5.1 Besonderheiten und kritische Bemerkungen zu Wirkungen
und Wirkmechanismen von Probiotika

Die Zahl an Publikationen wissenschaftlicher Un-
tersuchungen zu Wirkungen und Wirkmechanis-
men von Probiotika hat in den letzten Jahren ex-
ponentiell zugenommen (vgl. Kapitel 2, Abb.2.3).
Hierbei hat sich iibereinstimmend herausgestellt,
dass Probiotika tiber ein breit angelegtes, aber in-
dividuell unterschiedliches Wirkungsspektrum
verfiigen, das durch Interaktionen sowohl mit der
wirtseigenen Mikroflora als auch mit dem Wirts-
organismus selbst gekennzeichnet ist. Die Vielfalt
an Wirkungen und Wirkmechanismen beruht da-
rauf, dass es sich bei Probiotika um lebende Ein-
zeller, die tiber duferst vielseitige Stoffwechsel-
leistungen und andere Aktivitdten verfiigen, und
nicht um chemisch definierte Monosubstanzen
handelt.

—INFO

Probiotika verfiigen - wie jeder andere
lebende Mikroorganismus auch - Giber ein
unterschiedlich ausgepragtes Aktivitdtsspekt-
rum. In verschiedenen In-vitro- und In-vivo-
Testsystemen zeigt sich ein fiir das jeweilige
Probiotikum typisches Muster an Wirkungen
und Wirkmechanismen.

Probiotische Mikroorganismen besitzen im Unter-
schied zu chemisch definierten Stoffen eine Viel-
falt an genetisch fixierten potenziellen Aktivitd-
ten, die oftmals erst umweltgesteuert exprimiert
werden. Dies bedeutet, dass zumindest bei einem
Teil der prinzipiell méglichen Wirkungen eines
Probiotikums Umweltfaktoren, z.B. die Bedingun-
gen im Magen-Darm-Trakt, mitentscheiden, ob
diese Wirkungen zum Tragen kommen oder nicht.
In Hinsicht auf die speziellen probiotischen Wir-
kungen und die ihnen zugrunde liegenden Wirk-
mechanismen wurden fiir Probiotika-Kandidaten-
stimme von verschiedenen Autoren (DUNNE ET AL.,
2001; GiBsoN & FuLLER, 2000; MARTEAU & SHA-
NAHAN, 2003; MARTEAU ET AL., 2004; REiD, 2006;
TuomoLA ET AL., 2001) in den letzten Jahren eine
Reihe von mikrobiologischen, pharmakologischen
und immunmodulatorischen Eigenschaften gefor-
dert (s.Kap.3, Tab.3.1), tiber die diese Stimme
verfiigen sollten und nach denen bei der Suche
neuer Stamme selektioniert werden sollte. Auch
nationale (Arbeitsgruppe ,Probiotische Mikroor-
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ganismenkulturen in Lebensmitteln“ am ehem.
BgVV, Berlin, 2000) und internationale Experten-
gremien (FAO/WHO, 2001, 2002) haben hierzu
Empfehlungen ausgesprochen.

Bislang wurden allerdings nur fiir wenige pro-
biotisch genutzte Bakterien- oder Hefe-Stamme
umfassende In-vitro- und In-vivo-Untersuchungen
zu den Wirkungen und insbesondere zu den zu-
grunde liegenden Wirkmechanismen publiziert.
Viel zu oft scheinen Hersteller oder Vertreiber
probiotischer Produkte bis heute nach dem ,Me-
too“-Prinzip zu agieren und projizieren die fiir an-
dere Probiotika nachgewiesenen Effekte und
Wirkmechanismen auf das eigene, aber nicht un-
tersuchte Produkt (frei nach dem Motto ,Wenn
das eine Probiotikum diese Wirkung hat, sollte
mein Probiotikum auch so wirken®“). Die experi-
mentellen wie auch die klinischen Untersuchun-
gen der letzten Jahre mit verschiedenen Probio-
tika belegen jedoch eindeutig, dass diese einfache
(und fiir den ,Trittbrettfahrer kostengiinstige)
Vermutung nicht stimmt. Im Gegensatz zur im-
mer noch weit verbreiteten Meinung, dass die fiir
einen bestimmten Lactobacillus-acidophilus-Stamm
nachgewiesenen Wirkungen auch fiir alle anderen
L.~acidophilus-Stamme gelten miissten, hat sich
gezeigt, dass Wirkspektrum und Wirkmechanis-
men probiotischer Mikroorganismen nicht gat-
tungs- oder speziesspezifisch, sondern vielmehr
stammspezifisch sind (CHRISTENSEN ET AL., 2002;
GARDINER ET AL., 2002; HALLER ET AL., 2001; HELWIG
ET AL., 2006; MAASSEN ET AL., 2000; MAO ET AL.,
1997; NAGAFUCHI ET AL., 1999; OUWEHAND ET AL.,
2001; WEHKAMP ET AL., 2004). In dieser Hinsicht
stellt sich die Situation bei den Probiotika nicht
wesentlich anders dar als bei bestimmten fakulta-
tiv pathogenen Keimarten wie z.B. der Spezies
Escherichia coli, in der sowohl pathogene als auch
kommensale und probiotische Stimme vorkom-
men. Es ist daher nicht zuldssig, die fiir einen be-
stimmten probiotischen Stamm einer Bakterien-
oder Hefespezies nachgewiesenen Wirkungen
ohne Priifung per Analogieschluf8 auch fiir andere
Probiotika-Kandidatenstimme derselben Art in
Anspruch zu nehmen.

Zu den diversen biologischen Wirkungen von
Probiotika liegt mittlerweile eine Fiille von Er-
kenntnissen aus praklinischen In-vitro- wie In-vi-
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vo-Untersuchungen vor (DE Roos & Katan, 2000;
DUNNE ET AL., 1999, 2001; GiBsoN & FULLER, 2000;
[SOLAURI ET AL., 2001; MARTEAU & SHANAHAN, 2003;
MARTEAU ET AL., 2004; REID, 2006). Demgegeniiber
steht die Erforschung der molekularen Wirk-
mechanismen, die den unterschiedlichen Wirkun-
gen zugrunde liegen, noch ganz am Anfang.
Biologische Eigenschaften und Aktivititen von
probiotischen Bakterien- und Hefe-Stimmen, die
in vitro getestet werden konnen, und die sich da-
her auch als Parameter fiir Screening-Unter-
suchungen eignen, wurden bereits in Kapitel 4
(,Sicherheits- und Qualitdtsaspekte von Probioti-
ka“) besprochen. Wichtig ist dabei, dass die in
vitro gewonnenen Daten mit Testanordnungen
erzielt werden, die eine Korrelation mit In-vivo-
Untersuchungen bzw. mit definierten klinischen
Indikationen zulassen. Fiir die Priifung von Kan-
didatenstimmen auf probiotische Wirkungen und
die Beurteilung von Untersuchungsergebnissen ist
es unabdingbar, dass die verwendeten Isolate zu-
vor mit modernen mikrobiologischen, molekular-
biologischen und anderen bioanalytischen Metho-

INFO —

Wirkspektrum und Wirkmechanismen von
Probiotika sind nicht gattungs- oder artspezi-
fisch, sondern stammspezifisch. Die unge-
priifte Ubertragung von Fihigkeiten eines
bestimmten probiotischen Bakterien- oder
Hefestamms auf einen anderen Stamm glei-
chen Namens ist unzuldssig.

den einwandfrei identifiziert, taxonomisch exakt
eingeordnet und auch korrekt benannt werden
(HAMILTON-MILLER ET AL., 1999; KLEIN ET AL., 1998;
REUTER, 1969, 2001; TAaNNock, 1999; TuoMOLA ET
AL., 2001). Dies ist, wie mikrobiologisch-analyti-
sche Untersuchungen der letzten Jahre vielfach
gezeigt haben, insbesondere bei probiotischen
Nahrungsergdnzungsmitteln nicht immer der Fall
(HAMILTON-MILLER ET AL., 1999; REUTER, 2001; TEM-
MERMAN ET AL., 2002, 2003).

Nach dem heutigen Stand von Wissenschaft
und Technik sind die vielfdltigen Wirkungen und
Wirkungsweisen probiotischer Mikroorganismen

Probiotikum

Starkung der Barrie- | Immunmodula-
refunktion, z.B.

Muzin- und Defensin- | von IL-10, TGF-3

Host cell signaling

antientztindliche Effekte
tion, z.B. Induktion| z.B. Hemmung von IL-5,
IL-6, IFN-y, TNF-o-Wirkung

direkte
antagonistische
Aktivitat
S> - Wachstums-
hemmung
- Abtétung
pathogener
Bakterien
und Pilze

Invasionshemmung
z.B. Salmonella, EIEC, AIEC, Shigella,
Yersinia, Listeria, Candida

indukion, Festigung auf IL-8
der tight junctions
Darmepithel
Abb.5.1 Schematische Darstellung der Wirkungen von Probiotika im Darm und am Darmepithel (IL = Interleukin,

TGF = Transforming Growth Factor, IFN = Interferon, TNF = Tumornekrosefaktor, EIEC = enteroinvasive E. coli, AIEC

= adhérent-invasive E. coli).
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— CAVE

Die mikrobiologische Qualitdt mancher Pro-
biotika, insbesondere auf dem Gebiet der
Nahrungserganzungsmittel, ldsst zu wiin-
schen (ibrig. So wurde in mehreren Unter-
suchungen von Produkten des europdischen
und des US-amerikanischen Marktes fest-
gestellt, dass ungiiltige Taxons (z.B. ,Lacto-
bacillus sporogenes“) und Fantasiebezeich-
nungen sowie zu geringe Lebendkeimzahlen
an der Tagesordnung waren. Manche der
Gberpriiften Produkte enthielten sogar tiber-
haupt keine lebenden Keime oder waren mit
anderen als den deklarierten Mikroorganis-
men kontaminiert.

sowohl mit klassischen pharmakologischen und
mikrobiologischen Methoden (in vitro und in vivo)
als auch mit modernen biochemischen, moleku-
larbiologischen und immunpharmakologischen
Methoden nachzuweisen.

Schwerpunkte bei der Erforschung von Wirkun-
gen und Wirkmechanismen probiotischer Mi-
kroorganismen-Stimme sind:

5.2 Antimikrobielle Wirkungen

Antimikrobielle Wirkungen kommen durch anta-
gonistische Effekte von Probiotika gegen patho-
gene oder potenziell pathogene Mikroorganismen
zustande. Diese konnen auf direkten antimikro-
biellen Interaktionen (,to fight the bad with the
good“) oder auf indirekten mikrookologischen
oder immunmodulatorischen Wirkungen bzw. auf
kommunikativen Interaktionen mit den Epithel-
zellen beruhen (ALTENHOEFER ET AL., 2004; BARBES
& Boris, 1999; FAMULARO ET AL., 2001; NAIDU ET AL.,
1999; OtTE & PobpoLsky, 2004; REiD ET AL., 2001;
SCHLEE ET AL., 2007).

Direkte antimikrobielle Wirkungen, z.B. von
probiotischen Laktobazillen, beruhen oftmals al-
lein darauf, dass die Laktobazillen-Staimme grof3e
Mengen der keimabtdtenden Milchsdure sezernie-
ren. Andere probiotische Mikroorganismen bilden
spezifisch wirkende Bakteriozine oder andere an-
timikrobielle Substanzen (BABA & SCHNEEWIND,
1998; GOTTELAND ET AL., 2006). Diese Eigenschaf-
ten konnten fiir die Wirksamkeit verschiedener
Lactobacillus-Stamme bei akuten infektigsen Diar-
rhéen verantwortlich sein.
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o Untersuchungen zu antagonistischen/antimi-
krobiellen Effekten gegen pathogene und poten-
ziell pathogene Keime,

o Untersuchungen zur Beeinflussung der Mikro-
okologie des Gastrointestinaltrakts bzw. der Mi-
krookologie von Vagina und Urogenitaltrakt,

o Untersuchungen zur Stdarkung bzw. Regenera-
tion der epithelialen Barrierefunktion,

o Untersuchungen zur Beeinflussung der lokalen
Infektabwehr und der systemischen Immunitat.

Eine zusammenfassende Darstellung der vielfalti-
gen Wirkungen von Probiotika, die bislang fiir ei-
nige definierte Bakterienstimme wie z.B. Lactoba-
cillus rhamnosus GG und E. coli Nissle 1917
entdeckt worden sind, ist in Abb.5.1 zu finden.
Die aktuelle Forschung konzentriert sich zurzeit
auf die Aufklarung der molekularen Wirkungen
und Wirkmechanismen der Interaktionen zwi-
schen bestimmten Probiotika und den Epithelzel-
len (,,Host cell signaling*).

Fiir den Hefestamm Saccharomyces boulardii ist
beschrieben (CASTAGLIUOLO ET AL., 1996), dass er
aufgrund besonderer proteolytischer Aktivitdten
in der Lage ist, beispielsweise die Toxine von Clo-
stridium difficile zu zerstéren. Diese Art der Wir-
kung bietet eine Erklarungsmoglichkeit fiir die kli-
nische Effektivitdt von S. boulardii bei der Form
von antibiotikaassoziierter Diarrho, die durch ein
Hochwuchern von C. difficile im Darm gekenn-
zeichnet ist.

Von E. coli Nissle 1917 ist bekannt (PATZER ET AL.,
2003), dass dieser Stamm zwei verschiedene anta-
gonistisch aktive Mikrozine produziert, die ins-
besondere gegen nahe verwandte gramnegative
Enterobacteriazeen gerichtet sind. Die antibak-
terielle Wirkung der Mikrozine koénnte zur
klinischen Wirksamkeit von E.coli Nissle 1917
bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
beitragen, da hier die starke Besiedlung der
Darmschleimhaut mit bestimmten pathogenen
bzw. proinflammatorischen Enterobakterien (z.B.
enterohdmorrhagische E. coli, EHEC, adhirent-
invasive E. coli, AIEC u.a.) akute Entziindungs-
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schiitbe auslésen kann. Eine Reduzierung der
Schleimhautbesiedlung mit diesen proinflamma-
torischen Keimen hat demnach zur Folge, dass
die Patienten weniger akute Schiibe erleiden miis-
sen. Direkte antagonistische Wirkungen von Pro-
biotika lassen sich sowohl unter In-vitro-Bedin-
gungen auf festen Nihrbéden nachweisen (Abb.
5.2) als auch in In-vivo-Modellsystemen, z.B. in
gnotobiotisch gehaltenen Ferkeln, die gleichzeitig
oder sequenziell mit definierten pathogenen und
probiotischen Mikroorganismen besiedelt werden
(SCHULZE ET AL., 1992) (Abb.5.3).

Die Synthese vieler antimikrobiell wirkender
Bakteriozine lduft bei den sie produzierenden Mi-

kroorganismen nicht konstitutiv ab, sondern wird
durch verschiedene Umweltreize induziert. Bei
diesem Induktionsprozess ist das so genante Quo-
rum sensing von grofler Bedeutung. Als Quorum
sensing bezeichnet man einen Prozess von inter-
zelluldrer Kommunikation zwischen Bakterien,
durch den die Mikroorganismen ihre Populations-
dichte feststellen, indem sie diffusible, nieder-
molekulare Signalmolekiile bilden, die die Expres-
sion verschiedener Gene regulieren. Im Falle von
Mikrobenpopulationen bewirkt Quorum sensing,
dass erst ab einer bestimmten Populationsdichte
diverse sekunddre Stoffwechselwege induziert
werden, z.B. diejenigen, die fiir die Bildung von

Abb.5.2a-d Bakterieller Antagonismus-Test in vitro. Hemmbhofbildung verschiedener Lactobacillus-Stamme ge-
gen Enterococcus faecalis (a: L. crispatus, b: L. jensenii, c: L. gasseri, d: L. acidophilus). Eine Suspension von E. faecalis
wird ganzflachig auf die Nahrbdden aufgetragen und mit Agarbléckchen, in die die lebenden Laktobazillen einge-
bettet sind, beschickt. Ein Blockchen (Pfeil) enthdlt nur Kulturmedium (= Negativkontrolle). Nach 24-stiindiger Be-
briitung bei 37°C erhdlt man obige Ergebnisse (Aufnahmen: D. JaNoscH, T. GreLA, Herdecke).
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Keimzahl (KBE [Ig]/g Kot)

Abb.5.3 Die antagonis-
tische Wirkung von E. coli
Stamm Nissle 1917 in vivo
gegeniiber einem fiir
Schweine pathogenen
E.-coli-Stamm nach oraler
Verabreichung an keimfreie
Ferkel (sequenzielle Ver-
abreichung: 1 = pathoge-
ner Stamm [Ec542/ 88];

2 = probiotischer Stamm
[EcN]) (nach ScHULZE ET AL.,
1992).

Tage
E. coli E. coli
(Stamm 542/88) (Stamm Nissle 1917)
schweinepathogen probiotisch
Assoziation mit Assoziation mit
1 x 108 Keimen i 2 x 108 Keimen

li

Mikrozinen und anderen Bakteriozinen zustdndig
sind. AuBer der Bakteriozine-Produktion werden
in verschiedenen Bakterienarten weitere wichtige
Prozesse durch Quorum sensing reguliert. Dazu
gehoren die Bildung anderer Sekunddrmetaboli-
ten, Biofilmbildung, Sporulation, Symbiose und
Virulenz (WHITEHEAD ET AL., 2001). Bei Bakterien
wird das Quorum sensing durch die Sezernierung
verschiedenartiger Signalmolekiile, sog. Auto-
inducer, gesteuert. Bei gramnegativen Bakterien
sind dies vor allem diverse N-Acyl-Homoserinlak-
tone (Abb.5.4a), bei grampositiven Bakterien zu-
meist verschiedene modifizierte Peptide (Abb.
5.4b) (KELLER & SURETTE, 2006; READING & SPERAN-
D10, 2006; WATERS & BASSLER, 2005).

— INFO

Der Begriff Quorum sensing leitet sich ab
von einem Prozedere bei Abstimmungen im
Senat des alten Roms und bedeutete, dass
im Plenum eine Mindestzahl von abstim-
mungsberechtigten Senatoren anwesend
sein musste, um ein Abstimmungsergebnis
gliltig werden zu lassen.

84

a Quorum sensing in gramnegativen Bakterien
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b Quorum sensing in grampositiven Bakterien
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Abb.5.4a,b Gramnegative Bakterien verwenden
N-Acyl-Homoserin-Laktone als Autoinducer-Signalmo-
lekile (a). Modifizierte Peptide dienen bei grampositi-
ven Bakterien als Signalmolekiile beim Quorum sensing
(Beispiel: Peptid mit Thiolakton-Ring) (b).

aus: Schulze u.a., Probiotika (ISBN 9783830453567) © 2008 Hippokrates Verlag



5.2 Antimikrobielle Wirkungen

Messung der Bakterienzelldichte

. o
Quorum sensing .

%OFQ °
o 3
—_ ¢ O
An-und Abschalten bakterieller Gen-Cluster ~ ~°° OoO OOO
in Abhédngigkeit von der Bakterien- 0200 OOOO
konzentration (z.B. Gen-Cluster fiir die L0000
Bakteriozin-Produktion) °

pathogene Keime

L o
M Quorum-sensing-Signalstoffe

Abb.5.5 Schematische Darstellung der mikrobiellen Kommunikation kommensaler Bakterien durch Quorum sen-
sing und Interferenz mit enteropathogenen Infektionserregern mittels Bakteriozinproduktion im Okosystem Darm.
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Kommunikation mit dem Darmepithel

Starkung der Barrierefunktion durch Adharenz, Biofilmbildung,

4>’ Verdrangung von pathogenen Keimen ‘

Abb.5.6 Mikrobielle Kommunikation und Interaktionen mit pathogenen Keimen und den mukosalen Epithelzellen

im Okosystem Darm.

Der Zusammenhang zwischen Quorum sensing
und mikrobiellem Antagonismus im Darm ist in
Abb.5.5 und Abb. 5.6 schematisch dargestellt.
Auch die Besiedlung der dem Darmepithel lu-
menseitig aufgelagerten Mucus-Sperrschicht durch
probiotische Bakterienstimme (KIRJAVAINEN ET AL.,
1998) sowie die Besetzung von Haftstellen fiir pa-
thogene Mikroorganismen bzw. die Verdrangung
der Infektionskeime aus ihrer Rezeptorbindung
am Epithel werden als antiinfektiose Wirkmecha-
nismen diskutiert (COCONNIER ET AL., 1992; GOPAL
ET AL., 2001; MICHAIL & ABERNATHY, 2002; NEESER ET
AL., 2000; OSSET ET AL., 2001; TUOMOLA ET AL., 1999).

Zu den indirekten antimikrobiellen Wirkungen
von Probiotika ist u.a. die Stimulierung der intes-
tinalen Muzin-Genexpression und damit der
Darmschleim-Produktion zu rechnen, wodurch
die Interaktion pathogener Keime mit ihren Re-
zeptoren auf den Epithelzellen erschwert wird
(DEPLANCKE & GAskINS, 2001; MAcK ET AL., 1999).
Durch Einwirkung des Probiotikums auf die Epi-
thelzellen ist beispielsweise auch die (indirekte)
Hemmwirkung von E. coli Nissle 1917 gegen
verschiedene enteroinvasive Keime zu erkldren
(ALTENHOFER ET AL., 2004; BouDpEAU ET AL., 2003;
OTTE & PopoLsky, 2004; Abb.5.7 und Abb.5.8).
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