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Abstract
Hintergrund: Antibiotikaresistenzen sind eine wachsende Bedrohung fir unser

Gesundheitssystem, gleichzeitig war bzw. ist die Anwendung von antibakteriellen
Substanzen fur die Nutztierwirtschaft unumganglich. Alternativen wie Probiotika sind deshalb
notwendiger denn je. OMNI BIOTIC ® PANDA (OBP) ist ein Probiotikum aus der
Humanmedizin, was unter anderem zu einer vermehrten Proliferation von regulatorischen T-

Zellen fuhren soll.

Methoden: Es wurden isolierte Zellen aus peripher entnommenen Schweineblut (n=4) in mit
OBP inkubiert. Insgesamt gab es drei Ansatze: (1) PBMC (Peripheral Blood Mononuclear
Cells), entspricht 500 yl PBMC + 500 pl Medium; (2) Leerwert, entspricht 100 pl Standard +
50 pl Standartlésung; (3) 1:2, entspricht 500 yl PBMC + 500 pyl OBP. Die Zellen wurden flr
die Fluoreszenzmikroskopie mit Antikérpern fir die Erkennung T-Zell-spezifischer
Oberflachenproteine CD4 und CD25 versetzt und per Programm ImageJ ® ausgezahlt. Die

Genexpression fir CD25 und FOX P3 wurde mittels gPCR gemessen.

Ergebnisse:
Fluoreszenzmikroskopie: Im Durchschnitt aller Schweine lasst sich ein deutlicher

prozentueller Anstieg von CD4+-Zellen sehen und ein geringer prozentueller Abstieg von
CD25+-Zellen der behandelten Zellen im Vergleich zum Kontrolldurchgang. Es gibt
individuelle Unterschiede. Bei Schwein 1 gibt es einen geringeren Anteil von CD4+- und
CD25+-Zellen, bei Schwein 2 und 4 steigen die Anteile beider Zellkategorien der
behandelten Zellen. Bei Schwein 3 steigt der Anteil der CD4+- Zellen, aber der Anteil der
CD25+-Zellen sinkt. Die Unterteilung der CD25 Oberflachenproteine in CD25 high und dim

lasst keine Regel erkennen.

gPCR: Die behandelten Zellen zeigen im Durchschnitt im Vergleich mit den unbehandelten
eine hohere Genexpression fiur FOX P3 und CD25. Aufféllig ist, dass die behandelten Zellen
von Schwein 1 in der Fluoreszenzmikroskopie und in der gPCR einer Verringerung in allen

Markern zeigt.

Conclusio: Die erhobenen Ergebnisse deuten auf eine gednderte Antwort des T-Zell
basierenden Immunsystems durch eine OBP-Behandlung hin. Vollendes kann jedoch nicht
behauptet werden, dass OBP® zu einer vermehrten Proliferation von porzinen regulativen T-
Zellen fuhrt. Dafur bedarf es Folgeversuche mit einer groReren Stichprobenanzahl und
optimiertem Versuchsdesign. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern dafir eine

wichtige Basis.



1. Literaturiibersicht und Fragestellung

1.1 Schweineproduktion in Osterreich

Ubersicht zur Schweineproduktion

Nach dem 2. Weltkrieg erlebten die Schweinebestande in Osterreich bis 1995 eine starke

Zunahme, seither ist eine abnehmende Tendenz zu erkennen (Abb. 1 und Abb. 2) (1).
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Der abfallende Trend Iasst sich auch im Fleischanfall beobachten (Tabelle 1). Die weltweit
am meisten konsumierte Fleischart ist Schweinefleisch. Flr das Jahr 2023 prognostizierte
die USDA (Landwirtschaftsministerium der Vereinigten Staaten) einen weltweiten Verbrauch

von Schweinefleisch in der Hohe von 110 Millionen Tonnen (Abb. 3).

Tiergattungen 2016 2017 2018 2019 2020
Pferdefleisch’ 116 110 134 120 90
Rindfleisch 228.3356 226.859 233.723 229.907 216.183

darunter Kalbfleisch 6.073 5.729 5643 5569 5.606
Schweinefleisch 514.892 508.494 509.573 503.971 504.439
Schaffleisch 6.267 6.011 6.672 6.961 6.464
Ziegenfleisch 712 552 657 573 639

TABELLE 1: FLEISCHANFALL IN TONNEN 2016 BIS 2020 (98)
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ABBILDUNG 3: KONSUM VON FLEISCH WELTWEIT NACH FLEISCHART IN DEN JAHREN 2012 BIS
2023 (102)

Problematik in der Schweineindustrie
Um die Effektivitat und Profitabilitadt eines Schweinebetriebs zu steigern, werden Saugferkel

teilweise bereits mit 3 Wochen von der Muttersau getrennt und abgesetzt obwohl das
durchschnittliche Absatzalter unter natirlichen Umstanden erst mit 17 Wochen stattfindet (2,
3). In dieser Phase sind die Tiere durch diverse Stressfaktoren und verschiedene
Belastungen des Immunsystems pradisponiert flir Krankheiten und Leistungsdepression.
Diverse Faktoren, wie die frthe Trennung von der Muttersau, die Bildung neuer sozialer
Gruppen und damit einhergehende Rangkampfe, sowie die plotzliche Umstellung von leicht
verdaulicher flissiger Saumilch auf solides, rein pflanzliches Futter schwachen das

Immunsystem und fihren neben einer Dysbiose auch oft zu Anorexie. Zusatzlich verlieren



die Ferkel zunehmend den Schutz der maternalen Antikérper. Um dem Problem
entgegenzuwirken haben sich in der Praxis einige optimierte Managementmalnahmen
etabliert. Dazu zahlen flieRende Ubergédnge zwischen den Phasen, ausgewogene und
altersentsprechende Inhaltsstoffe, sowie eine friihzeitige Anfiitterung der Ferkel ab dem 5.-
10. Lebenstag (4). Nichtsdestotrotz gilt das Absetzen als die kritischste Lebensphase bei
Schweinen welche besonders hohe Mortalitdtsraten und stark geschwachte Tiere zeichnet .
Durchfall bei Absatzferkeln

Durchfallerkrankungen zdhlen zu den &konomisch bedeutendsten Faktoren in
Schweinebetrieben und sind bei Absatzferkeln haufig auftretende Darmerkrankungen. Neben
den physiologischen und gastrointestinalen Faktoren zahlt die Veranderung bzw.
Dysbalance des Mikrobioms zu den Hauptursachen von Absatzdurchfall (post weaning
diarrhoea, PWD). Die gastrointestinalen Mikroorganismen bilden ein komplexes Okosystem
und eine dynamische Zusammensetzung, welche sich im Laufe des Absetzens und der
Futterumstellung verandert. Es wird angenommen, dass durch die Dysbiose die schitzende
Schleimschicht des Darmepithels gestort wird und sie so anfalliger fir Pathogene macht (3).
Es konnte bestatigt werden, dass Enterotoxische E. coli (ETEC) die Hauptursache fir PWD
ist; allerdings gab es auch haufige Falle von PWD in denen ETEC nicht in hohen
Konzentrationen nachgewiesen werden konnte (5). Rotavirale Enteritis wird ebenfalls mit
PWD in Verbindung gebracht (6), konnte jedoch, gemeinsam mit Escherichia coli (E.coli),
auch in den Fakalien von durchfallfreien Ferkeln isoliert werden. Dadurch wird der
multifaktorielle Hintergrund und das Zusammenspiel infektidser und nicht infektidser
Komponenten zur Entwicklung von PWD verdeutlicht (7). Klassische morphologische
Veranderungen fur PWD sind Zottenatrophie und Hyperplasie der Krypten im Dinndarm (8),
welche die Nahrstoffaufnahme des Darms deutlich vermindern. Zusatzlich wird durch die
Entziindung das Darmepithel durchlassiger und folglich Flissigkeitsverlust verursacht (3, 9).
Durch  verbessertes Management, wie  Gesundheitsmanagementsysteme  und
Hygieneprogramme konnte der Gesundheitsstatus der Schweine in modernen
Schweinebetrieben verbessert werden. Dennoch fihrt PWD weiterhin  zu hohen
wirtschaftlichen Verlusten, welche sich aus Mortalitat, Morbiditat und Kosten der Therapie

zusammensetzen und stellt auch aus Tierschutzaspekten ein massives Problem dar (10, 11).

Die Nutzung von Antibiotika ist essenziell flr die Pravention, Kontrolle und Therapie von
bakteriellen Krankheiten in der Human- und Veterindrmedizin. Um die Entwicklung eines

Bestandsproblems einzudammen wurde bzw. wird Antibiotikum, meist schon vor einer



Diagnosestellung, prophylaktisch und/oder metaphylaktisch angewendet (12, 13). Bereits der
Zusatz von sub-therapeutischen Mengen, also Dosen unter der Minimum inhibitory
concertration (MIC), fuhrt zu schnelleren Gewichtszunahmen der Tiere und war lange Zeit
eine Standardmethode, um einen wirtschaftlichen Vorteil zu generieren (14, 15). Es wurden
verschiedene  mogliche  Mechanismen  diskutiert, die erklaren  sollen, wie
Antibiotikafutterzusatz (antibiotic growth promoter, AGPs) das Wachstum von Tieren fordert.
Verschiedene Hypothesen beinhalten eine direkte und indirekte Interaktion und Modulation
des Darmmikrobioms (16), den Schutz vor Pathogenen und deren Virulenzfaktoren (17, 18).
Dazu zahlen eine Verringerung der Gesamtzahl der Mikroorganismen im Verdauungstrakt,
eine Unterstutzung eines gunstigeren mikrobiellen Gleichgewichts, eine reduzierte
Produktion toxischer Stoffwechselprodukte und eine verbesserte Nahrstoffaufnahme durch
eine dinnere Darmschleimhaut (17). Infolgedessen kommt es zu einer effizienteren
Verwertung des Futters und wiederum zu einem vermehrten Wachstum der Nutztiere (16, 17)
Zusatzlich sollen AGPs die negativen Auswirkungen entzindeter Zellen im Darm
abschwachen und die Immunantwort beeinflussen kénnen (17, 19). Einige Studien kamen zu
widerspruchlichen Ergebnissen uber die Leistung von AGPs (20) und so sind die genauen
Mechanismen wie Antibiotikum zur Leistungsforderung kommt noch nicht vollends geklart.
Antibiotikaresistenzen im Zusammenhang mit AGPs

Friher wurden dieselben Wirkstoffgruppen von antimikrobiellen Agenden sowohl in der
Landwirtschaft zur Wachstumsférderung von lebensmittelliefernden Tieren als auch in der
Humanmedizin als therapeutisches Mittel verwendet. Fluorchinolone und Sulfonamide waren
aufgrund ihres breiten Spektrums sowohl gegen grampositive als auch gramnegative
Mikroorganismen die am haufigsten verwendeten antimikrobiellen Wirkstoffe zur
Wachstumsférderung und zur Behandlung von Infektionen (21). Avoparcin, ein Glycopeptid,
wurde in groRem Umfang als Leistungspromotor fir Nutztiere verwendet. Als Avoparcin-
resistente Entereococci nachgewiesen werden konnten (22), wurde Avoparcin zunachst in
Danemark, dann EU weit als AGP verboten (16, 23). Weitere Studien mit resistenten
Enterokokken, welche aus Tierfakalien und aus tierischen Lebensmitteln isoliert wurden,
zeigten ebenfalls einen Zusammenhang zwischen der Verwendung von AGPs und einer
hohen Resistenz gegen medizinisch wichtige Antibiotika (24-26). Antibiotikaresistente
Bakterien konnen direkt und indirekt, wie tber Fleisch, Wasser, Luft, Boden etc. vom Tier auf
den Menschen Ubertragen werden. Daruber hinaus kommt es auch zu einer Verunreinigung
der Umwelt, da Antibiotika von den Tieren im Darm nur schlecht aufgenommen werden

kénnen und teilweise unverandert mit Kot und Urin ausgeschieden werden (27). Weitere
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Einschrankungen und Verbote von AGPs folgten, bis 2006 schliel3lich ein komplettes Verbot
von Antibiotika als Wachstumsférderer veranlasst wurde (28).

Entwicklung nach dem Antibiotikaverbot als Wachstumsfoérderer

Nach dem EU-weiten Verbot, von gewissen AGPs (Avoparcin, Bacitracin, Spiramycin,
Tylosin, Virginiamycin) im Jahr 1999, scheint es so, dass sich der Pool von
antibiotikaresistenten Genen von fakalen Enterokokken in Tieren insgesamt verringert (23,
29), jedoch auf Kosten des Wohlergehens der Tiere. Nicht nur seien die Morbiditats- und
Mortalitdtsraten aufgrund von bakteriellen Infektionen v.a. bei Absatzferkeln tendenziell
wieder gestiegen (30), zusatzlich wurde nun auch mehr Antibiotikum zu therapeutischem
Zweck verwendet werden mussen. Hier werden die gleichen Wirkstoffgruppen in der
Humanmedizin verwendet, was wiederum ein Gesundheitsrisiko in Bezug auf
Resistenzentwicklung darstellen kdnnte. Tetrazykline stehen mit 19,30 Tonnen (49,4%) an
erster Stelle der vertriebenen Antibiotika, gefolgt von Penicillinen mit erweitertem Spektrum.
Die vorwiegende Anwendungsform (81%) sind oral gegebene Praparate. Die wichtigsten
Wirkstoffgruppen in der Humanmedizin (,Antibiotika von allerhéchster Bedeutung®) sind laut

WHO Makrolide, Fluorchinolone, 3. und 4. Generation von Cephalosporinen (Abb. 4). Laut
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einigen Studien lasst sich bereits ein Trend von ansteigenden Resistenzen fir diverse
Antibiotikaklassen, welche therapeutisch genutzt werden, beobachten (29, 31, 32). Bis jetzt
konnte noch keine Alternative mit einer vergleichbaren potenten Wirkungsweise zu
Antibiotikum gefunden werden. Aber es gibt vielversprechende Produkte, um das Ausmal
von PWD unter Kontrolle zu halten. Umso wichtiger ist es die genauen Mechanismen von
Antibiotikum als Leistungsférderer zu analysieren, um gleichrangige Alternatividsungen zu

finden.

Probiotische Produkte generieren systemische Vorteile fir den Wirte und werden bei der
Therapie verschiedener Beschwerden und Krankheiten genutzt. Die positiven Eigenschaften
konnten zur Behandlung von Allergien, Durchfall, entzindliche Darmerkrankungen
(inflammatory bowel disease, IBD), Reizdarm (irritable bowel syndrome, IBS), Infektionen,
Sauglingsskoliken (33), sowie bestimmten Krebsformen (34) nachgewiesen werden. Auch
Patienten, welche mit Breitbandantibiotika behandelt werden, kdnnen von der Aufnahme von
Multispezies-Probiotika profitieren, indem die Wiederherstellung einer gesunden Darmflora
unterstitzt wird (35).

Definitionen

Probiotika werden von der FAO/WHO wie folgt definiert: ,lebende Mikroorganismen, die,
wenn sie in ausreichender Menge verabreicht werden, einen gesundheitlichen Nutzen fir
den Menschen haben® (36). Probiotische Produkte kommen sowohl in der Veterinar-, als
auch Humanmedizin regelmaflig zum Einsatz. Gegenwartig werden sowohl Hefe wie z.B.
Saccharomyces boulardii, als auch Bakterien als Probiotika verwendet. Zu den haufigsten
verwendeten Bakterien zahlen vor allem Lactobacillus und Bifidobacterium, aber auch
Propionibacterium, Bacillus und Escherichia coli (37). Bei diesen Produkten kann es sich um
vorkommende oder genetisch veranderte Mikroben handeln. In Lebensmitteln kommen
ausschlie8lich natirlich gewonnen Mikroben vor (37). Dabei sollen Bakterienstamme dem
physiologischen Mikrobiom entsprechen und dem Wirtsorganismus mdglichst angepasst
sein. Dafir werden die meisten heute verwendeten probiotischen Futtermittelkeime aus den
Darmen gesunder Jungtiere isoliert (38).

Prebiotika sind ,spezifische unverdauliche Stoffe, die selektiv Bifidobakterien und
mdglicherweise auch andere Mikroorganismen in ihrem Wachstum im Darm férdern® (39). In
der Regel handelt es sich um nicht verdauliche Kohlenhydrate, die, wenn sie zusammen mit
Probiotika verwendet werden, als Synbiotika bezeichnet werden und die Lebensfahigkeit

der Probiotika verbessern kénnen (40).
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Vor- und Nachteile von Probiotika-Einsatz in Schweinebetrieben

In Hinblick auf PWD gibt es zahlreiche Studien, welche die Effekte von Antibiotika und
Probiotika auf die erkrankten Ferkel vergleichen. Viele Studien kommen zum Ergebnis, dass
Antibiotika zwar eindeutig die effektiveren Ergebnisse erzielen, Probiotika aber ebenfalls
einen positiven Einfluss auf Durchfallreduktion, Futteraufnahme und Gewichtszunahmen
haben (41, 42). Probiotika kdénnen die Wachstumsleistung steigern, indem sie die
Nahrstoffverdaulichkeit und die Struktur des Mikrobioms verbessern, das osmotische
Gleichgewicht férdern und pathogene Bakterien reduzieren. So tragen sie zu Remission von
Durchfallerkrankungen bei (42). In einigen Studien wird auch eine F&érderung des
Immunsystems behauptet (43), das konnte in einer Metaanalyse von Xu (42) aber nicht
bestatigt werden.

Die meisten Studien berichten von positiven Effekten bei Untersuchungen des Einflusses
von Probiotika auf den Organismus oder zur Schwachung von Pathogenen. Es ist jedoch zu
bedenken, dass es zu einer Verzerrung der positiven Ergebnisse kommen kann, da oft kein
industrielles Interesse an der Veroffentlichung neutraler oder negativer Ergebnisse besteht
(44). Speziell bei der Anwendung bei Lebewesen mit einer bereits gestorten Darmbarriere,
verringerter Darmgesundheit sowie erhohtem Erregerdruck mussen potenzielle Risiken
bedacht werden. Durch eine erhohte Darmpermeabilitat, wie sie vermehrt bei Absatzferkeln
vorkommt, kann es zu einer leichteren Translokation von Darmbakterien in die Blutbahn und
in weiterer Folge zur Sepsis kommen. Die Verwendung von Probiotika kann die Permeabilitat
des Darms sogar weiter erhdhen (45). Folglich konnte ein noch hdheres Sepsis-Risiko bei
Tieren nach dem Absetzen prognostiziert werden, wenn Probiotika verwendet werden (46).
Des Weiteren wurde berichtet, dass Probiotikum eine immunsupprimierende Wirkung haben
kann (47). Das mag bei gesunden Tieren vernachlassigbar sein, bei bereits geschwachten
Tieren hingegen ist eine schnelle Immunantwort erforderlich und kann so Nachteile haben
(48). Zusatzlich konkurriert die gastrointestinale Mikroflora mit dem Wirt um Nahrstoffe,
stimuliert einen schnelleren Zellaustausch von Epithelzellen, erfordert eine erhohte
Schleimsekretion und kann, durch die Stimulation der Immunsystems-Entwicklung, eine
Entzindungsreaktion hervorrufen. All diese Vorgange kénnen zu Leistungseinbulen des

Tieres flihren (16).
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Omni Biotic PandA ist ein Multispezies-Probiotikum, welches sich speziell an schwangere
Personen aus Hochrisikofamilien fur Allergien richtet. Bei Gabe von einem Beutel taglich (=
4x 10° CFU) in den letzten Schwangerschaftsmonaten und im ersten Lebensjahr soll die

Entwicklung atopischer Erkrankungen signifikant reduziert werden.
Das Probiotikum setzt sich aus 4 Bakterienstammen des menschlichen Darms zusammen:

- Lactococcus lactis W58 (L. lactis)

- Bifidobacterium animalis subsp. lactis (B. lactis) W52
- Bifidobacterium animalis subsp. lactis W51

- Bifidobacterium bifidum W23 (B. lactis)

Pro Beutel befindet sich eine Konzentration von 4 x 10°Bakterien.
=1 x 10° L. lactis W58
=1 x 10° B. lactis W52
=1 x 10° B. lactis W51
=1 x 10° B. bifidum W23

Das Produkt soll eine immunologische Dysbalance zwischen T-Zellen (Th1- und Th2-Zellen)
ausgleichen, um zu verhindern, dass diese an das Kind weitergegeben wird und so
signifikant Allergien vorbeugen. Dabei wird von einer Reduktion von 80% bei allergischen
Erkrankungen berichtet, welche auch nach Einnahme des Probiotikums bei einem 2-Jahre-
Follow-up erhalten blieb (49). Bei den Schwangeren verringerte die Einnahme
gastrointestinale Beschwerden und Juckreiz (50, 51).

Dysbalance zwischen Th1 und Th2-Zellen und regulatorische T-Zellen

In den vergangenen Jahrzehnten stieg die Pravalenz von allergischen Erkrankungen
konsequent an, sodass laut Schatzungen im Jahr 2040 jede zweite Person in Europa an
einer Allergie leiden wird. Laut der Hygiene-Hypothese lasst sich diese Entwicklung auf
UbermaRige Hygiene und ,Convenience Food“, also vorgefertigte Nahrungsmittel,
zurUckfuhren. Damit verbunden ist eine zu geringe Exposition zu mikrobiellen Antigenen.
Das darmassoziierte Immunsystem (,gut-associated lymphoid tissue®, GALT) beheimatet,
wegen seiner groRen Oberflache, 80% aller antikdrperproduzierender Zellen und hat damit
eine besondere Bedeutung fur die Steuerung des Immunsystems. T-Lymphozyten (T-

Helferzellen) produzieren kleine Peptidmolekule, Zytokine, welche fir die Regulierung
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zustandig sind. Dabei bilden Th1-Zellen Interleukin-2 (IL-2) und Interferony (IFNy) fir
intrazellulare Infektionen und Th2- Zellen IL-4, IL-5 und IL-13 fir extrazellulare Vorgange.
Wahrend Th1- und Th2-Zellen ihre eigene Vermehrung stimulieren, hemmen sie die

gegenseitige Entwicklung, wodurch schlieBlich ein Gleichgewicht entsteht (49).

Wenn es an einem kritischen Punkt in der Entwicklung eines Sauglings keine bzw. zu wenig
infektiose Exposition gibt, wird angenommen, dass keine Verschiebung von einem
ungunstigen Th2-dominierten Gleichgewicht zu einem gunstigeren Th1-dominierten
Gleichgewicht stattfindet. Infolgedessen besteht ein groReres Risiko fur die spatere
Entwicklung einer allergischen Erkrankung (52, 52). Der Zusammenhang zwischen einer Th2-
Dominanz und dem Auftreten von Atopien ist schon lange bekannt. Durch das verschobene
Verhaltnis kommt es zur Ubermafligen Zytokinproduktion, Bildung von Immunglobuline E

(IgE) und zur Aktivierung eosinophiler Granulozyten (53).

T-regulatorische Zellen (Tregs, friher T-Suppressor-Zellen) kénnen derartige Vorgange
durch die Sekretion von IL-10 unterdriicken. Tregs exprimieren die Biomarker CD4, CD25
und Forkhead Box P3 (FOX P3) und spielen bei der Beendigung von Immunreaktionen und
Suppression bzw. Pravention von potenziell schadlichen Aktivitaten (Allergien, Asthma,
pathogenbedingten Immunpathologien, feto-maternale Toleranz und orale Toleranz) eine
zentrale Rolle (49). Die Aktivierung von Tregs ist antigenspezifisch und somit ist die
unterdrickende Wirkung dieser Zellen antigenabhangig. Das produzierte Zytokin IL-10 wirkt
antiinflammatorisch. Durch dessen Sekretion wird der Organismus von einer
selbstzerstdrerischen Ubermafigen Immunantwort geschitzt und ist fir die Entwicklung einer
Immuntoleranz essenziell (54). Der Zusammenhang zwischen Autoimmunerkrankungen bei
Menschen bzw. Tieren und ein Mangel an CD4+ - CD25+ -FOX P3+ - Tregs oder ein Defekt
der Suppressionsfunktion ist bereits bekannt. Experimentell konnten des Weiteren schwere
Autoimmunerkrankungen (Thyreoiditis, Diabetes, IBD) bei Mausen durch einen induzierten
Tregs Mangel ausgelést werden. In vitro konnte aulerdem die Suppression der T-Zell
Proliferation beobachtet werden. Diese Wirkung hat ebenfalls eine tragende Bedeutung in
Bezug auf Krankheiten, die durch eine fehlerhafte T-Zell-Regulation ausgeldst werden. Zu
diesen  Autoimmunerkrankungen zahlen die Entwicklung von  Autoantikdrpern,
insulinabhangiger Diabetes, Thyreoiditis, Ekzemen, hamolytischer Anamie und IBD (55).
Aktuell ist die zuverlassige Datenerhebung zu Tregs noch beschwerlich, da es keine klaren

Richtlinien fur die Identifizierung und Analyse von Tregs gibt. Bewahrte Moglichkeiten sind
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die Identifizierung des Oberflachenantigenmusters (CD4 - und CD25 - Oberflachenproteine)
und der Nachweis des intrazellularen Transkriptionsfaktor FOX P3 (56).

Bakterienstaimme in Omni Biotic PandA

Milchsaurebakterien (Lactic acid bacteria, LAB) zahlen zu den Hauptbakteriengruppen im
Gastrointestinaltrakt (16) und sind gram-positive, unbewegliche, nicht sporenbildende,
sauretolerante, anaerobe, stdbchenférmige oder kugelformige Bakterien, die Milchsaure als
wichtigstes  Stoffwechselendprodukt  der  Kohlenhydratgarung  produzieren  (57).
Hauptgattungen von LAB sind Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp, Lactococcus spp,
Lactosphaera spp, Leuconostoc spp, Melissococcus spp, Oenococcus spp, Pediococcus
spp, Streptococcus spp, and Enterococcus spp(43). LAB stellen durch ihre Eigenschaften
eine vielversprechende Alternative zu Antibiotika dar. Sie sind bereits zu einem Grof3teil im
vorhandenen Mikrobiom der Saugferkel vorhanden und in Hinblick auf die Linderung von
PWD sind Milchsdure produzierende Bakterien gut geeignet, da diese durch die
Fermentation und Senkung des pH-Werts das Wachstum der pathogenen Darmbakterien
hemmen und die Immunitat und Darmbarriere unterstlitzen (41, 58, 59). Sie unterstltzen
somit das mikrobielle Gleichgewicht im Darm. Des Weiteren produzieren LAB mikrobizide
Substanzen, die ebenfalls gegen gastrointestinale Krankheitserreger und andere schadliche
Mikroben wirken. Andere Wirkmechanismen sind die Konkurrenz mit Krankheitserregern um
Bindungsstellen auf der Oberflache der Darmepithelzellen und um Muzin (43).
Bakterienstamme von OMNI Biotic PandA in der Humanmedizin

BIFIDOBACTERIA

Bifidobakterien kolonialisieren sich in den ersten Wochen postnatal rasant und stellen bei
Sauglingen die am haufigsten vorkommenden Gruppe dar (60). Im Seniorenalter nimmt der
Anteil wieder ab. Diese und andere Veranderungen des Mikrobioms werden als Ursache flr
eine erhohte Infektionsanfalligkeit im hohen Alter gesehen (49). Bifidobakterien zahlen mit
Lactobazillen zu den wichtigsten probiotischen Bakterienstdmmen, welche verschiedene
gesundheitsférdernde Eigenschaften haben. Bei kommerzieller Verwendung wurden diverse
therapeutische Eigenschaften beobachtet. Dazu zahlen infektions-, entzindungs- und
krebshemmende (z.B. Kolorektales Karzinom (61)) Wirkungen, Vorteile flr die psychische
und physische Gesundheit sowie immunmodulierende Effekte. Speziell bei gastrointestinalen
Stérungen wie nekrotisierender Enterokolitis, Helicobacter pylori-Infektionen und anderen
chronischen Darmerkrankungen zeigt die Behandlung mit B. bifidum- Stammen gute
Resultate. Eine weitere bemerkenswerte Eigenschaft ist ihre Fahigkeit, Enteropathogene zu

verdrangen und mit ihnen zu konkurrieren. Die B. bifidum Kolonien kénnen vertikal an den
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Saugling weitergegeben werden, wenn die Besiedelung und Modulierung des mitterlichen
Darms vor der Geburt gewahrleistet ist (62). Bifidobacterium animalis subsp. lactis ist
eines der am meisten verbreiteten milchsaurebildenden Probiotika weltweit. Der Konsum von
B. lactis zeigte sowohl bei Personen ohne Beschwerden, alteren Personen mit
Verdauungsstérungen, als auch bei Personen mit IBS positive Auswirkungen auf die
Stuhlfrequenz und -konsistenz. Es zeigte sich eine Verbesserung bei gastrointestinalen
Symptomen und eine Beschleunigung der Magen-Darm-Passage. In Kombination mit
anderen Probiotika konnte weicherer Stuhlgang beobachtet werden und kdnnte somit bei
Verstopfung helfen. Die Wirkmechanismen dahinter werden bislang noch nicht vollends
nachvollzogen. Da zwischen den Unterarten von B. lactis nur geringe genetische
Unterschiede vorliegen und diese ahnlichen Effekte auf den Stuhlgang haben, wird eine
genetische Komponente vermutet (63). Abgesehen von der Linderung der Symptome bei
Darmerkrankungen  helfen  Bifidobakterien, sowie Laktobazillen ebenfalls bei
Vaginalinfektionen und haben durch die Produktion von pro- und antiinflammatorischen
Zytokinen einen positiven Einfluss bei Typ-1 Diabetes (64). Auch bei Patientinnen mit
polyzystischen Ovarialsyndrom (PCOS) konnte eine Korrelation mit dem Darmmikrobiom
und der hormonellen Dysbalance festgestellt werden. Zhang et al. (65) dokumentierte, dass
Bifidobacterium lactis durch die Produktion von kurzkettigen Fettsduren nicht nur einen
positiven Einfluss auf den Gastrointestinaltrakt hat, sondern auch Sexualhormone Uber die
Darm-Hirn-Achse modulieren kann und somit einen vielversprechenden Gegenstand fur
zukunftige Untersuchungen darstellt. Des Weiteren gibt es Studien, welche den Einfluss von
B. lactis auf Alzheimerpatientinnen untersuchen. Es wurde bereits nachgewiesen, dass
Alzheimer mit einer Veradnderung des Mikrobioms einhergeht. In der Studie von Cao et al.
(66) konnte bestatigt werden, dass Bifidobacterium lactis die Pathophysiologie von Alzheimer

bei Mausen lindern konnte.

LACTOCOCCUS

Lactococcus-Arten werden in der Lebensmittelindustrie als Starterbakterien zur Herstellung
von Sauerkraut und Milchprodukten wie Kase oder Joghurt genutzt, indem sie bei der
Fermentation von Kohlenhydraten Lactat produzieren. Lactococcus zahlen zu den
homofermentativen Arten und wandeln Glucose fast ausschlieflich in Milchsdure um,
wahrend heterofermentative Milchsaurebakterien, z. B. Carnobacterium oder Leuconostoc,
auch andere Endprodukte, wie Ethanol, Essigsdure und Ameisensdure erzeugen (67).

Abgesehen davon wird vermutet, dass Lactococcus-Stamme im humanen und tierischen
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Mikrobiom vorhanden sind und positive Einflisse in verschiedenen Bereichen haben kann.
Die Effekte von Lactococcus lactis wurde vor allem als Multi-Stamm-Probiotika,
gemeinsam mit diversen Bifidobakterien- und Lactobacillus-Unterarten getestet, jedoch ist
bekannt, dass L. /actis in der Lage ist antimikrobielle Stoffe, wie Nisin, zu produzieren (68).
Nisin ist ein Peptid aus der Gruppe der Lantibiotika, welches auf grampositive Bakterien
bakteriostatisch bis bakterizid wirken kann (69). Als Multi-Stamm Probiotikum wurde vor
allem von metabolischen und Herz-Kreislauf unterstitzenden Einfliissen berichtet. Berichtet
wurde von der Reduktion von arterieller Steifheit bei postmenopausalen uUbergewichtigen
Frauen (70), der Senkung des Cortisolspiegels (64) und dem potentiellen positiven Einfluss
auf Fettleibigkeit (68). Zudem ist Lactococcus lactis Teil intensiver Forschung in Bezug auf
Krebs. Durch die Verfutterung von Katalase produzierenden L. lactis konnte bei Mausen
verhindert werden chemisch induzierten Dickdarmkrebs auszuldsen. Der Wirkmechanismus
dahinter soll die erhdhte Katalase-Produktion und damit verbundene gesteigerte
antioxidative Aktivitat sein, welche somit die Konzentration von freien Sauerstoffradikalen,
welche Krebsférdernd wirken, senkt (71).

Vergleich der Bakterienstamme von OMNI Biotic PandA zum Schwein
BIFIDOBACTERIA

Grundsatzlich zeigt sich bei einer Zugabe von Probiotika, vorrangig Laktobazillen und
Bifidobakterien, bei PWD ein positiver Einfluss auf das gastrointestinale System. Eine
wachstumsférdernde und durchfalllindernde Wirkung bei Absatzferkeln wurde in diversen
Studien beschrieben (8). Durch ihre antioxidative Wirkung, wodurch Laktobazillen und
Bifidobakterien auch bei IBD-erkrankten Menschen erfolgreich zum Einsatz kommen, kdnnen
die Schaden durch oxidativen Stress bei PWD gelindert werden. Es wird davon
ausgegangen, dass freie Sauerstoff Radikale unter anderem die Ursache fur die PWD-
typischen morphologischen Veranderungen und die gestdrte Darmbarriere sind (72). Pang et
al. (73) berichtete, neben einer verringerten Anzahl von Helicobacter und Escherichia-
Shigella, von einer signifikant erhdhten Zottenhohe im Duodenum bei mit B. lactis
behandelten Absatzferkeln. In Bezug auf den Einfluss von Bifidobakterium auf das
Immunsystem findet man widersprichliche Ergebnisse. Wahrend Pang et al. (73) zur
Kontrollgruppe keine Unterschiede in der Zytokinproduktion feststellen konnte, berichtet Yao
et al.(74) bei IBD-Erkrankten von einer Hemmung des Nekrosefaktor (NF)- kB — Signalwegs

und so von einer Modulation des Immunsystems.
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LACTOCOCCUS

Durch die Produktion von antimikrobiellen Substanzen, wie Milchsaure, Bakteriozine und
Wasserstoffperoxid, schitzt Lactococcus lactis gegen die Besiedelung mit diversen
Krankheitserregern, allen voran E. coli, welcher bei PWD eine wichtige Rolle spielt und so
den Durchfall vermindert. Die Wachstumsfordernde Wirkung von L. lactis ist immer noch
nicht vollends geklart, da teilweise widerspruchliche Ergebnisse berichtet wurden. Yu et al.
(75) berichtet von einer gesteigerten Wachstumsrate bei Absatzferkeln wenn L. /actis
zugefittert wurde. Eine Begriindung dafur soll die, durch L. lactis, gesteigerte Produktion von
Gamma-Aminobutterséure (GABA) sein, was die Sekretion von wachstumsférdernden
Hormonen induziert. In einigen Studien (76-78) wurde Wachstumsfaktoren-induzierendes- L.
lactis (EGF-LL) getestet. Die Theorie hinter der wachstumsférdernden Wirkung ist, dass
durch das frihe Absetzten Wachstumsfaktoren (epidermale Wachstumsfaktoren (EGF),
Insulin, insulindhnlicher Wachstumsfaktor 1 und 2), welche Uber die Saumilch an die Ferkel
weiteregegeben wuirden, den Ferkeln vorenthalten werden (76). Bei der Zugabe von EGF-LL
konnten hohere tagliche Gewichtszunahmen und sogar nach Absetzen des Probiotikums
eine gesteigerte Wachstumsleistung beobachtet werden. Begrindet wird diese Wirkung
durch die geforderte Entwicklung des Dinndarms und die gesteigerte Proliferation von
Epithelzellen. Dadurch ist eine bessere Nahrstoffaufnahme und -verwertung gegeben (77).
Hingegen wurde in einem Versuch mit Mausen festgestellt, dass es zu einer verminderten
Kérpergewichtszunahme bei Zufutterung von L. lactis kam (79). Eine weiteres Ergebnis von
Yu (75) ist ein, durch L. lactis induzierter, erhdhter Serum-Aminosédurenspiegel (z. B.
Tryptophan, Cystein). Dieser reguliert die Wachstumsleistung, intestinale Immunitat und das
Darmmikrobiom, was zusatzlich die wachstumsférdernde Wirkung von L. lactis unterstreicht.
Tryptophan spielt aulRerdem eine wichtige Rolle in der Proliferation und Aktivierung von T-
Zellen (80). Somit kénnte die Zugabe von L. /actis die Immunzellen zur Abwehr pathogener

Infektionen aktivieren und die intestinale Immunitat unterstitzen (75)

In der klinischen Forschung stehen der direkten Erforschung menschlicher Krankheiten oft
Schwierigkeiten bei der Probenahme, umweltbedingte Einschrankungen und ethische
Bedenken entgegen. Seit langem sind kleine Nagetiere wichtige Modelltiere fur die
medizinische Grundlagenforschung, die wesentlich zum Verstéandnis der Entstehung und
Behandlung menschlicher Krankheiten beigetragen haben. Da Schweine jedoch eine
gréRere anatomische und physiologische Ahnlichkeit zum Menschen zeigen, stellen diese

ein attraktiveres Modell fir Studien dar, welches sich weitgehend durchsetzt. So wurden



19

Schweine schon unter anderem in Untersuchungen fiir Stoffwechselsyndrome, Fettleibigkeit,
Neurowissenschaften, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Nahrungsmittelallergien verwendet
(60, 72, 81). Sowohl Menschen als auch Schweine werden als allesfressende Saugetiere
eingestuft und haben Gemeinsamkeiten in Bezug auf den anatomischen und
physiologischen Merkmalen des Magen-Darm-Trakts. Durch das ahnliche Verhaltnis von
Geschmacksknospen, die GroRe der Kompartimente, die Wichtigkeit des Dickdarms als
Hauptfermentationsort, sowie ein vergleichbarer Protein- und Fettstoffwechsel bietet sich das
Schwein als gutes Modell an, um verschiedene erndhrungswissenschaftlich relevante
Bereiche zu untersuchen. Auch das vorherrschende Mikrobiom entlang des
Gastrointestinaltrakts weist viele Gemeinsamkeiten bei Schwein und Mensch auf. Neben
individuellen Unterschieden sind Firmicutes und Bacteroidetes in beiden Spezies als
dominante Bakterienstdmme vorherrschend, welche auch phylogenetische Ahnlichkeiten
aufweisen. Zusatzlich gibt es Ahnlichkeiten in Bezug auf die Dynamik der postnatalen
Reifung, der Vielfalt und Struktur des Mikrobioms. Dennoch unterscheiden sich die
Hauptuntergruppen der Stamme, sowie die Anteile der verschiedenen Gattungen (zB. bei
Bifidobakterium). Diverse anderen Faktoren wie Alter, Erndhrung und Umwelt haben
maligeblichen Einfluss auf die Mikrobiom-Komposition und flihren auch innerhalb einer
Spezies zu erheblichen Unterschieden. Ungeachtet dieser Differenzen hat sich das Schwein
als Modell fir Erndhrungsinterventionen etabliert und als erfolgreich gezeigt. So ist es
moglich Forschungserkenntnisse von Schweinen auf den Menschen zu Ubertragen und
umgekehrt (60).

Um wirtschaftliche Verluste von Schweinebetrieben zu vermindern und das tierische Wohl zu
steigern ist eine intakte Darmflora zur Verhinderung von Krankheitsausbrichen
erstrebenswert. Laut eigenen Angaben fihrt OBP zu einer Vermehrung von Tregs und

gleicht so den Mangel regulatorischer T-Zellen und eine Th2- Zellen- Dominanz aus.

Die aufgestellte Hypothese lautet:

OMN:Ii-BiOTiC ® PANDA ist in der Lage die Proliferation von T-regulatorischen Zellen
im Schwein zu induzieren.

Die formulierte Annahme betrifft einen in-vitro-Versuch. Es ist nicht mdglich, unmittelbar den
Schluss zu ziehen, dass ein Einsatz in der Schweinehaltung angebracht ist, ohne zuséatzliche
Forschungsarbeiten. Die durchgefuhrte Testreihe kann als eine explorative Untersuchung

betrachtet werden.
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2. Methoden

Tag 1
Blutentnahme
Die Blutentnahme erfolgte an Ubungsschweinen, die sich an der Schweineklinik der

Veterinarmedizinischen Universitat Wien befanden. In beiden Durchgangen handelte es sich
um Tiere, die dem Forschungsgut Medau angehorten. Konkret handelte es sich um F1-Tiere,
die aus der Kreuzung von Landrasse und Edelschwein stammten und ein Alter zwischen
zwei und sechs Monaten hatten. In jedem Durchgang wurden Blutproben von jeweils vier
Tieren genommen. Bei den Schweinen mit den Bezeichnungen S1 bis S4 wurden in Gruppe
A 20 ml EDTA-Blut und in Gruppe B 30 ml EDTA-Blut enthommen. Die Blutentnahme
erfolgte Uber die Vena jugularis, und die Proben wurden sofort auf Eis gelagert. Innerhalb
von spatestens 30 Minuten nach der Entnahme wurde mit der Zellisolation begonnen.
Zellisolation

Das verwendete Medium zur Zellkultivierung (Cell cultivation medium, 500 mL RPMI Medium
1640 (1X) with L-Glutamine; Thermo Scientific) wurde mit 10 % Schweineserum (Gibco,
USA) sowie 1 % Antibiotikum mit RPMI (Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium mit L-
Glutamin ohne Glucose) gemischt. Die Isolierung der PBMC (Peripheral Blood Mononuclear
Cells) erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation. Das Blut wurde im Verhaltnis 1:2 mit
PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung) vermischt und dann in das mit Histoplaque
vorbereitete Falcon-Réhrchen gegeben. Das Verhaltnis von Histopaque zur Blut-PBS-
Mischung betrug 2:1. AnschlieBend wurde das Réhrchen ohne Bremsung fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Die mittlere Phase, die die PBMC enthielt, wurde behutsam
abgetrennt und der Rest verworfen. Die Proben wurden mit PBS auf ein Gesamtvolumen von
14 ml aufgefullt und erneut zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet einmalig mit 1 ml
Erylyse (Red Blood Cell Lysing Buffer Hybri-MaxTM, Sigma Cat. No R7757-100ML)
behandelt. Die Behandlung wurde nach 5 Minuten gestoppt, indem die Proben erneut mit
PBS aufgefiillt wurden. Nach erneutem Zentrifugieren wurde der Uberstand abgekippt und

die Proben in 10 ml Medium suspendiert.

Zellzahlbestimmung
Die Zellzahl wurde mittels eines bildbasierten Zellzdhlers (EVOS FL) aus einer 10 ml

Zellsuspension ermittelt. Hierfir wurden 10 pl Trypanblau mit 10 pl gemischter
Zellsuspension kombiniert. Von dieser Mischung wurden 10 pl in die Kammer eines

Zellzahlkammer-Slides pipettiert, um die Messung durchzufihren. Im Anhang sind



21

ausfuhrliche Messwerte verfigbar. Um das Ziel von 1*10%6 Zellen/ml in 50 ml
Zellkultivierungsmedium (500 mL RPMI Medium 1640 (1X) mit L-Glutamin; Thermo
Scientific) zu erreichen, wurde die Zellsuspension verdinnt und entsprechend vorbereitet.
Die Zellen wurden im Inkubator bei 5 % CO2 und 37°C fir mindestens 18 Stunden gelagert.

Tag 2
Die Zellzahlbestimmung wurde wiederholt.

Ansdtze mit OMNI-BiOTiC® PANDA
Jeder Beutel enthalt eine Bakterienkonzentration von 3 x 1079 Bakterien. Die Beutel wurden

mit PBS fur 10 Minuten aktiviert. AnschlieRend wurde die Lésung auf eine Zellkonzentration

von 1*1076 Zellen/ml verdiinnt. Alle Proben wurden doppelt angesetzt.

3 Ansatze
e PBMC (500 ul PBMC = 5x1075 Zellen + 500 pl Medium)
e 1:2; das entspricht: 1 Teil PBMC + 1 Teil OBP (500 yl PBMC = 5x10"5 Zellen + 500
ul OBP = 1x10”6 Zellen)
¢ Negativkontrolle (chromogen blanks bzw. Leerwert; dies entspricht 100 pl Standard +

50 ul Standardlésung)

Tag 3
Am dritten Tag wurden die Wells geerntet und die Pellets fir die qPCR tiefgefroren (-18°C).

Es wurde mit 8 Blutpellets weitergearbeitet, welche 5 Minuten mit 1ml PBS/BSA (bovine
serum albumin) inkubiert wurde.
= S1-S4; jeweils 1x Kontrolle (Co) und 1x mit OBP behandelt (OBP)

Die Proben wurden mit den Primarantikorpern fur CD4 (Mouse Anti Pig CD4, PE; Clone 74-
12-4) und CD25 (Mouse-Anti-Pig CD25) versetzt, welche zuvor in einem Verhaltnis von 1:25
verdinnt wurden. Jeweils 25 pl der Antikdrper — Verdlinnung wurde auf die Proben pipettiert,
resuspendiert und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde mit 1ml PBS/BSA gestoppt
und schlieRlich zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert und verworfen. Fur die CD25-
Farbung wurde ein Sekundarantikérper (Goat-Anti-Mouse APC) in Verdinnung 1:1000
hergestellt und die Proben mit je 25 ul vermischt. Nach einer 15-minutigen Inkubation auf Eis
wird mit jeweils 1 ml PBS (ohne BSA) abgeldscht, zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Fur die DAPI (=4',6-Diamidin-2-phenylindol) - Farbung wird DAPI in einem
Verhaltnis von 1:500 verdunnt und mit den Proben vermischt. SchlieRlich wird die Mischung
in eine 24-Well-Platte pipettiert und 5 Minuten inkubiert.
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Bei der Fluoreszenzmikroskopie wird das Bild ausschlieRlich durch das abgestrahlte Licht
(Emission) des untersuchten Objekts erzeugt. Um bestimmte Strukturen der Zellen
anzufarben und sie damit sichtbar zu machen, wurden in dieser Arbeit die
Fluoreszenzfarbstoffe APC (Allophycocyanin), PE (Phycoerythrin) und DAPI verwendet. Zur
Messung durch das EVOS-Imaging-System wurden Kanale mit ahnlicher Langenwelle
verwendet (APC - Cy5; PE > RFP)

o Cyb5-Kanal: Die Emissionslange von Cy 5 betragt 650 nm (Nanometer) und liegt
somit im roten Bereich (82). In diesem Versuch wurde APC zur Farbung von CD25-
Membranproteinen verwendet.

¢ RFP-Kanal: Red fluorescent Protein hat ein Emissionsmaximum von 584nm,
wodurch es bei Anregung rot-orange fluoresziert (83). CD4-Proteine wurden in
diesem Versuch mit PE angefarbt, welches ein Emissionsmaximum von 578mm hat
(84).

e DAPI - Kanal: 4'.6-Diamidino-2-phenylindo wird vor allem zur Farbung und
Darstellung von DNA verwendet. Mit einem Emissionsmaximum von 470 nm befindet
es sich im Bereich von blauer bis cyaner Farbe und wurde in diesem Versuch zur
Markierung beschadigter bzw. toter Zellen verwendet (85).

Von jeder Probe wurden 3 Gesichtsfelder in einer 20-fachen Vergrolierung festgehalten,
welche mit 4 Licht-Cubes (transmitted, Cy5, RFP, DAPI) beleuchtet wurden. Zusatzlich
wurden pro Probe ein Ubersichtsbild in einer 4-fachen VergréBerung aufgenommen. In der
Auswertung wurden Lymphozyten in allen 4 Belichtungen gezahlt und die Kombination der

fluoreszierenden Eigenschaften der individuellen Zellen eines Gesichtsfeldes analysiert.

Datenauswertung
Die durch Fotos festgehaltenen Gesichtsfelder wurden mithilfe von ImageJ® analysiert (Abb.

5-10). Das Programm ermoglicht es verschiedene Belichtungen zu Uberlagern und so zu
eruieren, welche Zellen wie fluoreszieren. Die erhobenen Daten wurden mit Excel Version

2301 festgehalten und ausgewertet.
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ABBILDUNG 5: VERGLEICH VON GESICHTSFELDERN IN VERGRORERUNG X4; TRANSMITTED; BEHANDLUNG
1:1 (LINKS), KONTROLLE (RECHTS)

ABBILDUNG 6: ZELLZAHLUNG MIT IMAGEJ ® ANHAND DES BEISPIELS EINER BEHANDELTEN PROBE (1:1)
IN 20X VERGRORERUNG
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ABBILDUNG 7: BEISPIEL DAPI-FARBUNG; BEHANDLUNG 1:1 (L), KONTROLLE (RE)

f

ABBILDUNG 9: BEISPIEL CD4-FARBUNG; BEHANDLUNG 1:1 (LI), KONTROLLE (RE)
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ABBILDUNG 10 BEISPIEL DER AUSWERTUNG CD25 POSITIVEN ZELLEN IN CD25"¢* unD CD25°™

ZUERST WURDE MITTELS IMAGEJ® DIE LYMPHOZYTEN ALS SOLCHE IDENTIFIZIERT UND DIE CD25-FARBUNG
UBER DAS TRANSMITTED-BILD GELEGT (LI). ZUR ANALYSE WURDE MIT DEM ORIGINALBILD (RE) VERGLICHEN.
DIE MARKIERUNGEN (*, **) AUF DEN BILDERN MARKIEREN DIE ZELLEN ZUR RECHTEN DER MARKIERUNG. *
ZEIGT CD25°™ POSITIVE ZELLEN UND ** zEIGT CD25"" POSITIVE ZELLEN

Die gPCR-Analyse flr diesen Versuch wurde am Institut fir Medizinische Biochemie der
Vetmeduni Vienna durchgefihrt. Fur die Durchfihrung dieser Messungen und Bereitstellung
der Daten mochte ich mich bei Andrea Mullebner MSc. herzlichst bedanken.

RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Die zuvor eingefrorene PBMC-Zellsuspension wurde in ein 15-mI-Réhrchen Ubertragen und
bei 300xg fiir 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgegossen.
AnschlieBend wurden 1 ml PBS hinzugefugt, gevortext und die gesamte Suspension in
Eppendorf-Roéhrchen Uberfiihrt. Diese wurden dann bei 300xg fir 3 Minuten zentrifugiert.
Nach dem AbgieRen des Uberstands wurde alles vortextiert, um die Zellen zu suspendieren.
Danach wurden 1 ml TriReagent hinzugeflgt, und die Suspension wurde durch mehrmaliges
kraftiges Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Die Proben sollten mindestens 5 Minuten bei
Raumtemperatur gestanden haben, bevor 200 ul Chloroform pro ml TriReagent zugesetzt
wurden. Die Rohrchen wurden gut verschlossen und fur 20 Sekunden geschuttelt, danach
fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend wurden die R&hrchen bei
13.000xg, 30 Minuten, 4 °C zentrifugiert. Die wassrige Phase (max. 450-500 ul pro ml
TriReagent) wurde in neue Eppendorf-Réhrchen gegeben und 0,5 ml Isopropanol pro ml

TriReagent versetzt und nach Vermischung bei -20 °C Gber Nacht inkubiert.



26

Nachdem der Uberstand in Aufbewahrungsréhrchen gegeben wurden, wurde das Pellet mit
mindestens 1 ml 75 % Ethanol gewaschen und gevortext. Die Rohrchen wurden bei
12.000xg, 5 Minuten und 4 °C zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen. Diese
wurden bei 55 °C unter strenger Kontrolle getrocknet, eine zu starke Austrocknung ist zu
vermeiden. Anschlieend wurden 10-50 yl DEPC-H20 dazu pipettiert, das Pellet bei 55 °C
fur 10 Minuten aufgelost und nach guter Vermischung und kurzer Zentrifugation auf Eis
gelegt (86).

Oligonucleotide primers for PCR
Die Primer und Sonden wurden mit dem Beacon Designer Software Programm (Biosoft

International, Strategene, La Jolla, CA, USA) entworfen (Duvigneau et al. 2005).
Die verwendeten Primer, welche fir die Messung der Genexpression verwendet wurden,

sind in Tab. 2 aufgelistet.

TABELLE 2 VERWENDETE PRIMERSEQUENZEN

Gen-Name Primer Sequenz Temperatur Produktldnge

FOX P3 ACCCTCATCCGCTGGGCCAT 60°C 391
GCCAGCCAGCGCACACCTTA

CD25 AGGTACCACAGATTCCCAAAACC 60°C 92
AGCCGGCCACTGCTAGCT

OAZ1 CAATAGCTGCCTCTACATCGAGATC 60°C 134
GGTTCTTGTGGAAGCAAATGAAG

PCR
Fir diese Diplomarbeit wurden die Ergebnisse fur FOX P3 und CD25 genutzt. Zur RNA-

Gehalt-Normalisierung wurde die Referenz OAZ1 herangezogen. CD25 und FOX P3 wurden
mit SYBR Green 1 markiert. Flr die Bestimmung der RNA-Konzentration wurde eine 1:10
Verdunnung der isolierten RNAs erstellt und mittels Biophotomoter bei 260nm gemessen.
Die Analyse basierte auf dem Verhaltnis von 260/280, einem Quotienten gréfier als 1,7, und
den ublichen RNA-Ausbeuten von 1-3 ug RNA/10°6 Lymphozyten.

Bereits im TRI-Reagent wurde ersichtlich, dass nur eine geringe Menge an isolierter RNA
vorlag, und so wurde Glykogen hinzugefugt. Dadurch prazipitiert die RNA besser.
Infolgedessen wurde die RNA in je 13 yl H20 geldst (wobei 2 pl fir die Messung verwendet
wurden), und fur die cDNA-Synthese wurde jeweils 1 pg eingesetzt, wobei die Menge auf

maximal 10,6 ul begrenzt wurde (86).
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Datenauswertung
Mittels Excel Version 2301 wurde nach der Delta delta Cycle thresholds-Methode (ddCT) (87)

die relative Expressionsrate fur das Gene of interest (Goi), also FOX P3 und CD25,
berechnet. Als interne Referenz fiir die Normalisierung des RNA-Gehaltes wurden die Cycle
thresholds (Ct) flr das Haushaltsgen Ornithine decarboxylase antizyme (OAZ1) genutzt. Die
Delta-Delta-CT-Methode vergleicht die Differenz der Expression zwischen dem Goi und dem
Referenzgen (OAZ1). Zunachst wurde ACT berechnet:
ACT = CT (Goi) — CT (0AZ1)

Um die Werte in Relation zu bringen, wurde pro Schwein ein externer Kalibrator berechnet
und dieser von den jeweiligen ACT-Werten abgezogen und so AACT berechnet:

AACT = ACq (Goi) Probe X — mittlerer ACq (OAZ1) Probe X
Als nachstes wird die relative Expressionsrate berechnet:

realtives Expressionsverhaltnis = 2724

Aufgrund der kleinen Stichprobenmenge wurde der Wilcoxon-Test angewendet.
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3. Ergebnisse

Eine genaue Ubersicht der Ergebnisse und die absoluten Zahlen sind dem Anhang zu
entnehmen. Alle Grafen wurden mit Excel Version 365 erstellt. Die Irrtumswahrscheinlichkeit
wurde mir einem paarweisen Wilcoxon-Test getestet.

Bei der Zellzahlung konnte festgestellt werden, dass die Lymphozyten-Verteilung aller
Schweine sowohl beim Kontroll- als auch beim Behandlungsdurchgang tierindividuelle
Unterschiede aufwies (Abb. 11, Abb. 15 b).

53,11%
62,72%
77,36% T

81,55%
Babi 86,18% *
92,18%

PROZENTUELLE ANTEILE DER LYMPHOZYTEN

28,13%
16,95%

0, ’ !
6,60% 5,82% i | 2.989% | 2,91%
CBP

co oBP co co OBP co oBP
s1 52 53 sS4

mtote Zellen CD25 CD4 Lymphozyten ohne Reaktion

ABBILDUNG 11: PROZENTUELLE AUFTEILUNG DER LYMPHOZYTEN IM PERIPHEREN BLUT PRO SCHWEIN
JEWEILS IM VERGLEICH DES KONTROLL- UND BEHANDLUNGSDURCHGANG; ,,LYMPHOZYTEN OHNE REAKTION"
REPRASENTIERT JENE LYMPHOZYTEN WELCHE NICHT MIT ANTIKORPERN ANGEFARBT WURDEN. (P<0.05).

Wahrend der Anteil der toten Zellen bei Schwein 1 und 4 unter 10% betrug, zeigten Schwein
2 und 3 einen groleren Anteil toter Zellen. Schwein 3 hatte in beiden Durchgangen (CO und
OBP) den grofiten Anteil an toten Zellen, aber auch den gréften Anteil an CD4 positiven
(CD4+) Zellen. Schwein 4 zeigte im Kontrolldurchgang im Vergleich den geringsten Anteil an
CD4+ Zellen und toten Zellen im Behandlungsdurchgang (OBP) jedoch gleichzeitig den
groften Anteil an CD25 positiven (CD25+) Zellen. Die Verschiebung der Lymphozyten-
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Verteilung nach der Behandlung ist bei Schwein 2 und 4 ahnlich (Abb. 11; Abb. 13 a,b). Hier
konnte ein prozentueller Anstieg der CD 25+ und CD4+ Zellen beobachtet werden. Auch bei
Schwein 3 findet man einen groReren Anteil an CD4+ Lymphozyten bei den behandelten
Zellen, jedoch verringerten sich die Prozent der CD25+ Zellen. Bei Schwein 1 nahmen nach
der Behandlung sowohl die CD4+, also auch die CD25+ Zellen ab (Abb. 11; Abb. 13a, b). Im
Durchschnitt konnte beobachtet werden, dass der prozentuelle Anteil der CD4+ Zellen nach
der Behandlung deutlich zunahm, wahrend sich der Anteil CD25+ Zellen durchschnittlich
etwas verringerte (Abb. 12). Die Ab- und Zunahme der prozentuellen Aufteilung der toten
Zellen nach der Behandlung zeigt kein Muster. Bei Schwein 1 und 2 nahm dieser Anteil ab,
wahrend er bei Schwein 3 und 4 zunahm (Abb. 11). Auch bei dem Ausmal} der Veranderung
sind keine Zusammenhange zu erkennen. Bei Schwein 1 verringerte sich der Anteil der toten
Zellen um 0,78% bei Schwein 2 um < 4%. Eine deutliche Zunahme der toten Zellen (> 10 %)
konnte bei Schwein 3 beobachtet werden und die kleinste Veranderung zeigte Schwein 4 mit
einer Zunahme von 0,63 % (Abb. 11; Tab. 3). Tendenziell lie sich erkennen, dass die
Lymphozyten nach der Behandlung mit OBP einen geringeren Prozentsatz an toten Zellen
zeigen (Abb. 15 a). Zusatzlich konnte ein vermehrtes Auftreten von CD4+ Lymphozyten
beobachtet werden (Abb. 15 a; Abb. 12), die Behandlung schien jedoch keinen Einfluss auf
das Vorhandensein von CD25+ Zellen zu haben (Abb. 15 a), durchschnittlich lie® sich sogar

eine Verringerung deren Vorkommen feststellen (Abb. 12).

TABELLE 3: AUFTEILUNG DER LYMPHOZYTEN IN PROZENT FUR SCHWEIN 1-4 (S1-S4), JEWEILS IM VERGLEICH DES
KONTROLL- UND BEHANDLUNGSDURCHGANGS; TOT* STELLT TOTE ZELLEN (FARBUNG: DAPI) DAR

S1 S2 S3 S4

Cco OoBP Cco OoBP Cco OoBP co OBP
Tot* 6,60% [5,82% |12,09% |7,72% | 16,95% |28,13% |2,28% |2,91%
CD25 3,74% 11,82% [1,54% |4,60% |847% |3,13% |2,28% |5,83%

CD25 high 1,76% 10,00% |0,81% |0,89% |0,00% |0,00% |0,33% |0,00%

CD25 dim 3,74% 12,55% [1,54% |3,71% |8,47% |3,13% |2,28% |5,83%

CD4 6,82% [6,18% |9,01% |14,09% | 11,86% | 15,63% | 3,26% | 9,71%

CD25+CD4 [ 099% |0,73% |0,37% [1,79% |3,39% |0,00% |0,33% | 0,00%
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ABBILDUNG 12: UBERBLICK ZUR ENTWICKLUNG DER CD4- UND CD25- EXPRESSION, HIER WURDEN
DIE MITTELWERTE DER PROZENTANGABEN ALLER SCHWEINE (S1-S4) VERWENDET; ANGABE IN %
WOBEI 100% ALLE GEZAHLTEN LYMPHOZYTEN SIND

Die Aufteilung der CD25+ Lymphozyten in CD25"s" und CD25%™ zeigt ebenfalls
tierindividuelle Unterschiede (Tab. 3). In der Kontroligruppe zeigte Schwein 1 den gréfiten
Anteil an CD25"9"+ Zellen, hingegen konnte bei Schwein 3 keine CD25"%"+ Lymphozyten
beobachtet werden. Nach der Behandlung mit OBP ® konnte nur bei Schwein 2 CD25M"+
Zellen gesehen

werden (Tab. 3; Abb. 14). Die Aufteilung der CD25+ Lymphozyten in CD25"9" und CD259™
verschob sich nach der Behandlung bei allen Schweinen somit noch weiter zugunsten der
CD25%M+ Zellen (Abb. 14). Das Verhaltnis und die Veranderung des CD25%™+ Lymphozyten
korreliert mit dem gesamten Anteil der CD25+ Zellen. Bei Schwein 1 und 3 sinkt dieser,
wobei Schwein 3 mit einer Abnahme von 5,35 % die groRte Veranderung bei CD25%M +
Zellen nach der Behandlung zeigte. Schwein 2 und 4 hingegen zeigten eine prozentuelle
Zunahme in dieser Kategorie, wobei bei Schwein 2 ein besonders grof3er Anstieg von 3,55 %
beobachtet wurde (Tab. 3). Der Anteil an Lymphozyten, welche sowohl CD25+ und CD4+
sind, stiegen nur bei Schwein 2 nach der Behandlung um 1,42 % an. Bei Schwein 1, 3 und 4
konnte eine Abnahme dieses Anteils vernommen werden, wobei bei Schwein 3 und Schwein
4 keine Zellen gesehen wurden, die CD4+ und CD25+ Reaktion zeigten (Tab. 3, p <0,05).
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ABBILDUNG 13: (A) ENTWICKLUNG DER CD4 — UND DER CD25 - (B) EXPRESSION NACH BEHANDLUNG
MIT OBP PRO SCHWEIN; ANGABE IN % WOBEI 100% ALLE GEZAHLTEN LYMPHOZYTEN SIND.
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ABBILDUNG 14: VERGLEICH DER ENTWICKLUNG DER CD25 AUFTEILUNG IN CD25"¢* uND CD25°™,
WOBEI 100% ALLE CD25-FLUORESZIERENDEN LYMPHOZYTEN SIND
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ABBILDUNG 15: (A) PUNKTDIAGRAMM ZUR UBERSICHT DER LYMPHOZYTEN-POPULATIONEN IM VERGLEICH
KONTROLLE VS BEHANDLUNG; JEDER PUNKT REPRASENTIERT DIE MITTLERE ZELLZAHL ALLER AUFGENOMMENEN
GESICHTSFELDER (PRO FARBUNG 3 GESICHTSFELDER) PRO SCHWEIN (S1-S4) IN PROZENT(P<0,05).

(B) PUNKTDIAGRAMM ZUR UBERSICHT DER SCHWEINE 1-4 (S1-S4). JEDER PUNKT REPRASENTIERT DIE MITTLERE
ZELLZAHL ALLER AUFGENOMMENEN GESICHTSFELDER IN PROZENT (P<0,05).
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Jedes Schwein wurde pro Kontrolle und Behandlung in Duplikaten gemessen. Das Duplikat
S2.2 (OBP) wurde von den Berechnungen ausgeschlossen. Alle weiteren Berechnungen
wurden nur mir S2.1 (OBP) durchgeflihrt. Durch die Schmelzkurve (Abb. 16, Abb. 17) wird
bestatigt, dass das qPCR-Assay ein Einzelprodukt erzeugte und so die Spezifitat der
Amplifikation gegeben ist.

Melt Peak Melt Peak
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Temperature, Celsius Temperature, Celsius
ABBILDUNG 16: GENEXPRESSION CD25 ABBILDUNG 17: GENEXPRESSION FOX P3

AUF DER X-ACHSE SIND DIE CYCLES (ANZAHL DER DURCHGANGE) ANGEGEBEN, DIE NOTWENDIG WAREN UM
DIE REALTIVE FLUORESZINEINHEIT (RFU; AUF Y-ACHSE ANGEGEBEN) ZU ERREICHEN. BEIDE ABBILDUNGEN
ZEIGEN EINEN SINGULAREN PEAK, WAS ALS REINES, EINZELNES AMPLIKON- ALSO EINE SPEZIFISCHE REAKTION-
ZU INTERPRETIEREN IST.

FOX P3

Auch in der Genexpression von FOX P3 lassen sich tierindividuelle Unterschiede in der
Reaktion auf die Behandlung erkennen. Die Kontrollgruppe zeigt bei allen Schweinen einen
ahnliche Genexpression (Abb. 18a) und einen Median von 1 (Abb. 18b). In der
Behandlungsgruppe lasst sich bei Schwein 2, 3 und 4 eine vermehrte Genexpression
erkennen (Abb. 18a). Hierbei zeigt Schwein 2 einen besonders starken Anstieg. Schwein 1
zeigt eine verminderte FOX P3-Expression (Abb. 18a). Im Durchschnitt Iasst sich aber ein
Anstieg der Genexpression nach der Behandlung mit OBP ® im Vergleich feststellen (Abb.
18b).
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ABBILDUNG 18: RELATIVE EXPRESSION VON FOX P3

(A) IM VERGLEICH SCHWEIN 1-4 (S1-S4). JEDER DATENPUNKT WURDE ALS DUPLIKAT GEMESSEN. DIE DABEI
ERHALTENEN ERGEBNISSE WURDEN NACH DER DELTA-DELTA CT METHODE BERECHNET UND GEGEN JEWEILS EINEN
EXTERNEN KALIBRATOR PRO SCHWEIN REGULIERT. DARGESTELLT IST DIE RELATIVE EXPRESSIONSRATE AUF DER Y-
ACHSE. FUR JEDEN DATENPUNKT WERDEN DIE BERECHNETEN STANDARDABWEICHUNGEN IM GRAFEN ANGEGEBEN,
STANDARTABWEICHUNG VON S2 OBP =0. JEDER PUNKT STEHT FUR DEN MITTELWERT ZWEIER TECHNISCHER
REPLIKATE, WELCHE JEWEILS VON ZWEI BIOLOGISCHEN REPLIKATEN GEMESSEN WURDE (P>0,05). (B) VERGLEICH
KONTROLLE UND BEHANDLUNG. FUR DIE DARSTELLUNG WURDEN ERNEUT DIE MITTELWERTE DER DUPLIKATE PRO
SCHWEIN VERWENDET, STATISTISCHE SIGNIFIKANZ ERFOLGTE DURCH DEN WILCOXON TEST,

* p>0,05.
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CD25

Die qPCR hat eine hohere Expression von CD25 nach der Behandlung mit OBP ® im
Vergleich zur Kontrolle. Die Expression aller Schweine in der Kontrollgruppe war bei etwa 1
(Abb. 19a), ebenso wie der Median (Abb. 19b). Nach der Behandlung zeigten Schwein 2, 3
und 4 auch hier eine erhéhte Genexpression, wahrend sich bei Schwein 1 eine verringerte
CD25 - Expression beobachten lie3 (Abb. 19a). Im Allgemeinen kann aber festgestellt
werden, dass die Behandlung mit OBP® zu einer vermehrten CD25 — Genexpression gefluhrt
hat (Abb. 19b).
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ABBILDUNG 19: RELATIVE EXPRESSION VON CD25

(A) IM VERGLEICH SCHWEIN 1-4 (S1-S4). JEDER DATENPUNKT WURDE ALS DUPLIKAT GEMESSEN. DIE DABEI
ERHALTENEN ERGEBNISSE WURDEN NACH DER DELTA-DELTA CT METHODE BERECHNET UND GEGEN JEWEILS EINEN
EXTERNEN KALIBRATOR PRO SCHWEIN REGULIERT. DARGESTELLT IST DIE RELATIVE EXPRESSIONSRATE AUF DER Y-
ACHSE. FUR JEDEN DATENPUNKT WERDEN DIE BERECHNETEN STANDARDABWEICHUNGEN IM GRAFEN ANGEGEBEN,
STANDARTABWEICHUNG VON S2 OBP =0. JEDER PUNKT STEHT FUR DEN MITTELWERT ZWEIER TECHNISCHER
REPLIKATE, WELCHE JEWEILS VON ZWEI BIOLOGISCHEN REPLIKATEN GEMESSEN WURDE; (P>0,05). (B) VERGLEICH
KONTROLLE UND BEHANDLUNG. FUR DIE DARSTELLUNG WURDEN ERNEUT DIE MITTELWERTE DER DUPLIKATE PRO
SCHWEIN VERWENDET. STATISTISCHE SIGNIFIKANZ ERFOLGTE DURCH DEN WILCOXON TEST, + P>0,05.
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4. Diskussion
In der vorliegenden Studie wurden die Auswirkungen der Behandlung mit dem Probiotikum

Omni Biotic PandA® auf Schweinelymphozyten, mit besonderem Schwerpunkt auf die
Oberflachenexpression der Marker CD4, CD25 sowie auf Transkriptebene die Expression
von CD25 und von dem Transkriptionsfakors FOX P3 untersucht. Es ist zu beachten, dass
Studien an Zellkulturen einen einzigen Zeitpunkt in einem Modell beleuchten und die
Situation in vivo nicht vollstandig widerspiegelt und weitere Untersuchungen am Tiermodel
fur ein vollstandiges Bild notwendig sind. Es ist weiters zu betonen, dass Limitationen, wie
die geringe Anzahl der untersuchten Schweine und tierindividuelle Unterschiede bestehen
und zukilnftige Forschungen genannte Limitationen Uberwinden missen und kdnnen, um

noch genauere Einblicke zu ermdglichen.

Die Ergebnisse aus der Fluoreszenzmikroskopie zeigen starke tierindividuelle Unterschiede
und eine heterogene Reaktion auf die Behandlung (Abb.11a, b). Ein Schwein (Schwein 1)
zeigt interessanterweise eine paradoxe Reaktion und wies eine prozentuelle Verringerung
beider Oberflachenmarker sowie der Genexpression von CD25 und FOX P3 auf und wird
somit als ,non responder” identifiziert. Das Phanomen, dass Organismen aufgrund von
individuellen Faktoren nicht die erwarteten Reaktionen zeigen, wurde bereits bei Starke et al.
(88) beschrieben. In dem Versuch wurden tragende Jungsauen vor der Geburt mit E. faecium
zugefittert und der Kot der Jungsauen sowie der Nachkommen zu verschiedenen
Zeitpunkten auf DNA-Extrakte untersucht. Die Halfte der Sauen sprach nicht auf die
Behandlung an und die Saugferkel der ansprechenden und nicht-ansprechenden Sauen
zeigten signifikante Unterschiede in der Bakterienzusammensetzung. Die Ergebnisse zeigen,
dass Probiotika das Darmmikrobiom der Sauen verandern kann und diese Veranderung
auch auf die Nachkommen weitergegeben werden kénnen. Zusatzlich unterstreicht diese
Studie unsere Ergebnisse, namlich die unterschiedliche Verteilung der Lymphozyten, sowohl
vor als auch nach der Behandlung mit Omni Biotic PandA® (Kapitel 3.1). Bei der Zellzahlung
mittels Fluoreszenzmikroskopie war Schwein 1 das einzige, welches eine gleichzeitige
prozentuelle Verringerung bei CD25+ und CD4+-T-Zellen nach der Behandlung zeigte (Abb.
13a, b). Unterdessen wurde auch eine verminderte Genexpression von FOX P3 und CD25
bei Schwein 1 im Vergleich zum Kontrolldurchgang festgestellt (Abb. 18a, Abb. 19a).
Ebenso ist eine paradoxe Entwicklung bei Schwein 3 von CD25+-Zellen nach der
Behandlung in der Fluoreszenzmikroskopie zu erkennen (Abb. 13b). Die Ergebnisse zur

Entwicklung zu CD25+ -Zellen sind in der Fluoreszenzmikroskopie und PCR im Durchschnitt
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widerspruchlich (Abb. 19b; Abb. 12). Hierzu gibt es mehrere potenzielle Begriindungen.
CD25 wird in der Durchflusszytometrie oft als Oberflachenmarker fiir T-regulatorische-Zellen
gewahlt, jedoch exprimieren neben Tregs auch andere Immunzellen wie T- und B-
Lymphozyten, sowie naturliche Killerzellen (NK-Zellen) und Makrophagen CD25 auf ihren
Oberflachen (89). Somit ist es mdglich, dass im Zuge der PCR auch die Genexpression fur
CD25 von anderen genannten Immunzellen gemessen wurde. Auflerdem ist nicht
auszuschlieRen, dass die gemessene RNA der CD25-Oberflachenmolekiile bereits
intrazellular vorhanden waren, in der Fluoreszenzmikroskopie jedoch noch nicht auf der
Oberflache angefarbt werden konnte. Fir anschlieRende Versuche wird daher empfohlen,
die Untersuchungen der Oberflachenmolekile und Genexpressionen zu mehreren
Zeitpunkten durchzuflihren, um mdgliche verspatete Reaktion aufzeichnen zu kénnen.
Verschiedene Untergruppen von Tregs koénnen durch diverse Oberflachenmolekiile,
intrazellulare Marker und/oder Zytokine charakterisiert werden. CD25%™ und CD25"9" kénnen
auf Tregs gefunden werden und kennzeichnen deren Aktivitat. Nach der Bildung im Thymus
differenzieren sich Tregs in den lymphatischen Organen in ruhende (CD25%™), sezernierende
(CD259M) oder aktivierte (CD25"9") Zellen (56). Der Begriff ,high“ suggeriert dabei eine
erhohte Expression an CD25-Proteinen und starke FOX P3-Expression, wahrend
CD4+CD25%™ T-Zellen eine geringere FOX P3-Expression auszeichnet.
Bemerkenswerterweise ist diese Zellgruppe allerdings, jene Tregs-Untergruppe, welche am
meisten IL-10 sezerniert (90). Durch die intra- und interindividuellen Unterschiede in der
Aufteilung der CD25-Untergruppen (Abb. 19, Tab. 3) wird die tierindividuelle Reaktion der
Immunzellen auf das Probiotikum verdeutlicht. Fir eine kompetente Interpretation der Tregs-
Untergruppen ist diese alleinige Kategorie jedoch nicht ausreichend. Fir eine genauere
Identifizierung ist eine Analyse des Oberflachenmusters in grolerem Rahmen notwendig
(56). CD4+Zellen zeigen im Durchschnitt einen deutlichen Anstieg der behandelten Zellen
(Abb. 12). Tregs stellen eine von mehreren Untergruppe von CD4+Zellen dar, andere
mdgliche Untergruppen von CD4+ Zellen sind Th1,Th2, Th17 und TFH (89). Wie bereits
behandelt ist die Identifikation von Tregs noch beschwerlich und nach den angegebenen
Kriterien (Kapitel 1.4) ist das alleinige Vorhandensein von CD4-Oberflachenproteinen nicht
ausreichend, um jene CD4+-Lymphozyten als Tregs anzusprechen. Grundsatzlich Iasst sich
aber feststellen, dass die Behandlung mit Omni Biotic PandA® zu einem vermehrten

Vorkommen von CD4+-T-Helfer-
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160 ABBILDUNG 20: IL-10
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Zellen gefuhrt hat.

In mehreren Studien wird betont, dass es keine klaren Leitlinien fur die ldentifizierung von
Tregs gibt (56, 91), was in Humanstudien bereits zu irrefihrenden und widersprichlichen
Ergebnissen geflhrt hat. Als zuverlassige Methode wird die durchflusszytometrische Analyse
des Musters spezifischer Oberflachenantigene empfohlen. Jedoch stellt die zuverlassige
Tregs-ldentifizierung aufgrund eines Mangels an Tregs-Markern immer noch eine
Herausforderung dar. Tregs wurden somit, wie in diesem Versuch auf Basis ihrer
CD4+CD25"" Expression identifiziert, was aber auch dem Phanotyp von aktivierten T-
Helferzellen entsprechen kann (92). Der intrazellulare Transkriptionsfaktor FOX P3 wird
spezifisch von CD4+ CD25+-Tregs exprimiert und koordiniert die Entwicklung und Funktion
von Tregs. Es wird allerdings nicht empfohlen die Analyse und Identifikation von Tregs
alleinig durch die Detektion von FOX P3 durchzufluhren, da die ausschliel3lich intrazellulare
Expression eine starke Einschrankung eines zuverlassigen Ergebnisses darstellt (56). In
diesem Versuch wurde die Veranderung von FOX P3 als weiteres Kriterium zur Identifikation
von Tregs interpretiert. Es konnte eine durchschnittliche Vermehrung des Vorhandenseins
von FOX P3 gemessen werden, demnach ist darauf zu schlieRen, dass die
Bakterienzusammensetzung von Omni Biotic PandA ® zu einer gesteigerten Genexpression
von FOX P3 fihrt. Im Kombination mit CD25 und CD4 zahlt FOX P3 als spezifischer
Transkriptionsfaktor fur aktive Tregs, jedoch kann die Differenzierung andere Immunzellen
anstatt der Proliferation der vorhandenen Tregs nicht vollkommen ausgeschlossen werden.
Mittlerweile sind als weitere Mdglichkeit zur Identifikation von Tregs kommerziell erhaltliche
Anti-FOX P3 Antikorper, FJK-16s vorhanden. Dieser Antikdrper soll die Identifikation und

Lokalisation von FOX P3-Proteinen im Zellkern und somit Tregs im Blut und anderem
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Gewebe erleichtern. Beim Schwein wurde eine spezifische Reaktion nachgewiesen (91),
jedoch ist die interspezielle Funktion noch nicht ausreichend geklart (92), weshalb hier immer
noch die ldentifikation der Oberflachenmarker empfohlen wird (56). Des Weiteren wird auch
CD127 als Negativ-Marker fur Tregs eingesetzt und eignet sich zur Differenzierung von
Tregs und aktivierten CD25+ T-Zellen (93, 93, 94)

Die immunmodulierenden Fahigkeiten der einzelnen Bakterienarten von OBP sind kaum
untersucht. Deshalb werden die Bakteriengattungen in Hinblick auf den Einfluss der CD4 und
CD25 Expression verglichen. Es wurde berichtet, dass Bifidobakterium bifidum in vitro die
Differenzierung von humanen naiven T-Zellen zu funktionalen Tregs (CD25M"$"FOX P3Mhidn
CD'?"/low) anregt und in weiterer Folge zu einer besonders hohen IL-10 Sekretion fiihrt (Lépez
et al. 2012). Durch dieses Potential kann die Zugabe von B. bifidum als sicheres und
effektives Adjuvans in Immuntherapien genutzt werden. Ahnliche immunmodulierende
Effekte wurden ebenso bei Lactobacillus reuteri., Lactobacillus casei (95) und B. animalis—
Stammen (96) beobachtet. Gesammelt wurden diese Ergebnisse durch eine
durchflusszytometrische Analyse (97), die in diesem Versuch nicht durchgefiihrt wurde.
Jedoch konnte auch in unserem Versuch eine deutlich hohere FOX P3, CD4 und C25-Werte
festgestellt werden und bestatigt somit die Tregs Differenzierung. Auch in Mausen konnte
der anregende Effekt von Bifidobakterien auf CD4+ CD25+ FOX P3+ T-Zellen
durchflusszytometrisch bestatigt werden und hierbei stieg nicht nur die Quantitat der Zellen,
sondern auch die Funktionsfahigkeit der IL-10 Produktion (98). Eine andere Studie (99) zeigt
eine gesteigerte Anzahl von CD4+FOX P3+ Tregs durch die Behandlung von L. /actis, was
sich ebenfalls mit den Ergebnissen dieser Studie deckt. Neben Studien zur Beobachtung und
Identifikation von Tregs wurde auch beobachtet, dass L. /actis indirekt die Aktivitat von CD4+
T-Zellen in der Zytokinproduktion starkt und somit die darauf basierte Immunitat verbessert
(100).

Unsere Hypothese, dass OBP ® zu einer vermehrten Proliferation oder Differenzierung von
T regulatorischen Zellen fuihrt wurde aufgrund unserer Ergebnisse grundsatzlich bestatigt,
allerdings bedarf es weiterer Versuche, um diese Hypothese zu untermauern. Beispielsweise
ist es empfehlenswert die Auswirkungen in vivo nachvollziehen zu kénnen da hier auch der
grolle Faktor des Gastrointestinaltrakts und das individuelle Mikrobiom inkludiert ist.
Auferdem sollten weitere Analysemethoden, wie die zusatzlichen Anwendung des anti-FOX
P3 Antikoérpers, sowie auch der CD127-Oberflachenmarker mittels Durchflusszytometrie

zuruckgegriffen werden. Zukunftige Studien sollten zusétzlich eine verbesserte Analyse der
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Untergruppen der T-regulatorischen Lymphozyten umfassen, um auch die immunologische
Aktivitat messen zu kénnen und so unser Verstandnis die Interaktion von Tregs und OBP ®

zu vertiefen.

Probiotika sind in der Nutzviehwirtschaft schon ein gut etablierter Bestandteil des
Gesundheitsmanagements. Das Zufuttern von OBP® oder der Bakterienzusammensetzung
von OBP® kann durch den Einfluss auf die T-Zell basierte Antwort nicht nur den individuellen
Organismus unterstitzen, sondern auch positive Auswirkung auf die Zuchtproduktion mit
sich bringen. Da die intrauterine Umgebung bei der Schwangerschaft Th2-dominiert ist, kann
eine Th1-Th2- Zytokin Inbalance zu einer AbstoBung des Fotus kommen (49). Um die
matterliche Immuntoleranz gegenlber dem Fo6tus zu steigern und so die Implantation,
Plazentation und eine erfolgreiche Befruchtung zu unterstitzen, kann OBP® zum Einsatz
kommen und so die Anzahl der Konzeptionsverluste verringern. Mit dieser Methode kénnen
groBen wirtschaftlichen Verlusten in der Nutztierhaltung auf mehreren Ebenen

entgegengewirkt werden.

5. Conclusio
Aufgrund der Ergebnisse dieser und friherer Studien wurde bestatigt, dass Probiotika in

vielen Weisen das Immunsystem, speziell die T-Zellen basierte adaptive Immunantwort,
nicht nur in der Quantitat der Immunzellen sondern auch in der Qualitat inrer Aktivitat starken
kann. Somit bietet die Anwendung von Probiotika, neben weiteren Hygiene- und
Managementmalinahmen eine gute Alternative zu Antibiotika, um wirtschaftlichen Verlusten
in der Nutztierwirtschaft entgegenzuwirken. In diesem Versuch wurde Uberprift ob OBP in
der Lage ist, die Proliferation porziner T-regulatorische Lymphozyten anzuregen. Dafir
wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie die Zellen mit den Oberflachenproteinen CD4 und
CD25 gezahlt. Zusatzlich wurde die Genexpression fiur CD25 und FOX P3 mittels gPCR
gemessen. Zwar sind die Ergebnisse der Zellzahlung fir CD25 auf individueller Basis und im
Vergleich zur Genexpression flir CD25 widerspruchlich, dennoch ist festzustellen, dass es zu
einer Immunmodulation kommt, die darauf hindeutet, dass die Behandlung mit OBP zu einer

gesteigerten Proliferation von T-regulierenden-Zellen fihrt.
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6. Anhang
Der Anhang mit Materialien, Ergebnissen und dazugehérigen Berechnungen sind im

folgenden Link zu entnehmen:
https://drive.google.com/drive/folders/10zQLh8qYfaW1K3wH2ql34 rnXiztA-rw?usp=sharing



https://drive.google.com/drive/folders/10zQLh8qYfaW1K3wH2ql34_rnXiztA-rw?usp=sharing
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AGP antibiotic growth promoter = Antibiotikafutterzusatz

APC Allophycocyanin

B. Bifidobacterium

CD cluster of differentiation

cDNA copy DNA

Ct Cycle threshold

Cy5 Sulfo-Cyanine5

DAPI Dihydrochlorid

ddCt Delta delta Cycle thresholds

DNA Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF epidermal growth factor = epidermaler Wachstumsfaktor

EGF-LL Wachstumsfaktoren-induzierendes- L. lactis

E. coli Escherichia coli

ETEC Enterotoxische E. coli

FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations = Erndhrungs- und
Landwirtschaftsorganisation der Vereinten Nationen

FOX P3 Forkhead Box P3

GABA Gamma-Aminobuttersaure

GALT gut-associated lymphoid tissue

Goi Gene of interest

IBD inflammatory bowel disease

IBS inflammatory bowel syndrom

IFN-y Interferon-y

Ig Immunglobuline

IL Interleukin

LAB lactic acid bacteria = Milchsaurebakterien

L. Lactococcus

NF Nekrosefaktor

OAZ1 Ornithindecarboxylase-Antizym

OBP OMNI-BiOTiC® PANDA

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell

PBS phosphatgepufferte Kochsalzlésung

PCOS polyzystischen Ovarialsyndrom

PE Phycoerythrin

PWD post weaning diarrhoea

gPCR quantitative polymerase chain reaction = Real Time Quantitative PCR

RFP Red fluorescent Protein

RFU Relative Floureszineinheit

RNA Ribonukleinsaure

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

S Schwein

Th-Zellen T-Helfer-Zellen

T-reg regulatorischen T-Zellen

USDA Landwirtschaftsministerium der Vereinigten Staaten

MIC Minimum inhibitory concertration

WHO World health organisation
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