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ALTERUNGSPROZESS REDUZIERTEN
INTERFERONPRODUKTION UND
PHAGOZYTAREN FUNKTION MITTELS EINES
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EXPERIMENTELLE STUDIE

Inhalt:

Zweck dieser Studie war es, festzustellen, wie ein komplexes
probiotisches Prdparat ( Micrcroflorana-F: L. acidophilus, L. helveticus,
Bifidobacterium in einer mit Ionen und Vitaminen angereicherten
Losung, Named srl, Lesmo, Italien) moglicherweise auf den mit dem
Alterungsprozess verbundenen Riickgang einiger immunmodulierender
Eigenschaften einwirken kann.

Methoden: 46 junge (7 Wochen alt) und 46 dltere "Swiss"-Mduse ( 19
Monate alt) wurden in zwei Gruppen eingeteilt; 2 Wochen lang wurde
den Mdusen oral folgendes verabreicht: A) Iml/Tag Microflorana — F;
B) wie A, aber mit durch Wirmebehandlung inaktivierten Bakterien.
Nach dem Opfertod der Mduse, nach 2, 7 und 14 Tagen, wurden die
Splenozyten mit 5 Mikrogramm/ml ConA und mit 2 Mikrogramm/ml LPS
stimuliert, um die Produktion von IFN-Gamma und IFN-Alpha zu testen.
Die peritonealen Makrophagenanteile (1 0°Zellen/ml) wurden fiir
enzymatische Tests (LDH, Beta-Glucuronidase, Beta-Galaktosidase),
Phagozytosetests (vs. 1 x 10° Zellen/ml S. typhi) und die O,.-Produktion
benutzt.

Ergebnisse: nach der Stimulierung beider Gruppen war die durch die
Splenozyten angeregte IFN-Gamma und IFN-Alpha-Produktion in der
Kontrollgruppe der dlteren Mduse im Vergleich zu der der jiingeren
marginal (p<0,001).

Microflorana-F hatte die IFN-Produktion in beiden Gruppen erheblich
erhoht (p< 0,001; hoherer Wert bei den jiingeren Mdusen im Vergleich
zu den dlteren: p< 0,005). Von grosserem Interesse war jedoch, dass
wdhrend der Behandlung die IFN-Werte bei den dlteren Mdusen mit dem
Basiswert der jiingeren Kontrollgruppe verglichen werden konnten.
Microflorana-F  hatte die enzymatische Aktivitdt (p< 0,05 vs.
Kontrollgruppe), die opsonisierte Phagozytose (p<0,05) und die 0, -
Produktion (p< 0,01; junge Mduse mit den dlteren Mdusen vergleichbar)
erhoht.

Schlussfolgerungen: diese Daten weisen darauf hin, dass ein wirksames
probiotisches Prdparat wie Microflorana-F das Immunsystem
hinsichtlich der IFN-Produktion und der Makrophagenaktivitdt
potenzieren und ebenso den mit dem Alterungsprozess verbundenen
Riickgang der IFN-Produktion wieder normalisieren kann.




Einfiihrung.

Heute liegen verschiedene experimentelle und klinische Studien vor, die allgemein auf die immunmodulierende
Kapazitit einiger Lactobakterien hinweisen (1-6). Aus den neuesten experimentellen Arbeiten und Beobachtungen beim
Menschen geht hervor, dass vor allem einige nicht-pathogene Bakterien die Interferonproduktion stimulieren und
erhohen konnen (7-8). In diesem Zusammenhang wurde ebenso ein Riickgang der Cytokin-Produktion bei
Versuchstieren und wahrscheinlich auch beim Menschen beobachtet (9-14).

Zweck dieser experimentellen Arbeit war es, die immunstimulierende Kapazitit eines neuen probiotischen Préparats
(Microflorana-F. Named srl, Lesmo) zu iiberpriifen und, was noch von grosserem Interesse war, zu testen, ob eine
regelmissige Verabreichung dieses Zusatzes den im Alterungsprozess beobachteten Riickgang der Interferonproduktion
und der Kapazitit des retothelialen Systems verbessern kann.

Materialien und Methoden.

Insgesamt wurden 92 "Swiss"-Miuse in zwei Gruppen, je nach Alter, eingeteilt: 46 junge Miuse (7 Wochen alt) und 46
idltere Miuse (19 Monate alt).

Experimentbeschreibung.

Die beiden Hauptgruppen wurden ebenso in zwei Untergruppen eingeteilt, je nach Diitzusatz, welcher 2 Wochen lang
verabreicht wurde: a) 1ml/Tag Microflorana-F (Named srl, Lesmo), probiotisches Praparat, das L. acidophilus,
L.Helveticus und Bifidobacterium in einer mit Ionen und Vitaminen angereicherten Losung enthilt; b) 1ml/Tag dasselbe
Priiparat, aber nach Bakterieninaktivierung durch Warmebehandlung (15 min bei 90°). Ausserdem wurde eine Gruppe
von 20 Miusen (10 dltere und 10 junge Miuse) beriicksichtigt, die fiir eine weitere Kontrolle keiner spezifischen
Behandlung unterzogen wurde. Die Tiere wurden mittels zervikaler Dislokation nach 2, 7 und 14 Tagen nach Beginn
der Behandlung geopfert.

Danach wurden sofort die peritonealen Makrophagen gesammelt und isoliert, wobei folgende enzymatische Aktivititen
beobachtet wurden: Lactat-Dehydrogenase, B-Glucuronidase (15) und B-Galaktosidase (16). Fiir den Phagozytose-Test
"in vitro" wurde Salmonella tiphy benutzt(17).

Die Makrophagenproduktion der Superoxyd-Anionen wurde mittels der Chemolumineszenz-Methode definiert (18,19).
Nachdem die peritonealen Makrophagen gesammelt worden waren, wurde mittels steriler Methodik schnell di Milz
entfernt und in RPMI 1640 zermalmt, um die Splenozyten zu isolieren. Wie bereits beschrieben (20), wurden die
Splenozyten mit Spg/ml Concavalina-A, 72h lang bei 37°, und mit 2ug/ml Polysaccharide, 24h lang bei 26°C, stimuliert.

Interferon-Dosierung.

Diese wurde mittels des Tests der zytopathischen Hemmung in Kulturen von L-929-Miusezellen durchgefiihrt, wie
bereits von Wietzerbin und anderen. (21) beschrieben wurde, wobei man jedes Mal den dafiir angemessenen IFN-Alpha
und IFN-Gamma-Standard anwendete. Alle Tests wurden dreimal ausgefiihrt. Der IFN-Titer wurde als internationale
Bezugseinheit in ml ausgedriickt; dieser Kehrwert der Maximalverdiinnung der Probe kann 50% Zellenschutz
gewibhrleisten.

Ergebnisse.

Keines der Versuchstiere hat wihrend der Studie Anzeichen von Magen-Darmbeschwerden aufgewiesen, wie z.B.
Diarrhoea, Vomitus oder verringerte Nahrungsaufnahme. Das Korpergewicht der Tiere hat sich, was die verschiedenen
distetischen Zusitze betrifft, nicht signifikant veréndert.

Enzymatische Makrophagentests.

Statistisch gesehen hat keines der Makrophagenenzyme zu Beginn der Studie bedeutsame Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen der ilteren und jiingeren Miuse aufgewiesen. Im Gegensatz dazu, hat die Behandlung mit
Microflorana-F eine signifikante Erhéhung (p<0.05 vs inaktiviertes probiotisches Préparat und vs. Normaldiét) sowohl
der B-Glucoronidase als auch der B-Galaktosidase (Tabelle 1) mit sich gebracht.

Diese zwischen den beiden Miusegruppen vergleichbare ErhShung erreichte einen Spitzenwert am siebten Tag.
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TABELLE 1

ENZYMATISCHE MAKROPHAGEN-TESTS: WIRKUNG VON MICROFLORANA
(durchschnittliche enzymatische Aktivitédt + SD)

BEHANDLUNG Lactat-Dehydrogenase
nmal NADPH oxydiert/min/106 Zellen

JUNG ALT

STANDARDDIAT 0,032 £0,004 0,028 + 0,003

PLUS 0,041 £0,009 0,029 £ 0,006
MICROFLORANA

PLUS
INAKTIVIERTES
PROBIOTISCHES 0,037 £0,007 0,034 + 0,005
PRAPARAT

* P< 0,05 vs. Standarddiat und inaktiviertes
probiotisches Préaparat

Messungen am 7. Tag der Beobachtungszeit
Siehe Text fiir Details.

B3-Glucoronidase
nmal PNP/ h /106 Zellen

JUNG

9,3+ 0,7

22,7+1,3"

102+1,9

ALT

92+0,9

232+1,1*

10,3+1,4

B-Galactosidase
nmal ONF/ h /106 Zellen
JUNG ALT

18,3+5,9 19,2+6,4

462+93" 484+78"

174+6,2 18,8+4,9

Phagozytosetest in vitro.

Eine signifikante Erhohung, bei einem dhnlichen Spitzenwert am siebten Tag, wurde bei der Phagozytose "in vitro" der
opsonisierten S. tiphi - Form wihrend der Behandlung mit Microflorana-F (p<0.01 vs inaktiviertem probiotischen

Priparat und Normaldiit, Tabelle 2) beobachtet.
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TABELLE 2

PHAGOZYTOSE-TEST "IN VITRO": PHAGOZYTOSE-ANTEILE
VON PERITONEALEN MAKROPHAGEN GEGENUBER SALMONELLA TYPHI (DURCHSCHNITT + S.D.)

% PHAGOZYTOSE
Fltterungs-tag

3 7 14
BEHANDLUNG Jung alt jung alt jung Alt
Standarddat 33+4 28+5 31+3 32+6 29+3 29+2
plus MICROFLORANA 54 + 4* 50 + 3* 63 + 6" 59 + 4* 42 +5* 44 + 2*
plus inaktiviertes 27 +4 32+3 30+3 33+5 32+4 33+3

probiotisches Préaparat

* p < 0,01 vs. Standarddiét und inaktiviertes probiotisches Prédparat
Inkubation mit opsonierter S. typhi,
15 min bei 37°C

Makrophagenproduktion von Superoxyd-Anionen.

Zu Beginn der Studie hat die Generierung von Superoxyd-Anionen, wenn auch nicht auf signifikante Weise, eine
Tendenz zu einer geringeren Effizienz in der Gruppe der dlteren Miuse im Vergleich zu der der jiingeren (p<0.05
Abbildung 1) aufgewiesen. Die Behandlung mit Microflorana-F hat, im Gegensatz zu den Beobachtungen, die bei der
Anwendung desselben inaktivierten probiotischen Préparats oder einer freien Didt angestellt wurden, eine
bemerkenswerte, mit der Zeit verbundene Steigerung der Produktion von Superoxyd-Anionen mit sich gebracht, wobei
am 14. Beobachtungstag der Spitzenwert erreicht wurde (p<0.05).
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Abbildung 1
Makrophagenproduktion von Superoxyd-Anionen:

Effekt von Microflorana®-F
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C: Kontrollgruppe; M: Microflorana®-F; Inaktiviertes Microflorana®-F
* p < 0,05 vs Standarddiit und inaktiviertes probiotisches Produkt
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Interferonproduktion.

Sowohl die IFN-o- als auch die IFN-y-Produktion durch die von den dlteren Méusen erhaltenen Splenozyten war vollig
marginal im Vergleich zu den Beobachtungen bei den jungen Miusen (p<0.001, Abbildung 2 e 3). Die Behandlung mit
aktivem Microflorana-F hat hinsichtlich der Basiswerte eine erheblich gesteigerte Produktion der beiden IFN-Typen in
allen Miusegruppen (p<0.001) mit sich gebracht. Die in den jungen Miusen beobachtete erhohte IFN-Produktion war
im Vergleich zu den dlteren Méusen erheblich grosser ( p<0.05). Die Produktion der beiden IFN-Typen, welche durch
die Splenozyten der mit Microflorana-F behandelten élteren Méuse getestet wurde, konnte mit den Basiswerten der
Gruppe der mit einer freien Didt oder mit dem inaktivierten probiotischen Zusatzpréiparat ernihrten jiingeren Miuse
verglichen werden.

Abbildung 2
Interferon-Gamma-Produktion von CONA-stimulierten Splenozyten:
Alterseffekt und Microflorana®-F
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* p < 0,001 vs Basiswerte und inaktiviertes probiotisches Produkt, siehe Text fiir Details
siehe vorherige Abbildung 1 fiir Abkiirzungen
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Abbildung 3
Interferon-Alpha-Produktion von LPS-stimulierten Splenozyten:
Alterseffekt und Microflorana®-F
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Erorterung

Experimentelle und klinische Beobachtungen weisen darauf hin, dass der Alterungsprozess unvermeidlich mit einer sich
reduzierenden Effizienz des Immunsystems einhergeht (22). Im Rahmen der physiopathologischen Erscheinungen und
der daraus hervorgehenden Insuffizienz weisen wihrend des Alterungsprozesses zahlreiche Anzeichen auf eine
reduzierte Cytokin-Produktion hin, darunter auch die Interferone (14, 23, 24). Dabei wurde angefiihrt, dass zahlreiche
pathogene Bakterien oder deren Komponenten, wenn sie oral oder parenteral verabreicht werden, die
Interferonproduktion sowohl beim Versuchstier als auch beim Menschen induzieren kénnen (25-30). Aus vor kurzem
angestellten Beobachtungen geht hervor, dass auch einige nicht-pathogene Bakterien diese Wirkung auslosen kdnnen
(7,8). In diesem Zusammenhang wurden zahlreiche experimentelle Studien durchgefiihrt, in denen ausschliesslich
Versuchsmethologien "in vitro" angewendet oder intraperineal Bakteriensuspensionen verabreicht wurden; diese
Methologien sind natiirlich begrenzt, vor allem im Hinblick auf deren moglichen Anwendung in der klinischen Praxis.

In der vorliegenden Studie wurde deshalb ein probiotisches Priparat oral verabreicht, um dessen Wirkung auf das
Immunsystem zu testen. Da eventuell auftretende Erscheinungen, die mit der Préparatlosung der Bakteriensupension
verbunden sind, ausgeschlossen werden sollten, wurde neben einer Kontrollgruppe, welche keine Zusitze erhielt, eine
Kontrollgruppe herangezogen, der, was die Bakterien anbelangt, dasselbe inaktivierte Priparat verabreicht wurde.
Zunichst ging aus unserer Studie die interessante Beobachtung hervor, dass sowohl bei den élteren als auch bei den
jungen Miusen die Makrophagenfunktion stimuliert wurde, sowohl was die enzymatischen Gesichtspunkte als auch die
Phagozytosetests mit opsonierter S. Tiphy in vitro und die Produktion der Superoxyd-Anionen betrifft. Wihrend die
beiden ersten Werte bereits am zweiten Tag und bei Spitzenwert am siebten Tag eine rapide Erhohung aufwiesen, zeigte
der Test der Generierung von freien Radikalen des Sauerstoffs eine langsamere Erhohung auf, bei einem Spitzenwert in
der zweiten Woche. Im Vergleich zu den traditionellen Phagozytosetests, in denen Bakterien oder inertes Material
benutzt werden, stellt der Chemoluminiszenz-Test fiir die Produktion von Superoxyd-Anionen eine genauere Methode
dar, da er ebenso einen Aspekt des oxydativen Stoffwechselprozesses misst, welcher der Phagozytose zugrunde liegt
31).

Demnach kann man davon ausgehen, dass das von uns benutzte probiotische Prédparat auf die enzymatische Kette
einwirkt, welche durch den Shunt der Monophosphat-Hexosen, durch die Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase und
Synthese der NADPH-Oxydase, zu der Bildung von freien Radikalen des Sauerstoffs fiihrt. Auch in den von ilteren
Miusen stammenden Makrophagen zeigt dieser grundlegende Aspekt, der bakterien- und tumortdtende Funktionen
einschliesst, auf, dass mit einem probiotischen Priparat eine Stimulation eintritt. Was die Effizienz des Immunsystems
betrifft, wurde bereits am zweiten Beobachtungstag, in dem Microflorana-F verabreicht wurde, die IFN o- und IFN ¥-
Produktion betrichtlich erhoht. Diese Steigerung war in den Splenozyten der jungen Méuse erheblich hoher. In diesem
Zusammenhang war vor allem interessant zu beobachten, dass im Vergleich zu den jungen Miusen die IFN-
Basisproduktion durch die Splenozyten der dlteren Miuse marginal war. Deshalb ist die Beobachtung, dass die IFN-
Produktion in dieser Gruppe nach der Stimulierung durch Microflorana-F die normale Basisproduktion der Gruppe mit
den jungen Miusen erreichte, von grosser Bedeutung, wobei am Ende die prozentuelle Erh6hung merklich grosser war.
Was unsere Studie betrifft, konnte nicht beobachtet werden, dass das benutzte probiotische Priaparat eventuell indirekt
gewisse Mechanismen ausldst, z.B. auf die Endotoxinédmie oder die Bakterientranslokation; man kann jedoch festlegen,
dass dieses Priparat einige vitale Funktionswerte des retothelialen Systems und der IFN-Produktion auch bei einem
durch den Alterungsprozess bedingten Defizit des Immunsystems erhthen kann.
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