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1.  EINLEITUNG 

Jedes Individuum kommt aus der Sterilität der Gebärmutter heraus nackt und frei von 

Mikroorganismen auf die Welt. Dieser sterile Zustand ist aber nur von kurzer Dauer. 

Durch den Geburtsakt wird das Neugeborene der mütterlichen Mikrobiota exponiert. 

In deren Folge kommt es zur Kolonisierung des mukosalen Gewebes des 

Verdauungs-, Respirations- und Urogenitaltraktes sowie der Haut mit einer 

komplexen Mikrobiota [1]. Dabei besteht ein fein justiertes und dynamisches 

Wechselspiel zwischen der Mikrobiota und dem Immunsystem des Wirtes, das sich 

im Zuge der von Millionen von Jahren bestehenden Ko-Evolution von 

Mikroorganismen und Vertebraten entwickelt hat [1]. Die Tragweite dieses 

Mutualismus wird insbesondere im Gastrointestinaltrakt deutlich, in dem die 

Mikrobiota in größter Menge und Diversität auf den Wirt trifft. 

 

1.1.  Die kommensale Darmmikrobiota 

Der Gastrointestinaltrakt des Menschen wird von mehr als 1014 Bakterien besiedelt, 

wobei die Gesamtbakterienlast von proximalen zu distalen Abschnitten zunimmt [2, 

3]. Die geschätzte Anzahl der unterschiedlichen Spezies variiert erheblich in 

Abhängigkeit von den verwendeten Analysemethoden. Mittels herkömmlicher 

kultureller Methoden konnten etwa 100 verschiedene bakterielle Spezies aus dem 

Darm des Menschen isoliert werden [2], während kulturunabhängige molekulare 

Verfahren die Identifizierung von bis zu 1000 Spezies ermöglichten [3-5]. Nach 

neuesten, auf der Sequenzierung von bakteriellen 16S rRNA beruhenden Methoden 

(mit Niedrig-Fehler Amplikon-Sequenzierung) machen etwa 160 Spezies die 

menschliche Mikrobiota aus [5]. Die Gesamtzahl aller Gene des Darmmikrobioms ist 

bemerkenswerterweise etwa 100-mal höher als die des gesamten menschlichen 

Genoms [6]. Mehr als 90% der Darmbakterien gehören zu den Phyla Firmicutes und 

Bacteroides, während der Rest sich auf die Phyla Proteobakterien, Actinobakterien, 

Verrucomicrobia und Cyanobakterien aufteilen läßt [3, 4, 6-8]. Wenngleich die 

Zusammensetzung der gesunden menschlichen Darmmikrobiota eher stabil ist [5, 8, 

9], bestehen doch erhebliche inter-individuelle Unterschiede, die von zahlreichen 

unabhängigen Faktoren wie (Epi-) Genetik, Geschlecht, Diät, Umgebung und 

anderen beeinflußt werden [8, 10, 11]. Obgleich diätetische Änderungen wie auch 
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Antibiotika-Behandlungen maßgeblichen Einfluß auf die Zusammensetzung der 

Darmmikrobiota nehmen, sind diese dennoch prinzipiell reversibler Natur; dieser 

Umstand wird auch als Resilienz bezeichnet [12, 13]. Die Rolle von Umweltfaktoren 

und (Epi-) Genetik auf die Prägung der menschliche Mikrobiota wird aktuell intensiv 

beforscht [9, 14]. Bei monozygoten Zwillingen ist die Darmmikrobiota zwar relativ 

vergleichbar, aber dennoch verschiedenartig zusammengesetzt. Nicht miteinander 

verwandte Menschen, die in derselben Umgebung mit etwa denselben 

Eßgewohnheiten lebten, wiesen weniger stark ausgeprägte Ähnlichkeiten ihrer 

Darmmikrobiota auf [15]. 

 

1.2.  Das Wechselspiel zwischen intestinaler Mikrobiota und Wirtsimmunität 

Das Mikrobiom des Menschen enthält zehnmal mehr Zellen als der gesamte Körper  

zusammen und wird daher als „Super-Organismus“ verstanden [3, 4, 6-8]. Die 

jeweiligen bakteriellen Spezies des Darms lassen sich hinsichtlich der funktionellen 

Wechselwirkung mit dem Wirt in Kommensale, Symbionten und Pathobionten 

unterteilen [16]. Als Symbionten bezeichnet man hierbei bakterielle Spezies, die eher 

gesundheitsfördernde Funktionen erfüllen, während kommensale Spezies ihren 

Nutzen aus dem Wirt ziehen, ohne diesem zum Vor- oder Nachteil zu gereichen. 

Pathobioten hingegen können unter bestimmten Bedingungen Immunpathologien 

induzieren [16, 17]. Die Darmmikrobiota erfüllt in ihrer Gesamtheit die wichtige 

Funktion der physiologischen Kolonisationsresistenz. Durch diese Barrierefunktion 

wird verhindert, daß Pathogene im Wettstreit um Nährstoffe und Nischen sich im 

Darmlumen vermehren und dauerhaft ansiedeln [18]. Weiterhin stellen Symbionten 

dem Wirt Energiesubstrate (z.B. kurzkettige Fettsäuren) sowie Vitamine als 

Endprodukte ihres bakteriellen Stoffwechsels bereit [15, 19] und sind in ihrer 

Komplexität maßgeblich an der Entwicklung und Reifung des mukosalen 

Immunsystems sowie der Induktion von Immuntoleranz beteiligt [8, 20] (Abbildung 1). 

So können bestimmte Spezies wie segmentierte filamentöse Bakterien (SFB) und 

Clostridien-Arten ein immuntolerantes und -regulierendes Milieu induzieren und 

aufrechterhalten, indem sowohl die Generierung von Th17- und Th1-Zellen als auch 

die Produktion von IgA gefördert [21-23] sowie spezifische intrazelluläre 

Signaltransduktionswege inhibiert und anti-inflammatorische Effekte in der 

Darmmukosa erzielt werden [24-26]. 
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Abbildung 1: Einfluß der Darmmikrobiota auf die Ausbildung der protektiven 
Immunität. Die Wechselwirkung zwischen der Darmmikrobiota und dem menschlichen Wirt 
ist geprägt durch Mutualismus, Kommensalismus und Pathogenität. Das Vermögen einer 
bestimmten bakteriellen Spezies, Pathologien zu triggern oder auszulösen, ist 
kontextabhängig. So können sich Bakterien in Abhängigkeit von ihrem Aktivierungszustand, 
ihrer Lokalisation oder bei Ko-Infektion mutualistisch, kommensal oder pathogen verhalten. 
Kommensale Bakterien können dabei potentiell pathogene Spezies über verschiedene 
Mechanismen kontrollieren. So konkurrieren Kommensale mit Pathogenen um Nährstoffe 
und Nischen, können antimikrobiell wirksame Moleküle und Metabolite produzieren, in deren 
Folge das Überleben und die Virulenz der pathogenen Spezies beeinträchtigt werden. 
Weiterhin können kommensale Bakterien Epithelzellen zur Produktion antimikrobieller 
Peptide (AMP) anregen und die Expression von Tight junction-Proteinen fördern. Schließlich 
können kommensale Spezies die Funktion dendritischer Zellen und anderer Zelltypen der 
angeborenen Immunität sowohl lokal als auch systemisch modulieren, in deren Folge gegen 
Pathogene gerichtete Effektor-T- und B-Zell-Antworten induziert werden. Im unkontrollierten 
Zustand hingegen können kommensale Spezies der Mikrobiota Entzündungs- und 
Autoimmunprozesse fördern. Entnommen aus [24]. 

 

Große Mengen an bakteriellen Antigenen treten auf einer Oberfläche von mehr als 

300 m2 Darmmukosa mit dem menschlichen Wirt in Kontakt. Somit muß unser 

Organismus zahlreiche Mechanismen entwickeln, um etwa zu gewährleisten, daß 

trotz physiologischer Kolonisationsresistenz eingedrungene Spezies auf das 

Kompartiment Darm beschränkt und eine mögliche Translokation in den 

systemischen Kreislauf mit potentiell fatalen Folgen verhindert wird [27, 28]. 

Entsprechend hat der Mensch einige Schutzmechanismen entwickelt, um den 
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direkten Kontakt der Bakterien mit dem Darmepithel in Grenzen zu halten, 

mikrobielle Antigene zu detektieren, die die Epithelbarriere überwunden haben, und 

diese möglichst zeitnah zu eliminieren. Eine maßgebliche Barrierefunktion erfüllt 

hierbei die lumenwärts das Darmepithel auskleidende Schleimschicht. Während der 

Dünndarm mit einer lockeren Mukusschicht ausgestattet ist, die aber nicht direkt am 

Epithel adhäriert, befindet sich im Dickdarm diese dünnere, lockere Mukusschicht auf 

einer dickeren, die direkt dem Kolonepithel  aufsitzt [29]. Interessanterweise können 

bestimmte Spezies, wie die für die Entwicklung und Aufrechterhaltung der 

Immuntoleranz bedeutsamen segmentierten filamentösen Bakterien und Clostridien-

Arten ungehindert die Mukusbarriere penetrieren und an das Epithel adhärieren, 

ohne aber krankhafte Prozesse auszulösen, sondern vielmehr die Feinabstimmung 

der protektiven intestinalen Immunreaktionen zu übernehmen [30]. 

Ein weiterer Schutzmechanismus des Wirtes besteht in der Sekretion antibakteriell 

wirksamer Substanzen aus Epithelzellen. Zu nennen sind hier etwa die bakterizid 

wirkenden Lectine wie z.B. RegIII [27, 31]. Des Weiteren findet man im Mukus 

antimikrobielle Peptide wie Defensine und Cathelecidine [32, 33], die in der Lage 

sind, bakterielle Zellmembranen zu permeabilisieren, sowie Lipocalin-2 und 

Cathepsin K, die von Epithelzellen in das Darmlumen sezierniert  werden [34, 35]. 

Ein dritter Mechanismus, der vom intestinalen Immunsystem genutzt wird, um den 

Kontakt zwischen Darmbakterien und Epithelzellen zu begrenzen, stellt die Sekretion 

des Immunglobulins IgA dar [36]. Dendritische Zellen (DCs), die sich in den 

Peyerschen Platten (PP) des Dünndarms sowie in der intestinalen Lamina propria 

befinden, sammeln kontinuierlich Bakterien der luminalen kommensalen 

Darmmikrobiota mittels Endozytose [28]. Mit Bakterien oder deren Antigenen 

beladene DCs, die in die PP oder über afferente Lymphbahnen in die mesenterialen 

Lymphknoten (MLNs) gelangt sind, führen zu einer Aktivierung und Differenzierung 

naiver B-Zellen zu Plasmazellen, die für die jeweiligen kommensalen Spezies 

spezifisches IgA produzieren [27, 37].  Via efferente Lymphbahnen gewinnen diese 

spezifischen B-Zellen Anschluß an den systemischen Kreislauf und gelangen wieder 

in die intestinale Lamina propria zurück, von wo aus IgA in das Darmlumen 

sezierniert wird. Entsprechend bleibt die IgA-vermittelte Immunantwort auf den Darm 

beschränkt [27, 38-40]. Bemerkenswerterweise gewinnen die von den DCs bis in die 

MLNs transportierten Bakterien niemals Anschluß an den systemischen Kreislauf  
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Abbildung 2. Der mukosale Schutzwall. (1) Der Schleimschicht stellt einen primären Teil 
der Epithelbarriere dar, die den direkten Kontakt zwischen der Mikrobiota und dem 
Darmepithel begrenzen und eine mögliche Translokation lebender Bakterien aus der 
Darmmikrobiota verhindern soll. (2) Von Darmepithelzellen produzierte und in den Mukus 
sezernierte antimikrobielle Peptide tragen hierbei ebenfalls zur Separierung von Mikrobiota 
und Darmepithel bei. (3) Translozierte Bakterien werden umgehend von in der Lamina 
propria ansässigen Makrophagen eliminiert. (4) Weiterhin können kommensale Bakterien 
und/oder deren Antigene von dendritischen Zellen (DCs) aufgenommen und von der Lamina 
propria aus in mesenteriale Lymphknoten (MLNs) transportiert werden. Die nachfolgende 
Präsentation bakterieller Antigene durch DCs führt zur Differerenzierung antigenspezifischer 
regulatorischer T-Zellen (Tregs), Th17-Zellen sowie IgA-produzierender B-Zellen. Antigen-
spezifische Lymphozyten wandern dann in die Lamina propria und Peyerschen Platten. In 
den Peyerschen Platten wiederum können Tregs Th-Zell-Klassenwechsel fördern. Weiterhin 
sezernieren B-Zellen gegen die kommensalen Bakterien gerichtetes IgA. Epithelbarriere, 
Schleimschicht, IgA, DCs und T-Zellen bilden zusammen den mukosalen Schutzwall. 
Hierdurch wird die Passage und Präsentation von kommensalen Bakterien und/oder 
Antigenen in mit dem Darm assoziierten lymphatischen Strukturen limitiert und deren 
Aktivierung und in der Folge ausgelöste Immunpathologien verhindert. Entnommen aus [28]. 

und sind somit auch nicht in der Lage, systemische Immunreaktionen und extra- 

intestinale Entzündungen auszulösen. Diese Barrierefunktion wird daher auch als 

mukosaler Schutzwall bezeichnet [38, 39, 41, 42] (Abbildung 2).  
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Angesichts der Vielzahl von luminalen Darmbakterien und der riesigen Kontaktfläche 

der das Darmlumen auskleidenden Schleimhaut ist es unausweichlich, daß einzelne 

Bakterien die epitheliale Barriere überwinden und in die Lamina propria vordringen. 

Hier treffen sie auf eine weitere, zelluläre Barriere, die maßgeblich von 

phagozytierenden Makrophagen ausstaffiert ist, um eine weitere bakterielle 

Translokation in den systemischen Kreislauf zu unterbinden [43]. Interessanterweise 

produzieren diese intestinalen Makrophagen wesentlich geringere Mengen an pro-

inflammatorischen Mediatoren im Vergleich zu peripheren inflammatorischen 

Makrophagen, wodurch die Gefahr potentieller Gewebsschädigungen im Darm 

limitiert wird [43-45]. 

Bei Eindringen von pathogenen Bakterien in das Darmgewebe greifen gut 

aufeinander abgestimmte Immunmechanismen [46]. Hierbei wandern mit Antigen 

beladene DCs von der Darmmukosa in die drainierenden MLNs, treten dort in 

Kontakt mit naiven T-Zellen, die daraufhin aktiviert und polarisiert werden und in Th1- 

und Th17-Effektorzellen klonal expandieren [28]. Diese Effektor-T-Zellen gelangen 

dann über efferente Lymphbahnen in den Körperkreislauf und von dort in die Lamina 

propria zurück, wo sich die eingedrungenen Pathogene befinden. Im Zusammenspiel 

mit durch Th1- und Th17-Typ-Zytokinen (wie z.B. IFN-, TNF, IL-17) aktivierten 

Antigen-präsentierenden Zellen und gewebsständigen Makrophagen werden 

zusätzliche pro-inflammatorische Mediatoren (z.B. IL-1, IL-6, IL-12) sowie reaktive 

Sauerstoffradikale und Stickstoffmonoxid (NO) generiert. Durch diese freigesetzten 

Mediatoren werden im Zusammenspiel mit den phagozytierenden Makrophagen die 

eingedrungenen Pathogene in der Folge eliminiert [28]. Weiterhin tragen zur 

mukosalen Barriere im Darmepithel und in MLNs befindliche, sog. innate lymphoide 

Zellen (ILCs) bei, die z.B. IL-22 produzieren können und die weitere systemische 

Translokation von Darmbakterien mit verhindern [47, 48]. Hierzu tragen auch 

bestimmte Subtypen von „Natural Killer-“ Zellen in IL-22- und RegIII-abhängiger 

Manier bei [28, 47-51] (Abbildung 3). Unter normalen Bedingungen werden die 

intestinalen Immunantworten auf Pathogene derart fein justiert, daß mögliche 

Mediator-bedingte Kollateralschäden für das Gewebe in Grenzen gehalten werden. 

An dieser Feinabstimmung sind maßgeblich CD4+ Foxp3+ regulatorische T-Zellen 

(Tregs) beteiligt, die ihrerseits anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 und TGF 

(Transforming growth factor) - produzieren können [52]. Bestimmte kommensale 

Bakterienpopulationen wie segmentierte filamentöse Bakterien und Clostridien-Arten 
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tragen hierbei zur Entwicklung und Expansion von Tregs im Darm und angrenzender 

lymphatischer Strukturen wie beispielsweise PP und MLNs bei [46, 52, 53]. 

 

Abbildung 3. Adaptive und angeborene Immunantworten auf eingedrungene 
Pathogene. (A) Durch bakterielle Antigene aktivierte Th1- und Th17-Effektor-T-Zellen 
produzieren in der Lamina propria große Mengen pro-inflammatorischer Zytokine (IFN-, IL-
17, TNF-). Diese Zytokine aktivieren Antigen-präsentierende Zellen (APC) sowie Gewebs-
Makrophagen (M), die wiederum weitere pro-inflammatorische Mediatoren (IL-1, IL-6, IL-
8, IL-12, Stickstoffmonoxid (NO), reaktive Sauerstoffradikale) sezernieren. Diese pro-
inflammatorischen Mediatoren unterstützen die Phagozyten bei der Eliminierung der 
eingedrungenen Pathogene. Weiterhin induzieren einige der Mediatoren die Expression 
diverser Adhäsionsmolekülen (z.B. ICAM-1, VCAM-1, E-Selectin) auf der Oberfläche von 
postkapillären Venolen, wodurch die Rekrutierung zusätzlicher Leukozyten (neutrophile 
Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten) in den Darm gefördert wird, um die Abtötung der 
Bakterien zu forcieren. Diese Immunantworten werden in der Regel fein reguliert, um durch 
die protektive Immunantwort bedingten entzündlichen Kollateralschäden im Gewebe in 
Grenzen zu halten. (B) Bei Fehlsteuerung dieser Mechanismen führt die überschießende 
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine zu Endothel- und Epithelschäden und in der 
Folge zu Ödem, Erosionen, Ulzerationen und Fibrose [28]. 
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1.3.  Die Wechselwirkungen von Rezeptoren des angeborenen Immunsystems 

mit der Mikrobiota  

Aufgrund der Masse an luminalen Darmbakterien, die auf einer große Oberfläche der 

Darmmukosa mit dem Wirt in Kontakt treten, ist es unausweichlich, daß trotz der 

beschriebenen Schutzmechanismen bakterielle Spezies die Epithelbarriere 

überwinden. Zellen der angeborenen Immunität müssen daher in ihrer Entwicklung 

erlernen, schnell zwischen „Selbst“ und „Nicht-Selbst“ bzw. „Fremd“ zu 

unterscheiden. Diese Unterscheidung basiert auf spezifischen konservierten 

molekularen Mustern („Pattern“), sog. „Pathogen-associated molecular patterns“ 

(PAMPs), die durch sogenannte „Pattern-recognition“ Rezeptoren (PRRs) detektiert 

werden [54]. Hierzu zählen u.a. die Toll-like-Rezeptoren (TLRs), eine Klasse von 

insgesamt bisher 13 bekannten, während der Evolution hoch konservierten 

Transmembran-PRRs, die eine Schlüsselrolle bei der Induktion von pro- und anti-

inflammatorischen Genen und der Kontrolle von adaptiven Immunantworten spielen 

[55, 56] (Tabelle 1) sowie die intrazellulären „NOD-like“-Rezeptoren (NLRs), zu 

denen Proteine wie NOD (Nucleotide-binding oligomerization domain) 1, NOD2 und 

NALP gehören [57, 58]. Hierbei führt die Bindung von bakteriellen Molekülen an die 

TLRs zu einer klassischen inflammatorischen Immunantwort mit dem Ziel, die 

Bakterien zu eliminieren. Da allerdings die zahlreichen symbiontischen und 

kommensalen Bakterien unserer Darmmikrobiota viele derselben molekularen 

Muster wie Pathogene besitzen, erfordert es vonseiten des Wirtes fein aufeinander 

abgestimmte Regulationsmechanismen, um Schaden durch chronische 

Entzündungsreize zu verhindern. Außerdem werden die TLR-Expressionsmuster der 

Darmmukosa durch die Mikrobiota moduliert [59]. Im Gastrointestinaltrakt werden 

TLRs von einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen exprimiert, darunter den 

intestinalen Epithelzell- (IEC-) Linien wie Enterozyten, Paneth-Zellen, Goblet-Zellen 

und enteroendokrinen Zellen [56-69] (Abbildung 4), von subepithelialen 

Myofibroblasten [70, 71] und verschiedenen professionellen Immunzelltypen 

innerhalb der Lamina propria wie etwa Monozyten und Makrophagen, DCs und CD4+ 

T-Zellen [71-75]. Spezifische Zelltypen können dabei individuelle TLR-Muster im 

jeweiligen Kontext (wie z.B. Aktivierungszustand) und an unterschiedlichen 

anatomischen Lokalisationen exprimieren. So verlieren gewebsständige Monozyten, 

wenn sie sich in unreife DCs differenzieren, die Expression gewisser TLRs, während 

die Expression anderer hinzukommen [76].  
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Tabelle 1: Expression und Lokalisation von Toll-like-Rezeptoren (TLR) im Darm 
von Mensch und Maus. Entnommen aus [69]. 

 

FAE: Follikel-assoziiertes Epithel; IHC: Immunhistochemie; NEC: nekrotisierende 
Enterokolitis; ND: nicht determiniert; NE: nicht exprimiert; TFF3: trefoil factor-3.  
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Vom Knochenmark stammende CD11c+ DCs exprimieren TLR-4 in hohem Maße, 

um schädigende Pathogene schnellstmöglich erkennen zu können [77]. In der 

Lamina propria vorkommende CD11c+ DCs hingegen exprimieren TLR-4 nicht, um 

sich gegenüber dem omnipräsenten Lipopolysaccharid (LPS) aus dem Darmlumen in 

einem weniger empfindlichen („hypo-responsiven“) Zustand zu halten [74, 78, 79]. 

Definierte TLR-Expressionsmuster spiegeln die jeweiligen funktionellen 

Notwendigkeiten an bestimmten strategischen Lokalisationen wider (Abbildung 4). 

So sind TLR-1, -2, -4, -5 und -6 auf der Zelloberfläche exprimiert, während TLR-3, -7, 

-8, und -9 in intrazellulären Kompartimenten wiederzufinden sind [80].  

 

 

Abbildung 4. Polarisierte Expression von Toll-like-Rezeptoren in Darm-Epithelzellen. 
Das Dünn- und Dickdarm-Epithel besteht aus einer einzelnen Schicht polarisierter 
Epithelzellen mit apikalen und basolateralen Oberflächen. Die Expression von Toll-like 
Rezeptoren (TLR) in intestinalen Epithelzellen (IEC) erfolgt ebenfalls in polarisierter Manier. 
Im Dünndarm des Menschen befinden sich TLR-3, -4, -5 an der basolateralen Oberfläche 
der Zotten-Epithelzellen. Bei Mäusen exprimieren die Follikel-assoziierten Epithelzellen, die 
in unmittelbarer Nachbarschaft zu M-Zellen und Peyerschen Platten TLR-2 und -9 sowohl an 
apikalen als auch basolateralen Oberflächen. Enteroendokrine Zellen exprimieren TLR-1, -2 
und -4, wobei deren exakte Lokalisation bislang unklar ist. Im menschlichen Kolon werden 
TLR-3 und -5 exprimiert, während die Expressionsraten von TLR-2 und -4 eher gering 
ausfallen. Die Wirkung von TLR-9 auf NF-B zeigte je nach Lokalisation gegensätzliche 
Effekte. Dieses Schema basiert auf in vitro- und in vivo-Experimenten mit humanan 
Epithelzellen, während die TLR-Expressionsmuster in Follikel-assoziiertem Epithel auf 
murinen Daten fußt. Entnommen aus [69]. 
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Die Lokalisation der TLR-Expression im Darmepithel und deren Ansprechvermögen 

auf bestimmte Stimuli hängen maßgeblich von dem zellulären Aktivierungszustand, 

der Polarität und dem Differenzierungsgrad des Zelltyps bzw. Gewebes sowie 

hemmenden Faktoren ab [60, 81, 82]. So finden sich im gesunden Darm TLR-2 und 

TLR-4 nur in geringen Mengen auf IECs und mononukleären Zellen der Lamina 

propria wieder, um die Erkennung der antigenen Signale aus der luminalen 

Mikrobiota in Grenzen zu halten und somit lediglich einen basaler 

Aktivierungszustand aufrechtzuerhalten, ohne Zellschaden anzurichten [61, 80, 83]. 

Die funktionelle Konsequenz der TLR-Signaltransduktion hängt zudem davon ab, mit 

welchem Bereich bzw. Pol der Zelle der Ligand in Berührung tritt. In vivo werden 

TLRs vorwiegend in den basolateralen Abschnitten der IECs exprimiert [59, 69]. 

Hierdurch wird gewährleistet, daß eine Immunantwort erst dann ausgelöst wird, wenn 

Bakterien die Epithelschicht des Wirtes überwinden und nicht schon bei bloßem 

Kontakt der luminalen Mikrobiota mit dem Epithel [69]. Während TLR-9 etwa auch an 

der apikalen Seite der IECs exprimiert wird, entstehen inflammatorische Signale erst, 

wenn am basolateralen Pol exprimiertes TLR-9 mit dem entsprechenden Liganden in 

Wechselwirkung tritt [82]. Des Weiteren werden negative Regulatoren der TLR-

Signalwege wie etwa das Toll-interacting protein (TOLLIP) vorzugsweise in IECs 

exprimiert, so daß eine tolerante Umgebung im Darm gewährleistet ist [84]. Sobald 

aber eine Bedrohung für den Wirt wahrgenommen worden ist, können diese 

inhibitorischen Mechanismen ausgeschaltet werden, und positive Regulatoren 

erlauben im Gegenzug eine angemessene Immunantwort, um die Gefahr 

abzuwenden [62, 80, 85]. Eine anhaltende TLR-vermittelte Induktion einer pro-

inflammatorischen Immunantwort wiederum kann zur chronischen Entzündung bei 

chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (CED) wie Morbus (M.) Crohn und 

Colitis ulcerosa beitragen. So ist TLR-4 auf primären IEC und mononukleären Zellen 

der Lamina propria entlang des gesamten Gastrointestinaltraktes sowohl bei 

Patienten mit M. Crohn als auch Colitis ulcerosa stärker als bei Gesunden exprimiert 

[60, 81, 86-88], wodurch auf antigene Stimuli aus dem Darm in unangemessener 

Weise überreagiert wird. Zudem können von T-Zellen produzierte Zytokine wie IFN- 

und TNF, die wiederum eine maßgebliche Rolle bei der Immunpathogenese von 

CED spielen, die TLR-4 Expression in Darmepithelzellen steigern [86, 88, 89]. 
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1.4.  Induktion von Immunpathologien des Darms infolge gestörter 

Hömöostase von Darmmikrobiota und Wirtsimmunität  

Es mehren sich experimentelle und klinische Evidenzen, daß fehlgesteuerte 

Immunantworten auf Komponenten der intestinalen Mikrobiota bei genetisch 

prädisponierten Personen maßgeblich an der Entwicklung von CED beteiligt sind [4, 

47, 90-92]. Durch die gestörte Homöostase zwischen Wirtsimmunität und 

Darmmikrobiota kommt es zur überschießenden Produktion pro-inflammatorischer 

Mediatoren, die an der Entstehung von Gewebsschäden wie Erosionen, Ulzerationen 

und Fibrosen direkt oder indirekt beteiligt sind (Abbildung 5) [93].  

 

Abbildung 5: Stadien der Pathogenese von chronisch entzündlichen 
Darmerkrankungen. Genetische und Umweltfaktoren sowie Infektionen können die 
Funktion der Darmepithelbarriere beeinträchtigen. Eine gestörte Epithelbarriere wiederum 
erleichtert die Translokation von lebenden kommensalen Darmbakterien und deren 
Zellwandbestandteilen vom Darmlumen in die Darmwand, was eine Aktivierung von 
Immunzellen nach sich zieht. Wenn die folgende akute Entzündungsreaktion nicht durch 
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anti-inflammatorische Gegenmaßnahmen aufgelöst werden kann, kommt es zu einem 
chronisch entzündlichen Verlauf. Im Zuge dessen können Komplikationen wie 
Gewebsdestruktion durch mukosale Zytokinantworten weiter unterhalten werden. 
Entnommen aus [93]. 

 

Genom-weite Assoziationsstudien der vergangenen zwei Jahrzehnte konnten zeigen, 

daß zahlreiche Suszeptibilitätsgene für M. Crohn und Colitis ulcerosa den IL-23-

/Th17- und IL-10 Signalweg betreffen [94, 95]. Darüberhinaus konnten Gene, die in 

der angeborenen Immunität sowie bei Autophagie eine wichtige Rolle spielen, wie 

z.B. NOD2, TLR-2, TRL-4 und Autophagy-related protein 16-like 1, als 

Suszeptibilitätsgene für den M. Crohn identifiziert werden [28, 80]. Diese Befunde 

legen nahe, daß eine gestörte Prozessierung intrazellulärer Bakterien an der 

Pathogenese von M. Crohn beteiligt sein könnte [94, 95].   

Die Zunahme der Inzidenz- und Prävalenzraten von CED vor allem in 

industrialisierten Ländern in den zurückliegenden 50 Jahren deutet darauf hin, daß 

Lebensumstände in einer „modernen“ industrialisierten Gesellschaft bei genetisch 

prädisponierten Menschen die Entstehung von CED fördern. Hierzu zählen etwa 

Ernährungsgewohnheiten, „verbesserter“ Hygienestatus sowie zunehmender 

Antibiotikaverbrauch bereits im Kindesalter [94-98]. Sämtliche dieser Faktoren 

können wiederum Einfluß auf die Zusammensetzung der Darmmikrobiota nehmen.  
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1.5.  Experimentelle Modelle für akute Darmentzündungen 

Während es eine Vielzahl von experimentellen Modellen gibt, um die 

Wechselwirkungen zwischen kommensalen Bakterien und Wirt im Bereich des 

Dickdarms zu untersuchen, sind Dünndarm-Entzündungsmodelle eher rar [99-103]. 

Eine akute Entzündung im Bereich des terminalen Ileum entwickelt sich spontan bei 

der SAMP1/YitFc Maus [104]. Bis zum Zeitpunkt unserer Untersuchungen war die 

Bedeutung der Darmmikrobiota bei der Immunpathogenese der Ileitis allerdings noch 

nicht untersucht worden [105-107]. 

 

1.5.1  Modell der akuten Toxoplama gondii-induzierten Ileitis  

Suszeptible Mäuse entwickeln innerhalb von 7 bis 9 Tagen nach einer oralen 

Infektion mit dem intrazellulären Parasiten Toxoplasma gondii akut nekrotische 

Veränderungen im terminalen Ileum, die sämtliche Schichten betreffen (Pan-Ileitis), 

und in deren Folge die Tiere schließlich versterben [108]. Der akuten Ileitis liegt eine 

klassische Th1-Typ-Immunantwort zugrunde, in deren Zuge es zu einer von CD4+ T-

Zellen abhängigen exzessiven Sekretion von pro-inflammatorischen Mediatoren wie 

z.B. IFN-, TNF und NO kommt [108-110]. An der Stimulation der T-Lymphozyten 

wiederum sind maßgeblich IL-12, IL-23 und IL-18 beteiligt [111, 112]. Somit spiegelt 

die der akuten T. gondii-induzierten Ileitis zugrunde liegende Th1-Typ-

Immunpathologie wichtige Merkmale des M. Crohn im akuten Schub beim Menschen 

wider [113]. 

 

1.5.2  Modell der akuten DSS-Kolitis 

Gewebeschäden führen zu einer Aktivierung von Zellen des angeborenen und 

erworbenen Immunsystems, in deren Folge bestimmte Zellpopulationen rekrutiert 

werden und proliferieren, um letztlich zur Wundheilung beizutragen. Bei der durch 

Dextrannatriumsulfat (DSS) induzierten Kolitis kommt es zu einem toxischen 

Schaden der Kolon-Epithelzellen nebst Krypten, wodurch Entzündungsantworten in 

der Lamina propria in Gang gesetzt werden. Im Zuge dessen können durch die 

gestörte Epithelbarriere ungehindert TLR-Liganden aus der luminalen 

Darmmikrobiota in Kontakt mit in der Lamina propria gelegenen Immunzellen treten, 
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in deren Folge der Gewebeschaden zunimmt [80]. Bei im Isolator aufgezogenen 

keimfreien Mäusen sowie bei mit Antibiotika behandelten konventionellen Mäusen 

entwickelt sich jedoch keine akute DSS-Kolitis [114]. Weiterhin wiesen in früheren 

Studien C57B1 und C3H Mäuse, die gegenüber LPS weniger empfindlich waren, 

weniger stark ausgeprägte Entzündungszeichen im DSS-Kolitismodell auf und waren 

trotz erhöhter LPS-Spiegel im Serum vor der Immunpathogenese geschützt [115]. 

Die Bedeutung der Darmmikrobiota am Zustandekommen der Kolitis wird auch in 

einem anderen Mausmodell nahegelegt. So entwickeln IL-10-gendefiziente Mäuse 

innerhalb von 3 bis 6 Monaten aufgrund antigener Stimuli aus der Darmmikrobiota 

eine chronische Kolitis, während Antibiotika-Behandlung oder Aufzucht unter sterilen 

Bedingungen deren Entstehung verhindert [116].   

 

1.5.3  Modell der akuten Campylobacter jejuni-induzierten Enteritis 

Die Inzidenzraten von durch Campylobacter jejuni hervorgerufenen 

Durchfallerkrankungen nehmen weltweit zu [117, 118]. Das über die Nahrungskette 

übertragene Pathogen verursacht beim Menschen Symptome unterschiedlichen 

Schweregrades. Klassischerweise imponiert bei der selbst-limitierenden 

Campylobacteriose eine akute Enteritis mit wäßrigen oder blutigen Durchfällen, 

Tenesmen, Fieber, Erbrechen und Myalgien [117]. Über die molekularen 

Mechanismen, die der durch C. jejuni-induzierten Immunpathologie beim Menschen 

zugrunde liegen, ist bislang relativ wenig bekannt. Einer der Gründe hierfür liegt am 

Fehlen geeigneter in vivo-Modelle [119]. Aufgrund der physiologischen 

Kolonisationsresistenz, die durch die Zusammensetzung der wirtsspezischen 

Darmmikrobiota determiniert wird, kann nach einer oraler Infektion C. jejuni - wenn 

überhaupt - nur sporadisch im Intestinaltrakt von Mäusen ansiedeln und in der Folge 

keine Immunpathologie auslösen [118, 120]. Wir haben daher den experimentellen 

Ansatz verfolgt, die physiologische Kolonisationsresistenz durch eine Modifizierung 

der murinen Mikrobiotazusammensetzung  zu durchbrechen, so daß eine stabile 

Etablierung des Pathogens und Auslösung der Immunpathologie im Darm C. jejuni-

infizierter Mäuse ermöglicht wird und somit die Wechselwirkungen zwischen dem 

Pathogen, der Darmmikrobiota und dem Immunsystem des Wirtes näher untersucht 

werden können.  
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1.6. Zielsetzungen 

Ziel der vorliegenden Habilitationsschrift ist es, die dynamischen Veränderungen der 

murinen Mikrobiota-Zusammensetzung in Modellen akuter Darmentzündung 

unterschiedlicher Ätiologie und Lokalisation zu untersuchen. Mittels kultureller und 

molekularer Analysen sollen bakterielle Kommensalen der Darmmikrobiota mit 

inflammatorischer Aktivität in Entzündungsmodellen identifiziert und 

Wechselwirkungen zwischen diesen Kommensalen und den Rezeptoren des 

angeborenen Immunsystems des Wirtes auf molekularer Ebene aufgeklärt werden.  
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2.  EIGENE ARBEITEN 

2.1. Die Rolle von Gram-negativen bakteriellen Spezies im akuten 
Toxoplasma gondii-induzierten Ileitismodell 

 

(Heimesaat, M.M., Bereswill, S., Fischer, A., Fuchs, D., Struck, D., Niebergall, J., 

Jahn, H.K., Dunay, I.R., Moter, A., Gescher, D.M., Schumann, R.R., Göbel, U.B., 

Liesenfeld, O. Gram-negative bacteria aggravate murine small intestinal Th1-type 

immunopathology following oral infection with Toxoplasma gondii, Journal of 

Immunology, 12/2006, 8785-8795, 177).  

 

http://dx.doi.org/10.4049/jimmunol.177.12.8785 

 

In dieser Arbeit wurden mittels kultureller und molekularer Methoden die 

quantitativen sowie qualitativen Veränderungen der luminalen Dünndarmmikrobiota 

der Maus im Verlauf der akuten Ileitis nach oraler Infektion mit T. gondii analysiert 

und die Translokationsraten lebender kommensaler intestinaler Bakterien in 

subepitheliale sowie extra-intestinale Kompartimente bestimmt. Weiterhin 

untersuchten wir, ob die festgestellten ausgeprägten Florenverschiebungen in 

Richtung Gram-negativer Spezies ursächlich an der Entzündungsentstehung und 

Aufrechterhaltung der Th1-Typ-Immunpathologie beteiligt waren. Für diese 

Fragestellung behandelten wir zum einen T. gondii-infizierte Mäuse mit gegen Gram-

negative Spezies gerichteten Antibiotika wie Ciprofloxacin und Metronidazol.  Zum 

anderen generierten wir gnotobiotische Mäuse, bei denen zuvor die kommensale 

Darmmikrobiota mittels Breitspektrumantibiotika-Therapie eradiziert worden war, und 

rekolonisierten diese selektiv mit den respektiven Gram-negativen Spezies oder der 

kompletten komplexen Dünndarmmikrobiota, um nachfolgend mittels oraler Infektion 

mit T. gondii die Entzündung zu induzieren. So konnten wir in dieser Arbeit mittels 

kultureller und molekularer Methoden zeigen, daß die Entwicklung einer akuten Ileitis 

nach oraler T. gondii-Infektion mit massiven quantitativen wie qualitativen 

Veränderungen der luminalen Dünndarmmikrobiota vergesellschaftet war. Innerhalb 

einer Woche nach T. gondii-Infektion kam es zu einer Überwucherung des 

entzündeten Dünndarmlumens mit Gram-negativen Spezies wie z.B. E. coli und 

Bacteroides/Prevotella spp. auf Kosten einer allgemein reduzierten Diversität der 

Mikrobiota und Abnahme der Lactobacillus- und Clostridium-Populationen. Weiterhin 
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translozierten lebende Gram-negative Bakterien durch die entzündete Epithelbarriere 

in sub-epitheliale Kompartimente und konnten ebenfalls aus MLNs und Leber isoliert 

werden. Im Folgenden konnten wir zeigen, daß diese ausgeprägten 

Florenverschiebungen in Richtung Gram-negativer Spezies ursächlich an der 

Entzündungsentstehung und Aufrechterhaltung der Th1-Typ-Immunpathologie 

beteiligt waren. So waren mit Ciprofloxacin und Metronidazol behandelte Mäuse vor 

akuter Ileitis geschützt. Weiterhin blieb die Th1-Typ-Immunpathologie nach T. gondii-

Infektion gnotobiotischer Mäuse aus. Nach selektiver Rekolonisierung dieser 

gnotobiotischen Mäuse mit den respektiven Gram-negativen Spezies oder der 

kompletten komplexen Dünndarmmikrobiota hingegen konnte das Vollbild der akuten 

Ileitis induziert werden. Zusammenfassend, konnten wir zeigen, daß Gram-negative 

Spezies der kommensalen Darmmikrobiota wie z.B. E. coli die akute T. gondii-

induzierte Th1-Typ-Immunpathologie des Dünndarms verstärken. Wir können aus 

den geschilderten Ergebnissen zum einen schlußfolgern, daß das verwendete 

Tiermodell geeignet ist, um die molekularen Grundlagen der Wechselwirkungen 

zwischen Darmbakterien und Wirtsimmunantwort zu untersuchen, und daß zum 

anderen die kommensale Darmmikrobiota modulierende Strategien zukünftige 

Optionen für die Prophylaxe und Therapie von akuten Darmentzündungen wie 

beispielsweise CED darstellen könnten. 
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2.2  Verstärkung der akuten T. gondii-induzierten Ileitis durch die von TLR-4 

abhängige Signalantwort auf das Lipopolysaccharid kommensaler E. coli  

(Heimesaat, M.M., Fischer, A., Jahn, H.K., Niebergall, J., Freudenberg, M, Blaut, M., 

Liesenfeld, O., Schumann, R.R., Göbel, U.B., Bereswill, S. Exacerbation of murine 

ileitis by Toll-like receptor 4 mediated sensing of lipopolysaccharide from commensal 

Escherichia coli, Gut, 07/2007, 941-948, 56).  

 

http://dx.doi.org/10.1136/gut.2006.104497 

 

In dieser Arbeit untersuchten wir die molekularen Mechanismen des Beitrags der 

Gram-negative Spezies an der T. gondii-induzierten Ileitis näher. Wir banden hierfür 

Mäuse, die für TLR-4, dem maßgeblichen Rezeptor für das LPS Gram-negativer 

Bakterien, und/oder TLR-2, dem Rezeptor für Lipoprotein und Lipoteichonsäuren v.a. 

Gram-positiver Spezies, gendefizient waren, in unsere Infektionsversuche ein. Um zu 

beweisen, daß von TLR-4 abhängige Signalantworten auf das LPS die 

Entzündungsantworten verstärkten, wurden gnotobiotische Wildtyp-Mäuse mit E. coli 

oder hochgereinigtem Lipid A des LPS behandelt und entsprechend mit TLR4-/- 

Mäusen im akuten Ileitis-Modell verglichen. So konnten wir in vitro und in vivo 

zeigen, daß die induzierte Th1-Typ-Immunpathologie maßgeblich vom TLR-4-

Signalweg abhängig war. Ein kommensaler E. coli-Stamm, den wir vorab aus dem 

entzündeten Ileum von Wildtyp-Mäusen isoliert hatten, führte in embryonalen 

Nierenzellen und murinen Peritonealmakrophagen zu einer TLR-4-abhängigen NF-

κB-Aktivierung und gesteigerter NO-Produktion. Weiterhin wiesen TLR-4-/- im 

Vergleich zu TLR-2-/- und Wildtyp-Mäusen nach T. gondii-Infektion höhere 

Überlebensraten und eine verminderte Th1-Typ-Immunpathologie auf. Während mit 

lebenden E. coli oder synthetischem gereinigtem E. coli-Lipid A behandelte 

gnotobiotische TLR-4-/- Mäuse vor der Ileitis geschützt waren, entwickelten 

entsprechend behandelte Wildtyp-Mäuse das Vollbild der Erkrankung. Schließlich 

konnte bei konventionell besiedelten Wildtyp-Mäusen, die mit dem LPS-Antagonisten 

Polymyxin behandelt worden waren, in Abhängigkeit von der Therapiedauer vor der 

Dünndarmentzündung geschützt werden. Zusammenfassend, sind an der 

Entstehung und Unterhaltung der T. gondii-induzierten Ileitis maßgeblich die TLR-4- 

abhängige Signalübertragung, ausgehend vom LPS Gram-negativer E. coli, die das 

Dünndarmlumen überwuchern, beteiligt. Wir können aus den Ergebnissen 
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schlußfolgern, daß bei der T. gondii-induzierten Ileitis das angeborene Immunsystem 

eine Schlüsselrolle spielt und LPS- oder TLR-4-Antagonisten möglicherweise als 

zukünftige Behandlungsoptionen von Dünndarmentzündungen bei Patienten mit 

CED in Frage kommen. 
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2.3 Einfluß von Mikrobiotaveränderungen auf den Schweregrad der akuten 

Kolitis der Maus in Abhängigkeit von TLR-2 und -4 

 

(Heimesaat, M.M., Fischer, A., Siegmund, B., Kupz, A., Niebergall, J., Fuchs, D., 

Jahn, H.K., Freudenberg, M., Loddenkemper, C., Batra, A., Lehr, H.A., Liesenfeld, 

O., Blaut, M., Göbel, U.B., Schumann, R.R., Bereswill, S. Shift towards pro-

inflammatory intestinal bacteria aggravates acute murine colitis via Toll-like receptors 

2 and 4, PLoS One, 07/2007, e662, 2) 

 

In dieser Publikation wurden mögliche Florenverschiebungen und die Beteiligung 

bakterieller Zellwandbestandteile an der Entzündungsinduktion in einem weiteren 

akuten Darmentzündungsmodell anderer Ätiologie und Lokalisation untersucht. 

Hierfür verwendeten wir DSS, um bei Mäusen chemisch eine akute Kolitis zu 

induzieren. Wir analysierten hierbei Unterschiede des Schweregrades der 

Entzündung bei TLR-2-/-, TLR-4-/- sowie TLR-2/4-/- Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-

Kontrollen und analysierten die von TLR-2 und TLR-4 abhängigen 

Immunzellantworten und die Dynamik der Veränderungen der luminalen 

Dickdarmmikrobiota während der akuten Entzündung mittels kultureller und 

molekularer Methoden. So konnten wir zeigen, dass im akuten DSS-Kolitismodell 

Mäuse, die für TLR-2 und/oder TLR-4 gendefizient waren, im Vergleich zu Wildtyp-

Kontrollen weniger stark ausgeprägte Krankheitssymptome und lokale pro-

inflammatorische Immunantworten aufwiesen. Des Weiteren kam es 7 Tage nach 

Kolitis-Induktion ebenfalls zu markanten quantitativen und qualitativen 

Veränderungen der luminalen Dickdarmmikrobiota. So wurde bei Mäusen mit Kolitis 

ein signifikanter Anstieg kommensaler E. coli verzeichnet, wobei der Anstieg mit der 

Schwere des Krankheitsbildes korrellierte. Entsprechend waren die E. coli-Lasten im 

Kolonlumen von Wildtyp-Mäusen höher als bei Tieren, die für TLR-2 und/oder TLR-4 

gendefizient waren. Weiterhin konnten im Kolon von TLR-2/4-/- Mäusen niedrigere 

luminale Lasten an Bacteroides/Prevotella spp. sowie Enterokokken als bei Wildtyp-

Kontrollen nachgewiesen werden. Interessanterweise waren im naiven Zustand, 

unabhängig vom Genotyp der Mäuse, die Kolon-Mikrobiota vergleichbar. Demzufolge 

erfolgte die mikrobielle Besiedlung im Darm der Mäuse von TLR-2 und TLR-4  

unabhängig, während sich die Mikrobiota bei akuter DSS-Kolitis von TLR-2 und TLR-

4 abhängig verschob. Ferner kam es TLR-2- und TLR-4-abhängig zu einer 
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Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und regulatorischen T-Zellen in die 

entzündete Dickdarm-Mukosa und Lamina propria. Zusammenfassend, kam es auch 

im akuten DSS-induzierten Kolitis-Modell zu ausgeprägten Verschiebungen der 

kommensalen Darmmikrobiota in Richtung Gram-negativer Spezies wie z.B. E. coli. 

Hierbei verstärkten bakterielle Zellwandbestandteile von TLR-2 und TLR-4 abhängig 

die Entzündungsreaktion. Wir können aus den geschilderten Ergebnissen 

schlußfolgern, daß die intestinale E. coli-Dichte quasi als Biomarker für die Schwere 

der Kolitis verwendet werden kann und das verwendete Kolitismodell geeignet ist, 

um zukünftig bakterielle Faktoren zu identifizieren, die an der Aufrechterhaltung der 

intestinalen Homöostase beteiligt sind und als mögliche Kandidaten zur Behandlung 

von akuten Darmentzündungen wie z.B. CED in Frage kommen. 





Shift Towards Pro-inflammatory Intestinal Bacteria
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Background. Gut bacteria trigger colitis in animal models and are suspected to aggravate inflammatory bowel diseases. We
have recently reported that Escherichia coli accumulates in murine ileitis and exacerbates small intestinal inflammation via
Toll-like receptor (TLR) signaling. Methodology and Principal Findings. Because knowledge on shifts in the intestinal
microflora during colitis is limited, we performed a global survey of the colon flora of C57BL/10 wild-type (wt), TLR2-/-, TLR4-/-,
and TLR2/4-/- mice treated for seven days with 3.5% dextrane-sulfate-sodium (DSS). As compared to wt animals, TLR2-/-, TLR4-/-,
and TLR2/4-/- mice displayed reduced macroscopic signs of acute colitis and the amelioration of inflammation was associated
with reduced IFN-gamma levels in mesenteric lymph nodes, lower amounts of neutrophils, and less FOXP3-positive T-cells in
the colon in situ. During acute colitis E. coli increased in wt and TLR-deficient mice (P,0.05), but the final numbers reached
were significantly lower in TLR2-/-, TLR4-/- and TLR2/4-/- animals, as compared to wt controls (P,0.01). Concentrations of
Bacteroides/ Prevotella spp., and enterococci did not increase during colitis, but their numbers were significantly reduced in
the colon of DSS-treated TLR2/4-/- animals (P,0.01). Numbers of lactobacilli and clostridia remained unaffected by colitis,
irrespective of the TLR-genotype of mice. Culture-independent molecular analyses confirmed the microflora shifts towards
enterobacteria during colitis and showed that the gut flora composition was similar in both, healthy wt and TLR-deficient
animals. Conclusions and Significance. DSS-induced colitis is characterized by a shift in the intestinal microflora towards pro-
inflammatory Gram-negative bacteria. Bacterial products exacerbate acute inflammation via TLR2- and TLR4-signaling and
direct the recruitment of neutrophils and regulatory T-cells to intestinal sites. E. coli may serve as a biomarker for colitis
severity and DSS-induced barrier damage seems to be a valuable model to further identify bacterial factors involved in
maintaining intestinal homeostasis and to test therapeutic interventions based upon anti-TLR strategies.

Citation: Heimesaat MM, Fischer A, Siegmund B, Kupz A, Niebergall J, et al (2007) Shift Towards Pro-inflammatory Intestinal Bacteria Aggravates
Acute Murine Colitis via Toll-like Receptors 2 and 4. PLoS ONE 2(7): e662. doi:10.1371/journal.pone.0000662

INTRODUCTION
In inflammatory bowel diseases (IBD) the disturbance of intestinal
barrier functions results in increased immunoreactivity against
bacterial antigens [1–3]. Patients with active intestinal inflamma-
tion display accumulation of commensal Escherichia coli or Bacteroides
spp. at inflamed tissue sites [4–6]. These bacterial groups, also
suspected to trigger intestinal inflammation in acute graft-versus-
host-disease after bone marrow transplantation [7], can further
potentiate immunopathology by translocation via microlesions and
ulcerations [5,8]. The role of the commensal intestinal microflora
in colitis has been studied in a number of experimental models
[9,10], but detailed knowledge on the gut microbiota composition
in acute intestinal inflammation is still limited. Recently, we have
demonstrated that acute murine ileitis is accompanied by a rigorous
E. coli overgrowth in the terminal ileum. During acute in-
flammation, E. coli numbers increased by up to nine orders of
magnitude and their presence was found to be essential for the
induction and progression of ileal immunopathology [8]. High
numbers of E. coli in the inflamed ileum point towards an important
role of bacterial lipopolysaccharide (LPS) in the exacerbation of
acute intestinal inflammation. LPS and products from Gram-
positive bacteria are recognized by toll-like-receptors (TLRs) 4 and
2, respectively, both of which are expressed in the murine intestinal
mucosa [11]. Similar observations have been made in human IBD

where TLRs are upregulated at inflamed tissue sites [12,13]. In line
with this, we found that LPS-mediated TLR4 signaling is
responsible for a major part of the immunostimulatory potential
of E. coli in acute ileitis, whereas TLR2, the main receptor for
Gram-positive bacteria, was not involved [14].
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Acute colitis induced by the barrier-damaging agent dextran-
sulfate-sodium (DSS) is exacerbated by gut bacteria, as evidenced
by the amelioration of inflammation in germ-free animals and in
mice treated with antibiotics [15]. Early studies on roles of
bacterial LPS in triggering acute intestinal inflammation revealed
that LPS-hyporesponsive C57BL and C3H mice displayed
reduced macroscopic signs of colitis as compared to controls and
were protected from inflammatory responses initiated by elevated
serum LPS levels during inflammation [16]. Another study
reported that DSS-induced colitis activity varies with the mouse
strain used, but claims that the severity of colitis does not differ in
LPS-unresponsive as compared to control mice, irrespective of
their genetic background [17]. Furthermore, TLR-mediated
sensing of gut bacteria has been suggested to play a role in
intestinal homeostasis and TLR4 was shown to limit bacterial
translocation during colitis [18–21]. In contrast, recent findings
demonstrated that TLR-signaling via the adapter protein MyD88
is essential for spontaneous development of colitis in IL10-deficient
mice [22]. However, global gut flora analysis in DSS-induced
barrier-damage, which could account for some of the contradic-
tory results mentioned above, has not been performed and
bacterial species most abundant in acute colitis have not been
investigated so far. To further extend our knowledge on potential
roles of a bacterial interplay with innate immunity in acute colitis, we
performed a global survey of the intestinal microflora and
determined numbers of inflammatory cells in DSS-treated
C57BL/10 mice lacking TLRs 2 and/or 4. Because major groups
of gut bacteria cannot be cultivated, we complemented classical
microbiological analyses with culture-independent molecular ap-
proaches such as denaturing-gradient-gel-electrophoresis (DGGE)
based on separation of PCR-amplified bacterial 16S rRNA gene
fragments [8,14]. Besides identification of gut residents specifically
associated with the severity of DSS-induced colitis, we also studied
the impact of TLRs 2 and 4 on i) macroscopic signs of acute colitis, ii)
changes in relevant immune cell populations in the inflamed colon,
and iii) the composition and dynamics of the intestinal microflora in
healthy and diseased TLR-deficient animals.

RESULTS

Severity of acute intestinal inflammation depends

on TLR2- and TLR4-signaling
We have recently demonstrated that commensal E. coli increase and
exacerbate small intestinal inflammation in C57BL/10 mice via
LPS-mediated TLR4-signaling [8,14]. To determine whether TLR2
or TLR4 may be involved in the aggravation of acute colitis, we
compared macroscopic signs of disease in C57BL/10 wild-type (wt)
mice and animals lacking TLR2, TLR4, or both (Figure 1). After
seven days of DSS-treatment, wt mice developed severe signs of
colitis as indicated by a total clinical score of 11.361 (Figure 1A). In
contrast, TLR2-/-, TLR4-/-, and TLR2/4-/- animals displayed
significantly (P,0.001) lower clinical scores of 7.161.6, 7.063, and
4.262.3, respectively, as compared to wt animals, thus indicating
that colitis is exacerbated via TLR2- and TLR4-signaling
(Figure 1A). Furthermore, reduced macroscopic signs of colitis in
TLR2-/-, TLR4-/-, and TLR2/4-/- were associated with diminished
inflammatory activity as demonstrated by lower IFN-gamma
concentrations (Figure 1B) in colonic mesenteric lymph nodes.

TLR2- and TLR4-dependent accumulation of effector

immune cells in the inflamed colon
The acute stage of DSS-colitis is characterized by recruitment of
neutrophils and T-cells to damaged tissue areas [23]. In addition,

there is strong evidence that regulatory T-cells accumulate at
inflamed tissue sites in DSS-treated mice and in IBD patients
[23,24]. However, their numbers in diseased animals have not
been investigated so far. Therefore, we quantified CD3+ total T-
cells, FOXP3+ regulatory T-cells, and myeloperoxidase+ neutro-
phils by immunohistochemistry of colon sections in situ. The results
demonstrated that numbers of CD3+ T-cells were slightly
increased in the colons of DSS-treated wt and TLR2-deficient,
but not TLR4- and TLR2/4-deficient mice, as compared to the
respective naive animals (Figure 2). Most strikingly, the numbers of
neutrophils and FOXP3+ regulatory T-cells in the inflamed colon
were significantly lower in the colons of TLR2-/-, TLR4-/-, and
TLR2/4-/- mice as compared to DSS-treated wt animals
(Figure 2). Independent histochemical analyses of HE-stained
tissue sections and histological scoring by two pathologists (C.L.
and H.A.L.) showed that DSS-induced tissue damage and
histopathological changes in the colon were similar in wt,
TLR2-/-, and TLR4-/- mice, but significantly reduced in TLR2/
4-/- mice, as compared to the wt animals (not shown).

Development of a complex gut flora in TLR2-/- and

TLR4-/- mice
To determine whether sensing of gut bacteria via TLR4 or TLR2
has a general impact on the composition of the intestinal

Figure 1. Colitis severity and inflammatory responses in TLR2-/-,
TLR4-/-, and TLR2/4-/- mice, as compared to wt controls. (A) Severity of
colitis in DSS-treated animals. Clinical outcome of colitis was recorded
in wt mice (WT, n = 10) and in mice lacking TLR2 (TLR2-/-, n = 10), TLR4
(TLR4-/-, n = 12), or both (TLR2/4-/-, n = 11). Clinical parameters of colitis
were monitored daily (see methods). The data sets from two
independent experiments were pooled. Total colitis scores were
analyzed at day eight after DSS-treatment for seven days.
(B) IFN-gamma concentrations in supernatants of colonic MLN cultures
from wt and TLR-deficient animals. Supernatants from MLN cultures of
wt mice (WT, black bars, n = 3), and animals lacking TLR2 (TLR2-/-, n = 4),
TLR4 (TLR4-/-, n = 5), or both (TLR2/4-/-, n = 4) with colitis were analyzed
at day eight after DSS-treatment for seven days.
(A/B) Mean values, standard deviations and significance levels (as
compared to the wt animals) determined by Student’s t-test are
indicated (***, P,0.001).
doi:10.1371/journal.pone.0000662.g001
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microflora (which could influence the outcome of colitis), we
performed a global molecular survey of the colon microbiota in
healthy C57BL/10 mice lacking TLR2, TLR4, or both receptors
(Figure 3). Therefore, offspring mice were sacrificed, and the
bacterial communities within the colon characterized by analysis
of cloned bacterial 16S rRNA genes in DNA libraries (Figure 3A),
as well as by high-resolution DGGE (Figure 3B). Comparative
analysis of 16S rRNA gene libraries revealed that the overall
diversity and composition of the gut microflora did not differ
significantly among healthy TLR2-/-, TLR4-/-, and TLR2/4-/-

mice, as compared to wt animals (Figure 3A). The number and
position of bands in DGGE profiles showed that the molecular
pattern of the colon flora of TLR2-/-, TLR4-/-, and TLR2/4-/-

mice were similar to the reference pattern of wt animals, showing
100%, 92%, and 92% concordance, respectively. Two DGGE
bands that were less intense in mice lacking TLR4 (Figure 3B, grey
arrows) when compared to wt or TLR2-/- animals contained DNA
from so far uncultured bacteria of the Bacteroidales group
(Figure 3B). The fact that i) bacteria represented by the upper
band completely absent in TLR4-/- mice were present in the
luminal colon contents from TLR4-/- animals that grew up in
another facility (Figure 3B, black arrow), and ii) that the lower
band was detected in one of the TLR4-/- animals (Figure 3B)
provided strong evidence that these differences are most likely
caused by interindividual variability.

Characterization of gut flora changes in acute colitis
In order to characterize potential gut flora shifts during DSS-
induced barrier damage and to identify gut residents abundant in
colitis, we performed a global survey of the gut flora in C57BL/10
mice with or without colitis (Figures 4A and 5). Molecular
monitoring of the intestinal bacterial communities by DGGE
(Figure 4A) demonstrated that the acute stage of colitis was
characterized by a shift towards members of the Enterobacteriaceae
(Figure 4A). In addition, bacterial communities in the colon from
diseased mice were less complex, indicating a loss in bacterial
diversity during acute inflammation (Figure 4A). Sequence analysis
of bacterial 16S rRNA gene fragments from individual DGGE
bands revealed that previously undescribed members of the

Figure 2. Quantification of immune cells in the colon of DSS-treated
mice. Numbers of T-cells, regulatory T-cells, and neutrophils in the
colon of DSS-treated wt mice and mice lacking TLR2 and/ or TLR4. The
average number of cells positive for CD3, FOXP3, or myeloperoxidase
from at least five high power fields (HPF, 4006magnification) per animal
were determined microscopically in immunostained colon sections of
wt mice (WT), and animals lacking TLR2 (TLR2-/-), TLR4-/- (TLR4-/-), or
both (TLR2/4-/-) at day eight after DSS-treatment for seven days (C, grey
circles). Healthy animals served as controls (H, white circles). The
numbers of analyzed animals are given in parenthesis. Mean values
(black bars), and significance levels (as compared to wt animals with
colitis) determined by Student’s t-test are indicated (*, P,0.05; **,
P,0.01; ***, P,0.001).
doi:10.1371/journal.pone.0000662.g002

Figure 3. Molecular gut flora analysis in mice lacking TLR2 and/or
TLR4. Detailed molecular investigations of the colon microbiota in three
months old C57BL/10 mice lacking TLR2, TLR4, or both were performed
by analysis of 16S rRNA gene libraries (A) or high-resolution DGGE (B)
with primers HDA-1-GC and HDA-2 (see methods).
(A) Results from gene library analysis. Complete 16S rRNA genes were
amplified from total luminal colon content DNA isolated from wt mice
(WT, n = 3), and from mice (n = 3 each group) lacking TLR2 (TLR2-/-),
TLR4 (TLR4-/-), or both (TLR2/4-/-). The amplicons were cloned and
sequenced as described in the Methods section. Bars represent
percentage amounts of gut bacterial groups indicated on the Y-axis.
(B) Results from DGGE analysis of PCR-amplified total bacterial 16S rRNA
gene fragments. Each lane shows DGGE profiles of the bacterial flora
from the colon of healthy wt mice, and animals lacking TLR2 (TLR2-/-),
TLR4 (TLR4-/-), or both (TLR2/4-/-). Mice of identical age (three months)
originated from two different animal facilities (as indicated above the
lanes). DNA bands, which were absent or weak in DGGE profiles from
TLR4-/- and TLR2/4-/- animals are marked by grey arrows. Bacterial
species identified by sequence analysis of 16S rRNA gene fragments in
the corresponding bands are indicated on the left. Total numbers of
DGGE bands in the profile from wt animals were counted and set to
100% in the reference pattern (RP). Presence and absence of bands in
profiles from the respective TLR-deficient animals was recorded and
similarity values were calculated and expressed as % similarity to the wt
RP. The DGGE profiles are representative for at least three mice per
group and experiment. Results were reproduced in two independent
experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0000662.g003
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Bacteroidales group, Bryantella spp., Tannerella spp., clostridia, and
lactobacilli disappeared and were not detected in the inflamed
colon (Figure 4A). In contrast, a DGGE band containing 16S
rRNA genes from bacteria of the Clostridiales group was more
prominent in samples from the inflamed colon, providing evidence
that these bacteria might accumulate during colitis.
A global culture analysis of the gut flora in the inflamed colon of

DSS-treated wt mice revealed that concentrations of commensal
E. coli increased significantly (P,0.001) by four orders of
magnitude, respectively (Figure 5A). Populations of Bacteroides/
Prevotella spp., enterococci, clostridia and lactobacilli were not
significantly altered in the inflamed colon (Figures 5A and 5B).
Thus, cultural analyses confirmed that the development of colitis is
accompanied by shifts in the luminal E. coli population.

Identification of gut flora changes associated with

the severity of acute intestinal inflammation
The fact that macroscopic signs and inflammatory parameters of
acute intestinal inflammation were reduced in TLR2-/-, TLR4-/-,
and TLR2/4-/- mice prompted us to identify distinct gut bacterial
populations associated with colitis severity (Figure 4B and
Figure 5). A molecular analysis of the colon microflora
composition in DSS-treated TLR2/4-/- animals by DGGE
revealed that the intensities of DNA-bands of Enterobacteriaceae
were weaker when compared to wt animals (compare Figures 4A

and B). Furthermore, TLR2/4-/- mice did not display an increased
intensity of the DNA band containing a 16S rRNA gene fragment
from so far undescribed clostridia (Figure 4B) observed in DSS-
treated wt animals (Figure 4A). Most strikingly, a detailed culture-
based comparative analysis of the intestinal flora demonstrated
that E. coli concentrations increased to a lesser degree in DSS-
treated TLR2- and TLR4-deficient animals as compared to wt
mice (P,0.01), indicating that increased colitis severity is
associated with higher E. coli loads (Figure 5A). In TLR2/4-/-

mice, the increase in the E. coli numbers was also strongly
alleviated, if compared to wt mice (P,0.001), and these mice
displayed only an approximately 10-fold rise in E. coli after colitis
induction (Figure 5A). Moreover, DSS-treated TLR2/4-/- mice
contained significantly lower luminal loads of Bacteroides/Prevotella
spp. and enterococci as compared to wt mice (P,0.01), whereas all
other flora changes in the respective TLR-deficient mice did not
significantly differ from those observed in wt controls (Figure 5).
Biochemical analyses revealed that the Bacteroides population
consisted of B. ovatus, B. merdae, B. uniformis, B. vulgatus, and
B. thetaiotaomicron. Prevotella spp. were represented by P. oralis and
P. buccae. Enterococcus spp. included E. faecalis, E. faecium, and
E. gallinarum.

DISCUSSION
The first global and comprehensive analysis of the colon
microflora in the DSS-induced colitis model revealed that acute
barrier-damage in the colon is accompanied by accumulation of
commensal E. coli. Because intestinal overgrowth occurs in
different intestinal injuries [25], these flora shifts are most possibly
caused by a breakdown of the mucosal physiology. Together with
the finding that the lack of TLRs 2 and/or 4 per se had no impact
on the composition of the intestinal microflora in healthy mice
(Figure 3), the lower abundance of E. coli in TLR-deficient mice
with less macroscopic disease symptoms indicates that E. coli can
serve as a sensitive biomarker for colitis severity. This is in line
with the earlier finding that commensal E. coli accumulated
drastically during ileitis in our C57BL/10 mice and displayed
a strong pro-inflammatory potential to trigger small intestinal
inflammation via TLR4 [8,14]. Similarly, abundant numbers of E.
coli were associated with inflammation in the colon of IL2-/- mice
[26]. Contributions of E. coli and other gut bacteria to the
aggravation of colitis were shown earlier in mono-associated germ-
free IL10-/- and IL2-/- mice [27-29] and by the curative effects of
antimicrobial therapy [15,30,31]. Nevertheless, mechanisms by
which accumulating E. coli may modulate DSS-induced acute
colitis are still not known in detail. The reduced macroscopic signs
of colitis displayed by the DSS-treated TLR2-/-, TLR4-/-, and
TLR2/4-/- mice point towards important roles of LPS and TLR2
ligands (such as lipopeptides) in acute inflammatory processes in
the colon. In the C57BL/10 mice analyzed here, both ligands
seem to potentiate inflammation by TLR-mediated recruitment of
neutrophils to inflamed tissue sites. The fact that FOXP3-positive
cells were significantly decreased in DSS-treated TLR2-/-,
TLR4-/-, and TLR2/4-/- mice suggests that TLR ligands foster
the recruitment and/or proliferation of regulatory T-cells, which
can serve as markers for acute intestinal inflammation in this
animal model. This is consistent with similar observations in IBD,
where inflamed tissue areas contained higher numbers of FOXP3-
positive T-cells [24]. Taken together and in line with recent
findings [18-21], our results underline the important role of gut
bacterial sensing by TLRs in maintaining the intricate balance
between mucosal immunity and intestinal inflammation.
The results obtained here add important information in as

much as bacterial TLR2 ligands may contribute to colitis

Figure 4. Molecular analysis of predominant bacterial communities
in the colon of healthy and diseased mice.
(A) DGGE profiles of the colon flora in healthy and diseased wt mice.
Results are shown for C57BL/10 wt mice without DSS-treatment or at
day eight after DSS-treatment for seven days (as indicated above the
lanes). Bacterial species were identified by comparative sequence
analyses of 16S rRNA gene fragments amplified from DNA eluted from
respective DNA bands. The DGGE profiles are representative for at least
three mice per group and experiment.
(B) DGGE profiles of the colon flora in healthy and diseased TLR2/4-/-

mice. DGGE profiles of luminal intestinal bacteria from wt and TLR2/4-/-

mice were generated by PCR-based analysis of total DNA from colon
contents of mice with or without colitis at day eight after DSS-
treatment for seven days (as indicated). Bacterial species were identified
by comparative sequence analysis of 16S rRNA gene fragments
amplified from DNA eluted from respective DNA bands. The DGGE
profiles are representative for at least three mice per group and
experiment.
(A/B) Primers GC968F and R1378 (Heimesaat et al., 2006) were used for
amplification. Results were reproduced in at least two independent
experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0000662.g004
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pathology. In this context it is interesting to note that so far non-
cultured Gram-positive bacteria of the Clostridium group increased
during colitis (as shown by DGGE). Furthermore, the inflamed
colon of DSS-treated TLR2/4-/- animals displaying reduced
disease symptoms contained significantly lower concentrations of
Bacteroides/Prevotella spp. and enterococci, as compared to wt-
controls. However, since DGGE is not a quantitative technique
and because the enterococcus concentrations showed only
a tendency to increase during colitis, the potential impact of these
observations remains speculative.
In conclusion, DSS-induced colitis is accompanied by a popu-

lation shift towards E. coli, which have the potential to trigger
TLR-dependent accumulation of neutrophils and T-cells. This
microflora shift towards pro-inflammatory bacteria may help to
explain why blockage of TLR-signaling was successfully used to
suppress acute intestinal inflammation [32]. Thus, DSS-induced
barrier damage seems to be a valuable model to further identify
bacterial factors involved in maintaining intestinal homeostasis
and to test therapeutic interventions based upon anti-TLR
strategies.

MATERIALS AND METHODS

Mice, colitis induction and determination of clinical

scores
C57BL/10ScSn wt, TLR2-/-, TLR4-/-, and TLR2-/-/TLR4-/-

mice were bred as described [8,14]. Experiments were conducted
according to the German animal protection laws. For colitis
induction, mice were treated with 3.5% (wt/vol) DSS
(40.000 kDa, MP Biomedicals, Illkirch, France) in drinking water
ad libitum for seven days. Prior to sacrifice, mice received water
without DSS for 24 hours. The intake of the DSS-solution was
controlled and mice were weighed daily. Total clinical scores with
a maximum of 12 were assessed daily by combined data of
weightloss, occurance of blood in stool (HaemoccultTM, Beckman
Coulter / PCD, Krefeld, Germany), and stool consistence, as
described [33].

Sampling procedures and histologic scoring
Mice were sacrificed with HalothanTM (Eurim-Pharm, Mülheim,
Germany) on day eight after induction of colitis. Colon samples

Figure 5. Cultural analysis of gut flora changes in healthy and diseased TLR2-/-, TLR4-/-, and TLR2/4-/- mice, as compared to wt controls. Bacterial
counts of (A) Gram-negative (E. coli, Bacteroides/ Prevotella spp.) and (B) Gram-positive bacteria (Enterococcus spp., clostridia and lactobacilli) in
luminal colon contents from healthy animals (H) and from mice with colitis at day eight after DSS-treatment for seven days (C) as determined by
culture. Bacterial species were identified by biochemical analysis and reconfirmed by comparative sequence analyses of 16S rRNA genes. Results are
shown for wt mice (WT, above) and for mice lacking TLR2 (TLR2-/-), TLR4 (TLR4-/-), or both (TLR2/4-/-) as indicated on the x-axis. Animal numbers
analyzed are given in parentheses. The data sets were pooled from two independent experiments. The boxes represent 75th % and 25th %
percentiles of medians (indicated by black bars within the boxes. Maximum and minimum values are indicated by lines above and below boxes,
respectively. Significance levels were determined by Mann-Whitney-U-Test. Underlined P values shown in black were calculated from comparisons of
healthy versus diseased animals. P values shown in grey were calculated from the bacterial number in diseased animals (all versus WT).
doi:10.1371/journal.pone.0000662.g005
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were removed under sterile conditions. Histopathology was
investigated in paraffin-embedded HE-stained tissue sections. A
published standardized histologic score [33] ranging from 0 to 6
was used for blinded evaluation of the inflammatory processes in
the colon.

Immunohistochemistry
For immunostaining, 4 mm sections of formalin-fixed, paraffin-
embedded tissue were cut, deparaffinized, and subjected to a heat-
induced epitope retrieval step. Slides were rinsed in cool running
water, washed in Tris-buffered saline (pH 7.4) before incubation
with primary antibodies against CD3 (N1580, Dako, Glostrup,
Denmark, dilution 1:10), myeloperoxidase (MPO7, A0398, Dako,
1:10000), and Foxp3 (FJK-16s, eBioscience, 1:100) for 30 min. For
detection, biotinylated donkey anti-rat (Dianova, Hamburg,
Germany) or rabbit anti-rat (Dako) secondary antibodies were
used followed by application of the streptavidinAP kit (K5005,
Dako) or the EnVision peroxidase kit (K 4010, Dako). Alkaline
phosphatase was revealed by Fast Red as chromogen and
Peroxidase was developed with a highly sensitive diaminobenzi-
dine (DAB) chromogenic substrate for approximately 10 minutes.
Negative controls were performed by omitting the primary
antibody. For each animal, the average number of positive stained
cells within at least five independent high power fields (HPF,
4006magnification) were determined microscopically and sub-
jected to statistical analysis as indicated.

Analysis of the colon microflora
Molecular detection, biochemical identification, and cultural
analyses of intestinal bacterial communities were performed as
described [8,14,34]. Briefly, luminal feces samples were removed
for molecular analyses from the distal colon, resuspended in PBS,
and centrifuged (16,0006g/10 min/4uC). Total DNA, isolated by
phenol extraction as described [8], served as template for PCR
amplification of bacterial 16S rRNA genes with consensus primers
TPU1 (59-AGAGTTTGATCMTGGC TCAG-39, nt 8-27 in the
E. coli 16S rRNA gene) / RTU8 (59-AAGGAGGTGATC-
CANCCRCA-39, nt 1541-1522 in the E. coli 16S rRNA gene).

Gene libraries of the amplicons were constructed and analyzed as
described [34]. For high-resolution DGGE, which yielded the
highest numbers of individual bands from a given sample, the
variable region V3 in bacterial 16S rRNA genes was amplified
from total gut content DNA with GC clamp (underlined) primer
HDA-1-GC (59-GCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCG-
GGGGC ACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT-39,
nt 339-360 in the E. coli 16S rRNA gene) and primer HDA-2 (59-
GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-39, nt 539-518 in the E.
coli 16S rRNA gene).

Determination of IFN-gamma concentrations
MLNs were removed and incubated in 24-flat-bottom well culture
plates (Nunc, Wiesbaden, Germany) containing 500 ml serum-free
RPMI medium supplemented with penicillin/ streptomycin for
18 h at 37uC. IFN-gamma concentrations in supernatants were
determined by ELISA as described [8,14].

Statistical analysis
Mean values, medians, standard deviations and levels of signifi-
cance were determined using Student’s t-test and the Mann-
Whitney-U-Test as indicated. Two-sided probability (P) values#
0.05 were considered significant. All experiments were repeated at
least twice.
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2.4  Anstieg intestinaler Konzentrationen von biologisch aktiven TLR-2, -4 

und -5 Liganden bei akuter Ileitis und Kolitis der Maus  

 

(Erridge, C., Duncan, S.H., Bereswill, S., Heimesaat, M.M. The induction of colitis 

and ileitis in mice is associated with marked increases in intestinal concentrations of 

stimulants of TLRs 2, 4, and 5, PLoS One, 02/2010, e9125, 5) 

 

Basierend auf den Ergebnissen der Mikrobiotaverschiebungen aus den 

vorangegangenen Arbeiten, quantifizierten wir in dieser Studie biologisch wirksame 

Liganden für TLR-2 (Lipopeptid-Äquivalente), TLR-4 (Lipopolysaccharid-Äquivalente) 

sowie TLR-5 (Flagellin-Äquivalente) in murinen und human Darmproben. Hierfür 

wurden Faecesproben gesunder Probanden sowie luminale Dünn- und 

Dickdarmproben von Mäusen mit und ohne akuter T. gondii-Ileitis bzw. DSS-Kolitis 

gewonnen und auf ihre Immunaktivität hin untersucht. TLR-transfizierte HEK (Human 

embryonic kidney) -293 Zellen wurden mit definierten PAMP-Standards kalibriert, um 

die biologischen Aktivitäten spezifischer TLR-Liganden während akuter definierten 

Darmentzündungen zu quantifizieren. Des Weiteren wurden repräsentative 

Bakterienspezies der kommensalen Darmmikrobiota, die zuvor durch Hitze abgetötet 

worden waren, mit TLR-2, TLR-4 oder TLR-5 transfizierten HEK293-Zellen ko-

inkubiert und die Antworten mittels NF-B (nuclear factor 'kappa-light-chain-

enhancer' of activated B-cells) -Reporter quantifiziert. Wir konnten in dieser Arbeit 

mittels dieses Bioassays zeigen, daß nach Induktion einer akuten Ileitis oder Kolitis 

luminale Konzentrationen von TLR-2-, TLR-4- und/oder TLR-5-Liganden in 

Abhängigkeit von der jeweiligen Immunpathologie anstiegen. So konnten im Ileum 

von Mäusen mit akuter Ileitis stark erhöhte Konzentrationen von Lipopeptid-, 

Lipopolysaccharid- und Flagellin-Äquivalenten bestimmt werden. Im Kolon von 

Mäusen, die unter akuter Kolitis litten, waren hingegen die Konzentrationen der 

Äquivalente von Lipopeptid vergleichsweise moderat, die für LPS stark erhöht, 

während die Flagellin-Konzentrationen unverändert blieben. Diese Veränderungen 

der TLR-Liganden spiegeln die Anstiege potentiell pro-inflammatorisch wirksamer 

bakterieller Spezies der jeweiligen Darmmikrobiota bei definierten 

Entzündungskonditionen wider. Wir konnten basierend auf dieser Arbeit im Kontext 

mit den beiden vorherigen Studien darauf schließen, daß Bestandteile 



 

überwuchernder kommensaler E. coli bei akuter Kolitis nicht nur als TLR-4-, sondern 

auch als TLR-2-Liganden und bei akuten Ileitis zudem zusätzlich als TLR-5-Liganden 

wirksam waren. Weiterhin zeigten Ergebnisse mit den Hauptvertretern der 

kommensalen humanen Faecesmikrobiota, daß Enterobacteriaceae, obgleich in 

relativer Minderzahl, mehr zu den löslichen TLR-2- und TLR-4-Liganden beitragen 

als die Bacteroides spp. oder die Gram-positiven Firmicutes. Schlußfolgernd, ist die 

Induktion einer akuten murinen Ileitis oder Kolitis mit krankheitsspezifischen 

Veränderungen von TLR-Liganden der kommensalen Darmmikrobiota 

vergesellschaftet.
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Abstract

Background: Inflammatory bowel diseases (IBDs) appear to be modulated by the interaction of pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) derived from intestinal bacteria with their respective innate immune receptors, including Toll-like
receptors (TLRs). We aimed to establish if intestinal concentrations of proinflammatory bacterial ligands of TLR2, TLR4, or TLR5
may be altered in murine IBD models, and to characterize which of the major bacterial groups may contribute to each signal.

Methodology/Principal Findings: PAMPs specific for TLR2 (lipopeptide equivalents), TLR4 (lipopolysaccharide equivalents),
and TLR5 (flagellin equivalents) in human and murine fecal and intestinal samples were quantified using HEK-293 cells
transfected with respective TLRs and calibrated with defined standard PAMPs. The induction of colitis in mice by dextran-
sodium-sulphate treatment significantly increased colonic lipopeptide (fourfold) and LPS equivalent (550-fold)
concentrations, while flagellin equivalent concentrations remained similar. The induction of ileitis by oral infection with
Toxoplasma gondii dramatically increased ileal concentrations of lipopeptide (370-fold), LPS (3,300-fold), and flagellin
equivalents (38-fold), all P,0.01. Analysis of representative strains of the major bacterial groups of the human intestine
revealed that enterobacterial species are likely to be more significant contributors of soluble TLR2 and TLR4 stimulants to
the intestinal milieu than Bacteroides species or Gram-positive Firmicutes.

Conclusions/Significance: We conclude that the induction of colitis or ileitis in mice is associated with significant disease-
specific alterations to the PAMP profile of the gut microbiota.
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Introduction

Inflammatory bowel diseases (IBDs), including ulcerative colitis
and Crohn’s disease, are widely believed to be driven by
inappropriate responses to the intestinal microbiota [1]. Among
the mechanisms by which bacteria may promote inflammatory
signalling, recent evidence suggests that pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) derived from intestinal bacteria may
modulate IBDs via stimulation of their respective innate immune
receptors, including Toll-like receptors (TLRs) [2]. TLRs, like
other innate immune receptors, detect conserved PAMPs that are
expressed not only by pathogenic bacteria, but also commensal
bacteria, and thus serve as key sentinels for the detection of
microbial products. For example, TLRs 2, 4 and 5 are the major
cell-surface sensors of bacterial lipopeptides, lipopolysaccharides
(LPS) and flagellins, respectively, while TLRs 3, 7, 8 and 9 detect
nucleic acid motifs [3].
In most cell types, the detection of PAMPs by their respective

TLR evokes a potent pro-inflammatory response, involving rapid

induction of myeloid-differentiation factor 88 (MyD88) and NF-
kB-dependent signalling pathways, and the resultant expression of
a broad array of pro-inflammatory adhesion molecules, chemo-
kines and cytokines. By contrast, PAMP-recognition by intestinal
epithelial cells has been shown to lead to the promotion of barrier
enhancement, epithelial repair and the secretion of anti-microbial
peptides, rather than overt inflammatory reponses [4–6]. Mech-
anisms such as these therefore enable the healthy gut mucosa to
remain largely uninflammed despite chronic lumenal exposure to
large quantities of potentially pro-inflammatory PAMPs derived
from the host commensal microbiota.
Several lines of evidence suggest that dysregulation of this tol-

erance to intestinal TLR-stimulants, or disruption of the epithelial
barrier separating PAMPs from responsive underlying tissues, may
contribute to the development or perpetuation of IBDs. For
example, although it is well established that the presence of
luminal PAMPs is not sufficient to initiate IBDs in animal models
[7–9], it has been shown that TLR-mediated detection of some
lumenal PAMPs can exacerbate existing disease. Administration of
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LPS or CpG-ODN (a TLR9 agonist) to rabbits or mice was shown
to enhance experimentally-induced colitis or ileitis [8,10].
Likewise, we recently reported that oral administration of the
TLR4 agonist lipid-A aggravated immunopathology in a murine
model of Toxoplasma gondii-induced ileitis [11], and that genetic
deletion of TLR4, or treatment with the LPS scavenger
polymyxin-B, ameliorated disease symptoms in this model [12].
In two models of spontaneous colitis, mice genetically deficient in
IL-10 or intestinal epithelial cell expression of NEMO (IKK-c), it
was shown that additional deletion of the TLR-signalling adaptor
protein MyD88 prevented disease progression [13,14]. Bacterial
flagellin has also been implicated in IBDs, as a functional
polymorphism in TLR5 was shown to negatively correlate with
Crohn’s disease [15] and commensal-derived flagellin has been
identified as a dominant antigen in this disease [16].
Paradoxically, however, there is also evidence that TLRs play a

protective role in gut defence. For example, PAMP-sensing by
intestinal epithelial cells has been reported to induce the expression of
bactericidal and barrier-enhancing mediators [4–6], and deficiency in
TLR2, TLR4 or MyD88 was shown to result in increased mortality
following DSS-induced colitis [17,18]. Deletion of TLR5 (but not
other TLRs or MyD88) was also reported to lead to spontaneous
colitis, but interestingly this was reversed by concurrent deletion of
TLR4 in double knockout animals [19], suggesting that specific
PAMPs can serve as either protective or damaging agents in different
IBD models, depending on the context of their exposure.
Such findings lend useful insight to the observation that marked

shifts in bacterial populations, which could alter the profile of
intestinal PAMP concentrations, have been observed in human
IBDs and in animal models of these diseases. In human subjects,
for example, reductions in bacterial diversity are observed in active
IBD [20], and Gram-negative bacteria, particularly E. coli, have
been reported to accumulate at sites of inflammation [21–24].
Likewise, we showed recently using both culture-dependent and
culture-independent techniques that marked enterobacterial
overgrowth occurs in murine models of T. gondii-induced ileitis
and DSS-induced colitis [11–13].
Taken together, these results suggest that TLR-mediated

recognition of intestinal PAMPs plays a complex but key role in
the modulation of IBD pathology. As very little information is
currently available regarding which bacterial groups may
contribute to the soluble and bacteria-associated PAMP pools in
the intestine, or of how PAMP concentrations in the intestinal
contents may be altered during the course of IBDs, we aimed to
quantify the relative biological activities of PAMPs specific for
TLR2 (lipopeptide-equivalents), TLR4 (lipopolysaccharide-equiv-
alents) and TLR5 (flagellin-equivalents) in human and murine
faecal and intestinal samples, and to establish whether the
concentrations of these agents may be altered in two murine
models of IBDs, T. gondii-induced ileitis and DSS-induced colitis.

Materials and Methods

Ethics Statement
All animal experiments were conducted according to German

animal protection laws (LAGeso Berlin, G0170/04) with approval
from the Charité-Universitätsmedizin ethical committee. Animal
welfare was monitored by daily assessment of total clinical scores
using combined data of weightloss, occurance of blood in stool,
and stool consistence. Faecal samples from healthy human
volunteers were collected with written informed consent, although
as no advertisement, reward, intervention or invasive procedures
were involved, institutional review was not sought for collection of
these samples, according to local ethical guidelines.

Cells and Reagents
Human embryonic kidney (HEK)-293 cells (ECACC Cat no:

85120602) and murine RAW 264.7 macrophages (ECACC
Cat no: 91062702) were cultured in DMEM/10% FCS (Sigma).
Flagellin of Salmonella typhimurium and the synthetic bacterial
lipopeptide analogue Pam3CSK4 were from Invivogen. Escherichia
coli R1 (NCTC-13114) derived LPS (a kind gift of Professor Ian
Poxton, University of Edinburgh), was repurified by phenol re-
extraction to remove TLR2-stimulating lipopeptide contaminants
as described previously [25].

Murine Models of Colitis and Ileitis
For induction of colitis, C57BL/10ScSn mice bred under

specific pathogen-free (SPF) conditions were treated with 3.5%
(wt/vol) dextran-sodium sulphate (DSS, 40,000 kDa, MP Biome-
dicals, Illkirch, France) in drinking water ad libitum for seven days.
Mice received water without DSS for 24 hours before sacrifice
with halothan. Colon contents were then surgically removed under
sterile conditions as described previously [13]. For induction of
ileitis, C57/BL6 mice were infected perorally with 100 Toxoplasma
gondii cysts in 0.3 ml PBS by gavage as described previously [12].
The contents of ,1 cm of the terminal ileum were removed under
sterile conditions after 8 days and resuspended in PBS. Samples
were then processed for measurement of soluble PAMP concen-
trations as described below.

Preparation of Murine and Human Faecal PAMP Extracts
Murine colon or ileal contents were mixed 1:4 (weight:volume)

with sterile phosphate-buffered saline (PBS) and vortexed briefly.
This mixture was then centrifuged at 13,000 g for 20 minutes to
pellet bacteria and other large particles before decanting the
supernatant for filtration using a 0.45 mm filter (Millipore) to yield
sterile-filtered faecal extract (SFE), intended to be representative of
the soluble PAMPs present in the gut lumen. Faecal samples from
six healthy, human volunteers (age 22–33 years, 5 M, 1 F) were
also processed in the same manner, although a separate aliquot of
non-filtered, resuspended material was heat-treated at 100uC for
15 minutes to represent the intact, heat-killed normal flora (HKF),
intended to reflect the insoluble PAMPs present in the intestine.
Sterility of HKF and SFE was verified by streaking on LB-agar
plates. Protein content of SFE samples was assessed by Bradford
assay and adjusted to 2 mg/ml by addition of PBS. SFE
concentration is presented as concentration of protein in SFE
samples throughout.

Measurement of Relative Biological Activities of PAMPs in
HKF and SFE
Transfection of TLR-deficient HEK-293 cells was used to

measure relative biological activities of PAMP-equivalents. Cells
were plated in 96-well plates at 26104 cells per well and
transfected after 24 h using Genejuice (Novagen). Amounts of
construct (prepared as described in [26]) per well were 30 ng of
human TLR2, TLR4 (co-expressing MD-2) or TLR5 (Invivogen),
30 ng of CD14, 20 ng of renilla luciferase-reporter construct and
10 ng of firefly luciferase-reporter construct driven by the NF-kB
dependent E-selectin promoter (pELAM). 3 days after transfec-
tion, cells were challenged in triplicate with indicated concentra-
tions of defined TLR-ligands, whole heat-killed bacteria, HKF,
SFE or sterile-filtered bacterial supernatants for 18 h. NF-kB-
dependent reporter expression was measured using Promega
Dual-Glo reagent and normalised to co-transfected renilla expre-
ssion. Fold induction was calculated relative to cells cultured in
medium alone and a standard curve was prepared by plotting fold

TLR Stimulants in Murine IBDs
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NF-kB induction vs concentration for each standard PAMP. For
determination of relative PAMP abundance in HKF and SFE,
samples were diluted until the induction of reporter occurred
within the linear range of the standard curve. PAMP abundance
was then calculated as ng per g faeces (wet-weight) for HKF, or per
mg protein for soluble extracts. PAMP standards did not induce
signalling in cells expressing heterologous TLRs, or in cells
transfected with CD14 alone ([27] and data not shown).
Notably, because it is has been proposed that diverse ligands

beyond lipopeptide- and LPS-based molecules may also contribute
to signalling via TLRs [28], the TLR-stimulating capacity of each
extract is expressed as a biological activity relative to that of a
chosen standard lipopeptide, LPS or flagellin. For this reason, the
concentration of TLR-stimulants in each sample is presented as
‘‘PAMP-equivalents’’ rather than de facto lipopeptides, LPSs or
flagellins. For example, 2 mg per g ‘‘LPS-equivalent’’ means that
each gramme of the extract has a biological activity equivalent to
that of 2 mg E. coli R1 LPS in terms of its capacity to stimulate
TLR4-signalling, and that this activity may derive from multiple
potential TLR-ligands within the sample.

Characterisation of Molecular Species Responsible for
TLR-Stimulation in SFE
To determine whether lipopeptides, LPS or flagellin may be

responsible for the stimulation of TLR2, TLR4 or TLR5
respectively, SFE was treated with lipases, polymyxin-B or
proteinase-K. For lipase treatment, 10 mg/ml human SFE was
treated with Candida antarctica lipase immobilised to inert acrylic
beads (Sigma) for 18 h at 37uC. Beads were then pelleted by
centrifugation and the supernatant was sterile filtered prior to
assay using HEK-293-TLR2 cells. To examine LPS-signalling,
10 mg/ml human SFE, or 100 ng/ml E. coli LPS, was treated with
10 mg/ml polymyxin-B or 1 mg/ml lipid-IVa for 10 minutes before
measurement of capacity to induce TLR4-signalling using HEK-
293-TLR4 cells. To determine if the TLR5 stimulants in SFE are
of protein origin, human SFE (10 mg/ml), or 500 ng/ml S.
typhimurium flagellin was treated with proteinase-K (Sigma) for 4 h
before enzyme denaturation at 80uC for 10 minutes.

Macrophage Stimulation
RAW 264.7 macrophages were plated at 56104 cells per well of

96-well plates and challenged with indicated dilutions of SFE in
triplicate. Supernatant TNF-a was measured at 4 h by L929
bioassay as described previously [29]. For measurement of IkBa
degradation and p38 MAPK phosphorylation, cells were plated at
86105 cells per well in 6-well plates and treated with 20 mg/mL
SFE from each volunteer for 30 minutes. Cellular lysates were
then separated on 12% polyacrylamide gels, blotted to nitrocel-
lulose membranes and probed with rabbit-anti-human-IkBa
(SantaCruz, sc371), mouse-anti-phospho-p38 MAPK (Cell Signal,
9216S) or rabbit-anti-human-GAPDH (SantaCruz, sc25778).

Preparation of Heat-Killed Bacteria and Supernatants
Strains of bacteria examined were: Eubacterium rectale (A1-86),

Eubacterium hallii (L2-7), Eubacterium cylindroides (T2-87), Butyrivibrio
fibrisolvens (16/4), Ruminococcus obeum-like (Sr1/5), Faecalibacterium
prausnitzii (S3L/3), Megamonas hypermegale (Art12/1), Bacteroides
distasonis (20701), Bacteroides eggerthii (20697) and Bacteroides
thetaiotaomicron (B5482). Bacteroides fragilis (NCTC-9343) and
Bifidobacterium bifidum cells and supernatant were kind gifts of
Professor Ian Poxton (University of Edinburgh). University of
Strathclyde teaching laboratory reference strains of Escherichia coli
(NCTC-13114), Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa,

Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Streptococcus pyogenes and Lactobacillus plantarum (NCIMB-
6376) were kind gifts of David McNeill (University of Strathclyde).
Each strain was grown in respective standard broths and
conditions to late log-phase and centrifuged to harvest bacterial
cells (13,000 g for 5 minutes). The remaining supernatant (ie the
growth medium from each culture) was sterile filtered and stored
at 220uC prior to assay. Bacterial cell pellets were then washed
and re-suspended in sterile PBS to an optical density of 1.0 at
600 nm (corresponding to approximately 109 bacteria per ml).

Statistical Analysis
Differences in reporter activity or cytokine levels in treated cells

were compared with untreated cells using one-way ANOVA
followed by Dunnet’s test. Intestinal PAMP concentrations are
reported in the results as medians of absolute values. For statistical
analysis of differences between intestinal PAMP concentrations,
mean log10-transformed values were compared using the Student’s
T-test. Differences were assumed to be significant at P,0.05.

Results

Intestinal PAMP Profile Is Markedly Altered During
T. gondii-Induced Ileitis
To determine whether intestinal PAMP concentrations may be

altered in IBD, we first compared the relative abundances of
TLR2, TLR4 and TLR5 stimulants in the ileal contents of healthy
mice with those of mice in which inflammation of the small
intestine was induced by oral administration of T. gondii [12]. This
protocol, which results in severe Th1-type inflammation of the
small intestine, has been described in detail previously [11,12].
PAMP concentrations in ileal extracts were quantified by
measuring their capacity to induce NF-kB signalling in HEK-
293 cells transfected with TLR2, TLR4/MD2 or TLR5, using
standard curves callibrated with Pam3CSK4, LPS and flagellin,
respectively (examples of typical standard curves are shown in
Figure 1A–C). This analysis revealed that all three classes of
PAMP were of relatively low abundance in the ileum, presumably
reflecting the low bacterial numbers in this part of the gut.
However, the induction of ileitis was associated with dramatically
increased concentrations of each of the PAMPs examined
(Figure 1D–F). The median concentration of lipopeptide-equiva-
lents increased from 26 to 9,694 ng/mg protein (P,0.001), LPS-
equivalents from 16 to 52,688 ng/mg protein (P,0.001), and
flagellin-equivalents from 49 to 1,839 ng/mg protein (P,0.01),
representing fold-increases of ,370x, ,3,300x and ,38x,
respectively.

Colonic PAMP Profile Is Significantly Altered During
DSS-Induced Colitis
We next sought to determine whether intestinal PAMP

concentrations may also be altered in DSS-induced colitis. In
healthy mice, colonic soluble LPS concentrations were similar to
those measured earlier in the terminal ileum. However, lipopep-
tide concentration increased ,40-fold and flagellin increased
,25-fold in the transition from ileum to colon in healthy mice
(Figure 1, 2). The induction of colitis by DSS-treatment further
increased median colonic lipopeptide-equivalent concentrations
from 1,083 to 4,364 ng/mg protein (P,0.05), and LPS-equiva-
lents from 8 to 4,421 ng/mg protein (P,0.001), although colonic
flagellin-equivalents remained not-significantly altered (113 vs
32 ng/mg protein, P = 0.19). These represent fold-changes of
,4x, ,550x and ,0.28x, respectively, following induction of
colitis (Figure 2A–C).
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Determination of Relative PAMP Abundances in Healthy
Human Faecal Microbiota
Wenextmeasured the relative biological activities of PAMPs present

in the heat-killed microbiota derived from faeces of six healthy human
subjects (Figure 3A–C). The median concentration of Pam3CSK4-

equivalent TLR2-stimulants was found to be approximately 10-fold
higher than that of E. coli LPS-equivalent TLR4-stimulants (23 mg per
g faeces vs 1.9 mg per g, P,0.001). Interestingly, the insoluble flagellin
content of the faecal microbiota was found to be highly variable
between subjects, ranging from 0.019 to 41 mg per g (Figure 3A–C).

Figure 1. Effect of T. gondii-induced ileitis on PAMP profile of murine ileal contents. HEK-293 cells were transfected with CD14, NF-kB
sensitive reporter construct and TLR2, TLR4/MD2 or TLR5 and challenged with indicated concentrations of Pam3CSK4, E. coli LPS or S. typhimurium
flagellin, respectively, for 18 h prior to measurement of reporter activation. Typical standard curves are shown with line-fit equations and coefficients
of correlation (A–C). For measurement of PAMP-equivalent concentrations in test samples, appropriate dilutions of samples were performed until
fold-induction of reporter was within the range of the standard curve. SFE was then prepared from ileal contents of uninfected control mice (n = 3) or
from mice in which inflammation of the small intestine was induced by oral administration of T. gondii (n = 5). The relative abundances of Pam3CSK4-
(D), LPS- (E) and flagellin-equivalents (F) present in each SFE sample were quantified and are presented as relative concentrations of Pam3CSK4, E. coli
LPS or S. typhimurium flagellin equivalents.
doi:10.1371/journal.pone.0009125.g001

Figure 2. Effect of DSS-induced colitis on murine colonic PAMP profile. SFE was prepared from colon contents of untreated control mice
(n = 3) or from mice in which colonic inflammation was induced by 7 days DSS-treatment (n = 5). The relative abundances of Pam3CSK4- (A), LPS- (B)
and flagellin-equivalents (C) present in each SFE sample were quantified as described in the Materials and Methods.
doi:10.1371/journal.pone.0009125.g002
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In order to determine whether PAMPs may also exist in
appreciable quantities in the soluble, ie non-bacterial-cell-associ-
ated, form in the human intestine, sterile filtered extracts (SFE)
prepared from faeces of the same subjects were examined. Soluble
PAMP concentrations were found to be similar to the concentra-
tions measured in the insoluble fraction in each case (P= ns). For
example, median concentrations of soluble lipopeptide-, LPS- and
flagellin-equivalents were 19, 5.1 and 0.4 mg per g faeces,
respectively (Figure 3A–C). After adjustment for protein concen-
tration, faeces of healthy human subjects therefore contained
similar concentrations of lipopeptide, but approximately 10-fold
higher LPS (P,0.05) and 10-fold lower flagellin (P,0.05) than the
colon contents of healthy mice (Figure 2).

Characterisation of TLR-Stimulants Present in Human
Soluble Faecal Extract
The biological activity of the soluble PAMPs present in human

SFE was confirmed by the observation that RAW 264.7
macrophages demonstrated TNF-a secretion, IkBa degradation
and p38 MAPK phosphorylation in response to as little as
10 mg/ml SFE in a manner that was quite variable between
subjects (Figure 4A–B). Separation of PAMPs in SFE by non-
reducing SDS-PAGE showed that while TLR5-stimulants were
of relatively high molecular weight (,50–70 kDa), lipopeptides
were typically of lower molecular weight (mainly ,36 kDa), and
TLR4-stimulants could not be detected in gel slice eluates
(Figure 4C).
Next, as it has been suggested that other molecules of microbial,

and even host, origin could also stimulate TLR2 or TLR4
signalling in addition to lipopeptides and LPS [28], we sought to
further clarify which types of molecules may be responsible for
stimulating TLR2, TLR4 and TLR5 signalling in human SFE.
First, as covalent acylation of lipopeptides is required for their
biological activity [30], we treated human SFE with immobilised
lipase. This protocol significantly reduced the TLR2-stimulating
capacity of SFE, suggesting that lipopeptides are a major
contributor to the intestinal pool of soluble TLR2 stimulants
(Figure 5A). We then took two approaches to determine if LPS
may represent the TLR4-stimulating signal observed in SFE.
Treatment of SFE with polymyxin-B, which sequesters LPS from
TLR4/MD2, or lipid-IVa, which competitively binds to TLR4/
MD2 and thereby blocks LPS signalling, both completely blocked
SFE-induced TLR4-signalling (Figure 5B), suggesting that LPS
is the sole TLR4 stimulant present in SFE. Finally, we found
that proteinase-K treatment blocked completely TLR5-signalling

induced by flagellin or SFE, suggesting that the TLR5 stimulant in
SFE is a protein, most likely flagellin (Figure 5C).

PAMP Expression by Cultured Representatives of Major
Gut Bacterial Groups
As the expression of PAMPs specific for TLRs 2, 4 and 5 by

many of the major gut-bacterial groups has not yet been
established, we aimed to characterise which PAMPs may be
expressed by representatives of the major gut-bacterial groups and
related organisms. HEK-293 cells transfected with CD14 and
reporter alone (ie without TLRs) were insensitive to all of the
bacteria examined, indicating the specificity of each TLR-
transfection assay (Figure 6A). As expected, every bacterial strain
examined stimulated robust TLR2-dependent signalling, confirm-
ing the notion that the majority of bacteria express some form of
lipopeptide (Figure 6B). TLR4-dependent signalling was observed
in response to all of the enterobacterial species examined (E. coli, S.
typhimurium, K. pneumoniae and P. vulgaris) (Figure 6C). Notably,
however, no TLR4-dependent signalling was observed in response
to any of the Bacteroides strains examined, including B. thetaiotao-
micron, B. fragilis and B. distasonis. TLR5-dependent signalling was
observed in response to the expected motile Gram-negative
bacteria (E. coli, S. typhimurium, P. aeruginosa), but also to Eubacterium
rectale and Butyrivibrio fibrisolvens, suggesting that flagella of motile
Gram-positive organisms present in the gut may also stimulate
TLR5 signalling (Figure 6D).

Comparative Shedding of Soluble PAMPs by
Gram-Negative and Gram-Positive Organisms
As it is possible that soluble PAMPs may be more likely to cross

damaged epithelium to stimulate responsive underlying tissues
than PAMPs that remain attached to whole bacteria, we next
aimed to determine which major classes of bacteria may
contribute to the soluble PAMP pools in the gut. We first
confirmed that each bacterial strain examined stimulated
macrophage TNF-a production in response to direct contact with
intact organisms (Figure 7A). However, while filter-sterilised
culture supernatants of enterobacterial species such as E. coli, S.
typhimurium and P. aeruginosa stimulated macrophage TNF-a
production at dilutions from 1:1,000 to 1:10,000, those of four
Gram-positive organisms (L. plantarum, B. bifidum, E. faecalis and S.
aureus), or the Gram-negative B. fragilis, stimulated macrophages
only at a dilution of 1:10, or not at all (Figure 7B). Soluble
stimulants of TLR4 and TLR5 were found to be shed by E. coli, S.

Figure 3. Relative abundance of PAMP-equivalents in normal human faecal flora. The relative abundances of PAMP-equivalents specific
for TLR2 (A), TLR4 (B) and TLR5 (C) were measured in the heat-killed faecal flora from six healthy human subjects (insoluble fraction), or in SFE (soluble
fraction) from the same subjects, using TLR-transfectants as described in the Materials and Methods.
doi:10.1371/journal.pone.0009125.g003
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typhimurium and P. aeruginosa, but not B. fragilis or the Gram-positive
organisms examined (Figure 7C). Next, using TLR2-transfectants
to examine bacterial shedding of lipopeptides, we found that while
the enterobacterial species examined are prolific shedders of
lipopeptide, Gram-positive organisms released little or no soluble
TLR2-stimulants into their surroundings and B. fragilis displayed
an intermediate phenotype (Figure 7D).

Discussion

It is now widely accepted that the destructive cycles of
inflammation observed in IBDs are potentiated by inappropriate
responses towards the host intestinal microbiota [1]. However, it is
not yet clear how the gut remains tolerant of the inflammatory
molecules expressed by the commensal microbiota in health, nor
why this tolerance should become broken during episodes of disease.
Recent evidence suggests that the stimulation of Toll-like receptors

(TLRs) by PAMPs expressed and released by intestinal bacteria may
contribute to the propagation of IBDs [2,7–12,31,32], leading to the
suggestion that elevated intestinal PAMP concentrations could
represent a risk factor for disease progression [10–12,32]. As very
little information is currently available regarding PAMP concen-
trations in the luminal contents of the healthy and diseased gut, or of
which major bacterial groups may contribute to the intestinal
PAMP pools, we sought to employ a novel bioassay-based approach
to address these outstanding questions.
Our results reveal for the first time that the induction of colitis

or ileitis in mice is associated with marked increases in the luminal
concentrations of PAMPs specific for TLR2, TLR4 and/or TLR5.
Moreover, we found that these changes were disease-specific; ileitis
being associated with marked increases in concentrations of
lipopeptide-, LPS- and flagellin-equivalents while colitis was
associated with a modest increase in lipopeptide concentrations,
a large increase in LPS and no change to flagellin concentrations.
Such marked differences in intestinal PAMP concentrations are

Figure 5. Characterisation of TLR-stimulants present in human
soluble faecal extract. (A) Human SFE (10 mg/ml) was treated with
immobilised lipase for 18 h at 37uC, and then assayed for potential to
stimulate TLR2 signalling in HEK-293-TLR2 cells. (B) Human SFE (10 mg/
ml), or 100 ng/ml E. coli LPS, was treated with 10 mg/ml polymyxin-B or
1 mg/ml lipid-IVa for 10 minutes before addition to HEK-293-TLR4 cells
to measure capacity to induce TLR4-signalling. (C) Human SFE (10 mg/
ml), or 500 ng/ml S. typhimurium flagellin was treated with proteinase-K
for 4 h before enzyme denaturation at 80uC for 10 minutes, before
application to HEK-293-TLR5 cells to measure capacity to induce TLR5-
signalling.
doi:10.1371/journal.pone.0009125.g005

Figure 4. Biological activity of soluble PAMPs present in normal
human faeces. (A) RAW macrophages were challenged with 1, 10 or
100 mg/ml SFE of six healthy subjects and TNF-a was measured at 4 h.
Mean +/2 SD shown. (B) RAWmacrophages were challenged with 20 mg/
ml sterile-filtered extract (SFE) of 5 healthy human volunteers.
Degradation of IkBa and phosphorylation p38 MAPK were examined at
30 minutes by western blot. (C) SFE (20 mg total protein) of three healthy
subjects was separated by non-reducing SDS-PAGE and PAMPs were
eluted from gel-slices corresponding to indicated molecular weight
ranges in PBS. HEK-293 cells transfected with TLR2, TLR4/MD2 or TLR5
were challenged with each eluate diluted 1:25 in culture medium.
Responses are displayed as mean fold induction of NF-kB reporter
(pELAM) +/2 SD. ** P,0.01 vs cells cultured in medium alone.
doi:10.1371/journal.pone.0009125.g004
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suggestive of major shifts in the relative abundances of the
bacterial groups that make up the intestinal flora. Accordingly,
many previous studies have reported that the microbiota can
change markedly during IBDs in human subjects and in animal
models [20–24]. In particular, with respect to the specific models
examined here (ie T. gondii-induced ileitis and DSS-induced colitis),
we have shown previously using both culture-dependent and
culture-independent methods that a reduction in bacterial
diversity and a dramatic increase in the numbers of enterobacterial
species occurs in both conditions [11–13].
The relevance of the latter finding is highlighted by the present

study, as we show that enterobacterial species are likely to
represent not only dominant contributors to the pool of soluble
TLR4 stimulants in the gut, but also major contributors to the
pools of soluble pro-inflammatory and TLR2-stimulating agents in
the gut. This conclusion is drawn from the observation that several
members of the other numerically major Gram-negative group,
Bacteroides species, did not stimulate TLR4-signalling (Figure 6C).
Moreover, we found that the shedding of pro-inflammatory
stimulants by enterobacterial species was several orders of
magnitude higher than that observed from Bacteroides species and
Gram-positive commensal organisms such as Lactobacilli and
Bifidobacteria (Figure 7B, D). Taken together, these findings suggest
that despite their numerically minor presence in the gut, the

enterobacteria may nevertheless represent prominent contributors
to the intestinal pools of potentially pro-inflammatory agents. The
in vitro and in vivo findings of the present study therefore support
previous observations of a large expansion of enterobacterial
numbers in both DSS-induced colitis and T. gondii-induced ileitis
[11–13]. In particular, our previous culture analysis of the
microbiota of the inflammed colon suggested that numbers of
Bacteroides/Prevotella spp., enterococci, clostridia and lactobacilli
were not significantly altered by DSS-treatment, while enterobac-
terial species expanded by several orders of magnitude, further
suggesting that the increase in TLR2 and TLR4 stimulants is
driven by the overgrowth of enterobacterial species, rather than
other groups [13]. In the T. gondii-induced ileitis model, 16S gene
sequence analysis revealed that ileal lactobacilli, bifidobacteria and
clostridia disappeared and were replaced with enterobacterial and
bacteroides species, suggesting that enterobacterial overgrowth
drives not only the increase in TLR2 and TLR4 stimulants in this
model, but also the increase in TLR5-stimulants [12].
It should be noted that the PAMP-profiling assay we have

described has specific advantages and limitations in comparison
with alternative methods of examining alterations to the intestinal
microbiota. For example, although the assay is culture-indepen-
dent, requires no knowledge of target organism DNA-sequences
and is not biased towards particular groups arising from primer

Figure 6. Profiles of TLR-stimulation Induced by representative gut bacterial strains. Heat-killed bacteria of indicated species were applied
to HEK-293 cells transfected with CD14, NF-kB sensitive reporter construct and TLR2, TLR4/MD2 or TLR5 at a concentration of ,107 cells per ml.
Responses are displayed as mean fold induction of NF-kB reporter (pELAM) +/2 SD relative to cells cultured in medium alone. * P,0.05 vs medium
alone.
doi:10.1371/journal.pone.0009125.g006
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design, cloning efficiency or antibody-specificity, it cannot provide
information regarding specific groups or species of bacteria or
the exact molecular species contributing to each TLR-signal. For
this reason, and as there is some debate as to the diversity of
ligands that may be recognised by TLR2 and TLR4 [28], we
aimed to clarify which types of molecules may be responsible
for the stimulation of these TLRs in SFE. Since both lipid-IVa
and polymyxin-B completely blocked TLR4 signalling induced
by SFE, it seems likely that LPS is the only TLR4 stimulant
present in SFE (Figure 5B). However, as we found that lipases
blunted, but did not eliminate, the TLR2-signal induced by
SFE (Figure 5A), we cannot exclude the possibility that other
proposed TLR2 stimulants, such as lipoteichoic acid or Bacteroides
LPS may also contribute to the TLR2-signal induced by SFE
[33,34]. Thus, although we note that others have proposed that
contaminating lipopeptides may account for the previously
reported TLR2-stimulating properties of peptidoglycan and
lipoteichoic acid [35,36], we refer to the TLR-stimulants
measured in each assay as ‘‘PAMP-equivalents’’, rather than de
facto lipopeptides or lipopolysaccharides.
A key question that remains to be addressed in future studies is

whether increased concentrations of luminal PAMPs serve merely
as markers, or as mediators of IBDs. Evidence that they may serve
as disease mediators is present in our earlier observations that oral
administration of E. coli lipid-A markedly promotes T. gondii-
induced ileitis in mice, while neutralisation of intestinal LPS by
treatment with polymyxin-B reduced the severity of ileitis [11,12].
Likewise, rectal administration of LPS was shown to promote

colitis in rabbits [8], and administration of the TLR9 agonist
CpG-ODN enhanced DSS-induced colitis in mice [10]. Further-
more, rectally applied S. typhimurium flagellin was found to
aggravate colonic inflammation and increase mortality in DSS-
induced colitis [37]. However, the data obtained from studies of
mice deficient in TLRs suggest a more complex role for PAMP
recognition in the gut, as both barrier protective [4–6,17–19] and
pro-inflammatory roles [7,8,11–16,32] for TLR-mediated PAMP
recognition in the gut have been reported.
One possible way of conciliating these views is to suggest that

while PAMP sensing by epithelial cells serves to enhance barrier
function, if the barrier eventually fails and PAMPs reach the more
sensitive underlying cells and tissues, inflammation may be
triggered to protect the host from translocating bacteria. This
notion is supported by the fact that while the intact colon is largely
unresponsive to exogenously applied flagellin, LPS or lipoteichoic
acid [9,37–39], when the epithelial barrier is disrupted by agents
such as DSS, diverse PAMPs can trigger overt inflammation and
damage [10–12,37,38]. Furthermore, as we found that high
concentrations of PAMPs are generated in the ileum of T. gondii-
infected mice, yet colonic inflammation is not observed despite the
fact that these PAMPs should pass to the colons of these mice, our
data further support the notion that even very high concentrations
of PAMPs are not alone sufficient to induce intestinal inflamma-
tion when the epithelial barrier is intact. Studies involving cell-type
specific deletion of TLRs, rather than systemic knockouts as
currently reported, will likely be required to shed further light on
this complex issue.

Figure 7. Soluble PAMP secretion by Gram-positive and Gram-negative organisms. (A) TNF-a release was measured from RAW
macrophages exposed to whole heat-killed bacteria from a panel of representatives (Gram -ve: E. coli (Ec), S. typhimurium (St), P. aeruginosa (Pa), B.
fragilis (Bf); Gram +ve: B. bifidum (Bb), E. faecalis (Ef), L. plantarum (Lp), S. aureus (Sa)), at a concentration of ,107 bacteria per ml. (B) Serial ten-fold
dilutions of sterile-filtered supernatants from each bacterial culture were made in DMEM/10% FCS, added to RAW macrophages in triplicate and TNF-
a release was measured at 4 h. (C) HEK-293 cells transfected with TLR4/MD2 or TLR5, were challenged with sterile filtered growth supernatants
(1:100). (D) HEK-293 cells transfected with TLR2 were challenged with 10-fold serial dilutions of each sterile-filtered supernatant. Data shown are
representative of at least three independent experiments. * P,0.01 vs cells cultured in medium alone.
doi:10.1371/journal.pone.0009125.g007
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In summary, we conclude that while the healthy gut contains
appreciable quantities of soluble ligands of TLR2, TLR4 and
TLR5, the relative abundances of stimulants of these receptors can
increase dramatically during the course of murine IBDs. Future
studies are warranted to establish whether such alterations to
PAMP profiles are also observed in human IBDs, such as
ulcerative colitis and Crohn’s disease, and whether such alterations
serve as markers or as mediators of these diseases. If the latter
turns out to be evident, studies are also warranted to investigate
whether normalisation of intestinal PAMP concentrations may
possess therapeutic potential for these diseases.
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2.5. Wechselwirkungen zwischen Campylobacter jejuni, der kommensalen 

Darmmikrobiota und dem Immunsystem der Maus 

 

(Bereswill, S., Fischer, A., Plickert, R., Haag, L.-M., Otto, B., Kühl, A.A., Dashti, J.I., 

Zautner, A.E., Munoz, M., Loddenkemper, C., Groß, U., Göbel., U.B., Heimesaat, 

M.M. Novel murine infection models provide deep insights into the “ménage à trois” 

of Campylobacter jejuni, microbiota and host innate immunity”, PLoS One, 06/2011, 

e20953, 6) 

 

In dieser Arbeit untersuchten wir die Wechselwirkungen zwischen Campylobacter 

jejuni, der kommensalen Darmmikrobiota und dem Immunsystem der Maus. Da die 

physiologische Kolonisationsresistenz, die maßgeblich durch die Zusammensetzung 

der murinem Darmmikrobiota determiniert ist, konventionelle Mäuse vor einer 

stabilen C. jejuni-Infektion schützt, waren in vivo-Studien mit diesem Pathogen im 

Mausmodell bislang erschwert. Um diese Limitation zu umgehen, modifizierten wir 

die murine Darmmikrobiota auf verschiedene Weise. So wurden gnotobiotische 

Mäuse mittels Breitspektrum-Antibiotikabehandlung generiert und diese mit einer 

komplexen humanen versus murinen Mikrobiota mittels oraler fäkaler Transplantation 

rekonstituiert. Bemerkenswerterweise konnten sich sowohl die murine als auch die 

humane Mikrobiota im Gastrointestinaltrakt gnotobiotischer Mäuse stabil etablieren. 

Während das Pathogen innerhalb weniger Tage nach peroraler Infektion bei mit einer 

murinen Mikrobiota rekonstituierten Tieren nicht mehr nachweisbar war, konnten im 

Gastrointestinaltrakt sowohl gnotobiotischer als auch mit einer humanen Mikrobiota 

ausgestatteter Mäuse hohe C. jejuni-Lasten nachgewiesen werden. Weiterhin kam 

es bei den stabil infizierten Tieren zu pro-inflammatorischen Immunantworten im 

Kolon, die durch einen vermehrten Einstrom von T- und B-Lymphozyten, 

regulatorischen T-Zellen sowie neutrophilen Granulozyten in die Lamina propria, 

einer erhöhten Apoptoserate des Kolonepithels und einer gesteigerten Expression 

pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF, IL-6 und MCP-1 gekennzeichet war. Um die 

molekularen Mechanismen der Pathogen-Wirts-Interaktionen im Folgenden näher zu 

beleuchten, wurden Mäuse, die für MyD88, TRIF, TLR-4 oder TLR-9 gendefizient 

waren, in die Untersuchungen mit eingebunden. Wir konnten hierbei zeigen, daß  die 

C. jejuni-induzierte Immunpathologie von TLR-4 und TLR-9 abhängig war. 

Schließlich wurden gnotobiotische sowie florentechnisch “humanisierte” Mäuse mit 



 

zwei C. jejuni-Stämmen infiziert, die bestimmte Mutationen im Ameisensäure-

Metabolismus aufwiesen. Nach peroraler Infektion mit den mutierten Pathogen-

Isolaten waren die C. jejuni-induzierten Immunpathologien  weniger stark ausgeprägt 

als nach Infektion mit dem Wildtypstamm. Zusammenfassend, spielen die durch 

TLR-4 und TLR-9 des Wirtes vermittelte Erkennung von C. jejuni-Lipooligosacharid 

und -CpG-DNA eine maßgebliche Rolle bei der C. jejuni-induzierten 

Immunpathologie. Des Weiteren sind die Wirtsantworten auf eine C. jejuni-Infektion 

eng mit dem bakteriellen Ameisensäure-Stoffwechsel verknüpft. Aus den 

geschilderten Ergebnissen kann geschlußfolgert werden, daß gnotobiotische Mäuse, 

bei denen die konventionelle Darmmikrobiota eradiziert wurde, sowie mit einer 

komplexen humanen Mikrobiota rekonstituierte Tiere wertvolle neue C. jejuni-

Infektions- und Inflammationsmodelle darstellen, die tiefere Einblicke in die 

moelekularen Grundlagen des Wechselspiels zwischen C. jejuni, der Mikrobiota und 

dem angeborenen Immunsystem bei der Campylobacteriose eröffnen.
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Abstract

Background: Although Campylobacter jejuni-infections have a high prevalence worldwide and represent a significant
socioeconomic burden, it is still not well understood how C. jejuni causes intestinal inflammation. Detailed investigation of
C. jejuni-mediated intestinal immunopathology is hampered by the lack of appropriate vertebrate models. In particular, mice
display colonization resistance against this pathogen.

Methodology/Principal Findings: To overcome these limitations we developed a novel C. jejuni-infection model using
gnotobiotic mice in which the intestinal flora was eradicated by antibiotic treatment. These animals could then be
permanently associated with a complete human (hfa) or murine (mfa) microbiota. After peroral infection C. jejuni colonized
the gastrointestinal tract of gnotobiotic and hfa mice for six weeks, whereas mfa mice cleared the pathogen within two
days. Strikingly, stable C. jejuni colonization was accompanied by a pro-inflammatory immune response indicated by
increased numbers of T- and B-lymphocytes, regulatory T-cells, neutrophils and apoptotic cells, as well as increased
concentrations of TNF-a, IL-6, and MCP-1 in the colon mucosa of hfa mice. Analysis of MyD882/2, TRIF2/2, TLR42/2, and
TLR92/2 mice revealed that TLR4- and TLR9-signaling was essential for immunopathology following C. jejuni-infection.
Interestingly, C. jejuni-mutant strains deficient in formic acid metabolism and perception induced less intestinal
immunopathology compared to the parental strain infection. In summary, the murine gut flora is essential for colonization
resistance against C. jejuni and can be overcome by reconstitution of gnotobiotic mice with human flora. Detection of C.
jejuni-LPS and -CpG-DNA by host TLR4 and TLR9, respectively, plays a key role in immunopathology. Finally, the host
immune response is tightly coupled to bacterial formic acid metabolism and invasion fitness.

Conclusion/Significance: We conclude that gnotobiotic and ‘‘humanized’’ mice represent excellent novel C. jejuni-infection
and -inflammation models and provide deep insights into the immunological and molecular interplays between C. jejuni,
microbiota and innate immunity in human campylobacteriosis.
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Introduction

In industrialized countries Campylobacter jejuni is among the most
frequent causative agents of bacterial enteritis [1]. The Gram-
negative pathogen is transmitted via the food chain from farm
animals to humans by the ingestion of undercooked meat, non-
pasteurized milk, and water [2,3]. After infection C. jejuni colonizes
the human distal small intestine and colon. Clinical symptoms
include abdominal pain, fever, myalgia, and watery or bloody
diarrhea. After active invasion of colonic epithelial cells, C. jejuni
induces mucosal inflammation characterized by neutrophil
infiltration, crypt abscesses, focal ulcerations, and plasma cell

proliferation [4–6]. Although the vast majority of infections are
self-limited, in some cases infection might result in chronic
sequelae such as Reiter’s syndrome, reactive polyarthropathy,
and Guillain-Barré syndrome [2,7].
Whereas colonization factors of C. jejuni are well known [8], the

molecular mechanisms underlying immunopathology of C. jejuni-
infection in the host are still poorly understood. Insights into C.
jejuni - host interactions are limited due to the scarcity of suitable
experimental in vivo models [9]. While chickens are well suited to
investigate colonization, vertebrate models using newborn pigs,
weanling ferrets, gnotobiotic canine pups, and primates have
numerous limitations including high costs, handling issues, and
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a lack of reproducibility [9,10]. Mice are highly convenient for the
study of bacterial pathogenicity and can help to overcome several
of these limitations. Murine models of C. jejuni-infection, however,
have the disadvantage of sporadic colonization and/ or absence of
clinical disease manifestations [1]. This is in part due to the
colonization resistance against C. jejuni displayed by conventional
mice with a normal commensal microflora. The use of germfree
animals or mice with a limited gut flora has alleviated these
shortcomings with varying degrees of success [10,11]. It was
demonstrated earlier that C. jejuni colonized the entire gastroin-
testinal (GI) tract of isolator-raised germfree mice and induced
clinical signs of disease including granulocyte infiltrates, bloody
diarrhea, and humoral immune responses, reproducibly occurring
after infection [12–16]. However, germfree mice have an
abnormal development of gut-associated lymphoid tissue [17,18].
Therefore, germfree mice might not represent a suitable
experimental model of C. jejuni-infections in humans due to the
lack of an intact innate immune system. Furthermore, mice
deficient in the central innate immunity adaptor protein MyD88
essential in Toll-like receptor (TLR) signaling were stably
colonized by C. jejuni but did not develop intestinal inflammation
[19]. Interaction of C. jejuni with individual TLRs, namely TLR2,
TLR4, and TLR9 recognizing bacterial lipoproteins (LP),
lipopolysaccharide (LPS), or CpG-DNA, respectively, still await
detailed investigation particularly in vivo and in the intestines in situ.
In many in vitro studies, however, TLR signaling could be
demonstrated to be involved in C. jejuni-induced immune
responses. Whereas C. jejuni bacteria were not recognized by
human TLR5 [20], live and lysed C. jejuni cells activated TLR2,
TLR4 and TLR9 via MyD88 in different human, murine or avian
cell lines [21–25]. The role of TLR9 signaling in human C. jejuni
enteritis is not clear yet. C. jejuni activated avian, but not human
TLR9 transiently expressed in a transfected cancer cell line in vitro
[21]. However, the role of TLR9 in C. jejuni enteritis has not been
investigated in vivo so far. For proper LPS-mediated TLR4
activation, the adapter proteins MyD88 or TRIF are essentially
required [26]. In recent studies, IL-10 deficient mice harboring a
conventional gut flora developed significant signs of intestinal
immunopathology following C. jejuni-infection [27–29]. In addi-
tion, enteritis and bacterial translocation were also observed in
TLR42/2 IL-102/2 double deficient mice [29]. Taken together,
these results point towards pivotal functions of the host-specific gut
microflora and the innate immune system in both, infection
control and inflammation.
In order to optimize murine models for C. jejuni enteritis

mimicking human immunopathology, we used our gnotobiotic
murine model in which the intestinal flora was completely
eradicated by quintuple antibiotic treatment [30–32]. Then, we
reconstituted these germfree mice with a complete human gut
flora to display the human intestinal environment in mice with a
fully developed immune system. The results obtained with C. jejuni-
infected gnotobiotic or ‘‘humanized’’ mice presented here prove
for the first time that the host specific gut flora plays a crucial role
in colonization resistance against C. jejuni. Furthermore, we
demonstrate that TLR4- and, strikingly, TLR9-mediated signaling
are essentially involved in C. jejuni-induced immunopathology.
Lastly, we show that the host responses to C. jejuni infection are
tighly coupled to the pathogen’s formic acid metabolism and
perception essential for cell invasion fitness by analyzing the
respective deletion mutants in our novel in vivo models. Thus, our
results presented here indicate for the first time that gnotobiotic
mice reconstituted with human gut flora provide deep insights into
the ‘‘ménage à trois’’ of C. jejuni, human commensal gut flora and
the host innate immune system.

Results

Gnotobiotic mice as a novel model for studying C. jejuni -
host interactions
Given that the commensal murine gut microbiota is essential for

the resistance against C. jejuni colonization and thus suitable mouse
models of C. jejuni-infection are scarce, we established a novel
murine experimental system to investigate the interplay (‘‘ménage
à trois’’) of the gut microbiota and innate immune system on the
host side with the pathogen after oral C. jejuni-infection and
permanent intestinal colonization. For this purpose, we generated
gnotobiotic mice by quintuple antibiotic treatment for six weeks
(refer to [30]). It was essential to handle these animals under
strictly sterile conditions throughout the entire antibiotic treatment
and experimental procedures in order to prevent from secondary
contaminations. Results from cultural and molecular analyses
confirmed that these gnotobiotic mice were completely free of any
culturable and non-culturable bacteria (Fig. S1). Similar to
isolator-raised germfree animals, the antibiotics-treated mice
developed a mega-cecum that is a characteristic morphologic
indicator for a sterile gut.
We determined the colonization capacity of C. jejuni in

gnotobiotic mice after antibiotic treatment as compared to mice
harboring a conventional gut flora following peroral infection with
the C. jejuni reference strains ATCC 43431 [33,34], 81–176
[35,36] and B2 [37]. These strains originate from humans with
severe enteritis, are invasive in vitro and were extensively
investigated in earlier studies. C. jejuni 81–176 carries a virulence
plasmid that encodes components of a type IV protein secretion
machinery [38].
The results confirmed that conventional mice bred in our SPF

facilities display a strong colonization resistance, as at the time of
necropsy at day (d) 12 post infection (p.i.) C. jejuni irrespective of
the strain used could not be detected in fecal samples in the
majority of the animals (Fig. S2). Kinetic studies revealed that C.
jejuni was expelled from the GI tract already within 48 hours after
infection (data not shown). Strikingly, colonization resistance was
completely abrogated in gnotobiotic mice generated by quintuple
antibiotic treatment as all three C. jejuni strains colonized at high
concentrations of 109–1010 colony forming units (CFU) per gram
fecal sample at day 12 p.i. (Fig. S2).
In addition, C. jejuni densities within the GI tract of gnotobiotic

mice were analyzed in more detail (Fig. 1). Following peroral
infection, C. jejuni ATCC 43431 and 81–176 readily colonized the
stomach, duodenum, ileum and colon at comparable levels with
the highest bacterial loads in the large intestine reaching
.109 CFU per gram luminal content at d12 p.i.. Kinetic
experiments revealed that in gnotobiotic animals, C. jejuni
colonization was stable throughout a time period of more than
100 days p.i. (data not shown), indicating that this model is well
suited to examine long-term evolution and host-adaptation of the
pathogen in vivo.

TLR4 and TLR9 play an important role in C. jejuni
immunopathology
In order to investigate the role of TLR4 and TLR9 signaling in

the development of immunopathology after stable C. jejuni
colonization in vivo, we generated gnotobiotic mice deficient in
TLR4, TLR9, MyD88 or TRIF by antibiotic treatment.
At day 12 following peroral infection with C. jejuni ATCC

43431, significant histopathological changes in colon sections of
wildtype (WT) mice such as loss of goblet cells, crypt elongation,
and immune cell infiltration could be observed which were less
pronounced in infected TLR4-deficient mice (Figure S3). In order

Interplay of C. jejuni, Flora and Innate Immunity
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to more specifically and precisely analyze distinct immune cell
responses in the inflamed colon in situ and to quantitate the degree
of histopathology we performed immunohistochemical stainings of
colon section. Given that apoptosis is commonly used as a
diagnostic marker in the histopathological evaluation and grading
of intestinal diseases, we quantitatively determined apoptotic cells
and, in addition, the influx of neutrophils acting as inflammatory
effector cells within the colon mucosa following C. jejuni-infection.
Twelve days p.i., C. jejuni ATCC 43431 colonization densities were
comparable within the respective segments of the GI tract
(stomach, duodenum, ileum, and colon) irrespective of the
genotype of mice under investigation with highest bacterial counts
in the colon (approximately 109 CFU/ g luminal colon content;
data not shown). Gnotobiotic mice deficient in TLR4, TLR9,
TRIF or MyD88, however, displayed significantly less inflamma-
tory responses compared to respective wildtype controls as
indicated by lower numbers of Caspase3+ apoptotic and MPO7+

neutrophilic granulocytes in the colon in situ (Fig. 2 A, B).
Furthermore, we observed significantly lower numbers of CD3+ T-
lymphocytes, FOXP3+ regulatory T-cells (Tregs), and B220+ B-
lymphocytes within the colonic mucosa of TLR42/2, TLR92/2,
TRIF2/2, and MyD882/2 infected mice compared to WT mice
at d12 p.i. (Fig. 2 C–E). Interestingly, Treg and B-lymphocyte
counts of infected TRIF2/2 and MyD882/2 animals did not
differ when compared to non-infected controls (Fig. 2 D, E). In
addition, B220+ cells within the colon mucosa of TLR42/2 mice
did not increase within 12 days following C. jejuni-infection (Fig. 2
E). These results hightlight the gnotobiotic mouse model following
antibiotic treatment as a well-suited vertebrate model for the study

of C. jejuni colonization and pathogen-host interaction mounting in
immunopathological responses similar to those seen in humans
with Campylobacter enteritis. Strikingly, we demonstrate for the first
time in vivo that MyD88- and TRIF-dependent sensing of
Campylobacter-LPS and -CpG-DNA via TLR4- and TLR9-
signaling is essentially involved in C. jejuni-mediated immunopa-
thology.

Generation of mice reconstituted with a complete
human gut flora
Using our gnotobiotic mouse model we were able to study the

dual interaction between C. jejuni and the murine host. In order to
get deeper insights into the triangle relationship (‘‘ménage à trois’’)
of the pathogen, the host innate immune system and the human
versus the murine microbiota, we replenished gnotobiotic mice
with a human or murine gut flora by gavage. Quantitative analyses
of the main bacterial communities by culture (Fig. 3 A) and
molecular techniques (Fig. 3 B–C, Fig. S4) revealed that the
human or murine microbiota was effectively and permanently
established within the gut for more than six weeks as indepen-
dently confirmed by PCR-based genetic fingerprinting of fecal
samples (Fig. 3 C). According to the typical differences in the
microbiota composition of the two host species, lactobacilli were
predominantly found in the murine flora associated (mfa) mice
whereas human flora associated (hfa) animals harbored higher
total bacterial and higher individual species loads of enterobacteria
(E. coli), enterococci, Bacteroides/ Prevotella spp., and clostridia as
determined by cultural (Fig. 3 A) and molecular (Fig. 3 B)

Figure 1. C. jejuni colonization along the gastrointestinal tract of gnotobiotic mice. Gnotobiotic mice generated by antibiotic gut
decontamination were orally infected with C. jejuni strains ATCC 43431 (open circles) or 81–176 (closed circles) as described in methods. The
pathogen densities in distinct compartments of the gastrointestinal tract were determined by quantification of live C. jejuni in luminal samples taken
from stomach, duodenum, ileum, and colon at day 12 p.i. by cultural analysis (CFU, colony forming units). Numbers of animals harboring C. jejuni out
of the total number of analyzed animals are given in parentheses. Medians (black bars) are indicated. Data shown were pooled from three
independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0020953.g001
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analyses of feces at d0 (right before C. jejuni-infection). A quantitative
molecular six-weeks follow-up revealed that C. jejuni-infected
‘‘humanized’’ mice displayed higher enterobacteria, Bacteroides/
Prevotella spp. and Clostridium coccoides loads in their feces as compared
to mfa animals (Fig. S4 A).

C. jejuni colonization in ‘‘humanized’’ mice
Two weeks following reconstitution of gnotobiotic mice with

human or murine flora (to assure proper establishment of the
microbiota along the GI tract), hfa and mfa mice were perorally
infected with C. jejuni ATCC 43431 (d0). Kinetic analyses of the
pathogen loads were performed in fecal samples and in distinct
compartments of the entire GI tract after necropsy (d12 p.i.).
Results revealed that mfa mice were protected from intestinal
colonization as indicated by effective clearance of C. jejuni from the
GI tract during the first two to three days p.i. (Fig. 4 A). In
‘‘humanized’’ mice, however, C. jejuni ATCC 43431 did stably
colonize (Fig. 4 B) with bacterial loads of up to 108 CFU per g
feces. Long-term kinetic experiments in hfa mice revealed that C.
jejuni ATCC 43431 colonization of stomach, ileum, and colon was
stable for more than six weeks p.i. with the highest bacterial loads
in the colon (Fig. 4 C).

C. jejuni-induced intestinal immunopathology in
‘‘humanized’’ mice
In humans, C. jejuni induces the recruitment of pro-inflamma-

tory immune cell populations to sites of inflammation in the colon
[4,5]. Therefore, we investigated apoptotic cell, neutrophil, T- and
B-lymphocyte as well as Treg recruitment in the colonic
mucosa during C. jejuni-infection in both, hfa and mfa mice by

immunohistochemical staining of Caspase-3, MPO7, CD3, B220,
and FOXP3 in colon sections of infected mice, respectively
(Fig. 5). Remarkably, after reconstitution of gnotobiotic mice with
a human or murine gut microbiota no differences were observed in
the numbers of apoptotic cells, neutrophilic granulocytes, T- and
B-lymphocytes or Tregs in the colon mucosa in situ. However,
quantitative analyses of the respective immune cell populations
after C. jejuni ATCC 43431-infection revealed that C. jejuni-
infection induced a pronounced inflammatory response in the
colon of hfa mice (Fig. 5). Twelve days p.i., a five-fold increase in
apoptotic cells within the colon mucosa was observed in hfa mice
as compared to infected mfa and uninfected control animals
(Fig. 5 A). This increase of apoptotic cells was accompanied by a
three-fold increase in neutrophil numbers in the colon mucosa of
C. jejuni-infected hfa mice (Fig. 5 B). Furthermore, higher T- and
B-lymphocyte as well as Treg counts were found in the colon
mucosa at d12 following C. jejuni-infection with significantly higher
T-lymphocyte and Treg numbers in hfa as compared to mfa mice
(Fig. 5 C–E).
Next, we determined secretion of pro-inflammatory cytokines in

the colon of C. jejuni-infected mice. At d12 p.i., hfa mice displayed
higher TNF-a, IL-6 and MCP-1 concentrations in their large
intestine as compared to mfa and uninfected control animals
(Fig. 6 A–C). It is noteworthy that following C. jejuni-infection the
respective means of TNF-a, IL-6, and MCP-1 levels increased by
factors 2, 3, and 5, respectively, as compared to naı̈ve hfa controls.
The multi-fold increases of secreted pro-inflammatory cytokines,
in the context of significant increases in immune cell numbers in
colons sections of infected hfa mice (Fig. 5), point towards a
biological relevant effect despite the high standard deviations
within the infected hfa groups.

Figure 2. Impact of host bacterial sensing on immunopathology in the colon following C. jejuni-infection. Gnotobiotic wildtype (WT;
C57BL/10 (C10) or C57BL/6 (C6) as indicated), TLR42/2 (lower panel), TLR92/2, TRIF2/2, and MyD882/2 (upper panel) mice generated by antibiotic
gut decontamination were orally infected with C. jejuni strain ATCC 43431. The average numbers of apoptotic cells (positive for caspase-3, panel A),
neutrophilic granulocytes (neutrophils, positive for MPO-7, panel B), T-lymphocytes (positive for CD3, panel C), regulatory T-cells (Tregs, positive for
FOXP3, panel D) and B-lymphocytes (positive for B220, panel E) from at least six high power fields (HPF, 4006magnification) per animal were
determined microscopically in immunohistochemically stained colon sections. Numbers of animals of the respective genotype analyzed are given in
parentheses. Means (black bars) and levels of significance (P-values) as compared to the respective infected WT control group (determined by the
Student’s t-test) are indicated. Data shown were pooled from three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0020953.g002
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Taken together, following C. jejuni-infection the ‘‘humanized’’
mice are not only susceptible to colonization but also display
typical pro-inflammatory features of human campylobacteriosis.

The role of C. jejuni formic acid metabolism and
perception in inducing immunopathology
We further investigated gnotobiotic and hfa mice as suitable

experimental models for the study of C. jejuni virulence factors in
colonization and immunopathology. For this purpose we per-
formed infection experiments with two different C. jejuni mutant

strains deficient in factors essential for cellular invasion. Both
mutant strains were recently generated by transposon mutagenesis
and displayed a reduced invasion capacity into epithelial cell lines
in vitro [37]. The mutant strains carrying transposon (TnKan)
insertions in the genes for formate dehydrogenase subunit D fdhD
(strain B2DfdhD) or the formic acid receptor Tlp7 (strain
B2Dcj0952c) were generated in the C. jejuni B2 background as
described earlier [37]. The formic acid receptor was shown to be
associated with the cell invasion capacity of C. jejuni [37]. Briefly, if
compared to the parental strain, the B2Dcj0952c mutant displayed

Figure 3. Microflora analysis of gnotobiotic mice with human or murine gut flora. Gnotobiotic mice generated by antibiotic gut
decontamination were recolonized with a human (HFA, H) or murine (MFA, M) microflora as described (see methods). Main gut bacterial groups were
quantified by culture and molecular analysis of fecal samples before and after C. jejuni-infection (d42 p.i.). (A) Culture. Total bacterial counts (TOTAL)
and numbers of E. coli, enterococci (EC), Lactobacilli (Lacto) and Bacteroides/ Prevotella spp. (B/P) were determined in feces samples of MFA (M) and
HFA (H) mice right before C. jejuni-infection (day 0) by detection of colony forming units (CFU) per gram feces on appropriate culture media (see
methods). Bacterial species were identified by biochemical analysis and reconfirmed by comparative sequence analyses of 16S rRNA genes. Numbers
of animals harboring the respective bacterial species are given in parentheses. Medians and significance levels (P-values) determined by Mann-
Whitney-U test are indicated. Data shown were pooled from three independent experiments. (B) RT-PCR analysis of the murine and human
flora. Quantitative Real-Time-PCR amplifying bacterial 16S rRNA variable regions. 16S rRNA gene numbers/ ng DNA from luminal colon content from
hfa (H) or mfa (M) mice after stable re-colonization before C. jejuni-infection (day 0) of the following bacterial groups were determined:
Enterobacteriaceae (EB), Enterococci (EC), Lactic acid bacteria (LB). Bacteroides/Prevotella spp. (BP), Clostridium leptum group (CL), Clostridium coccoides
group (CC), Mouse intestinal bacteroidetes (MIB), Bifidobacteria (BB), and total eubacterial load (TL). Numbers of animals harboring the respective
bacterial rRNA are given in parentheses. Medians and significance levels (P-values) determined by Mann-Whitney-U test are indicated. Data shown
were pooled from three independent experiments. (C) Genetic fingerprinting of the murine and human flora. Molecular fingerprints were
generated by PCR-based DGGE analysis of total DNA isolated from luminal colon contents as described (see methods) of six individual hfa (left panel)
and mfa mice (right panel). Samples were taken after stable recolonization, but before C. jejuni-infection (day 0) and 42 days after infection (day 42
p.i.).
doi:10.1371/journal.pone.0020953.g003
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a five times reduced invasion capacity (as determined in
gentamicin protection assays with Caco-2 cells). To investigate
the role of formate dehydrogenase and the formic acid receptor in
immunopathology we infected hfa mice with the B2DfdhD or
B2Dcj0952c mutant strain (Fig. S5). Control mice were infected
with the parental C. jejuni strain B2. Results indicate that the
invasion capacity and the formic acid metabolism are not required
for intestinal colonization, but play essential roles in C. jejuni-
mediated immunopathology. Both mutant strains colonized hfa

mice similarly at high loads (up to 107–108 CFU/ g feces) as
compared to the parental B2 strain (Fig. S5 A–C). Immunopa-
thology, however, was exclusively induced by the parental strain,
but not by either mutant (Fig. 7). Numbers of apoptotic cells, T-
lymphocytes and Tregs within the colon mucosa 12 days after
infection with either mutant remained comparable to non-infected
mice, but highly significantly increased multi-fold after oral
infection with the parental strain (Fig. 7 A, C, D). In addition,
the numbers of neutrophils and B-lymphocytes increased in the

Figure 4. C. jejuni colonization in mice with a murine or human gut microbiota. Following oral infection with C. jejuni ATCC 43431, kinetic
analyses of the pathogen loads in feces samples of gnotobiotic mice reconstituted with a murine (A) or human (B) gut flora until d12 p.i. were
performed by culture (as described in methods; CFU, colony forming units). In addition, C. jejuni burdens in distinct compartments of the
gastrointestinal tract (stomach, duodenum, ileum, colon; C) of mfa (M, open circles) and hfa (H, filled circles) mice at d12 p.i. were determined by
quantification of live C. jejuni by culture. Numbers of animals harboring C. jejuni out of the total number of analyzed animals are given in parentheses.
Medians (black bars) and significance levels (P-values, hfa as compared to mfa animals) determined by Mann-Whitney-U test are indicated. Data
shown are representative for three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0020953.g004
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colon of hfa mice infected with either mutant strain compared to
non-infected controls (Fig. 7 B, E). However, the MPO7+ or
B220+ cell counts were higher in animals infected with the
parental strain as compared to mice infected with either mutant.
Furthermore, lower numbers of in situ immune cell counts were

accompanied by significantly lower IL-6 and IFN-c protein
concentrations in ex vivo colon cultures obtained from mice
infected with the respective mutant as compared to the parental
strain infected controls (at d12 p.i.). In addition, mice infected with
the C. jejuni mutant B2DfdhD displayed lower nitric oxide secretion
in the colon as compared to mice infected with the parental strain
(Fig. 8 A–C).

C. jejuni translocation in gnotobiotic and hfa, but not mfa
mice
Studies have shown that live C. jejuni is able to translocate to the

mesenteric lymph nodes (MLNs) in infected isolator-raised germfree
animals [12–14]. Therefore, we determined the translocation capacity
of the parental strain and both mutants, B2DfdhD and B2Dcj0952c in
vivo. Quantitative cultural analysis of live bacteria in MLNs, spleen,

liver, kidney, and cardiac blood of infected gnotobiotic and hfa mice
revealed that at d12 p.i. C. jejuni translocates to MLNs (Fig. 9) but not
to other organs or blood (data not shown) in gnotobiotic or hfa mice.
Mfa mice displaying a strong colonization resistance against C. jejuni
served as negative controls. Interestingly, the translocation frequencies
(100% vs. 68%) as well as the bacterial loads (medians of
approximately 105 vs. 102 CFU/ g organ homogenate) of the C. jejuni
B2 parental strain in MLNs were higher in infected gnotobiotic versus
‘‘humanized’’ animals at day 12 p.i., with no differences as compared
to other C. jejuni strains such as ATCC 43431 and 81–176 (not shown).
In gnotobiotic and hfa mice, both, the C. jejuni B2DfdhD and
B2Dcj0952c mutant strain, translocated less frequently into MLNs as
compared to the parental strain with lower counts of approximately
two orders of magnitude following infection with the B2DfdhDmutant
versus the parental strain (Fig. 9).

Discussion

The commensal intestinal flora constitutes a barrier to
effectively prevent the host from colonization and infection by

Figure 5. Immunopathological responses in the colon of ‘‘humanized’’ mice in situ following C. jejuni-infection. Mfa and hfa mice were
generated and orally infected with C. jejuni strain ATCC 43431 by gavage as described in methods section. The average numbers of apoptotic cells
(postive for caspase-3, panel A), neutrophilic granulocytes (neutrophils, positive for MPO-7, panel B), T-lymphocytes (positive for CD3, panel C), Tregs
(positive for FOXP3, panel D), and B-lymphocytes (positive for B220, panel E) from at least six high power fields (HPF, 4006magnification) per animal
were determined microscopically in immunohistochemically stained colon sections of naı̈ve (Naı̈ve, open symbols) and infected (+C. jejuni ATCC
43431, filled symbols) mfa (circles) and hfa (squares) mice at day 12 p.i.. Numbers of analyzed animals are given in parentheses. Medians (black bars)
and levels of significance (P-values) as compared to the indicated groups (determined by Student’s t-test) are indicated. Data shown are
representative for three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0020953.g005
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gut pathogens. The earlier observation that C. jejuni readily
colonized isolator-raised germfree mice [13–15] pointed towards
an essential role of the conventional gut microbiota in the
colonization resistance against C. jejuni. The results presented here
do further underline the impact of the murine microbiota in
colonization resistance as was independently confirmed by
effective C. jejuni-infection of gnotobiotic, but not mfa mice. In
comparison with isolator-raised germfree mice, we favor our
animal model for the following reasons: First, gnotobiotic mice
generated by antibiotic treatment exhibit a physiologically
developed immune system. Second, these mice can be generated
under standardized breeding conditions in a sterile environment
within a common animal facility and without the need for special
equipment (such as isolators for instance) and, thus, costs for
generating and housing are significantly lower.
An experimental model of a human pathogen in mice

previously depleted of their intestinal gut microbiota and
subsequently replenished with human gut flora allows the study
of host-pathogen interactions in the natural host environment.
Given that these ‘‘humanized’’ mice, but not mice with a murine
flora, are susceptible to C. jejuni-infection indicates for the first
time, that the host-specific microflora composition is essential for
susceptibility or resistance to Campylobacter-infections resembling
the natural host conditions. However, individual bacterial species
or the complex microflora composition responsible for coloniza-
tion resistance have not been identified so far and await further
detailed investigation.
The susceptibility of gnotobiotic and hfa mice to C. jejuni-

infection renders the novel models presented here excellently
suited for standardized and reproducible analyses of C. jejuni
colonization and immunopathology in a higher vertebrate
experimental system. Most importantly, the inflammatory re-
sponses in the colon of C. jejuni-infected ‘‘humanized’’ mice in situ
mimicked key features of immunopathological responses in human
campylobacteriosis [4,5]: First, tissue damage was most pro-
nounced in the lower intestinal tract as indicated by increased
numbers of apoptotic cells in the colon mucosa. Second, C. jejuni-
induced mucosal injury was accompanied by an increased
recruitment of innate immune and effector cells (e.g. T- and B-
lymphocytes, Tregs and neutrophils) in the colon mucosa of
infected mice. Lastly, an increased secretion of pro-inflammatory

cytokines such as TNF-a, IL-6, and MCP-1 were found in ex vivo
colon cultures taken from infected hfa mice. Interestingly, Treg
numbers increased in the colons of hfa mice during the course of
C. jejuni-infection suggesting that production of IL-10 and other
anti-inflammatory mediators might be involved in limiting C. jejuni-
induced immunopathology. This was further supported by Bell
and coworkers (2009) who showed that C. jejuni is able to induce a
strong inflammatory response in IL-10 deficient mice [27].
Using our gnotobiotic infection model we could further dissect

the interplay between C. jejuni and the host innate responses.
Infection of gnotobiotic mice deficient in MyD88, TRIF or TLR4
revealed for the first time in vivo that MyD88- and TRIF-
dependent TLR4-recognition of bacterial LPS is essentially
involved in the development of immunopathology during C. jejuni
enteritis as indicated by lower numbers of apoptotic cells,
neutrophils, T- and B-lymphocytes as well as Tregs found in the
colon mucosa of the respective gene-deficient mice at day 12 p.i..
Similarly, other in vitro studies have shown the important role of
TLR4-signaling in C. jejuni LPS infected cells [22] and activation of
human TLR4 by C. jejuni [21].
Strikingly, our results obtained from infected TLR9-deficient

mice for the first time point towards a pivotal role of bacterial
CpG-DNA in mediating C. jejuni-induced immunopathology. The
activation of innate immune cells via TLR9, however, depends on
the cell type, and on both, the methylation status and sequence of
the DNA ligand under study [39]. Furthermore, a selected set of
Campylobacter strains did not activate human TLR9 expressed in a
transfected human cancer cell line [21]. However, this does not
rule out a role for TLR9 in human campylobacteriosis. The C.
jejuni population is genetically highly variable and could present
DNA of diverging sequence or methylation status to host immune
cells in a strain dependent manner. The C. jejuni strains used for
analysis of campylobacteriosis in mice presented here were neither
studied for TLR9 activation in human nor murine cell lines before.
Thus, the fact that C. jejuni-infected gnotobiotic mice lacking
TLR9 displayed less severe immunopathology points towards an
important role of TLR9 in the murine model. The role of TLR9 in
human C. jejuni-infection awaits further confirmation by additional
studies with cells of the adaptive and innate immune system.
Also noteworthy is the contribution of bacterial DNA and

TLR9 signaling in augmenting murine intestinal inflammation

Figure 6. Pro-inflammatory cytokine responses in the colon of C. jejuni-infected ‘‘humanized’’ mice. Mfa and hfa mice were generated
and orally infected with C. jejuni strain ATCC 43431 as described (see methods). Secretion of (A) TNF-a, (B) IL-6 and (C) MCP-1 was determined in
supernatants of ex vivo colon cultures from naı̈ve animals (Naı̈ve, open symbols) or infected (+C. jejuni ATCC 43431, filled symbols) mfa (circles) or hfa
(squares) mice at day 12 p.i.. Numbers of analyzed animals are given in parentheses. Means (black bars) and levels of significance (P-values) as
compared to the indicated groups (determined by Student’s t-test) are indicated. Data shown were pooled from two (for naı̈ve mice) or three (for
infected animals) independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0020953.g006

Interplay of C. jejuni, Flora and Innate Immunity

PLoS ONE | www.plosone.org 8 June 2011 | Volume 6 | Issue 6 | e20953



supported by our previous studies: In murine intestinal graft-
versus-host disease we observed recently that TLR9 is essentially
involved in aggravation of colitis [40].
Finally, the murine C. jejuni-infection models presented here are

valuable tools to investigate C. jejuni virulence factors in vivo. Hfa
mice infected with C. jejuni mutant strains deficient in formic acid
metabolism or perception involved in cell invasion fitness harbored
comparable bacterial loads throughout the GI tract. However,
both mutant strains significantly displayed less immunopatholog-
ical responses as indicated by lower numbers of apoptotic cells,
neutrophils, T-lymphocytes, and Tregs in the colon mucosa as
compared to mice infected with the parental strain. This
diminished cellular response was paralleled by lower expression
of pro-inflammatory cytokines (IL-6, nitric oxide, and IFN-c) and
less translocation of living C. jejuni into MLNs in animals infected
with the B2DfdhD or B2Dcj0952c strain as compared to mice
infected with the wildtype strain. Given that these results underline
the suitability of the animal model presented here for in vivo
analyses of C. jejuni gene mutant strains, there is a possibility of
polar effects on downstream genes which cannot be ruled out.

Thus, the relevance of the fdhD or the cj0952c gene mutation for
amelioration of immunopathology and translocation following oral
infection cannot unequivocally be attributed to the gene products
encoded by the deleted genes. Nevertheless, since formic acid is a
metabolite produced by many commensal gut bacteria and thus
part of the intestinal intraluminal milieu, these findings point
towards an essential role of formic acid metabolism and perception
in the intestinal ‘‘lifestyle’’ of C. jejuni and its cell invasiveness in vivo.
Taken together, we conclude that our novel murine models for

colonization and inflammation following C. jejuni-infection shown
in the present study, mimic many important aspects of human C.
jejuni-infection and thus offer promising novel tools to better
understand the arousing ‘‘ménage à trois’’ between the pathogen,
commensal gut bacteria, and host innate immune responses.

Materials and Methods

Ethics Statement
All animal experiments were conducted according to the

European Guidelines for animal welfare (2010/63/EU) with

Figure 7. Impact of C. jejuni formic acid metabolism and perception on immunopathology in ‘‘humanized’’ mice. Hfa mice were
generated as described (see methods) and orally infected with the C. jejuni wildtype strain (B2 WT), or with isogenic mutants deficient in the formate
dehydrogenase subunit D (B2DfdhD) or the formic acid receptor (B2Dcj0952c). The average numbers of apoptotic cells (positive for Caspase-3, panel
A), neutrophilic granulocytes (neutrophils, positive for MPO-7, panel B), T-lymphocytes (positive for CD3, panel C), regulatory T-cells (Treg, positive
for FOXP3, panel D) and B-lymphocytes (positive for B220, panel E) from at least six high power fields (HPF, 4006magnification) per animal were
determined microscopically in immunohistochemically stained colon sections of naı̈ve, non-infected (None, open circles) and infected (B2 WT: filled
circles; B2DfdhD: grey circles; B2Dcj0952c: crossed circles) mice at d12 post infection. Numbers of analyzed animals are given in parentheses. Means
(black bars) and levels of significance (P-values) as compared to the respective groups (determined by Student’s t-test) are indicated. Data shown are
representative for three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0020953.g007
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approval of the commission for animal experiments headed by the
‘‘Landesamt für Gesundheit und Soziales’’ (LaGeSo, Berlin,
Germany; registration number TVV G0173/07). Animal welfare
was monitored twice daily by assessment of clinical conditions.
Fresh human fecal samples for recolonizing gnotobiotic mice (hfa)
were collected from healthy volunteers. Before sample collection
written informed consent was obtained from all volunteers. Since
fecal samples were obtained from co-workers of our laboratory
and thus outside a clinical environment and used for re-
colonization of mice only, experiments were exempted from
approval by the Charité - Universitätsmedizin ethical committee
according to German legacy (115, Legal Basis for Clinical Trials).

Mice
All animals were maintained in the facilities of the ‘‘Forschungs-

institut für Experimentelle Medizin’’ (FEM, Charité - Universi-
tätsmedizin, Berlin, Germany), under specific pathogen-free (SPF)
conditions. Mice deficient in TLR4 (C57BL/10ScSn (C10)
background), TLR9, TRIF or MyD88 (C57BL/6 (C6) back-
ground), used in the experiments are described in detail elsewhere
[40]. Age and sex matched mice between 10 and 12 weeks of age
were used.

Generation of gnotobiotic mice
To eradicate the commensal gut flora, mice were transferred to

sterile cages and treated by adding ampicillin (1 g/L; Ratio-
pharm), vancomycin (500 mg/L; Cell Pharm), ciprofloxacin
(200 mg/L; Bayer Vital), imipenem (250 mg/L; MSD), and
metronidazole (1 g/L; Fresenius) to the drinking water ad libitum
for 6–8 weeks as described earlier [30].

Generation of gnotobiotic mice with a human or murine
gut flora
Fresh human and murine fecal samples free of enteropathogenic

bacteria, parasites, and viruses were collected from five individual
healthy volunteers and animals, respectively, pooled and dissolved
in an equal volume of sterile PBS, aliquoted and stored at 280uC
until use. For reconstitution experiments, aliquots were thawed
and bacterial communities quantified by cultural and molecular

methods (refer to [30]) before gavage of mice with 0.3 mL of the
respective suspension. Between independent experiments bacterial
counts of groups varied of less than 0.5 log orders of magnitude.

C. jejuni-infection of mice
Conventional, gnotobiotic or mice reconstituted with human or

murine gut flora were infected with 109 viable CFU of C. jejuni
strains ATCC 43431, 81–176, B2 or mutant strains B2DfdhD and
B2Dcj0952c deficient in the formate dehydrogenase subunit D or
the formic acid receptor gene, respectively [37], by gavage in a
total volume of 0.3 mL PBS on three consecutive days.

Sampling procedures and histopathology
Mice were sacrificed by isofluran treatment (Abbott, Germany).

Cardiac blood and tissue samples from liver, spleen, kidneys,
MLNs, and gastrointestinal (GI) tract (stomach, duodenum, ileum,
colon) were removed under sterile conditions. GI samples from
each mouse were collected in parallel for histological, microbio-
logical, immunological, and molecular analyses. Histopathological
changes were determined in colon samples immediately fixed in
5% formalin and embedded in paraffin. Sections (5 mm) were
stained with hematoxylin and eosion (HE) and examined by light
microscopy (magnification6200).

Immunohistochemistry
In situ immunohistochemical analysis of colon paraffin sections

was performed as described previously [40]. Primary antibodies
against CD3 (#N1580, Dako, Denmark, dilution 1:10), myelo-
peroxidase-7 (MPO-7, # A0398, Dako, 1:10000), FOXP-3 (FJK-
16s, eBioscience, 1:100), B220 (eBioscience, San Diego, CA, USA,
1:200), and cleaved caspase-3 (Asp175, Cell Signaling, USA,
1:200) were used. For each animal, the average number of
positively stained cells within at least six high power fields (HPF,
4006 magnification) were determined microscopically by three
independent investigators (MMH, RP, AAK).

Quantitative analysis of C. jejuni translocation
Live C. jejuni were detected in MLNs, spleen, liver, kidneys, and

cardiac blood by culture. Tissues were homogenized in sterile PBS

Figure 8. Impact of C. jejuni formic acid metabolism and perception on cytokine responses in ‘‘humanized’’ mice. Hfa mice were
generated as described (see methods) and orally infected with the C. jejuni wildtype strain (B2 WT), or with isogenic mutants deficient in the formate
dehydrogenase subunit D (B2DfdhD) or the formic acid receptor (B2Dcj0952c). Secretion of (A) IL-6, (B) NO and (C) IFN-c was determined in
supernatants of ex vivo colon cultures obtained from infected (B2 WT: filled circles; B2DfdhD: grey circles; B2Dcj0952c: crossed circles) mice at d12 p.i..
Numbers of analyzed animals are given in parentheses. Means (black bars) and levels of significance (P-values) as compared to the respective groups
(determined by Student’s t-test) are indicated. Data shown are representative for three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0020953.g008
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and analyzed in dilution series on karmali agar (Oxoid, Wesel,
Germany) in a microaerophilic atmosphere at 37uC for at least
48 hours. Cardiac blood (0.2 mL) was immediately streaked out
on karmali agar plates.

Analysis of the intestinal microflora
Cultural analyses, biochemical identification, and molecular

detection of luminal bacterial communities from stomach, duode-
num, ileum, and colon were performed as previously described
[30,31,41]. Genetic fingerprints of the intestinal microflora were
generated by PCR-based denaturing-gradient-gel-electrophoresis
(PCR-DGGE) amplifying the 16S rRNA variable region V6–8
[30]. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was performed on a

StepOnePlus RealTime-PCR System (Applied Biosystems) using the
Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Fermentas). The
reaction volume was 20 ml using 2 ml template DNA at following
cycling conditions (40 cycles): Initial denaturation / enzyme
activation at 95uC for 10 min, initial denaturation at 95uC for 15 s
followed by annealing / elongation at 60uC for 1 min. Fluorescence
detection was performed at 80uC (75uC for BP/MIB; 70uC for EC)
after each cycle. Amelting curve for each run was performed to check
for the correct amplicon. Total bacteria (TL), gamma-Proteobacteria /
Enterobacteriaceae (EB), Lactobacillus group (LB), Clostridium leptum group
(CL), Clostridium coccoides group (CC), Bacteroides group including
Prevotella and Porphyromonas (BP), Mouse Intestinal Bacteroidetes (MIB),
Enterococci (EC) and Bifidobacteria (BB) were separately detected and

Figure 9. Impact of C. jejuni formic acid metabolism and perception on bacterial translocation to mesenteric lymphnodes.
Gnotobiotic (GNOTO; circles) and with human flora associated (HFA; squares) mice were generated as described (see methods). Conventionally
colonized (MFA; diamonds) animals served as negative controls. Mice were orally infected with the C. jejuni wildtype strain (B2 WT; solid symbols), or
with isogenic mutants deficient in the formate dehydrogenase subunit D (B2DfdhD; grey symbols) or the formic acid receptor (B2Dcj0952c; crossed
symbols). At d12 post infection, live C. jejuni were quantified in homogenized MLNs by culture (as described in methods; CFU, colony forming units).
Medians (black bars) and significance levels (P-values) determined by Mann-Whitney-U test are indicated. Absolute and relative numbers of animals
harboring C. jejuni are given in parentheses. Data shown are pooled from three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0020953.g009
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quantified using 16S primer sets described earlier [40]. The C. jejuni
loads of feces samples and luminal GI contents were determined with
a flagellin A based qRT-PCR (flaA AW 50 fw, 59-ATGG-
GATTTCGTATTAACAC-39, flaA AW 5 re 59-GATATAGCTT-
GACCTAAAGTA-39) resulting in a 197bp product (primers taken
from: Dr. K. Pietsch, Freiburg, personal communication). The
Campylobacter-flaA-PCR cycling conditions were different to the above
mentioned: Annealing was at 55uC for 20 s, elongation at 60uC for
30 s and fluorescence detection at 70uC. In general, the 16S rRNA or
flaA gene numbers / ng DNA of each sample were determined, not
the actual bacterial numbers.

Cytokine detection in colon culture supernatants
Colon biopsies were cut longitudinally, washed in PBS, and

strips of 1 cm2 were placed in 24-flat-bottom well culture plates
(Nunc, Wiesbaden, Germany) containing 500 ml serum-free RPMI
1640 medium supplemented with penicillin (100 U/ ml) and
streptomycin (100 ug/ ml; PAA Laboratories). After 18 h at 37uC,
culture supernatants were tested for TNF-a, IL-6, MCP-1, and
IFN-c by the Mouse Inflammation Cytometric Bead Assay (CBA;
BD Biosciences) on a BD FACSCanto II flow cytometer (BD
Biosciences). Nitric oxide (NO) was determined by Griess-reaction
as described earlier [30].

Statistical analysis
Mean values, medians, standard deviations, and levels of

significance were determined using appropriate tests as indicated
(two-tailed Student’s t-Test, Mann-Whitney-U Test). Two-sided
probability (P ) values#0.05 were considered significant. All
experiments were repeated at least twice.

Supporting Information

Figure S1 PCR-based detection of gut bacteria in feces
from conventionally colonized, but not gnotobiotic mice.
PCR analysis with eubacterial primer amplifying 16S V6–8 region
of DNA from fecal samples obtained from nine conventionally
raised mice (conventional) and gnotobiotic mice (gnotobiotic) were
performed and run on 1% agarose gels stained with ethidium-
bromide.
(TIF)

Figure S2 C. jejuni colonization in gnotobiotic and
conventional mice. Conventional wildtype mice (SPF, open
circles), and gnotobiotic mice (GNOTO, filled circles, generated by
antibiotic gut decontamination) were orally infected with C. jejuni
strains 81–176, ATCC 43431 or B2 (as indicated on the x-axis) as
described (see methods). The colonization capacity was determined
by quantification of live C. jejuni in feces samples at day 12 p.i. by
cultural analysis (CFU, colony forming units). Numbers of animals
harboring C. jejuni out of the total number of analyzed animals are
given in parentheses. Medians (black bars) and significance levels (P-
values, as compared to SPF animals) determined by Mann-Whitney-
U test are indicated. Data shown were pooled from three
independent experiments.
(TIF)

Figure S3 Histopathology in colon sections following C.
jejuni infection. Paraffin sections of colon samples were HE-
stained as described (see methods). (A) In naı̈ve, uninfected
wildtype mice many goblet cells (dashed arrows), normal crypt

architecture, and no immune cell infiltration were observed. (B)
TLR4-deficient mice displayed mild immune cell infiltration (solid
arrow), whereas in wildtype animals (C) loss of goblet cells (dashed
arrows), crypt elongation, and moderate immune cell infiltration
into the lamina propria (solid arrow) could be detected at day 12
following C. jejuni ATCC 43431-infection. Representative photo-
micrographs (magnification 6200) from three independent
experiments are shown.
(TIF)

Figure S4 Quantitative molecular analysis of fecel
samples obtained from mfa and hfa mice. (A) Quantitative
Real-Time-PCR amplifying bacterial 16S rRNA variable regions.
16S rRNA gene numbers / ng DNA from luminal colon content
of mfa (M, open squares) or hfa (H, filled squares) recolonized mice
after C. jejuni-infection (day 42 p.i.) of the following bacterial
groups were determined: Enterobacteriaceae (EB), enterococci (EC),
lactic acid Bacteria (LB), Bacteroides/ Prevotella spp. (BP), Clostridium
leptum group (CL), Clostridium coccoides group (CC), mouse intestinal
bacteroidetes (MIB), Bifidobacteria (BB), and total eubacterial load
(TL). Medians (black bars) and significance levels (P-values)
determined by Mann-Whitney-U test are indicated. Quantitative
loads of the respective bacterial groups at day 0 (after stable re-
colonization; circles) and at day 42 (d42, squares) after C. jejuni-
infection obtained from MFA (B; open symbols) and HFA (C;
filled symbols) mice were analyzed by qRT-PCR. Numbers of
animals harboring the respective bacterial rRNA are given in
parentheses. Medians are indicated as black bars. Data shown
were pooled from three independent experiments.
(TIF)

Figure S5 Impact of C. jejuni formic acid metabolism
and perception on colonization in ‘‘humanized’’ mice.
Human flora associated mice (hfa) were generated as described
(see methods) and orally infected with the C. jejuni wildtype (WT;
A) strain B2, or with isogenic mutants deficient in the formate
dehydrogenase subunit D (B2DfdhD; B) or the formic acid receptor
(B2Dcj0952c; C). The kinetic analysis of colonization capacity was
determined by quantification of live C. jejuni in luminal colon
samples until day 12 post infection by culture (CFU, colony
forming units). Medians (black bars) and days post infection (on x-
axis) are indicated. Numbers of animals harboring C. jejuni out of
the total number of analyzed animals are given in parentheses.
Data shown were pooled from three independent experiments.
(TIF)
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3. DISKUSSION 

3.1 Dysbiosis - Die Rolle von Gram-negativen Spezies der kommensalen 
Darmmikrobiota in verschiedenen Darmentzündungs-Modellen 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Wechselwirkungen zwischen der 

kommensalen Darmmikrobiota und dem Immunsystem des murinen Wirtes in 

verschiedenen Immunpathologiemodellen des Darms untersucht. Hierfür 

untersuchten wir Mäuse mit akuter, durch T. gondii hervorgerufener Ileitis, mit akuter 

DSS-induzierter Kolitis sowie Mäuse, die nach oraler C. jejuni-Infektion eine Enteritis 

entwickelten. 

Kulturelle und molekulare Analysen der Darmmikrobiota ergaben, dass es im akuten 

Ileitis- und Kolitismodell innerhalb von 7 bis 10 Tagen zu beträchtlichen qualitativen 

und quantitativen Veränderungen der kommensalen Darmmikrobiota kommt. Die 

Spezies-Diversität nahm im Rahmen der akuten Entzündung ab, während 

vorwiegend Gram-negative Spezies wie kommensale E. coli das Darmlumen 

überwucherten. Dieses Reaktionsmuster der Darmmikrobiota ist erstaunlich, da sich 

die Modelle sowohl in der Art der Induktion (Infektion versus Chemikalie) als auch in 

der anatomischen Lokalisation der Entzündung (Dünn- versus Dickdarm) maßgeblich 

unterschieden. 

Bei Mäusen mit akuter Ileitis betrug die Zunahme der E. coli- sowie der 

Bacteroides/Prevotella-Populationen 7 bzw. 10 log-Stufen, während Lactobacillus 

spp. in ihrer Zahl vermindert und Clostridium/Eubacterium spp. gar nicht mehr 

nachweisbar waren. Daß die dominierenden Gram-negativen Spezies maßgeblich an 

der Entzündungsentstehung beteiligt waren, konnten wir im Folgenden durch die 

Gabe von Antibiotika wie Ciprofloxacin und Metronidazol untermauern, die in 

Abhängigkeit von der Behandlungsdauer maßgeblich den Schweregrad der Ileitis 

abmilderten und zu einem längeren Überleben der behandelten Mäuse führten. 

Unsere Ergebnisse gehen über Befunde früherer Studien hinaus, in denen durch 

antibiotische Behandlung eine Absenkung der Bakterienlast erreicht wurde und der 

Schweregrad der Ileitis vermindert werden konnte [107, 121]. Im Gegensatz zu 

unseren Studien wurden Darmmikrobiota-Veränderungen jedoch nicht näher 

analysiert. Da Zellwandbestandteile der kommensalen Darmbakterien Liganden für 

spezifische TLRs darstellen, untersuchten wir in einer weiterführenden Studie die 
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Veränderungen löslicher intraluminaler TLR-Äquivalente während der 

Entzündungsentstehung [122]. So konnten wir im Ileumlumen von Mäusen mit akuter 

Ileitis im Vergleich zu gesunden Tieren stark erhöhte Konzentrationen von 

Lipopeptid-, Lipopolysaccharid- und Flagellin-Äquivalenten nachweisen. In 

Ergänzung zu unseren deskriptiven kulturellen und molekularen Untersuchungen 

zeigten diese Studien, dass die das Ileumlumen überwuchernden E. coli und 

Bacteroides/Prevotella spp. nicht nur maßgeblich zum löslichen TLR-4-, sondern 

auch zum TLR-2-Ligandenpool beitrugen. Interessanterweise kam es im Rahmen der 

Florenverschiebung in Richtung kommensaler Gram-negativer Spezies bei akuter 

Ileitis und Kolitis ebenfalls zu einer Vermehrung von löslichen TLR-5-stimulierenden 

Faktoren im Ileum-, aber nicht im Kolonlumen. Da aber sowohl E. coli als auch 

Bacteroides/Prevotella spp. das Ileum- sowie Kolonlumen überwucherten, war bis 

dato unklar, welcher Faktor für die TLR-5-Reaktivität im Dünndarm bei akuter Ileitis 

verantwortlich war. In einer kürzlich erschienenen Arbeit konnte gezeigt werden, 

dass der TLR-11-Ligand T. gondii-Profilin in menschlichen Monozyten TLR-5-

abhängige Antworten auslösen kann [123]. In funktionellen „Cluster“-Analysen stellte 

sich heraus, dass bei Mensch und Maus TLR-11 und TLR-5 

entwicklungsgeschichtlich aus einer tlr11 Gen-Duplikation entstanden sind. Weiterhin 

wurden TLR-5-abhängige Antworten auf TLR-11-Liganden (und umgekehrt) 

beschrieben [124-127]. Obgleich eine Überlappung zwischen muriner TLR-5- und 

TLR-11-Liganden-Spezifität beschrieben worden ist, steht eine ausführliche 

vergleichende Analyse von TLR-5- und TLR-11-Liganden in murinen Zellen bislang 

noch aus [123]. Es ist demnach sehr wahrscheinlich, dass die bei Mäusen mit akuter 

Ileitis im Dünndarmlumen nachgewiesenen löslichen aktiven TLR-5-Liganden auf das 

T. gondii-Profilin zurückzuführen sind.   

Um den Beitrag der jeweiligen Spezies an der Th1-Typ-Immunpathologie der akuten 

Ileitis näher zu untersuchen, führten wir selektive Rekolonisierungen von 

gnotobiotischen Mäusen durch, bei denen vorab die komplexe Darmmikrobiota durch 

eine 8- bis 10-wöchige Breitspektrum-Antibiotikabehandlung eradiziert worden war. 

Während nicht besiedelte sowie durch Lactobacillus spp. besiedelte Mäuse vor der 

T. gondii-Ileitis geschützt waren, entwickelten selektiv mit E. coli, 

Bacteroides/Prevotella spp. bzw. mit der kompletten Dünndarm-Mikrobiota oral 

transplantierte Mäuse die Immunpathologie und verstarben früher im Vergleich zu T. 

gondii-infizierten aber nicht-rekolonisierten Gnotobioten [128]. Durch diese Versuche 
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wurde die Kausalität der Mikrobiota an der Immunpathogenese der akuten T. gondii-

induzierten Ileitis bewiesen und die Kochschen Postulate erfüllt, wonach eine 

Eradikation definierter Spezies die Pathologie verhindert und nach Wiedereinführung 

in den Wirt das Vollbild der Erkrankung induziert werden kann [129]. 

In einer weiteren Arbeit konnten wir zeigen, daß eine pharmakologische Modulierung 

der Entzündung im akuten T. gondii-Ileitismodell mit einer Veränderung der 

Darmmikrobiota einherging. So wiesen mit verschiedenenen anti-inflammatorisch 

und anti-oxidant wirksamen Substanzen wie Resveratrol, Curcumin oder Simvastatin 

behandelte Mäuse nicht nur eine weniger stark ausgeprägte Th1-Typ-

Immunpathologie nach oraler T. gondii-Infektion nebst verbesserter epithelialer 

Barrierefunktion des Ileum auf, sondern auch eine verminderte Besiedlung des 

Ileumlumens mit E. coli und Bacteroides/Prevotella spp., während Lactobacillus- und 

Bifidobacterium-Arten, die als potentiell anti-inflammatorisch wirksam angesehen 

werden, vermehrt nachgewiesen werden konnten [130]. Interessanterweise hatte 

keine der verwendeten Substanzen eine direkte antimikrobielle Wirksamkeit.  

Weiterführend konnten wir mögliche molekulare Mechanismen für das Ausbleiben 

der Th1-Typ-Immunpathologie bei gnotobiotischen Mäusen im akuten Ileitismodell 

aufzeigen. So war bei konventionell besiedelten Mäusen die Induktion der 

Inflammationskaskade nach T. gondii-Infektion maßgeblich von einer IL-23-

abhängigen IL-22-Aktivierung abhängig. In Abwesenheit der kommensalen 

Mikrobiota hingegen wiesen T. gondii-infizierte Mäuse keine IL-22 Expression im 

Ileum auf [112]. Interessanterweise konnten wir in dieser Arbeit zum ersten Mal pro-

inflammatorische Effekte von IL-22 im Dünndarm nachweisen, während IL-22 im 

Kolon anti-inflammatorisch wirksam ist [51, 131-133]. Zusammenfassend, brachten 

diese Ergebnisse die neue Erkenntnis, dass zur Induktion und Aufrechterhaltung der 

Th1-Typ-Immunpathologie im akuten T. gondii-induzierten Ileitismodell maßgeblich 

bestimmte Komponenten der kommensalen Mikrobiota erforderlich sind.  

Unsere Befunde wurden in folgenden Studien anderer Arbeitsgruppen bestätigt. So 

beschrieben Craven und Kollegen ebenfalls markante Mikrobiotaverschiebungen im 

entzündeten Dünndarmlumen von T. gondii-infizierten Mäusen, die von einer 

geringeren Diversität und einem vermehrten Auftreten von E. coli mit invasiven 

Eigenschaften gekennzeichnet war [134]. Interessanterweise waren diese Befunde 

am ausgeprägtesten bei NOD2-/- Tieren mit Ileitis, wobei bereits naive NOD2-/- Tiere 
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eine veränderte Mikrobiota im Vergleich zu Wildtyp-Kontrolltieren aufwiesen. 

Angesichts der Tatsache, dass bei etwa 20 bis 30% von Patienten mit CED NOD2-

Gen-Polymorphismen beschrieben wurden [135], schlussfolgerten die Autoren, dass 

die bei naiven NOD2-/- Mäusen beobachteten Mikrobiotaveränderungen quasi die bei 

genetisch disponierten Personen berichtete Prädysbiose widerspiegelten und diese 

bei akuter Ileitis sich weiter verschärfte [134, 136]. In einer weiteren Arbeit zeigte sich 

ebenfalls ein Überwuchern des Dünndarms von T. gondii-infizierten Mäusen mit 

Enterobakterien [16]. Die Autoren beschrieben zudem bei Mäusen mit Ileitis einen 

massiven Einstrom von neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen 

Monozyten in das entzündete Ileumlumen, die sich entlang des Ileumepithels zu 

einer quasi an einen Gipsverband erinnernden Struktur („intraluminal cast“) 

zusammenlagerten, um dadurch den Kontakt der überwuchernden E. coli mit dem 

Ileumepithel zu minimieren. Die Organisation dieser Struktur war von Fpr1, einem 

„high affinity N-formyl peptide receptor“, abhängig [16].  

Interessanterweise konnten wir die massiven Florenveränderungen und die pro-

inflammatorische Wirkungen kommensaler Bakterien im Dünndarm, insbesondere 

Gram-negativer Spezies, in weiteren unabhängigen Entzündungsmodellen des 

Dickdarms bestätigen. So zeigten sich im akuten DSS-Kolitis-Modell ebenfalls 

charakteristische Verschiebungen der Kolon-Mikrobiota, die durch einen Verlust der 

Diversität und bestimmter Populationen wie Lactobacillus spp., Clostridium spp., 

Bryantella spp. sowie Tannerella spp. gekennzeichnet waren, während erneut die 

Gruppe der Enterobacteriaceae (i.e. E. coli) das Darmlumen überwucherten (Anstieg 

von ca. 4 log-Stufen) [137]. Wir konnten weiterhin erhöhte Konzentrationen an TLR-

2- und TLR-4-Liganden im entzündeten Kolonlumen nachweisen [122]. Unsere 

Befunde stehen im Einklang mit einer weiteren Studie, in der C57B1 und C3H Mäuse 

mit akuter DSS-Kolitis ebenfalls höhere Enterobakterien-Lasten aufwiesen [115]. 

Während TLR-2-/-, TLR-4-/- sowie TLR-2/4-/- Mäuse eine Woche nach Induktion der 

akuten Kolitis weniger E. coli-Lasten in ihrem Kolon und auch eine weniger stark 

ausgeprägte Pathologie aufwiesen, war interessanterweise die Zusammensetzung 

der Kolon-Mikrobiota gesunder Tiere von TLR-2 und TLR-4 unabhängig [149]. Es 

konnte nachfolgend hingegen bei MyD88-/- und TLR-5-/- Mäusen gezeigt werden, 

dass die TLR-Signaltransduktion wiederum Einfluß auf die Darmmikrobiota-

Zusammensetzung in vivo nehmen kann [84, 138, 139].   
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In einem weiteren akuten Darmentzündungsmodell, nämlich der murinen Darm-

“Graft-versus-Host”-Erkrankung (GvHD) nach allogener Stammzelltransplantation 

konnten wir ebenfalls eine verminderte Diversität Darmmikrobiota feststellen, 

während E. coli (Anstieg um ca. 4 log-Stufen), Enterokokken und 

Bacteroides/Prevotella spp. auf Kosten von Lactobacillus-Populationen das 

entzündete Darmlumen überwucherten [140]. Diese Veränderungen der Darm-

Mikrobiota entwickelten sich etwa ab dem 7. Tag nach Transplantation und somit im 

Zuge der akuten Darm-GvHD und nicht durch die Konditionierung nach Treosulfan 

und Cyclophosphamid-Behandlung oder mögliche Mukositis bedingt. Darüberhinaus 

zeigte sich, daß die Höhe der E. coli-Lasten im Kolon direkt mit der Schwere der 

Darm-GvHD und der Mortalität vergesellschaftet war [140]. Dieser Befund steht im 

Einklang mit Ergebnissen aus anderen Entzündungsmodellen, in denen die pro-

inflammatorische Wirkung von E. coli, Enterokokken und Bacteroides/Prevotella spp. 

gezeigt werden konnte [4, 128, 137, 141].  

In einer weiteren eigenen Studie wiesen IL-10-/- Mäusen, die in Abhängigkeit von 

ihrer Mikrobiota innerhalb von etwa 3 bis 4 Monaten eine chronische Kolitis 

entwickeln, im Vergleich zu Wildtyp-Tieren ca. 3 log-Stufen höhere E. coli-Lasten im 

Darm auf [142]. Ein Grund dafür, dass v.a. die E. coli-Lasten im Zuge der 

Entzündungsentstehung unabhängig von deren Ätiologie anstiegen, mag zum einen 

mit den Wachstumsbedingungen der Enterobacteriaceae zusammenhängen und 

zum anderen mit den Veränderungen des intraluminalen Milieus (z.B. veränderter 

pH, Verfügbarkeit von Substraten, Sauerstoffspannung, etc.) im Zuge der durch die 

Entzündung bedingten veränderten Darmphysiologie [137, 140]. So verbleiben im 

Zuge der durch die Entzündung bedingten eingeschränkten 

Reabsorptionskapazitäten vermehrt Zuckerbestandteile im Darmlumen. 

Entsprechend haben E. coli als schnell replizierende Bakterien in der komplexen 

Bakteriengemeinschaft einen Wachstumsvorteil gegenüber den langsam 

wachsenden v.a. obligat anaeroben Konkurrenten im Wettstreit um Nährstoffe und 

Nischen, wenn während der Entzündung zudem aus abgeschilferten Epithelzellen, 

Debris, Transsudat etc. vermehrt Substrate wie Kohlenstoff- und 

Stickstoffverbindungen zur Verfügung stehen [137, 140].  

In einem weiteren intestinalen Pathogen-induzierten Darmentzündungsmodell, 

nämlich der durch Campylobacter jejuni induzierten Enteritis, konnten wir in jüngeren 
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Untersuchungen zeigen, daß kommensale E. coli eine maßgebliche Rolle spielen. So 

sind konventionell besiedelte adulte Mäuse ab einem Alter von ca. 8 Wochen vor 

einer C. jejuni-Infektion aufgrund der physiologischen Kolonisationsresistenz, die 

durch die wirtsspezifische Zusammensetzung der Darmmikrobiota determinert wird, 

geschützt [119, 143]. Interessanterweise kann C. jejuni aber den Darm 3 Wochen 

junger Tiere (nach Absetzen von der Mutter) stabil infizieren und eine akute 

Enterokolitis auslösen [144, 145]. Die Mikrobiota von Jungtieren unterschied sich von 

der erwachsener Mäuse u.a. durch etwa 2 bis 3 log-Stufen höhere E. coli-Lasten im 

Darm [144]. In einer weiteren Studie konnten wir demonstrieren, daß die 

physiologische Kolonisationsresistenz artifiziell überkommen werden kann, und zwar 

durch eine Erhöhung der intraluminalen Last einer einzelnen kommensalen Spezies 

im Darm. Nach Fütterung mit einem einzigen lebenden E. coli-Stamm, der vorab aus 

der murinen kommensalen Mikrobiota isoliert worden war, stieg die intestinale E. coli-

Dichte um ca. 4 log-Stufen an, woraufhin C. jejuni im Darm adulter Mäuse stabil 

ansiedeln konnte [146]. Weiterhin gelang die C. jejuni-Infektion auch bei 

gnotobiotischen Mäusen, die mit einer komplexen humanen Mikrobiota rekonstituiert 

worden waren [143], bei konventionell, mit einer westlichen „Cafeteria“-Diät 

ernährten Mäusen [147], übergewichtigen, an Leptin-Gendefizienz leidenden ob/ob-

Mäusen [147], konventionell besiedelten Mäusen mit akuter T. gondii-induzierter 

Ileitis [146] sowie IL-10-/- Mäusen mit chronischer Kolitis [146, 148]. All diesen 

Mäusen war zusammenfassend zwischen 2 bis 8 log-Stufen höhere E. coli-Lasten im 

Darmlumen gemein. Mit metabolomischen Analysen untersuchen wir derzeit die 

luminalen biochemischen Faktoren, die eine C. jejuni-Infektion fördern oder 

verhindern.  

Wir konnten jüngst zeigen, daß es bei über 14 Monate mit Helicobacter (H.) pylori 

infizierten Gerbilen, die ausgeprägte Entzündungen sowie Adenokarzinome im 

Bereich des Magens aufwiesen, ebenfalls zu Florenverschiebungen im gesamten 

Gastrointestinaltrakt kam [149]. Interessanterweise waren diese v.a. in nicht 

entzündeten distalen Abschnitten am prägnantesten. Entsprechend fanden sich 

höhere E. coli- und Bacteroides/Prevotella spp.-Lasten im Kolon infizierter im 

Vergleich zu nicht-infizierten Tieren [149]. Auch in einem murinen 

Wurminfektionsmodell konnten wir Mikrobiotaveränderung mit Dominanz Gram-

negativer Spezies nachweisen [150]. Innerhalb von 14 Tagen nach Infektion mit dem 

Nematoden Heligmosomoides polygyrus bakeri entwickelten Mäuse eine Th2-Typ-
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Immunpathologie mit entzündlichen Veränderungen im Bereich des Dünndarms, die 

begleitet war von einem Anstieg der E. coli- und Bacteroides/Prevotella spp.-Dichten 

sowohl im entzündeten Ileum als auch in nicht-entzündeten distaleren Abschnitten 

von Caecum und Kolon [150].  

Die o.g. Arbeiten zeigen die Bedeutung der Mikrobiota und hierbei insbesondere der 

Gram-negativen Kommensalen während verschiedenener Immunpathologien auf. In 

den von uns untersuchten Darminflammationsmodellen zeigten sich dabei 

vorwiegend pro-inflammatorische Effekte kommensaler E. coli. Frühere 

experimentelle Studien anderer Gruppen zeigten unterschiedlich stark ausgeprägte 

entzündungsfördernde Effekte verschiedener Gram-negativer Spezies. Während 

nach Rekolonisierung gnotobiotischer IL-2-/- Mäuse mit E. coli mpk sich eine Kolitis 

auslösen ließ, war dies nach selektiver Besiedlung mit E. coli Nissle 1917 und 

Bacteroides (B.) vulgatus mpk nicht der Fall [151]. Die Autoren konnten im 

Folgenden mittels Genexpressionsanalysen zeigen, dass nach Besiedlung mit E. coli 

mpk bestimmte anti-inflammatorische Gene aus der RegIII-Genfamilie im Kolon 

herunterreguliert waren, während diese bei mit E. coli Nissle 1917 oder B. vulgatus 

mpk besiedelten gnotobiotischen IL-2-/- Mäusen verstärkt exprimiert wurden [152]. 

Die pro- oder anti-inflammatorische Kompetenz der Gram-negativen Spezies hängen 

aber nicht nur mit dem jeweiligen Stamm, sondern möglicherweise auch mit dem 

(patho-) physiologischen Kontext, dem Zytokinmilieu, dem Inflammationsmodell und 

dem betroffenen Gewebetyp und dessen Immunzellrepertoire, genetischen 

Hintergrund und Besiedlungsstatus der Mäuse, der maßgeblich von Diät und 

Haltungsbedingungen in den jeweiligen Tiereinrichtungen beeinflußt wird, und 

weiteren Faktoren zusammen [153-158]. Interessanterweise induzierten als 

apathogen bzw. probiotisch wirksam bewertete E. coli-Stämme wie E. coli K12 oder 

E. coli Nissle 1917 im akuten T. gondii-Ileitismodell histopathologische 

Veränderungen der Dünndarmmukosa, die mit inflammatorischen Reaktionen wie 

etwa einem vermehrten Einstrom von T-Lymphozyten assoziiert waren [159]. 

Zusammenfassend, kann die intestinale E. coli-Dichte quasi als Aktivitätsmarker für 

entzündliche Prozesse gewertet werden. Dabei zeigten diese das Darmlumen 

überwuchernden Gram-negativen Kommensalen unabhängig von der Ätiologie der 

induzierten Inflammation und der Lokalisation bzw. dem Gewebetyp pro-

inflammatorische Effekte. 
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3.2. Die Rolle von Rezeptoren der angeborenen Immunität bei der Vermittlung 
von Darmentzündungen 

Es stellte sich im Folgenden die Frage, ob und, wenn ja, welche spezifischen 

Virulenzfaktoren von E. coli die Entzündungsreaktionen triggerten. Wir konnten 

mittels RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA – Polymerase Chain 

Reaction) aus Darminhalten gesunder und an akuter Ileitis erkrankter Mäuse zeigen, 

dass ein einziger E. coli-Stamm die Gruppe der Enterobacteriaceae im Darm der in 

unserer Tierhaltung gezüchteten Wildtyp-Mäuse dominierte, der während der 

Entwicklung der Immunpathologie klonal expandierte. Wie haben diesen Stamm im 

Labor von Prof. Florian Gunzer (Technische Universität Dresden) weiter molekular 

charakterisieren lassen und konnten keine bis dato bekannten „klassischen“ 

Pathogenitätsfaktoren wie beispielsweise Shiga-Toxin stx1/2, Intimin eaeA, alpha-

Hämolysin hlyA, Serinprotease espA, Katalase/Peroxidase katP, hitzestabiles 

Enterotoxin astA nachweisen [146, 159]. Wir stellten daher nachfolgend die 

Hypothese auf, daß definierte E. coli-Antigene wie Lipoprotein und LPS, die von 

TLR-2 bzw. TLR-4 erkannt werden, die jeweiligen Entzündungsreaktionen triggerten. 

Im akuten Ileitismodell konnten wir interessanterweise sowohl in vitro als auch in vivo 

zeigen, daß das LPS im Gegensatz zum Lipoprotein der kommensalen E. coli TLR-4-

vermittelt maßgeblich an der Entzündungsentstehung beteiligt war. So waren etwa 

TLR-4-/- im Gegensatz zu TLR-2-/- und Wildtyp-Mäusen vor dem Vollbild der akuten 

Ileitis geschützt [141]. Außerdem führte die Behandlung von T. gondii-infizierten 

gnotobiotischen Wildtyp, nicht aber von TLR-4-/- Mäusen mit hochgereinigtem 

synthetischem Lipid A (als Kernstruktur des LPS) zur akuten Ileitis. 

Interessanterweise waren die Translokationsraten von lebenden E. coli vom 

Darmlumen in MLNs, Milz und Leber im akuten Ileitismodell von TLR-2 und TLR-4 

unabhängig. Niedrigere IFN- und NO-Konzentrationen im Dünndarm von TLR-4-/- 

Mäusen legen den Schluß nahe, daß translozierte E. coli LPS-vermittelt und von 

TLR-4 abhängig die Freisetzung von pro-inflammatorischen Mediatoren aus 

professionellen Phagozyten stimulieren, die wiederum für folgende T-Zell-Antworten 

während der Immunpathologie erforderlich sind [141].   

Im akuten DSS-Kolitismodell wiesen Mäuse, die für TLR-2 und/oder TLR-4 

gendefizient waren, weniger stark ausgeprägte Entzündungsreaktionen auf. Der 
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zusätzliche Beitrag von TLR-2-Liganden an der Immunpathogenese der DSS-Kolitis 

wird durch den Befund untermauert, daß im entzündeten Kolon im Gegensatz zu 

gesunden Mäusen bislang nicht-kultivierbare Clostridium-Arten mittels molekularer 

Methoden nachgewiesen werden konnten [137]. Im Gegensatz zu unserer Studie 

zeigte sich im akuten DSS-Kolitis-Modell, daß TLR-2, TLR-4 und MyD88 

maßgebliche Bedeutung bei der Aufrechterhaltung die Epithelzell-Homöostase 

zukommen [160]. Entsprechend war nach einer systemischen Verabreichung von 

TLR-4-blockierenden Antikörpern die Wiederherstellung der Gewebsintegrität 

gestört, wobei die durch rekrutierte Zellen hervorgerufene akute Entzündungsantwort 

weniger stark ausgeprägt war [161]. Weiterhin kam es auch bei Mäusen, die 

gendefizient für TLR-3, -5 oder -9 waren, im DSS-Kolitismodell zu einer verzögerten 

oder verminderten Gewebsregeneration [162-164].  

Die von Rakoff-Nahoum und Mitarbeitern beschriebenen und zu unserer Studie 

diskrepanten Ergebnisse, die zeigten, daß TLR-2-/-, TLR-4-/- und MyD88-/- Mäusen im 

DSS-Kolitis-Modell eine höhere Sterblichkeit und stärker ausgeprägte 

Darmentzündungen aufwiesen [160], könnten verschiedene Ursachen haben. Zum 

einen könnte die LPS-Sensitivität der untersuchten Tierstämme sich unterscheiden, 

wobei die Datenlage hierzu uneinheitlich ist. Während in einer Studie mit C57B1 und 

C3H Mäusen die akute DSS-Kolitis maßgeblich von der Empfindlichkeit des 

jeweiligen Mausstamms gegenüber LPS abhing [115], zeigte eine andere Arbeit 

hingegen, daß der Schweregrad der DSS-Kolitis zwischen bestimmten 

Mausstämmen variieren kann, diese Unterschiede aber nicht zwingend auf dem 

Grad der Empfindlichkeit gegenüber LPS beruhen [165]. Des Weiteren könnten die 

gegensätzlichen Ergebnisse unserer Studie und der von Rakoff-Nahoum und 

Mitarbeitern durch die jeweiligen Experimentalbedingungen bedingt sein. So 

erhielten Mäuse in der Arbeit von Rakoff-Nahoum et al. 2% DSS (gegenüber 3,5 % in 

unserer Studie), infolgedessen die Wildtyp-Kontrollmäuse nach 1 Wochen nur 

geringradige klinische Symptome (knapp 5 % Gewichtsverlust) und allenfalls milde 

histopathologische Veränderungen der Kolonmukosa aufwiesen. Zudem wiesen die 

Mäuse bei Rakoff-Nahoum et al. einen F2-Mischhintergrund (129/SvJ x C57BL/6) 

auf, während die von uns verwendeten Tiere im reinen C57/BL10-Hintergrund 

gezüchtet worden waren. Zusätzlich könnten Unterschiede in der Zusammensetzung 

der kommensalen Mikrobiota, von Geschlecht und Alter der verwendeten Tiere die 

Empfindlichkeit des Kolonepithels auf DSS unterschiedlich beeinflussen [154-156, 
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166]. Bemerkenswerterweise konnten andere Arbeitsgruppen die von Rakoff-

Nahoum et al. gezeigten Befunde nicht reproduzieren (persönliche Kommunikation 

Prof. Dr. Matthais Hornef, Prof. Dr. Gratiela Pircalabioru).  

Die Erkennung durch TLR-Liganden und anschließende Signaltransduktion scheint in 

vivo eher komplexer Natur zu sein und vom jeweiligen Entzündungsmodell, 

Gewebetyp und Ko-Faktoren (i.e. Zytokin-Milieu, Mausstamm) abzuhängen [84]. 

Somit können bestimmte TLR-Liganden entweder protektiv [65, 139, 160, 167-169] 

oder schädigend wirksam werden [115, 170-172]. Die Behandlung mit TLR-4- oder 

TLR-9-Agonisten (wie etwa LPS oder CpG-ODN) beispielsweise verstärkte die vorab 

induzierte Entzündungsreaktion im Dick- bzw. Dünndarm von Mäusen [173, 174]. Die 

Verabreichung des als LPS-Antagonist (LPS-“Fänger“) bekannten Engspektrum-

Antibiotikums Polymyxin B oder des als TLR-9-Antagonist fungierenden 

inhibitorischen iODN verhinderten in unseren Arbeiten die akute Ileitis bzw. Darm-

GvHD in der Maus [140, 141]. Im Einklang mit diesen Befunden stehen unsere 

Ergebnisse, die wir im murinen C. jejuni-Infektionsmodell erhoben haben. So spielen 

die von TLR-4 und TLR-9 des Wirtes abhängige Erkennung von C. jejuni-

Lipooligosacharid und -CpG-DNA eine maßgebliche Rolle bei der Pathogen-

induzierten Immunpathologie [143]. In zwei spontanen Kolitismodellen, nämlich der 

IL-2-/- und der IL-10-/- Maus, führte die zusätzliche Deletion des TLR-Adaptermoleküls 

MyD88 zu einer Verhinderung der weiteren Entzündungsentwicklung [171], während 

TLR-5-/- Mäuse eine spontane Kolitis entwickelten, die aber bei Mäusen, die 

zusätzlich für TLR-4 gendefizient waren, nicht auftrat [139]. 

Die pro-inflammatorische Rolle von TLR-2 und TLR-4 konnten wir in einem weiteren 

unabhängigen akuten Kolitis-Modell untermauern. So entwickelten gnotobiotische IL-

10-/- Mäuse, die zusätzlich für TLR-2 oder TLR-4 gendefizient waren, eine signifikant 

weniger stark ausgeprägte Enterokolitis nach Infektion mit C. jejuni [142], so dass 

bakterielles Lipoprotein und Lipooligosaccharid maßgeblich an der akuten C. jejuni-

induzierten Immunpathogenese beteiligt sind. Zudem war die TLR-4-abhängige 

Signaltransduktionskaskade ebenfalls entscheidend an der Vermittlung von extra-

intestinalen Immunantworten nach C. jejuni-Infektion beteiligt [148].  

Zusammenfassend, hängt die Bedeutsamkeit des TLR-Signalweges für die 

Wechselwirkung zwischen kommensalen bzw. symbiontischen Bakterien und dem 

Wirt vom jeweiligen Kontext ab. Wirtsimmunität sowie Umwelt- und genetische 
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Faktoren modulieren die TLR-Expression in der Darmmukosa. Umgekehrt beeinflusst 

die TLR-Signalübertragung in der Darmmukosa „Umweltsignale“, genetische 

Funktionen und Immunantworten im Darm. Es besteht eine Dichotomie von TLR-

Regulation und -Funktion in der gesunden und entzündeten Darmmukosa, so daß 

ein schmaler Grat zwischen Schutzfunktion und Schädigung des Wirtes besteht. Im 

gesunden Wirt ist die basale TLR-Signalübertragung maßgeblich an den Wirt 

schützenden sowie Gewebsreparatur-Mechanismen beteiligt, wodurch das 

Gleichgewicht von kommensalen Bakterien und Immunantworten aufrechterhalten 

wird [80]. Im Wirt, der für CED empfänglich ist, tragen fehlgesteuerte, inadäquate 

TLR-Signalwege zu einer Störung der Homöostase von Mukosa und Mikrobiota bei, 

in deren Folge es zu Gewebsdestruktion etwa bei CED kommt. Überschießende 

Aktivierungen des adaptiven Immunsystems infolge von TLR-Gendefizienz 

(Polymorphismen) können Gewebeschäden und progrediente Entzündungsprozesse 

bei CED fördern. Verschiedene Gendefekte, die mit CED assoziiert sind, zeigen 

ihrerseits die Variabilität von TLR-Regulierung und -Funktion, in Abhängigkeit von 

der jeweiligen Pathologie und dem Zelltyp der Darmmukosa, der in dem 

Erkrankungsprozeß dominiert [80].  

 

3.3. Florenverschiebungen bei Patienten mit Darmentzündungen 

Beim Menschen wurde das Phänomen der Überwucherung des Darms mit Gram-

negativen Kommensalen bei Patienten mit CED [175-180], GvHD [181], akuter 

Pankreatitis [182], Leberzirrhose [183], nach längerer parenteraler Ernährung und 

eingeschränkter Darmmotilität [184] beobachtet.  

Nach aktuellen Erkenntnissen ist die inadäquate, fehlgesteuerte Immunantwort des 

Menschen auf die eigene kommensale Darmmikrobiota eine maßgebliche Triebfeder 

bei der Immunpathogenese von CED [4, 92]. Definiert man die mikrobiellen Zellen in 

unserem Darm als „Selbst“, wären CED als Autoimmunerkrankungen zu bezeichnen 

[185]. Im Einklang mit unseren Daten aus Darmentzündungsmodellen der Maus 

konnten humane Studien zeigen, dass es auch während der Entstehung von CED zu 

quantitativen sowie qualitativen Veränderungen in der Zusammensetzung der 

Darmmikrobiota kommt [4, 9].  So nahm die Diversität bei den Phyla Firmicutes und 

Bacteroidetes bei CED dramatisch ab [4, 92,186] und hierbei insbesondere die Zahl 
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der Buttersäure-produzierenden und zu den Firmicutes zählenden Spezies 

Faecalibacterium prausnitzii [92, 187]. Buttersäure wiederum stellt ein wichtiges 

Substrat für den Kolonepithel-Stoffwechsel dar, fördert die Generierung von Tregs 

und hat einen wichtigen Einfluß auf die Epithelbarriere [188]. Andererseits nahmen 

Mitglieder der Phyla Proteobacteria und Actinobacteria bei Patienten mit aktivem M. 

Crohn zu [4, 92, 186, 189, 190]. Auch waren bei M. Crohn-Patienten v.a. intestinale 

E. coli, die einen adhärierenden und invasiven Phänotyp (AIEC) aufwiesen, vermehrt 

nachweisbar [191]. Interessanterweise wurde das zunehmende Wachstum von AIEC 

durch vermehrt vorkommende mukolytische Bakterien, wie etwa Ruminococcus spp., 

begünstigt [192]. Im Einklang mit unseren tierexperimentellen Ergebnissen 

verminderte die Behandlung von CED und Darm-GvHD-Patienten mit gegen Gram-

negative Spezies gerichtete Antibiotika Ciprofloxacin und Metronidazol die intestinale 

Entzündungsaktivität [181, 193, 194]. 

Zudem zeigten sich erhöhte bakterielle Translokationsraten bei Patienten mit CED im 

aktiven Stadium [92, 186, 191, 195-197]. Mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierungs- 

(FISH-) Analyse konnten wir bei Mäusen mit akuter Ileitis analog zu den humanen 

Studien Translokationen Gram-negativer Spezies wie E. coli und 

Bacteroides/Prevotella spp. durch die gestörte Epithelbarriere in subepitheliale 

Kompartimente nachweisen. Der damit ermöglichte direkte Kontakt mit Immunzellen 

dürfte für das sukzessive Entzündungsgeschehen mit verantwortlich sein [128]. 

Dieser Befund sowie die Tatsache, dass bei Patienten mit CED spezifische gegen 

mikrobielle Antigene von Vertretern der Darmmikrobiota gerichtete Antikörper 

nachgewiesen werden konnten, untermauern die Hypothese, dass translozierte 

Bakterien das Entzündungsgeschehen unterhalten [92].    

Es ist zum gegenwärtigen Zeitpunkt allerdings unklar, ob die bei CED beobachtete 

intestinale Dysbiose Ursache oder Folge der Immunpathologie ist. 

Interessanterweise konnte bei gesunden Verwandten ersten Grades von Patienten 

mit CED eine sogenannte Prädysbiose, eine Art Vorläufer-Zustand der Dysbiose, 

festgestellt werden [136], was vermuten läßt, daß der Entwicklung einer CED eine 

Störung der Darmmikrobiota vorangeht. Allerdings können wiederum Entzündungen 

per se ebenfalls zu einer (Prä-) Dysbiose führen [198].  Zusammenfassend, zeigen 

sich in Analogie zu den geschilderten Ergebnissen aus tierexperimentellen Modellen 
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auch bei Patienten mit intestinalen Immunpathologien dramatische Verschiebungen 

der Darmmikrobiota, die das Entzündungsgeschehen triggern und weiter unterhalten. 

 

3.4 Ausblick: Bakterien der Mikrobiota als Zielstrukturen für innovative 
Therapie von Darmentzündungen 

Zur Zeit werden die meisten CED-Patienten vornehmlich mit Kortikosteroiden, 

Thiopurinen, Methotrexat oder anti-TNF-Antikörpern behandelt [199-201]. Diese 

immunsupprimierenden Substanzen sind allerdings mit zahlreichen unerwünschten 

Nebenwirkungen, wie etwa einem erhöhten Risiko für opportunistische Infektionen, 

verbunden. Zudem sprechen beispielsweise etwa 30% von CED-Patienten nicht oder 

nur unzureichend auf eine Behandlung mit TNF-Antikörpern an [202, 203]. Eine 

aktuelle Untersuchung zeigte, daß funktionelle Polymorphismen, die den NF-kB-

Signaltransduktionsweg betrafen, hiefür verantwortlich gemacht werden konnten; 

hierbei wurden auch Polymorphismen von TLR-2, -4 und -9 beschrieben [204]. 

 

Abbildung 6. Longitudinaler Einfluß von Darmbakterien in der Pathogenese von 
chronisch entzündlichen Darmerkrankungen. Bakterien und deren Zellwandbestandteile 
sind in vielerlei Hinsicht an der Immunpathogenese von CED beteiligt. Die meisten 
Suszeptibilitätsgene stehen in Bezug zu Wirtsantworten auf Bakterien und viele der 
Umweltfaktoren nehmen zudem direkten Einfluß auf die Zusammensetzung der 
Darmmikrobiota. Eine bereits entstandene Darmentzündung führt in der Folge zu weiteren 
Veränderungen der Darmmikrobiota, was den Teufelskreis in Richtung Immunpathogenese 
von CED sukzessive unterhält. In diesem Kontext könnten Behandlungskonzepte ansetzen, 
mit denen nicht nur das Immunsystem, sondern auch die Mikrobiota gezielt moduliert werden 
soll. IBD: inflammatory bowel dieseases. Entnommen aus [201]. 
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Die geschilderten Kenntnisse zu den Wechselwirkungen zwischen Mikrobiota und 

Wirtsantwort bei Maus und Mensch im Zuge von Darmentzündungen eröffnen 

ausblickend neue Therapiemöglichkeiten (Abbildung 6).  

So könnten gegen die Darmmikrobiota gerichtete Maßnahmen neue Strategien für 

die ergänzende oder alternative Behandlung und Prophylaxe von CED-Patienten 

darstellen. Entsprechend kommen der Einsatz von Antibiotika, Probiotika, Präbiotika 

oder die Stuhltransplantation in Betracht. So hat sich die antimikrobielle Behandlung 

mit Ciprofloxacin und/oder Metronidazol bei der Kolitis/Ileokolitis des M. Crohn 

bewährt, während bestimmte Probiotika sich hingegen bei der Verhinderung von 

Rückfällen bei Colitis ulcerosa als wirksam erwiesen [4, 205-207]. Ein weiterer 

Ansatz besteht in der Verabreichung von Präbiotika [205, 206], so etwa von nicht 

verdaulichen Oligosacchariden wie Inulin oder Oligofruktose, die in pflanzlichen 

Produkten und in Ballaststoffen vorkommen. Präbiotika werden im proximalen 

Intestinaltrakt weder verstoffwechselt noch absorbiert und gelangen somit unverdaut 

in den Dickdarm. Dort metabolisieren bestimmte obligat anaerobe Darmbakterien 

diese Oligosaccharide, in deren Folge kurzkettige Fettsäuren wie beispielsweise 

Essigsäure, Propionsäure und Buttersäure entstehen. Diese kurzkettigen Fettsäuren 

wiederum fördern das Wachstum protektiver Symbionten im Darm und verhindern 

das Wachstum von Pathobionten [205]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, daß 

kurzkettige Fettsäuren eine wichtige Energiequelle für Kolonepithelzellen darstellen 

[208], die mukosale Barrierefunktion stabilisieren, die Mukusproduktion fördern, die 

Produktion von anti-inflammatorischen Zytokinen wie z.B. IL-10 stimulieren, im 

Gegenzug die von pro-inflammatorischen Mediatioren drosseln und die Generierung 

anti-inflammatorischer Tregs fördern [188, 205]. Allerdings sind die Ergebnisse aus 

bisherigen relativ kleinen Studien eher ernüchternd [209]. Ermutigend hingegen sind 

die Möglichkeiten, die intestinale Mikrobiota durch eine Stuhltransplantation zu 

beeinflussen [210, 211]. So konnten Patienten, die unter rezidivierenden Therapie-

refraktären C. difficile-Toxin-induzierten nekrotisierenden Enterokolitiden litten, von 

ihrem Leiden befreit werden [212]. Entsprechend wäre die fäkale Transplantation 

ebenfalls als Option zur Behandlung von Patienten mit CED in Erwägung zu ziehen. 

Einer aktuellen Metaanalyse zufolge führten fäkale Transplantationen zu klinischen 

Remissionsraten von über 60% bei Patienten mit M. Crohn bzw. über 20% mit Colitis 

ulcerosa [213].  Während diese Behandlung von den Patienten gemeinhin gut 
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toleriert wurde, stehen Untersuchungen zu immunologischen Langzeiteffekten 

bislang aus.  

Bei direkt gegen TLRs gerichteten Therapieansätzen von intestinalen 

Immunpathologien ist allerdings aufgrund der Dichotomie der TLR-Funktionen 

Vorsicht geboten, da man Gefahr läuft, gleichzeitig regenerative Gewerbsprozesse 

und Immuntoleranz zu unterdrücken.  

 

Tabelle 2: Mögliche zukünftige Behandlungsstrategien von Darmentzündungen, 
basierend auf der Modulation der Mikrobiota des Patienten. Entnommen aus [201]. 

 

 

Zusammenfassend, sollten bei intestinalen Immunpathologien komplexer Ätiologie 

optimalerweise Therapiemaßnahmen mit verschiedenen Angriffspunkten eingesetzt 

werden, um Synergieeffekte zu erzielen. Hierbei werden Behandlungsoptionen, mit 

denen die Mikrobiota moduliert und somit das Wechselspiel zwischen Mikrobiota und 

Immunsystem positiv beeinflußt werden kann, zunehmend an Bedeutung gewinnen 

[201]. Wünschenswert wären in diesem Kontext auf den jeweiligen Patienten 

individuell zugeschnittene Therapiestrategien (Tabelle 2). Hierfür sind allerdings 

weitreichende technologische Fortschritte, beispielsweise für die Analyse von 

Bakterien-Wirts-Interaktionen und für die rechtzeitige Identifizierung von für CED 

prädisponierten Patienten, zukünftig erforderlich.   
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4. ZUSAMMENFASSUNG 

Das komplexe Zusammenspiel zwischen der Darm-Mikrobiota und dem 

Immunsystem des Wirtes ist von zentraler Bedeutung für die Aufrechterhaltung der 

intestinalen Hömöostase. Bei einer Dysbalance dieses Mutualismus hingegen 

können kommensale Bakterien zur Entstehung von Immunpathologien beitragen. In 

der vorliegenden Arbeit wurden die intestinalen Florenverschiebungen sowie 

molekularen Mechanismen der wechselseitigen Interaktionen zwischen der 

Mikrobiota und dem Wirt während intestinaler Immunpathologien in akuten 

Inflammationsmodellen unterschiedlicher Ätiologie und Lokalisation (Toxoplasma 

gondii-Ileitis, DSS-Kolitis) aufgeklärt. So war die Immunpathogenese mit markanten 

Veränderungen der luminalen Mikrobiota in entzündeten Abschnitten 

vergesellschaftet, die von einem Verlust an Diversität und einem Überwuchern des 

Darmlumens mit Gram-negativen Spezies, wie z. B. kommensalen E. coli, 

gekennzeichnet war. Bei der akuten DSS-Kolitis korrelierte die intestinale E. coli-

Dichte gar mit der Schwere des Krankheitsbildes.  Weiterhin konnte gezeigt werden, 

daß insbesondere das Lipopolysaccharid von E. coli über TLR-4-abhängige 

Signalwege ursächlich an der Entzündungsentstehung und Aufrechterhaltung der 

Immunpathologie beteiligt war. Weiterhin konnte gezeigt werden, daß nach Induktion 

einer akuten Ileitis oder Kolitis luminale Konzentrationen von biologisch aktiven TLR-

2- (Lipopeptid-), TLR-4- (Lipopolysaccharid-) und/oder TLR-5- (Flagellin-) Liganden 

in Abhängigkeit von der jeweiligen Immunpathologie anstiegen. So konnten im Ileum 

von Mäusen mit akuter Ileitis stark erhöhte Konzentrationen von Lipopeptid-, 

Lipopolysaccharid- und Flagellin-Äquivalenten bestimmt werden. Im Kolon von 

Mäusen, die unter akuter DSS-Kolitis litten, waren hingegen die Konzentrationen der 

Äquivalente von Lipopeptid vergleichsweise moderat, die für LPS stark erhöht, 

während die Flagellin-Konzentrationen unverändert blieben. Diese Veränderungen 

der TLR-Liganden spiegeln die Anstiege potentiell pro-inflammatorisch wirksamer 

bakterieller Spezies der jeweiligen Darmmikrobiota bei definierten 

Entzündungskonditionen und somit in ihrer Komplexität Modell-spezifische Muster 

wider. Schließlich konnten wir zeigen, daß die Suszeptibiltät von Mäusen gegenüber 

einer oralen Campylobacter jejuni-Infektion maßgeblich von der Zusammensetzung 

der Darmmikrobiota des Wirtes abhängig ist. Während konventionell besiedelten 

Mäuse vor einer C. jejuni-Infektion geschützt waren, konnte das Pathogen bei 

Mäusen, deren Darmmikrobiota durch eine Breitspektrum-Antibiotikabehandlung 
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depletiert und mit einer komplexen humanen Darmflora rekonstituiert worden war, 

stabil ansiedeln und pro-inflammatorische Immunantworten wie bei der humanen 

Campylobakteriose auslösen. Zudem war die Immunpathologie maßgeblich von der 

TLR-4- und -9-abhängigen Erkennung des bakteriellen Lipooligosaccharids und 

CpG-DNA abhängig. Zusammenfassend, konnten durch die vorliegenden Arbeiten 

wichtige Aspekte der molekularen Grundlagen der Wechselwirkungen zwischen 

Darmmikrobiota und Rezeptoren des angeborenen Immunsystems in verschiedenen 

murinen Darmentzündungsmodellen beigesteuert werden. In Zukunft könnten gegen 

die Darmmikrobiota gerichtete Maßnahmen neue Strategien für die ergänzende oder 

alternative Behandlung und Prophylaxe von Darmentzündungen beim Menschen 

eröffnen. 
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