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1 Einleitung

1.1 Asthma und Allergien in Zahlen

Immer mehr Menschen leiden an Allergien und zu Recht werden allergische Erkrankungen in
den Industrieldandern mittlerweile als ,Volkskrankheit” bezeichnet. Griinde hierfiir sind nicht
nur das hohe Vorkommen in der Bevdlkerung, sondern auch die enormen,
gesundheitsokonomischen Kosten, die allein fir die Europdische Union auf etwa 25
Milliarden Euro pro Jahr geschatzt werden®. Insbesondere in den Lindern mit westlichem
Lebensstil ist die Pravalenz allergischer Erkrankungen seit Mitte des letzten Jahrhunderts
stark gestiegen, laut dem Deutschen Allergie- und Asthmabund (www.daab.de) hat sich die
Zahl der Allergiker in den letzten drei Jahrzehnten in Deutschland beispielsweise
verdreifacht. Wahrend die Haufigkeit von Asthma bronchiale, das zu den atopischen
Erkrankungen zahlt, weiterhin steigt, hat sich die Inzidenz aller anderen Formen der Allergie
im letzten Jahrzehnt auf hohem Niveau stabilisiert’. Aktuell sind je nach Quelle 20-40 % der
Deutschen von mindestens einer Allergie betroffen™?, weltweit sind es etwa 35 %. Vor allem
Kinder sind betroffen, wobei das Asthma bronchiale die haufigste Manifestation im
Kindesalter darstellt®: Aktuellen Untersuchungen zufolge leiden etwa 650.000 Kinder in

Deutschland an dieser allergischen Form des Asthmas’.

1.2 Definition von Atopie, Allergie und Asthma

Allergien sind chronische Entziindungen an den Grenzflachen des menschlichen Organismus
zur Umwelt, die sich in den unterschiedlichsten Erkrankungsformen manifestieren. Allen
gemein ist, dass sie auf einer Uberreaktion des Immunsystems auf normalerweise harmlose
Stoffe der Umwelt, den Allergenen, basieren'. Die haufigsten Krankheitsbilder sind die
allergische Konjunktivitis, allergische Rhinitis und das allergische Asthma, welches die
hiufigste Form des Asthma bronchiale darstellt®. Oft fallen diese Krankheitsformen auch
unter den Begriff der atopischen Erkrankungen, da ihnen die genetische Pradisposition, auf
aerogene, gastrointestinale oder kutane Allergene mit einer gesteigerten Immunglobulin
(Ig)E-Bildung zu reagieren (Atopie), zu Grunde liegt. Dieser Antikorper-lsotyp wird vermehrt
im Serum betroffener Patienten nachgewiesen und vermittelt die Ausschittung von u.a.

Histamin, Chemo- und Zytokinen. Diese Mediatoren verursachen die typischen Symptome


http://www.daab/
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der allergischen Sofortreaktion, wie erhéhte Mukussekretion, Kontraktion der glatten

Muskelzellen und eine erhéhte vaskulire Permeabilitit®.

1.3 Die verschiedenen Subgruppen der T-Zellen und ihre Rolle bei Allergien

Im Mittelpunkt der allergischen Reaktion steht eine Subgruppe von T-Lymphozyten, die T-
Helfer(Ty)2-Zellen. Die von ihnen freigesetzten Zytokine induzieren nicht nur die Produktion
von IgE durch B-Zellen, sie koordinieren zusatzlich auch die Rekrutierung und Aktivierung
von weiteren, an der Immunreaktion beteiligten Zellen, wie Mastzellen, basophilen und
eosinophilen GranulozytenG. Grundsatzlich werden T-Zellen in zwei Hauptgruppen unterteilt,
die cluster of differentiation (CD)4-positiven- (CD4") und CD8"-T-Zellen. Bei letzteren handelt
es sich hauptsachlich um zytotoxische T-Zellen, welche u.a. Virus-infizierte Zellen erkennen
und abtéten kénnen’. Bei der allergischen Reaktion spielen die T-Helfer(Ty)-Zellen,
klassischerweise CD4*, die zentrale Rolle®. Alle naiven Ty-Zellen entstammen einer
gemeinsamen Vorlduferzelle, doch im Verlauf ihrer Reifung differenzieren sie in
Abhangigkeit der Aktivierung durch Antigen-prdsentierende Zellen (APC) zu verschiedenen
Effektorzellen (siehe auch 1.5.3, S.15). Die urspriingliche Klassifizierung in Tyl- und Ty2-
Zellen wurde bereits 1986 von T. Mosman und R. Coffman aufgrund von Beobachtungen am
Mausmodel vorgenommen. Sie entwickelten auch die Hypothese der Ty1-/Ty2-Balance, die
besagt, dass sich die beiden Zelltypen gegenseitig regulieren und hemmen kénnen®.

Tyl-Zellen werden als Reaktion auf intrazelluldre Pathogene wie Viren, Parasiten und
verschiedene Bakterien’ unter dem Einfluss von Interferon gamma (IFN-y) gebildet.
Wahrend der Differenzierung zu Tyl-Zellen wird die Expression des linienspezifischen
Transkriptionsfaktors T-box expressed in T cells (T-bet) hochreguliert. Ty1-Zellen sind vor
allem in die zellvermittelte Immunantwort involviert, so erhdhen die vorwiegend von ihnen
freigesetzten Zytokine Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a), Interleukin (IL)-2 und IFN-y die
Phagozytoseaktivitit von Makrophagen und aktivieren zytotoxische Zellen®. IFN-y dient
dabei durch positive Riickkopplung nicht nur der verstarkten Entstehung weiterer Ty1-Zellen,
gleichzeitig hemmt es auch die Ty2-Entwicklung'!. Regulatorischer Gegenspieler dieses IFNs
ist IL-4, welches in groflen Mengen von den Ty2-Zellen freigesetzt wird, und ebenfalls mittels
einer positiven Rickkopplung die Entstehung des eigenen Zelltyps fordert’. Weitere,
typischerweise von Ty2-Zellen sezernierte Zytokine sind IL-5, IL-13 und IL-10, welche nach
Aktivierung des Ty2-spezifischen Transkriptionsfaktors GATA3 translatiert werden. Da diese
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Zytokine die vermehrte Antikérper-Produktion durch B-Zellen induzieren, dienen sie
vorrangig der humoralen Immunantwort2. Dariber hinaus sind sie an der Beseitigung
extrazelluldrer Bakterien und Helminthen beteiligt” und férdern durch die bereits
erwdhnten Mechanismen die Entstehung allergischer Reaktionen. Auf Basis der von
Mosmann und Coffman postulierten Dichotomie der T-Lymphozyten konnten in den
Folgejahren zwar einige Fortschritte bei der Aufschlisselung der T-Zell- Funktion gemacht
werden, schnell wurde aber auch deutlich, dass dieses Paradigma die Komplexitat der T-Zell-
vermittelten Immunregulation nicht vollstindig widerspiegelt’®. Nach heutigem
Kenntnisstand geht man von mindestens sieben funktionell verschiedenen Untergruppen
der CD4"-Zellen aus: Tyl-, Tu2-, Tu9-, Tyl7-, Tu22, TeH und Teg-Zellen™ (siehe Abb.1, 5.18) .
Detaillierte in vivo und in vitro Studien machen aber auch deutlich, dass jede Subgruppe eine
gewisse Plastizitat aufweist und ihren Phanotyp in Abhangigkeit des umgebenden Milieus
dndern kann®®. Insbesondere den regulatorische T (T,eg)-Zellen ist in den letzten 20 Jahren groRe
Aufmerksamkeit gewidmet worden. Zwar wurden diese bereits in den 70er Jahren beschrieben,
ihre Existenz war aber lange Zeit umstritten’’. Diese immunregulatorischen Zellen stellen eine
sehr heterogene Gruppe dar. Nach heutigem Wissenstand geht man von mindestens drei
CD4" Phdnotypen aus: den natiirlich vorkommenden regulatorischen T-Zellen (nT,eg) und den
induzierbaren regulatorische T-Zellen (iTg), zu denen die T,1 und die Ty3-Zellen zihlen®’.
Wahrend nTreg im Thymus generiert werden, koénnen letztere unter Einfluss hoher
Konzentrationen von transforming growth factor beta (TGF-B) und/oder IL-10 in der
Peripherie induziert werden’®. Allen gemein ist, dass sie durch Ausschittung der
immunregulatorischen Zytokine IL-10 (T,1-Zellen) oder TGF-B (T43-Zellen), oder durch Zell-
Zell-Kontakte (nT.g-Zellen) die Funktion und Proliferation anderer Immunzellen, darunter

auch Effektor-T-Zellen, unterdriicken kénnen®® (siehe nachstehende Tabelle (Tab.1)).

Tab.1:Ubersicht der verschiedenen T.eg-Subpopulationen

natiirlich vorkommende T, induzierte T,

NTreg T Th3
Herkunft Thymus Peripherie Peripherie
FoxP3-Expression +++ - ? (-/+)
IL-10-Sekretion + (in vivo) +++ +
TGF-B-Sekretion + + +++

Vorrangige
Wirkungsweise

Zell-Zell-Kontakt

Freisetzung von
IL-10

Freisetzung von
TGF-B
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Dementsprechend spielen sie auch bei der Entwicklung und Auspragung allergischer
Reaktionen eine zentrale Rolle, sowohl in der Sensibilisierungs- als auch in der
Effektorphase: sie besitzen nicht nur die Fahigkeit, die Aktivierung von Ty2-, aber auch Ty1-
und Ty17-Zellen zu inhibieren, sondern kénnen bereits die Entwicklungen dieser Phanotypen
aus naiven T-Zellen unterdricken. Gleichzeitig fordern sie die Entwicklung sogenannter
tolerogener dendritischer Zellen (DCs)®, semi-reifen Zellen, die eine Toleranz gegenuber
aufgenommenen Antigenen vermitteln kénnen?!. Des Weiteren kénnen Treg-Zellen sich
direkt supprimierend auf Mastzellen, basophile und eosinophile Granulozyten auswirken
und somit die allergische Reaktion abschwichen?. Wahrend friher davon ausgegangen
wurde, dass die supprimierenden Effekte aller Tg-Zellen an die Expression des Linien-
spezifischen Transkriptionsfaktors forkhead box P3 (FoxP3) geknipft sind, belegen neuere
Studien, dass die FoxP3-Expression nicht mit der Suppressoraktivitdt dieser Zellen
korreliert'. So geht man heute davon aus, dass lediglich die nT.z-Zellen permanent FoxP3"
sind, wahrend die T,1-Zellen diesen Transkriptionsfaktor nicht konstitutiv exprimieren
kénnen, sondern dessen Expression nur nach Aktivierung hochregulieren. Die Expression in
Tu3-Zellen wird noch diskutiert 23 Noch vor den Treg-Zellen wurde eine Gruppe von T-Zellen
entdeckt, die sich durch Freisetzung groRer Mengen des Zytokins IL-17 auszeichnet und
folglich als T17-Zellen bezeichnet wurden. Dominierend ist die Sekretion von IL-17A und IL-
17F, daneben werden aber auch IL-21, IL.-22 und GM-CSF vermehrt von diesem Zelltyp
freigesetzt16. Aufgrund dieses Zytokinprofils sind Ty17-Zellen maBgeblich an der Abwehr
extrazelluldarer Bakterien und Pilze beteiligt. Sie induzieren aber auch zellzerstérende
Entzlindungsprozesse und sind an der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen beteiligt24.
Charakteristisch ist die Expression der Linien-spezifischen Transkriptionsfaktoren retinoid-
acid receptor-related orphan receptor gamma t und alpha (RORyt, RORa)®. Da aber auch die
Transkriptionsfaktoren T-bet und GATA3 exprimiert werden, geht man davon aus, dass Ty17-
Zellen sich reprogrammieren und in Tyl-oder Ty2-Zellen differenzieren kénnen?, Tyl7-Zellen
scheinen nicht direkt an der Entwicklung des Ty2-vermittelten Asthmas mitzuwirken27, aber
durch Rekrutierung von Neutrophilen an der Pathogenese des allergischen Asthmas beteiligt
zu sein®®. Gestiitzt wird diese Annahme durch die Tatsache, dass in der Lunge, Sputum,
Serum und der bronchoalveoldren Lavage asthmatischer Patienten eine erhohte IL-17-
Expression nachgewiesen wurde®® und der Schweregrad der Atemwegshyperreaktivitdt mit

der Hohe an gemessenem IL-17 korreliert®.
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Phanotypisch und funktionell eng mit den Ty17-Zellen verwandt sind die Ty22-Zellen. lhr
namengebendes Zytokin, ein Mitglied der IL-10-Familie, kann zwar von einer Reihe von
aktivierten T-Zellen freigesetzt werden, aber anders als beispielsweise Ty17-Zellen
sezernieren Ty22-Zellen groRe Mengen dieses Proteins unter Abwesenheit von IL-17, IL-4
oder IFN-y, weshalb sie als eigenstdandige Untergruppe klassifiziert wurden. lhr Leitzytokin
wird unter Einfluss des Transkriptionsfaktors aryl hydrocarbon receptor (AHR) gebildet und
spielt eine zentrale Rolle bei der Wundheilung und der Abwehr invasiver Pathogene an den
epithelialen Grenzflachen, insbesondere in der Haut und der Lungels. Auch wenn die Rolle
dieses T-Zellsubtyps bei allergischen Erkrankungen bisher noch nicht ganz geklart ist, scheint
sie sich in der frihen Phase der asthmatischen Reaktion eher positiv und gewebsschiitzend
auszuwirken®®. Zudem zeigte sich in einem Mausmodell, dass IL-22 die Induktion der
allergischen Entziindungsreaktion begrenzen kann>'.

Ebenfalls an der mukosalen Immunabwehr, Gewebsentziindungen und an der Abwehr von
Helminthen beteiligt sind die erst vor kurzem charakterisierten Ty9-Zellen. Obwohl sie sich
unter ahnlichen Differenzierungssignalen wie Ty2-Zellen entwickeln und sich unter
Anwesenheit von TGF-B auch aus diesen generieren lassen®?, sekretieren sie keine Ty2-
Zytokine. Da sie auch keine anderen Leitzytokine, wie IFN-y, IL-17 oder IL-22, freisetzen,
sondern neben der groRen Produktionskapazitat von IL-9 lediglich noch die Fahigkeit
besitzen, IL-10 freizusetzen, wurden diese als eigenstandige Subgruppe definiert. Die
Expression des Transkriptionsfaktors PU.1 fiihrt zur Konvertierung von Ty2 zu Ty9 Zellen,
weshalb dieser als Master-Regulator des Ty9-Phianotyps angesehen wird®. Da die IL-9-
Produktion unter diesem aber limitiert ist, wird in der Literatur auch der Transkriptionsfaktor
Basic leucine zipper transcription factor, ATF-like, kurz BATF, als Linien-spezifischer Marker
vorgeschlagen, insbesondere, da dessen Expression zu einer erhéhten Produktion von IL-9
und IL-10 fihrt®>. Wihrend die Rolle der Ty9-Zellen bei der Entwicklung allergischer
Entzlindungsreaktionen noch ungeklart ist®, beziehungsweise negiert wird®, ist die
Beteiligung dieses Phanotyps an der Pathophysiologie allergischer Reaktionen
unumstritten®®. So ist IL-9 an den zentralen, mit einer allergischen Entziindungsreaktion
einhergehenden zellularen Vorgangen, welche die typische Pathophysiologie der Allergie
hervorrufen, malgeblich beteiligt, u.a. an der eosinophilen Entziindungsreaktion, der
bronchialen Hyperreaktivitat, der erhohten Mukusproduktion und der Erhéhung des IgE-

Spiegels. Des Weiteren beeinflussen diese proinflammatorischen Lymphozyten eine Reihe
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verschiedener Zelltypen, die an der Auspragung des asthmatischen Phanotyps beteiligt sind.
Beispielsweise kdnnen sie die Uberlebens- und Proliferationsrate von T-Zellen, B-Zellen,
Mastzellen, eosinophile Granulozyten und Epithelzellen steigern®. Im Einklang hiermit steht
der Befund, dass im Blut allergischer Patienten eine deutlich hohere Anzahl an Ty9-Zellen
zirkuliert, als im Blut nicht-allergischer Spender?”.

Erst Anfang 2000 wurde ein CD4" T-Zelltyp entdeckt, der aufgrund seiner follikuldren
Lokalisation als follikulare THe|fer(TFH)'Ze”en38 bezeichnet wird. Diese regen nicht nur B-Zellen
zur Produktion von hochaffinen Antikdrpern an, sondern fihren durch Beteiligung an
Prozessen der somatischen Hypermutation, der Affinitatsreifung und des Klassenwechsels
zur Erzeugung von Gedichtnis-B-Zellen und langlebigen Plasmazellen®’. Neben IL-21
produzieren diese Zellen IL-4 und IL-10*° und lassen sich anhand der Expression des
Chemokinrezeptors CXCR5, des Transkriptionsfaktors B-cell lymphoma 6 protein (Bcl-6) und
des inhibierenden Molekiils programmed cell death protein 1 (PD-1) charakterisieren®.
Aufgrund ihrer zentralen Funktion bei der Kontrolle der humoralen Immunantwort kénnten
Tey-Zellen auch  zur Entwicklung von Allergien beitragen, wobei diesbezlgliche

Untersuchungen erst am Anfang stehen’®.

1.4 Dendritische Zellen (DCs)

Das vorangegangene Kapitel hat deutlich gemacht, dass die verschiedenen Ty-Zellantworten
die Art und den Verlauf einer Immunreaktion und damit auch von Allergien maligeblich
bestimmen. Allerdings sind sie nicht in der Lage, native Antigene eigenstandig zu erkennen
und aufzunehmen und so eine angemessene Immunantwort zu induzieren. Stattdessen
miissen eingedrungene Antigene von sogenannten Antigen-prasentierende Zellen (APCs)
aufgenommen, prozessiert und den T-Zellen Uber den MHC (major histocompatibility
complex) ll-Kkomplex prasentiert werden*’. Die wichtigsten Vertreter der APCs sind die
dendritischen Zellen, auch als , professionelle” APCs bezeichnet*®. Wihrend alle APCs, also
auch Monozyten, Makrophagen und B-Lymphozyten, imstande sind, Antigene aufzunehmen
und zu prasentieren, sind DCs die einzigen mit der Fahigkeit, die adaptive Immunantwort
durch Aktivierung naiver T-Lymphozyten in Gang zu setzen*, weshalb sie haufig auch als
,Bricke” zwischen angeborener und adaptiver Inmunantwort bezeichnet werden.

Wahrend des Vorganges der Antigenprasentation kénnen die DCs Gber mehrere Faktoren
die Differenzierungsrichtung der naiven T-Zellen steuern (siehe folgende Abschnitte).
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DCs Gbernehmen also nicht nur eine Schlisselrolle als Bindeglied zwischen angeborener und
adaptiver Immunantwort, sondern initiieren und polarisieren letztere auch®.

Urspriinglich wurden DCs 1868 von Paul Langerhans in der Epidermis entdeckt. Aufgrund
ihrer besonderen Morphologie wurden die fortan nach ihrem Entdecker benannten
Langerhans-Zellen (LC) falschlicherweise als eine Art von Neuronen verstanden®. Erst tber
ein Jahrhundert spater, nach Entdeckung dieser Zellen in der Milz von Mausen, wurden diese
als weille, mit Monozyten und Makrophagen verwandte Blutzellen identifiziert und aufgrund
ihrer vielen astartigen Ausldufer nach dem griechischen Ausdruck , dendros” (Baum) als
,dendritische Zellen“ bezeichnet®. In den Folgejahren trugen besonders die Bemiihungen
von Ralph M. Steinmann, dem Entdecker der DCs, zum Verstdandnis der Funktion dieser
spezialisierten Zellen und ihrer Rolle in der adaptiven Immunitat bei. Im Jahre 2011 wurden
seine diesbeziiglichen Leistungen mit dem Nobelpreis fir Physiologie oder Medizin
gewirdigt.

Mittlerweile wurden DCs auBer in allen lymphatischen Organen”, auch in diversen nicht-
lymphatischen Organen, u.a. in der Haut (LC), dem Blut*, der Lunge und dem
Intestinaltrakt®® lokalisiert. Dendritische Zellen stellen nach heutigem Kenntnisstand eine
sehr heterogene Gruppe dar. Da eine einheitliche Nomenklatur bisher fehlt, und sich die
Phanotypen aufgrund ihrer Lokalisation, ihres Entwicklungsursprungs, ihrer
Oberflachenmarker, ihrer kostimulatorischen Molekiile und ihrer Rezeptoren unterscheiden
kénnen®, ist die Zuordnung oft verwirrend. Grob lassen sich die verschiedenen DC-
Populationen aber anhand der Expression des Transmembranproteins CD11c in zwei
Hauptgruppen unterscheiden: konventionelle, oder auch klassische DCs (cDCs) und
plasmazytoide DCs (pDCs)>’. Die CD11c-negativen (CD11c’) pDCs zeichnen sich auRerdem
durch eine schwache Expression des MHCII-Komplexes aus. Da Antigene der AuRenwelt nur
Uiber MHC-Molekiile prasentiert werden kénnen, besitzen pDCs folglich eine vergleichsweise
geringe antigenprasentierende Kapazitat. Mit Hilfe ihrer Rezeptorausstattung erkennen sie
jedoch virale Produkte und induzieren deren Abwehr durch Freisetzung grofRer Mengen von
Typ-1-IFN2.

Von den pDCs grenzen sich die cDCs durch eine starke Expression von CD11c und MHCII auf
ihrer Oberflache ab. Nach ihrer Reifung setzen sie diverse inflammatorische Zytokine frei
und induzieren effektiv die Proliferation und Polarisierung naiver CD4*-Zellen®'. Anhand der

Oberflachenmarker CD16, CD1c, und BDCA-3 kann eine weitere Untergliederung der cDCs
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vorgenommen werden®. Urspriinglich wurden die ¢DCs als myeloide DCs (mDCs)
bezeichnet, da sie sich aus myeloiden Vorlauferzellen entwickeln und sich somit
ontogenetisch von den pDCs unterscheiden, welche Ilymphoiden Vorlauferzellen
entstammen. Doch die Befunde verschiedener Gruppen haben mittlerweile deutlich gezeigt,
dass die Vorlauferzelle nicht automatisch den finalen DC-Phanotyp bestimmt, da sowohl aus
isolierten lymphoiden als auch myeloiden Progenitor-Zellen beide Subgruppen entstehen
kénnen®®. Wahrend die bisher genannten DCs sich alle aus hematopoetischen, CD34"-
Stammzellen entwickeln, existieren neben diesen ,steady-state” DCs noch Zellen, die sich
unter inflammatorischen Bedingungen aus Monozyten entwickeln, die je nach Quelle als
Monozyten> oder DCs>> bezeichnet werden. In vitro lassen sich Monozyten-generierte DCs
(moDCs) unter Anwesenheit von IL-4 und granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF) generieren®, so auch fir die vorliegende Arbeit. Auch wenn moDCs einige
Merkmale, wie die Expression von MHCIlI und CD11b, mit cDCs gemeinsam haben, darf nicht
auBer Acht gelassen werden, dass es sich dennoch um eine eigenstandige Zellpopulation
handelt, deren Genexpressionsprofil insgesamt deutlich mehr dem von Monozyten denn

dem der cDCs gleicht’.

1.5 Die verschiedenen Reifestadien von DCs sind mit unterschiedlichen

Funktionen verkniipft

1.5.1 Unreife DCs als Teil des angeborenen Immunsystems

Als Vermittler der Immunitat haben DCs zwei zeitlich und phanotypisch klar voneinander
abgegrenzte Funktionen, die mit ihrem Reifegrad korrelieren: Im unreifen Zustand (imDCs)
sind sie fir die Aufnahme und Prozessierung von Fremdantigenen, die Aufnahme von

>728 sowie die Toleranzinduktion gegeniiber Eigenantigenen zustandig.

apoptotischen Zellen
Reife DCs hingegen verlieren diese Fahigkeit, bewirken aber durch Expression verschiedener
Molekiile eine effektive und Antigen-spezifische T-Zellantwort™. Folglich zeigen imDCs eine
hohe phagozytotische Aktivitat und weisen nur eine geringe Oberflachenexpression von
MHCII-Komplexen und weiteren, fiir die T-Zell-Aktivierung notwendigen Ko-Rezeptoren
auf*. Entsprechend ihrer Funktion als ,Wichter” bilden sie in nahezu allen peripheren
Geweben des Korpers ein dichtes Netzwerk und patrouillieren permanent durchs Blut. Dort

analysieren sie ihre Umgebung, indem sie extrazelluldre Bestandteile durch verschiedene

Mechanismen, darunter Phagozytoseso, Makropinozytose und Rezeptor-vermittelte
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Endozytose aufnehmen®. Doch nur bei gleichzeitiger Erkennung eines exogenen
Gefahrensignals werden die DCs zur Wanderung und gleichzeitiger Reifung in die
drainierenden Lymphknoten veranlasst, um dort in T-Zell-Arealen naive T-Zellen zur
Proliferation und Differenzierung anzuregenGZ. Neben verschiedenen proinflammatorischen
Zytokinen und T-Zell-abhangigen Signalen fiihrt auch die antigenunabhdngige Erkennung
viraler oder bakterieller Produkte zur Reifung der DCs*. Zur Erkennung konservierter
mikrobieller Strukturen, sogenannter PAMPs oder auch MAMPs (pathogen-/microorganism-
associated molecular patterns), z.B. Membranbestandteile oder Nukleinsdurestrukturen,
sind DCs mit einer Reihe von keimbahnkodierten und evolutiondar konservierten
Mustererkennungsrezeptoren, den PRRs (pattern recognition receptors), ausgestattet. Zu
diesen zahlen u.a. die .‘§cavenger—Rezeptoren63 und die hoch konservierten Toll-like
Rezeptoren (TLRs), die bisher am besten charakterisierten PRRs. Bei TLRs handelt es sich um
Typ-I-Transmembranproteine, die durch eine extrazellulare Domane aus zahlreichen Leucin-
reichen Motiven (leucin rich repeats, LRR) und einer zytoplasmatischen Signal-Domane,
welche eine so genannte Toll/Interleukin-1-Rezeptor Homologie-Domane (TIR) enthalt,
charakterisiert sind®. Bis heute wurden im Menschen zehn funktionelle Formen
identifiziert®®, die jeweils auf unterschiedliche mikrobielle Strukturen reagieren und auch
zellular unterschiedlich lokalisiert sind. So erkennen TLR1 und TLR6 -jeweils als
Heterodimere mit TLR2- eine Reihe von PAMPs Gram-positiver Bakterien, darunter
Lipoproteine und Lipomannan66. Wie TLR4, der hauptsachlich an der Erkennung des
Lipopolysaccharids (LPS) Gram-negativer Bakterien beteiligt ist, und TLR5, der bakterielles
Flagellin detektiert, werden diese Rezeptoren auf der Zelloberflache exprimiert67. Die TLRs
7,8 und 9 hingegen sind in der endosomalen Membran verankert. Sie erkennen
verschiedene Formen von Nukleinsduren, wie einzelstrangige (TLR7 und TLR8) oder
doppelstrangige Ribonukleinsaure (RNA, TLR3), sowie unmethylierte Desoxyribonukleinsdure
(DNA) und CpG-Oligonukleotide (TLR9). lhre Aktivierung ist in starkem Male von der
endosomalen Ansduerung abhéngigGg. Die verschiedenen DC-Subtypen unterscheiden sich in
ihrem TLR-Expressionsmuster:

wahrend pDCs hauptsachlich TLR7 und TLR9 exprimieren69, besitzt die Fraktion der CD11c"-
DCs das komplementire Set von TLRs (TLR2-6 und TLR8)’°, exprimiert vorrangig aber
TLR3%"% Da TLRs entweder an der Zelloberfliche oder der Membran von Lysosomen oder

Endosomen lokalisiert sind, sind sie nicht in der Lage, Pathogene zu detektieren, die in das
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Zytosol eingewandert sind. Diese Funktion wird von einer Reihe zytoplasmatischer PRRs
wahrgenommen, zu denen die Familie der nucleotide-binding oligomerization domain
(NOD)-like Rezeptoren (NLRs) gehort. Von den bisher beschriebenen 23 Mitgliedern im
humanen System71 sind die bekanntesten Vertreter NOD1 und NOD2. Beide nehmen
Molekiile wahr, die wahrend der Synthese oder der Degradation des Peptidoglykans (PGN)
der Zellwand Gram-positiver und -negativer Bakterien entstehen’®. So ist die minimale
Struktur, die von NOD2 erkannt wird, das Muramyldipeptid (MDP), eine konservierte
Struktur, die in nahezu allen PGN vorkommt’>. NOD1 hingegen wird nur durch
Peptidoglykanstrukturen aktiviert, in denen die Aminosaure meso-Diaminopimelinsaure
(meso-DAP) vertreten ist. Solche PGN-assoziierten Molekile werden vor allem von Gram-
negativen und einigen bestimmten Gram-positiven Bakterien produziert74. Auch wenn sich
NLRs und TLRs hinsichtlich ihrer nachgeschalteten Signaltransduktionswege und beteiligten
Adaptermolekiile stark unterscheiden, induziert deren Aktivierung ahnliche Signalkaskaden.
Nach verschiedenen Phosphorylierungsschritten und der damit verbundenen Aktivierung
intrazellularer Kinasen minden diese alle entweder in der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB oder anderen, durch mitogen-activated protein kinases (MAPK)
aktivierten Transkriptionsfaktoren, welche daraufhin in den Zellkern translozieren und dort
die Genexpression verschiedener Chemokine und Zytokine regulieren’. Wahrend eine
Aktivierung von TLRs aufgrund der Translokation von Transkriptionsfaktoren der Familie der
interferon-regulatory factors (IRFs) des Weiteren zur Freisetzung von Typ-I-IFNs flhren

kann’®, tragen einige Vertreter der NLR-Familie zur Aktivierung der Inflammasomen bei’’.
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1.5.2 Reife DCs als Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Inmunitat

Die Aktivierung der verschiedenen Rezeptoren des angeborenen Immunsystems, entweder
direkt durch Erkennung von PAMPs oder indirekt durch in der Umgebung vorhandene
Signale78, veranlasst die Migration von imDCs in die lymphatischen Organe. Hierbei ist noch
unklar, ob die Aufnahme des Antigens der TLR-Aktivierung vorausgeht oder simultan
beziehungsweise anschlieRend stattfindet®®. Wihrend dieser durch Chemokine vermittelten
Migration durchlaufen die DCs einen Reifungsprozess. Dieser bringt nicht nur
morphologische, sondern auch funktionelle Veranderung mit sich, der Status der DCs
wechselt von Antigen-aufnehmenden zu Antigen-prasentierenden Zellen®. Wihrend ihrer
Reifung verlieren die DCs ihre Phagozytoseaktivitiat, stattdessen werden die zur
Antigenprasentation notwendigen MHC-Peptidkomplexe vermehrt gebildet und mit den
prozessierten Antigenen an die Zelloberfliche transportiert’®. Gleichzeitig kommt es zu einer
verstarkten Expression von kostimulatorischen Molekiilen wie CD80 und CD86%. Wihrend
Rezeptoren fir inflammatorische Zytokine herunterreguliert werden, wird der Chemokin-
Rezeptor CCR7 verstarkt exprimiert, wodurch die Migration der DCs in die Lymphknoten

gewihrleistet wird™.

1.5.3 DCs nehmen eine zentrale Rolle bei der Polarisierung naiver T-Zellen ein

Im gereiften Zustand liefern DCs drei zur Auspragung einer protektiven Immunantwort
essentielle Signale, die (gleichzeitig) einen entscheidenden Einfluss darauf haben, welche Art
von Effektorzellen sich aus naiven CD4*-Zellen entwickeln (siehe Abb.1, S.18). Das erste
Signal stellt die Prasentation antigener Strukturen auf MHCII-Molekiilen gegeniber
ungepragten T-Zellen dar. Dabei kommt es aber nur zu einer Aktivierung und damit
einhergehender Differenzierung, wenn eine naive T-Zelle den fiir das prasentierte Antigen
passenden T-Zell-Rezeptor (TCR) tragt (nach dem ,,Schliissel-Schloss-Prinzip“). Hierbei kann
sowohl die Starke des TCR-Signals als auch die Art und Menge des Antigens Einfluss auf die
Differenzierungsrichtung der ligierten T-Zelle nehmen’®. Das zweite, Antigen-unabhangige
Signal stellt die Interaktion von kostimulatorischen Molekilen auf der Oberflache von DCs
mit CD28, welches konstitutiv auf der Oberflaiche von T-Zellen exprimiert wird, dar. Nur
wenn die T-Zellen wahrend der MHCII-Prasentation eines passenden Antigens auch eine
Kostimulation durch die DCs erfahren, kommt es zur Auslésung einer Immunantwort (Zwei-

Signal-Hypothese)®.
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Ein schwaches oder gar fehlendes kostimulatorisches Signal, beispielsweise aufgrund nicht
voll ausgereifter DCs, flhrt zur Toleranz oder Anergie gegeniber dem prasentierten
Antigen®!. Liganden des CD28, die auf DCs exprimiert werden, sind CD80 (auch B7-1) und
CD86 (B7-2), beides Mitglieder der B7-Familie®’. Ein weiteres, zentrales, von DCs geliefertes,
kostimulatorisches Molekil ist CD40. Eine Interaktion mit dem auf T-Zellen lokalisierten
CD40-Liganden (CD40L, auch CD154), dient nicht nur der Kostimulation, sondern wirkt sich
gleichzeitig als Teil der DC-Reifung férdernd auf die Antigenprdsentation sowie das Priming
naiver T-Zellen aus®®. Des Weiteren fiihrt die Ligation zur Hochregulation von MHCII-, sowie
CD80- und CD86-Molekiilen, wobei die Induktion der letzten beiden stark vom CD40/CD40L-
Signalweg abhingig zu sein scheint®. Die Expression der jeweiligen kostimulatorischen
Molekile ist differentiell und wird malRgeblich davon beeinflusst, welche Antigene zur
Aktivierung der DCs gefithrt haben®. Auch tber diesen Mechanismus kénnen DCs die
Ausdifferenzierung der T-Zellen in verschiedene Richtungen steuern. Dariiber hinaus liefern
reife DCs zusatzliche (dritte) Signale, welche die Polarisierungsrichtung naiver T-Zellen
maRgeblich beeinflussen. Neben ihrem spezifischen Zytokinprofil zahlt auch ein variables
Repertoire von verschiedenen Adhéasions- und weiteren kostimulatorischen Molekilen zu
diesen Ty-Zell-polarisierenden Mediatoren®®. Zwei dieser polarisierenden
Oberflachenmolekiile sind Teil des Notch-Signalweges. So fiihrt die Bindung des von DCs
exprimierten Notch-Liganden Jagged-1 an seinen auf T-Zellen lokalisierten Rezeptor zu einer
Th2-Polarisation, wahrend eine Bindung von Notch an delta-like ligand 4 (DLL4) eine Tyl-
Ausrichtung begiinstigt®’. Auch die Bindung an das Adhasionsmolekiil intercellular adhesion
molecule 1 (ICAM-1), welches ebenfalls als Kostimulator fir T-Zellen fungieren kann,
favorisiert die Differenzierung von CD4" T-Zellen in Richtung Ty1%%. Ein weiteres Ligand-
Rezeptor-Paar, das Einfluss auf die Ausdifferenzierung naiver T-Zellen auslibt, ist OX40-
L/OX40. Wahrend urspriinglich davon ausgegangen wurde, dass die OX40-Kostimulation
Uber Induktion der IL-4-Sekretion die Entwicklung von T2-Zellen f6rdert89, wird mittlerweile
angenommen, dass die Wirkung dieser Kostimulation eher auf einer allgemeinen Férderung
der Expansion geprimter Ty2-Zellen, denn auf einer Polarisierung per se basiert®. Eine noch
bedeutendere Rolle bei der Beeinflussung der T-Zell-Differenzierung spielt das umgebende
Zytokinmilieu, welches vorrangig durch die Antigen-prasentierenden DCs bestimmt wird.
Welche Zytokine von DCs freigesetzt werden, hangt wiederum mal3geblich davon ab, welche

PRRs an ihrer Aktivierung beteiligt waren, sprich, welche Pathogene detektiert wurden.
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So ist sichergestellt, dass dem breiten Spektrum von Pathogenen durch Induktion
spezialisierter Ty-Zellen gezielt entgegengewirkt werden kann. Als Antwort auf intrazellulare
Pathogene wie Viren oder Mycobacterium tuberculosis (TB) produzieren reifende DCs IFN-
a/B und das zur IL-12-Familie gehdrende Zytokin IL-12p70. Diese fordern die Differenzierung
naiver CD4*-T-Zellen zu IFN-y-produzierenden Tyl-Zellen®. Waihrend IL-12 fur die
Entwicklung von Tyl-Zellen unabdingbar ist, vermittelt IL-18, ein Zytokin der IL-1 Familie,
alleine keine Ty1-Polarisation, sondern nur in Synergie mit IL-12p7092. Auch das ebenfalls zur
IL-12-Familie zahlende IL-27 kann zumindest im frihen Stadium der T-Zell-Polarisation
(anders als in der spaten Phase der Ty1l-Antwort) eine Ty1-Differenzierung beglinstigen und
wirkt sich dadurch supprimierend auf die Entwicklung von Ty2- und Ty17-Zellen aus>. Wie
an Knockout-Mausen gezeigt werden konnte, ist das dritte der vier IL-12-Mitglieder, IL-23,
nicht an der Regulation der Tyl-Polarisation beteiligt®. Vielmehr ist dieses Peptidhormon
einer der essentiellen Faktoren bei der Expansion und Erhaltung der Tul7-Zellen®. Ebenfalls
an der Entstehung von Ty17-Zellen beteiligt sind die beiden Zytokine TGF-B und IL-6. Diese
werden als Reaktion auf den Kontakt mit extrazellularen Bakterien und Pilzen in grofRen
Mengen freigesetzt®®. In Bezug auf die T-Zell-Polarisation haben sie unterschiedliche
Wirkungen, welche stark von der An- und Abwesenheit weiterer Zytokine abhangen: So fiihrt
das gleichzeitige Vorhandensein beider Zytokine unter zusatzlicher und anhaltender
Anwesenheit von IL-23 und/oder IL-21°%7 zur Entwicklung von TH17-ZeIIen98. In Abwesenheit
von IL-6 hingegen flihrt TGF-B zur Generierung von induzierten Teg-Zellen (iT,g), €in Prozess
an dem auch IL-2 beteiligt zu sein scheint®. Im Zusammenhang mit Treg-Zellen ist unbedingt
das immunregulierende Zytokin IL-10 zu nennen. Dieses wirkt sich nicht nur durch direkte
Induktion verschiedener, regulatorischer Subpopulationen von T-Zellen
immunsupprimierend aus, sondern entfaltet seine hemmende Wirkung auch durch Inhibition

100,101
. Letztere entstehen aus

der Proliferation und Differenzierung von Tyl- und Ty2-Zellen
naiven T-Zellen, wenn sie in einem IL-4-reichen Milieu aktiviert werden®, bei gleichzeitiger

Anwesenheit von TGF-B hingegen kommt es zur Entstehung von Tw9-Zellen'®.
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Polarisierende Zytokine Freigesetzte Zytokine

TNF-at
IL-2
IFN-y

IL-5
IL-13
IL-4
CD40/CD40-L IL-17A
IL-17F
IL-22
IL-21

reife DC

MHCII/Ag/TCR-
Komplex

IL-22

IL-9
IL-10

Abb.1:T-Zell-Aktivierung und -Polarisierung durch DCs.
Erlauterungen siehe Text.

CD, cluster of differentiation; L, Ligand; TCR, T-Zell-Rezeptor; MHCII, major histocompatibility complex 1I; Ag, Antigen: IL,
Interleukin; IFN, Interferon; TGF,transforming growth factor; T, regulatorische T-Zelle; FoxP3, forkhead box P3; Ty, Tyeifer-3
Zelle; TNF, tumor necrosis factor; T-bet, T-box expressed in T cells; GATA3, GATA-binding protein 3; AHR, aryl hydrocarbon
receptor; RORyt, retinoid-acid receptor-related orphan receptor gamma t.

Anders als friher angenommen ist die Kapazitat der verschiedenen Subtypen von DCs, Ty-
Zellen zu polarisieren, nicht aufgrund ihres Entwicklungsursprunges vorprogrammiert44.
Vielmehr geht man mittlerweile davon aus, dass naive DCs auf sehr flexible Weise auf
Pathogene reagieren und dass dieser Vorgang stark davon abhangig ist, welche PRRs nicht
nur zur Aktvierung der DCs, sondern auch der umliegenden Gewebe und Immunzellen

gefihrt haben'®

. Zwar polarisieren c¢DCs naive T-Zellen vorwiegend in Richtung eines Ty1-
Typs, wahrend pDCs vorrangig eine Ty2-Polarisation induzieren'®, dennoch gibt es
mittlerweile hinreichend Daten, die zeigen, dass die Ty-polarisierenden Kapazitdten von DCs
nicht statisch sind, sondern, dass die verschiedenen Subtypen Tul-, Thy2-, oder Tieg-
induzierende Phdnotypen annehmen kénnen. Eine Reihe von in vitro Studien haben gezeigt,

dass die Expressionshdohe der von DCs bereitgestellten Ty-polarisierenden Mediatoren stark

von den Bedingungen bestimmt werden, die wahrend ihrer initialen, Reifungs-induzierenden

18



Einleitung

Aktivierung vorherrschen. Diese wiederum werden maligeblich von den eindringenden
Pathogenen, die es zu bekampfen gilt, anhand spezifischer Molekile und Strukturmotive
(PAMPs) definiert. Indem sie spezifische PRR-Aktivierungsmuster induzieren, wirken sich
diese zum einen direkt auf die Polarisation von imDCs aus. So bedingen mikrobielle
Strukturen von Toxoplasma und Mycobacterium eine |L-12p70-Freisetzung durch DCs,

verschiedene Hefen fihren zu vornehmlich IL-10-produzierenden DCs'*

, wohingegen
Bestandteile aus pathogenen Wirmern Ty2-polarisierende DCs induzieren'®®. Zum anderen
nehmen Pathogene auch indirekt Einfluss auf die Induktionseigenschaften von DCs, denn
ihre Anwesenheit veranlasst auch umliegende Gewebs- und Immunzellen, darunter
Epithelzellen, Mastzellen und Makrophagen, zur Freisetzung eines breiten Spektrums von
Inflammations-assoziierten Gewebsfaktoren. Typische ,Typl-Gewebsfaktoren“ sind

197 ‘Die in vitro Exposition reifender moDCs mit

beispielsweise Typ-1 und 2-IFNs sowie IL-18
Histamin oder Prostaglandin E, hingegen fihrt zu Ty2-férdernden DCs'® und unter Einfluss
von IL-10 und TGF-B konvertieren DCs zu Tg-polarisierenden Zellen’®. Dennoch ist die
Flexibilitat der DCs begrenzt und dariiber hinaus gibt es noch eine Reihe anderer Faktoren,
welche die Ty-induzierenden Eigenschaften imDCS maRgeblich beeinflussen. So gibt es
Daten, die belegen, dass auch das zahlenmaRige Verhaltnis von DCs und TCs in diesem

109 Zudem ist auch die Menge des detektierten Antigens und die -

Kontext eine Rolle spielt
teils daraus resultierende - Stirke und Dauer der TCR-Ligation von Bedeutung’®. Die bisher
genannten Faktoren nehmen alle direkt oder indirekt Einfluss auf die Reifung der DCs und
auch der Aktivierungsgrad der DCs wahrend der Antigen-Prdsentation ist entscheidend fir
die Gewichtung der resultierenden Effektorzell-Population. So |6sen unreife oder semi-reife
DCs aufgrund ihrer geringen kostimulatorischen Kapazitat eine Toleranz, beziehungsweise
Anergie in den T-Zellen gegeniiber dem prasentierten Antigen aus und nur voll ausgereifte

DCs mit starkem kostimulatorischen Potential sind in der Lage, eine Antigen-spezifische,

effiziente, T-Zell vermittelte Immunantwort auszuldsen®®,

1.6 Die Rolle von DCs bei der Entwicklung allergischer Erkrankungen

In Normalfall [6st die Inhalation eines apathogenen Antigens keine Immunantwort, sondern
111 . . . .
Toleranz aus™". Die genauen Mechanismen, die stattdessen zu einer aberranten

Immunreaktion fiihren, sind bis heute nicht vollstandig aufgeklart. Basierend auf einer Reihe
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von experimentellen Befunden ist aber unumstritten, dass DCs sowohl bei der Entstehung
als auch der Pathologie des allergischen Asthmas eine zentrale Rolle spielenm.

Die mit allergischen Asthma einhergehende erhdohte Konzentration Allergen-spezifischer IgE-
Antikorper reflektiert eine UberschieBende Ty2-basierte Immunantwort gegeniber
Aeroallergenen'®®, wobei eine direkte Korrelation zwischen der Zahl der Tu2-Zellen und dem

14 Ein ganz entscheidendes Argument fir die

Schweregrad der Erkrankung besteht
bedeutende Rolle von DCs bei der Asthmaentstehung ergibt sich daraus, dass es, wie soeben
beschrieben, vornehmlich DCs sind, die die Polarisation von Ty-Zellen kontrollieren und
lenken. So konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass DCs atopischer Patienten
bevorzugt Ty2-Zellen induzieren, wahrend DCs gesunder Spender eher eine Ty1-Polarisation

hervorrufen'®,

Doch nicht nur aufgrund ihrer zentralen Rolle bei der Auslésung und
Polarisierung einer adaptiven Immunantwort stellen DCs in Hinblick auf das allergische
Asthma die wesentlichen APCs dar, wie nachstehende Befunde untermauern: Einhergehend
mit ihrer Funktion, den menschlichen Korper laufend auf eindringende Fremdkorper zu
untersuchen, sind sie an allen Stellen zu finden, die einer hohen Antigen-Belastung
ausgesetzt sind. So sind sie neben der Haut und der Niere auch sehr zahlreich in den
mukosalen Grenzflachen vertreten, darunter auch in denen der Lunge46, dem zentralen
Organ des allergischen Asthmas. Dort bilden sie ein dichtes Netzwerk, das sich sowohl durch
die oberen Schichten des Atemwegsepithels als auch durch die Lamina propria zieht und

116,117
=", Des

darauf ausgelegt ist, direkten Kontakt zu eingeatmeten Antigenen aufzunehmen
Weiteren weisen Asthmatiker generell im Vergleich zu gesunden Testpersonen eine deutlich
hohere Gesamtzahl pulmonaler DCs auf, wobei von Atemwegs-DCs zudem bekannt ist, dass
sie von sich aus eine Ty2-Polarisierung begilinstigen und eine Tul-gewichtete Immunantwort

118

nur nach Erhalt zusatzlicher Signale induzieren™=". Auch bewirkt eine Allergen-Provokation in

Mausmodellen des experimentellen Asthmas einen extremen Zustrom von mDCs in die

19 pes Weiteren fiihrt allein der adoptive Transfer von pulmonalen DCs Allergen-

Atemwege
behandelter Mause in naive Tiere zu einer Ty2-dominierten Sensibilisierungsreaktion
gegeniiber dem verwendetem Allergen’®®, wihrend hingegen die in vivo Depletion von
CD11%*-Lungen-DCs wahrend des ersten Allergenkontaktes (in diesem Falle Hausstaubmilbe)
die Auspragung typischer, asthmatischer Merkmale verhindert'?*. Zudem sind bestimmte

Subgruppen von DCs Vermittler der peripheren Toleranz gegenliber Allergenen. Tatsachlich

fuhrt die Entfernung der pulmonalen pDCs dazu, dass auf inhalierte, grundsatzlich harmlose
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Antigene statt mit einer tolerogenen mit einer immunogenen Antwort mit anschlieRender

d™. Umgekehrt fiihrt der Transfer von Atemwegs-

Ty2-vermittelten Immunitat reagiert wir
DCs tolerisierter Mause sowohl ex -als auch in vivo zur Ubertragung der Unempfinglichkeit
gegeniber dem entsprechendem Antigenm. Nicht zuletzt betreffen eine Reihe von
Umwelt- und genetisch bedingter Faktoren, die eine Entwicklung atopischer Erkrankungen

beglinstigen, zu einem groRen Teil die Funktion von DCs'%.

1.7 Risikofaktoren fiir die Entstehung atopischer Erkrankungen

Die allergische Sensibilisierung ist ein noch nicht vollstandig aufgeklarter, multifaktorieller
Prozess. Warum genau einige Individuen gegenliber eigentlich harmlosen Umweltstoffen
eine Allergie entwickeln und andere nicht, ist bis heute nicht geklart. Derzeit wird aber eine
Vielzahl von Risikofaktoren diskutiert: Wie anhand von epidemiologischen Zwillings- und
Familienstudien gezeigt werden konnte, spielt die genetische Pradisposition bei der

124 Beispielsweise stellt eine positive atopische

Entwicklung von Allergien eine zentrale Rolle
Familienanamnese einen bedeutenden Risikofaktor dar; im Vergleich zu Kindern nicht
atopischer Eltern weisen Kinder atopischer Eltern ein 3-4-fach erhohtes Erkrankungsrisiko
flr Asthma bronchiale auf (Deutscher Asthma und Allergie Bund). Mittlerweile haben eine
Vielzahl genomweiter Assoziations- und Kopplungsanalysen eine Reihe von
Suszeptibilitatsgenen identifiziert, die sich in vier Gruppen unterteilen lassen. Gene, die
assoziiert sind mit:(I) der angeborenen Immunitdt und der Immunregulation, (Il) der Ty2-
Zelldifferenzierung und deren Funktion, (lll) der Epithelbiologie und der mukosalen
Immunitat, (IV) der Lungenfunktion'”®. Auch wenn genetische Faktoren in Bezug auf die
Manifestation von allergischen Erkrankungen einen bedeutenden Risikofaktor darstellen,
bieten diese allein keine Erkldrung fir den stetigen Anstieg der Pravalenz atopischer

126 Denn zum einen kann sich eine genotypische

Erkrankungen in den letzten Jahrzehnten
Verdanderung in einer Population innerhalb so kurzer Zeit kaum vollziehen, zum anderen
deuten regional unterschiedliche Verteilungsmuster der Erkrankungsraten trotz genetisch

d*?’) darauf hin, dass es

sehr dhnlicher Populationen (z.B. ehemals Ost- vs. Westdeutschlan
noch andere Griinde fiir die dramatische Zunahme von Uberempfindlichkeitsreaktionen

12
geben muss'®.
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1.8 Die Hygienehypothese

Einer der Erklarungsansatze fiir die steigende Inzidenz atopischer Erkrankungen in den
industrialisierten Landern ist die sogenannte , Hygienehypothese”, welche erstmals 1989 von

David P. Strachan formuliert wurde***

. Durch seine epidemiologischen Studien stellte er eine
inverse Korrelation zwischen der Anzahl an Geschwistern und der Reihenfolge der Geburt
und dem Auftreten von Heuschnupfen fest. Er postulierte daraufhin, dass eine hohe
Infektionsrate im Kleinkindalter, verursacht durch den ,unhygienischen” Kontakt mit alteren
Geschwistern oder durch Infektionen der Mutter wahrend der Schwangerschaft, die
Entstehung allergischer Erkrankungen im spateren Leben vorbeugen kann.

Diese inverse Korrelation konnte bis heute durch zahlreiche Studien immer wieder belegt

werden*®

. Dariiber hinaus unterstitzt eine Vielzahl von epidemiologischen Studien die
Annahme eines protektiven Effekts bakteriellen und parasitdren Kontaktes auf die
Allergieentwicklung. Beispielhaft ist hier die bereits erwahnte, steigende Inzidenz atopischer
Erkrankungen und Asthma in den letzten Jahrzehnten, welche mit einem Rickgang vieler
Infektionskrankheiten  korreliert™'. Auch die beobachteten, im Vergleich zu
Westdeutschland signifikant niedrigeren Pravalenzen von Asthma, Giemen und allergischer
Rhinitis in Ostdeutschland lassen sich vor diesem Hintergrund mit dem hoheren
Lebensstandard Westdeutschlands, der laut Strachan mit einer geringeren Keimbelastung
der Umwelt gleichzusetzen ist, sowie den in Ostdeutschland weiter verbreiteten
Kindertagesstatten erklaren™. Im Laufe der Jahre wurde die Hygienehypothese auf
verschiedene Bereiche ausgeweitet und besagt nach heutiger Definition, dass nicht nur eine
stark verminderte Haufigkeit bakterieller Infektionen im Kleinkindalter, sondern auch eine zu
geringe Exposition mit mikrobiellen Komponenten aus der Umwelt zu einer gesteigerten
Wabhrscheinlichkeit der Allergieentwicklung im spateren Leben fihrt™*°. Im Rahmen dieser
Hypothese ist auch der sogenannte ,Bauernhofeffekt” beschrieben worden. Dieser
allergieprotektive Effekt wurde bereits 1989 von schwedischen Medizinern und
Immunologen bei Untersuchungen an Zehntausenden von Wehrpflichtigen entdeckt, doch
erst 10 Jahre spater begann eine ausfiihrlichere Untersuchung der zugrundeliegenden
Korrelation. So wurden seit 1999 zahlreiche Studien zur Umweltexposition von Kindern im

133,134,135,135,136,137,138 Sie

landlichen Raum weltweit, vorrangig aber in Europa, durchgefiihrt
alle machen deutlich, dass Kinder, die auf Bauernhofen aufgewachsen sind, seltener an IgE-
vermittelten Allergien und Asthma leiden als Altersgenossen ohne bauernhéflichen Kontakt,
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wobei sich insbesondere ein regelmaRiger Stallkontakt und der Verzehr von roher Kuhmilch
als schiitzend erwies'®. So beobachteten Riedler et al. bei ihren Studien, dass auch Nicht-
Bauernkinder bei regelmaRRigem Kontakt zum Viehbestand ebenfalls niedrigere
Sensibilisierungsraten aufwiesen™. Zusammen mit dieser Beobachtung und vor dem
Hintergrund, dass der allergieprotektive Effekt auf Bauernhdéfen ohne Viehzucht nicht

nachweisbar ist14°, beziehungsweise dieser auf Hofen mit intensiver, aber dennoch

traditioneller, Viehzucht deutlich stirker ist™*®

, lasst sich vermuten, dass der praventive
Effekt durch Bestandteile aus Tierstdllen vermittelt wird. In der Tat haben die
Untersuchungen von Peters et al. gezeigt, dass sich der aus Kuhstallen isolierte Staubextrakt
in in vivo Mausmodellen protektiv gegeniliber der Entwicklung von akutem, allergischem

Asthma auswirkt**!

. Tierstalle sind neben einer Fille von pflanzlichen Partikeln aus Gras,
Getreide und Mais vor allem reich an einer grofRen Vielfalt von Bakterien und Pilzen,
beziehungsweise deren Bestandteilen, weshalb vermutet wurde, dass das geringere Risiko,
an Allergien zu erkranken, moglicherweise auf die hohe mikrobielle Belastung auf
Bauernhofen zuriickzufihren ist. Erste Anhaltspunkte hierfir lieferte die Allergy and
Endotoxin Population (ALEX)-Studie'*?, in der u.a. eine inverse Beziehung zwischen der Héhe
der gemessenen Endotoxinkonzentrationen in den Schlafstatten von Kindern und der

138 Chemisch betrachtet handelt es sich

allergischen Sensibilisierung gezeigt werden konnte
bei Endotoxinen, den Bestandteilen der dufReren Zellwand Gram-negativer Bakterien, um
LPS. Dieses wird in Abhangigkeit des Expositionszeitpunktes, der Dosis und der Art der
Aufnahme aber auch mit der Entstehung beziehungsweise Exazerbation von Asthma in
Verbindung gebracht143. Ahnliche Zusammenhinge zwischen der Hoéhe der
Belastungskonzentrationen und niedrigeren Pravalenzen allergischer Erkrankungen konnten
mittlerweile auch fir andere Substanzen gezeigt werden. Hierzu gehoren

. . 144 1
Muraminsiurel**1%°

, eine Zellwandkomponente aller Bakterien, die aber haufiger in Gram-
positiven Spezies vertreten ist, B-1,3-Glucane, Bestandteile der Zellwand der meisten Pilze,
die aber auch von einigen Bakterien produziert werden und in vielen Pflanzen zu finden sind,
und extrazellulire Polysaccharide, die von verschiedenen Pilzen abgesondert werden®.
Dariber hinaus konnten auch fir CpG-Motive, Komponenten Gram-negativer und —positiver

Bakterien®, sowie fiir Lipoproteine und Lipoglykane, Bestandteile der mykobakteriellen

Zellwand, allergieprotektive Effekte nachgewiesen werden™?’.
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1.8.1 Identifizierung und Charakterisierung verschiedener allergieprotektiver
Kuhstallisolate
Die aufgrund der Ergebnisse von epidemiologischen Studien entstandene Annahme, dass der
Kontakt mit bestimmten Mikroben der bauernhoflichen Umgebung eine Allergieprotektion
induziert, konnte tierexperimentell und in in vitro Versuchen mit humanen Zellen
untermauert werden. So Ubten sowohl der Gram-negative Stamm Acinetobacter Iwoffii F78
(A. Iwoffii) als auch die Gram-positive Spezies Lactococcus lactis G121 (L. lactis) in einem
Mausmodell des experimentellen Asthmas nach intranasaler Applikation einen protektiven

8

Effekt bezlglich der Ausbildung eines asthmatischen Phanotyps aus'*®. Daruiber hinaus

zeigte sich, dass diese Stdmme nach Zugabe zu humanen moDCs eine Reifung und damit

148

einhergehend ein Tyl-polarisierendes Programm induzieren™". Beide Spezies wurden im

Zuge der ALEX-Studie neben einer Vielzahl weiterer Bakterien aus Kuhstallen isoliert und

133 Auch fir den Gram-positiven

zeichnen sich durch ihr besonders haufiges Vorkommen aus
Stamm Staphylococcus sciuri W620 (S. sciuri), welcher sich in den von Ege et al
durchgefihrten Korrelationen der Asthmaprotektion und dem Aufwachsen auf traditionell
geflihrten Bauernhofen durch eine starke Signifikanz hervorhob'*, konnte in Mausmodellen

150

eine Fahigkeit zur Allergieprdavention nachgewiesen werden™". In in vitro Versuchen im

! und Vert')ffentlichung150 von Karina Stein zeigte sich, dass die

Rahmen der Dissertation™
Behandlung von moDCs mit diesem Kuhstallisolat eher zu tolerogenen DCs flhrt. Die
Allergieprotektion konnte in diesem Falle also eher durch mikrobiell-induzierte Toleranz

gegeniber aufgenommen Antigenen vermittelt werden™?.

1.8.2 Diversitdtseffekt

Aufgrund der Studien von Braun-Fahrlander et al., in denen sie im Serum von Kindern von
Vollzeit-Bauern niedrigere IgE-Spiegel nachwiesen als in dem von Eltern, die diesem Beruf
nur halbtags nachgehenlsz, lasst sich eine dosisabhangige Beziehung zwischen den
mikrobiellen Expositionen und der atopischen Sensibilisierung vermuten. Eindeutige
Ergebnisse hierzu stehen aber noch aus und bis heute ist nicht geklart, ob die Quantitat, die
Qualitat oder die Frequenz und Dauer des Kontaktes mit den mikrobiellen Bestandteilen der
bauernhoflichen Umgebung den entscheidenden Faktor bei der Allergiepravention

darstellen.
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Zwei jlingere epidemiologische Untersuchungen aus Bayern (prevention of allergy, risk
factors for sensitization related to farming and anthroposophic lifestyle, PARSIFAL)*>® und
Europa (multidisciplinary study to identify the genetic and environmental causes of asthma in
the european community advanced study, GABRIELA)** haben aber deutlich gemacht, dass
nicht eine einzelne Substanz, sondern die Exposition gegeniiber einer Breite von zahlreichen
Mikroorganismen die Reduktion von Atopie und Asthma in der bauerlichen Umwelt

bedingen®

. So zeigen die Berechnungen von Ege et al, die im Rahmen der PARSIFAL und
GABRIEL-Studien angestellt wurden, dass Kinder in einem bauerlichen Umfeld einer héheren
mikrobiellen Diversitat ausgesetzt sind als Kinder aus Vergleichsgruppen. Dabei zeigte sich
eine negative Korrelation zwischen der mikrobiellen Bandbreite der Exposition und der

13 Diese

Wahrscheinlichkeit daflir, spater Asthma zu entwickeln (,Diversitatseffekt”)
Beobachtung wird durch einen weiteren Befund, der ebenfalls im Zuge der PARSIFAL-Studie
gemacht wurde, untermauert. So zeigte sich eine Dosis-Wirkungsrelation fir die Regulation
von tird, tir2 und cd14, Gene, die in Bauernkinder im Vergleich zu Nicht-Bauernkindern
signifikant verstarkt exprimiert werden und ebenfalls mit einer Allergieprotektion in

Verbindung gebracht werden™®

. Diese Hochregulation wird durch den pranatalen Kontakt
der Mutter mit Hoftieren induziert und steigt mit zunehmender Zahl der verschiedenen

Spezies, zu denen die Mutter wahrend der Schwangerschaft Kontakt hatte*3.

1.8.3 Potentielle zellulire Mechanismen der Hygienehypothese

Die zelluldren und molekularen Mechanismen, die dem protektiven Effekt des
Bauernhoflebens zu Grunde liegen konnten, sind insbesondere in Hinblick auf die
Entwicklung allergiepraventiver Anwendungen von herausragendem Interesse und deshalb
Gegenstand derzeitiger Forschungen und Diskussionen. Da Allergien auf einer
dominierenden Ty2-Immunantwort basieren, werden Mechanismen in Betracht gezogen, die
die Entwicklung von Ty2-Zellen verhindern. Unter der Annahme, dass eine verringerte,
mikrobielle Stimulation der TLRs von Zellen des angeborenen Immunsystems in den ersten
Lebensmonaten zu einer verstarkten Ty2-Antwort gegeniiber Allergenen fihrt, werden mit
Bezug auf T-Lymphozyten aktuell zwei Entstehungsmodelle diskutiert; zum einen das Modell
der ,fehlenden Immunpolarisierung“, zum anderen das der ,fehlenden

w157

Immunsuppression“™’. Die kritische Periode fiir die Ausbildung einer gesunden Ty1/Ty2-

Balance eines Individuums stellen die pranatale und friihe postnatale Phase dar™*®, denn bei
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Neugeborenen dominieren physiologischerweise Ty2-basierte Immunantworten. Erst durch
den Kontakt mit Mikroorganismen, welche Uber TLRs vorrangig Tyl-Zellen induzieren,
kommt es zu einer Ausbalancierung des Tul/Th2-Verhiltnisses®.

Nach der zuerst entstandenen Theorie der ,fehlenden Immunpolarisierung” bleibt diese
Verschiebung von Ty2- zu Tyl-Zellen aufgrund einer relativ ,sterilen” Umwelt aus und

15 Obwohl eine Reihe von in vitro

fordert somit die Entwicklung atopischer Erkrankungen
und in vivo generierter Daten die Rolle der fehlenden Immunpolarisierung untermauern®®,
wird diese Ansicht stark debattiert, insbesondere, da sie mit einer Vielzahl weiterer Befunde
schwer in Einklang zu bringen ist. So hat beispielsweise nicht nur die Inzidenz Th2-
vermittelter Erkrankungen, sondern auch die der Tyl-assoziierten Autoimmunerkrankungen

131

in den letzten Jahrzehnten stark zugenommen~". Zudem zeigt sich in Gebieten, die durch

diffus verbreitete und chronische Ty2-vermittelte Helminthen-Infektionen charakterisiert

1

sind, eine niedrige Pravalenz allergischer Erkrankungenm. Gleichzeitig vermogen eben

genau diese Infektionen, obwohl Ty2-induzierend, ebenfalls die Entwicklung einer Atopie zu

162

verhindern™“. Darlber hinaus gibt es noch eine Vielzahl weiterer Feststellungen, die der

163,164
. Im

Hypothese einer fehlenden Verschiebung von Ty2- zu Tyl-Zellen widersprechen
Zusammenhang mit Helminthen-Infektionen, die neben einer Ty2-Antwort auch eine starke
Produktion supprimierender Zytokine induzieren kénnen, entstand neben dem Modell der
unzureichenden Tyl1-Induktion eine alternative Ansicht zur Erklarung der Hygienehypothese,
welche den T, eine bedeutende Rolle zuschreibt. Da diese durch Sezernierung suppressiver
Zytokine eine hemmende Wirkung sowohl auf Tyl- als auch auf Ty2-Zellen haben, kdnnte
auch eine unzureichende Entwicklung dieser Zellpopulation, vor allem in der friihen
Kindheit, ein Grund fur die Entwicklung von allergischen Erkrankungen sein®’. Auch diese
These wird durch eine Reihe von Befunden unterstiitz. Beispielsweise wurde im Rahmen der
Studien von von Mutius et al. festgestellt, dass sich im Nabelschnurblut von Bauernkindern,
die wie zuvor erwadhnt einen gewissen Allergieschutz besitzen, nicht nur eine erhéhte Anzahl
von FoxP3+—Treg—ZeIIen nachweisen lasst, sondern, dass diese auch eine deutlich hohere
supprimierende Effizienz besitzen'®. Da sich die Hygienehypothese auf zelluldrer Ebene also
sowohl durch eine unzureichende Immunpolarisierung, als auch durch eine zu geringe
Immunsuppression erkldaren ldsst, geht man aktuell von der Giiltigkeit beider Hypothesen,

eventuell auch in gegenseitiger Erganzung, aus™®®.
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1.9 Zielsetzung der Arbeit

Far L. lactis, A. Iwoffii und S. sciuri, drei der Kuhstallisolate, die im Zuge der verschiedenen
Studien zur Untersuchung des allergiepraventiven Effektes der Bauernhofumgebung
identifiziert wurden, konnten bereits allergieprotektive Eigenschaften in verschiedenen
Mausmodellen nachgewiesen werden (siehe 1.8.1). In unserer Arbeitsgruppe wurden die
zugrunde liegenden Mechanismen in Bezug auf humane DCs und die Polarisierung von Ty-

Zellen in vitro groRtenteils aufgeklart™4®1>%167.168

Die Studien von Ege et al. zeigen
eindrucksvoll, dass sich eine hohe mikrobielle Diversitat positiv auf die Starke der Mikroben-
vermittelten Allergiepravention bei Kindern, die auf traditionell geflihrten Bauernhofen
aufwuchsen, auswirkt™. Vor diesem Hintergrund liegt es nahe, experimentell méglichst
viele und unterschiedliche Komponenten, die mit einer Allergieprotektion assoziiert sind, zu
untersuchen. Insbesondere deren Zusammenspiel in Bezug auf die Induktion eines
Allergieschutzes ist fiir ein besseres Verstandnis des Diversitatseffektes von herausragendem
Interesse. Aus diesem Grunde sollten im Rahmen dieser Arbeit zundachst zwei weitere
Bakterienisolate hinsichtlich ihrer grundlegenden, immunmodulierenden Fahigkeiten
charakterisiert werden und zwar vorrangig in Hinblick auf ihre allergieprotektiven
Eigenschaften. Anlehnend an die Ergebnisse von Hagner et al.™>° und Debarry et al.**® sollte
dabei die Wirkung dieser beiden Isolate auf moDCs und die resultierende
Polarisationsrichtung naiver T-Zellen im Vordergrund stehen. Namentlich handelt es sich bei
diesen beiden Gram-positiven Spezies um Jeotgalicoccus psychrophilus (J. psychrophilus) und
Lactobacillus curvatus W713 (Lb. curvatus), welche beide von Ege et al. identifiziert wurden
und ebenfalls invers mit dem Auftreten von allergischen Erkrankungen korrelieren®®.

Um den positiven Effekt der mikrobiellen Vielfalt auf zellularer Ebene nachvollziehen zu
konnen, sollte im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit (iberprift werden, ob sich veranderte
Effekte auf die Immunantwort durch Kombination der finf verschiedenen
allergieprotektiven Bakterien im Vergleich zu den jeweiligen Einzelstimulationen zeigen.
Auch in diesem Abschnitt sollten moDCs als Modellsystem verwendet werden und der Fokus

auf die induzierte Polarisationsrichtung des adaptiven Immunsystems gerichtet sein.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate

AutoMACSm

Binokular und Durchlichtmikroskop
Brutschrank

DeNovix Ds-11+ Spectrophotometer
Eppendorf BioPhotometer
Eppendorf Thermomixer C
Eppendorf Thermomixer compact
Eppendorf Zentrifuge 5415C
JE-B6-Elutriator

LightCycler®480 Il

LSR 1l Durchflusszytometer
Mehrkanalpipette

Mikropipetten

Mikrotiterplatten-Photometer
(Sunrise Reader®)
Multistepper 50/100/150/200

Plattenschuttler

Rotanta 46RC

Rotixa 50 RS

Sysmex Platelet Counter PL-100
Ultrawash Plus

Wasserbad

Zellzahlgerat (Countess®)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
HVD Life Science GmbH, Wien, Osterreich
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Beckmann, Miinchen, Deutschland

Roche GmbH, Mannheim, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Biohit, Helsinki, Finnland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Finnpipette Labsystems

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland
Sysmex, Hamburg, Deutschland

Dynex Technologies, Berlin, Deutschland
Julabo, Seelbach, Deutschland

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
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2.2 Verbrauchsmaterialien

6-Loch-Zellkulturplatten
96-Loch ELISA Mikroplatte
ELISA-Platte, High-Bind., F
Gewebekulturflaschen

Glaspasteurpipette

Light Cycler 480 Multiwell Plate 96
Reaktionsrohrchen 15, 50 ml
Serologische Pipetten, 2, 5, 10, 25 ml
Sterilfilter 0,2 um

Zellzdhlkammer

Zentrifugenrohrchen 12, 15, 50 ml

2.3 Chemikalien
1,4-Dithio-DL-Threitol (DTT)

Aqua ad injectabila

Aceton

Bovine serum albumin (BSA)
Bromphenolblau
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Ethanol

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fetal calf serum (FCS)
Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC)
Gentamicin

Glyzerin

Hefeextrakt

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,POy)
Lipofectamin 2000

Morpholinopropane sulfonic acid (MOPS)

Dow Corning Corporation Midland, USA
Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Brand GmbH & CO KG,
Deutschland
Roche GmbH, Mannheim, Deutschland

Wertheim,

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Vitaris AG, Baar, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA

Corning Incorporated, New York, USA

Biochemika Fluka, Buchs, Schweiz
Braun, Melsungen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Biochemika Fluka, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA

Sigma-Aldrich, Crailsheim, Deutschland

29



Material und Methoden

Natriumazid (NaNs)
Natriumcarbonat (Na,COs)
Natriumchlorid (NacCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs)
Paraformaldehyd (PFA)

Penicillin

Streptomycin

Tetramethylbenzidin (TMB)
Trinatriumcitrat-Dihydrat (CsHgNa3QOo)
Trypanblau-Losung

Trypsin EDTA

Trypticase Soy Broth (TSB)

Trypton

Tween20

2.4 Puffer und Medien

Sigma-Aldrich, Crailsheim, Deutschland
Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
Roth, Karlsruhe Deutschland

Riedel-de Haen, Seelze, Deutschland
Biochemika Fluka, Buchs, Schweiz

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Biochemika Fluka, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt Deutschland

GIBCO GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Difco, Lawrence, USA

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Riedel-de Haen, Seelze, Deutschland

Azid-PBS 0,1 % (w/v) NaNsin PBS

DMEM Dulbecco’s MEM Fliissigmedium mit NaHCOs,
w/o L-Glutamin, w/o L-Glutamin, w/o Natrium-Pyruvat, Biochrom
GmbH, Berlin, Deutschland

DMEMiomplett DMEM Flissigmedium
+100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 10 % FCS

FCS inaktiviert fiir 30 min bei 56°C, sterilfiltriert

Ficoll-Paque LSM 1077 Separations Medium, PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich

HBSS 1 x HBSS w/0 NaHCOj; (PanBiotech, Aidenbach, Deutschland),

5 mM NaHCO3pH 7,2

MACS Puffer

PFA (3 %)

1x PBS, 0,5 % BSA, 2mM EDTA

3 % para-Formaldehyd in PBS

Phosphatgepufferete  Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Salzslésung (PBS, 10x)
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RPMI

RPMlpc

RPM Ikomplett

SB-Medium fir
A. Iwoffii

TSB*-Medium fiir
L. lactis und S. sciuri

VLE RPMI 1640 mit NaHCOs;, mit L-Glutamin, Biochrom GmbH,
Berlin, Deutschland

RPMI 1640 mit L-Glutamin
+100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 10 % FCS, 750 U/ml
IL-4, 500 U/mI| GM-CSF

RPMI
+ 100 pg/ml Streptomycin, 10 % FCS

10 g MOPS, 20 g Hefeextrakt, 30 g Trypton in 1 |1 H,0, Zugabe von 10
ml 2 M Glucose nach Autoklavieren, pH 7

TSB Medium mit 0,3 % Hefeextrakt, pH 6,8-7,2

2.5 Stimulantien und Zusatze

LPS

huGM-CSF

IL-4

PMA

lonomycin

P3CSK,

2.6 Antikorper

isoliert aus Salmonella enterica sv. Friedenau,
zur Verfligung gestellt von Helmut Brade, FZB

rekombinant, InvivoGen, San Diego, USA
rekombinant, InvivoGen, San Diego, USA
CalBiochem, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA

EMC microcollections GmbH, Tiibingen, Deutschland

Tab.2:Verwendete Antikorper mit Angaben zu Isotyp, Fluorochrom, eingesetzter Verdiinnung und Bezugsquelle

Antikoérper Isotyp Fluoro- Verdiinnung Bezugsquelle
(Maus) (Maus) chrom [auf 100 pi]

FACS Antikorper
IgG1 - PE
IgG2a - PE
Anti-human CD80 IgG1 PE
Anti-human CD86 IgG1 PE 3ul BD, Heidelberg
Anti-human CD209 IgG1 PE Deutschland
Anti-human CD1a IgG1 PE
Anti-human CD14 lgG2a PE
Anti-human CD4 IgG1 PE 3l Immunotools,
Anti-human CD45RA lgG2b FITC 5ul ;ftizmre]d
IgG2b - FITC Sul
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2.7 Kultivierung und Aufbereitung der Bakterien

Die aus Kuhstallen isolierten Bakterien L. lactis, A. Iwoffii, S. sciuri, Lb. curvatus und

J. psychrophilus wurden von Otto Holst (FZB, Strukturbiochemie) zur Verfliigung gestellt.

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieRlich abgetotete Bakterienpraparationen
verwendet, die nach folgendem Ablauf hergestellt wurden.

Vorkultur G.N.

Hauptkultur bis zum Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase

Zentrifugation (10 min, 4400 g, RT)

Abtétung durch Inkubation in Antibiotika-haltigem Medium

Zentrifugation und Aufnahme in PBS, Lagerung bei 4°C
Die Spezifikationen dieses Ablaufes fir die einzelnen Bakterien sind nachstehender Tabelle

zu entnehmen (Tab.3).

Tab.3:Spezifische Bedingungen fiir die Herstellung abgetoteter Kuhstallpraparate

L. lactis A. lwoffii S. sciuri Lb. curvatus J. psychro.
Medium TSB* SB TSB MRS MB
Vorkultur 37°C 30°C 30°C 30°C 30°C
Hauptkultur 37°C 30°C 30°C 30°C 30°C
Erreichen der 4-6h 4-6h 4-6h 4-6h 6-10h
log-Phase nach
Abtotung P/S- P/S- PBS+1mg/ml P/s- P/S-
Losung Losung Gentamycin Losung Losung
37°C 37°C RT 37°C 37°C
30 min 30 min 1h 30 min 30 min

Die praparierten Bakterien wurden maximal 4-6 Wochen fir Versuche verwendet und dann
neu hergestellt. Die Aktivitat aller neuen Bakterien wurde stets durch Stimulation transient
transfizierter HEK293-Zellen (NOD1, NOD2, TLR2 und TLR4) und anschlieRender Bestimmung
der CXCL8-Konzentration im Uberstand uberpriift (sieche 2.8.1, S.33). So konnten die
Praparate auch auf vermeintliche Kontaminationen Uberprift werden. Die
Konzentrationseinstellung der abgettteten Bakterien auf 10° KBE/ml erfolgte durch
Messung der optischen Dichte ODgg. Hierfiir wurden im Vorfeld von allen funf
Bakterienspezies im lebenden Zustand Verdiinnungsreihen (auf TSB*-Agarplatten) ausgezihlt

und mit der optischen Dichte korreliert.
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2.8 Zellkultur

2.8.1 Kultur, Transfektion und Stimulation von HEK293-Zellen

Die humane Zelllinie HEK293 (human embryonic kidney cells) wurde bei 37°C und 5 % CO, in
75 cm” Kulturflaschen in DMEM gehalten. Bei einer Konfluenz von etwa 80 % wurden die
Zellen passagiert und gegebenenfalls fiir Versuche ausgesat. Zur Durchfiihrung transienter
Transfektionen wurden 100 pl Zellsuspension (2,5x10° Zellen/ml) in 96-Loch-Platten
ausgesat. Am Folgetag wurden die Zellen mit 0,2 pl/Ansatz Lipofectamin und den in Tab.4
aufgefihrten Plasmiden transfiziert. Weitere 24 h spater fand nach einem Mediumswechsel
die Stimulation der Zellen statt. Nach 18-stiindiger Stimulation wurden die Uberstinde

gewonnen und mittels ELISA analysiert.

Tab.4:Fir die transiente Transfektion von HEK293-Zellen verwendete Plasmide

Plasmid Bezugsquelle Transfizierte Mengen
NOD1 Dr. P. Nelson, Seattle, USA 100 ng
NOD2 Dr. P. Rosenstiel, Kiel, Deutschland 100 ng
TLR2 Dr. P. Nelson, Seattle, USA 100 ng
TLR4 Dr. P. Nelson, Seattle, USA 100 ng
2.8.2 Gewinnung humaner mononukledrer Zellen (MNCs) mittels

Dichtegradientenzentrifugation
Fiir die Gewinnung humaner MNCS wurde frisches Vollblut gesunder, erwachsener Spender
zunachst mit Heparin versetzt (2000 i.E. /100 ml Blut) und mit PBS verdiinnt (1:2). Dieses
Gemisch wurde in 50 ml Reaktionsgefalle auf 15 ml Ficoll-Pagque geschichtet und

% aufgetrennt (35

anschlielend mittels der Dichtegradientenzentrifugation nach B(‘jyum16
min, 2000 rpm, RT, Abstoppen ohne Bremse). Hierbei sammeln sich die MNCs in der
Interphase und konnten nach Absaugen des Plasmaliberstandes aufgenommen werden.
Nach drei Waschschritten (10 min, 2000 rpm, 4°C) mit kaltem PBS wurden die MNCs in HBSS

aufgenommen und die Zellzahl ermittelt (siehe 2.8.7, S.35).

2.8.3 Isolierung humaner Monozyten und Lymphozyten mittels Elutriation
Nach dem Prinzip der Gegenstromzentrifugation kénnen Zellen verschiedener Gréfen

mittels Elutriation getrennt werden®. Nach dem Einstellen der gewonnenen MNCs (siehe
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2.8.2, S.33) auf maximal 5x10° Zellen/ml wurden die Zellen bei einer FlieRgeschwindigkeit
von 32 ml/min und einer Rotorgeschwindigkeit von 1720 g in die Trennkammer des
Elutriators eingeladen. Durch schrittweise Erhéhung der Durchflussgeschwindigkeit bei
konstanter Rotorgeschwindigkeit werden zunachst kleinere Zellen -Erythrozyten und
Lymphozyten- ausgesplilt und gegebenenfalls aufgefangen, die groReren Monozyten
hingegen verlassen die Trennkammer erst bei hoher Durchflussgeschwindigkeit (maximal 64
ml/min) und wurden separat gesammelt. Die Reinheit der isolierten Monozyten wurde
anhand der Oberflachenmarker CD209, CD14 und CD1a mit Hilfe einer FACS-Analyse (siehe
2.10, S.36) Uberprift. Wahrend Monozyten CD14-positiv sind, lassen sich weder CD209 noch
CD1a auf ihrer Oberflache nachweisen. Die Reinheit der gewonnenen Monozyten wurde in
unregelmafligen Abstdanden Uberprift und lag in der Regel zwischen 85 und 98 %.

Die gesammelten Lymphozyten wurden mit einer Konzentration von maximal 150 Mio.
Zellen/15ml bis zur Verwendung in RPMlyomplett bei 37°C und 5 % CO; in 75cm? Kulturflaschen

gehalten.

2.8.4 Generierung humaner von DCs aus Monozyten

Die isolierten Monozyten wurden nach der von Sallusto und Lanzavecchia etablierten
Methode>® zu DCs differenziert. Zu diesem Zwecke wurden die gewonnenen Monozyten zu
je 5 ml/Loch (1x106 Zellen/ml in RPMlIp() in einer 6-Loch-Platte ausgesat und bei 37°C und

5 % CO; kultiviert. Alle 2-3 Tage fand ein halber Mediumswechsel statt. Nach 7 Tagen
wurden die Zellen geerntet und entsprechend der Versuche ausgesit (siehe Tab.5, S.35). Der
Differenzierungsstatus der DCs wurde in regelmafigen Abstanden mittels FACS-Messungen

(CD14", CD1a", CD209", siehe 2.10, S.36) ermittelt und lag bei 85-95 %.

2.8.5 Stimulation humaner DCs

Die differenzierten DCs (siehe 2.8.4, S.34) wurden in frischem RPMliomplett auf 1x10°
Zellen/ml eingestellt und in Abhédngigkeit der durchzufiihrenden Analysen ausgesat (siehe
Tab.5, S.35). Nach einer Setzzeit von mind. 4 h (37°C, 5 % CO,) wurden die in RPMlyomplett
verdiinnten Stimuli im Verhaltnis 1:10 zu den Zellen gegeben. Die weitere Behandlung der
Zellen nach Beendigung der Stimulationsdauer ist nachstehender Tabelle (Tab.5) zu

entnehmen.
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Tab.5:Aussaat und Behandlung humaner DCs in Abhéngigkeit der gewahlten Untersuchungsmethode
Untersuchungsmethode  Ausgesate Menge Behandlung nach Stimulation
pro Loch [pl]

ELISA 100 Gewinnung der Uberstinde

FACS 500-1000 Pelletierung

RNA-Isolation 1000-2000 Pelletierung und Aufnahme in 350 pl
Lysepuffer

Kokultur-Versuche 500-1000 Sammeln, waschen und

Zellzahleinstellung in frischem
RPMliomplett , anschlieende
Kokultivierung mit TCs

2.8.6 Kokultur humaner DCs mit autologen, naiven CD4" T-Zellen

Fir das Ansetzen von Kokulturen humaner DCs mit naiven CD4" T-Zellen mussten zunichst
direkt vor Versuchsbeginn die naiven CD4" TCs aus den autologen Lymphozyten gewonnen
werden. Hierfiir wurde das Naive CD4" T Cell Isolation Kit Il (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-
Gladbach, Deutschland) verwendet. Nach Angaben des Herstellers wurden die Lymphozyten
erst magnetisch markiert und anschlieBend mittels Negativselektion am AutoMACS® aus
dem Lymphozytengemisch isoliert. Nach Aufnahme in frischem RPMlgomplett und
Zellzahleinstellung wurden die CD4" TCs je nach Versuchsansatz in 96-Loch-Platten (fiir
ELISA, 100 ul/Loch, 1x10° Zellen/ml) oder 12-Loch-Platten (fir RNA-Isolation, 1000 ul/Loch,
2-3x10° Zellen/ml) vorgelegt. AnschlieRend wurden die bereits fiir 20h stimulierten (oder
unstimulierten) DCs (siehe 2.8.5, S.34) im Verhaltnis 1:10 (DC:TC) hinzugefiigt und diese
Kultur fur funf Tage bei 37°C und 5 % CO; gehalten. An Tag 6 der Kokultur wurden die Zellen
entweder fir 5 h mit 50ng/ml 12-myristate-13-acetat (PMA) und 2 pg/ml lonomycin
restimuliert und die Uberstande fiir ELISA gewonnen (siehe 2.9, S.36), oder die Zellen in 350

ul Lysepuffer resuspendiert und die RNA gewonnen (siehe 2.11, S.37).

2.8.7 Bestimmung der Zellzahl
Sowohl die Zellzahl als auch deren Vitalitdit wurden mit dem Zellzahlgerat Countess®
bestimmt. Hierzu wurden 10 pl der 1:2 mit 0,1 % (w/v) Trypanblaulésung verdinnten Zellen

in eine Zellzahlkammer lberfliihrt und von dem Gerat ausgezahlt.
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2.9 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Die Konzentrationsbestimmung verschiedener Zytokine in Zellliberstanden fand unter
Zuhilfenahme der in Tab.6 aufgelisteten ELISA-Kits statt. Die Durchfihrung erfolgte stets
nach Herstellerangaben, die Absorption der entwickelten ELISA-Platten bei 550 nm wurde
mit Hilfe eines Mikrotiterplatten-Photometer gemessen und mit der Magellan 2 Software

ausgewertet.

Tab.6:Verwendete ELISA-Kits und deren Bezugsquelle

ELISA Bezugsquelle

CXCL8
IFN-y
IL-1B
IL-4

Thermo Fisher, Waltham, USA

IL-6
IL-10
IL-12p70
TNF-a

IL-23 R&D Systems, Minneapolis, USA

IL-12-p70 Affymetrix, Santa Clara, USA

2.10 Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting, FACS)

Pro Antikérper wurden je 200.000 der zu charakterisierenden Zellen durch Zentrifugation
pelletiert (4°C, 2000 rpm, 10 min), mit kaltem PBS gewaschen (4°C, 2000 rpm, 10 min) und in
100 pl Azid-PBS resuspendiert. Nach entsprechender Antikérperzugabe (siehe 2.6, S.31)
folgte eine 20-mindtige Inkubationszeit (lichtgeschiitzt, 4°C). AnschlieBend wurden die Zellen
mit Azid-PBS gewaschen, das erhaltene Pellet in 200 ul Azid-PBS aufgenommen und
grindlich resuspendiert. Nach Fixierung der Zellen durch Zugabe von 200 ul 3 % PFA konnten
die Proben mehrere Tage gelagert werden (lichtgeschitzt, 4°C). Die Messung der Proben
erfolgte am FACS LSR Il und wurde mit der Software FlowJo V. 7.6.1 (Tree Star, Ashland, USA)

ausgewertet.
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2.11 Molekularbiologische Methoden

2.11.1 Isolierung der Gesamt-Ribonukleinsdure (RNA) und Reverse Transkription (RT)

Die Gesamt-Ribonukleinsaure (RNA) aus TCs und DCs erfolgte unter Verwendung des RNeasy
Plant Mini Kit (Quiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben. Fir das Umschreiben
festgelegter Mengen RNA in komplementdare DNA (cDNA) mit der Reversen Transkriptase
Superscript Il ®(l\/lerck, Darmstadt, Deutschland,

nach Angaben des Herstellers) wurde zuvor die Konzentration und Reinheit der gewonnen

RNA mit dem DeNovix Ds-11+ Spectrophotometer bestimmt.

2.11.2 Quantitative Real-time Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR)

Um die relative Genexpression in Proben zu bestimmen wurden RT-qPCRs am LightCycler®
480 Il (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) mit dem Fluoreszenzfarbstoff
SYBR Green (SYBR Green, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Sequenzen der verwendeten sense (s) und anti-sense
(as) Oligonukleotide sind nachstehender Tabelle (Tab.7) zu entnehmen. Mit Ausnahme von
IFN-B und GAPDH sind alle Oligonukleotid-Paare intronumspannend. Die fir alle
Oligonukleotide verwendete Programmierung des LightCycler®480 Il ist in Tab.8

zusammengefasst.

Tab.7:Sequenzen der fiir die RT-qPCR verwendeten Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz

B2M, s GCTGTGCTCGCGCTACTCTC
B2M, as GCGGCATCTTCAAACCTCCAT
DLL4, s GGACCACTTCGGCCACTATGT
DLL4,as CAGCCCGAAAGACAGATAGG
FoxP3, s GACCAAGGCTTCATCTGTGG
FoxP3, as CAGCAAACAGGCTGTCAGG
GAPDH, s GTCATCATCTCCGCCCCTTCTGC
GAPDH, as GATGCCTGCTTCACCACCTTCTTG
GATAS3, s TCAGACCACCACAACCACAC
GATA3, as TCTTCATAGTCAGGGGTCTGTTAAT
HPRT, s GTCAGGCAGTATAATCCAAAGA
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HPRT, as GGGCATATCCTACAACAAACT

ICAM-1, as AGCGTAGGGTAAGGTTCTTGC

IFN- B, as CCTCAGGGATGTCAAAGTTCA

IL-2, as AAGTGAAAGTTTTTGCTTTGAGC

IL-5, as GTACCCCCTTGCACAGTTTG

IL-13, as CTCCATACCATGCTGCCATT

IL-18, as CCGGGGTGCATTATCTCTACA

IL-23p19, as CCGATCCTAGCAGCTTCTCA

Jagged-1, as GAGGGCTGCAGTCATTGGTAT

0OX40L, as TTGAATTCGAGGATACCGATG

PGK1, as GCTGGCTCGGCTTTAACC

RPL27, as TCTGAAGACATCCTTATTGACG

RPL30, as AAAGGAAAATTTTGCAGGTTT

SDHA, as CCACCACTGCATCAAATTCATG

T-bet, as GGGACTGGAGCACAATCATC

TGF-B, as TTGCAGTGTGTTATCCCTGCTGTC

3
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Tab.8:Programmierung des LightCycler® zur Durchfiihrung von RT-qPCRs

Programm Dauer Temperatur
Denaturierung 10 min 95 °C
Anlagerung der Oligonukleotide 45 Zyklena 4-7s 95 °C-0,5°C/Zyklus

Schmelzkurve 5 min 65-95°C, Erhéhung um 0,1°C/s




Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Grundlegende immunmodulatorische Eigenschaften der Gram-positiven

Bakterien Jeotgalicoccus psychrophilus W713 und Lactobacillus curvatus

Neben den bereits in Grundzligen charakterisierten Kuhstallisolaten Lactococcus lactis G121,
Staphylococcus sciuri W620 und Acinetobacter Iwoffii F78, zeigt sich auch bei den Spezies
Jeotgalicoccus psychrophilus W713 und Lactobacillus curvatus eine inverse Korrelation mit
dem Auftreten von Asthma und AIIergienm. Diese beiden Isolate wurden zunachst auf ihr
grundlegendes Potential hin untersucht, humane DCs zu aktivieren. Der Fokus lag hierbei auf

Untersuchungen, die Aufschluss liber T-Zell-polarisierende Kapazitaten geben kdénnen.

3.1.1 Beteiligung verschiedener PRRs an der Zellaktivierung durch Jeotgalicoccus
psychrophilus W713 und Lactobacillus curvatus
Voraussetzung fiir die Aktivierung von Immunzellen durch Mikroben ist die Induktion
vielfaltiger Signalwege unter Beteiligung verschiedener PRRs. Um die an der Erkennung von
J. psychrophilus und Lb. curvatus beteiligten Rezeptoren identifizieren zu kdnnen, wurde sich
des in vitro Systems der transienten Transfektion bedient. Hierzu wurden HEK293-Zellen
transient mit Plasmiden, die Codierungen fiir verschiedene PRRs tragen, transfiziert und mit
den in Abb.2 angegebenen Stimulantien behandelt. Als Malistab fiir die Aktivierung der
Zellen wurde der CXCL8-Gehalt im Zelliberstand nach 18-stiindiger Stimulation mittels ELISA

bestimmt.

40



Ergebnisse

oo HEK293-NOD1 oo HEK293-NOD2

E £ 10001
: I
@ @
Q 200+ Q T
© O 500t
T — =
1004
0 0
500 10° 107 106 107 500 10° 107 10° 10’
[ng/ml] [KBE/mI| [KBE/mI| [ng/ml] [KBE/mI] [KBE/mI]
Ktr  ieDAP Lb. curvatus J. psychrophilus Ktr ~ MDP Lb. curvatus J. psychrophilus

Abb.2:CXCL8-Freisetzung NOD1- und NOD2-transfzierter HEK293-Zellen nach Stimulation mit J. psychrophilus und

Lb. curvatus

HEK293-Zellen wurden transient mit NOD1- oder NOD2-Plasmiden transfiziert, fiir 18 h mit den angegebenen Stimulantien
oder Medium (Ktr) inkubiert und die Konzentration von CXCL8 in den Uberstinden mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind
die Mittelwerte mit Standardfehler von n =14,

In NOD1-transfizierten HEK-Zellen (Abb.2, links) fiihrt weder die Stimulation mit Lb. curvatus
noch die mit J. psychrophilus zu einer CXCL8-Freisetzung, die Uber die durch reine
Mediumbehandlung (Ktr) induzierte hinausgeht. Dass die Transfektionen erfolgreich waren
und die verwendeten HEK-Zellen grundsatzlich in der Lage sind, CXCL8 freizusetzen, zeigen
die ELISA-Messdaten der mit 500 ng/ml des NOD1-Liganden ieDAP behandelten Zellen, die
im Mittel etwa 400 pg/ml CXCLS freisetzen.

Die NOD2-transfizierten Zellen hingegen lassen sich sowohl durch Behandlung mit Lb.
curvatus als auch mit J. psychrophilus aktivieren (Abb.2, rechts). Dabei ist die Aktivierung der
Zellen- bemessen an der CXCL8-Freisetzung- durch 18-stiindige Behandlung mit

J. psychrophilus ungleich geringer wie die durch MDP erreichte, unabhingig davon, ob 10°
oder 10’ KBE/ml eingesetzt wurden. Auch Lb. curvatus zeigt eine NOD2-Aktivitat, die sich in
einer konzentrationsabhangigen CXCL8-Freisetzung zeigt. Durch Stimulation der NOD2-
transfizierten Zellen mit 10’ KBE/ml Lb. curvatus wird eine Chemokinfreisetzung induziert,

die geringfligig unter der von MDP- oder J. psychrophilus-stimulierter Zellen liegt.
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Abb.3:CXCL8-Freisetzung TLR2- und TLR4-transfzierter HEK293-Zellen nach Stimulation mit J. psychrophilus und

Lb. curvatus

HEK293-Zellen wurden transient mit TLR2- oder TLR4-Plasmiden transfiziert, fir 18 h mit den angegebenen Stimulantien
oder Medium (Ktr) inkubiert und die Konzentration von CXCL8 in den Uberstanden mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind
die Mittelwerte mit Standardfehler von n =14.

Sowohl die 18-stiindige Inkubation TLR2-transfizierter HEK-Zellen mit J. psychrophilus als
auch mit Lb. curvatus fihrt zu einer Freisetzung von CXCL8 (Abb.3, links), wobei von beiden
Spezies eine Konzentration von 10° KBE/ml nicht ausreicht, um eine CXCL8-Menge
freizusetzen, die deutlich Gber der mit Medium behandelten Zellen liegt. Nach Stimulation
mit 10’ KBE/ml hingegen konnten hdhere Konzentrationen von CXCL8 im Uberstand
gemessen werden. Die Stimulation der HEK-Zellen mit 10’ KBE/ml von J. psychrophilus
bewirkt eine fast doppelt so hohe CXCL8-Ausschittung wie die mit 500 nM des TLR2-
Liganden P3CSK; (1800 pg/ml vs. 1100 pg/ml). Mit der gemessenen mittleren CXCLS8-
Konzentration von etwa 500 pg/ml zeigt eine Behandlung mit 10’ KBE/ml von Lb. curvatus
eine deutlich geringere Aktivierung tiber TLR2.

Eine TLR4-Aktivitat hingegen konnte weder fiir J. psychrophilus noch fur Lb. curvatus
nachgewiesen werden. Lediglich die Stimulation mit 100 ng/ml des TLR4-Liganden LPS fiihrte

zu einer Freisetzung von CXCL8 durch TLR4-transfizierte HEK-Zellen (Abb.3, rechts).

3.1.2 Aktivierung und Reifung humaner DCs durch Stimulation mit Jeotgalicoccus
psychrophilus W713 und Lactobacillus curvatus

Nachdem fiir beide Kuhstallisolate nachgewiesen werden konnte, dass sie Zellen sowohl

Uber intrazellulare (NOD2) als auch extrazelluldre (TLR2) Rezeptoren aktivieren kdnnen

(siehe 3.1.1, S.40), wurde zunachst Uberprift, inwieweit die beiden Spezies in der Lage sind,
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humane, Monozyten-generierte DCs, die von Natur aus neben NOD1, TLR3 und TLR4 auch
NOD2 sowieTLR2 exprimierenm, zu aktivieren.

Zu diesem Zweck wurden humane, aus Monozyten generierte DCs mit verschiedenen
Konzentrationen von J. psychrophilus und Lb. curvatus stimuliert und die freigesetzte Menge
der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a im Uberstand mittels ELISA bestimmt. Als
Positivkontrolle wurde LPS verwendet, ein Stimulus, der eine Reihe verschiedener

Mediatoren lGiber TLR4 induzieren kann.
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Abb.4:Freisetzung von IL-6 und TNF-a aus humanen DCs nach Stimulation mit J. psychrophilus und Lb. curvatus

Humane DCs wurden fir 20 h mit den angegebenen Stimulantien oder Medium (Ktr) inkubiert und die Konzentration von
IL-6 und TNF-a in den Uberstidnden mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler von n =14-
28 Spendern (n=2 bei Stimulationen mit 10® KBE/ml).

Die Stimulation humaner DCs mit Lb. curvatus bewirkt die Freisetzung der beiden
untersuchten Zytokinen IL-6 und TNF-a (Abb.4). Dabei zeigt sich eine starke
Konzentrationsabhangigkeit. Schon nach Stimulation mit 10* und 10° KBE/ml werden
Zytokinmengen ermittelt, die bereits deutlich (iber denen der Medium-Kontrollen liegen. Mit
zunehmender Bakterienkonzentration (10° KBE/ml) steigt die freigesetzte Zytokinmenge
weiter an, erreicht ein Maximum durch Stimulation mit 10’ KBE/ml und nimmt nach
Behandlung mit noch héherer Konzentration (10® KBE/ml) wieder ab. Die maximal durch Lb.
curvatus freigesetzte IL-6-Menge liegt geringfligig unter der der LPS-Kontrolle (Abb.4, links).
In Bezug auf TNF-a bewirkt eine Stimulation mit 10’ KBE/ml Lb. curvatus eine stirkere
Induktion als 100 ng/ml LPS (Abb.4, rechts).

Auch bei der Stimulation mit J. psychrophilus zeigt sich bei der IL-6-Freisetzung eine

Konzentrationsabhangigkeit, wobei die maximale IL-6-Freisetzung sowohl nach Stimulation
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mit 10’ KBE/ml als auch mit 10® KBE/ml gemessen wurde. Im Gegensatz dazu wurden durch
alle zur Stimulation verwendeten Konzentrationen von J. psychrophilus (10*-108 KBE/ml) in
etwa die gleichen Mengen an TNF-a sezerniert. Gemessen an der Induktion von IL-6 und
TNF-a aktiviert Lb. curvatus die DCs deutlich starker als J. psychrophilus. So werden bei
Verwendung von 10’ oder 10® KBE/ml J. psychrophilus Zytokinmengen freigesetzt, die durch
Stimulation mit Lb. curvatus bereits durch 10° KBE/ml (IL-6) oder 10* KBE/ml (TNF-a) erreicht
werden.

Einhergehend mit der Aktivierung humaner DCs ist deren Reifung, welche u.a. durch die
Hochregulation verschiedener kostimulatorischer Molekiile gekennzeichnet ist. Zu diesen
zihlen auch die Molekiile CD80 und CD86*, deren Oberflachenexpression nach Bakterien-

oder LPS-Stimulation mittels FACS-Analysen bestimmt wurde.
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Abb.5:Expression kostimulatorischer Molekiile auf humanen DCs nach Stimulation mit J. psychrophilus und Lb. curvatus
Humane DCs wurden fir 20 h mit den angegebenen Stimulantien oder Medium inkubiert und die Oberflachenexpression
von CD80 und CD86 mittels FACS bestimmt. Dargestellt sind die mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFI) mit Median von

n =6 Spendern normalisiert auf die jeweiligen Medium-Kontrollen.

Genau wie fir LPS kann fiir beide Bakterien eine Hochregulation der Oberflachenexpression
von CD80 und CD86 nach 20 h festgestellt werden (Abb.5). Dabei lasst sich erkennen, dass
durch LPS-Stimulation immer die starkste Hochregulation induziert wird, die schwachste
jeweils durch Stimulation mit J. psychrophilus (10’ KBE/ml). Es ist zu erkennen, dass die
Expression von CD86 durch alle drei verwendeten Stimuli generell deutlich starker
induzierbar ist als die von CD80. So ist die errechnete x-fache MFI von CD86 im Median 3,5-5
Mal so hoch wie die der unstimulierten Kontrollen, bei CD80 liegen die Werte zwischen 1,8

und 2,5.
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3.2 Einfluss einer Stimulation mit Jeotgalicoccus psychrophilus W713 und

Lactobacillus curvatus auf die T-Zell-Polarisierung

Bisherige Veroffentlichungen zeigen, dass die allergieprotektiven Eigenschaften der drei
Kuhstallisolate L. lactis, A. Iwoffii und S. sciuri u.a. auf deren Fahigkeiten, die T-Zell-
Polarisation zu beeinflussen, beruhen. DCs liefern in diesem Kontext nicht nur das
entscheidende Zytokinprofil, sondern auch eine Vielzahl von Oberflachenmolekiilen, welche
die Ausrichtung einer T-Zellantwort maRgeblich beeinflussen kénnen. Aus diesem Grunde
wird in nachfolgendem Abschnitt untersucht, welche T-Zell-polarisierenden Faktoren durch
Stimulation mit Lb. psychrophilus und J. psychrophilus in DCs induziert werden und inwieweit

sich diese auf die T-Zell-Polarisierung auswirken.

3.2.1 Induktion Tyl-assoziierter Molekiile

Allergien und Asthma resultieren aus einer UberschieBenden Ty2-Immunantwort. Aktuell
werden zwei mogliche Grinde fiir dieses Ty1/Ty2-Ungleichgewicht diskutiert: zum einen
eine fehlende Aktivierung der Tyl-Immunantwort (,fehlende Immunpolarisierung”), zum
anderen eine verminderte Suppression der Ty2-Aktivitdt durch T.g-Zellen (,fehlende
Immunsuppression”, siehe auch 1.8.3., S.25)

Das am starksten in Richtung Ty1-polarisierende Zytokin, das von DCs ausgeschiittet wird, ist
IL-12p70. Mittels ELISA wurde Uberpriift, ob eine Stimulation von DCs mit Lb. psychrophilus
und J. psychrophilus zur Freisetzung dieses Zytokins flhrt. Da bekannt ist, dass das
allergieprotektive Kuhstallisolat L. lactis in der Lage ist, ein Tyl-polarisierendes Programm in
DCs zu induzieren, wurde dieses bei Untersuchungen zur Induktion Tyl-assoziierter

Molekile als Positivkontrolle verwendet.
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Abb.6:Freisetzung von IL-12p70 aus humanen DCs nach Stimulation mit J. psychrophilus und Lb. curvatus

Humane DCs wurden fiir 20 h mit den angegebenen Stimulantien oder Medium (Ktr) inkubiert und die Konzentration von
IL-12p70 in den Uberstdnden mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n =6-23
Spendern.

Anhand der in Abb.6 dargestellten Messdaten ldsst sich erkennen, dass eine Stimulation von
DCs mit J. psychrophilus zu keiner deutlichen Freisetzung von IL-12p70 fiihrt. Auch hoéher
konzentrierte Stimulationsansdatze mit J. psychrophilus fiihrten zu keiner messbaren
Freisetzung dieses Zytokins aus DCs (Daten nicht gezeigt). Nach einer 20-stiindigen
Inkubation humaner DCs mit Lb. curvatus hingegen konnen insbesondere nach Verwendung
von 10’ KBE/ml geringe Mengen von IL-12p70 detektiert werden. Diese entsprechen mit
circa 1 ng/ml in etwa einem Siebtel der Menge, die durch die gleiche Konzentration des

starken IL-12-p70-Induktors L. lactis freigesetzt wird.
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Abb.7:Expression der IFN-B-mRNA in humanen DCs nach Stimulation mit J. psychrophilus und Lb. curvatus

Humane DCs wurden fiir 0, 3, 6 und 12 h mit 10’ KBE/ml der angegebenen Bakterien oder Medium (Ktr) inkubiert. Die
Expression wurde relativ zu den Referenzgenen HPRT, B2M und PGK1 mittels qPCR bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardfehler von n=7 Spendern.
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IFN-B ist ein weiteres, von DCs sezerniertes Zytokin, das mit einer Ty1-Polarisierung naiver T-
Zellen in Verbindung gebracht wird. Die mRNA-Expression dieses Zytokins Uber einen
Zeitraum von 12 h nach Stimulation mit J. psychrophilus oder Lb. curvatus wurde mittels RT-
gPCR untersucht (Abb.7).

Eine Stimulation humaner DCs mit 10’ KBE/ml L. lactis induziert einen drastischen Anstieg
der IFN-B-mRNA Expression mit einem Maximum nach 6 h. Im Vergleich dazu fiihrte eine
Stimulation mit 10" KBE/ml Lb. curvatus und J. psychrophilus zu einer deutlich geringeren
relativen Genexpression. Im Falle von Lb. curvatus steigt die relative mRNA-Induktion nach 3
h und 6 h auf das maximal 20-fache, wahrend eine Inkubation der DCs mit J. psychrophilus
zum gleichen Zeitpunkt eine maximale relative Expression von 2,4 induziert. Nach
Behandlung der DCs mit reinem Medium kann innerhalb des gewdhlten
Untersuchungszeitraumes von bis zu 12 h zu keinem Zeitpunkt eine erhéhte mRNA-

Expression gemessen werden.
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Abb.8:Expression der ICAM- und DLL4-mRNA in humanen DCs nach Stimulation mit J. psychrophilus und Lb. curvatus
Humane DCs wurden fiir 0, 3, 6 und 12 h mit 10’ KBE/ml der angegebenen Bakterien oder Medium (Ktr) inkubiert. Nach
Gewinnung der RNA und anschlieRender reversen Transkription wurde die Expression mittels gPCR relativ zu den
Referenzgenen HPRT, B2M und PGK1 bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n=7 Spendern.

Da auch die auf der Oberflache von DCs exprimierten Molekile ICAM-1 und DLL4 mit einer
Tyl-Polarisierung assoziiert sind, wurden diese einer Expressionsanalyse mittels RT-qPCR
unterzogen. Sowohl die Stimulation humaner DCs mit J. psychrophilus als auch mit Lb.
curvatus fihrt zu einem Anstieg der mRNA-Expression des Adhasionsmolekiils ICAM-1
(Abb.8, links). Dabei fihren beide Stimuli zu dhnlichen Kinetiken: ausgehend von einer

bereits im unstimulierten Zustand erhéhten Grundexpression erreichen beide Verlaufe nach
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3 h ihr Maximum und sinken innerhalb der nachsten 6 h wieder ab, die unstimulierten
Kontrollen zeigen in diesem Zeitraum keine veranderte Expression. Wahrend das
Expressionsniveau nach 12 h unter Einfluss von J. psychrophilus wieder in etwa dem des
Ausgangsniveaus entspricht, ist dieses nach Stimulation mit Lb. curvatus nach 12 h noch
immer leicht erhdht und liegt in etwa auf derselben Hohe wie der 12-Stunden-Wert der
Positivkontrolle (L. lactis). Generell zeigen die Daten, dass eine Inkubation humaner DCs mit
Lb. curvatus die ICAM-1-mRNA am starksten induziert, wahrend die Stimulation mit J.
psychrophilus die messbare Menge an mRNA in etwa so stark erhoht, wie es auch eine
Stimulation mit der gleichen Menge von L. lactis vermag.

In Bezug auf die mRNA-Expression des Notch-Liganden DLL4 zeigen sich fur beide bakterielle
Stimulationen ebenfalls sehr dhnliche Verldufe, die mit der der Positivkontrolle (L. lactis)
vergleichbar ist (Abb.8, rechts) und sich lediglich in der Starke der Expression unterscheiden.
So erreichen alle drei Expressionsniveaus nach 12-stlindiger Simulation ihr jeweiliges
Maximum, ein leichter Anstieg der Expression ist bereits nach 6 h zu erkennen. Die héchste
Expression der DLL4-mRNA wird unter Einfluss von L. lactis induziert, die schwachste durch J.
psychrophilus. Diese entspricht allerdings in etwa der, die auch nach 12 h ohne Stimulation
in den Zellen gemessen werden konnte (Ktr). Unter Berlicksichtigung dieser Tatsache beruht
die nach 12 h gemessene Erhohung der mRNA-Menge nicht auf der Wirkung des J.
psychrophilus.

Die bisher gezeigten Daten zeigen, dass eine Stimulation mit Lb. curvatus alle der
untersuchten Tyl-polarisierenden Molekile in DCs induzieren kann, eine Stimulation
humaner DCs mit J. psychrophilus hingegen filihrte lediglich zur Expressionserhéhung der
ICAM-1-mRNA. Um zu kldren, inwieweit diese Effekte ausreichen, um tatsachlich eine Ty1-
Ausrichtung naiver T-Zellen zu induzieren, wurden DCs und TCs zusammen kultiviert
(Kokultur) und nach flinf Tagen auf verschiedene Ty1-assoziierte Molekiile hin untersucht.
Zundachst wurde die mRNA-Expression des Transkriptionsfaktors T-bet in T-Zellen Gberprift,
die mit Lb. curvatus- oder J. psychrophilus-stimulierten DCs kokultiviert wurden. Dieser auch
als , Tyl-Master Regulator” bezeichnete Faktor wird wahrend der Ty1-Differenzierung stark

hochreguliert.
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Abb.9:Expression der T-bet- und IL-2-mRNA in Kokulturen humaner DCs mit autologen T-Zellen nach Stimulation mit
J. psychrophilus und Lb. curvatus

Humane DCs wurden fiir 20 h mit den angegebenen Stimulantien oder Medium (Ktr) inkubiert und anschliefend fiir 5 Tage
mit naiven, autologen CD4" T-Zellen im Verhiltnis 1:10 (DC:TC) kokultiviert. Nach Gewinnung der RNA und anschlieBender
reversen Transkription wurde die Expression mittels gPCR relativ zu den Referenzgenen HPRT, RPL27 und RPL30 bestimmt.
Dargestellt sind die zusammengefassten Daten von n=6 Spendern als Boxplot nach Tukey.

Alle drei verwendeten Bakterien induzieren eine Expressionserhohung der T-bet-mRNA
(Abb.9, links). Die Mediane der relativen Expression aller drei Bedingungen liegen in etwa in
demselben, im Vergleich zur Mediumkontrolle erhéhtem, Bereich (L. lactis: 1,4, J.
psychrophilus und Lb. curvatus: 0,9). Dennoch kann unter Einbezug der Streuung der Daten,
die aus Kokulturen mit L. lactis-vorstimulierten DCs resultieren, ausgesagt werden, dass die
Expression unter Einfluss dieses Bakteriums am starksten hochreguliert wird.

Ahnlich verhilt es sich mit der relativen mRNA-Expression des von vornehmlich T,1-Zellen
sezernierten Zytokins IL-2. Das hochste Expressionsniveau wird durch die L. lactis-
stimulierten DCs induziert (Median: 3,8) und auch die Datenstreuung ist nach dieser
Stimulation am groRten. Die medianen, relativen Expressionen der durch J. psychrophilus-
oder Lb. curvatus-aktivierten Kokulturen sind etwa gleich hoch (2,8) und liegen nur
geringfligig iber den hochsten Expressionslevels der unstimulierten Kontrollen (Bereich in
der Box oberhalb des Medians). Dementsprechend weisen in der Halfte der Versuche die T-
Zellen eine IL-2-mRNA-Expression auf, die zum Teil auch in den unstimulierten Kokulturen
nachweisbar ist. Die anderen 50 % der Datenpunkte jedoch zeigen im Vergleich zu den

unstimulierten Kokulturen eine Erhéhung, insbesondere nach J. psychrophilus-Stimulation.
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Abb.10:Freisetzung von IFN-y und TNF-a aus Kokulturen humaner DCs mit autologen T-Zellen nach Stimulation mit

J. psychrophilus und Lb. curvatus

Humane DCs wurden fiir 20 h mit den angegebenen Stimulantien oder Medium (Ktr) inkubiert und anschlieRend fiir 5 Tage
mit naiven, autologen CD4" T-Zellen im Verhiltnis 1:10 (DC:TC) kokultiviert. Nach 5-stiindiger Restimulation mit
PMA/lonomycin wurde die Konzentration von IFN-y und TNF-a in den Uberstdnden mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind
die Mittelwerte + Standardfehler von n =14 Spendern.

Neben IL-2 sind auch IFN-y und TNF-a typische, von Tyl-Zellen stammende Zytokine. Deren
Mengen in den Uberstinden fiinf Tage alter Kokulturen, die fiir 5 h mit PMA/lonomycin
restimuliert wurden, wurden mittels ELISA bestimmt (Abb.10).

Sowohl J. psychrophilus- als auch Lb. curvatus-stimulierte DCs bewirken eine messbare
Freisetzung von IFN-y und TNF-a in DC-TC-Kokulturen, wobei nach Vorbehandlung der DCs
mit Lb. curvatus von beiden Zytokinen eine etwas groRere Menge detektierbar ist (IFN-y: 5,6
vs. 4 ng/ml, TNF-a: 10,5 vs. 8 ng/ml). Dennoch induzieren diese beiden Spezies die
Zytokinfreisetzung deutlich geringer als es eine Stimulation mit L. /actis vermag (jeweils ~15
ng/ml). Es darf nicht auRer Acht gelassen werden, dass auch Kokulturen mit unstimulierten
DCs (Ktr) bereits zur Induktion geringer Mengen an IFN-y und TNF-a fihren (1,8 und 2,4
ng/ml), wodurch sich die tatsachlich durch die Stimuli induzierten Zytokinmengen etwas
reduzieren. Dass nicht die DCs sondern die TCs die Quellen dieser Zytokine sind, machen
Kontrollen deutlich, in denen DCs in Abwesenheit von TCs unter ansonsten gleichen
Bedingungen stimuliert und kultiviert wurden. In diesen Uberstinden konnten die Zytokine

nur im pg-Bereich oder gar nicht detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
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3.2.2 Induktion Ty2-assoziierter Molekiile

Da u.a. eine Verschiebung des T-Zell-Verhaltnisses zugunsten der T2-Zellen die Entstehung
von Allergien und Asthma beglinstigt, wurden auch eine Reihe Ty2-assoziierter Faktoren
nach Behandlung von humanen DCs mit J. psychrophilus oder Lb. curvatus untersucht.

Stimulationen mit LPS wurden in diesem Abschnitt als Positivkontrollen verwendet.
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Abb.11:Expression der OX40-L- und Jagged-1-mRNA in humanen DCs nach Stimulation mit J. psychrophilus und
Lb. curvatus

Humane DCs wurden fiir 0, 3, 6 und 12 h mit 10’ KBE/ml der angegebenen Bakterien, 100 ng/ml LPS oder Medium (Ktr)
inkubiert. Nach Gewinnung der RNA und anschlieBender reversen Transkription wurde die Expression mittels qPCR relativ
zu den Referenzgenen HPRT, B2M und PGK1 bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n=7
Spendern.

Wie bereits in Abschnitt 3.2.1 beschrieben, wurden Kinetiken der mRNA-Expression der
Oberflachenmolekile 0OX40-L und Jagged-1 erstellt. Beide stellen kostimulatorische
Molekdle dar, die eine Differenzierung naiver T-Zellen in Richtung Ty2 beglnstigen.

In Bezug auf die Expression der OX40-L-mRNA kann sowohl flir J. psychrophilus- als auch Lb.
curvatus- stimulierte DCs ein leichter Anstieg im Vergleich zur Mediumkontrolle verzeichnet
werden. (Abb.11, links). Sowohl nach bakterieller als auch nach LPS-Stimulation lassen sich in
der Tendenz &hnliche Kinetiken erkennen: Nach den ersten 3 h ist ein Anstieg zu
verzeichnen, innerhalb der nachsten 3 h sinken die jeweiligen Expressionen wieder
geringfligig um nach insgesamt 12-stiindiger Stimulation das jeweilige Maximum zu
erreichen. Dabei weisen die mit LPS-stimulierten DCs die hochsten Expressionsniveaus auf
(Mittelwert des Maximums: 2), die relativen Expressionen in DCs, die mit J. psychrophilus
oder Lb. curvatus stimuliert wurden, sind etwas niedriger und untereinander vergleichbar

(Mittelwert des Maximums J. psychrophilus: 0,72, Lb. curvatus: 0,58).
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In Relation zu der bereits in unstimulierten Zellen gemessenen mRNA-Expression von OX40-L
ergibt sich in J. psychrophilus-stimulierten DCs maximal ein 3-facher Anstieg (Mittelwerte),
nach Lb. curvatus—Stimulationen maximal eine etwa 5,3-fach stiarkere Expression

(Darstellung der Daten als n-fache Expression der Mediumkontrolle nicht gezeigt).

Auch die Kinetiken der mRNA-Expression von Jagged-1 zeigen unter dem Einfluss aller drei
Stimuli sehr &hnliche Verlaufe (Abb.11, rechts): ausgehend von einer bereits in
unstimulierten Zellen ermittelten Expression zeigen alle drei Kinetiken nach 3 h einen
leichten Anstieg, sinken aber innerhalb der nachsten 9 h wieder ab und haben nach 12 h ein
Niveau erreicht, das nicht nur deutlich unter dem des Ausgangswertes liegt, sondern auch
unter dem der Mediumkontrolle. Demnach kann- trotz der ebenfalls leicht reduzierten
Expression von Jagged-1 in den unstimulierten Zellen (Ktr) nach 12 h- von einer
Herunterregulation der Jagged-1-mRNA-Expression durch langere Behandlung humaner DCs
mit J. psychrophilus oder Lb. curvatus im Vergleich zu den Kontrollzellen ausgegangen
werden. Dabei wird die starkste Abnahme durch Behandlung mit LPS induziert (4,2-fache
Runterregulierung in Relation zu den unbehandelten Zellen), die schwachste durch
Inkubation mit Lb. curvatus (1,2-fach), die Behandlung mit J. psychrophilus induziert eine 1,2-
fache Abnahme im Vergleich zu den unstimulierten DCs (Darstellung der Daten als n-fache

Expression der Mediumkontrolle nicht gezeigt).

Da die Frage, ob die Behandlung humaner DCs mit J. psychrophilus oder Lb. curvatus zu einer
Abnahme Ty2-polarisierender Molekile fihrt, anhand der Expressionsanalyse der
kostimulatorischen Molekile OX40-L und Jagged-1 allein nicht eindeutig beantwortet
werden kann, wurden wie zuvor beschrieben Kokulturen humaner DCs mit autologen,
naiven TCs angezogen und auf das Vorhandensein charakteristischer Ty2 Merkmale
untersucht. Auf mRNA-Ebene wurde die Expression der vornehmlich von Ty2-Zellen

sezernierten Zytokine IL-5 und IL-13 analysiert.
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Abb.12:Expression der IL-5-und IL-13-mRNA in Kokulturen humaner DCs mit autologen T-Zellen nach Stimulation mit
J. psychrophilus und Lb. curvatus

Humane DCs wurden fiir 20 h mit den angegebenen Stimulantien oder Medium (Ktr) inkubiert und anschliefend fir 5 Tage
mit naiven, autologen CD4* T-Zellen im Verhiltnis 1:10 (DC:TC) kokultiviert. Nach Gewinnung der RNA und anschlieRender
reversen Transkription wurde die Expression mittels gPCR relativ zu den Referenzgenen HPRT, RPL27 und RPL30 bestimmt.
Dargestellt sind die zusammengefassten Daten von n=5 Spendern als Boxplot nach Tukey.

Die mRNA von IL-5 |3sst sich zu einem GroRteil bereits in den unstimulierten Kontrollen (Ktr)
nachweisen (Abb.12, links). Eine Vorbehandlung der DCs mit Lb. curvatus fiihrt zu einer
leichten Veranderung der IL-5-Expression, der Median liegt im Vergleich zur
Mediumkontrolle etwas hoher. Unter Einfluss des J. psychrophilus kommt es zu einer
deutlichen Zunahme der gemessenen IL-5-mRNA. Bei der Halfte der Versuche wurde eine
Expression ermittelt, die hoher ist als die hochsten Expressionen, die in unstimulierten Zellen
gemessen wurden. Die LPS-Vorstimulation hingegen induziert insgesamt eine Abnahme der
Expression.

Ein dhnliches Bild zeigt sich bei der Betrachtung der mRNA-Daten von IL-13 (Abb.12, S.53,
links): die mediane Expression der Lb. curvatus-aktivierten Kokulturen ist im Vergleich zu den
Kontrollkulturen leicht erhéht, die Vorbehandlung der DCs mit J. psychrophilus hingegen

induziert eine weitaus starkere Hochregulation der mRNA-Expression.
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Des Weiteren wurden die Kokulturen auf das Vorhandensein der mRNA des Ty2-spezifischen

Transkriptionsfaktors GATA3 hin Gberprift.
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Abb.13:Expression der GATA3-mRNA in Kokulturen humaner DCs mit autologen T-Zellen nach Stimulation mit
J. psychrophilus und Lb. curvatus

Humane DCs wurden fiir 20 h mit den angegebenen Stimulantien oder Medium (Ktr) inkubiert und anschlieRend fiir 5 Tage
mit naiven, autologen CD4" T-Zellen im Verhiltnis 1:10 (DC:TC) kokultiviert. Nach Gewinnung der RNA und anschlieRender
reversen Transkription wurde die Expression mittels gPCR relativ zu den Referenzgenen HPRT, RPL27 und RPL30 bestimmt.
Dargestellt sind die zusammengefassten Daten von n=6 Spendern als Boxplot nach Tukey.

Die mRNA des Transkriptionsfaktors GATA3 ldsst sich bereits in nicht aktivierten Kokulturen
nachweisen (Abb.13). Mit Bezug auf diesen Befund fihrt die Stimulation humaner DCs
sowohl mit LPS als auch mit Lb. curvatus oder J. psychrophilus zumindest in einigen Spendern
zu einer Abnahme der GATA3-mRNA-Menge in TCs. Im Median liegt die Expression aller vier

unterschiedlich aktivierten Kokulturen auf einem vergleichbaren Niveau.
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Dariiber hinaus wurden in den Uberstinden dieser Kokulturen die Mengen des

typischerweise von Ty2-Zellen freigesetzten Zytokins IL-4 bestimmt.
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Abb.14:Freisetzung von IL-4 aus Kokulturen humaner DCs mit autologen T-Zellen nach Stimulation mit J. psychrophilus
und Lb. curvatus

Humane DCs wurden fir 20 h mit den angegebenen Stimulantien oder Medium (Ktr) inkubiert und anschlieRend fur 5 Tage
mit naiven, autologen CD4" T-Zellen im Verhéltnis 1:10 (DC:TC) kokultiviert. Nach 5-stindiger Restimulation mit
PMA/lonomycin wurde die Konzentration von IL-4 in den Uberstinden mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardfehler von n=7 Spendern.

Wie die Daten in Abb.14 zeigen, lassen sich generell in den Uberstinden von Kokulturen
humaner DCs mit autologen, naiven TCs nur sehr geringe Mengen von IL-4 nachweisen.
Bereits Kokulturen, die unstimulierte DCs enthalten, sezernieren IL-4. Weder durch

bakterielle noch durch LPS-Vorbehandlung der DCs wurde die Freisetzung erhoht.

3.2.3 Induktion T,.;-assoziierter Molekiile

Neben der ,fehlenden Immunpolarisierung” als Theorie zur Entstehung von Asthma und
Allergien gibt es die der ,fehlende Immunsuppression®. Eine zentrale Rolle bei der
Immunsuppression spielen die Te;-Zellen, da sie in der Lage sind, sowohl Tyl-als auch Ty2-
vermittelte Immunantworten zu unterdriicken. Vor diesem Hintergrund wurde eine Reihe
von Faktoren untersucht, die im Zusammenhang mit einer T.-Polarisation stehen. Einer
dieser Faktoren ist IL-10, ein immunregulatorisches Zytokin, welches unter bestimmten
Voraussetzungen von DCs freigesetzt werden kann und die Entwicklung naiver T-Zellen in
Richtung T.e induziert. Aus diesem Grund wurde die IL-10-Freisetzung nach 20-stlindiger
Stimulation humaner DCs mit Lb. curvatus oder J. psychrophilus gemessen.

Wie die ELISA-Messdaten in Abb.15 (links) zeigen, fiihrt die Stimulation humaner DCs sowohl

mit J. psychrophilus als auch mit Lb. curvatus zur Freisetzung von IL-10, allerdings in
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unterschiedlichem AusmaR. So wurde nach Behandlung der DCs mit 10’ KBE/ml von J.
psychrophilus in etwa die gleiche IL-10-Menge detektiert, die bereits durch Stimulation mit
10° KBE/ml des Lb. curvatus freigesetzt wurde. Eine Erhéhung der Lb. curvatus-
Konzentration um den Faktor zehn fiihrt zu einer deutlichen Steigerung der IL-10-
Produktion. Diese ist deutlich hoher als nach DC-Behandlung mit 100 ng/ml LPS. Eine
Inkubation der Zellen mit 10° KBE/ml J. psychrophilus fiihrt zwar zu einer Ausschittung von
IL-10, die detektierten Mengen sind aber nur unwesentlich groRRer, als diejenigen, die bereits

von unstimulierten DCs sezerniert werden (Ktr).
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Abb.15:Freisetzung von IL-10 und Expression der TGF-B-mRNA nach Stimulation humaner DCs mit J. psychrophilus und
Lb. curvatus

links: humane DCs wurden fiir 20 h mit den angegebenen Stimulantien oder Medium (Ktr) inkubiert und die Konzentration
von IL-10 in den Uberstanden mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n = 26
Spendern.

rechts: humane DCs wurden fiir 0, 3, 6 und 12 h mit 10’ KBE/ml der angegebenen Bakterien, 100 ng/ml LPS oder Medium
(Ktr) inkubiert. Nach Gewinnung der RNA und anschlieBender reversen Transkription wurde die Expression mittels qPCR
relativ zu den Referenzgenen HPRT, B2M und PGK1 bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n=7
Spendern.

Ein weiteres, von DCs produziertes Zytokin ist TGF-B. Neben einer Reihe anderer
Auswirkungen wird auch die Beteiligung an der Induktion Teg-Zellen diskutiert'’2. Die mRNA-
Expression dieses Signalmolekils nach Stimulation humaner DCs mit J. psychrophilus oder
Lb. curvatus wurde wie bereits beschrieben {iber einen Zeitraum von 12 h untersucht. Wie
die Daten (Abb.15, rechts) zeigen, wird die mRNA dieses Zytokins bereits konstitutiv in
unstimulierten Zellen exprimiert (Kontrolle). Unter dem Einfluss der beiden Kuhstallisolate
lasst sich im Verlauf von 12 h eine deutliche, schrittweise Abnahme der relativen

Expressionen erkennen. Wahrend die Expression durch Lb. curvatus-Stimulation erst nach
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6 h herunterreguliert wird, lasst sich eine Abnahme der mRNA-Menge unter Einfluss des J.
psychrophilus bereits nach 3 h detektieren. Auch eine Stimulation mit LPS fihrt zu einer
kontinuierlichen Abnahme der nachweisbaren TGF-B-mRNA in humanen DCs. Auch in
Anbetracht der Tatsache, dass eine Abnahme der mRNA-Expression auch in unstimulierten
DCs nachgewiesen wurde, sind die relativen Expressionen im Mittel unter allen drei
Bedingungen stets geringer als die der Kontrollzellen. So wurde mit Bezugnahme auf die
Mediumkontrollen die starkste Runterregulation durch die Positivkontrolle LPS induziert
(4,2-fach), nach Behandlung mit Lb. curvatus wurde im Mittel eine 2,6-fache und nach J.
psychrophilus-Stimulation eine 1,8-fache Abnahme festgestellt (Darstellung der Daten als n-
fache Expression der Mediumkontrolle nicht gezeigt). Zusatzlich wurde in dem bereits
beschriebenen Kokultursystem untersucht, ob sich Merkmale nachweisen lassen, die auf das
Vorhandensein regulatorischer T-Zellen hinweisen. Ein Molekiil, anhand dessen T..-Zellen
identifiziert werden, ist der Transkriptionsfaktor FoxP3, das bereits erwahnte TGF-B spielt
nicht nur bei der Entwicklung regulatorischer T-Zellen eine Rolle, es wird auch von diesen
selber sezerniert. Die Daten der mRNA-Expressionsanalyse dieser beiden Molekiile sind in

Abb.16 zu sehen.
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Abb.16:Expression der FoxP3- und TGF-B-mRNA in Kokulturen humaner DCs mit autologen T-Zellen nach Stimulation mit
J. psychrophilus und Lb. curvatus

Humane DCs wurden fir 20 h mit den angegebenen Stimulantien oder Medium (Ktr) inkubiert und anschliefend fiir 5 Tage
mit naiven, autologen CD4" T-Zellen im Verhiltnis 1:10 (DC:TC) kokultiviert. Nach Gewinnung der RNA und anschlieRender
reversen Transkription wurde die Expression mittels gPCR relativ zu den Referenzgenen HPRT, RPL27 und RPL30 bestimmt.
Dargestellt sind die zusammengefassten Daten von n=5 Spendern als Boxplot nach Tukey.

Die FoxP3-mRNA wird zum Teil bereits in unstimulierten Kokulturen exprimiert (Abb.16,

links). Dennoch bewirkt sowohl die Vorbehandlung mit LPS als auch mit J. psychrophilus im
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Median eine Hochregulation des Transkriptionsfaktors. Die nach Vorbehandlung der DCs mit
Lb. curvatus entstandenen Kokulturen hingegen weisen mit Bezug auf die Mediumkontrolle
keine Hochregulation der mRNA auf.

Auch die mRNA von TGF-B wird bereits in nicht aktivierten Kokulturen exprimiert (Abb.16,
rechts). Unter Einfluss aller drei Vorstimulationen ist die TGF-B-mRNA-Expression im
Vergleich dazu in einigen der Kokulturen geringer, im Median liegen die Werte der LPS-, Lb.
curvatus- und J. psychrophilus-aktivierten Kokulturen auf etwa denselben, mit den

Kontrollkulturen vergleichbaren Niveaus.

Ahnlich wie TGF-B ist auch IL-10 ein Zytokin, welches zur Differenzierung von Teg-Zellen
beitrdgt, aber typischerweise auch selbst von dieser TC-Subpopulation freigesetzt wird. Aus
diesem Grunde wurde auch die Menge dieses Zytokins in den Uberstidnden restimulierter

Kokulturen mittels ELISA bestimmt (Abb.17).
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Abb.17:Freisetzung von IL-10 aus Kokulturen humaner DCs mit autologen T-Zellen nach Stimulation mit

J. psychrophilus und Lb. curvatus

Humane DCs wurden fir 20 h mit den angegebene Stimulantien oder Medium (Ktr) inkubiert und anschliefend fir 5 Tage
mit naiven, autologen CD4" T-Zellen im Verhéltnis 1:10 (DC:TC) kokultiviert. Nach 5-stiindiger Restimulation mit
PMA/lonomycin wurde die Konzentration von IL-10 in den Uberstinden mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardfehler von n=14 Spendern.

Bereits in den Kontroll-Kokulturen wird IL-10 freigesetzt. Nach Vorstimulation der DCs mit
J. psychrophilus ist die detektierbare Menge von IL-10 im Vergleich dazu leicht erh6ht, die
nach Lb. curvatus-Behandlung gemessene noch etwas héher und die starkste IL-10 Sekretion

wird unter dem Einfluss von LPS induziert.
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3.3 Analyse synergistischer Effekte anhand der Freisetzung verschiedener
Schliisselzytokine nach Stimulation humaner DCs mit den drei
Kuhstallbakterien Lactococcus lactis G121, Acinetobacter Iwoffii F78 und

Staphylococcus sciuri W620

Die Auswirkung einer simultanen Stimulation humaner DCs mit 2er-Kombinationen der drei
bereits in Grundzliigen charakterisierten, allergieprotektiven Kuhstallisolate L. lactis, A.
Iwoffii und S. sciuri wurden bereits im Vorfeld im Zuge meiner Masterarbeit untersucht. In
dieser konnten hinsichtlich der Freisetzung aller untersuchten Zytokine - IL-6, TNF-a, IL-10
und IL-12p70 - synergistische Effekte beobachtet werden. Vor diesem Hintergrund und in
Anbetracht der Tatsache, dass die von DCs sezernierten Zytokine maligeblich die
Polarisierungsrichtung naiver TCs beeinflussen, galt es zunachst, anhand der Freisetzung der
Zytokine IL-6, TNF-a, IL-10 und IL-12p70 zu testen, welche der vielen moglichen bakteriellen
Kombinationen synergistische Effekte induzieren.

Zu diesem Zwecke wurden humane DCs zunachst mit einer Vielzahl moglicher 3e-
Kombinationen der Kuhstallbakterien L. lactis, A. Iwoffii und S. sciuri stimuliert und die
Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a bestimmt. Die Anzahl der
prinzipiell moglichen Kombinationen aus drei Bakterien, verwendet in einem
Konzentrationsbereich von 10*-10” KBE/ml, wurde zunichst wie folgt eingegrenzt:

Pro Stimulationsansatz wurden je zwei der drei Bakterien in derselben Konzentration
verwendet und mit jeweils allen ausgewahlten Konzentrationen des dritten Bakteriums (10%-
10’ KBE/ml) kombiniert. Welche Zusammenstellungen sich mit dieser Auswahl ergeben, lsst

sich an nachstehender Tabelle (Tab.9) ablesen:

Tab.9:Auflistung der Kombinationen der drei Kuhstallisolate L. lactis, A. Iwoffii und S. sciuri, die fiir die Stimulation
humaner DCs verwendet wurden

Kombi-

nation Konzentration [KBE/ml]

L. lactis 10* | 10° | 10° | 10’ | 10* | 10° | 10° | 107 | 10* | 10° | 10° | 107 | 10* | 10° | 10° | 10’

+A. lwoffii | 10" | 10° | 10° | 10’ | 10* | 10° | 10° | 10’ | 10* | 10° | 10° | 10° | 10* | 10° | 10° | 10’

+S. sciuri | 10* | 10* | 10* | 10* | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 107 | 10’ | 107 | 10’

Die markierte Spalte beispielsweise illustriert die Kombination aus 10’ KBE/ml L. lactis, 10’

KBE/ml A. Iwoffii und 10° KBE/ml S. sciuri. Zusatzlich zu den hier aufgefiihrten
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Kombinationen ergeben sich jeweils nochmal dieselben Anzahlen an ausgetesteten
Moglichkeiten fiir Kombinationen, bei denen A. Iwoffii und S. sciuri in derselben
Konzentration verwendet wurden und fir Stimulationsgemische, bei denen von S. sciuri und
L. lactis jeweils die gleichen KBE/ml eingesetzt wurden. Mit diesen ersten Versuchen sollte
festgestellt werden, ob sich durch den Einsatz verschiedener Kombinationen der drei
Kuhstallbakterien synergistische Effekte auf die Zytokinfreisetzung erzielen lassen. Im
Allgemeinen spricht man von Synergismus, wenn die Gesamtwirkung grofRer ist als die
Summe der Einzelwirkungen. Der Summe der Einzelwirkungen entspricht im Kontext der
Zytokinfreisetzung eine Addition der freigesetzten Zytokinmengen nach Einzelstimulation,
die Gesamtwirkung lasst sich jeweils an der Zytokinfreisetzung, die durch eine Stimulation
mit der entsprechenden bakteriellen Kombination induziert wurde, festmachen. Um diesen
Anforderungen gerecht zu werden, wurden die humanen DCs nicht nur mit verschiedenen
Kombinationen von L. lactis, A. Iwoffii und S. sciuri, sondern zusatzlich noch mit jeweils allen
noétigen Konzentrationen (104-107 KBE/ml) der einzelnen Bakterien stimuliert. Um direkt in
den Abbildungen die Summe der Einzelwirkungen ablesen und mit der Gesamtwirkung
vergleichen zu kdnnen, wurden die jeweils drei Balken, die die Zytokinmengen anzeigen, die
nach Einzelstimulation mit L. lactis (blaue Balken), A. Iwoffii (rote Balken) oder S. sciuri
(grine Balken) gemessenen wurden, aufeinandergestapelt und direkt neben dem Balken
platziert, an dem die induzierte Zytokinmenge nach korrespondierender, simultaner
Stimulation abgelesen werden kann (grauer Balken). Wahrend also die grauen Balken einen
tatsachlich ermittelten Wert darstellen, geben die gestapelten Balken zwar fir sich alleine
genommen die tatsachlich gemessenen Werte wieder, in der Summe aber reprasentieren sie
nur einen theoretischen Wert. Die resultierende Darstellung der Messdaten der IL-6-
Freisetzung nach Einzel- vs. simultaner Simulation humaner DCs mit L. lactis, A. Iwoffii und S.
sciuri ist in Abb.18 zu sehen. Da die Auswirkungen einer Stimulation humaner DCs mit
jeweils einem der drei Bakterien bereits hinreichend beschrieben worden sind, liegt der
Fokus im Folgenden auf den Ergebnissen, die durch simultane Stimulation induziert wurden,
insbesondere im Vergleich zu der theoretischen Summe der Effekte, die auf den
entsprechenden Einzelstimulationen beruhen. Der theoretische Balken, der sich als Summe
aus den jeweils drei gestapelten Balken ergibt, wird fortan als , Additionsbalken”
(dreifarbiger Balken) bezeichnet, die jeweils acht Balken, die die Freisetzung nach

Stimulation mit gleichbleibender Konzentration eines der Bakterien (und gleichzeitiger
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Erhohung der Konzentration der anderen zwei) anzeigen, werden als ,,Gruppe“ oder ,,Block”

bezeichnet.
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Abb.18:Freisetzung von IL-6 aus humanen DCs nach Einzel- oder simultaner Stimulation mit L. lactis, A. Iwoffii

und S. sciuri

Humane DCs wurden entweder mit nur einem Bakterium (farbige, aufeinandergestapelte Balken; griine Balken: S. sciuri,
rote Balken: A. Iwoffii, blaue Balken: L. lactis; die Konzentration ist jeweils unter dem Balken in KBE/ml angegeben) oder mit
einem Gemisch der drei Bakterien (graue Balken, Konzentration ergibt sich aus der Summe der Konzentrationen der
Einzelstimulationen in KBE/ml) inkubiert. Nach 20 h wurden die Uberstinde gewonnen und der Zytokingehalt mittels ELISA
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n =5 Spendern.

A, Acinetobacter Iwoffii F78; K, Kombination; L, Lactococcus lactis G121; S, Staphylococcus sciuri W620

Bei Betrachtung der IL-6-Freisetzung (Abb.18) nach simultaner Stimulation (graue Balken)
lassen sich mit Ausnahme der Stimulationen, die 10’ KBE/ml L. lactis enthalten (ganz rechter
Block), eindeutige konzentrationsabhdngige Steigerungen der Zytokinfreisetzung erkennen.
So nimmt die detektierbare IL-6-Menge innerhalb eines jeden Blockes, also mit steigender A.
Iwoffii- und S. sciuri-Konzentration, zu und auch die Erhéhung der L. lactis-Konzentration in
den Gemischen fihrt zu einer Erh6hung der IL-6-Freisetzung, beispielsweise ist die
detektierte IL-6-Menge nach Stimulation mit dem Gemisch, das 10’ KBE/ml A. Iwoffii und S.
sciuri und 10° KBE/ml L. lactis enthielt, groBer als die, die durch Verwendung von 10’ KBE/ml

A. Iwoffii und S. sciuri zusammen mit nur 10°> KBE/ml L. lactis induziert wurde. Die maximale,
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durch simultane Stimulation induzierbare IL-6-Freisetzung wird durch die Kombinationen
erreicht, die 10’ KBE/ml L. lactis enthalten. Schon in Kombination mit 10* KBE/ml der
anderen zwei Bakterien kann ein Zytokingehalt gemessen werden, der im Mittel deutlich
Uber dem hochsten des vorherigen Blocks liegt (107+107+10° KBE/ml). Eine weitere
Steigerung kann aber nicht erreicht werden, die freigesetzte IL-6-Menge ist auch nach
Stimulationen mit hoheren Konzentrationen von A. Iwoffii und S. sciuri etwa gleich hoch,
beziehungsweise sinkt durch Stimulation mit 10’ KBE/ml jeden Bakteriums wieder auf ein
Niveau, das dem der 10’+10’+10° KBE/ml-Stimulation entspricht.

Vergleicht man die sezernierten IL-6-Mengen nach simultaner Stimulation (graue Balken) mit
denen, die durch rein additive Induktion sezerniert hatten werden konnen (dreifarbiger
Additionsbalken), so lassen sich eindeutig synergistische Effekte in Bezug auf die IL-6-
Freisetzung erkennen. Dies gilt fur Stimulationen, die 10’ KBE/ml L. lactis in Kombination mit
10" oder 10° KBE/ml A. Iwoffii und S. sciuri enthalten. In Kombination mit niedrigen

L. lactis-Konzentrationen hingegen fihren niedrige Konzentrationen von A. Iwoffii und S.
sciuri zu einer IL-6-Sezernierung, die der durch die jeweiligen Additionsbalken angezeigten in
etwa entspricht. Alle Stimulationsgemische, die 10° KBE/ml A. Iwoffii und S. sciuri enthalten,
bewirken im Zusammenspiel mit niedrigen L. lactis-Konzentrationen eine Freisetzung, die
jeweils in etwa der entspricht, die auch durch alleinige Stimulation mit A. Iwoffii in der
entsprechenden Menge hervorgerufen wird. Hohere Konzentrationen von L. lactis in
Verbindung mit 10° KBE/ml der anderen zwei Isolate fihren zu IL-6-Mengen, die jeweils
etwas geringer sind, als die Netto-Summen, die einer rein additiven Freisetzung entsprechen
wiirden. Alle simultanen Stimulationen, bei denen die hochsten Konzentrationen von A.
Iwoffii und S. sciuri verwendet wurden (10’ KBE/ml), fihren im Vergleich zu den
entsprechenden Einzelstimulationen zu einer deutlichen Reduktion des detektierbaren IL-6-
Gehalts im Uberstand. So liegen die ermittelten IL-6-Mengen im Mittel deutlich unter denen,
die durch alleinige Stimulation mit A. Iwoffii, in diesem Kontext dem starksten Induktor, in

der entsprechenden Konzentration bewirkt wurden.
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Abb.19:Freisetzung von TNF-a aus humanen DCs nach Einzel-oder simultaner Stimulation mit L. lactis, A. Iwoffii

und S. sciuri

Humane DCs wurden entweder mit nur einem Bakterium (farbige, aufeinandergestapelte Balken; griine Balken: S. sciuri,
rote Balken: A. Iwoffii, blaue Balken: L. lactis; die Konzentration ist jeweils unter dem Balken in KBE/ml angegeben) oder mit
einem Gemisch der drei Bakterien (graue Balken, Konzentration ergibt sich aus der Summe der Konzentrationen der
Einzelstimulationen in KBE/ml) inkubiert. Nach 20 h wurden die Uberstinde gewonnen und der Zytokingehalt mittels ELISA
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n =5 Spendern.

A, Acinetobacter Iwoffii F78; K, Kombination; L, Lactococcus lactis G121; S, Staphylococcus sciuri W620

Ein ahnliches Bild ergibt sich bei der Betrachtung der TNF-a-Freisetzung nach simultaner
beziehungsweise alleiniger Stimulation humaner DCs mit L. lactis, A. Iwoffii und S. sciuri
(Abb.19). Auch hier l3dsst sich eine konzentrationsabhdngige Steigerung der
Zytokinfreisetzung sowohl durch Erhéhung der A. Iwoffii- und S. sciuri- als auch der L. lactis-
Konzentration erkennen, mit Ausnahme der Stimulationen, die 10’ KBE/ml L. lactis enthalten
(ganz rechter Block). Die maximale, durch simultane Stimulation induzierte TNF-a-
Freisetzung ldsst sich nach Stimulation der DCs mit 10* KBE/ml A. Iwoffii und S. sciuri in
Verbindung mit 10’ KBE/ml L. lactis detektieren, eine weitere Erhéhung der A. Iwoffii- und S.
sciuri-Konzentrationen fiihrt zu einer Abnahme der Zytokininduktion, die Zytokinmenge, die

nach Inkubation mit je 10’ KBE/ml aller drei Bakterien gemessen wurde, liegt in etwa auf

63



Ergebnisse

dem Niveau, welches bereits durch die gleichen Konzentrationen von A. Iwoffii und S. sciuri
in Kombination mit nur 10* KBE/ml des Llactis bewirkt wurde.

Es lassen sich keine Hinweise auf eine synergistische Freisetzung von TNF-a nach simultaner
Stimulation mit A. Iwoffii, S. sciuri und L. lactis finden. Im Gegenteil, mit einigen Ausnahmen
ist die nach simultaner Stimulation detektierte Zytokinmenge oft deutlich geringer als die,
die durch rein additive Induktion freigesetzt worden ware (grauer Balken vs. dreifarbiger
Balken). Oftmals ist diese Menge sogar deutlich geringer als diejenige, die nach
Einzelstimulation mit dem jeweils starksten Induktor, der in der Kombination enthalten war,
gemessen werden konnte. Dieser Effekt ist besonders deutlich nach Stimulationen mit
Gemischen, die 10’ KBE/ml L. lactis enthielten, ausgepragt: die nach Inkubation der DCs mit
je 10’ KBE/ml aller drei Bakterien detektierte TNF-a-Menge z.B. entspricht nur etwa einem
Drittel der Menge, die bereits durch eine Stimulation mit 10’ KBE/ml L. lactis alleine
sezerniert wurde. Ausnahmen bezliglich dieser Beobachtungen stellen die simultanen
Stimulationen mit 10° KBE/ml L. lactis dar (dritter Block). Zusammen mit niedrigen
Konzentrationen der andern zwei Bakterien (104 und 10° KBE/ml) wird die Freisetzung von
TNF-a additiv induziert, eine simultane Stimulation in Kombination mit héheren A. Iwoffii-
und S. sciuri-Konzentrationen fihrt zu Zytokinmengen, die immer noch deutlich tGber den

hochsten, nach Einzelstimulation gemessenen Werten liegen.

Auch die Freisetzung des immunregulatorischen IL-10 aus DCs nach alleiniger und simultaner
Stimulation mit L. lactis, A. Iwoffii und S. sciuri wurde mittels ELISA untersucht (Abb.20). In
Bezug auf dieses Zytokin lassen sich die deutlichsten Konzentrationsabhangigkeiten
erkennen. Sowohl eine Erhéhung der A. Iwoffii- und S. sciuri- als auch der L. lactis-
Konzentration flihrt zu einem Anstieg der messbaren IL-10-Menge. Die maximale, durch
simultane Stimulation induzierte Zytokinmenge wird durch die Kombination A. Iwoffii und

S. sciuri 10" KBE/ml mit L. lactis 10° KBE/ml erreicht. Die weitere Erhohung der L. lactis-
Konzentration auf 10’ KBE/ml (ganz rechter Block) fihrt zwar in Verbindung mit den
Konzentrationen 10*-10° KBE/ml der anderen zwei Spezies im Vergleich zu den
entsprechenden Kombinationen des L. lactis 10° KBE/ml-Blockes (dritter Block) zu einem
Anstieg der Zytokinmengen, durch Kombination mit 10’ KBE/ml A. Iwoffii und S. sciuri aber
wird eine Zytokinmenge sezerniert, die etwas niedriger ist, als die entsprechende Menge, die

mit 10° KBE/ml L. lactis im Mix induziert wurde und ist vergleichbar mit der, die nach

64



Ergebnisse

Stimulation mit 10" KBE/ml A. Iwoffii und S. sciuri in Kombination mit nur 10* oder 10°

KBE/ml L. lactis gemessen werden konnte.

o5 IL-10-Freisetzung
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Abb.20:Freisetzung von IL-10 aus humanen DCs nach Einzel-oder simultaner Stimulation mit L. lactis, A. Iwoffii und

S. sciuri

Humane DCs wurden entweder mit nur einem Bakterium (farbige, aufeinandergestapelte Balken, Konzentration jeweils
unter Humane DCs wurden entweder mit nur einem Bakterium (farbige, aufeinandergestapelte Balken; griine Balken: S.
sciuri, rote Balken: A. Iwoffii, blaue Balken: L. lactis; die Konzentration ist jeweils unter dem Balken in KBE/ml angegeben)
oder mit einem Gemisch der drei Bakterien (graue Balken, Konzentration ergibt sich aus der Summe der Konzentrationen
der Einzelstimulationen in KBE/ml) inkubiert. Nach 20 h wurden die Uberstinde gewonnen und der Zytokingehalt mittels
ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n =5 Spendern.

A, Acinetobacter Iwoffii F78; K, Kombination; L, Lactococcus lactis G121; S, Staphylococcus sciuri W620

Durch fast alle Kombinationen der drei Bakterien wird eine IL-10-Freisetzung induziert, die
jeweils in etwa der entspricht, die durch rein additive Effekte induziert werden wiirde.
Ausnahmen bilden hierbei jeweils die Kombinationen, welche die hochsten Konzentrationen
von A. Iwoffii und S. sciuri beinhalten (jeweils duRerer, rechter, grauer Balken eines jeden
Blockes): hier ist die Zytokinmenge jeweils etwas geringer, als die, die durch rein additive
Freisetzung induziert werden kdnnte. Diese Beobachtung gilt allerdings nicht fir den Mix,
der 10° KBE/ml L. lactis enthalt (dritter Block), da dieser ebenfalls eine additive IL-10-

Freisetzung bewirkt. Es lassen sich also keine synergistischen Effekte beobachten,
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stattdessen wurde durch fast alle getesteten Bakteriengemische stets eine additive IL-10-
Sekretion induziert.

Hinsichtlich der ermittelten IL-12p70-Sezernierung nach simultaner vs. alleiniger Stimulation
mit A. Iwoffii, S. sciuri und L. lactis lasst sich teilweise eine inverse Beziehung zwischen

bakterieller Konzentration und freigesetzter IL-12p70-Menge erkennen (Abb.21).

191 IL-12p70-Freisetzung
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Abb.21:Freisetzung von IL-12 aus humanen DCs nach Einzel-oder simultaner Stimulation mit L. lactis, A. lwoffii

und S. sciuri

Humane DCs wurden entweder mit nur einem Bakterium (farbige, aufeinandergestapelte Balken; griine Balken: S. sciuri,
rote Balken: A. /woffii, blaue Balken: L. lactis; die Konzentration ist jeweils unter dem Balken in KBE/ml angegeben) oder mit
einem Gemisch der drei Bakterien (graue Balken, Konzentration ergibt sich aus der Summe der Konzentrationen der
Einzelstimulationen in KBE/ml) inkubiert. Nach 20 h wurden die Uberstande gewonnen und der Zytokingehalt mittels ELISA
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n =5 Spendern.

A, Acinetobacter Iwoffii F78; K, Kombination; L, Lactococcus lactis G121; S, Staphylococcus sciuri W620

Zwar induzieren die Kombinationen mit den hdéheren Konzentrationen von L. lactis im
Vergleich auch jeweils eine starkere Freisetzung (steigen also von Block zu Block), die
Erhéhung der A. Iwoffii- und S. sciuri-Konzentrationen bei gleichbleibender L. lactis-
Konzentration aber fiihrt jeweils zu einer Abnahme der detektierbaren Zytokinmenge
(nehmen also innerhalb eines Blockes ab). Die groBte IL-12p70-Menge nach simultaner
Stimulation wird folglich durch Kombination von 10* KBE/ml A. Iwoffii und S. sciuri mit 10’

KBE/ml L. lactis induziert. Generell bewirken alle Behandlungen der DCs mit Gemischen, die
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niedrige Konzentrationen von A. Iwoffii und S. sciuri enthalten eine IL-12p70-Freisetzung, die
in etwa das Niveau erreicht, das durch additive Freisetzung induziert werden kénnte. Hohere
Konzentrationen von A. Iwoffii und S. sciuri fiihren zu einer stark verminderten Sezernierung
von IL-12p70, meist wird nur eine Menge freigesetzt, die auch in etwa durch alleinige
Stimulation mit A. Iwoffii oder S. sciuri, die beide generell nur eine geringe IL-12p70-
Freisetzung bewirken, in der entsprechenden Konzentration induziert wird. Dieser Effekt
wird besonders in Verbindung mit hohen L. lactis-Konzentrationen deutlich. So entsprechen
die gemessenen IL-12p70-Mengen nach Stimulation humaner DCs mit einem Mix aus 10’
KBE/ml L. lactis und 10° oder 10’ KBE/ml A. Iwoffii und S. sciuri nur etwa einem Zehntel
derer, die nach Einzelstimulation mit 10’ KBE/ml des L. lactis, dem stirksten IL-12p70-
Induktor, detektiert werden konnten, beziehungsweise gerade einmal der Menge, die durch

alleinige Stimulation mit dem schwachsten IL-12p70-Induktor (S. sciuri) erreicht wird.

Bisher wurden nur die Daten gezeigt, die auf Verwendung von Stimulationsgemische
basieren, in denen die Konzentrationen von A. Iwoffii und S. sciuri jeweils identisch waren
und die Konzentrationen des L. lactis entsprechend variiert wurden. Diese Versuche wurden
auch mit Kombinationen durchgefiihrt, bei denen entweder identische Konzentrationen von
A. Iwoffii und L. lactis oder S. sciuri und L. lactis mit verschiedenen Konzentrationen des
jeweils dritten Bakteriums durchgefiihrt wurden. Diese Daten kdnnen im Anhang eingesehen
(siehe Anhang, ab S. 133) werden. Zudem werden die Ergebnisse aller drei Datenséatze
beziiglich der Freisetzung jeweils eines Zytokins im Folgenden zusammengefasst:

Enthielt das Bakteriengemisch zwei Bakterien in niedrigen Konzentrationen (10* oder 10°
KBE/ml), bewirkt eine Stimulation mit diesem unabhangig von der Konzentration des dritten
Bakteriums stets eine additive IL-6-Freisetzung (Abb.38, S.133). Ausnahmen diesbeziglich
stellen die Kombination von 10* oder 10° KBE/ml A. Iwoffii und S. sciuri in Verbindung mit 10°
oder 10’ KBE/ml L. lactis und L. lactis und S. sciuri in 10° KBE/ml + 10° KBE/ml A. Iwoffii dar,
da sie eindeutig zu einer synergistischen IL-6-Freisetzung flihren. Wurden zwei der drei
Bakterien in einer Konzentration von 10° KBE/ml verwendet, liegen die detektierten
Zytokinmengen grofStenteils auf einem etwas niedrigerem Niveau, als das, welches einer rein
additiven Induktion entsprechen wiirde, die Mengen sind aber stets groRRer als die, die durch
eines der Bakterien in entsprechender Konzentration alleine induziert werden. Dies trifft

allerdings nicht auf die Kombination S. sciuri und L. lactis 10° KBE/ml + A. Iwoffii 10* KBE/ml
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zu, denn auch hier lasst sich ein synergistischer Effekt auf die IL-6-Sezernierung erkennen.
Die Stimulationen mit Kombinationen, in denen zwei Bakterien in der hochsten, getesteten
Konzentration (107 KBE/ml) verwendet wurden, fihrte unabhangig von der Konzentration
des dritten Bakteriums stets zu Zytokinmengen, die geringer waren, als die, die durch
alleinige Stimulation mit dem jeweils starksten Induktor des Gemisches bewirkt wurden,
jedoch hoher waren als die, welche durch Einzelstimulation mit dem jeweils schwachsten
Induktor freigesetzt wurden.

Die Effekte einer Stimulation humaner DCs mit verschiedenen Kombinationen von A. Iwoffii,
S. sciuri und L. lactis auf die TNF-a-Freisetzung (Abb.39, S.134) sind dullerst vielfaltig, lassen
sich aber wie folgt zusammenfassen: Befanden sich von zwei der Bakterien 10* oder 10°
KBE/ml in dem Stimulationsgemisch, so entspricht die resultierende Zytokinmenge einer
additiven Freisetzung, wenn das dritte Bakterium wie folgt konzentriert war:

A. Iwoffii: bis zu einer Konzentration von 10° KBE/ml

L. lactis: bis zu einer Konzentration von 10° KBE/ml

S. sciuri: bis zu einer Konzentration von 10’ KBE/ml.

Die Kombination hdherer Konzentrationen der Isolate fiihrt zur Sezernierung von TNF-a-
Mengen, die zwischen denen liegt, die durch alleinige Stimulation mit dem jeweils starksten
und schwachsten TNF-a-induzierenden Bakterium erreicht werden kénnen. Es fallt auf, dass,
sobald eine der Komponenten in einer héheren Konzentration als 10> KBE/ml verwendet
wurde, ein Zytokinniveau erreicht wird, welches auch durch eine weitere Erhéhung der
bakteriellen Konzentration nicht deutlich tGberschritten wird: so liegen alle TNF-a-Mengen,
die nach Stimulation mit mindestens 2x10* +1x10° KBE/m| Gesamtbakterienkonzentration
gemessen wurden, auf etwa gleicher Hohe. Diese Beobachtung gilt aber nur fir
Stimulationen, bei denen die Konzentration von A. Iwoffii oder S. sciuri variiert wurden,
wahrend die anderen zwei Stimuli in jeweils gleicher Konzentration verwendet wurden
(Abb.39, S.134). Die Daten, die durch Stimulation humaner DCs mit variierenden L. lactis-
Konzentrationen entstanden sind, wurden bereits besprochen (vgl. Abb.19, S.63) und weisen
diese Tendenzen nicht auf.

Das Bild der durch simultane Stimulation induzierten IL-10-Freisetzung hingegen ist sehr
eindeutig: Mit Ausnahme der Kombinationen, die 10’ KBE/ml von mindestens zwei der
Bakterien enthalten, fiihren alle anderen verwendeten Gemische zu einer additiven IL-10-

Freisetzung (Abb.40, S.135).
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Die drei Datensatze der IL-12p70-Messungen unterscheiden sich sehr stark voneinander,
weshalb die zwei nicht gezeigten Abbildungen an dieser Stelle einzeln zusammengefasst
werden. Die Effekte, die sich durch Stimulationen mit Kombinationen, in denen L. lactis und
S. sciuri jeweils in gleichen Konzentrationen eingesetzt wurden (Abb. 41, S.136), ergeben,
sind dullerst divers und lassen keine eindeutige Konzentrationsabhdngigkeit erkennen.
Grundsatzlich wird durch keines der getesteten Gemische eine additive, geschweige denn
synergistisch IL-12p70-Freisetzung erreicht. Nach Stimulationen mit Kombinationen, die 10°
oder 10’ KBE/ml A. Iwoffii enthielten, lassen sich tendenziell etwas hohere IL-12p70-Mengen
nachweisen als wenn A. Iwoffii in 10* oder 10° KBE/ml vorlag. Innerhalb eines Datenblockes
(also bei gleichbleibender A. Iwoffii-Konzentration und variierender L. lactis- und S. sciuri-
Konzentration) nimmt die gemessene IL-12p70-Menge mit steigender L. lactis und S. sciuri-
Konzentration bis 10° KBE/ml leicht zu und liegt nach Verwendung von 10’ KBE/ml wieder
auf etwa dem Niveau, welches auch durch die Kombination, die je 10* KBE/ml dieser zwei
Bakterien in diesem Block enthielt, induziert wird.

In Bezug auf die Effekte, die sich durch Behandlung der DCs mit Gemischen ergaben, bei
denen die Konzentrationen von L. lactis und A. Iwoffii gleich waren (Abb. 41, S.136), lassen
sich deutlichere Muster erkennen. Innerhalb eines Blockes steigen die freigesetzten IL-
12p70-Mengen mit steigender Konzentration von L. lactis und A. Iwoffii bis zu einer
Konzentration von 10° KBE/ml an, nach Verwendung von 10’ KBE/ml ist das Zytokinniveau
wieder deutlich geringer. Die Erhéhung der S. sciuri-Konzentration wirkt sich bis
einschlieRlich 10° KBE/ml nur minimal steigernd auf die IL-12p70-Sekretion aus
(beispielsweise wurden durch Stimulation mit je 1x10° KBE/ml L. lactis und A. Iwoffii in
Kombination mit 10°, 10° oder 10° KBE/ml S. sciuri jeweils nahezu identische Zytokinmengen
induziert). Nach Behandlung der DCs mit Gemischen, die 10’ KBE/ml S. sciuri enthielten, l3sst
sich aber eine deutliche Erhohung der IL-12p70-Mengen im Vergleich zu den

entsprechenden Kombinationen mit geringerer S. sciuri-Konzentration feststellen.
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3.4 Analyse der Effekte, die durch simultane Stimulation humaner DCs mit

fiinf Kuhstallbakterien induziert werden

3.4.1 Freisetzung von Schliisselzytokinen

Diese ersten Analysen der Zytokinfreisetzung nach Stimulation humaner DCs machen
deutlich, dass eine Kombination von L. lactis, A. Iwoffii und S. sciuri nur selten zu
synergistischen Effekten fihrt. Vielmehr lassen sie vermuten, dass eine simultane
Stimulation im Vergleich zu Einzelstimulationen nicht nur eine andere Art/Stirke der
Aktivierung humaner DCs bewirkt (verdnderte Freisetzung der proinflammatorischen
Zytokine IL-6 und TNF-a anhand welcher oft auch die Aktivierung humaner DCs bemessen
wird), sondern auch zu einer veranderten T-Zellpolarisierungskapazitat der DCs flihren kann
(veranderte IL-10- und IL-12p70-Freisetzung). Aus diesem Grunde wurden die beiden
ebenfalls allergieprotektiven Kuhstallbakterien Jeotgalicoccus psychrophilus W713 (J.
psychro.) und Lactobacillus  curvatus  (Lb. curvatus), deren grundlegenden
immunmodulatorischen Eigenschaften in dieser Arbeit untersucht und bereits gezeigt
wurden (siehe 3.1, S.40), mit in das Gemisch fiir die simultane Stimulation humaner DCs
aufgenommen und zunachst erneut die Freisetzung der vier Zytokine IL-6, TNF-a, IL-10 und
IL-12p70 analysiert.

Auch hier galt es anfangs, die Summe der Einzelwirkungen direkt mit der Gesamtwirkung
vergleichen zu kdnnen, weshalb sich auch hier der Darstellung der Zytokinfreisetzung mittels
Additionsbalken bedient wurde (finffarbige Balken). Um die Anzahl auszutestender
Stimulationsgemische zu reduzieren, wurden nur Kombinationen verwendet, in denen von
allen flinf Bakterien die gleiche Konzentration enthalten war. Um die Gesamtbakterienlast
pro Zelle beriicksichtigen zu kdnnen, wurden von allen Kombinationen zwei verschiedene
Konzentrationen fiir die DC-Stimulationen verwendet: zum einen 1x10* KBE/ml, die sich aus
0,2x10* KBE/ml je Bakterium zusammensetzen (gestreifte graue Balken), und 5x10* KBE/ml,
die sich aus 1x10* KBE/ml je Bakterium zusammensetzen (graue Balken). De facto bedeutet
dies, dass die Gesamtbakterienmenge der Kombinationen entweder den entsprechenden
Konzentrationen der Einzelstimulationen (gestreifter grauer Balken vs. farbiger Balken) oder
der Summe aller zur Einzelstimulation verwendeten Konzentrationen (grauer Balken vs.
flinffarbiger Additionsbalken) entspricht. Die aus diesen Anforderungen hervorgehende

Darstellungsweise der Zytokinfreisetzung nach alleiniger vs. simultaner Stimulation lasst sich
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z.B. an Abb.22, welche die Freisetzung von IL-6 nach Stimulation humaner DCs illustriert,

erkennen.
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Abb.22:Freisetzung von IL-6 aus humanen DCs nach Einzel-oder simultaner Stimulation mit L. lactis, A. Iwoffii, S. sciuri,
Lb. curvatus und J. psychrophilus

Humane DCs wurden entweder mit nur einem der angegebenen Bakterien (farbige Balken), einem Gemisch der fiinf
Bakterien (graue Balken), Medium (Ktr, weiRer Balken) oder 100 ng/ml LPS (LPS, hellgrauer Balken) inkubiert. Nach 20 h
wurden die Uberstande gewonnen und der Zytokingehalt mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardfehler von n =6 Spendern.

Die durch simultane Stimulation mit L. lactis, A. Iwoffii, S. sciuri, Lb. curvatus und J.
psychrophilus induzierte IL-6-Freisetzung (graue Balken, mit und ohne Streifen) zeigt eine
eindeutige Konzentrationsabhangigkeit. Erst nach Inkubation der DCs mit 5x10° KBE/ml
(grauer Balken) werden IL-6-Mengen freigesetzt, die Uber denen der nicht stimulierten DCs
liegen (Ktr). Wahrend die Verdopplung der bakteriellen Konzentration auf 1x10° KBE/ml
(grauer, gestreifter Balken) sich kaum auf die freigesetzte Zytokinmenge auswirkt, bewirkt
die Erhohung auf 5x10° KBE/ml (grauer Balken) im Mittel eine mehr als doppelt so hohe IL-6-
Auschittung. Diese stellt auch die maximal durch simultane Stimulation erreichbare IL-6-
Menge dar, nach Stimulation mit den beiden héher konzentrierten Gemischen (1x10’ und
5x10’ KBE/ml) werden IL-6-Mengen detektiert, die im Mittel etwas unter diesem Maximum
liegen, aber hoher sind als die durch 1x10° KBE/ml induzierten. Beim Vergleich der
gemessenen IL-6-Mengen nach simultaner Stimulation (graue Balken, mit und ohne Streifen)
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mit denen, die durch die Additionsbalken angezeigt werden (flinffarbige Balken), wird
ersichtlich, dass die Kombination der fiinf Bakterien weder zu einer synergistischen, noch zu
einer additiven IL-6-Freisetzung flihrt. Vielmehr wird durch die Stimulation mit 5x10° KBE/m
eine IL-6-Induktion bewirkt, die in etwa auf dem Niveau liegt, das auch nach
Einzelstimulation mit dem starksten IL-6-Induktor in dieser Konzentration (S. sciuri)
freigesetzt wurde. Alle anderen Kombinationen flihren zur Freisetzung von IL-6-Mengen, die
deutlich geringer sind als diejenigen, die durch alleinige Stimulation mit dem jeweils
starksten IL-6-induzierendem Bakterium freigesetzt wurden. Beispielsweise fiihrt die
Behandlung humaner DCs mit einer Mischung der finf Bakterien in einer
Gesamtkonzentration von 1x10’ KBE/ml (grauer Balken mit Streifen) zu einer IL-6-
Sezernierung, die in etwa ein Drittel derer ausmacht, die nach alleiniger Stimulation mit der

gleichen L. lactis-Konzentration gemessen werden kann (blauer Balken).

TNF-a-Freisetzung
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Abb.23:Freisetzung von TNF-a aus humanen DCs nach Einzel-oder simultaner Stimulation mit L. lactis, A. Iwoffii, S. sciuri,
Lb. curvatus und J. psychrophilus

Humane DCs wurden entweder mit nur einem der angegebenen Bakterien (farbige Balken), einem Gemisch der flinf
Bakterien (graue Balken), Medium (Ktr, weiRer Balken) oder 100 ng/ml LPS (LPS, hellgrauer Balken) inkubiert. Nach 20 h
wurden die Uberstinde gewonnen und der Zytokingehalt mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardfehler von n =6 Spendern.

72



Ergebnisse

Die Daten der TNF-a-Freisetzung (Abb.23) zeigen ein dhnliches Bild wie die IL-6-Daten: Zwar
werden hier nur 5x10* KBE/ml des Bakteriengemisches benétigt, um eine Ausschittung zu
bewirken, die starker ist als die der reinen Mediumbehandlung (IL-6: 5x10°> KBE/ml), doch
auch in diesem Kontext flhrt die weitere Erhéhung der Stimulationskonzentration zur
Zunahme der gemessenen TNF-a-Freisetzung, bis die maximale Induktion durch Stimulation
mit 5x10° KBE/ml erreicht wird und das Zytokinniveau durch schrittweise Erhéhung der
bakteriellen Konzentration ebenfalls schrittweise absinkt. Auffallig ist, dass eine
Konzentrationsverdopplung der Bakterienkombination kaum Auswirkungen auf die
sezernierte TNF-a-Menge zeigt, die Verfunffachung hingegen bis zu einer
Gesamtkonzentration von 5x10° KBE/ml meist zu einer Zunahme des detektierten
Zytokingehaltes fiihrt. So liegen die induzierten Mengen nach Stimulation mit 5x10* und
1x10° KBE/ml, 5x10° und 1x10° KBE/ml und 5x10° und 1x10’ KBE/ml jeweils auf fast
identischen Niveaus. Auch in Bezug auf die TNF-a-Freisetzung zeigt sich, dass die Stimulation
humaner DCs mit den hdoher konzentrierten Kombinationen im Vergleich zu den
Einzelstimulationen eine Reduzierung der TNF-a-Sekretion bewirkt. Beispielsweise ist die
Menge an gemessenem TNF-a nach DC-Stimulation mit der Kombination der fiinf Bakterien
in einer Gesamtkonzentration von 1x10° KBE/ml weniger als halb so groR, wie diejenige, die
nach alleiniger Stimulation mit der gleichen Menge A. Iwoffii ermittelt werden kann.
Dennoch liegen alle durch simultane DC-Stimulation hervorgerufenen TNF-a-Mengen (iber
dem Niveau, das nach Einzelbehandlung mit dem jeweils am geringsten aktiven Bakterium in
der gleichen Konzentration gemessen wurde.

Dieser reduzierende Effekt, der durch die Stimulation mit Gemischen, die hohe
Konzentrationen der einzelnen Bakterien enthalten, vermittelt wird, wird noch deutlicher

bei Betrachtung der ELISA-Daten bezlglich der IL-12p70-Freisetzung (Abb.24).
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IL-12p70-Freisetzung
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Abb.24:Freisetzung von IL-12p70 aus humanen DCs nach Einzel-oder simultaner Stimulation mit L. lactis, A. Iwoffii,

S. sciuri, Lb. curvatus und J. psychrophilus

Humane DCs wurden entweder mit nur einem der angegebenen Bakterien (farbige Balken), einem Gemisch der flinf
Bakterien (graue Balken), Medium (Ktr, weiRer Balken) oder 100 ng/ml LPS (LPS, hellgrauer Balken) inkubiert. Nach 20 h
wurden die Uberstinde gewonnen und der Zytokingehalt mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardfehler von n =6 Spendern.

Die simultane Stimulation humaner DCs fuhrt erst mit einer Gesamtkonzentration von
mindestens 5x10°> KBE/ml (grauer Balken) zu einer deutlichen IL-12p70-Freisetzung. Nach
Stimulation mit der doppelten Konzentration des Gemisches (1x10° KBE/ml, gestreifter
grauer Balken) ist der gemessene IL-12p70-Gehalt im Mittel minimal hoher (1,35 ng/ml vs.
1,58 ng/ml), durch die noch héher konzentrierte Stimulation (5x106KBE/mI) aber verringert
sich die IL-12p70-Menge wieder und liegt unter dem Niveau, das durch Stimulation mit
5x10°> KBE/ml induziert wurde. Nach Behandlung der DCs mit den héchsten, angewandten
Konzentrationen wird das Zytokin nur noch in geringsten Mengen (1x10’ KBE/ml) oder gar
nicht mehr (5x10” KBE/ml) freigesetzt.

Wihrend die nach Stimulation mit 5x10° KBE/ml freigesetzte IL-12p70-Menge fast der einer
additiven Induktion entspricht (Hohe des fiinffarbigen Additionsbalkens), reicht die durch
Stimulation mit 1x10° oder 5x10° KBE/ml des Bakteriengemisches sezernierte IL-12p70-

Menge nicht an die durch 10° KBE/ml A. Iwoffii (roter Balken) oder L. lactis (blauer Balken)
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induzierte heran, sondern befindet sich auf einem Niveau, das zwischen denen liegt, die
durch Inkubation mit den beiden nur wenig IL-12p70-induzierenden Bakterien S. sciuri

(griner Balken) und Lb. curvatus (gelber Balken) erreicht wurden.

Die IL-10-Sezernierung, die nach simultaner Stimulation festgestellt werden konnte, ist unter
Verwendung einer Gesamtbakterienlast von 5x10%, 5x10° und 1x10° KBE/ml vergleichbar
(Abb.25, graue Balken, mit und ohne Streifen). Erst eine Erhdhung der Konzentration des
Bakteriengemisches auf 5x10° KBE/ml (grauer Balken) fiihrt zu einer deutlichen Steigerung
der IL-10-Freisetzung. Ahnlich wie bereits fiir die Sezernierung von TNF-a beschrieben, fiihrt
die Stimulation mit der doppelten Gesamtbakterienlast (1x10’ KBE/ml, gestreifter grauer
Balken) nicht zu einer starkeren Ausschittung des Zytokins, nach Inkubation der DCs mit
5x10” KBE/ml (grauer Balken) aber ist ein starker Anstieg der detektierbaren IL-10-Menge zu
verzeichnen. Durch diese Stimulation wird auch die maximale, durch simultane Stimulation

induzierbare IL-10-Menge freigesetzt.

IL-10-Freisetzung
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Abb.25:Freisetzung von IL-10 aus humanen DCs nach Einzel-oder simultaner Stimulation mit L. lactis, A. Iwoffii, S. sciuri,
Lb. curvatus und J. psychrophilus

Humane DCs wurden entweder mit nur einem der angegebenen Bakterien (farbige Balken), einem Gemisch der flinf
Bakterien (graue Balken), Medium (Ktr, weiRer Balken) oder 100 ng/ml LPS (LPS, hellgrauer Balken) inkubiert. Nach 20 h
wurden die Uberstinde gewonnen und der Zytokingehalt mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardfehler von n =6 Spendern.
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Auch in Bezug auf die durch simultane Stimulation induzierte IL-10-Freisetzung lassen sich
weder synergistische noch additive Effekte durch Kombination von L. lactis, A. Iwoffii, S.
sciuri, Lb. curvatus und J. psychro. bewirken. Dennoch fiihren die simultanen Stimulationen
zumindest mit 5x10* KBE/ml stets zu IL-10-Mengen, die immer mindestens auf dem Niveau
liegen, welches durch alleinige Stimulation mit 1x10* KBE/ml des jeweils stirksten IL-10-
induzierendem Bakterium liegen, eine Beobachtung, die auf keines der anderen drei

untersuchten Zytokine zutrifft.

Die Daten bezlglich der Freisetzung der Zytokine IL-6, TNF-a, IL-12p70 und IL-10 nach
simultaner vs. alleiniger Stimulation mit den flinf Kuhstallisolaten lassen sich wie folgt
zusammenfassen: Die Effekte einer Kombination auf die Freisetzung der beiden
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a sind fast identisch: es lassen sich eindeutige
Konzentrationsabhdngigkeiten erkennen, die maximale Zytokinfreisetzung wird in beiden
Fillen durch die Kombination von 1x10° KBE/ml je Bakterium induziert, héher konzentrierte
Gemische fiihren zu einer Abnahme der Induktion. Selbst die hdchsten gemessenen
Zytokinmengen liegen deutlich unter den Niveaus, die nach Einzelstimulation mit dem
jeweils starkstem Bakterium in der gleichen Konzentration detektiert wurden. Auch in Bezug
auf IL-12p70 zeigt sich bis zu einer Stimulationskonzentration von 1x10° KBE/ml mit
steigender bakterieller Konzentration auch eine hohere Freisetzung. Die gleichzeitige
Behandlung humaner DCs mit hohen Konzentrationen aller finf Bakterien
(Gesamtbakterienlast 1x10’ oder 5x10’ KBE/ml) allerdings fiihrt zu einer deutlichen
Inhibierung der IL-12p70-Sezernierung, es konnten keine oder nur duRerst geringe Mengen
von IL-12 p70 detektiert werden. Das immunregulatorische IL-10 ist das einzige der in dieser
Arbeit analysierten Zytokine, welches auch nach DC-Behandlung mit hohen Konzentrationen
des 5er-Gemisches in vergleichsweise groBen Mengen freigesetzt wird. Wahrend selbst die
maximal durch simultane Stimulation freigesetzten Mengen von IL-6, TNF-a und IL-12 p70 je
nur einem Bruchteil der Menge entsprechen, die theoretisch durch additive Effekte
freigesetzt hatte werden kénnen (IL-6: 67 von 211 ng/ml (32 %), TNF-a: 67 von 230 ng/ml
(29 %), IL-12 p70: 1,58 von 12 ng/ml (13 %)), entspricht die simultan induzierte IL-10-Menge
immerhin 54 % der Menge, die durch rein additive Induktion freigesetzt worden ware

(ausgehend vom Mittelwert).
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3.4.2 Reifungsinduktion humaner DCs

Die bisher gezeigten Daten unterstlitzen die bereits angedeutete Hypothese, dass die
gleichzeitige Verwendung mehrerer, verschiedener Kuhstallbakterien bei der Stimulation
humaner DCs im Vergleich zu den entsprechenden Einzelstimulationen zu einer veranderten
Aktivierung und zur Induktion eines anderen T-Zell-Polarisierungsphanotyps fuhrt. Aus
diesem Grunde wurde auch in diesem Abschnitt eine Reihe von Analysen durchgefiihrt, die
Aufschluss Uber die Bakterien-induzierte T-Zell-Polarisation - DC-vermittelt oder direkt in
Kokulturen - geben kdnnen.

Zu diesem Zweck wurde zunachst erneut die Bakterien-induzierte Reifung der stimulierten
DCs anhand der Oberflachenexpression von CD80 und CD86 mittels FACS-Analysen
Uberprift. Da durch Stimulationen mit der Kombination von 1x10’ KBE/m jeden Bakteriums
(5x10” KBE/ml Gesamtbakterienlast) in den bisherigen Versuchen die stirksten Effekte
erzielt werden konnten, wurden alle weiteren Experimente mit dieser Konzentration
durchgefihrt, um auch weiterhin Vergleiche mit den Einzelstimulationen anstellen zu
konnen, wurde zusatzlich die Kombination mit einer Gesamtkonzentration von 1x10’ KBE/ml
verwendet, wobei dies aus methodischen Griinden bei Kokultur-Versuchen nicht

durchsetzbar war.
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Abb.26:Expression kostimulatorischer Molekiile auf humanen DCs nach Einzel-oder simultaner Stimulation mit L. lactis,
A. lwoffii, S. sciuri, J. psychrophilus und Lb. curvatus

Humane DCs wurden fiir 20 h entweder mit 1x10’ KBE/ml von nur einem der angegeben Bakterien, 1x10’ KBE/ml des
Gemisches der funf Bakterien (O,2x107 KBE/ml je Bakterium, K1), 5x10’ KBE/ml des Gemisches der funf Bakterien (1x107
KBE/ml je Bakterium, K5), Medium oder 100 ng/ml LPS inkubiert und die Oberflachenexpression von CD80 und CD86 mittels
FACS bestimmt. Dargestellt sind die mittleren Fluoreszenzintensitdaten (MFI) mit Median von n =6 Spendern normalisiert auf
die jeweiligen Medium-Kontrollen.

A, Acinetobacter Iwoffii F78; ), Jeotgalicoccus psychrophilus W713; K1, Kombination, Gesamtkonzentration 1x10’ KBE/ml;

K5, Kombination, Gesamtkonzentration 5x10’ KBE/ml L, Lactococcus lactis G121; Lb, Lactobacillus curvatus; S,
Staphylococcus sciuri W620
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Wie aus den bereits in der vorliegenden Arbeit gezeigten Daten oder aus vorherigen

173131 "sind alle funf Bakterien in der Lage, eine Hochregulation der

Dissertationen bekannt
kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 zu induzieren, lediglich in der Starke dieser
Induktion unterscheiden sich die einzelnen Spezies voneinander (Abb.26).

Die simultane Stimulation der DCs mit einer Gesamtzahl von 1x10’ KBE/ml (K1) bewirkt im
Median die starkste bakteriell-induzierte Hochregulation von CD80 (Abb.26, links). Die
funffache Konzentration des Bakteriengemisches (5x10” KBE/ml, K5) fiihrt im Vergleich zu
einer tendenziell niedrigeren Expression von CD80, der Median liegt auf etwa derselben
Hohe, wie die nach Behandlung mit 1x10” KBE/ml von A. Iwoffii oder J. psychrophilus
ermittelten Mediane, die in diesem Datensatz die geringsten Induktionen anzeigen. Bei
Betrachtung der Einzelwerte aber lassen sich -abgesehen von den Daten der LPS-Stimulation,
welche insgesamt zur hochsten Induktion fihrt- die jeweils hdochsten Expressionsniveaus
nach Stimulation mit L. /actis oder der Kombination K1 ausmachen. Die CD86-Expression
wird grundsatzlich durch alle verwendeten Stimuli deutlich starker hochreguliert als die von
CD80 (Abb.26, rechts). Die Mediane der beiden simultanen Stimulationen (K1 und K5) liegen
auf etwa gleicher Hohe und sind etwas hoher als alle Mediane der Einzelstimulationen, die
ebenfalls alle auf nahezu gleicher Hohe liegen. Die Datenpunkte, die jeweils deutlich

aullerhalb des Bereichs der Verteilung der restlichen Daten liegen, stammen alle von dem

gleichen DC-Spender.

3.4.3 Einfluss auf die Ty1-Polarisierung

Um der Frage nach einer veranderten T-Zell-Polarisierungskapazitait humaner DCs nach
simultaner Stimulation mit den fiinf Kuhstallisolaten weiter nachzugehen, wurden eine Reihe
T-Zell-polarisierender Molekiile untersucht, zunachst diejenigen, welche mit der Ausrichtung
einer T-Zellantwort zugunsten von Tyl-Zellen in Verbindung gebracht werden. Neben der
Freisetzung von IL-12p70 (siehe Abb.21, S.66) wurde zusétzlich die Induktion der ebenfalls

Tyl-polarisierenden Zytokine IL-18 und IFN- auf Proteinebene untersucht.
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Abb.27:Expression der IL-18- und IFN-B-mRNA in humanen DCs nach Einzel-oder simultaner Stimulation mit L. lactis,
A. lwoffii, S. sciuri, Lb. curvatus und J. psychrophilus

Humane DCs wurden fiir 0, 3, 6 und 12 h mit 10” KBE/ml der angegebenen Bakterien, 1x10” KBE/mI des Gemisches der
funf Bakterien (K1), 5x10° KBE/mI des Gemisches der fiinf Bakterien (K5), Medium (Ktr) oder 100 ng/ml LPS inkubiert.
Nach Gewinnung der RNA und anschlieBender reversen Transkription wurde die Expression mittels gPCR relativ zu den
Referenzgenen HPRT, B2M und PGK1 bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n=6-7 Spendern.

Bei Betrachtung der relativen Expressionsdaten der IL-18-mRNA (Abb.27, links) wird
zunachst deutlich, dass diese bereits in unstimulierten DCs exprimiert wird (Ktr). Mit Bezug
auf diese konstitutive Expression wird die Expression durch alle Einzelstimulationen, die
Kombination von 0,2x10” KBE/ml je Bakterium (K1) und die Behandlung mit 100 ng/ml LPS
erhoht, wobei sich unter all diesen Bedingungen eine dhnliche Kinetik mit einem Maximum
nach 6 und/oder 12 h zeigt. Die starkste Hochregulation zeigt sich unter Einfluss des L. lactis,
die schwachste nach Stimulation mit S. sciuri, J. psychrophilus oder K1. Nach simultaner
Stimulation huDCs mit einer Gesamtbakterienlast von 5x10” KBE/ml (K5) hingegen zeigt sich
im Vergleich zu den nicht stimulierten DCs keine Veranderung der Expression der IL-18-
mRNA.

Auch in Bezug auf die relative Expression der IFN-B-mRNA (Abb.27, rechts) lasst sich
erkennen, dass alle verwendeten Bakterien in der Lage sind, diese zu induzieren. Die finf
verschiedenen Kuhstallisolate fiihren hierbei zu sehr unterschiedlichen Kinetiken und auch
relativen Mengen der IFN-B-mRNA. Die zeitlichen Verlaufe der relativen Expression nach
simultaner Stimulation sind unter Verwendung beider Gesamtkonzentrationen vergleichbar:
Nach 3-stlindiger Stimulation wird das jeweilige Maximum erreicht, welches nach weiteren 3
h immer noch nachweisbar ist. Nach 12-stiindiger Inkubation der Zellen mit 1x10’ KBE/ml
des Bakteriengemisches ist die mRNA-Menge im Vergleich zur Ausgangsmenge (Oh-Wert)
immer noch leicht erhoéht, nach simultaner Stimulation mit der finffachen

Gesamtkonzentration hingegen wurde nach 12 h eine Menge detektiert, die auch in etwa in
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unstimulierten Zellen festgestellt werden kann (Oh-Wert). Im Vergleich ist die relative
Expression nach Behandlung mit 1x10” KBE/ml etwas héher als nach Behandlung mit 5x10’
KBE/ml, insgesamt liegen aber alle nach simultaner Stimulation gemessenen Werte deutlich
unter den korrespondierenden Werten, die nach Einzelstimulation ermittelt wurden.
Lediglich in Bezug auf die Mengen, die durch Stimulation mit J. psychrophilus, dem
Bakterium, das die schwachste Expression induziert, bewirken die simultanen Stimulationen
eine etwas hohere Expression der IFN-B-mRNA.

Des Weiteren wurden die mRNA-Expressionen der beiden Tyl-assoziierten
Oberflachenmolekile ICAM-1 und DLL4 mittels RT-gqPCR liber einen Zeitraum von 12 h nach

alleiniger vs. simultaner Stimulation untersucht.
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Abb.28:Expression der ICAM-1- und DLL4-mRNA in humanen DCs nach Einzel-oder simultaner Stimulation mit L. lactis,
A. lwoffii, S. sciuri, Lb. curvatus und J. psychrophilus

Humane DCs wurden fiir 0, 3, 6 und 12 h mit 10’ KBE/ml der angegebenen Bakterien, 1x10” KBE/mlI des Gemisches der
fiinf Bakterien (K1), 5x10° KBE/ml des Gemisches der fiinf Bakterien (K5), Medium (Ktr) oder 100 ng/ml LPS inkubiert.
Nach Gewinnung der RNA und anschlieBender reversen Transkription wurde die Expression mittels gPCR relativ zu den
Referenzgenen HPRT, B2M und PGK1 bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n=7 Spendern.

In Bezug auf die relative ICAM-1-mRNA-Expression induzieren alle verwendeten Stimuli die
gleiche Kinetik (Abb.28, links): nach 3-stlindiger Stimulation ist das jeweilige Maximum der
induzierbaren relativen mRNA-Menge erreicht, innerhalb der nachsten 9 h sinkt das
Expressionsniveau wieder ab, ist im Vergleich zur Mediumkontrolle nach 12 h aber immer
noch erhoht. Eine Ausnahme diesbeziiglich stellt die Stimulation mit L. lactis dar, deren
maximale Induktion erst nach 6 h erreicht ist. Beim Vergleich aller Bedingungen
untereinander wird deutlich, dass die maximale, relative Expression durch 3-stiindige
Stimulation mit 1x10’ KBE/ml des Bakteriengemisches bewirkt wird. Die Verldufe und auch
die Mengen der relativen Expression nach simultaner Stimulation mit 1x10’ und 5x10’

KBE/ml unterscheiden sich voneinander. So liegt das Maximum, detektierbar nach 3 h, nach
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Inkubation mit nur 1x10’ KBE/ml deutlich héher als das durch Stimulation mit insgesamt
5x10’ KBE/ml bewirkte. Der 6-Stunden-Wert der 1x10’ KBE/ml-Stimulation aber liegt deutlich
unter dem des 5x10’ KBE/ml-Wertes, nach 12 h hingegen liegen die jeweiligen relativen
Expressionen wieder auf einem vergleichbaren Niveau.

Auch hinsichtlich der Expression der DLL4-mRNA (Abb.28, rechts) in Relation zu den drei
Referenzgenen HPRT, B2M und PGK1 zeigen sich unter Einfluss aller getesteten Stimuli
gleiche Kinetiken, das jeweilige Maximum ist nach 12-stlindiger Inkubation erreicht, wobei
auch in den Kontrollzellen nach 12 h eine leichte Zunahme der Expression festgestellt wurde.
Im Vergleich zur relativen DLL4-mRNA-Expression, die durch Stimulation mit 5x10’ KBE/ml
induziert wird, ist die nach Einfluss von 1x10’ KBE/ml| ermittelte Expression geringer: die
relative, maximal induzierte mRNA-Menge ist nach Stimulation mit 5x10’ KBE/ml zwar
geringer als die durch L. lactis induzierte, aber hoher als die Mengen, die nach
Einzelstimulationen mit allen anderen Bakterien gemessen wurden. Das Maximum der
relativen Expression nach Inkubation der DCs mit nur 1x10’ KBE/ml hingegen liegt unter
dem, welches nach Lb. curvatus-Behandlung ermittelt wurde.

Zusatzlich wurden Kokulturen vorstimulierter DCs mit autologen TCs auf das Vorhandensein
der mRNA des Ty1-zellspezifischen Transkriptionsfaktors T-bet und des vornehmlich von Ty1-

Zellen sezernierten IL-2 untersucht.
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Abb.29:Expression der T-bet- und IL-2-mRNA in Kokulturen humaner DCs mit autologen T-Zellen nach Einzel-oder
simultaner Stimulation mit L. lactis, A. lwoffii, S. sciuri, Lb. curvatus und J. psychrophilus

Humane DCs wurden fiir 20 h mit 10’ KBE/mI der angegebenen Bakterien, 5x10” KBE/ml des Gemisches der fiinf Bakterien
(K5), Medium (Ktr) oder 100 ng/ml LPS inkubiert und anschliefend fiir 5d mit naiven, autologen CD4" T-Zellen im
Verhéltnis 1:10 (DC:TC) kokultiviert. Nach Gewinnung der RNA und anschlielender reversen Transkription wurde die
Expression mittels gPCR relativ zu den Referenzgenen HPRT, RPL27 und RPL30 bestimmt. Dargestellt sind die
zusammengefassten Daten von n=5 Spendern als Boxplot nach Tukey.

A, Acinetobacter Iwoffii F78; J, Jeotgalicoccus psychrophilus W713; K5, Kombination, Gesamtkonzentration 5x107
KBE/ml; Ktr, Kontrolle L, Lactococcus lactis G121; Lb, Lactobacillus curvatus; S, Staphylococcus sciuri W620

81



Ergebnisse

Alle verwendeten Bakterien und auch die Kombination aller Bakterien induzieren die
Expression der IL-2-mRNA (Abb.29, links). Es ist aber unter allen Bedingungen erkennbar,
dass jeweils nur in einem Teil der Kokulturen ein hoheres, relatives Expressionsniveau
erreicht wird, als in den Kontrollzellen. Mit Bezug auf den Median wurde die starkste
Induktion nach DC-Vorstimulation mit A. Iwoffii, S. sciuri und L. lactis gemessen, wobei die
durch L. lactis-aktivierten Kokulturen eine deutliche Streuung hin zu héheren Werten zeigen.
Die gleichzeitige Verwendung aller finf Bakterien induziert im Median eine Expression, die
mit diesen Kokulturen vergleichbar ist. Die schwachste bakterielle Induktion kann unter
Einfluss des Lb. curvatus und J. psychrophilus festgestellt werden.

Auch die Mengen der T-bet mRNA sind nach Vorbehandlung der DCs mit allen verwendeten
Stimuli im Vergleich zu den Kontrollzellen leicht erhéht (Abb.29, rechts), doch auch in
diesem Kontext gilt dies jeweils nur fiir einen Teil der Spender. Gemessenen am Median
bewirkt die Kokultur mit DCs, die mit 10’ KBE/ml von L. lactis, Lb. curvatus, J. psychrophilus
oder mit der 5x10’ KBE/ml der Kombination aller funf Isolate stimuliert wurden, jeweils eine
etwa gleich starke Induktion des Transkriptionsfaktors, wobei die durch L. lactis-aktivierten
Kokulturen eine deutliche Streuung hin zu héheren Werten zeigen Die Kokulturen mit A.
Iwoffii- oder S. sciuri —stimulierten DCs weisen nur bei zwei von fiinf Spendern héhere T-bet-

mRNA-Mengen auf als die unstimulierten Kokulturen.
Unter der Fragestellung einer Tyl-Induktion unter Einfluss einer simultanen Vorstimulation

humaner DCs im Vergleich zu einzelstimulierten DCs wurde zusatzlich die Freisetzung der

Zytokine TNF-a und IFN-y aus Kokulturen mittels ELISA untersucht.
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TNF-a-Freisetzung IFN-y-Freisetzung
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Abb.30:Freisetzung von TNF-a und IFN-y aus Kokulturen humaner DCs mit autologen T-Zellen nach Einzel-oder
simultaner Stimulation mit L. lactis, A. lwoffii, S. sciuri, Lb. curvatus und J. psychrophilus

Humane DCs wurden entweder mit 1x10” KBE/ml von nur einem der angegeben Bakterien, 1x10” KBE/ml des Gemisches der
finf Bakterien (K1), 5x10” KBE/ml des Gemisches der fiinf Bakterien (K5), Medium (Ktr) oder 100 ng/ml LPS inkubiert. Nach
20 h wurden die Uberstinde gewonnen und der Zytokingehalt mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardfehler von n =8 (TNF-a) und 16 (IFN-y) Spendern.

A, Acinetobacter Iwoffii F78; ), Jeotgalicoccus psychrophilus W713; K1, Kombination, Gesamtkonzentration 1x10’ KBE/ml;

K5, Kombination, Gesamtkonzentration 5x10’ KBE/ml; Ktr, Kontrolle; L, Lactococcus lactis G121; Lb, Lactobacillus curvatus;
S, Staphylococcus sciuri W620

Alle verwendeten Stimuli fihren im Vergleich zu den Medium-behandelten DCs (Ktr), die
bereits geringe Mengen von TNF-a freisetzen, zu einer verstarkten TNF-a-Sekretion (Abb.30,
links). Die grofSten TNF-a-Mengen wurden im Mittel nach 20-stiindiger Inkubation der Zellen
mit L. lactis detektiert, die geringsten nach S. sciuri-Behandlung. Die Zytokinfreisetzung, die
durch simultane Stimulation induziert wurde, ist unter Verwendung der beiden
verschiedenen Konzentrationen (1x10” und 5x10’ KBE/ml) vergleichbar stark und liegt im
Mittel auf etwa gleicher Ho6he, wie die durch J. psychrophilus-Stimulation bewirkte
Sekretion. Durch die gleichzeitige Verwendung aller fiinf Bakterien zur Stimulation humaner
DCs werden also deutlich geringere Mengen von TNF-a induziert, als es durch
Einzelstimulation mit einigen der im Gemisch enthaltenen Bakterien in gleicher
Konzentration der Fall ist (L. lactis, A. Iwoffii und Lb. curvatus).

Ein sehr dhnliches Bild zeigt sich auch in Bezug auf die gemessenen IFN-y-Daten (Abb.30,
rechts). Bereits die unstimulierten Zellen setzen geringe Mengen an IFN-y frei, dennoch
fihren alle verwendeten Behandlungen zu einer im Vergleich dazu erhohten Sekretion des
Zytokins. Auch in diesem Kontext bewirkt eine Inkubation mit L. lactis die starkste Induktion,
die geringsten IFN-y-Mengen wurden unter Einfluss von Lb. curvatus und J. psychrophilus
sezerniert. Auch hinsichtlich der IFN-y-Freisetzung fiihrt die Stimulation der DCs mit den zwei

verschiedenen Konzentrationen des Bakteriengemisches zu IFN-y-Mengen, die miteinander
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vergleichbar sind. Im Mittel entsprechen die gemessenen Zytokinmengen nach simultaner
Stimulation etwa denen, die auch nach Behandlung der Zellen mit A. Iwoffii oder S. sciuri
ermittelt wurden, folglich ist die durch Stimulation mit allen fiinf Bakterien gleichzeitig
erwirkte IFN-y-Freisetzung geringer als diejenige, die durch alleinige Stimulation mit der

gleichen oder einem Flinftel der Konzentration von L. lactis induziert wurde.

3.4.4 Einfluss auf die Ty2-Polarisierung

Da sich eine reduzierte Differenzierung naiver T-Zellen zu Ty2-Zellen allergieprotektiv
auswirken kann, wurden auch eine Reihe Ty2-polarisierender Mediatoren untersucht.
Zunachst wurde die Expression der zwei Oberflaichenmolekiile Ox40-L und Jagged-1 lber

einen Zeitraum von 12 h in bakteriell stimulierten DCs mittels RT-qPCR analysiert.
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Abb.31:Expression der 0X40-L- und Jagged-1-mRNA in humanen DCs nach Einzel-oder simultaner Stimulation mit

L. lactis, A. Iwoffii, S. sciuri, Lb. curvatus und J. psychrophilus

Humane DCs wurden fiir 0, 3, 6 und 12 h mit 10" KBE/ml der angegebenen Bakterien, 1x10’ KBE/ml des Gemisches der fiinf
Bakterien (K1), 5x10” KBE/ml des Gemisches der fiinf Bakterien (K5), Medium (Ktr) oder 100 ng/ml LPS inkubiert. Nach
Gewinnung der RNA und anschlieRender reversen Transkription wurde die Expression mittels gPCR relativ zu den
Referenzgenen HPRT, B2M und PGK1 bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n=7 Spendern.

Mit Ausnahme des L. lactis fuhren alle Einzelstimulationen und auch die mit 100 ng/ml LPS
zu einer adhnlichen Kinetik der relativen Expression der OX40-L-mRNA (Abb.31, links):
ausgehend von einer Grundexpression, die bereits in unstimulierten Zellen vorliegt, wird
nach 3 h ein erstes Maximum erreicht, nach weiteren 3 h ist die Expression im Vergleich zum
3-Stunden-Wert wieder etwas geringer und erreicht nach insgesamt 12-stlindiger
Stimulation ihr jeweiliges Maximum, welches im Vergleich zur Mediumkontrolle in allen

Fallen erhoht ist. Unter Einfluss von 1x10” KBE/ml des L. lactis hingegen ergibt sich eine
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Kinetik, die schrittweise ansteigt und ihr Maximum nach 12h aufweist. Insgesamt wird die
maximale, relative Expression von OX40-L-mRNA durch Stimulation der DCs mit S. sciuri
induziert (12 h-Wert), die geringsten Werte lassen sich nach Behandlung mit Lb. curvatus
verzeichnen. Die Verwendung der zwei unterschiedlich konzentrierten Bakteriengemische
(1x10” und 5x10’ KBE/ml) zur Stimulation humaner DCs fihren zu unterschiedlichen
Kinetiken. So gleicht der Verlauf der relativen Expression nach Behandlung der Zellen mit
5x10” KBE/ml derjeniegen, die durch Einzelstimulation mit L. lactis induziert wurde, eine
Stimulation mit nur einem Finftel der Gesamtbakterienlast hingegen fiihrt zu einer Kinetik
mit zwei Maxima, gleicht also der durch alle anderen verwendeten Stimuli induzierten
Kinetik. Bis zu einer Simulationsdauer von 6 h lassen sich die groReren mRNA-Mengen nach
Inkubation mit 1x10’ KBE/ml messen, nach 12 h hingegen weisen die mit 5x10’ KBE/ml-
stimulierten DCs im Mittel ein hdheres Expressionslevel auf.

In Hinblick auf die ermittelten mRNA-Daten von Jagged-1 (Abb.31, rechts) zeigen die
Kinetiken, die nach Stimulation humaner DCs mit L. lactis, A. Iwoffii, S. sciuri, Lb. curvatus
oder J. psychrophilus und auch den verschieden konzentrierten Kombinationen dieser
Bakterien gemessen werden konnten, alle einen ahnlichen Verlauf: ausgehend von einem
konstitutiv exprimierten Grundniveau (Ktr) ist nach 3 h ein Anstieg zu verzeichnen, der auch
das jeweilige Maximum darstellt, nach weiteren 3 h kommt es zu einer Abnahme der
Expressionshohe auf ein Niveau, welches auf dem des Ausgangsniveaus oder leicht
darunterliegt (Ausnahme: J. psychrophilus). Nach 12 h ist die Expression der Jagged-1-mRNA
unter allen Bedingungen im Vergleich zu den Kontrollzellen erniedrigt. Die hdchste
Expression nach Einzelstimulation wird unter Einfluss des J. psychrophilus induziert, die
geringste durch L. lactis-Behandlung. Die simultane Stimulation humaner DCs mit dem
Gemisch von 0,2x10” KBE/ml je Bakterium fithrt insgesamt zur stirksten Induktion der
MRNA-Expression von Jagged-1 (3 h-Wert), diese sinkt aber innerhalb der nachsten 3 h im
Vergleich zu den Einzelstimulationen mit Bezug auf die Medium-Kontrollen auch am
starksten wieder ab und nach 12 h weisen die so stimulierten DCs im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen die geringsten mRNA-Mengen auf. Die maximale, relative Expression,
welche nach Stimulation mit der Kombination aller Bakterien mit einer Gesamtkonzentration
von 5x10’ KBE/ml detektierbar ist (K5), ist im Vergleich dazu deutlich geringer und liegt nur

wenig Uber der, die unter Einfluss des L. lactis induziert wurde. Die 6- und 12 h-Werte
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wiederum liegen auf etwa selber Hohe, wie die durch simultane Stimulation mit 1x10’
KBE/ml bewirkten.

Nach Stimulation humaner DCs mit den Kuhstallisolaten L. lactis, A. Iwoffii, S. sciuri, Lb.
curvatus und J. psychrophilus und auch mit einem Gemisch dieser flinf Bakterien konnte also
eine Reduktion des Oberflaichenmolekiils Jagged-1 festgestellt werden. Eine Bindung dieses
kostimulatorischen Molekils an das T-Zell-Oberflaichenmolekul Notch fiihrt zu einer Ty2-
Polarisation. Inwieweit die bakteriell-induzierte Expressionsreduktion dieses Liganden zu
einer verminderten Ausprdagung von Ty2-Zellen flihrt, wurde mit Hilfe von Kokulturen
Uberprift. In diesen wurde nicht nur die mRNA-Expression der typischen Ty2-Zytokine IL-5
und IL-13 Gberpriift, sondern auch die Expression des Transkriptionsfaktors GATA3, welcher

zur ldentifizierung von Ty2-Zellen herangezogen werden kann.
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Abb.32:Expression der IL-5, IL-13- und GATA3-mRNA in Kokulturen humaner DCs mit autologen T-Zellen nach Einzel-oder
simultaner Stimulation mit L. lactis, A. lwoffii, S. sciuri, Lb. curvatus und J. psychrophilus

Humane DCs wurden fiir 20 h mit 10’ KBE/ml der angegebenen Bakterien, 5x10’ KBE/ml des Gemisches der finf Bakterien
(K5), Medium (Ktr) oder 100 ng/ml LPS inkubiert und anschlieRend fiir 5d mit naiven, autologen CD4" T-Zellen im Verhéltnis
1:10 (DC:TC) kokultiviert. Nach Gewinnung der RNA und anschlieBender reversen Transkription wurde die Expression
mittels qPCR relativ zu den Referenzgenen HPRT, RPL27 und RPL30 bestimmt. Dargestellt sind die zusammengefassten
Daten von n=5 Spendern als Boxplot nach Tukey.

A, Acinetobacter Iwoffii F78; J, Jeotgalicoccus psychrophilus W713; K5, Kombination, Gesamtkonzentration 5x10’ KBE/ml;
Ktr, Kontrolle L, Lactococcus lactis G121; Lb, Lactobacillus curvatus; S, Staphylococcus sciuri W620
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Die mRNA von IL-5 kann teilweise bereits in den Kokulturen, die unstimulierte DCs enthalten
(Ktr), nachgewiesen werden (Abb.32, oben links). Im Vergleich zu diesen Daten induzieren
alle Einzelstimulationen zumindest bei einem Teil der Spender eine leichte Erhéhung der IL-
5-mRNA-Menge, was im Median zu Expressionsniveaus fiihrt, die hoher sind als die mediane
Expression der Kontroll-Kulturen. Nach Behandlung der DCs mit J. psychrophilus ist diese
Erhéhung besonders ausgepragt. Nach simultaner Vorstimulation der DCs hingegen wurden
in keiner der Kokulturen Expressionswerte gemessen, die hoher sind als die der nicht-
aktivierten Kokulturen (mit Bezug auf die Einzelwerte).

Auch die mRNA von IL-13 wird in einigen Spendern konstitutiv exprimiert (Abb.32 oben
rechts), in Relation zu den ausgewahlten Referenzgenen aber etwas geringer als die von IL-5.
Alle Einzelvorstimulationen der DCs induzieren in etwa der Halfte der Spender im Vergleich
zur konstitutiven Expression eine Hochregulation, auch in diesem Kontext mit der
Ausnahme, dass die Vorbehandlung der DCs mit J. psychrophilus zu einem deutlich starkeren
Effekt fihrt. Auch nach Vorstimulation der DCs mit dem Gemisch aller funf Bakterien lassen
sich in drei von funf Spendern Expressionsniveaus nachweisen, die etwas hoéher sind als die
der unbehandelten Kokulturen. Im Vergleich zu den anderen bakteriell-aktivierten
Kokulturen ist diese Erhdhung aber deutlich geringer.

Fir die mRNA-Expression des Ty2-spezifischen Transkriptionsfaktor GATA3 (Abb.32, unten)
lassen sich mit Bezug auf die Kontroll-Kulturen (Ktr) keine oder nur leichte Veranderungen
der detektierbaren mRNA-Menge feststellen. So liegen die Mediane der relativen GATA3-
MRNA-Expression nach Pra-Inkubation der DCs mit A. Iwoffii, S. sciuri, Lb. curvatus und J.
psychrophilus leicht unter denen der Kontrollkulturen, unter Einfluss von L. lactis und der

Kombination aller fiinf Bakterien zeigt sich eine leichte Hochregulation der mRNA.
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Zusatzlich wurde die Freisetzung des ebenfalls vorrangig von Ty2-Zellen sezernierten

Zytokins IL-4 nach Restimulation der Kokulturen mittels ELISA UGberpruft.
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Abb.33:Freisetzung von IL-4 aus Kokulturen humaner DCs mit autologen T-Zellen nach Einzel-oder simultaner Stimulation
mit L. lactis, A. lwoffii, S. sciuri, Lb. curvatus und J. psychrophilus

Humane DCs wurden fiir 20 h mit 10 KBE/ml der angegebenen Bakterien, 5x10’ KBE/ml des Gemisches der fiinf Bakterien
(K5), reinem Medium (Ktr) oder 100 ng/ml LPS inkubiert und anschlieRend fiir 5d mit naiven, autologen CD4" T-Zellen im
Verhaltnis 1:10 (DC:TC) kokultiviert. Nach 5-stiindiger Restimulation mit PMA/lonomycin wurde die Konzentration von der
Zytokine in den Uberstinden mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n=7 Spendern.

A, Acinetobacter Iwoffii F78; ), Jeotgalicoccus psychrophilus W713; K5, Kombination, Gesamtkonzentration 5x10’ KBE/ml;
Ktr, Kontrolle; L, Lactococcus lactis G121; Lb, Lactobacillus curvatus; S, Staphylococcus sciuri W620

Grundsatzlich lassen sich in den mit PMA/lonomycin-restimulierten Kokulturen nur sehr
geringe Mengen von IL-4 nachweisen (Abb.33). TCs, die mit unstimulierten DCs kokultivert
wurden, setzen bereits IL-4 frei, keines der verwendeten Stimuli induziert die Sezernierung

von IL-4 in Mengen, die Uber die der Kontrollkulturen hinausgehen.

3.4.5 Einfluss auf die T,e-Polarisierung

Im Vergleich zu alleinigen Stimulationen humaner DCs mit L. lactis, A. Iwoffii, S. sciuri, Lb.
curvatus und J. psychrophilus fiihrt die simultane Stimulation humaner DCs mit diesen 5
allergieprotektiven Bakterien zu einer veranderten Freisetzung von IL-10 (Abb.25, S.75). Da
dieses das zentrale Zytokin bei der Induktion von T.-Zellen darstellt, wurde der Einfluss
simultaner vs. Einzelstimulationen auf die Entwicklung von T.g-Zellen ndher untersucht,

zunachst durch Expressionsanalyse der TGF-B-mRNA in stimulierten DCs.
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Abb.34:Expression der TGF-B-mRNA in humanen DCs nach Einzel-oder simultaner Stimulation mit L. lactis, A. Iwoffii,

S. sciuri, Lb. curvatus und J. psychrophilus

Humane DCs wurden fiir 0, 3, 6 und 12 h mit 10’ KBE/ml der angegebenen Bakterien, 1x10” KBE/ml des Gemisches der fiinf
Bakterien (K1), 5x10” KBE/ml des Gemisches der fiinf Bakterien (K5), reinem Medium (Ktr) oder 100 ng/ml LPS inkubiert.
Nach Gewinnung der RNA und anschlieRender reversen Transkription wurde die Expression mittels qPCR relativ zu den
Referenzgenen HPRT, B2M und PGK1 bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n=7 Spendern

Anhand der Kontrollzellen (Ktr) lasst sich erkennen, dass die mRNA von TGF-B bereits im
unstimulierten Zustand exprimiert wird (Abb.34). Ausgehend von dieser konstitutiven
Expression zeigt sich nach allen verwendeten Stimuli eine Abnahme der Expression, welche
Uber den gemessenen Zeitraum starker wird, sodass nach 12 h im Vergleich zu den
Kontrollzellen die jeweils geringsten Expressionen ermittelt wurden. Grundsatzlich lassen
sich zwei verschiedene zeitliche Verlaufe erkennen: Zum einen die Kinetiken, bei denen eine
Reduktion der Expression bereits nach 3 h erkennbar ist, nach weiteren 3 h noch geringere
Werte ermittelt wurden und nach 12 h das jeweilige Minimum erreicht ist. Dieser Verlauf
kann nach Behandlung der DCs mit 100 ng/ml LPS, S. sciuri und dem Bakteriengemisch in
einer Gesamtkonzentration von 1x10’ KBE/ml beobachtet werden. Zum anderen die
Kinetiken, die sich durch Stimulation mit L. lactis, A. Iwoffii und Lb. curvatus ergaben. Auch
bei diesen lasst sich eine kontinuierliche Abnahme der messbaren mRNA-Menge erkennen,
allerdings setzt diese erst nach 6 h ein, die 3 h-Werte liegen jeweils etwa auf Hohe des
Ausgangsniveaus. Auch unter Einfluss von J. psychrophilus und der Kombination von 0,2x10’
KBE/ml je Bakterium wird die relative Expression im Vergleich zu den Kontrollzellen mit
zunehmender Inkubationsdauer fortlaufend geringer, allerdings liegen hier die 3- und 6 h-
Werte jeweils auf etwa gleichem Niveau. Die starkste Reduktion der TGF-B-mRNA-Expression
wird unter gleichzeitigem Einfluss von 1x10’ KBE/ml jeden Bakteriums induziert, die hochste,

relative Expression- folglich die schwachste Reduktion der mRNA-Expression - wurde nach
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Stimulation der DCs mit S. sciuri detektiert. Wie soeben beschrieben, fiihrt die simultane
Stimulation humaner DCs mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen auch zu
unterschiedlichen Kinetiken, zudem ist die durch 12-stiindige Behandlung der DCs mit 1x10’
KBE/ml induzierte Reduktion der relativen TGF-B-mRNA-Expression im Vergleich zur 5x10’
KBE/ml-bewirkten etwas schwacher.

Treg-Zellen zeichnen sich u.a. durch die Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3 und die
Freisetzung von TGF-B aus. Vor diesem Hintergrund wurde die mRNA von Kokulturen wie

bereits beschrieben gewonnen und auf das Vorhandensein der entsprechenden Sequenzen

untersucht.
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Abb.35:Expression der FoxP3- und TGF-B-mRNA in Kokulturen humaner DCs mit autologen T-Zellen nach Einzel-oder
simultaner Stimulation mit L. lactis, A. lwoffii, S. sciuri, Lb. curvatus und J. psychrophilus

Humane DCs wurden fiir 20 h mit 10’ KBE/ml der angegebenen Bakterien, 5x10’ KBE/ml des Gemisches der fuinf Bakterien
(K5), reinem Medium (Ktr) oder 100 ng/ml LPS inkubiert und anschlieBend fiir 5d mit naiven, autologen CD4* T-Zellen im
Verhdltnis 1:10 (DC:TC) kokultiviert. Nach Gewinnung der RNA und anschlieRender reversen Transkription wurde die
Expression mittels gPCR relativ zu den Referenzgenen HPRT, RPL27 und RPL30 bestimmt. Dargestellt sind die
zusammengefassten Daten von n=5 Spendern als Boxplot nach Tukey.

A, Acinetobacter Iwoffii F78; ), Jeotgalicoccus psychrophilus W713; K5, Kombination, Gesamtkonzentration 5x10’ KBE/ml;
Ktr, Kontrolle L, Lactococcus lactis G121; Lb, Lactobacillus curvatus; S, Staphylococcus sciuri W620

Mit Bezug auf die Kontroll-Kulturen wird die relative Expression der FoxP3-mRNA durch die
Vorstimulation der DCs mit den meisten der Bakterien im Median geringfligig erhoht,
lediglich in den S. sciuri- und Lb. curvatus-aktivierten Kulturen lasst sich keine Erhéhung
erkennen (Abb.35, links). Ausgehend vom Median lassen sich die groBten relativen mRNA-
Mengen nach Pra-Inkubation der DCs mit A. Iwoffii detektieren. Die Daten der Kokulturen,
die unter Einfluss der 5er-Kombination der Bakterien entstanden sind, zeigen eine
vergleichsweise geringe Streuung und einen Median, der auf etwa gleicher Hohe wie der der

L. lactis-aktivierten Kokulturen liegt.
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Die Mediane der TGF-B-mRNA-Expression der Kokulturen mit den einzeln vorstimulierten
DCs liegen alle auf einem vergleichbaren, im Vergleich zu den nicht-aktivierten Kokulturen
minimal erhéhtem, Niveau (Abb.35, rechts). Nach simultaner Vorstimulation der DCs
hingegen zeigt sich im Median eine leichte Erh6hung der detektierten mRNA-Menge.

Auch das immunsupprimierende IL-10 ist ein Zytokin, welches u.a. von Tg-Zellen freigesetzt
werden kann. Um die Entwicklung dieser TC-Subpopulation unter Einfluss einer Einzel- vs.
simultaner Stimulation der fiinf Kuhstallisolate weiter untersuchen zu kénnen, wurde die

Freisetzung von IL-10 in den unterschiedlich aktivierten Kokulturen mittels ELISA bestimmt.

800+ IL-10-Freisetzung

600 1

[pg/ml]
B
8

200
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Abb.36:Freisetzung von IL-10 aus Kokulturen humaner DCs mit autologen T-Zellen nach Einzel-oder simultaner
Stimulation mit L. lactis, A. Iwoffii, S. sciuri, Lb. curvatus und J. psychrophilus

Humane DCs wurden fiir 20 h mit 107 KBE/ml der angegebenen Bakterien, 1x10° KBE/ml des Gemisches der fiinf Bakterien
(K1), 5x10” KBE/ml des Gemisches der finf Bakterien (K5), reinem Medium (Ktr) oder 100 ng/ml LPS inkubiert und
anschlieBend fiir 5d mit naiven, autologen CD4" T-Zellen im Verhéltnis 1:10 (DC:TC) kokultiviert. Nach 5-sttindiger
Restimulation mit PMA/lonomycin wurde die Konzentration von der Zytokine in den Uberstdnden mittels ELISA bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n=15 Spendern (n=8 flr K1).

A, Acinetobacter Iwoffii F78; ), Jeotgalicoccus psychrophilus W713; K1, Kombination, Gesamtkonzentration 1x10’ KBE/ml;
K5, Kombination, Gesamtkonzentration 5x10’ KBE/ml; Ktr, Kontrolle; L, Lactococcus lactis G121; Lb, Lactobacillus curvatus;
S, Staphylococcus sciuri W620

Bereits von nicht-aktivierten Kokulturen (Ktr) werden gewisse Mengen IL-10 sezerniert
(Abb.36). Mit Bezug auf diese Daten kann im Mittel fiir Kokulturen, die J. psychrophilus- oder
die simultan stimulierten DCs (K1 und K5) enthalten, keine Zunahme der IL-10-Freisetzung
verzeichnet werden. Deutlich groBere Mengen an IL-10 als die, die bereits von den Kontroll-
Zellen sezerniert werden, lassen sich nach Vorbehandlung der DCs mit L. /actis detektieren,
aber auch unter Einfluss von A. Iwoffii, S. sciuri und Lb. curvatus findet eine, wenn auch

vergleichsweise geringe, Sekretion dieses Zytokins statt.
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4 Diskussion

Eine Vielzahl von Studien belegt den allergieprotektiven Effekt, den das Aufwachsen in einer

133,134,135 ,136,137,138 . . .
und unterstiitzt somit die

bauernhéflichen Umgebung mit sich bringt
bereits 1989 von David P. Strachan aufgestellte Hygienehypothese. Mittlerweile geht man
davon aus, dass insbesondere der Kontakt zu Mikroorganismen, wie sie vermehrt in
Tierstdllen vorkommen, dabei eine zentrale Funktion Ubernimmt. So konnten bereits

170 Diese Mikroben-

mehrere Bakterienspezies mit einer Allergieprotektion assoziiert werden
vermittelte Allergiepravention konnte fir die drei Kuhstallisolate Lactococcus lactis G121,
Staphylococcus sciuri W620 und Acinetobacter Lwoffii F78 bereits in verschiedenen

150

Mausmodellen bestatigt™" und die dahinter stehenden molekularen Mechanismen teilweise

148

aufgeklart werden . Darlber hinaus machen die aktuellen Studien von Ege et al. deutlich,

dass der induzierte Allergieschutz umso starker ist, je vielfaltiger die mikrobielle Diversitat

ist, denen Bauernhofkinder ausgesetzt sind™®

. In der vorliegenden Arbeit sollten die
Mechanismen, die fir diesen ,Diversitatseffekt” verantwortlich sein konnten, durch
vergleichende Versuche (,,alleinige” vs. ,simultane Stimulation“) an humanen Immunzellen
ndher untersucht werden. Um ein moglichst groBes Repertoire an zu untersuchenden
Bakterien, beziehungsweise moglichst vielfaltige Kombinationsméglichkeiten zur Verfligung
zu haben, sollten zunachst zwei weitere Kuhstallisolate, fiir die sich eine inverse Korrelation
mit dem Vorkommen von Allergien und Asthma zeigte, hinsichtlich ihrer grundlegenden,
immunmodulatorischen Eigenschaften untersucht werden: Jeotgalicoccus psychrophilus
W713 (J. psychrophilus) und Lactobacillus curvatus (Lb. curvatus).

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten diese zwei Bakterien mit den bereits erforschten,
protektiven Isolaten L. lactis, A. Iwoffii und S. sciuri in verschiedenen Varianten kombiniert
werden und die Effekte, die sich durch alleinige vs. simultane Stimulation humaner

Immunzellen ergeben, verglichen und hinsichtlich ihres allergieprotektiven Potentials

eingeschatzt werden.
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4.1 Die allergieprotektive Wirkung des Kuhstallisolats Lactobacillus curvatus

basiert auf der Induktion einer Ty1-Polarisierung

Eine Stimulation humaner DCs mit dem Kuhstallisolat Lb. curvatus fiihrte zu deren Reifung
und Aktivierung. Diese zeigte sich anhand der Hochregulation der kostimulatorischen
Oberflachenmolekiile CD80 und CD86, sowie der Freisetzung der proinflammatorischen
Zytokine IL-6 und TNF-a (Abb.4, S.43), sowie CXCL8 (Daten nicht gezeigt). Wie sich im HEK-
Transfektionssystem zeigte, findet die Zellaktivierung. sowohl lber den intrazelluldren
NOD2-Rezeptor (Abb.2, S.41) als auch Uber den an der Zelloberflache lokalisierten TLR2
(Abb.3, S.42) statt. Allerdings lassen die Daten bezlglich des Aktivierungsstatus Lb. curvatus—
stimulierter DCs vermuten, dass noch weitere Rezeptoren an der Zellaktivierung durch
dieses Bakterium beteiligt sind. Denn obwohl sich in den NOD2-und TLR2-transfizierten HEK-
Zellen nach Lb. curvatus-Stimulation im Vergleich (Positivkontrolle und J. psychrophilus) die
geringste, an der CXCL8-Auschittung bemessene Aktivierung zeigte, flihrte die Stimulation
huDCs zu einer vergleichsweise hohen Freisetzung der Zytokine IL-6, TNF-a und CXCLS8.
Gleiches gilt fur die Hochregulation der Oberflachenmolekiile CD80 und CD86. Anhand von
ELISA-Messungen zeigte sich, dass die Behandlung huDCs zur Freisetzung des Zytokins IL-
12p70 fihrt (Abb.6, S.46). Dieses ist bei der Ty1l-Polarisierung aus mehreren Griinden von
entscheidender Bedeutung: Zunachst induziert es die IFN-y Produktion in den DCs selbst,
dieses wiederum fihrt nach Bindung an naive T-Zellen durch JAK1- und JAK2-vermittelte
Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT1 zur Expression des Transkriptionsfaktors T-

betl74

. Die Expression dieses Molekils war auch in Lb. curvatus-aktivierten Kokulturen
eindeutig erhoht (Abb.9, S.49). Durch Bindung an die Promoterregion initiiert dieses TATA-
Box-Bindeprotein sowohl die Produktion von IFN-y, wodurch es aufgrund der autokrinen
Wirkung von IFN-y die eigene Expression stabilisiert, als auch die Expression des IL-12R auf

naiven T-Zellen'”®

. Sobald dieser Rezeptor auf der Oberflache von T-Zellen exprimiert wird,
kann das von DCs freigesetzte IL-12p70 seine Wirkung auch auf die T-Zellen ausiiben: liber
die Aktivierung von STAT3, STAT4 und NF-«kB verstarkt es die weitere Differenzierung von
Tyl-Zellen und fordert neben der Produktion von IFN-y die Freisetzung weiterer, Tyl-
charakteristischer Zytokine'”**’* wie TNF-a und IL-2*"%'"7. Auch von diesen Zytokinen lieRen
sich in Lb. curvatus-aktivierten Kokulturen erhéhte Mengen (IFN-y und TNF-a, Abb.10, S.50)

oder eine erhohte mRNA-Expression (IL-2, Abb.9, S.49) nachweisen. Neben der indirekten

Hochregulation des IL-12R auf naiven T-Zellen bewirkt IL-12p70 auch die verstarkte
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Expression des IL-18R auf diesen Zellen. Die Bindung von IL-18 wiederum verstarkt in
Synergie mit IL-12p70 die IFN-y-Produktion bereits differenzierter Tul-Zellen'’®. Neben
aktivierten Makrophagen und Kupffer-Zellen wird dieses zur IL-1 Superfamilie gehorige
Zytokin auch von DCs freigesetzt. Auch die Stimulation huDCs mit Lb. curvatus fihrte zu
einer verstarkten Expression der IL-18-mRNA (Abb.27, S.79). Dieser Befund alleine ist aber
nicht mit der Freisetzung dieses proinflammatorischen Zytokins gleichzusetzen, da dieses -
ahnlich wie IL-1B - zundchst als inaktive Proform sezerniert wird und erst durch Spaltung via
Caspase-1 in seine bioaktive Form tiberfuhrt wird’?. Um eindeutig zu klaren, ob auch IL-18
an der Lb. curvatus-induzierten Tyl-Polarisierung beteiligt ist, missten also weitere
Versuche durchgefiihrt werden. Auch die mRNA-Expression von INF-B wurde durch die
Stimulation huDCs mit Lb. curvatus induziert (Abb.7, S.46). Fir dieses Zytokin wurden sowohl
inhibierende als auch fordernde Effekte auf die Ty1-Polarisierung beschrieben. Wie Nagai et
al. zeigen konnten, ist der Zeitpunkt der IFN-B-Exposition entscheidend fiir den weiteren
Verlauf der T-Zell-Polarisierung. So fihrt die Anwesenheit dieses Interferons wahrend der
Reifung huDCs zu Zellen, die im reifen Zustand die Ty1-Polarisierung férdern und T-Zellen
hervorrufen, die deutlich mehr IFN-y sezernieren, als es T-Zellen vermogen, die durch DCs
induziert worden sind, die in Abwesenheit von IFN-B-gereift sind. Ist IFN-B-hingegen
wahrend der primaren Stimulation naiver T-Zellen durch DCs vorhanden, kommt es zu einer
starken Inhibierung der Entwicklung von Ty1-Zellen'®. Die Anwesenheit von IFN-B wihrend
der Kokultivierung von Lb. curvatus-vorstimulierten DCs und naiven TCs wurde nicht
Uberprift, dennoch lassen sich anhand der vorliegenden Daten folgende Vermutungen
beziiglich der Rolle von IFN-B bei der Lb. curvatus-induzierten Ty1-Polarisierung anstellen:
Nach 20-stiindiger Stimulation der DCs lasst sich eindeutig erkennen, dass eine Reifung
stattgefunden hat (Abb.4, S.43 und Abb.5, S.44) und auch erst nach dieser Zeitspanne
werden die DCs mit den naiven TCs kokultiviert. Die mRNA-Expression von INF-B nach Lb.
curvatus-Stimulation huDCs aber wies ihr Maximum bereits nach 6 h auf, weshalb davon
auszugehen ist, dass dieses bereits wahrend der Reifung der DCs in ausreichender Menge
vorhanden war um eine Tyl-Polarisierung zu unterstitzen. Fiir diese Annahme spricht auch
die Tatsache, dass durch den starken Tyl-Induktor L. lactis eine dhnliche Kinetik der INF-B-

MRNA-Expression- auf einem deutlich hoheren Expressionsniveau- bewirkt wird.
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Es zeigt sich also deutlich, dass die Behandlung huDCs mit dem Kuhstallisolat Lb. curvatus zur
Induktion einer Vielzahl von Tyl-assoiziierten Molekilen fihrt. Nach dem Ty1/Ty2-
Paradigma geht man davon aus, dass sich Ty1 und Ty2-zellen gegenseitig in ihrer Entwicklung
und Proliferation hemmen®®. Die Entwicklung von Tyl-Zellen aus naiven TCs geht also
einher mit einer Reduktion oder verminderten Proliferation von Ty2-Zellen, wobei diese
gegenseitige Hemmung u.a. auf der gegenseitigen Antagonisierung der beiden

174 Diese reziproke

linienspezifischen Transkriptionsfaktoren GATA3 und T-bet beruht
Regulierung spiegelt sich in den vorliegenden Daten offensichtlich wieder und verdeutlicht
die Tyl-induzierende Fahigkeit von Lb. curvatus: So war die T-bet-mRNA-Expression in den
Kontroll-Kokulturen am geringsten (Abb.9, S.49), die Expression des Zinkfingerproteins
GATA3 im Gegenzug dazu am starksten hochreguliert (unter Einbezug der Datenstreuung,
Abb.13, S. 54), nach Lb. curvatus Vorbehandlung der DCs hingegen lieR sich in den
entsprechenden Kokulturen mit Bezug zur Mediumkontrolle ein leicht erhdhtes
Expressionsniveau der T-bet-mRNA nachweisen, die GATA3-mRNA-Expression hingegen war
im Vergleich zu den nicht aktivierten Kokulturen leicht herunterreguliert (unter Einbezug der
starken Datenstreuung der Kontrollkulturen). Einhergehend mit dem geringen
Vorhandensein von GATA3 in Lb. curvatus-aktivierten TCs lie} sich auch die mRNA der
Zytokine IL-5 und IL-13 (Abb.12, S.53), beziehungsweise das Zytokin IL-4 (Abb.14, S.55) nur in
sehr geringen Mengen nachweisen, denn die Expression dieser spezifischen Ty2-Zytokine
wird sowohl auf Transkriptionsebene (Erhéhung der Promotoraktivitat) als auch auf
epigenetischer Ebene (Chromatin Remodelling) durch das Zinkfingerprotein reguliert'%*3,
Auch wenn die zentrale Rolle von GATA3 bei der Ty2-Differenzierung unumstritten ist, so
sind die molekularen Mechanismen der in vivo Entwicklung von Ty2-Zellen bisher nur wenig
verstanden™®”*. Insbesondere die Frage, welchen Beitrag DCs zur Entwicklung von T42-Zellen
beisteuern ist noch ungeklart'®>. Hinsichtlich der von DCs freigesetzten Zytokine werden IL-4
und IL-10 als Ty2-férdernd in Betracht gezogenlge. Verschiedene Publikationen zeigen aber,
dass sowohl IL-4-'® als auch IL-10-defiziente DCs*®® immer noch eine Tu2-Antwort induzieren
konnen. Zudem gehen zumindest einige Autoren davon aus, dass DCs gar nicht in der Lage
sind, IL-4 zu produzieren184 und dem regulatorischen Zytokin IL-10 wird mittlerweile

186

vorranging eine zentrale Rolle bei der Entstehung T,g-Zellen zugesprochen . Oftmals wird

auch das bloRe Fehlen von IL-12p70 als Grund fiir die Entstehung von Ty2-Zellen

185

angesehen™". Vor diesem Hintergrund gewinnt die Beteiligung kostimulatorischer, Ty2-
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polarisierender Molekiile zunehmend an Interesse. Neben den kostimulatorischen Ligand-
Rezeptor-Paaren inducible T-cell Co-stimulator (ICOS)/ICOS-L und cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4 (CTLA-4)/CD80 oder CD86'"* werden auch Mitglieder der TNF-Rezeptor-

189 und die

Superfamilie mit der Ty2-Polarisierung in Verbindung gebracht: OX-40/0X40-L
Notch-Liganden Jaggedl und Jagged2®’. Die mRNA-Expression von OX40-L und Jagged1 in
huDCs nach Stimulation mit Lb. curvatus wurde auch in der vorliegenden Arbeit Giber einen
Zeitraum von 12h bestimmt (Abb.11, S.51). Fiir den Notch-Liganden Jagged1 zeigte sich nach
einer kurzzeitigen Zunahme der Expression (3 h) auf einen langeren Zeitraum (12 h) gesehen
eine Abnahme gegeniber den unstimulierten DCs. Dieser Effekt der langfristigen Reduktion
der mRNA-Expression von OX40-L konnte bereits nach Stimulation huDCs mit den
Kuhstallisolaten L. lactis, A. Iwoffii und S. sciuri beobachtet werden. Inwieweit diese
Herunterregulation auf mRNA-Ebene tatsadchlich zu einer reduzierten Expression des
Liganden auf der Oberflaiche der Zellen fihrt, wurde bisher nicht Uberprift, da aber die
Vorbehandlung huDCs mit allen drei Bakterien zur Verringerung der nachweisebaren mRNA
von GATA3 in Kokulturen flhrt, ist von einer geringeren Oberflachenexpression von Jagged1
auszugehen. Die Interaktion dieses Liganden mit Notch-Rezeptoren auf der Zelloberflache
von naiven TCs fuhrt Uber eine intrazelluldre Signalkaskade und im Zusammenspiel mit
bestimmten Koaktivatoren zur Genaktivierung von GATA3. Auch unter dem Einfluss von Lb.
curvatus zeigte sich eine leichte Verringerung des Expressionsniveaus von GATA3, weshalb
auch in diesem Falle trotz der erhéhten Werte nach 3 h nicht von einer ausschlaggebenden
Expressionsverstarkung von Jagged1 auszugehen ist. Napolitani et al. beispielsweise konnten
nach TLR-Stimulation moDCs uber einen Zeitraum von 20 h zwar die mRNA von GATA3
nachweisen, das Protein selber war aber weder in entsprechenden Lysaten noch auf der
Zelloberfliche detektierbar'®. Die mRNA des oftmals mit einer Ty2-Polarisierung
assoziierten Liganden OX40-L hingegen liel8 sich in Lb. curvatus-aktivierten Kokulturen auch
nach 12 h in erhohtem MalRe nachweisen (Abb.11, S.51). Dennoch Iasst sich dieser Befund
mit einer verminderten Ty2-Antwort in Einklang bringen: zwar flhrt die OX40-Stimulation in
vivo zur Produktion von IL-4 und begiinstigt so die Entwicklung von Ty2-Zellen® und auch in
vitro zeigte sich beispielsweise, dass OX40-defiziente Mause eine verminderte Fahigkeit zur
Generierung von Ty2-Zellen aufweisen'®, doch konnten andere Autoren zeigen, dass die
Blockierung der OX40-OX40-L-Interaktion auch die Freisetzung Tyl-typischer Zytokine wie

IFN-y, IL-12p70 und TNF-a vermindert®?. De Smidt et al. z.B. gehen davon aus, dass die
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0OX40-Kostimulation generell die Aktivierung naiver TCs verstarkt und zu einer Amplifikation
des bereits induzierten Zytokinprofils fihrt®.

Die Behandlung huDCs mit dem Kuhstallisolat Lb. curvatus fiihrt also eindeutig zu einer Ty1-
Polarisierung naiver TCs und vermindert die Entwicklung von Ty2-Zellen. Die zentrale Rolle
Ubernimmt hierbei das von DCs sezernierte IL-12p70. Gleichzeitig bewirkt die Lb. curvatus-
Stimulation aber auch die Sezernierung des immunregulatorischen IL-10 (Abb.15, S.56).
Dieses kann von IL-12p70 induziert werden'** und in Verbindung mit weiteren Faktoren zur
Induktion von T,eg-Zellen fihren. In Lb. curvatus-aktivierten Kokulturen lieB sich im Vergleich
zu nicht aktivierten Kokulturen keine Zunahme der mRNA-Menge des Tg-spezifischen
Transkriptionsfaktors FoxP3 feststellen, (Abb.15, S.56), weshalb zumindest die Induktion
natiurlich vorkommender, im Thymus entstehenden FoxP3"—Treg (nTreg) eindeutig
ausgeschlossen werden kann. Da TGF-B essentiell fiir die Induktion von FoxP3 ist**, lieRe
sich die unveranderte FoxP3-Expression mit einer geringen oder fehlenden Sekretion von
TGF-B aufgrund einer stark verminderten mRNA-Expression nach Lb. curvatus Stimulation
huDCs begriinden (Abb.15, S.56). Allerdings wurde bis heute eine Vielzahl FOXP3™-Teg-
beschrieben®, beispielsweise T,;1- und Tu3-Zellen'®® Anders als die nTreg entwickeln sich
diese Subpopulationen durch Antigen-Prasentation gegeniliber DCs in der Peripherie aus
naiven TCs*®” und zeichnen sich durch die Freisetzung von IL-10 aus®®. Dieses lieR sich
vermehrt auch im Uberstand von TCs nachweisen, die mit Lb. curvatus-behandelten DCs
kokultiviert wurden (Abb.36, S.91). Wahrend aber Ty3-Zellen nur geringe Mengen dieses
Zytokins und vorrangig TGF-B sezernieren'®®, setzen T,1-Zellen groRe Mengen von IL-10 und
kaum™®®, oder gar kein®® TGF-B frei. In Kokulturen, die unter Einfluss des Lb. curvatus
entstanden sind, zeigte sich keine Zunahme der TGF-B-mRNA-Expression gegenliber den
Kontrollkulturen (Abb.15, S.56), folglich ware davon auszugehen, dass es sich eher um T,1-
als um Ty3-Zellen handelt. Da bei der Differenzierung letzterer TGF-B eine grofle Rolle
spieltlgg, spricht auch das bereits erwdhnte, verminderte Expressionslevel der mRNA dieses
Faktors nach Behandlung von huDCs mit Lb. curvatus fiir das Vorhandensein von T,1-Zellen.
Gleichzeitig lieBen sich in den Uberstinden so behandelter DCs leicht erhdhte Mengen von
IL-10 nachweisen (Abb.15, S.56). Uber die in vitro Generierung T,1-Zellen aus naiven TCs
durch anhaltende TCR-Stimulation -wie sie bei 5-tagiger Kokultur huDCs und TC gegeben ist-
unter Anwesenheit von IL-10, welches nachweislich von Lb. curvatus-behandelten DCs

198

sezerniert wird- wurde bereits mehrfach berichtet™", somit liegt ein weiteres Argument fir
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die Entstehung von T,1-Zellen unter Einfluss des Kuhstallisolats Lb. curvatus vor. Mittlerweile
ist aber bekannt ist, dass nahezu jede TC-Subpopulation, darunter Tyl- und Ty2-Zellen,
gewisse Mengen von IL-10 freisetzen kann'®, weshalb sich noch weitere mogliche
Erklarungen flr das Vorhandensein erhohter IL-10-Mengen in Kokulturen, die unter Einfluss
des Lb. curvatus entstanden sind, ergeben. Da sich keine Hinweise fiir die Existenz von Ty2-
Zellen in den Kokulturen fanden (s.o0.), sich aber eindeutig eine Entwicklung von Ty1-Zellen
zeigte, konnte also auch diese Effektorgruppe von Ty-Zellen als Quelle des
immunregulatorischen Zytokins infrage kommen. In der Tat werden in der Literatur haufig
Zellen beschrieben, die sowohl groRe Mengen des Tyl-Zytokins IFN-y als auch von IL-10
freisetzen'®. Diese entstehen in vitro unter genau den Umstdnden, die auch im vorliegenden
System gegeben sind: So ist die Anwesenheit von IL-12p70 wahrend der Differenzierung
unbedingt notwendig (Abb.6, S.46), die Prasenz von IL-4 (Abb.14, S.55) hingegen verhindert
die IL-10-Produktio durch THl—ZeIIenZOO. Zudem ist der Notch-Ligand DLL4 an dem Prozess
der IL-10-Induktion in Tyl-Zellen beteiligt®®, eine weitere Bedingung, die auch durch Lb.
curvatus-Stimulation huDCs erfillt wird (Abb.8, S.47). Zusammenfassend ldsst sich sagen,
dass die Behandlung huDCs mit dem Kuhstallisolat Lb. curvatus zur Induktion verschiedener,
Tyl-polarisierender Molekile fiihrt. Damit einhergehend zeigten sich auch in den
entsprechenden Kokulturen Faktoren, die auf das Vorhandensein von Ty1-Zellen hindeuten.
Konform mit diesen Befunden zeigte sich keine Zunahme, beziehungsweise eine leichte
Abnahme Ty2-zellspezifischer Marker. Ob sich unter Einfluss des Bakteriums auch T,1-Zellen
entwickeln, lieRe sich nur durch weiterfihrende Versuche klaren. Die Lb. curvatus-induzierte
Immunreaktion unterstiitzt die Hygienehypothese also eher im Sinne einer T-Zell-
Polarisation zu Gunsten der Ty1-Zellen, denn im Sinne einer induzierten Immunsuppression

(siehe 1.8.3, S. 25).
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4.2 Das Kuhstallisolat Jeotgalicoccus psychrophilus W713 induziert keine

eindeutige T-Polarisierung

Im Gegensatz zum Lb. curvatus fihrte die Behandlung huDCs mit dem lIsolat J. psychrophilus
zu keiner eindeutigen Polarisation naiver TCs. Obwohl sich nur Spuren des zentralen Ty1-
polarisierenden Zytokins IL-12p70 in den Uberstinden J. psychrophilus-behandelter DCs
fanden (Abb.6, S.46), lieBen sich in den entsprechenden Kokulturen Hinweise auf das
Vorhandensein von Tyl-Zellen finden. So war die Hochregulation der mRNA des Tyl-
spezifischen Transkriptionsfaktors T-bet und auch die des Ty1-Zytokins IL-2 in Kokulturen
nach Pra-Inkubation huDCs mit J. psychrophilus vergleichbar mit der durch Lb. curvatus
bewirkten Steigerung (Abb.9, S.49). Die Freisetzung der ebenfalls Tyl-assoziierten Zytokine
TNF-a und IFN-y hingegen war vergleichsweise etwas geringer (Abb.10, S.50). Dies ist im
Einklang mit der deutlich geringeren Sezernierung des Tyl-induzierenden IFN-B (Abb.7, S.46)
und der geringeren (ICAM), beziehungsweise fehlenden (DLL4) Induktion Ty1-polarisiernder,
kostimulatorischer Molekiile (Abb.8, S.47). Auch fiur die Entwicklung von Ty2-Zellen durch
Behandlung huDCs mit J. psychrophilus lassen sich einige Hinweise in den vorliegenden
Daten finden. So war die mRNA der typischerweise von Ty2-Zellen sezernierten Zytokine IL-5
und IL-13 in den entsprechenden Kokulturen in einigen Spendern im Vergleich zu
unbehandelten Kulturen deutlich hochreguliert (Abb.12, S.53). Die Expression des

Transkriptionsfaktors GATA3 ist essentiell fiir die Induktion dieser Zytokine182

. Aufgrund der
medianen, geringeren Expression dieses Molekiils (mit Bezug zu den Kontroll-Kulturen) mag
dies zunachst widerspriichlich erscheinen (Abb.13, S.54), allerdings wird bei Betrachtung der
Daten der einzelnen Spender deutlich, dass genau in den Kulturen erhhte mRNA-Werte der
Zytokine nachgewiesen wurden, in denen auch eine leicht erhéhte GATA3-Expression
detektierbar war. Das ebenfalls Ty2-spezifische Zytokin IL-4 hingegen konnte auch unter
Einfluss des J. psychrophilus nur in geringsten und im Vergleich zu unbehandelten Zellen
nicht erhdhten Mengen nachgewiesen werden (Abb.14, S.55). Ahnlich wie unter Einfluss von
Lb. curvatus kann auch nach J. psychrophilus-Behandlung huDCs die Induktion von FoxP3™-
Treg ausgeschlossen werden. Nicht nur aufgrund der im Median kaum erhdhten Expression
der mRNA dieses Transkriptionsfaktors (Abb.16, S.57), sondern auch wegen der reduzierten
MRNA-Expression des fiir die Induktion FoxP?f'—Treg essentiellen TGF-B (Abb.15, S.56).

Allerdings ist auch in diesem Falle die Entwicklung von T,1-Zellen oder IL-10-produzierenden

Th1-Zellen nicht auszuschlieRen.
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Auf Basis der vorliegenden Daten lasst sich also die vermeintliche Allergieprotektion, die
durch dieses Bakterium vermittelt wird, nicht anhand der zwei gangigen Mechanismen des
induzierten Allergieschutzes (,Immunpolarisierung zu Gunsten von Tyl-Zellen” und
»induzierte Immunsuppression®) erklaren. Da es sich bei den von Ege et al. erhobenen Daten
um mathematische Korrelationen und nicht um experimentelle Daten handelt, bleibt die
Frage, ob dieses Kuhstallisolat in vivo tatsachlich zur Pravention der Ausbildung eines

asthmatischen Phanotyps fihrt.

4.3 Synergistische Effekte sind nicht verantwortlich fiir die erhohte
Allergieprotektion, die durch eine héhere Anzahl von Mikroben induziert
wird

4.3.1 Die simultane Stimulation huDCs mit den drei allergieprotektiven Kuhstallbakterien

Lactococcus lactis G121, Acinetobacter Iwoffii F78 und Staphylococcus sciuri W620
fiihrt nur teilweise zu einer synergistischen Zytokinfreisetzung

Die Studien von Ege et al. zeigen eine deutliche Korrelation zwischen der H6he des

induzierten Allergieschutzes und der mikrobiellen Diversitat, denen Bauernhofkinder durch

ihre Umgebung ausgesetzt sind™. Es wird also angenommen, dass nicht einzelne Strukturen
den allergieprotektiven Effekt der Bauernhofumgebung vermitteln, sondern, dass die

Kombination unterschiedlicher Mikroorganismen, die zu einer vielfaltigen Aktivierung des

Immunsystems flihren, verantwortlich ist. Da die dahinterstehenden Mechanismen bisher

noch unerforscht sind, sollten diese in der vorliegenden Arbeit naher untersucht werden.

Eine mogliche Erklarung fiir eine verstarkte Allergieprotektion durch héhere mikrobielle

Vielfalt koénnten synergistische Effekte in Bezug auf die immunregulatorischen

Mechanismen, die eine Allergiepravention induzieren, sein. Bereits Jennifer Debarry stellte

im Zuge ihrer Dissertation fest, dass in Bezug auf die IL-12p70-Freisetzung huDCs ein

Synergismus zwischen den beiden allergieprotektiven Kuhstallisolaten L. lactis und A. Iwoffii

besteht”?

. Diese Beobachtung gab Anreiz, diese Hypothese weiter zu verfolgen und im
Rahmen meiner Masterarbeit konnte ich fiir eine Vielzahl von 2er-Kombinationen der drei
Bakterien L. lactis, A. Iwoffii und S. sciuri synergistische Effekte bei der Freisetzung der
zentralen, teilweise T-Zell-polarisierenden Zytokine IL-10, IL-12p70, IL-6 und TNF-a

nachweisen?%2.
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Aus diesem Grund bestand der erste Schritt der vorliegenden Arbeit darin, die Freisetzung
verschiedener Zytokine nach Stimulation huDCs mit verschiedenen 3er-Kombinationen
dieser drei Bakterien zu untersuchen. Ahnlich, wie es sich auch schon bei den Daten der
Masterarbeit abzeichnete, lieR sich auch nach Stimulation von huDCs mit 3er-Kombinationen
erkennen, dass die Auspragung der verschiedenen Effekte jeweils Zytokin-spezifisch ist.
Allerdings zeigten sich deutlich seltener synergistische Effekte als es nach simultaner
Stimulation mit nur zwei Bakterien der Fall war. So liel sich eine synergistische Freisetzung
nach simultaner Stimulation mit L. lactis, A. Iwoffii und S. sciuri nur flr einige wenige
Ausnahmen in Bezug auf IL-6 und IL-12p70 beobachten, hinsichtlich der TNF-a- und IL-10-
Freisetzung hingegen waren gar keine synergistischen Effekte zu verzeichnen. Diese
Beobachtung lasst zunachst wie folgt erklaren: mit Ausnahme von IL-12p70 wird jedes dieser
vier Zytokine ab einer bestimmten Konzentration von jedem der verwendeten Bakterien
induziert. Gerade bei Stimulationen mit hohen Konzentrationen bedeutet dies, dass sehr
hohe Zytokinmengen freigesetzt werden missten, um von einem synergistischen Effekt
ausgehen zu kénnen. Tatsachlich aber hat jede Zelle ab einem bestimmten Punkt ihre
maximale Sekretionskapazitat erreicht, so dass eine starkere Freisetzung biologisch gar nicht
moglich ware. Folglich waren synergistische Effekte, wenn Uiberhaupt, nach Stimulationen
mit Kombinationen mit niedrigen bakteriellen Konzentrationen zu erwarten. Tatsachlich
konnten nach DC-Stimulationen mit Gemischen, die niedrige Konzentrationen (10* oder 10°
KBE/ml) von mindestens zwei der Bakterien enthielten, fast immer Zytokinmengen
detektiert werden, die zumindest einer rein additiven Freisetzung entsprechen, wobei IL-
12p70 und IL-6 diesbeziiglich teilweise Ausnahmen bilden. IL-6 in dem Sinne, dass oben
genannte Kombinationen haufig sogar zu einer synergistischen Freisetzung fihren (z.B.
Kombination aus 10° oder 10’ KBE/ml L. lactis + 10* oder 10° KBE/ml A. Iwoffii und S. sciuri
(Abb.22,5.71) oder 10° KBE/ml A. Iwoffii + 10° KBE/ml S. sciuri und L. lactis (Abb.38, S.133).
Eine additive IL-12p70-Freisetzung hingegen lield sich nur nach Stimulation von huDCs mit
Kombinationen erkennen, fiir die niedrige Konzentrationen von L. lactis und A. Iwoffii
(Abb.38, S.133)/ S. sciuri und A. Iwoffii (Abb.21, 5.66) mit 10° oder 10° KBE/ml des jeweils
dritten Bakteriums vereint wurden. Gemische, bei denen die S. sciuri und L. lactis-
Konzentrationen jeweils gleich waren und die des A. Iwoffii variiert wurden, fihrten
grundsatzlich zu einer IL-12p70-Sekretion, die deutlich geringer als eine rein additive ist. Als

auffillig erwies sich, dass hohe Konzentrationen des S. sciuri in Verbindung mit 10%-10°
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KBE/ml A. Iwoffii und L. lactis zu einer synergistischen IL-12p70-Freisetzung fiihrten, obwohl
S. sciuri selbst gar kein IL-12p70 induziert. Da die IL-12p70-Sezernierung mit zunehmender L.
lactis- (und A. Iwoffii-) Konzentration stieg, ist davon auszugehen, dass dieser Effekt durch
den starken IL-12p70-Induktor L. lactis vermittelt wird. Wurden hingegen 10’ KBE/ml des A.
Iwoffii in Kombination mit 10%-10° KBE/ml L. lactis und S. sciuri zur Stimulation verwendet,
war die Zytokinfreisetzung sogar inhibiert. Aus diesem Grunde lieRe sich vermuten, dass
mittlere bis hohe A. Iwoffii-Konzentrationen (10°>-10” KBE/ml) die L. lactis-vermittelte 1L-12-
Freistezung inhibieren (vgl. IL-12-Freisetzung nach Stimulation mit 10° oder 10’ KBE/ml A.
Iwoffii + variierende L. lactis —und S. sciuri-Konzentrationen). Dieser inhibierende Effekt war
aber nicht erkennbar, wenn gleichzeitig S. sciuri in hoheren oder der gleichen
Konzentrationen vorlag wie der A. Iwoffii (wie es bei den Kombinationen S. sciuri 10° oder
10’ KBE/ml +10*10° KBE/ml der anderen zwei Bakterien der Fall ist). Da sowohl S. sciuri als
auch A. Iwoffii, nicht aber L. lactis, fur die Erkennung aullerhalb der Zelle auf den TLR2
angewiesen sind, konnte sich eine Kompetition um die vorhandenen Rezeptoren ergeben.
Sofern hohere Konzentrationen von S. sciuri als von A. Iwoffii vorliegen, besteht flr Ersteren
eine hohere Bindungswahrscheinlichkeit. So kénnte es zu einer aktiven Unterbindung der
inhibierenden, A. Iwoffii-vermittelten Effekte kommen und sich somit ein Wirkungsvorteil flr
den L. lactis ergeben. Intrazellular vermitteln alle drei Bakterien ihre Wirkung durch den
Rezeptor NOD2, da L. lactis sich aber zusatzlich des TLR8 bedient™™, wire denkbar, dass die
Wirkung dieses Bakteriums auch aufgrund einer intrazellularen Konkurrenz zwischen S. sciuri
und A. Iwoffii weniger stark/negativ beeinflusst wird. Auch wenn sich bezuglich dieser
Kombinationen (hohe S. sciuri-Konzentrationen in Verbindung mit 10*-10° KBE/ml A. Iwoffii
und L. lactis) eine synergistische IL-12p70-Freisetzung zeigte, so wurden durch diese
dennoch nicht die insgesamt héchsten, induzierbaren IL-12p70-Level freigesetzt. Diese
lieRen sich nach Behandlung huDCs mit Gemischen, die hohe Konzentrationen von L. lactis
und nur geringe Mengen der anderen zwei Bakterien enthielten, detektieren (Abb.21, S.66).
Bei Betrachtung dieses Datensatzes wird nochmals besonders deutlich, dass die L. lactis-
vermittelte Zytokininduktion stark von der Anwesenheit weiterer Bakterien beeinflusst wird.
So nimmt die gemessene IL-12p70-Freisetzung bei gleichbleibender, hoher L. lactis-
Konzentration mit zunehmender Konzentration der anderen zwei Bakterien deutlich ab. Eine
mogliche Erklarung fiir diese Beobachtung konnte der Wirkmechanismus des L. lactis liefern.

Wie sowohl Jennifer Debarry als auch Karina Stein in ihren Dissertationen zeigen
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konnten!’*1°!

, weisen die L. lactis-vermittelten Effekte im Vergleich zu den S. sciuri- und A.
Iwoffii-induzierten eine deutliche Zeitverzégerung auf. Dies ist in der Tatsache begriindet,
dass die Aufnahme dieses Isolates und auch die endosomale Ansduerung essentiell flr die
Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen, insbesondere von IL-12p70, sind. Liegen also
von allen drei Bakterien gleich hohe Konzentrationen vor, ist die Wahrscheinlichkeit der
Erkennung durch die Zelle von aullen fir S. sciuri und A. Iwoffii erhdht, da diese im
Gegensatz zum L. lactis nicht nur durch Aufnahme durch die Zelle sondern auch (iber
Rezeptoren auf der Zelloberflache (TLR2, TLR4) erkannt werden kdnnen. Zudem kdnnen sie
so bereits deutlich vor dem L. lactis ihre spezifische Geneexpression induzieren. Da die DCs
so bereits voraktiviert sind, ware es denkbar, dass L. lactis gar nicht erst von der Zelle
erkannt wird. Moglich ware aber auch, dass dessen Erkennung nicht in dem MalSe zu einer
Aktivierung fihrt, wie es ohne diese vorangegangene Aktivierung moglich ware,
beispielsweise aufgrund eines Mangels intermediarer Signalmolekdile.

Des Weiteren fiel auf, dass die Stimulation mit der hochsten, verwendeten
Bakterienkonzentration (3x107 KBE/ml) zu einer eindeutigen Inhibierung der (L .lactis-
induzierten-) [IL-12p70-Freisetzung fiihrte, es wurden lediglich noch Zytokinmengen
detektiert, die gerade einmal einem Zwanzigstel der Menge entsprechen, die alleine durch
den L. lactis induziert werden. In geringerem Malle lieBen sich diese Tendenzen auch in
Bezug auf die anderen zwei analysierten, proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a
erkennen, wobei die Inhibierung hier nicht ganz so stark ausgepragt war und Zytokinmengen
ermittelt wurden, die zumindest im gleichen Bereich lagen wie die, die durch Behandlung
der Zellen mit dem jeweils am schwachsten induzierenden Bakterium alleine erreicht
wurden. Dieser Effekt lieBe sich mit einer generellen ,Hyperstimulation” der DCs erklaren,
die zu sogenannter ,,exhausted” DCs fiihren kann (siehe folgenden Abschnitt).

Fiir das immunregulatorische Zytokin IL-10 hingegen ergab sich ein vollkommen anderes
Induktionsprofil, es zeigten sich fiir fast alle ausgetesteten Kombinationsméglichkeiten der
drei Bakterien additive Effekte. Lediglich nach Uberschreiten einer Gesamtbakterienlast von
2x10” KBE/ml wurden Zytokinmengen gemessen, die deutlich geringer waren, als die, die
durch rein additive Effekte hatten induziert werden missen. Auch in diesem Kontext lieRe
sich diese Beobachtung aufgrund der Tatsache erkldren, dass die Einzelstimulation huDCs
mit allen drei Bakterien ab einer bestimmten Konzentration zur Freisetzung von IL-10 fiihrt

und das Gesamtlevel an Zytokin, das produziert werden miisste, um einer additiven Menge
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zu entsprechen, von den Zellen gar nicht erreicht werden kann. Dennoch lieBen sich nach
Stimulation mit der maximalen, verwendeten Gesamtbakterienlast (3x107 KBE/ml) die
hochsten [IL-10-Level messen. Das Zytokinprofil, welches unter Einfluss sehr hoher,
bakterieller Konzentrationen entstanden ist, ist charakteristisch fiir sogenannte ,,exhausted”
DCs. Diese ausgereiften DCs zeichnen sich durch die Produktion groRer IL-10-Mengen und
eine supprimierte IL-12p70-Freisetzung aus, wahrend die IL-6- und TNF-a-Sezernierung

203

hingegen aufrecht erhalten bleibt®". In diesem Falle wadre die IL-12p70-Inibierung IL-10

abhingig®®*

. Da sich aber keine direkte, negative Korrelation der freigesetzten IL-12p70- und
IL-10-Mengen zeigte (beispielsweise induzierte die Behandlung der Zellen mit 1x10’ KBE/ml
S. sciuri in Kombination mit 10° KBE/ml der anderen zwei Bakterien ein vergleichsweise
hohes Niveau an IL-12p70, gleichzeitig lieR sich aber auch eine grole Menge von IL-10
nachweisen), lasst sich nur anhand der vorliegenden Daten nicht eindeutig feststellen, ob die
beobachtete Zytokininhibierung tatsachlich IL-10-vermittelt ist, oder ob diese aufgrund einer
Uberschneidung der Signalwege, die zur Induktion der proinflammatorischen Zytokine
fihren, zustande kommt.

Die Ergebnisse der simultanen Stimulation huDCs mit verschiedenen Kombinationen der drei
Kuhstallisolate lassen sich also wie folgt zusammenfassen: Es zeigten sich sowohl
inhibierende, additive und selten auch synergistische Effekte in Bezug auf die Freisetzung der
vier Schllsselzytokine IL-6, IL-12p70, TNF-a und IL-10. Fir jedes dieser analysierten Zytokine
zeigte sich zwar ein vollkommen individuelles Induktionsmuster, dennoch lieRen sich in
Bezug auf die Freisetzung der drei proinflammatorischen Zytokine im Vergleich zu dem
antiinflammatorischen Zytokin IL-10 gleiche Tendenzen erkennen. Wahrend sich eine sehr
hohe Gesamtbakterienlast auf die Produktion der ersten drei eher inhibierend auswirkte,
induzierte diese im Vergleich zu den Einzelstimulationen eine deutlich erhohte IL-10-
Freisetzung. Es zeichnete sich ab, dass hohe Konzentrationen des Gram-positiven Bakteriums
L. lactis in Verbindung mit niedrigen Konzentrationen des ebenfalls Gram-positiven Isolats S.
sciuri und dem Gram-negativen A. Iwoffii, meist zu den hdchsten, nach simultaner
Stimulation gemessenen Zytokinmengen fihrte, wobei auch diese Beobachtung nur auf die
drei inflammatorischen Zytokine, nicht aber auf IL-10, zutrifft. Darliber hinaus lieRen sich
aber keine Korrelationen zwischen der Verwendung oder dem eingesetzten Verhaltnis Gram-

positiver und —negativer Bakterien erkennen.
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4.3.2 Die simultane Stimulation huDCs mit fiinf allergieprotektiven Kuhstallbakterien
fiihrt zu einem im Vergleich zu den Einzelstimulationen vollkommen anderen
Induktionsprofil

Die Tendenzen, die sich bereits nach Stimulation huDCs mit 3er-Kombinationen der

Kuhstallbakterien L. lactis, A. Iwoffii und S. sciuri hinsichtlich der Freisetzung der Zytokine IL-

10, IL-12p70, IL-6 und TNF-a abzeichneten, lieRen sich nach simultaner Stimulation mit dem

um Lb. curvatus und J. psychrophilus-erweitertem Gemisch noch deutlicher erkennen: Auch

hier zeigte sich in Bezug auf die Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine IL-6 TNF-a
und IL-12p70, dass sich eine zu hohe Gesamtbakterienlast stark inhibierend auf die Sekretion
auswirkt. In Bezug auf die Freisetzung von IL-6 (Abb.22,5.71) und TNF-a (Abb.23, S.72) lieR
sich eine eindeutige Konzentrationsabhangig erkennen; so war die durch simultane

Stimulation induzierte, maximale Zytokinmenge je nach Stimulation mit 5x10° KBE/ml

detektierbar, héher konzentrierte Behandlungen flhrten zu einer geringeren Freisetzung.

Wihrend durch Behandlung der DCs mit 5x10°> KBE/ml mindestens noch die Menge an

Zytokin freigesetzt wurde, die durch das jeweils am starksten induzierende Bakterium in

entsprechender Konzentration alleine induziert wurde, galt dies nicht fir die hoher

konzentrierten Gemische. Wie sich bereits nach Stimulation von huDCs mit den 3er-

Kombination abzeichnete, waren die inhibierenden Effekte auch nach Verwendung des 5er-

Gemisches in Bezug auf die Freisetzung des Zytokins IL-12p70 (Abb.21, S.66) am starksten

ausgepragt: erneut liel sich eine konzentrationsabhangige Induktion erkennen, wobei das

simultan induzierbare Maximum der IL-12p70-Sekretion (durch 5x10° KBE/ml und 1x10°

KBE/ml) nur einem Bruchteil dessen entsprach, was alleine durch die beiden starken

Induktoren L. lactis und S. sciuri induziert werden konnte. Nach Stimulation der Zellen mit

5x10” KBE/ml des Gemisches war die Inhibierung sogar so stark, dass kein freigesetztes IL-

12p70 mehr messbar war.

Beim Abgleich mit den Daten, die den 3er-Stimulationen entstammen, wird deutlich, dass

die Freisetzung der drei proinflammatorischen Zytokine nicht nur von der verwendeten

Gesamtbakterienzahl abhangig zu sein scheint, sondern dass auch die Anzahl der

verwendeten Bakterien eine Rolle spielen kdnnte. Dies ldsst sich beispielsweise am Verlauf

der gemessenen IL-6-Freisetzung nach simultaner Stimulation mit drei (Abb.18, S.61 und

Abb.38, S.133) oder fiinf Bakterien (Abb.22, S.71) erkennen: Die detektierbaren Mengen

nahmen zunichst mit steigender Gesamtbakterienlast zu (1x10°-3x10° KBE/ml, entspricht:
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1x10°, 3x10°, 5x10°, 1x10° 3x10° KBE/ml) und sanken mit weiter zunehmender
Konzentration wieder (5x10° 1x10’, 5x10’ KBE/ml). In diesen konzentrationsabhangigen
Verlauf passen aber nicht die IL-6-Mengen, die sich nach Behandlung der DCs mit 1,2x10’
oder 3x10” KBE/ml (3er-Kombinationen) feststellen lieRen, da diese deutlich héher waren als
jene, die durch Stimulation mit 1x10’ und 5x10’ KBE/ml (5er-Kombinationen) bewirkt
wurden. Im Kontext der IL-6-Daten wird dies besonders bei hohen L. lactis-Konzentrationen
deutlich und auch hinsichtlich der IL-12p70-Freisetzung zeigten sich diese Effekte besonders
deutlich unter Beteiligung hoher L. lactis-Konzentrationen. Fiir die TNF-a-Sekretion hingegen
zeigten sich diese Effekte nur nach Behandlung der DCs mit Kombinationen, die hohe

L. lactis-Konzentrationen enthielten.

Wie sich bereits bei Betrachtung der Daten hinsichtlich der Zytokinfreisetzung nach
Stimulation mit verschiedenen 3er-Kombinationen erkennen liel§, zeigt IL-10 ein ganz
anderes Induktionsprofil, welches sich nach Behandlung von huDCs mit 5er-Kombinationen
der allergieprotektiven Bakterien noch deutlicher abzeichnete: In diesem Fall induzierte die
hochste verwendete Konzentration des 5er-Gemisches (5x107 KBE/ml) auch das hochste,
simultan erreichbare Zytokinniveau (Abb.25, S.75). Dieses entspricht zwar nicht der Menge,
die durch rein additive Induktion hatte erreicht werden konnen, dennoch ist es im Gegensatz
zu den freigesetzten Mengen der proinflammatorischen Zytokine deutlich hoher als das,
welches durch eines der Bakterien alleine (auch jeweils des starksten Induktors) freigesetzt
wird. Allerdings entspricht die zur Stimulation verwendete Konzentration mit 5x10’ KBE/ml
auch der funffachen Konzentration wie der fur die Einzelstimulationen verwendeten.
Berlicksichtigt man also diese Gesamtbakterienlast und vergleicht die IL-10-Mengen, die
durch 1x10’ KBE/ml von je einem der Bakterien induziert wurden, mit denen, die durch
insgesamt 1x10’ KBE/ml des 5er-Gemisches freigesetzt wurden, so verliert diese Aussage
ihre Glltigkeit, da die simultan induzierten Mengen nicht so hoch sind, wie jene, die
beispielsweise durch gleiche Konzentrationen des A. Iwoffii oder S. sciuri alleine erreicht
wurden. Das regulatorische Zytokin IL-10 ist auch das einzige der analysierten Zytokine, fir
dessen Induktion sich eine reine Abhangigkeit der Gesamtbakterienlast ohne
Zusammenhang zwischen der Anzahl der zur Stimulation verwendeten Bakterien zeigt. So
zeigt sich auch unter Einbezug der Daten der 3er-Stimulationen eine rein
konzentrationsabhdngige Steigerung der sezernierten IL-10-Mengen. Ausnahmen

diesbezuglich bilden jeweils nur die 3er-Gemische, die 10’ KBE/ml A. Iwoffii und L. lactis in
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Kombination mit 10* bis 10° KBE/ml S. sciuri enthielten, da nach Behandlung der DCs mit
diesen Kombinationen trotz hoherer Gesamtbakterienlast (2,001—2,1x107 KBE/ml) IL-10-Level
gemessen wurden, die geringer waren als jene, die nach Stimulation mit Gemischen, die 10’
KBE/ml S. sciuri und 10* bis 10° KBE/ml L. lactis und A. Iwoffii (also eine Gesamtbakterienlast
von 1,002-1,2x10’ KBE/ml) enthielten, detektiert wurden. Auch in diesem Kontext lasst sich
nur spekulieren, ob alleine eine (zu) hohe Gesamtbakterienlast fir die Zytokinproduktion
fordernde (IL-10) oder inhibierende (IL-6, IL-12p70 und TNF-a) Wirkung verantwortlich ist,
oder ob vielmehr die hohen Level des immunsupprimierenden IL-10 fiir die inhibierte
Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine verantwortlich ist. Denn aus der Literatur ist
bekannt, dass IL-10 ein potenter Inhibitor der Expression verschiedener
proinflammatorischer Zytokine ist. Darunter sind nicht nur TNF-a, IL-6 und besonders IL-
12p70, sondern auch die Zytokine IL-18 und IFN-BZOS, deren mRNA-Expression in der
vorliegenden Arbeit analysiert wurde (Abb.27, S.79) und ebenfalls eine Reduktion im
Vergleich zu den Einzelstimulationen aufweist. Tatsachlich zeigte sich in diesem Kontext im
Gegensatz zu den Stimulationen mit den 3er-Kombinationen eine inverse Korrelation
zwischen den gemessenen IL-10- und IL-12p70-Mengen. IL-10 unterdriickt aber nicht nur
Uber einen autokrinen Mechanismus die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine durch
DCs, sondern Ubernimmt dariiber hinaus in Abwesenheit von IL-12p70 und anderen
proinflammatorischen Zytokinen, wie sie vorliegend gegeben ist, eine immunsuppressive

206 Tatsschlich

Wirkung, die die Entstehung grolRer Mengen Effektor-T-Zellen verhindert
waren auch nahezu alle analysierten Parameter, die mit einer T-Zell-Polarisierung assoziiert
sind, im Vergleich zu den Einzelstimulationen nach simultaner Stimulation mit 1 oder 5x10’
KBE/ml deutlich reduziert (Ausnahmen CD80, CD86, TGF-B-mRNA in Kokulturen),
unabhdngig davon, ob es sich um Tyl-, Ty2- oder T.g-assoziierte Molekiile handelte. Auch
diesbezliglich lieBe sich ein Zusammenhang zwischen der Hohe der gemessenen IL-10-
Mengen und der Starke der Reduzierung der gemessenen Parameter herstellen, da diese mit
einer einzigen Ausnahme (DLL4) nach Behandlung der Zellen mit 5x10’ KBE/ml stets deutlich
starker ausgepragt war (CD80, CD86, IL-18, IFN-B, ICAM-1, Jagged-1) als es nach Stimulation
mit 1x10” KBE/ml der Fall war, oder die Molekiile zumindest gleich stark, nicht aber starker,
induziert waren (CD86, IFN-y, TNF-a, OX40-L, TGF-B, IL-1B). Folglich lieR sich im Vergleich zu

den Einzelstimulationen nur eine leichte, oder keine eindeutige T-Zell-Polarisierung

feststellen. So zeigte sich eine im Vergleich zu den Einzelstimulationen nur eine leicht, aber
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mit Bezug zur Mediumkontrolle dennoch erhohte, mRNA-Expression der zwei Tyl-
assoziireten Molekile T-bet und IL-2 (Abb.29, S.81 ) in TCs messen, die mit simultan
vorstimulierten DCs kokultiviert wurden. Auch die detektierten Mengen der von Ty1-Zellen
freigesetzten Zytokine IFN-y und TNF-a (Abb.30, S.83) waren im Vergleich reduziert, lagen
aber iber dem Kontroll-Niveau. Zu begriinden ware dies mit der ebenfalls stark reduzierten
MRNA-Expression der beiden Tyl-polarisierenden kostimulatorischen Molekiile DLL4 und
ICAM-1 (Abb.28, S.80) und den ebenfalls reduzierten mRNA-Levels der Zytokine IL-18 und
IFN-B (Abb.27, S.79). Aufgrund der vollkommen Abwesenheit des allgemein als essentiell zur
Tyl-Polarisierung geltenden Zytokins IL-12p70 nach Stimulation huDCs mit dem Gemisch der
funf allergieprotektiven Bakterien in mit einer Gesamtkonzentration von 1 oder 5x10’
KBE/ml mag diese, wenn auch nur schwach ausgepragte, Entwicklung von Tyl-Zellen
zunachst paradox erscheinen. Doch finden sich in der Literatur eine Reihe von Quellen, die

eine IL-12p70-unabhangige Polarisierung von Tyl-Zellen beschreiben®®

. Freudenberg et al.
beispielsweise zeigten eine IL-12p70-unabhdngige IFN-y-Induktion durch Gram-negative
Spezies via Aktivierung von STAT 4 durch Typ 1 IFN (IFN-a/-B) und I1L-18%°’. Da im
vorliegenden System sowohl die mRNA von IFN-B als auch von IL-18 in geringen (IFN-B,) oder
deutlichen (IL-18) Mengen nach simultaner Stimulation huDCs nachgewiesen werden
konnte, ware dieser Mechanismus eine mogliche Erklarung fir die Entstehung von Tyl-
Zellen trotz fehlender IL-12p70-Sekretion. Auch die Beteiligung des ebenfalls zur IL-12-
Familie zédhlenden IL-27 wéare denkbar, da auch von diesem bekannt ist, dass es an der
frihen Tyl-Differenzierung beteiligt ist’®®. Die Sekretion dieses Zytokins wurde zwar in der
vorliegenden Arbeit nicht bestimmt, da aber Karina Stein bereits zeigen konnte, dass eine
Behandlung huDCs mit L. lactis oder S. sciuri zur mRNA-Induktion der beiden Untereinheiten
dieses Proteins flhrt und sich diese beiden Spezies im hier verwendeten Bakteriengemisch
befinden, scheint diese Annahme nicht ganz abwegig. Ob es durch Stimulation von huDCs
mit der 5er-Kombination tatsachlich zu einer Freisetzung von IL-27 kommt, oder ob auch die
Sekretion dieses Zytokins wie bei den anderen zwei zur IL-12-Familie gehorigen Zytokinen IL-
12p70 und IL-23 (Daten nicht gezeigt) durch hohe bakterielle Konzentrationen inhibiert wird,
lieBe sich aber nur durch weitere Versuche klaren.

Auch bei der IL-12p70-unabhangigen Induktion von IFN-y-produzierenden Ty1-Zellen findet

die Amplifikation der Tyl-immunantwort unter Beteiligung von IL-12p70 statt®®®, womit sich
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die nur geringe Ausbildung dieses Subtyps nach simultaner Stimulation im vorliegenden
System erklaren lieRe.

Die erhobenen Daten bezliglich einer Ty2-Polarisierung zeigen ebenfalls eine eindeutige
Reduktion aller analysierten Parameter nach simultaner vs. Einzelstimulation. Mit Bezug auf
die jeweiligen unstimulierten Kontrollen liel3 sich weder fir die mRNA des Ty2-spezifischen
Transkriptionsfaktors GATA3, noch fir die mRNA der Ty2-Zytokine IL-5 und IL-13 (Abb.32,
S.86) oder das Protein IL-4 (Abb.33, S.89) eine eindeutige Hochregulation nach simultaner
Stimulation feststellen, unter Einbezug der Datenstreuung zeigte sich unter Einfluss des
Bakteriengemisches sogar die jeweils geringste Expression der mRNA von IL-5 und IL-13. Dies
ist konform mit dem Befund, dass auch die mRNA der zwei Molekile OX40-L und Jagged-1,
die eine Ty2-Polarisierung fordern, nach simultaner Stimulation deutlich geringer induziert
wurde, als es nach bestimmten Einzelstimulationen der Fall war (Abb.31, S.84). Die ganzliche
Abwesenheit (IL-12p70, IL-1B, IL-18), beziehungsweise das stark reduzierte Vorhandensein
(IL-6, TNF-B, IFN-B) zentraler, proinflammatorischer oder DC-aktivierender Zytokine kénnte
ein Hinweis darauf sein, dass die Behandlung von huDCs mit dem Gemisch der finf
allergieprotektiven Bakterien in hoher Konzentration (1 oder 5x107 KBE/ml) die vollstandige
Reifung der Zellen, wie sie nach den Einzelstimulationen zu verzeichnen war, unterdriickt.
Ob diese Unterdriickung auf der gegenseitigen Inhibierung der verschiedenen Bakterien
hinsichtlich ihrer Reifungsinduktion oder auf einer autokrinen Wirkung des vermehrt
freigesetzten IL-10 beruht?®, lasst sich anhand der vorliegen Daten nicht unterscheiden,
wobei die Tatsache, dass Gorelik et al. in Mausmodellen des akuten allergischen Asthmas
zeigen konnten, dass ein autokriner, IL-10-abhangiger Mechanismus an der durch Inhalation
von Kuhstallstaubextrakt reduzierten Funktion von DCs beteiligt ist?’°, eher fir letztere
Annahme spricht. Ein solcher ,semi-reifer” Zustand von DCs zeichnet sich nicht nur durch
eine fehlende oder geringe Freisetzung proinflammatorischer Zytokine aus, sondern auch
durch die Hochregulation der Expression kostimulatorischer Molekiile, wie CD80 und CD86
(Abb.26, S.77) gegeniiber unreifen DCs aus?'’. Dariiber hinaus ist insbesondere die hohe
Sekretion von IL-10 charakteristisch®*?, die nicht nur mit der Generierung IL-10-
produzierender T.g-Zellen assoziiert ist213, sondern dabei den entscheidenden Faktor

darstellt*'?

. All diese Charakteristika treffen auch auf die DCs zu, die unter Einfluss von 1
oder 5x10” KBE/ml des verwendeten Bakteriengemisches entstanden sind. Allerdings wire

dann auch die Entstehung groBer Mengen Tes-Zellen zu erwarte. Doch obwohl unter Einfluss
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hoher Konzentrationen des Bakteriengemisches im Vergleich die hoéchsten IL-10-Level
detektiert wurden (Abb.25, S.75), ist die mRNA-Expression des T.g-assoziierten
Transkriptionsfaktors FoxP3 in den entsprechenden DC-TC-Kokulturen im Vergleich zu den
Einzelstimulationen verhaltnismaRig schwach hochreguliert (Abb.35, S.90) und auch das
zentrale, immunsupprimierende IL-10 wird in diesen Kokulturen vergleichsweise nur gering
sezerniert (Abb.36, S.91). Doch wie bereits erlautert miissen Treg-Zellen nicht zwangslaufig
FoxP3" sein, denn die Expression des Transkriptionsfaktors korreliert nicht mit der
Suppressoraktivitit  dieser  Zellen'® und  nahezu alle  Subgruppen  dieser
immunregulatorischen T-Zellen kénnen IL-10 unabhangig von FoxP3 sezernieren. Zudem
weist eine Vielzahl von Quellen darauf hin, dass tolerogene DCs vornehmlich Tes-Zellen vom

Subtyp T, induzieren®'*'*%%13,

Wie bereits zuvor beschrieben, ist diese spezielle
Untergruppe der Teg-Zellen CD4'FoxP3™ und zeichnet sich durch die Sekretion groRer IL-10-
Mengen bei gleichzeitiger geringer oder fehlender TGF-B-Freisetzung aus™®,

Zusammenfassend spricht eine Vielzahl der in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten
dafir, dass die Stimulation von huDCs mit einem Gemisch der finf allergieprotektive
Kuhstallisolate L. lactis, A. Iwoffii, S. sciuri, Lb. curvatus und J. psychrophilus in hohen
Konzentrationen Uiber einen noch nicht identifizierten Mechanismus zur Entstehung semi-
reifer DCs fihrt. Da solche DCs die Entstehung von IL-10-sezernierenden T.g-Zellen
induzieren und so gleichzeitig die Proliferation von Tyl-und Ty2-Zellen vermindern, gelten
sie als Vermittler der peripheren Toleranz und werden oft auch als tolerogene DCs

216

bezeichnet” . Da fiir tolerogene DCs gezeigt werden konnte, dass diese im Mausmodell des

OVA-induzierten Asthmas die allergische Sensibilisierung verhindern und sogar einen bereits

entwickelten, asthmatischen Phianotyp umkehren kénnen?®®

, ware die Entstehung dieser
semi-reifen Zellen eine mogliche Erklarung fir den erhdhten, Mikroben-vermittelten
Allergieschutz durch eine hohere Anzahl verschiedener Spezies, zu denen ein Individuum
Kontakt hatte. Denn entscheidend fiir die Induktion der peripheren Toleranz ist hierbei das
von den DCs freigesetzte IL-10, welches unter Einfluss des Bakteriengemisches in deutlich
hoheren Mengen freigesetzt wurde, als es nach den entsprechenden Einzelstimulationen der
Fall war. Aufgrund der fehlenden starken Auspragung von T.g-Zellen, die sich zwar mit
Informationen aus der Literatur erklaren lieRe, sich aber nicht mit eigenen, erhobenen Daten

belegen lasst, ware auch denkbar, dass die simultane Stimulation huDCs nicht zu einer

gravierenden Veranderung ihrer T-Zell-polarisierenden Eigenschaft fiihrt, sondern sich diese
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auf andere Eigenschaften der DCs auswirkt. Ahnliches konnten Gorelik et al. durch
Sensibilisierung von Mausen mit Knochenmarks-generierten DCs, die zuvor mit einem
Kuhstallstaubextrakt behandelt worden waren, zeigen®'®. Sie vermuteten anhand ihrer
gewonnenen Daten, dass der beobachtete, Kuhstallstaubextrakt-vermittelte
allergieprotektive Effekt vielmehr auf einer verminderten Allergie-induzierenden Kapazitat
der behandelten DCs denn auf der Induktion eines Tyl-oder T..g-polarisierende Programmes
beruht. Da sich viele Parallelen zwischen den Befunden von Gorelik et al. und den im Zuge
der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten finden lassen (Behandlung von DCs mit einem
Bakteriengemisch, Hochregulation von kostimulatorischen Molekilen trotz Vorhandensein
grofler |L-10-Mengen, verringerte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine, keine
eindeutige Tyl-oder T.g-Entwicklung) ware also auch dies ein moglicher allergiepraventiver
Mechanismus, der durch die Behandlung huDCs mit dem gewadhlten Bakteriengemisch
induziert werden kdnnte.

Auch wenn sich anhand der vorliegenden Daten nicht eindeutig klaren lasst, welche Art oder
welches Stadium sich durch Behandlung huDCs mit hohen Konzentrationen des Gemisches
der fiinf allergieprotektiven Kuhstallbakterien L. lactis, A. Iwoffii, S. sciuri, Lb. curvatus und J.
psychrophilus entwickelt, ist insbesondere die hohe IL-10-Freisetzung bei gleichzeitiger
verminderter, generell supprimierter Immunantwort ein wichtiger Befund. So ist dieser nicht
nur konform mit vergleichbaren Daten (siehe oben), sondern lassen sich in der Literatur eine
Vielzahl an Quellen finden, die auf die zentrale Rolle von IL-10 bei der Regulation von
allergischen, T,2-vermittelten Immunantworten hinweisen. So spielt es in diesem Kontext
nicht nur aufgrund der bereits erlduterten Induktion von T.-Zellen eine zentrale RoIIelS,

sondern fordert auch den Antikérperwechsel vom Allergie-vermittelndem IgE zu IgG4*'. D

es
Weiteren konnten negative Korrelationen der IL-10-Konzentrationen in allergischen
Patienten und dem Schweregrad der Erkrankung®'®, sowie Allergien im Allgemeinen®®
nachgewiesen werden. Darliber hinaus konnten verminderte IL-10-Konzentrationen in
Neugeborenen und die spaterer Entwicklung von Atopie in einen direkten Zusammenhang
gebracht werden?®. Interessanterweise wird auch das in Kuhmilch enthaltene IL-10, welches
trotz leicht abweichender Struktur vom humanen IL-10 mit den Rezeptoren des Menschen

agieren kann, mit einem Allergieschutz in Verbindung gebracht??°.
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4.3.3 Hypothese zur verstarkten Allergieprotektion durch eine hodhere mikrobielle
Diversitat
Die im Zuge der vorliegenden Arbeit erhobenen Ergebnisse zeigen, dass nicht - wie anfangs
hypothetisiert - synergistische Effekte fiir die erhéhte Allergieprotektion durch den Kontakt
mit einer hoheren mikrobiellen Diversitat verantwortlich sein kénnen. Vielmehr machen die
Befunde deutlich, dass die Behandlung huDCs mit einer grofReren Anzahl verschiedener
Kuhstallbakterien im Vergleich zu den entsprechenden Einzelstimulationen zu einer
allgemeinen Repression der Funktion der Zellen und der Induktion eines vollkommen
anderen Aktivierungsprofils fihrt. Wie soeben erldautert, lassen sich anhand der
vorliegenden Daten und Hinweisen aus der Literatur zwei Hypothesen beziiglich der durch
eine Vielzahl von (allergieprotektiven) Bakterien induzierten Allergiepravention aufstellen,
von denen eine nachstehend schematisch illustriert wurde (Abb.37). Die zugrundeliegenden
Mechanismen unterscheiden sich dabei deutlich von jenen, auf denen die durch ein
allergieprotektives Bakterium alleine vermittelten Wirkungen basieren, weshalb in
nachstehender Abbildung eine Gegeniiberstellung der (angenommenen) Wirkungsweisen

vorgenommen wurde.

L. lactis A. lwoffii S. sciuri Lb. curvatus  J. psychrophilus Gemisch
o
° ° 9 ) &) 0 %3 0o
o0 o0 o0 o0 o0 .¢°'8 :% °
o

[ D D

Kostlmlljxlatorlsche PPN PPN N N 2 1
Molekule

Proinflammatorische ™1 ~p N N 0 J
Zytokine

Immunregulatorische ™ ™~ ™~ ™ 0 T
Zytokine (IL-10)

Leitzytokin IL-12p70 IL-12p70 IL-10 ? IL-10

l

Vorrangige T,-Zell-
Polarisation

T sehr starke Expression/Sekretion
™~ starke Expression /Sekretion
™ geringe Expression /Sekretion

N2 inhibierte Expression/Sekretion

Abb.37:Schematische Gegeniiberstellung der Wirkmechanismen der allergiepraventiven Effekte, die auf der alleinigen
oder simultanen Wirkung der Kuhstallisolate L. lactis, A. Iwoffii, S. sciuri, Lb. curvatus und/oder J. psychrophilus auf
huDCs und deren T-Zell-Polarisierungskapazitat beruhen.

112



Fazit

4.4 Fazit

Bei zusammenfassender Betrachtung machen die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse deutlich, dass die gleichzeitige Aktivierung einer Bandbreite von verschiedenen
Rezeptoren durch gleichzeitigen Kontakt mit einer Vielzahl verschiedener Mikroben zu einer
vielfaltigen Aktivierung des Immunsystems und damit einem verdanderten Induktionsprofil
flhrt. Die hohe IL-10-Freisetzung, die sich durch Kontakt mit mehreren allergieprotektiven
Bakterien gleichzeitig ergibt, ist ein zentraler Befund und kann eine mogliche experimentelle
Basis fur den von Ege et al. beobachteten Diversitatseffekt, der lediglich auf
epidemiologischen Befunden beruht, bieten. Besonders aufgrund der fehlenden oder stark
verminderten Induktion proinflammatorischer Zytokine nach Behandlung mit dem
Bakteriengemisch aus Lactococcus lactis G121, Acinetobacter Iwoffii F78, Staphylococcus
sciuri W620, Jeotgalicoccus psychrophilus W713 und Lactobacillus curvatus konnte sich
durch Ausbleiben einer Entziindungsreaktion insbesondere in in vivo Modellen ein groRer
Vorteil gegeniliber der Verwendung einzelner allergieprotektiver Stimme ergeben. Somit
bieten die in dieser Arbeit erhobenen Daten nicht nur viele Ansatzpunkte fir weiterfiihrende
Versuche, sondern zudem eine Grundlage fir die Entwicklung allergiepraventiver

MalBnahmen und Therapieansatze.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Eine Reihe von epidemiologischen Studien belegt, dass das Aufwachsen auf einem
traditionell gefiihrten Bauernhof das Risiko vermindert, spdter im Leben allergische
Erkrankungen zu entwickeln. Mittlerweile ist hinreichend belegt, dass dieser Effekt
grofitenteils durch vermehrt in der bauerlichen Umgebung vorkommende Bestandteile von
Pilzen, Pflanzen und insbesondere von Bakterien vermittelt wird. Die drei aus Kuhstéllen
isolierten Bakterienstimme Lactococcus lactis G121, Acinetobacter Iwoffii F78 und
Staphylococcus sciuri W620, die sich durch ihre besonders hohe Abundanz auszeichneten,
erwiesen sich in einem in vivo Mausmodell der akuten allergischen Entziindung als
allergieprotektiv. Verschiedene in vitro Daten konnten zeigen, dass diese Mikroben-
vermittelte Allergiepravention auf der Fahigkeit der Isolate beruht, die Ty-Zell-
polarisierenden Eigenschaften huDCs maRgeblich zu beeinflussen. So kdnnen sie durch
Kontakt in den ersten Lebensjahren, die entscheidend fiir die Reifung des Immunsystems
und der Entwicklung einer gesunden Ty-Zell-Balance sind, durch Induktion von Ty1- oder Teg-
Zellen die Entwicklung der Allergie-assoziierten Ty2-Zellen unterdriicken. Vorangegangene
Arbeiten in diesem Kontext konnten zeigen, dass die Bakterien-vermittelte
Allergieprotektion durch vielfaltige Mechanismen erreicht werden kann. Zusammen mit den
Befunden neuerer Studien, die zeigen, dass der Mikroben-induzierte Allergieschutz umso
starker ist, je hoher die mikrobielle Vielfalt ist, denen Bauernhofkinder ausgesetzt sind
(Diversitatseffekt), stellte sich die Frage, welche immunologischen Mechanismen fiir diese
verstarkte Allergieprotektion verantwortlich sein kdnnen. Daraus ergab sich der Ansatz, die
Effekte einer alleinigen Stimulation von huDCs mit einem Allergie-protektiven Bakterium mit
denen, die durch Stimulation mit einem Bakteriengemisch bewirkt wurden, zu vergleichen,
insbesondere in Hinblick auf die resultierende Ty-Zell-polarisierenden Kapazititen von
huDCs. Zu diesem Zwecke wurden zunachst zwei weitere, ebenfalls mit einem Allergieschutz
in Verbindung gebrachte Kuhstallisolate, Lactobacillus curvatus und Jeotgalicoccus
psychrophilus W713 hinsichtlich ihrer grundlegenden immunmodulatorischen Eigenschaften
untersucht, um diese nach festgestellter Eignung zusatzlich zu den drei bereits
charakterisierten, allergiepraventiven Isolaten Lactococcus lactis G121, Acinetobacter Iwoffii

F78 und Staphylococcus sciuri W620 in das zu testende Bakteriengemisch aufnehmen zu
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konnen. Die anfangs aufgestellte Hypothese, dass synergistische Effekte fiir den
Diversitatseffekt verantwortlich sein kdnnten, wurde bereits durch die ersten Ergebnisse
dieser Arbeit widerlegt; vielmehr wurde deutlich, dass die Behandlung mit dem
Bakteriengemisch in einem Reifungszustand und einer Ty-Zell-Polarisierungskapazitat der
huDCs resultierte, die stark von den durch Einzelstimulationen bewirkten abwichen.
Wahrend die Einzelstimulationen von huDCs durch Induktion immunogener DCs zu einer
starken Tyl- (Lactococcus. lactis G121, Acinetobacter Iwoffii F78, Lactobacillus curvatus),
oder zu keiner eindeutigen Ty-Zell-Polarisierung (Staphylococcus sciuri W620, Jeotgalicoccus
psychrophilus W713) fiihrte, induzierte das Gemisch dieser fiinf Isolate eine allgemeine
Suppression der Immunantwort und tolerogene DCs mit der Fahigkeit, T,1-Zellen zu
induzieren. Als zentraler Befund ist die stark erhdhte Freisetzung des immunregulatorischen
IL-10 nach simultaner Bakterienstimulation von huDCs zu nennen, die fiir die Entwicklung
der tolerogenen DCs und der T.1-Zellen verantwortlich sein kdnnte. Diese war begleitet
durch die gleichzeitige Abwesenheit oder stark verminderte Anwesenheit zentraler
proinflammatorischen Zytokine, was sich insbesondere im Hinblick auf eine potentielle
therapeutische Anwendung eines Gemisches dieser allergieprotektiven Kuhstallbakterien als

vorteilhaft erweisen kénnte.
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Abstract

A great number of epidemiological studies show that growing up on a traditional farm
protects from the development of asthma and allergic disease later in life. Meanwhile it is
well documented that these effect are mainly mediated by components of fungi, plants and
particularly bacteria existing increasingly in farming environment. Three bacterial species
characterized by their high abundance, namely Lactococcus lactis G121, Acinetobacter Iwoffii
F78 and Staphylococcus sciuri W620, were isolated from cowsheds of farms and were shown
to prevent an allergic immune responses in a mouse model of acute allergic inflammation.
Several in vitro data revealed that this microbial-induced allergy prevention is essentially
based on the ability of those cowshed-isolates to influence Ty-cell-polarizing capacities of
huDCs. Through contact early in life, which is the crucial time frame for the maturation and
development of a healthy Ty-cell-balance, these bacteria can inhibit the development of
allergy-associated Ty2-cells by the induction of Tyl- or T.eg-cells. Previous data showed that
the bacteria-induced allergy protection may be achieved by several mechanisms. Together
with recent studies showing a positive association between microbial diversity and the
strength of allergy protection (diversity effect) the question about the immunological
mechanisms being responsible for this enhanced protection arose. To gain further insight
into these mechanisms the effects induced by single-strain stimulation of huDCs should be
compared to those being caused by a mix of allergy protective bacteria, with special focus on
the DCs’ Ty-cell-polarizing abilities. For this purpose, first the principal immunological
properties of two more cowshed-isolates also being associated with allergy protection,
Lactobacillus curvatus and Jeotgalicoccus psychrophilus W713, were analyzed and later
added to the stimulation-mix of the three already characterized allergy preventive isolates
Lactococcus lactis G121, Acinetobacter Iwoffii F78 and Staphylococcus sciuri W620. The
initial hypothesis that synergistic effects could be responsible for the diversity effect was
disproved by the first results of the current thesis. Rather it became obvious that the
treatment of huDCs with the bacteria-mix led to a DC status of mature- and Ty-cell-polarizing
capacity which deviated significantly from those induced by single-strain stimulation. While
single-strain stimulation led either to a strong Ty1l-polarisation via induction of immunogenic
DCs (Lactococcus. lactis G121, Acinetobacter Iwoffii F78, Lactobacillus curvatus) or to an
ambiguous Ty-cell-polarization (Staphylococcus sciuri W620, Jeotgalicoccus psychrophilus
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W713) multi-strain stimulation led to a general suppression of the immune response via
induction of tolerogenic DCs being competent to induce the development of T,1-cells. The
high secretion of the immunoregulatory cytokine IL-10 following multi-strain stimulation of
huDCs is a pivotal finding and could explain the development of tolerogenic DCs and T,1-
cells. Concurrent with this the secretion of pro-inflammatory cytokines was abolished or at
least diminished, a fact that could be of advantage regarding the potential therapeutic

administration of a mix of allergy protective cowshed bacteria.
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Abb.38:Freisetzung von IL-6 aus humanen DCs nach Einzel- oder simultaner Stimulation mit L. lactis, A. Iwoffii

und S. sciuri

Humane DCs wurden entweder mit nur einem Bakterium (farbige, aufeinandergestapelte Balken; griine Balken: S. sciuri, rote
Balken: A. Iwoffii, blaue Balken: L. lactis; die Konzentration ist jeweils unter dem Balken in KBE/mI angegeben) oder mit
einem Gemisch der drei Bakterien (graue Balken, Konzentration ergibt sich aus der Summe der Konzentrationen der
Einzelstimulationen in KBE/mI) inkubiert. Nach 20h wurden die Uberstinde gewonnen und der Zytokingehalt mittels ELISA
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n =5 Spendern.
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Anhang

400+ TNF-a-Freisetzung
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Abb.39:Freisetzung von TNF-a aus humanen DCs nach Einzel- oder simultaner Stimulation mit L. lactis, A. Iwoffii

und S. sciuri

Humane DCs wurden entweder mit nur einem Bakterium (farbige, aufeinandergestapelte Balken; griine Balken: S. sciuri, rote
Balken: A. Iwoffii, blaue Balken: L. lactis; die Konzentration ist jeweils unter dem Balken in KBE/mI angegeben) oder mit

einem Gemisch der drei Bakterien (graue Balken, Konzentration ergibt sich aus der Summe der Konzentrationen der

Einzelstimulationen in KBE/ml) inkubiert. Nach 20h wurden die Uberstinde gewonnen und der Zytokingehalt mittels ELISA

bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n =5 Spendern.
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Anhang

IL-10-Freisetzung
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Abb.40:Freisetzung von IL-10 aus humanen DCs nach Einzel- oder simultaner Stimulation mit L. lactis, A. Iwoffii

und S. sciuri

Humane DCs wurden entweder mit nur einem Bakterium (farbige, aufeinandergestapelte Balken; griine Balken: S. sciuri, rote
Balken: A. Iwoffii, blaue Balken: L. lactis; die Konzentration ist jeweils unter dem Balken in KBE/mI angegeben) oder mit
einem Gemisch der drei Bakterien (graue Balken, Konzentration ergibt sich aus der Summe der Konzentrationen der
Einzelstimulationen in KBE/ml) inkubiert. Nach 20h wurden die Uberstinde gewonnen und der Zytokingehalt mittels ELISA
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n =5 Spendern.
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IL-12p70-Freisetzung
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Abb. 41:Freisetzung von IL-12p70 aus humanen DCs nach Einzel- oder simultaner Stimulation mit L. lactis, A. Iwoffii

und S. sciuri

Humane DCs wurden entweder mit nur einem Bakterium (farbige, aufeinandergestapelte Balken; griine Balken: S. sciuri, rote
Balken: A. Iwoffii, blaue Balken: L. lactis; die Konzentration ist jeweils unter dem Balken in KBE/mI angegeben) oder mit

einem Gemisch der drei Bakterien (graue Balken, Konzentration ergibt sich aus der Summe der Konzentrationen der

Einzelstimulationen in KBE/mI) inkubiert. Nach 20h wurden die Uberstinde gewonnen und der Zytokingehalt mittels ELISA

bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von n =5 Spendern.
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