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1 Einleitung

Der Magen-Darm-Trakt des Menschen stellt die grof3te Grenzflache zur Umwelt dar. Nach
neueren Erkenntnissen geht man davon aus, dass die Gesamtoberflache des Magen-Darm-
Traktes ungefahr 32 m? betragt.! Hierbei wird vor allem durch die spezielle Anatomie des 3-4
Meter langen Dunndarms mit seinen Falten, Zotten, Krypten und Mikrovilli die Oberflache um
ein Vielfaches gegeniiber der serosalen Aul3enflache vergréRert. Auch der Dickdarm besitzt
Krypten und ist zudem der Ort mit der hochsten Bakterienkonzentration im Menschen.?

Das Darmepithel muss dabei zwei Aufgaben bewaltigen, die durch ihre Gegensatzlichkeit
technisch schwierig sind: Einerseits muss das Epithel eine zuverlassige Barriere gegen die
unerwinschte Aufnahme oder Abgabe von Substanzen — insbesondere von toxischen
Substanzen und pathogenen Erregern — bilden, und andererseits soll es in selektiver Weise
Solute wie lonen, Nahrstoffe und Wasser resorbieren sowie andere Solute sezernieren.

Die epitheliale Barrierefunktion wird durch die unterbrechungsfreie Schicht der apikalen
Zellmembranen sowie den Schlussleisten (Tight Junctions (TJ)) gebildet und im
Gastrointestinaltrakt durch den aufgelagerten Mukus erganzt. Im weiteren Sinne tragen auch
antibiotisch wirkende intestinale Peptide und die Saureproduktion des Magens wirksam zur
Barrierefunktion bei.> Auch die Motilitat des Darmes ist eine Voraussetzung zur
Aufrechterhaltung der Homgdostase im Darm, was beispielsweise im Rahmen einer bakteriellen
Fehlbesiedlung auf dem Boden einer intestinalen Motilitatsstorung beobachtet werden kann.*
In den letzten Jahren hat die Erkenntnis Uber den Einfluss der intestinalen Mikrobiota auf den
Menschen deutlich zugenommen, so dass man auch von einer ,symbiontischen Beziehung*
zwischen Mensch und der eigenen Mikrobiota oder einem ,Superorganismus® sprechen
kann.2® Tatsachlich gibt es mehr bakterielle als menschliche Zellen und mehr bakterielle als
menschliche Desoxyribonukleinsdure (DNA) in unserem Kérper. Die Beobachtung, dass die
intravendse Injektion von bereits kleinsten Mengen Lipopolysaccharid (LPS), einem
Bestandteil der Zellwand Gram-negativer Bakterien, eine schwere immunologische Reaktion
hervorruft,® lasst den Schluss zu, dass sowohl eine physikalische Abschirmung als auch eine
immunologische Toleranz gegeniiber der eigenen Mikrobiota existiert.

Das Klinische Bild einer gestorten Barrierefunktion reicht von leichter Diarrhoe bis zur letalen
Sepsis durch bakterielle Translokation, d.h. einem Durchtritt von Bakterien aus dem Darm in
den Blutkreislauf. Zudem kann eine gestorte Barrierefunktion zu einem vermehrten Ubertritt
von immunstimulierenden Bestandteilen der Mikrobiota fiihren wie zum Beispiel bei den
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) oder bei der Humanes Immundefizienz-
Virus (HIV)-Infektion.’

Die Transportfunktion des Epithels ist eine andere Hauptaufgabe des Darmes und
geschieht in zwei Transportrichtungen, Sekretion und Resorption. Resorption beinhaltet die
Aufnahme von lonen, Né&hrstoffen, Spurenelementen, Vitaminen und Wasser aus dem
Darmlumen in das Interstitium. Auf dem transzellularen Transportweg arbeiten eine Vielzahl
integraler Zellmembranproteine (Kanale, Carrier und ATPasen) der apikalen und basolateralen
Zellmembran zusammen und gewahrleisten einen regulierten Ablauf dieser Prozesse. Der
Transport von lipophilen Soluten ist nicht auf Kanéle und Carrier angewiesen, sondern kann
als sog. einfache Diffusion direkt durch die Lipidphase der Zellmembran erfolgen.®

Einen ganz anders gearteten Transportmechanismus stellt die Transzytose dar, die aus der
endozytotischen Aufnahme und exozytotischer Abgabe auf der gegentberliegenden Zellseite
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besteht. Zwar sind die Transportraten der Transzytose im Vergleich zum lonentransport durch
Kanale und Carrier gering; die Bedeutung der Transzytose besteht jedoch darin, dass auch
groRe Molekile transportiert werden kénnen.®

Die epitheliale Transportfunktion erfolgt nicht allein transzellular (also durch die apikale und
basolaterale Zellmembran des Epithels), sondern Uberraschenderweise auch parazellular
(durch die TJ und den Interzellularspalt). Dies kommt dadurch zustande, dass einige Proteine
der TJ nicht ausschlie3lich abdichten, sondern parazellulare Kanéale fir Kationen, Anionen
oder Wasser bilden.®

Die TJ-Kandle oder nicht-selektive Unterbrechungen der TJ-Strdnge kénnen je nach
elektrochemischem Gradienten dem transzellularen Transport im Sinne eines Lecks
entgegenwirken oder den Transport noch verstarken.®

Stérungen der intestinalen Barriere oder der Resorption &ufRern sich durch eine quantitative
und/oder qualitative Mangelernahrung mit den Folgen eines Gewichtsverlusts, spezifischer
Mangelerscheinungen und den Symptomen einer Diarrhoe.*!

1.1 Die epitheliale Barrierefunktion

Epithelien wie z.B. die der Haut, des Urogenital- oder des Gastrointestinaltrakts kleiden auRere
und innere Oberflachen des Menschen aus und bilden zudem die Ausflihrungsgange von
exokrinen Driusen, wie den Speichel- oder Schweil3drisen. Sie stehen daher an vorderster
Front im Kontakt mit der Umwelt und deren vielféltigen Einflissen. In Bereichen, in denen ein
Epithel starker mechanischer oder chemischer Belastung ausgesetzt ist, ist dieses Epithel
mehrreihig, wohingegen es in den lbrigen Abschnitten einreihig ist (Abb. 1).
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Abbildung 1. Schematischer Aufbau von Epithelien mit Darstellung des parazellularen und
des transzellularen Weges. Quelle: Gonzales-Mariscal et al. 20132



Wesentliches Charakteristikum der Barrierefunktion ist die polarisierte epitheliale Zellmembran
sowie das Schlussleistennetz. Die Schlussleisten, auch TJ genannt, werden durch Proteine
gebildet, die als Heterodimere mit TJ-Proteinen der Nachbarzelle interagieren. TJ haben zwei
wesentliche Barrierefunktionen, die ,Gate“-Funktion und die ,Fence“-Funktion. Die "Gate"-
Funktion beschreibt die Abdichtung des parazellularen Raumes und ist Voraussetzung fir den
epithelialen Nettotransport. Grundsatzlich kann der Transport tber Epithelien entweder trans-
oder parazellular erfolgen. Hierbei ist zu beachten, dass es neben abdichtenden auch
kanalbildende TJ-Proteine gibt, die parazellulare Kanale fur Kationen, Anionen oder Wasser
bilden. Die ,Fence®“-Funktion dagegen beschreibt die Limitierung einer lateralen Diffusion von
Proteinen und Lipiden in der Zellmembran, so dass eine charakteristische apikale und
basolaterale Membranfraktion aufrecht erhalten werden kann, die die Basis der Polaritat der
Epithelzellen bildet (Ubersichtsarbeit: *°).

Historisch wurden die TJ erstmals mittels Elektronenmikroskopie als Punkte entdeckt, an
denen die Zellmembranen benachbarter Epithelzellen zu fusionieren schienen und damit den
parazellularen Raum abdichteten. In Gefrierbruchschnitten, die fur die Elektronenmikroskopie
erstellt werden, erschienen die TJ als Netzwerk von feinen Linien, in denen man partikulare
Bestandteile erkennen konnte.*

Abbildung 2. Konfokale Laserscanningmikroskopie eines Zellmonolayers (HT-29/B6) nach
immunhistologischer Farbung mit einem anti-zonula occludens (ZO)-1-Antikdrper (grin)
(eigene Abbildung)



Bei immunhistologischer Anfarbung zeigt sich das TJ-Netzwerk in der Aufsicht als scharfe
Begrenzung der aufl3eren (apikalen) Zellmembran, was zu einer maschendraht-ahnlichen
Konfiguration fuhrt (Abb. 2). Das erste Vier-Membrandoméanen-Protein der TJ wurde von der
Arbeitsgruppe von Soichiro Tsukita im Jahr 1993 identifiziert und Occludin benannt.’® Im
Querschnitt erscheint die TJ dabei als punkt- oder strichférmiges Areal, welches die apikale
von der basalen Zellmembran trennt und damit eine wesentliche Funktion illustriert, namlich
die der ,Fence“-Funktion.

Elektrophysiologisch wird die epitheliale Barriereeigenschaft des Darmes im Wesentlichen
durch das komplexe Zusammenspiel der TJ-Proteine bestimmt. Der epitheliale Zellverband
bildet einen elektrischen Widerstand, der sich als transepithelialer Widerstand (TER) leicht
messen lasst und den Kehrwert der Durchlassigkeit fir lonen darstellt. Dieser kann durch zwei
parallel geschaltete Widerstdande modelliert werden, dem transzellularen und dem
parazellularen Widerstand. Der transzellulare Widerstand besteht aus zwei seriellen
Widerstanden, die die apikale und basolaterale Plasmamembran reflektieren. Da in einem
"lecken" Epithel wie dem Dinndarm der transzellulare Widerstand hoher als der parazellulare
Widerstand ist, fliel3t ein extern eingespeister Strom vor allem durch den parazellularen Weg,
so dass eine TER-Messung im Wesentlichen den parazellularen Widerstand misst. Somit kann
der TER in "lecken" Epithelien als ungefahres Maf3 der TJ-Barrierefunktion fur lonen verwendet
werden. Aus dem Gesagten ergibt sich, dass diese Vereinfachung nicht ohne Weiteres fur
"dichte" Epithelien wie dem Dickdarm gilt, da hier der parazellulare Widerstand héher als der
transzellulare ist und der TER somit hauptsachlich vom transzellularen Weg bestimmt wird.
Wenn allerdings der parazellulare Widerstand sinkt, sinkt auch der TER entsprechend — TJ-
Barrieredefekte fir lonen konnen also auch im Dickdarm mittels TER detektiert werden.®

Eine weitere Mdoglichkeit, die Permeabilitat des parazellularen Weges zu bestimmen, ist die
Fluxmessung von verschieden groRen Substanzen (ber eine Epithelschicht.!” Idealerweise
muissen geeignete Substanzen daflr wasserléslich sein und sollten nicht endozytiert oder
degradiert werden und auch nicht Uber spezielle membransténdige Transporter aufgenommen
werden. Die Messung der durchgetretenen Substanzen erfolgt meist mit Hilfe einer
radioaktiven oder fluoreszenz-optischen Markierung dieser Tracersubstanzen. Etablierte
Beispiele fur solche Permeabilitdtsmessungen sind radioaktiv markiertes Mannitol (182 Da)
oder die fluoreszierenden Substanzen, Fluorescein (332 Da) und FITC-markiertes Dextran.
Bei Letzterem werden Dextrane unterschiedlicher Grof3e benutzt; tblich sind 1, 4, 10, 20 und
40 kDa.

Die Barrierefunktion fur lonen (genau: fir die Summe aller in den angrenzenden Ldsungen
vorhanden lonen in ihren jeweiligen Konzentrationen) kann durch Messung des TER bestimmt
werden. Die klassische Messtechnik fiir Darmepithelien ist die Gleichstrommessung in der
Ussing-Kammer. Der Nachteil der klassischen Technik besteht darin, dass der gesamte
Widerstand des eingespannten Gewebes erfasst wird. Eine Weiterentwicklung dieser Technik
ist die Impedanzspektroskopie, die am Institut fir Klinische Physiologie der Charité zur
Erforschung der Barrierefunktion des Darmeepithels etabliert wurde.*® Die Methode erlaubt in
ihrer basalen Form ("one-path impedance spectroscopy"”) eine separate, zerstdrungsfreie
Bestimmung des epithelialen und subepithelialen Widerstands von Epithelien in vitro. Die
Messung basiert darauf, dass der Widerstand der Epithelzellschicht frequenzabhangig ist, die
der unter dem Epithel befindlichen Gewebeschichten jedoch nicht, da diese Uber keine
kontinuierlichen Zell-Zell-Verbindungen verfigen und somit auch keine kapazitativen
Eigenschaften haben. Im Gegensatz zu Zellkulturen besteht ein partiell gestrippter Darm oder
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eine endoskopisch gewonnene Biopsie aber eben nicht nur aus der Epithelschicht, welche
allerdings fiir die Barrierefunktion die biologisch relevante Schicht darstellt. Da sich das Epithel
und das Subepithel im Rahmen von Erkrankungen nicht selten gegensinnig verandern,®
ermdglicht die Impedanzspektroskopie eine Zuordnung der intestinalen Permeabilitats-
veranderungen zu den betroffenen Gewebeschichten.

Um die Beitrage von trans- und parazellularem Widerstand zu messen, wurde die Methode
zur "two-path impedance spectroscopy” weiterentwickelt.?° Diese Technik kann jedoch nur an
epithelialen Zellkulturen angewandt werden und ist nicht in der Lage, lokale Lasionen zu
erfassen.

Lokale Lasionen in Form einer regionalen Verteilung der lonenleitfahigkeit einer Epithelschicht
kbnnen mit einer weiteren am Institut fur Klinische Physiologie entwickelten
elektrophysiologische Methode erfasst werden, der Conductance Scanning-Technik (Abb.
3).2! Sie erlaubt eine lokal begrenzte Messung epithelialer Leitfahigkeiten. Die Methode beruht
auf der Erfassung von lokalen Unterschieden der Stromdichte in der Elektrolytlésung tber
einer Epithelschicht. Dies geschieht mittels eines Mikroelektrodenpaars, das unter
mikroskopischer Kontrolle gesteuert wird, wahrend ein definierter Wechselstrom durch das
Gewebe flielt.
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Abbildung 3. Schematische Zeichnung der Conductance Scanning-Technik mit einem
Mikroelektrodenpaar Gber einem Defekt in einem epithelialen Monolayer. Quelle: Florian et al.
20027



Der molekulare Aufbau der TJ ist erst seit einigen Jahren genauer bekannt.? Die fur die
Barriere- bzw. Kanalfunktion der TJ entscheidenden Vier-Membrandoméanen-Proteine werden
durch zwei Protein-Familien gebildet, den Claudinen mit derzeit 27 bekannten Mitgliedern beim
Saugetier und den sogenannten TAMPs (,Tight junction-associated MARVEL proteins®) mit
den drei Mitgliedern Occludin, Tricellulin und MarvelD3.2* Fast alle diese Proteine orientieren
sich intrazellular uUber sogenannte PDZ-Domé&nen an Gerilst- bzw. Ankerproteinen der
MAGUK-Familie (membrane-associated guanylate kinase) mit ihren Hauptvertretern ZO-1,
Z0-2 und Z0O-3, die wiederum am Zytoskelett aufgehéngt sind (Abb.4).%
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Abbildung 4. Schematischer Aufbau der Tight junction mit Darstellung eines spekulativen
Modells der Porenbildung von kanalbildenden Claudinen. Claudine binden im Bereich ihres C-
Terminus an PDZ-Domanen von Gerlstproteinen wie ZO-1 und Multi-PDZ-Domanen Protein
1 (MUPP1), die wiederum mit Aktin- und Myosinfasern des Zytoskeletts verbunden sind.
Quelle: Van ltallie & Anderson, 2004 %

Wahrend alle TAMPs und viele Claudine abdichtende Eigenschaften aufweisen, bilden einige
Claudine parazellulare Kanéle fur Kationen, Anionen oder Wasser.°

Abdichtende Claudine wie Claudin-1, Claudin-3 und Claudin-5 (vollstandige Auflistung siehe
Tabellen 3 und 4 in Giinzel & Yu 2014)?’ verursachen bei Verminderung ihrer Expression eine
mehr oder weniger ausgepragte Schwachung der parazellularen Barrierefunktion. Das
bekannteste experimentelle Beispiel hierfir ist die bei Claudin-1-Knockout-Mausen postpartal
auftretende letale Dehydratation aufgrund einer gestorten epidermalen Barrierefunktion.?® Es
zeigte sich jedoch schon friih, dass zwischen den abdichtenden Claudinen (sowie dem
Occludin) eine funktionelle Redundanz besteht, durch die der Mangel einzelner TJ-Proteine
von anderen TJ-Proteinen ausgeglichen werden kann.?°

Kanalbildende Claudine fihren — anders als Membrankanéle — nicht durch die Zellmembran
hindurch, sondern bilden spezifische extrazellulare Durchgange zwischen der apikalen Seite
(z.B. dem Darmlumen) und dem Interzellularspalt als Bestandteil der basolateralen Seite (s.
Abb. 4). Hinsichtlich ihrer Selektivitat existieren nach gegenwartiger Kenntnis drei Gruppen,



kationenselektive (z.B. Claudin-2, Claudin-10b, Claudin-15), anionenselektive (z.B. Claudin-
10a, Claudin-17) und wasserselektive Claudine (Claudin-2).2° Das erste als ladungsselektiv
charakterisierte TJ-Protein war Claudin-2, das Kationen, aber keine Anionen passieren lasst.*
Erst mehrere Jahre spater wurde entdeckt, dass der von Claudin-2 gebildete Kanal nicht nur
fur Kationen, sondern auch fur Wasser permeabel ist.3! Die erste Kristallstruktur eines
Claudins, des Kationenkanals Claudin-15, wurde kirzlich aufgeklart,®> und wenig spater ein
erstes dreidimensionales Kanalmodell, in diesem Fall fur den Anionenkanal Claudin-17,
vorgeschlagen.®3

Aufgrund der spezifischen Selektivitatseigenschaften der unterschiedlichen Claudine
innerhalb des TJ-Netzwerkes kann das intestinale Epithel abhéngig von seiner Lokalisation
und Funktion mehr abdichtende oder eher selektiv durchlassige Eigenschaften aufweisen.°

Hierbei zeigt sich flr den Gastrointestinaltrakt eine Zunahme der Dichtigkeit von proximal nach
distal, die durch die Zunahme abdichtender TJ-Proteine verursacht wird und mit der
biologischen Funktion der einzelnen Abschnitte (Resorption von Nahrstoffen im proximalen
Teil versus Abdichtung und Konzentrierung der Faeces im distalen Teil mit hoher
Konzentration an Bakterien) im Einklang steht.3

Die Regulation der TJ ist komplex und lasst sich auf verschiedenen Ebenen beschreiben.
Dabei gibt es transkriptionelle Regulation, posttranslationale Modifikationen, Veranderungen
der Bindung an den unterhalb der TJ lokalisierten ,scaffolding“-Proteinen, sowie einer
Veranderung der Interaktion mit den TJ-Proteinen der gleichen Membran (cis-Interaktion) und
der Nachbarmembran (trans-Interaktion). In Zellkulturarbeiten wurde durch verschiedene
intra- oder extrazellulare Stimuli die Integritat der TJ beeinflusst. Vermittelt wurden diese
Signale beispielsweise durch Mitogen-aktivierte Proteinkinase, Proteinkinase C (PKC) oder
Phosphatidylinositol-3-Kinase. 353637

Eine gesteigerte Expression von kanalbildenden TJ-Proteinen (und/oder eine verminderte
Expression von abdichtenden TJ-Proteinen) fiihrt zu einer erhéhten Durchlassigkeit der TJ und
kann damit eine Barrierestérung induzieren. Dieses Phanomen tritt typischerweise bei
entziindlichen Erkrankungen des Darmes auf.®®

Ein Transportmechanismus ganz anderer Art ist die Transzytose, also das Zusammenspiel
von endozytotischer Aufnahme von Substanzen auf einer Epithelzellseite und exozytotischer
Abgabe auf der gegeniberliegenden Seite. Zytosemechanismen stellen eine elementare
Eigenschaft von Zellen im Rahmen der Kommunikation und Nahrstoffaufnahme dar und sind
dariiber hinaus entscheidend fiir spezielle Aufgaben wie der Regulation der &uf3eren Form und
der GrofRe einer Zelle, der Zellmigration und fir die Immunabwehr. Hierbei kdnnen
verschiedene Endozytosemechanismen der Zelle unterschieden werden, wie z.B. die der
Rezeptor-mediierten  Clathrin-vermittelten Endozytose oder der F-Actin-abhéngigen
Phagozytose bzw. Makropinozytose.®

Eine Verédnderung der Endozytose- bzw. Transzytoseeigenschaften von intestinalen
Epithelzellen ist mit erheblichen Konsequenzen durch den potentiellen Eintritt von Erregern
oder Antigenen verbunden. Daneben kann durch Endozytose und damit Internalisierung von
TJ-Proteinen auch eine Regulation der TJ-Funktion erfolgen.®®

Ein wesentlicher Parameter einer effektiven intestinalen Barrierefunktion ist die Integritat des
Zellverbandes. Das Darmepithel unterliegt einem hohen Zellumsatz und man geht davon aus,
dass die Epithelzellschicht des Darmes in durchschnittlich weniger als einer Woche komplett
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erneuert wird. Daher spielt fir den Aufbau und die Barrierefunktion des Darmepithels der
Zelltod von Enterozyten eine wichtige Rolle. Hierbei lassen sich der nekrotische Zelltod
beispielsweise durch Toxine oder Ischamie vom programmierten, apoptotischen Zelltod
abgrenzen. Letzterer Vorgang stellt einen physiologischen Prozess des sich standig
erneuernden Epithels dar. Man geht davon aus, dass sich ungefahr ein Prozent der
Epithelzellen im Darm im Zustand der Apoptose befinden. Dabei konnte gezeigt werden, dass
Apoptosen — obgleich sie einen physiologischen Prozess darstellen — durchaus Undichtigkeit
im Zellverband darstellen und somit zu einer Barrierestérung beitragen konnen.*°

Auch Veradnderungen in der Regenerationsfahigkeit des Epithels, die nach Auftreten von
kleinen (z.B. Einzelzelllasionen) oder grof3eren Lasionen (z.B. Ulzerationen) notwendig sind,
konnen die Barrierefunktion beeinflussen.*?

Im Rahmen einer systemischen oder lokalen Entziindungsreaktion kann es zu einer Stérung
der Transport- und Barrierefunktion des Epithels kommen. Dies ist sowohl fir die
Atiopathogenese verschiedener Erkrankungen als auch als Ursache des zentralen Symptoms
der Diarrhoe von erheblicher Bedeutung. In diesem Rahmen wurden verschiedene spezifische
Veranderungen von proinflammatorischen Zytokinen, wie Interferon-y, Tumornekrosefaktor-
alpha (TNFa) oder auch Interleukin-13 untersucht.*4243 Interessant ist auch, dass es offenbar
neben der elektrophysiologisch messbaren Transport- und Barrierestorung bereits friihzeitig
zu einer Veranderung von Endozytoseprozessen kommt, die pathogenetisch sicherlich ebenso
bedeutsam flr die Erkrankungen sind.*

1.2 Transportfunktionen des Darmepithels

Die Transportfunktionen des Darmepithels bestehen aus einer sehr groRen Zahl
unterschiedlicher trans- und parazellularer Einzelprozesse. Im Folgenden werden die
wichtigsten transepithelialen Mechanismen dargestellt, die an Erkrankungen des Darms
beteiligt oder betroffen sind.

1.2.1 Resorption von Nahrstoffen

Die Resorption von Nahrstoffen lber das intestinale Epithel findet tGber spezielle Transporter
statt, in vielen Fallen geschieht dies durch Symporter mit Hilfe der Kopplung an Natriumionen.

Die Aufnahme von Glukose geschieht Uber den Symport-Carrier der apikalen Zellmembran
SGLT1 (Natrium-Glukose-Symporter Typ 1), der unter Ausnutzung des elektrochemischen
Natriumgradienten pro Transportzyklus zwei Na™ mit einem Glukose- oder Galaktosemolekil
aus dem Darmlumen in die Zelle transportiert. Der Natriumgradient wird durch die basolateral
lokalisierte Na*/K*-ATPase aufrechterhalten. Dieses Transportsystem wird als sekundar aktiv
bezeichnet und bewirkt, dass diese beiden Monosaccharide auch gegen ihren
Konzentrationsgradienen fast restlos aus dem Darmlumen aufgenommen werden. Im
Gegensatz hierzu wird Fruktose durch den Uniport-Carrier GLUT5 (Glukosetransporter Typ 5;
eigentlich ein Misnomer, da dieser keine Glukose transportiert) aufgenommen und kann somit
nur passiv, also im Sinne seines Konzentrationsgradienten, transportiert werden.

Glukose, Galaktose und Fruktose verlassen die Epithelzelle auf der basolateralen Seite Uber
den Uniport-Carrier GLUT2.



Fur die Funktion von SGLT1 zeigte sich in Experimenten an der Maus, dass die luminal
erforderliche Natriummenge durch eine durch die beiden kationenkanalbildenden Claudin-2
und -15 vermittelte Rezirkulation des Natriums vermittelt wird.*

Aminosauren werden als Monomere ebenfalls Uber mehrere spezifische sekundar aktive
Symtransport-Carrier aufgenommen, was zeigt, dass es sich hierbei um ein verbreitetes
Prinzip des Nahrstofftransportes handelt. Zu ergénzen ist, dass Aminosauren zu einem
wesentlichen Anteil als kleine Peptide tber den Antiport-Carrier PepT1 im Austausch gegen
H* aufgenommen werden.

1.2.2 Sekretion von Chlorid und Bikarbonat

Chlorid wird in allen Darmsegmenten aktiv und elektrogen unter regulatorischer Kontrolle
sezerniert.*® Die beiden beteiligten Transportschritte sind der apikale Ausstrom von Chlorid
Uber den Kanal CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), sowie der
basolaterale Einstrom von Chlorid in die Zelle durch den Symport-Carrier NKCC1 (Natrium-
Kalium-2-Chlorid-Carrier Typ 1), der durch einen von der Na‘'/K*-ATPase erzeugten
Natriumgradienten angetrieben wird. Der sekundar aktive Transportschritt erfolgt somit an der
basolateralen Membran, die Regelung der Chloridsekretion greift jedoch an den
Chloridkanalen der apikalen Membran an.

Neben dem CFTR spielen apikale Kalzium-sensitive Chloridkanéle eine weitere wichtige Rolle
bei der Chloridsekretion. Die intrazellularen Regulationswege der Chloridsekretion bestehen
einerseits in der Wirkung von zyklischem Adenosinmonophosphat (AMP) auf den CFTR sowie
andererseits in der Freisetzung von intrazelluldrem Kalzium auf die Kalzium-sensitiven
Chloridkanale.

Bikarbonat ist ein weiteres Anion, das in wesentlichen Mengen sezerniert wird. Der apikale
Ausstrom erfolgt ebenfalls Gber den CFTR. Fir die Bikarbonatsekretion in Driisenepithelien
spielt zudem ein Chlorid/Bikarbonat-Austauscher eine wichtige Rolle, woran der CFTR
wiederum indirekt beteiligt ist.*” Eine wichtige Regulationsfunktion der Bikarbonatsekretion im
Dickdarm spielen die von der Mikrobiota produzierten kurzkettigen Fettsauren (SCFA).*®

1.3 Formen und Folgen der Barrieredysfunktion

Der Gastrointestinaltrakt ist standig einer groRen Menge Iluminaler Fremdantigene,
verschiedener Mikroorganismen und Toxine ausgesetzt. Neben der Aufrechterhaltung der
Homoostase fiur kleine Solute und Wasser ist deshalb eine weitere lebenswichtige Aufgabe
der intestinalen Barriere die Abschirmung des Koérpers gegen die Aufnahme von
immunogenen oder inflammatorisch wirkenden Substanzen.

Die pathophysiologischen Konsequenzen einer Barrieredysfunktion kénnen mannigfaltig sein.
Sowohl in der Fachliteratur als auch in der Laienpresse finden sich Assoziationen einer
gestorten Darmbarriere mit verschiedensten Erkrankungen. Dieses wird haufig unter dem
Begriff ,Leaky Gut-Syndrom“ zusammengefasst.

Erschwert wird diese Betrachtung durch eine Komplexitét der intestinalen Barrierefunktion, die
nicht nur durch die entsprechenden Eigenschaften der TJ definiert wird, sondern auch durch
die intestinale Motilitat, die Produktion von Muzin sowie das angeborene Immunsystem und
die Zusammensetzung der Mikrobiota bestimmt wird.
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Gut belegt ist die Rolle der intestinalen Barrierestérung bei CED, der Zéliakie sowie des
Reizdarmsyndroms.*>*° Fiir Morbus Crohn beispielsweise ist seit langem bekannt, dass nicht
nur die Patienten selbst, sondern auch deren nahe Verwandte im Vergleich zu einer gesunden
Vergleichsgruppe eine gestorte Barrierefunktion aufweisen.®® Bei Kindern mit fraher
Manifestation einer CED und monogenetischer Erkrankungsform findet man neben der grofRen
Gruppe an immunologischen Defekten auch Veranderungen, die mit der epithelialen Barriere
assoziiert sind.>? Auch bei Erwachsenen mit CED lassen sich bei Subgruppen mehr als ein
Dutzend Genmutationen finden, die mit der epithelialen Barrierefunktion in Zusammenhang
stehen, wie zum Beispiel bei dem Adherens Junction-Protein E-Cadherin, der Ausbildung der
Muzinschicht durch MUC3, oder dem epithelialen Polaritatsfaktor PAR-3.52

Daruberhinaus wird eine gestdrte Barrierefunktion auch mit anderen immunologisch
vermittelten Erkrankungen wie dem Typ 1-Diabetes®, der Multiplen Sklerose® oder
rheumatischen Erkrankungen®® in Verbindung gebracht.

Bei chronischen Lebererkrankungen spielt eine gestorte epitheliale Barrierefunktion fir die
Entstehung der Leberschadigung eine wichtige Rolle. Ausgeldst durch eine unkontrollierte
Translokation von Bakterien und/oder deren immunogenen Bestandteilen kommt es zu
entziindlichen und toxischen Leberschadigungen.5’

Einen ahnlichen Mechanismus diskutiert man fir die HIV-Infektion. Hierbei nimmt man an,
dass die vermehrte Translokation von LPS einen wesentlichen Faktor fur die chronische
Immunaktivierung darstellt.>® Neben immunologischen Veranderungen kommt es im Rahmen
der HIV-Infektion auch zu einer epithelialen Barrierestérung.>®° Die Barrierestérung auf
ionaler Basis wurde als Ursache der auftretenden Diarrhoe im Rahmen der HIV-Enteropathie
diskutiert. Unklar ist allerdings, ob diese Barrierestorung auch im Zusammenhang mit dem
Ubertritt von gréReren Molekiilen wie dem LPS steht.

Eine weitere Folge einer gestorten Barrierefunktion im Sinne einer fehlregulierten
immunologischen Abwehr ist eine erhdhte Anfalligkeit fir Infektionen mit pathogenen Erregern,
beispielsweise in Form einer verminderten Sekretion von Defensinen oder fehlender luminaler
Sekretion von IgA. Ein Beispiel dafir ist die chronische Lambliasis bei einem selektiven IgA-
Mangel oder die vermehrte Anfélligkeit gegenliber einer Salmonelleninfektion bei Defensin-
defizienten Mausmodellen.®1:2

Eine weitere Folge einer Barrieredysfunktion ist das Auftreten von Durchfall durch den
Leckflux-Diarrhoemechanismus.  Pathomechanismen der Diarrhoe inklusive dem
Leckfluxmechanismus sollen im folgenden Abschnitt dargestellt werden.

1.4 Pathomechanismen der (infektiésen) Diarrhoe

Diarrhoe ist letztlich ein gestértes Gleichgewicht von intestinaler Resorption und Sekretion und
letztlich immer ausgeldst durch osmotisch wirksame Kréfte im Darmlumen. Auch wenn man
anhand der Pathomechanismen Diarrhoen in verschiedene Formen einteilen kann (s.u.), ist
dies eine Einteilung mit eher wissenschatftlich-theoretischer Bedeutung.

In der Praxis zeigt sich namlich, dass pathogene Erreger oft eine Kombination von Stérungen
hervorrufen, die zum Klinisch evidenten Symptom der Diarrhoe fihren und damit meist ein
Mischbild verschiedener Diarrhoemechanismen darstellen.
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Im Folgenden eine kurze pathophysiologische Einteilung und dann sollen die drei fur die
infektiose Diarrhoe wichtigsten Pathomechanismen néher erlautert werden:

Die osmotische Diarrhoe im engeren Sinne wird ausgeldst durch Solute, fur die es keinen
epithelialen Transporter gibt und die dadurch im Darmlumen Wasser binden. Beispiele hierfur
sind die Einnahme von groRen Mengen Zuckeraustauschstoffen wie beispielsweise Sorbit
oder die Einnahme von Magnesiumverbindungen.®?

Motilitatsbedingte Diarrhoe bedeutet, dass es aufgrund einer Hypermaotilitat der intestinalen
glatten Muskulatur zu einem beschleunigten Transport durch den Gastrointestinaltrakt kommt.
Dies wiederum fuhrt zu einer unzureichenden Kontaktzeit des Chymus mit der epithelialen
Oberflache und damit zu einer reduzierten Absorption. Diesen Pathomechanismus beobachtet
man beispielsweise bei der Hyperthyreose oder als Nebenwirkung von Prokinetika.®*

Malabsorptive Diarrhoe wird durch eine Stdrung von aktiven Resorptionsprozessen im
Dunndarm verursacht, was zum Verbleib von osmotisch wirksamen Substanzen im
Darmlumen und zu volumindsen Durchféllen fiihrt. Ein anschauliches Beispiel ist die
chirurgische Resektion von Teilen des Diunndarms zum Beispiel im Rahmen einer
Durchblutungsstérung bei einem Mesenterialinfarkt. Ein weiteres, weniger dramatisches
Beispiel ist die Laktoseintoleranz. Hierbei fuhrt die fehlende Expression der Laktase, die sich
im Burstensaum der Dinndarmenterozyten befindet, zu einer Resorptionsstérung von
Laktose. Diese Symptomatik ist durch eine laktosefreie Diat rasch zu beheben.

Sekretorische Diarrhoe kommt durch pathologisch gesteigerte Anionensekretion (gefolgt von
Kationen und Wasser) zustande. Sie tritt typischerweise im Rahmen von akuten infektidsen
Gastroenteritiden auf, wie z.B. bei der Cholera oder der Reisediarrhoe, also Erkrankungen, die
durch bakterielle Exotoxine ausgelost werden. Diese Diarrhoe ist klinisch durch Reiswasser-
artige heftige Durchfalle mit erheblichem Flissigkeits- und Elektrolytverlust gekennzeichnet.®®

Leckflux-Diarrhoe ist als eigenstandiger Mechanismus erst seit den Erkenntnissen Uber die
funktionelle Bedeutung der TJ fir die Pathomechanismen von Diarrhoen etabliert worden. So
ist vor allem durch die Arbeit von Fasano et al. gezeigt worden, dass eine isolierte epitheliale
Barrierestérung infolge eines ins Lumen gerichteten passiven Fluxes von kleinmolekularen
Substanzen und Wasser eine Diarrhoe hervorrufen kann.® Mittlerweile wissen wir, dass ein
Leckfluxmechanismus bei der Diarrhoeentstehung zahlreicher infektioser
Durchfallerkrankungen wie z.B. bei pathogenen Escherichia coli (E. coli), Salmonellen aber
auch Rotaviren beteiligt ist.®”

1.4.1 Malabsorptive Diarrhoe

Diese Form der Diarrhoe ist klinisch durch ein Malabsorptionssyndrom gekennzeichnet, so
dass sich neben der Diarrhoe meist auch ein quantitativer oder qualitativer Mangel an
Néhrstoffen findet. Dies aul3ert sich in einem Gewichtsverlust sowie ggf. zusatzlich durch
spezifische Mangelerscheinungen, wie z.B. Blutarmut, Hautverdnderungen oder
Nachtblindheit.

Strukturell oder funktionell kommt es dabei zu einer Verminderung der resorptiven Oberflache
wie dies einerseits durch Fehlen von Darmflache, z.B. nach chirurgischer Resektion oder
durch Funktionsverlust von Darmabschnitten, meist durch entziindliche Verdnderungen
(zoliakie, Morbus Crohn, Common-Variable-ImmunoDeficiency-Syndrom) zustande kommt.
Auch chronische Infektionen des Dinndarmes im Rahmen eines Morbus Whipple oder einer
chronischen Lambliasis flihren zu einer malabsorptiven Diarrhoe. Beim Morbus Whipple
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kommt es aufgrund der massenhaften Prasenz von Bakterien-beladenden Makrophagen zu
einer Zottenreduktion und dadurch verbunden zu einer malabsorptiven Diarrhoe.®® Bei der
chronischen Lambliasis kommt es zu unterschiedlich ausgepréagten Stdérungen der
Zottenarchitektur, sowie einer verminderten Aktivitat von Burstensaumenzymen. %70 Kinder
mit Lamblieninfektion zeigen dabei eine deutliche Wachstumsverlangsamung, die auf die
Malabsorption zurtickgeftihrt wird.™

1.4.2 Sekretorische Diarrhoe

Die Sekretion von Anionen wie Chlorid oder Bikarbonat ist der wesentliche Faktor, der als
Mechanismus zur Diarrhoe beitragt wie zum Beispiel bei der Cholera.

Dieses typische Beispiel einer sekretorischen Diarrhoe wird durch toxintragende Vibrionen
ausgelost. Das Choleratoxin bewirkt Uber eine Stimulation der Adenylatzyklase konsekutiv
eine Erhohung des intrazellularen zyklischen AMP.”? Dadurch kommt es zu einer gesteigerten
Sekretion von Anionen in das Lumen. Diesem folgen Kationen und Wasser. Klinisch ist die
sekretorische Diarrhoe durch profuse wassrige Durchfélle gekennzeichnet, die einer raschen
oralen oder parenteralen Substitutionstherapie bedirfen. Auch im Rahmen der Antibiotika-
assoziierten Diarrhoe gibt es Hinweise auf eine sekretorische Komponente, ausgeldst durch
das Clostridium difficile-Toxin.”®’* In Deutschland und umgebenden Landern werden
infektidse Diarrhoen am haufigsten durch Noroviren ausgeldst. Auch diese Diarrhoeform geht
mit heftigen, wassrigen Diarrhoen einher. Da man bislang dieses Virus nicht in Zellkultur
kultivieren kann, sind die Erkenntnisse Uber die Pathomechanismen dieser viralen
Gastroenteritis bisher unzureichend. Die Pathophysiologie der Diarrhoe bei der Rotavirus-
Infektion ist dagegen wesentlich besser bekannt: Hier konnte gezeigt werden, dass das nicht-
strukturelle Protein 4 (NSP4) zu einer Calcium-vermittelten Chloridsekretion fuihrt.”

1.4.3 Leckflux-Diarrhoe

Diese Diarrhoe-Form kommt durch eine vermehrte Passage von Soluten und Wasser aufgrund
einer pathologischen Permeabilitdtszunahme der TJ fur lonen (und Wasser) zustande.

Es gibt mittlerweile viele Untersuchungen zu Pathogenen und deren Wirkung auf das TJ-
Netzwerk des Darmepithels. Hier sind sowohl Umverteilungsvorgange von TJ-Proteinen durch
Beeinflussung intrazellularer Signalwege, als auch beispielsweise Spaltung von TJ-Molekuilen
durch bakterielle Proteasen als Pathomechanismus belegt.”®¢’

Enteropathogene E. coli (EPEC) sind bei Kindern in Entwicklungslandern héaufige
Diarrhoeerreger, die eine Stérung der TJ hervorrufen kdnnen. Sie haben die Eigenschatft, sich
an das Darmepithel anzuheften und dabei charakteristische ,attaching and effacing*
Veranderungen (a/e lesions) zu verursachen. EPEC benutzen eine Art molekulare Spritze, das
Typ 3-Sekretionssystem, mit dem sie Effektorproteine direkt in das Zytoplasma der Wirtszelle
injizieren kénnen. Diese Effektormolekile 16sen vielfaltige Veranderungen in der Wirtszelle
aus, unter anderem auch an der TJ-Barrierefunktion. Hierbei konnte an Zellkulturen eine
Umverteilung von TJ-Proteinen und eine elektronenmikroskopisch nachweisbare Veranderung
der TJ-Architektur gezeigt werden.””

Der haufigste Diarrhoeerreger bei Kindern ist das Rotavirus mit signifikanter Mortalitat in
Entwicklungslandern. Pathophysiologisch zeigt sich auch hier, dass verschiedene strukturelle
(VP8) und nicht-strukturelle (NSP4) virale Proteine zu einer erhohten epithelialen Permeabilitat
durch Veranderungen der TJ fihren kénnen.’®
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Zudem ergab sich auch bei Messungen an Lamblien-infizierten Personen und im Tiermodell
eine erhohte intestinale Permeabilitat,’*® was im Zellkulturmodell auf eine erhohte
Apoptoserate zurtickgefihrt werden konnte.8!

Neben Veranderungen der TJ-Permeabilitat tragt namlich auch eine Steigerung der
physiologischerweise niedrigen epithelialen Apoptoserate zur Barrierestdérung im Sinne eines
Leckflux-Mechanismus bei. Dies konnte sowohl durch direkte Leitfahigkeitsmessungen an
einzelnen Apoptosen als auch durch Induktion und Hemmung der Apoptoserate im Epithel mit
den daraus resultierenden elektrophysiologischen Konsequenzen auf den Zellverband gezeigt
werden. 4082

Eine erhohte Apoptoserate als Ursache der intestinalen Barrierestorung zeigt sich
beispielsweise im Rahmen einer EPEC-Infektion.2® Auch bei der Clostridienkolitis spielt die
Toxin-induzierte epitheliale Apoptose eine pathogenetisch wichtige Rolle.?* Vermittelt wird dies
im Rahmen einer Infektion entweder durch eine direkte Wirkung durch das pathogene Agens
selbst oder indirekt Gber proinflammatorische Zytokine (z.B. TNFa. oder zytotoxische T-Zellen
(FAS-Liganden, Perforin).

Ein weiteres Beispiel fur eine durch Pathogene ausgelOste epitheliale Apoptose ist die
Produktion von Toxinen. Das von uropathogenen E. coli produzierte Toxin ,cytotoxic
necrotizing factor-1 (CNF-1)* fOhrt beispielsweise zu einer Apoptoseinduktion in
Urothelzellkulturen.® Allerdings ist die Rolle dieses Toxins im Darm unklar. Fur einen anderen
Keim der intestinalen Mikrobiota, Klebsiella oxytoca, ist ein Toxin charakterisiert worden, das
eine signifikante Apoptoseinduktion des Epithels auslost.®® Dieser Pathomechanismus spielt
eine Rolle bei der Antibiotika-assoziierten Diarrhoe, wo eine Veranderung der Mikrobiota durch
eine Antibiotikatherapie (Dysbiose) zu einer schweren hamorrhagischen Kolitis fihren kann,
die durch toxintragende Klebsiella oxytoca Isolate ausgeltst wird.®’

Interessanterweise konnte in einer klrzlich publizierten Arbeit gezeigt werden, dass
enteropathogene E. coli auch die epitheliale Apoptose hemmen kénnen.® Es ist vor allem von
virusinfizierten Enterozyten bekannt, dass diese ausgelost durch zytotoxische T-Zellen in
Apoptose gehen und abgeschilfert werden. Eine Inhibition der Apoptose kann daher
mdoglicherweise die Persistenz und Replikation der Bakterien im Wirt erleichtern und damit
einen Pathogenitatsfaktor darstellen.

1.5 Das intestinale Epithel als Eintrittsort fur Erreger

Das intestinale Epithel stellt einen wichtigen Eintrittsort fur Erreger dar. Neben der Infektion
Uber das respiratorische Epithel ist der Magen-Darm-Trakt der wichtigste Ort fur die Aufnahme
von Krankheitserregern in den Organismus. Dies gilt nicht nur fir klassische Erreger von
gastrointestinalen Infektionen, wie z.B. Noroviren, Campylobacter oder Salmonellen,8-%0-°1
sondern auch fur systemische Infektionen wie dem Morbus Whipple, Typhus, Listeriose oder
der HIV-Erkrankung.%?%3

Bei Noroviren geht man davon aus, dass die Viren an die Antigene des ABO-System auf
Epithelzellen binden und dariiber vermittelt in das Epithel eintreten.®® Man weil3, dass die
Empféanglichkeit fiur eine Infektion beim Menschen vom sogenannten Sekretorstatus
abhangt.®* Der Sekretorstatus wird bestimmt durch den Genotyp der Fucosyltransferase 2
(FUT2). Die FUT2 ist verantwortlich fir die Expression des H-Antigen auf den Epithelzellen.
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Das H-Antigen, auch H-Vorlaufersubstanz genannt, ist die Basis fir die ABO-Antigene. Bei
circa 30% der Menschen liegt eine Mutation der FUT2 vor, so dass ein ,Non-Sekretorstatus®
besteht. Diese Menschen sind vor der Infektion von einigen wichtigen Norovirus Genotypen
geschutzt.%®

Einige pathogene Bakterien sind in der Lage, die Phagozytoseaktivitéat der Epithelzellen zu
manipulieren und sich damit Zugang zum Wirt zu schaffen.®® Hierbei kann man grundlegend
zwei verschiedene Mechanismen unterscheiden, den ,Trigger‘-Mechanismus und das
JZipper‘-Prinzip. Bei Ersterem injizieren die Bakterien (Uber Sekretionssysteme
Effektormolekiile in die Zielzelle um dadurch die eigene Aufnahme auszulésen (,zu triggern®).
Beim Zippermodell exprimiert das Bakterium Oberflachenmolekile, wodurch wie bei einem
ReilRverschluss das Bakterium durch die Bindung komplett umhdllt und damit aufgenommen
wird.

Auch TJ-Molekile kénnen direkt als Rezeptoren flr Pathogene fungieren. Als Beispiel ist hier
das Hepatitis C-Virus oder der Adeno- und Coxsackievirus-Rezeptor zu nennen.®”:98:9°

Neben der spezifischen Invasion von Erregern in das Epithel kann eine zugrundeliegende
Barrierestérung, wie sie zum Beispiel bei Pankreatitis, CED oder Sepsis auftritt, zu einem
unkontrollierten Ubertritt von Bestandteilen der eigenen Mikrobiota ins Blut fiihren. Dieser
Vorgang, den man bakterielle oder mikrobielle Translokation nennt, stellt eine
schwerwiegende Komplikationen in den oben genannten Situationen dar.1°%1°! Dabei ist die
epitheliale Veranderung nur eine Komponente der globalen Barrierestérung, die in diesem
Rahmen weitere wichtige Faktoren beinhaltet, wie die intestinale Mikrobiota und das mukosale
Immunsystem.’

Welchen Weg die Erreger vom Darmlumen Uber das intestinale Epithel in das primér sterile
Kompartiment der Blutzirkulation nehmen, ist dabei nicht sicher geklart. Man vermutet, dass
Bakterien im Rahmen der gestdrten Barriere Uber den trans- oder auch den parazellularen
Weg durchtreten kénnen.®> Kommt es zu einem Durchtritt durch den Epithelzellverband, fuhrt
dies zu einer unkontrollierten Aktivierung des darunter liegenden mukosalen Immunsystems.
Welche bakteriellen Mechanismen genau dabei eine Rolle spielen, ist bislang nicht geklart.

Neben den Epithelzellen spielen auch die M-Zellen (Microfold-Zellen) als Eintrittsort im
Rahmen von Infektionen eine Rolle. M-Zellen befinden sich in dem spezialisierten follikel-
assoziierten Epithel Uber den Peyer'schen Plaques und nehmen physiologischerweise
Bestandteile aus dem Darm auf und fuihren diese den darunter liegenden Immunzellen zu.'%
Viele Pathogene exprimieren Adhasionsmolekiile, die an M-Zellen binden kénnen, und dringen
auf diese Weise in den Kérper ein, wie beispielsweise Yersinia enterocolitica.'®*

Welche pathophysiologische Rolle die dendritischen Zellen bei der Invasion von Erregern
spielen, die in der Lage sind, durch das Epithel hindurch unter Ausbildung von TJ-Molekilen
Antigene aufzunehmen, ist Gegenstand aktueller Forschung.'%
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1.6 Zielsetzung und Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss verschiedener Erreger auf die Transport- und
Barrierefunktion des Darms zu untersuchen. Dabei war die zentrale Zielsetzung, die
Veradnderungen der Epithelschicht zu charakterisieren, die als Pathomechanismen dem
klinischen Symptom der Diarrhoe zu Grunde liegen. Daneben sollte die Rolle der epithelialen
Barrierestérung im Rahmen der bakteriellen Translokation, d.h. dem Ubertritt von Bakterien
der eigenen Mikrobiota ins Blut untersucht werden und dafir verantwortliche bakterielle
Faktoren identifiziert werden. Darauf aufbauend sollte ein Screening von nicht-pathogenen,
probiotischen Bakterien erfolgen, um Isolate zu identifizieren, die die epitheliale
Barrierefunktion starken und damit Erkrankungen verhindern koénnen. Diese Keime sollten
charakterisiert und die dafur verantwortlichen Mechanismen untersucht werden.

Basis der Untersuchung waren verschiedene Modelle der intestinalen epithelialen Barriere.

Einerseits wurden drei verschiedene Kolonkarzinomzelllinien verwendet, namlich ein
konfluenten Monolayer bildender Subklon der Zelllinie HT-29 (HT-29/B6) sowie die Zelllinien
Caco-2- und T84. Die wesentliche Arbeit wurde an den HT-29/B6-Zellen vorgenommen.
Dieser Subklon wurde in unserem Labor generiert und charakterisiert und zeigt neben der
Eigenschaft der Muzin- und Chloridsekretion auch eine deutliche Regulation der
Barrierefunktion unter dem Einfluss proinflammatorischer Zytokine.1%¢4142 Auf der Basis dieses
reduktionistischen Modells lasst sich die Wirkung von einzelnen Erregern auf die Barriere- und
Transportfunktion gut und reproduzierbar untersuchen.

Fur Fragestellungen, die in einer hoéheren Integrationsebene beantwortbar sind, wurden
Untersuchungen am Rattendarm ex vivo durchgefiihrt. Hierbei wird nach Tétung der Tiere der
Darm entnommen und die Mukosa von der darunterliegenden Schicht frei prapariert
(,gestrippt“), damit der Darm langer in der Versuchskammer vital bleibt.!%” Diese Methode
erlaubt direkte Infektionsversuche an gesunden Darmen sowie die Untersuchung von Darmen
von zuvor infizierten Tieren in der Ussing-Kammer.

In einem weiteren Ansatz wurden endoskopisch entnommene humane Biopsien aus dem
Duodenum oder dem Dickdarm in modifizierten Ussing-Kammern untersucht. Hierbei kann die
Biopsie mehrere Stunden lang vital erhalten und untersucht werden. Diese Technik wurde im
Institut fUr Klinische Physiologie etabliert und erforderte den Bau einer speziellen Halterung fir
die relativ kleinen Praparate.'%®

Unter dem Einsatz genannter Methoden wurden nachfolgende Fragen bearbeitet:

1. Welche epithelialen Barriere- und Transportveranderungen treten beim Menschen im
Rahmen einer chronischen Lambliasis auf und welche strukturellen Veranderungen sind
dafur verantwortlich?

2. Welche epithelialen Barriere- und Transportverdnderungen findet man im Dinndarm von
Norovirus-infizierten Patienten und welche strukturellen Veréanderungen sind dafur
verantwortlich?

3. Kommt es bereits im Rahmen der primaren HIV-Infektion zu einer intestinalen
Barrierestérung und wie veréndert sich das mukosale Kompartiment hinsichtlich der
Lymphozyten im Rahmen der akuten HIV-Infektion?
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4. Gibt es in der Gruppe von nicht-pathogenen E. coli-Stammen Isolate, die in der Lage sind,
Uber das Epithel zu translozieren? Welche Wege der Translokation werden dabei
beschritten und welche bakteriellen Faktoren sind dafir notwendig?

5. Gibt es probiotische Bakterien, die im Zellkulturmodell eine barriereprotektive Wirkung
besitzen und welche Barriereeffekte lassen sich hierbei charakterisieren? Welche
bakterielle Faktoren sind fur den barrierestarkenden Effekt verantwortlich und tber welche
Signalwege wird dieser vermittelt?
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2 Eigene Arbeiten

2.1 Chronische Giardia lamblia-Infektion

Effect of chronic Giardia lamblia infection on epithelial transport and barrier function
in human duodenum

Hanno Troeger, Hans-Joerg Epple, Thomas Schneider, Ulrich Wahnschaffe, Reiner Ullrich,
Gerd-Dieter Burchard, Tomas Jelinek, Martin Zeitz, Michael Fromm, Joerg-Dieter Schulzke

Gut 2007;56:328-335 https://dx.doi.org/10.1136/gut.2006.100198

Die Lambliasis ist die haufigste Ursache fur chronischen Durchfall bei Reisertickkehrern aus
den Tropen. In einer Kooperation mit dem Tropeninstitut wurde ein Projekt zur
Pathophysiologie der Diarrhoe bei chronischer Lambliasis durchgefiihrt. Die Untersuchungen
wurden mit einer in unserem Labor bereits etablierten miniaturisierten Ussingkammer-Technik
durchgefuhrt, mit der die endoskopisch gewonnenen Duodenalbiopsien von Patienten mit
Lambliasis und Kontrollpatienten elektrophysiologisch untersucht wurden. Hierbei zeigte sich
als wesentlicher Pathomechanismus die reduzierte Natrium-Glukose-Aufnahme des Epithels
als Hinweis auf eine malabsorptive Diarrhoe. Dabei war die reduzierte epitheliale Oberflache
bedingt durch eine Zottenreduktion der wesentliche Faktor.

Als weitere Veranderung fand sich eine erhdéhte Bumetanid-hemmbare Anionensekretion, die
am ehesten einer gesteigerten Chloridsekretion entspricht. Daneben kommt es bei Patienten
mit chronischer Lambliasis zu einer Barrierestérung im Sinne einer Leckflux-Diarrhoe, die
durch eine verminderte Claudin-1-Expression und eine erhohte epitheliale Apoptoserate
bedingt war.

Zusammenfassend kam es bei Patienten mit chronischer Lambliasis zu einer kombinierten
epithelialen Transport- und Barrierestorung. Dies bestétigte die zuvor publizierten Daten aus
einem Zellkultur- und Tierinfektionsmodell einer kanadischen Arbeitsgruppe um Buret et al.8%8!
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2.2  Akute Norovirus-Infektion

Structural and functional changes of the duodenum in human norovirus infection

Hanno Troeger, Christoph Loddenkemper, Thomas Schneider, Eckart Schreier, Hans-Joerg
Epple, Martin Zeitz, Michael Fromm, J6rg-Dieter Schulzke

Gut 2009;58:1070-1077 https://dx.doi.org/10.1136/gut.2008.160150

Noroviren sind die haufigste Ursache infektibser Gastroenteritiden in Deutschland und damit
eine der haufigsten Infektionserkrankungen Uberhaupt. Es gibt aber aufgrund der fehlenden
Anzuchtmoglichkeit des Virus bisher kaum wissenschaftliche Erkenntnisse uber die
Pathophysiologie der Erkrankung. In den Wintermonaten kommt es aufgrund der hohen
Infektitsitat des Erregers haufig zu Epidemien in Pflegeheimen oder Krankenhausern.

In dieser Arbeit wurde mittels Impedanzspektroskopie an endoskopisch gewonnenen
Duodenalbiopsien Veranderungen der epithelialen Transport- und Barrierefunktion untersucht.
Zudem wurde mittels (Immun-)Histologie und Western-Blot weitere zelluldre und
ultrastrukturelle Veranderungen der Mukosa im Rahmen der Infektion analysiert.

Es zeigte sich im Duodenum der Patienten eine bereits nach wenigen Tagen auftretende
Veranderung der Zottenarchitektur. In dem hier untersuchten Kollektiv halbierte sich die
Zottenoberflache im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Elektrophysiologisch zeigte sich zum
Ersten eine deutlich gestorte epitheliale Barrierefunktion mit reduzierter Claudin-4- und
Claudin-5-Expression und zum Zweiten eine aktivierte Anionensekretion.

Daneben fanden wir eine durch aktivierte zytotoxische intraepitheliale Lymphozyten bedingte
gesteigerte epitheliale Apoptoserate.

Zusammenfassend zeigte sich bei der akuten Norovirusinfektion beim Menschen eine
Kombination aus Leckflux-bedingter und sekretorischer Diarrhoe als Ursache der klinisch zu
beobachtenden heftigen wassrigen Diarrhoe.
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2.3  Akute HIV-Infektion

Acute HIV infection induces mucosal infiltration with CD4+ and CD8+ T cells, epithelial
apoptosis, and a mucosal barrier defect

Hans-Joerg Epple, Kristina Allers, Hanno Trdger, Anja Kihl, Ulrike Erben, Michael Fromm,
Martin Zeitz, Christoph Loddenkemper, Jorg-Dieter Schulzke und Thomas Schneider

Gastroenterology 2010;139:1289-1300 https://dx.doi.org/10.1053/j.gastr0.2010.06.065

Der Gastrointestinaltrakt spielt eine Schltsselrolle bei der HIV-Infektion. Hier befindet sich die
groBte Anzahl an aktivierten CD4-T-Zellen, die wiederum der wichtigste Ort der
Virusreplikation sind. Zudem kommt es im Rahmen der chronischen HIV-Infektion zu einer
intestinalen Barrierestérung und dadurch zu einer Translokation von Antigenen und einer
Immunaktivierung. Die Immunaktivierung gilt als die wesentliche Triebkraft fur die
Immundepletion. Welche Pathomechanismen hier zugrunde liegen, und vor allem wann sich
diese Veranderungen beim Menschen ausbilden, ist jedoch unklar.

Mit Hilfe von endoskopisch gewonnenen Biopsien an einem Kollektiv von Patienten mit akuter
HIV-Infektion wurde in dieser Arbeit sowohl die epitheliale Barrierefunktion in miniaturisierten
Ussing-Kammern als auch mukosale T-Zellpopulationen mit Hilfe von Immunhistologie und
Durchflusszytometrie analysiert. Es fand sich Uberraschenderweise eine erhéhte Anzahl an
mukosalen T-Zellen bei der akuten HIV-Infektion im Vergleich zu Patienten mit chronischer
HIV-Infektion und im Vergleich zu gesunden Kontrollpatienten. Dabei waren nicht nur CD8-
positive sondern auch CD4-positive mukosale T-Zellen erhéht, obwohl letztere in dieser
Krankheitsphase typischerweise im Blut erniedrigt sind. Die erhéhte Zahl von CD8-positiven
T-Zellen in der Mukosa wiesen einen aktivierten Phanotyp auf (Perforin-positiv) und
korrelierten mit einer erhdhten epithelialen Apoptoserate. Die erhdhte epitheliale Apoptoserate
ging einher mit einer epithelialen Barrierestérung, die sich in einem erniedrigten epithelialen
Widerstand und einer erhdhten Permeabilitat fir Mannitol ausdriickte.

Zusammengefasst zeigte sich bei der akuten HIV-Infektion eine Infiltration von aktivierten T-
Zellen in der Mukosa des Gastrointestinaltraktes und begleitend eine epitheliale
Barrierestérung, die bereits in der akuten Phase der Erkrankung auftrat. Diese Verdnderungen
sind ursachlich fur die im Weiteren stattfindende Immundepletion, die diese Erkrankung
charakterisiert.
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2.4  Escherichia coli-a-Hamolysin

Escherichia coli alpha-haemolysin induces focal leaks in colonic epithelium: a novel
mechanism of bacterial translocation

Hanno Troeger, Jan F. Richter, Lothar Beutin, Dorothee Gunzel, Ulrich Dobrindt, Hans-Jorg
Epple, Alfred H. Gitter, Martin Zeitz, Michael Fromm und Jorg-Dieter Schulzke

Cellular Microbiology (2007);9:2530-2540
https://dx.doi.org/10.1111/j.1462-5822.2007.00978.x

Ausgehend von der Suche nach E. coli-Isolaten der Mikrobiota, die die Eigenschaft besitzen,
Uber einen Epithelverband zu translozieren, wurde die Wirkung von E. coli a-Hamolysin auf
die epitheliale Barrierefunktion am Zellkulturmodell untersucht. Alpha-Hamolysin gehort zur
Gruppe der porenbildenden bakteriellen Toxine und gilt als Virulenzfaktor fir uropathogene E.
coli.

Es zeigte sich in Zellkulturexperimenten von intestinalen Monolayern eine vermehrte
Translokation von a-Hamolysin-exprimierenden E. coli-Stdmmen, was mit einem
Widerstandsabfall des Epithelzellverbandes einherging. Die bakterielle Translokation konnte
durch Préainkubation des Epithels mit proinflammatorischen Zytokinen verstarkt werden. Alpha-
Hamolysin-mutierte E. coli hingegen riefen keinen Widerstandsabfall und keine vermehrte
Translokation hervor.

Bei der Charakterisierung des Widerstandsabfalls konnten verstreut auftretende kleine
Durchtrittsstellen im Epithel als Ursache der Barrierestdrung und als Durchtrittsort fur
Bakterien identifiziert werden, sogenannte ,focal leaks®. Diese Veranderungen konnten auch
am nativen Rattendarm durch Infektion mit E. coli ex vivo nachvollzogen werden. Hierbei
wurde besonderes Augenmerk auf die elektrophysiologische Charakterisierung der focal leaks
als auch auf die Visualisierung mittels konfokaler Laserscanningmikroskopie gelegt.

Als Schlussfolgerung ergibt sich, dass a-Hamolysin ein Faktor zu sein scheint, der aus einem
Symbiont ein Pathogen machen kann. Das Auftreten von focal leaks reprasentiert eine Form
der epithelialen Barrierestérung, durch die Bestandteile der Mikrobiota translozieren kénnen.
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25 Escherichia coli Nissle 1917

TcpC protein from E. coli Nissle improves epithelial barrier function involving PKC{ and
ERK1/2 signaling in HT-29/B6 cells

Nina A Hering, Jan F Richter, Anja Fromm, Andreas Wieser, Susanne Hartmann, Dorothee
Gunzel, Roland Buicker, Michael Fromm, Jorg-Dieter Schulzke und Hanno Troeger

Mucosal Immunology (2014);7:369-78 https://dx.doi.org/10.1038/mi.2013.55

Neben den Krankheitserregern, die die Darmschleimhaut schadigen oder Uber diese in den
Korper eintreten, gibt es auch probiotische Keime, die in der Lage sind, positive Effekte auf
den Wirt auszutiben. Hierbei hat sich das Probiotikum E. coli Nissle 1917 als wirksam zur
Remissionserhaltung der Colitis ulcerosa erwiesen.1% Die Wirkung von E. coli Nissle 1917 ist
vielfaltig und scheint in einer Kolonisationhemmung von Pathogenen, einer anti-
inflammatorischen Wirkung auf das mukosale Immunsystem und einer barrierestarkenden
Eigenschaft zu bestehen.

Wir konnten hierbei in verschiedenen Modellen die barrierestarkenden Eigenschaften dieses
Bakteriums genauer charakterisieren. Wir fanden, dass die Barrierestarkung durch die
transkriptionelle Hochregulation eines noch relativ wenig bekannten abdichtenden TJ-
Proteins, dem Claudin-14, vermittelt wird. Mittels siRNA konnte die abdichtende Funktion
dieses TJ Proteins in HT29/B6 nachgewiesen werden. E. coli Nissle 1917 fuhrte zudem zu
einer Aktivierung der atypischen Proteinkinase C zeta (PKCzeta), die fir die Ausbildung der
Polaritat von Epithelien eine wichtige Rolle spielt.

Der probiotische Effekt von E. coli Nissle 1917 konnte einem bakteriellen Protein, dem TcpC,
zugeordnet werden, wobei die genaue Funktion dieses Proteins im Rahmen der epithelialen
Veranderungen bislang unklar ist.

Hiermit wurde eine weitere probiotische Eigenschaft des E. coli Nissle 1917 charakterisiert,
die sich in einer barrierestarkenden Wirkung manifestiert. Dies wird Uber das bakterielle
Protein TcpC vermittelt und fihrt zu einer transkriptionellen Verdnderung der TJ-
Zusammensetzung durch Hochregulation von Claudin-14.
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3 Diskussion

Grundlegender Ansatz der hier vorgelegten Arbeit ist die Erforschung des Einflusses von im
menschlichen Darm befindlichen pathogenen Erregern, Pathobionten und Probiotika auf die
Barriere- und Transportfunktion des Darmes. Fir diese Funktion des Darmes ist die epitheliale
Zellschicht malgeblich verantwortlich. Daher ist das Epithel ins Zentrum dieser
Untersuchungen gestellt worden.

Methodischer Zugang zur epithelialen Barrierestdrung beim Menschen

Um eine epitheliale Barrierestérung im Sinne einer erhdhten Permeabilitat beim Menschen zu
untersuchen, gibt es als einfachsten Ansatz sogenannte Trinkversuche, in denen die
intestinale Durchlassigkeit fur verschiedene MolekilgroRen nach oraler Aufnahme von
Permeabilitatsmarkern untersucht werden kann.'!® Bei dieser Methodik bestehen aber
Limitationen wie beispielsweise Metabolisierung, inkomplette renale Elimination, Verdinnung
durch gastrointestinale Sekretion oder veranderte gastrointestinale Transitzeit,!” so dass wir
Messungen an Biopsie bevorzugt haben, da diese in der Genauigkeit ihrer Aussagen den
Trinktestmethoden Uberlegen sind.

Untersuchungen mittels der klassischen Ussing-Technik ermdglichen eine basale funktionelle
Charakterisierung von Epithelien. Die tblichen Ussing-Kammern sind jedoch aufgrund ihrer
GroRRe nicht fur menschliche Biopsieproben geeignet. Aus diesem Grund sind fir
Fragestellungen am Menschen miniaturisierte Ussingkammer entwickelt worden.%® Dadurch
kénnen Erkrankungen, die sich im Duodenum oder im Kolon manifestieren, an endoskopisch
entnommenen Biopsien untersucht werden. Dies hat sich in der Vergangenheit und in den hier
vorgestellten Arbeiten als gut funktionierende und reproduzierbare Technik erwiesen.108111

Der mit der klassischen Ussing-Technik messbare Parameter der epithelialen Barriere ist der
transepitheliale Widerstand (TER). Dieser besteht aus der Summe der Widerstidnde des
Epithels (R®") selbst und der Gewebeschichten unterhalb des Epithels (R'*). Um diese beiden
Werte getrennt und zerstérungsfrei zu messen, haben wir bei allen Untersuchungen an
menschlichen Proben eine Impedanzspektroskopie durchgefiihrt.

Ein klassisches Beispiel fir den Wert dieser Methode ist die kollagene Kolitis. Bei dieser
chronischen Durchfallserkrankung kommt es charakteristischerweise zu einer subepithelialen
Kollagenablagerung.''? In Biopsieversuchen von erkrankten Patienten zeigt sich keine
Anderung im Gesamtwiderstand, allerdings kommt es zu einer starken Verschiebung der
einzelnen Widerstandskompenten, n&mlich einer Reduktion des epithelialen und einer
Erhohung des subepithelialen Widerstandes.® Beide Veranderungen, die in der Summation
nicht signifikant waren, tragen aber zum Pathomechanismus der Diarrhoe bei. Auch bei der
chronischen Lambliasis, bei der es charakteristischerweise nur zu einer geringen
entzindlichen Infiltration in der Lamina propria kommt,*** zeigen sich lediglich subtile
epitheliale Veranderungen. Das bestétigte sich in der fehlenden signifikanten Anderung des
Gesamtwiderstandes bei allerdings signifikanter Anderung des epithelialen Widerstandes.
Dies passt zu den morphologischen Veranderungen der TJ-Expression und
Apoptoseinduktion. Auch bei der akuten HIV-Erkrankung kam es ausschlieRBlich zu einer
signifikanten Anderung des epithelialen Widerstandes, nicht aber des subepithelialen
Widerstandes. Diese epitheliale Barrierestorung konnte man ohne den Einsatz der
Impedanzspektroskopie nicht detektieren. Diese Verénderungen sind biologisch relevant, wie
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wir von der Theorie der Barrierestdrung als treibende Kraft der Immunaktivierung bei der HIV-
Infektion wissen.’

Ein weiterer Vorteil der direkten Messung von Biopsien in der Ussing-Kammer besteht darin,
dass am gleichen Gewebestiick, an denen funktionelle Analysen (Widerstands- und
Permeabilitatsmessungen von Markersubstanzen) durchgefiihrt wurden, anschliel3end
molekularbiologische Untersuchungen (z.B. Western Blot, Immunhistologie) durchgefihrt
werden koénnen.

Pathomechanismen der infektiosen Diarrhoe

Eine Infektion mit dem begeiRelten Protozoon Giardia lamblia fihrt in circa 15-30% der Falle
zu einem chronischen Verlauf mit den Zeichen einer malabsorptiven Diarrhoe. Der Parasit
heftet sich mit seiner Saugplatte an die apikale Membran der Dinndarmenterozyten, wo er
auch im Rahmen einer Duodenalbiopsie nachgewiesen werden kann.!® Daneben findet man
Zysten und Trophozoiten im Stuhl, deren Nachweis als Goldstandard der Diagnostik gilt.
Interessanterweise zeigt sich im Rahmen der Infektion trotz hoher Parasitendichte kaum eine
mukosale Entztindungsreaktion.'** Man geht sogar davon aus, dass die Lamblien im Rahmen
der Infektion die mukosale Immunantwort inhibieren.!*> Eventuell spielt bei dieser ,Immun-
Evasionsstrategie“ die Depletion von Arginin durch Lamblien-spezifische Arginin-Deiminasen
eine Rolle.!’® Aus diesem Grund ist diese chronische gastrointestinale Infektion ein
interessantes Modell einer offenbar direkten Interaktion der Parasiten mit den die epitheliale
Barriere bildenden Enterozyten.

Bei der Charakterisierung der Duodenalschleimhaut von Tropenriickkehrern mit gesicherter
Lambliasis bestatigten sich fiir den Menschen die Daten einer kanadischen Arbeitsgruppe aus
Tiermodellen und Zellkulturarbeiten. Dies betrifft einerseits die erhdhte intestinale epitheliale
Apoptoserate und andererseits die bereits bekannten malabsorptiven Veranderungen, die sich
in unserer Arbeit in einer reduzierten Aufnahmekapazitat fir Natrium und Glukose Uber den
Symporter SGLT1 darstellten.81-%°

Ebenfalls bestétigt werden konnten die Daten aus der Zellkulturarbeit, die einen Effekt auf die
TJ-Funktion bei der Lambliasis zeigten. In den Zellkulturarbeiten war dies bedingt durch eine
MLCK-abhangige Umverteilung des Ankerproteins ZO-1.2° Es liegt also bei der chronischen
Lambliasis neben der Zottenreduktion mit Malabsorption auch eine Form der Leckflux-
Diarrhoe vor.

Im Gegensatz zur Lamblieninfektion ist die Klinik der akuten Norovirusinfektion durch eine
hyperakut auftretende Gastroenteritits mit Ubelkeit, Erbrechen, Fieber und einer wassrigen
Diarrhoe gekennzeichnet. Die Erkrankung ist die haufigste Form der infektiosen Diarrhoe und
verlauft in der Regel selbstlimitierend.!’

Bei unseren Untersuchungen war die deutlich aktivierte Anionensekretion im Duodenum der
Patienten das hervorstechende Phanomen und wurde hier erstmalig beschrieben. Aufgrund
der Ergebnisse der Inhibition mit Chloridkanalblockern muss man dabei von einer aktivierten
Chloridsekretion ausgehen. Das klassische Beispiel einer akuten Gastroenteritis mit einer
gesteigerten Chloridsekretion ist die Cholera mit Toxin-induzierter elektrogener
Chloridsekretion vermittelt Uber eine Erhohung des intrazellularen zyklischen AMP.?
Wassriger Durchfall ist auch ein zentrales Symptom der Norovirusinfektion. Ob auch bei dieser
Erkrankung die aktivierte Chloridsekretion tiber zyklisches AMP vermittelt wird, ist unklar. Eine
Arbeit aus den 70er Jahren mit intestinalen Homogenaten konnte zumindest keine erhdhte
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Aktivitat der Adenylatzyklase zeigen.!'® Alternativ ware auch ein vom zyklischen AMP
unabhangiger Weg der Chloridsekretionsinduktion mdglich. Hier waren vor allem Kalzium-
abhangige Signalwege denkbar.'*® Dadurch kann auch eine CFTR unabhangige
Chloridsekretion Uber Kalzium-abhangige Chloridkanale induziert werden, was beispielsweise
fur das NSP4 von Rotavirus beschrieben wurde.'?

Intraepitheliale Lymphozytose und Zottenmorphologie bei Infektionen des
Gastrointestinaltraktes

In unseren Untersuchungen Uber akute gastrointestinale Infektionen zeigte sich hinsichtlich
der intraepithelialen Lymphozyten sowohl bei der HIV-Infektion als auch im Rahmen der
Norovirusinfektion eine Assoziation von aktivierten intraepithelialen Lymphozyten mit einer
erhohten epithelialen Apoptoserate. Humane intraepitheliale Lymphozyten sind fast alle CD8
positiv und besitzen zytotoxische Aktivitat.'?! Eine wichtige Differentialdiagnose der
intraepithelialen Lymphozytose stellen virale Infektionen des Gastrointestinaltrakts dar.
Erstmalig konnte dies in der eigenen Arbeit auch fur die Norovirusinfektion gezeigt werden.

Beide virale Infektionen — die akute HIV-Infektion und die akute Norovirusinfektion — zeigen
neben der intraepithelialen Lymphozytose deutliche morphologische Veranderungen in Form
einer Zottenarchitekturstérung. Dies ist zwar bei den klassischen chronischen Dinndarm-
erkrankungen wie der Zoliakie oder dem Morbus Crohn bekannt, bei den akuten viralen
Infektionen erscheinen morphologische Verdnderungen aber zundchst ungewohnlich. Mit
welcher Dynamik morphologische Veranderungen vonstatten gehen konnen, zeigen
Infektionsstudien mit Norovirusisolaten an gesunden Probanden aus den 70er Jahren. Hierbei
wurden im zeitlichen Verlauf der Erkrankung mehrfach Biopsate aus der
Dinndarmschleimhaut entnommen und analysiert.*?212 |n diesen Untersuchungen wurde eine
schnell einsetzende, reversible Architekturstérung der Diinndarmschleimhaut beschrieben, die
von einer vermehrten Infiltration von mononukleéren Zellen in der Lamina propria begleitet
war. Eine der beiden Arbeiten geht sogar noch weiter ins Detail und bemerkt eine vermehrte
Infiltration von mononukledren Zellen im Zwischenraum der Epithelzellen, korrespondierend
zu dem, was wir heute als intraepitheliale Lymphozyten beschreiben wirden.

Eine rasche Zottenreduktion konnte ebenfalls bei der HIV-Modellinfektion, der SIV (Simianes
Immundefizienz-Virus)-Infektion an Rhesusaffen, gezeigt werden. Dabei waren die
morphologischen Veranderungen mutmatlich durch zytotoxische Lymphozyten sowie durch
eine Aktivierung von Matrixmetalloproteasen vermittelt.*?*

Man kann spekulieren, ob die intraepithelialen Lymphozyten selbst zu den morphologischen
Veranderungen beitragen oder nur ein Epiphanomen sind. Ob dabei primér das Epithel oder
eher stromale Veranderungen, wie z.B. Matrixmetalloproteasen, ursachlich fur die
morphologischen Veradnderungen sind, lasst sich aus den hier vorgelegten Arbeiten nicht
ableiten. In einer kirzlich publizierten tierexperimentellen Arbeit zeigte sich, dass eventuell
Interleukin-15, welches im Rahmen der Zdliakie eine entscheidende Rolle spielt, im
Zusammenspiel mit CD4+-T-Zellen zu einer Aktivierung von zytotoxischen CD8+-T-Zellen
fuhrt, was eine Sprue-ahnliche Enteropathie mit entsprechenden morphologischen
Veranderungen zur Folge hatte.'?® Der Einsatz von anti-IL15-Antikdrpern wird derzeit unter
Studienbedingungen bei Patienten mit refraktarer Zoéliakie untersucht.
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Bakterielle Translokation und Pathobionten

Die Translokation von Makromolekilen und Bakterien spielt in der Pathogenese der
Immundefizienz im Rahmen der HIV-Infektion eine wesentliche Rolle.” In einem epithelialen
Zellkulturmodell zur bakterielle Translokation konnte von uns das porenbildende a-Hamolysin
von E. coli (HIyA) als ursachlich identifiziert werden. Es induzierte typische pathologische
Veranderungen mit Ausbildung von focal leaks im Epithelverband. An diesen Orten kam es
zum Ubertritt von Bakterien tiber das Epithel. Voraussetzung zur Ausbildung von focal leaks
war eine hohe Toxinkonzentration, so dass primar Bedingungen im Darm vorhanden sein
mulssen, die ein rasches bakterielles Wachstum erlauben. Dies passt ins Konzept der
Dysbiose, ausgeltst durch beispielsweise eine Antibiotikatherapie, einer Immunsupression
oder im Rahmen einer CED. Eine Dysbiose ist vor allem durch eine Reduktion der Diversitat
der Mikrobiota gekennzeichnet und kann symbiontischen Stdmmen der Mikrobiota erlauben,
pathogene Effekte auszutiben.12

Prinzipiell gelten a-hamolysierende E. coli im Darm eigentlich nicht als pathogene Erreger.
Aufgrund von Untersuchungen an gesunden Probanden geht man davon aus, dass circa 10%
der E. coli-Population hamolytische Stamme sind, auch wenn viele nur geringe Mengen Toxin
exprimieren.?” Alpha-hamolysierende E. coli zahlen zumeist zur Gruppe der extraintestinal
pathogenen E. coli und sind hier vor allem mit schweren Verlaufsformen von
Harnwegsinfektionen, aber auch mit Bakteridmien und extraintestinalen Infektionen
assoziiert.'® Diese Krankheitsbilder beinhalten als ersten und wesentlichen Schritt, die
epitheliale Barriere zu Uberwinden, d.h. zu translozieren. Auch hierfiir kbnnte das a-Hamolysin
mit Ausbildung von focal leaks im Epithel ein wichtiger Pathomechanismus sein.

Aufgrund dieser Beobachtung und den eigenen Ergebnissen zur Rolle des a-Hamolysins auf
das Darmepithel wurde die Hypothese entwickelt, dass diese sich im Darm befindlichen
Keime, beziehungsweise die dort produzierten Toxine, im Rahmen von speziellen
Rahmenbedingungen wie z.B. einer Dysbiosis der Mikrobiota nach Antibiotikatherapie, im
Rahmen einer Immunsuppression oder durch Entziindung des Darmes und einer damit
einhergehenden epithelialen Barrierestérung zu focal leaks flihren kénnen. Diese sind dann
wiederum Eintrittspforte flr Antigene und ermdéglichen darlber hinaus eine bakterielle
Translokation der hamolysierenden Bakterienstdmme wie aber auch von anderen Bakterien
der Mikrobiota. Man misste a-Hamolysin-tragende Bakterien im Darm damit als Pathobionten
bezeichnen. Als Pathobionten bezeichnet man Bestandteile der Mikrobiota, die unter
bestimmten Bedingungen pathogenes Potential entwickeln konnen.'? Diese Hypothese wurde
durch nachfolgende Ergebnisse an Mausmodellen bestétigt.'3® Hier zeigte sich eine
signifikante Verschlechterung einer Kolitis von Interleukin-10-defizienten M&usen, durch
Besiedlung mit einem HlyA-exprimierenden E. coli.

Dass dieses Prinzip der lediglich fakultativ pathogenen, toxintragenden Spezies der Mikrobiota
(Pathobionten) eventuell weiter zu verallgemeinern ist, zeigen andere Arbeiten Uber
toxintragende Klebsiella oxytoca-Stamme. Auch diese Stamme findet man im Stuhl von
Gesunden und auch hier bedarf es zunachst einer Dysbiosis, ausgelost durch eine
Antibiotikatherapie, die dann im zweiten Schritt einen toxintragenden Stamm zum Pathogen
werden lasst, in diesem Fall in Form einer hamorrhagischen Kolitis.86-8
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E. coli — eine Frage des Kompartiments?

Neben diesen potentiell pathogenen Effekten auf den Wirt — ausgelést durch Bestandteile der
Mikrobiota — gibt es auch eine Gruppe von Bakterien, die einen positiven Einfluss auf die
Gesundheit ausiiben, die Probiotika. Der wohl bekannteste Vertreter ist das Isolat E. coli Nissle
1917, der unter dem Namen Mutaflor® im Handel erhaltlich ist. Zugelassen wurde dieses
Probiotikum zur Remissionserhaltung bei Colitis ulcerosa bei Unvertraglichkeit gegeniber
Mesalazin. E. coli Nissle 1917 wurde vom deutschen Arzt Alfred Nissle im Balkan wahrend
des Ersten Weltkrieges aus dem Stuhl eines Soldaten isoliert, der im Gegensatz zu seinen
Kameraden nicht an bakterieller Ruhr litt. Der Stamm ist mittlerweile komplett sequenziert und
zeigt eine groRe Nahe zu der Gruppe der uropathogenen E. coli.** Welche Faktoren einen
uropathogenen Keim zu einem Probiotikum werden lassen, ist von groRem
wissenschaftlichem Interesse. Insbesondere vor dem Hintergrund der therapeutischen Effekte
einer Stuhltransplantation bei anhaltend gestorter Mikrobiota durch Antibiotika, um in Zukunft
moglicherweise gezielt und kontrolliert die gestorte Mikrobiota wiederherzustellen.

An der gut differenzierten Zelllinie HT-29/B6 zeigte E. coli Nissle 1917 eine ausgepréagte
barrierestarkende Wirkung. Interessanterweise war dies durch ein einzelnes Protein, das TcpC
(Toll/interleukin-1 receptor domain-containing protein) komplett zu erklaren. TcpC ist eigentlich
ein erst kirzlich charakterisierter Virulenzfaktor von uropathogenen E. coli, der durch seine
Interferenz mit dem Toll-like-Rezeptor (TLR)-Signalweg uber Bindung an das intrazelluléare
Adapterprotein MyD88 eine antiinflammatorische, lokal immunsuppressive Wirkung am
Urothel entfaltet und dadurch Harnwegsinfekte beglnstigt.'*> Ein TLR-abhangiger
Mechanismus konnte allerdings in unserem intestinalen Modell ausgeschlossen werden. Man
muss daher davon ausgehen, dass die barrierestarkende Wirkung eine andere, bisher
unbekannte Eigenschaft dieses Proteins darstellt, und dass die Eigenschaft des TcpC-
exprimierenden Bakteriums (Probiotikum bzw. Uropathogen) Organ-abhangig unterschiedlich
zu sein scheint.

Epitheliale Polaritat

Der TcpC-tragende E. coli Nissle 1917 flihrte zu einer Aktivierung der PKCzeta im intestinalen
Epithelzellverband. PKCzeta wiederum spielt bei der Polaritit von Epithelien eine
entscheidende Rolle, da sie Teil eines sogenannten Polaritditskomplexes ist, der auch die TJ-
Funktion reguliert.’* Diese Ergebnisse wurden durch Arbeiten an T84-Zellen einer anderen
Arbeitsgruppe bestatigt, die eine Hochregulation von mRNA des apikalen Polaritdtskomplexes
durch E. coli Nissle 1917 zeigen konnten.*3*

Es liegt also nahe, zu vermuten, dass es bakterielle ,probiotische* Faktoren gibt, die die
Polaritat von Epithelzellen unterstitzen.

TJ bewirken mit ihrer "fence function" die Aufrechterhaltung der Polaritat zwischen apikaler
(oberhalb der TJ gelegenen) und basolateraler (unterhalb der TJ gelegenen) Plasmamembran
von Epithel- und Endothelzellen. Dies geschieht, indem die TJ die laterale Diffusion von
integralen Membranproteinen zwischen apikal und basolateral verhindert, wozu auch alle
Transporterproteine gehdren. Die Ungleichverteilung von Kanalen, Carriern und ATPasen
bildet eine wesentliche Voraussetzung fiir einen gerichteten transzellularen Transport.
Darlber hinaus ist die Rezeptorausstattung dieser beiden Membranen zumeist unterschiedlich
und sodass ein ,Andocken‘ oder der Eintritt von Erregern (ber spezifische
Oberflachenproteine oft seitenspezifisch (also ,polar®) ist. Verandert sich diese Eigenschaft
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einer epithelialen Zelle, kommt es zu einer weiteren Form einer Barrierestérung, bei der die
Invasion und Transzytose von Bakterien erleichtert ist. Man konnte daher diskutieren, dass die
probiotische Wirkung von E. coli Nissle 1917 u.a. in der Aufrechterhaltung der epithelialen
Polaritéat besteht.

Dass Bakterien die Polaritdit von Epithelzellen beeinflussen kénnen, ist bereits flr
Pseudomonadenstamme beschrieben worden. Diese schaffen sich an der apikalen Membran
lokale Bedingungen wie an der basolateralen Membran, worlber sie dann gut anheften und
invadieren konnen.** Eventuell kann daher E. coli Nissle 1917 tiber das TcPC einen protektive
Effekt gegentber der Invasion von Pathogenen vermitteln. Dies wurde fur E. coli Nissle 1917
in einem Zellkultur-basierten Invasionsmodell fir eine Vielzahl von Pathogenen
beschrieben.’*® Auch proinflammatorische Zytokine, wie beispielsweise fir TNFa gezeigt,*3’
kénnen die epitheliale Polaritat stéren und dadurch zur Barrierestérung beitragen. Man muss
daher davon ausgehen, dass dieser Mechanismus auch im Rahmen einer inflammatorischen
Reaktion im Gastrointestinaltrakt eine Rolle spielt, wie kirzlich fur die Zoliakie erstmalig
beschrieben worden ist.**
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4 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Pathogenen, Pathobionten und
von Probiotika auf die intestinale Barriere- und Transportfunktion untersucht. Dies erfolgte
anhand von verschiedenen Modellen der intestinalen Barriere, wie Zellkulturen, partiell
gestripptem Rattendickdarm und menschlichem Diinn- und Dickdarm durch endoskopisch
gewonnene Biopsien. Neben klassischen Methoden der epithelialen Transport- und
Barriereforschung wie der Ussingkammer-Technik wurden molekularbiologische Methoden
eingesetzt, um Funktion und Struktur zu untersuchen und diese zu korrelieren. Daneben
spielten auch spezialisierte Techniken wie die Impedanzspektroskopie, die Conductance
Scanning-Technik oder besondere Anwendungen der konfokalen
Immunfluoreszenzmikroskopie eine wesentliche Rolle.

Ausgehend von der Frage, welche Bakterien im Zellkulturmodell in der Lage sind, tUber die
intestinale Epithelschicht zu translozieren, wurde eine neue Funktion des lange bekannten E.
coli-Toxins a-Hamolysin beschrieben. Dieses Toxin gilt eigentlich als Virulenzfaktor von
uropathogenen E. coli. Erstmalig konnte die Rolle dieses Toxins im Darm charakterisiert
werden, wo es in der Lage ist, ,focal leaks" im Epithelzellverband zu induzieren und damit eine
schwere Barrierestorung auszulosen. Diese ,focal leaks“ sind Orte des Durchtritts von
Bestandteilen der Mikrobiota im Sinne einer bakteriellen Translokation und damit potentieller
Motor der Perpetuierung von intestinaler Inflammation wie z.B. bei CED. Alpha-Hamolysin-
tragende E. coli kbnnen damit als Pathobionten bezeichnet werden, d.h. Symbionten die unter
speziellen Bedingungen pathogene Eigenschaften entwickeln. Dieses Konzept konnte kiirzlich
im Tiermodell bestatigt werden.**°

Aufgrund der Tatsache, dass im Blut von HIV-infizierten Patienten Konzentration bakterieller
Bestandteile (LPS) erhoht ist, nimmt man an, dass die epitheliale Barrierestérung einen
entscheidenden Anteil bei der Immunaktivierung und dem Fortschreiten der HIV-Erkrankung
hat. Bei chronisch HIV-infizierten Patienten lasst sich eine Barrierestérung nachweisen, die
durch den Einsatz einer hochaktiven antiretroviralen Therapie (HAART) komplett reversibel
ist. Erstmalig konnte mit Hilfe endoskopisch gewonnenen Duodenalbiopsien im Rahmen der
akuten HIV-Infektion eine zeitlich friih auftretende Barrierestérung nachgewiesen werden.
Hierbei fand sich als strukturelles Korrelat eine erhdhte epitheliale Apoptoserate, bedingt durch
aktivierte zytotoxische T-Zellen.

Mit Hilfe der speziell fir endoskopisch entnommene Biopsien entwickelten Ussing-Kammer
konnten zwei klinisch wichtige gastrointestinale Infektionen, die chronische Lambliasis und die
akute Norovirusinfektion beim Menschen charakterisiert werden. Bei Tropenrickkehrern mit
chronischer Lambliasis zeigte sich neben der bekannten malabsorptiven Veranderung der
Dunndarmschleimhaut auch eine erhdhte epitheliale Apoptoserate und eine Verdnderung der
TJ-Proteinexpression. Dies bestatigte die vorangegangenen Zellkulturarbeiten und konnte
erstmals auch beim Menschen eine epitheliale Transport- und Barrierestorung belegen. Bei
der Norovirusinfektion wurden erstmals Uberhaupt Daten zur epithelialen Transport- und
Barrierefunktion erhoben, da das Virus bislang in Zellkultur nicht anzlchtbar ist. Hierbei fand
sich eine erhohte Anzahl von aktivierten, zytotoxischen intraepithelialen Lymphozyten,
verbunden mit einer Reduktion der Zottenoberflache im Duodenum. Als Korrelat der klinisch
im Vordergrund stehenden wassrigen Diarrhoe zeigte sich eine starke Aktivierung der
intestinalen Chloridsekretion.
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Neben den Untersuchungen zu pathogenen Erregern fand sich in unserem Zellkulturmodell
eine Verbesserung der Barrierefunktion nach Zugabe von E. coli Nissle 1917, einem fir die
Colitis ulcerosa zugelassenem Probiotikum. Hierbei wurde erstmalig eine bisher nicht
bekannte Funktion eines bislang als Virulenzfaktor von uropathogenen E. coli bekannten
Proteins (TcpC) beschrieben. Es flhrte Uber eine intrazellulare Signalkaskade zu einer
transkriptionellen Hochregulation des abdichtenden TJ-Proteins Claudin-14.

Zusammenfassend wurde in diesen Arbeiten die vielfaltige Interaktion von pathogenen
Erregern und Probiotika mit der Epithelschicht des Darmes weiter aufgeklart. Es zeigt sich
dabei, dass diese Interaktion mit den Folgen einer Dysregulation der Transport- und
Barrierefunktion sowohl bei klassischen gastrointestinalen Infektionen wie z.B. der
Norovirusinfektion als auch bei systemischen Erkrankungen wie z.B. der HIV-Infektion eine
entscheidende Rolle spielt. Die Kenntnis dieser Interaktion stellt die Basis dar fir mdgliche
therapeutische Interventionen beispielsweise durch den Einsatz von Probiotika, wie anhand
der Wirkungsweise eines einzelnen bakteriellen Proteins von E. coli Nissle 1917 dargestellt.
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