
me von Milchséurebakterien nur in einigen wenigen Humanstudien untersucht. In der Studie
von Donnet-Hughes et al. (1999) verzehrten die Probanden 3 Wochen lang fermentierte
Milch oder fermentierte Milch mit L. johnsonii Lal (1,5 x 10° cfu/Tag oder 1,5 x 10°
cfu/Tag). Der oxidative Burst der Phagozyten des Blutes wurde gemessen. In der Gruppe, die
L. johnsonii La 1 in einer Dosis von 1,5 x 10° cfu/Tag erhielt, war die mittlere Fluoreszenzin-
tensitat der aktiven Phagozyten signifikant hoher als vor der Intervention. Allerdings war ein
ahnlicher, jedoch nicht signifikanter, Anstieg ebenfalls in den beiden anderen Gruppen zu
beobachten. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wurde in drei
weiteren Humanstudien keine Beeinflussung des oxidativen Burst durch den Verzehr von
Milchsdurebakterien festgestellt. In der placebokontrollierten Studie von Spanhaak et al.
(1998) beeinflusste der Verzehr von L. casei Shirota den oxidativen Burst der Granulozyten
des Blutes nicht. Der Verzehr von L. paracasei LTH 2579 (5 x 10° cfu/Tag in Wurst,
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4 Wochen lang) hatte keinen Einfluss auf den oxidativen Burst der Leukozyten des Blutes
(Jahreis et al., 2002). In einer Crossover-Studie verzehrten Atopie-Patienten téglich 498 ¢
Joghurt, der L. bulgaricus (2,5 — 3 x 10° cfu/g) und S. thermophilus (3,5 — 4,1 x 10° cfu/g)
enthielt. Die 4-wochige Aufnahme des Joghurts hatte keinen Einfluss auf den oxidativen
Burst der Phagozyten des Blutes (Wheeler et al., 1997).

5.13.2 Einfluss von PRA auf den oxidativen Burst

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal der Zusammenhang zwischen der Aufnah-
me von FOS und oxidativem Burst untersucht. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
zeigen, dass die kurzfristige Fiitterung mit PRA keinen Einfluss auf den oxidativen Burst der
Granulozyten des Blutes hat.

5.1.3.3 Einfluss von SYN auf den oxidativen Burst

Die kurzzeitige Fltterung mit SYN hatte keinen Einfluss auf den Anteil der Granulozyten, die
reaktive Sauerstoffspezies gebildet hatten. Jedoch fiihrte die Aufnahme von SYN zu einer
tendenziell geringeren mittleren Fluoreszenzintensitét der aktiven Granulozyten. Die langfris-
tige Aufnahme von SYN flhrte auch zu einer verminderten Phagozytoseaktivitat der Mono-
zyten (siehe 5.1.2.3). Insgesamt zeigt dies, dass die Futterung mit SYN zu einer geringeren
Aktivitat der Phagozyten beitragt. Es liegen keine weiteren Studien anderer Arbeitsgruppen
vor, die den Einfluss von Synbiotika auf den oxidativen Burst der Phagozyten untersucht
haben.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die Fiitterung mit PRO und PRA keinen Einfluss auf
den oxidativen Burst der Granulozyten hatte. Hingegen hatte die Aufnahme von SYN eine
tendenziell verminderte Enzymaktivitat der aktiven Granulozyten zur Folge.

5.1.4  Aktivitat der natirlichen Killerzellen

NK-Zellen haben eine wichtige Funktion in der friihen Phase der Immunabwehr, da sie ohne
vorherige Aktivierung virusinfizierte Zellen und Tumorzellen abtéten. Durch die Abgabe von
Zytokinen und Chemokinen haben sie aullerdem regulatorischen Einfluss auf die nichtadapti-
ve sowie die adaptive Immunantwort. Eine niedrige NK-Aktivitat ex vivo der Immunzellen
des Blutes korreliert mit einem erhéhten Risiko fur Krebserkrankungen (Imai et al., 2000).

514.1 Einfluss von PRO auf die Aktivitat der natirlichen Killerzellen

Die Fitterung mit PRO beeinflusste in keiner Tierstudie der vorliegenden Arbeit die NK-
Aktivitat der Immunzellen des Blutes (Studie 1) bzw. der untersuchten Organe (Studien 1
und 2). Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen hatten gezeigt, dass die Aufnahme von
Milchsaurebakterien zu einer Zunahme der Aktivitat der NK-Zellen fuhren kann. Im Tierver-
such wiesen Mause, die mit L. casei Shirota (hitzeabgetdtet, 0,05 % w/w, 2 Monate) gefittert
wurden, eine hdéhere NK-Aktivitat der Immunzellen des Blutes und der Milz auf (Hori et al.,
2003). Auch bei Mausen, die mit 3-Methylcholanthren (kanzerogen) behandelt worden waren,
fihrte die Futterung von L. casei Shirota (0,05 % w/w, 5 Wochen) zu einer htheren NK-
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Aktivitat der Immunzellen aus der Milz (Takagi et al., 2001). In der Tierstudie von Gill et al.
(2000), ebenfalls an Mausen, fihrte die Fiitterung mit L. rhamnosus HNOO1 (jeweils 1 x 10°
cfu/Tag, 28 Tage lang) zu einer hoheren NK-Aktivitat der Immunzellen der Milz. Die Auf-
nahme von L. acidophilus HNO17 oder B. lactis HN019 beeinflusste die NK-Aktivitat jedoch
nicht. Hingegen beeinflusste in einer Humanstudie derselben Arbeitsgruppe sowohl die
Aufnahme von L. rhamnosus HNO0O1 (5 x 10% cfu/Tag) als auch B. lactis HN019 (5 x 10°
cfu/Tag) die NK-Aktivitat. Altere Probanden (Median 70 Jahre) nahmen 3 Wochen lang
L. rhamnosus oder B. lactis zu sich. Der Aufnahme beider Bakterienstdmme resultierte in
einer hoheren NK-Aktivitdt der Immunzellen des Blutes (Gill et al., 2001b). Allerdings
beinhaltete diese Studie keine Kontrollgruppe und die Probanden wiesen vor der Intervention
eine sehr geringe NK-Aktivitat auf.

Die gegensétzlichen Ergebnisse der vorliegenden Tierstudien und der zitierten Untersuchun-
gen kénnen durch wichtige Unterschiede im Studiendesign erklart werden. In den Studien von
Gill et al. und in der vorliegenden Arbeit wurden jeweils L. rhamnosus und B. lactis unter-
sucht. Es handelte sich jedoch um verschiedene Bakterienstimme, die folglich unterschiedli-
chen Einfluss auf das Immunsystem haben kdnnen. In der Tierstudie von Gill et al. (2000)
wurden die Mé&use zudem mit einem Tetanusvakzine behandelt. Dies alleine fiihrt bereits zu
einer Stimulation des Immunsystems und moglicherweise dazu, dass die zusatzliche Aufnah-
me von Milchsdurebakterien die NK-Aktivitat starker beeinflusst als dies bei unbehandelten
Tieren der Fall wére. Die fettreiche Diat, die in den vorliegenden Tierstudien verwendet
wurde, hatte moglicherweise einen Einfluss auf die NK-Aktivitdt der Immunzellen. In
Tierstudien wurde gezeigt, dass eine fettreiche Diat (20 % w/w (Yagoob et al., 1994) oder
17,8 % wiw (Jeffery et al., 1997)) die NK-Aktivitat der Immunzellen der Milz deutlich
verringert. Die Reduktion des Fettanteils in der Nahrung fiihrte bei Mannern (31 + 5,5 Jahre)
nach 3 Monaten zu einer erhohten NK-Aktivitat der Immunzellen des Blutes (Barone et al.,
1989). Moglicherweise wurden stimulierende Effekte von PRO auf die NK-AKktivitat durch
die verabreichte fettreiche Basisdidt, und ihren hemmenden Einfluss auf die NK-Aktivitat,
uberlagert.

In Ubereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnissen sind jedoch die Resultate der Human-
studie von Spanhaak et al. (1998). Hier hatte der Verzehr von L. casei Shirota ebenfalls
keinen Einfluss auf die NK-Aktivitat der Immunzellen des Blutes.

5.14.2 Einfluss von PRA auf die Aktivitat der natiirlichen Killerzellen

Die langfristige Fitterung AOM-unbehandelter Tiere (Studie 2 B) mit PRA fiihrte zu einer
hoheren NK-Aktivitat der Immunzellen der Milz. Hingegen hatte die kurzzeitige Aufnahme
von PRA (Studie 1) keinen Einfluss auf die NK-Aktivitat. Die langfristige Verabreichung von
PRA an AOM-behandelte Tiere (Studie 2 A) beeinflusste die NK-Aktivitat ebenfalls nicht.

Bislang gab es keine Studien zu mdglichen Wirkungen von FOS auf die NK-Aktivitét. In der
vorliegenden Arbeit wurde dies erstmals untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass die kurzzei-
tige Aufnahme von PRA keinen Einfluss auf die NK-Aktivitat hatte. Erst eine langfristige
Verabreichung von PRA fiihrte bei gesunden Tieren zu einer Stimulation der NK-Aktivitét.

5143 Einfluss von SYN auf die Aktivitat der natirlichen Killerzellen
Die kurzzeitige Fitterung mit SYN (Studie 1) fihrte zu einer tendenziell héheren Aktivitat
der Immunzellen des Blutes. Die langfristige Aufnahme von SYN hatte hingegen keinen

Einfluss auf die NK-Aktivitat bei gesunden Tieren. Durch die langfristige Fitterung AOM-
behandelter Tiere (Studie 2 A) mit SYN wurde die NK-Aktivitat der Immunzellen der PP
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stimuliert. In einer Humanstudie von Chiang et al. (2000) wurden &hnliche Wirkungen
beobachtet. Die Probanden verzehrten, 3 Wochen lang, entweder B. lactis HN019 (2,5 x 10*°
cfu/Tag) in Milch oder B. lactis HN019 in, mit Oligosacchariden angereicherter, Milch. Die
Aufnahme von B. lactis mit Oligosacchariden fuhrte nach der Intervention zu einer starkeren
Stimulation der NK-Aktivitat der Immunzellen des Blutes als die Aufnahme von B. lactis
alleine. Diese Studie beinhaltete jedoch keine Kontrollgruppe.

Die Behandlung mit AOM selbst hatte einen Einfluss auf die NK-Aktivitat wie der Vergleich
der beiden Kontrollgruppen der Studie 2 A und 2 B zeigt. Die Behandlung mit AOM fihrte
zu einer tendenziell geringeren NK-Aktivitdt der Immunzellen aus der Milz und zu einer
signifikanten Verringerung der NK-Aktivitat der Immunzellen aus den PP. Die Aufnahme
von SYN stimulierte bei AOM-behandelten Tieren die NK-Aktivitdt der Immunzellen der
Milz und der PP in solch einem MaR, dass sie annédhernd so hoch war wie die der unbehandel-
ten Kontrollgruppe.

Die Studien anderer Arbeitsgruppen hatten gezeigt, dass Milchséurebakterien eine Stimula-
tion der NK-Aktivitdt der Immunzellen bewirken kdnnen. Die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Milchsdurebakterien fihrten bei alleiniger Verabreichung jedoch nicht zu einer
Stimulation der NK-Aktivitat. Hingegen bewirkte die alleinige Aufnahme von PRA eine
Stimulation der NK-Aktivitat. Insgesamt scheint jedoch die kombinierte Verabreichung von
PRO und PRA die Aktivitat der NK-Zellen stirker zu beeinflussen. Ob die héhere NK-
Aktivitat auf einer Zunahme der NK-Zellen innerhalb der untersuchten Zellpopulation beruht
oder ob die einzelnen NK-Zellen eine stérkere Totungsaktivitat besitzen, muss durch weitere
Studien geklart werden.

5.1.5 Proliferation

Bei der Bestimmung der Proliferation ex vivo werden die Lymphozyten mit Hilfe eines
polyklonal stimulierenden Mitogens unspezifisch stimuliert und zur Proliferation angeregt.
Das Mitogen veranlasst die normalerweise ruhenden Lymphozyten zum Eintritt in den
Zellzyklus. Diese Bestimmung dient als Indikator fur die generelle Bereitschaft der Lympho-
zyten auf ein Aktivierungssignal zu antworten. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete
Mitogen Concanavalin A stimuliert spezifisch T-Zellen zur Proliferation.

5.15.1 Einfluss von PRO auf die Proliferation

In keiner Tierstudie der vorliegenden Arbeit hatte die Fltterung mit PRO einen Einfluss auf
die Proliferation der Immunzellen aus den untersuchten Organen. Im Gegensatz hierzu
zeigten Tierstudien anderer Arbeitsgruppen, dass die Aufnahme von Milchséurebakterien die
Proliferation der Immunzellen anregt. In der Studie von Aattouri et al. (2002) wurden Ratten,
4 Wochen lang, mit 350 g Joghurt gefuttert, der L. bulgaricus 100158 und S. thermophilus
001158 (2 x 10" Bakterien/ml Joghurt) enthielt. Die Kontrollgruppe erhielt unfermentierte
Milch ohne Bakterien. Die Ftterung mit Joghurt fuhrte zu einer vermehrten Proliferation der
T-Zellen des Blutes, der Milz und der PP. Die Fitterung von M&usen mit L. rhamnosus
HNO01, L. acidophilus HNO17 oder B. lactis HNO19 (jeweils 1 x 10° cfu/Tag) fihrte nach 28
Tagen zu einer stérkeren Proliferation der T-Zellen der Milz (Gill et al., 2000).

Wie bereits erwahnt, beeinflusst eine fettreiche Diat grundsatzlich das Immunsystem. Ein
Einfluss auf die Proliferation ex vivo wurde ebenfalls festgestellt. Eine fettreiche Diat fiihrt zu
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einer geringeren Zellproliferation verglichen mit einer fettarmen Diat. Diese Wirkung wird
jedoch nur beobachtet, wenn beim Proliferationstest die Immunzellen in autogenem Serum
kultiviert werden und nicht in fotalem Kélberserum (Calder, 1998). Da in den Untersuchun-
gen der vorliegenden Arbeit mit fétalem Kalberserum gearbeitet wurde, kann in diesem Fall
der Einfluss der fettreichen Diéat auf die Zellproliferation ausgeschlossen werden.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wurde in einer Humanstu-
die von Campbell et al. (2000) ebenfalls kein Einfluss von Milchsdurebakterien auf die
Proliferation festgestellt. In dieser Studie verzehrten Frauen 3 Monate lang Joghurt
(454 g/Tag mit L. bulgaricus und S. thermophilus > 1 x 10" cfu/g Joghurt). Die Kontroll-
gruppe verzehrte in dieser Zeit keinen Joghurt. Die Proliferation der T-Zellen war weder nach
4 noch nach 12 Wochen durch den Verzehr von Joghurt beeinflusst.

5.15.2 Einfluss von PRA auf die Proliferation

Die Fitterung mit PRA fiihrte ebenfalls zu keiner Modulation der Proliferation der T-Zellen
aus den untersuchten Organen. Dieses Untersuchungsergebnis steht im Einklang mit den
Ergebnissen einer placebokontrollierten Humanstudie von Bunout et al. (2002). Altere
Probanden (> 70 Jahre) verzehrten pro Tag 6 g einer Mischung aus 70 % Oligofructose
(Raftilose) und 30 % Inulin (Raftiline). Alle Probanden erhielten zusatzlich ein Nahrungser-
ganzungsmittel, das 50 % des taglichen Vitaminbedarfs deckte. Nach 8 Wochen konnte kein
Einfluss auf die Proliferation der T-Zellen des Blutes festgestellt werden.

5.153 Einfluss von SYN auf die Proliferation

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Einfluss von Synbiotika auf die Proliferation
untersucht. Die kurzzeitige Aufnahme von SYN hatte keinen Einfluss auf die Proliferationsra-
te der Immunzellen. Hingegen flihrte die langfristige Fitterung mit SYN sowohl bei AOM-
behandelten als auch bei gesunden Tieren zu einer geringeren Proliferation der T-Zellen aus
den PP. Statistisch signifikant war dieser Einfluss jedoch nur bei AOM-behandelten Tieren
(Studie 2 A). Der Vergleich der beiden entsprechenden Kontrollgruppen zeigt, dass die
Behandlung mit AOM zu einer (nicht signifikant) héheren Proliferationsrate aller untersuch-
ten Immunzellen fiihrte. Die Aufnahme von SYN fiihrte bei AOM-behandelten Tieren zu
einer stark verminderten Proliferationsrate der Immunzellen der PP, so dass dieser Effekt
wieder aufgehoben wurde und die Proliferationsrate fir AOM-behandelte und AOM-
unbehandelte Tiere der SYN-Gruppe gleich war.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Fitterung mit PRO oder PRA die
Proliferation der Immunzellen nicht beeinflusste. Hingegen fiihrte die Aufnahme von SYN zu
einer geringeren Proliferationsrate der T-Zellen aus den PP. Dies bedeutet, dass diese
T-Zellen ex vivo eine geringere Bereitschaft zeigten auf ein Aktivierungssignal zu antworten.
Madglicherweise hat SYN dadurch eine anti-inflammatorische Wirkung im darmassoziierten
Immunsystem.

51.6 Zytokine

IL-10 wird von T-Zellen (insbesondere Ty2-Zellen), B-Zellen und Makrophagen sezerniert
(Moore et al., 2001). Ferner sezernieren dendritische Zellen der Peyerschen Plagques ebenfalls
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IL-10 (Iwasaki & Kelsall, 1999). IL-10 hat Uberwiegend immunsuppressive Eigenschaften
und begrenzt Entziindungsreaktionen. IL-10 reguliert das Wachstum und/oder die Differen-
zierung vieler Immunzellen wie beispielsweise B-Zellen, NK-Zellen, Ty-Zellen und Granulo-
zyten. Auf CD8"-T-Zellen hat 1L-10 einen stimulierenden Einfluss (Moore et al., 2001).

IFN-y wird von T-Zellen (insbesondere Tyl-Zellen), NK-Zellen und Makrophagen gebildet
(Le Page et al., 2000). Bei der nichtadaptiven Immunantwort wird IFN-y von NK-Zellen
sezerniert. Es beeinflusst die Adhasionseigenschaften von Endothelzellen und regt Phagozy-
ten zur Bildung bakterizider Molekile an. Wahrend der adaptiven Immunantwort beeinflusst
IFN-y die Antigenprasentation, Proliferation und Differenzierung der Lymphozyten. IFN-y
lenkt die Immunreaktion in Richtung einer Tyl-Immunantwort (Billiau et al., 1998).

Da Zytokine in sehr geringen Konzentrationen (im Bereich von ng/l) wirksam sind, kdnnen
sie unter physiologischen Bedingungen in vivo zumeist nicht detektiert werden. Die Inkubati-
on isolierter Immunzellen mit einem Mitogen und die Bestimmung der sezernierten Zytokin-
menge im Zellkulturiiberstand gibt Auskunft tber die Bereitschaft dieser Immunzellen zur
Zytokinsekretion ex vivo. In der vorliegenden Arbeit wurden spezifisch T-Zellen durch das
Mitogen Concanavalin A zur Zytokinsekretion angeregt.

5.1.6.1 Einfluss von PRO auf die Zytokinsekretion

Die Futterung mit PRO beeinflusste in keiner Tierstudie der vorliegenden Arbeit die Sekre-
tion von IFN-y oder I1L-10 durch die Immunzellen der untersuchten Organe. Diese Ergebnisse
stehen im Gegensatz zu Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen. In der Tierstudie von
Aattouri et al. (2002) fuhrte die Aufnahme von 350 g Joghurt (mit L. bulgaricus 100158 und
S. thermophilus 001158, 2 x 10’ Bakterien/ml Joghurt, 4 Wochen lang) bei Ratten zu einer
verstarkten IFN-y-Sekretion der Immunzellen aus der Milz und den PP. In der Humanstudie
von Arunachalam et al. (2000) nahmen é&ltere Probanden (Median 69 Jahre) Milch mit
B. lactis HN019 (3 x 10" cfu/Tag, 6 Wochen lang) zu sich. Die Kontrollgruppe erhielt Milch
ohne Milchsdurebakterien. Die Aufnahme von B. lactis HNO19 fiihrte zu einer héheren IFN-
a-Sekretion der Immunzellen des Blutes.

In Ubereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnissen haben jedoch weitere Arbeitsgruppen
keinen Einfluss von Milchsdurebakterien auf die Zytokinsekretion bzw. auf die relative
Transkriptmenge an Zytokin-messenger-RNA festgestellt. Tejada-Simon et al. (1999b)
verabreichten Méausen L. bulgaricus 1489, S. thermophilus St-133, L. casei ATCC 39539 oder
L. acidophilus La-2 (jeweils 1 x 10° cfu/Tag, 14 Tage lang) in fettarmer Milch. Die Kontroll-
tiere erhielten fettarme Milch ohne Milchsdaurebakterien. Die relative Transkriptmenge der
IL-6-, TFN-a- und IFN-y-messenger-RNA in der Milz und den PP wurde durch die Aufnah-
me der unterschiedlichen Milchsdurebakterien nicht beeinflusst. In der Humanstudie von
Wheeler et al. (1997) verzehrten Atopie-Patienten 4 Wochen lang taglich 498 g Joghurt (mit
L. bulgaricus und S. thermophilus). Der Verzehr des Joghurts beeinflusste die Sekretion von
IFN-y, IL-2 und IL-4 der Immunzellen des Blutes nicht. In der Humanstudie von Spanhaak et
al. (1998) wurde die Sekretion von IFN-y, IL-1p und IL-2 der Immunzellen des Blutes
untersucht. Die 4-wdchige Aufnahme von L. casei Shirota beeinflusste die Zytokinsekretion
nicht.

Die Ergebnisse der unterschiedlichen Arbeitsgruppen zeigen, dass nur ein Teil der untersuch-
ten Milchséurebakterien die Zytokinsekretion ex vivo bzw. die Transkription von Zytokin-
genen beeinflussten. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Milchsaurebakterien hatten
keine Auswirkungen auf die Sekretion der untersuchten Zytokine.
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5.1.6.2 Einfluss von PRA auf die Zytokinsekretion

Die kurzzeitige Verabreichung von PRA (Studie 1) filhrte zu einer vermehrten IL-10-
Sekretion der Immunzellen aus den PP. Die langfristige Futterung mit PRA fiihrte bei AOM-
behandelten Tieren (Studie 2 A) ebenfalls zu einer hoheren IL-10-Sekretion der Immunzellen
aus den PP. Die Futterung mit PRA beeinflusste in keiner Tierstudie die IFN-y-Sekretion der
Immunzellen. Bislang hatten nur wenige Studien den Einfluss von Prébiotika auf die Zytokin-
sekretion untersucht. Hierbei wurde die Sekretion bzw. Expression unterschiedlicher Zytokine
untersucht. In Ubereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnissen wurde eine Stimulation
der Zytokinsekretion bzw. eine vermehrte Transkription bestimmter Zytokingene festgestellt.
In der Tierstudie von Bassonga et al. (2001) wurden Min Mause mit 5,8 % (w/w) Oligofruc-
tose (42 Tage lang) gefiittert. Die Kontrolltiere erhielten 2 % (w/w) Cellulose. Die Aufnahme
von Oligofructose erhohte die Transkriptmenge der IL-15-messenger-RNA im Darmgewebe.
Die Menge der messenger-RNA anderer Zytokine (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13
und IFN-y) wurde durch Oligofructose nicht beeinflusst. In der vorliegenden Arbeit fuhrte die
Aufnahme von PRA zu einer héheren IL-10-Sekretion, im scheinbaren Widerspruch hierzu
wurde in der Studie von Bassonga et al. die Menge der IL-10-messenger-RNA durch die
Aufnahme von Oligofructose nicht beeinflusst. Es ist jedoch zu bedenken, dass ein direkter
Vergleich dieser Ergebnisse nicht moglich ist. Die Bestimmung der Menge der messenger-
RNA erfolgte ohne vorherige Stimulation der Zellen, hingegen wurden die Immunzellen zur
Bestimmung der Zytokinsekretion durch das Mitogen ConA stimuliert.

Die Fitterung von Mausen mit FOS (2,5 % oder 7,5 % (w/w), 6 Wochen lang) beeinflusste
die Zytokinsekretion der CD4"-T-Zellen aus den PP (Hosono et al., 2003). Die Kontrolltiere
wurden mit einer entsprechenden Menge Saccharose gefiittert. Die Aufnahme von FOS fiihrte
zu einer hoéheren Sekretion von IL-10 und im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit auch zu
einer hoheren IFN-y-Sekretion durch CD4'-T-Zellen aus den PP. Allerdings wurden die
CD4"-T-Zellen der Studie von Hosono et al. mit Zellwandkomponenten grampositiver
Bakterien stimuliert, da die Zellen durch LPS oder ConA nicht zur Zytokinsekretion angeregt
werden konnten. In der Humanstudie von Bunout et al. (2002) verzehrten die Probanden
8 Wochen lang eine Mischung von Oligofructose und Inulin (6 g/Tag). In Ubereinstimmung
mit den vorliegenden Ergebnissen wurde ebenfalls keine Beeinflussung der IFN-y-Sekretion
festgestellt. Die I1L-4-Sekretion wurde Uberdies nicht veréndert.

Die vorgestellten Ergebnisse und die Tierstudien anderer Arbeitsgruppen zeigen, dass eine
Aufnahme von Prabiotika die Zytokinsekretion beeinflussen kann. Aufgrund der begrenzten
Zahl vorliegender Studien und der Vielzahl der Zytokine ist allerdings keine allgemeingultige
Aussage dariber mdglich, in welche Richtung eine Immunantwort beeinflusst wird. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten daraufhin, dass die Aufnahme von PRA die
Immunreaktion in Richtung einer Ty2-Immunantwort lenkt.

5.1.6.3 Einfluss von SYN auf die Zytokinsekretion

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals untersucht, ob die Aufnahme eines Synbiotikums
die Zytokinsekretion der Immunzellen beeinflusst. Durch die langfristige Futterung mit SYN
sezernierten die Immunzellen aus den PP AOM-behandelter Tiere (Studie 2 A) vermehrt
IL-10. Sowohl die kurzzeitige als auch die langfristige Aufnahme von SYN beeinflusste die
IL-10-Sekretion der Immunzellen gesunder Tiere nicht. Die IFN-y-Sekretion wurde in keiner
Studie durch SYN beeinflusst.
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Beim Vergleich der beiden Kontrollgruppen von Studie 2 A und Studie 2 B wird deutlich,
dass die Behandlung mit AOM einen Einfluss auf die Zytokinsekretion hatte. Die Immunzel-
len aus den MLK AOM-behandelter Tiere sezernierten vermehrt IL-10. Indessen wiesen die
Immunzellen aus den PP dieser Tiere eine (nicht signifikant) geringere IL-10-Sekretion auf.
Im Gegensatz dazu filhrte sowohl die Aufnahme von SYN als auch die Aufnahme von PRA
zu einer deutlich vermehrten IL-10-Sekretion der Immunzellen aus den PP.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Fltterung mit PRO keinen Einfluss auf die
Sekretion der untersuchten Zytokine hatte. Die Aufnahme von PRA oder SYN fiihrte zu einer
vermehrten 1L-10-Sekretion der Immunzellen aus den PP. Die IFN-y-Sekretion wurde durch
PRA oder SYN hingegen nicht beeinflusst. Dies deutet daraufhin, dass PRA und SYN eine
Immunreaktion in Richtung einer Ty2-Immunantwort lenken und eine anti-inflammatorische
Wirkung im darmassoziierten Immunsystem haben.

5.1.7  Sekretorisches Immunglobulin A

SIgA ist das wichtigste Immunglobulin im Darm. Es wird von Plasmazellen in der Lamina
propria sezerniert. SIgA verhindert, zusammen mit anderen Faktoren der nichtadaptiven
Immunitéat, das Anhaften und Eindringen von Bakterien, Viren oder Toxinen in die Darm-
wand. Bereits in die Epithelzelle eingedrungene Viren kénnen noch in der Epithelzelle von
SIgA neutralisiert werden. AuBerdem kann SIgA Antigene in der Lamina propria binden und
uber die Epithelzellen in das Darmlumen ausschleusen (Corthesy & Spertini, 1999). Die
relative Menge an SIgA im lleum- und Caecum-Inhalt wurde aus technischen Griinden
ausschlieBlich in Tierstudie 1 gemessen.

51.7.1 Einfluss von PRO auf die Sekretion von SIgA

Die Ftterung der Tiere mit PRO beeinflusste die SIgA-Konzentration in keinem der unter-
suchten Darmabschnitte. Eine Tierstudie von Perdigon et al. (1999) zeigte, dass die kurzzeiti-
ge Gabe von Milchsdurebakterien die IgA-Bildung beeinflussen kann. In dieser Studie
wurden Mause mit unterschiedlichen Milchsaurebakterien (jeweils 1 x 10° cfu/Tag) gefittert.
Die Futterung mit L. acidophilus CRL 924, L. casei CRL 431, L. bulgaricus CRL 423 oder
L. plantarum CRL 936 fiihrte bereits nach 2 Tagen zu einer groReren Anzahl der IgA*-
Plasmazellen in der Lamina propria. Nach einer Fltterungszeit von 7 Tagen wurde diese
Wirkung jedoch nur noch bei Verabreichung von L. bulgaricus CRL 423 beobachtet. Im
Gegensatz hierzu wurde bei einer langerfristigen Futterung von Milchsaurebakterien, wie
auch in der vorliegenden Studie, keine Stimulation der IgA-Sekretion festgestellt. In einer
Tierstudie von Pestka et al. (2001) wurden Mause 2 Wochen lang mit verschiedenen Joghur-
ten geflttert. Die Joghurte waren mit unterschiedlichen Starterkulturen hergestellt. Die
Kontrolltiere erhielten fettarme Milch. Der Anteil der SIgA™- und SigM*-Plasmazellen in den
PP und der Milz wurde durch die Aufnahme der Joghurte nicht beeinflusst. In der Humanstu-
die von Wheeler et al. (1997) hatte die 4-wochige Aufnahme von Joghurt keinen Einfluss auf
die Konzentration von SIgA im Speichel. Auch die Konzentration von IgG, IgM, IgA und IgE
im Blut wurde nicht beeinflusst.

Madglicherweise fiihrt eine kurzzeitige Aufnahme (wenige Tage lang) von Milchsdurebak-
terien zu einer Stimulation der SIgA-Bildung im Darm. Die vorliegenden Ergebnisse und die
Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen zeigen, dass nach einer mehrwochigen Aufnahme der
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Milchsaurebakterien die SIgA-Bildung im Darm nicht mehr angeregt wird. Dies deutet auf
einen Adaptationsprozess hin.

5172 Einfluss von PRA auf die Sekretion von SIgA

Die Fitterung mit PRA filhrte zu einer hoheren SlgA-Konzentration im Caecum. Zu den
wenigen Untersuchungen, die den Einfluss der Aufnahme von FOS auf die Konzentration von
IgA untersucht haben, gehort die bereits erwahnte Studie von Swanson et al. (2002), die mit
Hunden durchgefiihrt wurde. Die Tiere erhielten 14 Tage lang Mannanoligosaccharide, FOS
(jeweils 2 g/Tag) oder eine Kombination beider Saccharide (insgesamt 4 g/Tag). Die kombi-
nierte Verabreichung von Mannanoligosacchariden und FOS filihrte zu einer héheren IgA-
Konzentration im lleum. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit beeinflusste die alleinige
Aufnahme von FOS (oder Mannanoligosacchariden) die Konzentration von IgA im lleum und
in den Fazes nicht. Es ist jedoch zu bedenken, dass bei einer kombinierten Gabe die Tiere die
doppelte Menge (4 g/Tag) Saccharide aufnahmen. Mdglicherweise ist eine Aufnahme von
2 g/Tag generell nicht ausreichend, um die IgA-Sekretion zu beeinflussen.

Die Arbeitsgruppe von Hosono stellte, in Ubereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnis-
sen, einen Einfluss von FOS auf die IgA-Konzentration in den Fazes fest (Hosono et al.,
2003). In dieser Studie wurden Mé&use mit FOS (2,5 % oder 7,5 % (w/w), 4 Wochen lang)
gefittert. Die Kontrolltiere erhielten eine entsprechende Menge Saccharose. Die Aufnahme
von 2,5 % FOS flihrte nach zwei Wochen zu einer hoheren IgA-Konzentration in den Fazes.
Allerdings wurde dieser Effekt nach einer Futterungszeit von 3 und 4 Wochen nicht mehr
beobachtet. Die Futterung mit FOS (2,5 % und 7,5 %) fihrte in dieser Studie aulRerdem zu
einer starkeren in vitro IgA-Sekretion der Immunzellen aus den PP.

5.1.7.3 Einfluss von SYN auf die Sekretion von SIgA

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Einfluss eines Synbiotikums auf die SIgA-
Konzentration im Darm untersucht. Versuchstiere, die mit SYN gefuttert worden waren,
hatten eine hthere SIgA-Konzentration im lleum. Dieses Ergebnis fiihrt zu der Vermutung,
dass bei einer kombinierten Aufnahme von PRO und PRA mdglicherweise PRA als Substrat
fiir die gleichzeitig aufgenommenen Milchsdurebakterien dient und somit deren Wachstum im
Ileum begiinstigt. Die vermehrten Milchsdurebakterien fihren im lleum zu einer Stimulation
der SIgA-Sekretion durch die Plasmazellen der Lamina propria. Im Caecum ist PRA bereits
abgebaut, so dass hier das Wachstum der Milchsdaurebakterien nicht weiter begtnstigt wird
und demzufolge keine Stimulation der SIgA-Sekretion erfolgt. Bei der alleinigen Aufnahme
von PRA findet im lleum, aufgrund der dort geringeren Bakterienmasse, vermutlich kein bzw.
nur ein unvollstandiger Abbau von PRA statt. Erst im Caecum wird PRA von den dort
reichlich vorhandenen Bakterien als Substrat benutzt und fordert spezifisch das Wachstum der
dort vorhandenen Milchsdurebakterien. Die Zunahme der Milchsdurebakterien tragt wiederum
zu einer Stimulation der SIgA-Sekretion im Caecum bei.

Sezerniertes SIgA bildet im Darm eine wichtige Immunbarriere. Die Aufnahme von SYN
bzw. PRA filhrte zu einer héheren SlgA-Konzentration im Ileum bzw. im Caecum. Die
vermehrte SIgA-Menge konnte zu einer besseren Abwehr pathogener Bakterien oder Viren im
Darm beitragen.
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5.1.8  Wirkungen der Probiotika

Verschiedene Mechanismen sind vorstellbar wie oral aufgenommene Probiotika das Immun-
system beeinflussen kénnen. Aufgenommene Probiotika kénnen sich im Darm ansiedeln und
dadurch zu einer teilweisen Verdrangung autochtoner Bakterienstdmme fuhren. Da zwischen
Darmflora und darmassoziiertem Immunsystem eine permanente Interaktion besteht und das
darmassoziierte Immunsystem eng mit dem systemischen Immunsystem verknipft ist, kdnnte
dies zu Modulationen sowohl des darmassoziierten als auch des systemischen Immunsystems
fihren. Fir LGG konnte gezeigt werden, dass sich dieser Bakterienstamm voriibergehend im
Darmtrakt ansiedelt (Saxelin, 1997). Eine dauerhafte Ansiedelung erfolgt jedoch nicht.

Es gibt mehrere unterschiedliche Wege wie im Darm Antigene aufgenommen werden. Oral
zugefihrte, intakte Milchséurebakterien kénnen vermutlich tber einen oder mehrere dieser
Wege mit dem darmassoziierten und systemischen Immunsystem in Kontakt treten. Antigene
werden einerseits Uber die M-Zellen des Domareals in die PP transportiert. Innerhalb der PP
konnen diese Antigene Uber dendritische Zellen aufgenommen und den dort vorhandenen
T- und B-Zellen présentiert werden. Die antigenbeladenen dendritischen Zellen kdénnen aber
auch aus den PP (ber afferente Lymphgefdlle zu den MLK gelangen und erst dort ihre
Antigene préasentieren. Andererseits konnen Antigene direkt Gber das Epithel, das die Lamina
propria bedeckt, eindringen. In der Lamina propria werden sie wiederum von dendritischen
Zellen aufgenommen und Uber die Lymphgeféle zu den MLK transportiert und dort den
T- und B-Zellen prasentiert (Mowat, 2003). Dendritische Zellen kénnen Uberdies mit ihren
Dendriten durch das Epithel hindurch in das Lumen ragen und von dort direkt Antigene
aufnehmen (Uhlig & Powrie, 2003). Die in den MLK aktivierten T- und B-Zellen verlassen
uber efferente LymphgefaRe die MLK, gelangen tber den Ductus thoracicus in den Blutstrom
und erreichen so das systemische Immunsystem (Mowat, 2003). Nicht nur intakte Milchséu-
rebakterien sondern auch deren Zellwandbestandteile kénnen Uber diese Wege mit dem
Immunsystem interagieren.

In vitro Versuche haben gezeigt, dass Zellwandbestandteile von Milchsaurebakterien zudem
direkt zu einer Aktivierung von Immunzellen wie Lymphozyten und Makrophagen fiihren
koénnen (Meydani & Ha, 2000). Die Aktivierung erfolgt vermutlich tber Toll-ahnliche
Rezeptoren. Bislang sind 10 unterschiedliche Toll-dhnliche Rezeptoren (TLR1-10) bekannt.
Diese Rezeptoren konnen durch Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien aktiviert
werden, aber auch durch die Zellwandbestandteile grampositiven Bakterien (wie Peptidogly-
kan, Polysaccharid und Teichonsdure) sowie durch bakterielle DNA. Toll-ahnliche Rezepto-
ren werden von vielen Zellen exprimiert, vor allem von dendritischen Zellen und
Monozyten/Makrophagen (Hershberg, 2002), so dass Uber diese Rezeptoren eine direkte
Aktivierung der Immunzellen durch bakterielle Zellwandbestandteile stattfinden kann.
Takahashi et al. (1993) zeigten bei Mausen, dass sowohl die alleinige Fitterung der Zell-
wandbestandteile von L. acidophilus als auch die alleinige Gabe des Zytoplasmas ex vivo zu
einer stérkeren Proliferation der Immunzellen aus den PP fuhrte. Die Immunstimulation durch
das bakterielle Zytoplasma beruht maoglicherweise auf der darin enthaltenen bakteriellen
DNA.

Auch Darmepithelzellen exprimieren Toll-ahnliche Rezeptoren (Hershberg, 2002). Darm-
epithelzellen sind Uberdies in der Lage direkt Zytokine und Chemokine zu sezernieren
(Nagler-Anderson, 2001). Dies fihrt zu der Vermutung, dass Milchséurebakterien bzw. deren
Zellwandbestandteile bereits durch den direkten Kontakt mit den Epithelzellen zu einer
Modulation des Immunsystems fihren.

In den vorliegenden Studien hatte die Fitterung mit PRO, im Gegensatz zu den zahlreichen
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen, nahezu keinen Einfluss auf das Immunsystem. Die
kurzzeitige Verabreichung hatte eine geringfiigige Wirkung auf das Verhaltnis von CD4"-T-
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Zellen zu CD8"-T-Zellen im systemischen Immunsystem. Eine Beeinflussung des darmasso-
ziierten Immunsystems konnte in keiner Weise festgestellt werden.

Die verabreichte Dosis der Milchsiurebakterien von insgesamt ~ 1,47 x 10'° cfu/Tag ist
vergleichbar mit den verwendeten Mengen bei Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen. Die
Dauer der Verabreichung kann ebenfalls nicht zur Erklarung der unterschiedlichen Resultate
herangezogen werden. Die langfristige Verabreichung, wie in Studie 2, wurde zwar von
anderen Arbeitsgruppen in der Regel nicht untersucht. Eine Futterungsdauer von 4 Wochen,
wie in Studie 1, ist jedoch durchaus vergleichbar mit dem Studiendesign anderer Arbeitsgrup-
pen.

Ein grundsatzlicher Unterschied zu vielen Studien anderer Arbeitsgruppen ist jedoch die
gleichzeitige Verabreichung zweier Milchsdaurebakterienstimme (LGG und BB12) in der
vorliegenden Arbeit. Bei den Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen wurde zumeist nur ein
Bakterienstamm verabreicht. Speziell die kombinierte Gabe von LGG und BB12 wurde in der
vorliegenden Arbeit erstmals untersucht. Die kombinierte Gabe zweier Bakterienstamme
wurde gewahlt, da mehrere Untersuchungen Hinweise darauf geben, dass die Kombination
unterschiedlicher Milchsaurebakterien zu synergistischen Effekten fuihren kann (Campieri &
Gionchetti, 1999; Ouwehand et al., 2000; Juntunen et al., 2001). Mdglicherweise haben die
verwendeten Bakterienstdamme jedoch unterschiedliche oder sogar gegensétzliche Wirkungen
auf das Immunsystem, so dass bei einer kombinierten Gabe keine Effekte zu beobachten sind.
Es ware auch denkbar, dass beide Stdmme bei der Besiedelung des Darmes konkurrieren und
deshalb keiner der beiden Stdmme sich in ausreichendem Male im Darm ansiedeln kann und
somit auch nicht die Moglichkeit hat das Immunsystem zu beeinflussen.

Ein weiterer wichtiger Unterschied zu Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen ist die
fettreiche, ballaststoffarme Basisdiat, die in den vorliegenden Studien verwendet wurde.
Generell hat der Fettgehalt des Futters und die verabreichte Fettart einen Einfluss auf das
Immunsystem (De Pablo & De Cienfuegos, 2000). Es ist nicht auszuschliel3en, dass aufgrund
des fettreichen Futters eine Stimulation des Immunsystems durch PRO (Uberlagert wurde.
Doch sind diese Ergebnisse gerade aufgrund der fettreichen Basisdiét, wie sie bei Menschen
mit westlicher Erndhrungsweise vorliegt, eher auf die Situation des Menschen Ubertragbar.
Die AOM-behandelten Tiere (Studie 2 A) wurden von der kooperierenden Arbeitsgruppe an
der Universitat Florenz auf Darmtumoren (Adenome und Karzinome) untersucht. Die
Futterung mit PRO fiihrte zu einem geringeren Anteil von Karzinomen an der Tumorgesamt-
zahl, die Zahl der Tumoren insgesamt wurde allerdings nicht verringert (Femia et al., 2002).
Dies zeigt, dass die Aufnahme von PRO das Immunsystem der Versuchstiere nicht beein-
flusste und nur bedingt eine krebspraventive Wirkung hatte.

5.1.9  Wirkungen der Préabiotika

Zwei unterschiedliche Wirkungsweisen sind vorstellbar wie oral aufgenommene Prébiotika
einen Einfluss auf das Immunsystem ausiiben konnen. Erstens kdnnen Préabiotika zu einer
Veranderung der Darmflora fuhren und dies kann zu einer Modulation des Immunsystems
beitragen. Prabiotika sind definiert als unverdauliche Nahrungsbestandteile, die im Dinndarm
weder hydrolysiert noch absorbiert werden, ihr Abbau findet erst im Dickdarm statt. Prabioti-
ka werden im Dinndarm aufgrund der dort geringen Konzentration von Darmbakterien nicht
abgebaut. Im Jejunum und lleum des menschlichen Darmes findet man Darmbakterien nur in
Konzentrationen von 1 x 10* — 1 x 10° cfu/ml Darminhalt. Hingegen ist der Dickdarm mit
Bakterien in Konzentrationen von 1 x 10'° — 1 x 10% cfu/g Darminhalt besiedelt (Holzapfel et
al., 1998). Im Dickdarm werden Prébiotika durch die dort zahlreich vorhanden Darmbakterien
abgebaut. In vitro Versuche sowie Humanstudien haben gezeigt, dass die Aufnahme von
Prébiotika zur selektiven Stimulation der im Darm vorhandenen Bifidobakterien fihrt
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(Roberfroid & Delzenne, 1998), siehe auch Kap. 2.4.1.1. Diese Bifidobakterien konkurrieren
verstarkt mit anderen Bakterienspezies um Anheftungsstellen an der Mucosa. Dartber hinaus
produzieren sie Acetat und Lactat, so dass es zu einer Absenkung des pH-Wertes kommt und
ein Milieu entsteht, das von anderen Bakterien weniger toleriert wird. AuRerdem sind
Bifidobakterien in der Lage Bakteriozine zu produzieren, die ebenfalls das Wachstum anderer
Bakterienspezies hemmen (Boeckner et al., 2001). Aufgrund der permanenten Interaktion von
Darmflora, darmassoziiertem Immunsystem und dem damit verbundenen systemischen
Immunsystem, ist durch eine verdnderte Darmflora eine Modulation des gesamten Immunsys-
tems denkbar wie bereits im vorangegangenen Kapitel erldutert.

Zweitens entstehen durch die Fermentation der Prabiotika im Dickdarm vermehrt kurzkettige
Fettsduren (SCFA), die moglicherweise das darmassoziierte Immunsystem beeinflussen.
Prabiotika erhthen generell die Konzentration von Lactat und Acetat im Darminhalt. Dies
deutet auf einen Abbau durch Bifidobakterien und Milchsaurebakterien hin. Allerdings wurde
auch eine Zunahme von Propionat und Butyrat festgestellt. Dies deutet darauf hin, dass
andere Bakterienspezies der Darmflora Prébiotika ebenfalls als Substrat nutzen (Crittenden,
1999). In vitro Versuche haben gezeigt, dass insbesondere Butyrat immunmodulatorische
Wirkungen hat. Die Inkubation mit Butyrat stimulierte bei den Darmepithelzellen Caco-2 die
IL-8-Sekretion (Fusunyan et al., 1998). In den beiden menschlichen Darmkrebs-Zelllinien
LS174T und HT-29 erhohte Butyrat die PGE,-Sekretion (Awad et al., 1995). Es konnte
ebenfalls ein Einfluss von Butyrat auf humane Monozyten des Blutes festgestellt werden. In
vitro hemmte Butyrat die 1L-12-Bildung humaner Monozyten, stimulierte jedoch die IL-10-
Sekretion (S&emann et al., 2001). Millard et al. (2002) zeigten, dass Butyrat in vitro die
Differenzierung und die Phagozytoseaktivitat menschlicher Makrophagen und dendritischer
Zellen beeinflusst. Die Proliferation menschlicher peripherer Blutlymphozyten wurde durch
Butyrat gehemmt (Chapman, 2001). Es ist also durchaus méglich, dass Butyrat direkt zu einer
Beeinflussung des darmassoziierten Immunsystems beitragt. Eine hohere Konzentration von
Butyrat kdnnte aber auch Uber eine indirekte Wirkung zur Beeinflussung der Funktion von
Immunzellen beitragen. Epithelzellen kdnnten vorhandenes Butyrat anstelle von Glutamat als
Substrat nutzen. Dadurch wirde vermehrt Glutamat fur Immunzellen zur Verfigung stehen.
Da Glutamat eine essentielle Energiequelle fir Immunzellen ist, kdnnte dies zu einer Forde-
rung der Immunzellfunktion beitragen (Jenkins et al., 1999).

Die kooperierende Arbeitsgruppe untersuchte bei AOM-behandelten Tieren (Studie 2 A) den
Caecum-Inhalt auf die Konzentration von SCFA. Die Fitterung der Tiere mit PRA fiihrte
insgesamt zu einer Zunahme der SCFA im Caecum. Der relative Anteil von Acetat, Propionat
und Valeriat war geringer, hingegen war der relative Anteil von Butyrat héher (Femia et al.,
2002). Es ist also denkbar, dass die erhdhte Konzentration von Butyrat in den vorliegenden
Tierstudien zu der Beeinflussung des darmassoziierten Immunsystems beigetragen hat.

Die kurzzeitige Aufnahme von PRA fiihrte zu einer héheren Sekretion von IL-10 durch die
Immunzellen aus den PP. Im Caecum-Inhalt wurde eine hohere SIgA-Konzentration festge-
stellt. Diese Resultate fiihren zu der Annahme, dass im lleum bereits ein geringer Abbau von
PRA stattfindet. Diese These wird durch zwei Beobachtungen gestiitzt: Einerseits wurden
Immunzellen aus den PP beeinflusst (PP sind im Dinndarm lokalisiert). Andererseits wurde
auch im lleum eine (nicht signifikant) hohere SIgA-Konzentration festgestellt. Der im
Diinndarm beginnende Abbau von PRA hatte vermutlich eine Veranderung der dortigen
Darmflora zur Folge. Es ist denkbar, dass die Differenzierung von CD4"-T-Zellen zu regula-
torischen T-Zellen (Tg) angeregt wurde. Diese Zellen sind fiir die Ausbildung der oralen
Toleranz von Bedeutung und sezernieren vor allem IL-10 und IFN-y (Mowat, 2003). Fur die
Differenzierung von Trq Spricht, neben der héheren IL-10-Sekretion, die (nicht signifikant)
hohere IFN-y-Sekretion der Immunzellen aus den PP. IL-10 ist fur die Sezernierung von SIgA
von Bedeutung. Dimeres IgA wird von Plasmazellen in der Lamina propria sezerniert und
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uber die Epithelzellen als sekretorisches IgA in das Lumen ausgeschleust. I1L-10 ist ein
Zytokin, dass den Isotypwechsel von IgM*-B-Zellen zu IgA*-B-Zellen veranlassen kann
(Corthesy & Spertini, 1999) und tragt somit zu einer vermehrten Sekretion von SIgA im
Ileum bei.

Dennoch ist zu bedenken, dass der Abbau von PRA vorwiegend im Caecum stattfindet.
Vermutlich kommt es dadurch zu einer starken Beeinflussung der Darmflora im Caecum und
in Folge zu einer deutlich hoheren SIgA-Konzentration in diesem Darmabschnitt. Im Caecum
sind keine PP lokalisiert. Es gibt indes, wie im gesamten Darmbereich, einzelne lymphatische
Follikel (ILF), die eine dhnliche Struktur und auch eine dhnliche Funktion wie die PP besitzen
(Fagarasan & Honjo, 2003). Es ist zu vermuten, dass die Immunzellen der ILF durch die
veranderte Darmflora im Caecum in vergleichbarer Weise wie die Immunzellen der PP
beeinflusst wurden. Mdoglicherweise wurden die Immunzellen der ILF ebenfalls zu einer
vermehrten IL-10-Sekretion angeregt. Die daraus resultierende Aktivierung der B-Zellen in
der Lamina propria des Caecums konnte flr das zusétzlich sezernierte SIgA verantwortlich
sein. Uberdies ist zu vermuten, dass die vermehrte Entstehung von Butyrat im Caecum ebenso
von Bedeutung ist. Butyrat stimuliert bei Epithelzellen die Expression des Poly-lg-Rezeptors
und fordert dadurch den Transport von SIgA in das Lumen (Kvale & Brandtzaeg, 1995).
Butyrat kann durch diese Wirkung ebenfalls zu einer hoheren Konzentration von SIgA im
Caecum beitragen.

Auch die langfristige Futterung von PRA erhohte bei AOM-behandelten Tieren die IL-10-
Sekretion der Immunzellen aus den PP. Aus technischen Griunden konnte bei diesen Tieren
die SIgA-Konzentration im Darminhalt nicht gemessen werden. Die erhéhte IL-10-Sekretion
lasst jedoch vermuten, dass diese Tiere ebenfalls eine hohere SIgA-Konzentration im Caecum
aufwiesen und dass das darmassoziierte Immunsystem ahnlich wie in Studie 1 beeinflusst
wurde.

Die langfristige Fiitterung mit PRA bei AOM-unbehandelten Tieren hatte andere Auswirkun-
gen. Es wurde keine Beeinflussung des darmassoziierten Immunsystems festgestellt, vielmehr
wurde das systemische Immunsystem moduliert. Unter Berlcksichtigung der Ergebnisse aus
Studie 1 konnte diese Beobachtung folgendermaRen erklért werden: Die Verabreichung von
PRA hat zu einer Zunahme von Bifidobakterien und einer gleichzeitigen Abnahme anderer
Bakterienspezies im Darm gefiihrt. Aufgrund der permanenten Verfiigbarkeit von PRA,
insgesamt 33 Wochen lang, konnte sich in der Darmflora ein héherer Anteil Bifidobakterien
dauerhaft etablieren. Nach dieser langen Fitterungszeit konnten keine Auswirkungen auf das
darmassoziierte Immunsystem festgestellt werden. Es ist jedoch nicht auszuschlieRen, dass in
den ersten Wochen der Verabreichung von PRA das darmassoziierte Immunsystem, wie
Studie 1 gezeigt hat, beeinflusst wurde. Die langfristige Aufnahme von PRA hat moglicher-
weise zu einer Zunahme der Suppressorzellen im systemischen Immunsystem geflhrt.
Suppressorzellen sind CD8*-T-Zellen, die unter anderem an den Mechanismen beteiligt sind,
die zur oralen Toleranz fiihren. Suppressor-T-Zellen kénnen die Proliferation von CD4"-T-
Zellen hemmen (Vukmanovic-Stejic et al., 2001). Tatsachlich wurde eine Zunahme von
CD8"-T-Zellen und eine gleichzeitige Abnahme von CD4*-T-Zellen in der Milz beobachtet.
Suppressor-T-Zellen sezernieren hauptsachlich immunregulatorische Zytokine, wie IL-4, IL-
10 und TGF-B (Vukmanovic-Stejic et al., 2001). Die Immunzellen der Milz sezernierten
tatsachlich vermehrt IL-10, allerdings nicht in signifikantem AusmaR. IL-10 ist ein Zytokin,
welches die Aktivitat von NK-Zellen erh6hen kann (De Waal Malefyt & Moore, 1998). Die
Immunzellen aus der Milz PRA-gefiitterter Tiere hatten eine hohere NK-Aktivitat. IL-10 kann
die Phagozytoseaktivitdt von Granulozyten und Monozyten vermindern (Buchwald et al.,
1999). Die Futterung mit PRA fiihrte tatsachlich zu einer tendenziell geringeren mittleren
Fluoreszenzaktivitat der aktiven Monozyten.
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Die unterschiedlichen Auswirkungen einer langfristigen Fitterung mit PRA auf das Immun-
system gesunder und AOM-behandelter Tiere sind vermutlich teilweise auf den direkten
Einfluss von AOM auf das Immunsystem zuriickfiihren. Die Behandlung mit AOM hatte
sowohl einen Einfluss auf das systemische als auch auf das darmassoziierte Immunsystem.
AOM-behandelte Tiere hatten einen hoheren Anteil CD8*-T-Zellen in der Milz und in den
MLK. Die mittlere Fluoreszenzaktivitat der Granulozyten aus der Milz war bei diesen Tieren
héher. Die NK-Aktivitat der Immunzellen aus Milz und PP war verringert, hingegen sezer-
nierten die Immunzellen aus den MLK vermehrt 1L-10. Dies zeigt insgesamt, dass AOM
deutliche Wirkungen auf das Immunsystem hat und es ist davon auszugehen, dass AOM-
behandelte Tiere auf eine Stimulation durch die Aufnahme von PRA in anderer Weise
reagieren als gesunde Tiere.

Zu Beginn der AOM-induzierten Tumorenstehung sind inflammatorische Prozesse im Darm
zu beobachten (Weisburger, 1971). Es ist vorstellbar, dass diese anfanglichen inflammatori-
schen Prozesse sowie weitere, im Laufe der Tumorentwicklung stattfindenden Vorgange im
Darm, ebenfalls einen Einfluss auf die Darmflora haben. Mdglicherweise wurde dadurch die
dauerhafte Besiedelung des Darmes mit einer htheren Anzahl Bifidobakterien verhindert.

Die kooperierende Arbeitsgruppe stellte fest, dass die Fiitterung mit PRA zu einer geringeren
Anzahl von Tumoren (Adenome und Karzinome) in Dickdarm und Rektum bei AOM-
behandelten Tieren fiihrte. Die Zahl der Tumoren im Dinndarm wurde nicht beeinflusst
(Femia et al., 2002). Es lasst sich nicht sicher beurteilen, inwieweit eine Beeinflussung des
Immunsystems durch die Aufnahme von PRA zu einer krebspraventiven Wirkung beigetragen
hat. Die I1L-10-Sekretion der Immunzellen aus den PP war bei diesen Tieren hoher. 1L-10 ist
ein Zytokin, das sowohl immunsuppressive Eigenschaften als auch immunstimulierende
Wirkungen entfalten kann. Es kann nicht nur die Aktivitat und Zytokinsekretion von NK-
Zellen hemmen sondern auch stimulieren. Die jeweilige Wirkung ist sehr stark abhéngig von
anderen gleichzeitig vorhandenen Zytokinen und der Aktivitdt anderer Immunzellen (De
Waal Malefyt & Moore, 1998). Tatsachlich wurde eine (nicht signifikant) hohere NK-
Aktivitdt der Immunzellen aus den PP beobachtet. IL-10 kann zudem die zytotoxische
Aktivitat, die Rekrutierung und die Proliferation von CD8"-T-Zellen stimulieren (Moore et
al., 2001). Es ist durchaus vorstellbar, dass die Aufnahme von PRA, durch Stimulation der
IL-10-Sekretion, zu einer verstarkten Bekdmpfung von Tumorzellen und damit zu einer
verminderten Zahl von Darmtumoren beigetragen hat. Andererseits ist nicht auszuschlielRen,
dass die hohere IL-10-Sekretion der Immunzellen aus den PP auf die Differenzierung von
regulatorischen T-Zellen zuriickzufuhren ist. Regulatorische T-Zellen sind an der Entstehung
einer oralen Toleranz beteiligt, nicht jedoch an der Tumorbekdmpfung.

Maglicherweise sind an der krebspraventiven Wirkung von PRA andere Mechanismen
beteiligt. Es werden vor allem folgende Wirkungen diskutiert: Bifidobakterien haben im
Vergleich zu anderen Darmbakterien eine geringere Aktivitat von Enzymen wie 3-Glucuroni-
dase, B-Glucosidase, Azoreduktase und Nitroreduktase, die zur Bildung mutagener und
kanzerogener Substanzen beitragen. Die Aufnahme von Prabiotika flihrt zu einer vermehrten
Ansiedlung von Bifidobakterien im Darm und dadurch wird mdglicherweise die Bildung
kanzerogener Substanzen vermindert (Pool-Zobel et al., 2002). Mdoglicherweise erhoht die
Aufnahme von Prébiotika die Apoptoserate von Darmzellen und vermindert so die Zahl
geschédigter Zellen (Pool-Zobel et al., 2002). Die Entstehung von SCFA, insbesondere von
Butyrat, kann ebenfalls eine krebspraventive Wirkung haben. Butyrat hemmt die Proliferation
von Darmzellen und induziert ihre Differenzierung. Zudem kann Butyrat die Sekretion von
Muzinen erhéhen und damit zur Deaktivierung von Karzinogenen beitragen (Pool-Zobel et
al., 2002).
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Zusammenfassend ist zu sagen, dass die kurzzeitige Futterung mit PRA bei gesunden Tieren
und die langfristige Futterung mit PRA bei AOM-behandelten Tieren zu einer Beeinflussung
des darmassoziierten Immunsystems, nicht jedoch des systemischen Immunsystems fihrte.
Bei Tieren, die mit AOM behandelt worden waren, konnte Uberdies eine krebspraventive
Wirkung durch die Aufnahme von PRA festgestellt werden. Bei einer langfristigen Fiitterung
mit PRA wurde bei gesunden Tieren eine Beeinflussung des systemischen Immunsystems
festgestellt.

5.1.10 Wirkungen der Synbiotika

Bei oraler Aufnahme von Synbiotika kdnnte das Immunsystem tber die Wirkungsweise der
Probiotika und/oder Uber die Wirkungsmechanismen der Prabiotika beeinflusst werden.
Uberdies ist vorstellbar, dass bei Gabe von Synbiotika additive oder sogar synergistische
Effekte auftreten, deren Auswirkungen die Wirkungen von Pro- oder Prébiotika alleine
Ubersteigen. Probiotika und Prébiotika konnten bei gleichzeitiger Verabreichung jedoch auch
antagonistische Wirkungen zeigen.

Bei einer kurzzeitigen Fitterung mit SYN wurde eine hohere SIgA-Konzentration im lleum,
nicht jedoch im Caecum, festgestellt. Dies fuhrt zu der Vermutung, dass Prabiotika bei
gleichzeitiger Gabe von Probiotika zum tberwiegenden Teil bereits im Illeum abgebaut
werden. Der Abbau von PRA findet vermutlich durch die gleichzeitig verabreichten Milch-
séurebakterienstimme LGG und BB12 statt. Dies konnte dazu fuhren, dass sich einer dieser
beiden Stdmme, oder auch beide, im lleum ansiedeln und dadurch zur Verdrangung anderer
Bakterienspezies beitragen.

Die kooperierende Arbeitsgruppe stellte bei SYN-gefiitterten Tieren, wie auch bei PRA-
gefltterten Tieren, eine hohere Konzentration von SCFA im Caecum fest. Der relative Anteil
von Acetat, Propionat und Valeriat im Caecum war geringer, hingegen war der relative Anteil
von Butyrat hoher. Verglichen mit PRA-gefiitterten Tieren hatten SYN-gefiitterte Tiere einen
geringeren Anteil an Butyrat im Caecum (Femia et al., 2002). Dies deutet ebenfalls darauf
hin, dass die Fermentation von PRA, bei gleichzeitiger Gabe von PRO, bereits im lleum
stattfindet. Bei der Fermentation von Prébiotika entstehen vermehrt SCFA, darunter auch
Butyrat. Findet der Abbau von PRA bereits im Ileum statt, wird das entstandene Butyrat
teilweise von den Darmepithelzellen dort absorbiert und gelangt nicht weiter in das Caecum.
Maoglicherweise regte die veranderte Darmflora im lleum die Differenzierung von CD4*-T-
Zellen zu Ty an, vergleichbar zu den Vorgangen bei einer kurzzeitigen Aufnahme von PRA
alleine. Ty sezernieren vor allem IL-10 und IFN-y (Mowat, 2003). Tatsachlich sezernierten
die Immunzellen aus den PP (nicht signifikant) vermehrt IL-10 und geringfligig mehr IFN-y.
IL-10 konnte die Plasmazellen in der Lamina propria zur verstarkten SIgA-Sekretion stimu-
liert haben. Vermehrt entstandenes Butyrat hat mdglicherweise zu einer Stimulation des
Transportes von SIgA in das Lumen beigetragen. Bei den Tieren wurde ein tendenziell
héherer Anteil CD4"-T-Zellen im Blut festgestellt. Moglicherweise ist dies auf einen hoheren
Anteil von Ty zurtickzufiihren. Nach der Differenzierung dieser Zellen im darmassoziierten
Immunsystem und anschlieBender Passage tber den Ductus thoracicus kénnte so der Anteil
von CD4"-T-Zellen im Blut erhoht worden sein. IL-10, das von Treq sezerniert wird, kénnte zu
der tendenziell hoheren Aktivitat der NK-Zellen des Blutes beigetragen haben. 1L-10 kann
uberdies die Bildung von Superoxidanion in Granulozyten vermindern, so dass deren Fahig-
keit zur Abtotung aufgenommener Organismen reduziert wird (De Waal Malefyt & Moore,
1998). Tatséachlich fuhrte die Fltterung mit SYN dazu, dass die aktiven Granulozyten beim
oxidativen Burst eine tendenziell geringere Enzymaktivitat aufwiesen.
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Die langfristige Fitterung mit SYN fuhrte bei AOM-behandelten Tieren zu einer héheren
Sekretion von IL-10 und zu einer (nicht signifikant) hoheren IFN-y-Sekretion der Immunzel-
len aus den PP. In dieser Studie konnte, aus technischen Griinden, die Konzentration von
SIgA im Darminhalt nicht gemessen werden. Es ist jedoch zu vermuten, dass SIgA ebenfalls
in hdherem MaRe sezerniert wurde. Mdoglicherweise wurde im darmassoziierten Immun-
system dieser Tiere ebenso die Differenzierung von CD4"-T-Zellen zu Ty angeregt. Das von
Treg Sezernierte IL-10 kénnte zur hoheren Aktivitat der NK-Zellen aus den PP beigetragen
haben. IL-10 hemmt einerseits die Proliferation von CD4"-T-Zellen und stimuliert anderer-
seits die Proliferation von CD8"-T-Zellen (Moore et al., 2001). Die Fiitterung mit SYN fiihrte
zu einer geringeren Proliferation der Immunzellen aus den PP. Diese Beobachtung konnte
ebenfalls durch einen hoheren Anteil von CD4"-Tyg in den PP erklart werden. Bei Stimulation
sezernieren Treq verstarkt IL-10, welches inhibierend auf die Proliferation dieser Zellen wirkt.
Im systemischen Immunsystem wurde jedoch keine Anderung des Verhiltnisses von CD4"-T-
Zellen zu CD8"-T-Zellen festgestellt. Aus technischen Griinden wurden in Studie 2 A die
Immunzellen des Blutes nicht untersucht. Es ist nicht auszuschlieBen, dass hier eine Ande-
rung, wie in Studie 1, zu beobachten gewesen ware. Auch hier ist zu berlcksichtigen, dass die
Behandlung mit AOM selbst einen Einfluss auf das Verhaltnis von CD4*-T-Zellen zu CD8"-
T-Zellen hatte. Der Anteil der CD8"-T-Zellen in Milz und MLK war durch die Behandlung
mit AOM erhoht. Moglicherweise haben sich die Wirkungen von SYN und AOM in diesem
Fall gegenseitig aufgehoben.

Die Fltterung mit SYN fuhrte zu einer geringeren Phagozytoseaktivitat der Monozyten aus
der Milz. Dies konnte ebenfalls auf einem héheren Anteil von Ty, und den von diesen Zellen
sezernierten Zytokinen, beruhen.

Die langfristige Futterung mit SYN beeinflusste das Immunsystem AOM-unbehandelter Tiere
nicht. Bei kurzzeitiger Verabreichung von SYN an AOM-unbehandelte Tiere wurde jedoch
eine Beeinflussung der Immunzellen des Blutes und eine erhéhte SIgA-Konzentration
festgestellt. Aus technischen Griinden wurden diese Parameter bei der langfristigen Verabrei-
chung nicht untersucht, so dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass auch eine Beeinflus-
sung dieser Parameter stattgefunden hatte.

Die langfristige Fltterung mit SYN hatte, wie auch die Verabreichung von PRA, unterschied-
liche Auswirkungen auf das Immunsystem gesunder und AOM-behandelter Tiere. Dies l&sst
sich vermutlich ebenfalls auf direkte Auswirkungen von AOM auf das Immunsystem zurck-
fihren. Moglicherweise sind auch inflammatorische Prozesse im Darm sowie weitere Vor-
gange der AOM-induzierten Tumorentwicklung im Darm und die daraus entstehenden
Wechselwirkungen mit der Darmflora von Bedeutung.

Die Futterung mit SYN verringerte bei AOM-behandelten Tieren die Zahl der Tumoren
(Adenome und Karzinome) im Dickdarm und im Rektum. Die Zahl der Tumoren im Diinn-
darm wurde nicht beeinflusst (Femia et al., 2002). Es konnte nicht eindeutig geklart werden,
ob die Beeinflussung des Immunsystems durch die Aufnahme von SYN zur Krebspravention
beigetragen hat. Die Fiitterung mit SYN fiihrte, wie auch die Verabreichung von PRA, zu
einer hoheren IL-10-Sekretion der Immunzellen der PP. Bei SYN-gefitterten Tieren wurde
zudem eine hohere Aktivitat der NK-Zellen aus den PP festgestellt. Moglicherweise hat 1L-10
auBerdem zu einer hoheren zytotoxischen Aktivitat von CD8"-T-Zellen im darmassoziierten
Immunsystem gefiihrt. Diese Wirkung und die héhere Aktivitat der NK-Zellen kdnnten zu
einer verstarkten Bekdmpfung von Tumorzellen beigetragen haben.

Es ist jedoch zu bedenken, dass die Beeinflussung des Immunsystems nur fir die Immunzel-
len des Dunndarmes untersucht wurde. Die Zahl der Tumoren im Dinndarm wurde durch die
Aufnahme von SYN jedoch nicht beeinflusst. Allerdings findet nach AOM-Behandlung die
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Tumorentstehung Uberwiegend im Dickdarm und im Rektum und nicht im Dunndarm statt.
Uberdies ist vorstellbar, dass die Immunzellen des Dickdarmes in dhnlicher Weise beeinflusst
wurden, wie die des Dlnndarmes. Es ist dennoch nicht auszuschlieRen, dass an der krebspra-
ventiven Wirkung von SYN auch andere Mechanismen beteiligt sind wie sie bereits fiir die
Wirkung von PRA diskutiert wurden.

Es war nicht eindeutig zu kléaren, ob die Kombination von Pro- und Prébiotika zu additiven
oder synergistischen Wirkungen flhrt. Die alleinige Verabreichung von PRO hatte, bis auf
einen tendenziellen Effekt auf das Verhaltnis von CD4"-T-Zellen zu CD8"-T-Zellen im Blut,
keine Auswirkungen auf das Immunsystem. Bei einer kurzzeitigen Verabreichung an gesunde
Tiere und bei langfristiger Gabe an AOM-behandelte Tiere beeinflussten PRA oder SYN das
Immunsystem in ahnlicher Weise. Allerdings beeinflusste die Verabreichung von SYN mehr
Immunparameter, so dass insgesamt gesehen SYN starkere Auswirkungen auf das Immunsys-
tem hatte als PRA. Bei einer langfristigen Verabreichung von PRA und SYN an gesunde
Tiere sind deutliche Unterschiede festzustellen. Die Fitterung mit PRA fiihrte zu einer
Beeinflussung des systemischen Immunsystems. Die Gabe von SYN hatte hingegen keine
messbaren Auswirkungen auf das Immunsystem.

Es ist zu vermuten, dass der Abbau von PRA, bei alleiniger Verabreichung, zu einem gerin-
gen Teil im lleum stattfindet, die Uberwiegende Fermentierung jedoch im Caecum erfolgt.
Durch die Verfiigbarkeit von PRA wird die Vermehrung bereits vorhandener Milchsaurebak-
terien, im lleum und vor allem im Caecum, angeregt. Die kombinierte Verabreichung von
PRO und PRA fiihrt méglicherweise bereits im lleum zu einem fast vollstandigen Abbau von
PRA und zu einer Ansiedelung der gleichzeitig verabreichten Probiotika LGG und BB12 in
diesem Darmabschnitt. Die vermutlich unterschiedlichen Wirkungsweisen von PRO, PRA
und SYN geben keinen Hinweis auf das Vorliegen von additiven oder synergistischen
Effekten.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die kurzzeitige Verabreichung von SYN bei gesunden
Tieren das darmassoziierte und das systemische Immunsystem beeinflusste. Die langfristige
Gabe von SYN hatte keine messbaren Auswirkungen auf das Immunsystem gesunder Tiere.
Dagegen wurde durch die langfristige Verabreichung von SYN bei AOM-behandelten Tieren
vor allem das darmassoziierte Immunsystem beeinflusst und die Verabreichung von SYN
hatte hierbei eine krebspréventive Wirkung.

5.2 Humanstudie

Die vorangegangenen Tierstudien haben gezeigt, dass die Aufnahme von SYN sowohl das
Immunsystem der Tiere beeinflussen kann als auch eine krebspréventive Wirkung hat. Die
nachfolgende Humanstudie sollte klaren, ob bei Krebspatienten oder Personen mit einem
hohen Risiko fur eine Darmkrebserkrankung (Patienten mit Polypen) ebenfalls entsprechende
immunologische Wirkungen durch die Aufnahme von SYN beobachtet werden kénnen.

5.2.1 Bedeutung der gemessenen Immunparameter

In der vorliegenden Humanstudie wurden Parameter gemessen, die tber den Status der
unspezifischen Immunabwehr eines Menschen Auskunft geben kénnen. Hierzu zéhlen die
Messung der Phagozytoseaktivitdt und des oxidativen Burst. Insbesondere wurden jedoch
Immunparameter gemessen, die bei der Abwehr von Tumorzellen von Bedeutung sind. Die
Aktivitat der NK-Zellen ist hier von besonderer Wichtigkeit, da diese Zellen in der Lage sind,
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ohne vorherige Aktivierung, Tumorzellen abzuttten. Ferner wurde die Kapazitat der periphe-
ren mononukleédren Blutzellen zur Sekretion bestimmter Zytokine (IL-2, IL-10, IL-12, TNF-a
und IFN-y) untersucht. IL-2 ist im Zusammenhang mit der Bek&mpfung von Tumorzellen von
Bedeutung, da es die Proliferation, die IFN-y-Sekretion und das zytotoxische Potenzial von
NK-Zellen erhoht. AulRerdem kann IL-2 die Bildung von Lymphokin-aktivierten Killerzellen
induzieren, die ebenfalls eine hohe zytotoxische Aktivitdt gegen Tumorzellen besitzen
(Brittenden et al., 1996).

IL-10 hat sehr vielfaltige Funktionen, ist jedoch lberwiegend als immunsuppressiv anzuse-
hen. IL-10 kann allerdings auch die zytotoxische Aktivitat und die Proliferation von CD8"-T-
Zellen, die ebenfalls zur Abwehr von Tumorzellen beféhigt sind, erhdhen (Moore et al.,
2001). Die Wirkung von IL-10 auf NK-Zellen kann sowohl stimulierend als auch hemmend
sein. Dies ist abhangig von der IL-10-Konzentration, der NK-Subpopulation sowie der
vorherigen Stimulation der NK-Zellen durch andere Zytokine (De Waal Malefyt & Moore,
1998).

IL-12 erhoht die zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen. Es veranlasst NK- und T-Zellen zur
Bildung von IFN-y, TNF-o. und anderen Zytokinen, die zytotoxisch oder zytostatisch auf
Tumorzellen wirken (Colombo & Trinchieri, 2002).

TNF-a ist ein Zytokin, das teilweise gegensétzliche Einfllsse auf die Tumorentstehung hat.
Einerseits hat TNF-a zytotoxische oder zytostatische Wirkung auf Tumorzellen. Andererseits
kann das von Tumorzellen gebildete TNF-o zum Tumorwachstum und zur Tumorverbreitung
beitragen, indem es die Gefal- und Stromabildung fordert (Wilson & Balkwill, 2002). TNF-o
aktiviert CTL, verstarkt die Funktion von NK-Zellen und vermittelt die IL-2-induzierte
Tumortoxizitat (Zhang & Tracey, 1998).

IFN-y kann die Expression antigenprasentierender Komponenten in Tumorzellen erhéhen und
damit deren Erkennung durch CTL férdern. Uberdies induziert IFN-y die Bildung von
Chemokinen, die zur Hemmung der Tumorangiogenese beitragen. IFN-y ist vermutlich an der
Rekrutierung von T-Zellen in Tumorgewebe beteiligt und hemmt die Bildung immunsuppres-
siver Faktoren wie beispielsweise TGF- und PGE,. Ohne die Fé&higkeit auf IFN-y zu reagie-
ren entwickeln Tiere, die mit einem Karzinogen behandelt wurden, deutlich mehr Tumoren
als IFN-y-sensible Tiere (Beatty & Paterson, 2001).

Da beim Menschen die Zellen des darmassoziierten Immunsystems nicht problemlos direkt
untersucht werden konnen, wurden in der vorliegenden Humanstudie die Konzentration
zweier Zytokine (TGF-B1, PGE,) im Féazeswasser untersucht. TGF-f wird im Darm vor allem
von ausdifferenzierten Epithelzellen der Darmzotten synthetisiert (Markowitz & Roberts,
1996). Die Wirkung von TGF-p ist in der Regel immunsuppressiv. Die Bildung von CTL,
NK-Zellen und Lymphokin-aktivierten Killerzellen wird durch TGF-B gehemmt (Derynck &
Choy, 1998). TGF- kann sowohl mitogene als auch antiproliferative Wirkungen ausiiben,
dies ist vom beeinflussten Zelltyp abh&ngig. Tumorzellen, insbesondere Darmtumorzellen,
zeigen héufig eine erhdhte Expression von TGF-B. Auf unveranderte Epithelzellen hat TGF-
antiproliferative Wirkung, hingegen wird die Proliferation der meisten Darmtumorzellen
durch TGF-B stimuliert (Gold, 1999).

PGE; wird im Darm vermutlich tberwiegend von T-Zellen der Lamina propria gebildet, aber
auch Darmepithelzellen synthetisieren PGE; (McCarn et al., 2003). PGE, hat zahlreiche
immunmodulatorische Wirkungen und beeinflusst vermutlich das Wachstum von Darmtumo-
ren und anderen Krebsarten. In humanem Darmtumorgewebe wurden erhthte PGE,-
Konzentrationen (Bennett & Tacca, 1975; Narisawa et al., 1990; Rigas et al., 1993) sowie
eine erhdhte Expression von COX-2 (Sano et al., 1995; Eberhart et al., 1994) festgestellt.
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5.2.2 Vergleichbarkeit mit Humanstudien anderer Arbeitsgruppen

Die Ergebnisse der vorliegenden Humanstudie zeigen, dass eine Aufnahme von SYN
(12 Wochen lang) bei Krebspatienten einen sehr geringen Einfluss auf das Immunsystem
hatte. Das Immunsystem der Patienten mit Polypen wurde in keiner Weise durch den Verzehr
von SYN beeinflusst. Zahlreiche Tierstudien hatten bisher gezeigt, dass die Fltterung mit
Probiotika alleine zu einer Modulation des Immunsystems fuhren kann. Es gibt jedoch nur
sehr wenige placebokontrollierte Humanstudien, die mogliche Auswirkungen von Probiotika
auf das Immunsystem untersucht haben. In der placebokontrollierten Studie von Arunachalam
et al. (2000) fiihrte die Aufnahme von B. lactis HN019 (3 x 10" cfu/Tag, 6 Wochen lang) zu
einer hoheren Phagozytoseaktivitat der Granulozyten des Blutes und zu einer hoheren IFN-o.-
Sekretion der PMBZ. Im Gegensatz hierzu hatte der Verzehr von L. casei Shirota (3 x 10"
cfu/Tag, 4 Wochen lang) keinen Einfluss auf die untersuchten Immunparameter (Aktivitat der
NK-Zellen, Phagozytoseaktivitat, Lymphozytensubpopulationen, Sekretion von IL-1f, IL-2
und IFN-y der PMBZ) (Spanhaak et al., 1998).

Die Futterung mit Prébiotika alleine beeinflusste in Tierstudien das Immunsystem. In einer
placebokontrollierten Humanstudie konnte diese Wirkung nicht bestitigt werden. Altere
Probanden (> 70 Jahre) verzehrten 6 g pro Tag einer Mischung aus 70 % Oligofructose
(Raftilose) und 30 % Inulin (Raftiline). Zusatzlich erhielten alle Probanden ein Nahrungser-
ganzungsmittel, das 50 % des taglichen Vitaminbedarfs deckte. Nach 8 Wochen wurde kein
Einfluss des Prabiotikums auf die Konzentration von IgA, 1gG und IgM im Blut sowie SIgA
im Speichel festgestellt. Die Proliferation der Lymphozyten und die Zytokinsekretion der
Monozyten des Blutes blieb ebenfalls unbeeinflusst (Bunout et al., 2002).

Bislang gab es keine Untersuchung darlber, ob durch die Aufnahme eines Synbiotikums das
Immunsystem des Menschen beeinflusst werden kann. Die Tierstudien der vorliegenden
Arbeit haben gezeigt, dass die kombinierte Aufnahme von Pro- und Prabiotika zu anderen
Wirkungen fuhrt als die alleinige Verabreichung der Probiotika oder des Prébiotikums. Dies
macht deutlich, dass kein direkter Vergleich der vorliegenden Humanstudie mit den Human-
studien anderer Arbeitsgruppen moglich ist, da diese die alleinige Aufnahme von Pro- oder
Prébiotika untersucht haben. Darlber hinaus enthielt das Synbiotikum der vorliegenden
Humanstudie eine Kombination zweier Milchsdurebakterienstamme, dies stellt einen weiteren
grundsatzlichen Unterschied zu den Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen dar.

5.2.3 Einfluss von SYN auf das Immunsystem

In der vorliegenden Arbeit fuhrte die Aufnahme von SYN bei Krebspatienten nach 6 Wochen
(T 2) zu einer geringeren IFN-y-Sekretion der PMBZ und nach 12 Wochen (T 3) zu einer
hoheren IFN-y-Sekretion, im Vergleich zu Interventionsbeginn (T 1) bzw. zu T 2. Lediglich
von T 2 nach T 3 ergab sich ein statistisch signifikanter Anstieg der IFN-y-Sekretion. In der
entsprechenden Kontrollgruppe wurde keine Anderung der IFN-y-Sekretion beobachtet.

IFN-y wird hauptsdchlich von T-Zellen, NK-Zellen und Makrophagen gebildet (Le Page et
al., 2000). In der vorliegenden Arbeit wurden die PMBZ mit dem Mitogen ConA zur IFN-y-
Sekretion angeregt. Da ConA spezifisch T-Zellen stimuliert, basiert die veranderte IFN-y-
Sekretion moglicherweise auf der Differenzierung einer bestimmten T-Zell-Subpopulation.
Innerhalb der Lymphozytenpopulation der CD4'-T-Zellen sind Tpl-Zellen durch 1FN-y-
Sekretion charakterisiert. Verschiedene, an der Antigenerkennung beteiligte Faktoren fordern
entweder die Entstehung von Tyl- oder von Ty2-Zellen. Insbesondere IL-12 stimuliert die
Entstehung von Tyl-Zellen (Romagnani, 1999). Bei Nagetieren ist die T-Zell-Antwort auf
Futter-Antigene oder auf die normale Darmflora von Tu2- und Ty3-Zellen sowie von Teg

108



Diskussion

gepragt. Allerdings wurden auch Tyl-polarisierte Immunantworten auf orale Antigene
beobachtet. Im Unterschied zu Nagetieren scheint beim Menschen jedoch eine von Tyl-
Zellen gepragte Immunantwort auf orale Antigene sehr viel haufiger zu sein (MacDonald &
Monteleone, 2001). Dies flhrt zu der Vermutung, dass der Verzehr von SYN mdglicherweise
zu einer Veranderung der Darmflora gefiihrt hat und hierdurch im darmassoziierten Immun-
system die Differenzierung von CD4"-T-Zellen zu Tp1-Zellen angeregt wurde. Die differen-
zierten Zellen kdnnten Uber den Ductus thoracicus in den Blutstrom gelangt sein und so zu
der hoheren IFN-y-Sekretion gefuhrt haben. Tyl-Zellen sezernieren aufRer IFN-y auch IL-2
und TNF-B. Tatsachlich sezernierten die PMBZ der Krebspatienten zum Zeitpunkt T 3
ebenfalls eine (nicht signifikant) hthere Menge IL-2.

IFN-y ist jedoch auch ein Zytokin, dass von CTL sezerniert wird (Delves & Roitt, 2000). Die
Differenzierung von CD8"-T-Zellen zu CTL wird durch antigenprésentierende Zellen, die
virale Proteine, Proteine intrazellularer Bakterien und Tumorantigene tragen, angeregt
(McMichael, 1992). Es ist nicht auszuschlieBen, dass die moglicherweise verédnderte Darm-
flora zur Differenzierung von CTL gefiihrt hat und eine Zunahme dieser Zellpopulation fur
die hohere IFN-y-Sekretion verantwortlich war.

Um zu klédren, ob tatsachlich die Zunahme einer bestimmten Zellpopulation zu der héheren
IFN-y-Sekretion gefilhrt hat, missten in weiteren Untersuchungen die Anteile der CD4"-T-
Zellen und CD8"-T-Zellen bzw. durch weitere Oberflachenmarker entsprechende Subpopula-
tionen innerhalb der Lymphozytenpopulation bestimmt werden.

Es ist jedoch auch vorstellbar, dass Vorgange auBerhalb des darmassoziierten Immunsystems
und unabhdngig von der SYN-Aufnahme zu der vermehrten IFN-y-Sekretion gefuhrt haben.
Maoglicherweise wurde durch Viren oder durch andere Bakterien als LGG und BB12 die
Differenzierung von CD8"-T-Zellen zu CTL angeregt.

Insgesamt betrachtet ist die beobachtete Wirkung von SYN als geringfligig einzuordnen.
Zumal die hohere IFN-y-Sekretion zum Zeitpunkt T 3 nur im Vergleich mit T 2, nicht jedoch
im Vergleich mit T 1, signifikant war. Weitere Studien missten klaren, ob die beobachtete
Wirkung bei Krebspatienten tatsachlich auf dem Verzehr von SYN beruht. Bei Patienten mit
Polypen wurde (berdies kein Einfluss von SYN auf das Immunsystem festgestellt. Es ist
jedoch auch wichtig anzumerken, dass in der vorliegenden Humanstudie keine negativen
Wirkungen durch die Aufnahme von SYN auf das Immunsystem der untersuchten Patienten
beobachtet wurden.

5.2.4 Dosis und Aufnahmedauer von SYN

Im Gegensatz zu mehreren Humanstudien, die bei alleiniger Aufnahme von Probiotika einen
Einfluss auf das Immunsystem festgestellt haben, hatte die Aufnahme von SYN in der
vorliegenden Humanstudie nahezu keinen Einfluss auf das Immunsystem. Die verzehrte
Dosis von LGG und BB12 betrug jeweils 1 x 10*° cfu/Tag und ist damit vergleichbar zu den
verwendeten Mengen anderer Arbeitsgruppen. Die Aufnahme des Prébiotikums in der
vorliegenden Humanstudie betrug 10 g pro Tag. Roberfroid et al. (1998) stellten fest, dass
beim Menschen zumindest fir die bifidogene Wirkung von FOS eine tagliche Aufnahme von
ungefahr 4 g ausreichend ist. In der Humanstudie von Bunout et al. (2002) fuhrte der Verzehr
von 6 g FOS pro Tag zu keiner Beeinflussung des Immunsystems. Insofern kann nicht
ausgeschlossen werden, dass der Verzehr einer grofleren Menge als die in dieser Studie
eingesetzten 10 g FOS pro Tag maoglicherweise doch zu Auswirkungen auf das Immunsystem
flhrt.

Anderer Arbeitsgruppen untersuchten beim Menschen die Auswirkungen einer Aufnahme
von Probiotika zumeist nach einer Interventionszeit von 3 Wochen. Diese Untersuchungen
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sind folglich nicht vergleichbar mit der vorliegenden Humanstudie, da hier die Probanden
nach einer Interventionszeit von 6 und 12 Wochen untersucht wurden. Allerdings wurde in
der Humanstudie von Arunachalam et al. (2000) eine Beeinflussung des Immunsystem durch
die Aufnahme von B. lactis HNO19 nach 6 Wochen festgestellt, dies ist vergleichbar zu dem
Zeitpunkt T 2 der vorliegenden Humanstudie.

5.2.5 Unterschiede zwischen Human- und Tierstudien

Die Tierstudien der vorliegenden Arbeit hatten gezeigt, dass die Verabreichung von SYN das
Immunsystem beeinflussen kann. Diese Untersuchungen fuhrten zu der Vermutung, dass das
menschliche Immunsystem durch die orale Aufnahme von SYN ebenfalls beeinflusst werden
konnte. Diese Vermutung konnte in der vorliegenden Humanstudie nicht bestatigt werden. Es
ist allerdings nicht vollig auszuschlieBen, dass der Verzehr von SYN das Immunsystem der
Patienten beeinflusst hat, dieser Einfluss jedoch mit den untersuchten Parametern nicht
messbar war. Es ist generell schwieriger in Humanstudien eine Beeinflussung des Immunsys-
tems festzustellen als in Tierstudien. Dies ist darauf zurtickzufuhren, dass die gemessenen
Immunparameter beim Menschen deutlich gréRere Schwankungsbreiten haben als dies bei
Versuchstieren der Fall ist. Eine Ursache hierfur ist die groRere genetische Vielfalt der
untersuchten Patienten, im Vergleich zu den Versuchstieren, die in der Regel alle einem
bestimmten Inzuchtstamm angehoren. Daruber hinaus ist bei alteren Menschen grundsatzlich
eine Abschwachung der Immunantwort zu beobachten, und diese ist mit einer Zunahme der
Variabilitat zwischen den Individuen verbunden (Makinodan, 1995).

Weiterhin kdnnen im Tierversuch Faktoren wie Stress, korperliche Aktivitat, Nikotinkonsum
und Keimbelastung, die unabhangig von der Behandlung das Immunsystem beeinflussen,
entweder ausgeschlossen werden oder sie sind flr alle Versuchstiere gleich. AuRerdem
erhielten die Tiere in den Studien der vorliegenden Arbeit, Gber die gesamte Versuchszeit,
eine kontrollierte Basisdiat. Maisol und Cellulose dienten zur Deckung des Fett- und Ballast-
stoffbedarfs. Im Gegensatz hierzu nahmen die Patienten wéhrend der Intervention eine nicht
kontrollierte Kost zu sich. Diese Nahrung beinhaltete sicher unterschiedliche Fette, mit einem
unterschiedlichen Fettsduremuster und auch unterschiedliche Ballaststoffe. Fettsduren und
Ballaststoffe sind Nahrungskomponenten, die ebenfalls einen Einfluss auf das Immunsystem
austiben konnen (Calder et al., 2002; Schley & Field, 2002). Alle diese Faktoren tragen dazu
bei, dass beim Menschen die Immunparameter sehr viel gréReren Schwankungen unterworfen
sind als die Immunparameter bei Versuchstieren. Dies flhrt dazu, dass Einflusse auf das
Immunsystem durch die Aufnahme von SYN oder anderen Substanzen beim Menschen
moglicherweise erst bei einer starkeren Beeinflussung festgestellt werden. Aufgrund der
groReren Schwankungsbreite der Immunparameter beim Menschen ist es hier besonders
wichtig eine Kontrollgruppe in die Untersuchung einzubeziehen, um Effekte, die unabhéngig
von der Behandlung auftreten, von tatsachlichen Behandlungseffekten zu unterscheiden. In
der vorliegenden Studie wurde dies bertcksichtigt, jedoch wurden in einer Reihe von Human-
studien anderer Arbeitsgruppen, die insbesondere die Wirkung von Probiotika untersucht
haben, keine adaquaten Kontrollgruppen miteinbezogen.

5.2.6  Unterschiede zwischen Patienten und Versuchstieren

Es ist jedoch eher zu vermuten, dass prinzipielle Unterschiede zwischen Versuchstieren und
untersuchten Patienten dazu gefiihrt haben, dass die Aufnahme von SYN das Immunsystem
der Tiere beeinflusste, nicht jedoch das Immunsystem der Patienten. Die Versuchstiere
wurden in einer relativ keimarmen Umgebung gehalten und erhielten keimarmes Futter, um
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mdoglichen Erkrankungen der Tiere vorzubeugen. Die Patienten der Humanstudie hingegen
waren im stdndigen Kontakt mit einer sehr viel htheren Anzahl von Mikroorganismen. Die
keimarmen Bedingungen der Tierstudien kdnnten Ursache dafir sein, dass das Immunsystem
der Tiere auf die Verabreichung von Milchsaurebakterien starker reagierte als das Immunsys-
tem der Menschen in normaler Umgebung.

Unter Bericksichtigung der GroRenverhaltnisse ist festzustellen, dass die Aufnahme von SYN
pro kg Korpergewicht in der Humanstudie erheblich geringer war als in der Tierstudie. Die
Tiere hatten ein durchschnittliches Korpergewicht von ~ 350 g und nahmen insgesamt
~ 1,47 x 10" cfu Milchsaurebakterien und ~ 1,5 g Synergyl® pro Tag auf. Die Patienten
hatten ein durchschnittliches Kérpergewicht von ~ 80 kg und nahmen 2 x 10" cfu Milchsau-
rebakterien und 10 g Raftilose® Synergyl pro Tag zu sich. Es kann nicht véllig ausgeschlos-
sen werden, dass die im Verhaltnis geringere Aufnahmemenge zu den unterschiedlichen
Ergebnissen der Human- und Tierstudien beigetragen hat. Hierbei ist zu bedenken, dass der
Verzehr von FOS zu unangenehmen Begleiterscheinungen wie Bl&hungen, intestinalen
Krampfen und Durchfallen fiihren kann. Beim Menschen ist die Menge, die ohne Beschwer-
den verzehrt werden kann, sehr individuell verschieden. Unempfindliche Personen kdnnen
ungefahr 30 g FOS zu sich nehmen, ohne dass unangenehme Begleiterscheinungen auftreten
(Coussement, 1999). Dies macht deutlich, dass eine dem Tierversuch vergleichbare Dosis
vom Menschen nicht ohne Beschwerden toleriert wird.

Dartiber hinaus ist es sehr wichtig zu bedenken, dass grundsatzliche Abweichungen zwischen
dem menschlichen Immunsystem und dem Immunsystem von Nagetieren existieren. Bei-
spielsweise sind beim Menschen und bei Nagetieren teilweise unterschiedliche Zytokine an
der Differenzierung von Tyl- und Ty2-Zellen beteiligt. Die von Tyl- und Ty2-Zellen sezer-
nierten Zytokine sind ebenfalls zum Teil verschieden. Dartiber hinaus sind beim Menschen
die Zytokinprofile von Tyl- und Ty2-Zellen nicht in dem AusmaR voneinander abgegrenzt
wie bei der Maus (Romagnani, 1999; Romagnani, 2000). Weiterhin gibt es wichtige Unter-
schiede bei der T-Zell-Antwort, die an Mukosaoberflachen ausgelést wird. Beim Menschen
ist die T-Zell-Antwort auf orale Antigene von Ty1-Zellen geprégt. Bei Nagetieren wird durch
Futter-Antigene oder die normale Darmflora die Differenzierung von Ty2- und Ty3-Zellen
sowie von Trq angeregt. (Nagata et al., 2000; MacDonald & Monteleone, 2001). Alle diese
generellen Unterschiede zwischen dem Immunsystem des Menschen und dem Immunsystem
von Nagetieren konnten dafiir verantwortlich sein, dass das Immunsystem der Versuchsratten
durch die Aufnahme von SYN beeinflusst wurde, nicht aber das Immunsystem der untersuch-
ten Patienten.
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7 Abkulrzungsverzeichnis

AOM Azoxymethan

BB12 Bifidobacterium lactis BB12

BgVvVv Bundesinstitut fur gesundheitlichen Verbraucherschutz und
Veterindrmedizin

BrdU 5-Brom-2"-Desoxyuridin

BSA Bovines Serum Albumin

CD Differenzierungscluster

cfu colony-forming units

ConA Concanavalin A, Lektin von Canavalia ensiformis

COX Cyclooxygenase

CTL zytotoxische T-Zellen

DHR Dihydrorhodamin 123

DiO 3,3 -Dioctadecyloxacarbocyanin-Perchlorat

DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium

DMH 1,2-Dimethylhydrazin

DMSO Dimethylsulfoxid

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

E. coli Escherichia coli

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

FACS Durchflusszytometer

FITC Fluoreszein-Isothiocyanat

FL Fluoreszenzkanal

FOS Fructooligosaccharide

FSC Vorwartsstreulicht

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierender Faktor

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

ILF einzelne lymphatische Follikel

KIR killer immunoglobuline-like receptors

KON Kontrolle

LAP latent-associated peptide

LGG Lactobacillus rhamnosus GG

LPS Lipopolysaccharid

LTBP latent TGF-B binding protein

MF mittlere Fluoreszenzintensitat

MHC Haupthistokompatibilitatskomplex

MLK mesenteriale Lymphknoten

MW Mittelwert

n Anzahl der durchgefiihrten Versuche

NKT natlrliche Killer T-Zellen

NK-Zellen natdrliche Killerzellen

oD optische Dichte

PALS periarteriolar lymphoid sheat

PGE, Prostaglandin E;

PHA Lektin von Phaseolus vulgaris, Phytohdmagglutinin

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

PMBZ periphere mononukledre Blutzellen
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PP
PRA
PRO
PTX
ROS
R-PE
SCFA
SD
SIgA
spp
SSC
SYN
TGF
Tw-Zellen
TMB
TNF
Treg
TZR
viv
VLDL
w/w

Peyersche Plaques
Versuchsdiat mit Prébiotikum
Versuchsdidt mit Probiotika
Pentoxifyllin

reaktive Sauerstoffspezies
R-Phycoerythrin

kurzkettige Fettsauren
Standardabweichung
sekretorisches Immunglobulin A
Subspezies

Seitwaértsstreulicht
Versuchsdidt mit Synbiotikum
Transforming Growth Factor
Helfer-T-Zellen
3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin
Tumornekrosefaktor
regulatorische T-Zellen
T-Zell-Rezeptor

Volumen per Volumen
Lipoproteine sehr geringer Dichte
Gewicht pro Gewicht
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8 Tabellenanhang

8.1 Tierstudie 1

8.1.1

Tab. 8.1: Korpergewicht und Gewichtszunahme der Versuchstiere (in g)

Korpergewicht, Gewichtszunahme und Futteraufnahme

Gewicht Versuchbeginn Gewicht Versuchende Gewichtszunahme
KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN
320,7 | 342,0 | 324,6 | 3243 | 360,7 | 419,6 | 3685 | 360,1 | 40,1 77,5 43,9 35,8
330,2 280,9 297,3 302,0 3689 321,6 336,7 3447 38,7 40,8 39,4 42,7
314,6 312,1 332,2 310,4 365,5 358,4 380,6 3423 50,9 46,3 48,4 31,9
316,1 311,3 293.7 327,1 378,6 3494 346,0 377,9 62,5 38,0 52,4 50,9
372,2 336,1 365,3 333,8 424.5 390,5 398.,5 401,1 52,3 54,4 33,2 67,3
351,0 316,0 356,4 334,9 376,7 367,1 402,0 378.5 25,7 51,2 45,6 43,6
366,1 | 3288 | 331,7 | 3314 | 4087 | 361,3 | 3657 | 373,1 | 42,6 32,5 34,0 41,7
3332 | 299,6 | 3404 | 3279 | 378,9 | 3506 | 3825 | 364,9 | 457 51,1 42,0 37,0
303,7 289.4 316,6 310,3 354,2 334,6 365,6 361,2 50,4 45,2 49,0 50,9
303,3 315,3 305,0 318,5 355,8 3542 346,7 371,6 52,5 38,8 41,7 53,1
307,0 302,7 313,5 3224 355,5 3529 347,6 401,3 48,4 50,1 34,1 78,8
301,2 338,1 342,8 322,2 353,8 399.9 386,0 387,3 52,5 61,8 43,2 65,1
318,5 334,2 321,1 312,3 340,7 384.,9 351,1 358.,5 22,3 50,7 30,0 46,2
3199 | 327,6 | 3398 | 3374 | 373,9 | 367,6 | 399.6 | 400,0 | 54,0 | 40,1 59,7 62,6
304.,9 325,2 327,1 301,1 355,5 364,1 390,7 336,1 50,6 39,0 63,6 35,0
329.3 3283 336,7 349,1 368,8 376,7 3823 399.5 39,5 48,3 45,6 50,4
328,5 329,1 314,4 332,2 365,5 374,1 351,0 368,1 37,0 45,0 36,6 36,0
321,8 336,9 3227 336,3 366,2 392,8 360,8 380,4 44,4 55,9 38,0 44,1
309,1 348,9 340,8 318,4 348,1 406,2 379,8 365,2 39,0 57,3 39,0 46,8
3283 | 3244 | 3044 | 3290 | 381,8 | 3570 | 342,6 | 367,7 | 53,5 32,6 38,2 38,7
MW | 324,0 | 321,3 | 3263 | 324,10 | 369,1 | 3692 | 3692 | 372,0 | 451 47,8 42,9 47,9
SD 19,8 17,8 18,8 12,4 19,8 24,3 20,8 19,3 9,8 10,7 8,6 12,39
n 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Tab. 8.2: Durchschnittliche, tigliche Futteraufnahme je Tier (in g)
(Berechnung: Futteraufnahme je Kéifig/Tieranzahl im Kéfig)
KON PRO PRA SYN
14,7 15,5 13,1 15,0
15,1 13,7 14,3 13,5
16,9 15,9 14,7 17,4
14,9 15,6 13,5 16,0
14,8 14,8 15,4 15,0
15,3 15,3 14,1 15,9
15,0 14,6 14,6 14,0
15,7 14,0 14,7 14,0
14,0 16,5 15,5 15,6
15,9 17,1 15,7 15,2
15,9 13,5 12,6 16,0
14,7 15,5 13,1 15,0
15,1 13,7 143 13,5
MW 15,3 15,1 14,4 15,2
SD 0,8 1,2 1,0 1,1
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8.1.2

Tab. 8.3: Anteil CD4'-T-Zellen (in %)

Lymphozytensubpopulationen

Blut Milz MLK

KON | PRO PRA SYN | KON | PRO PRA SYN [ KON [ PRO PRA SYN

42,6 41,1 412 39,2 455 40,0 39,9 40,1 485 492 478 50,0

39,4 49,0 475 45,6 41,4 44 4 435 473 53,9 49,6 47 4 53,2

48.4 45,5 56,6 449 442 42,0 473 56,0 499 45,5 51,5 57,8

42,7 41,6 453 54,8 47,9 46,3 45,5 52,5 47,0 48,3 454 58,7

52,5 55,3 51,1 44,7 56,6 54,0 58,2 61,7 63,5 56,1 61,7 63,3

43,8 49,8 41,4 45,8 57,6 58.8 61,4 58,4 61,6 63,1 63,5 58,7

44.8 59,4 42,8 49,8 58,0 54,5 55,9 56,5 58,1 57,2 62,1 54,2

42,3 48,1 44.4 49.6 56,8 54,0 56,0 53,7 59,2 489 57,7 49,4

40,9 46,1 35,3 40,2 51,1 56,5 52,9 58,1 54,8 57,7 54,0 57,0

44,8 39,3 40,9 42,1 57,2 54,0 52,1 62,5 54,1 59,9 51,6 56,8

48,8 51,8 44.6 46,7 58,2 60,9 60,4 56,6 58,6 58,9 55,1 57,3

42,5 449 44.6 56,8 62,3 63,0 64,6 60,1 60,2 55,2 58,9 59,9

40,3 46,8 38,4 47,8 59,1 62,4 57,3 59,8 60,0 52,4 59,5 59,6

41,2 65,7 44.6 48,7 61,8 64,5 70,8 59,1 54,5 54,3 62,0 56,2

38,7 36,3 41,7 42 4 54,6 58,3 61,7 60,1 52,2 53,3 57,9 56,3

55,5 51,3 42.4 50,9 474 60,4 61,6 61,3 51,3 61,4 56,3 58,7

43,2 41,9 44.6 43,7 63,1 57,1 61,0 59,4 57,4 62,0 58,0 57,6

41,3 422 43,4 47,7 62,5 55,1 59,3 55,3 60,9 56,3 57,5 53,4

47,7 42,9 48,1 49,1 58,8 56,6 58,7 69,1 57,0 55,3 58,7 59,6

493 482 51,9 457 62,9 65,2 63,5 58,5 58,2 58,4 61,1

MW 44,5 47,4 44,6 46,8 55,4 54,9 56,7 57,6 56,0 55,1 56,2 56,9
SD 45 7,0 48 4.4 6,8 7,0 7.8 6,1 4.6 5,0 5,2 3,5
n 20 20 20 20 20 19 20 20 20 20 20 20

Tab. 8.4: Anteil CD8"-T-Zellen (in %)
Blut Milz MLK

KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN

25,2 25,7 25,0 24,0 8,5 16,7 7,1 10,9 10,5 8,8 13,4 9,3

25,0 29,0 22,9 24,1 72 11,2 15,9 18,2 10,2 12,8 13,2 14,4

24,6 24,1 28,5 20,5 15,2 10,3 14,9 9,8 11,6 12,5 11,9 9,0

26,7 22,2 27,2 29,3 13,6 9,6 12,1 9,7 12,8 11,5 12,0 11,5

28,8 25,8 31,1 24.4 9,5 9,8 7.5 10,0 7.8 11,1 11,5 11,3

24,5 21,4 23,0 24,0 9,3 11,4 9,6 11,3 9.4 11,0 8,0 12,2

24,5 22,5 24.4 23,8 13,9 10,9 12,6 11,5 10,7 13,0 11,3 10,8

24,2 23,8 23,7 27,9 10,9 11,8 11,5 12,9 12,0 43 12,0 5,1

23,8 245 22,9 21,5 22,0 11,9 17,9 10,6 8,2 11,6 9,1 9,0

24,8 23,5 25,1 22,0 12,3 10,5 15,6 9,6 5,6 9,0 9,8 10,3

20,9 24,3 24,0 22,9 12,1 12,1 10,2 9,4 12,1 10,1 9,5 11,7

26,3 29,2 24,6 29,0 12,4 13,8 12,1 14,9 9,9 12,7 6,4 14,4

25,9 22,9 23,6 24,2 15,0 10,5 12,8 11,8 10,9 5,7 12,6 13,2

24.4 23,9 23,2 27,6 11,9 9,6 3,6 13,7 8,8 8,9 9,6 13,0

24,4 24,4 25,0 23,2 14,3 10,6 15,3 13,1 10,9 10,3 9,5 13,0

25,1 22,8 21,8 21,1 14,4 9,6 9,3 10,9 15,9 13,2 13,7 15,0

22,5 25,2 24,3 25,3 12,4 11,4 13,9 16,5 12,7 20,3 13,1 13,7

24,9 26,6 24,9 26,4 12,6 15,0 13,4 12,9 12,0 12,2 12,5 10,8

27,2 24,7 23,8 20,3 10,5 11,9 14,1 7,0 8,6 14,3 11,7 7.8

22,6 24,1 24,9 21,2 7.8 7.5 8,2 9,3 10,8 13,0 8.4

MW 24,8 24,5 24,7 24,1 12,3 11,5 11,8 11,6 10,5 11,2 11,2 11,2
SD 1,7 2,0 2,1 2.7 3,3 1,9 3,6 2,7 2,2 3,3 2,0 2,5
n 20 20 20 20 20 19 20 20 20 20 20 20
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Tab. 8.5: Verhiltnis CD4"-T-Zellen/CD8"-T-Zellen

Blut Milz MLK
KON | PRO | PRA | SYN | KON [ PRO | PRA [ SYN | KON | PRO | PRA | SYN
1,69 1,60 1,65 1,64 5,35 2,39 5,60 3,68 4,63 5,58 3,56 5,38
1,58 1,69 2,08 1,89 5,74 3,98 2,74 2,60 526 3,88 3,59 3,68
1,97 1,89 1,99 2,19 2,91 4,07 3,18 5,74 4,32 3,64 4,31 6,41
1,60 1,87 1,67 1,87 3,52 4,80 3,75 5,42 3,69 4,18 3,78 5,12
1,82 2,14 1,64 1,83 5,97 5,53 7,81 6,15 8,12 5,06 5,36 5,59
1,79 2,32 1,80 1,91 6,22 5,18 6,41 5,16 6,53 5,75 7,96 4,83
1,83 2,64 1,75 2,10 4,18 5,02 4,43 4,91 5,43 4,39 5,48 5,05
1,75 2,02 1,87 1,78 5,20 4,58 4,86 4,18 4,92 11,30 [ 4,79 9,67
1,72 1,88 1,54 1,87 2,32 4,75 2,95 5,50 6,69 4,97 5,92 6,31
1,81 1,67 1,63 1,91 4,66 5,15 3,33 6,52 9,63 6,66 5,26 5,49
2,33 2,13 1,86 2,04 4,79 5,03 5,90 6,05 4,85 5,85 5,78 4,90
1,61 1,54 1,82 1,96 5,03 4,57 5,34 4,02 6,07 4,33 9,17 4,16
1,55 2,04 1,63 1,98 3,95 5,93 4,49 5,06 5,50 9,14 4,73 4,50
1,69 2,76 1,92 1,76 5,18 6,75 1949 | 4,33 6,17 6,07 6,49 4,32
1,59 1,49 1,67 1,82 3,83 5,50 4,02 4,58 4,78 5,17 6,12 4,35
2,22 2,25 1,95 2,42 3,30 6,27 6,65 5,62 3,23 4,65 4,10 3,92
1,92 1,66 1,84 1,73 5,11 5,00 4,39 3,61 4,51 3,06 4,43 4,20
1,66 1,59 1,74 1,81 4,97 3,69 4,42 4,28 5,07 4,63 4,62 4,92
1,75 1,74 2,02 2,42 5,58 4,74 4,18 9,87 6,61 3,87 5,01 7,61
2,18 2,00 2,08 2,16 8,08 8,64 7,78 6,32 5,41 4,51 7,29
MW 1,80 1,95 1,81 1,95 4,79 4,89 5,63 5,25 5,62 5,38 525 5,39
SD 0,22 0,35 0,16 0,21 1,30 0,97 3,62 1,60 1,48 1,91 1,41 1,47
n 20 20 20 20 20 19 20 20 20 20 20 20
8.1.3 Phagozytoseaktivitat
Tab. 8.6: Anteil phagozytierender Zellen (in %) sowie deren mittlere Fluoreszenzintensitit (MF)
Blut Granulozyten Blut Monozyten
KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN
% | MF| % |MF | % | MF | % |MF | % | MF | % [ MF | % | MF | % | MF
60,5 [ 58,8 [ 49,8 [ 59,0 [ 33,1 [ 54,5 [ 34,1 [ 493 | 73 | 478 | 6,6 | 440 | 63 | 370 | 56 | 383
60,7 | 652 [ 73,0 | 66,1 | 649 [ 69,0 | 75,1 [ 80,9 | 7,2 | 51,1 [ 49 | 809 [ 63 | 550 93 [ 508
49,6 | 77,6 | 50,5 | 66,5 | 649 | 69,2 | 21,4 [ 649 | 84 [ 883 [ 49 | 514 58 [502 ] 99 [ 475
574 | 62,6 | 63,0 | 72,5 | 655 | 62,6 | 28,5 [ 110,7] 7.4 | 538 | 93 | 41,0 | 104 | 402 | 3,6 | 634
27,5 [ 872 [ 17,9 [ 1182 27,3 [137,5] 557 | 545 | 7,0 | 571 | 2,7 [ 809 | 3.6 | 881 | 80 | 39,1
20,3 [139,8 [ 59,9 [ 54,8 [ 55,0 [ 50,1 [ 65,6 [ 759 [ 6,1 | 464 | 3.4 | 40,6 | 13,6 | 432 | 93 | 506
50,8 | 58,9 | 77,8 | 61,0 | 598 | 61,6 | 740 | 72,3 | 10,1 | 43,5 | 31,7 | 39,5 | 11,2 | 44,0 | 16,0 | 52,0
71,6 | 74,5 | 70,1 | 67,2 | 654 | 60,1 | 54,6 | 46,1 | 21,2 | 54,7 | 16,1 | 47,8 | 12,2 | 40,8 | 54 | 32,5
553 | 61,9 | 61,1 [ 544 | 624 [ 61,5 | 63,3 | 557 [ 10,5 ]| 48,1 [ 86 [ 391 | 98 [ 550 | 11,6 | 39,1
50,7 | 56,4 | 429 | 46,5 | 253 | 56,4 | 594 | 740 | 76 | 485 ] 6,0 | 364 ] 90 |470] 95 | 51,9
60,9 [ 62,5 [ 58,7 [ 80,4 [ 29,1 [ 72,0 [ 52,6 | 67,8 [ 16,2 | 46,4 | 88 | 585 | 7.6 | 525 | 88 | 58,0
404 [ 72,5 [ 43,7 [ 556 [ 472 | 68,0 | 36,1 | 498 | 73 | 575 | 35 | 573 | 86 | 524 | 22 | 375
41,7 [ 64,8 [ 52,5 [ 67,7 [ 54,2 [ 55,9 [ 68,4 | 746 | 44 [ 499 | 79 | 489 | 68 | 41,7 | 9,1 | 476
73,1 | 673 | 457 | 71,4 | 72,6 | 75,7 | 30,9 | 50,7 | 6,1 | 469 | 7,3 | 530] 9,7 | 60,8 | 3,5 | 37,8
43,2 | 60,5 [ 61,5 ] 659 | 555 69,5 ] 69,1 [ 67,7] 51 | 42,1 [ 58 | 51,5 [101]452] 65 [ 496
42,5 | 584 [ 54,6 | 50,7 | 693 [ 54,9 | 51,9 [ 532 | 84 | 473 [ 14,6 | 40,6 [ 20,7 | 47,8 | 10,1 | 46,4
575 1570 | 513 | 586 | 493|612 ] 675559 ] 12,6541 ]100]385] 78 |532] 7,5 | 385
66,6 | 65,0 [ 50,3 [ 57,6 [ 61,2 [ 61,0 [ 43,0 [ 595 | 66 | 503 | 6.4 | 495 | 81 | 445 | 56 | 46,7
60,5 [ 61,4 [ 552 [ 61,7 [ 63,1 [ 67,7 [ 41,9 | 628 | 63 | 51,7 | 6,5 | 62,6 | 102 | 638 | 7.3 | 47,5
47,3 [ 70,0 [ 70,4 [ 65,9 [ 70,8 | 57,0 [ 61,3 | 60,4 [ 3,1 [ 365 | 6,4 | 391 | 41 |375] 98 | 428
MW | 51,9 | 69,1 | 555 | 651 | 54,8 | 66,3 | 52,7 | 64,3 | 84 [ 51,1 | 86 | 50,1 [ 9.1 | 500 | 7,9 [ 45,9
SD [ 135|183 [ 132 [ 149 | 150 [ 18,1 | 162 [ 149 | 42 [ 10,1 [ 64 | 129 | 3,7 [ 11,6 | 32 [ 77
n 20 | 20 | 20 [ 20 | 20 [ 20 | 20 | 20 [ 20 | 20 [ 20 | 20 | 20 [ 20 | 20 [ 20
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Tab. 8.7: Anteil phagozytierender Zellen (in %) sowie deren MF

Milz Granulozyten Milz Monozyten

KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN
% | MF | % | MF| % | MF| % | MF| % | MF | % [ MF| % | MF | % | MF
496 | 41,5 | 42,8 | 42,9 | 39,0 | 48,6 | 32,9 | 33,6 | 20,2 | 29,9 | 18,1 | 30.8 | 21,7 | 31,5 | 11,9 | 284
249 [ 47,0 | 450 | 343 | 402 | 324 | 41,5 [ 31,1 | 15,7 | 31,8 | 203 | 32,1 | 13,9 | 274 | 11,1 | 29,9
399 | 296 | 354 | 28,0 | 44,5 | 39,5 | 45,5 | 402 | 145 | 28,5 | 15,6 | 282 | 17,6 | 32,3 | 18,6 | 30,1
41,8 | 39,5 | 48,5 | 358 | 453 | 37,5 | 51,7 | 46,8 | 20,5 | 30,6 | 14,3 | 30,8 | 16,0 | 30,5 | 14.8 | 33,0
442 1 337 | 51,8 | 354 | 49,7 | 31,8 | 46,1 | 32,0 | 11,4 | 299 [ 122 | 31,8 | 9.8 | 32,0 | 159 | 22,7
402 | 293 | 443 | 29,0 | 423 | 31,2 | 41,9 | 386 | 9,1 | 3006 | 12,9 | 25,7 | 15,5 | 258 | 15,0 | 29,0
54,6 | 350 | 343 [ 29,1 | 42,9 | 34,1 | 399 | 356 | 183 [ 23,9 | 11,4 | 296 | 142 | 255 | 154 | 314
564 | 31,1 | 282 | 31,5 | 36,7 | 29,8 | 30,0 | 30,5 | 20,6 | 26,4 | 150 | 29,1 | 154 [ 27,0 | 16,5 | 29,8
272 [ 273 1263 | 25,1 | 246 | 31,3 [ 30,8 | 27,9 | 13,8 | 294 | 13,1 | 24,1 | 12,4 | 27,0 | 10,6 | 27,7
395 [ 324 | 256 | 26,6 | 31,8 | 288 | 41,8 [ 46,8 | 16,6 | 274 | 11,3 | 247 | 140 | 27,1 | 16,4 | 34,6
442 1 305 | 40,5 | 472 | 31,5 | 374 | 36,9 | 46,7 | 18,7 | 26,7 | 18,5 | 34,6 | 13,1 | 34,1 | 17,0 | 352
438 | 499 | 423 | 31,8 [ 39,9 | 32,6 | 43,4 | 373 | 21,0 | 354 [ 149 | 294 | 176 | 29,5 | 193 | 31,7
46,2 | 31,1 | 433 | 379 [ 30,7 | 25,6 | 41,6 | 372 | 183 | 30,1 | 24,2 | 304 | 13,7 | 26,4 | 19.8 | 29,3
456 | 357 | 31,2 | 30,2 | 403 | 37.1 | 60,0 | 28,0 | 21,1 | 294 | 17,7 | 32.1 | 21,1 | 29,9 | 20,7 | 26,6
399 [ 26,8 | 29,7 | 283 | 51,0 | 346 [ 32,7 [ 27,1 | 148 | 28,0 | 88 [ 26,7 | 18,1 | 30,5 | 11,1 | 268
37,9 | 30,1 | 42,1 | 28,7 | 38,1 | 28.4 | 31.4 | 254 | 20,1 | 29,3 | 134 | 29.1 | 16,1 | 272 | 14,7 | 28,4
278 | 24,6 | 38,7 | 323|403 | 28,1 [ 42,1 { 30,7 | 102 ] 295 | 170 | 26,5 | 17,6 | 26,2 | 17,9 | 26,1
378 | 272 | 442 | 34,1 | 42,1 | 30,1 | 34,4 | 30,4 | 203 | 294 [ 16,9 | 28,6 | 18,6 | 26,3 | 145 | 272
19,1 | 27.8 | 24,0 | 248 [ 19,8 | 25,6 | 36,7 | 31,5 | 147 | 255 | 18,0 | 30,3 | 9.8 | 28,6 | 17.4 | 30,0
314 | 294 264 | 275|286 | 255 | 16,0 | 312 | 11,0 | 303 | 11,6 | 30,2 | 14,4 | 28,6
MW | 396 | 33,0 | 37,8 | 32,3 | 379 | 32,6 [ 39,5 | 34,1 | 16,8 | 29,1 | 152 | 292 | 154 | 28,8 | 15,6 | 29,3
SD | 96 | 68 | 83 [ 58 | 81 | 55 | 78 | 69 [ 37 [ 25 | 37 | 2,7 | 33 | 25 [ 29 | 29
n 20 20 19 19 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20

8.1.4 Oxidativer Burst
Tab. 8.8: Anteil aktiver Granulozyten im Blut (in %) sowie deren MF
KON PRO PRA SYN

% MF % MF % MF % MF

32,0 43,6 32,2 442 41,9 53,8 23,1 47,5

62,0 45,6 35,7 45,8 44,0 483 53,7 37,8

24,1 46,8 30,8 47,5 37,2 483 33,1 433

36,7 52,3 343 44 4 272 40,3 52,0 34,0

495 40,6 11,8 35,8 26,6 36,0 253 52,8

38,9 48,6 21,9 44,0 19,4 53,9 48.0 437

25,7 49,6 38,8 37,6 40,2 44,9 35,0 41,0

38,9 48,5 45,5 45,0 40,4 41,2 42,5 33,0

36,4 39,1 46,3 472 48,9 34,7 52,6 32,5

46,4 37.3 60,7 57,0 42,0 32,8 30,5 423

27,0 493 46,1 52,3 31,3 40,5 28.8 41,8

59,3 53.4 58.8 48.6 52.8 42,5 46,9 414

28,0 42,0 34,4 60,4 53,1 43,7 20,1 39,0

242 50,8 29,7 56,9 45,0 51,6 30,3 43,0

68,7 50,4 53,8 54,5 29,1 48.9 41,6 38,0

55,9 41,8 50,5 452 41,3 38,4 473 473

59,4 51,9 31,6 53,0 57,1 51,0 45,8 39,0

43,0 52,3 51,5 39,5 474 46,2 37,2 44.6

28,4 49,6 47,6 41,9 36,2 455 27.1 56,5

28,9 51,2 41,7 41,2 33,2 50,0

MW 41,3 47,0 39,5 47,6 40,1 44,2 37,7 42,4

SD 14,3 49 12,6 6,6 9,7 6,2 10,5 6,3

n 19 19 20 20 20 20 20 20
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8.1.5 Aktivitit der natiirlichen Killerzellen
Tab. 8.9: NK-Aktivitidt der Immunzellen aus Blut und Milz (spezifische Aktivitdt in %)
Blut Milz
KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN
19,5 31,1 24.4 23,8 55,7 60,5 48,9 56,7
23,7 26,0 19,8 22,2 54,0 59,3 39,1 43,9
22,5 23,8 23,6 18,2 52,7 44,4 51,5 48,3
15,3 18,6 22,7 20,3 39,4 59,1 56,7 353
7,6 14,0 14,4 16,9 46,2 39,8 46,8 59,2
14,0 21,6 15,8 21,3 41,7 49,8 48,5 353
10,4 26,4 9,4 24,1 50,8 33,2 46,1 43,0
8,8 13,1 17,1 17,0 47,9 48,8 37,3 38,8
11,1 12,0 12,4 18,3 42,9 36,8 48,0 46,9
12,6 14,7 14,6 14,2 53,7 44,8 36,3 353
11,2 16,8 18,1 18,8 4.8 51,9 40,8 40,6
11,2 28,7 9,9 28,9 37,1 29,1 36,7 23,8
26,2 16,4 14,6 22,7 27,4 35,3 30,3 56,3
22,7 16,0 14,2 18,6 51,6 49,2 51,9 38,8
26,2 20,6 10,2 33,0 34,0 46,6 41,6 38,9
9,8 9,7 9,4 12,1 50,2 53,2 47,7 51,0
12,2 18,3 10,5 19,5 47,5 29,3 32,3 37,9
12,2 14,0 14,7 13,5 36,7 36,3 44,9 28,1
12,8 12,4 23,6 9,4 49,1 28,0 32,8 36,5
10,1 8,2 13,7 9,2 38,5 41,0 38,5 41,7
MW 15,0 18,1 15,7 19,1 45,0 43,8 42,8 41,8
SD 6,1 6,4 4,9 6,0 7,7 10,3 7,3 9,2
n 20 20 20 20 20 20 20 20
Tab. 8.10: NK-Aktivitdt der Inmunzellen aus MLK und PP (spezifische Aktivitét in %)
MLK PP
KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN
54,3 57,0 55,7 53,0 60,4 57,6 54,4 63,6
54,5 50,4 37,9 473 63,1 54,8 52,3 51,2
46,9 47,9 46,6 46,0 43,1 49,2 44,2 58,5
40,1 52,7 51,7 41,4 52,4 69,0 43,4 43,2
42,1 45,6 38,3 51,7 47,6 35,2 45,1 44,2
47,4 49,4 45,7 53,4 42,9 61,9 53,6 56,3
42,1 43,5 51,9 56,5 55,2 41,6 47,3 54,4
47,9 49,6 553 36,7 49,4 51,7 44,4 61,5
46,0 38,0 333 49,9 35,3 31,5 46,8 42,1
47,5 50,6 31,2 44,8 52,9 51,1 39,7 30,0
37,7 58,0 46,6 40,2 18,9 53,7 52,7 27,3
29,7 49,4 39,4 25,6 49,3 35,7 19,6 62,5
31,0 41,5 36,1 52,9 48,3 38,9 35,8 34,6
453 58,4 48,5 43,8 45,8 49,5 35,8 42,8
30,0 51,3 51,2 35,7 29,1 46,0 34,9 52,5
60,7 44,8 41,6 473 43,1 41,9 37,8 42,0
39,7 29,3 41,4 30,2 29,9 37,3 28,1 35,4
40,1 43,4 52,2 21,9 34,5 37,5 32,9 35,9
39,5 24,4 31,1 38,8 54,3 27,9 55,2
37,0 42,8 38,5 52,8 42,9
MW 43,0 46,4 43,7 43,5 44,5 473 41,0 47,0
SD 8,1 8,7 7,9 9,7 11,4 10,1 9,4 11,3
n 20 20 20 20 18 19 20 19
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Tab. 8.11: Hemmung der NK-Aktivitit durch PTX (spezifische Aktivitdt in %)

ohne PTX PTX 50 pg/ml
47,01 21,88
57,89 28,96
56,84 21,95
69,52 39,32
59,79 27,92
MW 58,21 28,01
SD 8,03 7,13
n 5 5
8.1.6 Proliferation
Tab. 8.12: Proliferation der Immunzellen aus Milz, MLK und PP (OD der Enzym-Farb-Reaktion)
Milz MLK PP
KON | PRO | PRA SYN | KON | PRO | PRA SYN | KON | PRO | PRA SYN
1,08 1,13 0,61 0,28 1,31 1,55 1,20 0,89 1,70 1,05 0,70 0,92
1,84 0,95 0,48 1,59 0,62 0,14 0,13 0,23 1,02 1,28 0,93 1,13
0,79 0,41 1,18 1,23 0,16 2,02 0,05 0,76 1,03 1,23 0,39 0,14
0,52 0,90 0,89 0,82 0,49 1,93 1,93 2,04 0,55 0,71 1,28 0,81
0,28 0,81 0,54 1,33 2,14 1,75 1,86 1,73 1,64 1,41 1,13 1,22
0,58 1,00 1,12 0,59 1,93 1,70 2,09 1,34 0,67 2,50 1,08 1,44
1,76 0,40 1,08 0,85 1,34 0,95 1,34 1,45 2,76 2,30 0,50 1,19
0,18 0,12 0,12 0,15 2,25 1,04 0,71 0,83 1,79 2,17 2,21 1,77
0,31 0,15 0,25 0,64 1,05 1,74 2,24 2,29 1,83 1,89 1,79 1,74
0,60 0,81 0,45 0,29 1,60 2,21 0,47 1,22 2,53 1,80 1,88 0,38
1,08 0,64 0,26 0,26 0,79 0,46 0,30 1,73 1,30 1,32 1,35 1,51
1,07 0,23 0,43 1,42 1,53 2,21 2,28 2,37 1,40 0,44 1,34 1,83
1,32 1,41 0,78 1,01 0,17 1,40 1,14 1,94 1,79 2,19 2,13
2,35 1,22 1,89 0,15 1,13 1,93 2,14 2,17 1,80
1,84 0,11 1,20 1,97 2,13 2,49 0,94 0,60
0,17 2,19 1,79 1,75 2,30 1,24 1,32 0,20
2,52 1,80 1,43 0,59 0,25 2,06
0,51 0,22 2,23 0,91
1,10 0,53 ]
MW 1,08 0,78 0,87 0,90 1,26 1,37 1,26 1,38 1,54 1,51 1,33 1,25
SD 0,75 0,56 0,56 0,60 0,69 0,72 0,80 0,70 0,65 0,64 0,59 0,58
n 17 16 17 16 19 19 18 18 13 12 14 13
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8.1.7 Interleukin-10
Tab. 8.13: IL-10-Sekretion der Immunzellen aus Milz, MLK und PP (pg/ml)
Milz MLK PP
KON | PRO | PRA | SYN | KON [ PRO | PRA | SYN | KON | PRO | PRA | SYN
272 190 262 297 91 129 112 117 500 295 390 249
193 215 301 148 101 68 66 67 653 632 615 1081
359 283 363 631 76 153 91 151 398 363 852 226
570 1019 328 451 122 133 78 77 286 278 560 333
566 254 512 381 160 109 205 377 298 372 1471 285
378 281 391 142 174 144 154 67 87 114 220 1215
238 175 253 172 63 69 206 57 442 466 160 187
206 222 326 125 93 104 98 55 309 850 1472 318
392 144 198 415 86 80 65 102 235 289 636 471
111 113 163 508 86 149 95 179 270 234 347 467
231 574 285 422 65 222 154 163 230 377 432 243
365 233 302 249 71 107 68 179 300 114 552 423
259 358 271 214 181 154 87 208 306 231 381 484
187 220 354 205 47 78 196 134 303 256 496 699
444 318 342 368 79 74 143 114 252 620 289 452
409 420 331 277 122 173 116 230 241 259 227 303
163 198 280 105 172 55 41 51 224 478 285 298
120 191 218 264 77 43 81 46 379 529
253 125 101 225 33 33 57 125
383 234 196 613 73 109 184 83
MW 305 288 289 311 99 109 115 129 314 367 551 455
SD 133 203 90 157 43 48 52 80 127 187 377 291
n 20 20 20 20 20 20 20 20 17 18 18 17
8.1.8 Interferon-y
Tab. 8.14: IFN-y-Sekretion der Immunzellen aus Milz, MLK und PP (pg/ml)
Milz MLK PP
KON | PRO | PRA | SYN [ KON | PRO | PRA | SYN | KON PRO PRA SYN
160 49 54 68 96 31 7 28 3840 2236 2702 3750
84 150 87 90 15 118 58 59 3266 4240 3294 4792
86 100 187 214 62 3 210 47 4584 3272 3116 1855
84 916 184 80 0 30 8 18 2916 3110 5990 2036
173 42 89 266 148 23 34 202 3136 3118 8222 2130
255 124 113 113 116 85 18 36 1514 1570 3112 6442
171 80 89 74 18 51 59 28 3002 2412 1930 1929
36 211 37 65 47 105 23 74 2090 4878 8616 2548
64 121 74 169 24 104 70 149 2786 2688 4492 3244
230 102 258 5 157 102 338 22 2534 1805 2740 2740
112 45 58 49 117 39 49 31 1742 2952 2310 2602
136 116 27 74 66 136 40 62 2512 886, 2952 2368
15 36 19 5 31 39 46 20 2824 1459 2154 3136
15 154 79 4 34 142 132 17 2230 2008 3082 2576
106 14 50 70 40 74 43 40 2502 3628 1870 2188
63 0 109 1 23 31 66 28 2224 2210 2112 2290
0 288 156 102 4 373 147 78 1872 3784 2276 1936
118 87 116 66 1976 3374
MW | 106 | 150 98 85 62 88 79 56 2681 2680 3575 2857
SD 77 211 65 71 50 85 85 49 768 1038 2020 1194
n 18 17 17 18 18 17 17 18 17 18 18 17
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8.1.9

Sekretorisches Immunglobulin A

Tab. 8.15: SIgA-Konzentration des Ileum- und des Caecum-Inhalts (OD der Enzym-Farb-Reaktion)

Tleum Caecum
KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN
0,21 0,72 0,67 0,31 0,49 0,85 0,97 0,73
0,38 1,53 0,61 1,26 0,42 0,77 0,42 0,40
0,58 0,54 1,31 0,62 0,35 0,67 2,44 0,40
1,17 1,02 1,58 1,29 0,23 0,70 1,66 0,94
0,91 0,99 1,07 1,75 0,43 0,94 0,32 0,41
1,36 1,00 1,33 2,05 1,28 0,67 0,80 1,05
0,90 1,37 1,50 0,82 0,85 0,62 0,97 0,59
0,71 1,17 0,79 0,95 0,45 0,44 0,52 0,70
0,66 0,40 1,15 0,74 0,29 0,50 2,05 0,53
0,31 0,45 3,02 1,34 0,41 0,58 0,81 0,71
0,55 0,65 0,52 1,29 0,71 0,58 2,42 0,96
0,74 0,54 1,25 0,74 0,86 1,39 1,10 1,21
1,34 0,82 0,60 1,13 0,44 0,44 0,93 0,49
0,62 0,84 0,65 0,62 1,90 1,55 0,48 0,57
1,43 1,70 0,30 2,32 0,65 0,82 0,79 1,58
0,80 1,56 0,63 1,82 0,98 0,49 0,75 0,49
0,86 0,25 1,90 3,51 1,11 1,60 0,90 0,69
0,54 0,93 0,68 1,09 0,54 0,38 0,58 0,60
1,04 0,66 1,03 0,22 2,80 2,95 0,55
MW 0,78 0,92 1,09 1,30 0,66 0,88 1,15 0,72
SD 0,36 0,41 0,62 0,74 0,42 0,59 0,77 0,31
n 18 19 19 19 19 19 19 19
8.2 Tierstudie 2 A
8.2.1 Lymphozytensubpopulationen
Tab. 8.16: Anteil CD4"-T-Zellen (in %)
Milz MLK
KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN
459 41,7 39,1 58,3 46,1 51,9 53,6 57,9
46,1 40,2 4872 37,7 51,5 50,9 48.8 45,0
50,6 51,3 50,6 46,6 55,7 44,1 55.8 60,6
495 472 492 492 36,9 55,6 50,2 50,3
56,9 45,0 42,8 43,8 52.8 48,5 50,0 54,0
56,6 39,4 46,8 39,3 54,7 57,8 52.8 51,0
52,5 46,8 448 35,6 43,4 472 455 53,7
40,6 52,6 522 435 51,0 478 56,8 49,1
39,0 58,0 423 432 493 40,8 437 53,5
413 46,1 37,0 414 42,0 455 454 56,9
48.0 425 43,1 46,9 46,9 50,9 52.8 50,5
45,6 42,7 42,1 43,8 57,2 41,7 52,6 49,7
55,7 478 52,3 37,7 475 57,2 56,3 477
43,8 43,8 425 448 475 51,5 51,8 51,8
48.6 39,2 42,7 46,1 51,6
MW 48,1 46,1 44,8 43,6 48,7 49,2 51,2 52,3
SD 5,7 5,2 49 5,5 5,6 5,2 4.0 42
n 15 14 15 15 14 15 15 14

136




Tabellenanhang

Tab. 8.17: Anteil CD8"-T-Zellen (in %)

Milz MLK

KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN

7,9 11,1 16,1 5.2 12,1 10,7 8,8 7.3

5.2 8,7 19,0 5,1 10,7 9,9 12,2 15,4

6,0 7.4 8,9 9,0 10,4 13.8 8,2 9,5

5,9 7.7 11,6 6,4 11,3 8,7 13,3 8,9

6,5 6,4 13,8 7,6 8.8 10,1 9,7 10,1

8,5 11,5 5,0 5,9 9,2 11,3 7.8 9,7

6,7 7,2 6,3 9,2 6,8 16,3 6,5 11,8

7,2 12,6 8,1 8,5 8.4 16,1 8,8 8,1

7.4 13,0 438 6,9 6,2 13,5 8,8 9,3

2,7 6,3 7.4 6,5 8,0 9,9 8,1 7.2

8,6 7,2 7,0 9,5 15,8 8.6 8.3 8,5

8.4 5,0 52 19,0 7.5 8,5 7,0 6,9

5,2 4,1 5,2 5.4 15,9 9,4 8,4 7,9

7,2 6,0 8,1 6,0 14,4 7,7 9,6 8,6

9.4 8,2 7.5 8.4 8,2
MW 6,8 8,2 8,9 7,9 10,4 10,9 8,9 9,2
SD 1,7 2,7 43 3,6 3,2 2,8 1,8 2,2
n 15 15 15 14 14 15 15 14
Tab. 8.18: Verhiltnis CD4"-T-Zellen/CD8"-T-Zellen
Milz MLK

KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN

5,79 3,75 2,44 11,18 3,82 4,83 6,12 7,99

8,80 4,63 2,54 7,41 4,79 5,15 3,99 2,91

8,46 6,91 5,67 5,17 5,34 3,20 6,84 6,40

8,42 6,14 425 6,87 3,26 6,38 3,77 5,66

8,77 6,99 3,09 5,17 5,98 4,80 5,17 5,37

6,69 3,41 9,41 6,05 5,94 5,13 6,81 5,28

7,79 6,53 7,07 471 6,40 2,90 7,04 4,55

5,66 4,16 6,42 5,10 6,07 2,96 6,50 6,10

5,28 4.45 8,74 5,99 7,93 3,03 4,95 5,74

15,52 7,33 5,01 7,17 5,25 4,60 5,59 7,91

5,55 5,90 6,19 4,61 2,96 591 6,40 5,93

5,45 8,57 8,18 1,98 7,58 492 7,49 7,16

10,69 11,60 10,12 8,33 2,98 6,09 6,67 6,06

6,12 5,33 5,23 7,13 3,29 6,66 5,38 6,01

5,17 5,22 5,53 6,31

MW 7,61 6,12 5,97 6,21 5,11 4,81 5,94 5,93
SD 2,76 2,18 2,40 2,13 1,66 1,26 1,10 1,30
n 15 14 15 14 14 15 15 14
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8.2.2

Phagozytoseaktivitit

Tab. 8.19: Anteil phagozytierender Zellen in der Milz (in %) sowie MF der aktiven Zellen

Granulozyten Monozyten
KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN
% | MF| % |MF| % | MF| % [ MF| % |MF| % | MF| % | MF| % | MF
445 [ 26,1 | 27,1 | 254 | 342 | 28,0 | 197 [ 24,7 | 27,6 | 31,8 | 21,5 | 28,5 | 20,3 | 29,0 | 20,1 | 29,9
256 | 26,8 | 28,9 | 27,9 | 28,3 | 26,8 | 40,9 | 31,4 | 20,8 | 25,0 | 26,0 | 30,0 | 17,7 | 29,8 | 18.4 | 33,3
26,3 | 27,1 | 335 | 24,6 | 39,7 | 23,7 | 34,8 | 303 | 23,1 | 26,9 | 18,1 | 23,1 | 22,5 | 30,1 | 192 | 35,5
356 | 45,7 | 37,0 | 37,0 | 48,9 | 39,4 | 392 | 26,7 | 298 | 43,1 | 21,1 | 41,3 | 252 | 38,6 | 132 | 28,3
278 | 31,4 | 353 | 38,5 [ 33,5 | 31,7 | 34,1 | 26,9 | 203 | 335 | 19,4 | 38,7 | 16,0 | 34,7 | 11,9 | 30,9
253 | 28,7 | 476 | 32,6 | 364 | 30,1 | 32,5 | 28,6 | 149 | 294 [ 23,6 | 374 | 184 | 30,7 | 139 | 328
31,6 | 353 | 283 | 29,5 | 276 | 274 | 36,9 | 27,9 | 22,3 | 32,8 | 159 | 299 | 16,0 | 27,5 | 16,3 | 28,7
27,5 | 382 (33,7 1299 | 31,5307 | 281327175390 236|317 14571309 ] 143 | 41,9
30,7 | 37,4 | 28,1 | 27,1 | 24,1 | 37,3 | 36,7 | 22,3 | 193 | 393 | 13,0 | 29,8 | 17,9 | 36,4 | 11,7 | 24,4
399 | 413 | 31,5 | 374 | 41,9 | 41,0 | 24,1 | 259 | 31,1 | 440 | 188 | 35,8 | 25,7 | 383 | 179 | 26,8
30,7 | 302 | 247 | 34,7 [ 355 | 29,7 | 29,5 | 239 | 26,4 | 32,1 | 12,1 | 35,1 | 23,7 | 29,1 | 18,9 | 23,7
36,3 | 30,7 | 32,8 [ 253 | 29,3 | 282 | 28,0 | 343 | 19,7 | 27,7 | 222 | 22,1 | 19,1 | 26,8 | 14,7 | 35,1
372 | 362 | 328 | 264 | 21,6 | 243 | 393 | 46,4 | 22,6 | 39,7 | 22,0 | 25,6 | 16,3 | 23,9 | 30,6 | 37,0
448 [ 393 | 46,7 | 404 | 34,7 | 374 | 348 | 39,1 | 26,3 | 37,6 | 23,9 | 346 | 21,3 | 38,4 | 19,5 | 34,9
453 | 35,6 34,2 36,8 | 30,5 | 24,5 | 33,7 26,3 | 28,9
MW | 339 | 34,0 | 33,4 | 31,2 | 33,4 | 31,1 | 33,0 | 30,1 | 23,1 | 34,4 | 20,1 | 31,7 | 19,6 | 31,7 | 17,8 | 31,5
SD [ 72 | 58 | 67 | 55 | 72 [ 55 | 60 | 63 | 46 | 59 | 41 [ 58 | 36 | 47 | 52 | 5,0
n 15 15 14 14 14 14 15 15 15 15 14 14 14 14 15 15
8.2.3  Aktivitit der natiirlichen Killerzellen
Tab. 8.20: NK-Aktivitdt der Immunzellen aus Milz, MLK und PP (spezifische Aktivitdt in %)
Milz MLK PP
KON | PRO PRA SYN | KON | PRO PRA SYN | KON | PRO PRA SYN
22,9 13,8 23,4 18,8 17,5 20,3 14,5 27,0 29,5 20,5 26,1 36,06
13,1 13,0 14,2 11,2 15,3 18,0 22,2 18,5 30,1 27,8 45,5 34,46
11,8 14,5 21,2 17,2 15,6 21,4 19,3 17,8 28,0 26,3 50,2 39,49
12,2 12,9 8.8 21,4 31,8 21,5 273 26,7 31,6 47,8 49,5 50,68
12,8 14,8 21,8 27.1 21,1 29,2 31,8 32,2 4272 42,1 30,9 51,25
16,3 12,4 15,5 28.5 27.8 15,6 21,1 23,3 42,6 40,6 44,0 46,07
25,8 22,2 21,6 30,1 21,9 22,6 22,7 26,8 27,3 31,7 37,4 45,08
24,3 23,5 24,2 27,5 37,4 25,9 33,9 36,1 33,5 36,3 30,8 29,93
21,6 27,7 28,1 39,5 28,0 30,8 25,1 24,2 24,9 31,7 32,8 43,54
24,9 29,6 28,0 38,5 23,7 31,2 34,9 26,1 30,0 30,0 32,5 45,55
34,8 28,1 32,0 34,7 32,4 26,9 34,0 31,0 29,3 33,5 41,3 41,53
40,6 46,0 33,0 23,1 26,4 26,7 31,0 28.4 33,1 414 40,9 41,84
17,5 33,1 40,0 26,8 39,9 22,8 26,8 253 39,3 33,0 39,1 45,16
25,6 33,7 31,4 23,3 34,6 23,8 33,0 29,6 25,7 42,06
21,6 18,4 25,9 49,6 45.4 31,4
MW 21,7 22,9 24,6 27,8 26,7 25,5 27,3 26,7 31,9 34,1 38,5 42,3
SD 8,3 10,0 8,0 9,8 7,9 7,1 6,3 49 5,7 7.5 7,6 5,9
n 15 15 15 15 14 15 15 14 14 13 13 14
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8.2.4

Proliferation

Tab. 8.21: Proliferation der Immunzellen aus Milz, MLK und PP (OD der Enzym-Farb-Reaktion)

Milz MLK PP

KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN

1,94 1,16 0,05 0,02 0,55 0,22 2,23 225 1,54 0,74 0,96 1,63

1,17 1,78 124 1,09 0,93 0,75 0,62 0,10 0,61 1,14 2,05 0,30

1,16 1,89 1,13 1,54 0,56 0,96 2,08 1,13 1,19 1,52 1,37 0,02

1,22 1,05 1,42 0,78 0,10 0,95 0,73 0,90 1,89 1,12 1,18 0,36

1,75 1,20 0,30 1,02 1,00 0,49 1,14 0,95 1,33 1,30 1,44 0,09

1,43 1,34 1,26 1,19 0,61 0,67 1,39 0,36 0,95 1,26 1,73 0,03

1,57 1,08 1,42 1,76 0,39 0,31 0,70 0,00 0,84 0,99 0,98 0,41

1,38 1,21 1,47 1,67 0,43 0,32 1,60 1,38 0,94 1,42 0,69 0,63

1,87 0,98 2,09 0,04 1,42 0,10 2,09 0,94 1,70 0,80 1,83 0,97

2,00 2,20 2,55 0,90 0,60 1,85 0,90 0,89 2,04 1,63 1,32 0,74

0,96 1,75 0,88 0,72 0,65 223 1,36 0,47 1,87 1,65 1,42 0,38

0,60 0,17 0,99 1,64 0,67 1,72 0,70 1,21 1,71 1,28 1,11 1,03

1,29 0,34 1,00 1,40 0,02 0,95 0,52 0,59 1,78 1,35 0,56 0,76

1,65 0,14 1,14 0,00 1,18 1,20 0,61 1,67 1,75 0,57

1,60 1,12 1,37 0,03 0,09 0,26 0,87

MW 1,44 1,16 1,22 0,92 0,65 0,85 1,13 0,92 1,44 1,25 1,28 0,59
SD 0,39 0,61 0,61 0,64 0,38 0,66 0,63 0,61 0,46 0,29 0,43 0,44
n 15 15 15 15 14 15 15 14 14 13 13 15

8.2.5 Interleukin-10
Tab. 8.22: IL-10-Sekretion der Immunzellen aus Milz, MLK und PP (pg/ml)
Milz MLK PP

KON | PRO | PRA | SYN | KON | PRO | PRA | SYN | KON | PRO | PRA [ SYN

469 551 762 500 188 112 201 253 241 316 307 309

562 802 523 424 120 137 225 114 0 343 272 118

581 314 775 588 125 177 201 212 203 275 502 117

690 551 651 689 133 148 114 252 305 186 321 289

598 636 652 622 129 135 168 155 240 284 335 487

800 629 469 744 127 88 154 195 162 271 230 333

914 927 701 1296 147 149 230 45 110 289 257 240

711 730 493 671 91 131 113 107 135 239 321 253

652 856 744 478 123 94 136 216 240 207 234 170

692 577 1096 673 183 77 154 180 243 255 278 512

1016 761 606 915 111 119 242 119 329 226 557 627

624 1036 703 717 143 144 223 136 179 416 308 292

743 925 902 779 65 222 209 138 183 237 461 356

612 719 506 12 220 159 128 200 119 161 327 285

640 703 578 575 184 178 270 201 252 469

MW 687 748 677 646 136 138 178 166 197 260 331 324
SD 139 147 168 272 40 38 44 60 85 65 99 147

n 15 15 15 15 14 15 15 14 15 15 15 15
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8.2.6

Interferon-y

Tab. 8.23: IFN-y-Sekretion der Immunzellen aus Milz, MLK und PP (pg/ml)

Milz MLK PP
KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN
55 0 55 0 12 21 0 0 1729 2718 2100 2550
0 104 0 0 0 176 2 0 2034 1435 4126 3030
0 31 14 0 0 26 21 0 2410 3334 2084 951
0 0 0 17 0 1 0 0 1236 2792 2274 1546
0 58 0 0 0 74 0 0 1742 2034 1327 1151
0 23 0 0 0 3 0 0 135 1737 1625 451
5 23 67 5 2 0 110 0 257 1028 1514 3502
46 0 0 130 92 0 2 278 1792 925 3614 2660
238 0 27 66 50 0 5 59 1407 3320 2194 1867
111 56 93 8 0 38 20 0 3434 800 2646 1699
128 44 2 0 0 80 0 0 912 1406 1605 1755
131 83 0 0 0 103 0 0 1025 1226 1948 3122
0 11 11 1 0 0 56 0 887 1001 2176
0 26 13 2 0 0 0 0 2368 2420
5 71 8 50 0
MW 48 35 19 16 11 38 14 24 1526 1827 2255 2063
SD 72 33 29 37 27 51 30 75 887 920 846 880
n 15 15 15 14 14 15 15 14 14 13 12 14
8.3 Tierstudie 2 B
8.3.1 Lymphozytensubpopulationen
Tab. 8.24: Anteil CD4"-T-Zellen (in %)
Milz MLK
KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN
49.6 48,1 33.8 49,6 50,7 46,9 57,2 51,1
49,8 41,4 47,8 53,0 48,5 48,0 52,1 56,4
55,6 48,5 39,1 49,1 56,2 52,4 53,4 50,2
50,6 51,3 57,9 48.6 55,1 53,3 46,8
46,6 59,3
MW 51,4 473 45,0 50,1 52,6 50,2 53,8 52,6
SD 2,8 42 9,2 2,5 3,6 3,2 49 3.3
n 4 4 5 4 4 4 5 3
Tab. 8.25: Anteil CDS8"-T-Zellen (in %)
Milz MLK
KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN
3,1 3,5 7,0 3,7 4,7 7.7 8,1 5,0
3,3 3,7 5,1 4,9 4.8 9,1 7,0 8,7
4,7 5,2 4.6 5.3 8,7 7.1 6,3 7,0
4,6 7.1 7.2 8,6 7.5 6,6 5,7
5,3 5,5 7.4
MW 3,9 4,9 5.8 5,6 6,4 7,6 7,0 6,9
SD 0,8 1,7 1,2 1,8 2,0 1,1 0,9 1,8
n 4 4 5 5 4 4 5 3
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Tab. 8.26: Verhiltnis CD4"-T-Zellen/CD8"-T-Zellen

Milz MLK
KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN
10,98 11,22 8,82 5,73 7,36 5,27 7,05 6,51
11,95 9,34 8,03 8,91 6,44 7,41 7,99 7,21
15,23 7,24 8,51 10,89 10,17 8,04 8,19 10,21
15,80 13,77 9,32 13,45 10,69 6,10 7,89
481 7,40
MW 13,49 10,39 7,90 9,75 8,67 6,71 7,70 7,98
SD 2,38 2,78 1,79 3,26 2,08 1,25 0,47 1,97
n 4 4 5 4 4 4 5 3
8.3.2  Phagozytoseaktivitit
Tab. 8.27: Anteil phagozytierender Zellen in der Milz (in %) sowie MF der aktiven Zellen
Granulozyten Monozyten
KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN
% | MF| % | MF| % |MF| % | MF| % | MF | % | MF| % | MF | % | MF
32,6 | 274 | 355 | 284 [ 17,1 | 22,0 | 26,4 | 29.1 | 21,8 | 30,5 [ 22,3 | 34,3 | 10,8 | 246 | 157 | 312
31,1 | 28,6 | 27,6 | 31,0 | 33,7 | 30,6 | 27,1 | 27,6 | 21,7 | 344 | 18,6 | 34,4 | 21,3 | 302 | 159 | 31,7
296 | 334 | 262 | 338 [ 28,8 | 26,2 | 32,8 | 29.4 | 19,1 | 34,1 | 18,7 | 29,4 | 21,0 | 31,3 | 21,5 | 33.4
26,8 | 250 | 219 | 274 | 17,7 | 254 | 232 | 333 | 193 | 37,7 [ 16,7 | 25,7 | 12,0 | 259 | 173 | 27,7
184 | 28,4 | 24,0 | 27.1 9,0 [ 28,7 | 10,9 | 26,4
MW | 30,0 | 28,6 | 27,8 | 30,2 | 23,2 | 26,5 | 26,7 | 29,3 | 20,5 | 34,2 | 19,1 | 31,0 | 14,8 | 28,1 [ 16,3 | 30,1
SD [ 25 | 35| 57 129 | 76 [ 3238 24| 15] 2923|4259 ] 28] 38| 29
n 4 4 4 4 5 5 5 5 4 4 4 4 5 5 5 5
8.3.3 Aktivitat der natiirlichen Killerzellen
Tab. 8.28: NK-Aktivitit der Inmunzellen aus Milz, MLK und PP (spezifische Aktivitit in %)
Milz MLK PP
KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN KON PRO PRA SYN
30,4 36,5 55,5 31,1 23,6 34,0 37,2 35,5 40,9 42,9 33,4 51,9
28,6 39,1 483 36,1 274 44,7 29,4 42,1 41,4 49,5 35,6 51,6
27,4 40,1 41,7 36,5 35,0 34,8 31,8 25,0 36,8 50,6 43,7 33,9
35,9 40,3 33,0 32,0 30,0 31,3 24,9 27,5 38,0 42,8 38,1 41,7
34,1 30,4 26,5 414
MW 30,6 39,0 42,5 33,2 29,0 36,2 29,9 32,5 39,3 46,5 38,5 44,8
SD 3,8 1,8 9,5 2,9 438 5,9 4.9 7.8 2,2 4,2 42 8,7
n 4 4 5 5 4 4 5 4 4 4 5 4
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8.34

Proliferation

Tab. 8.29: Proliferation der Immunzellen aus Milz, MLK und PP (OD der Enzym-Farb-Reaktion)

Milz MLK PP
KON | PRO | PRA SYN | KON | PRO | PRA SYN | KON | PRO | PRA SYN
2,22 1,92 1,22 2,03 0,68 0,24 1,11 1,43 0,66 0,24 1,02 0,22
1,68 1,82 1,86 1,73 0,58 0,09 1,55 0,68 1,43 0,51 0,67 0,26
0,95 0,26 1,84 1,56 0,08 0,36 1,29 1,42 0,92 2,20 0,80 0,50
0,61 0,33 1,11 0,47 0,80 1,03 1,07 0,41 2,09 1,70 1,28 1,36
1,13 1,91 0,70 1,60
MW 1,37 1,08 1,43 1,54 0,54 0,43 1,14 0,99 1,28 1,16 1,07 0,59
SD 0,72 0,91 0,38 0,62 0,32 0,41 0,31 0,52 0,63 0,94 0,37 0,53
n 4 4 5 5 4 4 5 4 4 4 5 4
8.3.5 Interleukin-10
Tab. 8.30: IL-10-Sekretion der Immunzellen aus Milz, MLK und PP (pg/ml)
Milz MLK PP
KON | PRO PRA SYN | KON | PRO PRA SYN | KON | PRO PRA SYN
694 842 700 616 88 73 122 219 191 52 237 316
791 792 1776 769 74 57 130 129 282 217 234 222
477 481 973 894 62 51 145 121 317 192 382 376
409 461 578 551 110 96 188 89 291 418 298 317
752 782 134 334
MW 592 644 956 722 83 69 144 140 270 220 297 308
SD 180 201 480 138 21 20 26 56 55 151 64 64
n 4 4 5 5 4 4 5 4 4 4 5 4
8.3.6 Interferon-y
Tab. 8.31: I[FN-y-Sekretion der Immunzellen aus Milz, MLK und PP (pg/ml)
Milz MLK PP
KON | PRO PRA SYN | KON | PRO PRA SYN | KON | PRO PRA SYN
73 109 25 25 0 0 0 0 3306 698 2558 831
63 45 9] 41 0 0 54 0 2156 1375 1850 1239
5 0 13 35 0 0 0 0 1748 2300 3120 1305
55 15 0 28 34 0 17 34 1724 1869 1525 1682
32 0 1758
MW 49 42 32 32 9 0 14 9 2234 1561 2162 1264
SD 30 48 40 6 17 0 24 17 742 688 660 349
n 4 4 4 5 4 4 5 4 4 4 5 4

142




Tabellenanhang

8.4 Humanstudie

8.4.1

Phagozytoseaktivitit

Tab. 8.32: Anteil phagozytierender Zellen (in %) der Krebspatienten

Granulozyten Monozyten
KON SYN KON SYN
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
53,1 31,9 56,3 254 72,1 98 18,9 18,4 7.1 23,8
18,3 38,0 49,0 46,0 5,6 66,8 9,6 15,9 11,6 9,0 3,2 15,6
53,2 1,6 30,6 25,0 38,2 57,7 35,4 0,0 9,3 12,5 15,5 15,0
91,0 50,9 38,9 26,0 31,9 46,8 39,7 24,0 8,5 6,7 21,8 20,3
75,1 78,5 56,0 50,3 0,6 39,9 39,4 30,9 24,7 18,2 0,0 9,6
41,9 54,7 29,5 53,1 0,7 39,9 21,9 20,4 21,9 17,9 0,6 16,0
57,3 31,0 19,8 65,8 71,9 56,1 20,6 16,1 13,9 25,1 31,3 25,3
16,6 36,0 62,5 52,8 35,1 31,9 8,9 5,2 39,5 25,5 18,0 22,4
39,2 38,9 15,6 61,6 52,6 15,2 17,2 12,2 8,0 17,7 20,4 8,4
47,1 21,3 25,4 66,7 494 15,4 13,7 9,3 21,1 31,4 17,9 8,8
58,9 39,8 272 348 33,0 50,9 26,7 20,9 14,4 93 19,2 288
47,5 36,9 73,5 30,0 27,1 37,6 194 | 241 44,0 20,9 21,2 25,7
42,7 20,2 59,8 44,0 27,1 13,5 26,7 15,9
35,0 43,2 27,2 43,4 14,5 25,2 12,2 16,7
50,1 74,3 32,8 21,8 17,8 26,7 31,1 9,3
33,8 50,7 | 46,1 9.6 19,9 192
69,8 39,2 38.4 10,4
48,6 82,7 18,4 33,7
71,7 46,3 64,3 43,9 14,3 24,0
MW 49,4 37,7 43,0 47,5 34,8 47,7 22,3 16,2 20,6 20,9 15,0 19,2
SD 20,1 17,4 19,4 16,6 19,0 18,8 10,9 7,8 11,0 10,9 8,1 7,6
n 13 15 14 17 18 16 13 15 14 17 18 16
Tab. 8.33: Anteil phagozytierender Zellen (in %) der Patienten mit Polypen
Granulozyten Monozyten
KON SYN KON SYN
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
21,7 32,8 26,3 23,7 42,0 23,8 6,5 15,6 19,7 8,8 16,4 12,9
47,1 39,5 36,0 20,1 36,5 20,2 22,7 19,1 15,3 12,7 8,9 11,8
52,7 84 61,6 34,0 37,5 22,4 15,1 1,4 17,7 7.7 18,9 10,7
37,9 10,9 57,8 35,7 16,1 18,8 17,1 8,0 22,5 25,6 6,6 11,3
23,8 51,1 41,7 34,9 9,5 56,3 18,2 32,6 17,9 14,4 9,0 29,9
31,6 58,5 30,7 44,2 38,9 21,1 29,5 17,7 34,7 24,4
37,6 58,3 63,4 60,2 20,0 21,5 25,9 19,3
63,4 374 30,4 15,1 21,1 38,4 36,9 234 6,3 8,8 18,5 7.1
9,8 12,1 13,8 64,4 60,9 8,1 12,2 5,1 21,1 43,3
10,3 14,4 18,8 55,5 67,1 4,6 9,0 3,1 29,3 28,9
40,7 27,5 40,4 58,4 52,0 77,7 20,6 18,8 8,8 14,1 25,6 23,3
43,3 27,7 67,8 29,2 34,7 31,5 21,7 16,8 25,6 273 28,1 3,5
30,0 | 412 58,1 17,6 35,9 51,7 13,0 242 24,6 16,7 9.0 16,1
28,0 58,7 45,3 77,5 37,0 55,4 19,9 24,8 17,5 43,5 1,7 7,7
10,3 30,3 30,3 52,7 27,4 75,4 7,7 16,9 18,4 13,6 3,2 21,7
18,1 66,1 16,1 70,7 5,2 21,7 10,3 21,4
60,3 16,9 17,5 61,7 32,0 6,7 11,2 33,3
40,2 47,1 71,6 63,6 18,5 2.4 9,7 37,0 31,7 14,0
532 69,3 59,6 514 77,7 25,1 32,0 16,9 29,0 26,7
49,4 29,6 75,2 8,9 22,9 21,1
42,0 80,0 50,0 9,2 23,0 18,8
MW 34,9 37,8 46,2 40,5 39,6 46,2 16,5 18,6 17,9 18,8 18,8 17,2
SD 15,9 19,4 19,9 20,2 16,2 22,3 3.8 7.9 9,0 95 12,0 3,8
n 20 19 19 19 16 16 20 19 19 19 16 16
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Tab. 8.34: MF der aktiven Zellen der Krebspatienten

Granulozyten Monozyten

KON SYN KON SYN
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
17,0 20,1 233 14,8 29,2 112,0 46,4 15,9 101,1 27,2
214 16,3 16,1 16,4 18,2 29,1 14,1 19,3 17,9 17,1 11,2 24,2
23,9 5,5 15,5 20,3 20,6 17,6 25,9 0,0 17,9 13,6 16,9 11,9
51,8 16,2 22,3 20,0 18,4 15,5 51,4 13,8 18,7 16,2 22,3 10,7
36,2 17,5 36,7 21,7 5,5 13,3 28,3 15,3 27,3 46,7 0,0 16,1
15,5 16,3 12,9 24,6 5,0 13,1 13,9 15,3 15,7 21,9 6,8 12,3
18,8 11,6 16,5 31,3 154 36,8 12,6 14,0 32,1 21,0 15,2 22,1
5,9 12,9 23,9 20,5 12,3 19,5 4,0 10,1 224 15,2 11,3 15,7
13,5 23,2 18,5 15,3 22,2 15,3 12,8 18,5 13,3 14,1 17,2 14,3
15,7 20,9 234 15,6 27,3 21,1 12,4 14,5 15,3 14,8 20,2 18,5
26,7 21,1 20,5 22,2 26,5 23,4 21,0 19,5 15,3 19,6 21,0 14,6
22,7 18,4 44,1 22,2 21,3 22,6 21,3 16,0 29,4 18,0 20,3 19,7

25,7 13,2 22,6 18,0 35,8 11,6 12,7 13,3

9,2 24,5 20,5 19,9 11,0 18,0 23,7 14,4

41,3 59,6 23,8 21,2 22,0 32,1 22,7 17,9
20,6 15,6 254 15,9 17,2 14,9
34,0 34,8 29,4 37,9
10,5 39,5 11,3 17,5
31,1 8,6 35,1 42,2 13,3 12,9
MW 22,7 17,6 25,6 22,5 16,7 24,5 28,1 16,5 20,8 21,5 19,5 18,2
SD 11,4 8,1 12,9 53 6,4 8,8 28,1 9,8 6,6 9,7 21,1 7,0
n 13 15 14 17 18 16 13 15 14 17 18 16

Tab. 8.35: MF der aktiven Zellen der Patienten mit Polypen
Granulozyten Monozyten

KON SYN KON SYN
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
11,8 21,7 20,5 12,3 24,1 21,7 9,3 20,3 22,9 13,8 17,8 18,5
21,3 18,3 19,2 18,4 214 20,2 23,7 16,6 29,9 15,3 20,7 25,9
254 17,7 26,4 21,4 17,2 19,4 18,3 23,8 18,7 24,5 17,2 44,1
22,9 16,1 24,3 20,3 15,5 20,9 21,1 14,9 42,5 19,0 14,7 17,2
24,0 20,3 21,8 23,7 15,2 25,0 20,4 14,8 21,5 17,1 14,8 18,4
21,2 21,8 17,7 17,3 24,3 18,9 17,8 12,8 16,6 17,0

21,2 23,6 29,1 244 18,3 18,4 38,0 18,8
252 18,0 10,0 15,2 15,3 11,9 20,3 26,7 9,9 15,3 11,5 10,0

16,4 13,3 8,2 29,2 35,5 12,7 14,9 12,6 24,8 26,0

14,8 14,1 9,8 26,8 35,0 16,6 11,0 15,4 16,0 32,8
21,7 19,0 9,0 22,4 15,7 40,9 14,8 20,8 11,9 19,2 17,2 214
19,1 16,6 14,4 20,7 11,9 83 30,3 26,0 13,9 18,9 154 9,4
20,5 14,5 30,4 18,4 10,7 9,6 19,6 14,8 17,9 17,6 16,7 11,1
19,8 14,7 24,9 27,2 13,3 10,3 18,2 15,3 16,8 20,6 10,7 9,1
18,1 10,6 20,7 204 10,8 37,1 16,9 11,8 14,3 93,6 9,9 22,2
19,4 24,8 18,1 20,8 15,2 58,8 15,8 22,2
311 34,1 18,5 32,6 26,4 23,7 21,1 75,9
23,7 9,3 37,1 37,2 34,5 21,7 13,0 20,0 26,6 30,2
12,1 35,0 12,4 43,8 60,7 12,5 24,0 17,4 40,8 45,8

10,9 16,1 53,7 13,9 13,7 43,2
8,7 37,7 38,9 17,0 15,3 38,0

MW 19,9 17,7 24,4 21,5 20,4 24,9 18,7 17,0 24,0 23,5 18,9 24,9
SD 5.4 6,2 11,9 6,2 9,8 13,7 4,7 4,6 13,0 17,9 8,1 17,5
n 20 19 19 19 16 16 20 19 19 19 16 16
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8.4.2

Oxidativer Burst

Tab. 8.36: Anteil aktiver Granulozyten (in %) und deren MF der Krebspatienten

aktive Granulozyten

MF der aktiven Granulozyten

KON SYN KON SYN
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
98,0 98,8 91,7 93,6 93,6 19,1 254 28,3 13,8 30,5
78.4 90,1 90,4 96,7 96,4 90,3 134 13,4 23,1 19,1 214 27,7
93,0 80,6 71,9 89,2 91,8 11,2 10,5 19,5 17,1 25,3
84,6 92,6 94,3 74,9 97,0 90,0 18,5 11,9 13,1 19,3 17,1 22,6
71,3 95,5 92,1 93,4 88,0 18,8 16,0 16,4 13,4 18,1
81,0 84,8 77,9 93,2 82,1 87,2 15,4 25,9 19,1 12,3 14,9 13,8
89,5 914 89,3 71,7 87,5 89,4 15,2 24,8 14,8 17,7 14,3 18,4
94,3 89,2 90,5 82,8 86,0 92,5 12,4 11,4 12,7 12,1 25,2 15,3
97,0 95,1 95,8 95,6 94,6 93,8 11,5 13,9 19,0 15,5 16,2 15,6
85,9 94,9 914 92,1 88,2 92,5 11,0 15,6 16,7 16,1 19,9 17,6
83,9 83,4 914 90,5 92,3 87,8 13,8 13,7 17,1 15,4 15,3 16,5
83,2 88,3 86,3 92,1 91,5 14,4 19,0 14,0 22,7 21,6
90,5 94,4 95,9 82,5 77,5 19,8 17,3 20,8 22,4 14,8
94,5 92,5 93,6 95,2 19,2 44,0 21,7 21,9
93,2 83,6 87,1 85,6 95,0 94,5 24,0 54,7 39,7 17,1 14,9 20,4
90,3 82,6 90,4 17,5 16,0 32,5
90,7 84,7 94.4 11,9 15,9 35,1
90,9 93,6 14,3 45,3
86,0 88,3 68,5 474
MW 87,4 91,2 90,1 87,0 89,5 91,2 15,6 20,2 21,1 16,6 20,2 24,9
SD 7,6 4,8 5,2 8,2 5,6 24 3,9 11,1 9,9 33 12,5 10,2
n 14 14 14 16 18 17 14 14 14 16 18 17
Tab. 8.37: Anteil aktiver Granulozyten (in %) und deren MF der Patienten mit Polypen
aktive Granulozyten MF der aktiven Granulozyten
KON SYN KON SYN
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
91,7 91,8 92,5 84,8 94,4 93,2 16,7 19,4 18,0 18,4 18,4 17,9
89,8 90,8 94,1 89,2 84,7 86,0 13,1 17,0 17,8 14,4 11,8 13,4
93,5 94,5 86,1 88,5 90,3 49,2 20,6 21,1 15,3 9,1 124 11,5
90,9 86,7 87,6 93,3 96,0 83,7 22,4 19,1 16,7 19,2 19,3 19,2
86,8 91,7 91,3 92,1 89,2 88,1 18,1 16,8 14,9 17,6 16,9 15,5
79,3 74,5 94,6 96,0 90,2 20,3 16,1 15,0 15,3 14,5
82,9 92,4 80,9 92,9 17,0 16,7 19,3 22,0
94,6 95,9 84,6 92,2 95,9 76,0 16,6 19,6 15,8 18,2 18,1 16,4
90,0 97,9 85,6 87,5 93,0 93,9 16,8 16,1 13,7 19,1 21,6 16,3
93,2 95,2 75,3 93,2 92,7 94,3 17,0 17,6 16,3 15,8 234 16,9
91,0 82,0 89,2 91,7 88,0 91,6 21,7 14,2 69,8 15,7 12,7 33,9
88,8 81,2 89,4 93,2 91,8 19,1 13,0 13,6 13,4 8,7
90,1 90,7 88,1 89,8 82,7 25,6 16,4 31,2 12,8 7,2
79,8 87,8 94,9 87,5 88,4 14,7 13,8 25,3 14,6 7,7
82,0 93,7 91,2 92,4 754 93,2 17,0 23,1 34,9 14,2 16,0 31,2
79,4 90,0 91,8 82,1 88,8 93,9 11,6 18,7 30,5 11,7 18,1 27,2
82,7 87,5 92,6 91,1 87,9 93,5 12,1 18,9 39,1 13,5 18,8 18,8
91,2 99,8 96,6 85,8 87,3 93,3 13,5 72,5 54,6 15,4 24,5 54,7
88,1 94,2 92,7 95,9 89,0 12,0 54,7 15,9 43,2 35,0
83,3 90,6 98,2 15,8 22,9 37,4
85,7 87,0 76,9 68,1 48,1 36,8
MW 87,3 90,0 89,5 89,6 90,5 87,3 19,9 21,6 29,3 15,4 19,5 20,3
SD 5,0 5.8 6,0 4,0 5,4 10,7 11,9 13,8 16,4 2,8 7.4 12,0
n 20 21 19 19 16 18 20 21 19 19 16 18
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8.4.3

Tab. 8.38: NK-Aktivitit der PMBZ (spezifische Aktivitét in %)

Aktivitat der natiirlichen Killerzellen

Krebspatienten Patienten mit Polypen
KON SYN KON SYN
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
5,0 17,3 8,1 10,5 6,2 7.4 15,4 14,7
12,0 10,7 14,5 6,5 7.9 74 6.4 7,5 12,7
11,3 10,1 6,3 11,1 7.9 19,3 18,3
14,2 19,9 7,8 21,1 11,4 21,7
13,7 15,9 13,3 12,3 21,6 9,7
6,2 6,8 8,3 8,2 8,1 11,3 19,4
7,8 13,4 8,2 10,6 14,1 5.9 26,3 23,9 12,2
12,8 23,5 53 7,7 16,4
25,7 26,9 10,4 10,5 6.4 20,3
14,3 6,7 9,8 6,6
15,6 114 21,3 15,1 16,1 21,1 24,7
254 23,0 25,6 16,2 22,6 25,2 25,1
10,6 34,1 20,1 23,2 26,2 25,3 22,9
21,8 384 21,9 26,9 14,2 23,8
15,5 27,4 31,0 16,5 13,3 22,9 38,1 18,4 18,3
14,5 34,7 26,5 25,6 16,6
21,6 17,4 11,1 9,3
17,7 12,5 33,0 12,0 18,5 13,9
21,9 26,1 29,5 34,8 22,1 58,8 23,2 18,7 17,8
13,3 15,8 14,2
18,7 16,7 19,5
MW 12,7 18,0 15,4 13,7 14,2 14,5 19,4 17,8 22,1 20,7 19,5 18,1
SD 5,6 7,3 10,3 6,6 5,8 10,1 10,7 5,2 11,3 11,8 43 5,0
n 11 9 13 13 10 14 9 10 15 6 10 13
8.4.4 Interleukin-2
Tab. 8.39: IL-2-Sekretion der PMBZ (pg/ml)
Krebspatienten Patienten mit Polypen
KON SYN KON SYN
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
266 426 154 906 101 129 20 87 119 32 211 204
686 135 100 184 11 99 366 282 636 184 140 6
82 50 119 287 75 320 79 198 300 219 318 5
179 67 10 1021 262 489 5 140 587 4 99 89
843 43 261 201 56 170 60 469 1248 39 41 157
98 92 139 349 143 13 286 25 272 131 670 598
80 58 153 75 45 111 167 113 589 250 151 308
49 372 323 167 170 50 189 434 162 36 11 20
60 150 62 30 112 92 96 31 162 261 206 269
40 79 53 39 51 80 26 29 168 181 162 466
271 56 172 3 212 5 192 132 548 248 11 145
83 6 66 3 185 785 6 142 497 99 484 199
415 226 135 348 21 925 172 26 395 22 127 24
603 150 67 7 274 268 33 34 357 216 184 120
140 326 158 176 114 107 3 212 38 21 2
102 14 234 171 650 409 129 330 277
185 165 82 298 225 301 87 2 155
229 81 118 505 108 121 432 219 118
154 101 128 630 20 265 299 218 89
4 29 11 32 211 204
50 34 46
MW 260 149 132 235 115 221 168 153 353 153 190 171
SD 259 130 81 279 79 252 174 174 276 116 170 160
n 15 15 15 19 19 19 20 21 21 20 20 20
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8.4.5

Tab. 8.40: IL-10-Sekretion der PMBZ (pg/ml)

Interleukin-10

Krebspatienten Patienten mit Polypen
KON SYN KON SYN
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
121 242 90 238 69 72 11 149 186 26 119 82
114 51 63 100 89 14 225 204 307 29 283 142
485 104 193 174 69 104 47 128 83 34 123 208
223 5 79 109 141 168 2 101 83 2 47 314
242 0 252 149 106 303 18 211 435 57 33 93
79 260 619 381 89 0 597 102 214 70 133 61
124 335 106 165 13 227 102 79 132 57 75 210
110 244 64 85 250 58 146 166 17 16 10 0
22 180 42 7 100 125 53 0 94 78 113 155
4 137 74 0 149 77 0 164 0 82 447 0
192 103 24 357 176 71 69 97 52 152 30 154
114 0 78 279 64 105 148 149 133 48 173 140
132 9 54 118 103 108 145 75 189 2 118 108
48 131 253 66 377 231 42 44 147 259 190 137
63 124 40 121 80 85 39 114 7 17 0
78 31 239 178 100 107 208 0 156
291 375 202 271 405 251 166 0 181
115 47 79 237 86 123 260 434 75
78 66 63 181 116 131 0 333 397
5 56 122
203 64 82
MW 138 128 135 153 126 123 134 121 143 82 141 138
SD 117 106 152 109 103 83 140 85 99 85 140 101
n 15 15 15 19 19 19 20 21 21 19 19 19
8.4.6 Interleukin-12
Tab. 8.41: IL-12-Sekretion der PMBZ (pg/ml)
Krebspatienten Patienten mit Polypen
KON SYN KON SYN
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
2754 510 686 3144 209 1437 8 1066 934 25 2531 2334
571 1118 461 1180 0 70 312 522 1262 161 596 990
653 400 678 558 248 1235 2 1409 626 45 861 1006
663 198 1032 1485 1004 1677 0 744 1394 0 1097 1219
570 194 1668 278 421 686 209 482 83 177 189 358
521 614 13 549 392 0 643 18 670 850 614 66
503 766 985 853 1220 2052 490 566 705 514 384 334
123 844 1292 731 1368 2 111 544 449 789 36 13
470 1 566 112 847 1046 1311 18 1076 44 699 8
352 2 1200 79 565 1188 398 663 1090 751 1098 6
1499 479 25 347 727 22 5 2453 939 0 16 1184
863 0 618 1326 1272 1506 5 1008 55 4 1639 684
2399 1764 292 910 7 913 919 8 2166 0 49 12
297 733 423 557 2262 380 186 5 412 57 919 713
5 1641 1237 302 148 57 0 1447 1336 650 48
106 5 2520 263 172 834 450 76 321
575 504 926 1022 1061 963 566 0 606
792 1109 829 199 297 576 689 513 486
917 337 871 884 4 1146 21 1699 999
2 613 74
1317 89 500
MW 816 618 745 779 665 917 414 559 829 341 719 599
SD 794 552 481 701 592 728 447 605 512 395 677 598
n 15 15 15 19 19 19 20 21 21 19 19 19
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8.4.7

Tab. 8.42: TNF-a-Sekretion der PMBZ (pg/ml)

Tumornekrosefaktor-o

Krebspatienten Patienten mit Polypen
KON SYN KON SYN
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
13743 2015 4219 26573 1032 16275 386 3761 4937 1754 9830 | 25625
13498 3418 3008 6415 1886 144 4380 8975 10689 730 4214 3288
21547 | 6487 3587 6148 692 11887 | 9571 5803 3291 3067 4063 3557
13350 1182 9405 23742 | 2933 16011 21 16090 | 43768 0 2251 15583
7165 1113 63076 6297 6089 11622 5073 11139 | 7246 561 859 3591
4718 5425 746 31100 | 17940 166 2341 1321 4256 | 24712 | 10398 | 2916
2906 6516 13926 8201 7070 | 27739 1885 0 6700 2524 3991 8021
1589 4981 2245 3365 13977 126 1356 5538 4030 3437 1975 420
2270 0 2146 427 6534 11845 7151 1134 10199 | 2744 9225 1803
1001 75 3956 1224 16820 | 9000 1784 7695 2801 50012 | 64797 457
12579 | 2251 856 1731 1884 626 515 59012 5047 973 366 4723
5246 121 6867 8484 5551 17611 86 35375 646 370 6995 2016
22370 | 47264 1569 4660 715 6776 7724 929 20042 383 3709 753
3326 3799 3092 82 9613 1608 2523 260 1365 2679 16474 | 6367
1318 7432 9881 1402 1959 2366 389 14046 | 19239 | 3276 359
1084 548 8544 5368 18641 4648 4042 645 1512
4703 2168 6846 8355 3763 6294 4273 195 5705
40774 | 7370 | 20036 | 12482 1728 4294 6226 3014 2856
9283 3728 2040 | 52592 752 7337 1756 19759 | 4754
299 3957 12624
14195 1849 3167
MW 8442 6139 8572 9773 5711 9014 6904 8958 8449 6815 8739 4963
SD 7242 11651 | 15542 | 11765 5417 7940 11555 | 14210 | 9325 12301 | 14610 | 6135
n 15 15 15 19 19 19 20 21 21 19 19 19
8.4.8 Interferon-y
Tab. 8.43: I[FN-y-Sekretion der PMBZ (pg/ml)
Krebspatienten Patienten mit Polypen
KON SYN KON SYN
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
148 331 662 1724 333 1630 259 723 901 97 390 1254
2848 1604 1330 1227 111 2109 333 376 1621 494 466 25
220 139 202 397 168 659 452 650 1068 461 469 24
128 42 16 553 327 698 21 891 1818 17 1423 1804
1016 138 1262 493 200 471 522 1528 1276 90 92 449
475 772 774 554 499 17 2074 594 2369 3551 3970 3309
1153 1496 590 537 326 1752 74 286 483 638 786 1275
122 315 160 505 1183 139 333 1369 567 729 114 156
126 459 184 65 137 83 341 679 484 794 639 1575
87 335 38 132 1023 1535 172 630 1254 604 551 46
1332 247 1134 22 214 30 1293 2931 1426 798 73 449
346 25 331 20 438 2305 1107 3377 101 141 506 365
1943 1924 615 780 84 1707 689 106 1109 369 1974 1131
2049 1382 1605 25 2029 1720 51 32 1093 2526 930 576
401 1907 1784 337 304 426 23 3817 2898 2185 31
720 44 1775 1312 2997 1441 434 1103 686
524 495 750 1592 1799 1017 1122 30 1008
3281 1502 2233 462 154 295 1288 1986 660
304 166 301 3410 62 1727 586 1558 879
595 1291 2677
1913 794 1108
MW 826 741 712 642 504 1071 850 1014 1317 928 1013 826
SD 871 710 584 767 541 819 866 1009 857 991 989 809
n 15 15 15 19 19 19 20 21 21 19 19 19
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8.4.9

Transforming Growth Factor-1

Tab. 8.44: TGF-1-Konzentration im Fazeswasser (pg/ml)

Krebspatienten Patienten mit Polypen
KON SYN KON SYN
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
5230 6475 1658 3177 192 3090 2943 2422 384 454 562
6924 6691 6360 1503 325 751 1635 961 1976 412 385 356
4046 5239 1718 1130 152 135 833 553 609 5733 5409 5457
1666 638 467 152 7130 2312 568 527 5610 720 1205 532
5229 5109 4615 148 194 219 549 477 442 848 5357 5481
3124 2111 3418 461 1289 1314 5736 4147 4525 3444 3296 3059
216 527 450 2541 445 572 600 365 1595 437 421 295
172 232 872 577 504 1107 894 4419 1113 572 471 813
1857 4247 4880 499 446 562 3323 3970 1182 2731 5352
363 186 232 702 2220 1448 3593 2204 2080 2946 5305
505 649 776 1008 551 684 1928 1156 519 2619 4913 4675
499 545 462 623 835 517 444 791 548 157 276 1824
514 589 696 3441 3499 931 2758 1133 898 1140 197 1241
832 1082 3087 802 594 524 4255 670 1867 511
5738 5712 4970 2007 487 243 245 262 244 238 299 238
310 4926 658 1049 935 2020 211 2805 208
717 2184 4136 2809 865 792 422
458 290 336 404 703 434 3551 4076 1766
248 420 352 32 83 322 473 593 470
330 469 477
3513 2248 4071
MW 2461 2669 2357 999 1525 757 1799 1520 1709 1428 2180 1924
SD 2372 2557 2133 879 1951 633 1633 1453 1500 1527 2066 2034
n 15 15 14 19 18 18 21 20 21 19 18 17
8.4.10 Prostaglandin E,
Tab. 8.45: PGE,-Konzentration im Fazeswasser (pg/ml)
Krebspatienten Patienten mit Polypen
KON SYN KON SYN
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
4460 11047 20051 | 34517 | 24800 | 33206 | 18165 | 10734 | 16298 | 15836 | 12268
96814 | 99507 | 97083 | 15493 | 28800 | 24411 | 44702 | 33511 | 31310 | 42190 7447 6013
98694 | 98181 | 97882 | 17839 | 18477 | 24930 | 15652 9402 18080 | 17391 | 33294 | 51117
20350 | 36770 | 14135 | 16537 | 94230 | 21718 8270 5671 5886 3874 4017 3146
46691 | 40644 | 32817 | 11987 | 15986 | 30549 8236 7157 13188 | 10553 8265 11172
4498 6415 6814 19566 | 25525 | 27874 | 51719 | 72764 | 30068 | 30343 6128 13124
14556 3266 43132 | 49191 | 62256 | 73593 | 38685 | 11806 | 17501 | 17706 | 17715 | 26390
50597 | 38894 | 15995 | 92406 | 45028 | 55791 12446 5815 9155
11135 | 72810 | 13806 | 18114 | 20196 | 80281 9614 5433 7360 3594 4586
29883 9939 13901 1922 3636 8953 10710 | 13204 7673 8638 8479
12226 | 16153 9084 40701 8809 19831 7317 4726 6042 2658 3210 3975
72147 | 35318 | 36761 | 22108 | 11803 | 24900 | 4910 4886 5078 4914 3048 4820
5408 5707 4847 67011 | 27791 | 28721 3716 3652 5643 2578 2836 3454
4466 4618 3085 23328 | 18542 | 10693 3464 3010 2238 4897
5966 8860 5352 3736 3468 3797 3113 1838 3310 3294 4032 3648
1861 2999 2590 3912 2397 6530 2460 3249 2591
1950 2857 4395 3069 3995 4245 2990
3478 3035 3146 4020 5415 3268 4849 4232 4677
3396 6443 2987 3681 4618 4327 3708 6373 5088
4154 2374 2676
3910 3327 2068
MW | 31859 | 32542 | 28192 | 23818 | 23881 | 24584 | 13281 | 11098 9579 10285 7943 10124
SD 33542 | 33153 | 31862 | 24327 | 23767 | 22995 | 15404 | 16680 8699 10691 7575 12104
n 15 15 14 18 18 19 20 19 20 19 18 17
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