4 Diskussion

Die Interaktion mit der umgebenden Mikroflora ist von ausschlaggebender Bedeutung
fur die menschliche Gesundheit. Bakterien sind als Verursacher vieler Krankheiten
identifiziert worden. Besonders anschaulich wird die Notwendigkeit eines fein geregel-
ten Zusammenspiels im Gastrointestinaltrakt, da sich hier eine vergleichsweise grol3e
Keimpopulation in direkter Interaktion mit dem Wirt befindet. Als Abgrenzung zwischen
Korperinnerem und -auRerem bilden Epithelien hier multifunktionale Gewebe, die ei-
nerseits vektoriellen Transport von Soluten, Wasser und Nahrstoffen bewaltigen und
andererseits gleichzeitig eine Barriere fur luminale Keime darstellen. Kommt es zu ei-
ner Stérung dieser Barrierefunktion, ist die Separation des Lumens von der Mukosa,
und weiterfihrend anderer steriler Kompartimente des Koérpers, nicht mehr gewahrleis-
tet. Neben einer Beeintrachtigung des Stoffaustausches ber das Epithel besteht nun
die Moglichkeit des unregulierten Eintritts luminaler Antigene / Bakterien in die Mukosa,
was bei Uberschreiten einer kritischen Menge eine entziindliche Reaktion auslést oder
zu disseminierten Infektionen flihren kann. Neben Pathogenen als Ausloser entziindli-
cher Darminfektionen wird fir Konditionen wie chronisch entzindliche Darmerkrankun-
gen angenommen, dass Bakterien der kommensalen Flora diese Entziindungen unter-
halten bzw. verstarken kénnen, wenn nicht sogar als Ausldser der Inflammation fungie-
ren [118]. Nicht eindeutig geklart ist, ob ein Barrieredefekt dem Krankheitsgeschehen
bereits vorangeht oder, wie beschrieben [17, 24, 59, 144, 185], sekundar durch die
Entzindungsreaktion verursacht wird. Daher ist es eine sehr interessante Frage, ob
Vertreter der normalen Darmflora unter bestimmten Bedingungen in der Lage sind, die

epitheliale Barriere zu Uberwinden.

Im Zuge dieser Fragestellung wurden in dieser Arbeit Isolate extraintestinal pathogener
E. coli (EXPEC), die Teil der normalen intestinalen Flora sind [81], auf ihre Fahigkeit
zur Translokation Uber die epitheliale Barriere im HT-29/B6-Zellkulturmodell getestet
und potentielle Durchtrittswege optisch und elektrophysiologisch charakterisiert. Das
Invasionsvermogen der Isolate wurde ebenfalls untersucht, sowie der Einfluss entzind-
licher Bedingungen auf die Translokation nachgebildet. Vergleichend zum Zellkultur-
modell konnte zusatzlich erstmalig eine neuartige Form der Epithelschadigung, ge-

nannt focal leak, im nativen Darmepithel der Ratte gezeigt werden.



41 Translokation apathogener E. coli
4.1.1 Translokationsmessung am HT-29/B6-Epithelmodell

Die in dieser Arbeit hauptsachlich verwendeten HT-29/B6-Zellen haben Eigenschaften
von Kolonkryptenzellen [95] und bilden somit nicht alle im Kolon vorkommenden
Enterozytentypen nach, ermdglichen aber die Untersuchung epithelialer Transport- und
Barriereprozesse ohne die Beeinflussung durch nichtepitheliale Strukturen auf einer
reproduzierbaren Basis. Aulerdem ist durch den Einsatz von Zelllinien das Risiko der
Kontamination durch Fremdkeime mit entsprechender Verfalschung der Ergebnisse
durch die von vornherein realisierbare Keimfreiheit der Kultur mit weit weniger
Arbeitsaufwand zu erreichen. Deshalb ist ein solches Modell fur quantitative Aussagen
Uber translozierende Keime gut geeignet. Gleichzeitig ergibt sich dadurch die
Moglichkeit, invadierte Bakterien zu bestimmen. Bei der transformierten Zelllinie HT-
29/B6, entstanden aus HT-29-Zellen unter Glukoseentzug, handelt es sich um ein gut
charakterisiertes Modell einer epithelialen Barriere. Seine funktionellen Eigenschaften,
wie Mukus- und Chloridsekretion, sind gut untersucht [95]. Es konnte gezeigt werden,
dass HT-29/B6 funktionelle Tight junctions ausbilden [144] und diese die parazellulare
Leitfahigkeit stark begrenzen [57], was eine Eigenschaft dichter Epithelien ist und die
effektive Abdichtung des parazellularen Weges beweist. Fluxmessungen unter
Verwendung von Grossenmarkern bestatigten die abdichtende Funktion der HT-29/B6-
Monolayer hinsichtlich groRer Molekile (4 kDa) [17].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein intestinal apathogener Stamm eine
signifikante Zellschadigung im intestinalen Epithel hervorrufen kann und damit das Po-
tenzial zum Ubertritt Gber die epitheliale Barriere besitzt. Es ist anzunehmen, dass
durch diese Lasionen auch sekundare Translokation luminaler Inhalte erméglicht wird.
Im Vergleich zu E. coli O4 waren andere getestete Stamme gleicher Klassifizierung

nicht in der Lage, diesen Effekt zu erzeugen.

Im Gegensatz zu pathogenen Keimen existieren vergleichsweise wenig Studien zur
Translokation kommensaler Mikroorganismen Uber die intestinale Barriere, abgesehen
vom klassischen in-vivo Aufnahmeweg Uber M-Zellen [123, 94], welche man als Ort
des Antigen-samplings versteht. Clark et al. zeigten, dass ein apathogener E. coli im
Caco-2-Zellkulturmodell unter entziindlichen Bedingungen (TNFa und IFNy) vermehrt
transloziert und postulieren eine transzelluldre Passage dieses Keims [31]. Diese
Studien werden als Beispiel eines vermehrten bakteriellen Durchtrittes unter
entziindlichen Bedingungen gewertet, wobei aber der eingesetzte Stamm molekular

nicht charakterisiert wurde. Es ist daher nicht auszuschlieRen, dass dieser Stamm



bekannte Virulenzfaktoren aufweist. Versuche zur Epithelinvasion eines
uropathogenen E. coli-Isolats wurden von Guignotetal. an polaren intestinalen
Zellkulturen durchgefuhrt und zeigten eine CD55-abhangige Invasion und gleichzeitig
eine potente Zerstérung der Zellen durch Hamolysin [69]. Die Fahigkeit zur Invasion ist
als Vorbedingung eines weiteren transzellularen Durchtritts zu sehen. Ein weiteres
intestinales Zellkulturmodell ist die von Zeng et al. genutzte T84-Zelllinie, an der die
Transzytose von klinischen Enterococcus faecialis Isolaten untersucht wurde, wobei
sich je nach Isolat Unterschiede in der Effizienz des Durchtritts ergaben [186]. Eine
Translokationsstudie mit E. coli K1-Isolaten [25], haufigen Verursachern neonataler
Meningitis, an T84- und Caco-2-Zellen ist ein weiteres Beispiel fir die Eignung von
Zellkulturmodellen zur in-vitro-Testung bakterieller Interaktionen mit dem Darmepithel.
Obwohl T84, Caco-2 und auch MDCK-Zellen ebenfalls eine funktionelle Barriere
ausbilden koénnen, eignet sich der Klon HT-29/B6 zusatzlich besonders fir die
Untersuchung des Einflusses entzundlicher Bedingungen auf Barriere- und
Transportprozesse, da diese Zelllinie zytokinresponsiv ist [146, 56, 144]. Eine direkte
Interaktion eines intestinalen Keims mit dem Epithel der Mukosa ist in der vorliegenden

Arbeit beschrieben.

4.1.2 E. coli Nissle 1917 im Translokationsmodell

Escherichia coli Nissle 1917 ist ein probiotischer Stamm, der zur Remissionserhaltung
bei Colitis ulcerosa oral eingesetzt wird (Mutaflor®) und &hnlich gute Ergebnisse wie
das klassisch eingesetzte Praparat Mesalazin erzielt [132, 181]. Dieses Isolat ist ein
apathogener Mikroorganismus mit dariiberhinaus anerkannt probiotischen Eigenschaf-
ten fur die Darmgesundheit, wobei die zugrundeliegenden Mechanismen nicht aus-
reichend geklart sind. Im HT-29/B6-Modell zeigte E. coli Nissle 1917 keine Translokati-
on, beobachtet wurde aber eine massive Adharenz an der apikalen Seite des Epithels.
Da Adhasion eine Vorraussetzung fir Internalisierung, respektive Invasion ist, wird die
Fahigkeit zur Adharenz und sich dadurch ergebende Kompetition um Epithelbin-
dungsstellen mit anderen Keimen als ein Faktor probiotischer Wirkung von
E. coli Nissle diskutiert [18]. Auch nach Inkubation der Epithelzellen mit den proinflam-
matorischen Zytokinen TNFa und IL-13 ergab sich kein Durchtritt, obwohl die durch
das Epithel gebildete Barriere nach Inkubation massiv geschadigt war, wie der stark
abgefallene transepitheliale Widerstand zeigte. Es ist bekannt, dass der Zytokin-
induzierte Widerstandsabfall in dieser Zelllinie eine erhéhte Apotoserate und Verande-

rungen der Tight junction wiederspiegelt [56, 144] und damit eine Offnung des parazel-



luldren Weges darstellt. Dass der probiotische Keim selbst unter diesen Bedingungen
nicht in Lage ist zu translozieren, demonstriert die Effizienz der epithelialen Barriere
gegeniber Mikroorganismen. Diese Beobachtung wurde in Caco-2-Zellkultur wieder-
holt und bestatigte das Ergebnis. Die von Clark et al. an Caco-2-Zellen beschriebene
vermehrte Translokation des E. coli C25 [31] unter Zytokinen und metabolischem
Stress zeigt im Vergleich zu den in dieser Arbeit gewonnen Daten an E .coli Nissle,
dass genetische Unterschiede der Keime ebenfalls die Durchtrittsfahigkeit bestimmen

und inflammatorische Bedingungen im Epithel allein nicht ausreichen.

4.1.3 Translokation verschiedener ExPEC-Isolate

Die nicht zu detektierende Translokation des Probiotikums E. coli Nissle, selbst unter
der Bedingung einer schweren Barrierestérung durch Zytokine, warf die Frage auf, ob
dies ebenfalls flir andere E. coli zutrifft. Dazu wurde eine Auswahl an E. coli-
Patientenisolaten getestet, die mit extraintestinalen Infektionen assoziierten Serovaren
angehdren. Es bestand die Hypothese, dass diese Keime die Fahigkeit besitzen die
Darmwand zu Uberwinden. Die begrenzende Struktur auf diesem Weg wird durch das
Epithel der Mukosa gebildet. Die Isolate wurden auf klassische Virulenzfaktoren in-
testinal pathogener E. coli getestet, um eine entsprechend bekannte Pathogenitat aus-
zuschlieen. AuRer Hamolysin — ein anerkannter Marker extraintestinaler E. coli-Isolate
[138] — wurden keine bis dato bekannten Virulenzfaktoren nachgewiesen. Somit wur-
den diese Stamme der Klasse der EXPEC — extraintestinal pathogene E. coli — zu-
geordnet. EXPEC residieren intestinal asymptomatisch, verursachen aber bei Erreichen

normalerweise steriler Kompartimente des Korpers teils schwere Infektionszustande.

Der verwendete Stamm 0O6:K5 wurde aus dem Stuhl eines gesunden Probanden
isoliert. Dieser Serotyp ist einerseits in der normalen Flora zu finden, andererseits bei
Harnwegsinfekten und Bakteridamie [14]. E. coli K1, ein weiterer Stamm, wurde
aufgrund der etablierten Assoziation des Kapselantigens K1 mit neonataler Meningitis
ausgewahlt, da hier ebenfalls das Uberwinden der epithelialen wie auch der endo-
thelialen Barriere Voraussetzung fir die Erkrankung durch diesen Keim sind [87].
Translokationsexperimente wurden im gleichen Versuchsaufbau durchgeflihrt, doch
zeigten beide Keime ebenfalls keinen Durchtritt, vergleichbar dem Probiotikum
E. coli Nissle. Als weiterer Versuchsstamm wurde E. coli O4, ein Pyelonephritisisolat,
ausgewahlt. Dieser Serotyp ist Bestandteil der physiologischen Darmflora, man findet
ihn aber ebenfalls haufig bei Harnwegsinfektionen [81, 72]. Dieser Stamm zeigte

spontane Translokation Gber das HT-29/B6-Epithelmodell und wurde im Weiteren zur



eingehenden Charakterisierung der Route und des Mechanismus des Durchtritts sowie
des Einflusses entziindlicher Bedingungen auf die Translokation benutzt. Dieses
Modellergebnis zeigt, dass Subgruppen im Darm residenter und als intestinal
apathogen klassifizierter E. coli die Potenz zur Schadigung und zum Durchtritt durch

die epitheliale Barriere haben.

4.1.4 Translokation von E. coli O4 im Zellkulturmodell

E. coli O4 permeiert spontan den durch HT-29/B6 gebildeten Monolayer, wobei es
gleichzeitig zum Abfall des transepithelialen Widerstandes kommt (Abb. 10). Dieses
Ergebnis steht im Gegensatz zum E. coli C25-Translokationsmodell, in welchem eine
transzellulare Passage des E. coli ohne Widerstandsabfall berichtet wird [31].
Burns et al. notierten ebenfalls einen Abfall des transepithelialen Widerstands bei
Transzytose eines E. coli K1-Stammes, diskutierten dies aber nicht weiter [25]. Eine
Studie mit dem apathogenen E. coli HB101, der in Kombination mit Dinitrophenol
(DNP), einem Hemmer der oxidativen Phosphorylierung, auf T84- und HT29-
Monolayern inokuliert wurde, zeigte, dass Epithelien unter metabolischem Stress durch
kommensale E. coli Barrieredefekte entwickeln kénnen. Die Translokation des
E. coliHB101 in dieser Studie ging mit einem Widerstandsabfall einher [122]. Eine
Monolayer-zerstorende Wirkung eines Pyelonephritisisolates (EC7372) wurde von
Guignot et al. auf Caco-2/TC7-Zellen berichtet; in dieser Studie wurde aber das

Translokationspotenzial des Keims nicht untersucht [69].

Der transepitheliale Widerstand ist ein einfaches Mal fiir die Integritat der Barriere und
wird wesentlich durch die parazellulare lonenleitfahigkeit des Epithels bestimmt. Diese
wiederum wird durch die Dichtheit der Tight junction determiniert. Eine starke Abnahme
von R'ist zumeist durch eine Zunahme der parazelluléren Leitfahigkeit des Epithels
verursacht, jedoch kann z.B. eine sehr starke Stimulation einer transzellularen
Chloridsekretion einen ahnlichen Effekt hervorrufen. Um die Ursache des
beobachteten Widerstandsabfalles durch E. coli O4 genauer zu klaren, wurde die
flachige Leitfahigkeitsverteilung analysiert und ergédnzend fluoreszenzoptische
Methoden zur Visualisierung der epithelialen Morphologie eingesetzt. Die Verwendung
bakteriendichter Filter ermdglichte die Lokalisation der Keime nach deren Durchtritt

durch das Epithel, da die Keime auf Filterebene akkumulierten.

Hierbei zeigten sich bakterielle Plaques im Bereich von Lasionen in der Epithelschicht
(Abb. 19), welche ohne erkennbare Regel Gber den Filter verteilt waren. E. coli O4 ist

somit in der Lage, Zellen der Epithelschicht zu zerstéren und sich auf diese Weise



Zutritt zum Basalkompartiment zu verschaffen, das in der in-vivo-Situation einen
hochgradig immunkompetenten Raum des Korpers darstellt. Der Durchtritt erfolgt
dabei nicht, oder nur in sehr kleinem Malle gleichverteilt durch die Epithelzellen,
sondern es entstehen "hot spots" massiven Durchtritts der Keime, welche der in-vivo-
Situation aufgrund ihrer fortschreitenden Ausdehnung die Mdglichkeit unspezifischer

Sekundartranslokation weiterer Antigene eroffnen.

Diese epithelialen Offnungen wurden als "focal leaks" bezeichnet. Das die L&sionen
umgebende Epithel war morphologisch unverandert und die basale Leitfahigkeit dieser
Regionen unterschied sich nicht von Kontrollepithel, wahrend focal leaks stark erhodhte
Leitfahigkeiten aufwiesen. Der mittlere Leitwert der vermessenen Léasionen lag um ein
Zehnfaches Uber dem in diesem Epithel fur Apoptosen bekannten Wert [17]. Dies zeigt,
dass eine fur den Durchtritt luminaler Inhalte relevante Wirkung des E. coli O4 auf die

beschriebenen fokalen Lasionen begrenzt ist.

Experimente zu verschiedenen Zeitpunkten ergaben, dass zu Anfang kleine Lasionen
(Einzelzellniveau) entstehen (Abb. 22), die dann progressiv grélker werden, permanent
leitfahig sind (Abb. 23) und somit mehr Keimen den Durchtritt erméglichen. Es erhéht
sich neben der GroRe der Lasionen auch deren Anzahl (Abb. 19B) und damit die

Gesamtleitfahigkeit, was zusammengenommen den Widerstandsabfall begriindet.

Die Farbungen bewiesen au’erdem, dass bereits durch sehr kleine Schadigungen, im
Bereich 1-3 Zellen (siehe Abb. 22), Bakterien durchtreten kénnen. Die relativ starke
Streuung hdherer Leitwerte fur Lasionen in E. coli O4-inkubierten Epithelien (Abb. 26B)
weist auf das Vorhandensein verschieden grof3er Schadigungen hin. Der progressive
Verlauf der beschriebenen Barriereschadigung unterscheidet sich deutlich von dem
durch Apoptosen verursachten Einzelzelldefekten, bei denen die Integritat der Barriere
gegeniber Makromolekilen Uber den gesamten Zeitverlauf der "Entsorgung" der

apoptotischen Zellen aufrechterhalten wird [17].

Fir kleine, frihe focal leaks ergab sich, visualisiert durch Farbung der Tight junction
Marker Occludin oder ZO-1, eine trichterférmige Vertiefung im Monolayer, welche eine
Abflachung und Streckung umgebender Zellen in den zerstérten Bereich abbildet.
Diese Beobachtung entspricht dem von Florianetal. [46] postulierten
Reparaturvorgang an Einzelzelldefekten in dieser Zelllinie und kann als Versuch, die

initiale Lasion zu schlielRen, interpretiert werden.

Ein anderes Bild zeigte sich bei E-Cadherinfarbung (Abb. 20): Vor allem bei
fortgeschrittenen Lasionen war eine verstarkte E-Cadherinfarboung am Rand der

Schadigung zu beobachten. Es ist anzunehmen, dass dies durch den Kontaktverlust



angrenzender Zellen verursacht wird, welche nun verstarkt Proteine der Adherens
junction ausbilden, um die Bildung von Zell-Zellkontakten zu forcieren. Erstaunlich ist
dabei die relativ kurze Zeit — teilweise unter 4 h — nach der diese stark erhohte E-
Cadherinfarbung zu detektieren ist. Dies spricht fir bereits vorhandene Proteinpools
und die Bildung von Clustern an der Membran [99] (welche aber nicht farbbar sind,
siehe die Lasion umgebende Zellen) oder eine massive und schnelle de-novo-

Synthese.

Der Effekt von E. coli O4 auf HT-29/B6-Monolayer und der damit einhergehende Wi-
derstandsabfall lielen sich durch Zugabe von Methyl-beta-Cyclodextrin (mbCD) voll-
standig hemmen. MbCD extrahiert Cholesterol aus der Zellmembran und inhibiert auf
diese Weise clathrinabhdngige Endozytose sowie die Ausbildung von Caveolae [136].
Dieser Aufnahmeweg eukaryonter Zellen scheint bei bakterieller Invasion von Bedeu-
tung zu sein [152; 30]. Zuerst wurde in der vorliegenden Arbeit aufgrund der publizier-
ten Translokationsmodelle [31, 25, 33] die Hemmung des transzellularen Penetrations-
weges beabsichtigt, weshalb mbCD eingesetzt wurde. Da eine Prainkubation mit die-
sem Agens zwar die Internalisierung des E. coli hemmte (Abb. 16), nicht aber die Bil-
dung von Lasionen und damit den Durchtritt durch den hamolysierenden Wildtyp, ist
davon auszugehen, dass es sich um eine direkte Wirkung des mbCD auf das Hamoly-
sin oder dessen Interaktion mit der Zellmembran handelt. Es zeigte sich anschliessend,
dass sich der Effekt des E. coli O4 Kulturfiltrates ebenfalls durch Anwesenheit des
Hemmers aufheben lield (Abschnitt 3.1.3). Die Schadigung durch den hamolysierenden
Wildtyp war nach Prainkubation mit mbCD sogar starker ausgepragt als bei unbehan-
delten Filtern (siehe R'in Abb. 15). Somit spielt die Internalisierung dieses Keims fiir
den im HT-29/B6-Modell beobachteten massiven und progressiven Durchtritt keine
malfigebliche Rolle. Auch als initiales Ereignis ist sie fur den beobachteten E. coli O4-
Effekt nicht Voraussetzung, da steriles Kulturfiltrat ebenfalls focal leaks erzeugt (siehe
Diskussion 4.3). Trotzdem mag die Invasion mit nachfolgender Zellschadigung den
Prozess begtinstigen, ebenso ist nicht auszuschliel3en, dass es dennoch einen trans-
zelluldren Durchtritt in diesem Modell gibt, wenn auch in weitaus geringerem Malle als

die Translokation durch focal leaks.

Die Schadigung der vormals konfluenten Epithelien liefy sich an anderen intestinalen
Zelllinien (T84 und Caco-2), sowie an Klonen der Nierenzelllinie MDCK nachvollziehen.
Obwohl in Gréfle und Anzahl unterschiedlich, wurden bei allen getesteten Zelllinien
fokale Lasionen nach Inkubation mit E. coli O4-Kulturfiltrat beobachtet (Abb. 24). Diese

Ergebnisse spiegeln die relativ unselektive, lytische Wirkung des a-Hamolysins auf



eukaryontische Zellen wieder [37] und zeigen die Potenz von Hamolysinbildnern zur

Barriereschadigung.

4.2 Einfluss proinflammatorischer Zytokine auf die Translokation

Die Vorstellung, dass allein durch die Passage von Bakterien oder anderer luminaler
Antigene Entzindungen oder septische Komplikationen ausgeldst werden, ist vor allem
durch Tiermodelle enstanden, in denen man die Notwendigkeit und Beteiligung der
intestinalen Flora an inflammatorischen Manifestationen zwingend belegen konnte
[179, 79]. Bakterielle Translokation kann aber auch als normales Phanomen verstan-
den werden, wobei der Bakterien-exponierte Gastrointestinaltrakt luminale Antigene
aufgreift und sie dem Immunsystem prasentiert. Nachfolgend wird dann eine lokale,
kontrollierte Immunantwort initiiert. Diesen Zustand wirde man als "orale Toleranz"
bezeichnen [160, 183]. Wann immer das normale MaR dieser Interaktion Uberschritten
wird, kdnnen entzindliche bis septische Komplikationen entstehen. Eine andere
Hypothese erwagt die mit einer entziindlichen Situation einhergehende Barriereschadi-
gung als Ursache der Translokation [34, 182]. Die Frage nach dem Initialereignis von
bakterieller Translokation hinsichtlich der Entziindungsbedingung kann in dieser Arbeit
nicht beantwortet werden. Es wurde der Einfluss proinflammatorischer Zytokine, wel-
che wichtige Mediatoren eines Entzindungsgeschehens im Gastrointestinaltrakt sind
und Barriereveranderungen hervorrufen [23, 77, 144], auf die Translokation von
E. coli Nissle 1917 und E. coli O4 getestet. HT-29/B6-Monolayer wurden mit proinflam-
matorischen Zytokinen TNFa und IL-13 vorinkubiert und deren barriereverandernde
Wirkung anhand des Widerstandsabfalls dokumentiert. Die durchgefiihrten Unter-
suchungen zur Zytokinabhangigkeit der Translokation tragen zum Verstandis einer
moglichen andauernden Uberstimulation des Immunsystems bei, da durch vermehrte
Antigenexposition ein Circulus vitiosus initiiert werden kann, der die Entziindung unter-
halt.

Sowohl Interleukin-13 als auch Tumornekrosefaktor-o bewirkten eine massive Zu-
nahme der translozierten E. coli O4 im Versuchszeitraum (Abb. 12), wohingegen
E. coli Nissle 1917 keinen Durchtritt zeigte. Das Modellepithel der HT-29/B6-Zellen war
somit anfalliger fur das schadigende Potential des E. coli O4, trotzdem war das Pro-
biotikum E. coli Nissle nicht in Lage, unter diesen Bedingungen zu translozieren.
Obwohl! es sich bei diesem Modell um in-vitro Daten handelt, demonstrieren diese
Versuche die erhdhte Anfalligkeit der epithelialen Barriere flr Durchtritt bestimmter

Keime unter direkter Zytokineinwirkung. Zytokinsensitivitat wurde bereits in ahnlicher



Form fir translozierende Keime im Zellkulturmodell beobachtet, wobei es sich in
diesen Modellen um eine Erhéhung der transzellularen Passage handelte [31, 30]. Der
genaue Mechanismus der Erhdhung der Suszeptibilitat des HT-29/B6-Modells fiir den
Durchtritt des E. coli O4 war nicht Teil dieser Arbeit; es ist aber bekannt, dass die
eingesetzten Zytokine Barrieredefekte vermitteln und somit z.B. den Zugang des
Hamolysins zur basolateralen Membran begtinstigen, wo es deutlich starker wirkt. Eine
interessante Studie erklarte kirzlich ein ahnliches Phanomen: Die lange Zeit unklare
Interaktion von Listerien mit ihrem Adhasionsrezeptor Ecadherin, welcher basolateral
an Enterozyten lokalisiert ist. Hier scheint eine initiale Diskontinuitat der epithelialen
Barriere die Adhasion der Listerien und damit ihren Eintritt in die Mukosa zu
ermoglichen [129]. Analog ist anzunehmen, dass Hamolysin initiale - durch Zytokine
vermehrt auftretende - Diskoninuitaten in der Epithelbarriere durch seine basolateral
starkere Wirkung vergrofiert. Neben einer Beeintrachtigung der Barrierefunktion durch
die eingesetzten Zytokine ist auch das Reparaturvermdégen des epithelialen
Monolayers nach Verletzungen eingeschrankt [46, 77, 144], was ebenfalls den
starkeren Durchtritt des Keims unter Zytokinen erklart, da initiale Lasionen weniger

effektiv abgedichtet werden.

4.3 Mechanismus der Translokation

Die zytotoxische Aktivitat von EXPEC Kulturen gegen verschiedene Zelltypen, erzeugt
durch die Produktion potenter Toxine wie a-Hamolysin, ist gut belegt [37]. Suttorp et al.
zeigten, dass bereits geringe Konzentrationen an a-Hamolysin eine schadigende Wir-
kung auf endotheliale Zellen hatten, wobei die Leitfahigkeit und Makromolekilfluxe
erhoht waren [165]. Eine Studie zeigte unter Verwendung uropathogener E. coli (Zysti-
tisisolate) an einer epithelialen Blasenzelllinie, dass die Produkion von a-Hamolysin
ausreichend und bestimmend flur die Zellzerstérung war. Da Hamolysin und CNF-1
("cytotoxic necrotizing factor-1") meist auf einer Pathogenitatsinsel kodiert sind [40],
wurden in dieser Studie zusatzlich CNF-1 negative Mutanten eingesetzt, was aber kei-
ne Anderung des Effektes und damit keinen Hinweis auf eine Beteiligung dieses Fak-
tors an der zytolytischen Potenz der eingesetzten Stdmme erbrachte [83]. Die Mono-
layer-zerstérende Wirkung eines uropathogenen Hamolysinbildners, isoliert aus einem
Patienten mit Nierenbeckenentziindung, wurde ebenfalls an der intestinalen Zelllinie
Caco-2/TC7 beschrieben [69].



Da E. coli O4 ein Hamolysin-positives Isolat ist, wurde die Beteiligung dieses wichtigen
Zytolysins am hier beschriebenen zerstorerischen Effekt auf das intestinale HT-29/B6-

Barrieremodell mittels dreier Ansatze untersucht:

e Selektionierung und Einsatz einer Hamolysin-defizienten Mutante des E. coli O4
(Abschnitt 2.6.2.1)

o Reproduktion des Effektes unter Verwendung des pSF4000- (Hamolysinplasmid)
transformierten Laborstammes E. coli K12 [43] (Abschnitt 3.3.1)

o Korrelation des hamolytischen Effektes auf Erythrozyten mit Widerstandsabfall im
Zellkulturmodell (Abschnitt 3.3.1)

Die isogene Hamolysin-defiziente Spontanmutante E. coli O4mut zeigte im HT-29/B6-
Modell keine oder nur sehr geringe Translokation im Vergleich zum Wildtyp E. coli O4
(Reduktion basaler KBE um Faktor 10°, Abschnitt 3.1.4) und der transepitheliale Wi-
derstand blieb im gesamten Versuchszeitraum Uber dem Ausgangswert. Focal leaks
waren auf diesen Zellfiltern nicht vorhanden und auch sonst traten keinerlei morpholo-

gische Veranderungen auf.

Die geringe Anzahl durchgetretener Keime im Vergleich zur volligen Undurchlassigkeit
bezlglich der anderen in dieser Arbeit getesteten Isolate (Abschnitt 3.1.1) ist unklar
und moglicherweise Ausdruck einer quantitativ geringen transzellularen Passage die-
ser Mutante aufgrund weiterer stammspezifischer Faktoren. Der beobachtete geringe
Durchtritt der Mutante war durch Methyl-p-Cyclodextrin-Koinkubation nicht zu hemmen,
was bei transzellularer Passage zu erwarten ware, da die Internalisierung der Keime
unter dieser Bedingung deutlich reduziert war (Abschnitt 3.1.5). Da mbCD von basaler
Seite, im Vergleich zu apikaler Zugabe, im Versuchszeitraum bereits einen deutlichen
Widerstandsabfall verursacht (Abschnitt 3.1.4), ist anzunehmen, dass sich auf diese
Weise ein moglicher keiminduzierter Zugang zur basolateralen Membran vergrof3ert,
was wiederum die Durchtrittsrate der Keime erhéhen und einen Effekt auf eine mogli-
che transzellulare Passage durch Internalisierungshemmung Uberlagern wirde. Diese
Fragestellung wurde nicht weiter beleuchtet, da flir den hier beschriebenen Effekt des
massiven Durchtrittes des E. coli O4 eine transzellulare Passage quantitativ keine Rol-

le spielt.

Da bei der durchgefihrten phanotypischen Selektion einer Spontanmutante nicht
vollstéandig geklart werden konnte, welche Teile des Genoms deletiert sind, wurde eine
Hamolysintransformante (E. coli K12pSF4000) generiert, wobei in einen Laborstamm
E. coli K12 ein Hamolysin-kodierendes Plasmid, erzeugt aus einem uropathogenen

E. coli, eingebracht wurde [43]. Die Expression von Hamolysin wurde mittels Western



Blots und Test lytischer Aktivitat (Abschnitt 3.3.1 ) kontrolliert und verifiziert und das
erhaltene Kulturfiltrat im Zellkulturmodell HT-29/B6 eingesetzt. Der Effekt auf den
transepithelialen Widerstand war identisch dem des E. coli O4-Kulturfiltrates und es
ergab sich die gleiche Morphologie der fokalen Lasionen (Abschnitt 3.3.1.1). Dies
beweist, dass E. coli-a-Hamolysin die fokalen La&sionen im Kolonepithelmodell
hervorruft. Weitere Versuche ergaben (Abschnitt 3.3.1.1.1), dass die Starke des
E. coli O4-Effektes mit der Hamolysinkonzentration und damit der lytischen Potenz des
Kulturfiltrates korreliert. Dies erklart, warum E. coli O6:K5, ebenfalls ein hlyA-positives
Isolat, keine Translokation zeigte: Dieser Stamm bildete nicht geniigend hamolytische
Aktivitdt um eine ausreichend groRe Schadigung des Monolayers zu bewirken. Diese
Beobachtungen verdeutlichen den Einfluss des Expressionslevels funktionellen
Hamolysins hinsichtlich einer Barriereschddigung, da geringere Schadigungen
wahrscheinlich durch schnelle Reparaturprozesse kompensiert werden kdnnen. Des
Weiteren zeigte sich, dass Hamolysinpraparationen, appliziert von basaler Seite des
Zellkultursystems, eine deutlich groRere zellzerstorerische Potenz aufwiesen, was die
Ausbildung und zunehmende Ausdehnung fokaler Lasionen erklart. Besonders deutlich
zeigte sich diese progressive VergroRerung in Versuchen am Kolonepithel der Ratte,
wo im Vergleich zur Zellkultur wenige, aber vermehrt gro3e Lasionen entstanden und

dies zugleich seltener eintrat (Abschnitt 3.2).

4.3.1 Invasionsverhalten von E. coli O4

Die Fahigkeit zur Invasion von Epithelzellen ist ein charakteristischer Virulenzfaktor
intestinal pathogener Keime. Dies ist z.B. flir Listeria monocytogenes [100], Shigella
flexneri [141], Yersinia enterocolitica [61] oder Campylobacter jejuni [92] gut dokumen-
tiert. Invasion eréffnet diesen Keimen die Mdglichkeit, das bezlglich Substratangebot
hochkompetitive Darmlumen zu verlassen und durch Eintritt in die Zellen a) dem Im-
munsystem weitgehend zu entgehen und b) ein vergleichsweise gutes Wachstumsmi-
lieu zu erreichen. Die Keimpersistenz bei vielen Harnwegsinfektionen ist ebenfalls ein
guter Hinweis auf internalisierte Keime im Urogentialtraktepithel. Gleichzeitig ist In-
vasion der erste Schritt zur weiteren Dissemination des Mikroorganismus durch eine
mogliche transzelluldre Passage des Mukosaepithels. Diese Méglichkeit ist flr ver-
schiedene Escherichia coli Stamme am Zellkulturmodell bereits nachvollzogen worden.
Es konnte gezeigt werden, dass E. coli-Isolate des Intestinaltraktes invasionsabhangig
translozieren - also eine transzelluldre Passage durch das Epithel stattfindet [31, 25,

122]. Invasionsvermdgen und Mechanismen wurden ebenfalls bereits beschrieben:



Guignot et al. zeigten, dass CD55 als Internalisierungsrezeptor eines als DAEC ("diffu-
sely adhering E. coli") bezeichneten Isolates fungiert und die Invasion Uber Caveolae
vermittelt wird [68]. Generell implizieren viele Daten eine Internalisierung von Mikroor-
ganismen Uber sogenannte "lipid rafts" [152]. Hierbei handelt es sich um Strukturen,
die reich an Cholesterol, Caveolin-1 verschiedenen Glycolipiden und GPI-
Ankerproteinen (Glycosylphosphatidylinositol-Anker) sind [7]. Durch Cholesterolextrak-
tion aus der Membran z.B. mittels Methyl-B-Cyclodextrin oder durch Komplexierung mit

Fillipin kann dieser Aufnahmeweg inhibiert werden.

Die Rolle der nicht-pathogenen Darmbakterien, die vor allem bei der Entstehung ent-
zundlicher Darmerkrankungen eine entscheidende Rolle spielen, ist bislang unklar. Es
ist bekannt, dass eine Subgruppe der an Morbus Crohn erkrankten Patienten eine Mu-
tation aufweist, die unter anderem zu einer gestérten Verarbeitung von invasiven Bak-
terien fuhrt [81]. Eine in jingerer Zeit erschienene Arbeit an einem Patientenkollektiv
mit chronisch entziindlicher Darmerkrankung konnte eine erhohte Zahl intrazellularer
Bakterien in der Mukosa bestatigen [113]. Ebenfalls aus der Mukosa eines Crohnpa-
tienten wurde von Boudeau et al. ein E. coli-Stamm isoliert, der starke Adharenz- und
Invasionsfahigkeit zeigte [19]. Neben Typ-1-Pili vermittelter initialer Adhasion wurde flr
diesen Stamm die Beteiligung des YfgL-Proteins am Invasionprozess nachgewiesen,
wobei postuliert wurde, dass das aus Salmonella enterica [5] bekannte YfgL-Protein
am Prozess der Injektion von Invasionseffektormolekilen in die Wirtszelle beteiligt ist
[137]. Swidsinki et al. isolierten invasive E. coli-Stamme aus Biopsaten von Patienten
mit kolorektalem Karzinom und zeigten, dass in diesen Biopsaten die intrazellulare
Keimzahl deutlich erhdéht war. Ob diese Invasion primar oder sekundar zur malignen
Pathologie war, konnte aus den Daten nicht geschlossen werden [166]. Diese Studien
verdeutlichen die klinische Relevanz des der Invasionsvermdgens von Stdmmen der

kommensalen Flora.

Basierend auf veroffentlichten Daten zum transzellularen Durchtritt von E. coli-Spezies
[31, 25, 122, 30], wurden Internalisierungsexperimente am HT-29/B6-Barrieremodell
durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen, dass E. coli O4 invasives Potenzial besitzt.
Methyl-B-Cyclodextrin inhibierte diese Internalisierung, was fur eine lipid-raft vermittelte
Aufnahme in die Zellen spricht. Die Hemmung der Invasion wurde unter Verwendung
der nichtlytischen Mutante E. coli O4mut herausgearbeitet, da sich methodische
Schwierigkeiten durch den Hamolysineffekt des Wildtyps ergaben (Abschnitt 3.1.5). So
konnte gezeigt werden, dass eine Prainkubation mit mbCD die Internalisierung des
Stammes hochsignifikant hemmte, wahrend die Ausblidung von focal leaks und die

damit verbundene massive Translokation des Wildtyps nur durch Prasenz von mbCD



hemmbar war (Abschnitt 3.1.3). Dies bedeutet, dass mbCD zwei unabhangige
Wirkungen in diesem System entfaltet: a) Hemmung der Zellschadigung tUber direkte
Interaktion mit dem Wirkmechanismus des Hamolysins und b) Hemmung der
cholesterolabhangigen Internalisierung des Keims. Eine transzelluldare Passage des
E. coli O4 ist damit denkbar, erreicht im Modell aber nicht das Ausmafl} der durch
Hamolysinwirkung verursachten massiven Translokation mit der theoretischen
Méglichkeit von sekundaren Durchtritten luminaler Antigene. Bedenkt man die Anzahl
der im Gastrointestinaltrakt vorkommenden Enterozyten ist eine mdgliche, wenn auch
geringe transzellulare Passagerate verschiedener E. coli durchaus von Interesse. Die
dazu nétige Fahigkeit zur Invasion der Enterozyten wurde fiir das untersuchte Isolat 04
eindeutig belegt. Eine fortfihrende Charakterisierung der transzellularen Passage
sowie der moglichen intrazellularen Verarbeitung und Prasentation dieses Keims war
nicht Bestandteil dieser Arbeit und bedlrfte weiterer quantitativ aussagekraftiger

Arbeiten an ex-vivo-Modellen.

4.4 Focal leaks im Kolonepithel der Ratte

Quantitative Translokationsmessungen wie am Zellkulturmodell sind am nativen Ratte-
nepithel in dieser Form nicht durchfiihrbar, da eine Kontamination mit Darmkeimen
besteht und darlberhinaus ein unkalkulierbarer Anteil der Keime bei Durchtritt durch
das Epithel in der Submukosa verbleiben wirde. Aus diesem Grunde wurde die aus
Zellkulturversuchen bewahrte Widerstandsmessung im Verlauf der Epithelinkubation
mit nachfolgender Immunfluoreszenzfarbung genutzt, um den Effekt des E. coli O4 an

einer nativen Epithelpraparation nachzuvollziehen.

Die Reproduktion des E. coli O4-Effektes unter Verwendung nativen Kolonepithels der
Ratte (Abschnitt 3.2) zeigte eindeutig, dass focal leaks nicht nur in Zellkulturmodellen,
sondern auch im nativen Epithel induziert werden kénnen. Im Vergleich zur Zellkultur
war der Widerstandsabfall deutlich schwacher ausgepragt, auch trat insgesamt bei
weniger Epithelien eine offensichtliche Schadigung ein. Anhand des Widerstands-
abfalls unter 65% des Ausgangswertes bei Keiminoculum konnte das Auftreten fokaler
Lasionen eindeutig vorhergesagt werden. Dies wurde nachfolgend durch Farbungen
der entsprechenden Praparate bestatigt. Lasionen waren das Korrelat des Wider-

standsabfalles (unter 65% Ausgangswert).

Zur Visualisierung der Kolonepithelien wurde eine Farbemethode ("whole mount") ent-
wickelt (Abschnitt 2.8.2) und die unter Verwendung von Immunfluoreszenztechniken

markierten Praparate mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie von mukosaler



Seite mehrkanalig abgebildet. Dadurch wurde es moglich, die epitheliale Oberflache
des gesamten in der Ussingkammer Bakterien-exponierten Praparates im Nachhinein
zu beurteilen. Dies stellte sich als sehr vorteilhaft heraus, da sich teilweise nur wenige
Lasionen pro Praparation fanden, diese aber aufgrund der moglichen Gesamt-
beurteilung des Epithelpraparates eindeutig identifiziert werden konnten. Lasionen
stellten sich dabei als Erosionen des Oberflachenepithels mit massiver bakterieller Ad-
harenz dar. Die beobachteten wenigen, aber recht gro3en (bis zu 2 mm Durchmesser)
Lasionen und deren seltenes Auftreten trotz konstanter Versuchsbedingungen mit ho-
her lytischer Aktivitat sprechen fir einen kleinen Initialschaden, der dann grof3er wird,
da die basolaterale Seite der Zellen auch im Epithel der Ratte (Vorversuche) anfalliger
fur a-Hamolysin ist. Dies ist vergleichbar mit den Ergebnissen der Zellkulturstudien; nur
erscheint das native Epithel mukosal besser vor der Wirkung des Hamolysins ge-
schitzt. Dadurch wurden weniger, zugleich aber grélRere Lasionen beobachtet, da eine
genlgend grofRe Initialschadigung seltener erreicht wird. Diese vergroRert sich dann
aber progressiv und fuhrt zu den beobachteten groRen Erosionen des Oberflachene-
pithels. Dadurch ist auch der Widerstandsabfall weniger stark als bei Zellen in Kultur
ausgepragt. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass natives Epithel weit schneller
Defekte repariert, als dies in Zellkultur der Fall ist. Dadurch ist ein natives Epithel in der
Lage, kleine Intitialdefekte effektiver zu reparieren und somit langer seine Integritat
unter Toxineinwirkung zu wahren. Modellhaft wurde in unserer Arbeitsgruppe der Ha-
molysineffekt nach initialer Schadigung des Oberflachenepithels nachvollzogen, wobei
sich zeigte, dass definiert gesetzte Lasionen unter Hamolysineinwirkung deutlich

schlechter repariert wurden [70].

E. coli O4-inkubierte Epithelien, die keinen ausgepragten Abfall zeigten, waren mittels
der eingesetzten Farbung nicht von Kontrollepithelien (E. coli O4mut-inkubiert) zu un-
terscheiden. Es ergaben sich keine Hinweise auf veranderte Zellmorphologien aufder-
halb der Schadigungen, was die Fokalitat des Effektes unterstreicht. Demgegenuber
ergab sich bei statistischem Vergleich von Wildtyp- zu Mutanten-inkubierten Epithelien
auch dann ein signifikanter Gruppenunterschied (p < 0,02 Abschnitt 3.2.1), wenn alle
Praparate unter 65% Endwiderstand nicht einflossen. Damit ist ein widerstands-
relevanter Effekt auf barrierebildende Komponenten zu erwarten, der aber mit der ver-
wendeten Farbung nicht aufgeklart werden konnte. Ein kontinuierlich veranderter Kurz-
schlussstrom, der eine Widerstandsanderung erklaren kénnte, wurde nicht beobachtet.
Die massive Adharenz der Bakterien nur in Lasionen zeigte gleichzeitig, wie resistent
das umgebende Epithel bezlglich der Anheftung dieses Keims ist. Mucine sind einer-

seits als Adhasionsrezeptoren beschrieben [164], kdnnen aber auch Adhasionsresis-



tenz [109] vermitteln. Es ist aber auch denkbar, dass die flir Adhasion benétigten Re-
zeptoren basolateral lokalisiert sind, wie dies z.B. fir Listeria Spezies [100] beschrie-
ben ist. Moglich ist, dass die biofilmartige bakterielle Auflage am basolateralen Zell-
kompartiment die VergroRerung der Lasion durch lokale Toxinproduktion beférdert,
bzw. dass E. coli O4 sich Uber lokale Hamolysinfreisetzung Zugang zu basolateral lo-

kalisierten Adhasionsrezeptoren Zugang verschafft.

Die Rolle des a-Hamolysins im Intestinaltrakt ist nicht aufgeklart. Wahrend einige Auto-
ren eine Beteiligung an Diarrhoen postulieren [32], sehen andere das Toxin als aus-
schliel3lich extraintestinal wirksamen Faktor [84]. Eine Studie postulierte eine intestina-
le Wirkung des E. coli-a-Hamolysins anhand beobachteter Erosionen in Schnitten des
lleums von Ratten, die mit hamolysierenden E. coli inokuliert wurden [126]. Die in die-
ser Studie gezeigte Morphologie an Schnitten ist den in der vorliegenden Arbeit be-
schriebenen fokalen Lasionen im Kolon ahnlich. Um L&sionen an Schnitten sicher von
Artefakten unterscheiden zu kénnen, sollten diese mdglichst haufig und gleichverteilt
auftreten, was in den in der vorliegenden Arbeit durchgeflihrten Versuchen nicht der

Fall war.

Méglicherweise reprasentiert die Anwesenheit Hamolysin-positiver E. coli kein Krank-
heitsgeschehen per se, sondern die Ausbildung einer Pathologie hangt von zusatzli-
chen Faktoren, wie z.B. inflammatorischen Bedingungen ab. Diese Studie zeigt einen,
obwohl nur einen geringen Anteil der eingesetzten Epithelien betreffend, eindeutigen
schadigenden Effekt des E. coli O4 auf intestinales Epithel. Nach aktuellem Wissen ist
dies die erste Studie, die unzweifelhaft die Potenz eines Hamolysinbildners als Auslo-

ser einer intestinalen Pathologie am ex-vivo-Modell beschreibt.

4.5 Pathophysiologische Bedeutung der Studie

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten E. coli-Stamme sind aus verschiedenen
pathologischen Konditionen isoliert worden, kdnnen aber ebenfalls in der kommensa-
len Flora des Intestinaltraktes nachgewiesen werden. Die epitheliale Barriere des Dar-
mes zu Uberwinden ist fur diese Keime ein wichtiger Pathomechanismus, da es der
entscheidende Schritt ist, um pathogene Wirkungen entfalten zu kénnen. Im Darm ent-
stehende focal leaks wiirden nicht nur den Durchtritt der verursachenden Hamolysin-
bildner ermdglichen, sondern waren aufgrund der massiven Barrierestérung als Pforten
der Sekundartranslokation verschiedenster luminaler Antigene denkbar. Eine nachfol-
gende Aktivierung des Immunsystems wirde dann zu einer entzindlichen Reaktion

und bei standiger Stimulation zu einer entzindlichen Pathologie fuhren. Es ist auch



denkbar, dass im bereits entzindlichen Zustand des Epithels, gekennzeichnet durch
erhohte Spiegel proinflammatorischer Zytokine, die Resistenz gegen bakterielle Toxine
wie a-Hamolysin herabgesetzt ist und es dadurch leichter zur Ausbildung fokaler La-
sionen kommt. Anhand eines der eingesetzten Isolate wurde ein méglicher Mechanis-
mus der Translokation Uber die intestinale Barriere beschrieben. Als aktiver Durch-
trittsmechanismus eines intestinal apathogenen Keims unterscheidet sich dieser von
den bisher beschriebenen intestinalen Aufnahmewegen Uber M-Zellen [97, 94] und

dem postulierten "sampling" durch dendritische Zellen [55].

Chronisch entzundliche Darmerkrankungen sind mit einer erhdhten intestinalen Per-
meabilitdt assoziiert und es wird diskutiert, ob dieses ein der Erkrankung vorausgehen-
der, primarer Defekt ist [80]. Diese Hypothese wird durch Ergebnisse an IL-10-
defizienten Mausen unterstitzt, wobei gezeigt wurde, dass bereits vor Ausbruch einer
spontanen Entziindung des Darmes eine Permeabilititserhéhung besteht [111].
Gleichsam interessant ist die wiederholte Demonstration einer erhdhten Darm-
permeabilitat bei Verwandten ersten Grades von Crohnpatienten [130, 129]. Eine er-
hohte Durchlassigkeit der intestinalen Barriere wirde zu standig verstarkter Immunsti-
mulation flhren, wodurch letztlich ein chronisches Entziindungsgeschehen entsteht.
Ob diese Reihenfolge die Richtige ist, wurde bisher nicht abschliessend geklart. Ge-
sichert ist, dass die bakterielle Flora maRgeblich fiir die Initiation dieser entzindlichen
Erkrankungen ist [79]. Werden z.B. IL-2-defiziente Mause keimfrei gehalten, entwickeln
sie im Gegensatz zu normal besiedelten Kontrolltieren keine spontane inflammatori-
sche Darmerkrankung. Das Erscheinungsbild dieser Inflammation in Bakterien-
exponierten IL-2 defizienten Mausen ist der Colitis ulcerosa des Menschen sehr ahn-
lich [139]. Es qilt als gesichert, dass exogene Stimuli fir den Ausbruch dieser Krank-
heiten erforderlich sind. So treten z.B. akute oder erste Schube bei CED haufig im An-
schluss an Durchfallerkrankungen auf, die durch pathogene Keime ausgel6st wurden.
Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass eine aktive Veranderung der intestina-
len Flora von CED Patienten durch Anwendung fakaler Suspensionen Gesunder zu

einer deutlichen Verbesserung des Krankheitszustandes fiuhrte [187, 188].

Prinzipiell denkbar ist, dass die Erosion des Darmepithels durch lytische Toxine den
Zugang von Stimuli zum immunkompetenten Raum der Submukosa bewirkt. Ein
interessantes Mausmodell einer intestinalen Entziindung benutzte dominant negatives
Cadherin, um die Funktion von E-Cadherin, einem zelladhasionsvermittelnden Protein,
zu unterbinden. Dies resultierte in einer Zerstérung der Adherence junction zwischen
den Zellen, wodurch die Integritat der epithelialen Schicht kompromitiert war. Chimaren

dieser Mause zeigten partielle Expression der Negativmutante, was zur Ausbildung von



entziindlichen  Ulzerationen und  Kryptenabszessen filhrte [78]. Dieses
Erscheinungsbild ist mit den bei Morbus Crohn auftretenden diskontinuierlichen
Lasionen vergleichbar. Dies ist ein Uberzeugendes Beispiel flir die Ausldsung lokaler

Entziindungen durch einen primaren Barrieredefekt.

Die durch Hamolysinbildner im Darm tatsachlich gebildete Menge und Konzentration
des Toxins ist schwer abzuschatzen, zumal dessen Bildung wachstumsgekoppelt ist.
Somit wird es in einer Substratlimitation, die aufgrund der Kompetition verschiedenster
Keime und der recht stetigen Keimkonzentration automatisch auftritt, zu keiner oder
nur geringer Bildung des Toxins kommen. Bedingungen, in denen Substratuberschuss
anliegt, konnten dagegen das exponentielle Wachstum eines Hamolysinbildners
beférdern und damit Toxinfreisetzung in nach dem in dieser Arbeit vorgestellten Modell
relevanter Menge zur Folge haben. Vorstellbar ist dies z.B. bei bakterieller
Fehlbesiedlung des Dinndarms ("bacterial overgrowth"), einer Kondition, bei welcher
die Zahl gramnegativer Keime massiv ansteigt. Es ist anzunehmen, dass
vorgeschadigte Epithelien fokale Adharenz der Keime ermdglichen, die dadurch
Zugang zu nahrstoffreichem Kompartiment erhalten und durch lokale Toxinproduktion

die epitheliale Barriere weiter schadigen kénnen.

Die vorliegende Arbeit zeigt einen neuartigen intestinalen Pathomechanismus eines
bekannten Toxins, des a-Hamolysins, das bisher ausschlieRlich mit extraintestinalen
Manifestationen assoziiert wurde, an epithelialen Zellkulturen und nativem Epithel des
Rattenkolons. Hamolytische E. coli, Vertreter einer Subgruppe der Spezies Escheri-
chia coli, welche auch in der Darmflora gesunder Probanden vorkommen, sind somit
potenziell in der Lage, eine massive Schadigung der intestinalen Epithelschicht hervor-
zurufen. Dies zeigt in nativem Epithel der Ratte, dass die Initiation, bzw. Aufrechterhal-
tung intestinaler Entzindungsprozesse potentiell aktiv von Vertretern der residenten

Darmflora ausgehen kann.



