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1. Einleitung
1.1 Chronisch entzindliche Darmerkrankungen

Zur Gruppe der chronisch entzindlichen Darmerkragka zédhlen Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa, in 10 % spricht man von einer Colitiseidminanta, bei der man weder zu Morbus
Crohn noch zu Colitis ulcerosa eine Zuordnung érefkann (M. Guindi et al 2003. Die
Atiologie dieser Erkrankungen ist bisweilen nochgekiart. Ein multifaktorielles Modell wird
fur die Pathogenese der CED verantwortlich gemdmitdem eine erbliche Veranlagung, die
Ernédhrung, Stérungen des Immunsystems, psychoswhatFaktoren und infektibse Pathogene
wie maoglicherweise die intestinale Mikroflora eiR®lle spielen. Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa sind durch eine schubweise verlaufendelBdtngsreaktion der Lamina propria
mukosae gekennzeichnet. Es kommt bei der Colitt®raba und Morbus Crohn zu einer
Infiltration der intestinalen Lamina propria der kbisa mit Granulozyten und mononuklearen
Phagozyten, die durch Freisetzung von Sauerstiffkmh, Proteasen sowie anderen Mediatoren
eine direkte Gewebsschadigung verursachen konrerdeB Colitis ulcerosa ist nur die Mukosa
und Submukosa betroffen. Dagegen ist bei Morbushi€rdie Entziindung transmural,
disproportioniert von der Mukosa zur Serosa zunetin®ie Haufigkeit der Lokalisation der
Entziindungsreaktionen des Morbus Crohns und detiCalcerosa erstreckt sich vor allem auf
das terminale lleum und das gesamte Colon. Dieseidde unterscheiden sich von anderen

Darmabschnitten dadurch, dass sie deutlich stankeDarmbakterien besiedelt sind.

1.2 Inzidenz und Pravalenz fur CED

In den westlichen Landern verzeichnet man einerlighlen Zuwachs an Colitis ulcerosa und
Morbus Crohn von sieben bis zwo6lf neuen Fallen 186.000 Einwohnern (Russel MG et al.
2001%9). Seit einigen Jahren wird in den westlichen Indekindern eine Zunahme der Morbus
Crohn Erkrankungen beobachtet. Schweden hat blEggise, die hochste Erkrankungsrate zu
verzeichnen. In Deutschland tritt Morbus Crohn mither Haufigkeit von 5.2 pro 100 000
Einwohnern auf. Bei der Colitis ulcerosa rechnetmnurzeit in Deutschland mit 180.000
Patienten (DCCV e.V. 2006). Die Zahl der Patientemt chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen insgesamt in Deutschland, wird den deutschen Crohn und Colitis
Vereinigung mit ca. 320 000 (DCCV e.V. 2006) andeme Neuere Studien zeigen, dass die
Inzidenz von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa 4fumend steigend ist. Chronisch
entzundliche Darmerkrankungen kommen in den sogegean Entwicklungslandern im

Vergleich zu westlichen Industrielandern selterar v
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Die Inzidenzrate fur beide Erkrankungen ist in Gat&dten mit zunehmenden Lebensstandard
hoher als in landlichen Bezirken, dass man durckidf@an wie Tabakkonsum und Bildung
teilweise erklaren kann. Es besteht sowohl ein ezpidlogisches Nord-Sid als auch ein
geringeres West-Ost Gefalle in Europa (Karlingemlet2006°). Altersabhéngige Inzidenzen
gelten fur beide Geschlechter, beim Morbus Crohnaleem fiir Frauen und bei der Colitis
ulcerosa fur Manner. Nach dem zehntem Lebensjageadeide Erkrankungen eine steigende
Tendenz. Wobei epidemiologische Studien zeigers das Erstdiagnose heutzutage sich mehr
zum hoheren Lebensalter hin verschiebt. Die ald@agige (10 — 19 jahrige) Inzidenz in
Nordamerika von Morbus Crohn betragt 3.5 auf 100.Bhwohnern. In Europa treten jahrlich
zwei bis vier Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohraarf. Bei Asiaten kommt Morbus Crohn
seltener vor. Die Inzidenzen bei judischen Persosiad haufiger. Das Verhalten zwischen
ethnischer Zugehdrigkeit und Auftreten der Erkramkun den verschiedenen Landern, bietet
interessante Daten die die genetische, die Umwelt \erhaltensweisen bezugliche Faktoren
der Atiopathogenese wiederspiegeln konnten (Kaglingt al. 200%). Bei Frauen ist die
Inzidenz 1.1 bis 1.8 mal héher als bei Mannern. Bedern ist es genau umgekehrt. Jungen
haben eine hohere Inzidenz als Madchen. 25 - 30eéxMorbus Crohn Patienten prasentieren
sich vor dem 20 Lebensjahr. Die Pravalenz von Gdlilcerosa schwankt zwischen 28 und 117
Fallen pro 100.000 Einwohner pro Jahr (Sandlerl.eR@01%). Die Préavalenz des Morbus
Crohns liegt bei etwa 1/500 bis 1/800. Fiur die @Gkszhtsverteilung besteht ein leichtes
Uberwiegen der Manner (w:m=1:1.4) (Shivananda et #996°9. Frauen haben in
nordeuropéischer und englisch sprachiger Bevolkpreme 30%ige hohere Gefahr, eine
chronisch entziindliche Darmerkrankung zu entwick8las mittlere Alter zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose betragt 39.5 Jahre. Insgesamt gibdreesPeaks fur CED: der erste und hdchste
Peak ist zwischen dem 20 bis 24. Lebensjahr, baiidfr im Durchschnitt schon vier bis flnf
Jahre friher, der zweite Peak zwischen dem 404dntlebensjahr und der dritte Peak zwischen
dem 60. und 64. Lebensjahr. Es gibt sowohl eineilifm®, als auch eine ethnische
Haufung.Weil3e erkranken etwa vier mal haufiger afiti€ ulcerosa als Farbige. Bei Morbus
Crohn wurde eine familiare als auch eine ethnisthefung beobachtet. Weisse erkranken etwa

doppelt so haufig wie Farbige an Morbus Crohn.

1.3 Colitis ulcerosa

Die Colitis ulcerosa Erkrankung ist eine chronisdiziindliche, meist in Schiiben verlaufende
Entzindung der Mukosa des Darmes. Sie verlauft ntéch rezidivierend oder chronisch

kontinuierlich. In 85 % verlauft die Colitis ulce®a chronisch und schubweisend. Zehn Prozent
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der Patienten haben keine beschwerdefreie Entzisthiarvalle. Die Manifestation ist vor
allem kontinuierlich vom Rektum ausgehend und wat@edlich weit nach kranial ausbreitend.
In Abhangigkeit vom Befallsmuster erfolgt eine Eihing in:

Eine distale Colitis zu 50 %, eine linksseitige i@®zu 30 % und in 20 % eine subtotale Colitits
sowie eine totale Colitis und eine totale ColititKombination. mit einer Backwash-lleitis. Das
kontinuierliche und auf dem Dickdarm beschranktesl#&eitungsmuster grenzt die Colitis
ulcerosa gegeniiber dem Morbus Crohn ab. AuslosEaitoren in der Atiopathogenese der
CED sind derzeit noch unklar. Bei der Colitis utsa bestehen ebenso Hinweise auf eine
genetische Pradisposition. Verwandte ersten Graole$atienten mit Colitis ulcerosa haben, im
Vergleich zur Gesamtbevdlkerung ein 5 bis 35 % whdRisiko an CED zu erkranken. Bei
eineiigen Zwillingen findet sich im Gegensatz zurorbus Crohn mit 67% nur eine Konkordanz
von 20 % fiir die Colitis ulcerosa (Montgomery et2002°%). Dem Morbus Crohn vergleichbar
l&sst sich eine Assoziation mit den HLA-Antigened, BW52 und DR 2 feststellen. Wie auch
beim Morbus Crohn lassen sich nur tendentiellek@faktoren aufzeigen. Eindeutige kausale
Zusammenhange bestehen nicht (Sugimura et al.*Zp0Neben allgemeinen den erhohten
Lebensstil betreffende Faktoren, gibt es auch teridde Risikofaktoren, die einen Einflul3 auf
den Ausbruch der Erkankung haben. Exogene FakisieriRauchen gelten im Gegensatz zum
M. Crohn als protektiver Faktor. Sandborn et aQ7t&zeigte, dass transdermal verabreichtes
Nikotin eine Besserung der klinischen Symptome Paiienten mit leichter bis mafig stark
aktiver Colitis macht. Die Beeinflussung der Dawrdl bei der Atiologie der chronisch
entzuindlichen Darmerkrankungen durch Kontrazepsivderzeit umstritten. Es gibt Studien, die
zeigen das Frauen die die Kontrazeptiva sechs Mowat Krankheitsausbruch genommen
haben, keinen erhdten Risiko ausgetzt waren alsran die die Pille nicht genommen hatten
(Corrao et al. 1998 ). Menschen, die als Saugling nicht gestillt wurdekranken haufiger an

Colitis ulcerosa (Corrao et al. 1998.
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1.4. Morbus Crohn

Morbus Crohn « lleitis terminalis » wurde 1932 erals durch Dr. Burril Bernard Crohn, Dr.
Gordon Oppenheimer und Dr. Leon Ginzburg als ,negidleitis* beschrieben (Crohn et al.
19373). In den 60er Jahren wurde bekannt, dass siclEdignkung nicht nur auf das lleum
beschrankt, sondern im gesamten Magen-Darm-Traskodtinuierlich segmental auftreten
kann. Die klinische Prasentation ist abhangig vemdrt und dem Ausmass der Erkrankung.
Am haufigsten ist sie jedoch im Ubergangsbereicn \iinndarm zum Dickdarm lokalisiert.
Bevorzugt betroffen sind: Das terminale lleum zu%5das lleocolon in ca. 40 %, Dickdarm
und Analkanal in ca. 20 %. Zu 5% betrifft sie amd&ereiche des gesamten Magen- Darm-
Traktes. Mehr als die Halfte dieser Patienten habkenso eine Entzindung in variablen
Abschnitten des Colons, vor allem das Colon asaedgei der Mehrheit der Kinder 50-70 %
ist das terminale lleum betroffen. Annahrend 10%€@er Kinder haben eine isolierte Colitis und
bei weiteren 10-15 % kommt eine diffuse Dunndarm@miung, die vor allem das proximale
lleum oder das Jejunum betreffen hinzu. Unter Sifoetine isolierte gastroduodenale Krankheit
auf. Charakteristisch ist die transmurale Entziigddar Darmwand, die zu Verwachsungen,
Stenosen, Fistel- und Abzessbildung fuhren konme. Krankheit verlauft schubweise, es
wechseln akute Schubphasen mit Remissionsphasasg®Imit voribergehender Beruhigung)
ab. Auslésende Faktoren fir die Entstehung des dofrohns sind nach wie vor unbekannt.
Man nimmt an, dass mehrere Faktoren zusammen wirkesen. Diese Annahme stitzt sich auf
folgende Beobachtungen:
- Erbliche Veranlagerung, z.B. NOD 2 Gen
- Stérung des Immunsystems
- Ernahrungsfaktoren und Nahrungsbestandteile,
- erhohter Gebrauch von raffinierten Zucker, wikikfieine Veranderung der Darmflora,
zugunsten pathogener Organismen diskutiert
- Umweltfaktoren: Schadstoffe und Infekte
- Bakterien: z.B. physiologische Darmflora
Bei Morbus Crohn Kranken wird ein um 50 — 250 %0éter Zuckerkonsum beobachtet. Die
maoglichen zuckerbedingten pathophysiologischen Mg&ungen sind eine epitheliale
Permeabilitatsstérung und eine Anderung der imtakth Keimbesiedlung mit Bildung von
toxischen Metaboliten. Interessanterweise konnténdi&n mit zuckerfreier Diat keinen

positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf nactsee (Brandes and Lorenz-Meyer 1881
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Kasper beschrieb, dass eine hohe ZuckerkonzemtratiadBlut zu einem Anstieg von geldsten
Stoffen wie geltste Salze und Glucose im Darmimmereeiner gesteigerten Osmolaritat fuhren.
Eine hohe Osmolaritat verstarkt die Durchlassigileit Darmschleimhaut. Die Folge hiervon ist
ein veranderter Stoffwechsel der Dinn- sowie Dickdiora und eine Steigerung der Resorption
von artfremden Stoffen u.a. Antigenen aus dem Dameren. Schliesslich sammeln sich
Bakterien und die von ihnen ausgehenden Toxineohreh Mengen an und es kommt zu einer
mal3losen Vermehrung der Bakterien im Inneren desmBaund somit zu einer
unphysiologischen Dinndarmbesiedlung. Die Beeihtigongen der Dinndarmpassage durch
Stenosen, Fisteln sowie Strikturen verstarkt dienéhrung der schadigenden Bakterien (Kasper
et al. 2000°°). Es ist bekannt, dass das Stillen die Entwicklaey intestinalen Darmflora
beeinflusst. Menschen die als Saugling nicht destibrden, erkranken haufiger an Colitis
ulcerosa (Beckmann et al. 1998Antibiotika haben mit einem vermehrtem Wirkursistrum
gegen anaerobe Bakterien eine gute Wirksamkeitaberektalem Fistelleiden und bei der
postoperativen Rezidivprophylaxe (Borody et al. 260 Das Wechselspiel zwischen Bakterien
und Immunsystem ist in letzter Zeit im wachsendemtdim klinischen Interesse. Sowohl im
Tiermodell als auch beim Menschen herrscht hiee d@mtensive Forschungstétigkeit. Der
Passageweg und die direkte Auseinandersetzung lmvisMukosa und Bakterien ist derzeit
noch nicht bekannt.

1.5. Das intestinale Immunsystem und die residente Darrfdra

Das Immunsystem der Schleimhdute stellt ein gegas siystemische Immunsystem ein
abgegrenztes immunologisches Kompartiment dar. Malsr 500 Bakterienarten bilden
zusammen die Darmflora. Ist sie intakt, kénnen ssrinédliche Mikroorganismen nicht
dauerhaft im Darm einnisten. Unter normalen phygigichen Umstdnden besteht ein
Gleichgewicht zwischen der Darmflora und dem Whieses Gleichgewicht wird sowohl von
Interaktionen zwischen den Bakterien, als auch mberaktionen zwischen dem Wirt und den
Bakterien beeinflusst. In dem normalen physioldgesc Zustand entfaltet die Mikroflora des
Darmes giinstige Effekte auf den Wirt (Sonnenbornakt991%), (Berg et al.199%).

Verschiedene Untersuchungen deuten daraufhin, daes chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen ein erhohter Aktivierungszustares dntestinalen Immunsystems im
Vergleich zum peripheren Immunsystem besteht. Dikniskhe und pathologische
Manifestierung des hyperaktivierten ImmunsystemsDarm koénnte durch nicht pathogene
Mikroorganismen der eigenen Intestinalflora oderezssche Bakterien als Trigger der

Autoimmunstimulation wirken (Lehmann et al. 2603 Das terminale Ileum, Zékum und
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Rektum sind Abschnitte mit relativer Stase, dieemem verlangerten Kontakt der Mukosa mit
dem luminalen Darminhalt fihren. Die Interaktionigethhen Mikroben mit dem Immunsystem
kdnnte gestért sein und eine nicht adaquate Antwed intestinalen Immunsystems konnte
folgen. Dies kdnnte zu einem Ungleichgewicht zwestoleranz und Immunaktivierung im
Darm fuhren. Am keimfreien Rattenmodell wurden ehredene Bakterienstamme, die in der
Mikroflora des gesunden Menschen einen hohen Ami&dlen, auf ihre immunstimulierende
Wirkung Uberprift. Die bisher auf der Basis der dlekh und systemischen Bakterien
spezifischen Immunglobulinfreisetzung erhaltenenfuBde zeigen eine Abh&ngigkeit der
Immunreaktivitat von der bakteriellen Zelloberflécstruktur. Die Studienergebnisse von
Macpherson et al. zeigten das bei dem aktiven Mof®rohn und der Colitis ulcerosa erhéhte
mukosale IgG Konzentrationen als Folge gegen zgwwpatisches Protein von Bakterien der
eigenen Darmflora bestehen. Ein Zusammenbruch derdnz gegen die eigene physiologische
Darmflora kénnte folgen (Macpherson et al. 1996Demzufolge kénnte man behaupten, dass
immunologische Verdnderungen durch bisher unbekaAntigene, wie Bakterien bedingt sein
konnten. Studienergebnisse von Offermann e alerdeutlichen diese Theorien, dass ein
maoglicher  Antigenkontakt  zwischen Bakterien, derenToxinen und den
Bakterienwandbestandteilen Uber zahlreiche immuisdhe Prozesse in der Mukosa der
Darmzelle verlauft und somit ein wichtiger Faktai ler Entstehung von CED sein konnte
(Offermann et al.200%9). In einer Tierversuchsmodelireihe von Linskensaket200f° wurde
gezeigt, dass eine bakterienfreie Umwelt keine Rataiindung verursacht. Betrachtet man die
protektiven Funktionen der Darmflora sind die Kosserungsresistenz, die Férderung des
Epithelstoffwechsels, die Stimulation der Darmpeti&k sowie die Ausbildung des
darmassozierten Immunsystems von wichtiger Bedgutiindie physiologische Darmfunktion
(Batt et al.199§. Der Terminus ,Kolonisierungsresistenz* implizierdass die normale
physiologische Darmflora des Darmes verhindert dasch exogene z.B. durch Nahrung
zugefuhrte, in der Regel aerobe Bakterien den Mdaymam-Trakt besiedeln (Rotimi et al.
1981%). In tierexperimentellen Studien wurde gezeigssdimsbesondere die obligat anaeroben
Bakterien, wie Bacteroidesspezies fir die Kolomigigsresistenz verantwortlich sind.
Nachteilige Effekte von der physiologischen Darmdlsind die Konkurrenz um Né&hrstoffe, und
das Potential die Darmmuoksa zu schadigen. Dieiplogssche Regulation der intraluminalen
Bakterien kann dementsprechend gestort sein, se daszum verstarkten Wachstum der
physiologischen luminalen Bakterien oder dementdped pathogener Bakterien kommt. Die
pathophysiologische Konsequenz kénnte sein, dadblgngigkeit vom Potential der Bakterien

eine Schadigung der intestinalen Mukosa erfolgimi&&onnte es zu einer Schadigung der
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intestinalen mukosalen Barriere und einer darawsiltierenden verstarkten Passage von
Bakterien filhren (Batt et al.1996 Neben diesen Bakterien-Bakterien-Interaktionienl swuch
eine Reihe von Wirtsfaktoren, die vom Immunsystewdpziert werden, bei der Kontrolle der
Zusammensetzung der Darmflora beteiligt. Beispieis&v werden mehr als funf Gramm
sekretorische Immunglobulin-A-Antikérper von B-Lylmzyten des intestinalen Immunsystem
pro Tag auf mukosalen Schleimhautoberflichen timigpt (Chandra et al. 198%. Von der
Mukosa sezerniertes IgA bindet Iluminale Bakteriemdues kommt zu einer
Bakterienaggregation. Studienergebnisse zeigtess damit eine bakterielle Translokation
verhindert wird (Albanese et al.1991a

Daraus konnte sich die Fragestellung ergeben,rabwvaranderte Funktion der Darmflora oder

ein pathologisch verandertes Darmepithel eine bk Permeation beglnstigen kdnnte?

1.6. Darmepithel als Barriere

Epithelien bilden die Grenzflache zwischen der Ausgelt und dem Interstitium
(Zwischenraum zwischen Korperorganen oder — gewebey Korpers. Die intestinale
Schleimhaut des Menschen hat eine Oberflache vom®30hre Grundfunktionen sind die, der
Abgrenzung (Barriere) und der Stoffaustausch (Tparty. Das Darmepithel ist fur die Integritat
des Gesamtorganismus die entscheidende Barriedussenwelt

1.7. Histologischer Aufbau des Verdauungskanals

| Tunica mucosa:

1 Epithelium mucosae
2 Lamina propria mucosae
3 Lamina muscularis mucosae

1 Tela submucosa
1l Tunica muscularis:

4 Stratum circulare
5 Stratum longitudinale
v Tunica adventitia
\ Tunica serosa:
6 Lamina propria serosae
7 Lamina epithelialis
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Abbildung 1 Aufbau des Darmepithels

Mal3geblich fir die mechanische Integritat der Muakast eine kontinuierliche, intakte
Epithelzellschicht. Sie verhindert die ungeregditgasion einer Vielzahl von bakteriellen
luminalen Antigenen, die normalerweise in kontestier Form vom im Epithel eingebetteten
Microfold Zellen (Zellen, die Lymphozyten umschbes und vermutlich fir die Resorption
antigener und immunogener Substanzen spezialigart) gezielt an darunterliegende
lymphatische Strukturen weitergereicht werden. Bptheliale Barriere setzt sich aus der
apikalen und basolaterlen Membran, das Zellinnetem Interzellularspalt und der die

benachbarten Epithelzellen abdichtende Schlussl€igght junction) zusammen.

Abbildung 2 Die epitheliale Barriere
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Der Interzellularspalt wiederum setzt sich aus interzellularen Zellvedbimgen zusammen.
Interzellulare Verbindungen sind spezielle Struétuan der Oberflache korrespondierender

Zellen, die unter anderem der Zellhaftung dienen.

Zu unterscheiden sind:

1. Haftverbindungen ,Desmosomen®, die die Zellen mechanisch
zusammenhalten
2. UndurchlassigeVerbindungen, die den parazellularen Stofftransport

beeinflussen: Zonula occludens , Tight junctionsie &ufR3ere Schicht einer
Zellmembran verschmilzt mit der benachbarten Zdlight junctions, bestehen aus
einem Netzwerk aus Proteinstrangen und kommen isemtechen bei Epithelien von
Oberflachen vor.
Sie treten auf als:  -glrtelférmige Zonulae ocehids,

-streifenférmige Fasciae occludentes oder

-fleckformige Maculae occludentes

3. Kommunizierende Verbindungen ,Gap junctions, Nexus*

Um die Epithelschicht zu passieren, gibt es priefigwei Wege:

Den parazellularen Weg durch die Tight junction (engl. = enge Zellverhing) tber den
parazellularen Spalt und daanszellularen Weg durch die Epithelzelle hindurch.

Das Epithel, speziell die Mukosa, funktioniert alsmipermeable Membran zwischen Lumen
und Epithel. Die Barrierefunktion der Epithelierfoedert die Abdichtung des parazelllularen
Weges durch Tight junctions. Bei entzindlichen Denkrankungen kommt es zu Stérungen der
dynamischen Regulation der Tight junctions. Dieitreler Tight junctions wird verkleinert
(Schmitz et al.1999%. Permeabilitat definiert man als: Durchlassigkeiber Barriere fiir
niedermolekulare l6sliche Substanzen und Wasses. Mirchlassigkeit fir Makromolekile
bezeichnet man als ,Porositat® (PermselektivitdBermeabilitat und Porositat kdnnen
gleichsinnig oder ungleichsinnig verandert seintddphysiologischen Bedingungen permieren
Makromolekiile nicht oder nur in sehr geringer Menigs Darmepithel (Fromm et al.1584
Studienergebnisse bei Colitis ulcerosa Patientégtere nach Kolektomie bei Darmepithelien,
eine verstarkte Permeabilitat von C14-Mannitol @whlbumin (Glykoproteid). Die verstarkte
Permeabilitdt von Ovalbumin als Makromolekil imm@iz, das luminale bakterielle Produkte

oder andere antigene Substanzen bei chronisch refiidien Darmerkrankungen verstarkt
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intestinal die Darmwand durchwandern kénnen (Negfet al.199%). Solche Stoérungen der
gastrointestinalen Barriere konnen zum Ausbruch @&D beitragen. Die mechanische
Epithelbarriere ist vor und wahrend eines aktiverizEndungsschubes bei Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa defekt, so dass es zu einer Staige der intestinalen Permeabilitat far
Makromolekile kommt. Vermutlich ist dieses PhanordenFolge einer Epithelzellschadigung
durch Entzindungsmediatoren. Eine erhthte prim&fgl® in der Mukosa ohne schadigendes
Agens) oder sekundar (infolge schadigendes Ageedingte Permeabilitdtssteigerung konnte
zur Invasion der normalen bakteriellen Flora in digestinale Lamina propria fuhren. Die
Darmschleimhaut ist normalerweise eine gute Bargggen Mikroorganismen und Endotoxine.
Die Epithelzellen des Darmes wurden bis vor kurzets blosse Barrierezellen mit
sekretorischen oder resorptiven Aufgaben angeseltgute ist jedoch klar, dass die
Epithelzellen des Darmes neben diesen Aufgabentigech-unktionen fir die Infektabwehr
besitzen (Eckermann et al.1995 Diese natiirliche Barrierefunktion kann bei screme
Verlaufsformen bei chronisch entziindlichen Darmamnkungen verloren gehen, so dass eine
Bakteriamie und Endotoxinamie auftreten kann. Eueestdrkte mukosale Absorption von
verschiedenen Bakterien und deren Produkte ist BD @efunden worden (Linskens et al.
2001%). So kann der Kontakt von Epithelzellen mit patogn Bakterien dazu filhren, dass die
Epithelzellen chemotaktische pro-inflammatorischgtoKine produzieren. Auf diese Weise
kénnen in der Frihphase von Infektionen inflammabie Zellen in den Darm rekrutiert

werden und eine bakterielle Translokation begumestig
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1.7.1. Epithelzelle und Aufbau des intestinalen Imunsystems
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Abbildung 3 Epithelzelle und Aufbau des intestialen Immunsystems

Die fur die inflammatorische Zellproduktion verawtttichen Immunzellen der Darmwand
befinden sich vor allem innerhalb des Epithels,der Lamina propria und submukds in
Lymphfollikel. Im Epithel bilden die T-Zellen denr@3teil von immunkompetenten Zellen.
Innerhalb des Epithelzellverbandes, der die Abgregzum intestinalen Lumen darstellt, finden
sich intestinale epithelzellahnliche Zellen, M-2ell (Mikrofold). M-Zellen sind spezialisierte
intestinale Epithelzellen und befinden sich in dBeyer Plaques (Anhaufung von v.a.
Lymphozyten und retikularen Bindegewebe im Dunndardie Aufgabe der M-Zellen sind,
selektierte Antigene durch Transzytose den darliegenden immunologischen Strukturen zur
Reaktion anzubieten. Sie arbeiten als Antigen Sdeystem und sind fur eine funktionelle
Erdffnung der Epithelbarriere zustandig (Kucharietkal. 2006). Sie scheinen einen geringen
Anteil an der Epithelbarriere zu haben. Im physi@ohen Zustand stehen sie im Gleichgewicht
zwischen Antigenpréasentation und Immunantwort. Ejeenge Anzahl von M- Zellen in der
Lamina propria im Gastrointestinaltrakt und dereklie Kontakt zu den Abwehrzellen in der
Lamina propria verhindern im physiologischen Zudtdre Inflammation der Mukosa. Durch die

M-Zellen verfigt das GALT Uber einen Selektionsnstbmus fir Antigene, die eine
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kontrollierte Stimulation von Immunzellen in denyBe Plagues ermdglichen. Bei chronischer
intestinaler Entzindung kommt es zu einer ZunahereMtZellen. Eine M-Zell Schadigung
scheint zu einer vermehrten Aufnahme von Mikroorgraen zu fihren (Kucharzik et al. 2000
). Eine alternative Route fiir die mukosale bakterievasion sind dendritische Zellen in der
Lamina propria, die die Tight junctions zwischenndgpithelzellen 6ffnen und Dendriten
aussenden, um direkt Bakterien oder bakterielled#ki® einzusammeln (Rescigno et al.
2007°). Es konnte zu einer Permeabilititsstérungen destrgintestinale Barriere fiihren.
Inwieweit diese Permeabilitdtsstérungen der gastiestinalen Barriere genetisch verankert sind

oder ob sie durch Umweltfaktoren bedingt sind, mash weiter geklart werden.

1.8. Chronisch entzindliche Darmerkrankungen und Bacterades fragiles

Die Zusammensetzung der intestinalen Flora ist G&D im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe verandert. Bei Morbus Crohn sind d®nzentrationen von Bacteroides,
Eubakterien und Peptostreptokokken erhoht, wobei Kbnzentrationen von Bifidobakterien
reduziert sind. Bei der Colitis ulcerosa ist dien&entration von fakultativen Anaerobiern erhéht
(Linskens et al. 2069). Enterotoxin bildende Bacteroides fragiles Orgamén wurden in der
Faeces in der aktiven Entziindungsphase bei MorboisnGund Colitis ulcerosa nachgewiesen.
Dagegen fand man keine enterotoxinbildenen Bactestypen in der Faeces von gesunden
Patienten in der Kontrollgruppe (Prindville et aD0F%. Ubiquitare anaerobe Bakterien und
deren Zellwandbestandteile sind an der Aufrechtirh@ der Crohnschen Erkrankungen sowie
bei begleitenden zahlreichen extraintestinalen HKéatationen involviert. Fur die Colitis
ulcerosa ist die Datenlage weniger eindeutig. Eirgmossen Beitrag zur bakteriellen
Atiopathogenese erbrachte die Arbeitsgruppe Futtaal. 2002, Bacteroides vulgatus und
E.coli wurden bei CED vermehrt perivascular undder Lamina proporia nachgewiesen. Die
Anzahl der Bakterien zeigt keine Korrelation zumtZamdungsgrad. Ein Zusammenhang
zwischen Auslosung und Unterhaltung eines EntzUgskchubes durch Bakterien der
intestinalen Flora konnte angenommen werden. Auf mekosalen Oberflache von CED
Patienten ist eine vermehrte bakterielle Besiedhexghgewiesen worden. Im Colon von Colitis
ulcerosa und lleum vom Morbus Crohn wurde eine eémte mukosale Invasion von Bakterien
nachgewiesen. Im Colon von Colitis ulcerosa wurthe &erschiedene Zusammensetzung von
Enterobakterien, Bacteroides und Clostridien nstt@h situ Hybridization nachgewiesen
(Klessen et al. 20609. Ein normaler Darm mit einer intakten mucosalesrrre und einer
ausgeglichenen Immunfunktion reagiert nicht auf igidente luminale bakterielle Flora. Bei

den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen hiegesrheinen Stérungen der mucosalen
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Barriere, oder der Immunregulation zur intestinalénflammation zu fihren. Ein
voribergehender Zusammenbruch der mucosalen Bawligrch eine sich selbst limitierende
Infektion schaden dem normalen Wirt nicht und diefdkte heilen ohne Folgen ab. Unter
Umstanden kann aber der gleiche Trigger durch Baoaulation in Gestalt luminaler Bakterien
bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen zworghchen Inflammation fihren. Ebenso
kann ein genetisch determinierter Defekt der mueosaBarriere oder der epithelialen
Restitution eine UberschielRende Aufnahme von lulen®akterien bewirken. In Anbetracht
dieser engen Verflechtung zwischen dem Zustancegdighelialen Barriere und der Interaktion
der Mucosa mit bakteriellen Bestandteilen ist ea essentieller Bedeutung, die Kenntnisse
hierlber zu erweitern. Die vorliegende Forschurgsarsoll daher dazu beitragen, Uber die
Analyse der Barriere und der bakteriellen Permeatias Verstandnis fur diese Problematik zu
erweitern. Eine vermehrte mukosale Absorption \Rakterien und deren Produkte wird
beschrieben. Antikérper im Serum und im Mucin deukllsa sowie T- Lymphozyten, die
luminale Bakterien erkennen, sind nachgewiesen evordEs gibt Hinweise, dass das
Immunsystem hyperaktiv gegen die normale intestirfdiora, als auch auf die verédnderte
Mikroflora bei CED reagiert (Linskens et al. 26%1 Bakterien scheinen eine zentrale
Bedeutung fur die Pathogenese chronisch entzumdliBlarmerkrankungen zu haben. Ob es
einen spezifischen bakteriellen Ausloser der Edkmagen gibt, muss derzeit noch geklart
werden. Die CED scheint eine Autoimmunantwort aid digene unveranderte intestinale
Mikroflora zu sein (Schultz et al. 2080). Die bakterielle Last und Mukosazerstdrung kaerel
potential mit dem Entziindungsgrad der akuten Koliie Rolle der intestinalen Mikroflora bei
der Pathogenese der CED ist in der akuten Phaser [adé in der chronisch reaktiven Phase
(Hernandez GA et al. 2003. Man fand heraus das in CED ein hohere Konzéotraton
intestinalen Bakterien, sowohl im entzindeten alshaim nicht entziindeten Darmabschnitt
nachgewiesen wurde (Swidsinski et al. 2362 Probiotische Bakterien modulieren die

intestinale Flora und modulieren somit die Autoinmantwort (Heller et al. 206%.

1.9 Herleitung der Hypothese

Bislang existieren verschiedene Theorien Uber dikterielle Atiopathogenese bei chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen. Man geht von Sgeonder intestinalen Barriere der
Darmschleimhaut aus. Im Rahmen dieser Arbeit wdideThese favorisiert, das ein Bakterium
eine Initierung bzw. eine Unterhaltung eines hggévierten Immunsystems durch bakterielle
Permeation auslésen kdonnte. Das charakteristisekalft ist eine Verdnderung der intestinalen

Mukosa. Die Erstellung und Optimierung der Ausfiifgudieser Arbeitshypothese erfolgte in
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mehreren Schritten, die im folgenden nacheinandegestellt werden. Das NOD2 Gen (Gen auf
Chromosom 16) spielt eine wichtige Rolle bei dertitikrung von Zellen des angeborenen
Immunsystems. Dieses Gen befindet sich in der Yidthigsregion auf Chromosom 16g12 und
aktiviert als Antwort auf bakterielle Lipopolysa@side den Nuclear Factor kB. Diesem
Transkriptionsfaktor NFkB wird im Verlauf akuter dichronischer Entziindungen im Darm eine
zentrale Funktion bei der Induktion und Regulatemizindungsrelevanter Gene zugesprochen.
Durch die Entdeckung der Insertationsmutation inoreX1 auf Chromosom 16 (Hampe et
al.2001% des NOD2 Gens kommt es zu einer verstarkten Akting des NFkB Factors.
Hiernach kénnte Morbus Crohn darauf beruhen, dassiromte pathogene Komponenten der
Bakterien, die normalerweise der Immunabwehr emgebei Crohn Kranken zu einer
exzessiven Abwehrreaktion fihren. Neben den immagisthen Veranderungen kommt der
beeintrachtigten Barriere bei chronisch entzinéiicbarmerkrankungen eine grosse Bedeutung
zu. Es ist bekannt, dass bei Patienten mit chrbrestziindlichen Darmerkrankungen Stérungen
der gastrointestinalen Barriere auftreten konnézdm Ausbruch von CED beitragen kdnnen.
Eine defekte intestinale epitheliale Barriere fiduteiner verstarkten Aufnahme von luminalen
Bakterien, die zu einer Stimulierung des darmassden Immunsystem fihren (Santos et al.
2001"). Andererseits gibt es Hinweise, dass die oralerinz gegen die eigene intestinale
Flora gestort ist oder das eine persistierendestinede Toxinwirkung durch bestimmte
Bakterien ausgelost, eine hyperreaktive Antwort dasnassozierten Immunsystems bewirkt.
Ob die Storung der Barriere erst den vermehrtenriimnd den Kontakt mit den Bakterien
ermdoglicht, oder ob die genetisch bedingten Veramdgen der immunologischen Steuerung die
Barriere bereits verandern, kann gegenwartig noatht nfestgelegt werden. Die bisher
nachgewiesenen immunologischen Regulationsstorungam derzeit der eigentliche
Angriffspunkt der antientzindlichen Therapiestragag Moglich ware auch eine Antigen
unabhangige sich selbst unterhaltende Entziinduagadh initialer Auslésung vor allem durch
eine genetisch determinierte Storung der Tolerageg die eigene Darmflora gekennzeichnet
ist. Dies wirde dann zunehmend die Therapiestetegiegen den entzindlichen Prozel3
verandern. Die akute Entziindung intestinaler Setiiéute bei CED als Reaktion auf eine noch
unklare Noxe, kénnte in einer bislang nicht bewnese Infektion durch spezifische Erreger
bestehen. Die intestinale Flora umfalt 95 % derldat Anzahl an Zellen im Korper. Sie sind
befahigt das Immunsystem zu stimulieren und glatlizeine Barriere gegen pathogene Keime
darzustellen (Dunne et al. 1999 Diese Barriere ist bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen gestort. Die letztendliche Ursdiheiese Stérung ist weiterhin unklar. Die

intestinale mikrobielle Flora konnte eine auslosemblle bei der Athiopathogenese der CED
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sein (Dunne et al. 198Y. Bacteroidaceae und andere Anaerobier stellenvdemerrschenden
Teil der physiologischen Darmflora dar. Die Gesahtaler Anaerobier betragt das 1000fache
im Colon der dort vertretenden Menge vorhandeneobier, wie u.a E.coli (Hahn et al. 1984
Man nimmt an, dass Bacteroides fragiles eine aestis Rolle bei der Entstehung der CED
haben konnte. Enterotoxin bildende Bacteroidesl&a@rganismen wurden in der Faeces in der
aktiven Entziindungsphase bei Morbus Crohn und t{3ailicerosa nachgewiesen. Dagegen fand
man keine enterotoxinbildenen BacteroidesstamnmaemFaeces von gesundenen Patienten in
der Kontrollgruppe (Prindville et al. 208). Bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa hat man in
der Serologie Antikérper gegen Bacteroides und IEigcachgewiesen. pANCA Antikdrper
reagieren mit Ton-B AuRenmembranproteine in dert@&anwand. Enterotoxin produzierender
Bacteroides fragiles kénnen durch die Expressiom ¥b8 und TGFR in intestinalen
Epithelzellen eine entzindliche Reaktion ausléséie die Integritdt und Funktion der
Darmschleimhaut beeintrachtigen. Man vermutet dasndchgewiesene Effekt einen durchaus
ernstzunehmenden Effekt bei der Entstehung und rhidtang des intestinalen
EntziindungsprozeRes bei CED haben kénnten (Safitp al.2008?). Eine Studie von Shiba
et al. 200%° aus Japan belegt diese Annahme. Bifidobacteriufaniis filhrt zu einem
verminderten Wachstum des Anaerobiers Bacteroidiedglich entsteht ein Schutz der
intestinalen epithelialen Schicht, gegen die Inwasvon Bacteroides. Es kommt zu einer

verminderten systemischen Antwort des Immunsys{&hiba T et al.200%?.
1.10. Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war, den Passageweg von enterotoxinbildendenete®@tes fragiles als
Ausloser oder als persistierendes Agens fir diersbeh intestinale Entziindung bei Patienten
mit chronisch entzindliche Darmerkrankungen, misugelen Darm von Patienten einer
Kontrollgruppe im in-vitro-ex-vivo-Bakterientran#lationsversuch zu vergleichen.
Zusammenfassend stellt sich die Frage

Besteht bei chronisch entzindlichen Darmerkrankaonge Vergleich zu darmgesunden
Kontrollen eine erhdhte Permeabilitat fir Bacteesidragiles ?

Drei Zielsetzungen sollten diese Fragestellung tveamen:

1. Kommt es zu einer verstarkten Bacteroides lgadg?ermeation bei Patienten mit
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen ?

2. Gibt es eine Korrelation zwischen der Permeatiod dem Entziindungsmuster
des Darmepithels bei CED Patienten ?
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3. Gibt es klinisch relevante Faktoren, die eirenieation von Bacteroides fragiles

beeinflussen kénnen ?

2. Patienten, Material und Methoden

2.1. Versuchsprinzip

Die verschiedenen Fragestellungen dieser Arbeitdererdurch eine wesentliche Methode
bearbeitet:

Untersucht wurde dabei die bakterielle Permeation Bacteroides fragiles mit dem in-vitro-
Bakterien-Translokations-Nachweis in der Ussing-iKkan Dabei wurde frisch entnommenes
menschliches Darmepithel vom operativen Darmprdpaoa Colitis ulcerosa und Morbus

Crohn Patienten als trennende Membran zwischen EMissigkeitsraume einspannt

2.2. Aufbau der Ussing — Kammer

Die Untersuchungen erfolgten in der Ussingkammasify et al. 19543
Den prinzipiellen Aufbau der Ussingkammer zéipbildung 4.

(o]

Abbildung 4 Schematisierte Darstellung des Prinzips einer Ussgkammer:
1. Glascontainer zur Wasserzirkulation; 2. ZufluBrdagelung; 3. Serosaseitige Kammerhélfte;

4. Agarbriicken; 5. Stromapplikator; 6. KCL-geflulBehélter; 7. Voltameter.

Die Ussingkammer besteht aus zwei miteinander heaisbaren Plexiglaskammerhalften, die im
Inneren einen Hohlraum bilden. Serosale und mueosEbmmerhalfte waren aus
Plexiglaszylindern gefertigt, die mit einem Sta#nusammengepresst wurden und von einer

elektrischen Abschirmung umgeben waren.
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Abbildung 5 Container fur Darmpréparate zur Analyse in der miniaturisierten
Ussing-Kammer:
1. Mucosaseitige Halfte des Darmpréaparat-Contajrierslakrobiopsie mit Histoacrylkleber auf

eine Plexiglasscheibe aufgebracht; 3. Serosaséitijee des Containers

Zwischen diesen Containern wurde das Darmepithedespannt. Sowohl mukosal (apikal =
Lumenseite), als auch serosal (basolateral = Bta)sg@urde das Gewebe von einer Pufferlésung
umspult. Die Kammerhalften und die Lésungen wurdiercth einen temperierten, zirkulierenden
Wasserkreislauf konstant auf 37°C gehalten. Diefddldsungen, die sich in der jeweiligen
Kammerhéalfte befanden, konnten iiber eine Offnungeinkammer gewechselt werden. Ebenso
liessen sich uber diese Offnung verschiedene Sutesta applizieren. Uber zwei am
Kammerboden befindliche Gasleiter konnten Gewebd Bafferlosung kontrolliert begast
werden. Dies fiihrte dazu, dass zum einen das Gewaebeichend mit Sauerstoff versorgt
wurde, zum anderen blieb durch die Begasung dewart der Pufferlésung konstant bei 7.4.
Um die elektrischen Parameter bestimmen zu konmerde ein gewebenah und ein gewebefern
plaziertes Elektrodenpaar jeweils Uber Agarbricke¥ Agar in Parsons- Losung) mit der
Kammer verbunden. Bei den gewebenahen Elektrodedetta es sich um Kalomelektroden ( =
Spannungselektroden, Typ 303-S7, Fa. Ingold, Saeimp Uber diese Elektroden wurde die
Potentialdifferenz (PD) zwischen der mukosalen serdsalen Seite des Gewebes bestimmt. Mit
Hilfe von Stromelektroden ( Silbernitrat 95%) koargewebefern ein definierter Strom in das
Kolonepithel gespeist werden. Anschlielend wurde Gawebekleber (Histoacryl®, B. Braun

Melsungen AG) der Containerring serosal auf dasthépi aufgeklebt und aus dem
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Gesamtpraparat ausgeschnitten. Der Ring wurde ddram den Silikonring der zentralen
Offnung des Containerunterteils gestiilpt und mihd@berteil verschlossen. Die Proben wurden
auf eine Plexiglasscheibe mit Histoacrylkleber abfgcht und in den Container eingespannt.
Die ringférmigen Stromelektroden wurden einige Mikkter vor dem Epithel positioniert, um
ein  homogenes elektrisches Feld Uuber diesem zuuggre Durch die Mitte der
Stromelektrodenringe und in Stromrichtung wurdea 8pannungselektroden gefuhrt, die aus
KCI-gefillten Glaskapillaren und Ag/AgCl-Mikorelagkidenhaltern (MEH3SF, WP-Instruments,
New Haven, CT, USA) bestanden.

2.3. Verwendete Losungen

Die Badlésung beinhaltete (jeweils in mmol/l andesy®: Nd140; Ci123,8; K5,4; C&" 1,2;
Mg** 1,2; HPQ? 2,4; POy 21; D(+)-Glucose 10; D(+)-Mannose 10; Glutamin 2BOH-
Butyrat 0,5. Die Losung wurde mit 95%, @nd 5% CQ begast. Die Temperatur wurde auf
37°C mittels eines ,Gas-Lifts* und einer ausserhaler Ussingkammer befindlichen
Warmepumpe konstant gehalten. Der pH Wert betruglfé Experimente 7,4.

In den beiden Flissigkeitsraumen der oben besdmeabUssingkammer befanden sich jeweils
7.5 ml physiologische Elektrolytlosung. Der Zelfétechsel wurde durch kontinuierliche
Begasung mit einem Gemisch aus Sauerstoff aufndtiten.

2.4. Zusammensetzung der Versuchslosung ( Natriumthiogkplatlésung )

Als Medium zur selektiven Anzucht des gegen Ampicilund Sulbactam resistenten
enterotoxinproduzierenden, gramnegativen Anaeroh®acteroides fragiles” wurde eine
Kombination aus verschiedenen Antibiotika zusamresteilt. Diese bestand aus einem
Aminoglycosid-Antiobiotikum aus Streptomyceten, ¢esnamycin“ zur Wachstumshemmung
von gramnegativen Aerobier sowie Vancomycin, eirtidiatikum der Glykopetid-Antibiotika
zur Wachstumshemmung von grampositiven Bakterienr Zrweiterten Hemmung im
grampositiven — und gramnegativen Spektrum wurdgitzlich noch ein Aminopenicillin =
Ampicillin in Kombination mit einem [3-Laktamaseibiior Sulbactam hinzugefiigt. Am
Versuchsbeginn gelang die Trennung von Bakteriesh Nahrfliissigkeit durch Zentrifugation
bei 70% (25.000 U/min). AnschlieBend wurde derdigie Uberstand abpipettiert. Wahrend des
Versuchs wurden die Epithelien mit der Badlosunge eStandardldsung nach Fromm und
Schultz (1981) umspluilt und ernéhrt. Die im folgandefgelisteten Salze wurden in destillierten

Wasser geldst und die Losung anschlie3end auf @HeWert von 7,4 eingestellt.
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Tabelle 1 Zusammensetzung der Versuchslosung

NaCl 113,6 mmol/l
NaH,PQO, - 2H,0 2,4 mmoll/l
NaHPO, - 2H0 0,6 mmol/l
KCI 5,4 mmol/l
NaHCG; 21,0 mmol/l
MgCl, - 6H,0O 1,2 mmolll
CaCtk - 2HO 1,2 mmolll
Glucose- Monohydrat 2,0 mgl/l
Kanamycin 2,0 mll
Vancomycin 1,0 ml
Ampicillin + 1,0 ml
Sulbactam

Nach Zugabe der Glucose in die Standardldsung nife Hon Sterilfiltern, wurde die
Standardlosung in zuvor bei 120° C dampfsterilisigslasflaschen zugegeben. Anschlie3end
wurde die entsprechende Menge Kanamycin, Vancomyampicillin und Sulbactam mittels
einer sterilen Einmalspritze hinzugefiigt. Die Sahgen wurden in destilliertem Wasser geldst

und bei 120°C dampfsterilisiert.

2.5. Charakterisierung von Bacteroides fragiles

1898 wurde Bacteroides erstmalig in der Flora denddhen als pleomorph gram negativer,
obligat anaerober Wirt von Veillon und Zuber begethen (Veillon et al. 1898°. Er gehort
somit zur Gruppe der nicht sporenbildenden, gramtnegn und obligat anaeroben
Stabchenbakterien. Es sind kleine 0,4-0,8 pm medssemeist mit einer ausgepragten
Pleomorphie aufweisende Stabchen, bei denen héauentrale oder endstéandige
Aufschwellungen, filamentdése Formen sowie unglei@éBige Anfarbbarkeit beobachtet werden.
Es werden insgesamt 10 Bacteroides- Arten bes@mjebon denen Bacteroides fragiles ein
Subtyp, und einer am héaufigsten vorkommender Iidakerreger ist. Bacteroides fragiles wird
in der Bacteroides Gruppe mit der grossten Viruleezchrieben.

Die Untersuchungen erfolgten mit einem Ampicilliol@actam resistenten, Enterotoxin

produzierenden Wildtyp der Gattung Bacteroidesilisag
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2.6.. Selektiver Nachweis von Bacteroides fragde

Die Arbeiten begannen mit der Herleitung einer geeien Methode fir den selektiven
Nachweis des zu untersuchenden Bacteroides fragdes selektiven Untersuchung des
Bacteroides fragiles musste zunéchst ein geeigrébesnotherapeutikum gefunden werden.
Nachdem die physiologische Darmflora der zu untdrenden Darmpraparate mit der oben
genannten Antibiotikumkombination eradiziert wordemar, erfolgte die Selektion des gegen
Ampicillin und Sulbactam resistenten entertoxinpmdrenden Bacteroides fragiles fur die
selektive Untersuchung der bakteriellen Translakati Dieser gefundene Wildtyp wurde
freundlicherweise von Frau Dr. Wagner aus dem Miilolmgischen Institut des

Universitatsklinikum Benjamin Franklin in Berlin flunsere Experimente zur Verfligung

gestellt.

2.7. Anzucht von Bacteroides fragilis

Zur Anzucht von obligat anaeroben Bakterien wurdién jeden Versuch 24 Stunden vor
Versuchsbeginn in einer Natrium-Thioglykolat-Boorl| als flissiges Medium zur
Wachstunsbeschleunigung mit Vitamin K 1% (0,1 mHAaemin 0,5% (1 ml/l) und NaHGO
(1g/1) fur 24 Stunden bei 37°C im Schiittelbad atigbtet.

2.8. Herstellung der Agarplatten

Fur die Herstellung der Agarplatten wurde 15g Aigatl Columbia Agar geldst. Diese Losung
wurde bei 120°C dampfsterilsiert . Der heisse fljssg\gar wurde auf 40°C abgekihlt und unter
der Flowkammer nach Zugabe von:Vitamin K 1% (1 )n8chafsblut 5%, Kanamycin ( 100
mg/l), Vancomycin (5 mg/l) und Ampicillin (16 mg/Jnd Sulbactam (8 mg/l) in Petrischalen

portioniert ausgegossen.

2.9. Dekontamination des zu untersuchenden Darmépels

Vor Versuchsbeginn mit der Ussingkammer mussteD@em dekontaminiert sein, damit man
selektiv nur den zu untersuchenden enterotoxinbéddeBacteroides fragiles untersuchen kann.
Es galt zu prifen, welche Kombination von Antibtkatizu benutzen sind. Zur antibiotischen
Abdeckung der Enterobakterien wurden insgesamtd@i¢he mit Darmepithelien von Morbus

Crohn und Colitis ulcerosa Patienten in sechs dgkammern durchgefuhrt:
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Kammer 1 Badl6sung + Ampicillin + Sulbactam

(= Aminopenicillin + 3 Lactmasehemmer)
Kammer 2 Badlosung + Clindamycin ( = Lincosamin)
Kammer 3 Badlosung + Metronidazol ( = Nitroimidazole)
Kammer 4 . + Kananmycin ( = Aminoglykosid +avicomycin
Kammer 5 " + Vancomycin ( = Glykopeptid )
Kammer 6 . + Vancomycin + Ciprofloxacin ( = Gyrasghmer )

Es erfolgten Probeentnahmen von jeweils 100 pl auskosaler und serosaler
Badlésung.Unmittelbar vor und nach der Darmepitingdibe und nachfolgend im Abstand von
60 Minuten bis zum Versuchsende nach vier Stunileé@.pl der serosalen Badlésung wurden
jeweils unverdinnt mittels Drigalskispateln auf Yamycin, Kanamycin, Ampicillin und
Sulbactam enthaltenden Columbia-Agarplatten ausgesh. Die enthommene Probe wurde mit
der Badlosung 1-foverdiinnt. 100 pl der letzten Verdiinnungsstufe emr@uf die oben
genannten Platten ausgestrichen. Das Ergebnis darphttenbebrihtung ergab in allen 10
Versuchen, nach 24 und 48 Stunden, ein WachstumBakterien mukosal und serosal in
Kammer 2,3,4,5 und 6. In Kammer 1 erfolgte in 1drchgefihrten oben beschriebenen
Versuchen ein Wachstum auf der serosalen Seitéolfe eine Fortsetzung der Versuchsreihe
mit einer Kombination von Ampicillin, Sulbactamakicomcycin und Sulbactam. Bei keinen
der 10 durchgefuhrten Versuche ergab sich ein Waechseorsal. Somit konnten alle in der
menschlichen Darmflora vorkommenden Keime erfassiden. Ich wahlte daher einen gegen
ein Breitspektrumantibiotikum resistenten Keim, sehektiv den zu untersuchenden Bacteroides

fragiles serosalseitig identifizieren zu kbnnen.

2.10. Selektive in-vitro-Bakterien-Permeation von Bacteoides fragilis

Untersucht wurde die Permeation eines toxinprodeasen Wildtyps der Gattung Bacteroides
fragiles, der von menschlichen Blutkulturen isdli@vurde und sich als resistent gegen
Ampicillin und Sulbactam erwies. Als entscheideRaktor fur diese Versuchsdurchfuhrung, gilt
die Resistenz gegen die oben genannten Antibiadikanit wahrend des Versuchs eine selektive
Anzucht von Bacteroides fragiles méglich wurde. d@ievon unserer Arbeitsgruppe fir den
Menschen neu etablierte Methode diente dazu, imitin-ex-vivo-Versuch die bakterielle

Permeation von Bakterien durch normale (Kontroligre) und von Morbus Crohn oder Colitis

ulcerosa befallene Darmepithelien nachzuweisen. \Dasuchsaufbau basierte auf der oben
beschriebenen Ussingkammer, die fiur diesen Verabeskbnitt als Vehikel zum bakteriellen

Permeationsnachweis zur Verfigung stand. Eine é@mlVersuchsanordnung wurde fir den

Tierversuch von den Gruppen Albanese, Go und $fi#lechrieben (Albanese et al. 1994a
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Go et al. 199%, Goddard and Spiller 198}. In den Versuchsanordnungen dieser Autoren
wurde jedoch immer ein gegen Ampicillin resistenercoli-Laborstamm verwandt. Fir den
geplanten Versuchsaufbau kam dies allerdings micBetracht, da durch Ampicillin nicht alle
in der menschlichen Darmflora vorkommenden Keinfasst werden und das Bakterium somit
nicht nach seinem Durchtritt auf die serosale Sé#® Medium identifizierbar ist. Wir wahlten
daher einen gegen ein Breitspektrumantibiotikumistesten Keim, um nur diesen Keim
letztendlich serosalseitig identifizieren zu kénném der Ussingkammer wurden die frisch
entnommenen Darmepithelien als trennende Membrarschen zwei FlUssigkeitsraumen
eingespannt und von beiden Seiten mit der gleidhemge einer kérperwarmen physiologischen
Elektrolytlosung umspult. Durch kontinuierliche @pnierung der Badldsung wurde der fir den
Zellstoffwechsel notwendige Sauerstoff zurVerfugyegtellt und gleichzeitig eine Umwalzung
der Flussigkeit erreicht. Auf beiden Seiten desthgté waren je eine Strom- und ein
Spannungselektrode plaziert. Die kontinuierlichessang der elektrophysiologischen Parameter
erlaubte Ruckschlusse auf die Intaktheit und Vigtildes Gewebes. Zum Nachweis der
bakteriellen Permeation wurden der mucosalen Badbjseine definierte Menge von
Bacteroides fragilis im Mittel 250 KBE/100 pl zugéd. Im Verlauf der Versuche wurden
stindlich Proben der serosalen Badlésung entnommad mikrobiologisch auf
Bakterienwachstum untersucht. Auf diese Weise lomin Ubertritt der Bakterien Uber das

Epithel qualitativ und quantitativ erfasst werden.

2.11. Messplatz — Bakterielle Permation

Mit Hilfe von Stromelektroden (Silberdraht 95% ighd Spannungselektroden (Kalomel, Typ
303-S7, Fa. Ingold, Steinbach) wurde die Verbindamgschen den Agarbriicken und dem
Messplatz hergestellt, indem die Elektroden mit datsprechenden Agar-Briicken gemeinsam
in ein Topfchen mit gesattigter KCI-Loésung tauchtBire Messungen erfolgten mit einem CVC

6 Messplatz (Fa. Fiebig, Berlin). Zur DatenaufnaltameCVC 6 Messplatz diente das Programm
Analogon (Fa. Fiebig, Berlin). Ussingkammern, Comgg Containerringe, Absaug- und

Einfullschlauche wurden gassterilisiert (Formalibie Verbindungsschlauchstiicke zwischen
Ussingkammern und Warmetauschern, zwischen Warnsemahern und Begasungskanilen
sowie zwischen Begasungskanilen und den das Gasdermufiihrenden Schlauchleitungen
wurden bei 120°C dampfsterilisiert. Die Durchfuhguter Versuche erfolgte in der Abluft-

(, Flow-") Kammer, in der durch kontinuierliche Ahgung die Luft weitgehend keimfrei

gehalten wurde. Die Ussingstdnde wurden etwa eitumd® vor Versuchsbeginn in der

Flowkammer aufgebaut. Zuerst wurden die Warmetarscibefestigt und Uber
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Schlauchverbindungen an das Wasserbad angeschld3aan wurden die Ussingkammern
vorsichtig mit den Agarbricken verbunden, mit leer€ontainer in ihrer Mitte in den
Versuchsstand eingesetzt und an den Messplatz dcimgesen. Nach Einsatz der
Begasungskantlen wurde die Begasung des Systenosmrseg und die zuvor steril filtrierte
Badlésung eingeflllt. Nach Erwdrmung der Badlosand) 37°C startete die Messung. Ein
Problem bestand darin, dass sich zwischen epithemglektroden und Epithel noch eine etwa 2
mm dicke Schicht von Badlésung befand, deren Ohers@¥iderstand durch die Dicke dieser
Schicht und den Volumenwiderstand der Badlosundirbeg war. Der zwischen den Spitzen
der Spannungselektroden gemessene Spannungsalftdfitee somit nicht nur Uber dem
eingespannten Gewebe, sondern auch Uber die iMdssstrecke gelegene Badlosung. Zur
Bestimmung der transepithelialen Spannung mussteSdannungsabfall tGber der Badlosung
von dem zwischen den beiden Spannungselektrodeesgemen Wert abgezogen werden. Zur
Durchfihrung dieser ,Badkorrektur” wurde zu Begjeden Experiments an der mit Badlosung
geflllten, praparatfreien Messkammer der OhmschedeWiand der zwischen den
Spannungselektroden gelegenen Badldsung bestimpegeiDWert wurde gespeichert und dann
bei der Messung wahrend des Versuchs berlcksicitigtweiterer Korrekturwert wurde vor
jedem Experiment die durch die Asymmetrie der HEtaktn bedingte Potentialdifferenz
gemessen und gespeichert. Auch dieser Wert wurdgetber Messung wahrend des ganzen
Experimentes beachtet. Im eigentlichen Experimenurdey der Klemmstrom zur
Widerstandsmessung alle 60 Sekunden kurz eingestellansonsten im ,,open-circuit*-Modus

gemessen.

2.12. Wachstumsverhalten des Anaerobiers Bacteroides frdgs unter
verschiedenen Begasungsvarianten

Bei Bacteroides fragilis handelt es sich um eindligaten Anaerobier. Die Ussingkammer
bendtigt zur Aufrechterhaltung eines pH von 7,4 aubreichender £Versorgung fur das

Gewebe, ein Gas-Gemisch aus 95%u@d 5% CQ. Es galt zun&chst zu Uberprufen, welches
Wachstumsverhalten der gewahlte Bacteroides feagilidtyp unter verschiedenen Begasungen

aufweist.
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In Tabelle 2 sind die veschiedenen Begasungsvarianten und deérdluss auf den totalen

Gewebewiderstand und die Wachstumskinetik des Bades fragilis aufgezeigt.

Begasungsart:  A-R A-KBE
mucosal : serosal nach 3 Stunden nach 3 Stunden
N2 : N -9,2+1,2 Q@nT +120,213,2
N : 0,/CO, -9,1+0,9 Q@nT +125,218,5
0,/CO,: 0,/CO, -8,9+0,8 Qlcn? +118,4:15,2
Tabelle 2 Vergleich der verschiedenen Begasungsarten siengkammer fur die

Exposition unter Bacteroides fragilis.

Zuséatzlich stellt sie Ergebnisse der Differenz ti¢alen Widerstandes\{R") und der Kolonie
bildenden Einheiten der mucosalen Ussingkammer eSék-KBE) dar. Unter allen
Begasungszustanden fanden sich die gleichen Vandmglen. Es bestanden keine Unterschiede
der dreiA-KBE und R Werte. Bacteroides gilt als meist ®@leranter Anaerobier. Er ist in der
Lage atmospharische Konzentrationen von Sauerf$itokfis zu drei Tage zu tolerieren (Tally et
al. 1978%). Zwei Hauptantioxidative Stress Gene, die fiir tiduktion fir Enzyme, wie
Catalase und Dismutase sowie 28 weitere Sauerstdifizierende Proteine, werden dafur
verantwortlich gemacht (Rocha et al.1895Aktuelle Ergebnisse einer Studie von Baughrl.et a
2004 belegen, das Bacteroides fragiles als strikterefolaier Sauerstoff iber ein integriertes
Membran Elektronen Transport System verstoffwechskann. Zusatzlich hat es eine
Cytochrome bd Oxidase System (Baughn et al.%0@iese Begasungsversuche an je drei
humanen Colonpraparaten belegten, dass keine estrikhaeroben Verhéaltnisse fir eine
suffiziente Vermehrung von Bacteroides erforderhedren, so dass wir fur die Versuche eine
0O; ICO, : OJCO,-Begasung wahlten, um eine optimale Oxygenierung elegespannten

Epithelien zu gewahrleisten.

2.13. Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv der allgemeinchirurgischebtelung bei denen man Darmepithelien
entnahm umfasste 41 Patienten und wurde in drepg&m eingeteilt. Die erste Gruppe bestand
aus jeweils elf Patienten mit Colitits ulcerosaj denen man eine Coloproktomukosektomie

durchfuhrte und jeweils neun lleum und elf Colorddmstte entnahm. Die zweite Gruppe setzte
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sich aus 14 Morbus Crohn Patienten zusammen, bendaan nach Segmentresektionen jeweils
14 x lleum und 13 x Colonabschnitte entnahm. Ditztée Gruppe setzte sich aus der
Kontrollgruppe bestehend aus 16 Colon CarcinomeRe#n zusammen, bei denen wegen eines
kolorektalen Karzinoms, 16 x Colon und zwolf matuin eine Resektion des betroffenen
Darmschnittes notwendig war. Die Charakteristika agerierten Patienten fur die lleum- und
Colon-Versuche sind inTabelle 3 und 4 dargestellt. Weitere Charakteristika werden im

Ergebnisteil im Rahmen der Determinanten einer dyaten Permeation aufgefthrt und

bearbeitet.
Kontrollen Colitis ulcerosa M. Crohn
n 12 9 14
Alter (Jahre) 59,2t8,5 37,23,9 33,26,6
Geschlecht (w : m) 7:5 6:3 6:8
Praeoperative Erkrankungsdauer (Jahre) - 7,2£2,9 4,32,2
Alter bei Erkrankungsbeginn (Jahre) - 21,3t2,6 20,95,3
Cortison bei OP <20 mg (n) - 3 6
Cortison bei OP > 20 mg (n) - 4 4
Tabelle 3 Charakteristika der untersuchten Patienén der lleum-

Bacteroides fragilis- Versuche
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Kontrollen Colitis ulcerosa M. Crohn

n 16 11 13
Alter (Jahre) 60,4+7,1 39,227 32, 24,4
Geschlecht (w: m) 9:7 5:7 9:4
Praeoperative Erkrankungsdauer (Jahre) - 5,4+3,8 5821
Alter bei Erkrankungsbeginn (Jahre) - 22,426 19,24,9
Cortison bei OP <20 mg (n) - 4 4
Cortison bei OP >20 mg (n) - 5 7
Tabelle 4 Charakteristika der untersuchten Patiaten der

Colon-Bacteroides fragilis—Versuche
2.14. Aufarbeitung der menschlichen Darmpraparate

Mit der Unterstitzung von Herrn Prof. Dr. med. Bulurde die unmittelbare Entnahme von
Darmpréparaten im Operationssaal ermoglicht. Kachdem der erkrankte Darmabschnitt
reseziert worden war erfolgte die Entnahme von diwan? grof3e Proben der Darmwand mittels
Schere und Pinzette und wurde sofort in die eisigiedzuvor oxygenierte Badlésung gelagert.
Nach einer Verzdgerung von funf bis zehn MinuteariBport in den Versuchsraum erfolgte dort
die sofortige Préparation des Epithels. Das Praparede zur Praparation mit der mucosalen
Seite nach unten auf eine Silikonplatte gelegt, mitdStecknadeln wurden Epithel und
Submucosa durch mechanischen Zug etwas gedehmiuficér Platte festgesteckt. Die
Trennung von Muscularis propria und Submucosa,maltroskopisch bereits zu erkennen
(Abbildung 6). Die Muscularis propria wurde etwagy@hoben und unter Spannung mit einem
scharfen Skalpell abgetrennt. Man bezeichnet d\esder Praparation als ,partieller Strip“.

Dabei bleibt der Plexus submucosus Meissner erhalte
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Epithelium —

Lamina propria mucosae Gewebe entfernt durch:
Muscularis mucosae B

Pl. submucosus totalen
Submucosa (Meissner) > Strip

AN

Pl. myentericus

Muscularis propria (Auerbach)

| partiellen
Strip

Abbildung 6 Schematischer Aufbau der Darmwand(modifiziert nach Hegel und
Fromm 1990) und der Gewebeschichten, die beimghartiund totalen Strippen erfasst werden.
Nach der Praparation wurde mit einem Gewebekledmtqacryl®, B. Braun Melsungen AG)
der Containerring serosal auf das Epithel aufgekleind aus dem Gesamtpraparat
ausgeschnitten. AnschlieRend wurde der Ring tiberSikkonring der zentralen Offnung des

Containerunterteils gestilpt und mit dem Oberterbehlossen.

2.15. Durchfiihrung der Experimente

Das praparierte Epithel wurde mit einem Containestiickt. VVor Bakterienzugabe, d.h. 20
Minuten nach Einspannen des mit dem Epithel betiickContainers wurden je 100 pl der
mucosalen und serosalen Badldsung entnommen urtdlaniRrigalskispatel auf Agarplatten
ausgestrichen. Diese Proben sollten dazu dieness d¢ach zu Versuchsbeginn keine
Vancomycin, Kanamycin, Ampicillin und Sulbactam is¢snten Keime in der Badlosung
befinden. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der &adt. Hierfir wurden 1000 pl der
mukosalen Badlésung entnommen, um darin die zuvwaerdrifugierten Bakterien mittels
Lvortex zu resuspendieren. Die gewonnene Baktsuspension wurde der mukosalen
Badldsung zugegeben und dieser Zeitpunkt als Qgdesgt. Anschlielend unmittelbar nach
Bakterienzugabe und nachfolgend im Abstand von @&@utdn bis zumVersuchsende nach vier
Stunden erfolgten Probenentnahmen von je 100 phad®saler und serosaler Badlésung. Es
wurde jeweils unverdinnt 100 pl der serosalen Baoig mittels Drigalskispateln auf
Vancomycin, Kanamycin, Ampicilin  und  Sulbactam Ietenden Columbia-
Agarplattenausgestrichen. Die entnommene Probe evorii der Badlésung-10° verdiinnt.

Daraufhin wurden 100 ul der letzten Verdinnungsstafif die oben genannten Platten
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ausgestrichen. Die Wahl der Verdinnungsstufe beauhtErgebnisse von Vorversuchen, die
regelmafig eine Bakterienzahl von 109/ml ergebdtemaentsprechend einer Zahl von 255
KBE auf den mit dieser Verdiinnungsstufe bebrutétgarplatten. Die Agarplatten wurden in
einem Warmeschrank bei 37,2°C bebritet und nacls##®den wurden die gewachsenen

Kolonie bildenden Einheiten ausgezg@bbildung 7).

e

Ussingkammer

:::::> -

Mucosal Serosal

Bacteroides

fragiles

Epithel

Abbildung 7 Schematische Wiedergabe des Versuchsaufbans. definierte Menge
von Bacteroides fragilis wurde der mucosaseitigétitel der Ussingkammer zugegeben. Nach 0,
30, 60, 120, 180 Minuten wurden serosaseitige Prolm 100ul entnommen und auf eine
Agarplatte aufgebracht. Nach 48-stindiger Inkulatiurden die KBE's auf den Agarplatten
ausgezahlt. Als positive Permeation bewertete nsabald mindestens eine koloniebildene
Einheit des zugegebenen Bacteroides fragiles imstol der serosalen Badlosung

nachzuweisen war.

2.16. Histologische Untersuchung der Préaparate

Nachdem die Experimente beendet waren, wurden digaPate aus den Containern der
Ussingkammern entnommen. AnschlieBend wurde daghdtpiaus dem Containerring
herausgetrennt und nach Fixierung in Formalinlosubgr eine Alkoholverdiinnungsreihe in
Paraffin eingebettet (Institut fur Pathologie, Usmsitatsklinikum Benjamin Franklin). Die
mikroskopische Begutachtung erfolgte nach dem SdbBneund Hamatoxilin-Eosin-Farbung.
Zusatzlich erfolgte eine Fluoreszens — in- situybiitlisierung zur Lokalisation des permeierten
Bacteroides fragiles innerhalb der Mukosa. Dabed@was Darmgewebe vom terminalen lleum
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und Colon von insgesamt 24 Patienten mit chronesdiztindlichen Darmerkrankungen, davon
zwolf mit aktiver Colitis ulcerosa und zwdlf mit aken Morbus Crohn und 14 Kontrollpatienten
mit der in situ Hybridierung die bakterielle Gewrbssion untersucht. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe wurden insgesamt auf der Oberflacbe Colitis ulcerosa und Morbus Crohn
Gruppe auf den Darmepithelzellen mehr Bakterienhgawiesen (P<0.05).Die bakterielle
Mukosainvasion bei der Colitis ulcerosa betrug 8Brdzent im Kolon .Bei Morbus Crohn

betrug die mukosale bakterielle Invasion im lleusn65Prozent und im Kolon 25 Prozent.

2.17. Statistik

Alle Ergebnisse wurden soweit nicht im Text andarggegeben als Mittelswerte mit

Standardirrtum (SEM) angegeben. Da es sich bei nalle&ntersuchungen um
Mehrgruppenvergleiche handelte, wurde der Studemtrhan-Keuls-Test nach Rejektion der
Nullhypothese Uber den Friedman-Test verwandt. Bigsifikanz-Niveau wurde fir p < 0,05
festgelegt. Die Korrelationsanalysen erfolgten efstt der Formel fir die lineare

Regressionsanalyse.

2.18. Patienten und Praparate

Die Ethikkomission erteilte ein Votum fur die untgeanannten Patientengruppen.
2.18.1. Kontroll - Gruppe

2.18.1.1. Terminales lleum

Die Operationspraparate der zu untersuchenden imersen Darmepithelien stammten von
Patienten, die durch Hemicolektomie rechts wegaesehicht stenosierenden Colon ascendens
Karzinoms operiert wurden. Aus den letzten funf clas terminalen lleum wurde die
Entnahmestelle gewahlt. Zwischen Entnahme des Rasaknd dem Einspannen des Praparats

betrug die Zeitspanne 20 Minuten.
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2.18.1.1.2. Terminales lleum: Permeation Bacteroes fragilis

Im tabellarischen Anhangabelle 5sind die klinischen Besonderheiten der operiekentroll-

Patienten fur die lleum -Versuche dargestellt.

Kontrollen

n 12

Alter (Jahre) 59,2+ 8,5

Geschlecht (w: m) 7:5
Tabelle 5 Charakteristika der untersuchten Kontroti¢tdaen der lleum-

Bacteroides fragilis-Versuche

2.18.1.2. Colon
2.18.1.2.1. Colon: Permeation Bacteroides fragilis

Die Basisdaten der operierten Kontroll-Patientandié@ Colon-Versuche sind ifabelle 6 und

im tabellarischen Anhang dargestellt.

Kontrollen
n 16
Alter (Jahre) 60,47,1
Geschlecht (w: m) 9:7
Tabelle 6 Charakteristika der untersuchten Kontroll Pagarder

Colon-Bacteroides fragilis Versuche

2.18.2. Morbus Crohn
2.18.2.1. Terminales lleum

Zur elektrophysiologischen Charakterisierung wudds terminale lleum von 14 Patienten, die
wegen Morbus Crohn eine Resektion des ileoctcalbergangs erhielten untersucht. Das
Durchschnittsalter betrug 33,2 + 6,6 Jahre, dieiampraeoperative Erkrankungsdauer war 4,3
+ 2,2 Jahre Jahre, abdominelle Voroperationen inatie Patienten im Median 1,2 (0-2). Zwei

der Patienten hatten kein Prednisolon zum ZeitpdektOperation, sechs erhielten zehn bis 20

mg Prednisolon und zwei mehr als 20 mg Prednis@woel Patienten standen bis zwei Wochen
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vor der Operation unter einer Azathioprin-Therapiln sieben Fallen wurde eine
lleocdkalresektion vorgenommen und dreimal einehXesektion einer lleoascendostomie. Eine
therapierefraktare symptomatische Stenose des rtaleni lleum war in allen Fallen die
Operationsindikation. Interenterische Fisteln hatteusatzlich zwei Patienten. Bei allen
Resektaten wurde am ileumseitigen Resektionsrarellecni grosse Probe entnommen und wie
oben beschrieben in die Ussingkammer eingebracliwo®l beim Morbus Crohn die
Entziindung unterschiedliche Muster aufweisen karistiert derzeit noch keine entsprechende
Ubereinstimmung tber eine Einteilung der Erkrankentgprechend der Histologie in Subtypen.
Entsprechend deWiener Klassifikation erfolgt eine Unterteilung des M. Crohn in

Patientenalter bei Diagnosestellung, Lokalisatien Brkrankung und Verhalten (Gasche et al.

20009).
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Tabelle 7 Wiener Klassifikation des Morbs Crohn

(Konsensus der internationalen Arbeitsgruppe fir Wéeltkongress Gastrenterologie, Wien
1998)

1 < 40 Jahre Zeitpunkt der histologischen, chirurgischen
Alter bei radiologischen oder endoskopischen Diagnose,
Diagnose 2 > 40 Jahre anamnestisch erruierter Zeitpunkt [

Krankheitsbeginns.

1 =terminales

lleum Maximale Ausbreitung der Erkrankung zu jed

o Zeitpunkt vor einer operativen Resektionphdse

Lokalisation 2 = Kolon L . . )
Lasionen oder Ulzerationen jedweder Groélie,

3 = lleokolon Schleimhauterythem ist nicht genug.
4 = Oberer GI-
Trakt
Entzindliche Tumore, Fisteln, perianale Ulcera wa
1 = Nicht als penetrierende Léasionen definiert. Postoper:
Verhalten stenosierend oder Komplikationen werden ausgeschlossen. Sten
penetrierend kénnen chirurgisch, endoskopisch oder radiolog

2 = Stenosierend diagnostiziert sein.
3 = Penetrierend

Weitere zu dokumentierende Daten:

« Geschlecht: w/m

- Ethnische Zugehorigkeit: kaukasisch, judisch, &siht farbig
« Familienanamnese einer CED: ja/nein

« Verwandte 1. Grades ?

- Extraintestinale Manifestationen: ja/nein
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Das Krankheitsverhalten wird als ,nicht perforieterund ,perforierend” untergliedert. In
Anlehnung an die Wiener Klassifikation wurden drgarsuchten Praparate der Morbus Crohn-

Gruppe in einen perforierenden und nicht perforides Typ eingeteilt.

2.18.2.2. Terminales lleum : Permeation Bacteroidefragilis

Die klinischen Besonderheiten der operierten Parefiir die lleum -Versuche sind in

Tabelle 8und im tabellarischen Anhang fir die Patiente2%argestellt.

Kontrollen M. Crohn
n 12 14
Alter (Jahre) 59,2£8,5 33,26,6
Geschlecht (w : m) 7:5 6:8
Praeoperative Erkrankungsdauer (Jahre) - 4,3£2,2
Alter bei Erkrankungsbeginn (Jahre) - 20,9t5,3
Kein Cortison - 2
Cortison bei OP <20 mg (n) - 6
Cortison bei OP >20 mg (n) - 2
Verwandte 1 .Grades - 2
Extraintesinale Manifestationen - 4
Abdominelle Voroperationen 2 1.2(0-2)
Azathioprintherapie (14 Tage vor OP) - 3

Tabelle 8 Charakteristika der untersuchten Patiengzdldum-

Bacteroides fragilis-Versuche
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2.18.2.3. Colon: Permeation Bacteroides fragilis

Die klinischen Grunddaten der operierten Patiefiiedie Colon-Versuche sind ifabelle 9

dargestellt.

Kontrollen | M. Crohn

n 16 13

Alter (Jahre) 60,4t7,1 32, 24,4
Geschlecht (w : m) 9:7 9:4
Praeoperative Erkrankungsdauer (Jahre) - 5,8:2,1
Alter bei Erkrankungsbeginn (Jahre) - 19,949
Cortison bei OP <20 mg (n) - 4
Cortison bei OP > 20 mg (n) - 7
Verwandte 1 . Grades - 2
Extraintestinale Manifestation - 2
Abdominelle Voroperationen 2 3
Azathioprintherapie (14 Tage vor OP) - 41

Tabelle 9— Charakteristika der untersuchten PatienterCdéwn-Bacteroides fragilis—

Versuche

2.18.3. Colitis ulcerosa

Auch die Colitis ulcerosa kann nach verschiedenatizés klassifiziert werden, wobei im
unterschiedlichen Ausmald auf subjektive Parametdrabjektive Befunde eingegangen wird.
So bewertet beispielsweise der klinische Aktivitidex neben Laborbefunden und objektiven
klinischen Befunden auch das subjektive BefindenRigtienten. Der zusatzliche endoskopische
Index im Scoring Index im Scoring System nach RAQHBWITZ berucksichtigt die Tatsache,
dass ahnlich wie bei Morbus Crohn, die klinischévre der Colitis ulcerosa nicht immer mit
dem endoskopischen Befund korreliert (Adler et33). Hauptsachlich verwendet wird die
einfach zu handhabende Klassifikation von TRUELOMEd WITTS, nach welcher die
Krankheit bezuglich objektiver klinischer und lableemischer Parameter in einen milden,
schweren und sehr schweren bis fulminaten Schigesitt wird

( siehe Tabelle).
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Klassifikation der Colitis ulcerosa erfolgte nattuelove und Witts, 1959

Variable Milder Schub Schwerer Schub Sehr schwerer Schu
Diarrhon <5 pro Tag 5-9 pro Tag > 9 pro Tag
Blutung Keine oder wenig Malig Profus

Fieber Afebril >37.8° >38,8°
Hamoglobin >109g % 7.5-109g % <7.59%
Blutsenkung <30 mm/h 30 -50 mm/h > 50 mm/h
Albumin >4 g% 3-49% <3g%

Tabelle 10 True Love Klassifikation

Maximal sind nach diesem Index 18 Punkte erreichibardem fir fehlende oder leicht
pathologische Befunde 0 bzw. 1 Punkt, fir schweym@omatik je 2 Punkte und fir sehr
schwere Befunde jeweils 3 Punkte vergeben werden.SEore bis zu 6 Punkten entspricht
einem leichten, zwischen 7 und 12 Punkten einemwvesen und dber 12 Punkte einem sehr

schweren Verlauf der Colitis ulcerosa. In diesebelr wurde die Colitis ulcerosa nach dem

Index von TRUELOVE und WITTS eingeteilt.
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2.18.3.1. Terminales lleum: Permeation Bacteroiddsagilis

Die klinischen Grunddaten der operierten Colitisenbsa Patienten fur die lleum -Versuche sind

in Tabelle 11dargestellt.

Kontrollen | M. Crohn Colitis ulcerosa
n 12 14 9
Alter (Jahre) 59,2+8,5 33,26,6 37,239
Geschlecht (w : m) 7:5 6:8 6:3
Praeoperative Erkrankungsdauer (Jahre) - 4,3t2,2 7,242,9
Alter bei Erkrankungsbeginn (Jahre) - 20,9t5,3 21,3t2,6
Cortison bei OP <20 mg (n) - 6 3
Cortison bei OP >20 mg (n) - 2 4
Verwandte 1 . Grades - 2 2
Extraintestinale Manifestation - 4 4
Abdominelle Voroperationen 1 1 3
Azathioprintherapie (14 Tage vor OP) - 3 1
Tabelle 11 Charakteristika der untersuchten Patienterileem-

Bacteroides fragilis-Versuche
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2.18.3.2. Colon: Permeation Bacteroides fragilis

Die klinischen Grunddaten der Colitis ulcerosa&tagn fur die Colon-Versuche sindTiabelle

12 dargestellt.

Kontrollen | M. Crohn Colitis ulcerosa

n 16 13 11
Alter (Jahre) 60,47,1 32, 24,4 39,2827
Geschlecht (w : m) 9:7 9:4 5.7
Praeoperative Erkrankungsdauer (Jahre) - 5,82,1 5,4+3,8
Alter bei Erkrankungsbeginn (Jahre) - 19,%4,9 22,4:2.6
Cortison bei OP <20 mg (n) - 4 4
Cortison bei OP > 20 mg (n) - 7 5
Verwandte 1 . Grades
Extraintestinale Manifestation
Abdominelle Voroperationen
Azathioprintherapie (14 Tage vor OP)

Tabelle 12 Charakteristika der untersuchten Patienten der

Colon-Bacteroides fragilis — Versuche
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3 Ergebnisse

3.1 Kontroll-Gruppe
3.1.1. Terminales lleu
3.1.1.1. Permeation — Bacteroides fragilis

Die zwdlf untersuchten lleum-Praparate der Kongroippe wiesen alle keine Permeation durch

das untersuchte Dunndarmepithel @idbelle 13).

lleum Zahl der Versuche (n)Permeation Permeation (%)
Kontrolle 12 0 0
Tabelle 13 Kontroll-lleum-Préparate und die Haufigkeit dekteriellen Permeation

von Bacteroides fragilis.

3.1.1.2. Elektrischer Widerstand der Epithelien

Die totalen elektrischen Widerstande waren wahdledt Versuche tber den Versuchszeitraum
von 180 Minuten stabil geblieben. In Abbildung i0dsdie totalen Widerstande jjRhach 180
Minuten aufgezeigt. Die WiderstandsabnahiR' vom Versuchsbeginn bis 180 Minuten nach
Versuchsbeginn betrugsR": 10,2:1,2 Q@n7 Diese Messungen belegten elektrophysiologisch
die Intaktheit des Epithels.
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Abbildung 8 Widerstande der Epithelien im Bacteroides-Verdiiclilas terminale
lleum nach 180 Minuten (n.s.).

3.1.1.3. Histologie

Bei den Patienten der Kontrollgruppe wurden die mlarmepithelien aus dem
Sicherheitsabstand um den zu resezierenden Tuntooremen. Somit waren die Praparate
entztindungsfrei ohne pathologische Veranderungerkédnen der 12 Kontrollpatienten kam es

zu einem Durchtritt von Bakterien tber das Epithel.

3.1.1.4. Praeoperative Therapie
3.1.1.4.1. Cortison
In der Kontrollgruppe (n=12) erhielt kein Patierdgr@son.

3.1.1.4.2. Antibiotika

Alle Kontroll-Patienten erhielten als perioperatpm®phylaktische Antibiotika-Therapie 2 g
Mezlocillin und 500 mg Metronidazol intravends Kisrzinfusion, bei fehlender bakterieller

Permeation.

3.1.1.4.3. Totale parenterale Ernahrung

In der Kontrollgruppe erhielt bei fehlender bakt#er Permeation keiner der Patienten

praoperativ eine parenterale Erndhrung.

3.1.1.4.4. Postoperative septische Komplikationen

In der Kontrollgruppe hatte ein Patient postoperatnen unklaren Temperaturanstieg und eine
Leukozytose. Ein anderer entwickelte eine Harnwegktion und eine akute Bronchitis. Ein

Patient erlitt eine Anastomoseninsuffizienz mit mfatgender Sepsis. In allen drei Fallen war

keine bakterielle Permeation durch das Dinndarmelpgtufgetreten.
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3.1.2 Colon

3.1.2.1. Permeation — Bacteroides fragilis

Bei den Kontrollen kam es bei einem Colondarmepitbesiner bakteriellen Permeation
(Tabelle 14).

Colon Zahl der Versuche (n)Permeation Permeation (%)
Kontrolle 16 1 6,2
Tabelle 14 Kontroll-Gruppe und die Haufigkeit der baktersgllPermeation

von Bacteroides fragilis
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In Abbildung 9 ist die Anzahl der koloniebildenden Einheiten ieitZerlauf fir das permeierte
Epithel aufgetragen (Kolonie bildenden Einheit@erllogarithmisch).
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3.1.2.2. Elektrischer Widerstand der Epithelien

Wahrend des gesamten Versuchszeitraumes von 180téviirwaren die totalen elektrischen
Widerstande bei allen Versuchen stabil gebliel#dsbildung 10 zeigt die totalen Widerstéande
(R"). Die Widerstandsabnahmar') der Kontrollen warAR": 9,2+1,2 Q@n7. Die Intaktheit des
Epithels Gber den Versuchszeitraum wird Uber dabiftat des elektrischen Widerstands des

Epithels elektrophysiologisch belegt.
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Abbildung 10 Verlauf des elektrischen Widerstand bei Kontrollen.
3.1.2.3. Histologie

Die Kolonepithel Praparate der Kontroll-Gruppenseie keine pathologischen Veranderungen

auf.
3.1.2.4. Praoperative Therapie
3.1.2.4.1. Cortison

Bei allen Kontrollpatienten der Kolongruppe best&athe praeoperative Cortison-Medikation.

50



3.1.2.4.2. Antibiotika

Die untersuchten Dickdarmepithelien von den Patmentler Kontrollgruppe, erhielten als
perioperative prophylaktische Antibiotika-Theragge Mezlocillin und 500 mg Metronidazol. Es
bestand keine Assoziation zur bakteriellen Perrorati

3.1.2.4.3. Totale parenterale Ernahrung

Kein Patient der Kontrollgruppe erhielt eine pramapive parenterale Erndhrung. Es konnte

keine Assoziation zur bakteriellen Permeation nauhgsen werden.

3.1.2.4.4. Postoperative septische Komplikationen

In der Kontrollgruppe war bei fehlenden Nachwerseeibakteriellen Permeation, keine

postoperativen Komplikationen zu beobachten.

3.2. Morbus Crohn
3.2.1. Terminales lleum
3.2.1.1. Permeation — Bacteroides fragilis

Tabelle 15 zeigt die Ergebnisse der bakteriellen Permeatiom den 26 untersuchten lleum

Darmepithelien der Kontroll- und Morbus Crohn Grapjkine bakterielle Permeation von der
mucosalen auf die serosale Halfte der Ussingkamwnetde gefunden: Bei 0/12 Praparaten der
Kontrollgruppe und 1/14 der Morbus Crohn Gruppe.

lleum Zahl der Versuche (n)Permeation Permeation (%)
Kontrolle 12 0 0

M. Crohn 14 1 7,2

Tabelle 15 Die Haufigkeit der bakteriellen Permeation von taaides fragilis

bei der Kontroll-, Morbus Crohn- und Colitis ulceeoGruppe.
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Abbildung 11 zeigt, dass die bakterielle Permeation insgesamtan 26 lleumepithelien
aufweist. Die Dynamik der Permeation und die Zadll€olonie bildenden
Einheiten nach 0, 60, 120 und 180 Minuten ist inrdehfolgendenen Abbildung
aufgezeigt.
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Abbildung 11 Verlauf des Bakterienzuwachses bei der Bactesdidgyilis Permeation

(Kolonie bildenden Einheiten, |0er logarithmisctigriragen).
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3.2.1.2. Elektrischer Widerstand der Epitblien

Wahrend aller Versuche Uber den Versuchszeitraumil80 Minuten waren die totalen
elektrischen Widerstande stabil gebliebenAlibildung 12 sind die totalen Widerstande'{R

nach 180 Minuten aufgezeigt. Die lleum-Widerstaneigten keine Verminderung gegenuber
den Kontrollen. Die Widerstandsabnahm&Y) der einzelnen Gruppen vom Versuchsbeginn bis
180 Minuten nach Versuchsbeginn betrug bei M. CrafiR}: 15,3+ 3,4Q[6n¥ und bei den
Kontrollen: AR": 10,2+ 1,2Q[6n?. Die Intaktheit des Epithels wird elektrophysickah tiber

diese Messungen belegt.

@ Kontroll-Gruppe

70 7 m M. Crohn
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Abbildung 12 Widerstande der Epithelien im Bacteroides-Verdiiclias
terminale lleum nach 180 Minuten. * p < 0,05 veulh
Morbus Crohn.
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3.2.1.3. Korrelation von Permeation und Widerstand

Zwischen bakterieller Permeation und Widerstand Ejgghels liel3 sich, wie ibbildung 13

zu sehen, kein Zusammenhang aufzeigen. In Abbildu8y sind die Anzahl der
Koloniebildenden Einheiten (KBE) nach 180 Minuteeggn den gemittelten Widerstand des
Epithels der letzten 60 Minuten des Versuchs atdgen. Die Zahl der serosal nachgewiesenen
Bakterien und die gemessenen elektrischen Widetstiorrelierten nicht miteinander

(r = 0,138 bei Morbus Crohn).
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Abbildung 13 Relation der serosalseitigen Kolonie bildendermEiren zum
totalen Gewebewiderstand des terminalen lleum lmbMs Crohn
(r=-0,138, p=0,639).
3.2.1.4. Histologie

Die histologischen Befunde der Praparate der Moftxahn Gruppe wurden in Anlehnung an
die Wiener Klassifikation in ein perforierendes unitht-perforierendes Entziindungsmuster
eingeteilt. Dabei entsprachen funf der Patientem geerforierendem und neun dem nicht-
perforierendem Entzindungstyp. Ein fibrostenotischieht perforierender Typ lag bei dem
Praparat vor, bei denen man eine bakterielle Pdromeanachweisen konnte. Nach dem
D’Haens-Score lag die Entzindungsschwere der Reedie¢i 12,20,9 Punkten und entsprach
damit einer schweren lleitis Crohn (D'Haens etl@PF*). Der CDAI (Crohn’s disease activity

index) der untersuchten Patienten lag bei 274433 Punkten (Best et al. 1976
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3.2.1.5. Praeoperative Therapie
3.2.1.5.1. Cortison

Von 14 Morbus Crohn Patienten nahmen zehn systén@sctison (Prednisolon) ein. Bei dem
einem Patienten mit stattgehabter Permeation weirdeorale Medikation von 10 mg

Prednisolon verabreicht. Eine Korrelation lassh $ier nicht nachweisen.

3.2.1.5.2. Antibiotika

Alle untersuchten lleumepithelien erhielten intnade als Kurzinfusion als perioperative
prophylaktische Antibiotika-Therapie 2 g Mezloaillund 500 mg Metronidazol.

Ein Patient in der Morbus Crohn Gruppe erhielt bherpraoperativ tber finf Tage intravents
3x2 g Mezlocillin und 2x500 mg Metronidazol. Beindeeinem Patienten mit einer bakteriellen

Permeation wurde keine praoperative Antibiotika+apee durchgefuhrt.

3.2.1.5.3. Totale parenterale Ernahrung

In der Morbus Crohn Gruppe erhielten insgesamt awai 14 Patienten préoperativ eine totale
parenterale Erndhrung. Ein Zusammenhang zwischereiden Permeation wurde auch hier

nicht nachgewiesen.

3.2.1.5.4. Postoperative septische Komplikationen

Einer von 14 Patienten in der Morbus Crohn Gruppgwiekelte postoperativ eine
Anastomoseninsuffizienz mit Peritonitis und nachérlden Bauchdeckenabszess. Praoperativ
war bei diesem Patienten eine enterovesicale FiseKannt. Auch hier bestand kein
Zusammenhang zur bakteriellen Permeation. Der itati@ bakterieller Permeation hatte keine

postoperativen Komplikationen.
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3.2.2. Colon

3.2.2.1. Permeation — Bacteroides fragilis

29 Colon-Praparate entstammten defabelle 16aufgefiihrten Kontroll- und Morbus Crohn
Gruppe. Eine bakterielle Permeation von den 29 @ekektaten fand sich bei der Morbus
Crohn Gruppe 3/13 von der mucosalen auf die sexd4dliite der Ussingkammer. In der

Kontroll Gruppe wurde 1/16 Permeation hachgewiesen.

Colon Zahl der Versuche (n)Permeation Permeation (%)
Kontrolle 16 1 6,2

M. Crohn 13 3 23,1

Tabelle 16 Verteilung der Colon-Préparate auf die verschiedearuppen und

die Haufigkeit der bakteriellen Permeation von Beaaides fragilis.

Die Dynamik der Permeation fir die vier Epithelielie eine bakterielle Permeation aufwiesen
und die Zahl der Kolonie bildenden Einheiten nach60, 120 und 180 Minuten, ist in
Abbildung 14 aufgezeigt. Nach 180 Minuten hatten alle Epitmek®lonie bildende Einheiten
zwischen 80 und 110 erreicht. Bei dem Epithel dentkollgruppe war der Durchtritt jedoch

deutlich verzogert.
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Abbildung 14 Verlauf des Bakterienzuwachses im Zeitverlaufl@kee bildenden
Einheiten, I0er logarithmisch aufgetragen, M.Crehlaue Linie,
Kontrolle — rote Linie).
3.2.2.2. Elektrischer Widerstand der Epithelien

Wahrend aller Versuche Uber den Versuchszeitraum 180 Minuten waren die totalen
elektrischen Widerstande stabil gebliebenAbbildung 15 sind die totalen Widerstande'Jfn
Korrelation zur Anzahl der serosalseitigen Kolomi#gdenden Einheiten nach 180 Minuten
aufgezeigt. Keine Unterschiede zwischen den eierel®ruppen wurden nachgewiesen.
Folgende Widerstandsabnahm&R{() der einzelnen Gruppen vom Versuchsbeginn bis 180
Minuten nach Versuchsbeginn wurde nachgewieser€ighn:AR": 5,1+1,4 Q6n?, Kontrollen:

AR 9,2+12 Q@n? elektrophysiologisch. Die Intaktheit des Epithelgber den
Versuchszeitraum, wurde Uber die Stabilitat dekstesehen Widerstands des Epithels belegt.

100 + @ Kontroll-Gruppe
m M. Crohn

80 -

60 -

40

RIQI

20

0-60 70-120 130-180
Zeit [Min.]

Abbildung 15 Verlauf des elektrischen Widerstandes bei M.h@rond
bei den Kontrollen
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3.2.2.3. Korrelation von Permeation und Widerstand

Abbildung 16 zeigt, dass sich kein Zusammenhang zwischen helktePermeation und
Widerstand des Epithels darstellen lasst. Die AhdahKolonie bildenden Einheiten (KBE)
sind nach 180 Minuten gegen den gemittelten Widadstles Epithels der letzten 60 Minuten
des Versuchs aufgetragen.

Es findet sich keine Korrelation zwischen der Zdéd serosal nachgewiesenen Bakterien und

den gemessenen elektrischen Widerstanden k (r38 @& M. Crohn).
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Abbildung 16 Relation von serosalseitigen Kolonie bildenderEiten und
totalen Gewebewiderstand des Colon ascendens b@roin. (r=-
0,09, p=0,76).
3.2.2.4. Histologie

Die histologische Einteilung der Morbus Crohn Prapa erfolgte nach der Wiener
Klassifikation in ein perforierendes und nicht-perérendes Entzindungsmuster. Von den
insgesamt 13 Kolon Préparaten entsprachen achénBati aus dem Morbus Crohn-Kollektiv
dem perforierendem und funf dem nicht-perforierend&ntziindungstyp. Bei den drei
Préaparaten, die eine bakterielle Permeation auémiekg zweimal ein fibrostenotischer nicht
perforierender Typ und einmal ein perforierendep Twor. Der D"Haens-Score ergab eine
Entzindungsschwere der Resektate von#IR&bPunkten. Somit entsprachen diese Ergebnisse

einer schweren Colitis Crohn. Der CDAI der untelgan Patienten lag bei 30&534,2 Punkten.
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3.2.2.5. Praeoperative Therapie
3.2.2.5.1. Cortison

Elf von 13 Morbus Crohn-Patienten nahmen systempéoperativ Prednisolon ein. Bei den
drei Patienten mit Permeation bestand eine Medikathit 10/15/20 mg Prednisolon. Eine

Korrelation konnte nicht festgestellt werden.

3.2.2.5.2. Antibiotika

Von den untersuchten Dickdarmepithelien, erhieltafle Patienten als perioperative
prophylaktische Antibiotika-Therapie 2g Mezlocillimnd 500mg Metronidazol. Bereits
praoperativ erhielten zwei Patienten in der MorBushn-Gruppe 3x2 g Mezlocillin und 2x500
mg Metronidazol Uber funf Tage. Bei den Patientah Permeation wurde keine praoperative

antibiotische Therapie durchgefihrt.

3.2.2.5.3. Totale parenterale Ernahrung

Von den 13 untersuchten Kolon Darmepithelen, ewrekwei Patienten der Morbus Crohn
Gruppe praoperativ eine total parenterale ErndhruRg ergab sich ebenfalls kein
Zusammenhang zwischen parenteraler Erndhrung ualthgit des Colonepithels gegenuber
Bakterien. Keine Permeation konnte nachgewiesedemer

3.2.2.54. Postoperative septische Komplikationen

Ein Patient der Morbus Crohn Gruppe entwickelte é@nastomoseninsuffizienz mit Peritonitis
und im weiteren Verlauf einen Bauchdeckenabszegsp@rativ hatte dieser Patient eine
enterovesicale Fistel. Im Versuch zeigte sich keikterieller Ubertritt. Der Patient mit
bakterieller Permeation hatte keine Komplikationerder Kontrollgruppe, waren keine

postoperativen Komplikationen zu beobachten.
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3.3. Colitis ulcerosa

3.3.1. Terminales lleum

3.3.1.1. Permeation Bacteroides fragilis

Tabelle 17 zeigt die untersuchten lleum-Praparate in der Kdiat Morbus Crohn und Coilitis
ulcerosa Gruppe. Es zeigten sich vier bakterie#ariéationen : Bei der Kontrollgruppe 0/12
und bei der Morbus Crohn Gruppe 1/14.Vier bakteri€étermeationen zeigt sich damit am
haufigsten bei der Colitis ulcerosa (p<0,05 naclNBtoars-Test).

lleum Zahl der Versuche (n)Permeation Permeation (%)
Kontrolle 12 0 0

M. Crohn 14 1 7,2

Colitis ulcerosa 9 4 44,4

Tabelle 17 Verteilung der lleum-Préaparate auf die verschiede@ruppen und die

Haufigkeit der bakteriellen Permeation von Bactdesifragilis.
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Abbildung 17 zeigt die Dynamik der Permeation und die ZahlKi@onie bildenden Einheiten

nach 0, 60, 120 und 180 Minuten fur die vier Editreder Colitis ulcerosa lleum Gruppe, bei
denen eine bakterielle Permeation nachgeweisenewittk Epithelien zeigen eine hohe Anzahl

an Kolonie bildenden Einheiten und eine Vermehrtergdenz auf der serosalen Seite der

Ussingkammer.

3.3.1.2. Elektrischer Widerstand der Epithelien

Waéhrend aller Versuche Uber den Versuchszeitraumil80 Minuten waren die totalen
elektrischen Widerstande stabil geblieb&hbildung 18 zeigt die totalen Widerstande'YRach
180 Minuten. Bei der Colitis ulcerosa zeigt siclygatiber M.Crohn eine Verminderung des
lleum-Widerstandes, jedoch nicht gegenuber Korgroll

@ Kontroll-Gruppe
60 - m M. Crohn

50 - O Colitis ulcerosa

40 - *

30 ~

RIQ]I

20
10 -

0
0-60 70-120 130-180
Zeit [Min.]

Abbildung 18 Widerstande der Epithelien fur das terminaderh
(* p <0,05 vs. lleum M. Crohn).
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3.3.1.3. Korrelation von Permeation und Widerstand

Abbildung 19 zeigt keinen Zusammenhang zwischen bakteriellem@ation und Widerstand
des Epithels. Die Anzahl der Kolonie bildenden Eitdn (KBE) sind nach 180 Minuten gegen
den gemittelten Widerstand des Epithels der let@é@eMinuten des Versuchs aufgetragen.

Es gibt keine Korrelation zwischen der Zahl derosal nachgewiesenen Bakterien und den
gemessenen elektrischen Widerstanden (r = -0,3L€bliis ulcerosa und r = 0,138 bei M.
Crohn)
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Abbildung 19 Relation von serosalseitigen Kolonie bildendemhgiten und
totalem Gewebewiderstand des terminalen Illeum beliti€
ulcerosa (r =-0,314, p = 0,411).
3.3.1.4. Histologie

Die Colitis ulcerosa Praparate wurden histologisabh der Truelove Klassifikation eingeteilt.

Diese zeigten, dass von neun untersuchten lleuth&ign, in einem Fall eine mittelgradige und
in den acht anderen Féllen eine schwere chroniketizindung des Colons (Truelove et al.
19569 besteht. In vier der schwer entziindeten Prépésate eine Permeation von Bakterien
statt. Der CAl ,colitis activity index“ nach (Trusbe et al. 19569 lag bei den untersuchten

Patienten bei 2,2 0,8 Punkten. In Féallen mit schwerer Entztindung lesnzur Permeation. Es

bestand jedoch kein statistischer Zusammenhangchens Entziindungsgrad und Permeation
(p=1,00). Die lleumpraparate wurden nach dem HigietScore des pouchitis-disease activity
index eingeteilt. Eine Backwashileitis liegt benem Index ab vier vor. Vier der untersuchten
lleumpréaparate hatten eine Backwashileitis. EiniegAatvon den vier Praparaten mit einer
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Bacteroides fragilis Permeation wies die Kriteriner Backwashileitis auf. Eine Korrelation

konnte nicht nachgewiesen werden.

3.3.1.5. Praeoperative Therapie
3.3.1.5.1. Cortison

Sieben von neun Patienten erhielten in der Caliterosa Gruppe systemisch Prednisolon. Bei
allen Patienten mit Permeation bestand eine Cartigdikation. Aufgrund der Inhomogenitat

der Gruppe ergab sich jedoch kein Zusammenhangchkens Permeation und Prednisolon-
Medikation.

3.3.1.5.2. Antibiotika

Zwei von neun Patienten mit Colitis ulcerosa etbrelpraoperativ 3x2 g Mezlocillin und 2x500

mg Metronidazol je tber funf Tage. Keine Permeataond bei diesen Patienten statt.

3.3.1.5.3. Totale parenterale Ernahrung

Ein Patient in der Colitis ulcerosa Gruppe wurdeioperativ parenteral ernahrt. Kein

Zusammenhang ergab sich zwischen parenteraler amginnd bakterieller Permeation.

3.3.1.5.4. Postoperative septische Komplikationen

Zwei von neun Patienten entwickelten postoperatiere Bauchdeckenabszess. Eine bakterielle

Permeation konnte nicht nachgewiesen werden.
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3.3.2. Colon
3.3.2.1. Permeation Bacteroides fragilis

Zwei von elf Patienten bei der Colitis ucerosa-Geigeigten eine bakterielle Permeation.
(Tabelle 18.

Colon Zahl der Versuche (n)Permeation Permeation (%)
Kontrolle 16 1 6,2

M. Crohn 13 3 23,1

Colitis ulcerosa 11 2 18,2

Tabelle 18 Haufigkeit der bakteriellen Permeation von Bacidesi fragilis und die

Verteilung der Colon-Préparate auf die verschiedebrippen.
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Abbildung 20 zeigt die Dynamik der Permeation und die Zahl deloKie bildenden Einheiten
nach 0, 60, 120 und 180 Minuten im Vergleich zu Gfohn und Kontrollen fur die Colitis

ulcerosa Epithelien, die eine bakterielle Permeatiofwiesen.
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Abbildung 20 Verlauf des Bakterienzuwachses im Zeitverlaufl@Kee bildenden
Einheiten, 10er logarithmisch aufgetragen: Coliiserosa — schwarze
Linie, M.Crohn — blaue Linie, Kontrolle — rote L&)t
3.3.2.2. Elektrischer Widerstand der Epithelien

Abbildung 21 zeigt die Widerstande der Colon-Praparate im Rahdsx Bacteroides fragilis-
Permeationsversuche. Keine Unterschiede wurderchemsden einzelnen Gruppen festgestellt.
Vom Versuchsbeginn bis 180 Minuten nach Versuchsbebetrug die Widerstandsabnahme
(AR") bei Colitis ulcerosaAR"; 4,3+2,3QGn?.
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Abbildung 21 Verlauf des elektrischen Widerstandes Uber dieki& Kontrollen,

Colitis ulcerosa und M. Crohn.
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3.3.2.3. Korrelation von Permeation und Widerstand

Abbildung 22 zeigt die in Korrelation zur Anzahl der serosdlgen Koloniebildenden
Einheiten nach 180 Minuten die totalen WiderstafRe). Keine Unterschiede bestanden

zwischen den einzelnen Gruppen.
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Abbildung 22 Relation von serosalseitigen Kolonie bildenden hEiten und totalen

Gewebewiderstand des Colon ascendens bei Coligsada. (r=0,445, p=0,17).
3.3.2.4. Histologie

Angelehnt an die histologische Truelove Klassifikatzeigen die Colitis ulcerosa untersuchten
Colon ascendens Epithelien der Patienten, 1/9 lgn#gige und in 8/9 Féllen eine schwere
chronische Entziindung des Colons (Truelove et 36'1%. Eine Permeation von Bakterien
wurde in 2/8 schwer entziindeten Préparate beoliaddée CAIl lag bei den untersuchten
Patienten bei 2,5 Punkten. In allen vier Fallen mit schwerer Bnttung kam es zur

Permeation. Dennoch bestand kein statistischer rdoghang zwischen Permeation und

Entztindungsgrad (p=1,00).
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3.3.2.5. Praeoperative Therapie
3.3.2.5.1. Cortison

Im Patiententeil bereits ausgefiihrt erhielten ngan elf Patienten in der Colitis ulcerosa-
Gruppe eine intraventse Prednisolon Gabe. EineigBarhedikation bestand bei allen
bakteriellen Permeationen. Es ergibt sich ebent@dia Zusammenhang zwischen Permeation

und Prednisolon Gabe.

3.3.2.5.2. Antibiotika

Alle neun Patienten der Colon Epithel Gruppe, didre als perioperative prophylaktische
Antibiotika-Therapie 2g Mezlocillin und 500mg Metidazol.

Zwei der Patienten mit Colitis ulcerosa waren pegiapiv mit 3x2 g Mezlocillin und 2x500 mg
Metronidazol je Uber funf Tage behandelt wordeni @eem Patienten fand eine bakterielle
Permeation statt. Auch hier liess sich keine Katreh feststellen.

3.3.2.5.3. Totale parenterale Ernahrung

Zwei Patienten wurden praoperativ parenteral etn&eine bakterielle Permeation fand statt.
3.3.2.5.4. Postoperative septische Komplikationen

Zwei Patienten entwickelten im postoperativen Mdrleinen Bauchdeckenabszess. Bei einem

dieser Falle, war in vitro eine bakterielle Pernmmatzu beobachten. Es lieR sich keine
Korrelation feststellen.
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4 Diskussion

4.1.1 Herleitung der Hypothese

Es zeigte sich, dass Bacteroides fragiles eine tigehRolle in der Pathogenese chronisch
entziindlicher Darmerkrankungen spielt. Um die Rdée Permeation entlang der Schlussleisten

genauer zu untersuchen, fuhrten wir die vorliegefdbeit durch.

4.1.2 Methode

Zur Klarung der noch unklaren Pathogenese und PRabloanismen der chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen wurden eine Reihe Kolitis-Tiermodellen etabliert, die
durch toxische Schadigung des Darms und genetsiddeimmunologische Manipulationen die
humane chronisch entzindliche Darmerkrankungenerait. Als Vorteil dieser Methode gilt,
dass Tiermodelle besser reproduzierbar sind. Higstnés moglich, selektiv bestimmte Aspekte
der Erkrankung oder ihrer Pathogenese zu untersudbi@ Nachteil ist, dass keines dieser
Modelle vollstandig dem Bild einer der beiden chsch entzindlichen Darmerkrankungen
entspricht. Zudem ist die Ubertragbarkeit der irerfersuch nachgewiesenen physiologischen
und pathophysiologischen Zusammenhange auf dendWiensaufgrund von unterschiedlichen
Spezies-Eigenschaften umstritten.

Durch die Methode in der vorliegenden Arbeit, die dntersuchung der bakteriellen Permeation
durch menschliche Epithelien erlaubt, ist es mégtlen bakteriellen Durchtritt bei chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen direkt am Darmepitietnes erkrankten Menschen
nachzuweisen. Das Ziel war hierbei eine Methodetablieren, anhand derer sich die bakterielle
Permeation durch menschliches Darmepithel ex vintaeh und direkt nachweisen lasst. Unter
der Vorstellung, dass das intakte Darmepithel eimdsame Barriere gegentber Bakterien
darstellt, wurden die Versuche mit der Ussingkamuohgichgefuhrt. Ausgangspunkt war die
Annahme, dass das entziindete Darmepithel bei dutorentzindlichen Darmerkrankungen
Barrieredefekte aufweist und durchlassig fir Bakterist. Die hierbei verwendete Methode
bietet die Grundlage weiterfuhrender Untersuchungéber die Mechanismen und
begiinstigenden Faktoren der bakteriellen Permed@rMorbus Crohn, Colitis ulcerosa und
anderen entzundlichen und nicht entzindlichen Ddaaekungen, die mit einer
Barrierestérung einhergehen koénnten. Ein solchesldiaviirde die Mdglichkeit bieten, die
These eines erhohten bakteriellen Durchtritts hesrmisch entztindlichen Darmerkrankungen zu
verifizieren. Daruiber hinaus wére es denkbar, atevighrend dazu zu verwenden den Einfluss
verschiedener Substanzen, wie z.B. Medikamente dief Durchlassigkeit sowie den

Metabolismus auf das entziindete Epithel fir Ba#teriu untersuchen.
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4.1.3 Indirekter / Direkter Nachweis der bakteridlen Translokation

Bisher erbrachten alle bisherigen Arbeiten nur rekii den Nachweis der bakteriellen
Translokation, d.h. den Durchtritt von Bakteriensadem Darmlumen in extraintestinale,
physiologischerweise sterile Kompartimente beim dt&ren. Der Translokationsprozess liess
sich bisher durch den Nachweis lebender Bakteneden verschiedenen Organen feststellen.
Um die Pravalenz der bakteriellen Translokationuntersuchen, wurde von 42 Patienten mit
Morbus Crohn, die aus den unterschiedlichen Gritejgaratomiert wurden, Gewebeproben aus
dem Blut- und mesenterialen Lymphknoten entnomnah mikrobiologisch untersucht. Eine
bakterielle Translokation wurde bei 20 Patientermasenterialen Lymhknoten = 48 Prozent
nachgewiesen. Die Blutkulturen waren in zwei vorP2lienten positiv (Takesue et al. 28502

In einer nachfolgenden Studie von Laffineur et18192° wurden mesenteriale Lymphknoten,
Pfortaderblut und Peritonealabstriche von 28 Paaremit M. Crohn untersucht. Die Haufigkeit
der bakteriellen Translokation betrug hier 29 %ffibaur et al.199%). Ambrose et al 1984
verglichen Serosaproben und mesenteriale Lymphknaia 46 Patienten mit M. Crohn und 43
anderen Patienten. Hier wurden Bakterien in denentesalen Lymphknoten von 33 % der
Patienten mit M. Crohn und von 5 % der Kontrollpaten nachgewiesen. Nach dem gleichen
Prinzip wurden Tiere untersucht. In diesen Modelbrden verschiedene physiologische und
anatomische Veranderungen induziert, um Bedingungen schaffen, unter denen eine
bakterielle Translokation stattfand. Bei Untersud®n mit acht Ratten, die mittels rektaler
Applikation von 2,4,6-Trinitrobenzenesulfon SauréNBS) eine induzierte akute Colitis
aufweisen, fand man in Abh&ngigkeit vom Entzindgrgs der Erkrankung eine potentielle
Zunahme von gramnegativen aerob wachsenden Baktdtine zusatzliche mikrobiologische
Untersuchung von mesenterialen Lymphknoten, Mild ueber ergab eine erhdhte bakterielle
Translokation in den Colitisratten. Bei den Korltteten wurden keine Bakterien in den
untersuchten Geweben gefunden (Gardiner et al.*)9%tentiell pathogene Bakterien wurden
in operativ entommener Serosa vom lleum und inrdesenterialen Lymphknoten von Morbus
Crohn nachgewiesen. Diesen Bakteriendurchtritt k&nman als Ursache fur die Entstehung von
Abszessen und Fisteln bei Morbus Crohn betrachiembfose et al. 198). Die beschriebenen
Arbeiten zum Nachweis der bakteriellen Translokatzeigten, dass darmstandige Bakterien in
umliegendes Gewebe eindringen konnten. Dieses Rigmodas von der Entzindung der
Darmschleimhaut abhing, konnte in seiner Haufigkeitiieren. Allerdings erbrachten die
Autoren nur einen indirekten Permeationsnachweig. @rekte Passage durch die Mucosa

wurde nicht nachgewiesen. Die Inzidenz von Erkragiem, die im Zusammenhang mit der
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intestinalen Flora des menschlichen Organismugshais stehen, ist steigend. Hierfir werden:
die Zusammensetzung, intestinale Adharenzfaktoréakterielle Translokationen und
Immunmodulationen verantwortlich gemacht (Dunnele200£%). Fir den direkten Nachweis
der bakteriellen Permeation Uber Darmepitheliervigr bietet das Ussingkammermodell eine
ideale Methode. Es erlaubt im Gegensatz zu deivoiModellen eine direkte Untersuchung der
mukosalen Barrierefunktion in isolierten Darmsegtaen unabhangig von Einflissen
systemischer Immunfaktoren oder bakterieller Ubetvenung. Durch kontinuierliche Messung
der elektrophysiologischen Parameter kann die Vfiabdes Epithels im Versuch beurteilt und
Permeabilitatsveranderungen gemessen werden. Dertrlitbausgewahlter Substanzen kann
untersucht werden, indem die Substanz auf der malemsSeite des Epithels in die Kammer
gegeben und nachfolgend ihre Konzentration auf sk¥psalen Seite bestimmt wird. Der
Ubertritt von Bakterien durch das Epithel kann soalfativ und quantitativ bestimmt
werden.Vorausgesetzt, dass die zugegebenen Baktsiaher von der residenten Flora
unterschieden werden kénnen. Die Ussingkammeiinssianvolles Modell um am Epithel die
Mechansimen der bakteriellen Translokation zu sotenen. 1998 etablierten Kurkchubasche, et
al® diese Methode im Tierversuch unter Verwendung <sineapathogenen
streptomycinresistenten Stammes E. coli C-25 zuetdnchung der bakteriellen Permeation im
Dunndarm neugeborener Ferkel. Mit dem gleichen &astamm erfolgten verschiedene
Studien zum Durchtritt von Bakterien im lleum voatin und Kaninchen. Die Identifizierung
der auf die serosale Seite Ubergetretenen Baktegetang mittels Anzucht auf
streptomycinhaltigen Agar und Auszahlung der Kadobildenden Einheiten. In einem Versuch
mit Clonidin zur Reduktion der die Mukosa bedeclemdvucinschicht, mit dem Ziel die
intestinale mukosale Barriere so zu verdndern, desszu einer verstarkten bakteriellen
Translokation kommt, verwendete Maxson et al. Hi B8100 fir Durchtrittsversuche im
Rattendinndarm und differenzierte die in der sdéeosa Badlosung kultivierten
Bakterienkolonien mit K100-Antigen im Latexagglwtionstest (Maxson et al. 1984 In einer
Studie Uber den EinfluR der Schadigung von Endataxi der gastrointestinalen Barriere durch
Erhéhung von Stickstoffmonoxid, wird der Einfluld nvoeinem Stickstoffmonoxidfanger
(Dithiocarbamatederivate) mit fluoreszenzmarkiéttecoli, die sie mittels Durchflusszytometrie
quantifizierten von Dickinson et al. 199%lurchgefiihrt. Der bakteriellen Durchtritt ex viiro
Colon wurde erstmalig von Scheppach et al. in eBtadie Uber den Effekt von L-Glutamin und
n-Butyrat auf die Dickdarmschleimhaut an Rattenetsucht (Scheppach et al. 1495 Sie
verwendeten dazu einen Ampicillin resistenten emathogenen E. coli 11-1 Serotyp 0111:H-

und identifizierten die Kolonien des serosalen Audss mittels Agglutinationstest mit E. coli
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0111-Antiserum und PCR. Es konnte gezeigt werdass duminal und serosal zugegebenes
Glutamin die Gewebe-Conductance, Mannitol-und LaserPermeabilitat und die Permeation
von Escherichia coli reduziert. Durch Butyrat kanieser Effekt nicht erzielt werden. Unter
der Annahme, das Endotoxine die bakterielle Traadlon triggern, untersuchte Mayer et al.
1998“ die Permeation des Ampicillinresistenten E. &tBi101:K12 im Rattendickdarm in einer
modifizierten Ussingkammer unter der selektivenraxruralen Zugabe von Endotoxinen.
Isenmann et al. zeigte 2080dass unter der Zugabe einer Kombination von Geytta und
Penicillin G eine ausreichende Dekontamination Dlarmflora von Ratten erreichen konnten,
um selektiv die Durchgangigkeit mit der Ussing Kaemmvon Enterococcus faecalis zu
untersuchen. Es zeigte sich eine hdhere in-vitroaBationsrate im Ratten-Colon von
Enterococcus faecalis mit Aggregationssubstanzen @i Enterococcus faecalis ohne
Aggregationssubstanzen. Eine totale parenteraledhifung fihrt im Vergleich zu einer
elementaren Ernahrung zu einer erhdhten bakterdemeationsrate im Colon bei Ratten
(Mosenthal et al.2009. Mishima et al. 1999 zeigte das Lipopolysaccharide als
Zellwandbestandteil von E.coli eine vestarkte Al der Nitrit Oxid Synthetase auslost.
Gemessen an der erhdhten Nitrit Oxid Synthetases/iéttwurde eine verstarkte Permeation in
der Mukosa vom lleum in der Ussingkammer gemesBéan.bisher erwahnten Arbeiten zum
Nachweis der bakteriellen Translokation zeigterssddarmstéandige Bakterien in Abhangigkeit
von bestimmten Bedingungen, wie zum Beispiel Endeingsgrad, in das umliegende Gewebe
eindringen konnen. Das Translokationsergebniss evigdoch nur indirekt nachgewiesen, d.h
die Bakterien wurden als Ergebniss der Translokatio entsprechenden Gewebe erfasst. Oder
im Tierversuch mit der Ussinglkammr als direkterr®eationsnachweis. Der einzige bisherige
direkte Nachweis der bakteriellen Permeation beiemé¢hen ex - vivo wurde mit E.coli in der
Arbeit von Becker et al. 208deschrieben. In dieser als auch in meiner Arbddlgte der
direkte Nachweis der bakteriellen Permeation didalmepithelien von Patienten mit chronisch
entzuindlichen Darmerkrankungen ex vivo mit der bigd{ammer. Es erlaubt im Gegensatz zu
den in vivo- Modellen eine direkte Untersuchung derkosalen Barrierefunktion an isolierten
Darmsegmenten. Durch die kontinuierliche Messung e@ektrophysiologischen Parameter
konnte die Viabillitat des Epithels im Versuch ket werden und Permeabilitatsverdnderungen
gemessen werden. Der Durchtritt von Bakterien ddadh Epithel wurde untersucht, indem eine
bestimmte Anzahl von Bakterien mukosal in die Vehslbsung hinzugegeben wurde und
nachfolgend die Konzentration auf der serosalete $mstimmt wurde. Der isolierte Durchtritt
von Bacteroides fragiles konnte somit qualitativd uguantitativ untersucht werden. Die

Schwierigkeit dieser Studie war Bacteroides fragikoliert nachzuweisen. Dafir wurde eine
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Badlosung mit Kanamycin , Vancomycin , Ampicillimai Sulbactam resistenten Bacteroides
fragiles gewahlt. Die physiologische Besiedlungutgersuchten Darmschleimhaut wurde somit
eradiziert. Die ldentifizierung der auf der seresabeite durchgetretenen Bakterien erfolgte
mittels Anzucht auf Kanamycin, Vancomycin, Ampieilund Sulbactam haltigen Agar. Somit
konnte die bakterielle Translokation von Bactersittagiles quantitativ und qualitativ beim

Menschen ex vivo nachgewiesen werden.
4.1.4. Bakterielle Translokation beim Menschen

In allen bisher veroffentlichten Studien wurde Bekteriellen Durchtritt in der Ussingkammer
bisher nur an Tiermodellen durchgefihrt. In derliggenden Arbeit wurde erstmals beim

Menschen die bakterielle Permeation isoliert mittBeoides fragiles ex vivo nachgewiesen .

4.1.5. Schadigung der Darmschleimhaut durch enterotoxinbidienen
Bacteroides fragilis als obligater Anaerobier dermtestinalen

Mikroflora

Die Schleimhautoberflache des Menschen, inkluse® Magen —Darm-Traktes, der Atemwege
und des Urogenitaltraktes betragt etwa 400 Bin grosser Teil der Schleimhautoberflache ist
mit einer normalen bakteriellen Flora besiedele Dberflache des Magen-Darm-Traktes betragt
etwa 300 i Der Darm enthélt mit Giber 400 Bakterienspezies S8nbspezies, insgesamt etwa
10" - 10" Bakterien pro Gramm Darminhalt, die grésste Anzi#tl bakteriellen Population im
menschlichen Kérper. Die Gesamtzahl von Bakteriem Mensch betragt etwa T d. h es
kommen 10 Bakterien auf eine menschliche Zelle {densch besteht aus etwa'i@ellen).
Obligate Anaerobier, insbesondere Bacteroides Artenbacterium, Bifidobacterium oder
Clostridienspezies machen mit 99 % einen weseetliddestandteil der intestinalen Mikroflora
des menschlichen Organismus aus. Die Zusammengettein Darmflora ist abhangig von
verschiedenen Wirtsfaktoren, wie zum Beispiel defterAund dem Ernéhrungszustand. Eine
faserreiche oder vegetarische Kost beginstigt didori{iserung mit Aerobiern, wie E.coli
wohingegen eine fleischreiche Kost die Kolonisigrumit anaeroben Bakterien begunstigt
(Sonneborn et al. 199%). (Kryzanowski et al. 2003). Darmorganismen sind vor allem an einer
Vielzahl von metabolischen Prozessen beteiligt. [Siden vorwiegend Bernsteinsaure, neben
geringen Mengen von Essig-, Propion-, Isobuttenitd- und Isovalerinsdure. Neben den

metabolischen Aktivitdten haben Bacteroides unceend\naerobier eine zusatzliche Rolle bei
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der Abwehr von pathogenen Organismen (Van der Weiaial.1971*). Ein wesentlicher
Abwehrfaktor besteht darin, das Bacteroides auf detr einer Mucinschicht bedeckten
Oberflache von Darmepithelzellen Uberzieht und estitdwird, so dass weitere transiente
mikrobielle Organismen an der Adharenz der Darrhepikllschicht behindert werden. Die
Darmperistaltik befordert dann die transiente Déwnafweiter nach aboral, so dass der Kontakt
zur jeweilgen Darmepithelzellschicht verloren géBtoucher et al.198%. 81 % der anaeroben
klinischen Infektionen werden durch Bacteroidesgifes verursacht, wobei er nicht direkt
invasiv ist sondern indirekt, wenn es zu einer threchung der Mukosawand kommt, wie u.a
bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen beaatdominellen Infektionen (Sheehan et
al. 1989%). Wesentliche Virulenzfaktoren bei den anaerobi@htsporenbildenen Bakterien
sind Adhasine, Kapselpolysaccharide, Endotoxineies@uccinat und Superoxiddismutase, die
vor der Wirkung von Phagozyten schitzen. Als seesrdes Enzym spielt bei der
Gewebszerstorung das Exotoxin ,Fragilysin“ einel®dDie meisten Lipopolysaccharide in der
Aussenmembran der Bakterien fluhren zu einer Stimonlader humoralen Zellabwehr
LJAntikdrper Immunantwort”, wobei Bacteroides zu einT-Zell vermittelten Immunantwort
fuhrt (Onderdonk et al.1989. Eine Studie von Rokos et al. 1999 zeigte dieaaiien
Eigenschaften des Endotoxins, indem er nachwesstlgalipopolysaccharide vom Bacteroides
fragiles die Expression von Adhasionsmolekilen IGAM/CAM-1 und E- Selectin stimulieren
(Rokosz et al. 1999%, Rokosz et al. 1999%, Rokosz et al. 206%). Dies filhrt wiederum zu
einer Aktivierung und somit Unterstitzung der Zymgkoduktion im Rahmen der
Immunregulation von T Helferzellen. Zusatzlich wemddie T-Zellen Uber das Exotoxin
.Fragilysin®, das uber die Zerspaltung des intdwtéten Proteins zu einer Veranderung des
Zytoskelettes filhren kann. G und F Actin sind ERBkéirper des Proteoplasmas =Actinfilament,
die die Zelle durchspannen und bestimmend fir @kfafm sind. G- Actin ist ein Monomer,
aus dem durch Selbstaggregation fibrillare Proteiekille = F- Actin = Actinfilamente
entstehen (Saidi et al.199%. BFT ist das erste bakterielle Toxin, das in demge ist
extrazellular das Zytoskelett, F-Actinfilamente tieene Spaltung von Zelloberflachenmolekile
zu verandern (Lerm et al. 2000 Enterotoxinbildener Bacteroides fragiles ist mem
verschiedenen Infektionen beteiligt, als ein n@hiterotoxinbildene Bacteroides fragiles (Kato et
al.1996"). Es ist moglich, dass das Fragilysin in der Ldge Organismen von einem
Infektionsherd zu l6sen und somit eine Dissemimation Korper zu unterhalten. Das
Enterotoxin, das Fragilysin zeichnet sich u.a. delduaus, dass es in der Lage ist
Epithelzellverbéande aufzulésen. Bislang wurden theiypen (BFT -1, BFT -2 und das Korea
BFT) dieses Toxins identifiziert. Alle drei Strangerden auf unterschiedlichen BFT Loci auf

73



Chromsom 6 kB, von enterotoxinbildenen Bacteroifiggmmen codiert (Sears et al. 2861
1999 wurde das dritte Toxin ,Korea BFT , von Chugigal. 1998° gefunden. Alle drei Toxine
sind verschiedene Proteine mit gleicher biologischktivitat, aber unterschiedlicher Potenz
(Shaoguang et al. 1998). Weiterfihrende Studien zeigten beziiglich dereRotfolgende
Unterschiede: BFT 2 > BFT 1> BFT 3. BFT verandere @ellulare Morphologie und
Physiologie, wenn es vor allem auf der basolatersdembran der Epithelzellen lokalisiert ist
(Wu S et al. 1998%. Allen drei Entertoxinen gemeinsan ist, das sie Brotein der
extrazellularen Doméne der Zonula adherens, dasGadherin ,zerspalten kénnen (Wu S et al.
1998%9). Sears zeigte, dass das zelludre Ziel fir BFT ElBadherin ist. Es bewirkt eine
Veranderung der zellularen Morphologie in Epithéére (Sears et al. 206). Alle diese
Veranderungen finden nach drei Stunden Versuchsdaaeh der Zugabe von dem Enterotoxin
,BFT*“ statt (Donelli et al.1998). Enterotoxin bildenener Bacteroides fragilesist der akuten
Diarrh6 und chronisch entzindlichen Darmerkrankanggsoziiert. Prindiville et al. entdeckte,
das bei 13 % von 83 Patienten mit Morbus Crohn @alitis ulcerosa das Enterotoxin in deren
Fazes, wobei in der aktiv entztindlichen Phase #®@@®sitiv waren und im nicht entzindlichen
Schub kein Enterotoxin nachgewiesen worden isn(Riile et al.2008) Es kommt zu einer
reversiblen Stimulation der Chlorid Sekretion und ener Veranderung der Tight junction
Funktion in polarizierten intestinalen EpithelzalleRiegler et al. 199%eigten, dass das BFT
die Colon Darmepithelzellen schadigt und es somnieiner Abnahme des totalen Widerstandes
und zu einer erhohten Permeabilitit des Darmepitkeimmt. Enterotoxin produzierender
Bacteroides fragiles wurde erstmals in einer epidemischen Studie Uber Diarrh6 bei einer
Lammherde beschrieben (Obiso et al.F§9Sears et al.1998). Seit 1984 ist bekannt, dass das
Enterotoxin von Bacteroides fragiles Stammen mério bei Tieren und Menschen assoziiert
wird (Shaoguang et al. 1998. Dieser enterotoxinbildene Bacteroides Typ praeftizals
Virulenzfaktor, eine 20 kDa Zink Metalloproteaseragilysin“( Abk. BFT ) ein extrazelluléares
Toxin, deren Hauptangriffspunkt das E-Cadherin denula adherens zu sein scheint. E-
Cadherin ist ein wichtiger Bestandteil der Zonuldherens, eine Verbindung zwischen
Nachbarzellen. Sie bestehen aus einer intra- urtdazstlularen Komponente. Uber die
extrazellulare Komponente eines Cadherins wird eu Machbarzelle eine Verbindung zur
extrazellularen Doméane des nachsten Cadherins stelige Nach Toxinzugabe kommt es
innerhalb von einer Minute zu einer Zerstérung @ight junction (Shaoguang et al.199%.
Zusatzlich hat die Metalloprotease die Fahigkedti® Tropomyosin, Gelatin und Fibrinogen zu
hydrolysieren. Diese Metalloprotease (Abkirzung MMirer: M10 C) gehért zur Familie der
Metzincin Superfamilie (Moncrief et al.198% Diese Enzymgruppe wird von ca. 10 % von
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Bacteroides fragiles produziert. Eine Gruppe vartgwlytisch wirksamen Enzymen, die sich aus
Methioninresiduen (Donelli et al.199% mit einer katalytischen Einheit, die sich ausidre
Histidinresten als Liganden mit einem zentralertaly@ischen wesentlichen Zinkion als aktive
Bidungsstelle und Glutamat als Basis zusammensetreh im extrazellularen Milieu mit
neutralen pH arbeiten (Stocker et al.1¥95 Optimale proteolytische Aktivitat findet bei 37°
und einem pH Wert von 6.5 statt. Fur eine volle kKimsfahigkeit benottigen sie extrinsische
Kalzium lonen. Sie befinden sich an der Zellobeti Saidi et al. zeigte in einem Versuch mit
HT29 veranderten intestinalen Epithelzellen, das$ Burch die Hydrolysefahigkeit von G- und
F Actin zu einer Verdnderung des Zytoskelettesdiitikann. G und F Actin sind Eiweil3korper
des Proteoplasmas =Actinfilament, die die ZellecHspannen und bestimmend fur die Zellform
sind. G- Actin ist ein Monomer, aus dem durch Selipgregation fibrillare Proteinmolekile = F-
Actin = Actinfilamente entstehen (Saidi et al.188y BFT ist das erste bakterielle Toxin, das in
der Lage ist extrazellular das Zytoskelett, F-Afdmente Uber eine Spaltung von
Zelloberflachenmolekiile zu verandern (Lerm et &108°). Enterotoxinbildener Bacteroides
fragiles ist mehr an verschiedenen Infektionen ilgte als ein nicht enterotoxinbildene
Bacteroides fragiles (Kato et al.1996 Es ist moglich, dass das Fragilysin in der Lasje
Organismen von einem Infektionsherd zu I6sen unditseine Dissemination im Koérper zu
unterhalten. Das Enterotoxin, das Fragilysin zesthanch u.a. dadurch aus, dass es in der Lage
ist Epithelzellverbande aufzulésen. Bislang wurdkai Isotypen (BFT -1, BFT -2 und das
Korea BFT) dieses Toxins identifiziert. Alle dretr&8ge werden auf unterschiedlichen BFT
Loci auf Chromsom sechs kB, von enterotoxinbildeBawateroides Stammen codiert (Sears et
al.2001%. 1999 wurde das dritte Toxin ,Korea BFT , von ®lguet al. 1999 gefunden. Alle
drei Toxine sind verschiedene Proteine mit gleichkiologischer Aktivitat, aber
unterschiedlicher Potenz (Shaoguang et al. ‘f8p8Neiterfilhrende Studien zeigten bezuglich
der Potenz folgende Unterschiede: BFT 2 > BFT 13 BF BFT verandert die Epithelzellen
lokalisiert ist (Wu S et al. 1998). Allen drei Entertoxinen gemeinsan ist, das gieRzotein der
extrazellularen Domane der Zonula adherens, dasGBdherin ,zerspalten kbnnen (Wu S et al.
1998“%. Sears zeigte, dass das zelluare Ziel fur BFT E3adherin ist. Es bewirkt eine
Veranderung der zelluldaren Morphologie in Epithtére (Sears et al. 208%). Alle diese
Veranderungen finden nach drei Stunden Versuchsdaaeh der Zugabe von dem Enterotoxin
,BFT“ statt (Donelli et al.1998). Enterotoxin bildenener Bacteroides fragilesnist der akuten
Diarrhé und chronisch entzindlichen Darmerkrankangssoziert. Prindiville et al. entdeckte,
das bei 13 % von 83 Patienten mit Morbus Crohn @alitis ulcerosa das Enterotoxin in deren

Fazes, wobei in der aktiv entztindlichen Phase #@@®sitiv waren und im nicht entzindlichen
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Schub kein Enterotoxin nachgewiesen worden isn¢Riile et al.2008). Es kommt zu einer
reversiblen Stimulation der Chlorid Sekretion und ener Veranderung der Tight junction
Funktion in polarizierten intestinalen Epithelzell&Riegler et al. 1999 zeigten, dass das BFT
die Colon Darmepithelzellen schadigt und es somnieiner Abnahme des totalen Widerstandes

und zu einer erh6hten Permeabilitdt des Darmegittmhmt.
4.1.6. Selektion eines Ampicillinresistenten resenten Bacteroides fragiles

Ein Problem war, dass humane Darmresektate durehpldysiologische Darmflora immer
bakteriell kontaminiert sind. Daher ist die Diffamerung des experimentell hinzugeflgten
Bacteroides fragiles von der residenten Flora sehgi Hierzu wurde eine enterotoxinbildener
Bacteroides fragiles Wildstamm verwendet, desséschaidender Vorteil in seiner Ampicillin-
Resistenz besteht. Die Besonderheit von AmpicilirKombination mit Sulbactam gegenuber
den anderen Antibiotika liegt hier in seinem bneiWirkungsspektrum gegen gramnegative und
grampositive Bakterien. Die AntibiotikaresistenznvBacteroides fragiles bietet ein nahezu
sicheres Unterscheidungsmerkmal zwischen Versukteieen und ,kontaminierenden”
Darmbakterien. Dadurch wird eine einfache Bestimgnuter Bakterienzahl mit geringem
technischem Aufwand ermoglicht. Von den insgesana@sgewerteten Versuchen mussten vier
Versuche, die vor Versuchsbeginn Bakterienwachstaof den Platten nachwiesen,
ausgeschlossen werden. Durch Zugabe von Ampigilikombination mit Sulbactam in der
Badlosung und Agar konnte erreicht werden kanns da$ den Agarplatten ausschliesslich der
im Versuch zugegebene Enterotoxin produzierenddeBzides fragiles wachsen und mittels
Auszahlung einfach und sicher quantifiziert wertann. Dadurch wird sichergestellt, dass alle
im weiteren Verlauf gewachsenen Keime dem zugegebessistenten Bacteroides fragiles
entsprechen. Die Notwendigkeit einer weiteren Défezierung, der aus dem Ausstrich

gewachsenen Bakterienkolonien entfallt.

4.1.7. Messung des elektrischen Widerstands #arameter flr
die Intaktheit des Darmepithels

Die Intaktheit der menschlichen Epithelien ex viwo der Ussingkammer wird durch den
elektrische Widerstand beschrieben. Er dient alatidtiparameter bei den nicht entziindeten
Epithelien der Kontrollgruppe als auch bei den [gpatig entziindeten Epithelien. Der
elektrische Widerstand bleibt im Verlauf der Vetseikonstant, d.h. die Uberlebenszeit des
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Gewebes nach Entnahme kann fur die Dauer des \feysgewéhrleistet werden. Es werden
ausschliesslich Epithelien untersucht, deren Widads zu Versuchsbeginn ausreichend hoch
bzw. so stabil ist, so dass ein grésserer Schlaitdkeéekt aufgrund der schweren Entziindung
ausgeschlossen werden kann. In der Literatur wingleits beschrieben, das mit der hier
verwendeten Methode das menschliche Darmepithelvextber acht Stunden tberlebensfahig
ist und dariber hinaus seine aktive Transportfonktaufrechterhalten bleibt (Epple et al.

19973).

4.2. Diskussion der Ergebnisse
4.2.1. Permeation von Bacteroides fragiles Permigan

im terminales lleum und Colon bei Morbus Crohn

Die Ergebnisse meiner Versuchsreihe fur das tefdmilleum, zeigten dass eine Permeation von
Bacteroides fragilis, durch die lleum-Mukosa nueinem von 14 Epithelien zu beobachten ist.
Bei der M. Crohn Colon Gruppe kommt es von insgedBEpithelien dreimal zur Permeation

von Bacteroides fragiles. Dabei erreichen wedePdiemeationsrate vom Morbus Crohn-lleum-
oder Colonpraparaten, noch im Vergleich zu den Kidlen das Signifikanz-Niveau.

Hinsichtlich der niedrigen Permeationsrate kann rexschiedene Griinde betrachten:

l. Adharenz von Fragilysin an Adh&sionsproteinerfihrt zur

Veranderung der Epithelbarrierefunktion

Bei beiden Erkrankungen in den entziindeten Darnhaiitben besteht ein dichtes Infiltrat von
Entziindungszellen und aktivierten Immunzellen in ldemina propria. Das Zellinfiltrat ist nur
zu einem geringen Teil durch Zellvermehrung innkrttker Darmwand entstanden. Die meisten
Zellen kommen aus der Blutbahn und binden sich dha&ionszellen. Das Endotoxin von
Bacteroides fragiles hat sogenannte adhasive Hibaften, es stimuliert die Expression von
Adhasionsmolekiilen, wie ICAM-1, VCAM-1 und E-Seiec(Rokosz et al.19983 Rokosz, et
al.19995%° Rokosz et al.200%). Diese sogenannte Adhasionsmolekiile, wie E-Camher
ICAM-1 und E-Selectin werden von zirkulierenden &acideszellen benutzt, um sich an die
GefalRinnenwand, das Endothel anzuheften und irbdasgewebe einzuwandern. Eine Studie
von Sears et al. 208 zeigt, dass das zellulare Target fiir Fragilysin Bacteroides fragiles
das E- Cadherin, ein Protein von der Zonula adisersin Er postuliert, das die Verbindung

zwischen dem Toxin und E-Cadherin eine Veradnderinger Zellmorphologie verursacht,
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indem es die Fahigkeit der Polarization und dientaron eines Tight junction Komplex
verandert (Sears et al. 208%. Zelladhasionsmolekiile sitzen einerseits auf zigrulierenden
Zellen selbst, andererseits sind sie als Rezeptavder Liganden auf ortsstandigen
Endothelzellen zu finden. Bis zu sechs Millionenesi einzelnen Adhasionsmolekiltyps kénnen
auf einer einzigen Zelle sitzen. Ihr Auftreten aefr Zelloberflache wird unter anderem durch
ortsstandige Aktivatorstoffe wie Interleukine umderferon reguliert. Bei der der aktiven Colitis
ulcerosa und Morbus Crohn wurden erhohte freie Kotrationen von ICAM-1 und E-Selectin
nachgewiesen (Patel et al.1895 Die Anheftung zirkulierender Bacteroideszellen die
Innenwand von Darmgefal3en verlauft in mehrereniehr Zuerst dréangen sich zirkulierende
Zellen von der Mitte des Blutstroms in den gefalaveanen Randbereich (margination). Dann
verlangsamen sie ihre Stromungsgeschwindigkeitirf{g)l Einem ersten lockeren Kontakt mit
dem GefalRendothel (tethering) folgt die feste Adbimg (adhesion). Schliellich drangt sich die
vormals zirkulierende Zelle zwischen den EndotHedmein das darunterliegende Gewebe
(transendothelial migration). Hier kann sie im Ealbn Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, an
der Entziindungsreaktion und der Antigen-Zerstéinnder Darmwand mitarbeiten. Folglich ist
durch die Adhéarenz an den Adhasionproteinen E-Gadhad ICAM-1 an den Epithelzellen der
Mucosa, Bacteroides fragiles fest mit dem Epitegbunden (Wu et al.206%). Es kommt zu
einer Auflosung der Epithelzellverbande. Die Edibherierefunktion wird vermutlich durch eine
Verminderung eines Tight junction proteins, ZO vetandert (Obiso et al.19%} Fragilysin
erhoht Uber die Interaktion mit E-Cadherin die Reahilitat von der parazellularen Barriere von
Epithelzellen fur lonen (durch eine Verminderungs ddektrischen Widerstandes) und flr
gréRere Molekule (Zunahme des Mannitol Flux). Dein vivo Vergleich von Darm-, Nieren
und Lungenepithel erbrachte fir das Darmepithel ldiehste Sensitivitat. Die Abdichtungen
zwischen den Epithelzellen (Tight junction) werdeirchlassiger. Es kommt zu einer
verstarkten passiven Abgabe von Flussigkeit ins émndie nicht wieder vollstandig resorbiert
werden kann. Die dabei auftretende Diarrhoe bemeiciman als eine Leckfluss Diarrhoe
(Schmitz et al.1999%. Durch diese ausgepragte Adhéasionsfahigkeit lmnan die geringe

Permeation des verwendeten Bacteroides fragiliguenk.
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I. Hydrolysefahigkeit des Fragilysin fuhrt zur V eranderung der

mukosalen Mucinschicht

Das Fragilysin von dem Enterotoxin bildenen Badtie fragiles, hydroliziert das Gelatin.
Durch die Gelatinveranderung als Bestandteil decihichicht auf der Mukosa kdnnte es zu
einer Verdnderung der mukosalen Barriere kommenn &ermehrter Eintritt von
enteropathogenen Bakterien kénnte durch die vertendeukosale Epithelbarriere enstehen.
Somit wére dies ein weiterer Faktor, der die muleodBarriere verandert und somit die
Permeation anderer Organismen und eine Hyperaktidés darmassoziierten Immunsystems

ermdglichen kénnte (Franco et al.1897

I, Veranderung des Zytoskelettes durch die Hydolyseféahigkeit von
Fragilysin

Fragilysin hat einen zytotoxischen Effekt auf dago&kelett und —Morpholgie bei HT 29
induzerten intestinalen Epithelzellen. Durch diedryysefahigkeit von BFT werden die am
Zytoskelett beteiligten G und F-Actin Eiweil3kdrpeeréndert, so dass es zu einer neuen
Anordnung des Zytoskelettes kommt (Saidi et al. 7{%9 Die Epitehlizellen konnten ihre
Aufgabe einer wirkungsvollen mukosalen Epithelag] als Schutzfunktion verandern. Somit

konnte das Fagilysin den Durchtritt fir weitere Baen bahnen.
V. Regulation der Expression von Matrixmetalloproteasen

Die Expression von Fragilysin (Matrixmetalloprotepsvird modifiziert durch physiologische
und pharmakologische Signale, wie Cytokine, Wachstaktoren, bakterielle Endotoxine,
phagozytiertes Material und Hormone. Diese Faktdé@men Uber eine positive oder negative
Regulation Gber die Promoterregion der MMP’s Geaggiliert werden. Alle MMP’s werden vor
allem als inaktive Proenzyme katalysiert. Die Aldrung in die aktive Form kann unter
anderem durch Autoaktiverung oder durch weiteretddsen, wie z.B. Neutrophile Elastase,
Cathepsin reguliert werden. Es gibt ebenso nahigllerotease Inhibitoren, wie das akute Phase
Protein ,Alpha-2-Makroglobulin®, die die Funktioremmen. Jede Form der Gewebsverletzung
oder - stoérung beschleunigt eine inflammatorisciméwArt und I6st eine akute Phase Reaktion
aus. Eine Gruppe von pro — inflammatorisch immunatetdrischen Proteinen, die Cytokine
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regulieren und somit die Inflammation entweder ktireder indirekt tGber eine Aktivierung
weiterer Zelltypen (Whicher et al. 199 auslésen. Hierbei kénnte es zur Aktivierung einer
inaktiven Vorstufe eines Proenzymes der Metallagasé Fragilysin kommen und somit tber
eine E.Cadherinzerspaltung zu einer Schéadigung p#eazellularen Barriere fuhren und

wiederum die Permeation fir andere Bakterien bahnen

V. Ungleichgewicht zwischen Freisetzung und Inhiliion von

Metalloproteasen

BFT gehort zur Superfamilie der Metalloproteasented physiologischen Bedingungen sind
Metalloproteasen an der extrazellularen Degradgeund Abbau von Matrixproteinen
(amorphe Grundsubstanz, in die eine Struktur imnRaheines physiologischen
Gewebsumbauprozel3 bei der Wundheilung eingelagjgringiogenese und Schwangerschatft,
beteiligt. Durch diesen Prozel3 wird die Zellmigvaterleichtert. Ein Ungleichgewicht zwischen
der Freisetzung dieser Enzyme und deren Protealsianbn, wird fur die Pathogenese von
verschiedenen entzindlichen Erkrankungen, die imér €sewebszerstorung einhergehen
beschrieben(Borkakoti et al.1998 (Giambernardi et al. 1998. Die Erleichterung der
Zellmigration konnte somit die Permeation von apddBakterien bahnen. Unter der Annahme,
dass das hyperaktivierte Immunsystem als Ungleislulg zwischen pro- und anti
inflammatorischen Zytokinen unterhalten wird, ga#t Teil eines Therapiekonzeptes zur
Immunneutralisation die Anwendung von Anti Tumorkiise Faktor alpha. Potentiell
vielversprechend kénnte eine Anderung des TherapiEdptes zugunsten Matrix

Metalloproteasen Inhibitoren sein (Madsen et ab02}).

VI. Fehlende Aktivierung des inaktivierten Fraglysins als Ursache der

fehlenden Permeation
Ein weiterer erklarender Ansatz konnte sein, dasskhterotoxin in inaktiver Form synthetisiert

wird. Somit kénnte demzufolge ein fehlender Fakidg z.B. Interleukin 8 eine Ursache fir die

fehlende Permeation sein.
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VII. Veranderung der epithelialen Polaritéat durch die Zerspaltung des

Adhasionsmolekiils E-Cadherin

Die grofRte Aktivitat von BFT ist die dosisabhéngiggbnahme des transepithelialen
Wiederstandes in polarisierten Monolayers in Efittleen (Saidi et al.1998"), (Obsio et
al.19979). Elektronenmikroskopische Untersuchungen mit B84andleten Zellen zeigen eine
Abnahme der Mikrovilli und eine Wirkung auf die higjunction und Zonula adherens. BFT bt
seine Wirkung auf der Zelloberflache, den Tightgion aus, wobei nur E-Cadherin zerspalten
wurde. Diese E.Cadherin Zerspaltung verlauft iniZ8ahritten: die extrazellulare Domane von
E-Cadherin wird, ATP unabhangig degradiert. Ansfddind folgt der vor allem durch
intrazellulare Proteasen ATP abhangige intrazeBuldAbbau. Man vermutet, das
enterotoxinbildene Bacteroides Stdmme sich an @&ake Membran von intestinalen
Epithelzellen anhaften und es zu einer Sekretion Foagilysin kommt. Dieses Fragilysin
verbreitet sich durch die Zonula occludens, umektazellulare Doméne von E-Cadherin zu
erreichen und zu zerspalten. Dabei kommt es zu @aestérung der intrazellularen Doméane
von E-Cadherin.Weil die intrazellulare Domane vef&dherin an das apikale Netzwerk von F-
Actin angebunden ist, kann ein Verlust dieser Rmeeotein Wechselwirkung zu einer
morphologischen Veranderung des apikalen Zytodkelithren. Das wiederum zu einem
Verlust der Mikrovilli und zu einer Abnahme des [Kehtaktes untereinander (Shaoguang et
al.1998%%. Somit kommt es zu einer Verminderung der Bagfierktion. Das erméglicht den
Empfang fir BFT zu der apikalen Membran von intedén Epithelzellen. Eine weitere
Zunahme der Zerspaltung von E-Cadherin verursacinme ezunehmende apikale
Morphologieveranderung der Epithelzellen. Somitrtkéndas BFT die Funktion von einen oder
mehren lonentransportern verandern, die zu ein@stinalen Sekretion fuhren kdénnen. E-
Cadherin ist hier das zellulare Substrat fur dietgolytische Zell Oberflachen Aktivitat des
Fragilysin, die zur intestinalen Sekretion und Velgrung des Zytoskelettes fihren (Shaoguang
et al.1998%). E-Cadherin ist ein Protein, das filr die epiteliPolaritat essentiell ist. Somit
sollten fortfUhrende Studien die Ereignisse derafligansduktion und der Verédnderungen der
Morphologie des Zytoskelettes durch die Einflisea enterotoxinproduzierenden Bacteroides
Stamme in der Annahrung von therapeutischen Mittglegen chronisch entzlnliche
Darmerkrankungen folgen. Geht man davon aus, deteiédes selber nicht permeiert, sondern
maoglicherweise durch die proteolytische Veradnderww®y parazellularen Barriere (Wu et
al.1998*) durch das BFT, die mukosale Permeation anderkteBan begiinstigt, kénnte das

81



eine entscheidene Rolle bei der Entstehung vonndule entzindlichen Darmerkrankungen
haben. Die Ergebnisse meiner Untersuchungen véictgah das auch fur das lleum von der
Morbus Crohn Gruppe, bei dem nur bei einem von pihElien eine Translokation von

Bacteroides fragilis festgestellt werden konnte, ctBeides fragilis trotzallem eine

entscheidende Rolle bei Morbus Crohn spielen konB#&hnt des Frailysin von Bacteroides
fragiles erst den Durchtritt fir weitere BakterigBisher konnte noch keine isolierte Permeation
in einem vergleichbaren experimentellen Modell ier d.iteratur beschrieben werden. Die
Versuchsergebnisse fir die bakterielle PermeatgmMuorbus Crohn Patienten erbrachten keine
Determinanten, die im Zusammenhang mit einer Pdarareatehen kénnten. Wie weiter unten
gezeigt, kann neben den adhasiven, hydrolisierengenimmunregulatorische Eigenschaften
des Bacteroides fragilis keine Erklarung fir dieringe Permeation gegeben werden.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Eigdeschder Adharenz an die

Adhasionsproteine der intestinalen Epithelzellemeeiwesentliche Bedeutung bei der
Pathogenese der Virulenzfaktoren des Fragliysine Bacteroides fragiles sein konnten.

Hinsichtlich der Viabilitat der Methode lasst sibine weitere Erklarung finden.
4.2.1.2. Elektrischer Widerstand der Epithelien

Nach Zugabe des enterotoxinbildenen Bacteroidegldsakonnte weder bei den Kontrollen,
noch bei den Morbus Crohn Patienten ein Abfall a¢alen Gewebewiderstandes verzeichnet
werden. Vorherige Studien ergaben folgendes:

Riegler et al. vergleicht in seiner Studie die #&i@bhysiologischen und morphologischen
Effekte von isolierten BFT-2 serosal und luminal amenschlicher Mukosa in der
Ussingkammer. Serosal zugegebenes BFT-2 senkt imglefeh zu luminal mehr den
Widerstand und filhrt zu einen verstarkten Mannihlx (Riegler et al. 1999). Zusatzlich
gingen diese Veranderungen mit einer Zerstorung Kempten und der Oberflache der
Kolonozyten einher. In der Studie von Obsio etnalrde dieser Effekt bestatigt. Der Effekt auf
die mukosale Barriere von kultivierten Epithelzellom isolierten Fragilysin wurde untersucht.
Isoliertes Fragilysin fiihrt zu einer Zerstérung garazellularen Strukturen mit Abnahme des
Widerstandes und zu einer Zunahme des MannitoleBldisr lonen (Obiso et al. 196Y.

Eine Erklarung fur die von mir untersuchten Ergebaimit den 0.g. Versuchsresultaten wére,
dass in den o.g. Arbeiten mit Nachweis eines Wtdadabfalls das isolierte Toxin und nicht ein

toxinbildender Bacteroides Stamm zugegeben wurde.
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42.1.3. Korrelation von Permeation und Widerstand

In meiner Arbeit fur das lleum- und Colon-Geweba worbus Crohn konnte keine Korrelation
von Permeation und totalem Gewebewiderstand nadbgemwwerden. Betrachtet man die
geringe Permeationsrate ist dies sicherlich schgviekm den Effekt des Fragilysins zu
untersuchen, kdnnte man durch eine selektive TaAngabe eine Steigerung der Bacteroides
fragiles-Permeation mdglicherweise erreichen. Ramte ein neuer Ansatz fur fortfihrende
Versuche zur Untersuchungen der Virulenz von etagnoproduzierende Bacteroides Fragiles

Stamme sein.

4.2.1.4. Histologie

In Anlehnung an die Wiener Klassifikation erfolgtee Einteilung der 14 Morbus Crohn lleum
und 13 Colon Epithelien. Daraus ergaben sich bei idegesamt 14 lleumpraparaten: funf
perforierende Typen und neun nicht perforierendpeny Es kam bei einem Morbus Crohn
Patienten mit einem nicht perforierenden, fibrosteschen Typ zu einer Permeation. Bei den 13
Morbus Crohn Colon Epithelien ergaben sich: einfqueErender Typ und zwolf nicht
perforierende Typen. Bei drei Patienten mit eineiohtn perforierenden, fibrostenotischen
Entziindungstyp kam es zur Permeation. Obwohl vorpathophysiologischen Uberlegung her
eine Permeation bei einem perforierendem Typ waleisticher erscheint, tritt in meinen
Versuchen die Permeation bei einem nicht perfandeen Typ auf. Bisher ist in der Literatur
kein Zusammanhang zwischen Histologie und Permedtschrieben worden. Eine Studie von
Rokos et al. 1999 bestétigt die eher adhasivemBaaften des Endotoxins, indem er nachweist
das die Lipopolysaccharide vom Bacteroides fragiliesExpression von Adhésionsmolekuilen
ICAM-1, VCAM-1 und E-Selectin stimulieren (Rokost @. 19998°, Rokosz et al. 1999,
Rokosz et al. 2002). Dies wiederum zu einer Aktivierung und somit ehstiitzung der
Zytokinproduktion im Rahmen der Immunregulation vbidelferzellen kommt. BFT und LPS
fuhren beide zu einer gleich verstarkten Zunahme Adhasion von Granulozyten an
Endothelzellen (Rokosz et al. 208Y. Wu et al. zeigte die morphologischen Zellverandgen,
bezuglich der proteolytischen Aktivitdt zwischen CBedherin (ein primér interzellulares
Adhasionsprotein von der Zonula adherens) und Beides fragilis (Wu et al.1998).
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4.2.1.5. Praeoperative Therapie
4.2.1.5.1. Cortison

Tierexperimentelle  Studienergebnisse von Meddings a&. zeigten, das erhohte
Cortisonkonzentrationen zu einer Zunahme der gasésiinalen Permeabilitdt fuhren. Somit
wahlte ich die Cortisoneinnahme préoperativ alseBeinante (Meddings et al.200p Zur
Erhaltungsdosis mittlerer Konzentration (10 mg) i@ten die Morbus Crohn Patienten
Prednisolon. Zehn von 14 Patienten standen zumafpeszeitpunkt unter einer Prednisolon-
Medikation. Der Patient mit Permeation durch death-Mucosa wurde mit 10 mg Prednisolon
therapiert. EIf von 13 Colon — Mukosa Patientenedtén ebenfalls eine mittlere Prednisolon
Medikation. Die drei Patienten mit Bacteroides-Peation weisen alle eine Prednisolon-
Medikation mittlerer Intensitat auf. Es lasst sickein Zusammenhang zwischen
Permeationsfahigkeit von Bacteroides fragilis undedRisoloneinnahme herstellen. Als
Begrindung kann man hier erneut die vornehmlichga- Eind Endotoxineigenschaften des
Bacteroides fragilis anfuihren. Bisher ist noch keltinfluss von Cortison auf die

Permeationsfahigkeit von Bacteroides fragilisristler Literatur beschrieben worden.

42.1.5.2. Antibiotika

Alle Patienten erhielten praoperativ 0.5 g Metraazial intravends als Kurzinfusion. Dies sollte
kritisch gesehen werden. Die Zugabe des entertdaarien Bacteroides erfolgte im Median 100
Minuten nach i.v. Gabe des Metronidazols. Die Geskebzentration des Metronidazols lag
nach dieser Zeit bereits wieder unterhalb der MHKin{male Hemmkonzentration) fur
Bacteroides fragilis (Schwab et al. 26tL Die intravendse Single-Shot-Gabe von Metronitlazo
als Kurzinfusion préaoperativ, war bei allen untergen Patienten gleich. Ein Patient innerhalb
der lleum-Gruppe wurde bereits sieben Tage pratpeaatibiotisch therapiert. Auch hierbei
lie3 sich kein Zusammenhang zwischen sieben tadigébiotikagabe und Permeation zeigen.
In der Colon-Gruppe ergibt sich ebenfalls keinetantische Determinante. Es lasst sich hieraus
kein Zusammenhang auf die Bacteroides-Permeatidgiteln Die zugegebenen Bacteroides
weisen eine gute Vermehrungstendenz auf der mwmosidsing-Kammer-Seite auf. Somit ist
ein Effekt des Metronidazols auf die Permeationgkit des Bacteroides fragilis eher

unwahrscheinlich.
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4.2.1.5.3. Totale parenterale Ernahrung

Kobayashi et al. zeigte, dass die intestinale Ati@ivder Entziindung bei Morbus Crohn durch
eine totale parenterale Ernahrung Gber einen Zmitneon zwei Wochen starker vermindert wird
als mit einer elementaren Diat (Kobayashi et ald&t99Dagegen fand man, dass bei Deitch et al.
in einem Tierversuch mit der Ussingkammer eine marale Diat im Vergleich zur oralen
elementaren Diat zu einer verstarkten bakteriellemslokation in der Mukosa vom lleum fuhrt
(Deitch et al. 1995).Unter Beachtung der Studienergebnisse wurde atiglet parenterale
Erndhrung als Determinante miteinbezogen. Dabeakergich in der lleum als auch Colon
Epithelgruppe, dass zwei Patienten praoperativipara ernahrt wurden. Bei beiden Patienten
wurde keine bakterielle Permeation nachgewiesesheéBiwurde kein Zusammenhang zwischen
Bacteroides fragilis und dem Einfluss einer panmad® Erndhrung wissenschaftlich

nachgewiesen. Es lassen sich hier keine Riucksehtisisen.

4.2.1.5.4. Postoperative septische Komplikationen

Ein Morbus Crohn Patient entwickelte eine Anastosnassuffizienz mit Peritonitis und im
weiteren Verlauf einen Bauchdeckenabszess. In di&adie konnte eine Bacteroides-
Permeation bei diesen Patienten festgestellt werbH@r wéare ein Einfluss des Bacteroides
fragilis sehr wohl denkbar. In der bereits zitiart8tudie von u.a Laffineur et al. konnte
Bacteroides in mesenterialen Lymphknoten von opernieM. Crohn Patienten nachgewiesen
werden (Laffineur et al.1999. Studienergebnisse von Keighley et al. konntAtiszessen bei
Morbus Crohn Patienten, die eine Darmresektion ettdn, gehauft Bacteroides fragilis
nachweisen (Keighley et al. 1982Keighley et al. 198%).

Bezuglich der Fragestellungen (Seite 24):

1. Kommt es zu einer verstarkten Permeation b@eiitean mit chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen ?

2. Gibt es eine Korrelation zwischen Permeatioth Gntzindungsmuster des
Darmepithels bei CED Patienten ?

3. Gibt es klinisch relevante Faktoren, die eirenieation von Bacteroides fragiles

beeinflussen kénnen ?
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Ob es bei Patienten mit chronisch entztndlichenm@gkrankungen zu einer verstarkten
Permeation von enterotoxinbildenen BacteroidesiléagStammen kommt, lasst sich folgend
festhalten:

Bacteroides fragiles weist in der Morbus Crohn @myp nur an einem von 14
Operationspraparaten des lleums eine Permeationkaiim Colon kommt es insgesamt von 13
Praparaten nur dreimal zur Permeation. Es lass#nk&ine Determinanten in Korrelation mit
zahlreichen klinischen Parametern (praeoperativeion, perioperative Antibiotika Therapie,
praeoperative parenteraler Ernahrung, Histologiewébewiderstand) und der Permeation
herausarbeiten. Eine mdgliche Erklarung fur dienger Permeationsrate des Bacteroides fragilis
konnte durch die erhdhte Adhérenz dieses Bakteramdie Mucosa Uber die E-Cadherine und
ICAM-1 sein.

4.2.2.1. Permeation von Bacteroides fragiles im terinales lleum und Colon

bei Colitis ulcerosa
Von den insgesamt neun untersuchten Epithelientetesinalen lleums, konnten bei 44.4 %,
entsprechend vier intestinalen Epithelien eine Ratmon nachgewiesen werden. Dieser
Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikaBei der unten aufgefiihrten Analyse der
Determinanten konnte hierfur leider kein Zusammegha@efunden werden. Man kdnnte
annehmen, dass eine erhdhte Permeation durch tidictee Leckigkeit des terminalen lleums
zusammen mit den leichteren entzindlichen Veramdgenu der Backwashileitis ohne
Ausbildung von abdichtenden Fibrinbelagen ermoglird. Allerdings spricht gegen diese
Hypothese, die bisher aufgefihrten adhasiven Edpaiften des Bacteroides fragilis. Von den
insgesamt elf untersuchten Colon Epithelien konrten 18.2%, entsprechend zwei Colitis
ulcerosa Patienten eine Permeation nachgewiesatemeBei den 16 Kontroll Colon Epithelien,
konnte bei 6.2 % entsprechend einem PatientenRen@eation nachgewiesen werden. Folglich
gab es keinen Unterschied zwischen den Permeatienshbei den Kontrollen und bei der Colitis
ulcerosa. Damit kbnnte die Permeationsrate, vanalunter dem Aspekt, dass sich auch bei
Kontroll Patienten eine Permeation finden I&assii, 8ieer natirlichen bakteriellen Translokation
sein. Die Studienergebnisse von Mosenthal et &gt al. und Spath et al. belegten meine
Ergebnisse. Sie zeigten, dass auch bei Kontroliee gewisse bakterielle Translokation
stattfindet (Mosenthal et al. 2002a(Spath et al. 1998 (Berg et al.199%8). Somit machen
diese Ergebnisse vielmehr eine bakterielle Permeatls physiologische Auseinandersetzung

des Immunsystems mit Bakterien wahrscheinlich.

86



4.2.2.2. Elektrischer Widerstand der Epithelien

Bei den Bacteroides fragilis Versuchen ist der léotalektrische Epithelwiderstand des
terminalen lleums bei Colitis ulcerosa signifikgetringer als im terminalen lleum bei M.Crohn.
Eine Erklarung fur den erhdhten subepithelialen é8thnd im terminalen lleum bei Morbus
Crohn, ist in dem starkeren fibrotischen Umbau 8ebepithels durch die meist langjahrige
Entzindung zu sehen. Die Viabilitat der Epitheligind Uber die Messung des Widerstandes
Uber die Zeit dokumentiert, so dass eine Stérurigdeaser Ebene als Ursache fiir die erhéhte
Permeationsrate nicht angenommen werden kann.dbse tepitheliale Widerstand des Colons
in dieser Colitis ulcerosa Gruppe unterscheiddt gieder von der Kontroll Gruppe, noch vom
Morbus Crohn. Der Widerstand bleibt Uber den Vensuerlauf stabil. Damit ist die Viabilitat

des Epithels fur den Versuchszeitraum dokumentiert.

4.2.2.3. Korrelation von Permeation und Widerstand

Der Widerstand des lleums in diesem Kollektiv st Vergleich zum M. Crohn signifikant

niedriger, jedoch kann man auch in dieser Gruppe, auch im Kolon keine Korrelation

zwischen bakterieller Permeabilitat und epithehal®Viderstand feststellen. Die hierfur
erorterbaren Faktoren entsprechen denselben, wagd&ir die Bacteroides fragilis Permeation
des terminalen lleums und Kolons der Morbus Crohump@e (4.2.1.3).

4.2.2.4. Histologie

Die histologische Einteilung der insgesamt 20 @oliticerosa Patienten, von denen neun lleum-
und elf Colon Epithelien entnommen wurden, erfolgdeh Truelove und Richardson. Acht von
neun lleum Praparaten haben eine schwere EntzinBurgBackwashileitis liegt nur bei einem
Epithel mit Bacteroides fragilis Peremation vor.nvaden insgesamt elf Colon Epithelien haben
(nach Truelove und Richardson) zehn Colon Préapaimie schwere Entziindung. Die beiden
Permeationen ereigneten sich bei Patienten mit a@vEntzindung. Somit konnte man weder
zwischen Entzindungsschwere des terminalen llewols mwischen dem Entziindungsgrad des
resezierten Colons einen Einflu@ auf die Permeaties Bacteroides fragilis feststellen. Als
wesentliche Begrindung kann man wiederum die Adh&gihigkeit des Bacteroides

angefuhren.
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4.2.2.5. Praeoperative Therapie

4.2.2.5.1. Cortison

Die vier von neun lleum Praparaten und die zwei etnColon Praparaten mit Bacteroides
Permeation haben alle eine orale Prednisolon M#&dikanittlerer Dosis erhalten. Betrachtet
man die geringe Fallzahl fur eine solche Fragasigll lassen sich hieraus jedoch keine Schllisse
ziehen. Die prinzipiellen Uberlegungen zur CortisdWirkung auf die Permeation entsprechen

denen aus Kapitel 4.2.1.5.1.

42.25.2. Antibiotika

Auch hier kann man keinen Zusammenhang zwischernbiatika-Therapie und bakterieller
Permeation dar. Es folgt die Interpretation dekkDssion aus Kapitel 4.2.1.5.2.

4.2.2.5.3. Totale parenterale Ernahrung

Ergebnisse einer tierexperimentellen Studie zejgteas eine totale parenterale Erndhrung zu
einer Veranderung der intestinalen Barriere filMogenthal et al. 2089. Unter Beachtung
verschiedener dies bezlglicher Studienergebnissdewdie totale parenterale Ernahrung als
Determinante mitbetrachtet. Dabei ergab sich, @asdPatient in der lleum Gruppe und zwel
Patienten der Colon Gruppe praeoperativ parentemaéhrt wurden. Bei keinen der drei
Patienten konnte eine Bacteroides Permeation natbgen werden. Somit kann man von

keinen Zusammenhang zwischen parenteraler Ernalunohgpakterieller Permeation ausgehen.

4.2.25.4. Postoperative septische Komplikationen

Zwei Patienten hatten postoperativ in der Bauchel@ike Wundinfektion. Dabei hatte weder in
dem lleum- noch in den Colon Epithelien eine Petimorastattgefunden. Folglich lasst sich kein
Zusammenhang zwischen septischen Komplikationerbakterieller Permeation
feststellen.
Bezuglich der Fragestellungen (Seite 24):
1. Kommt es zu einer verstarkten Permeation bgeitan mit

chronisch entztindlichen Darmerkrankungen ?

2. Gibt es eine Korrelation zwischen Permeatioth un
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Entzindungsmuster des Darmepithels bei CED Ratiéh
3. Gibt es Klinisch relevante Faktoren, die eisatieation von

Bacteroides fragiles beeinflussen kénnen ?
l&sst sich wiederum festhalten:
Bacteroides fragilis weist bei der Colitis ulcerasa Vergleich zu Kontrollen eine erhohte
bakterielle Permeation, jedoch ohne statistischgsifkanz - Niveau auf. Auch hier lassen sich
keine Determinanten der Permeation herausarbeii@ie. geringe Permeationsrate des
Bacteroides fragilis wird anhand der bereits inlderatur umfangreich durchgefiihrten Studien
auf die erhohte Adharenz dieses Bakteriums an diedsh uber die E-Cadherine und ICAM-1
begrindet.

4.2.3. Vergleich Morbus Crohn und Colitis ulceroa

Chronisch entzundliche Darmerkrankungen mit Morliirehn und Colitis ulcerosa als die
beiden wichtigsten Verlausformen gehéren zu denraBkungen, dessen Ursachen noch
weitgehend unklar sind. Es ist nicht verwunderlidass es bisher noch schwierig ist klare
Therapiekonzepte zu entwickeln. Die beiden Erkraglem unterscheiden sich hinsichtlich:
Vererbung, immunologischer Antwort, Histologie, Bk$muster, Epidemiologie, der
Risikofaktoren, des Karzinomrisikos und Therapiéére. Ein chirurgisch bedeutener
Unterschied ist, das Colitis ulcerosa nur durcheKtdmie heilbar ist. Dagegen ist Morbus
Crohn (auch operativ) nicht heilbar. Mit Hilfe ggeeter therapeutischer Malinahmen sind aber

60-70 % der Patienten symptomfrei.
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5. Zusammenfassung

Die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wurderYergleich mit gesunden Darm von
Patienten einer Kontrollgruppe hinsichtlich ihrearbhlassigkeit flr einen enterotoxinbildenen
Bacteroides fragilis im menschlichen Darm im inredex-vivo Versuch mit der Ussingkammer
untersucht. Anschliel3end erfolgte eine quantitaiviassung der Permeation. Eine Korrelation
zwischen Permeation und Entziindungsmuster sowmséh relevante Faktoren, die eine
Permeation beginstigen kdnnten, wurde erdortert.

Der Nachweis der Toxinbildung fir den verwendetereinK erfolgte Uber einen
Zytotoxizitatsessay. Der totale Widerstand wurdehnkaokubation bei 3 HT 29/B7-Monolayer-
Gruppen gemessen. Es wurden der Versuchskeim,igi Toxin bildender Laborstamm und
ein bakterienfreier Ansatz miteinander verglich&s. zeigte sich eine Abnahme des totalen
Widerstands von 20,2 auf 9,3 tnfiir den verwendeten Ampicillin/Sulbactam resiséent
Wildstamm. Somit wurde der Nachweis von Rieglealetl999’ bestatigt, dass die Zugabe des
Bacteroides-Toxins zu einer Abnahme des totaleneygtdnds in der Zellkultur und am
humanen Colon fiihrt. Der Zytotoxizitatsessay war Beweis fur das Vorhandensein des
Bacteroides fragilis Toxin.

Eine definierte Menge von Ampicillin und Sulbactaesistenten Bacteroides fragiles im Mittel
250 KBE/100ul, wurde der mucosaseitigen Haélfte @&=adlosung in der Ussingkammer
zugegeben. Um eine Permeation nachzuweisen wurelersaseitige Proben der Badlosung
entnommen, auf eine Agarplatte gebracht und 48 detuninkubiert. Durch Auszahlen der
gewachsenen koloniebildenen Einheiten erfolgte dbBlachweis der permeierten
enterotoxinbildenen Bacteroidaceae fragiles. Zleks@en Anzucht von Bacteroides fragiles
wurde zur Wachstumshemmung weiterer EnterobakteleéerDarmflora, der Badldsung und der
Agarplatten zusatzlich Kanamycin, Vancomycin, Anipicund Sulbactam hinzugeftgt.

In der Morbus Crohn- und in der Colitis ulcerosaugre bestand im Vergleich zu der
Kontrollgruppe insgesamt eine gering erhdohte Pebitigd fir Bacteroides fragiles. Im lleum
des Morbus Crohn ergab sich in 1 von 14 Praparatéf2%, bei der Colitis ulcerosa in 4 von 9
Praparaten = 44,4% und in der Kontroll-Gruppe kddeemeation des Bacteroides fragilis.Im
Colon von Patienten mit Morbus Crohns zeigte sictl8 ivon 13 Praparaten = 23.1%, bei der
Colitis ulcerosa in 2 von 11 Praparaten = 18.2% undler Kontrollgruppe in 1 von 16
Praparaten = 6.2% eine Permeation. Dabei erreialegier die Permeationsrate der lleum- und
der Colonepithelien bei Morbus Crohn und Colitiseubsa, im Vergleich zu den Kontrollen das

Signifikanz-Niveau.
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Wahrend des gesamten Versuchszeitraumes von 180tédirwaren alle totalen elektrischen
Widerstande der Epithelien bei allen Versuchenjeeiligen drei Gruppen stabil geblieben.
Die WiderstandsabnahmAR') der Kontrollen im lleum waAR'(9,2+1,2 Q@n7 )und im Colon
AR'(10,2t1,2 Q@n?. Die Intaktheit des Epithels wurde tber den Vensaeitraum uber die
Stabilitat des elektrischen Widerstands des Etakktrophysiologisch belegt.

Die lleum- AR'(15,3+3,4 Q@n? )und Colon-AR' (5,1+1,4 Q@nY ) Widerstande der Morbus
Crohn Gruppe zeigten keine Verminderung gegentlear Kontrollen. Zwischen bakterieller
Permeation und Widerstand des Epithels liel3 siam Kesammenhang aufzeigen. Die Zahl der
serosal nachgewiesenen Bakterien und die gemessdelenischen Widerstdnde korrelierten
nicht miteinander (r = 0,138 ). Bei der Colitiserdosa zeigte sich gegentiber Morbus Crohn eine
Verminderung des lleum — Widerstandes. Es gab kethssammenhang zwischen bakterieller
Permeation und Widerstand des Epithels. Eine Katicel zwischen der Zahl der serosal
nachgewiesenen Bakterien und den gemessenen stekini Widerstanden (r = 0,314 , p=
0,411) bestand nicht.

Weder fur den Morbus Crohn, noch fir die Colitisanbsa konnte eine Korrelation zwischen
klinischen Parametern und bakterieller Permeatioafurglen werden. Die geringe
Permeationsrate, vor allem unter dem Aspekt, dassaich bei den Kontroll Patienten eine
Permeation finden lasst, konnte Teil einer natlidic bateriellen Translokation sein. Diese
Ergebnisse machen vielmehr eine bakterielle Perareats physiologische Auseinandersetzung
des Immunsystems mit Bakterien wahrscheinlich. &stdit also bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen im Vergleich zu darmgesunden Ratiekeine erhdhte Permeabilitat far
Bacteroides fragiles.

Hierfir kommen verschiedene mdégliche ErklarungerBatracht: Entweder reicht die Toxin-
Produktion des verwendeten Stammes nicht aus,deéroxinwirkung wirkt sich nicht auf die
Barrierefunktion des Colons aus. Ebenso kdnnte @@ in-vitro-Erkennung der Toxinwirkung
nur durch eine isolierte Toxinzugabe, wie in demsdehen von Obiso et al.199beschrieben,

in Erwagung ziehen. Die niedrige Permeationsratanté auf die erhdhte Adharenz des
Bakteriums an die Mucosa Uber die Adharenz von ilsag an Adhasionsproteinen
zurtckzufiihren sein. Dies konnte zu einer Veranagrder Epithelbarrierefunktion fiihren.
Zusatzlich wird die Hydrolysefahigkeit des Fragitydiskutiert, die zur Veranderung der
mukosalen Mucinschicht und zur Verénderung des skglettes fihrtZudem kann man die

Stimulierung der Sekretion von pro-inflammatoristh&ytokinen sowie ein Ungleichgewicht
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von pro und anti inflammatorischen Zytokinen als skser des hyperaktivierten
darmassoziierten Immunsystems betrachten. Einenderéng der epithelialen Polaritat durch
die Zerspaltung von Adhasionsmolekilen fuhrt Ubée derstarkte Adharenz zu einer
verminderten bakteriellen Permeation. Die geringgnfeationsrate des Bacteroides fragilis
konnte sich somit durch die erhbhte Adhéarenz urdedinizelne Wirkung der Virulenzfaktoren
von Fragilysin an der Mucosa begrinden.

Es erlbrigt sich eine weitere spekulative Diskussiaur Erklarung der geringeren
Permeationsrate. Bacteroides fragilis eignet sichtnn diesem in-vitro-ex-vivo-Modell. Die
normale Darmflora ist ein komplexes Okosystem, biasheute unzureichend verstanden ist.
Gleichwohl weiss man heute, dass die normale Darmfsowohl nitzliche als auch negative
krankheitsauslosende Effekte fur den Wirt habemk&s ist zu erwarten, dass in den nachsten
Jahren durch molekulare Analysen der Bakterien®at- sowie Bakterien-Wirt —
Interaktionen die einzelnen Komponenten der Damaflbesser verstanden und somit die

Grundlagen fUr neue therapeutische Ansatze geschakrden konnten.
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