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1 Einleitung

1.1 Barrierefunktion des Darms

Der Darm besitzt bei der Auseinandersetzung dessominhen Organismus mit seiner
Umwelt eine herausragende Funktion. Noch vor Haand wunge setzt er sich mit den
aufgenommenen, potentiell schadlichen Stoffen aaseler (Mowat und Viney, 1997,
Turner, 2009). Er dbernimmt neben der Rolle als degeungsorgan und der
Nahrstoffaufnahme die Aufgabe, verschiedene Tox#rgigene und Mikroorganismen aus
dem menschlichen Koérper zu eliminieren und zu vetbin, dass diese die epitheliale
Barriere aus dem Darmlumen in den Korper Uberwind&ne Stérung der intestinalen
Barriere, ob primar oder sekundar auf dem Bodemreentzindlichen Darmerkrankung
entstanden, kann die Translokation von luminaleniggmen und / oder Bakterien in den
Korper zur Folge haben (Sturniolo et al., 2001).uéte Befunde deuten in diesem
Zusammenhang auch auf die besondere Rolle deaktien zwischen intestinaler Flora und
Darmepithel hin (Rakoff-Nahoum et al., 2004). Beihranisch entzindlichen
Darmerkrankungen ist die Barrierefunktion des imt@den Epithels strukturell und
funktionell gestort. Diese Stoérung ist wahrscheimlinicht nur sekundarer Ausdruck
mukosaler Entzindungsaktivitdt. So weisen z.B. \&mdte von Patienten mit chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen eine im Durchschhndhere intestinale Permeabilitat
gegenuber der Normalbevdlkerung auf. Bei Patientait chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen kann eine erhéhte Permeabilitffighiange vor dem Auftreten der ersten
Krankheitssymptome nachgewiesen werden (Wyatt e1293; Irvine et al., 2000).

Die Barriere wird durch eine strukturelle und einemunologische Komponente gebildet.
Struktureller Bestandteil sind unter anderem dieteEzyten, die durch einen
Schlussleistenkomplex, deight junctions am apikalen Zellpol fest miteinander verbunden
sind. Die tight junctions die aus einem Multiproteinkomplex bestehen, regeh die
parazellulare Permeabilitdt (Nusrat et al., 200hufzke et al., 2009). Sie befinden sich im
wesentlichen auf oberflachenbedeckenden Epitheliee dem Darmepithel und bilden
leistenférmige Verschlusslinien, in deren Bereieh bhterzellularspalt komplett verschlossen
ist. Durch die epitheliale Barriere werden die gr damina propria liegenden Immunzellen
von den Antigenen im Darmlumen getrennt. Mit Hitler Epithelzellen und assoziierter
Schutzfaktoren wird der Einstrom von Fremdsubstanmzaelen Korper geregelt und begrenzt.

Dies ist funktionell und quantitativ von Bedeutung, allein die epitheliale Barriere im Darm
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mit einer Oberflache von 200 m?2 die grofRte des Mems darstellt und intestinale
Epithelzellen standig der komplexen residenten bflera des Darms ausgesetzt sind.

Die Durchlassigkeit des Darms kann mit Hilfe veredener Methoden bestimmt werden
(Wyatt et al., 1997). Eine nicht-invasive Beurtaguerfolgt z.B. mit der Gabe von Zuckern
und ist bei Erkrankungen, die sich auf die Morpgaeodes Darms auswirken, wie

beispielsweise bei der einheimischen Sprue, abriorenandert (Sanderson et al., 1987).

1.2 Mukosales Immunsystem im Darm

Das mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe (muassaciated lymphoid tissue, MALT)
des Gastrointestinaltraktes (GIT) stellt den geisSieil des Immunsystems des menschlichen
Kdrpers und ist ein wichtiges Glied in der AbwelesdOrganismus gegen aulRere Einflisse
(Isolauri et al., 2001). Unter physiologischen Begingen unterscheidet das Immunsystem
des Darms mit hoher Selektivitdt zwischen apathegeunnd pathogenen Substanzen. So
konnen durch Bildung spezifischer Antikorper und ratiu zellular vermittelte
Entzindungsreaktionen pathogene Keime rasch eb®miniwerden, wohingegen
Immunreaktionen auf Nahrungsmittelantigene und derte der physiologischen Darmflora
unterdrickt werden (Brandtzaeg, 2009; Tsuji und dkas 2008). Dies erfordert die
Anwesenheit immunregulatorischer Mechanismen, diatikuierlich eine UberschieRende
lokale und systemische Entzindungsreaktion vernmdé-tr diese unterschiedlichen
Aufgaben besitzt der GIT zum einen die angeborameenunspezifische Abwehr, zum
anderen werden antigenspezifische Reaktionen dutabk erworbene Abwehrsystem
vermittelt.

Eine Storung dieser unterschiedlichen Wechselwgknn kann zu schweren
Organschadigungen und zu einem unphysiologischerst®@m von Antigenen in die
Darmwand fuhren, was eine Entziindung auslésen\astarken kann (Neutra et al., 2001;
Blumberg, 2009).

1.3 Immunologisch vermittelte Darmerkrankungen

Eine Reihe von Merkmalen intestinaler Erkrankungeist darauf hin, dass ihr Ursprung in
einer Fehlregulation der immunkompetenten Zellea Barmes liegt. So finden sich bei
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, wie £Blitis ulcerosa und Morbus Crohn,
sowohl Schéadigungen des Schleimhautepithels, ath &in gesteigertes lymphozytéres,

plasmazellulares und granulozytares Infiltrat, ®Wieeranderungen in der Expression und
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Synthese von Zytokinen in der Darmschleimhaut bBmrmwand als Ausdruck einer
Beteiligung der zellvermittelten Immunitat, die fi@ine immunologische Pathogenese
sprechen (Rosenstiel et al., 2009). Nach heutigeteriatnissen liegt dem chronisch
rezidivierenden Charakter der Entzindung vor alleme Barrierestorung mit einer
sekundéaren Fehlregulation von intestinalen T-Lynzyten und Makrophagen zugrunde.
Dies fuhrt nachfolgend zu einer krankhaft gestéeyer Immunantwort und einem
Ungleichgewicht von proinflammatorischen (Tumor ke Faktor (TNFx), Interleukin
(IL-1B) (Schreiber et al., 1999; Nielsen et al., 1996) kantrainflammatorischen Zytokinen
(IL-10).

Zu einer anderen Gruppe intestinaler Erkrankungé@nimmunologischer Pathogenese als
Ursache wird die glutensensitive Enteropathie, aeatheimische Sprue oder Zbliakie
genannt, gezahlt. Sie zeichnet sich durch ihretoloigischen Befund — Zottenatrophie und
Kryptenhyperplasie verbunden mit lymphozytarenltrgfien in der Lamina propria — sowie
klinisch durch das Ansprechen auf eine glutenfiai aus.

Der Erkrankung liegt eine T-Zell-vermittelte Ubengiindlichkeitsreaktion gegen Gluten bei
genetisch pradisponierten Individuen zugrunde. M&#fr95% der Patienten mit einer Sprue
exprimieren das Leukozytenantigen HLA DQ2, welchesm Gluten abstammende
Gliadinpeptide auf seiner Oberflache préasentied uriestinale mukosale T-Lymphozyten
stimuliert (Farrell et al., 2002). In einer kdrdlic erschienenen genom-weiten
Assoziationsstudie konnten weitere Nicht-HLA assoi#® Risikogene GCR3, IL12A,
ILI8BRAP, RGS identifiziert werden, die auf eine primar immuogisch vermittelte
Kausalpathogenese hindeuten (Hunt et al., 200&di@list die alkohollésliche Fraktion des
Weizenklebeproteins Gluten. Auch verwandte Proteinse Roggen und Gerste gelten als
Ausloser der einheimischen Sprue (Stuber und FpIS®99). Nach der Aufnahme
gliadinhaltiger Getreideprodukte werden Gliadin®fieche Lymphozyten (insbesondere T-
Lymphozyten) aktiviert und induzieren die beobatdriehistologischen Veranderungen der
Darmschleimhaut (Stuber und Félsch, 1999). AuRerdemmt es als Folge der intestinalen
Malabsorption bei Patienten mit manifester Zoéliakietypischen Symptomen, wie Diarrhoe,
Steatorrhoe und Gewichtsverlust. Daraus kdnnen rigkicarkrankungen resultieren, die sich
vor allem an der Haut, im Blut-, Skelett- und Nersgstem manifestieren. Auch eine unklare
Erhéhung der Serum-Transaminasen, die haufig min dastologischen Bild einer
unspezifischen Hepatitis verbunden ist, wurde mgein Féllen als Erstmanifestation einer
Sprue beschrieben (Stiber und Fdlsch, 1999). Derafie der Wahl bei der diagnostisch
gesicherten Sprue ist das strikte Einhalten eihgegfreien Diat. Darunter kommt es bei Gber
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90% der Patienten zu einer Klinischen BesserungbsBedas im Vergleich zur
Normalbevolkerung um das Doppelte erhdhte Risikeiaar malignen Erkrankung, wie dem
intestinalen T-Zell-Lymphom, zu erkranken, lassthsidurch Einhaltung dieser Diat

normalisieren (Stiber und Fdlsch, 1999).

1.4 Die semiallogene Graft-versus-Host Reaktion in devaus

Die murine semiallogene Transplantat-gegen-Wirt nKreeit (GvHD) ist ein etabliertes
Modell fur T-zellvermittelte atrophisch-hyperregesteve Darmerkrankungen (Stuber et al.,
1998) und spiegelt mit Ausnahme der Antigenaktiungr in grof3en Teilen die Pathogenese
der intestinalen Manifestation der Zoliakie widéafsh, 1992). Beide fiihren zu einer T-
Zellinfiltration in der Mukosa (vorwiegend CD-4-Lyshozyten) und zu morphologischen
Schleimhautveranderungen in Form von ZottenatrophteKryptenhyperplasie.
Vorraussetzung fiir die Entstehung einer GvHD is¢ dibertragung nichtautologer,
immunkompetenter Zellen aus Knochenmark, Lymphozyteler Milz. Diese Zellen
vermitteln im Organismus des Empfangers zellulareuinreaktionen und bilden spezifische,
gegen den Wirt gerichtete zytotoxische T-Zellen uddtikérper. Im gesunden
Empfangerorganismus werden die Zellen rasch abgebstu die Immunabwehr jedoch
geschwacht oder unterdriickt, wie z.B. durch BeBirgh oder eine immunsuppressive
Behandlung, proliferieren die Effektorzellen unth@&digen das Gewebe des Empfangers. Der
Darm ist das wichtigste Organ, das bei der akutedGbetroffen ist, und die Diarrhoe eines

der frihesten Symptome (Guy-Grand und Vassallig198

1.5 w3- Fettsduren und das Immunsystem

Mehrfach ungesattigte Fettsduren, auch Omegafetisagenannt, werden Uber die Anzahl
der C-Atome, die Zahl der Doppelbindungen und disition der ersten Doppelbindung,
gerechnet vom Methylende des Molekiis-3, ®-6 oder ®-9), charakterisiert. Dien-6-
Fettsdure Linolsaure und die 3-Fettsdurenr-Linolensaure sind fir den Menschen essentiell
(Simopoulos, 1991). Sie konnen im menschlichen @sgaus nicht synthetisiert werden und
missen daher mit der Nahrung zugefihrt werden.

Linolsaure ist Vorlaufersubstanz der Arachidonsdé&) und dery-Linolensaure. Aus der
a-Linolensaure leiten sich die langkettigen FettsAurEicosapentaensaure (EPA) und
Docosahexaensaure (DHA) ab. EPA und AA werden zkodainoiden — Prostanoide

(Prostaglandine und Prostazykline) und Leukotrienemetabolisiert. Die gebildeten
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Mediatoren weisen ein sehr differenziertes undviage gegensinniges Wirkungsspektrum
auf. Die Metaboliten der AA, Prostanoide der 2eri&seind Leukotriene der 4er Serie,
besitzen starke

proinflammatorische, und

chemotaktischeasokonstriktorische
thrombozytenaggregationsfoérdernde EigenschaftefleAlem kann durch ihre Wirkung eine
Permeabilitditszunahme fur Entzindungszellen resefti Die Eikosanoide, deren Vorstufe
EPA ist, werden als Prostanoide der Serie 3 und.elkotriene der Serie 5 bezeichnet. Sie
besitzen antithrombotische, antichemotaktische,odiggtative und antiinflammatorische
Eigenschaften. Die Metaboliten von EPA und AA halerwiegend kompetitive Funktion.
Sie konkurrieren beide um die Metabolisierung durdle gleichen Enzymsysteme
(Lipoxygenase und Cyclooxygenase) und konnen siahrchd ihr jeweiliges Angebot
gegenseitig verdrangen. Durch Verabreichung voer3-Fettsauren lasst sich die
Leukotrienbildung modifizieren. Es werden wenigsmp¥#-Leukotriene und dafur vermehrt
die physiologisch weit geringer aktiven Typ-5-Letriene gebildet, wodurch die Haufigkeit

und Starke von Entzindungsreaktionen beeinfluselemekann.

w6 w3
Linolsaure a-Linolenséaure
C18:22w-6 C183w-3
Dihomo-y-Linolensé&ure Eicosatetraenséaure
C20:3w-6 C20:4w-3

! !

C204w6

‘ Arachidonséaure ]

Thromboxan TXA
Prostaglandine
(PGD, PGE, PGFE)
Prostacyclin

(PGL)

oo > MM o

Leukotriene
(LTB, LTC,LTD,)

C205w-3

Eicosapentaensaure Docosahexaenséurg
h C22:6w-3

Thromboxan TXA
Prostaglandine
(PGD, PGE)
Prostacyclin
(PGL)

N o

Leukotriene
(LTBg, LTC; LTDy)

Abb.1: Stoffwechselschema der Linolsaure wrtlinolensaure
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Fur die menschliche Gesundheit sind vor allem dehniach ungesattigten Fettsduren mit
einem hohen Anteil am-3-Fettsauren von Bedeutung. Ein gro3er Anteil séageyterm-3-
Fettsauren findet sich in Fischél, das aus dieseamdflr therapeutische Zwecke, z.B. bei
entziindlichen Darmerkrankungen angewendet wird. &iedhten Leukotrienspiegel bei
entzuindlichen Darmerkrankungen, wie z.B. der litivaren mehrfach Anlass fur
Untersuchungen, die sich das Prinzip der Leukatn@shfizierung durchw-3-Fettsduren
zunutze machten (Cole et al.,, 1996). Die bei deliti€alcerosa erhdhte Synthese von
Leukotrien B4 in der rektalen Schleimhaut kann HuFeschol gehemmt und damit deren
entzindungsférdernde Wirkung unterdriickt werdena®t al., 1992; Grimminger et al.,
1993; Barbosa et al., 2003; Ubersicht bei Ruggiral., 2009). Eine Verbesserung des
klinischen Bildes wurde bei 70% der Patienten bebtet. Auch beim Morbus Crohn sind
durch Fischdl Erfolge erzielt worden. Die Zahl diiickfalle bei Patienten, die sich in der
Phase der Remission befanden, konnte durch diadtieerapie gesenkt werden. Aul3erdem
nahmen unangenehme Begleiterscheinungen des Mdthobn, wie z.B. Bldhungen,
Diarrhoe und Aufstol3en, ab (Belluzzi et al., 1998giterhin konnte bei Patienten mit Colitis
ulcerosa oder Morbus Crohn durch die Aufnahme vasch®l die Histologie der
Darmmukosa verbessert, sowie die Menge der berdtigentzindungshemmenden
Medikamente reduziert werden.

Mit Omegaven® (Fresenius, Bad Homburg, Deutschlawdyde eine Fischdlemulsion
entwickelt, mit der EPA und DHA erstmals parenteratabreichbar sind. Es ist hier im
Vergleich zur oralen Zufuhr eine schnellere und eldffere Wirkung auf das
Membranlipidmuster und die Eicosanoidsynthese gagéBrimminger et al., 1993).

1.6 Einfluss von Probiotika auf den Darm

Probiotika werden definiert als ,ein lebender, rolkakterieller Nahrungsbestandteil, der fur
die Gesundheit des Menschen forderlich ist* (Irdéional Life Science Institute;
www.ilsi.org ).

Eine der vielversprechendsten Entwicklungen im Béreer funktionalen Kost (,functional
food®) vollzieht sich auf dem Gebiet der Ernahrung Probiotika und ihrem Effekt auf die
menschliche Gesundheit (Erickson und Hubbard, 2000)zahlreichen Arbeiten Uber
Probiotika werden deren Wirkungen auf den Gastesiimaltrakt und vor allem auf das
dortige Immunsystem untersucht.

Die immunphysiologische Regulation des Gastroimaktaktes (GIT) hangt unter anderem
von der Beschaffenheit der residenten Mikroflora(lolauri et al., 2001; Backhed et al.,
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2005; Turnbaugh et al., 2007). Die Anwesenheit raembakterieller Organismen im GIT

kann eine Uberwucherung mit moglichen pathogeneimie verhindern. Die Erkenntnis,

dass die Mikroflora im Darm einen wichtigen Bestaildder intestinalen mukosalen Barriere
darstellt, und die Nissle bereits 1917 verfolgtés ar die antagonistische Behandlung
chronischer Darmstérungen mit Colibakterien besthrinat zur Einfihrung des Konzepts der
probiotischen Therapie gefuhrt (Isolauri et al.020Saavedra, 2001). Sie fuhrt zu einer
Verbesserung des Abwehrsystems bei alteren Mensctas durch den natirlichen

Alterungsprozess geschwacht ist (Gill et al., 200A)opische Erkrankungen wie die

atopische Dermatitis, das Asthma und die allergis&thinitis kbnnen gemildert werden

(Kalliomaki et al., 2001). In der Pravention undnBadlung der akuten kindlichen Diarrhoe
konnten mit Probiotika herausragende Erfolge drmietden (Saavedra, 2001).

Probiotika besitzen unterschiedliche Wirkungen @as$ Immunsystem. Sie stabilisieren die
gastrointestinale Mikroflora, steigern die immurgpéche Barrierefunktion und stimulieren

aulBerdem die unspezifische Abwehr gegen baktefataogene, um deren Eliminierung zu
fordern (Isolauri et al.,, 2001; Schlee et al., 200Anaerobe Lactobacillen und

Bifidobakterien z.B. produzieren durch einen Géasprgzess Séauren und wirken dadurch
hemmend auf pathogene Stoffe (Kennedy et al., 2006fy, 2000). Hinzu kommt, dass

Laktobacillus sp. die Adhé&sion pathogener Bakteaendie Darmwand hemmen kénnen,
selbst antibakterielle Substanzen ( z.B. Baktem@ciproduzieren (Cotter et al, 2005) und
aulB3erdem in der Lage sind, Defekte der Darmpertigakiu reparieren (Madsen et al.,

2001).

1.7 Fragestellungen

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, anhand desexigerimentellen Modells der akuten
murinen semiallogenen Transplantat-gegen-Wirt Reaktoder auch Graft-versus-Host
Reaktion, die dber eine T-Zellvermittelte Immunmeak zu einer atrophisch-

hyperregenerativen Darmerkrankung fuhrt, den Essfluon Probiotika und Omegaven® auf

die Darmpermeabilitdh vivo zu untersuchen.

Der Effekt von Probiotika und-3-Fettsduren auf die intestinale Entziindungsreakist

weitgehend unbekannt. Ausgehend von den oben lhelsehen Befunden, dass beide
Substanzen positive Effekte bei unterschiedlichemziendlichen Erkrankungen des
menschlichen Darmes zeigen, sollte am Modell dania®genen Graft-versus-Host
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Reaktion bei der Maus untersucht werden, ob Prdbiotind o-3-Fettsauren bei akuten

autoimmunvermittelten Entziindungsprozessen eingtektiven Effekt austiben konnen.

Im einzelnen wurden folgende Fragestellungen béatbe
Einflud der Gabe von Probiotika und m-3-Fettsauren auf die Veranderungen der
intestinalen Zytoarchitektur
Werden durch die Gabe von Probiotika uee3-Fettsauren die Zottenatrophie und
Kryptenhyperplasie, die bei der semiallogenen Grafsus-Host Reaktion beobachtet
wird, vermindert ?
Einflu von Probiotika und ®-3-Fettsduren auf die Permeabilitatsverdnderungen
Kann durch die Gabe von Probiotika uae3-Fettsduren die Zunahme der intestinalen

Permeabilitat bei der semiallogenen Graft-versusstiReaktion verhindert werden ?



2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien und Materialien

ACK lysing buffer Boehringer-Ingelheim, IngelhgiDeutschland

Eosin

Ethanol

Eukitt

Formaldehyd Losung

Hank's balanced salts solution
Lactulose

Mannitol

Melbiose

Omegaven®

Phosphat buffered salt solution
Poly-L-Lysine

Probiotika VSL#3

Trypan Blau Losung 0,5%
Xylol

Dako, Glostrup, Ddnemark
Merck, Darmstadt, Deutschland
Medac, Hamburg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
GIBCO BRL, Eggensigeutschland
Calbiochem, San Diego, USA
Fluka, Seelze, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Fresenius, Bad Homburg, Deutschland
GIBCO BRL, EggeinstDeutschland
Sigma Diagnostics, St.-Louis, USA
Yovis; Sigma-Tau, Promeziali¢ia
Biochrom KG, Berlin, Dsaltland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Zusammensetzung von Omegaven®:

Myristinsaure, Palmitinsdure, Palmitoleinsaure, aBtsaure, Oelsaure, 9,12-Linolséaure,
Linolensaure, Stearidonsaure, Icosensdure, Aracké@loe, Icosapent, Erucasaure,
Dokosapentaensaure, Doconexet, Alpha-Tocophergte®l, (3-sn-Phosphatidyl)cholin.

2.2 Mausestamme

C57BL/6, DBA/2 und die F1 Generation dieser beid¢ausestamme (B6D2F1) wurden
unter offenen Bedingungen in den Raumen der Zemtréilerhaltung (Leiter: PD Dr. Wottge)
der Christian-Albrechts-Universitdt gezichtet undh iMakrolon-llI-Kéfigen — auf
Weichholzgranulat (Altromin GmbH, Lage, Deutschlpmghalten. Die Tiere wurden mit
Pressfutter (Altromin&, Altromin GmbH, Lage, Deutiend) und Leitungswasser versorgt.
C57BL/6 ist gegentuber DBA/2 MHC-allogen, wahrendDRE&1 als Hybridstamm gegeniber
C57BL/6 nur semiallogen ist. Spender-und Empfamgrerivaren 8-12 Wochen alt.
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Die Tierversuchsvorhaben wurden von der Tiersclartrkission der CAU Kiel genehmigt
(Antrags-Nr. 28-5/96).

Mausestamme MHC-Spezifitat
C57BL/6 B-2
DBA/2 -
B6D2F1 B

Tab.1l: MHC-Spezifitdten der verwendeten Mausestamme

2.3 Standardlésungen

PBS (pH 7,4) KCI 05¢9
KHPO, 05¢g
NaHPO, 549
NacCl 20 g
HO ad 2500 mi
Tris-Puffer (pH 7,6) Trisaminomethant;:NO3) 30,3 g
1N HCI 40 ml
NacCl 18 ¢
RO ad 2500 ml

2.4 Induktion der akuten semiallogenen Graft-versus-HosReaktion

Eine etablierte Methode zur Induktion einer atrgphthyperregenerativen Darmerkrankung
am Mausmodell ist die Induktion einer semiallogerf@ansplantat-gegen-Wirt Reaktion

(GvHD) (Marsh et al., 1992). Gegenuber einer all@yeGvHD hat die semiallogene GvHD
den Vorteil, dass kein Wirt-gegen-Transplantat-Kffan Sinne einer AbstoRung auftritt.

Daher werden in den Versuchen die Mause des Hybndes B6D2F1 als Empfangertiere
ausgewahlt.

Fur die semiallogene Versuchsgruppe werden Lympkazyon C57BL/6-Méausen prapariert,

fur die syngene Kontrollgruppe von B6D2F1-Mausenillfg¥mson et al., 1996; Guy-Grand

und Vasalli, 1986).

Die Mause werden durch zervikale Dislokation gattd@schlieRend werden die Milzen und
die mesenterialen Lymphknoten herausprépariertgatcennt in 4° C kaltem HBSS auf Eis
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gelagert. Die Gewebe werden mit einer Schere iareif0 mmi groRen Petrischale (Becton
Dickenson, New Jersey,USA) zerkleinert und mit d&tempel einer 2 ml Spritze
homogenisiert. Das Homogenat wird in HBSS aufgenemmnd durch einen Nylon-
Zellfilter mit der Porengréf3e von 40m (Falcon, Becton-Dickenson, New Jersey, USA) in
ein konisches 50 ml Réhrchen (Falcon, Becton-Disken New Jersey, USA) pipettiert. Im
Zellfilter verbleibende Zellen werden mit weiterddBSS durchgespilt und im Réhrchen
aufgefangen. Die Rohrchen mit der Zellsuspensiondare 10 Minuten bei 1400 U/min.
zentrifugiert. Die Lymphozyten aus den mesentemidlgmphknoten werden in 10 ml HBSS
resuspendiert. Zur Lyse der Erythrozyten werdenMiielymphozyten vorher in einem 4°C
kaltem hypotonen Lysierungspuffer (ACK-Buffer, Bbenger Ingelheim, Deutschland)
resuspendiert, 6 Minuten auf Eis inkubiert, mit HB§ewaschen, erneut zentrifugiert und
wiederum in 10 ml HBSS resuspendiert. 50ul diesgisdspension werden 1:1 mit einer
0,05% Trypan-Blau Losung versetzt, um bei der ngkopischen Zellzahlbestimmung in
einer Neubauer-Zahlkammer (Carl Roth GmbH & Coyl¢tahe) die lebenden Lymphozyten
von den avitalen unterscheiden zu kénnen. Nur EZgligrationen mit einer Vitalitat von tber
90% werden in den Versuchen eingesetzt.

Um die semiallogene GvHD am Mausmodell etablierem kdnnen, missen die
Empfangertiere immunsupprimiert sein (Guy-Grand “asalli, 1986; Ferrara et
Krenger,1998). Die Empfangertiere (B6D2F1) werdeierfr mit einer Ca&sium-137
Bestrahlungsquelle mit einer Dosis von 7,5 Gy gamaérbestrahlt (Gammacell 40, Atomic
Energy of Canada Ltd. Commercial Products, Can&la Stunden nach erfolgter Radiatio
wurden ihnen je 80 x £@ellen aus einer Mischung von Milzlymphozyten unesenterialen
Lymphknoten-Lymphozyten in einem Volumen von 1 nidSPintraperitoneal injiziert. Die
semiallogene Versuchsgruppe erhalt Lymphozytenclgigischlechtlicher C57BL/6-Mause
und die syngene Kontrollgruppe von B6D2F1-Mausen.

2.5 Versuchsgruppen

Es werden folgende Versuchsgruppen zur Untersuctesdtinflusses von Probiotika uned

3-Fettsauren auf die semiallogenen Graft-versug-Reaktion gebildet.
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Versuchsgruppe Art Anzahl der Versuchstiere
I (negative Kontrolle) Syngene Kontrollgruppe |n=14
Il (positive Kontrolle) Semiallogene Kontrollgruppe=20
[l (Omegaven 1) Semiallogene Gruppe, n=12

Behandlung mit»-3-
Fettsauren (Beginn: 2\br
der Radiatio in den
Spendertieren,
Empfangertiere Uber die

gesamte Versuchsdauer)

IV (Omegaven 2) Semiallogene Gruppe, n=17
Behandlung mit»-3-
Fettsauren (Beginmm Tag
der Radiatio)

V (Probiotika) Semiallogene Gruppe, n=15
Behandlung mit Probiotika
(Beginn: Empfangertiere 2 d
vor der Radiatio, fortgesetzt
Uber die gesamte

Versuchsdauer)

Tab.2: Aufteilung der VersuchsgruppenUberlebensissitTiere in den Gruppen I-V: 6 Tage

Omegaven® 1:

Zwei C57BL/6-Mause werden zwei Tage vor Versuchsbeg(Tag 0) mit einer
intraperitonealen Injektion von je 0,5 ml/die Omega (Omegaven® Fresenius,
Deutschland) vorbehandelt. Ihre Lymphozyten werdem Tag der GvHD-Induktion zwei
B6D2F1-Mausen intraperitoneal verabreicht. Ans@died bekommen die Mause dieser
Empfangergruppe sechs Tage lang je 0,5 ml/die Oveaginjizert.

Omegaven® 2:

Eine weitere Versuchsgruppe von zwei Empfangenief6D2F1) bekommt nach der
Radiatio und dem Lymphozytentransfer (Tag 0) tégjee 0,5 ml Omegaven intraperitoneal

Uber sechs Tage appliziert.
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Probiotika:

Zwei Tage vor Auslosung der akuten GvHD werden ZB&D2F1-Mause taglich mit je 50
mg Probiotika, geldst in je 1 ml H-Milch, Uber eineogastrale Sonde gefluttert. Nach der
Radiatio (Tag 0) erhalten sie Lymphozyten von C5BBUausen. Das Futtern mit Probiotika

wird Uber sechs Tage fortgesetzt.

2.6 Prifung der Darmpermeabilitat

Behandelte und unbehandelte Méuse erhalten naeh Miichternperiode von 12 Stunden je
1 ml einer Mannitol-Lactulose-L6sung Uber eine asicale Sonde. Fir die Losung wurden
300 pg Lactulose (4-0-3-D-galactopyranosyl-D-friictanose; Calbiochem, San Diego, CA,
USA) und 200 pg Mannitol (Fluka, Seelze, Deutsathlan 20 ml destilliertem Wasser gelost.
Eine Stunde nach der Fitterung erfolgt bei denAtiier betaubten Mausen mit Hilfe einer
Pipette eine vendse Blutentnahme aus dem Sinusnosies. Das gewonnene Serum wird fur

die Bestimmung der Mannitol- und Lactulosekonzdmraverwendet.

2.7 Messung der Mannitol- und Lactulosekonzentrationenm Serum

Melbiose als interner Standard wurde von der Figigma (Deisenhofen, Deutschland)
hergestellt. Die Mannitol und Lactulosebestimmurrplgt mittels einer HPLC-Anlage

(Merck, Darmstadt, Deutschland). Der gepulste Anagpeetrische Detektor (PAD) mit einer
Goldelektrode und einer Silber/Silberchlorid Refa@ektrode, einer Carbopac PA 100
Anionenaustauschersdule und einer gleich besticktesdule wird von der Firma Dionex
(Idstein, Deutschland) bezogen. Ausgewertet werdien Messdaten mit dem Integrator
D7500 der Firma Merck. Deionisiertes Wasser mit dmhWiderstand (18MX) zur

Probenverdinnung und als Eluent wird ebenfallsMenck bezogen.

2.8 Eluenten Herstellung

HPLC-Wasser wird durch eine 15-minltige Heliumbegasvon Sauerstoff befreit. 50%
Natriumhydroxid-Loésung wird unter Sauerstoffabsekldazugegeben und fir 5 Minuten
vorsichtig gemischt, um die erforderliche Konzetravon 90 mmol/l NaOH zu erreichen.

2.9 Probenaufbereitung (Serum)

Serum wird durch eine 10-mindtige Zentrifugatiom 300 U/min aus Vollblut separiert und
anschlie3end bei —20°C bis zur weiteren Analysagget. Eine Menge von 0,5 ml Serum

wird durch Prazipation in 5% 5-SulfosalizylsaurenvBrotein befreit und mit 200 pl des
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internen Standards Melbiose (0,1 mg/l) versetzthNainer Inkubationszeit von 15 Minuten
bei 4°C werden die Proben fir 5 Minuten bei 9000k#htrifugiert. Der Uberstand wird
aufgenommen und mit 90 mmol/l NaOH verdiinnt (1:1@®) ul dieses Uberstandes werden

auf die Anionenaustauschersaule gegeben.

2.10Analyse von Kohlenhydraten mit der HPLC und gepulser
amperometrischer Detektion (PAD)

Die Proben werden mit dem 90 mmol NaOH Eluenteneb@r Flussrate von 1 ml/min bei
25°C verdunnt. Die Probenbestandteile werden aiefidnid auf der Carbopac 100
Anionenaustauschersaule getrennt und mit dem gepudsnperometrischen Detektor an der
Gold-Arbeitselektrode und der Silber/SilberchloReferenzelektrode detektiert. Eine sich
wiederholende Sequenz von drei unterschiedlicheenfialen kommt dabei zur Anwendung:
El: 0,05V, T1: 0,4 sec; E2: 0,75V, T2: 0,2 sec; EB15V, T3: 0,4sec. Die Sensitivitat an
dem PAD Detektor wurde auf 100 nC gesetzt. Die &arang der Zuckerkonzentration von
Mannitol und Lactulose erfolgte durch Integratotgsa der Flache des internen Standards
(Melbiose Referenzflache) im Vergleich zu den Teskern.

2.11Histologie

2.11.1Herstellung der Paraffinschnittpraparate

Die anasthesierten Versuchstiere werden nach deefhahme durch zervikale Dislokation
getotet. Der Darm wird préapariert und Teile aus deittleren Jejunum werden in 10%igem
Formalin fixiert. Die formalinfixierten Praparateevden in Paraffin eingebettet. An einem
Paraffin-Schlittenmikrotom (Fa. Reichert-Jung, NoeB) werden 4 pm dicke Schnitte
hergestellt und auf Poly-L-Lysin-beschichteten Q@tijagern (Poly-L-Lysin Solution, Fa.

Sigma Diagnostics, St.-Louis, USA) getrocknet.

2.11.2HE-Farbung

Die Paraffinschnitte werden zunachst in Xylol de@miert und in einer absteigenden
Ethanolreihe (100%, 96%, 80%, 70%) rehydriert. N&aminutiger Farbung mit Hamalaun
werden die Praparate in Leitungswasser gespultsotzthld das Wasser klar ist, 10 Minuten
darin zum Blauen belassen. Eine Gegenfarbung erfiilg 8 Sekunden in Eosin mit
anschlieendem Spilen in einer aufsteigenden Btfibe (70%, 80%, 96%, 100%) fur je



15

5 Sekunden. Nach einer 10-minutigen Inkubation ytoXfolgt das Eindecken des Praparates
mit Eukitt® (Medac, Hamburg) und Deckglaschen.

2.12 Bestimmung von Zottenlange und Kryptentiefe

Die HE-gefarbten Praparate vom Jejunum werden niittnoskopisch auf den Grad der
Zottenatrophie und Kryptenhyperplasie untersuchittdl4 eines graduierten geeichten
Okulars wird sowohl die Kryptentiefe als auch d@ténlange gemessen. Es werden nur die
Krypten-Zotten-Einheiten ausgemessen, bei denenZditen in ganzer Lange und die
Krypten ohne Gewebsbriicken zu beurteilen sind. Massung wird ein 20-fach Objektiv
verwendet. Durch Ausmessen der Felder in einer BlaesZdhlkammer l&sst sich ein
Umrechnungsfaktor fir die Angabe der Messwertenmgimitteln. Bei jedem Gewebsschnitt

lassen sich je nach Schnittebene zwischen 10 uidygflen-Zotten-Einheiten ausmessen.

2.13Berechnungen, Graphik und Statistik

Alle Berechnungen und graphischen Darstellungendemurmit einem kommerziellen
Tabellenkalkulationsprogramm durchgefihrt (Excelcidsoft, Minchen).

Die Bearbeitung des mit Hilfe eines handelsublick&anners eingescannten Bildmaterials
erfolgte mit CorelDraw (Corel Coperation, CA, US#)d die Ausarbeitung der Dissertation

mit Word fur Windows der Firma Microsoft.
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3 Ergebnisse

3.1 Histologische Verdanderungen im Jejunum nach Indukion der akuten

Graft-versus-Host Reaktion

Um die morphologischen Auswirkungen einer Behangllomt Probiotika und Omegaven®
wahrend der akuten GvHD zu untersuchen, wird di¢teAtinge und Kryptentiefe im
Jejunum am sechsten Tag nach semiallogenem Lymisarmdegnsfer bestimmt. Das Ausmalf3
der Zottenatrophie und Kryptenhyperplasie weistdesem Zeitpunkt ein Maximum auf
(Stlber et al., 1998). Die Tiere erscheinen gesumd weisen an diesem Tag noch keine
unspezifische Mucosaatrophie auf, die durch di§am 14 - 21 zunehmende Kachexie und
Malnutrition bedingt ist (Stuber et al., 1998). Af®ntrollgruppe dienen Tiere, die einen

syngenen Lymphozytentransfer erhalten.

Abb. 2: Mikrophotograple einer gesunden murinen Dinndarm-
Schleimhaut, 20-fache VergréRerung
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Abb. 3: Mikrophotographie muriner Diinndarmschleimhaut mit
Zottenatrophie und Kryptenhyperplasie nach semiallgenem
Lymphozytentransfer, 20-fache Vergrof3erung

Die semiallogen behandelten Tiere zeigen am sathisag nach Induktion der GvHD eine
deutliche Atrophie der Zotten mit einer Hypertraphlier Krypten (Abb. 3) im Vergleich zur
syngenen Kontrollgruppe (Abb. 2). In der histolapisn Untersuchung der
Dunndarmpréparate zeigt sich die Lange der Zotéknlér syngenen Gruppe durchschnittlich
mit 47,65 + 7,44 um und 42,58 + 7,75 pm bei seogathem Transfer. Die Kryptentiefe wird
mit 18,3 + 1,77 um (syngen) und 27,13 + 5,35 pmiakogen) gemessen (Abb. 4).

Die Behandlungen mit Probiotika oder Omegaven® ha@nen signifikanten Effekt auf die
durch die GvHD induzierten Veranderungen der Zettend Kryptenarchitektur. Die
Zottenlange betragt unter der Behandlung mit Ptikaso42,73 + 5,64 pum bei einer
Kryptentiefe von 2555 + 4,08 pum. Die Gruppe derer&j die vor und nach
Lymphozytentransfer Omegaven® erhalten (Omegavewdisen eine leichte Zunahme der
Veranderungen im Vergleich zu den semiallogen bedlten Tieren auf (Zottenlange 35,95 +
3,78 um und Kryptentiefe 23,47 + 4,36 um). Gleichisfur die Mause, die nur nach dem
Lymphozytentransfer Omegaven®-Injektionen erhalf®megaven 2; Zottenlange 36,18 +
6,97 um und Kryptentiefe 26,21 + 5,75 pum).
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Abb. 4: Histologische Untersuchung der Dinndarmpraprate. Bestrahlte B6D2F1 Mause
erhielten 80 x 1. ymphozyten von C57BL/6- (semiallogene Versuchsga)pder B6D2F1-Mausen
(syngene Kontrollgruppe). Am sechsten Tag nach aeytentransfer wurden die Tiere getotet und
das Jejunum entnommen. Aus der Dunndarmschleimhauwten nach Fixierung in Formalin
Paraffinschnitte mit einer Schichtdicke von 4 pngefertigt. Zottenlange und Kryptentiefe wurden
mit einem graduierten Okular an longitudinal anpe#itenen Krypten-Zotten-Einheiten ausgemessen.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Messungen ®itindardabweichung von 20 Pé&paraten von
semiallogenen - und 14 von syngenen Tieren, vonPfi&paraten von Probiotikatieren, von 12
Praparaten von Tieren der Gruppe Omegaven® 1 umd ¥d’raparaten der Gruppe Omegaven® 2.

Das Verhaltnis von Zottenlédnge zu Kryptentiefe sivbn durchschnittlich 2,63 (syngen) auf
1,60 (semiallogen). Der Quotient betragt fur dieldfstika-Gruppe im Durchschnitt 1,71, far
Omegaven®1 1,59 und fur Omegaven®2 1,42 (Abb. 5).z&igte sich eine signifikante
Abnahme des Quotienten der semiallogenen Versugpggrzu der syngenen Kontrolle (p<
1,2 x 10°). Bei der semiallogenen Gruppe im Vergleich zu deit Probiotika oder
Omegaven® behandelten Tieren ist keine Signifikanzbeobachten (z.B. Allogen gegen
Probiotika: 0,19 im Student T-Test).
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Abb.5: Quotient von Zottenlange und Kryptentiefe. Veranderung des Verhdltnisses von
Zottenldnge zu Kryptentiefe 6 Tage nach Induktier &vHD. Es zeigte sich eine singifikante
Abnahme der semiallogenen Versuchsgruppe zur sgmgontroligruppe (** p < 1,2 x I%). Die
Behandlung der Tiere der weiteren Versuchsgruppesb{otika, Omegaven 1 und 2 ) erbrachte keine
signifikante Veranderung gegentiber der unbehamdsémiallogenen Versuchsgruppe.

3.2 Effekt der Behandlung mit Probiotika und Omegaven®auf die

intestinale Permeabilitat wahrend der akuten GvHD

Es ist bekannt, dass bei entziindlichen Darmerkragdm die Permeabilitdt des Darmes
gestort ist (Dawson et al., 1988; Wyatt et al.,7Z;%xturniolo et al., 2000; Usami et al., 2001).
Die erhohte Durchlassigkeit der Darmwand kann miteHserschiedener Marker bestimmt

werden.

In dem vorliegenden Modell wird den Tieren zur Mess der Darmpermeabilitdit am

sechsten Tag nach Induktion der GvHD eine Manmitmtulose-L6sung oral Uber eine

Sonde zugefihrt. Die Serumkonzentrationen von Mahand Lactulose werden 60 Minuten

nach der Gabe gemessen und sowohl als Einzelwadeauch als Lactulose-Mannitol-

Quotient dargestellt.

Mannitol ist ein Marker fur die resorptive Kaparifizw. Oberflache) des Darms, da es leicht
transzellular aufgenommen wird. Lactulose bleibt Her intakten Schleimhaut nahezu

unresorbiert, es kann allerdings bei der Offnung Sehlussleistenkomplexe oder zellularen



20

Defekten im Darmepithel leicht parazellular einden. Die Berechnung des
Lactulose/Mannitol-Quotienten dient der Korrelatioer Lactulosekonzentration zur
vorhandenen Darmresorptionskapazitat. D.h. ein ggroBuotient spricht fir eine hohe
Permeabilitdt und umgekehrt.

Die Tiere, die einen semiallogenen Lymphozytenfemerhalten, weisen eine deutliche
Zunahme der Serumspiegel von Mannitol (Abbildungwal Lactulose (Abbildung 6b) auf.
Im Vergleich zur syngenen Kontrollgruppe ist bendgeren mit semiallogenem Tranfer ein
deutlicher Anstieg der durchschnittlichen Serumlemeation von Mannitol von 135 + 60,30
mg/dl (syngen) auf 441,20 + 245,85 mg/dl (semialggzu erkennen. Dagegen liegen die
Werte der Serummannitolkonzentrationen der and@éreppen zwischen denen der syngenen
Kontrollgruppe und der semiallogenen Gruppe. FiUr dProbiotika betragt die
Serumkonzentration 303,53 + 148,05 mg/dl und leghit signifikant niedriger im Vergleich
zur semiallogenen Versuchsgruppe (p < 0,03). Diet&VEir Omegaven®1 mit 335,58 +
212,19 mg/dl und fiar Omegaven®2 mit 391,83 + 230rhg/dl sind gegentber der

semillogenen Gruppe nicht signifikant erniedrigt.
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Abb. 6a: Messung der Mannitolkonzentration im Bluterum. Sechzig Minuten nach der oralen
Applikation einer Mannitol-Lactulose-Losung wurdend Tieren Blut aus dem Sinus cavernosus
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entnommen. Dargestellt sind die Mittelwerte undn8gadabweichungen der Serumkonzentrationen
fur Mannitol (6a) und fir Lactulose (6b) von 14 ggnen-, 20 semiallogenen-,15 Probiotika-, 12
Omegaven® 1- und 17 Omegaven® 2- Tieren. Fir digeye Kontrollgruppe und die Probiotika-
Versuchsgruppe zeigten sich signifikante Unterstthiam Vergleich mit der semiallogenen
Versuchsgruppe (** p < 0,0001; * p < 0,03).

Die Serumkonzentration fur Lactulose steigt voresinMittelwert von 62,33 + 38,53 mg/dl
in der syngenen Gruppe auf einen Mittelwert von ,2@3+ 116,61 mg/dl bei den
semiallogenen Versuchstieren signifikant an (p 222x 10"; Abbildung 6b). Die mit
Probiotika behandelten Tiere zeigen keine signifika Unterschiede der Darmpermeabilitat
fur Lactulose im Vergleich zu der semiallogenen gpet Die Serumkonzentration von
Lactulose betragt unter einer Behandlung mit Pitiad263,67 + 198,60 mg/dl. Die Gruppe
Omegaven® 1 hingegen liegt mit Werten von 326,3B96,16 md/dl signifikant hoher im
Vergleich zur semiallogenen Versuchsgruppe (p €2),0Die Gruppe Omegaven® 2 weist
mit 273,67 + 197,16 mg/dl wiederum eine in Bezug semiallogenen Gruppe vergleichbar

erhohte Darmpermeabilitat fur Lactulose auf.
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Abb. 6b: Werte der Lactulosekonzentration im Blutseum. Sechzig Minuten nach der oralen
Applikation einer Mannitol-Lactulose-Losung wurdend Tieren Blut aus dem Sinus cavernosus
entnommen. Dargestellt sind die Mittelwerte undn8&adabweichungen der Serumkonzentrationen
fur Mannitol (6a) und fir Lactulose (6b) von 14 ggnen-, 20 semiallogenen-,15 Probiotika-, 12
Omegaven® 1- und 17 ,Omegaven® 2- Tieren. Es ergaeh signifikante Unterschiede fir die
syngene Kontrollgruppe gegen die semiallogene \éhisgruppe (** p < 2,22 x 10, sowie fiir die
Omegaven 1 -Versuchsgruppe im Vergleich zur seagahen Gruppe (* p < 0,002).
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Der Laktulose/Mannitol-Quotient dient als Marker flie resorptive Kapazitat des Darmes.
Er liegt in der semiallogenen Gruppe mit 0,57 nwenig tUber dem Wert der syngenen
Kontrollgruppe, wo er 0,54 betragt (Abbildung 7in Bignifikanter Anstieg zeigt sich bei den
mit Probiotika behandelten Tieren im Vergleich zr demiallogenen Versuchsgruppe (p <
0,02). Dieser Quotient betragt 0,79. Die Gruppe @amen® 1 weist mit 1,04 den groldten
und ebenfalls im Vergleich zur semiallogenen Grugigeifikant erhohten Quotienten auf (p
< 0,001). Der Wert der Gruppe Omegaven® 2 liegtyig unter dem der Probiotika-Gruppe

und weist keine Signifikanz auf.
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Abb. 7: Lactulose/Mannitol-Quotient der Blutserumkonzentrationen. Sechzig Minuten nach
oraler Gabe der Mannitol-Lactulose-Lésung wurde d#Ausen Blut aus dem Sinus cavernosus
entnommen und die Serumkonzentration von Mannitm Lactulose bestimmt. Dargestellt ist der
Mittelwert und die Standardabweichung des Quotienteactulose/Mannitol. Es zeigten sich
signifikante Unterschiede fur die semiallogene ehsgruppe gegen die Probiotika-Gruppe (* p <
0,02) und die Versuchsgruppe Omegaven 1 (** p €D,0
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4  Diskussion

Die murine semiallogene akute GvHD ist ein anerkasiModell fur die T-zellvermittelte
Enteropathie. Sie spiegelt in gro3en Teilen did&gnese der intestinalen Manifestation der
Zoliakie wider (Marsh,1992). Wie in anderen Studmivor (Guy-Grand et Vassalli 1986;
Mowat und Widmer 1995) konnte auch in dieser Arlgeiteigt werden, dass die akute GvHD
bei bestrahlten Empfangertieren typische Schleimvea@éinderungen am Dunndarm
hervorruft, die sich durch eine Zottenatrophie, eeiryptenhyperplasie und durch
Lymphozyteninfiltrate in der Lamina propria aushgien. Die intestinalen Manifestationen
der murinen GvH-Reaktion sind T-zellvermittelt uwerden durch CD4+- (Guy-Grand und
Vassalli 1986) und CD8+-T-Lymphozyten des Spendemrursacht. Die CD8+-
Spenderlymphozyten besitzen eine wichtige Funkiiender Entstehung der akuten GvHD,
der alleinige Transfer CD4+-Spenderlymphozyten sifitt einer akuten eine chronische
GvHD hervor (Rus et al., 1995).

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Gabe vonbiutika undow-3-Fettsauren auf die
Veradnderungen der intestinalen Zytoarchitektur det intestinalen Permeabilitdt nach

Ausldsung einer akuten GvHD im murinen semiallogehensfermodell untersucht.

Einfluss durch Gabe van-3-Fettsauren

Frih wurde beobachtet, dass Nahrungsmittel, diechBls enthielten, den Verlauf
entziindlicher Erkrankungen positiv beeinflusstearelds in den 80er Jahren wurden erste
Studien durchgefiihrt, die die Wirksamkeit von oradrabreichtenw-3-Fettsduren bei
Patienten mit M. Crohn, Colitis ulcerosa, rheumdgoi Arthritis, Psoriasis und Asthma
untersuchten (Kremer et al., 1985 und 1987; Bitteteal., 1988; Arm et al., 1988; Lorenz et
al., 1989; Bloch et al., 1989). Stenson et al. kenri992 eine signifikante Verbesserung des
histologischen Entziindungsindex und eine Gewichiszome bei mit Fischdl behandelten
Colitis ulcerosa - Patienten aufzeigen. Des waitatahm der Bedarf an Steroiden in der
Therapie bei gleichbleibendem Ergebnis bei diessieen ab (Hawthorne et al., 1992) und
beschwerdefreie Intervalle konnten verlangert weid®eschke et al., 1996).

Auch konnte fur den M. Crohn ein positiver Effekiorv o-3-Fettsauren bei der
Remissionserhaltung beschrieben werden. (Beluzal.e1996; Lorenz-Meyer et al., 1996).
Weiterhin zeigte sich eine Verminderung unangenetBegleiterkrankungen wie Blahungen,

AufstoRen und Diarrhoen.
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In psoriatisch verdnderter Haut sind erhbhte Spiegen Arachidonsaure, der
proinfammatorischen  Mediatoren LTB4 und LTC4, sewieine gesteigerte
Lipooxygenaseaktivitait nachgewiesen worden (Grabée al.,, 1984), denen die
antiinflammatorisch wirksamen Mediatoren LTB5 und@5 der Vorlaufersubstanz EPA
entgegenwirken konnten. Dieser positive Effekt veuddirch eine Reihe von Untersuchungen
belegt. So haben Grimmiger et al. 1993 bei Patrenté Psoriasis guttata nach 10 Tagen
Behandlung mit 100ml Fischol/d eine signifikantertddesserung des Hautbildes gegenuber
der Kontrollgruppe, deren Patienten mit Sojabohhbetiandelt wurden, beobachtet. Mayser
et al. konnten 2002 diese Ergebnisse mit ebensadisifikanter Besserung im PASI-Score
(Psoriasis Area and Severity Index) nach 14-tadgsgdrandlung mit 200 ml/d untermauern.
Beim Asthma bronchiale beeinflussen Leukotriene unB@rostaglandine die
Entzindungskaskade mit grosser Relevanz und induzie Bronchospasmen,
Schleimhautddeme, eine vermehrte Schleimproduktsmwie die Einwanderung von
Entziindungszellen. Mit der Nahrung zugeflhot8-Fettsauren fuihrten nach einer Studie von
Broughton et al., 1997, zu einer klinischen Verbessg der respiratorischen Symptome beim
Asthma bronchiale.

Auch fur die humane GvHD gibt es erste Hinweisessddie Gabe vom-3-Fettsauren die
Sekretion pro-entzundlicher Zytokine in der inteaten Mucosa signifikant vermindern kann
(Takatsuka et al., 2002). In einer kleineren StumiePatienten, die Knochenmark von nicht-
verwandten Spendern erhalten hatten, wurde einifik@m vermindertes Auftreten von
GvHD durch Behandlung mito-3-Fettsauren beobachtet. Insgesamt konnte beierdies

Patientengruppe eine héhere Uberlebensrate nacksmwiverden (Takatsuka et al, 2001).

Die therapeutische Wirksamkeit vomw-3-Fettsauren ist fur verschiedene chronisch-
entziindliche Erkrankungen belegt. Als molekularerkiiechanismus ist der inhibierende
Einfluss von o-3-Fettsauren auf die Leukotrien- und Prostagladithese beschrieben
worden (Tomobe et al., 2000; Takatsuka et al., pG8rbei konnte ein besonderer Einfluss
auf Leukotrien B4 mit einer Verminderung im Blutser nachgewiesen werden. Weiterhin
waren bei den knochenmarkstransplantierten Patierdee o-3-Fettsauren erhielten, die
Serumspiegel der pro-inflammatorischen Zytokine JdNkEind Interferony gegentber der
Kontrollgruppe signifikant vermindert. In neueretu@en konnte gezeigt werden, dass der
durch Oxidation von Eicosapentaensaure entstehkeipiimediator Resolvin E1 Uber einen

spezifischen Rezeptor auch direkt den pro-entzdnelli Signalweg von NKB inhibieren
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kann (Arita et al., 2005). Es konnte weiterhin ggizeverden, dass die therapeutische
Applikation von Resolvin in einem chemisch-induter Colitismodell bei der Maus eine
anti-inflammatorische Wirkung besitzt (Ishida et, &010). Die Wirksamkeit einer NkB
Inhibition durch die Gabe eines Proteasominhibi{@®srtezomib) bei der GvHD ist bereits
gezeigt worden (Sun et al. 2004). Auch die Aktiuieggy von Peroxisom-Proliferator
aktivierten Rezeptoren (PPARwird in diesem Zusammenhang diskutiert (Li et aD05;
Arita et al., 2005; Ponferrada et al., 2007).

Eine duale Rolle ist flitw-3-Fettsduren bei der Regulation von Zellproliferatund -
uberleben berichtet worden. Auf der einen Seitenkdnw-3-Fettsduren das Wachstum
verschiedener Tumorzelllinien hemmen und in hoh&enmzentrationen tber den Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials programmiertedit@ (Apoptose) auslésen, jedoch
kann die Gabe vomw-3-Fettsauren in bestimmten Zelltypen auch antpsptsche Effekte
hervorrufen. So konnte in dinndarmtransplantieratten durch die Gabe vom-3-
Fettsauren eine signifikante Steigerung der Pralifen und eine Abnahme der Apoptoserate

intestinaler Epithelzellen gezeigt werden (Wu et2003).

Nur wenige Daten existieren zu dem Einfluss vam3-Fettsauren auf die
Regulationsmechanismen intestinaler Permeabilitater in vitro Bedingungen scheint die
Gabe von o-3-Fettsduren die parazellulare Permeabilitat vamfluenten intestinalen
Epithelzellen (Monolayer) Uber die Redistributioanvtight junction Proteinen zu erhdhen
(Usami et al., 2001 und 2003). Andererseits wurelzemt, dass der transzellulare Transport
von grofRen Molekllen (z.B. Proteinen) duretB-Fettsduren inhibiert werden kann (Rosella
et al., 2000).

Da diese Ergebnisse nur bedingt auf die kompiexevo Situation Ubertragbar sind, sollte in
der vorliegenden Arbeit der Frage nachgegangeneamerdelchen Einfluss die Gabe vor3-
Fettsauren auf die erhdhte intestinale Permeablbig mukosaler Entziindung am vivo
Modell der murinen semiallogenen GvHD austibt.

Es wurden zwei Behandlungsgruppen gebildet, wobeiethe Gruppe zwei Tage vor der
Transplantation mit Omegaven® vorbehandelt wurdee &nhdere Versuchsgruppe erhielt
Omegaven® ab dem Tag der Transplantation. Hiexdi#esherausgearbeitet werden, ob die
Behandlung mity-3-Fettsaurewor dem entziindlichen Stimulus einen anderen Effekilaus
als eine Behandlung, digvdhrend einer entzindlichen Reaktion beginnt. So kdnnte
beispielsweise die Prakonditionierung der Mause mB-Fettsduren die Expression und
Verteilungsmuster von Tight junction Proteinen bé#assen, z.B. konnten Oh und
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Mitarbeiter (2005) die Heraufregulation von Occluddurch o-3-Fettsduren zeigen.
Interessanterweise ist bekannt, dass eine vermend@ccludinexpression bei CED die
Transmigration von Neutrophilen durch das intestin&pithel begtnstigt und so die
Entzindungsreaktion verstarken kann (Kucharzik.e2@01).

Unter dem verwendeten Behandlungsschema war jedoctkeiner der beiden mit
Omegaven® behandelten Gruppen eine signifikanteantarung der Epithelschaden
und/oder der intestinalen Permeabilitdt im SinmeelNerbesserung zu beobachten. In der
mit Omegaven®-vorbehandelten Gruppe (Omegaven fLbwgl. der Lactulosekonzentration
sogar ein statistisch signifikanter Trend zu eembhten Permeabilitdt zu erheben.

Die intestinale Permeabilitat wird mit Hilfe dercht metabolisierbaren Zucker Mannitol und
Lactulose beurteilt. Mannitol wird leicht von derlainschleimhaut absorbiert und dient als
Marker fir die transzellulare Aufnahme, wohingedewtulose nur schwer absorbiert wird
und als Marker fir den interzellularen Zusammenkght. Um zwischen diesen Stérungen
unterscheiden zu konnen, wird stets eine Kombinadios beiden Zuckern oral verabreicht
und nach einem zeitlichen Abstand die Konzentratiws jeweiligen Zuckers im Blut
gemessen.

Ein Erklarungsansatz fur die in dieser Arbeit dlitstie Ergebnisse waren ein zu kurzer
Behandlungszeitraum oder eine zu niedrig gewahibsiD Zudem stellt Omegaven ein
komplexes Gemisch aus verschiedenen ungesattigegtsdbren dar. Um eine Dosis-
Wirkungskurve zu erstellen, muss auch die Inteosktund mogliche unterschiedliche
Resorption der einzelnen Wirkstoffe in Betrachtagen werden.

Bei der hier vorgelegten Arbeit wurde der intrajmreale Applikationsweg fir die
Omegaven®-Injektion gewahlt. Dieser Weg wurde lhere anderen Studien erfolgreich
verwendet (Kikuchi et al., 1998). Es ist jedochdiskutieren, ob die unzureichende Wirkung
von Omegaven® bei dem hier verwendeten VersuchaaufhB. aufgrund entzindlicher
Vorgénge im Bereich des Peritoneums zu einer Rasogstorung des Medikamentes flhren
kann und so die therapeutische Wirkung negativrifiesst bzw. vermindert. Insbesondere
konnte der fehlende Einfluss auf die Permeabibiath auf eine zu geringe Dosis an den
intestinalen Epithelzellen zurickzufihren sein, diese im wesentlichen luminal ernahrt

werden.
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Einfluss durch Gabe von Probiotika

Der menschliche Darm ist von einer residenten Mi&ra besiedelt (Turnbaugh et al., 2007).
Das komplexe Gleichgewicht dieser Flora und dasbsymische Wechselspiel mit den
Darmepithelzellen spielt eine wichtige Rolle fiiredimmunologische Integritat der
intestinalen Barriere. Schon friih wurde erkanntssdalie therapeutische Gabe von
Bakteriengemischen eine positive Wirkung auf demlatg von Darmerkrankungen haben
kann (Nissle A Medizinische Klinik 1918; 2:29-3#nderungen in der Zusammensetzung
der intestinalen Mikroflora kénnen die Immunitatsd&/irtes und somit den Verlauf einer
entzindlichen Darmerkrankung stark beeinflusserofido et al., 2001; Madsen et al., 1999).
Experimentelle Daten und klinische Beobachtungegeredas bedeutsame Zusammenspiel
zwischen der komplexen intestinalen Mikroflora uddr Entwicklung einer mukosalen
Entzindung. Insbesondere bei Patienten mit entmii Darmerkrankungen gerat das
physiologische Gleichgewicht durcheinander, was abem auf einem Verlust anaerober
Bakterien, wie Bacteroides spezies, Eubacteriunzispeund Lactobacillus spezies, basiert
(Ott et al., 2004 und 2008). Durch die Gabe vonbPitka konnte eine Restitution der
bakteriellen Diversitat mit Wiederherstellung eiggrotektiven® intestinalen Flora erzielt und
eine Remission derselben aufrecht erhalten werdénbacher et al., 2006).

Auch in anderen bereits durchgefiihrten Studienteesich durch die Verabreichung von
Probiotika ein positiver Einfluss bei der Behandjunchronisch entztndlicher
Darmerkrankungen, bei antibiotika-assoziierten iiaen (Vanderhoof et al., 1999; Armuzzi
et al., 2001) und viral verursachten gastrointegtim Infekten (Salazar-Lindo et al., 2004).
Kruis et al. wies in einer Studie 2004 einen veaaflearen remissionserhaltenden Effekt von
E.coli Nissle 1917 und dem Goldstandard MesalagirPlatienten mit colitis ulcerosa nach.
Prophylaktisch verabreichte Probiotika konntenldedenz bei Kindern mit erhéhtem Risiko
fir eine atopische Erkrankung senken. Weiterhin nkendurch Holler und Mitarbeiter
(Gerbitz et al., 2004) gezeigt werden, dass dieviBtikagabe die Uberlebensrate bei der
GvHD im Modell der murinen semiallogenen Knocherkatansplantation signifikant
verbessert.

Die molekularen Mechanismen, die zu den oben befmmen Wirkungen von Probiotika
fuhren sind bis heute wenig verstanden. Zahlreisheeiten weisen jedoch daraufhin, dass
weniger die Stabilisierung der intestinalen Mikoo#, als vielmehr eine spezifische
Wechselwirkung von probiotischen Bakterien mit demgeborenen Immunsystem den

Effekten zugrunde liegen. Probiotika beeinflussas thukosale Immunsystem u.a. durch eine
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Modulation der Immunglobulin A-Synthese, der SamBisammensetzung und durch eine
Anderung des pro- versus anti-entziindlichen Glaahichts der lokalen Zytokine (Isolauri,
2001). Das intestinale Schleimhautepithel als pilggische Barriere bildet anitmikrobielle
Peptide, die die Ansiedlung von Bakterien und aswldvlikroorganismen limitieren. Eine
bedeutende Rolle spielt in diesem Zusammenhang Klasse der Defensine. Die
menschlicher3-Defensine-1 (hBD-1), -2, -3 und -4 werden in varedenen Epithelzellen
exprimiert. Sie besitzen eine antimikrobielle Ak gegen Bakterien, Pilze und einige
Viren (Ganz, 2003). Zusatzlich zu den direkten raikiobiellen Eigenschaften der
kationischen Peptide, wird angenommen, dass enggg-Defensine auch als Chemokine
agieren konnen (Yang et al., 1999). Wehkamp uncadgiter (2004 und 2007) konnten
zeigen, dass die Induktion von hBD-2 in den intedén Epithelzellen insbesondere durch
E.coli NISSLE 1917 und einige andere probiotischaktBrien stimuliert und so die
antimikrobielle und antiinflammatorische Aktivitéhterstutzt werden kann.

In der Abwehr mikrobieller Infektionen spielen audill-like-Rezeptoren (TLR) eine
wichtige Rolle. Sie werden in Makrophagen und diisghen Zellen gebildet, beeinflussen
die Aufrechterhaltung der intestinalen Homoostasel ubesitzen damit eine wichtige
protektive Funktion in Hinblick auf die Regulatialer bakteriellen Besiedelung des Darms
und dadurch verursachte Entziindungsreaktionen (Rilatoum et al., 2004).

Lactobacilli und Bifidobakterien sind als natiriecBestandteile der darmeigenen Mikroflora
bekannt. Als probiotische Bakterien waren sie wibdi Gegenstand von Untersuchungen.
Bei Patienten mit Morbus Crohn wurde durch Lactdheccasei eine Erniedrigung der TNF-
a—Sekretion im lleum beobachtet (Borruel et al., 2d@rruel et al., 2003). Auch fur andere
Probiotika, u.a. VSL#3, wurde, wie bereits besdiare eine antientziindliche Wirkung durch
Heraufregulation der Bildung des anti-inflammatohiswirksamen IL-10 in dendritischen
Zellen nachgewiesen (Drakes et al., 2004; Christenst al., 2002). Einen anderen
Angriffspunkt bietet die Inhibition des pro-entziictd wirkenden NF«B, die in einer Studie
von Tien und Mitarbeiter gelang (2006Sie zeigten eine durch L. casei beglnstigte
Stabilisierung von KB-a, einem spezifischen Inhibitor von N&B, und erschlossen damit

eine bedeutende Stufe in der Unterbrechung demfleonmatorischen Kaskade.

In Zusammenschau dieser Erkenntnisse lag es nehAudwirkung einer Probiotikatherapie
auf die entzindete Darmschleimhaut im Hinblick &érmeabilitat und Zytoarchitektur

intensiver zu untersuchen.
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Obwonhl fur Probiotika in anderen Studien bereitsitiee Ergebnisse beschrieben wurden,
konnte anhand dieses Modells kein weiterer Erf@ignessen werden. Auch im Hinblick auf
die Darmpermeabilitdit konnte mit der Probiotikabehang keine Verbesserung erzielt
werden. Eher wurde eine Zunahme der Darmwanddwssigkeit beobachtet.

Denkbar wéare, dass der mdgliche Effekt von Prokeo#iuf die sekundare Epithelschadigung
und bakterielle Translokation im Vergleich zum pénen Effekt des Lymphozytentransfers
zu gering ist, um den Veranderungen der Darmmoggilentgegen zu wirken und diesen
Umbau aufzuhalten.

Ob sich bei einer Verlangerung der Versuchsdauer ether hoheren Dosis der Probiotika

ein Therapieerfolg einstellt, kdnnte Ziel weitetértersuchungen sein.

Da sich in anderen Studien fur die beiden hier rgnthten Substanzen bereits positive
Wirkungen beim Menschen bezlglich der chronischzigmdlichen Darmerkrankungen

gezeigt haben, besitzt diese Arbeit, da es sictemnTiermodell handelt, nur eine begrenzte
Aussagefahigkeit. Winschenswert waren weitere Watdrungen am Menschen hinsichtlich
der in dieser Arbeit untersuchten Schwerpunkteaauy auf die Darmpermeabilitéat und den

Einfluss auf die Zytoarchitektur des Darms.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde am Beispiel derrimen semiallogenen Transplantat-
gegen-Wirt Reaktion als Modell fur T-zellvermiteelt atrophisch-hyperregenerative
Darmerkrankungen untersucht, welchen therapeutis&iefluss die Gabe von Probiotika
oder Omega-3-Fettsauren ausibt. Hierbei wurdeveiénderungen der Zytoarchitektur des
Darmes und die intestinale Permeabilitat als Enkifguder Studie gewabhilt.

Der Zoliakie liegt eine T-zellvermittelte Uberempdiichkeitsreaktion gegen Gluten bei
genetisch pradisponierten Individuen zugrunde. idigine GvHD spiegelt in grol3en Teilen
die Pathogenese der intestinalen ManifestationZééakie wider. Beide fihren zu einer T-
Zellinfiltration in der Mukosa und zu morphologigeh Schleimhautverdnderungen in Form
von Zottenatrophie und Kryptenhyperplasie. Durol epithelialen Verdnderungen wird die
Barrierefunktion des Darms strukturell und funkgtn gestort, was zu einem
unphysiologischen Einstrom von Antigenen in dierDaand, zu einer krankhaft gesteigerten
Immunantwort und einem Ungleichgewicht von pro- kodtrainflammatorischen Zytokinen
fuhren kann.

Mehrfach ungesattigte Fettsauren, auch Omegafedétsagenannt, sind ale>-6-Fettsaure
Linol- und w-3-Fettsdurea-Linolensaure fur den Menschen essentiell. Sie atiemls
Vorlaufersubstanzen fur Arachidon- und Eicosapergaere, die zu Eikosanoiden -
Prostanoide und Leukotriene — metabolisiert werdBarch Verabreichung vonw-3-
Fettsduren lasst sich die Bildung von anti-entzidghéh Eikosanoiden verstarken, wodurch
die Haufigkeit und Starke von Entzindungsreaktioberinflusst werden kann. Ein hoher
Anteil anw-3-Fettséauren findet sich vor allem in Fischal.

Die immunphysiologische Regulation des GIT hangteunanderem auch von der
Beschaffenheit der residenten Mikroflora ab. Sielltsteinen wichtigen Bestandteil der
intestinalen mukosalen Barriere dar. Diese Erkaarttat zur Einfihrung des Konzepts der
probiotischen Therapie gefiihrt. Probiotika besitaenterschiedliche Wirkungen auf das
Immunsystem. Sie stabilisieren die gastrointestin&8larrierefunktion und stimulieren
aul3erdem die unspezifische Abwehr gegen bakteRealleogene.

Ausgehend von den oben beschriebenen BefundenbdigsSubstanzen positive Effekte bei
unterschiedlichen entztindlichen Erkrankungen dessofdichen Darmes zeigten, sollte am
Modell der semiallogenen Graft-versus-Host Reakben der Maus untersucht werden, ob

Probiotika und w-3-Fettsduren bei akuten autoimmunen Entzindungspsen einen
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protektiven Effekt ausiiben und ob sie die erhomtestinale Permeabilitdt bei einer
mukosalen Entziindung beeinflussen kénnen.

Die intestinale Permeabilitat wird mit Hilfe dercht metabolisierbaren Zucker Mannitol und
Lactulose beurteilt. Der Lactulose/Mannitol-Quotierdient zur Berechnung der

Darmresorptionskapazitat und zeigt das Ausmal} elen€abilitatsstérung an.

Entgegen der vielen beschriebenen positiven Wirknngon Fettsduren und Probiotika bei
entziindlichen Prozessen beim Menschen, zeigte uavértung der in dieser Arbeit erzielten
Ergebnisse nicht den erhofften Erfolg. Sowohl digitoArchitektur als auch die

Darmpermeabilitdt betreffend wurde eine Verschieeitg der Ausgangssituation
beobachtet. Zu berlcksichtigen ist jedoch, dassiasin dieser Arbeit um ein Tiermodell

handelt, und die Aussagefahigkeit der untersuct@ehwerpunkte fir mogliche positive

Effekte auf den Menschen begrenzt bleibt.



32

6 Literaturverzeichnis

1. Arita, M., M. Yoshida, S. Hong, E. Tjonahen, J.Nlicman, N.A. Petasis, R.S.
Blumberg, and C.N. Serhan. 2005. Resolvin E1, a@ogenous lipid mediator derived
from omega-3 eicosapentaenoic acid, protects agaidss-trinitrobenzene sulfonic
acid-induced colitis. Proc Natl Acad Sci U S A 10&/1-7676.

2. Arm, J.P., C.E. Horton, J.M. Mencia-Huerta, F. Haud.M. Eiser, T.J. Clark, B.W.
Spur, and T.H. Lee. 1988. Effect of dietary supm@atation with fish oil lipids on
mild asthma. Thorax 43:84-92.

3. Armuzzi, A., F. Cremonini, F. Bartolozzi, F. CandycM. Candelli, V. Ojetti, G.
Cammarota, M. Anti, A. De Lorenzo, P. Pola, G. Gashi, and A. Gasbarrini. 2001.
The effect of oral administration of LactobacillUSG on antibiotic-associated
gastrointestinal side-effects during Helicobactglop eradication therapy. Aliment
Pharmacol Ther 15:163-169.

4. Aslan, A., and G. Triadafilopoulos. 1992. Fishfaiity acid supplementation in active
ulcerative colitis: a double-blind, placebo-contd| crossover study. Am J
Gastroenterol 87:432-437.

5. Backhed, F., Ley, R.E., Sonnenburg, J.L., PeterBoA,, Gordon, J.l., 2005. Host-

bacterial mutualism in the human intestine. Scieg8@&1915-20.

6. Barbosa, D.S., R. Cecchini, M.Z. El Kadri, M.A. Rigiez, R.C. Burini, and I. Dichi.
2003. Decreased oxidative stress in patients waérative colitis supplemented with
fish oil omega-3 fatty acids. Nutrition 19:837-842.

7. Belluzzi, A., C. Brignola, M. Campieri, A. Pera, Boschi, and M. Miglioli. 1996.
Effect of an enteric-coated fish-oil preparationrelapses in Crohn's disease. N Engl J
Med 334:1557-1560.

8. Bittiner, S.B., W.F. Tucker, I. Cartwright, and SHBleehen. 1988. A double-blind,

randomised, placebo-controlled trial of fish oilgsoriasis. Lancet 1:378-380.

9. Blumberg, R.S, 2009. Inflammation in the intestitratt: pathogenesis and treatment.
Dig Dis. 27:455-64.



33

10.Borruel, N., M. Carol, F. Casellas, M. Antolin, & Lara, E. Espin, J. Naval, F.
Guarner, and J.R. Malagelada. 2002. Increased rautgsour necrosis factor alpha
production in Crohn's disease can be downregulatedivo by probiotic bacteria.
Gut. 51:659-64.

11.Borruel, N., F. Casellas, M. Antolin, M. Llopis, MCarol, E. Espiin, J. Naval, F.
Guarner, and J.R. Malagelada. 2003. Effects of athhgqgenic bacteria on cytokine
secretion by human intestinal mucosa. Am J Gasteoein 98:865-70.

12.Brandtzaeg P. 2009. Mucosal immunity: inductionssdmination, and effector
functions. Scand J Immunol. 70:505-15.

13.Broughton, K.S., C.S. Johnson, B.K. Pace, M. Liebnaand K.M. Kleppinger. 1997.
Reduced asthma symptoms with n-3 fatty acid ingestre related to 5-series
leukotriene production. Am J Clin Nutr. 65:1011-7.

14.Christensen, H.R., H. Frokiaer, and J.J. Pestk&2.2@Qactobacilli differentially
modulate expression of cytokines and maturatiofasarmarkers in murine dendritic
cells. J Immunol. 168:171-8.

15.Cole, A.T., B.J. Pilkington, J. McLaughlan, C. SmiM. Balsitis, and C.J. Hawkey.
1996. Mucosal factors inducing neutrophil movemanticerative colitis: the role of
interleukin 8 and leukotriene B4. Gut 39:248-254.

16. Cotter PD, Hill C, Ross RP. 2005. Bacteriocins:aleping innate immunity for food.
Nat Rev Microbiol. 10:777-88.

17.Dawson, D.J., R.W. Lobley, P.C. Burrows, J.A. Notnkl. Mahon, and R. Holmes.
1988. Changes in jejunal permeability and passemnpation of sugars in intestinal
biopsies in coeliac disease and Crohn's diseaseSCi (Lond) 74:427-431.

18.Drakes, M., T. Blanchard, and S. Czinn. 2004. Batgrobiotic modulation of
dendritic cells. Infect Immun. 72:3299-309.

19.Duchmann, R., H. Lochs, and W. Kruis. 1999. [Cratlisease, ulcerative colitis.
When bacteria attack the intestinal wall....]. MMMW/rtschr Med 141:48-51.



34

20.Duffy, L.C. 2000. Interactions mediating bactertahnslocation in the immature
intestine. J Nutr 130:432S-436S.

21.Erickson, K.L., and N.E. Hubbard. 2000. Probiofitmunomodulation in health and
disease. J Nutr 130:403S-409S.

22.Farrell, R.J., and C.P. Kelly. 2002. Celiac spié=ngl J Med 346:180-188.

23.Ganz, T. 2003. Defensins: antimicrobial peptidesimofate immunity. Nat Rev
Immunol. 3:710-20.

24.Gerbitz, A., M. Schultz, A. Wilke, H.J. Linde, Jci®Imerich, R. Andreesen, and E.
Holler. 2004. Probiotic effects on experimentalfguarsus-host disease: let them eat
yogurt. Blood 103:4365-4367.

25.Gill, H.S., K.J. Rutherfurd, M.L. Cross, and P.Kofal. 2001. Enhancement of
immunity in the elderly by dietary supplementatioith the probiotic Bifidobacterium
lactis HNO19. Am J Clin Nutr 74:833-839.

26.Grabbe, J., B.M. Czarnetzki, T. Rosenbach, and Mrduh. 1984. Identification of
chemotactic lipoxygenase products of arachidonad¢albolism in psoriatic skin. J
Invest Dermatol. 82:477-9.

27.Grimminger, F., D. Fuhrer, C. Papavassilis, E. &aar, K. Mayer, K.U. Heuer, L.
Kiss, D. Walmrath, S. Piberhofer, F. Lubbecke, atdal. 1993. Influence of
intravenous n-3 lipid supplementation on fatty a@ubfiles and lipid mediator

generation in a patient with severe ulcerativetisoleur J Clin Invest 23:706-715.

28.Grimminger, F., P. Mayser, C. Papavassilis, M. Tasnk. Schlotzer, K.U. Heuer, D.
Fuhrer, K.D. Hinsch, D. Walmrath, W.B. Schill, aed al. 1993. A double-blind,
randomized, placebo-controlled trial of n-3 fattyidabased lipid infusion in acute,
extended guttate psoriasis. Rapid improvementioical manifestations and changes

in neutrophil leukotriene profile. Clin Investig BB4-643.

29.Guy-Grand, D., and P. Vassalli. 1986. Gut injurymouse graft-versus-host reaction.
Study of its occurrence and mechanisms. J Clingnhvyé:1584-1595.



35

30.Hawthorne, A.B., T.K. Daneshmend, C.J. Hawkey, All#&zi, S.J. Everitt, G.K.
Holmes, C. Malkinson, M.Z. Shaheen, and J.E. Willa0892. Treatment of ulcerative
colitis with fish oil supplementation: a prospeetit2 month randomised controlled
trial. Gut 33:922-928.

31.Hooper, L.V., M.H. Wong, A. Thelin, L. Hansson, P.k&alk, and J.l. Gordon. 2001.
Molecular analysis of commensal host-microbial treteships in the intestine.
Science. 291:881-4.

32.Hunt, K.A., Zhernakova, A., Turner, G., Heap, G.Rranke, L., Bruinenberg, M.,
Romanos, J., Dinesen, L.C., Ryan, A.\W., PanesarGwilliam, R., Takeuchi, F.,
McLaren, W.M., Holmes, G.K., Howdle, P.D., WaltedsR., Sanders, D.S., Playford,
R.J., Trynka, G., Mulder, C.J., Mearin, M.L., Vede W.H., Trimble, V., Stevens,
F.M., O'Morain, C., Kennedy, N.P., Kelleher, D.,nRmgton, D.J., Strachan, D.P.,
McArdle, W.L., Mein, C.A., Wapenaar, M.C., Delouk&s, McGinnis, R.,,McManus,
R., Wijmenga, C., van Heel, D.A. 2008. Newly idéetl genetic risk variants for

celiac disease related to the immune responseGhlagt. 40:395-402.

33.Irvine, E.J., and J.K. Marshall. 2000. Increasetstinal permeability precedes the
onset of Crohn's disease in a subject with famiigit. Gastroenterology 119:1740-
1744,

34.lIsolauri, E., Y. Sutas, P. Kankaanpaa, H. Arvilomrand S. Salminen. 2001.
Probiotics: effects on immunity. Am J Clin Nutr 434S-450S.

35.Isolauri, E. 2001. Probiotics in human disease. A@lin Nutr. 73:1142S-1146S.

36.Ispida, T., Yoshida, M., Arita, M., Nishitani, YNishiumi, S., Masuda, A., Mizuno,
S., Takagawa, T., Morita, Y., Kutsumi, H., InokucH., Serhan, C.N., Blumberg,
R.S., Azuma, T. 2010. Resolvin E1, an endogenaud Inediator derived from
eicosapentaenoic acid, prevents dextran sulfateusethduced colitis. Inflamm
Bowel Dis. 16:87-95.

37.Kalliomaki, M., S. Salminen, H. Arvilommi, P. Ker®,. Koskinen, and E. Isolauri.
2001. Probiotics in primary prevention of atopiceadise: a randomised placebo-
controlled trial. Lancet 357:1076-1079.



36

38.Kennedy, R.J., M. Hoper, K. Deodhar, S.J. Kirk, &R&. Gardiner. 2000. Probiotic
therapy fails to improve gut permeability in a haptmodel of colitis. Scand J
Gastroenterol 35:1266-1271.

39.Kikuchi, S., T. Sakamoto, C. Ishikawa, K. Yazawag &. Torii. 1998. Modulation of
eosinophil chemotactic activities to leukotriene BAn-3 polyunsaturated fatty acids.
Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 58:243-8.

40.Kremer, J.M., J. Bigauoette, A.V. Michalek, M.A.nichalk, L. Lininger, R.l. Rynes,
C. Huyck, J. Zieminski, and L.E. Bartholomew. 19&35fects of manipulation of

dietary fatty acids on clinical manifestations leéumatoid arthritis. Lancet 1:184-187.

41.Kremer, J.M., W. Jubiz, A. Michalek, R.l. RynesEL.Bartholomew, J. Bigaouette,
M. Timchalk, D. Beeler, and L. Lininger. 1987. Fiath fatty acid supplementation in
active rheumatoid arthritis. A double-blinded, goiied, crossover study. Ann Intern
Med 106:497-503.

42.Kruis, W., P. Fric, J. Pokrotnieks, M. Lukas, Bx&i M. Kascak, M.A. Kamm, J.
Weismueller, C. Beglinger, M. Stolte, C. Wolff, add Schulze. 2004. Maintaining
remission of ulcerative colitis with the probiotitscherichia coli Nissle 1917 is as

effective as with standard mesalazine. Gut 53:18323.

43.Kruis, W., E. Schutz, P. Fric, B. Fixa, G. Judmagrd M. Stolte. 1997. Double-blind
comparison of an oral Escherichia coli preparationl mesalazine in maintaining

remission of ulcerative colitis. Aliment Pharmadtler 11:853-858.

44.Kucharzik, T., S.V. Walsh, J. Chen, C.A. Parkos] #n Nusrat. 2001. Neutrophil
transmigration in inflammatory bowel disease is oagged with differential
expression of epithelial intercellular junction mms. Am J Pathol 159:2001-20009.

45.Kuehbacher, T., S.J. Ott, U. Helwig, T. Mimura, Rizzello, B. Kleessen, P.
Gionchetti, M. Blaut, M. Campieri, U.R. Folsch, M.Kamm, and S. Schreiber. 2006.
Bacterial and fungal microbiota in relation to puaile therapy (VSL#3) in pouchitis.
Gut. 55:833-41.

46.Li, H.,, X.Z. Ruan, S.H. Powis, R. Fernando, W.Y. #MoD.C. Wheeler, J.F.
Moorhead, and Z. Varghese. 2005. EPA and DHA redir®-induced inflammation



37

responses in HK-2 cells: evidence for a PPAR-garde@endent mechanism. Kidney
Int 67:867-874.

47.Loeschke, K., B. Ueberschaer, A. Pietsch, E. GruBerEwe, B. Wiebecke, W.
Heldwein, and R. Lorenz. 1996. n-3 fatty acids cidyay early relapse of ulcerative
colitis in remission. Dig Dis Sci 41:2087-2094.

48.Lorenz, R., P.C. Weber, P. Szimnau, W. HeldweinSirasser, and K. Loeschke.
1989. Supplementation with n-3 fatty acids fromhfigil in chronic inflammatory
bowel disease--a randomized, placebo-controlledyblgsblind cross-over trial. J
Intern Med Suppl 731:225-232.

49.Lorenz-Meyer, H., P. Bauer, C. Nicolay, B. Schulz,Purrmann, W.E. Fleig, C.
Scheurlen, I. Koop, V. Pudel, and L. Carr. 1996. €03 fatty acids and low
carbohydrate diet for maintenance of remission mh@'s disease. A randomized
controlled multicenter trial. Study Group Membe€e(man Crohn's Disease Study
Group). Scand J Gastroenterol 31:778-785.

50.Madsen, K.L., J.S. Doyle, L.D. Jewell, M.M. Taverpiand R.N. Fedorak. 1999.
Lactobacillus species prevents colitis in interieuklO gene-deficient mice.
Gastroenterology. 116:1107-14.

51.Madsen, K., A. Cornish, P. Soper, C. McKaigneyJkbn, C. Yachimec, J. Doyle, L.
Jewell, and C. De Simone. 2001. Probiotic bactem&ance murine and human

intestinal epithelial barrier function. Gastroentegy 121:580-591.

52.Marsh, M.N. 1992. Gluten, major histocompatibildymplex, and the small intestine.
A molecular and immunobiologic approach to the sp@c of gluten sensitivity

(‘celiac sprue'). Gastroenterology 102:330-354.

53.Mayser, P., H. Grimm, and F. Grimminger. 2002. faly acids in psoriasis. Br J
Nutr 87 Suppl 1:S77-82.

54.Morikawa, M., R.A. Shorthouse, M.J. Suto, M.E. Guokh, and R.E. Morris. 1997. A
novel inhibitor of nuclear factor-kappa B and aator protein-1 transcription factors
in T cells suppresses host-versus-graft allorei#gtiin vivo. Transplant Proc.
29:1269-70.



38

55.Mowat, A.M., and J.L. Viney. 1997. The anatomicalsis of intestinal immunity.
Immunol Rev 156:145-166.

56.Mowat, A.M., and M.B. Widmer. 1995. A role for ILi# immunologically mediated
enteropathy. Clin Exp Immunol 99:65-69.

57.Neutra, M.R., N.J. Mantis, and J.P. KraehenbuhD12Qollaboration of epithelial
cells with organized mucosal lymphoid tissues. Nahunol 2:1004-1009.

58.Nielsen, O.H., T. Koppen, N. Rudiger, T. Horn, JikEen, and I. Kirman. 1996.
Involvement of interleukin-4 and -10 in inflammatobowel disease. Dig Dis Sci
41:1786-1793.

59.Nissle, A. 1918. Die antagonistische Behandlungomischer Darmstérungen mit
Colibakterien. Medizinische Klinik 2:29-33.

60.Nusrat, A., J.R. Turner, and J.L. Madara. 2000. édolar physiology and
pathophysiology of tight junctions. 1V. Regulatioh tight junctions by extracellular
stimuli: nutrients, cytokines, and immune cells. AmPhysiol Gastrointest Liver
Physiol 279:G851-857.

61.0h, I.S., H. Shimizu, T. Sato, Y. Uehara, S. Okatad M. Mori. 2005. Molecular
mechanisms associated with leptin resistance: ahupsaturated fatty acids induce
alterations in the tight junction of the brain. Qdktab 1:331-341.

62.0tt, S.J., M. Musfeldt, D.F. Wenderoth, J. Hampe, Bbant, U.R. Folsch, K.N.
Timmis, and S. Schreiber. 2004. Reduction in diteref the colonic mucosa
associated bacterial microflora in patients withivaecinflammatory bowel disease.
Gut 53:685-693.

63.0tt, S.J., Plamondon, S., Hart, A., Begun, A., RehjiA., Kamm, M.A., Schreiber, S.
2008. Dynamics of the mucosa-associated flora aerative colitis patients during

remission and clinical relapse. J Clin Microbid.3510-3.

64.Ponferrada, A., Caso, J.R., Alou, L., Colén, A.\8k&no, D., Moro, M.A., Lizasoain,
I., Menchén, P., Gémez-Lus, M.L., Lorenzo, P., CBs, Leza, J.C., Menchén, L.

2007. The role of PPARgamma on restoration of dolohomeostasis after



39

experimental stress-induced inflammation and dysgfan. Gastroenterology.
132:1791-803.

65.Rakoff-Nahoum, S., J. Paglino, F. Eslami-VarzartehEdberg, and R. Medzhitov.
2004. Recognition of commensal microflora by t@kl receptors is required for
intestinal homeostasis. Cell 118:229-241.

66.Roberts, W.G., T.J. Simon, R.G. Berlin, R.C. HagitS. Snyder, W.F. Stenson, S.B.
Hanauer, J.E. Reagan, A. Cagliola, W.K. Tanak&i®on, and M.L. Berger. 1997.
Leukotrienes in ulcerative colitis: results of a ltwenter trial of a leukotriene
biosynthesis inhibitor, MK-591. Gastroenterologyw I7/25-732.

67.Rosella, O., A. Sinclair, and P.R. Gibson. 2000lyfusaturated fatty acids reduce
non-receptor-mediated transcellular permeationrofgin across a model of intestinal

epithelium in vitro. J Gastroenterol Hepatol 15:634.

68.Rosenstiel, P., Sina, C., Franke, A., Schreiber2@9. Towards a molecular risk
map-recent advances on the etiology of inflammabawyel disease. Semin Immunol.
21:334-45.

69.Ruggiero, C., Lattanzio, F., Lauretani, F., GasperB., Andres-Lacueva, C.,
Cherubini,A., Omega-3 polyunsaturated fatty acidd anmune-mediated diseases:
inflammatory bowel disease and rheumatoid arthi@isr Pharm Des. 2009; 15:4135-
48.

70.Rus, V., A. Svetic, P. Nguyen, W.C. Gause, and ¥i&. 1995. Kinetics of Thl and
Th2 cytokine production during the early courseaofite and chronic murine graft-
versus-host disease. Regulatory role of donor CD8ells. J Immunol 155:2396-
2406.

71.Saavedra, J.M. 2001. Clinical applications of potibi agents. Am J Clin Nutr
73:1147S-1151S.

72.Salazar-Lindo, E., P. Miranda-Langschwager, M. Casnpanchez, E. Chea-Woo,
and R.B. Sack. 2004. Lactobacillus casei straini@®e treatment of infants with
acute watery diarrhea: a randomized, double-blpid¢cebo controlled clinical trial
[ISRCTN67363048]. BMC Pediatr 4:18.



40

73.Sanderson, |.R., P. Boulton, I. Menzies, and J.Alké&t-Smith. 1987. Improvement
of abnormal lactulose/rhamnose permeability invactCrohn's disease of the small
bowel by an elemental diet. Gut 28:1073-1076.

74.Schlee, M., Wehkamp, J., Altenhoefer, A., Oelsalpme T.A., Stange, E.F.,
Fellermann, K. 2007. Induction of human beta-ddafe@sy the probiotic Escherichia
coli Nissle 1917 is mediated through flagellin.daf Immun. 75:2399-407.

75.Schreiber, S., S. Nikolaus, J. Hampe, J. Hamling{oop, B. Groessner, H. Lochs,
and A. Raedler. 1999. Tumour necrosis factor alpithinterleukin 1beta in relapse of
Crohn's disease. Lancet 353:459-461.

76.Schulzke, J.D., Ploeger, S., Amasheh, M., Fromm, Zeissig, S., Troeger, H.,
Richter, J., Bojarski, C., Schumann, M., Fromm,2d09. Epithelial tight junctions in
intestinal inflammation. Ann N 'Y Acad Sci. 1165:29@0.

77.Simopoulos, A.P. 1991. Omega-3 fatty acids in lheattd disease and in growth and
development. Am J Clin Nutr 54:438-463.

78.Stenson, W.F., D. Cort, J. Rodgers, R. Burakoff,Schryver-Kecskemeti, T.L.
Gramlich, and W. Beeken. 1992. Dietary supplemenawith fish oil in ulcerative
colitis. Ann Intern Med 116:609-614.

79.Stuber, E., and U.R. Folsch. 1999. [Gluten-serssitenteropathy (sprue, celiac
disease). Current aspects of epidemiology, diagnesid therapy]. Dtsch Med
Wochenschr 124:1462-1467.

80. Stuber, E., A. Von Freier, D. Marinescu, and U.RIseh. 1998. Involvement of
OX40-OX40L interactions in the intestinal manifeégtas of the murine acute graft-

versus-host disease. Gastroenterology 115:1205:1215

81.Sturniolo, G.C., V. Di Leo, A. Ferronato, A. D'Odtw, and R. D'Inca. 2001. Zinc

supplementation tightens "leaky gut” in Crohn'sdge. Inflamm Bowel Dis 7:94-98.

82.Sun, K., L.A. Welniak, A. Panoskaltsis-Mortari, M@'Shaughnessy, H. Liu, I. Barao,
W. Riordan, R. Sitcheran, C. Wysocki, J.S. Ser@&iR. Blazar, T.J. Sayers, and W.J.

Murphy. 2004. Inhibition of acute graft-versus-hos$ease with retention of graft-



41

versus-tumor effects by the proteasome inhibitotdzomib. Proc Natl Acad Sci U S
A.101:8120-5.

83.Takatsuka, H., Y. Takemoto, N. Iwata, A. Suehiro,Hamano, T. Okamoto, A.
Kanamaru, and E. Kakishita. 2001. Oral eicosapeoiaeacid for complications of

bone marrow transplantation. Bone Marrow Transp2&n?69-774.

84.Takatsuka, H., Y. Takemoto, S. Yamada, T. Wakadyiéri, M. Okada, N. Iwata, T.
Okamoto, A. Kanamaru, and E. Kakishita. 2002. @rebsapentaenoic acid for acute
colonic graft-versus-host disease after bone matransplantation. Drugs Exp Clin
Res 28:121-125.

85.Tien, M.T., S.E. Girardin, B. Regnault, L. Le BoighM.A. Dillies, J.Y. Coppee, R.
Bourdet-Sicard, P.J. Sansonetti, and T. Pedron6.28@ti-inflammatory effect of
Lactobacillus casei on Shigella-infected humansitimel epithelial cells. J Immunol
176:1228-1237.

86.Tomobe, Y.l., K. Morizawa, M. Tsuchida, H. Hibin¥, Nakano, and Y. Tanaka.
2000. Dietary docosahexaenoic acid suppressesnimiéion and immunoresponses

in contact hypersensitivity reaction in mice. Lipi#85:61-69.

87.Tsuji, N.M., Kosaka, A. 2008. Oral tolerance: irtkesl homeostasis and antigen-
specific regulatory T cells. Trends Immunol. 29:582

88.Turnbaugh, P.J., Ley, R.E., Hamady, M., Fraser-iggC.M., Knight, R., Gordon,
J.1. 2007. The human microbiome project. Natur®(4464):804-10.

89.Turner J.R. 2009. Intestinal mucosal barrier fumttin health and disease. Nat Rev
Immunol. 11:799-809.

90.Usami, M., T. Komurasaki, A. Hanada, K. Kinoshigad A. Ohata. 2003. Effect of
gamma-linolenic acid or docosahexaenoic acid ohttignction permeability in
intestinal monolayer cells and their mechanism kmtgin kinase C activation and/or

eicosanoid formation. Nutrition 19:150-156.



42

91.Usami, M., K. Muraki, M. lwamoto, A. Ohata, E. Mashita, and A. Miki. 2001.
Effect of eicosapentaenoic acid (EPA) on tight jiorc permeability in intestinal
monolayer cells. Clin Nutr 20:351-359.

92.Vanderhoof, J.A., D.B. Whitney, D.L. Antonson, T.Hanner, J.V. Lupo, and R.J.
Young. 1999. Lactobacillus GG in the preventionaafibiotic-associated diarrhea in
children. J Pediatr 135:564-568.

93.Wehkamp, J., Harder, J., Wehkamp, K., Wehkamp-vaisdher, B., Schlee, M.,
Enders, C., Sonnenborn, U., Nuding, S., BengmarkF8&llermann, K., Schroder,
J.M., Stange, E.F. 2004. NF-kappaB- and AP-1-mediatduction of human beta
defensin-2 in intestinal epithelial cells by Escbtieia coli Nissle 1917: a novel effect

of a probiotic bacterium. Infect Immun. 72:5750-8.

94.Williamson, E., P. Garside, J.A. Bradley, und A.Mowat. 1996. IL-12 is a central
mediator of acute graft-versus-host disease in ndit@munol 157:689-699.

95.Wu, X.T., J.S. Li, X.F. Zhao, N. Li, Y.K. Ma, W. Ziang, Y. Zhou, und G. Yang.
2003. Effects of n-3 fatty acid, fructose-1,6-dippbate and glutamine on mucosal
cell proliferation and apoptosis of small bowel fgrafter transplantation in rats.
World J Gastroenterol 9:1323-1326.

96.Wyatt, J., G. Oberhuber, S. Pongratz, A. PuspokiM@Gser, G. Novacek, H. Lochs,
and H. Vogelsang. 1997. Increased gastric andtineégermeability in patients with
Crohn's disease. Am J Gastroenterol 92:1891-1896.

97.Wyatt, J., H. Vogelsang, W. Hubl, T. Waldhoer, aAdd Lochs. 1993. Intestinal
permeability and the prediction of relapse in Crsliisease. Lancet 341:1437-1439.

98.Yang, D., O. Chertov, S.N. Bykovskaia, Q. Chen, .MBlffo, J. Shogan, M.
Anderson, J.M. Schroder, J.M. Wang, O.M. Howard| &3. Oppenheim. 1999. Beta-
defensins: linking innate and adaptive immunityotigh dendritic and T cell CCR6.
Science. 286:525-8.



43

7 Danksagung

Mein herzlichster Dank gilt zuerst meinem Dokotdevaund Betreuer dieser Arbeit PD Dr.
med. Eckhard Stiber, wissenschaftlicher Leiter dewors fur Gastroenterologische
Immunologie der mir das Thema dieser Dissertation nahe beacimd mich bei der
Durchfiihrung der Experimente hervorragend betrdttestand mir stets mit Rat und Tat zur

Seite und war durch sein grof3es Engagement maBgetnhi Fortgang dieser Arbeit beteiligt.

Auch sehr herzlich bedanke ich mich bei Frau Maberks fur die Einfuhrung in die

Methoden der Gefrierschnittpraparateherstellung uiid die Unterstitzung bei der
Laborarbeit, insbesondere im Umgang mit den Mausen.

Weiterhin danke ich Herrn Edward Woda fur die Vbatung der Blutseren fir die
Blutzuckermessungen.

Allen Mitarbeitern des Labors danke ich flr dieufndliche Aufnahme, Unterstitzung und

Hilfsbereitschaft wahrend der Durchfihrung meinep&imente.

Nicht zuletzt méchte ich mich besonders bei meifamilie fur ihre unermudliche
Unterstitzung und Ermunterung bedanken, die aleiaenhde Kraft zum Vollenden dieser

Arbeit sehr forderlich war.



44

8 Lebenslauf

Am 9. August 1975 wurde ich, Annette Renate Gert@idardet, als viertes von sechs
Kindern des Verlegers Dr. Paul Girardet und sekffesfrau Eva-Maria Girardet, geb. Hackl,

in Essen geboren.

Von 1982 bis 1995 besuchte ich die Freie Waldotfehn Essen, die ich 1995 mit dem
Abitur abschloss. Nach Beendigung der Schulaushgdabsolvierte ich ein freiwilliges
soziales Jahr in Kapstadt, Stid-Afrika, wo ich natsjg behinderten Erwachsenen arbeitete.
AnschlieRend machte ich eine einjahrige Ausbildung Krankenpflegehelferin an den
Kliniken Essen-Sud in Essen. Wahrend der halbjéhrigberbriickungszeit bis zum Beginn
des Studiums arbeitete ich ehrenamtlich in einerspian Essen.

Im April 1998 begann ich mein Medizinstudium an dehannes Gutenberg-Universitat
Mainz. Im Jahr 2000 bestand ich das Physikum undhsadte an die Christian Albrecht-
Universitat zu Kiel, wo ich 2001 das erste Staads®n, 2003 das zweite Staatsexamen und
2004 das dritte Staatsexamen ablegte.

Wahrend des Studiums begann ich mit der Arbeit di@ vorliegende Dissertation. Die
Experimente im Labor habe ich von August 2001 tkioBer 2002 durchgefihrt.

Im Februar 2005 trat ich meine erste Stelle alasfexszarztin in der Klinik fiir Nieren- und

Hochdruckkrankheiten der Universitatsklinik SchlegMolstein, Campus Kiel, an.



