1 Einleitung
1.1 Die epitheliale Barriere

Epithelien grenzen das Kdrperinnere vom funktionellen AuRenraum ab. Grundsatzlich
erfillen sie dabei zwei wichtige Funktionen: Zum einen wird der Stofftransport (Resorp-
tion und Sekretion von Nahrstoffen, Elektrolyten und weiteren Soluten sowie von Was-
ser) effizient reguliert und zum anderen stellen Epithelien eine Schutzbarriere z.B. ge-
gen Toxine oder andere Antigene dar. Der Darm besitzt die grofite epitheliale Flache
des Korpers, an der sich der Organismus mit der AulRenwelt auseinandersetzen muss.
Um pathogenen und potentiell schadlichen Einflissen entgegenzuwirken, haben sich
im Laufe der Evolution verschiedene Schutzmechanismen entwickelt. Die Gesamtheit
dieser Schutzfunktionen im Darm wird als ,intestinale Barriere“ bezeichnet. Sie besteht
aus den luminalen und epithelialen physiologischen Darmmikroorganismen, dem Epi-
thel mit der Mukusschicht und Teilen des Darm-assoziierten Immunsystems (GALT;
"gut associated lymphoid tissue"). Ein wichtiger Teil dieser intestinalen Barriere ist die
den gesamten Intestinaltrakt auskleidende Epithelschicht. Diese Permeabilitatsschran-
ke setzt sich aus einer parazellularen und transzellularen Barriere zusammen (Abb. 1).
Eine Abdichtung des parazellularen Weges (zwischen den Epithelzellen hindurch) ge-
schieht durch Tight junctions [130] (Abschnitt 1.1.1). Die transzellulare Barriere wird
durch die apikale und die basolaterale Membran der Epithelzellen gebildet. Prinzipiell
sind somit zwei Wege der Passage durch das Epithel moglich, der transzellulare Weg

durch die Zellmembranen und der parazellulare Weg durch die Tight junctions und den

Interzellularspalt.

e Abb. 1: Transportwege und Barrieren der Epithelien.
j Der transzelluldre Weg (rot) fiihrt durch die apikale Zell-

- membran und die basale oder laterale Zellmembran. Der

-

v parazelluldre Weg (griin) fihrt durch die Tight junctions
== _ und den Interzellularspalt (adaptiert aus [170]).




1.1.1 Schlussleisten

Die Fahigkeit von Epithelien, als Diffusionsbarriere zwischen Kompartimenten
verschiedener Zusammensetzung zu fungieren und grol3e chemische und elektrische
Gradienten aufrechtzuerhalten, erfordert eine weitgehende Abdichtung der
Interzellularraume. Diese Abdichtung zwischen Epithelzellen wird durch Strukturen
gewahrleistet, die aufgrund ihrer Funktion als "Schlussleisten", "terminal bars",
"Occluding junctions" oder eben als Tight junctions bezeichnet wurden, wobei letztere
Benennung international gebrauchlich ist. Die Ultrastruktur der Tight junctions wurde
mittels Dunnschnitt- und Gefrierbruchaufnahmen aufgeklart: Es handelt sich um
kontinuierliche, anastomosierende Netzwerke von intramembranésen Partikelstrangen
[161], welche zwischen benachbarten Zellen ausgebildet werden. Erst 1991 wurde das
erste Molekll der Tight junction entdeckt, das ca. 60 kDa-Protein Occludin [53].
AnschlielRend wurden in schneller Folge weitere Proteine einer Familie von bisher 24
Mitgliedern identifiziert, die ca. 20 kDa grof3en Claudine [52, 174]. Kirzlich wurde
schlieBlich ein weiteres Protein, Tricellulin, entdeckt, das Sequenzhomologien mit
Occludin besitzt und an trizellularen Kontakten lokasiert ist [82]. Zu den Tight junction-
Proteinen wird auch das 40 kDa-Protein "junctional adhesion molecule" (JAM) gezahilt,
[114]. Bisher sind drei weitere Varianten des JAM-Proteins bekannt, die zur
Immunglobulin-Superfamilie gezahlt  werden [170]. Tight junction-Proteine
durchspannen die Membran und stehen zellseitig Uber Tight junction-assoziierte
Proteine ZO-1, -2 und -3 ("zonula occludens associated protein"), sowie Cingulin mit
dem Aktinzytoskelett in Verbindung [119, 76].

Es wurde lange angenommen, dass es sich bei der Tight junction um ein statisches
System handelt, das den parazelluldren Weg nahezu vollstdndig abdichtet.
Forschungsergebnisse der letzten Jahre zeigten aber, dass es sich bei dieser Struktur
um eine dynamisch regulierte Diffusionsbarriere handelt, die auf verschiedene physio-
logische, pharmakologische und pathologische Bedingungen reagieren kann [6]. Die
Tight junction ist als wesentlicher Bestandteil des parazellularen Schlussleistenkom-
plexes somit fir die Aufrechterhaltung und Regulation der epithelialen Barrierefunktion
verantwortlich [28]. Als einfaches Mal} der Barrierefunktion flir lonen dient der elektri-
sche Widerstand Uber dem Epithel. Bei lecken Epithelien wie dem Jejunum und lleum
reprasentiert er hauptsachlich die lonenpermeabiltdt des parazellularen Weges. Bei
dichten Epithelien wie dem distalen Colon kann eine genauere Abschatzung der para-
zellularen lonenpermeabilitat mit Hilfe der Impedanz-Spektroskopie [57] und der Con-

ductance scanning-Technik [58] erfolgen.



Eine weitere Barrierefunktion der Tight junction wird als "fence function" bezeichnet:
Die Tight junction verhindert die laterale Diffusion von Proteinen und Lipiden innerhalb
der Zellmembran zwischen apikalem und lateralem Anteil, wodurch die Polariat von
Epithelien aufrecht erhalten wird [35].

Pathogene Wirkungen vieler Bakterien, wie z.B. Clostridium difficile, Escherichia coli,
Bacteroidis fragilis und Vibrio cholerae beruhen auf einer Modulation der
Tight junctions, wodurch es zur Veranderung der intestinalen Permeabilitat kommt [41].
Dem bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen beobachteten Barrieredefekt [80,
129, 130] konnten ebenfalls Veranderungen der Tight junction im Kolonepithel zuge-
ordnet werden [185, 131, 59].

1.1.2 Barrierestorungen und ihre pathophysiologische Bedeutung

Die intestinale Permeabilitat ist bei verschiedenen Krankheiten erhéht. Als klinisches
Symptom kommt es dabei durch eine gestdrte Transport- und Barrierefunktion zu
Durchféallen (z.B. Leckfluxdiarrhoe bei gestérter Barrierefunktion). Einerseits kénnen
infektiose Erreger oder deren Toxine diese Transport- und Barrierefunktion direkt ma-
nipulieren und so zu Solutverlust oder sekretorischer Aktivitdt des Darmepithels flihren
[41, 163], andererseits ist eine Stérung der Barrierefunktion oft Ursache oder auch Fol-
ge von Entzindungen der Darmmukosa. Bei chronisch entziindlichen Veranderungen
des Darmtraktes und auch bei HIV-Patienten ("human immunodeficiency virus") mani-
festieren sich dadurch massive Diarrhoen [134]. Uber Veranderungen der intestinalen
Permeabilitat bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) wurde mehrfach
berichtet [80, 129, 130]. Der Begriff CED fasst verschiedene Krankheitsbilder unter-
schiedlicher Genese zusammen. Die beiden wichtigsten sind hierbei Morbus Crohn
und Colitis ulcerosa.

Morbus Crohn ist durch eine Entziindung gekennzeichnet, die alle Abschnitte des
Gastrointestinaltraktes betreffen kann, aber bevorzugt im terminalen lleum und Kolon
auftritt. Typisch sind perianale Lasionen mit Fistelbildungen, vorwiegend axial ange-
ordnete Ulzera und die Bildung epitheloidzelliger Granulome und Aphten. Colitis ulce-
rosa ist eine fast ausschlieRlich im Kolon lokalisierte Entzindung, sie tritt fast immer
zuerst im distalen Dickdarm (Sigmoid und Rektum) auf und breitet sich unterschiedlich
stark nach proximal aus. Charakteristisch sind blutige und schleimige Diarrhden. Bei
beiden Erkrankungen werden extraintestinale Manifestationen an Gelenken, Haut, Au-
gen, Leber, Gallenwegen, seltener an Niere, Lunge und Pankreas beobachtet.

Es wird davon ausgegangen, dass chronisch entzindliche Darmerkrankungen durch

eine inadequate Reaktion des Immunsystems auf die normale luminale Flora ausgeldst



werden, wobei unklar ist, ob eine vermehrte Exposition oder eine vermehrte Immunak-
tivitat beztglich luminaler Antigene vorliegt. Dies ist gleichbedeutend mit der Frage, ob
der Barrieredefekt primar oder sekundar fir die Erkankungen ist. Fur die Entstehung
werden genetische Faktoren, Veranderungen in der Zusammensetzung der intestina-
len Mikroflora, Mikrozirkulations- und Resorptionsstérungen in der Darmmukosa, Ver-
anderungen im Immunsystem, sowie Belastungsfaktoren, zu denen Infektionen,
Schadstoffe und die Ernahrung zu zahlen sind, diskutiert [118].

Bemerkenswert ist die Entdeckung einer genetischen Pradisposition auf dem Locus
IBD1 ("inflammatory bowel disease locus") des Chromosoms 16q12. Hier wurde das
Gen nod2 ("nucleotide oligomerisation domain 2") identifiziert [81]. Es konnte gezeigt
werden, dass es sich beim zugehoérigen Protein um einen intrazellularen Rezeptor fiir
bakterielle Strukturen handelt. Mutationen im nod2-Gen scheinen zu einer veranderten
Erkennung intrazellularer Bakterien oder ihrer Produkte zu flihren [55]. Ebenfalls be-
schrieben sind Mutationen im Gen mdr1 ("multidrug resistance 1"), das fur ein
Phosphoglykoprotein kodiert. Dieses wird in intestinalen Zellen stark exprimiert und ist
ein Bestandteil der Barriere gegen Xenobiotika. Entsprechend entwickeln mdria-
defiziente Mause eine Colitis, die weitgehend der Colitis ulcerosa entspricht [128].
Beim Menschen geht ein Nukleotidpolymorphismus des mdr7 in Position C3435T mit
einer verminderten Phosphoglykoproteinexpression einher. Trager des Genotyps
3435TT zeigen eine gestdrte Barrierefunktion und haben ein gesteigertes Risiko fiir die
Ausbildung einer Colitis ulcerosa [148].

Auf die Barrierefunktion des intestinalen Epithels wirken eine Vielzahl von Verbindun-
gen ein. Dazu zahlen proinflammatorische und immunogen wirksame Substanzen, die
im Darmlumen gebildet werden, z.B. FMLP (N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin),
Peptidglykane, Lipopolysaccharide, Toxine mit Proteaseaktivitat, sekundare Gallensau-
ren, Abbauprodukte von Gallensauren und Medikamente [26, 142, 41, 125, 155].
Mikroorganismen sind ebenfalls in der Lage, die epitheliale Barriere direkt zu beein-
flussen: Pathogene attackieren das Epithel mittels verschiedener Virulenzfaktoren. Ein
Weg ist die direkte Zerstérung von Tight junction-Proteinen, was meist zur Ernied-
rigung des transepithelialen Widerstandes fihrt. Beispiele hierfir sind entero-
hamorrhagische Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Clostridium perfringens,
Bacteroides fragilis, Vibrio cholerae und Rotavirus [41, 103]. Eine indirekte Verande-
rung der Tight junctions durch Phosphorylierung oder Dephosphorylierung von beteilig-
ten Proteinen ist fur enteropathogene E. coli beschrieben worden [74]. Eine Permeabili-
tatserhdhung ohne Veranderung der Tight junction-Struktur wurde fur Clostridium diffi-
cile toxin A and B gezeigt [44]. Eine Veranderung des Aktin-Zytoskeletts der Zellen

durch Keime wie Clostridium botulinum, Listeria monozytogenes oder Shigella flexneri



fuhrt ebenfalls zur Verminderung der Barrierefunktion [150]. Invasion der Epithelzellen,
die nachfolgend die Moéglichkeit der Translokation erdffnet, ist ein weiterer Weg der
Interaktion von Pathogenen mit der intestinalen Barriere. Zur Kategorie der entero-

invasiven Bakterien werden z. B. Shigella, Salmonella und Yersinia gerechnet [115].

Steigerungen der Mukosapermeabilitat werden ebenfalls im Rahmen eines hypo-
volamischen Schocks, einer intestinalen Ischamie oder einer Endotoxindmie beobach-
tet. Dabei handelt es sich um Zustande, die oft im Rahmen von Stresssituationen, nach
Traumen oder Verbrennungen auftreten [175, 121]. Diese Konditionen finden sich bei
kritisch kranken Patienten und pradisponieren fir bakterielle Translokation, was letzt-
lich zu septischem Schock und multiplem Organversagen flihren kann [162]. Nach heu-
tigem Wissensstand ist also eine Stressung oder Schadigung der Mukosa Bedingung

fur eine pathologische Translokation kommensaler Mikroorganismen.

1.1.3 Wirkung von Zytokinen auf die epitheliale Barriere

Zu den Zytokinen rechnet man neben den Interleukinen (IL) auch Interferone (IFN),
Wachstumsfaktoren, Chemokine, "colony stimulating factors" (CSF) und die "tumor-
necrosis-factor"-Familie (TNF-Familie). Es sind regulatorische Peptide, die von nahezu
allen Zellen des Kérpers produziert und in die Umgebung abgegeben werden. Es sind
bis heute ca. 50 verschiedene regulatorische Peptide bekannt. Sie sind in der Lage,
verschiedenste Funktionen der Koérperzellen zu steuern. Wesentliche Funktionen von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren im Intestinaltrakt sind die Steuerung des Immunsys-
tems einschlief3lich der Regulation von Entziindungsvorgangen, sowie der Regulation
von Wundheilungsvorgangen.

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass Zytokine eine wichtige Rolle bei der
Entstehung und im Krankheitsverlauf der CED spielen. Im Zusammenhang mit diesen
Erkrankungen unterscheidet man pro-inflammatorische und anti-inflammatorische
Zytokine, d.h. Mediatoren, die eine Entzindung verursachen und verstarken und
solche, die eine Entzindungsreaktion herunterregulieren bzw. beenden kdnnen. Zu
den pro-inflammatorischen Zytokinen gehdéren insbesondere TNF, IL-1, IL-8, IL-12,
IL-18 und IL-13, zu den anti-inflammatorischen Zytokinen gehdéren unter anderem IL-4,
IL-10 und IL-11. Auch im menschlichen Dinn- und Dickdarm werden diese Mediatoren
von verschiedenen Zellen gebildet und regulieren verschiedene Funktionen im
Verdauungstrakt. Bei CED ist das Gleichgewicht zwischen pro-entzindlichen und anti-
entzindlichen Zytokinen dahingehend gestort, dass die entzindungsférdernden

Mechanismen Uberwiegen.



In der vorliegenden Arbeit wurden die Zytokine TNFa und IL-13 eingesetzt. Wahrend
TNFa schon seit langerem als wichtiges Zytokin, besonders bei chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen bekannt ist [20], belegen neuere Daten, dass
Interleukin-13 eine Schlisselrolle bei Colitis ulcerosa zukommt [77]. Die TNFa-
Produktion wird vor allem in Makrophagen, aber auch Granulozyten, Fibroblasten und
glatten Muskelzellen durch Stimuli wie z.B. Lipopolysaccharide induziert. Neben der
Koordination der Immunantwort ist eine Hauptwirkung des Zytokins die Induktion des
Apoptoseprogrammes von Zielzellen Gber CD95 (Fas/Apo1 - "fibroblast associated
apoptosis receptor") oder CD120a (p55 TNF-Rezeptor-Typ-1). Im Gesamtorganismus
treten bei Ausschiittung von TNFa Symptome wie Fieber, Appetitverlust und eine
Erhéhung der Akut-Phase-Proteine auf. Funktionelle Untersuchungen am gesunden
menschlichen Kolon in vitro zeigten, dass TNFo dort kurzzeitig eine Chloridsekretion
auslost [145]. Bei CED werden die Diarrhoen jedoch nicht durch aktive Chlorid-
sekretion verursacht, sondern im Wesentlichen durch eine reduzierte aktive Resorption
(Malabsoption) und einen gesteigerten sekretorischen Flux aufgrund erhéhter Tight
junction-Permeabilitat (Leckflux) [140, 24]. In humanen epithelialen Kolon-
karzinomzellen verursacht TNFa ebenfalls eine Permeabilitdtserhéhung ohne
Beeinflussung der aktiven Transportmechanismen [144]. Serosale Zugabe des
Zytokins reduziert den transepithelialen Widerstand konzentrationsabhangig auf bis zu
20 % des Ausgangswertes, ohne dass eine Chloridsekretion ausgeldst wird. Mit Hilfe
von Conductance scanning-Messungen wurde in unserem Labor gezeigt, dass der
Barriereverlust sowohl auf eine erhéhte Apoptoserate als auch auf Veranderungen der
Tight junction zurlckzufihren ist [56]. Die Reparaturfahigkeit des Epithels wird
ebenfalls durch TNFo beeinflusst, wie an HT-29/B6-Zellen anhand artifizieller

Einzelzelllasionen gezeigt werden konnte [47].

Der Schwerpunkt der Forschung Uber IL-13 liegt auf dessen Einfluss auf das Lungen-
epithel und auf andere Zellen des Atmungstraktes. In Tiermodellen bewirkte IL-13 eine
erhdhte Mukussekretion und eine Hypersensibilitat der Atemwege [67]. Die Durchfih-
rung elektrophysiologischer Versuche an Calu-3 (humanen Lungenepithel)-Zellen, die
mit IL-13 vorinkubiert wurden, ergaben einen reversiblen Abfall der Barrierefunktion.
Analysen der Tight junction-assoziierten Proteine ZO-1 und Occludin zeigten eine Re-
duktion der Expression von ZO-1 und eine schwache Verminderung der Occludin-
expression im Vergleich zu Kontrollen. In Studien zur Wundheilung flhrte die Applikati-

on von IL-13 zu einer Hemmung der Migration von Calu-3-Zellen [2].



In einem Mausmodell flir Colitis schien IL-13 die Epithelzellen zur Mukus- und Flis-
sigkeitssekretion zu stimulieren und fuhrte darlber hinaus zur Zerstérung der
Tight junction, was als moglicher Eintrittsweg flr Bakterien diskutiert wurde [27]. Der
barrieremindernde Effekt des Zytokins konnte in Kolonepithelzellen (HT-29/B6) de-
monstriert werden: Es zeigten sich Veranderungen der Tight junction, eine Erhéhung

der Apoptoserate und eine verlangsamte Wundheilung [77].

1.1.4 Bakterielle Translokation

In letzter Zeit hat sich die Erkenntnis durchgesetzt, dass der Gastrointestinaltrakt ein
komplexes Organ mit mehr Funktionen als der Verdauung und Ausscheidung von Nah-
rung ist. Der Darm ist ebenfalls ein metabolisches und immunologisches Organ, das

eine Barriere gegen in seinem Lumen lebende Organismen und Antigene darstellt [36].

Die Tatsache, dass im intestinalen Lumen Bakterienkonzentrationen der GroRenord-
nung 10'? Organismen pro Milliliter Faeces (Caecum) [154] vorkommen, illustriert an-
schaulich die Effizienz dieser Barriere eingedenk der Sterilitat angrenzender funktiona-
ler Kompartimente wie z.B. des portalen Blutes und der mesenterialen Lymphknoten
unter Normalbedingungen. 70-80 % des immunologischen Gewebes des Korpers be-
findet sich im Gastrointestinaltrakt, 90 % der zirkulierenden Antikorper zeigen Spezifita-

ten gegen intestinale Bakterien.

Die Vorstellung, dass der Gastrointesinaltrakt unter bestimmten Bedingungen eine
Quelle fur mikrobielle Kontamination normalerweise steriler Kompartimente des Kor-
pers bei z.B. Sepsis sein kdnnte, ist nicht neu und interessiert Kliniker bereits seit vie-
len Jahren. Im ausgehenden neunzehnten Jahrhundert entwickelte sich die Idee, dass
Peritonitis als Ergebnis der Passage viabler Bakterien vom angrenzenden Darm aus-
geldst wird, damals Durchwanderungs-Peritonitis genannt. Zwei Forschergruppen pos-
tulierten 1891 und 1895 unabhéngig voneinander den Ubertritt lebender Bakterien
durch die intakte Darmwand in-vivo [49, 45]. Diese Resultate wurden 1949 durch
Schweinburg et al. [149] bestatigt, die lebende Bakterien im Peritoneum von Hunden
nach hamorrhagischem Schock fanden. Schatten et al. [143] zeigten beim Menschen,
dass Bakterien auch in Abwesenheit eines infektidsen Prozesses vom intestinalen Lu-
men in die portale Zirkulation Ubertreten kénnen. Nachfolgend wurde klar, dass neben
gramnegativen Bakterien auch Endotoxin, grampositive Bakterien und Pilze die muko-

sale Barriere Uberwinden kénnen [102].

Seit 1979 definiert man nach Berg und Garlington [11] dieses Phanomen als bakterielle

Translokation (BT). Der Ausdruck beschreibt die Passage lebender Bakterien durch die



epitheliale Mukosa in die Lamina propria, weiter in mesenteriale Lymphknoten und
mdglicherweise andere Gewebe. Es ist sinnvoll, dieses Konzept weiter zu fassen und
jede Art von Translokation einzuschlielen, nadmlich sowohl den Ubertritt lebender und
nichtlebender Mikroorganismen und ihrer Produkte (z.B. Endotoxin) als auch den Uber-

tritt inerter Partikel und Makromolekdile.

1.1.5 Faktoren, die bakterielle Translokation beeinflussen

Neben bekannten pathogenen Keimen mit der Fahigkeit des Durchtritts durch die Bar-
rieren des Korpers, wie z.B. Listeria monocytogenes [100], Shigella flexneri [141] oder
Yersinia enterocolitica [61], gilt das Interesse der Forschung der Frage, ob Anteile der
normalen enteralen Flora unter bestimmten Umstanden vermehrt (oder tiberhaupt) aus
dem Gastrointestinaltrakt in andere Kompartimente des Korpers lbertreten kénnen. Im
Tiermodell wurden daher in vielen Studien verschiedene Einflisse auf die bakterielle
Translokation meist mittels Kultur viabler Organismen aus mesenterialen Lymphknoten
untersucht; Tabelle 1 gibt hieriiber einen Uberblick. Grundséatzlich erzeugen diese Stu-
dien durch Variation exogener Parameter Veranderungen entweder in der Darmflora
(z.B. Antibiotika), der Integritat der intestinalen Barriere (z.B. Ischamie) oder des Im-
munsystems (z.B. Graft-versus-Host-Disease). Brathwaite et al. zeigten mittels Nach-
weis von E. coli-B-Galaktosidase in Makrophagen von Mesenteriallymphknoten, dass
die Zahl der tatsachlich translozierten Keime weitaus grofRer sein muss als bisher an-
genommen, da die Werte eine deutliche Diskrepanz zu positiven Kulturen zeigten [21].
Weit weniger Studien gingen der Frage des initialen Durchtrittsereignisses intestinaler
Keime nach. Die Fahigkeit zur Translokation ist in der residenten Flora des Intesti-
naltraktes nicht gleich verteilt: Obwohl anaerobe Bakterien gegeniber Aerobiern im
Verhaltnis von 100:1 bis 1000:1 Uberwiegen, translozieren sie nur unter extremen Be-
dingungen, wie in athymischen [127], letal bestrahlten [22] oder schwerst verbrannten
Nagern [180]. In diesen Konditionen ist die enterale Integritat geschadigt und es
scheint, dass anaerobe Keime dann in direktem Verhaltnis zur Gewebsschadigung
translozieren. Im Gegensatz zu Anaerobiern translozieren gramnegative Aerobier (bzw.
fakultative Anaerobier) vergleichsweise massiv — sogar durch intaktes intestinales Epi-
thel [180, 181]. Gramnegative fakultative Anaerobier, insbesondere E. coli, sind die am

haufigsten und in gré3ter Anzahl aus mesenterialen Lymphknoten kultivierten Keime.



Modell Spezies
Verbrennung Maus, Schwein
Hamorrhagischer Schock Ratte
Intestinale Ischdamie Ratte
Intestinale Obstruktion Ratte
Bakterielle Fehlbesiedlung Ratte
Akute Leberschadigung Ratte
Leberzirrhose Ratte
Portale Hypertension Ratte
Gelbsucht Ratte
Hepatopulmonales Syndrom Ratte
Akute Pankreatitis Ratte
Totale parentale Ernahrung Ratte
Proteinmangelerndahrung Maus
Diinndarmtransplantation Ratte
Graft-vs-Host-Reaktion Ratte
Chemotherapie Maus
Antibiotika (oral) Maus
Clostridium difficile Maus
Lektin-Diarrhoe Ratte
Schlafentzug Ratte
Endotoxin (Niedrigdosis) Maus

Tabelle 1: : Uberblick iiber Translokationsmodelle im Tier (adaptiert aus [182]).

Somit ist evident, dass die absolute intraluminale Populationsdichte einzelner Mikroor-
ganismen nicht die Hauptdeterminante der Translokation darstellt und damit die beo-
bachteten Translokationsszenarien tber Anderungen der Darmpermeabilitat allein

nicht erklart werden konnen.

1.1.6 Bakterielle Translokation beim Menschen

Das Vorkommen bakterieller Translokation beim Menschen ist unbestritten [151], die
Datenlage zu mechanistischen Zusammenhangen aber vergleichsweise rar im Ver-
gleich zu Tiermodellen (siehe Abschnitt 1.1.5). Diese Schwierigkeiten bei Aufklarung
von Fragestellungen zur bakteriellen Translokation beim Menschen sind den ethischen
und methodischen Limitationen bei der Entnahme representativer Proben z.B. portalen
Blutes oder mesenterialer Lypmhknoten von Probanden geschuldet. Selbst diese Art
der Bestimmung wirde wahrscheinlich die Durchtrittsmenge mikrobieller Antigene
malfigeblich unterschatzen, wie Studien mit radioaktiv markierten Bakterien zeigten [3],

da die meisten Keime nach Durchtritt durch die Epithelbarriere abgetdtet werden.



Trotzdem ist klar, dass bakterielle Translokation durch verschiedene Konditionen, wie
(1) Veranderungen der normalen intestinalen Flora (2) physische Zerstérung der mu-
kosalen Darmbarriere durch z.B. direkte Schadigung der Enterozyten durch Strahlung
oder Toxine oder durch reduzierte Blutversorgung des Gastrointestinaltraktes und (3)

ein geschwachtes Immunsystem begunstigt wird.

In einer Studie wurde bei 15 % der Patienten mit einer Bauchoperation bakterielle
Translokation festgestellt [124]. Die Translokation war assoziert mit einem erhdhten
Risiko septischer Komplikationen [108] und das Spektrum der translozierten Keime
entsprach dem der spater entwickelten Sepsis. Noch ofter tritt bakterielle Translokation
bei Patienten mit Darmverschluss auf, ebenso bei immungeschwachten Individuen.
Diese und andere Studien unterstitzen das Konzept des Darmes als "Reservoir flr
Bakterien und Endotoxin" [38, 112]; ob aber bakterielle Translokation der initiale Me-

chanismus der Sepsis ist, bleibt umstritten.

Es muss aulRerdem zwischen pathologischer und nichtpathologischer Translokation
unterschieden werden, da sich abzeichnet, dass ein stetiges ,normales sampling“ so-
wohl luminaler Antigene als auch lebender Bakterien im Gastrointestinaltrakt stattfin-
det. Ein neben M-Zell-vermittelter Aufnahme [94, 97] existierender Durchtrittsweg
durch dendritische Zellen im Epithel wird von Rescigno et al. postuliert und konnte im
Zellkulturmodell nachexperimentiert werden [55]. Eine elegante Studie von MacPher-
son & Uhr ergab weitere Hinweise auf ein normales, aber strikt reguliertes intestinales
Antigensampling zur Aufrechterhaltung der Homdéostase (lUber IgA-Bildung und Sekre-
tion). Die Verwendung eines Maus-Loop-Modells, wobei zwei Loops im gleichen Tier
mit verschieden markierten Keimen inokuliert wurden, die beide nachfolgend in mesen-
terialen Lymphknoten nachweisbar waren, zeigte, dass Keime in verschiedenen Berei-

chen des Intestinaltraktes die Mukosa tiberwanden [110].

1.1.7 Die menschliche Darmflora

Die Flora des Gastrointestinaltraktes besteht aus einem hochkomplexen Gemisch von
Mikroorganismen, wobei bestimmte Bakterienspezies in verschiedenen Darmabschnit-
ten vorherrschen. Die Flora der Mundhdhle besteht aus ca. 200 verschiedenen Bak-
terienspezies mit einer Konzentration von 10° Bakterien pro Milliliter Fliissigkeit, wobei
dentale Plaques sogar bis zu 10" Bakterien pro Gramm enthalten. Im Magen finden
sich weit weniger Bakterien, hier hangt die Kolonialisierung von Erndhrungsgewohnhei-
ten ab und variiert sehr stark. Es finden sich zwischen 10" bis 10°> Keime pro Milliliter

Mageninhalt. Normalerweise wirkt das sehr saure Magenmilieu stark bakterizid, seit



einem Jahrzehnt ist jedoch bekannt, dass etwa ein Drittel der Weltbevolkerung mit He-
licobacter pylori besiedelt ist [120]. Es wird derzeit diskutiert, ob diese Besiedlung ei-
nen ausschlieBlich krankhaften Status darstellt. Die Pathogenitat dieses Keims hangt
von Virulenzfaktoren ab, deren Gene auf einer Pathogenitatsinsel lokalisiert sind. An-

scheinend sind nur Stdamme, die diese Virulenzfaktoren haben, pathogen.

Der proximale Dinndarm ist vorwiegend mit Lactobazillen und Streptokokken besie-
delt, wobei aufgrund des niedrigen pH-Wertes und hoher peristaltischer Aktivitat die
Konzentration bei 10° bis 10* Keimen pro Milliliter liegt. Im distalen Diinndarm findet
man 10® bis 10° Bakterien pro Milliliter, neben Laktobazillen und Streptokokken sind

hier insbesondere Enterobacteriaceae wie Escherichia coli angesiedelt.

Im Dickdarm findet man dagegen eine um 3 bis 4 GrofRenordnungen hdhere Konzent-
ration, namlich 10" bis 10'? Bakterien pro Gramm Darminhalt. Man schétzt, dass unge-
fahr 400 verschiedene bakterielle Spezies im Dickdarm residieren, wobei die Zahl mog-
licherweise deutlich unterschatzt wird, da nicht genau zu sagen ist, wie viele Spezies
nicht kultivierbar sind. Ansassig sind im Kolon vor allem obligate Anaerobier wie Bacte-
roides, Eubakterium, Bifidobakterium, oder Clostridien. Diese machen 99 % der Ge-
samtpopulation aus. Aulierdem gehdren fakultative Anaerobier mit einer ungefahren
Konzentration von 10® Keimen pro Gramm Darminhalt zur residenten Flora. Hierbei

handelt es sich vorwiegend um Escherichia coli.

Die Flora innerhalb eines Darmsegments ist vom Darmlumen hin zur Glykokalyx der
Epithelzellen wahrscheinlich sehr unterschiedlich aufgebaut, da sich einerseits die Mi-
lieubedingungen und andererseits die Keime in ihrer Fahigkeit zur Adharenz unter-
scheiden [167]. Deshalb spiegelt die Zusammensetzung einer Stuhlprobe nicht zwin-

gend die Epithel-assoziierte Flora wieder.

1.1.7.1 Extraintestinal pathogene E. coli

Stdmme der Spezies Escherichia coli stellen 0,01 - 0,1 % der residenten Flora des
Darmtraktes. Als Erstbesiedler des menschlichen Darmes schaffen sie anaerobe Be-
dingungen, die zur Kolonialisierung durch anaerobe Mikroorganismen flhren. E. coli,
die zur permanenten Flora des Gastrointestinaltraktes gehéren, werden als kommen-
sale Keime bezeichnet. Demgegeniber unterscheidet man pathogene E. coli, die bei

Anwesenheit meist zu einer Erkrankung fiihren.



Stamme der residenten Flora, die die Fahigkeit besitzen, aulerhalb des Gastrointesti-
naltraktes Infektionen zu verursachen, wurden in eine neue Gruppe — ExXPEC, fir
"extraintestinal pathogenic E. col" — eingeordnet [138]. Verschiedene extraintestinale
Infektionen werden durch diese Stdmme verursacht, wobei die am haufigsten auftre-
tenden Erkrankungen Harnwegsinfektionen sind. AuRerdem sind E. coli haufig Ursache
von Bakteriamie und Sepsis. Neonatale Meningitis und Sepsis, welche oft zu schwer-
wiegenden Folgekrankheiten flihren, werden ebenfalls hauptsachlich durch ExPEC-
Stamme hervorgerufen [104]. Prominent sind EXPEC auch in intraabdominalen Infekti-
onen sowie bei nosokomialer Pneumonie, seltener findet man sie bei Knochenhautent-

zUndungen, Zellulitis und Wundentzindungen.

Die fur die meisten extraintestinalen Infektionen verantwortlichen ExPEC-Stamme sind
von normalen kommensalen E. coli so verschieden wie intestinal pathogene Stdmme.
Unterschiede zeigten sich bei phylogenetischer Einordung der Stamme, wo im Gegen-
satz zu kommensalen apathogenen und intestinal pathogenen Spezies EXPEC-
Stdmme den Klassen B2 und seltener D zugeordnet wurden. Die weitere Eingrenzung
klinisch haufig anzutreffender Klone erfolgt tber charakteristische O:K:H-Serotypen
[77]. EXPEC besitzen eine Reihe extraintestinaler Virulenzfaktoren (VF), die es ihnen
ermoglichen, mukosale Oberflachen zu kolonialisieren, Immunmechanismen des Wir-
tes zu umgehen, Zugang zu essentiellen Nahrstoffen wie z.B. Eisen zu erhalten, den
Wirt zu invadieren oder zu schadigen und Entziindungen hervorzurufen [84]. Charakte-
ristische Virulenzfaktoren von ExPEC sind verschiedene Adhasine, Polysaccharidhl-
len (Lipopolysaccharide und Kapseln), Toxine, Siderophore, Proteasen, Invasine und
Serumresistenz vermittelnde Proteine. Viele dieser Faktoren sind auf sogenannten
Pathogenitatsinseln (PAI - "pathogenicity island") kodiert [15, 63]. Pathogenitatsinseln
sind Blocke zusammenhangender Virulenzfaktoren, die bei kommensalen Stdmmen
nicht anzutreffen sind. Der Guanin + Cytosin-Gehalt dieser Pathogenitatsinseln unter-
scheidet sich deutlich von normaler E. coli-DNA. Des Weiteren enthalten diese Ab-
schnitte Mobilitatselemente wie z.B. Insertionssequenzen und sind im Genom an tRNA
Loci eingefligt, was fir einen Phage-mediierten Horizontaltransfer spricht. Im Gegen-
satz zu intestinal pathogenen E. coli sind EXPEC nach heutigem Wissensstand nicht in
der Lage, gastrointestinale Erkrankungen beim Menschen auszuldésen. Sie sind fahig,
den menschlichen Intestinaltrakt asymptomatisch fur langere Zeit zu kolonialisieren
und kénnen dabei unter bestimmten Umstanden sogar effektiver als normale kommen-
sale Stamme sein [184]. Studien zeigten, dass EXPEC den dominanten Anteil fakaler

E. coli-Isolate in 20 % der gesunden Probanden darstellten [84, 81].



Obwohl ExPEC fiir ihr Virulenzverhalten bekannt sind, assoziieren sie doch vornehm-
lich in kommensaler Art und Weise mit dem Wirt und verursachen Infektionen nur,
wenn sie den Intestinaltrakt verlassen und in normalerweise sterile Kompartimente des

Kdrpers vordringen kdénnen.

1.1.8 E. coli-a-Hamolysin

Zytolysine — das sind Toxine mit lytischer Wirkung auf eukaryontische Zellen — stellen
wichtige Virulenzfaktoren von pathogenen Bakterien dar. Bei den meisten dieser
Toxine handelt es sich um porenbildende Proteine. Eines der bekanntesten
bakteriellen Zytolysine ist das a-Hamolysin (HlyA) von Escherichia coli, welches oft von
extraintestinal pathogenen, vor allem von harnwegspathogenen E. coli-Stdmmen
gebildet wird [107, 106]. Es gehdrt zur groRen Familie der bei gramnegativen
bakteriellen Krankheitserregern weit verbreiteten RTX-Toxine ("repeats in toxin") [178]
und ist in der Lage, verschiedene Animalzelltypen zu lysieren [37]. Ein Rezeptor auf
Zielzellen konnte bisher nicht eindeutig identifiziert werden. Es wurde beobachtet, dass
Glykophorin auf Erythrozythen die Affinitat des Toxins maRgeblich erhéht [1]. Das
mehrheitlich akzeptierte Modell beinhaltet eine lipophile Einlagerung des Toxins nach
Konformationsanderung durch Kalziumbindung, wodurch es zu einer Pore in der
Zellmembran und Integritatsverlust der Zelle kommt. Die erwahnten Repeats bestehen
aus Glycin- und Aspartat-reichen Sequenzwiederholungen, die ein Kalziumbindungs-
motiv darstellen. Zur Auspragung von Aktivitat binden RTX-Toxine Kalzium an diese

Repeats.

Struktur Export

Bp: 512 3074 4 2123 1436

hlyAs

Abb. 2: Operon fiir Sekretion und Synthese von a-Hamolysin (adaptiert aus
[1086]).

Die extrazellulare Sekretion des reifen a-Hamolysins erfolgt mit Hilfe eines

spezifischen  Transportapparats, der aus zwei integralen Proteinen der



Zytoplasmamembran, HlyB und HlyD, sowie dem in der duf3eren Membran verankerten
TolC zusammengesetzt ist. Der Export wird durch Bindung von HIlyB an die C-
terminale Signalsequenz des HIyA initialisiert [106]. Abgesehen vom Gen fir TolC
(tolC), das in allen gramnegativen Bakterien vorhanden ist, befinden sich vier der fir
eine funktionelle Expression notwendigen Gene auf einem Operon (hlyCABD-Operon;
Abb. 2), das genomisch auf einer Pathogenitatsinsel (PAIl) lokalisiert oder Plasmid-
kodiert ist [101]. Das a-Hamolysin wird in E. coli zunachst in Form eines inaktiven
Protoxins (proHIyA) von 110 kDa synthetisiert und noch vor seiner Sekretion aus der
Bakterienzelle durch Fettsdureacylierung an zwei Lysinresten aktiviert. Diese
Acylierung ist malfgeblich fir effiziente Bindung an Membranen im Lipidbilayermodell
[68]. Die Aktivierung durch Acylierung ist vom zytoplasmatischen Protein HIyC

abhangig, das mit proHIyA koexprimiert wird.

1.1.8.1 Pathophysiologische Relevanz von E. coli-a-Hdmolysin

Erste Hinweise auf Hadmolysin als Virulenzfaktor erbrachte Welch et al. 1981: Ein re-
kombinant erzeugter hlyA-positiver E. coli-Stamm zeigte erhdhte Mortalitat im Ver-
gleich zum Kontrollstamm in einem intra-abdominalen Ratten-Sepsismodell [177]. Spa-
tere Tierversuche unterstitzten diese Beobachtungen: Niedrige Dosen HIyA in einem
konstant perfundierten Kaninchen-lleum-Loop-Modell verursachten eine erhdhte Ha-
moglobinkonzentration, Vasokonstriktion erfolgte und es bildeten sich Odeme [117].
Hamolytische E. coli-Stamme verursachten signifikant starkere Peritonitis nach intrape-

ritonealer Injektion in Ratten [116].

Eine Reihe epidemiologischer Studien zeigt eine starke Assoziation Hamolysin-
produzierender E. coli-Stamme mit extraintestinalen Infektionen, wobei neben neo-
nataler Meningitis [93] Harnwegsinfekte vorherrschend sind [60, 48]. Hdmolytische

E. coli-Stdmme kénnen ebenfalls aus der Flora gesunder Probanden isoliert werden
[135, 171]. Die Wirkung von E. coli-a-Hamolysin auf Zellen ist zeit- und konzen-
trationsabhangig. Wahrend hohe Hamolysinkonzentrationen zu Nekrose flihren, indu-
zieren sublytische Konzentrationen des Toxins in verschiedenen eukaryontischen Zel-
len eine Veranderung der normalen Funktionen, wie z.B. Kalziumoszillationen [172],
Zytokinausschuttung in epithelialen Zellen [157] und apoptotische Veranderungen [69].
Die Lyse von Erythrozythen bietet fir das Bakterium im Koérper auflerdem eine Mog-
lichkeit an Eisen zu gelangen und damit sein Wachstum zu begunstigen. Es konnte

weiterhin gezeigt werden, dass hamolysierende im Vergleich zu Hamolysin-defizienten



Stammen zur Histaminausschittung bei Rattenmastzellen fiihrten und bei humanen
Granulozyten Leukotriene freisetzten [65]. Gleichermalen induzierten diese Stamme
Kalziuminflux in Granulozyten, wobei Proteinkinase C-Aktivierung durch GTPase-
Aktivitat nachgewiesen wurde [91]. Diese Daten verdeutlichen das immunmodulatori-
sche Potenzial HlyA-exprimierender Stamme. Bei humanen Endothelzellen bewirkte
die Stimulation mit HIyA die Ausschittung von Stickstoffmonoxid, "platelet activating
factor" (PAF), Prostaglandin 12, Diacylglycerol und Insositolphosphaten [62]. Humane
Monozyten wurden durch HIyA zur IL-1B-Sekretion stimuliert, TNFo und IL-1 wurden
nicht sezerniert [69, 70]. IL-6 und LPS (CD14) Rezeptorshedding wurde durch HIlyA an
humanen Monozyten und Rezeptor-transfizierten Zellen nachvollzogen, wobei der IL-6
Rezeptor in Lésung seinen Liganden band und bei IL-6 Rezeptor-defizienten Zellen ein
spezifisches Signal vermittelte [176]. Dies wirde in-vivo die schadigenden Effekte des

Hamolysins noch verstarken.



1.2 Fragestellung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die qualitative und quantitative Untersuchung des Trans-
lokationsverhaltens intestinal apathogener Escherichia coli-lsolate Uber die epitheliale
Barriere des Darms. Hierzu wurden verschiedene, mehrheitlich intestinale, epitheliale

Zelllinien als Modellsysteme einer epithelialen Barriere eingesetzt.

Weiterfihrend wurde die Rolle proinflammatorischer Zytokine auf den Trans-
lokationsprozess am Zellkulturmodell untersucht und dadurch das Verhalten des Darm-

epithels beziiglich der untersuchten Isolate unter entziindlichen Bedingungen simuliert.

Ein nachstes Ziel war die fluoreszenzoptische Darstellung des Translokations-
prozesses, wobei beabsichtigt war, den genauen Weg des Ubertritts und einer mogli-
chen Barrierestorung des Epithels zu zeigen und zu charakterisieren. Interessant war
hier die Frage, ob es sich um einen trans- oder parazellularen Durchtritt handelt. Dies
wurde an Zellkulturen und an nativen Epithelien des Rattenkolons durchgefuhrt. Im
Zuge der Abklarung des Durchtrittsweges wurde die Invasionsfahigkeit des trans-

lozierenden Stammes untersucht.

Die ldentifizierung und Charakterisierung der bakteriellen Pathogenitatsfaktoren, die
am Prozess der Translokation beteiligt sind, sollte durch Korrelation funktioneller Daten

aus Zellkulturversuchen und proteinbiochemischen Methoden erreicht werden.

Ein weiteres Anliegen bestand in der Ubertragung des Systems in die ex-vivo-
Situation, um eine mdgliche pathophysiologische Relevanz der beobachteten Effekte

zu validieren.



