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Vorwort

Das vierte interdisziplindre Symposium ,Darmflora in
Symbiose und Pathogenitét” fand zu Ehren von Alfred
Nissle statt. Der vorliegende Kongressbericht enthélt die
wissenschaftlichen Vortrage der beiden Tage sowie den Prof. Dr.Dr. D. Loew
Festvortrag von Herrn Prof. Rietschel.

Das Wissen um die Darmflora, ihre Zusammensetzung, die Funktion und Bedeutung
for den Menschen hat in den vergangenen Jahren deutlich zugenommen. Das
gestiegene wissenschaftliche Interesse zeigt sich auch an der Zahl der einschlagigen
Publikationen. Leider wird dieses Wissen derzeit in der Lehre sowie in der beruflichen
Weiterbildung oft nur unvollsténdig der nachwachsenden Generation vermittelt. Vor-
lesungen und Examina Gber die Wirkung von Antibiotika sind fester Bestandteil des
M edizinstudiums. Die physiologische Bedeutung der intestinalen Mikroflora oder die
Moglichkeiten einer Therapie mit probiotischen Arzneimitteln sind hingegen vielen
Arzten unbekannt. Der vorliegende Band kann hier eine Wissensliicke schlieRRen.

Der Wirkstoff von Mutaflor® — E. coli Stamm Nissle 1917 — wurde von Alfred Nissle
isoliert und ist seit Uber 80 Jahren im therapeutischen Gebrauch. Dieser Bakterien-
stamm erlebt seit einigen Jahren eine regelrechte Renaissance. Ursachen dafur sind
zum einen neueste Forschungsergebnisse Uber die spezifischen Eigenschaften von
E. coli Stamm Nissle 1917, zum anderen die Suche nach nebenwirkungsfreien Alter-
nativen zur Therapie chronisch entzindlicher und chronisch funktioneller Darm-
erkrankungen.

Im KongreRbericht wird der aktuelle Erkenntnisstand zur Bedeutung der Darmflorain
Symbiose und Pathogenitét dargestellt. Den Autoren sei flr die Bereitstellung der
Manuskripte und die Hilfe bei der Erstellung dieses umfangreichen Werkes gedank.
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Prof.Dr.Dr. D. Loew
Vorsitzender der Alfred-Nissle-Gesellschaft
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Einfihrung

Noch vor einigen Jahren bestand in der akademischen Medizin relativ wenig Interesse
an der menschlichen Darmflora. Inzwischen hat sich ein Wandel vollzogen. Die
Darmflora als das zuvor ,vergessene Organ“ wurde wieder entdeckt und die Zahl
neuer Publikationen zu diesem Thema ist beeindruckend. Griinde dafr sind die Ver-
fugbarkeit moderner wissenschaftlicher Methoden, die Zunahme der Detailkenntnisse
und der interdisziplindre Gedankenaustausch.

Uber die Darmfloraist durch den Einsatz moderner mol ekularbiologischer Techniken
heute sehr viel mehr bekannt als noch vor wenigen Jahren. Der vorliegende Kon-
gressbericht soll helfen, Antworten auf medizinische Fragestellungen zu geben und
diese Erkenntnisse in die klinische Praxis zu Ubertragen.

Im Mittelpunkt stehen zunachst Fragen der Interaktion von pathogenen und kommen-
salen Keimen der Darmflora, ihre Pathogenitéts- und Fitnessfaktoren sowie die beson-
deren Eigenschaften des von Alfred Nissle 1917 isolierten E.-coli-Stammes. Hier liegen
inzwischen neue Erkenntnisse zur Struktur und Pathophysiologie des Endotoxins
sowie dem Vorkommen antagonistischer Moleklle und verschiedener Eisentransport-
systeme vor. Werden |ebensféhige Bakterien als Wirkstoffe von Arzneimitteln eingesetzt,
sind definierte Standards einzuhalten, um die biologische Sicherheit zu gewahrleisten.
Auch hierzu finden sich in der vorliegenden Publikation Beitrage.

Die Erforschung der Pathogenese chronisch entzindlicher Darmerkrankungen ist
Gegenstand intensiver Bemiuhungen. Neben der Untersuchung immunologischer
Faktoren wird die Rolle der Darmflora fir die Auslésung und Unterhaltung der Ent-
zUndung untersucht. Die Molekularbiologie kann hier wertvolle Beitrége leisten und
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z.B. helfen, zwischen spezifischen Wirtsantworten bei verschiedenen Krankheits-
entitdten zu unterscheiden. Fur die Beurteilung der Wirksamkeit von Medikamenten
haben heute in erster Linie kontrollierte Studien Bedeutung, wie sie inzwischen auch
fur das probiotische Bakterium E. coli Stamm Nissle 1917 (Mutaflor®) vorliegen.
Die klinische Bedeutung dieses probiotischen Arzneimittels, z.B. fir die Remissi-
onserhaltung bei Patienten mit Colitis ulcerosa, wird erlautert. Andere Indikationen
wie das Reizdarmsyndrom, die pseudomembrandse Kolitis, die Halitosis und die
Pouchitis werden vorgestellt und diskutiert.

Ganz besonders méchten wir auf den Festvortrag , Unsterbliche Musik und tod-
bringende Keime" hinweisen, der sicher nicht nur Musikliebhaber fesseln wird.

Wir hoffen, mit diesem Kongressbericht zum weiteren Verstandnis der Mikrodkologie
des Darmes sowie der Anwendung probiotischer Arzneimittel beitragen zu kénnen.

y “e /i"/{:””“?

Prof. Dr. J. Hacker Prof. Dr. W. Kruis

Tagungsprasidenten
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Leben und Werk von Alfred Nissle

D. Loew

Prof. Dr.Dr. D. Loew

Einleitung

Personlichkeiten werden selten geboren, sie reifen meist zu Lebzeiten heran oder
finden, oft als AulRenseiter, erst posthum Anerkennung. Zu welcher Kategorie Alfred
Nissle gehort, bleibt der medizinhistorischen Beurteilung vorbehalten.

Dennoch erscheint zu Beginn des 4. Interdisziplindren Symposiums ,Darmflora in
Symbiose und Pathogenitét” ein Rickblick auf das Leben und wissenschaftliche Werk
von A. Nissle angebracht, der vor 126 Jahren in Berlin geboren wurde und vor 35
Jahren in Freiburg im Breisgau starb. Meine Ausfihrungen stiitzen sich hauptséchlich
auf Unterlagen des Universitatsarchivs der Albert-Ludwigs-Universitét Freiburg (1),
des Bundesarchivs in Koblenz sowie auf ein Interview des Sudwestfunks mit
A. Nissle anlasslich seines 90. Geburtstages (3). AulRerdem wurden zeitgendssische
Publikationen von A. Nissle gesichtet.

Schule und Studium

Am 30.12.1874 wurde Alfred August Julius Nissle als Sohn des Essigfabrikanten
Julius Nissle in Kopenick, Kreis Teltow (heute Berlin), geboren. Dort besuchte er
bis 1885 die Mittelschule und wechselte dann auf das humanistische Gymnasium in
Prenzlau, wo er bis 1892 blieb, um anschlielend in Gorlitz 1893 die Reifeprifung
abzulegen.

Angeregt von seinem Onkel, der in Nissles Elternhaus eine Arztpraxis betrieb, begann
er noch im gleichen Jahr das Medizinstudium in Berlin. Nach dem Physikum 1895
studierte Nissle hier noch 2 klinische Semester. In einem Aufsatz schrieb er 1961
(4): ,,Eswar ein Genul3, in Berlin Medizin zu studieren, und die theoretische Ausbil-
dung, wieich sie dort erhielt, lag in den denkbar besten Handen; sie war grindlich®.
Zu seinen damaligen Lehrern gehorten Emil Fischer (Anorganische und Organische
Chemie), Emile Du Bois-Reymond (Physiologie), Wilhelm Waldeyer (Anatomie) und
Rudolf Virchow (Pathol ogische Anatomie). Zusétzlich besuchte Nissle Speziakollege
Uber Polarisation und Interferenz sowie tber die Abstammungslehre von Charles Darwin.
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12 D. Loew

Zur Fortsetzung des Studiums wechselte Alfred Nissle dann nach Freiburg, wo er 1898
sein Medizinstudium mit dem Staatsexamen beendete. Er promovierte 1899 mit dem
Thema ,, Die Erkrankungen der Keilbeinhohle.*

Anlasslich eines Interviews mit dem Stdwestfunk im Jahr 1964 aulRerte Nissle sich
zur damaligen Zeit (3):

»Man konnte in der Kaiserstral3e ruhig auf dem Stral3endamm spazieren gehen. Es gab
noch keine Stra3enbahnen, sondern nur Droschken. Ich erinnere mich, daf3 man bei
unseren Wanderungen im Schwarzwald fur ein sehr gutes Mittagessen 50 Pfennig
bezahlte. Der neue Wein kostete 15 und wenn einer 20 ausgab fir ein Viertel, dann
galt das schon als Protz.”

Wissenschaftliche Laufbahn

Nach dem Medizinstudium leistete Nissle von 1899 bis 1900 den Militérdienst beim
Augusta-Grenadier-Regiment in Berlin und verlief die Armee als Stabsarzt der Reserve.

Von 1901 bis 1902 war er am Physiologischen Institut in Berlin unter Theodor Wilhelm
Engelmann tétig und wollte zundchst Physiologe werden. Er schrieb spéter dazu:
»Nach kurzer Zeit befriedigte mich das der reinen Theorie dienende Arbeiten auf
diesem Gebiet doch nicht mehr ganz: die &rztliche Seite meiner Einstellung zur
medizinischen Wissenschaft setzte sich stérker durch, ich wollte versuchen, dem
Kranken und dem Geféhrdeten unmittelbare Hilfsdienste zu leisten® (5).

Nissle wechselte an das Hygiene-Institut in Berlin und arbeitete bis Méarz 1906 als
Assistent unter Max Rubner. In diese Zeit fallt Nissles erste Heirat mit Margarete geb.
Giedler, die 1948 starb.

Von 1906 bis 1911 war er Assistent unter Max von Gruber am Institut fur Hygiene in
Minchen, dem heutigen Pettenkoffer—I nstitut und wechselte dann mit Martin Hahn an
das Konigsberger Hygiene-Institut. Hier habilitierte sich Nissle am 22.2.1912 im
Fach Hygiene mit einer Arbeit Uber die Behandlung von Trypanosomen-Infektionen
und wurde Privatdozent. Im gleichen Jahr folgte er wiederum Martin Hahn, der einen
Ruf nach Freiburg im Breisgau erhalten hatte. Nissle wurde erster Assistent am Insti-
tut fur Hygiene und erhielt nach der Probevorlesung am 23.5.1912 mit dem Titel
,» Uber die Bekampfung des Abdominaltyphus® die Venialegendi fiir das Fach Hygiene.

L eitung des Badischen M edizinalunter suchungsamtes

Im Jahre 1915 Ubernahm Nissle die Leitung des ,, Badischen Medizinaluntersuchungs-
amtes fur ansteckende Krankheiten“ in Freiburg, das dem Hygiene-Institut der Uni-
versitat angegliedert war. Als Abteilungsleiter unterstand er der Aufsicht der jeweili-
gen Ordinarien far Hygiene (Martin Hahn 1912-1922, Paul Uhlenhuth 1913-1935,
Hermann Dold 1935-1954) und dem Verwaltungsbereich des Innenministeriums.
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Gefordert und unterstiitzt wurde Nissle vor allem durch P. Uhlenhuth, der u.a. erklérte
. ... dass Prof. Nissle eine ganz hervorragende Personlichkeit ist, der auch durch
weitgehende praktische Erfahrung und Sachkenntnis das Untersuchungsamt auf eine
allgemein anerkannte Hohe gebracht hat und dessen Name als Lehrer Uberall mit
besonderer Achtung genannt wird“ (6).

Am 8.8.1917 erhielt Nissle den Titel eines auRerordentlichen Professors aufgrund
»bedeutender Leistungen* auf dem Gebiet der Hygiene. Vom 1.10.1922 bis 1.4.1923
leitete er kommissarisch das Institut fir Hygiene und erhielt am 14.12.1934 den Titel
eines ordentlichen Honorarprofessors.

Ab 1937 kam es zu Auseinandersetzungen zwischen Dold und Nissle Uber eine neu zu
besetzende Assistentenstelle am Medizinaluntersuchungsamt und im Rahmen einer
stérkeren Aufsichtspflicht schlief3lich zur Kiindigung wegen ,, direkten Ungehorsams®,
da Nissle sich weigerte, Aussagen Uber Privateinnahmen aus Untersuchungen im
M edizinaluntersuchungsamt zu machen sowie ,, unsauberer und undurchsichtiger
Buch- und Kassenfihrung“. Eine Abtrennung des M edizinal untersuchungsamtes vom
Institut fir Hygiene wurde abgelehnt. Mit den Vorwirfen zusétzlicher Belastung und
Geféhrdung des Personals bei den Dysbakterieuntersuchungen, der Ausibung privater
Nebentétigkeiten wie der Gewinnung und Abgabe von Kolistdmmen an die Fa. Handels-
gesellschaft Deutscher Apotheker (Hageda) fir das Praparat Mutaflor® nahmen die
Spannungen zwischen Dold und Nissle zu.

Grundung eines Privatinstitutes

M ehrere einflussreiche Personlichkeiten halfen Nissle, sowohl seine Forschungen als
auch die Mutaflor®-Herstellung fortzuftihren. Dazu gehorten u.a. der Leiter der Hoch-
schulkommission, Prof. Wirz, und Hitlers Leibarzt Prof. Morell, der ein begeisterter
Mutaflor®-Verordner war. Am 5.12.1938 eroffnete Nissle in einer vom National-
sozialistischen Deutschen Arztebund angekauften Villain der FirstenbergstraiRe 15 in
Freiburg sein neues Institut. Die Betriebskosten deckte Nissle aus Einnahmen des
Instituts ab, die Kosten fur die Mutaflor®-Forschung wurden aus privatem Vermogen
finanziert. Fast das gesamte Personal bestand aus ehemaligen Mitarbeitern des Medi-
zinaluntersuchungsamtes, verstérkt durch Volontére und Doktoranden. Die technische
Assistentin Erna Miller wurde 1951 Nissles zweite Ehefrau.

Nach dem Zusammenbruch des NS-Regimes wurde Nissle am 26.9.1945 seines
Amtes als Forschungsleiter durch die Militarregierung enthoben und aus dem Per-
sonalverzeichnis der Universitét gestrichen (1). Er strebte ein Revisionsverfahren an,
in dem er al's politisch nicht betroffen eingestuft wurde (10), da er kein Mitglied der
NSDAP war. Die Fakultdt unterstiitzte Nissles Antrag auf Wiederaufnahme in den
Lehrkorper der Universitat nicht, weshalb er erst 1952 nach einem Widerspruch
erneut ordentlicher Honorarprofessor der Albert-Ludwigs-Universitét wurde.
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Abb. 1:

Prof. Dr. med. Alfred Nissle
*30.12.1874 in Berlin
125.11.1965 in Freiburg

Nissle arbeitete nach 1945 in seinem eigenen Forschungsl aboratorium weiter, zunachst
in der Stefan-Meier-Stral3e 26, spéter in der Haslacher Strafe 21 und zuletzt in der
Erwinstrae 90. In Anerkennung seiner Dysbakterieforschung erhielt Nissle am
17.3.1956 vom Zentralverband der Arzte fir Naturheilverfahren in Bad Pyrmont die
Hufeland-Medaille.

Alfred Nissle starb am 25.11.1965 90jahrig in Freiburg. Sein bakteriologisches
Forschungsinstitut wurde von seiner Ehefrau weitergefihrt und nach deren Tod im
Fruhsommer 1970 aufgel ost.

Die Beeinflussung der pathologischen Darmflora als Therapieprinzip

Nachdem bis Mitte der 80er Jahre des 19. Jahrhunderts der Darmflora keinerlei Bedeu-
tung fur den menschlichen Organismus zugeschrieben wurde, wuchs gegen Ende des
19. Jahrhunderts das wissenschaftliche Interesse an den Darmbakterien. Rasch ent-
wickelten sich zwei zum Teil unversohnliche Auffassungen. Darmbakterien wurden
entweder als harmlose Saprophyten angesehen oder als Ursache von Krankheiten
identifiziert, wie z.B. Escherich durch Untersuchungen des Keimgehaltes von Neuge-
borenen und Sauglingen mit Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes herausfand.
Metchnikov behauptete sogar, ,,dal} eine gewisse Anzahl von Mikroben der intesti-
nalen Flora die Gesundheit schadigen kdnne, entweder indem sie sich durch den
ganzen Organismus verbreiten, oder indem sie ihn durch ihre Ausscheidung vergiften®.
Stoérungen der Stoffwechsel-, Verdauungs-, Entgiftungs- und Ausscheidungsfunktion
wurden als Ursache vieler Erkrankungen angesehen. Es tauchte der Begriff der
»gastrointestinalen Autointoxikation* auf. Zu der von Charles Jacques Bouchard
aufgestellten These schreibt Friedrich Mller (9):
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»Und wenn auch er und seine Schiller als Apostel einer neuen Lehre die Bedeutung
der Autointoxikation vielfach tberschétzen, so haben wir doch allen Grund, uns auch
in Deutschland mit dieser modernen Bewegung zu beschéftigen®.

Vor diesem Hintergrund ist das wissenschaftliche Interesse von Nissle zu sehen, der
seit 1912 den Antagonismus von Kolibakterien gegen pathogene Darmkeime unter-
suchte.

Antagonismus von Kolibakterien gegen pathogene Darmkeime

Am 20.6.1916 sprach Nissle in der Freiburger Medizinischen Gesellschaft zum Thema
, Uber die Grundlagen einer neuen ursichlichen Bekampfung der pathologischen
Darmflora*. Der Vortrag wurde in der Deutschen Medizinischen Wochenschrift am
28.9.1916 abgedruckt (10). Bei der Herstellung von Plattenkulturen fur bakteriol o-
gische Kurse mit einem Gemisch menschlicher Stuhlproben und Kulturen von
Typhuserregern, stellte Nissle unterschiedliches Wachstum fest.

»In einzelnen Féllen treten die Koli- und in anderen die Typhuskolonien weit oder
sogar ganz zuriick” (10). In weiterfuhrenden Untersuchungen fand er heraus, dass
Typhusbakterien durch manche Kolibakterien, aber diese Koli- nicht durch Typhus-
bakterien gehemmt werden. Durch Auszahlung und Umrechnung des Verhaltnisses von
Koli- und Typhusbakterien-Kolonien entwickelte Nissle zur Bemessung der antago-
nistischen Kraft eines Kolistammes den sogenannten antagonistischen Index (10):

» st der antagonistische Index fur den Stamm X = 100:500 und der von'Y = 100: 20,
so ist das Verhdltnis ihrer antagonistischen Kraft 1: 25,

Bei der Uberpriifung des Antagonismus einiger Kolibakterien gegeniiber Salmonella
typhi, Salmonella paratyphi, Shigella dysenteriae und Proteus zeigte sich zwar eine
grundsitzliche Ubereinstimmung, aber auch ein antagonistisches Verhalten der Koli-
st&dmme untereinander. Deshalb nahm Nissle eine Einteilung in starke und schwache
Kolistamme vor. Er fand bei Patienten mit gastrointestinalen Infekten ein Uberwiegen
»Schwacher® Stdmme, hingegen bei gesunden Personen gehauft , starke” Stamme.
Bei seiner Suche nach solchen starken Stammen machte Nissle im Freiburger Ver-
wundeten-L azerett 2 Patienten ausfindig, die ,, niemals Neigung zu Darmerkrankungen
gezeigt hatten und speziell auch dann nicht an infektidsen Erkrankungen litten, als ein
groferer Teil ihrer Umgebung daran erkrankte und sie infolge des engen Zusammen-
lebens mit bereits Erkrankten der Gelegenheit zur Infektion in reichlichstem Mal3
ausgesetzt waren. Wenn daher bei diesen beiden die bisher héchsten Indexwerte
(100:10 und 100: 3) beobachtet wurden, so darf bei der Beurteilung der Ergebnisse
der Zufall ausgeschlossen werden® (1).

Diese im Méarz und September 1915 isolierten Stamme behielten auch unter Labor-
bedingungen ihren antagonistischen Index bei. Nach Selbstversuchen zur Vertrag-
lichkeit von eigens hergestellten Kapseln mit Kolibakterien, behandelte Nissle mit
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Unterstitzung der Professoren Ernst Roos und Kurt Ziegler Patienten mit Obstipation,
Diarrhoe, Paratyphus B und Flexner-Ruhr sowie Salmonellen-Dauerausscheider.
Nissle Uberzeugte sich von der klinischen Wirksamkeit und sah das Behandlungs-
prinzip trotz der geringen Fallzahlen al's bestétigt an.

Im Weiteren bemilhte er sich um eine einfachere und schnellere Diagnostik des Koli-
antagonismus und entwickelte eine serologische Differenzierung zwischen hoch- und
minderwertigen Bakterien. Starke Kolistdmme agglutinierten bis zu einem Titer von
1:50 000, wahrend schwache keinen Effekt zeigten.

In der Folgezeit dehnte Nissle seine Therapieversuche auf nichtinfektiése Darmerkran-
kungen einschliefllich Colitis ulcerosa aus. Auch hier entdeckte er ,, antagonistisch
minderwertige” Kolikeime und schlussfolgerte, dass die bisher als funktionell bezeich-
neten Darmerkrankungen und Verdauungsstorungen &tiologisch in , einfache bzw.
infektiose Dysbakterie des Darms* einzuteilen sind. Unter Dyshakterie des Dickdarms
verstand Nissle , jede deutlich erkennbare Abweichung der Flora dieses Darmabschnittes
von der Norm* (11).

Mutaflor® — vom Bakterium zum geschiitzten Warenzeichen

Die Entwicklung von Mutaflor® beruht auf der Gewinnung des Kolistammes eines
Pionierunteroffiziers, der im Balkankrieg in der Dobrudscha im Gegensatz zu all
seinen Kameraden von einer Darmerkrankung verschont geblieben war. Dieser Koli-
stamm erwies sich als besonders hochwertig. Seine Verabreichung erfolgte damalsin
Hartgelatinekapseln, die mit dem Belag frisch hergestellter Agarplatten, schwachem
Milchzuckeragar und WeiRRbrotkrume gefiillt waren. Bereits Ende 1916 meldete Nissle
Mutaflor® als geschiitztes Warenzeichen an, das am 1.3.1917 als solches beim Reichs-
patentamt eingetragen wurde. 1917 Gbernahm die Fa. G. Pohl in Schonbaum/Danzig
die Herstellung und den Vertrieb der Bakterien-haltigen Kapseln unter dem Namen
Mutaflor®. Nissle bemiihte sich dabei um die Sicherstellung einer gleichbleibenden
Qualitét durch Lieferung der Starterkultur fir jede Produktionscharge. Im Jahr 1932
erfolgte der Wechsel von der inzwischen als Vereinigte Gelatinekapselfabrik Pohl &
L ehmann, Marienburg/Westpreuf3en firmierenden Vorgangerfirma zur Fa. Hageda AG
in Berlin. Ab 1947 wurde das Praparat von deren Filiale in Hannover hergestellt und
1970, nach dem Tod von Ehefrau Erna Nissle, einschliefdlich aller Rechte an dem
E.-coli-Stamm an die Fa. Ardeypharm GmbH in Herdecke verkauft.

In der damaligen Zeit priiften verschiedene Arzte die Mutaflor®-Anwendung bei
Infektionen mit Salmonellen und Shigellen mit unterschiedlichem Erfolg. Vielver-
sprechend waren die Ergebnisse bei Patienten mit akuten Enteritiden, Colitis ulcerosa,
nichtinfektidsen Darmerkrankungen und atonischen bzw. spastischen Formen der chro-
nischen Obstipation. Im Gegensatz zum unbefriedigenden Einsatz bei einigen Kindern
mit fortgeschrittener, wohl schon inkurabler Sauglingsenteritis, war Mutaflor® bei
chronisch kréankelnden, infektanfalligen, blutarmen Kindern der Kinderheilstétte
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»3chlofd Friedensweiler” im Schwarzwald aul3erst erfolgreich. Hierzu schreibt Nissle
(12):

» Ich habe gefunden, dass die Dysbakterie des Darmes eine der Hauptursachen fir das
schlechte Entwickeln und das Krankeln, fir die Infektionsanfalligkeit des européischen
Stadtkindes ist”.

Dysbakterie und Krebs

Intensiv befasste sich Nissle mit dem mdglichen Zusammenhang von Dysbakterie
und Krebs. In den Faeces Krebskranker stellte er regelmafidig eine Dyshakterie fest
und erklarte:

»Aus dem Zusammenhang von Bakterien mit Darmsekreten und Nahrungsschlacken,
die ihnen als N&hrboden dienen, mag neben dem von Becher nachgewiesenen Phenol
und Kresol noch ein ganzes Gemisch komplizierter, chemisch schwer fal3barer
Verbindungen hervorgehen, und ich bin zu der Vorstellung gelangt, daf3 sich unter
ihnen auch kanzerogene Stoffe, vielleicht Teerderivate, befinden, die ebenfallsin die
Blutbahn Gbergehen und durch jahre- und sogar jahrzehntelange Reizung geeignete
Zellarten im Sinne der Umwandlung zu einem Malignom veréndern“ (13).

Auch hier wurde Nissle durch Fallberichte verschiedener Autoren unterstitzt, die mit
Erfolg das Kolipréparat bei Krebs eingesetzt haben. Weitere Anwendungsgebiete von
Mutaflor® wie verschiedene internistische, gynakol ogische und neurol ogische Erkran-
kungen sowie der rheumatische Formenkreis fihrten zur Begriindung eines ,,intestinalen
Stigmas".

Anléasslich seines 90. Geburtstages fasste Nissle die Gundlagen seiner Forschung und
des neuen Heilprinzips wie folgt zusammen:

»1ch habe ein neues Heilprinzip entdeckt und da habe ich grof3e Freude dran, weil es
in recht vielen Fallen als einziges zum Ziel fihrt. Man hat auf die Dickdarmflora
vorher viel zu wenig geachtet und hat nicht verstanden, dass diese Dickdarmflora oft
das einzig entscheidende fir die Gesundheit des Betreffenden ist. Es entstand die
Entdeckung aus zufélligen Beobachtungen, an denen aber andere vorbei gegangen
sind. Und ich habe das nun zum Gegenstand der Forschung gemacht und habe dann
gefunden, dass aulRerordentlich viel eben von der Beschaffenheit der eigenen Koli-
bakterien abhéngt. Und so entstand das Kolipréparat, das ich geschaffen habe” (3).

Die Aktualitat des wissenschaftlichen Grundgedankens von Nissle

Fir eine abschlielende Wirdigung der wissenschaftlichen Arbeiten von Nissle ist es
noch zu frah. Das Aufstellen von Hypothesen, ihre wissenschaftliche Bestétigung
und der klinische Wirksamkeitsnachweis bedurfen der Jahrzehnte. Zwar sind seit der
Einfiihrung von Mutaflor® im Jahre 1917 Jahrzehnte vergangen, doch wurden die
wichtigen Ansétze von Nissle nur von wenigen Forschern aufgegriffen. Vor allem
aber die beginnende Ara der Sulfonamide und Antibiotika fuhrte zu einer Vernach-
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l&ssigung der Forschung auf dem Gebiet der Darmflora. Nissle war in diesem Sinn ein
Einzelkampfer, der sich mit dem Koli-Antagonismus auseinandersetzte, Verfahren
zur Klassifizierung der Kolibakterien wie den antagonistischen Index entwickelte,
sich in Selbstversuchen von der Vertréglichkeit ausgesucht hochwertiger Kolistémme
Uberzeugte und sie therapeutisch bei spezifischen Darminfektionen und bei funktio-
nellen und chronisch entziindlichen Darmerkrankungen einsetzte.

Die wissenschaftliche Bedeutung der von Nissle entwickelten Erkenntnisse wirdigte
Hentges 1983: , Nissle (1916) war der erste, der vermutete, dai3 die intestinale Flora
einen Schutz gegen Infektionen bieten kdnnte. Nachfolgende Berichte beschrieben
dann die antagonistische Interaktion zwischen coliformen Organismen (Gratia 1925)
und der Produktion von Colicinen durch einige intestinale Bakterien die in die Ver-
mehrung anderer Bakterien eingreifen (Fredericq und Levine, 1947). Weitere direkte
Nachweise fur eine protektive Rolle der intestinalen Flora erbrachte Freter (1955 und
1956)...“ (2).

Nissle prégte den Begriff Dysbakterie, der jedoch von vielen Bakteriologen abgel ehnt
wurde. Seeliger erklérte hierzu: , Die mannigfaltigen Erscheinungen, denen der
Bakteriologe in seiner taglichen Arbeit bei der Untersuchung menschlicher Stiihle
begegnet, lassen sich nicht in einem Sammelbegriff zusammenfassen, heil3e er nun
Dysbakterie oder anders, da die Ursachen ebenso komplex sind wie die vieldeutigen
bakteriol ogischen Befunde... Der vieldeutige Dysbakterie-Begriff ist daher entbehrlich
und durch exakte Erregerdiagnosen zu ersetzen” (14). Einige andere Bakteriologen
pladierten fur die Beibehaltung, aber Aktualisierung des Begriffs Dysbakterie,
darunter Hoffmann (15).

Zuruckgezogen in sein Privatinstitut in der Erwinstra3e in Freiburg arbeitete Nissle
bis zu seinem L ebensende. Wenn man sich nun in den letzten Jahren wieder verstarkt
mit der Darmflora und dem Bakterium E. coli Nissle 1917 befasst, bedeutet dies auch
eine nachtragliche Anerkennung der wissenschaftlichen Leistung und des Lebens-
werkes von Nissle.

Zu seiner Forschung befragt, bemerkte Nissle 1964 (3):

»Ich bin dabei, wieder eine Arbeit zusammen zu schreiben tber Grundlagen des
Ganzen; Grundlagen fir die Pathogenese, also fur die Entstehung der Krankheiten
und fur die Therapie, die fur einen Teil der Krankheiten zutrifft. Und das war meine
Hauptforschung, auch schon in friheren Jahren. Da habe ich auf anderem Gebiet
gearbeitet, aber in dem Punkt, da treffen sich diese Absichten mit den jetzigen noch.
Ich fahle mich noch vollstdndig im Stande, solche Arbeiten zu schreiben. Ich bin
nattrlich nicht mehr derselbe wie vor 40 Jahren, aber bis auf die Schwerhorigkeit
fuhle ich mich noch vollkommen gesund. Und, eins mdchte ich noch bemerken, ich
schlucke selbst seit fast 30 Jahren mein eigenes Préparat Mutaflor®, um mich auf der
Hohe zu halten. Und es scheint so, als ob mir das gelungen ist. Ich halte es fir meine
Pflicht, zu arbeiten, solange ich irgend kann"“.
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Auch wenn Nissle mit seiner bakteriologischen Forschung auf Arbeiten und Erfah-
rungen anderer Wissenschaftler und Arzte zuriickgreift, gebiihrt ihm dennoch die
Anerkennung fur die ausfihrliche und grundlagenméafdige Erarbeitung und Begriindung
der Therapie mit Iebensfahigen Koli-Keimen. Aufgrund neuer &tiopathogenetischer
Erkenntnisse zu chronisch entziindlichen Darmerkrankungen sowie extraintestinalen
darmassoziierten Manifestationen und bei kritischer Betrachtung der Vor- und Nachteile
der Antibiotika-Therapie gewinnt derzeit die Riickbesinnung auf seinerzeitige Behand-
lungsansétze erneut an Bedeutung.

Prof.Dr.Dr. D. Loew

Vorsitzender der Alfred-Nissle-Gesellschaft
Brininghausstrafie 16
58089 Hagen
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Das glaser ne Bakterium:
Mikrobielle Genomanalyse

G. Blum-Oehler, L. Grozdanov, U. Dobrindt,
F. Agerer, G. Nagy, K. Piechaczek, T. Hartsch,
G. Gottschalk, J. Hacker

Dr. G. Blum-Oehler

Abstract

Im letzten Jahrzehnt gelang die vollstandige Genom-Sequenzierung von mehreren
Eukaryonten und Prokaryonten. Damit eréffnen sich auch in der Medizin neue dia-
gnostische und therapeutische Modglichkeiten.

Mittlerweile sind mehr al's 30 verschiedene mikrobielle Genome vollstandig sequen-
ziert worden. Darunter befinden sich sowohl apathogene Bakterienstdmme wie z.B.
Escherichia coli K-12 Stamm MG 1655 (1) als auch human- und pflanzenpathogene
Bakterienstdmme. Bei einigen Spezies wurden bereits die DNA-Sequenzen mehrerer
Stdmme entschlisselt. Der Vergleich der jeweiligen Genomsequenzen kann Unter-
schiede in der genetischen Organisation aufzeigen und Hinweise auf die phylogene-
tische Entwicklung von Bakterienstammen geben. Neben der vergleichenden
Genomanalyse spielt die weitere funktionelle Genomanalyse eine wichtige Rolle.
Dies ermdglicht die Untersuchung der komplexen Ablaufe im Rahmen der Genex-
pression sowie der Vielféltigkeit der exprimierten Genprodukte.

Beispielhaft soll hier die vergleichende Genomanalyse an dem probiotischen E. coli-
Stamm Nissle 1917 (DSM 6601) und E. coli K-12 Stamm MG 1655 aufgezeigt wer-
den. Der Stamm DSM 6601 ist ein apathogener Vertreter der O6-Stamme und verfigt
Uber verschiedene Faktoren wie z.B. Fimbrienadhasine und Eisenaufnahmesysteme
(2), die die Etablierung und das Uberleben im Wirtsorganismus ermoglichen. Die ver-
gleichende Genomanalyse soll diese Faktoren naher charakterisieren sowie die Ein-
ordnung der entsprechenden Gencluster in eine physikalische Genkarte ermoglichen.
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Fortschritte der Genomsequenzierung

In den letzten 10 Jahren sind zahlreiche Genome von Eukaryonten und Prokaryonten
vollsténdig sequenziert worden. Es wird geschétzt, dass in den néchsten zwei bis vier
Jahren noch etwa 100 weitere Genome von Pro- und Eukaryonten entschliisselt sein
werden (5). Man erhofft sich von diesen Analysen eine verbesserte Diaghose und
Therapie von Krankheiten sowie Hilfe bei der Entwicklung von Impfstoffen und die
Erforschung neuer mikrobieller Energiequellen. Mikroben enthalten eine Fille gene-
tischer Information. Der Mensch hat diese Ressourcen bereitsin vielfaltiger Weise fur
medizinische, landwirtschaftliche und 6kologische Zwecke ausgebeutet, um seine
L ebensqualitat zu verbessern. Dartiber hinaus bietet die Sequenzanalyse mikrobieller
Genome die Moglichkeit, mehr tber evolutiondre Prozesse und somit tber die Ent-
wicklung von unterschiedlichen Genomstrukturen zu erfahren.

Im Jahre 1995 wurde von der Arbeitsgruppe um Craig Venter (, The Institute for
Genomic Research”, TIGR) in der Zeitschrift ,Science” die erste komplette DNA-
Sequenz eines freilebenden Bakteriums, Haemophilus influenzae, publiziert (3). Die-
sem Ereignis gingen zahlrei che wichtige technol ogische Entwicklungen voraus (Tab. 1).

Wichtige Meilensteine auf dem Weg zur Genomanalyse

1953  Aufklarung der DNA-Struktur durch Crick und Watson
1968  Aufreinigung des ersten Restriktionsenzyms

1974  Einfuhrung des Southern Blots

1977 Gilbert und Sanger beschreiben die DNA-Sequenzierung
1984 Einfuhrung der Pulsfeld-Gelelektrophorese

1986 Einfuhrung der Sequenzierung mit Fluoreszenzfarbstoffen

1987 Erste physikalische Genomkarte von E. coli
Beschreibung der YACs (,,Yeast artificial chromosomes*)

1988 Beschreibung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
1992 Beschreibung der BACs (,,bacterial artificial chromosomes*)
1994  Beschreibung der PACs (,,P1 artificial chromosomes*)

1995  Erste bakterielle Genomsequenz (H. influenzae) veroffentlicht
1996  S. cerevisiae — Genomsequenz vero6ffentlicht
M. jannaschii (Archaebakterium) — Genomsequenz vero6ffentlicht

1997 E. coli - Genomsequenz verdffentlicht
1998 C. elegans — Genomsequenz verotffentlicht

2000 Drosophila melanogaster - Genomsequenz veroffentlicht

Tab. 1
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Klonierungstechniken und Sequenzierungsstrategien

Eine wichtige Voraussetzung war die Etablierung geeigneter Klonierungstechniken
und Sequenzierungsstrategien. Dabei wurden zwei fir die Genomsequenzierung
essentielle Klonierungstechniken entwickelt. Dazu gehdren zum einen die Konstruktion
von geordneten Genbanken, bei denen definierte Teilbereiche eines Genoms kloniert,
katalogisiert und anschlief3end systematisch sequenziert werden. Zum anderen wurden
sogenannte ,, Shotgun“-Genbanken etabliert, in denen zufallsméallige, sich Uberlappende
DNA-Fragmente kloniert und sequenziert werden konnen. Bei der |letztgenannten
Methode wird eine etwa 8-fache Abdeckung bei der Komplettsequenzierung erreicht,
so dass sich eine gentigend hohe Datensicherheit ergibt (Abb. 1).

Abb. 1:
Das Prinzip der ,,Shotgun‘“-Sequenzierung

Mittlerweile wurde der genetische Code von mehr als 30 verschiedenen mikrobiellen
Genomen publiziert. Darunter befinden sich sowohl apathogene Bakterienstamme
wie z. B. Escherichia coli K-12 Stamm MG1655 (1) als auch human- und pflanzen-
pathogene Bakterienstdmme. Bei einigen Spezies wurden bereits die DNA-Sequenzen
mehrerer Stdmme entschltsselt (Tab. 2). Zur Zeit sind etwa 90 weitere Projekte in
verschiedenen Institutionen in Arbeit (6).

Funktionelle Genomanalyse

Die meisten bel einer Genomsequenzierung anfallenden Daten werden anschlief3end
in offentlichen Datenbanken gespeichert und sind durch das Internet verfugbar.
Die Entschlisselung eines kompletten Genoms stellt jedoch erst den Ausgangspunkt
fur weitere Analysen dar. Man schétzt, dass nur etwa der Halfte der vorausgesagten
offenen Leserahmen (ORF's, open reading frames) in einem Genom eine biol ogische
Funktion zugeordnet werden kann (4). Der Vergleich der jeweiligen Genomsequenzen

4. Interdisziplindres Symposium Darmflora in Symbiose und Pathogenitét, Berlin 2000



26  G.Blum-Oehler

Komplett sequenzierte Genome (Stand 10/00)

Spezies GenomgréRe (Mbp) Publikation
Haemophilus influenzae Rd 1,83 7 /1995
Mycoplasma genitalium 0,58 10/ 1995
Mycoplasma pneumoniae 0,82 1171996
Aquifex aeolicus 1,55 711997
Synechocystis PCC6803 3,57 3/1997
Helicobacter pylori 26695 1,67 8 /1997
Bacillus subtilis 4,21 11/ 1997
Borrelia burgdorferi 0,91 12 /1997
Treponema pallidum 1,14 3/1998
Chlamydia trachomatis 1,04 5/1998
Mycobacterium tuberculosis 4,41 6 /1998
Escherichia coli K-12 4,64 10/ 1998
Rickettsia prowazekii 1,11 11/1998
Chlamydia pneumoniae 1,23 12 /1998
Helicobacter pylori J99 1,64 1/1999
Thermotoga maritima 1,86 6 /1999
Deinococcus radiodurans 2,65 11/1999
0,41 1171999
Ureaplasma urealyticum 0,7 1/2000
Campylobacter jejuni 1,64 2 /2000
Neisseria meningitidis MC58 2,27 2 /2000
Chlamydia muridarum 1,07 3/2000
Chlamydia pneumoniae AR39 1,23 3/2000
Neisseria meningitidis 22491 2,18 3 /2000
Pseudomonas aeruginosa 6,26 5/ 2000
Vibrio cholerae 2,96 6 /2000
1,07 6 /2000
Xylella fastidiosa 2,68 6 /2000
Chlamydia pneumoniae 1,23 7 /2000
Bacillus halodurans 4,20 8 /2000
Buchnera sp. APS 0,64 9 /2000

Tab. 2
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untereinander kann Unterschiede in der genetischen Organisation aufzeigen und Hin-
weise auf die phylogenetische Entwicklung von Bakterienstdmmen geben. Neben der
vergleichenden Genomanalyse spielt die funktionelle Genomanalyse eine wichtige
Rolle. Dazu sind Untersuchungen wie die Transkriptom- und Proteomanalyse nétig.
Dies ermdglicht einen Einblick in die komplexen Abl&aufe im Rahmen der Genexpres-
sion sowie in die Funktion der exprimierten Genprodukte (Abb. 2).

Abb. 2:
Genom-DNA-Sequenz-
und Funktionsanalyse

Integration von Fremd-DNA —, Flexible Genpools"

Bei der Analyse der Sequenzdaten zeigt sich, dass bakterielle Genome haufig aus
einem Kerngenom mit einem relativ homogenen G- und C-Gehalt bestehen und
zusétzliche DNA-Sequenzen besitzen, die mdglicherweise Uber horizontalen Gen-
transfer in das Genom integriert wurden (Abb. 3). Hierbei konnte die Integration von

Kerngenom

Phagen
Plasmide
Genom-Inseln

Resistenz Degradation Metabolismus Pathogenitdt  Sekretion Symbiose

Abb. 3: Genomstruktur von Prokaryonten
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Fremd-DNA Uber Plasmide, Bakteriophagen oder auch sogenannte Genominseln
(,genomic islands"), die fur verschiedene Funktionen wie metabolische Leistungen,
Sekretionssysteme, Symbiosefaktoren oder Resistenzen kodieren kénnen, wesentlich
zur Ausbildung eines flexiblen Genpools beitragen. Viele dieser Genominseln sind fir
die Fitness der Mikroben von Bedeutung. Unter bestimmten Selektionsbedingungen,
die unabhangig von pathogenetischen Prozessen ablaufen kénnen, werden diese
Inseln dann einen Vorteil bringen und evolutionsbiol ogische Bedeutung erlangen.

Genomsegquenzierung der Spezies Escherichia coli

Betrachtet man die Spezies Escherichia coli, die apathogene und pathogene Varianten
umfasst, so kdnnten die zuvor beschriebenen Prozesse wesentlich zur Entwicklung
dieser einzelnen Varianten beigetragen haben. Eine wichtige Voraussetzung fir dies-
beziigliche Analysen stellt die Verdffentlichung der Komplettsequenz des apathogenen
Escherichia coli K-12-Stammes MG 1655 im Jahre 1997 dar (1). Frederick Blattner und
seine Mitarbeiter hatten 15 Jahre lang an dieser DNA-Sequenz gearbeitet und konnten
diese Arbeiten im Jahre 1997 abschlief3en. Das Genom dieses E. coli-Stammes umfasst
4.639.221 Megabasenpaare, welche fur 4288 Gene kodieren. 38 % dieser Gene konnte
bisher keine Funktion zugeordnet werden. Insgesamt kénnen etwa 1900 verschiedene
Proteine von einer E. coli K-12-Zelle produziert werden. Die Komplettsequenz des
Stammes MG 1655 stellt eine wichtige Grundlage fur die Analyse weiterer E. coli-
Genome dar.

Vergleichende Genomanalyse:
E. coli Stamm DSM 6601 (Nissle 1917) und E. coli K-12-Stamm M G 1655

Beispielhaft soll hier die vergleichende Genomanalyse an dem probiotischen E. coli-
Stamm DSM 6601 und E. coli K-12-Stamm MG1655 aufgezeigt werden. Der Stamm
DSM 6601 ist ein apathogener Vertreter der O6-Stdmme und verfligt Uber verschiedene
Faktoren, die die Etablierung und das Uberleben im Wirtsorganismus ermdglichen.
Dazu gehdren u.a. drei unterschiedliche Fimbrienadhasine und funf Eisenaufnahme-
systeme (2) (Abb. 4). Daruber hinaus weist dieser Stamm eine ungewohnliche

Kapsel (k) Mikrozine Adhésine:
Eisenaufnahme-Systeme: -Typ1l
- Enterobaktin -F1C
- Aerobaktin
- Yersiniabaktin
- Hémin
- Citrat
e
[ | :':.
Fi
i Abb. 4:
Darstellung einer
LPS (06; semirau) typischen Bakterienzelle
Flagelle (H1) des E. coli-Stammes
DSM 6601
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Lipopolysaccharidstruktur auf, die zu einem semirauen Phanotyp fuhrt. Der Stamm
DSM 6601 kann auch Mikrozine produzieren, die einen Selektionsvorteil gegentiber
anderen Mikroorganismen bieten.

Mit Hilfe der vergleichenden Genomanalyse wurden diese Faktoren ndher charakte-
risiert. DarUber hinaus sollte die Einordnung der entsprechenden Gencluster in eine
physikalische Genkarte méglich sein. Um dieses Ziel zu erreichen, wurde zunéchst
ein Vergleich der translatierbaren ORF’'s zwischen dem E. coli K-12-Stamm MG1655
und dem Stamm DSM 6601 mit Hilfe der Makroarray-Technik durchgefiihrt.

Vergleich der translatierbaren ORF’s mittels M akroarray-Technik

Die verwendeten Makroarrays enthalten alle translatierbaren ORF’s, die man im
Genom des Stammes MG 1655 identifizieren konnte. Es zeigte sich, dass insgesamt
418 ORF’s, die im Stamm MG1655 anwesend sind, im Genom des Stammes
DSM 6601 nicht zu finden sind (Tab. 3). Hierzu zéhlen u. a. zahlreiche hypothetische
ORF’s sowie Phagen-, Transposon- oder Plasmid-assoziierte ORF’'s. Dartiber hinaus
wurde das Proteom des Stammes DSM 6601 untersucht. Weitere Analysen werden
zeigen, ob sich die durch die Makroarray-Analyse erzielten Ergebnisse durch die Pro-
teomanalyse verifizieren lassen.

ORF-Kategorie Anzahl der in DSM 6601’
nicht vorhandenen ORF’s

Hypothetisch, nicht klassifizierbar, unbekannt 229

Phagen-, Transposon- oder Plasmid-assoziiert 32

Putative regulatorische Proteine 22
DNA-Replikation, Rekombination, Modifikation 6
Zellstruktur 16

Putative Enzyme 21

Andere 92

Tab. 3: Genomvergleich zwischen den E. coli-Stammen
MG 1655 und DSM 6601 mittels DNA-Makroarrays

tRNA-Screening

Des Weiteren wurde ein sogenanntes tRNA-Screening etabliert, welches die I dentifi-
zierung moglicher zusétzlicher genetischer Information erlaubt, die im E. coli K-12-
Stamm MG1655 nicht vorhanden ist. tRNA-Gene weisen eine sehr hohe Stabilitét auf,
da sie fur das Uberleben einer Bakterienzelle von essentieller Bedeutung sind. Auf-
grund dieser Stabilitat werden tRNA-Gene sehr haufig als Integrationsort fur mobile
genetische Elemente wie z.B. Plasmide oder Bakteriophagen verwendet. Sie dienen
jedoch auch als Integrationsort fir genomische Inseln.
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Das tRNA-Screening wird mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchge-
fuhrt. Die verwendeten Oligonukleotidprimer binden jeweils ,,up”- und ,, downstream*
des betreffenden tRNA-Gens, so dass nur dann ein PCR-Produkt entstehen kann,
wenn keine Fremd-DNA in dem tRNA-Locus vorliegt. Etwa 30 der insgesamt Uber 80
in E. coli vorkommenden tRNA-Gene, die bereits als potentielle Integrationsorte in
der Literatur beschrieben sind, wurden in diese Analyse einbezogen. Es zeigte sich,
dass ungefahr ein Drittel der untersuchten tRNA-Gene des Stammes DSM 6601 als
Integrationsort fur Fremd-DNA in Betracht gezogen werden kann, da hier keine PCR-
Produkte nachgewiesen wurden.

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen ist geplant, aus einer Cosmidgenbank des
Stammes DSM 6601 Cosmidklone zu isolieren, die die betreffenden DNA-Bereiche
enthalten und einer DNA-Sequenzanalyse unterzogen werden kénnen. Aus dieser
Cosmidgenbank wurden bereits Cosmidklone identifiziert, die kodierende Bereiche
der schon bekannten Faktoren des Stammes DSM 6601 enthalten. Diese Cosmidklo-
ne wurden kartiert und zum Teil einer Sequenzanalyse unterzogen.

Genomkarte von E. coli Stamm DSM 6601 (Nissle 1917)

Die Abb. 5 zeigt eine Genomkarte des Stammes DSM 6601, die aufgrund dieser Daten
erstellt werden konnte. Die Adhésingencluster sind bei 23 min (csg, Curli-Fimbrien)
bzw. 98 min (fim, Typ 1-Fimbrien) lokalisiert. Das foc-Gencluster, welches fur die
F1C-Fimbrien kodiert, befindet sich mdglicherweise bei 5,6 min. Die fir Eisenauf-
nahme-Systeme kodierenden Gene sind gleichmal3ig lber das gesamte Genom ver-
teilt. Die Enterobaktin-Determinante (ent) kartiert bei 13 min, das Yersiniabaktin-
Gencluster (ybt) bei 44 min und das Hamingen chuA bei 78 min. Die genaue Position
des Aerobaktin-Genclusters konnte bisher noch nicht ermittelt werden. Interessan-
terweise sind einige der kartierten Gene auch mit tRNA-Genen assoziiert. Hierzu

! foc, mcmDABIC
fim BEAICDFGH mehIB
waa CLXWYTOPGQA ent DFCEBA
0 /100 min
chuA Csg ABCDF
iuc ABCDiuc A
flg NMABCDEFGHIJ
kps FEDUCS
klzlp B%A fliZACDST
whb KJ|H, ybt ézg.ofr;karte
rfb XCADB E. coli Stamm
DSM 6601
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zéhlen die ybt-Determinante (asnT) und die fur die Kapselbiosynthese kodierenden
kps- und kfi-Gene (pheV). Darlber hinaus liegen die Mikrozingene in enger Nach-
barschaft zu den foc-Genen.

Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die vergleichende Genomanalyse bereits
einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung der funktionellen Eigenschaften des probio-
tischen Stammes DSM 6601 leisten konnte. Insgesamt wurden mittlerweile etwa 80
Kilobasen des DSM 6601-Genoms entschlisselt, 32 der identifizierten ORF’s konn-
te eine Funktion zugeordnet werden, 13 ORF’s haben bisher unbekannte Funktionen.

Dr.rer.nat. G. Blum-Oehler

Julius-Maximilians-Universitat Wurzburg
Institut fur Molekulare Infektionsbiologie
Rontgenring 11

97070 Wirzburg
Verwendete Abklrzungen:
foc — Gene fur F1C-Fimbrien
mcm, mch — Gene fur Mikrozin
ent — Gene fur Enterobaktin
csg — Gene fir Curlifimbrien
flg, fli — Gene fur Flagellenantigen
ybt — Gene fur Yersiniabaktin
waa, wbb, rfb — Gene fir Lipopolysaccharidsynthese
kps, kfi — Gene fur Kapselsynthese
iuc — Gene fur Aerobaktin
chuA — Gen fur Haminrezeptor
fim — Gene fir Typ 1-Fimbrien
asnT — Asparagin-tRNA
pheV — Phenylalanin-tRNA
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Bakterielle Invasion
in eukaryontische Zellen

T.A. Olschlager, A. Altenhofer, C. Albert,
H. Merkert, J. Hacker

Dr. T.A. Olschl&ger

Abstract

Ein wichtiger Virulenzfaktor vieler pathogener Bakterien ist die Fahigkeit, in Wirts-
zellen einzudringen und intrazellulér Gberleben zu kdnnen. Diese Eigenschaft wird als
Invasivitét bezeichnet. Wie erwartet besitzt der probiotische E. coli-Stamm Nissle 1917
(DSM 6601) diese Eigenschaft nicht. Erstaunlicherweise wird DSM 6601 aber auch
nach Transformation mit einem Plasmid nicht invasiv, das nicht invasiven E. coli K-12
Stammen Invasivitat vermittelt. Als moglichen antagonistischen Effekt auf pathogene
Darmbakterien pruften wir auch die Fahigkeit des Stammes DSM 6601, die Invasivitat
von Salmonella-Stémmen zu inhibieren. Dies geschah mittels des sogenannten Genta-
mycinschutz-Assays. Tatsachlich inhibiert der DSM 6601-Stamm die Invasionseffizienz
von Salmonella in die humane embryonal e Epithelzelllinie des Intestinums INT 407 um
ca. 80% im Vergleich zur Invasionseffizienz von Salmonella in Abwesenheit von
DSM 6601. Dies konnte sowohl fir ein klinisches Salmonella enterica sv. Typhimurium-
Isolat als auch fur den abgeschwacht virulenten Salmonella enterica sv. Typhimurium
Stamm LT2 gezeigt werden. Vermutlich ist dieser inhibitorische Effekt aber nicht
einfach das Resultat der Abtétung der Salmonellen durch eines der von DSM 6601
produzierten Mikrozine. Denn weder DSM 6601 noch ein E. coli K-12 Cosmidklon,
der u.a. Mikrozin(e) produziert, verursachen einen Lysehof in einem Salmonellarasen.
Beide genannten Stamme lysieren jedoch den E. coli K-12 Stamm DH5q. Ein direkter
Kontakt zwischen DSM 6601 und den Epithelzellen (INT 407) oder Salmonella ist
aber nicht notwendig, um eine Inhibierung der Invasivitdt von Salmonella zu erreichen.
Dies wurde in Experimenten gezeigt, in denen sich DSM 6601 in einem Kompartiment
Uber dem mit Salmonella infizierten INT 407 Epithelzellrasen befand, das von dem
Salmonella-haltigen Medium Uber dem Epithelzellrasen durch einen Filter mit einer
Porengrof3e von 0,4 um getrennt war.

Diese Resultate legen den Schluss nahe, dass die hier gezeigte antiinvasive Eigen-
schaft des Stammes DSM 6601 einen Teil seiner probiotischen Potenz reprasentiert.
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Einleitung

Sowohl die Vermehrung von Salmonella enterica sv. Typhimurium (im folgenden als
S. typhimurium bezeichnet) als auch die Kolonisierung gnotobiotischer Ferkel kann
durch E. coli Stamm DSM 6601 inhibiert werden (1,2). Es wurden daher Studien zur
Aufklérung der molekularen Mechanismen geplant, die die Grundlage dieses protek-
tiven Effekts von DSM 6601 gegen eine Salmonella-Infektion bilden. Ein wichtiger
Virulenzfaktor von Salmonellen ist die Fahigkeit, in Enterozyten des Wirtsorganismus
einzudringen (Abb. 1). Diese Fahigkeit wird als Invasivitét oder Invasionsfahigkeit
bezeichnet. Die Invasion von Enterozyten reprasentiert eine frihe Stufe der Interaktion
zwischen Pathogen und Wirt wahrend der Salmonella-Infektion und ist essentiell fir
eine erfolgreiche Infektion. Es scheint daher mdglich, dass DSM 6601 eine Salmonella-
Infektion dadurch zu unterdriicken vermag, indem dieser probiotische E. coli-Stamm
u.a. die Invasion der Enterozyten durch Salmonella verhindert.

Abb. 1:
Transmissionselektronenmikroskopie:
Bakterien wéhrend der Internalisierung und intrazelluléar.

E. coli DSM 6601 (Stamm Nissle 1917) und Invasivitat

Zunéchst wurde geprtift, ob der E. coli-Stamm DSM 6601 mdoglicherweise fir humane
transformierte Epithelzellen selbst invasiv ist. Als Invasions-negative Kontrolle dien-
ten verschiedene E. coli K-12 Stémme. Als positive Kontrollen wurden das klinische
S. typhimurium-1solat C17 und der attenuierte S. typhimurium-Stamm LT2 gewahlt.
Die ausgewahlten humanen Epithelzelllinien stammen aus der Harnblase (T24) bzw.
dem embryonalen Intestinum (INT 407).
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Die Invasionseffizienzen wurden mittels des klassischen ,, Gentamycin-Schutzassays*
ermittelt (3). Dazu wurden die Epithelzellen in ,, 24 Well“-Platten bis zur Ausbildung
geschlossener einschichtiger Zellrasen kultiviert. Diese konfluenten Epithelzell-
monolayer wurden dann mit ca. 30 Bakterien pro Epithelzelle infiziert. Wahrend einer
sich anschlieRenden dreistiindigen Inkubationsphase hatten die Bakterien Gelegenheit,
die Wirtszellen zu invadieren. Eine zweite einstiindige I nkubationsphase in Gegenwart
von 100 pg/ml Gentamycin diente als Differenzierungsschritt fir die Unterscheidung
zwischen extra- und intrazellul&r lokalisierten Bakterien. Diese Differenzierung beruht
auf der Tatsache, dass Aminoglykosid-Antibiotika wie Gentaymcin intrazellul&r
lokalisierte Bakterien nicht abttten, sondern nur die extrazellulér lokalisierten. Nach
diesem Differenzierungsschritt wird die Zahl der intrazelluléren Bakterien bestimmt.
Dazu wird der Epithel zellrasen zunéchst mit einem Detergenz in geeigneter Verdiinnung
lysiert. Anschlief3end werden definierte Verdinnungen des Lysats auf Agarplatten
ausplattiert. Nach Inkubation Gber Nacht kann die Anzahl der Kolonien bestimmt
werden. Unter Einbeziehung der Verdinnungsstufe kann berechnet werden, welcher
Prozentsatz des Inokulums die Gentamycinbehandlung Uberlebt hat und damit
intrazellulér lokalisiert war.

Der Einsatz von E. coli Stamm DSM 6601 in diesem Gentamycin-Schutzassay ergab,
dass dieser Stamm fiur beide verwendeten humanen Epithelzelllinien nicht invasiv
ist. Die mit DSM 6601 erhaltenen Invasionseffizienzen sind Hintergrundwerte, die
auch mit den nicht-invasiven E. coliK-12-Stdmmen erreicht wurden. Im Gegensatz
dazu konnten 40 bis 50 % des Inokulums von S. typhimurium Stamm C17 und 10 bis
20% des S. typhimurium Stammes LT2 intrazellul&r lokalisiert werden (Abb. 2).

% Invasivitat von S. typhimurium

E. coli Nissle 1917

S. typhimurium C17

S. typhimurium LT2
\

E. coli K12

Abb. 2: 0
Invasionseffizienzen in humane
intestinale Epithelzellen INT 407

4. Interdisziplindres Symposium Darmflora in Symbiose und Pathogenitét, Berlin 2000



36 T.A. Olschlager

Effekt von E. coli DSM 6601 (Stamm Nissle 1917) auf die Invasivitéat
von Salmonella

In einer zweiten Serie von Invasionsexperimenten sollte gepruft werden, ob der
E. coli-Stamm DSM 6601 die Invasivitét von Salmonella in die Zelllinie INT 407 zu
beeinflussen vermag. Dazu wurden erneut Gentamycin-Schutzassays durchgefuhrt,
jeweils parallel mit DSM 6601, S. typhimurium C17 und S. typhimurium LT2.

Simultan wurden weitere Gentamycin-Schutzassays durchgefuhrt, in denen einschich-
tige Epithelzellrasen gleichzeitig mit je einem Salmonella-Stamm und einem E. coli-
K-12-Stamm bzw. einem Salmonella-Stamm und dem E. coli-Stamm DSM 6601
infiziert wurden. Die experimentell bestimmten Invasionseffizienzen bei den Misch-
infektionen wurden untereinander und mit jenen der Monoinfektionen verglichen.
Bei Mischinfektionen von E. coli-K-12 Stémmen und Salmonella fand sich kein Effekt
auf die Invasionseffizienz von Salmonella. Hingegen war jedoch in Gegenwart des
E. coli-Stammes DSM 6601 die Invasionseffizienz sowohl von S. typhimurium C17
als auch von LT2 um ca. 70 bis 80% reduziert im Vergleich zu den Mischinfektionen
mit Salmonella und E. coli-K-12-Stammen (Abb. 3). Damit konnte eine inhibitorische
Wirkung von E. coli Stamm DSM 6601 auf die Invasivitdt von S. typhimuriumin vitro
demonstriert werden.

45
g 40
= o~ ~ ~
= — —
é’ 35 &) - &) H
= £ — £ IS
S 30 2 32 S
= = s =
= ,g <@ g S Ei
(2]
S 2 £ 8= S E .-
o > Z X 5 g,' E_ |
= - o o . o =
ot o w o w o w - 2
= 15 + wi + wi + 8 E
& — Zga
BN 52
= S o
X -0 Wi o+ — Abb. 3:
5 ui Effekt von DSM 6601
. (E. coli Stamm Nissle 1917)
0 T T ! auf die Invasionseffizienz
von Salmonella

Charakterisierung der antiinvasiven Eigenschaften
des E. coli-Stammes DSM 6601

Es wurde zunéchst vermutet, dass die von DSM 6601 produzierten Mikrozine fur die
antiinvasive Aktivitét verantwortlich sind. Wirde Salmonella von diesen Mikrozinen
abgetotet, wirde damit auch die Invasivitéat der Salmonellen inhibiert.
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Zur Klérung der Rolle der DSM 6601-Mikrozine bei der Inhibierung der Salmonella-
Invasion wurde eine isogene Mikrozin-negative Mutante (H5445) des Stammes
DSM 6601 im Vergleich zum Wildstamm in Mischinfektionen der INT 407 Zellen in
Gentamycin-Schutzassays eingesetzt. Die Mikrozin-negative Mutante H5445 inhi-
bierte beinahe so effektiv die Invasivitéat von S. typhimurium C17 wie der Mikrozin-
produzierende Wildtyp DSM 6601 (Abb. 4). Damit schieden die von DSM 6601
produzierten Mikrozine als die bestimmende antiinvasive Komponente aus.
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M o6gliche andere Hypothesen zur Rolle von E. coli Stamm DSM 6601 bei der Inhi-
bierung der Salmonella-Invasion waren:
« das Vorhandensein einer anderen, von DSM 6601 sezernierten,
bislang unbekannten Komponente,
« der direkte Kontakt zwischen DSM 6601 und den Salmonellen
» und/oder der direkte Kontakt zwischen DSM 6601
und den INT 407-Zellen.

Zur Klérung dieser Hypothesen wurde ein modifizierter Gentamycin-Schutzassay
genutzt. Dazu kamen sogenannte ,, Transwell-Units* zum Einsatz, um einen direkten
Kontakt zwischen einerseits DSM 6601 und Salmonella und andererseits zwischen
DSM 6601 und den INT 407-Zellen zu verhindern sowie gleichzeitig eine freie Diffusion
fur von DSM 6601 sezernierte Molekule zu gewahren (Abb. 5). Diese Transwell-Units
sind Kunststoffeinsétze, die in die Kavitdten mit den INT 407-Monolayern einge-
bracht werden. Der Boden dieser Einsétze besteht aus einer porosen Membran. Die
Poren haben einen Durchmesser von 0,4 um. Daher ist diese Membran nicht durch-
lassig fur die untersuchten Bakterienspezies, stellt aber keine Diffusionsbarriere fiir
Molekile dar.
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In diese Transwell-Units wurden dann entweder der E. coli-Stamm DSM 6601 oder
seine isogene Mikrozin-negative Mutante H 5445 appliziert und der S. typhimurium-
Stamm C17 in die Kavitét mit den INT 407-Epithelzellen gegeben und damit der Gen-
tamycin-Schutzassay gestartet. Die so erzielten Invasionsraten fur S. typhimurium-
Stamm C17 waren dhnlich niedrig wie jene der Experimente mit Mischinfektionen aus
C17 und DSM 6601 bzw. C17 und H5445, in denen die Salmonellen und die Test-
Stamme (DSM 6601 bzw. H5445) nicht durch eine Membran voneinander getrennt
waren (Abb. 6).
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Abb.5: Das Transwell-System Abb. 6: Effekt von DSM 6601/ H 5445 - platziert

in Transwell-Units — auf die
Invasionseffizienz von Salmonella

Interessanterweise erfolgte jedoch keine Reduktion der Invasionseffizienz, wenn
S. typhimurium Stamm C17 statt DSM 6601 in die Transwell-Units gegeben wurde.
Dies bedeutet, dass die beobachtete Inhibierung der C17-Invasion in der Kavitat mit
den INT407-Zellen nicht auf der Depletion einer fur die Invasion von Salmonella
wichtigen Komponente des Zellkulturmediums beruht. Die Ergebnisse dieser Versuchs-
reihe deuten vielmehr eindeutig auf eine diffusible Komponente von E. coli Stamm
DSM 6601 als Antiinvasivum hin.

Zusammenfassung und Ausblick

Die hier vorgestellten Befunde aus Studien zur Invasivitét von E. coli DSM 6601
(Stamm Nissle 1917) belegen, dass diese probiotischen Keime im in vitro-Standard-
assay zur Bestimmung der Invasionseffizienz von Bakterien, dem Gentamycin-
Schutzassay, nicht invasiv sind. Vielmehr hat der E. coli-Stamm DSM 6601
inhibitorische Wirkung auf die Invasivitdt von Salmonella in vitro. Diese antiinvasive
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Aktivitét ist auf einen bislang unbekannten diffusiblen Faktor zurtickzufihren und
nicht auf direkten Kontakt mit Salmonella oder mit den humanen INT407-
Epithelzellen. Es handelt sich bei diesem Faktor aber nicht um die von DSM 6601
produzierten Mikrozine.

Im Tiermodell (Maus) soll ebenfalls gepruift werden, ob DSM 6601 die Invasivitét von
Salmonella typhimurium zu inhibieren vermag. Dazu werden histologische Schnitte
der Darmmukosa von mit Salmonella typhimurium infizierten Tieren untersucht und
mit dem histologischen Bild von Tieren verglichen, die vor der Salmonella-Infektion
mit DSM 6601 kolonisiert wurden. Des Weiteren ist geplant, von diesen Tiergruppen
die gereinigten, mit Gentamycin behandelten und homogenisierten Darmabschnitte
in Saline zu verdunnen und die intrazellularen Salmonellen mittels Salmonella-
Indikatorplatten zu quantifizieren. Schliefdlich soll mit einem &hnlichen Verfahren
die Anzahl der Salmonellen in den inneren Organen (Leber, Milz etc.) bestimmt
werden.

Eine weitere Fragestellung ist die Untersuchung der Fahigkeit von E. coli Stamm
DSM 6601, die Invasivitdt anderer invasiver Mikroorganismen wie enteroinvasiver
E. coli, Shigellen, Listerien oder Yersinien zu inhibieren. Sollte sich die antiinvasive
Wirkung von DSM 6601 auch auf andere invasive Mikroorganismen erstrecken, kann
davon ausgegangen werden, dass diese Eigenschaft zur probiotischen Natur des
E. coli-Stammes DSM 6601 gehdrt.

Schliefdlich soll die molekulare Natur der antiinvasiven DSM 6601-K omponente
aufgeklért werden, indem der E. coli-Stamm DSM 6601 mittels des Transposons
TnphoA mutagenisiert und die erhaltenen Mutanten auf den Verlust der antiinvasiven
Fahigkeit gepruft werden. Die so ermittelte Determinante muss dann anschlief3end mit
den Methoden der molekularen Genetik und Biologie charakterisiert werden.
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Struktur und pathophysiologische
Wirkung des Endotoxins
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Abstract

Gram-negative Bakterien tragen auf ihrer Oberflache Lipopolysaccharide (LPS), die Uber die
hochsensitive Erkennung durch zellulére und humorale Mechanismen der angeborenen |mmunitét
ein breites Spektrum an Reaktionen im Organismus des Menschen induzieren kénnen. Zu den
physiologischen Effekten von LPS z&hlen neben der Induktion einer Immunantwort eine gestei-
gerte Immunabwehr gegentiber mikrobiellen oder viralen Pathogenen und die Aktivierung anti-
tumoraler Immunmechanismen. Aufgrund ihrer potentiellen pathophysiol ogischen Wirkungen,
insbesondere bei der Induktion schwerer septischer Erkrankungen, werden LPS haufig
synonym als ,, Endotoxine" bezeichnet.

Alle heute bekannten Varianten von LPS setzen sich aus einer vorwiegend lipophilen Membran-
Verankerungsdomane, dem Lipoid A, und einer Kern- und daran gekniipften Polysaccharidre-
gion zusammen, welche aus sich wiederholenden Einheiten (,repeating units*) besteht. Die
Lipoid A-Doméne hildet das primére immunmodulatorisch aktive Zentrum und ist fir die
enterobakteriellen LPS-Formen in allen Details aufgeklart worden. Die volle endotoxische
Wirkung wird durch ein Hexaacy!-bisphosphoryl Lipoid A des Escherichia coli-Typs entfaltet.
Das Darmbakterium E. coli gehort zu den Gram-negativen Bakterien und besitzt einen hohen
Anteil LPS in der &ueren Membran.

Um die Bedeutung des apathogenen E. coli-Stammes Nissle 1917 (DSM 6601, MUTAFL OR®)
hinsichtlich seiner immunstimulatorischen Eigenschaften besser verstehen zu kénnen, haben wir
die chemische Struktur des L PS aus diesem Enterobakterien-Stamm analysiert und vollstandig
aufgeklart. Nach unseren Daten représentiert dieses LPS eine sehr hohe Strukturhomogenitét
und besteht aus einem biologisch hochaktiven typischen Hexaacyl-bisphosphoryl Lipoid A,
einem R1-Kernoligosaccharid und nur einer einzigen Basis-Einheit der O-spezifischen Kette,
die ein Pentasaccharid der serologischen E. coli O6-Struktur darstellt. Das LPS des Stammes
Nissle 1917 weist demnach eine ungewdhnliche Semirau (S/R)-Struktur auf, welche einerseits
die immunstimulatorischen, andererseits aber auch die apathogenen Eigenschaften dieses
Stammes zu erkléren vermag.

Die priméaren Zielzellen fur Endotoxine im Saugerorganismus sind die professionellen Phago-
zyten der angeborenen Immunitét. Nach aktuellen Modellvorstellungen erfolgt die hochsensitive
zellulére Erkennung der Lipoid A-Doméne von endotoxisch aktiven LPS im Wirtsorganismus
Uber die Mitwirkung des L PS-Bindungsproteins (LBP), die membran-gebundenen oder |6slichen
Isoformen des CD14-Antigens sowie den neu identifizierten membranstdndigen Komplex des
Toll-like receptors 4 (TLR4) mit dem endogenen Protein MD-2.

Die Aufkl&rung von Struktur-Wirkungsbeziehungen bei LPS hat nicht nur zu einem molekularen
Verstandnis sowohl immunstimulatorischer als auch toxisch-septischer Prozesse beigetragen,
sondern auch die Entwicklung neuer pharmakologischer und immunologischer Strategien zur
Préavention und Therapie maligner und infektioser Erkrankungen neu belebt.
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Einleitung

Endotoxine sind eine Klasse von Zellwand-K omponenten Gram-negativer Bakterien,
die aufgrund der generellen chemischen Struktur al's Lipopolysaccharide (LPS) bezeich-
net werden und zu den aktivsten heute bekannten biologischen Immunstimulatoren
gehdren. Lipopolysaccharide sind extrem hitzestabile amphiphile Molekile, die sich
aus einer vorwiegend hydrophoben Region — dem Lipoid A — und einer kovalent ge-
bundenen hydrophilen Poly- oder Oligosaccharidregion zusammensetzen (Abb. 1) (1,2).

Polysaccharid ‘ Lipid ‘

O-spezifische Kette Kernregion Lipoid A

Wiederholungseinheit AuRere Innere
®

Abb. 1: Generelle Struktur der Lipopolysaccharide Gram-negativer Enterobakterien

®

Die Lipoid A-Domaéne ist das primare immunmodulatorische Aktivitatszentrum der Lipopolysaccharide.
Gezeigt ist die vollstandig protonierte Form. n = 0 bis 70; in S/R-Mutanten ist n = 0.

Kdo  3-Deoxy-D-manno-Oktulosonséure
Hep L- oder D-Glycero-D-manno-heptose
GlcN  Glukosamin

P Phosphat

L PS bilden eine essentielle Komponente der &uf3eren Membran Gram-negativer Bak-
terien - darunter so wichtiger kommensaler oder humanpathogener Keime wie z.B.
Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori, Legionella pneumophila, Pseudomonas
aeruginosa oder Salmonella enterica.

Pathologische Wirkungen, die auf LPS als hitzestabiler Komponente bakterieller
Préparate zuriickgehen, sind bereits in den frihen Studien von Richard Pfeiffer
beschrieben worden, einem Mitarbeiter Robert Kochs am Institut fur Infektions-
krankheiten in Berlin. Er wahlte die Bezeichnung ‘ Endotoxine’ fiir die neu entdeckten
bakteriellen Substanzen, um sie von den bereits charakterisierten hitzelabilen Exotoxi-
nen von Vibrio cholerae zu unterscheiden (3). Eine vorwiegend durch LPS induzierte
Kombination von therapeutischen immunstimulatorischen Effekten und toxischen
Wirkungen wurde etwa zur gleichen Zeit von William B. Coley am Memorial Hospital
in New York beobachtet. Er behandelte inoperable Sarkome beim Menschen mit Hilfe
eines Gemisches hitzegetoteter Bakterien der Gram-negativen Spezies Serratia
marcescens und Gram-positiver Streptokokken (‘ Coley’s Toxine’) (4).
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LPS vieler Gram-negativer Bakterienarten konnten in den letzten zwei Jahrzehnten
chemisch, physikalisch und biologisch néher charakterisiert werden (1,2,5,6). Hierbei
zeigte sich, dass nur definierte Formen von LPS bei Menschen oder Versuchstieren
toxisch (agonistisch) aktiv sind.

Die klassische Endotoxin-Wirkung agonistischer L PS-Préparate wird primér indirekt
hervorgerufen, d.h. durch die Induktion einer extremen, pathologischen, dysregulierten
Immunreaktion des Wirtsorganismus. Im Einklang mit den erwahnten klassischen
Studien wurde die generell ambivalente Natur der Wirkungen von agonistischem LPS
bestétigt. Abhangig von der Dosis, der Applikationsart und der individuellen, zum Teil
genetisch determinierten Empfindlichkeit des Wirtsorganismus kdnnen agonistische
LPS-Formen in erwinschter Weise eine Steigerung der Immunabwehr gegentiber
mikrobiellen oder viralen Infektionen sowie auch malignen Erkrankungen bewirken.
Ebenso sind ernste pathol ogische Reaktionen bis hin zu schweren septischen Erkran-
kungen moglich.

Die phylogenetisch stark konservierte Lipoid A-Doméne wurde als das primére
immunstimulatorische Aktivitétszentrum der Lipopolysaccharide identifiziert. Diese
Domane wird spezifisch durch humorale und zellulére Komponenten der angeborenen
oder nattrlichen Immunitét einer Vielzahl eukaryontischer Organismen erkannt. Unter
immunologischem Aspekt fungieren die Lipoid A-Doméanen agonistischer LPS als
‘Pathogen-assoziierte Molekulare Muster’ (PAMPs), die dem Wirtsorganismus die
Infektion durch Gram-negative Bakterien signalisieren (7).

Im Laufe der zurtickliegenden Dekade konnten zentrale Komponenten des Signal-
systems der Phagozyten aus Sdugern identifiziert werden, das die Erkennung der
Lipoid A-Region endotoxisch aktiver L PS-Formen vermittelt.

Nach aktuellen Modellvorstellungen wird die proinflammatorische Aktivierung der
Phagozyten durch Endotoxine Uber das sequentielle Zusammenwirken verschiedener
Komponenten initiiert. Dazu gehdren:

« das extrazellulére LPS-Bindungsprotein (LBP),

* membran-gebundene oder 16sliche Isoformen des CD14-Antigens
(mCD14 oder sCD14) und

» Komplexe des Toll-like receptor 4 (TLR4) mit dem akzessorischen
Protein MD-2 auf der Zelloberflache.

Die Aktivierung erfolgt Uber intrazellulére Signaltransduktionswege, deren primére
Komponenten den Signalsystemen der Zytokine IL-1 und IL-18 analog sind (8,9).
Neuerdings wird auch die Beteiligung von lonenkandlen bei der Signaltransduktion
diskutiert (10).
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Chemische Struktur und immunreaktive Deter minanten
der Lipopolysaccharide

Alle heute bekannten bakteriellen LPS-Formen sind in ihrer Grundarchitektur vergleich-
bar. Sie bestehen aus einer Lipidkomponente, dem Lipoid A, und einem kovalent an
diese Membranverankerungsstruktur gebundenen Polysaccharid- oder Oligosaccharid-
anteil. Insbesondere wegen der grof3en strukturellen Variabilitdt in der Polysaccha-
ridregion, aber auch aufgrund spezifischer Unterschiede in den Feinstrukturen der
Lipoid A-Doménen existiert eine enorme Vielfalt an natlrlichen Strukturvarianten
innerhalb dieser Substanzklasse (1,2,5,6). In einer Reihe klassischer Studien wurden
zunéchst die endotoxisch hochaktiven LPS-Formen der Enterobakterien Escherichia
coli und Salmonella enterica aufgeklart (Abb. 1). Die Polysaccharidregion des LPS
dieser und vieler nachfolgend charakterisierter Bakterien setzt sich aus der termi-
nalen O-spezifischen Kette — einer Substruktur aus bis zu 70 sich wiederholenden
Oligosaccharideinheiten von meist 2—8 Monomeren — und der an das Lipoid A gebun-
denen Kernregion zusammen.

O-spezifische K ette

Charakteristisch fir die O-spezifische Kette ist eine extrem hohe Strukturvariabilitét,
die die Basis fur die serologische Klassifizierung individueller Bakterienstdmme nach
den O-antigenen Determinanten bildet. Mutanten der Enterobakterien und anderer
Gram-negativer Bakterien, die aufgrund genetischer Defekte keine O-spezifischen
Ketten in den Lipopolysacchariden ausbilden, werden wegen der Morphologie der
bakteriellen Kolonien als Rauh (rough; R)-Mutanten und ihr LPS als R-Form-LPS
bezeichnet. Lipopolysaccharide mit einer O-Kette werden allgemein as S (smooth,
glatt)-Form-LPS klassifiziert (1,2). Zudem wurden auch aus Wildtyp-Bakterien mit
vorwiegend mucosaler Existenz wie beispielsweise Neisseria meningitidis, Haemo-
philus influenzae oder Bordetella pertussis spezifische LPS-Formen isoliert, die keine
O-Kette enthalten und haufig wirtséhnliche terminale Oligosaccharid-Strukturen
aufweisen (11,12).

Kernoligosaccharid-Region

In der Kernoligosaccharid-Region kann bei den LPS-Formen der Enterobakterien und
auch bei vielen anderen Bakterienspezies eine auRere Kernregion und eine Lipoid
A-proximale innere Kernregion unterschieden werden. Die ulRere Kernregion besteht
vorwiegend aus Hexosen (Tab. 1).

D-Glukose (Glc) N-Acetylglukosamin (GIcNAc)

D-Galaktose (Gal) N-Acetylgalaktosamin (GalNAc)

D-Glukosamin (GlcN)

Tab. 1: Typische Hexosen der au3eren Kernregion
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Innerhalb der Poly- oder Oligosacchariddoméne zeigt die innere Kernregion die ge-
ringste Strukturvariabilitat und enthalt bei den meisten Gram-negativen Bakterien die
charakteristischen Monosaccharid-Einheiten 3-Desoxy-D-manno-okt-2-ulosonsiure
(,, 2-K eto-3-desoxyoktulosonsdure”; Kdo) und L- oder D-Glycero-D-manno-heptose.

Lipoid A-Doméne

Die Lipoid A-Doméne der Lipopolysaccharide besteht aus einem zentralen 3 (1' —6)-
verknipften Lipoid A-Rickgrat von D-Glucosamin (D-GlcN) oder D-2,3-Diaminoglu-
cose (D-GIcN3N) in homo- oder heterodimerer Kombination. Diese zentrale Struktur
ist in der Mehrzahl der heute aufgekléarten Strukturen jeweilsin den Positionen 1 und
4’ monophosphoryliert und trégt in den Positionen 2 und 3 sowie 2’ und 3’ charak-
teristische Acyl- oder Acyloxyacyl-Gruppen mit einem sehr hohen Anteil an (R)-3-
Hydroxyacyl-Resten (5).

Die klassische hexaacylierte Struktur des Lipoid A der Enterobakterien mit einem
asymmetrischen Acylierungsmuster von vier ‘priméren’, d.h. direkt an das Disaccharid-
Ruckgrat gebundenen (R)-3-Hydroxymyristinsdure-Resten sowie einer weiteren
(R)-3-Hydroxymyristyl-Einheit und einer (R)-3-Hydroxylauryl-Gruppe in ‘ sekundarer’
Verknipfung reprasentiert eine beim Menschen und in Versuchstieren immunstimula-
torisch oder endotoxisch maximal aktive Form des Lipoid A.

Das hexaacylierte
Lipoid A des LPS der
m @ m m m Enterobakterien
reprasentiert eine beim
Menschen und anderen
Saugern maximal
immunstimulatorisch
oder ‘endotoxisch’
aktive Struktur.
Die Zahlen neben den
funktionellen Gruppen
geben die Modulationen

\ / der biologischen (endo-
toxischen) Strukturele-
103-104 >107 mente wieder.

Abb. 2: Chemische Struktur des enterobakteriellen Lipoid A
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Neben der intakten p (1’ — 6)-verknipften Disaccharidstruktur und dem Vorliegen der
Phosphat-Gruppen in den Positionen 1 und 4’ sind insbesondere die beiden ‘ sekun-
déren’ Acyl-Reste zentrale Determinanten fir die proinflammatorische Aktivierung
humaner Monozyten durch Lipoid A oder entsprechende komplette L PS-Strukturen
(Abb. 2) (1,2,13). Das haben vergleichende Studien an chemisch synthetisierten
Partial strukturen, enzymatischen Deacylierungsprodukten und entsprechenden Inter-
mediaten der Biosynthese des enterobakteriellen Lipoid A ergeben. Neben den maxi-
mal oder partiell endotoxisch wirksamen Lipoid A-Formen sind heute einige native
oder chemisch synthetisierte Varianten bekannt, die endotoxisch inaktiv sind und
zugleich die Aktivitaten agonistischer Lipoid A- oder LPS-Formen kompetitiv
hemmen konnen (14).

Die klassische Form eines Endotoxin-Antagonisten in der Aktivierung humaner
Zellen ist die Tetraacyl-Partialstruktur des Lipoid A aus E. coli. Sie wird auch als
Verbindung 406, als Biosynthesevorstufe la oder als Lipid 1V bezeichnet und unter-
scheidet sich im Fehlen der beiden ‘sekundéren’ Acylreste von der endotoxisch
hochaktiven Struktur des intakten Lipoid A.

Zentrale Wirkungen agonistischer L PS-Formen im Sauger or ganismus

Agonistische L PS-Formen induzieren im Wirtsorganismus ein weites Spektrum biol o-
gischer Effekte. Die priméren Zielzellen fur LPS beim Menschen und bei Versuchs-
tieren sind die professionellen Phagozyten der angeborenen Immunitét, insbesondere
periphere Monozyten und Gewebsmakrophagen. Diese exprimieren konstitutiv die
membrangebundene Form des CD14-Antigens (mCD14) sowie den stabilen Kom-
plex des Toll-like-receptor 4 (TLR4) mit dem MD-2-Protein.

Durch adoptiven Transfer L PS-normoreaktiver myeloischer Zellen in genetisch LPS-
hyporesponsive Mé&use konnte die zentrale Bedeutung peripherer Monozyten in einem
murinen Modell der Endotoxin-induzierten lethalen Sepsis in vivo belegt werden (15).

Beim Menschen reagieren insbesondere mononukleére Zellen mit extremer Empfind-
lichkeit auf endotoxisch aktive L PS-Préparate. So liegen die Schwellenwerte fir die
Aktivierung humaner Monozyten durch enterobakterielles S-Form-LPS in Vollblut
ex vivo oder in serumhaltigen Zellkulturen bei 1-10 pg/ml, d.h. in der Grofzenord-
nung von 1 fmol/ml.
Durch Interferon y (IFNy) wird eine Hypersensitivierung dieser priméren Sensor-
zellen fur LPS bewirkt. Die Aktivierung mononukleérer Zellen durch Endotoxine
fuhrt zur Sekretion eines weiten Spektrums endogener Mediatoren. Dazu gehdren:
« proinflammatorische Zytokine wie

— Tumornekrosefaktor o (TNFa),

— Migrationsinhibitionsfaktor (MIF),

— Interleukin (IL)-1p, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15 und IL-18,

* koloniestimulierende Faktoren M-CSF, G-CSF und GM-CSF,
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 Plattchenaktivierungsfaktor (PAF),

» Arachidonsaure-Metaboliten wie Prostaglandin E2,
Thromboxan A2 oder Leukotriene sowie

« reduzierte Sauerstoffspezies wie Superoxidanionen (02-),
Hydroxyl-Radikale (OH ") oder Stickstoffmonoxid (NO) (Abb. 3) (1,2).
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Abb. 3: Makrophagen-vermittelte Aktivierung der angeborenen Immunitat durch agonistische LPS-Formen

Die Aktivierung myeloischer Zellen durch Endotoxine fuhrt Giber das schematisch angedeutete Spektrum
von immunaktiven endogenen Mediatoren in regulierter Weise zu physiologischen Formen der Immun-
stimulation, kann aber bei dysregulierter und extremer Freisetzung dieser Mediatoren auch fatale
pathologische Effekte induzieren. Autokrin aktive Mediatoren mit positiven oder negativen Regulations-
wirkungen hinsichtlich der Endotoxin-Reaktivitat der myeloischen Zellen sind rot bzw. griin hervorge-
hoben.
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Daruiber hinaus bewirken agonistische LPS-Formen im Rahmen der angeborenen
Immunitét eine direkte, d.h. Antikorper-unabhéngige Aktivierung der klassischen wie
auch der alternativen Komplementkaskade unter Freisetzung der Anaphylatoxine C5a
und C3a. Die bei der durch Endotoxine induzierten Aktivierung der angeborenen
Immunitét primér freigesetzten endogenen Mediatoren stimulieren in der Regel Uber
parakrine und autokrine Mechanismen ein ausgedehntes Netzwerk an Sekundar-
reaktionen:
e Stimulation der Sekretion von Akutphase-Proteinen
durch die Hepatozyten,

e Aktivierung von Lymphozyten, Basophilen, Mastzellen, Eosinophilen,
Thrombozyten und anderer Zellen,

e gesteigerte hamatopoetische Aktivitat des Knochenmarks und
erhohte Blutgerinnungsaktivitat.

Die pleiotropen Effekte von LPS umfassen auch neuroendokrine Wirkungen. Diese
fuhren zu einer Aktivierung des zentralen Nervensystems und der Hypothalamus-
Hyphophysen-Nebennierenrinden-Achse mit der vermehrten Freisetzung von Hormo-
nen und Neuropeptiden wie beispielsweise Glukokortikoiden, Katecholaminen oder
Endorphinen. Zu den klassischen Effekten endotoxisch aktiver LPS-Formen gehort
die Induktion von Fieber, an der nach heutigen Erkenntnissen primér die Zytokine
IL-1f und IL-6, aber auch Prostaglandin E2 und durch diese Mediatoren aktivierte
neuronale Reaktionswege beteiligt sind. Das Ausmafd und der Verlauf der durch
bioaktives LPS initiierten endogenen Reaktionen im Wirtsorganismus werden tUber
eine Reihe von negativen und positiven Kontrollmechanismen reguliert (2).

Chemische Struktur und immunstimulatorische Effekte des L PS
von E. coli Stamm Nissle 1917 (DSM 6601, MUTAFL OR®)

Um die immunstimulatorischen und die apathogenen Eigenschaften des E. coli-
Stammes Nissle 1917 (DSM 6601, MUTAFLOR®) besser verstehen zu kénnen, haben
wir die chemische Struktur des LPS dieses Enterobakterien-Stammes analysiert und
vollsténdig charakterisiert (Abb. 4).

Die Lipoid A-Doméne des Nissle-LPS entspricht in der Struktur der Hexa-acyl-
bisphosphoryl-Form des E. coli-Typs (Verbindung 506), wéhrend die Kernregion
weitgehend mit der friher identifizierten E. coli R1-Struktur Ubereinstimmt. Struktu-
relle Besonderheiten bestehen darin, dass

a) die erste Wiederholeinheit der O-spezifischen Kette im Nissle-LPS
nicht a.- sondern p-glykosidisch verknupft ist und

b) das Phosphorylierungsmuster des Kernoligosaccharids sich von
anderen bisher bekannten E. coli R1-Strukturen unterscheidet.

Die Phosphatreste in jeweils Position 4 der beiden Heptosen (Hep' und Hep'') sind im
Stamm E. coli DSM 6601 unterschiedlich substituiert (6) (Abb. 4).
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REPEATING UNIT wo o
.. (O-SPEZIFISCHE KETTE) ;

KERN-OLIGOSACCHARID
(E. coli R1 Kern)

Abb. 4: Struktur des LPS aus dem
Escherichia coli-Stamm Nissle 1917 (DSM 6601)

Die gestrichelte Linie gibt die nicht-stdchiometrische
Substitution von Ethanolaminphosphat (Etn-P) in Position 4
der ersten Heptose (Hep 1) an.

Gezeigt ist die vollstéandig protonierte Form des LPS.

Die Struktur der O-spezifischen Kette von E. coli DSM 6601 besteht aus nur einer
einzigen Basis-Einheit (, repeating unit*). Somit handelt es sich um eine S/R-Mutante,
eine fur Humanisolate &uRerst ungewohnliche Beobachtung.

Bei S/R-Mutanten ist ein Gen, welches fur das die , repeating units‘ polymerisie-
rende Enzym (Polymerase) kodiert, nicht funktionsfahig oder nicht vorhanden. Als
Resultat dieses Defektes wird nur eine ,repeating unit* auf das Kernoligosaccharid
Ubertragen. Die Struktur dieser Oligosaccharid-Einheit der O-Kette entspricht der
Determinanten-Ausstattung von E. coli O6, wie sowohl unsere chemischen als auch
serologischen Analysen zeigten.

Am Beispiel von DSM 6601 konnte fur E. coli hier erstmals eindeutig bewiesen werden,
dass der , reduzierende Zucker (GIcNACc) in der ersten Wiederholeinheit - und nicht,
wie in der Wiederholeinheit des Polymers, a-glykosidisch an die Kernregion gebun-
den ist. Die biologische Bedeutung dieses Strukturmerkmals ist jedoch bislang
unbekannt.

Die Untersuchungen hinsichtlich der Freisetzung von IL-1 und TNF-o in humanen
Monozyten bestétigten, dass sowohl das LPS wie auch das Lipoid A die gleichen
immunstimul atorischen Aktivitaten aufweisen wie vergleichbare LPS und Lipoid A-
Praparate aus Wildtyp-Stammen von E. coli- und Salmonella-Spezies. Enterobak-
terielle S/R-Mutanten sind allgemein keine Krankheitserreger (16).
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Die fur ein Humanisolat ungewohnliche Polysaccharid-Struktur des LPS von E. coli
DSM 6601 erklart somit die Apathogenitét dieser Keime. Die voll ausgeprégte und fir
E. coli-Bakterien typische Lipoid A-Struktur des L PS von DSM 6601 macht anderer-
seits dessen immunstimulatorische Eigenschaften plausibel. Die chemischen Analysen
des L PS des Stammes E. coli Nissle 1917 haben somit entscheidend zum Verstandnis
seiner biologischen Eigenschaften beigetragen.

Das Endotoxin-sensitive Signalsystem der Phagozyten-Aktivierung

bel Sdugern

Bei Saugern erfolgt die durch agonistische LPS-Formen induzierte Aktivierung der
myeloischen Zellen der Zirkulation und gewebeassoziierter Makrophagen primér Uber
ein Signalsystem, das durch das extrazellulére L PS-Bindungsprotein (LBP), die mem-
bransténdige Form oder |8sliche I soformen des CD14-Antigens (MCD14 oder sCD14)
sowie den neu identifizierten Komplex des Toll-like receptor 4 (TLR4) mit dem
akzessorischen Protein MD-2 vermittelt wird. Dieses ist auf intrazellulérer Ebene in
zentralen Protein-Komponenten wie den Adapterproteinen MyD88 und TRAF6 sowie
den Serin/ Threonin-Proteinkinasen der Familie |L-1-Rezeptor assoziierter Kinasen
(IRAKS), den Signalsystemen der Zytokine IL-1 und IL-18 homolog (Abb. 5) (2,8,9).

Den aktuellen Modellvorstellungen zufolge vermitteln das selektiv an LPS-Aggre-
gate, aber auch an intakte Gram-negative Bakterien bindende LBP und mCD14 oder
sCD14 in der Signalaktivierung den gerichteten Transfer von disaggregiertem LPS zu
TLR4*MD-2 auf der Phagozyten-Oberflache. Uber einen in den Details noch weit-
gehend ungeklérten Mechanismus vermittelt dann der durch Endotoxin aktivierte
TLR4 oder TLR4*MD-2-Komplex eine sehr schnelle und koodinierte Stimulation
intrazellulérer Signalwege. Dies sind vor allem Aktivierungskaskaden fur den
Transkriptionsfaktor NF-kB und die drei zentralen Familien Mitogen-aktivierter
Proteinkinasen (MAPKS), die primér die Expression einer Vielzahl von Immunreak-
tionsgenen induzieren (2).

Der TLR4 reprasentiert das zentrale Transmembran-Signaltransduktionsprotein in
der Endotoxin-induzierten Phagozyten-Aktivierung. Evidenzen fir diese essentielle
Funktion des TLR4 ergaben sich vor allem durch den Nachweis der Identitét des
Ips-Gens der klassischen Endotoxin-hyporesponsiven Maus-Stdmme C3H/HeJ und
C57BL/10ScCr mit dem murinen Gen fur den TLR4, das in den L PS-hyporesponsiven
Maus-Stammen spezifische funktional inaktivierende Mutationen aufweist (17,18).

Nach aktuellen Studien sind Polymorphismen in den extrazellularen Doméanen des
TLRA4 fir die genetische Determination der individuellen Endotoxin-Sensitivitét bei
Mausen und auch beim Menschen verantwortlich (19,20).

Klinische Perspektiven der physiologischen |mmunstimulation durch LPS

In der Regel werden ‘Endotoxine’ im Zusammenhang mit der Pathogenese des
septischen Schocks diskutiert. Aus heutiger Sicht erscheint es jedoch zunehmend
wahrscheinlich, dass fatale Reaktionen héherer Organismen wie auch des Menschen
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Abb. 5: Das TLR4*MD-2-vermittelte Endotoxin-Signalaktivierungssystem

Nach den aktuellen Modellvorstellungen stimulieren agonistische LPS- oder Lipoid A-Formen Uber die
extrazellularen oder membranstandigen Sensorproteine LBP, mCD14 und TLR4*MD-2 unter Mitwirkung
der intrazellularen Adapterproteine MyD88 und TRAF6 sowie der Proteinkinasen der IRAK-Familie zen-
tral die Aktivierungskaskaden fur den Transkriptionsfaktor NF-kB sowie die gezeigten MAP-Kinasen
(MAPKSs) und induzieren auf diese Weise die Produktion endogener Mediatoren durch die Zielzellen.
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auf agonistische LPS-Formen eine seltene Ausnahme darstellen und dass vielmehr
eine Betrachtung dieser bakteriellen Wirkstoffe als Vitamin-artige immunstimulato-
rische Molekile im Vordergrund stehen sollte.

In der Tat sprechen viele experimentelle Befunde — darunter Untersuchungen an keim-
frei gehaltenen Versuchstieren — daf Ur, dass eine konstitutive minimale physiol ogische
Konzentration an systemischem LPS fur eine basale Stimulation des Immunsystems
zur Kontrolle mikrobieller oder viraler Infektionen, aber auch maligner Entartung von
Bedeutung ist. In diesem Zusammenhang ergab sich in einer aktuellen epidemiologi-
schen Studie, dass hdhere Konzentrationen an Endotoxinen in Hausstduben mit einer
signifikanten Reduktion des allergischen Asthmas im Kindesalter einhergehen (21).

In einer Zeit, in der die Chemotherapie von Tumoren oft nicht hinreichend wirksam ist
und die Antibiotika-Resistenz pathogener Erreger weltweit ein dramatisch zunehmendes
Problem darstellt, ist die Entwicklung innovativer Strategien zur Starkung des
Immunsystems besonders angezeigt. Hier kdnnte die Applikation geeignete Endo-
toxin-Préparationen eine grolRe klinische Bedeutung erlangen. So ist in Uberein-
stimmung mit den therapeutischen Effekten, die bereits William Coley bei der von
ihm entwickelten Vakzin-Behandlung von Sarkom-Patienten beobachtete, heute durch
zahlreiche Studien dokumentiert, dass L PS mononukledre Phagozyten in Zellkultur zu
einer selektiven Erkennung und Eliminierung verschiedenster Tumorzellen aktivieren
und in Versuchstieren die Regression manifester Tumoren induzieren kénnen (22).
Auch der Prototyp einer neuen Klasse von Zytostatika (Taxol®) kann Uber das
TLR4* MD-2-vermittelte Endotoxin-Signalsystem die antineoplastischen Aktvitaten
muriner Makrophagen in vitro spezifisch stimulieren (23,24).

Eine entsprechende Anwendung agonistischer LPS-Praparate in der Therapie von
Krebserkrankungen beim Menschen ist bei intraventser Verabreichung bislang durch
die sehr starken endotoxischen Nebenwirkungen limitiert (25). Eine intradermale
Applikation stark agonistischer L PS-Formen ist jedoch einer ersten klinischen Pilot-
studie zufolge auch bei sehr hoher Dosierung nur von moderaten endotoxischen
Effekten begleitet und kann in Kombination mit dem Zytostatikum Cyclophosphamid
beim Menschen eine Regression manifester Tumoren induzieren (26). Diese intra-
dermale LPS-Applikation gilt heute in Verbindung mit Zytostatika, Zytokinen oder
anderen biologischen Immunmodulatoren als sehr aussichtsreicher Ansatz in der
Entwicklung neuer onkologischer Therapieformen.

Priv.-Doz. Dr. U. Zahringer

Forschungszentrum Bor stel

Zentrum fir Medizin und Biowissenschaften

Abteilung Immunchemie und Biochemische Mikrobiologie
Parkallee 22
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Probiotika in der Entwicklung
von Lebendvakzinvektoren
M. A. Schmidt
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Abstract

Die Mukosa der Atemwege, des Gastrointestinal- und des Urogenitaltraktesist fur die
allermeisten der eindringenden pathogenen Mikroorganismen das erste Ziel und die
erste Barriere zur Aufrechterhaltung der Integritét des Wirtsorganismus. Sinnvoll
wére daher die Abwehr der Erreger unmittelbar auf diesen Grenzfléachen, um die
Kolonisierung und eine Uberwindung der Barriere zu verhindern. Trotzdem werden
durch die gegenwértig eingesetzten Vakzine nahezu ausschliefllich systemische
Immunantworten induziert. Die Induktion einer mukosalen Immunantwort durch die
orale Applikation von Antigenen wirde neben dem Schutz der Schleimhéute vor
Infektionen zusétzlich eine systemische Immunantwort nach sich ziehen und so
erhebliche Vorteile mit sich bringen. Die intensiven Anstrengungen zur Entwicklung
von oralen Lebend-Vakzinen konzentrieren sich bisher auf attenuierte mukosale
Pathogene (z.B. BCG, Salmonella) als mogliche Tragersysteme fir oral applizierbare
Antigene. Hier muss allerdings durch die Deletion von Virulenzfaktoren eine mogliche
Pathogenitét dieser Trager ebenso ausgeschlossen werden wie eine eventuelle Reversion
zur Virulenz. Diese Schwierigkeiten lief3en sich durch den Einsatz von Tragersystemen
auf der Basis von kommensalen Mikroorganismen umgehen. Erste Untersuchungen
unter Verwendung von Gram-positiven Kommensalen (z.B. S. gordonii, Lactobacillus
spp.) verliefen positiv. Kommensale E.-coli-Stdmme wurden bisher nur selten und
probiotisch wirksame Stdmme (z.B. E. coli Nissle 1917) noch nicht eingesetzt. Da sich
gezeigt hat, dass die Immunantwort gegen sezernierte oder oberflachen-exponierte
Antigene bevorzugt induziert wird, sind zur Oberflachenexposition in Gram-negativen
Bakterien mehrere unterschiedliche Sekretionssysteme adaptiert worden (Typ I, Il
und Autotransporter). Erste Untersuchungen zur Verwendung des in unserer Arbeits-
gruppe etablierten AIDA-Systems zur Prasentation von heterologen Epitopen in
verschiedenen E.-coli-Stammen (K-12, Nissle 1917) zeigten, dass heterologe Proteine
und Peptide (LT-B, T-Zell Epitope, Hisg) auch in funktioneller Form auf der Ober-
flache prasentiert werden kénnen.
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Einleitung

Weltweit wird an der Entwicklung von verschiedensten Vakzinen gearbeitet. Die Ein-
beziehung von Probiotika ist ein neuer Weg, der bislang nur im Ansatz beschritten
worden ist. Im Folgenden wird ein Uberblick gegeben, wie man sich den Einsatz von
Probiotika bei der Vakzineentwicklung vorstellt und welche ersten Erfahrungen dabei
vorliegen (1-3).
Unter der Schlagzeile ,, Vaccines are the Frontiersin Medicine" auf dem Titelblatt der
Zeitschrift ,, Science” machten die Herausgeber vor einigen Jahren auf die Bedeutung
von Impfstoffen aufmerksam, denn immer noch sterben ca. 30 % der Weltbevolkerung
in der Folge von Infektionskrankheiten. Die in diesem Zusammenhang gewéahlte Dar-
stellung einer Injektionsspritze war allerdings mehr als irrefihrend. Die Bemuhungen
in der Entwicklung neuer Vakzine richten sich auf alles andere als auf injizierbare
Vakzine, auch wenn alle zur Zeit zugelassenen und verwendeten Vakzine im Prinzip
injizierbar sind.
Es besteht ein Bedarf an neuen Vakzinen und es stellt sich die Frage, welche Metho-
den und Mdglichkeiten existieren, um fir solche Vakzine eine Akzeptanz in der
Bevolkerung zu erreichen. Impfstoffe sollten folgende Charakteristika haben:

e hoch immunogen sein,

e dierichtige Art der Immunantwort am richtigen Ort

des zu schitzenden Organismus hervorrufen,

e gegen die richtigen Antigene wirken,

e wenig Kosten verursachen und

e flr den Masseneinsatz verwendbar sein.

In den letzten Jahren hat es viele Aktivitéten in der Impfstoffentwicklung gegeben (4, 5).
Die Entwicklung ,mukosaler Vakzine" nimmt dabei einen fuhrenden Platz ein.
Zur Verabreichung des jeweiligen Antigens existieren verschiedene Moglichkeiten,
so z.B. in Kombination mit Lebendvektoren, essbaren Pflanzen oder synthetischen
Vakzinen, die oral aufgenommen werden kénnen.

Intensiv wird an der Stimulation der zelluldaren Immunantwort geforscht, zum Teil
durch Vakzinierung mit dendritischen Zellen. Ebenfalls untersucht werden mukosale
und transdermale Applikationswege sowie Mdglichkeiten der Herstellung von
DNA-Vakzinen. Gepriift wird auch der Einsatz von CpG-Sequenzmotiven (Cytosin-
Phosphat-Guanosin) z.B. als Adjuvantien. Diese Bestandteile bakterieller DNA sind
potente Aktivatoren des Immunsystems.

Vorteile der oralen Applikation von Vakzinen

Innerhalb des menschlichen Organismus sind die verschiedensten Oberflachen zu
schiitzen. Dazu gehoren z.B. die Haut mit ca. 2 m?, die Lunge mit ca. 80 m2 und der
Gastrointestinaltrakt mit ca. 300 m2 Oberfl&che.

Da alle diese Oberflachen mikrobiell besiedelt sind, missen sie durch ein effektives
Immunsystem geschiitzt werden. Unter dem Begriff MALT (= Mucosa associated
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lymphoid tissue) werden induktive Anteile sowie Effektor-Zellen des Immunsystems
zusammengefasst, zu dem der Waldeyersche Ring mit den Tonsillen und lymphatisches
Gewebe des Respirations-, des Gastrointestinal- und des Urogenitaltraktes gehoren.

Bei einer oralen Gabe von Fremdantigenen wird eine Immunantwort im Gewebe fast
aller Oberflachen des MALT induziert, sogar ausstrahlend bis hin zu den Trénen-
drisen, dem Mittelohr und dem Urogenitaltrakt (4). Deswegen ist die Entwicklung
von Vakzinen sinnvall, die

e oral verabreicht werden kdnnen,

e einerelativ lange Verweildauer im Gastrointestinaltrakt haben und

e Antigene prasentieren, die das mukosale Immunsystem erkennt.

Eine solche Vakzine misste dann eine Immunantwort ausldsen, die zwar lokal am
stérksten ausgepragt wére, aber zusétzlich auf allen sekretorischen Oberflachen zur
Erregerabwehr dienen wirde. Eine solche Reaktion ist deswegen zu erwarten, weil es
sich beim MALT um ein zwar kompartimentiertes, aber in den verschiedenen Organen
miteinander in Verbindung stehendes |mmunsystem handelt.

Die Mukosa des Gastrointestinaltraktes stellt die erste Barriere gegen pathogene
Keime dar. Wird durch eine orale Applikation von Impfstoffen diese Barriere gestérkt
und gelingt es dadurch, Keime direkt abzufangen und zu eliminieren, kann eine Infektion
wirkungsvoll verhindert werden. Durch die Stimulation des MALT wird gleichzeitig
eine systemische Immunantwort ausgel 8st, wodurch spezifisch auch solche Infektions-
erreger bekampft werden, die die mukosale Barriere tiberwunden haben. Bei einer
systemischen Immunisierung findet sich im Gegensatz dazu nur selten auch eine
mukosale Immunantwort. Weitere Vorteile der oralen Applikation eines |mpfstoffs
zur mukosalen Stimulation sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

einfache Applikation durch Schlucken der Praparation

keine besondere Logistik notwendig

niedrige Kosten

kein Infektionsrisiko wie z. B. bei Nadelstich

Tab. 1: Vorteile der oralen Applikation von Impfstoffen

Suche nach geeigneten Vektoren fir die orale Immunisierung

Um eine Immunreaktion auszul 6sen, sollte ein Antigen mdglichst effizient an die Ober-
flache der Enterozyten bzw. der Peyerschen Plaques gelangen. Dazu gibt es die verschie-
densten Mdglichkeiten. Neben der Gabe ,, nackter oder ,, verpackter* DNA ist der Einsatz
Iebender Carrier méglich. Dazu gehdren z. B. attenuierte pathogene Salmonella- oder
Shigella-Stémme oder kommensal e Bakterien wie z.B. der E.-coli-Stamm Nissle 1917
oder Streptococcus gordonii. Verwendet werden auch Liposomen in Kombination mit
z.B. der Choleratoxin B Untereinheit, um gezielt die M-Zellen der Peyerschen Plagues
Zu erreichen.
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Die kostengunstigste Alternative sind lebende Carrier, die gleich mehrere Vorteile
aufweisen. Sie l6sen schon auf der ersten Stufe der Barriere eine Immunantwort aus,
fuhren als selbstreplizierende Carrier zu einer kontinuierlichen Antigenpréasentation
und kdnnen gleichzeitig verschiedene Antigene préasentieren. Diese |etzte Eigenschaft
héngt davon ab, wie man den Vektor konstruiert. Eventuell ist durch die geeignete
Wahl eines Stammes auch eine temporére Kolonisierung moglich. Die Massenpro-
duktion solcher leicht zu applizierenden Impfstoffe sollte preiswert und die Lagerung
einfach sein. Mit dem Wegfall einer Kihlkette, die bei den herkémmlichen Vakzinen
einen Grofteil der Kosten verursacht, wird dieses Ziel erreicht.

Bisher sind erhebliche Anstrengungen unternommen worden, um mukosale Patho-
gene so abzuschwéchen, dass sie mehr oder weniger gefahrlos fir die orale Applikation
eingesetzt werden kénnen. Es existieren bislang nur relativ wenige Beispiele, in denen
kommensale Mikroorganismen aus dem betreffenden Zielorgan selbst fir solche
Zwecke eingesetzt wurden.

Ein Vorteil attenuierter Pathogene besteht darin, dass sie wahrscheinlich immer eine
mukosale Immunantwort initiieren. Auf der anderen Seite bleibt die Ungewissheit, ob
wirklich samtliche Virulenzfaktoren deletiert worden sind. Auch die Akzeptanz in
der Bevolkerung ist fraglich. Nicht jeder nimmt freiwillig Salmonellen zu sich. Diese
Nachteile weisen Kommensale nicht auf. Sie kdnnen den Darm sehr gut kolonisieren
und mussen nicht erst attenuiert werden, da sie keine Virulenzfaktoren besitzen bzw.
per definitionem apathogen sind. Es besteht ein hohe Akzeptanz, wie sie auch von
Mutaflor® bekannt ist. Die Frage ist, ob diese Kommensale in der Lage sind, am
richtigen Ort eine Immunantwort gegen die gewinschten Antigene auszul 6sen.

Anforderungen an ideale L ebendvektoren fir die orale Immunisierung

Ideale Lebendvakzinvektoren fur die orale Applikation sollten eine Reihe von Eigen-
schaften besitzen (siehe Tab. 2). Nebenbei kommt diesen Vektoren manchmal eine
nahrungsmittelartige Bedeutung zu. Das betrifft vor allem Laktobazillen, ist aber im
Zusammenhang mit der Entwicklung von probiotischen Lebendvakzinen von geringer
Bedeutung.

Zugehorigkeit zur Guppe der GRAS-Mikroorganismen (GRAS = generally
recognized as save), d.h. Fehlen jeglicher pathogener Eigenschaften

Anwendung beim Menschen ist bereits ohne Nachteile erfolgt

,»Eingebauter* Adjuvanseffekt

Als Kommensaler bzw. Probiotikum gute Kolonisation im Darm
Uber eine gewisse Zeitspanne

Unterdriickung intestinaler Infektionserreger

generelle Stimulation der Immunantwort

schwache Antikdrperantwort gegen Vektorkomponenten

Tab. 2: Eigenschaften idealer Lebendvakzinvektoren fir die orale Applikation, modifiziert nach (6)
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Probiotika als L ebendvakzinvektoren

Probiotische Arzneimittel haben eine Reihe von Eigenschaften, die fir ihren Einsatz
in der Medizin von Bedeutung sind. So zeigen sie eine Vielzahl von Stoffwechsel-
aktivitaten, kommunizieren sowohl untereinander als auch mit den Enterozyten,
denen sie wertvolle Substrate zur Erndhrung liefern. Sie verdrangen Pathogene und
stimulieren die Immunzellen im Gastrointestinaltrakt, womit sie Einfluss auf den
Gesamtorganismus ausiiben (6).

Bislang wurden Probiotika oder Kommensale eher selten fur die Entwicklung von
L ebendvakzinvektoren eingesetzt (7, 8). Ein Lactococcus lactis Stamm wurde so
veréndert, dass er I1L-10 sezerniert. Er fuhrte dann im Mausmodell bei der Colitis
ulcerosa durch Expression von IL-10 zur Reparatur der geschadigten Mikrovilli der
Enterozyten (9). Sreptococcus gordonii konnte so rekombiniert werden, dass er hete-
rologe Antigene mit Hilfe der M-Proteine auf der Oberflache exprimiert und dadurch
eine Immunantwort induziert (10).

Ein Lebendvakzinvektor auf der Basis von Gram-negativen Bakterien wie z.B. E. coli
Stamm Nissle 1917 ist wesentlich wirksamer, wenn er Antigene auf seiner Ober-
flache présentiert bzw. sie sezerniert, als wenn sie sich im Zytosol befinden (11).
Um Antigene auf der Oberflache Gram-negativer Bakterien présentieren zu kdnnen,
muss eine im Vergleich zu Gram-positiven Bakterien viel komplexere Zellwand Uber-
wunden werden. Das bedeutet, dass der Transport fir ein im Zytosol synthetisiertes
Antigen bis an die Zelloberflache wesentlich komplexer ist. Fir solche Vakzine sind
derzeit 4 prinzipiell unterschiedliche Transportsysteme bekannt (siehe Abb. 1).

Typ | Typ Il Typ I Typ IV
Autotransporter

\b\\c

a-Hamolysin-Sekretion  Pullulanase-Sekretion
(Escherichia coli) (Klebsiella oxytoca)

\C—2

N j
C
Yop-Sekretion
(Yersinia)

2 ARA o ¢
=\ « — o s N
s YT i 3%7:11 e A
4 AP ATP  ATP —_ _
AP . *— ADP ADPN/' ADP 7 “-app 7

)

AIDA Autotransporter
(Escherichia coli 0126:H27)

Abb. 1: Sekretionssysteme in Gram-negativen Bakterien (modifiziert nach 12).
1: &uRere Membran 2: Periplasma  3: innere Membran  4: Zytosol
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Typl: Ein C-terminal lokalisiertes Transportsystem kann heterologe Antigene auf
die Oberflache verschiedener Gram-negativer Bakterien sezernieren. Die
Antigene bleiben an die Membran gebunden. Bekanntester Vertreter dieses
relativ komplexen Systems ist das a-Hamolysin bestimmter E.-coli-Stdmme.

Typ Il Sekretionsmechanismus, der zur Freisetzung des Antigens fihrt.
Beispiel: Pullulanase-Sekretion in Klebsiella oxytoca

Typ Il1: Sekretionsmechanismus, der auch ,, molekulare Spritze" genannt wird, weil
esmit ihm moglich ist, Effektorproteine in Zielzellen zu injizieren und defi-
nierte Folgereaktionen auszul sen.

Beispiel: Yop-Sekretion von Yersinien

Typ IV: Autotransporter-System, welches im Gegensatz zu allen anderen nur eine
einzige Polypeptidkette fir den Transport durch das Periplasma benétigt.
Bekannt ist eine ganze Familie solcher Autotransporter-Systeme, die auf
der Oberflache ganz unterschiedliche funktionelle Proteine tragen konnen,
z.B. Adhéasine, Proteasen oder Toxine.
Beispiel: AIDA-Protein aus E. coli O126:H27

Autotransporter , AIDA"

Ein spezifischer Autotransporter wurde , AIDA" (AIDA = adhesin involved in diffuse
adherence) genannt (2). Es handelt sich um ein plasmid-kodiertes Zwei-Gen-System
und besteht aus einem modifizierten Enzym aus dem Zytoplasma und einem relativ
grof3en Gen, dass fur ein Pré-Pro-Protein von 1286 Aminosauren kodiert. Dieses
Protein wird beim Transport durch die Membran C-terminal prozessiert und ist der
Translokator, der den ,, Passagier” nach auf3en transportiert. Das Protein wird zun&chst
im Zytosol produziert, gelangt dann wahrscheinlich sec-abhangig in das Periplasma,
inseriert an der C-terminalen Komponente, wird — vermutlich autokatalytisch —
gespalten und setzt entweder den , Passagier” frei oder — im Falle des Adhasins —
bindet ihn an der Oberflache durch hydrophobe Wechselwirkungen.

Mit der Verwendung des AIDA-Systems bestehen grundsétzlich drei unterschiedliche
Moglichkeiten, heterologe Antigene an der Oberflache Gram-negativer Bakterien wie
E. coli Stamm Nissle 1917 zu présentieren:
1. Présentation ohne Spaltung, d.h.,
ein heterologes Protein ist mit dem Transporter kovalent verbunden
2. durch Autokatalyse wird das Antigen in das Medium abgegeben
3. Présentation mit Spaltung und Verbleib an der Oberfléche

4. Interdisziplindres Symposium Darmflora in Symbiose und Pathogenitét, Berlin 2000

Probiotika in der Entwicklung von Lebendvakzinvektoren 61

Beispiele fir die Préasentation heterologer Antigene auf der Oberflache
von E. coli

Ein Proteinfragment aus Mycobacterium tuberculosis, das sogenannte Mcep 84-155
(= Mycobacterium cell entry protein) (13) tragt mit dazu bei, dass M. tuberculosis in
Zielzellen eindringen kann. Verschiedene Transportsysteme kdnnen zur Présentation
von Mcep 84-155 auf der Oberfléche von z.B. E. coli genutzt werden. Diese so modifi-
zierten Bakterien kdnnen in Epithelzellen eindringen. Der elektronen-mikroskopische
Nachweis erfolgte beispielhaft fur HeLa-Zellen als Modell. Das bedeutet, dass auch
die funktionelle Expression von Peptid- oder Proteinfragmenten mit Hilfe solcher
Systeme auf der Oberflache Gram-negativer Bakterien mdglich ist.

Auch immunol ogisch relevante Peptide kénnen auf der Oberflache von E. coli Stamm
Nissle 1917 préasentiert werden. So wurden T-Zell-Epitope von Yersinia enterocolitica
(HSP-60) entweder allein oder als Dimer bzw. Trimer auf der Oberflache dieser
Bakterien exprimiert (2). Dadurch konnten spezifische T-Zell-Klone zur Proliferation
angeregt werden, was bedeutet, dass der T-Zell-Rezeptor diese T-Zell-Epitope auf
den Bakterien erkennt.

Zusammenfassung

Mit Hilfe von Autotransporter-Systemen kénnen Vektoren zur Oberflachen-Préasen-
tation oder Sekretion protektiver Antigene konstruiert werden, die in Kombination
entweder mit einem probiotischen Stamm wie E. coli Stamm Nissle 1917 oder mit
einem avirulenten Pathogen wie Salmonella oder Shigella als Carrier zur Entwicklung
von Lebendvakzinen fihren kénnen. Damit ist auch eine humane Applikation
grundsétzlich méglich. Von Vorteil ist die Méglichkeit, ein oder mehrere Polypeptide
(z.B. protektive Antigene) gleichzeitig applizieren zu kdénnen.

Prof. Dr. M. A. Schmidt

Zentrum fir Molekularbiologie der Entziindung (ZMBE)
Institut fir Infektiologie

Westfélische Wilhelms-Universitat
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Antagonistische Prinzipien
und Eisentransportsysteme von
Escherichia coli: Bedeutung flr
Okologie und Pathogenitat

J. Heesemann, S. Schubert?

A 4

Prof. Dr. Dr. J. Heesemamm
Abstract

Die Darmflora des Menschen stellt ein komplexes Okosystem unterschiedlicher Mikroorga-
nismen dar. In Koevolution mit dem Menschen haben Bakterien, aber auch Protozoen und
Pilze, eine Vielzahl von Faktoren herausgebildet, um sich an diese 6kologische Nische anzu-
passen und gegen konkurrierende Mikroorganismen durchzusetzen. Fur Escherichia coli as
einen wichtigen bakteriellen Darmbesiedler sind eine Reihe solcher , Fitnessfaktoren be-
schrieben, unter anderem die Expression antagonistisch wirksamer Molekdle und Systeme zur
Sicherstellung des Eisenbedarfs. So sind einzelne E. coli-Stamme in der Lage, keimhemmende
bzw. -abt6tende Faktoren, sog. Bakteriozine oder Mikrozine, zu produzieren, gegen die die
Stamme selbst unempfindlich sind. Hierbei handelt es sich in der Regel um niedermolekulare
Peptide. Als Stoffwechsel produkte werden auch kurzkettige Fettsduren von E. coli-Stdmmen
sezerniert, die antagonistische Effekte auf das Wachstum anderer sdureempfindlicher Erreger
bewirken. Die Eisenaufnahmekapazitét stellt einen weiteren wichtigen Faktor fir die , Durch-
setzungsféhigkeit eines Bakteriums im Okosystem Darm dar. Die Produktion kleiner Eisen-
ionen-bindender Molekiile (Siderophore), wie Enterochelin, Aerobaktin und das von Yersinien
bekannte Yersiniabaktin, das auch bei E. coli vorkommt, |&sst solche E.-coli-I1solate auch unter
starkem Eisenmangel wachsen. Wahrend Enterochelin bei allen E.-coli-Stdmmen nachweisbar
ist, sind Aerobaktin und Yersiniabaktin akzessorische Systeme, die offenbar die Wachstums-
eigenschaften mancher E.-coli-lsolate zusétzlich verbessern.

E. coli Stamm DSM 6601 als Wirkstoff des Préparates Mutaflor® zeigt in vitro und in vivo
gegentber einzelnen Stammen unterschiedlicher Bakterienspezies antagonistische Aktivitéat.
Unter den Isolaten, die durch E. coli DSM 6601 gehemmt werden, sind auch Vertreter von Sal-
monellen und Shigellen, die als Enteritiserreger bekannt sind. Verantwortlich fiir die antago-
nistischen Aktivitéten sind offenbar o.g. Eigenschaften. So bildet E.coli Stamm DSM 6601 ver-
schiedene Mikrozine, unter diesen ein in der Literatur bislang noch nicht beschriebenes
Mikrozin. Des Weiteren produziert der Mutaflor®-Stamm die fiir die Eisenaufnahme wichtigen
Siderophore Aerobaktin, Enterobaktin, das nicht néher charakterisierte Colibaktin sowie
Yersiniabaktin. Die Yersiniabaktin-kodierende DNA-Region wurde in unserem Labor molekular-
genetisch analysiert und ist moglicherweise auch fur die ausgepragte Kolonisierungsfahigkeit
des E. coli-Stammes DSM 6601 mitverantwortlich. Uberdies ist der Stamm in der Lage, kurz-
kettige Fettsduren zu sezernieren, hauptséchlich Formiat und Acetat, aber auch Propionat und
Butyrat. Diese kurzkettigen Fettsduren scheinen nicht nur fur einen Teil der antagonistischen
Aktivitat gegen andere Keime, sondern auch fiir die Eutrophie des Darmepithels von Bedeutung
zu sein. Bei der Produktion der Fettsduren ergeben sich Expressionsunterschiede zwischen
anaerobem und aerobem Wachstum, was auf die sauerstoffabhéngige Regulation einzelner
Stoffwechselwege zurtickzufiihren ist. Insgesamt zeichnet sich der E.-coli-Stamm DSM 6601
durch Stoffwechsel eigenschaften aus, die seine Féhigkeit zum Besiedeln des Intestinaltraktes
unterstiitzen durften, ohne ihm pathogene Merkmale zu verleihen.

1 Der Vortrag wurde vertretungsweise von Herrn Prof. J. Hacker gehalten.

4. Interdisziplindres Symposium Darmflora in Symbiose und Pathogenitét, Berlin 2000



66 J. Heesemann

Einfihrung

Die Darmflora des Menschen stellt ein komplexes Okosystem dar, in dem unter-
schiedliche Mikroorganismen miteinander und mit dem Wirt leben und Uberleben
mussen. Eine Kolonisierung dieser dkologischen Nische gelingt insbesondere den
Mikroorganismen, die sich am besten sowohl gegen Konkurrenten (andere Bakterien,
Pilze oder Protozoen) durchsetzen als auch erfolgreich den spezifischen und unspezi-
fischen Abwehrfaktoren des Wirtes widersetzen kénnen. Die im darwinistischen Sinne
Lfittesten” Mikroorganismen bilden erfolgreiche antagonistische Prinzipien aus, mit
Hilfe derer sie konkurrierende Darmbewohner verdréangen. Dazu gehoren beispiels-
weise die Produktion keimhemmender bzw. -abtétender Bakteriozine, Mikrozine und
kurzkettiger Fettsuren. Ein weiterer Wachstumsvorteil wird durch die bessere Ver-
sorgung mit essentiellen Faktoren wie Fe'!' geschaffen. Fur Escherichia coli als einen
wichtigen bakteriellen Darmbesiedler sind sowohl antagonistische Prinzipien als auch
verschiedene Eisenaufnahmesysteme beschrieben, die die Anpassungs- und Konkurrenz-
fahigkeit dieses Bakteriums in der Darmflora bewirken.

Eisenver sor gungssysteme von Escherichia coli

Unter aeroben Bedingungen und neutralem pH-Wert liegt Eisen in Form schwerl6s-
licher dreiwertiger Fe'''-Komplexe vor. Die Konzentration freier Eisenionen liegt mit
10-18 mol/I deutlich unter der Grenze, die fir das Wachstum von Bakterien notwendig
ist. Fr im menschlichen Korper befindliche Bakterien wird dieser Eisenmangel durch
korpereigene Eisenbindungsproteine wie Laktoferrin an den Schleimhéuten und
Transferrin im Blut zusétzlich verstérkt.

Kommensale und pathogene Keime bendétigen deshalb wirkungsvolle Eisenauf-
nahmesysteme, um sich im Okosystem Mensch anzusiedeln. Stamme der Gattung
Escherichia coli besitzen mehrere Eisenaufnahmesysteme.

Enterochelin

E. coli produziert kleine, hochaffine Fe'''-bindende Chelatormolekile, sogenannte
Siderophore (3). Alle E. coli-Stdmme bilden unter Eisenmangel das Katecholat-
Siderophor Enterochelin (Synonym: Enterobaktin). Dieses wird in das umgebende
Medium abgegeben und bindet dort Fe'''. Die Aufnahme in die Zelle erfolgt energie-
abhangig Uber einen spezifischen Membranrezeptor (FepA) und integrale Membran-
proteine (2). Enterochelin besitzt eine sehr starke Eisenbindungsaffinitét und kann selbst
wirtseigenen Eisenbindungsproteinen (Transferrin und Laktoferrin) Fe'!! entziehen.
Aerobaktin

Das Hydroxamat-Siderophor Aerobaktin wird von einzelnen E. coli-Stdmmen produ-
ziert, bevorzugt bei humanadaptierten und humanpathogenen Isolaten. Aerobaktin
wird Uber den auReren Membranrezeptor 1utA aufgenommen, der gleichzeitig auch
den Rezeptor fur das Colicin Cloacin DF13 darstellt.
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Hé&min und Hamprodukte

Einige E. coli-Stémme sind in der Lage, das wirtseigene Eisenreservoir zu nutzen,
indem sie Hamin und Hamprodukte aufnehmen und das dort gebundene Eisen ver-
werten (17).

Citrat-System

Uber die Aufnahme von Citrat kann E. coli Eisenionen im Cotransport aufnehmen.
Die Bedeutung dieses Transportweges fir die Eisenversorgung ist noch unklar. Eisen-
Citrat scheint vielmehr durch die Bindung an das Rezeptorprotein FecA eine Signal-
transduktion Uber die Bakterienwand zu vermitteln (6).

Nutzung exogener Siderophore anderer Bakterien oder Pilze

Darlber hinaus besitzen E. coli-Stdmme zahlreiche zusétzliche Siderophor-Transport-
systeme, die der Aufnahme fremder, exogener Siderophore anderer Bakterien oder
Pilze dienen. Dazu werden unter Eisenmangel verschiedene Siderophorrezeptoren
in der auleren Bakterienmembran gebildet, welche die Eisenaufnahme durch
entsprechende Fe'''-Siderophore vermitteln (siehe Tab. 1).

Siderophor E. coli Rezeptorprotein
Katecholat-gebundenes Fe' Cir
Ferrichrom FhuA
Fell-Coprogen FhuE Tab. 1:
Ferrioxamine FoxA ihre Rezeptoren

So kann sich E. coli als ,, Siderophor-Schmarotzer” in entsprechenden Mischkulturen
ohne groReren Biosyntheseaufwand fiir Siderophore mit Eisen versorgen. Die Fe!!l-
Aufnahme durch die dul3ere Zellmembran wird durch die spezifische Affinitét der
Rezeptoren zu ihren jeweiligen Siderophoren vermittelt und ist an einen osmotischen
Gradienten gekoppelt. Der Transport durch die innere Bakterienmembran erfolgt ATP-
abhéngig durch Hydrolyse des energiereichen Triphosphats an cytoplasmatischen
Doménen integraler Membranproteine (ABC-Transporter). Im periplasmatischen Raum
haben Bindeproteine eine unterschiedliche Affinitat zu den einzelnen Siderophoren.

Fur-regulierte Gene:wichtig fir Siderophor-Transportsysteme und
Virulenzfaktoren

Ein spezifisches Siderophor-Sensorsystem ermdglicht Uber differentielle Genregulation
die optimale Ausnutzung der Aufnahme von Fremdsiderophoren. Zentrale Bedeutung
bei der Siderophor-Regulation kommt dem Regulatorprotein Fur zu. Dieses bildet
als Apo-Repressor in Anwesenheit ausreichender Eisen-lonen mit diesen einen
Tetramerkomplex, der dann als vollstandiger Repressor (Holorepressor) die Synthese
Fur-regulierter Gene unterdrtickt (5).
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Zu diesen Fur-regulierten Genen z&hlen neben den erwéhnten Siderophor-Transport-
systemen sowie anderen an der Eisenaufnahme beteiligten Genen auch eine Vielzahl
bakterieller Virulenzfaktoren. Dazu gehéren u.a. auch Toxine, die erst bel Eisenmangel
produziert werden. Beispiele sind das Shiga-Toxin (STX-1) der enteroh&morrha-
gischen E. cali (EHEC), das STX von Shigella dysenteriae und das Diphtherietoxin von
Corynebacterium diphtheriae. Eisenmangel ist typisch fir menschliche Schleimhaute.
Die Regulation der Toxinproduktion erfolgt auch hier tiber einen Fur-Fe'''-Komplex,
der im Promoterbereich der jeweiligen Gene an die DNA bindet und deren Expression
unterdrickt (10).

Eisenmangel signalisiert dem Bakterium den Eintritt in den Wirtsorganismus und ruft
als bakterielle Antwort die Bildung von Eisenaufnahmesystemen und Virulenz-
faktoren hervor. Diese enge Vernetzung der Regulation von Eisenaufnahme- und
Virulenzgenen unterstreicht die 6kologische Bedeutung der Eisenaufnahmesysteme.

Eisenver sor gungssysteme von E. coli Stamm DSM 6601 (Nissle 1917)

Der E. coli-Stamm DSM 6601 bildet gleich mehrere Eisenversorgungssysteme aus.
Dazu gehoren die Siderophore Enterochelin (Enterobaktin) und Aerobaktin. Letzteres
wird von 30% aller apathogenen Darmbakterien gebildet, aber auch von vielen patho-
genen E. coli-Stammen.

Zusétzlich ist der E. coli-Stamm DSM 6601 unter Eisenmangelbedingungen in der
Lage, das Yersiniabaktin als drittes Siderophor zu synthetisieren. Es gibt Hinweise,
dass dieser Stamm ein weiteres, bisher nicht ndher charakterisiertes Eisenauf-
nahmesystem produziert, das sogenannte Colibaktin. Mdglicherweise ist aber das
Colibaktin mit dem Yersiniabaktin identisch. Das Gencluster, das flr das Yersinia-
baktin-Siderophorsystem kodiert, ist nahezu identisch mit der aus Yersinien bekannten
DNA-Region. Eslésst sich als Fitnessfaktor (DNA-Insel) auffassen und resultiert aus
horizontalem Transfer auf den E. coli-Stamm DSM 6601, aber auch auf andere
apathogene E. coli-Stdmme (16). Die Regulation des Siderophorsystems erfolgt neben
dem bekannten Fur-Protein Uber das Y btA-Regulatorprotein, das auf dem Yersini-
abaktin-Gencluster lokalisiert ist (7). Dem Y btA fallt die Rolle des positiven Regu-
lators zu, der die Expression des Yersiniabaktin-Systems verstarkt (Abb. 1).

Neben diesen Siderophorsystemen konnte bei E. coli-Stamm DSM 6601 ein Hamin/
Hamogl obin-Aufnahmesystem nachgewiesen werden (ChuA). Dieses findet sich bei
alen E. coli-Stammen der phylogenetischen Gruppen B2 und D (4). Diese Gruppen
setzen sich aus humanadaptierten, apathogenen und pathogenen Stammen mit starker
Durchsetzungsfahigkeit im Okosystem des menschlichen Darms zusammen.

Die ausgepréagte antagonistische Wirkung von E. coli Stamm DSM 6601 beruht sicher
auch auf den mindestens drei endogenen Siderophorsystemen und weiteren Eisen-
aufnahmesystemen. Im Konkurrenzkampf um Eisen im Okosystem Darm scheint der
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YbtA + Fe®*-Ybt
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) Ybt - - - -
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Autoregulation
der Yersiniabaktin-
Synthese

E. coli-Stamm DSM 6601 durch seine sehr gute Eisenaufnahme Vorteile gegentiber
anderen apathogenen und pathogenen Mikroorganismen zu haben und préadestiniert
ihn dazu, sich innerhalb der Darmflora durchzusetzen.

Es stellt sich aber auch die Frage, weshalb der E. coli-Stamm DSM 6601 neben dem
hochaffinen Enterochelin-System das Yersiniabaktin-System als zweites hochaffines
Siderophorsystem besitzt und welche weiteren Funktionen das Yersiniabaktin hat.
Erste Untersuchungsergebnisse im Tiermodell deuten darauf hin, dass das Yersinia-
baktin-System direkt an der Kolonisierungsféhigkeit des Darms beteiligt zu sein
scheint (Abb. 2).
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Antagonistische Prinzipien von Escherichia coli

Die Durchsetzungsfahigkeit eines Bakteriums in einem Okosystem wird neben verschie-
denen Eisenversorgungssystemen durch weitere Faktoren beeinflusst. Dazu gehoren
Substanzen, die Vertreter der gleichen Art oder auch andere Bakterienspeziesin ihrem
Wachstum hemmen oder sogar abttten kdnnen. Diese antibakteriellen Substanzen
werden Bakteriozine oder, wenn es sich um kleine Molekile handelt, Mikrozine
genannt (1, 8,9,11-15).

Es handelt sich um Peptide, die plasmidal oder chromosomal kodiert sind. Sie werden als
unreife Vorstufen synthetisiert und erhalten erst nach posttranslationeller Modifikation
(Prozessierung) ihre Funktionsfahigkeit. Eine Vielzahl verschiedener Bakteriozine und
Mikrozine ist bekannt. Einzelne Stdmme kdnnen mehrere dieser antagonistischen
Molekule produzieren; dazu gehort auch E. coli Stamm DSM 6601.

Gemeinsames Merkmal der Bakteriozine und Mikrozine ist das enge Spektrum der
Zielorganismen. Es sind dies oftmals Vertreter der eigenen Spezies oder eng ver-
wandter Arten. Zielstrukturen fur die Bakteriozin/ Mikrozin-Wirkung sind Proteine in
der Zellwand dieser Organismen, die gleichzeitig auch Rezeptoren fir Siderophore
sowie Bakteriophagen darstellen. Um nicht selbst abgetétet zu werden, bilden die
Bakterien gleichzeitig Immunitétsproteine, die von Genen desselben Mikrozin/
Bakteriozin-Genclusters kodiert werden. Die Resistenz oder Sensitivitét gegentiber
bestimmten, von anderen Mikroorganismen produzierten Bakteriozinen bzw. Mikro-
zinen ist fur die 6kologische Balance wichtig.

Antagonistische Prinzipien von E. coli Stamm DSM 6601 (Nissle 1917)

Fur den E. coli-Stamm DSM 6601 konnten in vitro antagonistische Wirkungen gegen-
Uber verschiedenen Bakterien und Pilzen nachgewiesen werden. Dazu gehdren entero-
toxische E. coli (ETEC) und enterohédmorrhagische E. coli (EHEC) sowie Stdmme von
Salmonella enterica Serotyp Enteritidis und Serotyp Typhimurium, aber auch
Sprosspilze der Candidagruppe (Abb. 3).

Der E. coli-Stamm DSM 6601 ist gegentber der Wirkung E. coli-abstammender Bak-
teriozine (Colicine) der Klassen la, BM, D, V, E1 und E2 resistent. Dagegen ist der
Stamm sensitiv gegenlber einer Reihe weiterer Bakteriozine.

E. coli Stamm DSM 6601 produziert keines der bekannten und schon charakterisierten
Colicine, sondern ein bisher noch nicht ndher bestimmtes Colicin. Diese Colicin-
bildung wird durch Eisenmangel stimuliert, was auf eine ,, Stress-induzierte" Produktion
schlief3en lasst.

AuRerdem wurde bei E. coli Stamm DSM 6601 ein kleines, antibakteriell wirkendes
Molekil entdeckt. Diese als , Mutafloricin“ bezeichnete Substanz kénnte mit der
Aminosaure Valin oder einem Valin-Analogon identisch sein. Ein Beleg dafr ist die
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N o kein
Hemmbhof 258 JH./_A\ . Hemmbhof
2
Salmonella
enteritidis
A = Mutaflor®
B = Enterococcus
C = E. coli K12

Abb. 3: Hemmhofe um Mutaflor® als Zeichen der Wachstumshemmung von
Salmonella enterica Serotyp Enteritidis.

antibakterielle Aktivitat von E. coli K-12 nach erfolgter Klonierung mit einem DNA-
Fragment des Genoms von E. coli Stamm DSM 6601. Auf diesem DNA-Fragment
liegen Gene fiur die Valin-Biosynthese. Valin stellt ein kompetitives Prinzip in der
Okologie von Mikroorganismen dar, da es die Bildung dieser Aminosiure in anderen
Organismen hemmen kann. Es ist wahrscheinlich, dass die antagonistische Wirkung
des E. coli-Stammes DSM 6601 (Abb. 3) auch auf der Produktion des bislang nicht
naher charakterisierten Colicins und des Mutafloricins beruht.

Von E. coli Stamm DSM 6601 produzierte kurzkettige Fettsauren (u.a. Propionsaure
und Buttersaure) sind nicht nur fir die Eutrophie des Darmepithels von Bedeutung,
sondern tragen auch zur antagonistischen Wirkung gegentiber anderen Mikroorganis-
men bei. Die Produktion dieser Stoffwechselprodukte unterliegt einer sauerstoff-
abhéngigen Regulation und zeigt Unterschiede zwischen aeroben und anaeroben
Wachstumsbedingungen. Nicht ausgeschlossen erscheint die Tatsache, dass der Stamm
weitere, bislang nicht identifizierte antagonistisch wirkende Substanzen produziert.

Reslimee

Escherichia coli als wichtiger Darmbesiedler des Menschen verfligt tber verschie-
dene Faktoren, um sich im Okosystem Darm gegeniiber anderen Mikroorganismen
durchzusetzen. Zu diesen wichtigen ,Fitnessfaktoren“ gehdren antagonistische
Prinzipien (Bildung von Bakteriozinen und Mikrozinen) sowie die Ausbildung ver-
schiedener Transportsysteme, die eine ausreichende Versorgung mit den essentiellen
Fe'''-lonen sicherstellen.
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Der E. coli-Stamm DSM 6601 verfigt Uber mehrere Mikrozin- und Bakteriozin-Systeme
sowie Uber unterschiedliche siderophorvermittelte Eisenaufnahmesysteme. Diese
Fitness-Faktoren unterstutzen die Fahigkeit des E. coli-Stammes DSM 6601 zum
Besiedeln des Intestinaltraktes, ohne ihm pathogene Merkmale zu verleihen.

Prof. Dr. med. Dr.rer. nat. J. Heesemann

Max von Pettenkofer-Institut fir

Hygiene und Mediznische Mikrobiologie
Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen
Lehrstuhl Bakteriologie

Pettenkoferstral3e 9a
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Wie Bakterien kommunizieren:
Quorum sensing und

Crosstalk in bakteriellen

L ebensgemeinschaften

J. Hacker 1, U. Dobrindt?®, L. Emody?

Prof. Dr. J. Hacker

Abstract

Im Darm des Menschen und vieler Tiere leben Mikroorganismen, die mehrere hundert
unterschiedliche Arten reprasentieren. Dabei kommt es zu vielfaltigen Wechselwirkungen
der Mikroorganismen mit Wirtszellen. Dartiber hinaus haben die Mikroben, insbesondere
die Bakterien, Strategien entwickelt, um auch untereinander kommunizieren zu kénnen.
Eine wichtige bakterielle Spezies der Darmflora stellt Escherichia coli dar. Escherichia
coli-Bakterien sind in der Lage, Uber spezifische Adhasine an Wirtszellen zu binden.
Darlber hinaus produzieren sie antagonistische Wirkstoffe, wie Bakteriozine und Mikro-
zine, die Vertreter der gleichen Spezies oder anderer Arten im Wachstum hemmen kdnnen.
Weiterhin kénnen Escherichia coli-Bakterien mit anderen Mikroorganismen uber die
Sekretion und Verarbeitung von Homoserinlaktonen und anderen chemischen Substanzen
kommunizieren. Die Bedeutung dieser Interaktionsmoglichkeit liegt darin, dass mithilfe
dieser Substanzen die Bakteriendichte ,, gemessen“ werden kann. Dieser Vorgang wird als
»Quorum sensing” bezeichnet und fuhrt zu spezifischen Genregulationsprozessen, fir die
der Terminus ,, Crosstalk” gewahlt wurde.

Der Escherichia coli-Stamm Nissle 1917 (DSM 6601) z&hlt zur Gruppe der apathogenen
Vertreter der humanen Darmflora. Er tritt mit Wirtszellen und mit anderen Mikroorganis-
men in Wechselwirkung. Um an die Wirtszellen binden zu konnen, produziert der Stamm
Typ 1- und F1C -Fimbrien. Dartber hinaus konnten wir kiirzlich zeigen, dass auch die a's
»Curli* bezeichneten Fimbrien von dem Stamm DSM 6601 gebildet werden. Im Gegensatz
zu den meisten anderen E. coli-Bakterien sind die Curli-Adhéasin-Gene auch bei 37 °C
aktiv, was eine zusétzliche Interaktionsmoglichkeit mit dem Wirt gewahrleisten kdnnte.
Dariiber hinaus ist der Stamm DSM 6601 in Kokultivierungsexperimenten kompetitiv
gegenuber anderen Vertretern der Enterobakteriaceae und auch gegeniiber Candida albicans.
Hier spielen Mikrozine eine Rolle. Der Stamm trégt weiterhin die Gene, die fiir den Vorgang
des,, Quorum sensing“ verantwortlich sind. Erste genetische Analysen zeigen jedoch, dass
im Gegensatz zu anderen E.-coli-Bakterien im 3'-Bereich des entsprechenden Quorum
sensing Genes ygaG eine Genomstrukur vorliegt, die sich von der bei anderen E. coli-
Stammen gefundenen unterscheidet. Weitere Untersuchungen werden kléren, ob diese
genetischen Unterschiede auch zu einem spezifischen Verhalten des Stammes DSM 6601
gegenuber anderen Vertretern der Darmflora fihrt und ob moglicherweise die kompetitive
Wirkung des Stammes mit diesen Sequenzalterationen im Zusammenhang steht. Zusammen-
fassend kann konstatiert werden, dass die einzelnen Bakterienstdmme innerhalb der Darm-
floraTeil eines regulatorischen Netzwerkes sind, dessen Zusammenhange wir erst jetzt zu
verstehen beginnen.

1 Institut fir Molekulare Infektionsbiologie, Universitat Wiirzburg
2 Department of Medical Microbiology and Immunology, University Medical School, Pecs, Ungarn
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Einfuhrung

Mikroorganismen stellen frilhe Formen des Lebens dar und haben sich im Zuge der
Evolution vor tber 3 Milliarden Jahren gebildet. Wahrend eine Reihe von Bakterien
und einzelligen eukaryontischen Mikroben als freilebende Organismen verschiedene
L ebensréume besiedeln, sind andere Mikroben eng mit Wirtsorganismen assoziiert.
Diese Assoziation kann auf kommensaler, pathogener oder symbiontischer Grund-
lage beruhen. Viele Mikroorganismen haben sich im Boden in der Nachbarschaft zu
Pflanzenwurzeln (Rhizosphére) angesiedelt. Andere sind an die Oberflachen von
Pflanzen angepasst und kénnen dort langere Zeit Gberleben. In Wasserhabitaten sind
Assoziationen zwischen Mikroorganismen und Amoeben (SiRwasser) sowie
Schwammzellen (Salzwasser) beschrieben. Die orale Flora des Menschen umfasst
Uber 200 bakterielle Arten, die miteinander kommunizieren kénnen. Die menschliche
Darmflora weist eine noch héhere Vielfalt auf, geschétzt werden ca. 400 verschiedene
Arten.

Wéhrend die Interaktionen von Mikroorganismen und ihren Wirten seit geraumer
Zeit intensiv untersucht werden, ist das Phdnomen der Kommunikation von Mikroorga-
nismen untereinander bisher nur wenig verstanden. Dabei sind zwei Termini zu unter-
scheiden: ,, Quorum sensing” und , Crosstalk”. Wahrend Crosstalk die Beeinflussung
bestimmter Gene durch Genprodukte anderer genetischer Determinanten beschreibt,
stellt Quorum sensing einen Prozess dar, bei dem die Bakteriendichte von den
Mikroorganismen ,, gemessen” wird. Dieser Prozessist die Grundlage fur ein An- und
Abschalten bakterieller Gene in Abhangigkeit von der Bakteriendichte. Somit stellen
Quorum sensing-Systeme Kommunikationsstrategien in Lebensgemeinschaften dar
(1, 2, 4). Quorum sensing-M echanismen kénnen auch al's bakterielle Konkurrenzsysteme
gesehen werden, wie dies fr andere mikrobielle Eigenschaften (Adharenz, Biofilm-
bildung, Mikrozinproduktion, Abb. 1) bereits gezeigt wurde.

Adhérenz “Quorum sensing”
Verdréngung von Pathogenen
Ausbildung von Biofilmen

Interaktion mit
kommensalen Pathogenen

Antagonismus/Fitness Aufbau der “Normalflora”
Kompetition

SR @
O
0 0% **° Abb. 1:
8 Interaktionen in
bakteriellen
4 0
00,

D
° o

Lebensgemein-
Q g:& schaften, mogliche

Rolle von
Probiotika im
Lebensraum Darm
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Das Beispiel Vibrio fisheri

Quorum sensing-Systeme wurden bei Gram-positiven und bei Gram-negativen
Mikroorganismen beschrieben. Sehr gut analysiert ist das System des Bakteriums
Vibrio fisheri. Dabei handelt es sich um ein marines Bakterium, das mit Tiefsee-
fischen assoziiert ist und als Symbiont auf der Oberfléche dieser Fische lebt.
V. fisheri ist in der Lage, Licht zu emittieren. Bei gentigend hoher Zelldichte dieses
Bakteriums kommt es zur Lichtemission, der Biolumineszenz (Abb. 2). Diese Eigen-
schaft scheint den Fischen den Vorteil zu verschaffen, andere Tiere anzulocken, die
dann gefressen werden. Von diesem Vorgang profitieren auch die Bakterien, so dass
es sich hier um eine echte symbiontische Interaktion handelt. Die genetische Deter-
minante, die fur die Lichtemission verantwortlich ist, wird als lux-Gencluster bezeich-
net. Dabei spielen neben den Strukturgenen fir das Biolumineszenz-System die Gene
luxR und luxl eine Rolle. luxR kodiert fir einen Transkriptionsaktivator, der nur dann
aktiv wird, wenn ein kleines Molekdl, ein sogenannter Autoinduktor, an ihn bindet.

A: niedrige Zelldichte

B: hohe Zelldichte

O (o
975 o0 al ag” % o
o 2 )
0o o0
g0 el -
Abb. 2: u] o0 ul
Biolumineszenz: u] g0

Das Quorum sensing

Dieser Autoinduktor besteht aus einem Homoserinlacton-Derivat, das durch das luxl-
Genprodukt gebildet wird. Transkriptionsaktivator und Autoinduktor bilden zusammen
ein aktivierendes Molekiil, das die entsprechenden Strukturgene des lux-Genclusters
zur Lichtemission anschaltet (7). Nur bei ausreichend hoher Autoinduktor-Konzen-
tration und somit nur bei ausreichender Bakterienzelldichte kommt es zur Biolumi-
neszenz (Abb. 3). Entsprechende Systeme, wie hier fur V. fisheri beschrieben,
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Abb. 3:
Das lux-System von
Vibrio fischeri

existieren auch in anderen bakteriellen Arten (Tab. 1). Dabei ist zu konstatieren, dass
Homoserinlacton-Derivate bei vielen Gram-negativen Bakterien als Autoinduktor-
Substanzen beim Quorum sensing vorkommen (5, 9). Im Gegensatz dazu werden bei

Gram-positiven Mikroorganismen Peptide als Autoinduktoren verwendet.

Tab. 1:
Quorum sensing uber
Acylhomoserinlactone bei

Eigenschaften Spezies
Biolumineszenz Vibrio fischeri
Vibrio harveyi

Symbiosegene

Virulenzfaktoren

Plasmidtransfer
Motilitat (Schwéarmen)

Antibiotikasynthese

Pigmentproduktion

Zellteilung, Biofilm

Rhizobium leguminosarum

Pseudomonas aer uginosa
Erwinia carotovora
Escherichia coli (EHEC, EPEC)

Agrobacterium tumefaciens
Serratia liquefaciens

Erwinia carotovora
Pseudomonas aureofaciens

Chromobacterium violaceum

Escherichia coli

Gram-negativen Bakterien
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Das Okosystem Darm

Neben vielen schon erwahnten Okosystemen stellt der Darm des Menschen und vieler
Tiere den Lebensraum fir eine Reihe von Mikroorganismen dar. Man schétzt, dassim
menschlichen Darm Vertreter von bis zu 400 Bakterienarten miteinander leben und
untereinander kommunizieren. Dabei kann es sich sowohl um anaerobe als auch um
aerobe Mikroorganismen handeln. Wichtige Darmbakterien stellen dabei Speziesvon
Bacteroides und Fusobacterium dar. Auch Vertreter der Arten Eubacterium elegans,
Enterococcus faecalis und Candida albicans sind im Darm oft anzutreffen. Ein
weiteres, wichtiges Bakterium der Darmflora stellt Escherichia coli dar (Abb. 4).

Epithel Mukus

Bacteroides spp.
Fusobacterium spp.
Eubacterium elegans
Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Candida albicans

—
O
O
O
Abb. 4 O Weitere Arten
Zusammensetzung des

Okosystems Darm

Das Dar mbakterium Escherichia coli

E. coli ist ein normaler Darmbewohner des Menschen und vieler Tiere. Die,, normalen*
E.-coli-Stdmme sind apathogene Mikroorganismen, die im Darm mit anderen Mikroben
zusammenleben kdnnen. Daneben besteht die Art E. coli aus unterschiedlichen Patho-
typen, die Krankheiten auslésen kénnen. Dazu gehéren Darminfektionen, aber auch
extraintestinale Infektionen wie Harnwegsinfektionen und Sepsis. Pathogene Vertreter
sind durch die Produktion von Virulenzfaktoren ausgezeichnet. Zusétzlich bilden
pathogene Bakterien auch Faktoren, die fiir das Uberleben und die Konkurrenz von
Bedeutung sind. Diese Faktoren werden als , Fitness-Faktoren bezeichnet. Solche
»Fitness-Faktoren* finden sich im Gegensatz dazu ebenfalls bei vielen apathogenen
E. coli-Vertretern, die jedoch nicht in der Lage sind, Infektionen auszul dsen.
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Eigenschaften des E.-coli-Stammes DSM 6601 (Nissle 1917)

Bei dem E. coli-Stamm DSM 6601 handelt es sich um einen apathogenen Vertreter der
mikrobiellen Darmflora, der kompetitive Eigenschaften gegeniiber anderen Mikro-
organismen aufweist. So konnte in vitro und zum Teil auch in in vivo gezeigt werden,
dass der Stamm DSM 6601 das Wachstum von Stdmmen verschiedener Bakterien-
spezies, wie Proteus vulgaris, Salmonella enteritidis, Shigella dysenteriae, Yersinia
enterocolitica und Vibrio cholerae hemmt. Dartber hinaus wirkt der Stamm kompeti-
tiv auf Candida albicans. Der E. coli-Stamm DSM 6601 bildet eine Reihe von antago-
nistischen Fitness-Faktoren aus, zu denen zwei Mikrozine zéhlen. Weiterhin wird die
Kompetition dieses Stammes mit anderen Mikroorganismen durch mindestens funf
Eisenaufnahmesysteme unterstiitzt: das Enterobaktin-, das Aerobaktin-, das Yersinia-
baktin- und das Citratsystem sowie durch die Fahigkeit zur Hdminaufnahme. Im Gegen-
satz zu anderen, pathogenen E.-coli-Stdmmen sekretiert der Stamm DSM 6601 keine
Toxine und ist Antibiotika-sensitiv. Um an Darmzellen zu binden, benétigt er Adhésine.
DSM 6601 besitzt die F1C-Adhasine, die Typ I-Fimbrien und die Curli-Adhasine.
Weiterhin bildet der Stamm ein semiraues O6-L PS und eine K5-Kapsel aus (Abb. 5).

Kapsel (K5) Mikrozine Adhasine:
% 09, @ @ -Typ1
o Ky -F1C

Eisenaufnahme-Systeme:
- Enterobaktin
- Aerobaktin
- Yersiniabaktin
- Hamin
- Citrat
Fed Fe¥
EH |
AFa
£ Fa
=

F T

LPS (O6; semirau)
Flagelle (H1)

Abb.5: Eigenschaften des E. coli-Stammes DSM 6601

Quorum sensing bei Escherichia coli

Wie andere Mikroorganismen auch, produziert E. coli ebenfalls einen Autoinduktor,
der von dem Genprodukt YgaG gebildet wird (Abb. 6). In ersten Untersuchungen
wurde bekannt, dass das ygaG-Gen fir die Kommunikation von E.-coli-Stdmmen
untereinander Bedeutung hat. Das entsprechende Genprodukt scheint auch fur die
Kommunikation mit anderen bakteriellen Spezies von Bedeutung zu sein (11, 12,
13). Dartber hinaus ist bekannt, dass E.-coli-Stamme Biofilme ausbilden kénnen.

4. Interdisziplindres Symposium Darmflora in Symbiose und Pathogenitét, Berlin 2000

Quorum sensing und Crosstalk in bakteriellen Lebensgemeinschaften 79

homologe Funktion zur Autoinduktor-Synthase
Lux| bei V. fischeri

Teil des Al-2 Systems
DSM 6601 tragt ygaG-Gen
Unterschiede zu anderen E. coli im 3’-Bereich

v D Abb. 6:
gshA ygaG emrB Die Genstruktur des
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Die Ausbildung von Biofilmen ist sehr haufig mit dem Quorum sensing assoziiert
(3, 6, 8, 10). Auch bei E. coli gibt es Hinweise darauf, dass die beiden Eigenschaften
Biofilmbildung und Quorum sensing gekoppelt vorliegen.

Biofilmbildung und Quorum sensing beim E. coli-Stamm DSM 6601
(Nissle 1917)

Die Biofilmbildung bei E. coli Stamm DSM 6601 ist mit der Aushildung der Curli-
Adhasine assoziiert. Aus Untersuchungen mit verschiedenen E. coli-Stdmmen geht
hervor, dass beide Eigenschaften, Biofilmbildung und Curli-Produktion, thermo-
reguliert sind. Wahrend bei 28 °C die Biofilmbildung und das Quorum sensing sehr
gut ausgebildet sind, findet dies bei 37 °C kaum statt. Um auch beim Stamm DSM 6601
die Eigenschaften Biofilmbildung und Curli-Produktion zu analysieren, wurden
entsprechende Untersuchungen durchgefiihrt (Tab. 2). Durch den direkten Nachweis
der Curli-Adhésine sowie durch die Untersuchung der Curli-Adhasin-vermittelten
Kongorotbindung konnte gezeigt werden, dass beim Stamm DSM 6601 im Gegensatz
zu anderen E. coli-Stdmmen eine Biofilmbildung und eine Curli-Produktion auch bei
37°C vorkommt. Mithilfe entsprechender Mutationen wurde nachgewiesen, dass
diese Eigenschaft u.a. von der Présenz des alternativen Stationérphase-spezifischen

E. coli Stamm Curli-Bildung Biofilm-Bildung Kongorot-Bindung
28°C 37°C 28°C 37°C 28°C 37°C
536 UTI + = + = + =
MG1655 K-12 + - + - + -
DSM 6601 Tt 1 +++ Tl +++ ++
536, rpoS’ - - - - - -
MG1655, rpoS’ - - - - - -
DSM 6601, rpoS’ + +) + +) ++ +

Tab. 2: Bildung von Curli-Adhasinen bei unterschiedlichen Escherichia-coli-Stammen
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s-Faktors RpoS abhéngt. Inwieweit diese Eigenschaft Bedeutung fir die Kompetitions-
fahigkeit des Stammes hat, ist noch nicht bekannt. Es kénnte aber vermutet werden,
dass ein Teil der kompetitiven Eigenschaften des Stammes DSM 6601 mit der Curli-
Adhésin-Bildung und der Biofilmbildung bei 37 °C zusammenhéngt. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass der Stamm DSM 6601 das ,, Quorum sensing-Gen“ ygaG tragt.
Es weist genetische Veranderungen im 3' Bereich im Vergleich zu E. coli K-12 auf.
Weitere Untersuchungen werden kléren, ob diese genetischen Veranderungen Bedeu-
tung fir die biologische Wirkung des ygaG-Genproduktes haben.

Zusammenfassung

Die Fahigkeit von Bakterien, untereinander zu kommunizieren, erméglicht es diesen
Organismen, die Expression verschiedener Gene in Abhéngigkeit von der Zelldichte
zu regulieren. Beim sogenannten Crosstalk wird die Expression bestimmter Gene
durch Genprodukte anderer Determinanten innerhalb einer Bakterienzelle beeinflusst.
Im Gegensatz dazu erfolgt beim Quorum sensing die Regulation der Genexpression
bestimmter Gene durch Komponenten (,, Autoinduktoren”), die von anderen Bakterien-
zellen produziert werden. Auch das Darmbakterium Escherichia coli weist Kompo-
nenten eines Quorum sensing-Systems auf. Mdglicherweise beruhen die kompetitiven
Eigenschaften des probiotischen E. coli-Stammes DSM 6601 gegentiber anderen
Mikroorganismen auch auf Quorum sensing-vermittelten Effekten. Fir viele andere
Bakterienarten wurde z. B. eine Assoziation von Quorum sensing und Biofilmbildung
beschrieben. Im Fall des E. coli-Stammes DSM 6601 konnte gezeigt werden, dass er
im Gegensatz zu anderen E. coli-Stémmen auch bei 37 °C Curli-Adhésine exprimiert
und einen Biofilm bildet. Dies kdnnte zu den kompetitiven Eigenschaften des Stammes
durch eine verbesserte Kolonisierung des Darmepithels beitragen. I nteressanterweise
weist beim Stamm DSM 6601 das fir den Quorum sensing-Autoinduktor kodierende
Gen ygaG strukturelle Unterschiede im 3'-Bereich auf. Ob sich diese Veranderungen
auf die Funktion des Quorum sensing-Systems auswirken, muss weiter untersucht
werden.

Ausblick

Die Darmflora stellt eine Lebensgemeinschaft dar, bei der Mikroorganismen und
eukaryontische Zellen in vielfaltiger Weise interagieren. Neben der Ausbildung von
Kolizinen und Mikrozinen, Eisenaufnahmesystemen und der Bildung von Adhasinen
scheinen Kommunikationsstrategien wie das Quorum sensing fur die Interaktion der
Mikroorganismen von Bedeutung zu sein. Durch das Einbringen probiotischer Bak-
terien in die Darmflora kénnten pathogene Interaktionen gestoppt und die L ebensge-
meinschaften in vielfaltiger Weise beeinflusst werden. Zum einen kdnnte die Bildung
von Biofilmen bzw. von adhérenten Bakterienschichten an eukaryontischen Zell-
oberflachen, andererseits auch die bakterielle Signaltransduktion in eukaryontischen
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Zellen veréndert werden. Darlber hinaus kann es zu einer Verdnderung der Zusam-
mensetzung der Darmflora kommen, indem Uber kompetitive Prozesse das Wachstum
anderer Mikroorganismen inhibiert wird. In diesem Zusammenhang ist von Bedeu-
tung, dass durch Quorum sensing-Prozesse die Ausbildung bestimmter Eigenschaften
reprimiert bzw. exprimiert werden kénnten. Wahrend viele Details in dem Zusam-
menspiel der unterschiedlichen Mikroorganismen der Darmflora noch nicht bekannt
sind, ist die Bedeutung von probiotischen Bakterien fir die Zusammensetzung der
Darmflora unstrittig.

Prof. Dr.rer. nat. J. Hacker

Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg
Institut fur Molekulare Infektionsbiologie
Rontgenring 11

97070 Wiirzburg
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Das darmassoziierte Immunsystem:
Grundlagen und Bedeutung

fur Wirt-Erreger-Interaktion

|.B. Autenrieth

Prof.Dr. |.B. Autenrieth

Abstract

Die Oberflache des Gastrointestinaltraktes betragt mehr als 200 m2 und wird standig
mit einer Darmflora mit insgesamt 1013 —1014 Mikroorganismen konfrontiert. Unter
normalen Umsténden herrscht zwischen dem Wirt und der physiologischen Darmflora
ein physiologisches Gleichgewicht, fur dessen Aufrechterhaltung jedoch sowohl
Faktoren seitens der Mikroorganismen als auch Wirtsfaktoren von grof3er Bedeutung
sind. Interessanterweise sind im Darm auch etwa 20 % der Lymphozyten des Wirtes
lokalisiert. Dasich die Lymphozytenpopul ationen des Darmes in Struktur und Funktion
von denen des peripheren Immunsystems in vielerlei Hinsicht unterscheiden, spricht
man in diesem Zusammenhang auch vom darmassoziierten Immunsystem. Das darm-
assoziierte Immunsystem ist eine komplexe und hochspezialisierte Struktur, die aus
verschiedenen Strukturen wie beispielsweise Lymphfollikeln, Peyer’schen Plagues,
mesenterialen Lymphknoten sowie Lamina propria-Lymphozyten und der intra-
epithelialen Lymphozytenpopulation besteht. Struktur und Zusammensetzung dieses
Immunsystems werden durch vielerlei Aktivierungs-, Migrations- und ,, Homing“-Pro-
zesse sowie lokale Differenzierungsprozesse geregelt. Diesem Immunsystem kommt
eine besondere Rolle bei der Entstehung der oralen Toleranz und bei der Abwehr von
pathogenen Mikroorganismen zu. Dartber hinaus haben viele Untersuchungen der
vergangenen Jahre verdeutlicht, dass neben klassischen Immunzellpopulationen wie
Lymphozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und Granulozyten auch die Epithel-
zellen des Darmes eine grof3e Bedeutung fur das angeborene |mmunsystem aufweisen.
Die Funktionen einzelner Komponenten des darmassoziierten Immunsystems im
Hinblick auf die Interaktion mit der physiologischen Darmflora, Probiotika oder mit
pathogenen Mikroorganismen wird an einzelnen Beispielen erlautert.
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Einleitung

Das darmassoziierte Immunsystem stellt einen wichtigen Bestandteil der Infekt-
abwehr gegen pathogene Keime dar und hat wesentliche Bedeutung fir den gesamten
menschlichen Organismus. Die Interaktionen zwischen Mikroorganismen und Wirt
sind aulierst vielféltig, die Bandbreite der Konsequenzen reicht vom , Training” des
darmassoziierten und damit indirekt des gesamten Immunsystems bis hin zum
schweren gastrointestinalen Infekt oder zur Sepsis.

Mit mehr al's 200 m? reprasentiert die Oberflache des Gatrointestina traktes ca. 75 % der
gesamten mukosalen Oberflédchen im menschlichen Koérper. Auf dieser Flache wird
das mukosa-assoziierte Immunsystem (MALT, mucosa associated lymphoid tissue)
standig mit 1013— 1014 Mikroorganismen und einer Vielzahl von Substanzen (Antigenen)
konfrontiert. Um schadigende Einflisse auf den Organismus zu verhindern, ist ein
effektives Abwehrsystem entstanden. Es umfasst die angeborene, antigenunspezifische
und die erworbene Abwehr. Fir das physiologische Gleichgewicht zwischen Wirt
(Mensch) und Darmflora sind sowohl Faktoren der Mikroorganismen als auch Wirts-
faktoren von grof3er Bedeutung.

M ukosa-assoziiertes Immunsystem (MALT)

Das MALT besteht aus verschiedenen anatomischen Strukturen. Zum organisierten
Mukosa-assoziierten Immunsystem werden die Tonsillen, die Peyer’'schen Plaques
und weitere Lymphfollikel zugeordnet. Die Peyer’schen Plagues bestehen meist aus
mehreren Follikeln, in denen zwischen einem Keimzentrum und einer Mantelzone mit
B- und T-Lymphozyten, Makrophagen bzw. dendritischen Zellen unterschieden wird.
Diesen hoch differenzierten Strukturen steht das diffuse oder nicht-organisierte
Immunsystem gegeniber. Es handelt sich dabei um intraepitheliale und Lamina
propria-Lymphozyten sowie antigenprasentierende dendritische Zellen.

Zwischen beiden Systemen findet eine intensive Interaktion an sogenannten ,, induk-
tiven* Orten statt. So kdnnen Mikroorganismen oder ihre antigen wirksamen Bestand-
teile bzw. Stoffwechselprodukte beispielsweise tiber M-Zellen in die Peyer’schen
Plaques oder in Lymphfollikel des Dickdarms gelangen und dort eine |mmunantwort
induzieren. Lymphozyten, die die Lymphfollikel verlassen und in den mesenterialen
Lymphknoten proliferieren, gelangen Uber den Ductus thoracicus in die Blut-
zirkulation und zuriick in die Lamina propria. Dieser Vorgang wird als ,, Homing“
bezeichnet. Ein komplexer Prozess der Aktivierung und Differenzierung spezifischer
Effektorzellen und deren Zirkulation fihrt an verschiedenen mukosalen Bereichen
zu einer spezifischen Immunantwort, z.B. zur Sekretion von IgA durch Plasmazellen.
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M-Zellen

Zu den induktiven Strukturen des MALT gehoren Zellen mit charakteristischer Ultra-
struktur in den Peyer’schen Plaques, die sogenannten M-Zellen (, microfolded” oder
»membraneous epithelial cells*). Im Vergleich zu den umgebenden Enterozyten
besitzen diese Zellen nur eine sehr diinne Glykokalix- bzw. Mukusschicht. Sie weisen
wenige, kirzere, manchmal verzweigte Mikrovilli auf und finden sich selektiv in
Assoziation zu Lymphfollikeln in der Lamina propria.

Abb. 1:

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen
von Dunndarmzotten und Follikel-assoziiertem
Epithel mit M-Zellen.

Die Hauptfunktion der M-Zellen ist die Aufnahme von luminalen Antigenen und der
aktive Transport in die Lymphfollikel. Untersuchungen zur Funktion in vivo sind
ausgesprochen kompliziert. M-Zellen konnten bislang nicht isoliert werden. lhre fir
die Nutzung und Steuerung der induktiven Mechanismen erforderlichen Ober-
flachenrezeptoren bzw. -marker sind variabel. M-Zell-Marker werden von ver-
schiedenen Spezies und innerhalb einer Spezies inkonstant exprimiert. Das bedeutet,
dass mit einem bestimmten Marker nur ein Teil der M-Zellen z.B. bei der Maus iden-
tifiziert werden kann. Ein solcher Marker erfasst jedoch weder alle M-Zellen dieser
Maus noch jene anderer Mausstamme.

In vitro-Induktion von M-Zellen

Wegen der aufgefuhrten Schwierigkeiten beschrénken sich die derzeitigen Kennt-
nisse Uber die Funktion der M-Zellen auf in vitro-Untersuchungen von M-Zellen oder
M-Zell-ahnlichen Zellen. Dazu wurden Klone intestinaler Epithelzellen (, CaCO-2")
auf Transwell-Filtern kultiviert. Diese Zellen polarisieren nach ca. 10-14 Tagen und
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Abb. 2:

Konfokale Laserscan-Mikroskopie:
Follikelassoziiertes Darmepithel

mit M-Zellen (Maus), rot markiert (Lektin)

gleichen dann typischen Enterozyten. Nach Ko-Kultivierung mit Peyer’schen Plaque-
Lymphozyten oder bestimmten B-Zell-Linien entwickeln sich daraus Zellverbénde
mit den Charakteristika eines follikel-assoziierten Epithels. Dazu gehéren auch Zellen
ohne Birstensaum, die morphologisch und funktionell als M-Zellen identifiziert
werden koénnen. Dieses in vitro-Modell impliziert, dass die M-Zelle kein distinkter
unabhéangiger Zelltyp ist, sondern dass Epithelzellen eine gewisse Plastizitat auf-
weisen und durch das Immunsystem induziert oder moduliert werden kénnen.

B1-Integrine: Bedeutung fur Translokation durch M-Zellen

Auf Epithelmonolayern konnte am Beispiel der Yersinien zum ersten Mal gezeigt
werden, dass und wie Mikroorganismen M-Zellen translozieren. Bei den Yersinien
reagiert das Invasin-Protein, ein &ul3eres Membran-Protein, als spezieller bakterieller
Ligand mit einem spezifischen Rezeptor auf den M-Zellen. In diesem Modell wurden
als Rezeptoren die Bi-Integrine ermittelt. Die Interaktion des Yersinia-Invasins mit
den f1-Integrinen der M-Zelle fihrt dann zur Translokation.

Y.e. pyYV- Y.e pYV-

Xy
Abb. 3: -
CaCO2-Monolayer-
Ko-Kulturen mit Peyer’schen

Plaque-Lymphozyten

und Yersinia enterocolitica
pYV™: plasmidlos

(Invasin high)

pYV *: plasmidhaltig
(Invasin 'ow)

Xz

II.EI
:
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Polarisierte Darmepithelzellen exprimieren keine solchen Bi-Integrine auf der
apikalen, d.h. der dem Darmlumen exponierten Seite. Die Expression dieser 1-Integrine
ist offenbar auf M-Zellen beschrankt und konnte in vitro sowie bei der Maus nachge-
wiesen werden. Damit ist jetzt ein Oberflachenmolekiil bekannt, das mit bakteriellen
Liganden gezielt angesteuert werden kann, um Immunantworten des Darm-assozi-
ierten Immunsystems durch Vakzine oder probiotische Arzneimittel zu stimulieren
oder zu induzieren.

T-Lymphozyten in Peyer’schen Plaques
Die Lymphfollikel in den Peyer’schen Plagues enthalten verschiedene T-Zelltypen,
wobei sich mehr T-Helferzellen als zytotoxische T-Zellen finden.

CD4+CD8- 65 % THi-, Tho- und Tyz-Zellen
CD4-CD8+ 30 % zytotoxische T-Zellen
CD4-CD8- 5% yd-T-Zellen

Aus Untersuchungen mit Salmonellen- und Yersinien-Modellen ist bekannt, dass sich
die immunologischen Funktionen dieser in den Peyer’schen Plaques lokalisierten
T-Zell-Popul ationen deutlich von denen anderer T-Zellen (z. B. Lymphknoten oder Milz)
unterscheiden. Die genauen Abléufe der Aktivierung und Induktion von protektiven
Immunantworten sind bisher noch wenig geklért.

Als weitere akzessorische Zellen der Peyer’schen Plagues wurden zwei dendritische
Zellpopul ationen beschrieben, deren néhere Charakterisierung in Infektionsprozessen
noch aussteht.

Intraepitheliale und Lamina propria-Lymphozyten

Unter den intraepithelialen Lymphozyten (IEL) findet sich ein hoher Anteil CD8+ T-
Zellen (70—90%). Fast alle IEL exprimieren das Integrin agf7. Die intraepithelialen
Lymphozyten wirken supprimierend und immunregulatorisch, z. B . durch die Bildung
der Zytokine IFN-y und IL-5.

Lamina propria-Lymphozyten (LPL) werden den Memory-Zellen zugerechnet. Das
Verhéaltnis von T-Helfer-Zellen und zytotoxischen T-Zellen in der Lamina propriaist so
ahnlich wie im Blut, jedoch weisen die LPL einen erhdhten Aktivierungszustand auf.
Anhaltende Stérungen des Ty;-/ Th2-Gleichgewichtes oder der Relation von Memory-
Zellen und T-Helferzellen filhren méglicherweise zu einer chronischen intestinalen
Entziindung.

Immunologische Bedeutung von Enterozyten

Enterozyten besitzen neben ihren Funktionen in Hinblick auf Resorption und Sekre-
tion auch immunol ogische Funktionen im MALT. So kénnen sie beispielsweise durch
Produktion von Zytokinen dem spezifischen Immunsystem die Présenz von patho-
genen Mikroorganismen signalisieren.
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Adhasionsmolekiile Komplementfaktoren
ICAM1 C3, C4, Faktor B
Zytokinrezeptoren fiir MHC-Molekiile
IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, Klasse Il, I und nicht
IL-9, IFN-y, TGF-31 klassische Ib
Zytokine
IL-1a, IL-1B, IL-8, IL-10, Polymerer Ig-Rezeptor
TGF-B1 und TNF-ou

Abb. 4: Immunologische Charakteristika intestinaler Epithelzellen

Enterozyten sind auch in der Lage, Defensine zu produzieren. Sie kénnen weiterhin
bestimmte Adhasionsmolekiile exprimieren, z.B. ICAM 1. Enterozyten verfligen
neben Zytokinrezeptoren auch Uber einen polymeren Immunglobulinrezeptor, der den
Transport von IgA und IgM auf die mukosale Oberflache ermdglicht. Verschiedene
Antigene werden von Enterozyten Uber nicht klassische und klassische MHC-
Molekile prasentiert. Diese antigenprésentierenden Funktionen konnen vor allem durch
pathogene Mikroorganismen induziert und im Sinne einer Verstarkung moduliert
werden.

Experimentell lief3 sich nachweisen, dass die Invasion von Yersinien und weiteren
Infektionserregern nicht an der apikalen, dem Lumen zugewandten Seite der Entero-
zyten erfolgt. Ebenso konnte an polarisierten, mit Blrstensaum versehenen Enterozyten
eine apikale Signalvermittlung ausgeschlossen werden. Eine Translokation von
Mikroorganismen durch M-Zellen fuhrt an der basolateralen Seite der Enterozyten zur
Aktivierung verschiedener Signaltransduktionskaskaden. Die Folge ist die Sekretion
von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen wie z.B. Interleukin-8.
Die Chemotaxis von Effektorzellen ermdglicht eine effiziente Immunantwort.

B-Zelldifferenzierung und sekretorisches I gA als Effektorkomponente
des MALT

Antigenaktivierte |gA-spezifische B-Zellblasten verlassen die Lymphfollikel, dif-
ferenzieren zu IgA-Plasmazellen und gelangen im Rahmen des ,, Homings* in die
Lamina propria. Ihre Sekretion von IgA ist die wichtigste Effektorkomponente des
MALT, die Produktion des sekretorischen IgA’s Ubersteigt die Menge des IgG’'s im
Blut. Als Hauptfunktion gilt der Schutz epithelialer Oberflachen vor infektidsen
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Agentien. So verhindern IgA-Molekile die Adhéasion von pathogenen Mikroorganis-
men an Enterozyten ebenso wie ihre Invasion. Es gibt zusétzlich Hinweise darauf,
dass durch 1gA komplexierte Antigene besonders effizient von M-Zellen aufgenom-
men werden. Dies geschieht in M-Zellen mit apikalen |gA-Rezeptoren, weshalb |gA
auch eine primér neutralisierende Wirkung hat.

Bedeutung der Darmflora fir das MALT

Verschiedene Mechanismen des MALT interagieren mit Bakterien bzw. deren
Bestandteilen (z.B. bakterielle DNA oder Lipopolysaccharide). Diese Interaktion
fuhrt zu einer Stimulierung des MALT und beeinflusst primér die Entwicklung der
entsprechenden anatomischen Strukturen. Wenn sich keine Darmflora etablieren kann,
wie es bei keimfrei aufgezogenen (sogenannten gnotobiotischen) Tieren der Fall ist,
bleibt das MALT rudimentér und die Lymphozytenpopulationen kénnen nicht reifen.
Wahrend die Interaktionen des MALT mit pathogenen Mikroorganismen eingehend
untersucht wurden und grofitenteils bekannt sind, trifft dies fur die physiologische
Darmflora nicht zu. Es wird angenommen, dass diese endogene Mikroflora beim
Gesunden zu einer kontrollierten Entztindung des Darmepithels fuhrt. Weitgehend
unbekannt sind die beteiligten Effektorstrukturen innerhalb des MALT und ihre Reak-
tionen. Aus in vitro-Modellen ist bekannt, dass apathogene E. coli die apikale Seite
von Enterozyten nicht invadieren kdnnen, eine Translokation durch M-Zellen ist aber
wahrscheinlich.

Die Bedeutung der Darmflora fur das mukosale Immunsystem wurde insbesondere an
Modellen von knock-out-Méausen untersucht. So entwickeln IL-2 defiziente Mé&use
spontan eine chronisch entziindliche Darmerkrankung, die sich bel keimfreier Aufzucht
nicht manifestiert. Die Darmflora scheint daher neben genetischen Faktoren oder
einer Immundysregulation beim Wirt ein wichtiger Trigger fur die Induktion inflam-
matorischer Erkrankungen zu sein. Diese modellhaften Vorstellungen erlauben noch
keine Beschreibung, wie die Darmflora die Reifung des MALT beeinflusst und wie
sie unter bestimmten Bedingungen eine pathol ogische Entziindung induzieren kann.

Wirkung von probiotischen Arzneimitteln auf das MALT

Die Bedeutung von probiotischen Arzneimitteln fir das MALT l&sst sich exemplarisch
an einigen Beispielen zeigen. Klinisch bedeutsam ist die dquivalente Wirkung von
E. coli Stamm Nissle 1917 und Mesalazin in der Remissionserhaltung der Colitis
ulcerosa (1, 2). Diese Studienergebnisse stehen im Einklang mit zahlreichen Arbeiten,
die den modulierenden Einfluss von Probiotika auf die Darmflora und das MALT
belegen, erkennbar z.B. durch eine verstéarkte Antikdrperbildung.

In vitro konnte mittels E. coli Stamm Nissle 1917 beispielsweise das unspezifische
Immunsystem stimuliert werden (3). Bei Mausen wurde mit dem gleichen Stamm ein
Schutz vor Infektionen mit Listeria monocytogenes und Candida albicans erreicht (4).
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Werden Mause keimfrel aufgezogen und dann mit Candida albicansinfiziert, 1&sst sich
die Mortalitéat durch verschiedene probiotische Bakterienstdmme verhindern oder die
Sterblichkeitsrate senken. Dieser Effekt wird sowohl auf einen direkten bakteriellen
Antagonismus als auch auf immunmodulierende Eigenschaften der Probiotika
zuriickgefihrt.

Bei Neugeborenen fihrte die intestinale Kolonisation mit E. coli Stamm Nissle 1917
zu hoheren 1gA- und IgM-Spiegeln im Serum sowie im Stuhl und erschwerte die
Ansiedlung pathogener Keime signifikant im Vergleich zur Plazebo-Gruppe (5, 6).

Zusammenfassung

Das Immunsystem im Gastrointestinaltrakt zeichnet sich durch morphologische und
funktionelle Besonderheiten aus. Zur Interaktion und Induktion von immunologischen
Eigenschaften tragen verschiedene Komponenten bei. Eine zentrale Bedeutung
besitzen hierbei die M-Zellen der Peyer’schen Plaques. Uber die molekularen Ablaufe
der Interaktion zwischen Probiotika, physiologischer Darmflora und pathogenen
Mikroorganismen mit dem mukosa-assoziierten Immunsystem des Darmes ist bisher
erst wenig bekannt. Weitere Untersuchungen werden helfen, den Einsatz von probio-
tischen Arzneimitteln in der Therapie von Darmerkrankungen zu optimieren und die
Wirkmechanismen aufzuklaren.

Prof. Dr.med. |.B. Autenrieth

Eberhard-Karls-Universitéat
Universitatsklinikum Tubingen

Institut fir Medizinische Mikrobiologie
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Okologie der Antibiotikaresistenz
G. Werner, W. Witte

Dr. G. Werner

Abstract

Unterschiedliche Wege der Ausbreitung der Antibiotikaresistenz zwischen den mikro-
biologischen Systemen verschiedener Makroorganismen sind vorstellbar (Nahrung,
Wasser usw.). Die Ausbreitung der Resistenz kann als klonale Verbreitung resistenter
Stamme oder aber durch Ubertragung von Resistenzgenen zwischen verschiedenen
Stammen erfolgen. Bestimmte Besiedler des Gastrointestinaltraktes wie Escherichia
coli und Enterococcus faecium, der Hautflora wie Staphylococcus epidermidis und
Staphylococcus saprophyticus, sowie aquatischer und terrestrischer Habitate wie
Pseudomonas spp. haben diesbeziiglich eine besondere Bedeutung (Reservoirfunktion).

Die Bedeutung von Fleischprodukten fir die Verbreitung der Resistenz vom Tier zum
Mensch ist gut dokumentiert. Sie erfolgt klonal bei Zoonoseerregern (Chinolon-
resistenz bei Campylobacter) oder aber nicht-klonal tiber mobile genetische Elemente
(Plasmide, Transposons). Beispiele fur Letzteres sind die Ausbreitung der Glyko-
peptid- und der Streptograminresistenz bei Enterokokken in Europa als Folge eines
Einsatzes von verwandten antibakteriellen Leistungsforderern in der Tiermast.

Andere mogliche Verbreitungswege der Antibiotikaresistenz liegen im aguatischen
Milieu (Abwasser, Wasser). Eine direkte Selektion von Antibiotikaresistenzen in diesen
Habitaten ist aufgrund der geringen Antibiotikakonzentrationen nicht wahrscheinlich.
Bei Anaerobiern wurde aber fir ausgewahlte Determinanten (Tetracyclin- und Erythro-
mycinresistenz) ein erhéhter Transfer unter subinhibitorischen Konzentrationen gezeigt.
Weitere Experimente mit ausgewahlten konjugativen Resistenzplasmiden in Entero-
kokken und Staphylokokken zeigten hingegen keine erhdhte Transferrate unter diesen
Bedingungen. Fir Flavophospholipol ist sogar sowohl bei Gram-negativen als auch
Gram-positiven Bakterien eine inhibierende Wirkung auf einen Plasmidtransfer bekannt.
Hingegen konnte eine Ausbreitung von bereits resistenten Bakterien Uber Abwasser-/
Gllleeintrag in landwirtschaftliche Systeme (Milieu Boden-Pflanze) nachgewiesen
werden. Eine Belastung pflanzlicher Nahrungsmittel mit resistenten Bakterien ist
bisher wenig untersucht, vorlaufige Ergebnisse deuten eher auf eine untergeordnete
Rolle bei der Ausbreitung von Antibiotikaresi stenzen (geringe Kontamination, wenig
Resistenzen).
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Einleitung

Die Resistenzentwicklung gegen Antibiotika beruht hauptséchlich auf zwei Prinzipien:
dem Vorhandensein von Resistenzgenen und dem antibiotischen Selektionsdruck (1).
Resistenzgene konnen infolge Mutation aus ,, house-keeping genes* der Bakterien
hervorgehen, die fur Targets der Antibiotika kodieren oder fur Efflux-Mechanismen.
Es konnen aber auch zusétzliche Gene erworben werden, die fir Resistenzmechanis-
men kodieren (2). Die Ausbreitung der Resistenz kann durch klonale Verbreitung von
bestimmten resistenten Stdmmen und/oder von Resistenzgenen zwischen verschie-
denen Stdmmen erfolgen.

Resistenzgene sind bereits bei einer Reihe verschiedener Bakterienspezies verbreitet.
Beispiele sind das tetM bei Staphylokokken, Enterokokken, Clostridien, Listerien und
Enterobacteriaceae (3), die TEM-1 p-Laktamase bel Enterobacteriaceae, Haemophilus
spp., Neisseria gonorrhoeae (4) und aph2-acc6 bei Staphylokokken und Enterokokken (5).

Es gibt bestimmte bakterielle Besiedler der Mikroflora des Menschen, die eine aus-
gepragte Kapazitéat zum Erwerb und zur Weitergabe von Resistenzgenen besitzen.
Dazu gehoren E. coli und E. faecium im Intestinaltrakt (6) sowie S. epidermidis und
S. saprophyticus als Vertreter der Hautflora (7). Vermutlich haben Pseudomonas-
Spezies bei der Ausbreitung von Resistenzen die gleiche Funktion in aquatischen und
terrestrischen Habitaten. Weiterhin kdnnen bei Gram-negativen Bakterien Plasmide
mit einem breiten Wirtsbereich (z.B. solche der incQ-Gruppe) fur eine weite Ver-
breitung der Resistenz sorgen (8).

Die Fahigkeit, Resistenzplasmide zu erwerben und damit eine Reservoirfunktion
auszulben, ist nicht gleichmaRig bei allen Stammen der Spezies E. coli vorhanden (9).
So zeigt E. coli Stamm Nissle 1917 (DSM 6601) in vitro nur eine geringe Kapazitét
als Rezipient. Ein Transfer von 26 Plasmiden verschiedener Inkompatibilitétsklassen
(IncB-IncZ) wurde in DSM 6601 im Vergleich zum Standardrezipienten E. coli K12
J53 mit identischer Rate fiir drei Plasmide (100%,; IncOF, IncT, IncX) und mit z.T.
deutlich verminderter Rate nachgewiesen (0—50%) (10). Bemerkenswerterweise
ist auch bei E. coli-Stammen, die das hamolytisch-urdmische Syndrom verursachen,
eine Antibiotikaresistenz sehr selten.

Vor allem Krankenhduser und die industrieméafige Tiermast sind Bereiche eines
betrachtlichen antibiotischen Selektionsdruckes. Wie in Abbildung 1 gezeigt wird, sind
verschiedene Wege der Ausbreitung der Resistenz zwischen diesen Bereichen vorstell-
bar. Die Nahrung und das Wasser spielen dabei wahrscheinlich eine wesentliche Rolle.
Die klonale Ausbreitung resistenter Bakterienstémme von Tieren zum Menschen ist
fur Zoonose-Erreger, wie z. B. Campylobacter oder S. typhimurium, gut dokumentiert.

Esist wenig wahrscheinlich, dass es fur Besiedler des Intestinaltraktes wie E. coli und
E. faecium universelle Rezeptoren der Darmmukosa bei verschiedenen Makro-
organismen gibt. Die Ubertragung von Resistenzgenen zwischen verschiedenen
mikrookologischen Systemen benétigt Bakterien mit einer Reservoir-Funktion.
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Abb. 1: Méglichkeiten der Resistenzausbreitung von Antibiotika

Ubertragung von Resistenzgenen im Gastrointestinaltrakt

Schon sehr bald nach der Entdeckung der plasmidkodierten Ubertragbaren Antibiotika-
resistenz bei Enterobacteriaceae (, infektiose Resistenz*) wurde auch der Nachweis
der Ubertragung in der Intestinalflora des Menschen gefiihrt (10). Wie kiirzlich gezeigt
wurde, konnen auch konjugative Resistenzplasmide Gram-positiver Bakterien im
Magen-Darm-Trakt von Sdugern ausgetauscht werden (11).

Die Ausbreitung von Resistenzen Uber Fleischprodukte

Obgleich die Hygienestandards der Fleischproduktion in den industrialisierten Lan-
dern recht hoch sind, kann eine bakterielle Kontamination der Fleischprodukte nicht
vollsténdig vermieden werden. Die Bedeutung von Fleischprodukten fur die Aus-
breitung der Antibiotikaresistenz wurde im Zusammenhang mit Untersuchungen zur
Okologie der Antibiotikaresistenz bei Enterokokken besonders deutlich.

Nachdem das Bestehen eines betréchtlichen Reservoirs der Ubertragbaren Glyko-
peptidresistenz bei E. faecium vom vanA-Typ bei Masttieren erkannt wurde (12, 13),
haben nachfolgende Untersuchungen ihr Vorkommen in Fleischprodukten und wahr-
scheinlich daraus herriihrend im Intestinaltrakt (Stuhlproben) von nichthospitalisierten
Menschen in européischen Léndern gezeigt (14, 15). In den USA wird das Glykopeptid
Avoparcin nicht als Leistungsférderer eingesetzt. Dort wurden keine Glykopeptid-
resistente E. faecium (GREF) nachgewiesen, auch nicht bei gesunden, nicht hospitali-
sierten Menschen (16). Das gleiche war der Fall bei einer Studie in den Niederlanden
unter strikten Vegetariern (17).

E. faecium-Stdmme zeigen unabhéngig von ihrer kol ogischen Herkunft eine Vielzahl
unterschiedlicher Makrorestriktionsmuster, sie sind polyklonal. Auch Plasmide, die
das vanA-Gencluster tragen, zeigen unterschiedliche Restriktionsmuster (13, 14).
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Mittels PCR-Charakterisierung ist es moglich, unterschiedliche Varianten des vanA-
Genclusters zu unterscheiden. Die Ausbreitung der Glycopeptidresistenz beruht sehr
wahrscheinlich auf einer Verbreitung des vanA-Genclusters zwischen einer Viel zahl
unterschiedlicher E. faecium-Stamme im Intestinaltrakt verschiedener Makroorga-
nismen (18 — 21).

Die gleiche Situation wie fur die Selektion der Glykopeptidresistenz im Zusammen-
hang mit der Verfiitterung von Avoparcin wurde kurze Zeit spéter fir die Strepto-
graminresistenz und den Einsatz von Virginiamycin beobachtet. Virginiamycin ist
ein Gemisch von Streptograminen der Gruppen A und B, dessen Weiterentwicklung
das humantherapeutisch eingesetzte Quinupristin/Dalfopristin ist.

Eine Resistenz gegen Quinupristin/Dalfopristin bedarf vor allem der Resistenz gegen
die A-Komponente, die auf einer Acetylierung beruht (Acetyltransferasen vatD und
vatE; daneben gibt es noch unbekannte Mechanismen). Die auf vatD und vatE beru-
hende Resistenz wurde bei E. faecium vom Menschen bereits vor dem Einsatz von
Quinupristin/Dalfopristin gefunden (22). Die gleichen Resistenzgene kommen bei
Stammen von Masttieren und Fleischprodukten vor (23). Wie schon bei glyko-
peptidresistenten E. faecium beobachtet, sind streptograminresistente E. faecium
polyklonal und auch die Streptograminresistenzplasmide sind polymorph (24).

Ubertragung der Antibiotikaresistenz durch Wasser

Uber das massive Vorhandensein antibiotikaresi stenter Enterobacteriaceae in Klaranlagen
und ihrer Abfllisse wurde in mehreren Untersuchungen berichtet. Antibiotikaresistente
E. coli wurden auch in Oberflachenwasser gefunden (Zusammenfassung bei 25).
Obgleich die Darmflora das natiirliche Habitat der Enterobacteriaceae ist, kdnnen sie
in anderen, extrakorporalen Okosystemen gut tiberleben und Resistenzplasmide tiber-
tragen (26, 27).

Weiterhin wurde in situ der Transfer von Resistenzplasmiden bei E. faecalis (28)
nachgewiesen und die Ubertragung des Resistenzplasmides RP4 mit weitem Wirts-
bereich von P. putida auf die spezifische Mikroflora von Klaranlagen gezeigt (29).
Es ist jedoch hisher weitgehend unbekannt, wie stabil Resistenzplasmide in Entero-
bacteriaceae unter diesen Bedingungen sind und ob eine Rickibertragung aus der
spezifischen Makroflora aquatischer Okosysteme auf E. coli erfolgt.

In hoch industrialisierten Landern werden sehr wahrscheinlich Menschen keine anti-
biotikaresistenten Bakterien Uber Trink- und Badewasser aufnehmen, ein Erwerb Uber
das Schwimmen in offenen Gewassern ist jedoch denkbar.

Abwasser und Oberflachenwasser werden fir die Beregnung von Feldern verwendet
und stellen einen potentiellen Ubertragungsweg fir Antibiotikaresistenzen dar.
In einer Studie aus Deutschland wurden multiresistente coliforme Bakterien sowohl
im Abwasser aus der Kléranlage eines Tierzuchtbetriebes als auch auf dem Pflanzen-
aufwuchs der damit beregneten Felder nachgewiesen (30).
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Ergebnissen einer Studie in Finnland zufolge gibt es offenbar nur eine begrenzte Uber-
tragung von Antibiotikaresistenzen auf den Menschen durch kontaminiertes Gemuse.
Enterobacteriaceae von Feldgemuse zeigen im Vergleich zu denen vom Menschen nur
selten eine Multiresistenz, Resistenz gegen Gentamicin wurde nicht gefunden (31).

Ubertragung von Antibiotikaresistenzen in terrestrischen Okosystemen

Natirliche Béden enthalten eine Vielzahl von Mikroorganismen, die bisher nur selten
in vitro kultivierbar sind. Wie in anderen Okosystemen auch, hangt die Fahigkeit
zum Uberleben davon ab, dass die Vermehrungsrate hoher ist als die Absterberate.
Fur Enterobacteriaceae ist dies offenbar der Fall, sie kdnnen im Boden mit der spezi-
fischen Flora konkurrieren (32).

Sehr wahrscheinlich liegt der evolutiondre Ursprung vieler Resistenzgene der bakte-
riellen Mikroflora des Menschen bei den antibiotikaproduzierenden Bodenmikroorga-
nismen. Es gibt zunehmende Beweise daf Ur, dass Pseudomonas- und Acinetobacter-
Spezies eine wichtige Rolle bei der Ubertragung von Resistenzgenen in der Rhizo- und
Phytosphére spielen (33 — 36). Esist deshalb denkbar, dass Resistenzgene die Mikro-
flora des Menschen Uber Pflanzen und Gemiise erreichen kdnnen.

Antibiotika im Wasser und im Boden

Fir Prophylaxe, Therapie und als Leistungsforderer in der Tiererndhrung eingesetzte
antibakterielle Wirkstoffe werden letztendlich vom Makroorgani smus ausgeschieden
und gelangen in das Abwasser, die Klaranlagen und ihre Ablaufe. Die dort gemessenen
Konzentrationen liegen weit unter den minimalen Hemmkonzentrationen fir Bakterien
(37). Bei Anaerobiern wurde eine Stimulierung der Ubertragung des Transposons
916 durch subinhibitorische Tetrazyklinkonzentrationen nachgewiesen (38).

Hingegen konnten fir subinhibitorische Konzentrationen von Oxytetrazyklin, von
Makroliden, Glykopeptiden und Streptograminen keine Erhéhung der konjugativen
Ubertragung der Glykopeptidresistenz und der Streptograminresistenz bei E. faecium
erzielt werden (eigene unveroffentlichte Ergebnisse).

Dr.rer.nat. G. Werner

Robert Koch-Institut
Burgstr. 37
38843 Wernigerode
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entztundlicher Dar merkrankungen
J. Schélmerich

Prof. Dr. J. Schélmerich

Abstract

Die Kenntnisse beziiglich der Atiologie und Pathogenese der chronisch entziindlichen Darm-
erkrankungen Morbus Crohn und Coalitis ulcerosa haben wahrend der letzten Jahre drastisch
zugenommen. Es wird heute allgemein akzeptiert, dass eine genetische Suszeptibilitat vor-
handen ist und dass zusétzliche Umweltfaktoren eine wesentliche Rolle fur die Manifestation
der Erkrankung spielen. Die Bedeutung der bakteriellen Flora wurde in den letzten Jahren
besonders intensiv untersucht und hat auch zu Therapieansétzen gefiihrt.

Das Vorhandensein einer genetischen Suszeptibilitdt wurde zunéchst durch Zwillingsstudien
belegt. Die Suche nach den verantwortlichen Genen fihrte allerdings eher zur Verwirrung.
Inzwischen sind mit modernen Technologien auf allen auler 4 Chromosomen Genloci beschrie-
ben worden. Eine Anzahl von Kandidatengenen, die im Wesentlichen der dominierenden
immunol ogischen Hypothese der Atiologie zuzuordnen sind, wurden vorgeschlagen. Das Bild
bleibt dennoch bislang unklar und die wesentliche Erkenntnis liegt darin, dass es sich weder
beim Morbus Crohn noch bei Colitis ulcerosa um einzelne Krankheitsentitéten, sondern eher um
Syndrome handelt. Verschiedene neue Marker wie Antikorper gegen Saccharomyces cerevisiae
(ASCA) und antineutrophile cytoplasmatische Antikorper (p-ANCA) wurden benutzt, um
unterschiedliche Patientengruppen zu beschreiben, die sogar unterschiedlich auf differenzielle
Therapien ansprechen.

Um die Suche nach den Patientensubgruppen zu vereinfachen, wurde 1998 eine phanotypische
Klassifikation des Morbus Crohn durch eine internationale Gruppe erarbeitet (Vienna Classifi-
cation). Diese Klassifikation definiert Patientengruppen, die bezlglich der Lokalisation, des
Krankheitsverhaltens und des Manifestationsalters differieren und unterschiedliche Entitéten
repréasentieren konnen. Auch eine Untergruppe von Patienten aus Familien, in denen sowohl
Colitis ulcerosa as auch Morbus Crohn vorkommen und solche mit zusétzlicher primér
sklerosierender Cholangitis (PSC) stellen vermutlich Subpopulationen dar.

Bezliglich der Umweltfaktoren wurde die Hygienehypothese intensiv diskutiert. Eine
zunehmende Zahl von Daten unterstiitzt diese Hypothese, die einen férdernden Einfluss einer
frihkindlichen Hygiene fur die spétere Manifestion eines Morbus Crohn postuliert. In diese
Richtung weisen auch Untersuchungen zum Einfluss des Vorhandenseins alterer Geschwister
und konjugaler Formen des Morbus Crohn.

Die Rolle der endogenen bakteriellen Florawurde intensiv untersucht. Versuche, die Darmflora
zu modulieren, beispielsweise durch Probiotika, basieren auf diesem Konzept. Alternative
Hypothesen zur Krankheitsentstehung, die einen priméren Defekt der Schleimhautbarriere
oder gestorte I nteraktionen zwischen Nervensystem und Immunzellen postulieren, gewinnen an
Bedeutung.
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Einleitung

Seit mehr als 100 Jahren sind chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED)
bekannt. Ebenso lang wird nach einer kausalen Therapie und Modellen zum Ver-
standnis der Atiologe und Pathophysiologie gesucht.

Ein Paradigma fr die humanen Formen der CED stellt das Wollkopféffchen (Saguinus
oedipus oedipus, cotton-top tamarins, Abb 1.) dar, welches in Zentralamerika lebt
(1-3). In Gefangenschaft entwickeln ca. 60% dieser Tiere eine chronische Kolitis, die
sich in 3 Typen manifestiert. Ein Typ dhnelt klinisch und histologisch der Kolitis
beim Menschen. Die Erkrankung dieser Affen ist familiér akzentuiert und weist damit
auf eine genetische Grundlage hin. Den Einfluss der Umwelt stellt die spezielle Situa-
tion der Gefangenschaft dar.

Abb. 1:
Wollkopféaffchen
(Saguinus oedipus oedipus, cotton-top tamarins)

Genetische Suszeptibilitat

Aus Zwillingsuntersuchungen, dem klassischen , Instrument” zum Nachweis geneti-
scher Grundlagen, ist eine familiére Haufung fur den Morbus Crohn bekannt (Tab. 1).
Es zeigt sich auch, dass chronisch entziindliche Darmerkrankungen offensichtlich
polygen vererbte Erkrankungen darstellen.

Sehr viele Gene wurden angeschuldigt, unbekannt ist nach wie vor das Substrat einer
genetischen Suszeptibilitét. Eine mégliche Folge kénnte eine erhohte intestinal e Per-

monozygot dizygot
Tab. 1: ® ®
Konkordanzrate von chronisch Morbus Crohn 58 % 4 %
entziindlichen Darmerkrankungen Colitis ulcerosa 6 % <1%
bei Zwillingen (4)

4. Interdisziplindres Symposium Darmflora in Symbiose und Pathogenitét, Berlin 2000

Pathophysiologie chronisch entziindlicher Darmerkrankungen 103

meabilitét bei Patienten mit Morbus Crohn sein, die dann als Folge zu einer standigen
verstarkten Auseinandersetzung des darmassoziierten Immunsystems mit luminalen
Bestandteilen fihrt. Bei Verwandten dieser Patienten war dies auch dann der Fall,
wenn sie klinisch gesund waren (5). Diese Untersuchungen wurden von anderen
Autoren partiell bestétigt, sodass eine , Barriere-Storung” als moglicher grundlegen-
der Faktor gilt.

Zur ldentifizierung der verantwortlichen Gene stehen grundsétzlich 2 Methoden zur
Auswahl:
1. Suche nach Kandidaten-Genen, z.B. Analyse von
Transplantationsantigenen, Antikorpern oder Zytokinen wie
HLA, pANCA, TNF oder IL-1ra.
Bis zum Jahr 2000 hat man keine eindeutigen Kandidaten-Gene entdeckt.
2. Systematisches Screening des menschlichen Genoms.

Die Suche nach den verantwortlichen Genen fiihrte allerdings eher zur Verwirrung.
Auf allen auf3er 4 Chromosomen wurden Genloci entdeckt. Favoriten sind die Chromo-
somen 1, 3, 6, 7, 12, 16, X mit Genprodukten wie z.B. IL-1, IL-1RA, MICA, TNF,
viele Zytokin-Gene, MHC, Defensine, TGF-f3, NFkB, Muzine (6-31). Einige davon
waren zumindest im Hinblick auf die Region im Genom von verschiedenen Arbeits-
gruppen in unterschiedlichen Teilen der Welt reproduzierbar. Eine Anzahl von Kandi-
datengenen, die im Wesentlichen der dominierenden immunologischen Hypothese
der Atiologie zuzuordnen sind, sind vorgeschlagen worden. Das Bild bleibt dennoch
bislang unklar und die wesentliche Erkenntnis liegt darin, dass es sich weder beim
Morbus Crohn noch bei der Colitis ulcerosa um einzelne Krankheitsentitéten handelt,
sondern eher um Syndrome.

Umweltfaktoren

Betrachtet man die steigende Inzidenz chronisch entziindlicher Darmerkrankungen in
Europa, so fallt auf, dass es in den untersuchten Landern zunéchst zu einem steilen
Anstieg und dann zu einem Plateau kommt (Abb. 2). Der Anstieg der Inzidenz beim

I Heraklion

B Florenz
Tibingen

m Kopenhagen

B Stockholm

B Norwegen

Inzidenze per 100.000

Abb. 2:

Steigende Inzidenz chronisch
entzindlicher Darmerkrankungen,
Nord-Sud-Gradient

(Abb. freundlicherweise von
S. Schreiber zur Verfiigung gestellt.)
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Morbus Crohn zeigt einen zeitlichen Nord-Stid-Gradienten. Der Anstieg erfolgte in
den nordeuropéischen Landern friher. Auf mangelnde diagnostische Mdglichkeiten
kann dieses Phanomen nicht zurtickgefuihrt werden, da die Endoskopie zeitgleich
verflgbar war. Eine dhnliche Haufigkeitszunahme der chronisch entziindlichen Darm-
erkrankungen wird derzeit in Landern wie Malaysia, Korea und Chile beobachtet.

Diese Entwicklung l&sst das Vorhandensein eines Faktors vermuten, der sich von
Nord nach Siid ausbreitet und in sich zum westlichen Lebensstandard entwickelnden
Landern momentan zum Tragen kommt.

Hausliche Hygiene und Familie

Ein englische retrospektive Studie untersuchte Einfllsse hduslicher Hygiene (Tab. 2)
(32). Dabei fand sich fiir die Menschen ein hoheres Risiko, spater an Morbus Crohn
zu erkranken, die wahrend der Kindheit ein Badezimmer mit heissem Wasser und/
oder eine separate Toilette hatten. Das gilt nicht fir die Colitis ulcerosa. Daraus wurde
der Schluss gezogen, dass ein htheres Mal an frithkindlicher Hygiene fir den Morbus
Crohn préadestiniert. Dies passt zu den eingangs erwahnten epidemiologischen Daten.
Die Art und Weise einer sogenannten , hygienischen Lebensfihrung*, wie sie in
Deutschland seit den 50er und 60er Jahren existiert, entwickelt sich derzeit z.B. auch
in Malaysia und Chile und fihrt dort zu einem Anstieg in der Inzidenz chronisch ent-
zindlicher Darmerkrankungen.

Relatives Risiko Morbus Crohn Colitis ulcerosa
Wasserhahn (heisses Wasser) 5,0* (1,4-17,3) 1,3 (0,7-2,2)
Wasserhahn (kaltes Wasser) 1,8 (0,6-5,4) 0,9 (0,5-1,7)
Separate Toilette 3,3* (1,3-8,3) 1,3 (0,7-2,4)
Abwassersystem 2,6 (0,9-7,3) 1,2 (0,7-2,1)
Appendektomie 1,4 (0,6-3,4) 0,3* (0,1-0,6)

Tab. 2: Hygiene in der Kindheit, * signifikanter Unterschied (32)

Weitere Daten belegen den Enfluss der fruhkindlichen Hygiene: Untersucht man die
Geschwisterzahl und das Risiko fur chronisch entziindliche Darmerkrankungen, so
findet man fir den Morbus Crohn ein geringeres relatives Risiko, wenn es mehr alte-
re Geschwister in der Familie gibt, die beispielsweise aus dem Kindergarten Krank-
heiten mitbringen und die jingeren Geschwister anstecken. Fir die Colitis ulcerosaist
es eher umgekehrt.

Das relative Risiko bei grol3erer Zahl alterer Geschwister betrégt fur

Morbus Crohn: 0,32 (0,13-0,82)
Colitisulcerosa: 3,11 (1,22-7,94).
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Wie auch aus der padiatrischen Infektiologie bekannt, haben jingere Geschwister
dabei keinen Einfluss. So gesehen konnten frihkindliche Infektionen davor schitzen,
spéter an Morbus Crohn zu erkranken.

Es gibt auch konjugale Formen chronisch entziindlicher Darmerkrankungen, d. h. beide
Ehepartner sind erkrankt. Von 30 betroffenen Paaren aus Frankreich und Belgien
waren 17 an Morbus Crohn erkrankt, 3 hatten eine Colitis ulcerosa und 10 Mischfor-
men (33). Dabei fanden sich:

Symptome vor der Hochzeit bei beiden Partnern: 2
Symptome vor der Hochzeit bei einem Partner: 6
Symptome nach der Hochzeit bei beiden Partnern: 22

9 von 54 Kindern dieser Paare entwickelten ebenfalls eine CED. Das spricht fir das
Vorhandensein eines exogenen Faktors.

M edikamente

In den Regionen der Welt, in denen chronisch entziindliche Darmerkrankungen auf-
treten, werden bei verschiedenen Indikationen 6fter nicht-steroidale Antiphlogistika
eingenommen. Diese Medikamente erh6hen die Rezidivwahrscheinlichkeit bei einmal
manifester Krankheit (Tab. 3).

nicht-steroidale Antiphlogistika 2,4 (1,2-5,0)*
Antibiotika 2,0 (1,1-3,7)*
) Tab. 3: Paracetamol 1,1 (0,8-1,6)
Medikamente als Risiko-
faktoren fur Rezidive Aspirin 0,8 (0,5-1,4)
bei CED; *signifikant

Dies gilt ebenfalls fir die Erstmanifestation. Diese Substanzen schadigen auch die
intestinale Barriere. Ihr negativer Einfluss und seine Folgen stiitzen das gegenwartige
pathophysiologische Modell der Interaktionen zwischen der Darmflora und dem
Immunsystem.

Rauchen

Auch das Rauchen ist ein bekannter Risikofaktor fur den Morbus Crohn (34, 35).
Rauchende Frauen mit dieser Erkrankung haben ein doppeltes Risiko, irgendwann
Immunsuppressiva zu benétigen.

Zusammenfassend lasst sich bei den Umweltfaktoren festhalten, dass eine Summe
mehrerer Faktoren bekannt ist, die das Risiko zur Manifestation einer chronisch ent-
zUndlichen Darmerkrankung erhthen. Deswegen wird auch von einer ,, Zivilisations-
krankheit“ gesprochen, die in der ,westlichen Welt* vermehrt auftritt.
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Der Morbus Crohn —ein Syndrom

Verschiedene Aspekte sprechen dafir, dass es sich beim Morbus Crohn nicht um eine
einheitliche Entitat handelt, sondern um ein Syndrom mit verschiedenen Subgruppen.

Morbus Crohn-Patienten, deren Erst-OP wegen einer Perforation erfolgte, wiesen in
einem hohen Anteil dieselbe Indikation fir die Zweit-OP auf (Tab. 4). Bei Patienten,
die primér z.B. wegen Narben und Strikturen operiert wurden, war diese OP-Indika-
tion wesentlich seltener. Auch die Zeit bis zum zweiten Eingriff ist deutlich
verschieden bei beiden Gruppen (36). Offenbar unterscheiden sich die Krankheits-
verléufe bei den einzelnen Subpopulationen.

Operierte Patienten perforiert (n = 375) nicht perforiert (n = 395)
Zweit-OP wegen Perforation 73 % 29 %*
Jahre bis zur Reoperation 4,7 8,8*

Tab. 4: Perforierender und nicht perforierender Morbus Crohn (36), * signifikant

Ein Beispiel, welches die klinischen Unterschiede in der Auspréagung eines Morbus
Crohn zeigt, gibt Abb. 3. Abgebildet ist ein junger Mann mit einem Morbus Crohn des
Mundes, der massiv geschwollene Lippen und Granulome in der Wangenschleimhaut
hat. Dies st ein vollig anderes Befallsmuster als zum Beispiel bei Patienten, die Nar-
ben und Strikturen in der Darmwand mit entsprechenden Schmerzen haben oder gar
Fisteln und Perforationen aufweisen. Diese Krankheitsauspragungen kénnen keine
einheitliche Entitét darstellen, auch wenn derzeit noch all diese Manifestationen als
Morbus Crohn subsummiert werden.

»Ein Rheumatologe

seines Kollegen
als dessen Klassifikation.“

Abb. 3: Patient mit Morbus Crohn
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Die Krankheitsverlaufe des Morbus Crohn bei den einzelnen Subgruppen unter-
scheiden sich ebenso wie die Manifestationsform und Lokalisation (Tab. 5 und 6)
(37). Zum Beispiel ist die Zahl der Operationen bei Patienten mit strikturierend-fibro-
sierenden Formen viel hoher als bei Patienten mit inflammatorischen Formen und
héngt auch von der Lokalisation ab.

Lokalisation n OP innerhalb von
8 Jahren [%]

lleum und Kolon 34 29
nur lleum 29 44
nur Kolon 20 25

Tab. 5: Subgruppen von Patienten mit Morbus Crohn
und OP-Haufigkeit (37)

Manifestationsform n schwere OP innerhalb von OP innerhalb von
Erkrankung [%] 2 Jahren [%] 8 Jahren [%]

s_trlktu_rlerend/ 27 80 52 65

fibrosierend

inflammatorisch 56 7,7 6 15

Tab. 6: Subgruppen von Patienten mit Morbus Crohn haben unterschiedliche Verlaufe (37)

Es besteht weiterhin eine Korrel ation zwischen préoperativer Ausdehnung und Rezidiv-
ausdehnung beim Morbus Crohn (38). Das bedeutet, wer einmal einen ausgedehnten
Befall hatte und deswegen operiert wurde, hat ein hohes Risiko, bei einer Zweitope-
ration erneut ein groRReres Darmsegment reseziert zu bekommen.

Die unterschiedlichen Ausprégungen des Morbus Crohn haben auch Auswirkungen
auf die Therapie (Tab. 7). So kénnen Patienten mit nicht perforierendem Morbus Crohn
erfolgreicher mit 5-ASA und Antibiotika behandelt werden, um eine Rezidivoperation
hinauszuschieben, Patienten mit perforierendem Morbus Crohn dagegen eher mit
Steroiden und/oder Immunsuppressiva (39). Wenn es also irgendwann méglich sein
sollte, Subgruppen von Morbus Crohn-Patienten zu definieren, wird das auch Konse-
quenzen fur eine erfolgreiche Therapie haben.

perforierend nicht perforierend perianal
5-ASA/ Antibiotika 2,3+ 2,2 Jahre 12,9 + 6,8 Jahre 3,5 + 3,3 Jahre
Steroide/
Immunsuppressiva 6,4 = 7,5 Jahre 3,8 + 4,0 Jahre 2,9 +1,7 Jahre

Tab. 7: Zeit bis zur Rezidivoperation bei Subtypen des Morbus Crohn,
Effekte der postoperativen Rezidivprophylaxe bei 232 Patienten (39)
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Unterschiedliche Formen des Morbus Crohn lassen sich auch anhand von Zytokinen
und ihren , Gegenspielern“ nachweisen (40). Werden z.B. das IL-18 und der IL-1-
Rezeptorantagonist (IL-1 RA) bestimmt und wird daraus der Quotient gebildet, finden
sich deutliche Unterschiede zwischen perforierendem und nicht perforierendem Ver-
lauf (Tab. 8). Das weist erneut auf eine genetische Suszeptibilitét hin.

perforierend nicht perforierend
IL-1p* 464 + 154 12582 + 4733
IL-1 RA 2194 + 775 9715 + 2988
IL-1 RA/IL-1 4,7 1,3

Tab. 8: Unterschiedliche Formen des Morbus Crohn (40), * bestimmt mittels quantitativer PCR fir mRNA

Zytokine haben einen wesentlichen Einfluss auf den Krankheitsverlauf chronisch ent-
zUndlicher Darmerkrankungen. Dies ergibt sich aus der erfolgreichen Therapie mittels
spezifischer Antagonisten sowohl im Tierexperiment als auch bei der Verwendung in
der Humanmedizin. So heilt eine chronische Dextransulfat-induzierte Kolitis nach
Gabe von anti-TNFa- und anti-IFNy-Antikorpern teilweise ab. Die Kombination ist
dabei stérker wirksam als die Monotherapie (41).

Fasst man die einzelnen Befunde zusammen, so findet sich eine Uberschiefl3ende oder
unkontrollierte Reaktion des intestinalen Immunsystems auf Bestandteile im Darm-
lumen, insbesondere auf Bakterien. Es folgt eine Freisetzung von Interleukinen,
Chemokinen und TNFa, wodurch Makrophagen und neutrophile Granulozyten zur
Produktion weiterer Mediatoren angeregt werden, was letztendlich zur Zerstérung
der Darmepithelzelle fuhrt (Abb. 4). Medikamente, die nur einen dieser Schritte
blockieren, sind meist wenig wirksam.

Freisetzung von Mediatoren

Indirekte
MHC Zerstorung

Virus

E]E;B Interleukine O

P AF4 Chemokine

TNFo

Hzoz Bak-

terium O

Makrophagen e Protein O

Leukozyten Lymphozyten

Unkontrollierte Reaktion

Rekrutierung von Zellen auf Antigene

,»Wenn man aus einem Orchester
ein Instrument entfernt,
dann spielt es zwar nicht mehr
so schon, aber es spielt noch.”

Abb. 4: Prinzipien der Pathophysiologie der
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
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Wirksame Therapeutika zur Behandlung chronisch entziindlicher Darmerkrankungen
beeinflussen meist mehrere Stufen im Entziindungsprozess, unwirksame Medikamente
sind meist nicht so pluripotent.

Eine zentrale Rolle bei Entziindungsreaktionen spielt der Transkriptionsfaktor NFic-B
(42). Eine Hemmung dieses Faktors oder seiner Aktivierung fuhrt zu einer deutlichen
Besserung des klinischen Verlaufs chronisch entziindlicher Darmerkrankungen im
Tiermodell. Mdglich ist dies zum Beispiel tierexperimentell mit dem Gift Gliotoxin,
welches intraperitoneal gegeben die akute Dextransulfat-induzierte Kolitis unter-
drickt und die NFk-B-DNA-Bindungsaktivitét in vivo hemmt. Dieser Effekt der
Entzindungshemmung stellt sich dosisabhéngig ein. Systemisch sollte NFik-B nicht
unterdriickt werden, da es auch eine physiologische Bedeutung hat. So kdnnte eine
ubiquitare Ausschaltung von NFkB zu einer deutlichen Abnahme der Infektions-
resistenz und der endogenen Tumorabwehr fiihren.

Eine Alternativhypothese zur Atiologie der Colitis ulcerosa postuliert den priméaren
Defekt im Cytochrom P 450-System der Leber (43). Dazu passt die Beeinflussung des
Krankheitsverlaufs durch Rauchen, orale Kontrazeptiva und Umweltfaktoren.
Vorstellbar wére, dass ein durch ein defektes Cytochrom entstehender toxischer Meta-
bolit Uber die Galle in den Darm gelangt. So wéren Schaden im Gallengangs- und
Darmepithel zu erkldren, mit oder ohne bakterielle Dekonjugation. Es gibt dafir keine
Beweise, aber die These hat einen logischen Ansatz.

Im Tierexperiment lassen sich intestinale Entziindungen durch Therapie mit Urso-
desoxycholséaure deutlich verbessern. Dies gilt fur die durch Indometacin induzierte
Ileitis und fr die TNB (trinitrobenzene sulphonic acid)-Kolitis (44, 45). Deutlich
wird dies durch eine Abnahme der Leukozytenzahl, die Verbesserung des mikrosko-
pischen Scores und eine Gewichtszunahme. Es zeigt weiterhin, dass nicht alle Vor-
gange immunol ogischer Natur sind, da Gallensduren keine Immunzellen beeinflussen.
Auch der pH-Wert des Darminhaltes beeinflusst das Ausmal? der intestinalen Entziin-
dung. Je basischer der Darminhalt ist, desto niedriger ist der makroskopische Score
der Entziindung und damit die Epitheldestruktion.

Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich zur Atiopathogenese der chronisch entziindlichen Darm-
erkrankungen derzeit folgender Kenntnisstand festhalten:

 Die Gensuche geht weiter.

* Es bestehen beim Morbus Crohn zahlreiche Patienten-Subpopul ationen,
deshalb sollte von einem Syndrom statt von einer Krankheit gesprochen
werden. Bei der Colitis ulcerosa finden sich ebenfalls unterschiedliche
Krankheitsverlaufe.
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» Die Bedeutung der Umweltfaktoren ist noch nicht endgultig geklért, auch
wenn es evident ist, dass es sich um ,, Zivilisationskrankheiten* handelt.

» Die Darmflora hat eine gesicherte Bedeutung, wie aus vielen
Untersuchungen bekannt ist.

Weitere Alternativen zum immunologischen Konzept mussen untersucht werden.
Dazu gehoren die Ursachen fir die, Barrierestorung”, fir primére ,, Transportstérun-
gen” und die Suche nach den verantwortlichen Genen, die gerade beginnt.

Fur den Patienten ist wichtig, seine Beschwerden zu bessern, nicht, zu wissen, wie ein
Medikament wirkt. Oder um mit Friedrich dem GrofRen zu sprechen: ,, Ich halte es fiir
wichtiger, dal3 der Mensch gut verdaut, als dal3 er um die letzten Dinge weil3."

Prof. Dr. med. J. Scholmerich

Klinik und Poliklinik fir Innere Medizin |
Klinikum der Universitat Regensburg
93042 Regensburg
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Die Expression

humaner Defensine bei
chronisch entztindlichen
Darmerkrankungen

E.F. Stange, K. Fellermann, J. Wehkamp

Abstract

Bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa gibt es zahlreiche Hinweise auf eine gegentiber der lumi-
nalen bakteriellen Flora gestérte Mukosabarriere. Beispielsweise fihrt die Anlage eines |leostoma
zu einem Rickgang der Entziindung im ausgeschalteten Schenkel, wahrend die Instillation von
Lumeninhalt in dieses Diinndarmsegment eine Entziindung hervorruft. Andererseits sind Anti-
biotika sowohl beim akuten Schub als auch in der Remissionserhaltung therapeutisch wirksam.
Die physiologische Toleranz ist gegeniiber homologen Stuhlbakterien bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen aufgehoben.

Die Mukosaoberflache wird durch ein unspezifisches, angeborenes antimikrobielles System ver-
schiedener Peptide geschiitzt, das die epitheliale Barriere in Ergénzung zur spezifischen Immunitét
aufrecht erhdlt. Die wichtigste Familie dieser antimikrobiellen Peptide bilden die Defensine, die
aus kleinen argininreichen Peptiden mit charakteristischen Disulfidbriicken zwischen Cystein-
seitenketten mit einem Molekulargewicht im Bereich von 3-5 kD bestehen. Defensine werden
u.a. auf Haut- und Schleimhautoberfléachen des menschlichen Korpers exprimiert. Sie weisen
eine breite antimikrobielle Aktivitéat gegen Bakterien, Pilze und bestimmte Viren auf. Reife, zum
Export bestimmte Defensine entstehen durch proteolytische Spaltung der zugehorigen Vorlaufer-
molekile, Prepro- und Propeptide genannt. Eine wesentliche Funktion tibernehmen hierbei offen-
sichtlich Metalloproteinasen. So konnte unléngst an Matrilysin-defizienten Mé&usen eine ver-
minderte antibiotische Aktivitét wie auch eine Akkumulation der Propeptide festgestellt werden.
Die antibiotische Wirksamkeit der Defensine beruht offenbar auf einer Porenbildung in der
bakteriellen Zellwand, welche einen Zusammenbruch des elektrochemischen Gradienten zur Folge
hat. Diese Peptide werden anhand des Verteilungsmusters intramolekularer Disulfidbriicken ein-
geteilt. Defensine haben eine genomische 2-Exonstruktur gemeinsam, die phylogenetisch erhalten
geblieben ist. Analoge Peptide wurden auch bei zahlreichen anderen Spezies isoliert, z.B. die
Kryptdine bei M&usen.

Obwohl eine pathophysiologische Rolle menschlicher Defensine noch nicht gesichert werden
konnte, sprechen einige Aspekte fir ihre wesentliche Bedeutung in der Pathogenese von Infek-
tionen: a) die gesteigerte enterische p-Defensin-Expression beim Rind nach Cryptosporidium
parvum-Infektion, b) die Induktion im Bronchialepithel nach Infektion sowie c) die erhdhte Infekt-
anfalligkeit bei Inaktivierung, z.B. durch hohe Salzkonzentrationen bei Mukoviszidose. Die
entzlindlichen Phdnomene bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen konnten durch einen
Defekt im Defensinsystem zwanglos erklért werden. Die Hypothese wére auch mit der Aktivierung
des Immunsystems durch die fakale Flora vereinbar, die Immunaktivierung wére dann allerdings
eher als sekundéres Ereignis, d.h. dem Barrieredefekt nachgeordnet, zu betrachten. Erste Ergeb-
nisse sprechen dafir, dass bei einer Subgruppe der M. Crohn-Patienten im Gegensatz zur Colitis
ulcerosa das 3-Defensin HBD2 nicht exprimiert wird.
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Herkunft und Nomenklatur der Defensine

Defensine sind endogene, also kdrpereigene Antibiotika. Alle Koérperoberflachen
(Haut und Schleimhaut) produzieren Defensine. Sie sind Teil der unspezifischen
Abwehr, der angeborenen Immunitét. Es handelt sich um kationische Peptide mit
einem Molekulargewicht von 3000—4000 Dalton. Praktisch alle Defensine sind durch
3 verschiedene, an unterschiedlichen Stellen lokalisierte Disulfidbriicken charakteri-
siert und bestehen meist aus nur 35 Aminosauren. Beim Menschen sind bislang
9 Defensine beschrieben, das zuletzt entdeckte ist das HBD-3 (HBD = Human beta
defensin). Offenbar hat es ahnliche Eigenschaften wie das HBD-2 und wurde zuerst
in der Haut gefunden. Defensine haben ein erstaunliches antimikrobielles Spektrum
(Tab.1).

Gram-positive Bakterien inclusive Staphylococcus aureus

Gram-negative Bakterien wie E. coli, Salmonellen,
Chlamydien, Treponema pallidum

saurefeste Stabchen: Mycobacterium tuberculosis

verschiedene Pilze, u.a. Candida-Arten

Viren wie z.B. Herpes Virus

Protozoen wie z.B. Giardia lamblia

Tab. 1: Antimikrobielles Spektrum von Defensinen

Interessanterweise haben die Defensine der Haut eine , Staphylokokken-L ticke" in
ihrem antimikrobiellen Spektrum und die klassische Hautinfektion wird durch genau
diese Bakterien verursacht.

Die Defensine werden in die Gruppen der a.- und der $-Defensine eingeteilt. Zu den
a-Defensinen gehdren die HNP 1-4 (HNP = Human neutrophil peptid), die durch o.g.
Disulfidbriicken charakterisiert sind und die Defensine HD-5 (HD = Human defensin)
und HD-6. Derzeit sind 3 p-Defensine bekannt: das HBD-1, das HBD-2 und neuer-
dings auch das HBD-3.

Wirkung und Bedeutung der Defensine

Der Wirkmechanismus der Defensine ist aufgeklart. Sie lagern sich in einer Ring-
struktur zusammen, die wegen ihrer positiven Ladung elektrostatisch an die Zellmem-
bran der Bakterien bindet. Dies fuhrt dort zu einer Porenbildung und damit zu einem
Elektrolyt- und Wasserverlust mit konsekutivem (bakteriellen) Zelltod.

Defensine sind nicht nur antibiotisch wirksam, sondern auch chemotaktisch aktiv,
z.B. fur verschiedene Immunzellen. Sie binden auRerdem an den ACTH-Rezeptor und
unterdriicken damit die Kortisolbindung. Ob dies eine physiol ogische Bedeutung hat,
ist derzeit nicht bekannt.

4. Interdisziplindres Symposium Darmflora in Symbiose und Pathogenitét, Berlin 2000

Expression humaner Defensine bei CED 115

Die klassische Hypothese zur Pathogenese der chronisch entziindlichen Darm-
erkrankungen basiert auf einer Dysregulation des spezifischen Immunsystems. Diese
soll zu einer UberschieRenden Reaktion auf bakterielle Antigene der kommensalen
Flora fuhren. Die von uns favorisierte Hypothese geht von einer intestinalen Barriere-
stérung durch einen Defekt im Defensinsystem aus, der dann sekundar zur adaquaten
Immunreaktion gegen die eindringenden Bakterien fihrt.

Zusammenhang zwischen bakterieller Besiedelung und intestinaler
Entziindung

Der Zusammenhang zwischen kommensaler intestinaler Besiedelung und der Entste-
hung chronisch entziindlicher Darmerkrankungen ist bekannt. Typischerweise finden
sich an den Orten der hochsten Keimkonzentration — im terminalen lleum und im
Kolon — die CED-Manifestationen. Dies allein ist noch kein wirklicher Beleg dafr,
dass es ohne Bakterien keine Entziindung gibt. Nachweisen lasst sich ein solcher
Zusammenhang, wenn eine Diversion durch ein doppellaufiges Ileostoma angelegt
wird, wie dies in bestimmten Fallen getan wird. Regelhaft heilen dann der Morbus
Crohn und wohl auch die Colitis ulcerosa distal ab. Wird anschlief3end Darminhalt,
also , Dunndarmstuhl®, distal ingtilliert, flammt die intestinale Entziindung erneut auf.

Das beweist die Existenz eines luminalen Agens, welches die Entziindung ausldst
und wahrscheinlich durch die Darmbakterien représentiert wird. Eine weitere Bestéti-
gung dafir sind die therapeutischen Erfolge in der Remissionserhaltung entziindlicher
Darmerkrankungen durch die Gabe von Antibiotika oder Probiotika. Antibiotika sind
nicht komplett wirksam, da sie die Darmflora nur etwa um den Faktor 10 reduzieren
und den Darm nicht sterilisieren.

Bei Patienten mit Morbus Crohn findet sich eine gegen die autologe bakterielle Flora
gerichtete T-Zell-Antwort. In der intestinalen Mukosa dieser Patienten wurden
adhérente E. coli nachgewiesen. Dieser Befund charakterisiert die Krankheit, bedeutet
aber nicht, dass diese Keime den Morbus Crohn auslésen. Andere Bakterien wie z. B.
Mykobakterium paratuberkulosis — die Erreger der Johne’schen Erkrankung — werden
bei Morbus Crohn-Patienten 6fter gefunden als bei Gesunden. Aber auch das heif3t
nicht, dass sie den Morbus Crohn ausl 6sen.

Die Rolle der Darmflora wurde auch in Tiermodellen untersucht. Bestimmte Knockout-
Mause bleiben dann gesund, wenn sie keimfrei aufwachsen. Anderenfalls entwickeln
sie eine intestinale Entziindung, welche als Morbus Crohn-Modell dienen kann.
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Neue Hypothese: Zentrale Rolle der Defensine im Entziindungsprozess
bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Nach unserer Hypothese spielen Defensine eine zentrale Rolle im Entziindungsge-
schehen bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen. Es gibt dabei zwei ver-
schiedene Mdglichkeiten:

1. Die bisher als Dysregulation oder Uberschief3ende, immunol ogi-
sche Reaktion bezeichneten Mechanismen stellen in Wirklichkeit
einen Defekt im Defensin-System dar. Dies fuhrt zu einer perma-
nenten geringen bakteriellen Invasion in die Mukosa und sekundér
zu einer chronischen Entziindung, die durchaus adéquat sein kann.

2. Defensine werden durch luminale Bakterien oder durch Zytokine
induziert und l6sen als Folge Entziindungsmechanismen aus.

Defensin-Expression bei entziindlichen Dar merkrankungen

Methodik

Insgesamt wurden 103 Patienten untersucht. Davon waren 33 Kontrollen, 34 Patienten
litten an einem Morbus Crohn und 36 an einer Colitis ulcerosa. Mittels PCR wurden
systematisch Kolon-Biopsien, vereinzelt auch Dinndarm-Biopsien, auf das Vorhan-
densein von HD-5, HD-6, HBD-1 und HBD-2 getestet. Die Biopsien wurden zusétz-
lich immunhistochemisch auf HD-5, HBD-1 und HBD-2 untersucht. Es wurden jeweils
4 Biopsien pro Patient entnommen, in der Regel 2 aus entziindeten und 2 aus nicht
entziindeten Regionen. Als Kontrollen dienten Patienten mit unspezifischer Kolitis
bzw. Divertikulitis, Karzinom oder Polypen. Die Immunhistochemie-Daten wurden
semiquantitativ ausgewertet.

Ergebnisse

HBD-1 hat praktisch jeder Mensch konstitutiv in der Schleimhaut des gesamten
Kolonepithels und nicht nur in den Paneth-Zellen. Bei Gesunden findet sich ab und zu
HD-5 im Kolon, fast nie das induzierbare Defensin HBD-2. In Paneth-Zellen des ter-
minalen Ileums wurde vereinzelt HD-5 nachgewiesen, nicht generell. Das ist eher
ein Normalbefund, der die Abwehrreaktion gegen Bakterien ohne eine Entziindung
zeigt. Bei einer massiven Entziindung findet sich auch in den Kolonkrypten HD-5.
Bei Patienten mit einer Divertikulitis sind das HD-5 und das HBD-1 hochreguliert.
Mittels PCR lief3 sich HBD-2 &fter nachweisen als immunhistochemisch. Der Morbus
Crohn ist durch eine Hochregulation von HD-5 und HBD-1 charakterisiert, weniger
von HBD-2. Demgegentiber exprimieren Patienten mit Colitis ulcerosa meist HBD-2
in den Epithelzellen (Tab. 2).
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HBD-1 HBD-2 HD-5 HD-6
Polypen/Karzinom ++ +) + +
Divertikulitis/unspezifische Kolitis +++ +/++(PCR) +++ +
Morbus Crohn +++ ++ +++ +++
Colitis ulcerosa ++ +++ +++ S

Tab. 2: Semiquantitativer Defensin-Nachweis

Legende: (+) fast nie zu finden
+ ab und zu vorhanden
++ regelhaft nachzuweisen
+++ massiv exprimiert

Das HBD-1 wird konstitutiv exprimiert und ist nicht induzierbar. Das HBD-2 wird bei
der unspezifischen Kolitis gering induziert, beim Morbus Crohn etwas starker und
ausgepragt bei der Colitis ulcerosa. Das HD-5 ist bei allen entziindlichen Darm-
erkrankungen erhéht, sowohl bei den unspezifischen als auch den chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen. Im Gegensatz dazu wird das HD-6 nur bei CED-
Patienten verstarkt exprimiert, nicht aber bei Patienten mit unspezifischer Kolitis
oder mit Karzinom oder Polypen.

Im Vergleich zwischen Biopsien aus entziindlich verandertem und makroskopisch
unauffalligem Gewebe fand sich paradoxerweise ein haufigerer Nachweis von HBD-1
bei CED-Patienten in der nicht entziindeten Region. Das HBD-2 ist dagegen in der
entziindeten Region ofter als im nicht entziindeten Gebiet nachweisbar und wird
offenbar NFkB-abhangig induziert. Bei der Colitis ulcerosa und bei M. Crohn findet
sich eine gewisse Induktion von HD-5 und HD-6.

Zusammenfassung

In den vorgestellten Untersuchungen lief3en sich die 4 wichtigen epithelialen Defen-
sine HBD-1, HBD-2, HD-5 und HD-6 im Kolon und teilweise im Dinndarm nach-
weisen. Dabei fiel die generelle und relativ breite Nachweisbarkeit der genannten
Defensine im gesamten Kolon auf.

Es gab keinen Unterschied beim konstitutiven HBD-1 zwischen gesunden Kontrollen
und CED-Patienten. Die a.-Defensine HD-5 und HD-6 sind signifikant induziert und
somit haufiger nachweisbar bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkran-
kungen. Die Induktion von HBD-2 bei Patienten mit Morbus Crohn ist nicht ver-
schieden von der unspezifischen Kolitis, wahrend HBD-2 bei Patienten mit Colitis
ulcerosa regelhaft verstarkt induziert wird.
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Schlussfolgerung

M oglicherwei se kann der in epidemiol ogischen Studien gefundene Nord-Sud-Gradient
in der Inzidenz der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen durch Induktion von
Defensinen wéahrend bakterieller Infektionen in der frihen Kindheit erklé&rt werden.
Wenn solche Infektionen ausbleiben, , lernt* der Organismus nicht, das angeborene
System der Immunabwehr weiter auszubilden, z.B. durch Induktion von Defensinen.
Ob die gefundene verstéarkte Expression bestimmter Defensine in der Pathogenese der
CED eine Rolle spielt, muss erst noch gesichert werden. Da man aus Kenntnis des
menschlichen Genoms schétzt, dass mindestens 15 weitere humane Defensine existieren,
deren molekulare Identifizierung noch aussteht, besteht auch die Moglichkeit eines
Defektes bei diesen Peptiden. Alternativ kommt auch eine Funktionsstérung durch
Mutationen bei den oben untersuchten Defensinen in Betracht.

In den letzten Jahren ist der Fokus in der Erforschung der Pathogenese der CED zu
Unrecht nur auf das spezifische und nicht auf das angeborene Immunsystem gelegt
worden. Viele Parameter wurden dabei in ihrer Bedeutung fir den Entziindungsprozess
beschrieben. Jetzt ist es an der Zeit, auch die angeborene Immunitét intensiver zu
betrachten und diese Forschung zu fordern.

Prof. Dr. med. E. F. Stange

Robert Bosch Krankenhaus Stuttgart
Klinik fir Innere Medizin |
Auerbachstr. 110

70376 Suttgart
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Extraintestinale M anifestationen
bei chronisch entziindlichen

Dar merkrankungen

S. Schreiber, L. Schulze
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Abstract

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen sind durch einen aktiven immunologischen
Prozess charakterisiert, der Kompartiment tbergreifend systemisch nachgewiesen wer-
den kann. Klinische Konsequenzen sind haufig Manifestationen der Grunderkran-
kung in anderen Organsystemen. Umgekehrt kénnen allerdings auch autoimmunol ogi-
sche Prozesse, die primér extraintestinal ablaufen (rheumatoide Arthritis, Lupus
erythematodes), sekundar den Darm betreffen.

Typische Komplikationen des M. Crohn betreffen oft die Gelenke (héufig Arthralgien
in Knie- und Fuf3gelenken, asymmetrischer Befall), die Haut (z.B. Erythema nodosum)
und die Augen (sdmtliche anatomischen Kompartimente kénnen involviert sein).
Seltener betroffen sind das Pankreas, die Leber (primér sklerosierende Cholangitis) und
die Lunge (bronchopulmonale Entziindung, Alveolitis, Pneumonitis). Vor kurzem sind
bei Patienten mit Morbus Crohn gehéuft Lasionen in der ,,weif3en* Hirnmasse (,, white
matter lesions*) durch Magnetresonanz-Tomographie nachgewiesen worden, die als
Zeichen einer Vaskulitis aufgefasst werden koénnen, deren klinische Signifikanz
jedoch unklar ist.

Bei der Colitis ulcerosa findet sich ein 8hnliches extraintestinales Manifestations-
spektrum wie beim Morbus Crohn. Allerdings ist hier das Auftreten des Pyoderma
gangraenosum als Hautmanifestation tendenziell haufiger. Auch die primér sklero-
sierende Cholangitisist bei Patienten mit Colitis ulcerosa héufig und in diesen Féallen
mit einer schlechten Prognose der intestinalen Erkrankung sowie einer erhdhten
Inzidenz des kolorektalen Karzinoms vergesellschaftet.

Die chronische, entziindungsbedingte Andmie wird haufig nicht als extraintestinale
Manifestation erkannt, wodurch erhebliche diagnostische und therapeutische Probleme
verursacht werden kdnnen.

Die Mechanismen, die zur Entstehung extraintestinaler Manifestationen fuhren, sind
nur unvollstandig charakterisiert. Haufig korreliert die Aktivitét dieser Manifestationen
schlecht mit der intestinalen entziindlichen Aktivitét. Extraintestinale Manifestationen
koénnen die Entfernung des betroffenen intestinalen Organs (Kolektomie bei Colitis
ulcerosa) Uberdauern.
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Einleitung

Als extraintestinale Manifestation einer chronisch entztindlichen Darmerkrankung wird
eine mit der Krankheit assoziierte Organerkrankung auRerhalb des Gastrointestinal-
traktes definiert. Im Folgenden werden einige Aspekte zu denjenigen extraintestinalen
Manifestationen chronisch entztindlicher Darmerkrankungen aufgefthrt, die mit der
intestinalen Flora assoziiert sind.

Das intestinale Immunsystem steht in enger Beziehung zur Darmflora. Auch Zivilisa-
tionsfaktoren, die im Lebensstil der westlichen Industriegesell schaft begriindet sind,
Uben einen Einfluss auf die Besiedelung der intestinalen Barriere aus. Diese Barrieren
sind offenbar sehr wichtig, um mukosale Oberflachen intakt zu halten und es existiert
sogar ein eigenes Immunsystem (GALT, gut associated lymphoid tissue), welches mehr
als 70% aller menschlichen Immunzellen umfasst. Immunol ogische Reaktionen in der
Peripherie des menschlichen Organismus werden ganz anders als im Darm reguliert
und machen quantitativ betrachtet weniger als 10 % aus. Trotzdem stammen ca. 95%
der wissenschaftlichen Daten Uber Immunologie aus der Peripherie und nicht aus der
Darmmukosa, was methodische Griinde hat.

Seitens des Wirtes werden Wachstumsbedingungen fur die Besiedelung der intesti-
nalen Barriere vorgegeben. Aber auch die Darmflora kann umgekehrt die immunolo-
gische Barriere beeinflussen. Als Beispiele seien die Y OB-Proteine der Yersinien
genannt, die in der Lage sind, eine NFkB-induzierte Immunantwort relativ effektiv
abzuschalten und das Intimin pathologischer E. coli, welches in Tiermodellen eine
substantielle chronifizierte Entztindung induziert. Ein Merkmal chronisch entziind-
licher Darmerkrankungen ist das vermehrte Auffinden intraepithelial lokalisierter
Bakterien (1, 2). In der Mukosa finden sich haufig Elemente des systemischen Immun-
systems.

Bei Gelenkmanifestationen spielt auch die Genetik eine wichtige Rolle. Es besteht
eine Assoziation zwischen Arthropathie und HLA-Typ (3). Offenbar ist neben der
veranderten Darmflora eine bestimmte Suszeptibilitat des Wirtes fur bestimmte extra-
intestinale Manifestationen notwendig.

Anhand einer Kasuistik soll verdeutlicht werden, wie kompliziert manchmal die
Diagnose und letzten Endes auch die Therapie extraintestinaler Manifestationen bei
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen sein kann. Der vorgestellte Patient wurde
aulRer vom Hausarzt von der 1. und der 1. Medizinischen Klinik der Universitét zu Kiel
behandelt.
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Kasuistik

Initiale Beschwer den

Ein 25-jahriger mannlicher Patient stellte sich bei seinem Hausarzt vor und klagte
Uber taglich 5—8 prolongierte, wassrige Diarrhéen ohne Blut sowie kolikartige
Schmerzen im linken Unterbauch. Die Stuhlkulturen waren negativ, eine Sigmoido-
skopie zeigte einen Normalbefund. Unter der Verdachtsdiagnose einer bakteriell
verursachten Enteritis wurde eine 10-t&gige Antibiose mit Ciprofloxacin 2x 200 mg/d
durchgefuhrt. Dies fuhrte zu einer deutlichen Besserung mit 1-2 lockeren Stuhlen
pro Tag. Ein Leidensdruck bestand nicht mehr.

Ca. 3 Monate spéter entwickelte dieser Patient eine morgendliche , Steifigkeit* in
den Fingergrundgelenken. Er hatte zusétzlich Schmerzen in beiden Kniegelenken mit
einem rechts stérker als links ausgepragten Gelenkerguss ohne Uberwérmung. Pro
Tag wurden 2—3 flUssige Stiihle abgesetzt. L aborchemisch fanden sich Zeichen einer
chronischen Entziindung.

L aborbefunde:

Hb 9,8 g/dl Leukozyten 11,2/nl Thrombozyten 512/nl

CRP 54 mg/| BSG 23/38 mm/h n.W.

Negativ waren:

RF, ASL, aDNAse B, ds-DNA, ENA ANA 1:128 nukledr gesprenkelt

In der lleokoloskopie fand sich ein solitéres, scharf abgegrenztes Ulkus im Kolon
ascendens sowie eine geringfugig gerotete und unregelmafdige Schleimhaut im termi-
nalen lleum. Histologisch wurden Plasmazellen in einem chronischen Infiltrat nach-
gewiesen. Zusétzlich bestanden Aphthen in der Mundschleimhaut. Daraufhin wurde
die Diagnose Morbus Crohn gestellt und stationér eine systemische Steroidtherapie
durchgefihrt, beginnend mit 60 mg Prednisolon in absteigender Dosierung, in Kombi-
nation mit 3x 2 Tabletten Azulfidine®. Die Stuhlfrequenz betrug in dieser Zeit 1-2
Stuhle. Die Stuhlkonsistenz war breiig, die Gelenkbeschwerden bestanden unverandert
und wurden das fuhrende Symptom des Patienten.

Anschlief3end kamen verschiedene Therapien zum Einsatz: Unter einer einwdchigen
Therapie mit 1gG 5x 20 g, die durch den Hausarzt veranlasst wurde, kam es zu einer
geringfugigen Linderung der Beschwerden.

L aborbefunde:
Hb 9,2 g/dl Leukozyten 14,7/nl Thrombozyten 412/ nl
CRP 22 mg/| BSG 14/27 mm/h n.W.
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M assive Befundver schlechterung nach Therapiever such mit NSAR

Ein spéterer Therapieversuch des Hausarztes mit NSAR (Diclofenac i.m.) fihrte zu
einer massiven Befundverschlechterung. Bei diesem akuten Schub der CED kam es zu
mehr als 15 blutigen Stihlen pro Tag. Koloskopisch zeigten sich multiple retikul &re,
fibrinbedeckte Ulzerationen in einer massiv entziindeten, hdmorrhagischen Schleim-
haut. Der Zustand des schwerstkranken Patienten verschlechterte sich zusétzlich
durch die Entwicklung eines toxischen Krankheitsbildes mit einer Dilatation des
Kolons.

L aborbefunde:
Hb 7,4 g/dl Leukozyten 23/nl Thrombozyten 675/nl
CRP 80 mg/I BSG 65/ nicht meRbar mm/h n.W.

Nach dieser massiven Verschlechterung erfolgte eine Therapie mit téglich 4 mg/kg
KG Ciclosporin A i.v. Diese brachte keine Besserung nach 48 Stunden und wurde
dann u.a. wegen Zeichen einer Niereninsuffizienz sowie einer Erhéhung der Leber-
enzyme abgebrochen. Der Patient entwickelte eine Hdmoptyse und akrale Nekrosen.

L aborbefunde:

Kreatinin 2,3 mg/dl y-GT 412 U/l AP 932 |E/
Harnstoff 81 mg/dl GOT 76 IE/I GPT 132 IE/I
Proteinurie 2,3 g/1 Bilirubin 1,9 mg/dl
Hepatitis-Serol ogie negativ ANA 1:1028 positiv

AMA/SMA negativ

Daraufhin erhielt der Patient taglich 100 mg Prednisolon i.v. und wurde parenteral
erndhrt: Die Bilanzierung erfolgte mit mehr als 3000 ml/d. Nach einer Cyclophos-
phamid-Therapie kam es zu einer deutlichen Besserung.

Eine weitgehende Normalisierung des Kreatinins, der Transaminasen und der Gallen-
gangsenzyme wurde nach einer 4-monatigen Therapie mit Prednisolon und Methotrexat
erreicht.

Anhand dieser Kasuistik zeigt sich, wie ausgesprochen untbersichtlich der Krank-
heitsverlauf sein kann und wie sich der immunologische Symptomenkomplex auch
auflerhalb des Darmes &uf3ert.

Extraintestinale M anifestationen

Die extraintestinale Symptomatik kann bereits zur initialen Prasentation des Morbus
Crohn oder der Colitis ulcerosa gehdren. Es existiert ein weites Spektrum an Beschwer-
den, von dem viele Organe betroffen sein kénnen (Tab. 1).
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Symptom Colitis ulcerosa Morbus Crohn

Blutung 80 % 22%

Diarrhoe 52 % 73 %

Bauchschmerzen 47 % 77 %

Fisteln Nein 16 %

Gewichtsverlust 5% 54 %

Fieber 1% 35%

Anamie 15% 27 %

Arthralgie 13% 16 % Tab. 1:

Iridozyklitis, Uveitis 11% 10 % Symptomatik bei
initialer Prasentation

Beispiele extraintestinaler Manifestationen sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Prospektive
Studien zu ihren Inzidenzen sind kaum publiziert. Die Osteoporose scheint keine
extraintestinale Manifestation der Colitis ulcerosa zu sein (4, 5). Die Myokarditis war
in einer Stichprobe 2.6-fach gegentuiber der Normalbevolkerung erhéht (6).

Gelenke Arthralgien, meist gro3e Gelenke betroffen, asymmetrischer Befall

Augen Uveitis, Episkleritis

Haut Erythema nodosum, Pyoderma gangraenosum

Leber PSC, Autoimmunhepatitis

Pankreas Pankreatitis mit Erhéhung der Amylase

Knochen Osteoporose, ausgeldst durch die chronische entziindliche Reaktion
und durch die Malnutrition

Blut Anamie, oft therapierefraktar, ebenfalls durch die chronische
Entziindung ausgel&st

Lunge selten Bronchitis, Pneumonitis, Pleuritis

Herz sehr selten Myokarditis

Tab. 2: Extraintestinale Manifestationen von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Skelettmanifestationen bei chronisch entziindlichen Dar merkrankungen
Sakroailiitis

Eine der haufigen Skelettmanifestationen bei chronisch entziindlichen Darmerkran-
kungen ist die Sakrailiitis, die sich klinisch meist relativ diskret duf3ert. Sie tritt bei
mehr als 50% der Patienten mit CED auf. Auch ,gesunde” Verwandte sind davon
betroffen: 8,3% der Verwandten 1. Grades und 1,9% der Verwandten 2. Grades.
Typisch sind Rickenschmerzen in der Lendenregion sowie eine Morgensteifigkeit.
Eine HLA-Assoziation besteht nicht. Der radiologische Nachweis der Sakroiliitis ist
schwierig. Er gelingt bei 11 % der Félle mittels konventionellem Réntgen, bei 30%
mittels CT und bei 65% mittels MRT. Meist liegt ein symmetrischer Befall vor. Das
therapeutische Ziel besteht darin, das Fortschreiten der Erkrankung und den Ubergang
zur Spondylitis ankylosans zu verhindern.
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Spondylitis ankylosans

Die Spondylitis ankylosans ist durch eine Versteifung der Wirbelgelenke mit Einbezie-
hung weiterer peripherer Gelenke gekennzeichnet. Unter den Patienten mit chronisch
entzindlicher Darmerkrankung findet sie sich in 3—5%. Menschen mit HLA B 27
haben ein 200-faches Risiko, Patienten mit Morbus Crohn sogar ein 600-faches
Risiko, an einer Spondylitis ankylosans zu erkranken (7). Es gibt daneben HLA-
negative Formen der Erkrankung. Klassische radiologische Zeichen (, Bambusstab“)
fuhren meist erst im Spétstadium zur Diagnose. Mdgliche Komplikationen sind die
zusétzliche Aushildung einer Osteoporose und die Versteifung der Wirbelsdule mit
deutlicher Verminderung der Beweglichkeit.

Infektiose Kolitis

Die aufgefiihrten Gelenkerkrankungen kénnen nicht nur bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen auftreten, sondern auch bei einer infektitsen Kolitis. Als Erreger
kommen zum Beispiel in Betracht:

— Yersinien — Campylobacter — Shigellen
— Salmonellen — Brucellen — Clostridium difficile.

Das , Bypass-Arthritis-Dermatitis-Syndrom“ kann nach verschiedenen chirurgischen
Eingriffen im Gastrointestinaltrakt (z.B. Anlage einer ,,blind loop*, eines,, Y-Roux"“ oder
nach Billroth-11-Operation) auftreten. Eine bakterielle Uberwucherung in vormals
keimarme oder sterile Bereiche fuhrt zu einer Erhéhung des Serum-I1gA’s gegen Stuhl-
flora. Es werden spezifische Immunkomplexe gegen bakterielle Peptide nachgewiesen
und die Patienten entwickeln unabhéngig vom ausldsenden Erreger typischerweise
eine Arthritis, eine Vaskulitis, eine Nephritis oder eine Dermatitis. Der Verlauf dieser
infektiosen Darmerkrankungen ist meist schwer und geht haufig mit Gelenkergiissen
einher. Gelenkschéaden bleiben dabei zun&chst aus. In diesem Stadium wird die Diag-
nose meist verkannt, weil das Leitsymptom Rickenschmerz (z.B. bei Sakrailiitis)
entweder nicht erfragt oder als allgemeiner ,, Verschlei3* gedeutet wird. Offenbar geht
eine Reihe dieser infektidsen Kolitiden mit einer ,, Sensibilisierung” einher und esist
deshalb bei einer Zweitinfektion mit einem wesentlich dramatischeren Verlauf zu
rechnen. In systematischen Studien fanden sich bei 5% der untersuchten Patienten
nach 5 Jahren radiologische Zeichen einer Sakroiliitis.

Die Zusammenhénge zwischen Infektion und immunologischer Reaktion mit nach-
folgender Gelenkaffektion wurden in vitro, in Tiermodellen und in vivo untersucht.

In vitro wurde die Bindung von HLA B27 mit bakteriellen Peptiden (Yersinien,
Shigellen, Salmonellen) gezeigt, deren Relevanz noch geklart werden muss. HLA B27
(human) transgene Méause sind gegen Yersinien sensitiver al's das Vergleichskollektiv,
wenn als Endpunkt der Exitus gewahlt wird. Auch bei HLA B27/p2-Mikroglobulin
transgenen Ratten kam es zur Entwicklung einer axialen Arthritis durch bakterielle
Peptidoglykane.
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In Gelenkerglissen und Synoviabiopsien wurden Antigene von Yersinien und Salmo-
nellen gefunden, bei manchen Patienten bis zu 17 Jahre nach der Infektion. Auf3erdem
gelang der Nachweis von Serum-IgA-Antikdrpern gegen verschiedene Bakterien bei
Patienten mit Arthritis. Ob eine erhohte Permeabilitdt der Mukosa als Ursache in
Betracht zu ziehen ist, muss noch geklart werden.

Arthritisund Augenerkrankungen

Augenerkrankungen wie Uveitis oder Iridozyklitis, seltener eine Retinitis oder eine
Skleritis kénnen als extraintestinale Manifestation bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen auftreten. Geschétzt wird eine Haufigkeit von 10—15% bei diesen
Patienten, meist kombiniert mit Haut- oder Gelenkmanifestationen.

Zellbiologisch betrachtet dhneln sich die Synovia und die Uvea anatomisch und
funktionell, z.B. in der Antigen-Présentation, der Leukozytenmigration und der Ultra-
filtrationskapazitat. Die anterioren Strukturen (Uvea, Iris, Ziliarkorper) sind haufiger
betroffen als die posterioren (Retina, Sklera). Letztere sind bevorzugt entziindet bei
hochaktiver Colitis ulcerosa.

Im Verlauf kommt es héufig unabhéngig von der intestinalen Entziindungsaktivitét zu
Rezidiven. Diese kdnnen sogar nach einer Kolektomie bei Colitis ulcerosa auftreten.
Ein weiteres Fortschreiten der Erkrankung kann zu einem sekundaren Glaukom bei
anteriorem Befall und zu einem Katarakt bei posteriorem Befall fuhren.

Gelenkmanifestationen sind nicht immer Ausdruck einer chronisch entziindlichen
Darmerkrankung. Vielmehr kann auch umgekehrt eine primér rheumatologische
Erkrankung zu Darmmanifestationen fihren. Exemplarisch werden der systemische
Lupus erythematodes, der Morbus Behcet und Vaskulitiden (z.B. Panarteriitis nodosa
oder Vaskulitis allergica) als Differentialdiagnosen genannt.

Systemischer Lupus erythematodes (SLE)

Der SLE ist eine genetisch pradisponierte Autoimmunerkrankung, die hauptséchlich
das Geféalbindegewebe und die Haut betrifft. Der Verlauf ist variabel, die klinischen
Manifestationen sind vielféaltig. Typisch sind:

— Schmetterlingserythem tber Wangen und Nase

— diskoide Hautverénderungen mit Atrophien in &teren Herden
— eine erhohte Lichtempfindlichkeit

— meist schmerzlose orale oder nasopharyngeale Ul zerationen
— nichterosive Arthritis

— Pleuritis oder Perikarditis

— Nierenbeteiligung mit Proteinurie

— Krampfanfélle oder Psychosen

— hamolytische Anamie, Leukozyto- oder Thrombozytopenie
— hohe antinukleére Antikorper-Titer.
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Gastroenterologisch imponiert bei manchen Patienten mit SLE eine Osophagusdys-
motilitét, eine Sicca-Symptomatik mit Xerostomie und in ca. 2% der Félle eine
intestinale Vaskulitis mit Hdmorrhagie, Morbus Crohn-ahnlicher lleocolitis bis hin zur
Perforation und Infarzierung. Der Verlauf des SLE ist meist schubartig, eventuell
foudroyant. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei therapierten Patienten bei 90 %,
die 10-Jahres-Uberlebensrate sinkt auf 80 %.

M or bus Behcet

Der Morbus Behget ist eine in Deutschland seltene entziindliche Erkrankung. Eine
hohere Inzidenz besteht in der Turkei und Stidostasien. In typischen Fallen findet
sich eine Symptom-Trias mit oralen Aphthen, Genitalulzera und Hypopyoniritis.
Es wurde aul3erdem eine Assoziation mit verschiedenen HLA-Mustern beschrieben.
Gastroenterol ogische Manifestationen kénnen eine Dysphagie oder Dyspepsie, eine
Osophagusbeteiligung, eine Enterocolitis oder eine Proktitis umfassen. In 2—5% der
Falle wurde ein Ubergang zum Morbus Crohn gefunden, dessen Abgrenzung im
Einzelfall schwierig sein kann.

Vaskulitiden

Vaskulitiden weisen als morphologisches Merkmal entziindliche Veranderungen der
Blutgefale unterschiedlichen Ausmalies auf, eine einheitliche Klassifikation existiert
bisher nicht.

Bei der Vaskulitis allergica stehen oft Allgemeinsymptome wie Fieber, Abgeschla-
genheit, Kopfschmerzen, Arthralgien sowie meist symmetrische, vor allem an den
Unterschenkeln auftretende petechiale Einblutungen im Vordergrund. Abdominelle
Schmerzen kdnnen auf eine gastrointestinal e Beteiligung hinweisen.

Die Panarteriitis nodosaist eine Vaskulitis der kleinen und mittleren Arterien und stellt
in ihrer systemischen Form eine lebensbedrohliche Erkrankung dar. Haufig findet
sich eine Nierenbeteiligung. Bei Befall abdomineller Blutgefalie kann es zu gastro-
intestinalen L&sionen mit Blutung kommen.

Zusammenfassend |8sst sich sagen, dass bei einer Darmentziindung mit gleichzeitig
vorliegender Arthritis an Darminfektionen, rheumatische oder andere Autoimmun-
erkrankungen, virale Hepatitiden und an Medikamentennebenwirkungen gedacht wer-
den muss.

Hautmanifestationen bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Zwei Hauterkrankungen bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen sind fuhrend:
das Erythema nodosum und das Pyoderma gangraenosum.

Das Erythema nodosum kann als Begleitmanifestation verschiedener Grunderkran-
kungen auftreten, so auch bei einem Morbus Crohn. Es ist charakterisiert durch
schmerzhafte, kutan oder subkutan gelegene Knoten, die meist an den Unterschenkel -
streckseiten zu finden sind.
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Das Pyoderma gangraenosum ist durch ausgeprégte Ulzerationen und eine extreme
Schmerzhaftigkeit gekennzeichnet. Am haufigsten sind auch hier die Unterschenkel
betroffen.

Verschiedene pathophysiologische Mechanismen werden bei der Entstehung dieser
beiden Hautmanifestationen diskutiert. Dazu gehdren das Auftreten von Immunkom-
plexen, eine Komplementaktivierung, eine verénderte Expression von Adhasions-
molekilen (LFA-1 und ICAM-1) oder von Endothelin (8, 9). Eine Vaskulitis konnte
ebenfalls eine primére Ursache sein. Bei der Colitis ulcerosawurde ein 40 kDa grofes
Auto-Antigen als Ausldser beschrieben (10).

Weitere Hautmanifestationen bei CED kdnnen sein:
— Hyperergische Vaskulitis
— Epidermolysis bullosa aquisita
— Pyostomatitis vegetans.

Der Morbus Crohn kann aber auch spezifische extraintestinale Manifestationen mit
dem klinischen Bild einer Hidradenitis suppurativa verursachen. Es finden sich dann
perianal und inguinal chronische, fistulierende und abszedierende Entziindungen.

Beispiele erndhrungsbedingter Hautverdnderungen bei chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen sind die Akrodermatitis enteropathica bei Zinkmangel, die Pellagra
bei Nikotinsaure- oder Skorbut bei Vitamin C-Mangel.

Die Psoriasis als haufige primare Hauterkrankung kann neben Arthropathien auch
mit Diarrhden als Zeichen einer Darmbeteiligung vergesellschaftet sein.

L ebererkrankungen bei chronisch entziindlichen Dar merkrankungen

Die Leber kann ebenfalls ein Zielorgan extraintestinaler Manifestationen bei chro-
nisch entziindlichen Darmerkrankungen sein. Wichtige Krankheitsbilder sind hierbei
die primér sklerosierende Cholangitis (PSC) und die Autoimmunhepatitis. Mittels
ERCP lassen sich die Gallengéange darstellen, die bei der PSC rarefiziert, vernarbt und
knollenartig aufgetrieben sind. Eine bakterielle Fehlbesiedlung kann méglicherweise
vom Darm auf die Gallengange ubergreifen. Am immunologischen Geschehen sind
spezifische 1gG-Antikorper (evtl. ein 40 kDaAntigen?) und Immunkomplexe (reduzierte
Clearance, vermehrtes bilidres Vorkommen) beteiligt. Die Expression des Adhéasions-
molekils ICAM-1 ist erhht. Diskutiert wird die Beteiligung von Hitze-Schock-Protein
(HSP) 60.

Bei der PSC wurde eine MHC-I1-Assoziation gefunden: DR3, DR6, DR2, DRB3*0101
(DR52a) treten gehauft auf. Bei gleichzeitigem Vorliegen einer Colitis ulcerosa und
einer PSC bestanden erhohte Titer von antineutrophilen zytoplasmatischen Anti-
korpern (ANCA), sowohl gegeniiber der zytoplasmatisch betonten Form (CANCA)
als auch der perinukledr betonten Form (pANCA) (11-15). Die pathophysiologische
Relevanz ist noch offen.
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Zusammenfassung

Eine Standortbestimmung hinsichtlich der relativen Haufigkeit und des Schwere-
grades extraintestinaler Manifestationen bei chronisch entziindlichen Darmerkrankun-
gen ist aufgrund der unterschiedlichen Aufgaben- und Zuweisungsstrukturen einzelner
Zentren und spérlicher Literatur schwierig. Es ist moglich, dass in Zukunft Fort-
schritte in Diagnostik und Therapie auch die Erkennungshaufigkeit extraintestinal er
Manifestationen positiv beeinflussen werden.

Ihre Behandlung ist komplex. Eine Korrelation zur Entziindungsaktivitét der Grund-
erkrankung fehlt. Es existieren Uberschneidungen zwischen chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen, rheumatischen Erkrankungen und medikamenten-induzierten
Komplikationen.

Prof. Dr. med. S. Schreiber

Klinikum der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel
Klinik fir Allgemeine Innere Medizin

|. Medizinische Klinik

Schittenhelmstr. 12

24105 Kiel
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Klinische Bedeutung von Mutaflor®
(E. coli Stamm Nissle 1917)
in der Therapie der Colitis ulcerosa

und des Morbus Crohn :
W. Kruis “

Prof. Dr. W. Kruis
Abstract

Seit Alfred Nissle Escherichia coli Serotyp 06:K5:H1 in die Behandlung chronischer Darm-
erkrankungen einfihrte (4), erschienen zahlreiche weitere klinische Beobachtungen, die
von der Wirksamkeit und Vertraglichkeit dieses Therapieprinzips berichteten. Die erste, in
doppelblinder Weise kontrollierte Untersuchung zur therapeutischen Effektivitét von E. coli
Stamm Nissle 1917 (Mutaflor®) bei Patienten mit chronisch-entztindlichen Darmerkran-
kungen (Colitis ulcerosa) erschien 1997 (5). Die Studie beinhaltete insgesamt 118 Patienten
und verglich Mutaflor® per os 2x 100 mg/die mit Mesalazin (Salofalk®) 3x 500 mg/die.
Ziel der Studie war es, fur drei Monate die mit Standardtherapie erzielte Remission zu
erhalten. Die Rezidivrate war wahrend dieser Zeit unter Mutaflor® 16% und unter
Salofalk® 11%. Die Differenz von 5% war statistisch nicht signifikant. Vertraglichkeit
und Nebenwirkungsrate waren in den beiden Therapiegruppen &hnlich.

Rembacken und Mitarbeiter bestétigten und erweiterten diese Untersuchungsergebnisse (6).
Bei 116 Patienten mit aktiver Colitis ulcerosa wurde die Remission entweder mit Predni-
solon plus Mesalazin (Asacol ®) oder plus Mutaflor® induziert. Nach Erreichen der Remis-
sion wurden fur 12 Monate in doppelblinder Weise die rezidivverhitenden Wirkungen
von Asacol ® 3x 400 mg/die und Mutaflor® 1x 200 mg/die verglichen. Weder die Rezidiv-
rate noch die Zeit bis zum Eintritt eines Rezidivs unterschieden sich signifikant. Auch
Sicherheit und Vertréglichkeit waren in beiden Therapiegruppen ahnlich. Eine dritte Studie
mit konfirmatorischem Ansatz, die ebenfalls die remissionserhaltende Wirksamkeit von
Mesalazin und E. coli Stamm Nissle 1917 verglich, schloR 327 Patienten ein. Diese Unter-
suchung ist abgeschlossen, jedoch noch nicht entblindet, so dass die Ergebnisse erst in
Kurze erwartet werden konnen. Eine Zwischenauswertung bei 268 Patienten deutet jedoch
eine mogliche aquivalente Wirksamkeit von E. coli Nissle 1917 und Mesalazin an.

Bei Morbus Crohn gibt es bisher nur eine kontrollierte Studie mit Mutaflor® (7). Diese
préliminéren Ergebnisse zeigen eine Uberzeugende therapeutische Wirksamkeit von E. coli
Stamm Nissle 1917 im Vergleich zu Placebo in der Effektivitat, die Remission bei Morbus
Crohn des Kolons zu erhalten. Weitere Studien werden derzeit durchgefihrt. Zusammen-
fassend kann festgestellt werden, dass eine zunehmende wissenschaftliche Datenbasis
entsteht, die die therapeutische Wirksamkeit und Sicherheit von E. coli Stamm Nissle 1917
(Mutaflor®) bei Patienten mit chronisch entztindlichen Darmerkrankungen belegt.
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Einleitung

In den letzten Jahren sind viele neue Erkenntnisse Uber die Pathogenese der chronisch
entztindlichen Darmerkrankungen erforscht worden. Ein unstrittiges Modell zeigt die
Abb. 1. Esfindet sich demzufolge eine sténdige I nteraktion zwischen dem Darminhalt,
der eine potentielle inflammatorische Potenz besitzt, und dem darmassoziierten
Immunsystem (= GALT). Bei einer bakteriellen Translokation kann es unter bestimm-
ten Umstanden zu einer Entzindung kommen. Diese kann einen chronischen Verlauf
nehmen, wenn eine gewisse genetische Suszeptibilitét vorliegt und bestimmte
Umweltfaktoren vorhanden sind.

Triggermechanismen:
Genetik
Umwelt
Proinflammatorische Molekile . Immunantwort/
und Organismen im Darminhalt : > Darmwand
Chronische Darmentziindung

Abb. 1: Hypothese zur Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen

Therapeutische M 6glichkeiten fehlen bislang hinsichtlich der epidemiol ogisch unter-
suchten Umweltfaktoren ebenso wie auf genetischer Ebene. Derzeit wird mit verschie-
denen Methoden versucht, die Entziindungsreaktionen abzumildern bzw. aufzuheben
und Manifestationsfaktoren zu eliminieren.

Besonders faszinierend ist das Spektrum der Reaktionsmdglichkeiten des menschlichen
Organismus im Krankheitsgeschehen der chronisch entztindlichen Darmerkrankungen.
So sind derzeit 172 (!) Faktoren der Immunantwort bekannt (Schélmerich, person-
liche Mitteilung) und entsprechend viele Uberlegungen werden unternommen, wie sie
beeinflusst werden kdnnen. Bei Betrachtung der Kosten-Nutzen-Relation fallt aller-
dings auf, wie wenig sichtbare Fortschritte der hohe Aufwand fiir die Patienten bislang
gebracht hat.

4. Interdisziplindres Symposium Darmflora in Symbiose und Pathogenitét, Berlin 2000

Klinische Bedeutung von E. coli Stamm Nissle 1917 (Mutaflor®) 133

Darmflora und chronisch entziindliche Darmer krankungen

Ein vielversprechender Therapieansatz ist die Beeinflussung des Darminhaltes,
speziell der Darmflora. Ihre pathogenetische Bedeutung fir die chronisch entziind-
lichen Darmerkrankungen wurde im Verlauf des Symposiums bereits mehrfach
erOrtert und beruht auf Untersuchungen in vitro, im Tierexperiment und in der
Humanmedizin.

Wird bei Patienten mit Morbus Crohn die befallene [1eoz8kal region entfernt und zeigen
sich postoperativ sowohl makroskopisch als auch histologisch keine Zeichen eines
Morbus Crohns, so ist der weitere Krankheitsverlauf gunstiger bei Nachbehandlung
mit Antibiotika als ohne diese Prophylaxe (1). Das ergab eine doppelblinde, plazebo-
kontrollierte Studie, in der die Wirksamkeit von Metronidazol (20 mg/kg Korper-
gewicht/die) untersucht wurde. Die Therapie wurde in der ersten postoperativen
Woche begonnen und Uber 3 Monate fortgefuhrt. Bei der anschlief3enden endoskopischen
Befundkontrolle fanden sich in der Plazebogruppe bei ca. 75 % und in der Verumgruppe
bei 52 % der Patienten Entziindungszeichen im ehemaligen Operationsgebiet. Dies
weist auf den deutlichen Einfluss des Antibiotikums auf die intestinalen Entzin-
dungsreaktionen hin. Noch erstaunlicher ist, dass sich ein Therapieeffekt tber 3 Jahre
nachweisen lief3, obwohl die Behandlung nur 3 Monate andauerte. Wahrend dieser
3 Jahre erlitten Patienten aus der Verumgruppe seltener ein Rezidiv. Die Unterschiede
waren am Ende des 1. Jahres signifikant und korrelierten mit der endoskopisch
gesicherten Ausprégung der Entziindungszeichen nach 3 Monaten. Offenbar reicht
es fur eine Verbesserung der Prognose aus, postoperativ einmal zum richtigen Zeit-
punkt die Darmflora zu beeinflussen.

Wegen der Nebenwirkungsrate und den Gegenanzeigen beim Einsatz von Antibiotika,
aber auch der moglichen Resistenzentwicklung sowie der Erfolgsquote wurde nach
neuen therapeutischen Ansétzen gesucht. Dazu gehort auch ein radikaler Selbstversuch
bei einem Patienten mit absolut therapierefraktarer Colitis ulcerosa, den Kollegen
unternommen haben. Zuerst erfolgte der Versuch einer , Darmdekontamination® mit
verschiedenen Breitspektrum-Antibiotika. Anschlief3end wurde dem Erkrankten eine
Stuhlaufschwemmung eines gesunden Spenders als Einlauf zugefihrt. Das Ergebnis
war eine ausgepragte Besserung der Symptome (2). Dieses Vorgehen wirft sowohl
wissenschaftliche als auch praktische Fragen auf, da es fur die Routine sicher
ungeeignet ist.

Probiotika — Kausale Strategien zur Beeinflussung der Darmflora

Zur Beeinflussung einzelner Faktoren der Darmflora bieten sich die sogenannten Pro-
biotika an. Der Begriff wird mitunter missverstandlich gebraucht. Im Allgemeinen
versteht man unter probiotischen Arzneimitteln prophylaktisch oder therapeutisch
angewandte, lebende, physiologische Mikroorganismen zur Behandlung von Erkran-
kungen, die mit Stérungen der korpereigenen Mikroflora assoziiert sind (3).
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Nissle hat mit dem durch ihn isolierten E. coli-Stamm schon 1918 Uber erste Erfolge
in der mikrobiologischen Therapie der Colitis ulcerosa berichtet (4). In der Folgezeit
gab es viele derartige Beobachtungen, die aber entweder als Einzelbeobachtung oder
in unzulénglicher Weise publiziert wurden mit dem Ergebnis, dass die Behandlungs-
weise von der akademischen Medizin bel&chelt wurde und zur Aul3enseitermethode
avancierte. In neuester Zeit hat sich dies gravierend gedndert, da inzwischen mehrere
kontrollierte, randomisierte, doppelblinde klinische Studien fir den Einsatz von
Mutaflor® vorliegen, die den GCP (Good Clinical Practice) -Normen entsprechen (5, 6).

Remissionser halt durch Therapie mit E. coli Stamm Nissle 1917
bei Colitis ulcerosa

Die erste klinische kontrollierte, randomisierte Doppelblind-Studie dazu wurde bei
120 Patienten mit Colitis ulcerosa in Remission durchgeftihrt (5). Die Patienten
erhielten entweder die Standardtherapie mit Mesalazin in der Standarddosis von
3x 500 mg taglich oder Mutaflor® 2 x 100 mg morgens als Einmaldosis. Der Beob-
achtungszeitraum lag bei 12 Wochen. Als Erfolgskriterium wurde der CAl (Clinical
activity index) nach Rachmilewitz gewahlt. Vergleicht man den Verlauf der Erkran-
kung im Beobachtungszeitraum, so fand sich eine &hnliche Aktivitat bei beiden
Gruppen (Abb. 2).

—— Mutaflor®
—— Mesalazin
4
P q —
B)—
—]
0 —
T T T T T Abb. 2:
0 2 4 8 12 Mutaflor® versus Mesalazin
Wochen in der Remission
der Colitis ulcerosa

Fur den Patienten und auch fir den behandelnden Arzt ist die Frage wichtig, ob es zu
einem Rezidiv kommt und wenn ja, wann dieses auftritt. Verglichen wurde deshalb
die Rezidivrate: Sie lag im Beobachtungszeitraum bei 16 % in der mit E. coli Stamm
Nissle 1917 behandelten Gruppe und bei 11,3% in der Mesalazin-Gruppe; der Unter-
schied war nicht signifikant.

4. Interdisziplindres Symposium Darmflora in Symbiose und Pathogenitét, Berlin 2000

Klinische Bedeutung von E. coli Stamm Nissle 1917 (Mutaflor®) 135

In dieser ersten Studie zum Einsatz von Mutaflor® wurden auch die Nebenwirkungen
erfasst. Bei einer mikrobiologischen Therapie stellt sich immer die Frage nach der
Therapiesicherheit, inshesondere dann, wenn lebende Keime eingesetzt werden. Die
Zahl der Nebenwirkungen und ihre Ausprégung war in beiden Gruppen gering.
Nebenwirkungen traten bei 11% aller Patienten auf: in der mit Mutaflor® behandel-
ten Gruppe waren 8,6 % der Patienten betroffen und in der Mesalazin-Gruppe 13,3 %.
Die meisten Nebenwirkungen waren aus medizinischer Sicht vernachlassigbar. Die
gute Vertraglichkeit von Mesalazin ist seit tber 60 Jahren bekannt. Mutaflor® ist in
dieser Studie sogar noch vertraglicher gewesen und hat demzufolge ein mindestens
genauso niedriges Nebenwirkungspotential.

Der Nachteil dieser ersten Studie ist die kurze Beobachtungsdauer von nur drei
Monaten, heutzutage sind 6 bzw. 12 Monate Standard. Eine langere Beobachtungs-
dauer fur die Untersuchung der remissionserhaltenden Therapie mit E. coli Stamm
Nissle 1917 war damals nicht mdglich, da diese Behandlung als experimentell einge-
stuft wurde und die Ethikkommissionen in Anbetracht einer wirksamen, verfiigbaren
Therapie eine sehr kritische Haltung einnahmen.

Eine Bestétigung dieser ersten Ergebnisse brachte die zweite Studie (6). Diesmal
wurde E. coli Stamm Nissle 1917 mit einem anderen Mesalazin verglichen, dem
Asacol ®, welches in GroRbritannien weit verbreitet ist und eine etwas andere Galenik
aufweist. Mit 116 aufgenommenen Patienten war die Zahl &hnlich grofd wie in der
ersten Studie. Der Unterschied liegt vor allem darin, dass schon wahrend des akuten
Krankheitsschubes mit der Studie begonnen wurde. Die Patienten erhielten al's Stan-
dardmedikation Kortikosteroide in offener Weise und ausschleichender Dosierung
und zusétzlich fur eine Woche 3x 80 mg Gentamycin. Sie wurden randomisiert und
bekamen bis zum Erreichen der Remission entweder 2x 200 mg Mutaflor® oder
3x 800 mg Asacol ®. Patienten, die sich bei dieser Therapie nach 12 Wochen nicht in
Remission befanden, wurden von der Studie ausgeschlossen. Bei Erreichen der
Remission wurde die Dosierung der Studienmedikation auf 1x 200 mg Mutaflor®
bzw. 3x 400 mg Asacol ® reduziert. Die Induktion der Remission gelang in beiden
Gruppen relativ gut und beruht sicher auf der seit langem bekannten Wirkung der
Kortikosteroide. Der Benefit der zusétzlichen Medikation in der Akutphase ist bei
diesem Studiendesign nicht ersichtlich.

Viel interessanter ist erneut die Remissionsphase und hierbei die Frage, wieviel
Rezidive nach welcher Zeit aufgetreten sind. Wahrend der einjahrigen Nach-
beobachtung erlitten 67 % der mit Mutaflor® behandelten Patienten ein Rezidiv und
73% der mit Mesalazin therapierten Patienten. Dieser Unterschied von 6% ist nicht
signifikant; es lieR sich keine Uberlegenheit fiir das eine oder andere Praparat zeigen
(Abb. 3). Die mdgliche Behauptung, mit Mutaflor® wéren alle leichten Félle einer
Colitis ulcerosa behandelt worden und mit Mesalazin die schweren, l&sst sich durch
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B Mesalazin @ Mutaflor®

100%

80%

60%

40%

Anzahl der Patienten mit Rezidiv

20%

alle Patienten leicht mittel schwer
Schweregrad der Erkrankung

Abb. 3: Mutaflor® versus Mesalazin in der Remission der Colitis ulcerosa (6)

die Betrachtung der Verteilung der Schweregrade der Colitis ulcerosa in beiden
Gruppen zu Beginn und wéhrend der Behandlung widerlegen (Tab. 1-4).
Die Wirksamkeit der beiden Préparate kann damit fur alle Auspragungen einer
Colitis ulcerosa als gleich gut eingestuft werden.

Auspragung Mesalazin E. coli Stamm Nissle 1917
mild 13 (22 %) 12 (21 %)
mittel 27 (46 %) 26 (46 %)
schwer 19 (32 %) 19 (33 %) Tab. 1:
Anzahl der
Gesamt 59 57 randomisierten
Patienten (6)
Auspragung Mesalazin E. coli Stamm Nissle 1917
mild 9 (69 %) 8 (67 %)
mittel 24 (89 %) 21 (81 %)
schwer 11 (58 %) 10 (53 %) Tab. 2:
Anzahl der Patienten,
0 0 die in Remission
Gesamt 44 (75 %) 39 (68 %) kamen (6)
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Auspragung Mesalazin E. coli Stamm Nissle 1917
mild 5 (56 %) 5 (62 %)
mittel 19 (79 %) 13 (62 %)
Tab. 3: schwer 8 (73 %) 8 (80 %)
Anzahl der Patienten,
dle_ nach _dgr Remlssmn Gesamt 32 (73 %) 26 (67 %)
ein Rezidiv erlitten (6)
Auspragung Mesalazin E. coli Stamm Nissle 1917
mild 4 (44 %) 2 (25 %)
mittel 4 (16 %) 6 (29 %)
Tab. 4: schwer 3 (27 %) 2 (20 %)
Anzahl der Patienten
in Remission Gesamt 11 (25 %) 10 (26 %)
nach 12 Monaten (6)

Bei der Betrachtung der Vertraglichkeit wurde ebenfalls das Ergebnis der ersten
Studie bestétigt: beide Medikamente waren hervorragend vertréaglich.

Der Hauptkritikpunkt an dieser zweiten Studie ist die hohe Rezidivrate in beiden
Gruppen, die weit oberhalb vergleichbarer Studien liegt. Hierfur gibt es zwei Grinde.
Zum einen wurden die Patienten im akuten Schub der Erkrankung und nicht nach
bereits langer bestehender Remission rekrutiert. Zum anderen wurde das Rezidiv
nach eigenen, international nicht gebréuchlichen Kriterien definiert und war dadurch
offenbar weiter gefasst. Ein Rezidiv lag demnach vor, wenn an einem Tag mindestens
vier flissige Stihle mit oder ohne Blut auftraten und sich in der Sigmoidoskopie
mindestens eine granul&re Schleimhautzeichnung fand. Anders sind so hohe Rezidiv-
raten flr ein seit Jahrzehnten bewéhrtes Medikament wie das Mesalazin nicht zu
erkléren.

Die aktuell in der Auswertung befindliche dritte Studie* hat tUber 12 Monate die
Wirksamkeit von Mutaflor® und Mesalazin bei 327 Patienten auf Aquivalenz gepriift.
Die Dosierung betrug 1x 200 mg Mutaflor® (morgens) bzw. 3x 500 mg Mesalazin.
Die Daten sind noch nicht entblindet, deswegen kann an dieser Stelle nur die Inter-
imsanalyse von 268 Patienten vorgestellt werden. Bei Berlicksichtigung der Datenlage
ist dies schon eine sehr grofRe Gruppe, wenngleich sie ebenfalls nicht entblindet ist.
Dabei fand sich eine Gesamt-Rezidivrate von 34 %. Das entspricht den Erwartungen
bei Einhaltung der Ublichen therapeutischen Standards. Diese Zahl zeigt weiterhin,
dass beide Medikamente offenbar gleich gut wirksam sind, wenn in dieser Studie
nicht Mesalazin plétzlich doppelt so gut wirksam gewesen sein sollte wie in allen
anderen vorausgegangenen Studien, was héchst unwahrscheinlich ist.

* Anmerkung der Redaktion: Die Auswertung liegt inzwischen vor, siehe Seite 139.
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Therapie mit E. coli Stamm Nissle 1917 bei M orbus Crohn

Fir den Morbus Crohn des Dickdarms gibt es bislang eine publizierte Studie zum
Einsatz von E. coli Stamm Nissle 1917 (7). Die Therapie wurde in der akuten Phase
der Erkrankung (CDAI >150) begonnen, eingeschlossen wurden 28 Patienten. Die
Basismedikation bestand zu diesem Zeitpunkt aus Prednisolon in absteigender
Dosierung. Zusétzlich erhielten die Patienten randomisiert Plazebo oder Mutaflor®,
initial 4 bzw. 20 mg/d, ab dem 25. Tag 200 mg/d. Die Nachbeobachtungsdauer ab
Erreichen der Remission betrug ein Jahr. Bei den mit Mutaflor® therapierten Patien-
ten fand sich ein deutlicher , Prednisolon-Spareffekt” sowie mit 33,3% eine
niedrigere Rezidivrate als in der Plazebo-Gruppe (63,6 %). Dieser Unterschied von ca.
30% ist auffallig, wenngleich er durch die geringe Patientenzahl in dieser Pilotstudie
keine statistische Signifikanz erreicht. Die Vertréglichkeit der Therapie wurde von
Patienten und Therapeuten in beiden Gruppen zu tber 80% als gut oder sehr gut
eingestuft.

Zusammenfassung

Wenn man die vorliegenden Studien betrachtet, so findet sich ein einheitliches Bild
einer hohen Therapiesicherheit beim Einsatz von E. coli Stamm Nissle 1917.

Die Behandlung des akuten Schubes eines Morbus Crohn mit Mutaflor® ist noch
nicht ausreichend geprift. Fir den Erhalt der Remission beim Morbus Crohn des
Dickdarms gibt es erste positive Erfahrungen. Weitere Studien laufen und werden
Auskunft geben, mit welchem Therapieerfolg beim Einsatz von Mutaflor® in der
Behandlung von Patienten mit Morbus Crohn zu rechnen ist.

Sehr viel besser ist die Datenlage bei der Colitis ulcerosa. Auch hier ist die
Beurteilung der Wirksamkeit von Mutaflor® im akuten Schub nicht abschlieRend
geklart. Es hat sich aber gezeigt, dass Mutaflor zur Remissionserhaltung nicht
schlechter geeignet ist als das bislang als ,, Goldstandard“ verwendete Mesalazin.
Damit hat Mutaflor® seine Wirksamkeit in der Remissionserhaltung unter Beweis
gestellt und wurde deswegen auch von der Konsensuskonferenz der DGV'S (Deutsche
Gesellschaft fur Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten) als evidenzbasierte Methode
mit dem Evidenzgrad | b eingestuft.

Prof. Dr. med. W. Kruis

Evangelisches Krankenhaus Kalk gGmbH
Akademisches Lehrkrankenhaus

fir die Universitat zu Koln

Innere Abteilung

Buchforststr. 2
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Anmerkung der Redaktion:

Die Ergebnisse der dritten Studie zur Remissionserhaltung bei Colitis ulcerosa durch
Mutaflor® wurden im Mai 2001 auf dem Amerikanischen Gastroenterologen-K ongress
vorgestellt*. Mit einer Rezidivrate von 36,4% unter Mutaflor® und 33,0% unter
Mesalazin erwiesen sich beide Medikamente als aquivalent wirksam (per-protocol-
Analyse, p = 0,004, n = 222). In der Intention-to-treat-Gruppe (n = 327) wurden 162
Patienten mit Mutaflor® behandelt und 165 Patienten mit Mesalazin. Die Rezidivrate
betrug in der worst-case-Analyse unter Mutaflor® 45,1% und unter Mesalazin 36,4%.
Diese Werte sind mit p = 0,017 ebenfalls &quivalent. Beide Therapiestrategien erwiesen
sich al's nebenwirkungsarm.

SchluRfolgerung: Mutaflor® besitzt im Vergleich mit Mesalazin eine aquivalente Wirk-
samkeit zur Aufrechterhaltung der Remission bei der Colitis ulcerosa. Mutaflor® wird
gut vertragen und ist sicher in der Anwendung.

* Kruis W, Frit P, Stolte M. The Mutaflor Study Group. Maintenance of remission in ulcerative colitis is
equally effective with Escherichia coli Nissle 1917 and with standard mesalamine. Gastroenterology 2001; 120
(Suppl.):A 127.
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Der Pouch als Entztindungsmodell
M. Zeitz

Prof.Dr. M. Zeitz

Abstract

Neben den operativ bzw. anatomisch bedingten Stérungen nach Proktokolektomie mit Anlage
einer ileoanalen Pouchanastomose stellt die Pouchitis die wesentlichste Komplikation
nach diesem Eingriff dar. Die Pathogenese der Pouchitis ist bisher nur unvollstandig
geklart. Von Bedeutung sind Durchblutungsstérungen durch den Eingriff selbst, ein
verdndertes intraluminales Milieu mit einer bakteriellen Besiedlung, eine vermehrte
Gallensaurendekonjugation durch die bakterielle Besiedlung sowie nutritive Stérungen,
wie z.B. ein Mangel an kurzkettigen Fettsdauren. Wesentlich ist die Frage, ob es sich bei
der Pouchitis um ein Wiederauftreten der Grunderkrankung (Colitis ulcerosa) unter
neuen Bedingungen handelt.

Die Hé&ufigkeit des Auftretens der Pouchitis variiert stark. So wird bei Patienten, die
einen Pouch wegen einer familidaren adenomatdsen Polyposis coli (FAP) erhalten haben,
die Pouchitis nur extrem selten beobachtet (<5%). Bei Patienten mit Colitis ulcerosa
wird die Pouchitis in einer Haufigkeit von 30 bis 50 % beobachtet. Die Bedeutung der
Darmflora fiir die Entstehung der Pouchitis zeigt sich u.a. in der wirksamen Behandlung
mit Metronidazol. Gleichzeitig konnte in ersten Studien die Wirksamkeit von Probiotika
in der Remissionserhaltung bei chronisch rezidivierender Pouchitis nachgewiesen werden.

Bei einer Pouchitis ist das Infiltrat in der Schleimhaut durch polymorphkernige Leuko-
zyten, Lymphozyten, lgG-positive Plasmazellen sowie Makrophagen charakterisiert. Die
Zunahme CD4-positiver T-Lymphozyten fuhrt zu einer entsprechenden Verschiebung
des CD4/CD8-Quotienten im entziindeten Gewebe im Vergleich zur pouchnahen Illeum-
schleimhaut im intraindividuellen Vergleich. Die CD4-positiven Zellen zeigen gleichzeitig
eine Zunahme von T-Zellaktivierungsmarkern wie dem IL-2-Rezeptor und es konnte
eine vermehrte IFN-y-Produktion nachgewiesen werden. Offenbar spielen aktivierte,
CD4-positive T-Lymphozyten eine wesentliche Rolle in der Entstehung der Schleim-
hautschadigung.

Etwa 5 bis 10% der Patienten mit Pouch entwickeln das Bild einer chronisch aktiven
Pouchitis mit totaler Zottenatrophie. Damit scheint das Risiko dysplastischer Epithelver-
&nderungen und mdglicher maligner Entartung zu steigen. Die Pouchitis stellt somit ein
klinisches Entzindungsmodell dar, in dem alle Schritte einer chronisch destruierenden
Schleimhautentziindung einschlieBlich der mdglichen malignen Transformation, wie sie
bei den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen beobachtet werden, systematisch
nachvollzogen werden kdnnen.
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Einleitung

Der Pouch und die Pouchitis erscheinen als klinisches Modell geeignet, um wesent-
liche neue Erkenntnisse zur Pathogenese der chronisch entziindlichen Darmerkran-
kungen zu finden, die moglicherweise gleichzeitig zu innovativen Therapieansitzen
fahren kénnen.

Der Begriff Pouchitis umschreibt jede Form einer Entziindung, unabhéngig von der
Ursache. Es fehlt eine Nomenklatur, z.B. Pouchitis im engeren Sinne, idiopathische
Pouchitis, primére und sekundére Pouchitis. Im Folgenden wird unter dem Begriff
Pouchitis ausschliefdlich die idiopathische bzw. primére Pouchitis gefasst. Die Verlaufs-
formen der Pouchitis sind ebenfallsin der Literatur nicht einheitlich definiert, wodurch
insbesondere bei der Therapie kaum verwertbare Daten existieren.

Auf der Basis klinischer und experimenteller Untersuchungen muss davon ausge-
gangen werden, dass die Pouchitis eine Remanifestation der chronisch entziindlichen
Darmerkrankung unter neuen Bedingungen darstellt. Die Proktokolektomie bei Colitis
ulcerosa filhrt daher nicht zu einer Heilung der Grunderkrankung.

Die restaurative Proktokolektomie mit ilecanaler Pouchanlage schafft die Bedingun-
gen zur Entstehung der Pouchitis mit bisher nicht sicher abzuschétzender Haufigkeit
und Langzeitprognose. Unbeschadet hiervon ist dieser Eingriff die Methode der Wahl
bei klarer Indikation bei Patienten mit Colitis ulcerosa. Der Wert dieses Eingriffs
und der resultierende Benefit fur die Patienten in definierten klinischen Situationen ist
unbestritten.

In Deutschland wurden bislang ca. 1000 Pouch-Operationen durchgefuhrt, in den
USA waren es ca. 4000 dieser Operationen. Die Konsensuskonferenz der DGVS
(Deutsche Gesellschaft fur Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten) hat festgestellt,
dass zur akuten Pouchitis relativ wenig Daten zur Definition, Therapie und Prognose
vorliegen (1). Besser sieht die Datenlage bei der langjahrigen Nachbeobachtung aus
(2-7).

Pouch-Anlage

Operationstechnisch kann man sich die Pouch-Anlage wie folgt vorstellen:

Das gesamte Kolon wird einschlief3lich des Rektums bis zur Anokutanlinie entfernt.
Anschlieffend wird aus dem lleum ein Reservoir geformt, welches verschiedene Formen
haben kann. Inzwischen hat sich die J-Form durchgesetzt. Die Dinndarmschleimhaut
wird direkt an der Anokutanlinie anastomosiert, von der Dickdarmschleimhaut bleibt
nichts erhalten. Die postoperative Situation ist blindsackéhnlich. Die Dunndarm-
schleimhaut ist normalerweise einer geringeren bakteriellen Besiedlung ausgesetzt
als die Dickdarmschleimhaut, wobei im terminalen Ileum schon mehr Keime alsim
proximalen Dinndarm zu finden sind. Hinzu kommt in dem neu geschaffenen Reser-
voir eine Stase des Darminhaltes.
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Durchgefuhrt werden solche Operationen bei Patienten mit Colitis ulcerosa oder
familidrer adenomattser Polyposis coli (FAP). Interessant ist, was postoperativ im
Pouch geschieht.

In der Abb. 1 wird der postoperative Befund aus endoskopischer Sicht dargestellt. Es
zeigt sich eine vollig unaufféllige Dunndarmschleimhaut.

Abb. 1: lleoanaler Pouch (IAP)

Die Ergebnisse einer solchen Operation sehen wie folgt aus (Tab. 1):

Frihkomplikationen:

Intestinale Obstruktion 15 %

Pelvine Sepsis 5%

Notwendigkeit der Pouch-Exzision ca.5%

Kontinenz tagsuber 75 % (25 % ,,Spotting*)
Kontinenz nachts 45 % (45 % ,,Spotting*)

Tab. 1: Art und Haufigkeit von Komplikationen nach Pouch-Anlage, n = 1193

Mit dem Begriff ,, Spotting" wird der Zustand beschrieben, dass geringe Mengen flus-
sigen Stuhls abgesetzt werden. In der Regel bessern sich diese Beschwerden im Laufe
der Zeit. Die durchschnittliche Stuhlfrequenz ist fiir die Lebensqualitét des Patienten
wichtig. Sie liegt im Mittel bei 4,5 tagsiuber und 0,5 nachts, wenn keine Komplika-
tionen und keine Pouchitis auftreten.

Definition, Diagnostik und Haufigkeit der Pouchitis

Die Pouchitis wird definiert als Entziindung im Pouch nach Ausschluss operativer
Komplikationen oder anderer sekundarer Ursachen.

Aus klinischen und prognostischen Griinden sollten unterschieden werden:
« akute Pouchitis,
« akut-rezidivierende Pouchitis,
» chronisch-atrophische Pouchitis.
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Die Diagnose einer akuten Pouchitis basiert auf:
 Klinischer Symptomatik:
Stuhlfrequenz, Blutung, Fieber, |aborchemische Entziindungsparameter
 Klinischer, insbesondere rektal digitaler Untersuchung
e Endoskopie:
Rétung, Odem, Erosionen, Ulzerationen, Spontaneinblutungen, Fibrinbel sge
e Histologie:
Ulzerationen, Kryptenabszesse, Infiltration durch Granulozyten
Die akut-rezidivierende Pouchitis ist durch wiederholt auftretende akute Schiibe einer
Pouchitis gekennzeichnet. Die Diagnose einer chronischen Pouchitis wird gestellt bei
Vorliegen einer entziindlichen Reaktion im Pouch, deren Symptomatik und endosko-
pisch/histologischer Befund tiber mehr als 3 Monate anhélt und bei histologischem
Nachweis einer subtotalen bzw. totalen Zottenatrophie trotz Akuttherapie.

Bei der (idiopathischen bzw. priméren) Pouchitis handelt es sich um eine &tiologisch
unklare Entziindung des Pouches, die unabhangig von eventuell vorhandenen chirur-
gischen Komplikationen auftritt. Eine international verbindliche Definition der
Pouchitis und ihrer Verlaufsformen fehlt.

Das Risiko, eine akute Pouchitis zu erleiden, betrégt bei Patienten mit Colitis ulcerosa
bis zum 2. Jahr etwa 30%, um danach verlangsamt auf bis zu 50% und mehr zu
steigen (3-7). Bei ca. 5-10% der Patienten geht die akute Pouchitis in eine chroni-
sche Form Uber. Bei Patienten mit familidrer Polyposis (FAP) ist die Pouchitis mit
weniger als 5% als sehr seltenes Ereignis anzusehen. Risikofaktoren fir die Entwick-
lung einer Pouchitis sind extraintestinale Manifestationen (8), insbesondere die PSC
(Primér sklerosierende Cholangitis) (9). Bezuglich der ANCA (Antineutrophile zyto-
plasmatische Antikorper)-Positivitét liegen widerspruchliche Daten vor (10-12). Auch
die Rolle einer zuvor vorhandenen ,, back-wash*-lleitis wird kontrovers beurteilt (13).

Der Diagnose Pouchitis gehen Untersuchungen zum Ausschluss sekundérer Pouchitis-
formen voraus. Fir den Ausschluss chirurgischer Komplikationen sind Computer-
tomographie (14), Kernspintomographie (15), Kontrasteinlauf (16) und Endosono-
graphie (17) (in individueller Reihenfolge) notwendig und geeignet.

Die Parameter zur Diagnose der akuten Pouchitis werden durch den Pouchitis Disease
Activity Index (PDAI) zusammengefasst (18). Seine Berechnung zur Beurteilung der
Pouchitis-Aktivitiat ist wiinschenswert.

Fir die chronische Pouchitisist bislang keine Dauer definiert. Unklar ist auch, wie eine
chronische - endoskopisch oder histologisch gesicherte - Entziindung ohne klinische
Symptomatik zu bewerten ist.
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Endoskopischer Befund der akuten Pouchitis

In den Abb. 2 und 3 wird der endoskopische Befund einer akuten Pouchitis dargestel|t.
Der makroskopische Aspekt ahnelt dem der Colitis ulcerosa: es zeigt sich eine diffus
veranderte granulierte Schleimhaut mit Spontanblutungen. Es gibt andererseits auch
Patienten, die typische segmentale entziindliche Verdnderungen haben. Zwischen
umschriebenen landkartenformigen Ulzera finden sich hierbei normale Schleim-
hautinseln oder aphthtse Lasionen. Dieses Bild hat eher Ahnlichkeit mit einem
Morbus Crohn und kommt noch &fter vor als der Colitis ulcerosa-dhnliche Befund.

Abb. 2:

Endoskopischer Befund
einer akuten Pouchitis;
multiple aphthdse L&sionen.

Abb. 3:
Endoskopischer Befund
einer akuten Pouchitis;
multiple Ulzerationen.

Histologie der akuten Pouchitis

Validierte Kriterien zum histol ogischen Erscheinungsbild der Pouchitis fehlen bislang
(19-24). Die Wertigkeit der Plasmazellinfiltration ist bei der Diagnose der akuten
Pouchitis nicht gesichert, stellt jedoch fur die Diagnose der chronischen Pouchitis
einen wichtigen Befund dar. Ein klinisch relevanter Parameter ist das Ausmal3 der
Kryptenhyperplasie bzw. der Zottenatrophie. Er dient der Einteilung der Pouchitis-
formen und ihres Verlaufes (19, 20, 23-25). Auch bei einem wegen FAP angelegten
Pouch tritt eine Zottenatrophie auf. Dies ist wahrscheinlich durch die blindsack-
ahnliche Situtation bedingt. Es entwickeln sich dann aber zusétzlich bei der akuten
Pouchitis eine teilweise fast totale Zottenatrophie und eine destruierende Entziindung
mit Erosionen an der Oberflache oder tieferen Ulzerationen.
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Untersucht man die Entwicklung der Villushéhe und der Kryptenlange im ileocanalen
Pouch in unterschiedlichen klinischen Situationen, finden sich folgende Charakte-
ristika (Abb. 4):

a) praoperativ b) postoperativ  c¢) akute Pouchitis  d) chronische Pouchitis

szmten -
“« Krypteﬁj

Abb. 4: Zotten-Krypten-Verhéltnis

Postoperativ kommt es bei allen Patienten zu einer méfiigen Zottenatrophie und gleich-
zeitig zu einer Kryptenverléngerung. Bei Auftreten einer Pouchitisist die Transforma-
tion noch ausgeprégter. Patienten mit rezidivierenden akuten Pouchitiden zeigen eine
deutliche Kryptenverlangerung, die bei der chronischen Pouchitis noch ausgepragter
ist. Wenn dann noch die Zottenatrophie hinzukommt, findet sich ein Sprueartiges
Bild (23). Damit lassen sich durch die systematische Beurteilung des Musters der
Schleimhautschédigung die Subgruppen der Patienten mit Pouchitis unterscheiden.

Es finden sich zusétzlich immunologische Veranderungen in der Schleimhaut eines
Pouches. Bei einer Pouchitis kommt es zu einer signifikanten relativen Zunahme
CD4-positiver T-Lymphozyten mit einer konsekutiven Verschiebung des CD4/CD8-
Quotienten im Vergleich zur pouchnahen Ileumschleimhaut im intraindividuellen Ver-
gleich. Die CD4-positiven Zellen zeigen gleichzeitig eine Zunahme von T-Zellaktivie-
rungsmarkern wie dem Interleukin-2-Rezeptor und korrelieren mit der Kryptentiefe
(23). Die aktivierten Zellen in der Mukosa produzieren auch vermehrt proinflamma-
torische Zytokine. So ist bei Patienten mit Pouchitis die Interferon-y-Produktion
erhoht. Ahnliches trifft fir das Interleukinl-p zu. Ein weiterer Parameter ist die
Expression der Matrix-Metalloproteinasen. Diese korreliert mit dem Ausmal? der
Schleimhautschadigung und der Zottenatrophie. Bei Patienten ohne Pouchitis findet
sich kein Unterschied in der Expression dieser Matrix-abbauenden Enzyme zwischen
[leum und Pouch.

Auf der Basis dieser Befunde kann ein Modell postuliert werden, wie es in hnlicher
Weise fir die Sprue oder die Schleimhautschadigung bei HIV und anderen Infektionen
des Diinndarms diskutiert wird. Eine pathologische Reaktion auf Keimeim Darmlumen
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und ein regulatorischer Defekt in der Mukosa fihren zu einer Aktivierung von T-Zellen,
gefolgt von einer Zytokinbildung und Makrophagen-Stimulation. Diese produzieren
TNF-a und Interferon y, was einerseits zu einer direkten Epithelschadigung fuhren
kann und andererseits mesenchymale Zellen der Mukosa anregt, Matrix-Metallopro-
teinasen zu bilden. Die Resultate dieser Mechanismen sind die Zottenatrophie und die
Schleimhautschadigung.

Die Bedeutung der chronischen Entziindung bei der Pouchitis ist vergleichbar mit
der Situation bei der Colitis ulcerosa, insbesondere der Pankolitis, und der Gefahr der
Entwicklung eines Kolonkarzinoms. Dysplasien sind bei einer mittleren Nach-
beobachtungszeit von 9 Jahren bei 71% der Patienten nachweisbar (25). In einem Fall
kam es bereits 2 Jahre nach Anlage eines ileoanalen Pouches zu einem Adenokarzi-
nom im Pouch (37). Aufgrund der Assoziation zwischen schwerer Zottenatrophie und
Dysplasieentwicklung im Pouch (19, 24, 25) sollte bei jeder histologischen Begutach-
tung als Minimum eine semiquantitative Aussage zur Zottenhohe erfolgen. Die
Notwendigkeit von Stufenbiopsien muss prospektiv evaluiert werden, da der fokal
segmentale Charakter der Entziindung von Bedeutung zu sein scheint (22).

Therapie der akuten Pouchitis

Die Datenlage zur Therapie der Pouchitis ist ungeniigend. Eine Vergleichbarkeit der
Studien wird zudem durch eine uneinheitliche Definition der Pouchitisformen erschwert.
Insgesamt sind 4 randomisierte kontrollierte Studien zur medikamentdsen Therapie
der Pouchitis publiziert (26).

Zur Therapie der akuten Pouchitis bzw. eines akuten Schubes einer rezidivierenden
Pouchitis werden meist Antibiotika eingesetzt. An erster Stelle stehen hierbel Metroni-
dazol und Ciprofloxazin (27-29). Dies weist wieder darauf hin, dass die Darmfloraim
Pouch fur die Entstehung der Pouchitis von entscheidender Bedeutung ist. Bei Unver-
traglichkeit von oralem Metronidazol stellt topisch angewendetes Metronidazol eine
Alternative dar (30). Bei 8 von 11 Patienten, die auf eine Therapie mit Metronidazol
nicht ausreichend ansprachen oder diese nicht tolerierten, war die Therapie mit
Ciprofloxazin effektiv (29). Bei Versagen der Primartherapie kann ein Antibiotika-
wechsel vorgenommen oder eine unspezifische antiinflammatorische Therapie ver-
sucht werden.

Remissionser haltung

Wichtig, aber derzeit noch ungekléart sind Fragen zur Remissionserhaltung. Die Wirk-
samkeit von Probiotika zur Rezidivprophylaxe wurde bisher in einer plazebokontrol-
lierten, doppelblinden Studie mit 40 Patienten gezeigt (31). Weitere Untersuchungen,
auch mit E. coli Stamm Nissle 1917, werden den therapeutischen Wert von Probiotika
fr die Behandlung der Pouchitis oder die Remissionserhaltung kléren. Patienten mit
einem akutem Schub einer rezidivierenden bzw. einer chronisch aktiven Pouchitis
wurden mit Metronidazol p.o. (32) oder einer oralen Kombinationstherapie aus
Ciprofloxazin und Rifaximin (33) therapiert.
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Nachsorge

Nach ileoanaler Pouchanlage sollte eine Endoskopie mit Histologie und beschreiben-
der Morphologie (Zottenatrophie) 3 Monate spater und dann in jahrlichen Intervallen
in einem spezialisierten Zentrum erfolgen. Bei Patienten mit schwerer Zottenatrophie
wird eine Dysplasiediagnostik (Stufenbiopsien aus dem Pouch wie bei langjahriger
ausgedehnter Colitis ulcerosa) empfohlen. Eine spezielle Nachsorge sollte sich auch
auf chirurgisch operative funktionelle Folgezustande beziehen.

Das wesentlichste Problem stellt die Remanifestation der Entziindung mit der even-
tuellen Folge einer Malignomentwicklung dar. Hierbei muss aufgrund der Datenlage
bei Patienten mit noch verbliebener Rektumschleimhaut von einem noch immer be-
stehenden Karzinom-Risiko ausgegangen werden (34-36). Besondere Aufmerk-
samkeit im Rahmen der Nachsorge muss der Entwicklung von Dysplasien im Pouch
von Patienten mit chronisch-atrophischer Pouchitis gelten (19, 24, 25).

Zusammenfassung

Bei dem ileoanalen Pouch wird ein Teil des Dunndarms zu einem blindsackahnlichen
Reservoir geformt, in welchem eine erneute bakterielle Besiedelung erfolgt. Dadurch
kommt es bei allen Patienten zu einer gewissen T-Zell-Aktivierung, die zu einer
Zottenatrophie und Kryptenverlangerung fihrt. Dies ist unabhangig von der Grund-
erkrankung. Offenbar muss zusétzlich ein regulatorischer Defekt vorhanden sein, wie
er fur die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen postuliert wird. Dieser noch
unbekannte Defekt fuhrt bei den Patienten zu einer Gberschief3enden Immunantwort.
Die Folge ist eine destruierende Entztindung mit Ulzerationen. Eine Subgruppe dieser
Patienten reagiert offenbar mit einer chronisch- atrophischen Pouchitis, die auch mit
Dysplasien vergesellschaftet sein kann. Diese Erkrankung ist in besonderer Weise
geeignet, pathogenetische Mechanismen und therapeutische Interventionsmoglich-
keiten zu untersuchen. Dazu gehéren z.B. die Beeinflussung der Darmflora und der
Einsatz immunmodulierender Substanzen. Da es sich bei der Pouchitis noch um ein
schlecht charakterisiertes Krankheitsbild handelt, sollten alle Patienten mit einem
Pouch in einem spezialisierten Zentrum nachuntersucht werden. Ein Nachsorge-
standard kann derzeit nicht festgelegt werden. Die mangelhafte Studienlage zur
medikamentdsen Therapie der Pouchitis impliziert, dass entsprechende Studien
geplant und dass moglichst alle Patienten in Studien eingebracht werden sollten.
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Sicher heit
mikrobieller Arzneimittel
H. Tschépe
Prof. Drj VH. Tschape
Abstract

Im Schatten der Chemisierung der Medizin sind biologische Arzneimittel (,grine
Arzneien*) von zunehmender Bedeutung geworden. Fur die Behandlung funktioneller
und chronischer Darmerkrankungen (Diarrhoe, Obstipation, Meteorismus, Colitis
ulcerosa, Morbus Crohn etc.), zur Behandlung von Fehlerndhrung, zur Immunstimu-
lation und zur Wiederherstellung einer gesunden Darmflora nach Antibiotika- oder
Strahlentherapie kommen gegenwaértig verschiedene mikrobielle Arzneimittel zur
Anwendung, die insbesondere als Lebendkeime, aber auch als Tot-Antigene oder
Zellextrakte verabreicht werden. Obwohl solche mikrobiellen Arzneimittel oft schon
seit vielen Jahrzehnten im Gebrauch sind, missen sie sich den gegenwartigen Sicher-
heitsbedenken stellen, wie dies fir die Lebendimpfstoffe und fir den Einsatz
gentechnisch veranderter Mikroorganismen in der Lebensmittelindustrie der Fall ist.
Auch eine erneute Uberpriifung ihrer Wirksamkeit ist dabei einzubeziehen. Mit Hilfe
umfangreicher experimenteller (molekularbiologische Analyse von Pathogenitéats-,
Fitnessfaktoren etc.) und epidemiologischer Methoden (klinische Wirksamkeit,
Okologische EinflUsse etc.) sind mikrobielle Arzneimittel einer diesbeziglichen
Tiefenprufung zu unterziehen, um folgende Fragen beantworten zu kénnen:

Was sollen diese Arzneimittel bewirken? (Kolonisation und Verdrangen, Stimulierung
von IgA, 1gG, Bildung heilsamer Substanzen wie Vitamine etc.)

WEelche Eigenschaften sollten diese Arzneimittel haben? (Fitnessfaktoren, Erkennungs-
marker, Konkurrenzfaktoren, z.B. Kolizine, Mikrozine, |mmuninduktion)

Welche Eigenschaften dirfen diese mikrobiellen Arzneimittel nicht haben? (Virulenz-
faktoren, Resistenzfaktoren, transferable genetische Elemente wie Plasmide etc.)

Eine solche Tiefenprufung der mikrobiellen Arzneimittel nach dem Stande der Wissen-
schaft und Technik heute ist wichtig, um weiter das Vertrauen in diese Arzneimittel zu
steigern und sie in ihrer Anwendung zu verbreiten. Nur wenige der bisher auf dem
Markt befindlichen Produkte halten aber einer solchen Anforderung stand.
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Einleitung: Was sind mikrobielle Arzneimittel ?

Biologische Arzneimittel stellen zunehmend eine beliebte Alternative in der Behandlung
verschiedenartiger Krankheiten dar. Fir den Verbraucher liegt dabei der Gedanke
natirlicher, ohne Nebenwirkungen heilender M edikamente nahe und manche Sorgen
und Bedenken entfallen, durch die weitere Chemisierung der Medizin Schaden zu
erleiden. Auch die mikrobiellen Arzneimittel finden z.B. zur Heilung von Darmerkran-
kungen und Darmfunktionsstorungen eine immer gréf3ere Anwendung, besonders unter
dem Gesichtspunkt der Wiederherstellung der natiirlichen und gesunden residenten
Besiedlungsflora.

Verschiedene Mikroorganismen (E. coli, Laktobazillen, Bifidobakterien, Enterokokken,
Saccharomyces etc., vgl. Rote Liste) sind gegenwartig als mikrobielle Arzneimittel im
Einsatz. Sie werden besonders zur Behandlung funktioneller und chronischer Darmer-
krankungen wie Diarrhoe, Obstipation, Meteorismus, Colitis ulcerosa und Morbus
Crohn sowie zur Therapie von Fehlernghrung, zur Immunstimulation und zur Wieder-
herstellung einer physiologischen Darmflora nach Antibiotika- oder Strahlentherapie
angewendet. Es ist davon auszugehen, dass die Bildung eines normalen, gegentiber
pathogenen Bakterien schiitzenden Biofilms auf der Darmschleimhaut die Hauptwir-
kung vieler mikrobieller Arzneimittel darstellt.

Obwohl die meisten dieser Medikamente seit mehreren Jahren registriert sowie viel-
faltig im Gebrauch sind (vgl. Rote Liste) und daher im Allgemeinen al's sicher gelten,
mussen sich alle erneut den gegenwaértigen Sicherheitsbedenken und der 6ffentlichen
Diskussion um die Biosicherheit (, Biosafety*) stellen. Diese Debatte begann mit den
aufkommenden Zweifeln, ob gentechnologische Arbeiten fir Bearbeiter, Anwender
und im Allgemeinen fur die gesamte Bevolkerung unbekannte, nicht abschétzbare
Risiken bergen und wie diese durch Biosicherheitsregeln einzuschranken und zu
kontrollieren sind. Diese Bedenken werden heute auf alle Lebendkeim-Applikationen
erweitert, wie siein der Lebensmittel- und pharmazeutischen Industrie z. B. bei der An-
wendung von Probiotika oder der Herstellung von L ebendimpfstoffen vorkommen (27).

Ausgehend von dieser Diskussion sind berechtigte Sicherheitsforderungen an die
mikrobiellen Arzneimittel gestellt worden, die einer Antwort bedirfen (1, 6, 21, 28).
Gegenwartig ergeben sich daraus drei generelle Anforderungen an mikrobielle Arznei-
mittel.

Mikrobielle Arzneimittel miissen

« therapeutisch wirken,

e Erkennungsmarker (,, Stammpass*) besitzen, mit deren Hilfe die
Unterscheidung von anderen autochthonen Mitgliedern der Standortflora
und die Kontrolle der Stabilitét moglich ist,

e ,sensu strictu“ sicher sein, d.h. keine pathogenen oder virulenten Merkmale
aufweisen, so dass schadliche Nebenwirkungen immer ausgeschlossen sind.
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Antworten auf die hier aufgelisteten Sicherheitsforderungen sind vielfach bereits in
den vorangegangenen Beitrdgen dieses Symposiums gegeben und durch experimen-
telle Studien belegt worden. Die folgende Ubersicht fasst einige der Charakteristika
mikrobieller Arzneimittel am Beispiel E.coli Stamm Nissle 1917 (Mutaflor®) zusammen:

Wirkung ‘ Stammtypisierung ‘ ’ Sicherheit ‘
» Antagonismus gegen * molekulargenetisch Folgende Pathogenitatsfaktoren
pathogene Keime « serologisch mussen fehlen
e Immunmodulation « mikrobiologisch » Antibiotika-Resistenz
» Milieubereitung « biochemisch * Toxinbildung (Shiga-Toxine, hit-
. Sauerstoffverbrauch zestabile, hitzelabile Enterotoxi-

ne, Zytotoxine wie CNF,
Hamolysinbildung)

¢ Enteroinvasivitat
e Serumresistenz

* Pathogene Adhéasionsmerkmale
(P-, M-, S-Fimbrien,
Ubersicht 1: CFA I/1I-Fimbrien)
Wirkprinzipien mikrobieller Arzneimittel am Beispiel .
von E. coli Stamm Nissle 1917; transferable Plasmide
CNF-cytotoxic necrotizing factor. e Typ-lll-Sekretionssystem

Unterstitzung des
Kolonozyten-
Stoffwechsels

* Vitaminproduktion

0

Was sollen mikrobielle Arzneimittel bewirken?

In Abb. 1 sind am Beispiel E. coli Stamm Nissle 1917 erwiinschte Wirkungsweisen
mikrobieller Arzneimittel zusammengestellt, die sich auf besondere Eigenschaften
und Leistungen der Mikroorganismen zurtickfihren lassen. Dazu gehort z.B. die Fahig-
keit, pathogene oder potentiell pathogene Besiedler der Darmflora zu unterdriicken

Antagonismus gegen
pathogene Keime

Durch Fitness-
faktoren wie:

* Mikrozine
« Siderophore

Abwehrsystem

Immunmodulation

Durch Bildung
immun-
modulierender
Substanzen

Abwehrsystem

Milieubereitung

)

Sauerstoffverbrauch

)

Redoxpotential-
Absenkung

Regeneration der
anaeroben Flora

Unterstiitzung des
Kolonozyten-Stoffwechsels

¥

Fermentativer
Abbau von
Kohlehydraten

¥

Essig-, Propion-,
Buttersaure

¥

pH-Wert-Absenkung

‘ Substrat fir die

Darmmotilitat Kolonozyten

Abb. 1: Wirkprinzipien mikrobieller Arzneimittel am Beispiel E. coli Stamm Nissle 1917 (nach 23).
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B ohne Mutaflor® B mit Mutaflor®
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Abb. 2: Antagonismus von E. coli Stamm Nissle 1917 gegen verschiedene
Mikroorganismen (nach 23). Mutaflor® hemmt signifikant das Wachstum
pathogener Bakterien und Pilze.

oder zu verdrangen (Abb. 2) und an ihrer Stelle im Darm zu kolonisieren (Abb. 3).
Solche antagonistischen Leistungen kénnten durch Colizine, Mikrozine oder andere
antimikrobiell wirkende Metaboliten ausgel 6st werden (3). Dadurch werden pathogene
Bakterien wie Salmonellen, EHEC, Shigellen etc. eliminiert oder in ihrem Wachstum
behindert (Abb. 2) (23).

Sind Bakterienzellen mikrobieller Arzneimittel in der Lage, den Darm (z.B. von
Neugeborenen) zu besiedeln, hemmen sie die Kolonisierung pathogener oder bedingt
pathogener Bakterien (Abb. 3) (16). Dies fuhrt auch zu einer verminderten Rate im
Krankenhaus erworbener Infektionen (15, 19).

Welche positiven Eigenschaften haben mikrobielle Arzneimittel ?

Besonders geeignet sind mikrobielle Arzneimittel mit einer effektiven Eisenversorgung.
Die z.B. bei E. cali Stamm Nissle 1917 vorhandene K askade verschiedener Siderophore
mit sehr unterschiedlicher Eisenbindungsfahigkeit beglinstigt einerseits das Wachstum
des Probiotikums, andererseits wird anderen, moglicherweise pathogenen Bakterien die
Maoglichkeit der ausreichenden Eisenversorgung genommen. Verantwortlich dafir ist die
auRRerordentlich hohe Bindungsfahigkeit des Yersiniabaktins zum Eisen. Eisenmangel
fuhrt zur sofortigen Reduzierung der metabolischen Aktivitat der betroffenen Stamme
der Darmflora (7).

Verschiedene Bakterienstamme sind in der Lage, eine Reihe solcher kol ogischer Ver-
drangungs- und Wettbewerbsfaktoren auszubilden. Dazu gehdren Colizine, Mikrozine,
eisenbindende Siderophore (z. B. Aerobaktin, Yersiniabaktin), Schutz- und Uberlebens-
faktoren (z. B. die Kapsel K5 bei E. coli Stamm Nissle 1917), sowie die Faktoren zur
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B Mutaflor® Plazebo
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Abb. 3: Besiedlung von Neugeborenen mit pathogenen und potentiell pathogenen
Bakterien (nach 16). Mutaflor® schutzt vor Besiedlung mit unerwiinschten
Bakterien. Tag 1-5: Untersuchung wéahrend Krankenhausaufenthalt, Tag 21
und 6 Monate: Untersuchung nach Entlassung.
Unterbrechung des ,, quorum sensing-Netzwerks'. Diese Merkmale stellen per se keine
Pathogenitatsfaktoren dar, sondern sind Fitness-Faktoren, die das Uberleben sichern.

Fitness-Faktoren sind offenbar fir die Wirksamkeit der mikrobiellen Arzneimittel
von grof3er Wichtigkeit und bedingen die erfolgreiche Durchsetzung des therapeutisch
eingesetzten Stammes gegenlber anderen, pathogenen Bakterienspezies bzw. die Ver-
hinderung ihrer Ansiedlung. Diese Faktoren sind jedoch selbst nicht ausreichend,
systemische oder |okale Infektionen zu verursachen. Deshalb besteht eine hohe Therapie-
sicherheit, die auch bei immungeschwéachten Patienten systemische Krankheitshilder
ausschliefit.

Viele mikrobielle Arzneimittel haben eine immunmodulierende Wirkung (9, 14, 23).
Bei Applikation von E. coli Stamm Nissle 1917 kommt es z.B. zu einem Anstieg von
IgA und IgM (14). Das deutet auf eine Aktivierung des GALT hin, wobei noch offen
ist, ob auch unspezifische Abwehrfaktoren wie die Defensine stimuliert werden. Eine
weitere Besonderheit von E. coli Stamm Nissle 1917 besteht darin, immunmodulierend
ohne immuntoxisch zu sein. Dies konnte durch seine semiraue LPS-Ausriistung
bedingt sein. So besitzt dieser Stamm nur eine , repeating unit* im O6-Antigen und ist
dadurch in der Lage, Makrophagen unspezifisch zu aktivieren, ohne aber eine Entziin-
dungsreaktion zu initiieren.

Mikrobielle Arzneimittel kénnen auch der Erndhrung oder Regeneration des Darm-
epithels dienen. Dies geschieht durch bakterielle Stoffwechsel produkte wie Butter-,
Propion- und Essigsaure. Durch Sauerstoffverbrauch kénnen mikrobielle Arzneimittel
wie E. coli Stamm Nissle 1917 fir eine Milieustabilisierung sorgen und so zur Verbesse-
rung der Anaerobier-Flora beitragen (23).
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Mikrobielle Arzneimittel missen klar definierte Stamme enthalten

Von mikrobiellen Arzneimitteln ist aus mehreren Griinden zu fordern, dass sie aus-
schliefllich exakt definierte Keime enthalten. Neben der Frage der Therapiesicherheit
sind viele Wirkungen stammspezifisch.

Definierte Bakterienstdmme ermdglichen
« die Wiedererkennung und Verfolgung des mikrobiellen Arzneimittels
unter verschiedenen Applikationsformen,
« die Diskriminierung von anderen Bakterien der Stuhlflora bzw.
aus anderen Habitaten mittels Erkennungsmarkern,
» das Monitoring der Stabilitét des Stammes in der Kultur und in vivo.

Ein sogenannter , Stammpass* wird mit Hilfe molekulargenetischer, serologischer,
mikrobiologischer und biochemischer Methoden erstellt. Von besonderer Wichtigkeit
ist das genomische Fingerprinting mit Hilfe der Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE-
Muster) (Abb. 4). Ein solches PFGE-Fingerprinting ist heutzutage Standard in der

21 23 458 78 9210
Auf den Bahnen S und 1 bis 10 sind die
folgenden E.-coli-Stamme aufgetragen:
S: 0157:H7, Stamm G5244
Ekh] (DNA-L&ngenstandard in kb)
1. EDL 933 (EHEC, 0157:H7)
533 2: CDC 933 (EHEC, O157:H7)
3: K12 Stamm C600
445 4: K12 Stamm C600 (H19J)
5: K12 Stamm C600 (W34)
6: K12 Stamm J53
358 7: K12 Stamm MG1655
8: 0157:H7 (EHEC)
02 9: 0157:H (EHEC)
27T 10: 0157:H7 (EHEC)
244
185
157
10z Abb. 4:

Fa Fingerprinting genomischer DNA
mit Hilfe der PFGE*-Restriktions-
muster-Analyse
(nach Liesegang, Bartel und Tschéape,
unveroffentlicht)
*Pulsfeld-Gelelektrophorese
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Bakteriologie zur Erfassung klonaler Eigenschaften. Durch Kombination mit einem
zweiten molekularen Fingerprinting werden insbesondere kleinere molekulare Verénde-
rungen schnell erfasst. Als ein diesbeziiglich gutes Merkmal hat sich die Bestimmung
des P-Gen-Profils erwiesen, das die Anzahl und die relative Lage von lambdoiden
Bakteriophagen ermittelt (8). Auch die Bestimmung des Elektrotyps, d. h. die Bestim-
mung des LPS-Musters (Musters der repeating units des O-Antigens), des OMP-Musters
(Anzahl und relative Grofie der AuRenmembran-Proteine) und des MLE-Musters
(unterschiedliche elektrophoretische Mobilitét jeweils gleicher house-keeping-Enzyme)
gehdren zum Stammpass. Wie eine solche Charakterisierung aussehen sollte, ist
beispielhaft fur den E. coli K12 in Ubersicht 2 zusammengestellt.

Mithilfe solcher Stammpdasse kann auch die Stabilitdt der betreffenden Arzneimittel-
Stamme Uberwacht werden. Das betrifft vor allem mogliche genetische und phéno-
typische Veranderungen, die im Laufe der Produktion des Arzneimittels auftreten
konnten. Solche Varianten sollten rechtzeitig zu erkennen sein, um ggf. frihestmdéglich
Gegenmalinahmen zu ihrer Eliminierung vornehmen zu kénnen.

Stammbezeichnung: K-12 (1922 isoliert in Stanford, USA)

Stammnummer: z.B. C 600
Serotyp: Orough:H48, (rfb:1S5)
Elektrotyp: OMP (Outer Membrane Protein)

MLE (Multilocus Enzym Typ)
LPS (Lipopolysaccharide)

Pathogenitatstyp: PCR-negativ fur die Gene und Genprodukte:
kps (K1, K5) aer, sfa/foc, pap/prf, cfa-1,2, hlyA,
ehxA, cnf-1, eaeA, Stx, Ctx, HLT, Sta, est-1, etc.

Plasmidmuster: Keine Plasmide

Genotyp: PFGE (Pulsfeld-Gelelektrophorese)-Typ
ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus Sequence)-Typ

(nach 4, 5, 11).

Weitere Abklrzungen:

IS-Insertionssequenz, P-Gen = Regulationsgen P des Phagen Lambda, kps =
Gen fur Kapselpolysaccharide, aer = Gen fur Aerobaktin, sfa/foc, pap/prf,
cfa = Gene fur pathogene Adhéasionsfaktoren, hlyA = Gen fur a-Hamolysin,
ehxA = Gen fur EHEC-Hamolysin, cnf = Gen fir cytotoxic necrotizing factor
(CNF), eaeA = Gen fir Intimin, Stx = Shigatoxin, Ctx = Choleratoxin, HLT =
hitzelabiles Toxin, Sta = hitzestabiles Toxin, est = Gen fur hitzestabiles Toxin
von E. coli.
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Was sollten mikrobielle Arzneimittel nicht haben?

Mikrobielle Pathogenitiéts- und Virulenzfaktoren wie bestimmte Toxine, Adhésine,
Invasine oder durch das Typ-111-Sekretionssystem vermittelte virulenz-assoziierte
Effektorproteine sollten nicht bei mikrobiellen Arzneimitteln vorhanden sein (Tab. 1).
Auch sollten solche Pathogenitéatsfaktoren fehlen, die eine Serumresistenz bewirken.

Pathogene Mikroorganismen sind immer dadurch gekennzeichnet, dass sie Uber ein
ganzes Spektrum von Virulenzfaktoren verfiigen. Die einzelnen Module bestimmen
erst in der Summe das Ausmal3 und den Charakter der Pathogenitét eines Stammes (10).

Dass einige Bakterienarten und Stdmme in der Popul ation eines Bakterienkonsortiums
(z.B. im Wasser oder im Darm gesunder Probanden, Abb. 5) einzelne Pathogenitéts-
und Fitnessfaktoren aufweisen, sagt nichts Uber deren Potenz aus, Krankheiten auszu-
[6sen. Es ist vielmehr ein typischer Befund, dass einzelne solcher Module oft auch
innerhalb einer nicht-pathogenen Bakterienpopulation verbreitet sind, wobei es sich
hier nicht um , geféhrliche* Stémme im Sinne einer speziellen Pathogenitét handeln
MUuSsS.

90

| M keine

80 M Fitnessfaktoren

70 M cinzelne enteropathogene Faktoren

60 7| M einzelne extraintestinale Pathogenitatsfaktoren

50

40

30

20

10

Wasser Darmflora

Abb. 5: Haufigkeit von Pathogenitéts- und Fitnessfaktoren

Nicht akzeptabel ist, dass al's mikrobielle Arzneimittel verwendete Stdmme Pathoge-
nitétsfaktoren wie das Hamolysin besitzen, das auch schon als Einzelfaktor entziind-
liche Reaktionen hervorrufen kann (2, 20). Hamolysine kommen zum Beispiel bei
UPEC (Uropathogene E. coli) oder EHEC (Enterohamorrhagische E. coli) vor.

Weiterhin sollten keine mobilen genetischen Elemente bei mikrobiellen Arzneimitteln
vorhanden sein, die entweder mit Antibiotikaresistenz- oder mit Pathogenitatsfaktoren
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assoziiert sind (Ubersicht 3) (13, 27). Transferable Plasmide kénnten durch den massen-
haften Einsatz des Arzneimittelsin den Genpool der Bakterienpopulation gelangen (26)
und so zur unerwiuinschten Erhéhung der mobilen genetischen Kapazitét und damit zu
einer erhdhten Rekombinationsrate innerhalb der Bakterienpopulation beitragen.

Bakteriophagen Transposons

z.B. Shigatoxin-Bildung in EHEC z.B. St-Toxin, Antibiotikaresistenz
Plasmide Pathogenitéats-Inseln

z.B. CFA-Adhésine, Antibiotikaresistenz z.B. Typ-lll-Sekretion von Effektoren
Konjungative Transposons Insertionssequenzen

z.B. Hamolysin von Enterococci,
Antibiotikaresistenz

z.B. IS1, flankiert die Aerobaktin-Gene

Ubersicht 3: Mobile genetische Elemente, die zum horizontalen Gentransfer von Antibiotikaresistenz
und Pathogenitatsfaktoren beitragen kénnen (nach 13, 27).

Schlussfolgerungen

Alle mikrobiellen Arzneimittel missen sich den gegenwartigen Sicherheitsbedenken
der Offentlichkeit stellen, auch wenn sie schon lange im therapeutischen Einsatz sind.
Sie werden daher heute gemai dem Stand der Wissenschaft und Technik erneut mit
Hilfe molekulargenetischer, mikrobiologischer, biologischer und immunologischer
Verfahren einer Tiefenprifung unterzogen, um folgende Fragen zu beantworten:

Was kdnnen diese Arzneimittel bewirken?
Kolonisation und Verdréngen, Immunstimulation und -modulation,
Produktion von kurzkettigen Karbonsauren, Vitaminen etc.

Welche Eigenschaften haben diese Arzneimittel ?
Gewinscht:  Fitnessfaktoren, Erkennungsmarker, Stammcharakteristik.
Unerwinscht: Virulenz- und Resistenzfaktoren, autotransferable
genetische Elemente.

Eine solche intensive Prifung der mikrobiellen Arzneimittel hinsichtlich ihrer Arznei-
mittelsicherheit ist heute wichtiger und notwendiger denn je, um das Vertrauen in diese
Alternative zur Behandlung von Krankheiten, insbesondere Darmerkrankungen, weiter
zu steigern und ihre Anwendung zu verbreiten. Allerdings muss man hier deutlich
festhalten, dass gegenwartig nur eines dieser bisher auf dem Markt befindlichen
mikrobiellen Arzneimittel einer solchen Anforderung und Tiefenprifung standhalten
kann, némlich E. coli Stamm Nissle 1917 (Mutaflor®).

Prof.Dr.rer.nat. H. Tschape

Robert Koch-Institut
Burgstr. 37
38855 \Wernigerode
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Reizdar msyndrom:
Ein postinfektioses Ereignis?
H. Lochs, L. Schulze

P

Prof.Dr. H. Lochs
Abstract

Das Reizdarmsyndrom ist eine der haufigsten gastrointestinalen Erkrankungen in der
Allgemeinpraxis. Die Pravalenz liegt in Europa und Nordamerika bei ca. 15% und
schwankt je nach Land. Gekennzeichnet ist das Reizdarmsyndrom durch chronische
gastrointestinale Beschwerden, wobei entweder Durchfélle im Wechsel mit Obstipation
oder Schmerzen im Vordergrund stehen konnen. Die Pathogenese des Reizdarm-
syndroms ist noch nicht vollstandig geklért. Epidemiologisch zeigt sich, dass ein Teil
der Patienten ein Reizdarmsyndrom im Anschluss an eine Infektionserkrankung oder
eine antibiotische Therapie entwickelt. Auf dieser Basis wurde die Hypothese auf-
gestellt, dass es durch eine Verénderung der intestinalen Flora zu einer Stoérung der
Schmerzperzeption bzw. der Motilitét im Intestinaltrakt kommt. Diese Hypothese wird
durch Befunde gestutzt, die eine veranderte Stuhlflora bei Patienten mit Reizdarmsyn-
drom mit Vermehrung von Enterobakterien und Clostridien sowie Abnahme Gram-
positiver Aerobier fanden. Darliber hinaus weisen erste Befunde auf eine Verénderung
der mukosaassoziierten Flora bei Patienten mit Reizdarmsyndrom hin.

Sowohl die klinische Symptomatik als auch funktionelle und histologische Befunde
sprechen fir pathogeneti sche Gemeinsamkeiten zwischen Reizdarmsyndrom und chro-
nisch entzindlichen Darmerkrankungen. In der Remission sind CED vom Reizdarm-
syndrom oft nicht zu unterscheiden, da Beschwerden bestehen bleiben, ohne dass ent-
sprechende morphol ogische Befunde erhoben werden kdnnen. Andererseits finden sich
bei einem hohen Prozentsatz der Patienten mit Reizdarmsyndrom histologisch Entzin-
dungszeichen, dhnlich wie bei CED. Der intestinalen Flora wird zunehmend eine
wesentliche Rolle in der Pathogenese der CED zugeschrieben. Einerseits gehen intesti-
nale Infektionen als Ausldser der CED haufig voraus, andererseits wurde Adhérenz bzw.
Invasion von Bakterien in die Mukosa bei CED nachgewiesen. Es liegt nahe, dhnliche
Mechanismen in der Pathogenese des Reizdarmsyndroms zu diskutieren, wenn auch
hier noch definitive Befunde daf r fehlen.

Aus oben erwédhnten Zusammenhangen ergab sich auch der Therapieansatz des
Reizdarmsyndroms durch Beeinflussung der Darmflora. Es wurden sowohl Antibiotika
als auch Probiotika verwendet. Allerdings liegen bisher nur wenige unkontrollierte Stu-
dien mit widerspruchlichen Ergebnissen vor.
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Einleitung

Das Reizdarmsyndrom wird mit seinen drei Leitsymptomen Diarrhoe, Obstipation und
M eteorismus nach den Rom-11-Kriterien definiert (1). Die Atiologie der Erkrankung ist
in den meisten Fallen unbekannt. Oft besteht eine Koinzidenz mit psychischen Problemen.
Daneben gibt es offenbar andere Faktoren, die diese Erkrankung verursachen oder
beeinflussen. In den letzten Jahren wurde die Rolle der Darmflora bzw. der Einfluss
bakterieller Infekte als moglicher pathogenetischer Mechanismus untersucht.

Abdominelle Beschwerden oder Schmerzen bestehen iber mindestens 12 Wochen
wahrend der letzten 12 Monate. Sie missen nicht kontinuierlich auftreten, aber
zwei oder drei der folgenden Merkmale aufweisen:

» Besserung durch die Defékation
* Veranderung der Stuhlfrequenz
* Veranderung der Stuhlkonsistenz

ROM-II-Kriterien zur Diagnose des Reizdarmsyndroms (1)

Das enterische Nervensystem besteht aus ca. 108 Neuronen mit einer Vielzahl von
Neurotransmittern. Beim Meerschweinchen wurden im Plexus myentericus mindestens
14 funktionell verschiedene Klassen von Neuronen gefunden (2). Die Aktivitat und
Koordination des enterischen Nervensystems wirkt sich entscheidend auf die Darm-
motilitét aus. Postinflammatorische motorische Stérungen dieses komplexen Systems
kénnen Symptome verursachen, wie sie bei den chronisch funktionellen Darm-
erkrankungen vorkommen (3, 4).

Interaktion von Bakterien und Darmepithel in vitro

Auf welche Weise Bakterien inflammatorische Reaktionen ausldsen, die auch zur
Auspragung eines Reizdarmsyndroms fuhren kénnten, wurde in verschiedenen in-
vitro-Modellen untersucht. Dazu diente z.B. eine Kokultur von CaCO2-Zellen und
Leukozyten, wobei die humanen Zellen durch eine Membran voneinander getrennt
waren (, Transwell-System*) (5). Die CaCO2-Zellen wurden 16 Stunden folgenden
Keimen in einer Dosis von je 107 CFU (colony forming units) ausgesetzt:

e Escherichia coli
* Lactobacillus johnsonii
¢ Lactobacillus sakei.

Die Zugabe von E. coli und L. sakei fUhrte zu einer vermehrten Expression der pro-
entziindlichen Zytokine TNF-a und Interleukin 1f, die bei L. johnsonii und in der
Kontrolle (Kulturmedium) ausblieb. Bei Abwesenheit der Leukozyten hat eine bak-
terielle Stimulation nicht diesen Effekt auf das Darmepithel.
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Bakterien sind auch in der Lage, die Proliferation von Lymphozyten zu stimulieren.
Dies wurde experimentell mittels Thymidineinbau in Lymphozyten als Proliferations-
parameter nachgewiesen (6). Verantwortlich fur die Proliferation der Lymphozyten
scheint die Sekretion proentztindlicher Zytokine durch die Darmepithelzellen nach
Zugabe von Bakterien zu sein.

Bakterien oder deren Bestandteile konnen die intestinale Barriere zerstoren. Experi-
mentell lasst sich dieser Nachweis z.B. an Kolonepithel fiihren, wenn es nach Zugabe
von LPS zu einer ausgepragten Zunahme des el ektrischen Stroms kommt. Auch LPS-
stimulierte Monozyten allein kdnnen eine solche Barrierestdrung ausldsen. Ein Teil
dieser Reaktionen wird von TNF-a vermittelt, wie die Blockade durch TNF-a-Anti-
korper zeigt.

Die Sekretion von TNF-o. im Magen-Darm-Trakt oder anderen Geweben erfolgt Uber
eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB. Pathogene Bakterien fordern die
Freisetzung von NFkB und induzieren dadurch die Expression proentzindlicher
Zytokine. Einige apathogene Bakterien hemmen dagegen die Abkoppelung des 1kB
von NFkB und unterdriicken auf diese Weise die Aktivierung des NFkB (7, 8).

Tierexperimentelle Befunde

Um die Bedeutung dieser Faktoren néher zu untersuchen, wurde an neugeborenen Ratten
versucht, die Ausldsung eines Reizdarmsyndroms experimentell nachzuvollziehen.
Die Tiere wurden entweder konventionell aufgezogen oder es wurde eine intestinale
Barrierestorung ausgel 6st. Im Erwachsenenalter war die neuronale Aktivitét im Kolon
bei den Ratten erhoht, bei denen die Barriere postnatal geschwécht wurde. Diese er-
hohte Aktivitdt ging mit einer chronischen viszeralen Hypersensitivitét einher, die in der
unbehandelten Kontrollgruppe fehlte (9). Bel solchen vorbehandelten Ratten konnte in
einem anderen Versuch aufRerdem ein Einfluss von Stress auf Entziindungsparameter
und die Funktion des enteralen Nervensystems nachgewiesen werden (10).

Nachweis intraepithelialer Bakterien im menschlichen Darm

Mit speziellen Nachweismethoden lassen sich auch bei Menschen verschiedene
Bakterien im Darmepithel bzw. im Mukus nachweisen Bei Gesunden finden sich
intraepithelial keine Bakterien, hingegen immer bei Patienten mit infektits bedingter
Diarrhoe. In eigenen Untersuchungen gelang der Nachweis intramukosaler Bakterien
bei Patienten mit Reizdarmsyndrom. Dies war bei etwa 15% der Patienten moglich,
wenn der Schmerz als Symptom im Vordergrund stand, bei vorherrschender Diarrhoe
bei 60% der Patienten und bei Obstipation bei fast allen. Uberwiegend wurden hierbei
anaerobe Keime gefunden. Diese Zahlen weisen ebenfalls auf einen Zusammenhang
zwischen abgel aufenen intestinalen Infektionen, bakterieller Besiedlung und der Ent-
wicklung eines Reizdarmsyndroms hin.
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Epidemiologische Befunde

Auler in verschiedenen Kasuistiken wurde das postinfektidse Auftreten eines Reiz-
darmsyndroms in mehreren Studien untersucht. Die Ergebnisse werden im Folgenden
dargestellt.

Nach dem Auftreten einer Nahrungsmittelvergiftung durch Salmonella enteritidis in
38 Féllen wurden alle Patienten ein Jahr spater nachuntersucht (11). 12 Patienten
zeigten dabel Symptome eines Reizdarmsyndroms. Ein hoheres Erkrankungsrisiko
hatten in dieser Untersuchung zum einen Frauen, zum anderen Patienten, die wahrend
der akuten Phase erbrochen hatten oder bei denen es zu einer schweren Diarrhoe
bzw. zu einem Gewichtsverlust gekommen war (Tab. 1).

Auskurierte Patienten mit

Patienten Reizdarmsyndrom  p-Wert
Anzahl 26 12
Geschlecht: d‘:Q 1:1,4 1:5
mittleres Alter (Jahren) 26 40
Erbrechen wahrend akuter Phase 9 (35%) 10 (83%) <0,02
Diarrhoe > o6fter als 20 mal pro Tag 8 (31%) 7 (58%) ns
schwere Diarrhoe > 7 Tage 7 (27%) 9 (75%) <0,02
Gewichtsverlust 9 (35%) 11 (92%) <0,01

Tab. 1: Studiendaten nach (11); ns — nicht signifikant.

Die zugrunde liegenden pathophysi ol ogischen Mechanismen, wie es zur Ausbildung eines
Reizdarmsyndroms nach einer solchen gastrointestinalen Infektion kommen kann, miissen
noch naher untersucht werden. Folgende Modellvorstellungen wurden diskutiert (11):

* Infektbedingte gesteigerte Permeabilitét des Darmepithels, Entwicklung
einer Nahrungsmittelunvertraglichkeit

» Erhohte Freisetzung von Neuropeptiden, verstérkte Transmission
sensorischer Impulse, , Hyperalgesie* und ,, Wind-up” -Phé&nomen,
Kontraktion der glatten Muskulatur (Geféal3e, Darm)

In einer retrospektiven Untersuchung wurde per Post ein Fragebogen an 544 Personen
verschickt, die sechs Monate zuvor nachweislich an einer bakteriellen Gastroenteritis
erkrankt waren. Laut Auswertung der 386 Ricklaufer litten 7% der Betroffenen nach
dieser Zeit an einem Reizdarmsyndrom (12). Patienten mit Erbrechen im akuten Stadium
hatten dafUr ein geringeres Risiko (relatives Risiko: 0,5). Eine Kontrollgruppe existierte
nicht. Die Fahigkeit zur Erinnerung an gastrointestinale Beschwerden, die 6-12 Monate
zuvor bestanden, wurde nach der Publikation kontrovers diskutiert.

Eine weitere retrospektive Studie erfasste die Symptome bei 75 Patienten nach einer
akuten Gastroenteritis. 22 Patienten hatten charakteristische Beschwerden eines
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Reizdarmsyndroms, die bei 20 von ihnen bis zum vollendeten 6. Monat anhielten (13).
Bestétigt wurden diese Befunde vom gleichen Autor in einer zweiten, prospektiven
Untersuchung bei 94 Patienten, die ebenfalls an einer Gastroenteritis litten (14). Bei 51
Patienten lag eine positive Stuhlprobe fir Bakterien der Spezies Salmonella, Campylo-
bacter oder Shigella vor. 3 Monate nach der Entlassung aus der stationéren Behandlung
wurde bei 22 Patienten (23 %) die Diagnose Reizdarmsyndrom gestellt (Gruppe IBS*).
12 der betroffenen Patienten (IBS*) konnten Uber insgesamt ein Jahr beobachtet werden,
9 von ihnen blieben in dieser Zeit symptomatisch.

Zur makro- und mikroskopischen Beurteilung der Entziindung wurde bei einem Teil der
Patienten eine Sigmoidoskopie mit rektaler Biopsie durchgefiihrt. Diese erfolgte
wahrend der akuten Erkrankungsphase sowie nach ca. 3 Monaten bei insgesamt
29 Patienten (IBS* n = 10, IBS n = 19). Die Ergebnisse wurden mit den Befunden
von 18 Gesunden verglichen (Tab. 2). Im akuten Zustand fanden sich makroskopische
Zeichen einer Kolitis bei insgesamt 10 Patienten, die bei keinem der Gesunden nach-
weisbar waren. Mikroskopisch wurden bei einem Teil der Erkrankten Kryptenabszesse,
Kryptitiden und polymorphkernige Leukozyten als akute Entziindungszei chen nachge-
wiesen. Diese waren haufiger in der IBS™-Gruppe als in der IBS -Gruppe zu finden.
Als Marker einer chronischen Entziindung wurde die Zahl mononuklearer Zellen pro
definiertem Blickfeld im Mikroskop bei standardisierter VergroRerung herangezogen.
Diese so bestimmte mittlere Zellzahl nahm in der IBS"-Gruppe wahrend der 3 Monate
zu und war im Vergleich mit Gesunden signifikant erhoht.

IBS* (n =10) IBS (n=19) Gesunde
(n=18)

mittleres Alter (Jahre) 39,2 46,8 30,1
weibliche Patienten 4 (40 %) # 7 (37 %) # 14 (78 %)
Antibiotika-Therapie 8 (80 %) 13 (62 %) -
positive Stuhlkulturen 6 (60 %) 10 (53 %) -
Akutes Stadium
makroskopische Kolitis 3 (30%) 7 (37 %) 0
Biopsien mit akuten 3 (30 %) 3 (16 %) 0

Entziindungszeichen
mittlere Zahl mononuklearer Zellen 98,4 (17 %) V 99,8 (35%) # 79,1 (16,9 %)

3 Monate postinfektios
makroskopische Kolitis 0 0 —

Biopsien mit akuten
Entziindungszeichen

mittlere Zahl mononuklearer Zellen  105,7 (23%) *V 83,2 (29 %)

2 (20 %) 2 (11%) -

Tab. 2: Studiendaten nach (14) * p<0,05im Vergleich zu IBS
# p<0,05 im Vergleich zu Gesunden
V p<0,01 im Vergleich zu Gesunden
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Neben diesen Parametern wurden eine Reihe demografischer und psychologischer
Faktoren untersucht, die ebenfalls einen Einfluss auf das heterologe Krankheitsbild des
Reizdarmsyndroms zu haben scheinen. Solche Einfliisse kdnnten dafir verantwortlich
sein, dass in der IBS*-Gruppe eine chronische Entziindung persistiert, diein der IBS-
Gruppe nicht beobachtet wurde. Es wird diskutiert, dass z. B. Stress entziindliche Reak-
tionen verstarken oder unterhalten kann (,, psycho-neuro-immunologische Achse®) (14).

In einer prospektiven Kohortenstudie wurden Informationen aus einer fur Forschungs-
zwecke eingerichteten Datenbank in Grof3britannien gewonnen, die die allgemeinérzt-
liche Behandlung erfasst. Von 318 Patienten mit einer Gastroenteritis entwickelten 14
(4,4%) im Verlauf eines Jahres ein Reizdarmsyndrom, aber nur 0,3 % der Kontroll-
gruppe (n=584308) (Tab. 3). Dieser Unterschied ist signifikant, auch wenn mit 4,4% nur
vergleichsweise wenig Patienten betroffen sind (15).

Kontrolle Zustand nach
(n=584 308) Gastroenteritis (n=318)
weibliche Patienten 48 % 49 %
Bakterien in der Stuhlprobe (akut)
Campylobacter - 172 (54 %)
Salmonella - 119 (37 %)
andere - 27 (9%)
Patienten mit Reizdarmsyndrom 2027 (0,3 %) 14 (4,4 %)
relatives Risiko 1,0 11,9

Tab. 3: Charakteristika der Befunde nach (15)

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass bakterielle gastrointestinal e Infektionen
mit der Entwicklung eines Reizdarmsyndroms assoziiert sind. Bestimmte Erreger bzw.
ihre Toxine sind mdglicherweise fir langer bestehende Symptome verantwortlich. Dies
wird z.B. fir eine durch Campylobacter spp. ausgel dste Enteritis vermutet (16).

Auch nach der Einnahme von Antibiotika treten gehauft Symptome eines Reizdarm-
syndroms auf (17). Hierbel muss in zuk(inftigen Studien die Frage geklart werden, ob
der primére Ausl6ser der antibiotisch behandelte Infekt war oder die therapiebedingte
Schéadigung der physiologischen Darmflora. Andererseits hatte eine Antibiose mit
Metronidazol auch zu einer Besserung gefuhrt (18).

Die Symptome einer bakteriellen Uberwucherung des Dinndarms &hneln denen des
Reizdarmsyndroms. In einer kurzlich publizierten Studie wurde die Assoziation dieser
zwei Krankheitshilder naher untersucht. Darin erflllten 202 Personen die Rom-I-
Kriterien, 157 (78%) hatten einen positiven Atemtest und wurden daraufhin ber
10 Tage antibiotisch therapiert (19). Durch einen Kontroll-Atemtest bei 47 Patienten
wurde anschlieRend bei 25 Patienten eine komplette Eradikation festgestellt, von
denen 48 % keine Symptome eines Reizdarmsyndroms mehr zeigten.
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Schlussfolgerungen

Gastrointestinale Infekte kdnnen mit dem spateren Auftreten eines Reizdarmsyndroms
assoziiert sein. In epidemiol ogischen Untersuchungen war diesin 7%—31% der Fall.
Der Einfluss solcher Infekte auf den Darm ist in mehreren Ebenen méglich. Zur
Erkldrung wurden verschiedene pathogenetische Modellvorstellungen entwickelt.
Dazu gehoren eine Induktion proentzindlicher Zytokine und die Auslésung einer
Barrierestorung. Diese Verénderungen kénnen zu einer langanhaltenden verénderten
Reaktivitéat des Darmes fihren.

Es bestehen offenbar verschiedene Risikofaktoren, die zur Auspragung eines Reizdarm-
syndroms pradestinieren. Dazu gehoren nach jetziger Kenntnis die Dauer der Infektion,
aber auch die Zugehorigkeit zum weiblichen Geschlecht. Die Bedeutung des Symptoms
» Erbrechen” wird kontrovers diskutiert, ein spezifisches Pathogen konnte bislang nicht
identifiziert werden.

Inwieweit diese hier gezeigten Zusammenhénge auch Konsequenzen fir eine erfolg-
reiche therapeutische Intervention haben und worin die optimale Therapie besteht,
muss in der Zukunft untersucht werden. Forschungsergebnisse auf dem Gebiet der
Darmflora werden dabei von grof3em Nutzen sein.

Prof.Dr. med. H. Lochs

Universitatsklinikum Charité

Medizinische Fakultat der Humboldt-Universitat zu Berlin
Medizinische Klinik und Poliklinik mit Schwer punkt
Gastroenterologie, Hepatologie und Endokrinologie
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10117 Berlin
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Pathophysiologie und Therapie
funktioneller Stérungen

des unteren Intestinaltraktes

S. Muller-Lissner

a8

Prof.Dr. S. Mller-Lissner
Abstract

Das Reizdarmsyndrom (irritables Colon, IBS) wird nach den ROM-Kriterien definiert. Es
besteht oft eine verdnderte Darmmotilitét und/oder eine hdhere Sensibilitét des Darms auf
Dehnungsreize. Die Ursachen liegen teilsim Darm, teilsim ZNS. Ballaststoffe fiihren neben der
oft erwiinschten Erhdhung des Stuhlvolumens zur Gasbildung und damit evtl. als unangenehm
empfundenen Dehnung des Colons. Die bekannteste Nahrungsmittelunvertréglichkeit, die zum
Reizdarm mit Diarrhoe fihren kann, ist die Laktoseintoleranz.

Klagt der Patient in erster Linie tber zu wenig, zu viel, zu seltenen oder zu haufigen Stuhlgang,
so kann bereits die Aufklérung Uber die physiologische Breite helfen. Bei Karzinophobie kann
eine Koloskopie mit Normalbefund erfolgreich sein. Medikamenttse Behandlungsversuche
richten sich nach dem Leitsymptom. Bei vorherrschender Obstipation gibt man Ballaststoffe
(keine Weizenkleie). Die von Reizdarm-Patienten beklagte Diarrhoe ist haufig keine echte
Diarrhoe, sondern eine al's zu hoch empfundene Stuhlfrequenz oder zu dringlicher Stuhlgang.
Bei echter Diarrhoe kdnnen Loperamid oder Cholestyramin versucht werden.

Die chronische Obstipation wird definiert als Vorliegen von mindestens zwei der folgenden
Kriterien: Stuhlfrequenz < 3/Woche und/oder bei >25% der Gelegenheiten Pressen, harter Stuhl,
unvollsténdige Entleerung, Blockadegefihl oder digital-manuelle Entleerung. Als Ursachen
kommen eine ballaststoffarme Erndhrung (die meisten Obstipierten nehmen aber nicht weniger
Ballaststoffe zu sich), Grunderkrankungen (Diabetiker mit autonomer Neuropathie, M. Parkinson),
Medikamente (z. B. Opiate) und Funktionsstérungen des Anorektums in Frage. Die chronische
Obstipation ist nur dann abkl&rungs- und/oder behandlungsbeduirftig, wenn ein Leidensdruck besteht.

Das wichtigste ist die Aufklérung dariiber, dass durch seltenen Stuhlgang keine Nachteile fur
die Gesundheit zu erwarten sind. Bewéhrt haben sich Vollkornprodukte, Backpflaumen, Weizen-
kleie oder Plantago ovata-Samenschalen.

Ein historisch dlterer, beziiglich seines Wirksamkeitsnachwei ses aber neuer Therapieansatz ist
die Modifikation der Kolonflora. Die orale Gabe des E. coli-Stammes Nissle 1917 ist der Gabe
von Lactulose und dhnlichen Substanzen in der Wirksamkeit gleichwertig und in der Vertrag-
lichkeit Uberlegen. Unklar bleibt, ob primér sekretorische oder motorische Effekte erzielt
werden. Als chemische Mediatoren denkbar sind Stoffwechselprodukte der Bakterien oder
bakteriell erzeugte Spaltprodukte von Ballaststoffen.

Oft wird eine Selbstmedikation mit einer Vielfalt von Laxantien betrieben, haufig zu Unrecht.
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Einleitung

Unter den funktionellen Stérungen des unteren Intestinaltraktes nehmen die chroni-
sche Obstipation und das Reizdarmsyndrom eine besondere Stellung ein.

Das Reizdarmsyndrom kann derzeit nicht pathophysiologisch definiert werden. Viel-
mehr wurde mit der sogenannten Rom-11-Klassifikation eine symptomatische Einteilung
vorgenommen, die sowohl fir die Beurteilung des Therapieerfolges als auch fur Studien-
zwecke Verwendung findet und hilft, mit der Symptomenvielfalt umzugehen (1).

Definition Reizdar msyndrom: Rom-11-Kriterien

Ein Reizdarmsyndrom ist gekennzeichnet durch abdominale Beschwerden oder
Schmerzen, die wenigstens 12 Wochen in den letzten 12 Monaten vorlagen und min-
destens zwei der drei folgenden Eigenschaften aufweisen:

Besserung nach der Defékation und/oder

Anderung der Stuhlfrequenz und/oder

Anderung der Stuhlkonsistenz.

Die Leitsymptome des Reizdarmsyndroms sind die Diarrhoe, der Meteorismus mit
krampfartigen Schmerzen und die Obstipation (1, 2).

Motilitatsstorungen

Storungen der Darmmotilitét sind typisch fir Patienten mit Reizdarmsyndrom (3-5).
Friher wurde diese Erkrankung primér als Motilitétsstérung betrachtet. Aus topographi-
schen Griinden erfolgt die Messung der Motilitat meist im Sigma. Die Inhomogenitét
des Krankheitshildes spiegelt sich auch in den Untersuchungsbefunden. Die Motilitat
ist bei einigen Patienten gesteigert, bei anderen vermindert oder unverandert. Hinzu
kommen methodische Probleme bei der Messung und Interpretation des Motilitéats-
index. Dieser wird als Flache unter der Kontraktionskurve bestimmt und erlaubt keine
Trennung zwischen stationdren oder nach aboral bzw. retrograd verlaufenden Kon-
traktionen. Folglich kann ein so ermittelter Motilitétsindex bei ganz unterschiedlichen
Bewegungsablaufen des Darminhaltes fal schlicherweise den gleichen Wert ergeben.

Mittels DUnndarmmanometrie wurden bei Patienten mit einem Reizdarmsyndrom
z.B. clusterférmige Kontraktionen im Abstand von ca. einer Minute aufgezeichnet.
Bei langerer Bestandsdauer kann dies ein Hinweis auf eine intestinale Obstruktion sein.
Bei anderen Reizdarmpatienten finden sich ausgepragte Kontraktionen des Kolons
mit Massenbewegungen des Darminhaltes, die ebenfalls Beschwerden ausl 6sen.

Nahrungsmittelunvertréglichkeiten

Viele Reizdarmpatienten beklagen Nahrungsmittelunvertréglichkeiten. Diese Assozia-
tion wurde nur in wenigen Studien systematisch untersucht (6-9). Nanda et al. behan-
delten z.B. 200 Patienten mit einer Basisdiéat (Reis) Uber 3 Wochen (7). Bei 48% der
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Patienten (n = 91 von 189) besserten sich allein durch diese Diét die Symptome.
Wahrend des sich anschlieRenden schrittweisen Ubergangs auf ,normale* Mischkost
konnten 72 Patienten ein oder mehrere Nahrungsmittel als Ausldser ihrer Beschwer-
den identifizieren, als erneut die vorbestehenden Symptome auftraten. Im Vordergrund
standen dabei Milchprodukte, verschiedene Getreidesorten und Zwiebeln.

Die Abgrenzung zur Laktose-Intoleranz ist von praktischer Bedeutung, auch wenn
nicht alle Laktose-Malabsorber die klassischen Symptome eines Reizdarmsyndroms
entwickeln (9).

Viszerale Sensibilitat

Offenbar spiiren Patienten mit Reizdarmsyndrom den Fillungszustand des Darmes
stérker als Probanden, d.h. die viszerale Sensibilitét ist erhoht (4, 10-12). Dies wurde
experimentell mehrfach nachgewiesen, z.B. durch die schrittweise Dilatation des
Rektums mittels eines intrarektal applizierten Ballons. Patienten mit Reizdarm-
syndrom geben im Gegensatz zu gesunden Probanden schon bei einem niedrigen
Flllungsvolumen (etwa ab 150 ml) Schmerzen an (10). Die somatische Sensibilitét ist
unverandert.

Eine wiederholte Dehnung des Sigmas kann einen Einfluss auf die Reiz- bzw. Schmerz-
schwelle haben. Nach einer solchen Dehnungsbehandlung war diese Schwelle nur
bei Patienten mit Reizdarmsyndrom erniedrigt, nicht bei Gesunden.

Aus Tierexperimenten ist bekannt, dass sich die Wahrnehmung von Reizen im Lauf
der Zeit @ndern kann. Mit dem Begriff ,Wind-Up* wird das Phdnomen einer kurz
andauernden spinalen Verstarkung wiederholter peripherer Reize beschrieben. Setzt
sich diese Reizwiederholung Uber einen langeren Zeitraum fort, wird die Empfind-
lichkeit auf Dauer erhéht. Dieser Prozess wird ,, Sensitization genannt und kommt bei
vielen chronischen Erkrankungen vor. Der Ausdruck , Gating“ beschreibt Mdglich-
keiten des zentralen Nervensystems, Reize aus der Peripherie zu beeinflussen
(, Schmerzerwartung” versus ,, Schmerzablehnung*).

Auch die Gallensauren beeinflussen die viszerale Sensibilitdt. Der experimentelle
Nachweis gelang durch rektale Applikation von 500 ml Deoxycholséure (1 mmol/I)
bzw. physiologischer Kochsalzldsung und anschlief3ender rektaler Ballondilatation
bei gesunden Probanden. Die Vorbehandlung mit der Gallensdure fihrte dabei zu
einem schon bei kleineren Fullmengen ausldsbaren rekto-anal en-1nhibitionsreflex
(RAIR) sowie einem erhohten Stuhldrang als Zeichen der gesteigerten viszeralen
Sensibilitét (12). Die pathogenetische Bedeutung dieses Befundes bei funktionellen
Darmerkrankungen muss weiter untersucht werden. Bislang kdnnen damit einige der
Beschwerden beim idiopathischen Gallenséaureverlustsyndrom erklért werden. Kon-
trollierte Studien zum Einsatz von Gallensalzbindern bei Patienten mit Reizdarm-
syndrom fehlen bislang.
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Krankheitsverhalten

Ein verandertes Krankheitsverhalten ist fir Patienten mit Reizdarmsyndrom typisch.
Es besteht einerseits eine Somatisierung von Problemen und andererseits erfolgen
schon bei relativ geringen Beschwerden haufige Arztbesuche. Ein solches Verhalten
kann durch die Erziehung mit verursacht sein, wenn die Eltern dem Kind bei banalen
Storungen des Wohlbefindens grof3e Aufmerksamkeit schenken. Es tritt auch ofter
bei Patienten auf, deren Eltern selbst héufig uber somatische Beschwerden klagen, oft
zum Arzt gehen, durch ,Kranksein“ versuchen, Konflikte zu vermeiden bzw. zu |6sen
oder nicht zu arbeiten. Bei manchen Patienten spielt der sekundare Krankheitsgewinn
(vermehrte Zuwendung, Arbeitsunfahigkeit, Krankenhaustagegeld) eine nicht zu unter-
schétzende Rolle.

Der Verlauf der Erkrankung kann durch verschiedene Stressoren beeinflusst werden,
z.B. eine schwere Zweiterkrankung, Scheidung, Partnerschaftskonflikte, Arbeitsplatz-
verlust, Konkurs, Wohnprobleme etc.

Gastrointestinale | nfektionen

Die Assoziation zwischen gastrointestinalen Infekten und der Manifestation eines
Reizdarmsyndroms ist eine oft beobachtete klinische Erfahrung, die in mehreren
klinischen Studien bestatigt wurde (13, 14). So zeigen Patienten, die an einer infektios
ausgel 6sten Diarrhoe litten, nach 6 Monaten in 25% und nach 12 Monaten in 10% der
Falle Symptome eines Reizdarmsyndroms (14).

Beispiele von Befunden bei Patienten mit Reizdarmsyndrom

Anderungen der Rezeptorschwelle, hervorgerufen
maoglicherweise durch Infektionen, Nahrungsmittelallergien,
Gallensauren, kurzkettige Karbonsauren, Reflexe (?)

Anderungen spinaler Afferenzen
(durch Schmerzerwartung und -gedéachtnis)

abnorme ZNS-Funktion
(z.B. Projektion einer Rektumdehnung in andere Hirnregion,
Aversion gegenuber viszeralen Reizen, Hypervigilanz)

verschiedene Pilze, u. a. Candida-Arten

psychische Auffalligkeiten
(Angst, erlerntes Krankheitsverhalten, Depression)

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass das Reizdarmsyndrom ein Produkt
biologischer, psychologischer und sozialer Subsysteme ist, die auf mehreren Ebenen
interagieren und die Manifestation der Erkrankung bedingen (1, 2, 15-18).
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Therapie des Reizdar msyndroms

Oberste Prioritét fir eine erfolgreiche Behandlung ist eine gute und stabile Arzt-
Patienten-Beziehung (1, 2, 16, 17, 19). Der Patient muss sich ernst genommen fiihlen
und hat Anspruch auf eine ausfihrliche Aufklarung Uber das Krankheitsbild. Dabei
muf3 klar zwischen einer organischen und einer funktionellen Stérung unterschieden
werden. Diesist auch wichtig, um einem haufigen Arztwechsel sowie zu vielen tech-
nischen Untersuchungen, insbesondere K oloskopien, vorzubeugen.

Fur die Praxis eignet sich das Vorgehen nach Tab. 1. Die symptomgesteuerte pharma-
kologische Behandlung orientiert sich am vorherrschenden Leitsymptom (1, 2, 16).

Was ist das Problem meines Patienten?

Aufklarung

Allgemeine MalRnahmen sinnvoll?

Diatempfehlungen hilfreich?

Medikamenttdse Therapie erforderlich?

Psychotherapie nutzlich?

Tab. 1: Behandlungsmaoglichkeiten bei Patienten
mit Reizdarmsyndrom

Chronische Obstipation

Die chronische Obstipation weist Uberschneidungen mit dem Reizdarmsyndrom auf
und umfasst eine Gruppe funktioneller Darmerkrankungen ohne einheitliche Patho-
physiologie. Die Beschwerden auf3ern sich in einer dauerhaft schwierigen, seltenen
oder inkompletten Defékation. Von einer chronischen Obstipation ist auszugehen,
wenn Uber 6 Monate nur 2 oder weniger Darmentleerungen pro Woche mdglich sind.

Atiologie und Pathophysiologie

Atiologische Bedeutung haben z.B. eine ballaststoffarme Erndhrung, endokrine
Erkrankungen, autonome Neuropathien, organische Darmerkrankungen und/oder
Medikamente. Bei Patienten mit chronischer Obstipation finden sich auch charakte-
ristische Veranderungen der Darmflora. Typisch sind eine verringerte Gesamtkeimzahl
sowie eine Abnahme von Bifido- und E.-coli-Bakterien bzw. eine Zunahme von
Bacteroides spp. (20).

Endokrine Erkrankungen finden sich als Ursache der chronischen Obstipation eher
selten. Viel haufiger ist die Graviditét der Ausldser, vor allem in der zweiten Zyklus-
hélfte.

Bei vielen Medikamenten wird als mdégliche Nebenwirkung eine Obstipation
angegeben, von wirklicher praktischer Bedeutung ist diese aber nur bei einigen
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wenigen (Tab. 2). Nicht immer ist es moglich, das verursachende M edikament abzu-
setzen.

Opiate

Aluminium- und kalziumhaltige Antazida

Anticholinergika

Tri- und tetrazyklische Antidepressiva

Antihypertensiva

Dopaminergika

Tab. 2: Medikamente, die eine Obstipation auslésen kdnnen

Patienten mit chronischer Obstipation haben typischerweise verminderte Massenbe-
wegungen des im Kolon befindlichen Darminhaltes. Diese Bewegungen werden bei
Gesunden verstérkt nach den Mahlzeiten, besonders nach dem Frihstick, beobachtet.

Bel Versagen der Basistherapie versucht man, mit funktionellen Tests die Stérung néher
zu beschreiben. Dazu werden die Transitzeit und die Defékation untersucht. Fur eine
Transitstorung sind eine niedrige Stuhlfrequenz und das Vdllegefiihl sensitive, aber
wenig spezifische Parameter. Ahnlich verhalt es sich mit dem Gefuihl der inkompletten
Entleerung bei Defékationsstérungen. Richtungsweisend ist hier die Angabe eines
Obstruktionsgefihls im anorektalen Bereich oder die Tatsache, dass der Stuhl manuell
ausgeraumt werden muss. Manche dieser Defé&kationsstorungen sind nur chirurgisch
korrigierbar. Typisch fir Patienten mit chronischer Obstipation sind verlangerte
Transitzeiten und niedrige Stuhlgewichte.

Therapeutische Optionen

Patienten, die an einer chronischen Obstipation leiden, haben eine lange Krankenge-
schichte hinter sich mit meist vielen Konsultationen. Das Ziel der Behandlung sollte
sein, die Beschwerden zu lindern. Eine komplette Heilung ist bei Vorliegen bestimmter
Grunderkrankungen oder einer die Obstipation verursachenden Medikation meist
nicht moglich.

Zunéachst stehen das Empfinden und Verhalten des Patienten im Vordergrund. Hier ist
die Aufklérung des Patienten Uber die inividuell ausgesprochen verschiedene Stuhl-
frequenz wichtig, aber auch ein sog. , Toilettentraining” kann erfolgreich sein. Dazu
wird morgens postprandial ein regelmafiiger Defé&kationsversuch unternommen und so
der gastrokolische Reflex ausgenutzt. Die Funktion des Kolons und Anorektums wird
durch die Erndhrung, Medikamente und chirurgische Maf3nahmen positiv beeinflusst.
In der Praxis hat sich bei Patienten mit chronischer Obstipation eine probatorische
Monotherapie mit Ballaststoffen Uber 2—4 Wochen bewéhrt. Dazu eignen sich
20-30 g/d Weizenkleie oder Plantaga ovata (indische Flohsamenschalen). Mit dieser
Behandlung wird bei den meisten Patienten eine Besserung oder eine Beschwerde-
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freiheit erreicht, bei denen sich mittels funktioneller Tests kein objektiver Befund
erheben liel?. Bei schweren Transit- oder Defékationsstdrungen ist eine medikamen-
tdse oder chirurgische Therapie erforderlich.

Neben den Quell- und Ballaststoffen stehen eine Vielzahl weiterer Laxanzien zur
Verfugung. Wegen ihrer geringen Nebenwirkungen sind sie zur Behandlung der chro-
nischen Obstipation gut geeignet. Bewéhrt haben sich Macrogol oder auch Bisacody!-
haltige Préparate. L aktulose verursacht sehr haufig unangenehme Bléhungen. Versucht
wurde auch eine Therapie mit nichtresorbierbaren Antibiotika wie z.B. Vancomycin,
die den bakteriellen Ballaststoff-M etabolismus reduzieren. Die Folge ist ein hdherer
osmotischer Gradient durch vermehrt vorhandene Ballaststoffe und eine Normalisierung
des Stuhlgangs. Kasuistiken beschreiben auch den zum Erfolg fihrenden Austausch
der residenten Darmflora mittels rektaler Instillation einer Stuhlaufschwemmung des
Ehepartners. Fir den routinemailigen Einsatz sind solche Therapieformen aus ver-
stéandlichen Griinden ungeeignet.

Interessant ist der therapeutische Ansatz, eine Modulation der Kolonflora durch die
Zufuhr eines definierten Stammes wie E. coli Stamm Nissle 1917 (Mutaflor®) vorzu-
nehmen. Dazu liegen Daten aus 2 kontrollierten klinischen Studien vor (23, 24).

Therapeutische Wirksamkeit von M utaflor ®

Aus praklinischen Untersuchungen an Ratten ist bekannt, dass E. coli Stamm Nissle
1917 eine Wirkung auf die Motilitdt des Kolons hat (21). Fir den Menschen wurde
die Wirksamkeit von Mutaflor® in der Behandlung der chronischen Obstipation
sowohl gegeniiber Plazebo als auch Laktulose nachgewiesen.

In die Plazebo-kontrollierte Studie wurden 134 Patienten aufgenommen (23). Die
Dauer der Obstipation betrug 18,8 + 12,6 Jahre. Der Aufnahmeuntersuchung folgte
eine 7-tégige , Run-in“-Phase, in welcher alle Patienten einfach blind 1x 4 Kapseln
eines Plazebos erhielten, da bekannt ist, dass chronisch Obstipierte in hohem Malie
auf Plazebo reagieren (Abb. 1). Die 64 Patienten, bei denen sich die Obstipation

Run-in Therapie
Flazebo Flazebo E—
Bisaztod { 9gf. Cross-over Medikation
' Y wenn = 2 Stiihle / Woche
s e |
Ablauf der
Kapseln klinischen Priifung
x4 2 Lxa pro Tag zur Wirksamkeit von
Mutaflor® 100 mg
Arzt (4 Kps. taglich)
Tagebuch Patient versus Plazebo bei
T T T T T T T T T . Patienten mit
chronischer
i 0 4 8 Wochen Obstipation (23)
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durch das Plazebo besserte (mindestens zwei Stiihle pro Woche), wurden nicht in die
Therapiephase tbernommen. Die verbleibenden 70 Patienten wurden randomisiert
und erhielten wahrend der ersten zwei Tage 3x 2 Kapseln (Verum oder Plazebo),
anschlieffend 1x 4 Kapseln. Die Therapie erfolgte Gber 8 Wochen, wobei nach
4 Wochen ein Wechsel der Medikation bei den Patienten vorgenommen wurde, die
maximal 2 Stuhle pro Woche abgesetzt hatten. Mutaflor® erwies sich sowohl
nach 4- als auch nach 8-wdchiger Therapie dem Plazebo signifikant Uberlegen
(p<0,001) (Abb. 2). Auch die Patienten, die zunachst das Plazebo erhalten hatten,
wiesen am Ende des Beobachtungszeitraums mit einer wochentlichen Stuhlfrequenz
von 5,2 + 1,3 eine deutliche Besserung auf.

T
Stuhlfrequenz / Woche P <0,0001

9 <0,0001 A
g AL Maximum P B
7 V' Minimum .
6 — =3 Plazebo A

5 — EE Mutaflor®

4

3 | c‘\

2 \/ Abb. 2:

19Nl 8 30 Wirksamkeit von

0 ] Mutaflor® versus Plazebo

0 4 8 Wochen bei Patienten mit
chronischer Obstipation (23)

In einer zweiten Studie wurde bei 108 Patienten mit chronischer Obstipation die
Wirksamkeit von 3x 1 Kapsel Mutaflor® 100 mg bzw. 2x 15 ml Laktulose-Sirup
verglichen (24). Die durchschnittliche Obstipationsdauer (20,9 bzw. 19,9 Jahre) bzw.
die anderen Parameter (Geschlecht, Alter, Medikamente) waren in beiden Studien-
populationen durch die Randomisierung vergleichbar. Einer zweiwdchigen Umstel -
lungsphase, in der mit der Prifmedikation begonnen wurde und die zuvor verwendeten
Laxanzien abgesetzt bzw. nur noch bei dringendem Bedarf eingenommen werden
durften, folgte eine 12-woéchige Behandlung (Abb. 3). Von den 52 Patienten aus der
Laktulose-Gruppe schieden 6 aus, bei den 56 Patienten aus der Mutaflor®-Gruppe
kam es zu 5 Abbrtichen.

Das Hauptzielkriterium, die wochentliche Stuhlfrequenz, stieg in der Laktulose-Gruppe
von der ersten zur letzten Untersuchung von 4,9 £ 2,8 auf 5,5 + 2. Ein signifikant
deutlicherer Anstieg der Stuhlfrequenz von 5,2 + 3 auf 6,3 £ 2,5 zeigte sich in der
Mutaflor®-Gruppe (p <0,026). Die Nebenzielkriterien Konsistenz und Leichtigkeit
des Stuhlgangs beeinflusste Mutaflor® durchgehend glnstiger als Laktulose.
Die Nebenwirkungsrate betrug am Ende der Studie 25,9 % (Laktulose) bzw. 7,8 %
(Mutaflor®).
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Die beiden klinischen Studien haben den Nachweis erbracht, dass die Verabreichung
von E. coli Stamm Nissle 1917 ein effektives Therapiekonzept in der Behandlung
der chronischen Obstipation darstellt. Uber den Wirkmechanismus gibt es derzeit
keine abschlief3enden Vorstellungen. M églicherweise produzieren bestimmte Keime
der Darmflora Kontrakinetika, die entweder luminal oder entziindungsbedingt wirken
und von E. coli Stamm Nissle 1917 gehemmt werden. Oder es werden sekretorische
oder motorische Reize verstarkt. Stoffwechsel produkte der Bakterien wie z.B. ver-
schiedene Karbonsauren oder Produkte der bakteriellen Spaltung von Ballaststoffen
konnten dabei von Bedeutung sein.

Zusammenfassend |&sst sich festhalten, dass bei Patienten mit chronischer Obstipation
fur die Wahl der verordneten oder empfohlenen Medikamente neben der Wirksamkeit
auch auf die Nebenwirkungsrate zu achten ist. Die Gabe von Mutaflor® ist eine
nebenwirkungsfreie Therapieoption.

Prof.Dr.med. S. MUller-Lissner

Park-Klinik WeiRensee
Akademisches Lehrkrankenhaus
der Charité

Abteilung fir Innere Medizin
Schonstr. 80

13086 Berlin
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Diarrhoe bei erregerinduzierter
Kolitis— Ansatzpunkte einer
antagonistischen mikrobiellen
Therapie

K.J. Goerg

Priv.-Doz.Dr. K.J. Goerg
Abstract

Der bakterielle Antagonismus als therapeutisches Konzept erfahrt zurzeit durch die
Multiresistenzentwicklung bei vielen Bakterienspezies ein zunehmendes wissen-
schaftliches Interesse. Die Erkenntnisse einer solchen Therapie bei erregerinduzierten
Enterocolitiden sind spérlich und beruhen im Wesentlichen auf Fallstudien. In diesem
Vortrag mochten wir durch die Vorstellung eigener Félle erregerinduzierter Kolitiden die
Hypothese aufstellen, dass die Kombination von intestinaler Lavage mit nachfolgen-
der Therapie mit lebenden E. coli des Stammes Nissle 1917 eine wirksame therapeu-
tische Alternative zur spezifischen Antibiotikatherapie darstellt. Im Wesentlichen
waren die Kolitiden antibiotikaassoziiert mit erheblich entztindlichen endoskopischen
Veréanderungen, z.B. ulzerése Kolitiden und pseudomembrandse Kolitiden mit und
ohne Nachweis von Clostridium difficileund Toxin. Der antagonistischen bakteriellen
Therapie ging eine initiale Lavage voraus, die mit einer klinischen Besserung ver-
bunden war. Insbesondere bei den pseudomembrandsen Kolitiden konnte dies durch
eine deutliche Reduktion der Leukozyten demonstriert werden. Die Lavage hat einen
Spulungs- und Verdiunnungseffekt auf die Konzentration pathogener Keime und ihre
Stoffwechsel produkte. Die ausgeprégte antagonistische Effektivitdt der Therapie mit
E. coli Stamm Nissle 1917 konnten wir mdglicherweise dadurch steigern, dass wir
hohe Bakterien-Konzentrationen bereits wahrend der initialen Koloskopie direkt in
das Kolon applizierten. Nur bei einem Fall mit pseudomembrandser Kolitis haben wir
bei Wiederauftreten von hohem Fieber zusétzlich Vancomycin verabreicht, wobei
aber als Ursache fir das Fieber ein mit Staphylokokken infizierter venbser Zugang
durch Blutkulturen nachgewiesen werden konnte.

Die positiven Erfahrungen unserer Therapie mit E. coli Stamm Nissle 1917 diirfen aber
noch nicht al's Therapieempfehlung aufgefasst werden, da mit Kasuistiken lediglich
Hypothesen generiert werden kénnen. Wir haben daher eine plazebokontrollierte,
doppelblinde, randomisierte Studie mit einer Kombination von Vancomycin + E. coli
Stamm Nissle 1917 im Vergleich zu einer Standardtherapie mit Vancomycin bei der
pseudomembrandsen Kolitis geplant.
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Einleitung

Eine Antibiotikatherapie fuhrt regelhaft zu einer Schadigung der autochthonen Darm-
flora, die je nach Art und Dauer der Behandlung verschieden stark ausgepréagt ist.
Dadurch wird die physiologische Kolonisationsresistenz geschwécht und pathogene
Keime finden bessere Wachstumsbedingungen. Als Folge treten bei 20 - 30% der mit
Antibiotika behandelten Patienten Diarrhden auf, die meist harmlos sind und spontan
sistieren. In 2-5% der Falle kommt es allerdings zur Auspragung einer pseudo-
membrandsen Kolitis (PMC). Bei der antibiotika-assoziierten Kolitiswird Clostridium
difficile in ungefahr 20% der Falle nachgewiesen, bei der PMC in fast 100 %.
Bei gesunden Erwachsenen ist Clostridium difficile dagegen in weniger als 3% zu
finden.

Bei erwachsenen Patienten ist Clostridium difficile der haufigste nosokomiale Erreger
infektioser Diarrhden. Fur die USA werden jéhrlich 2 Millionen solcher Erkrankungs-
falle geschétzt. Altere Patienten sind ofter betroffen (1-3).

Die Patienten leiden unter teilweise massiven Diarrhden und klagen Uber kolikartige
Schmerzen und Bldhungen. Weitere typische Befunde sind Fieber, Leukozytose,
Hypalbumindmie durch den enteralen EiweilRverlust, Dehydratation und Gewichts-
abnahme. Ausléser dieser Symptome sind die Clostridium difficile-Toxine A und B,
die in den Enterozyten den Zerfall von Aktinfilamenten und damit die Zerstérung
des Zytoskeletts bewirken. Die Folge ist eine erhthte parazelluldare Permeabilitat
und Entzindung der Lamina propria. Die Diagnose, die Ausdehnung und der
Schweregrad der Erkrankung werden durch das typische Bild in der Koloskopie
gesichert (Abb. 1). Hierbei finden sich fleckige Erosionen und Pseudomembranen.

Es kann zu schweren Verlaufen der pseudomembrantsen Kolitis kommen (4, 5).
In manchen Studien wird eine Letalitét bis zu 30 % angegeben.

Standardtherapie der pseudomembrandésen Kolitis

Grundsétzlich sollen zundchst alle Antibiotika abgesetzt werden, die nicht der
Behandlung einer unmittelbar |ebensbedrohlichen Infektion dienen. Zusétzlich erfolgt
eine Flissigkeits- und Elektrolytsubstitution. Zur spezifischen antibiotischen Therapie
der pseudomembrandsen Kolitis werden Vancomycin (oral) und Metronidazol (i.v.)
eingesetzt (6, 7).

Das Hauptproblem der Therapie ist die hohe Rezidivquote von 20 - 30%. Dabei sind
die Rezidive nicht abhangig von der Dosis des Antibiotikums und treten sowohl bei
Vancomycin als auch bei Metronidazol auf. Risikofaktoren flr das Auftreten eines
Rezidivs einer pseudomembrantsen Kolitis sind die Schwere der Erkrankung und ein
hoheres L ebensalter. Auch eine prolongierte Vancomycin-Therapie mit ausschleichen-
der Dosierung konnte die Rezidivquote nicht senken. Besondere therapeutische
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Probleme bestehen bei Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion (8, 9). Diese
insgesamt unbefriedigenden Resultate der spezifischen Antibiotika-Therapie begrtin-
den die Suche nach weiteren therapeutischen Optionen.

Alternativen zur Standardtherapie der pseudomembrandsen Kolitis

Durch Clostridium difficile verursachte K olitiden und ihre Rezidive wurden sowohl mit
Bakterienmischungen (10, 11) als auch der Ingtillation von Stuhlaufschwemmungen durch
das Koloskop direkt in das Rektum erfolgreich behandelt (12-14). Tvede setzte dazu
10 verschiedene Stamme ein, darunter Spezies der Gattung Bacteroides, Clostridien,
E. coli und andere.

Auch mit einem apathogenen Clostridium difficile-Stamm wurde eine solche mikro-
bielle Therapie versucht (15).

Die Kombination einer Antibiotika-Therapie mit zusétzlicher Gabe von Saccha-
romyces boulardii war bei der Behandlung der Ersterkrankung nicht effektiver als
Plazebo, wohl aber bei der Therapie von Rezidiven (16, 17).

Seit Anfang des 20. Jahrhunderts wurden verschiedene infekti0se Darmerkrankungen
durch orale Applikation Ilebender Mikroorganismen therapiert. Dabei erwies sich der
bakterielle Antagonismus von E. coli Stamm Nissle 1917 als besonders effektiv (18).
Inletzter Zeit wird wieder vermehrt Uber den positiven Einfluss mikrobieller Arznei-
mittel in der Behandlung von durch Clostridium difficile verursachten Kolitiden
berichtet (19-22).

Eine weitere therapeutische Option stellt die orthograde Darmlavage dar, deren giin-
stige Effekte bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen seit langem bekannt sind.
So wurde eine Abnahme der Endotoxinkonzentration im Plasma auf weniger als 25%
des urspriinglichen Wertes gefunden und die Endotoxine waren wesentlich kirzer im
Plasma nachweisbar als bei Patienten ohne Lavage (23, 24).

Therapie der pseudomembranésen Kolitis mit E. coli Stamm Nissle 1917
(Mutaflor®)

Kasuistik 1

Der in unserer Klinik erstmalige therapeutische Einsatz von Mutaflor® bei der Indikation
pseudomembrandse Kolitis erfolgte bei einer 82-jéhrigen Patientin. Sie wurde wegen
einer akuten Linksherzdekompensation mit Lungenddem und Stauungspneumonie
antibiotisch mit Amoxicillin und Clavulansaure behandelt. Daraufhin entwickelte die
Patientin wassrige Diarrhten (mehr als 10 pro Tag) und klagte iber ausgeprégte
abdominelle Schmerzen und Bl&hungen. Der Zustand der Patientin verschlechterte
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sich deutlich und die Antibiotika-Therapie wurde abgesetzt. Endoskopisch und
histologisch zeigte sich das Bild einer ausgepragten pseudomembrandsen Kolitis
(Abb. 1 und 2).

Abb. 1:

Pseudomembrandse Kolitis.
Endoskopischer Befund mit
multiplen, gelblich-wei3en
Schleimhautauflagerungen,
die sich nicht abwischen oder
wegspllen lassen.

Abb. 2:

Histologie der Schleimhaut-
biopsie mit oberflachlichen
Erosionen, Fibrinbelagen und
Zelldetritus. 0

Dabei der Patientin im Rahmen des Volumenmangels ein funktionelles, prérenales
akutes Nierenversagen mit ansteigendem Kreatinin bestand, konnte keine Therapie
mit Vancomycin eingeleitet werden. Andererseits war eine deutliche Abnahme
der abdominellen Schmerzen und des Meteorismus sowie der |aborchemischen
Entzindungsparameter nach der ersten orthograden intestinalen Lavage als Vor-
bereitung zur Koloskopie aufgefallen. Diese erfolgte mit einer Macrogol
(= Polyethylenglykol)-haltigen gepufferten Elektrolytldsung (Klaen-Prep®, pH 7-8).
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Deshalb wurde eine zweite, diesmal therapeutische intestinale L avage durchgefuhrt
und mit der Gabe von E. coli Stamm Nissle 1917 (2x 100 mg Mutaflor® pro Tag)
kombiniert. Erste Behandlungserfolge stellten sich bereits nach 5 Tagen ein, alsdie
Patientin nur ein bis zwei teils breiige, teils geformte Stuhle absetzte. Schmerzen
oder Meteorismus bestanden nicht mehr. Innerhalb der folgenden Woche kam es
zu einer Normalisierung der Stuhlkonsistenz. Diese Besserung liefd sich auch
endoskopisch bestétigen. In einer Kontrollendoskopie 3 Wochen nach Beginn der
probiotischen Therapie mit Mutaflor® zeigte sich eine weitgehend abgeheilte
Schleimhaut (Abb. 3). Die Entlassung der Patientin erfolgte in der 4. Woche nach
Auftreten der Diarrhden. Der Behandlungserfolg hielt mindestens 4 Monate an, wie
sich aus einer Kontrolluntersuchung ergab.

Abb. 3:

Endoskopischer Befund einer
fast vollstandig abgeheilten
pseudomembranésen Kolitis mit
fleckiger R6tung und rarefizierter
GefalRzeichnung.

Therapieerfolg bel 6 weiteren Patienten

Aufbauend auf diesen Erfahrungen stellten wir die Hypothese auf, dass die
Therapie mit E. coli Stamm Nissle 1917 in Kombination mit einer intestinalen
Lavage eine wirksame Alternative zur Behandlung der erregerinduzierten Kolitis
darstellt.

Deshalb wurden 6 weitere Patienten mit pseudomembrandser Kolitis in ahnlicher
Weise behandelt. Dabei wurden die Therapiemodalitéten insofern verandert, als
dass zusétzlich zur oralen Applikation von E. coli Stamm Nissle 1917 schon
wahrend der Endoskopie Mutaflor® direkt in das Kolon instilliert wurde. Dazu
wurde der Inhalt von jeweils 5 Kapseln Mutaflor® 100 mg aufgel 6st und unmittel-
bar appliziert. Bei allen behandelten Patienten besserten sich sowohl die
abdominellen Schmerzen als auch die Diarrhoe bereits in den ersten Tagen. Den
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klinischen Verlauf und die Normalisierung der Entztindungsparameter geben die
Abbildungen 4 und 5 wieder. Alle Patienten wiesen eine ausgeprégte Besserung
des klinischen Befundes auf.
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Abb. 4: Leukozyten im Blut. Vor der Lavage deutlich erhdht, danach und unter Therapie mit
E. coli Stamm Nissle 1917 rasche Abnahme. -1: Tag vor der Endoskopie, 0: Tag der Endoskopie.
Der Leukozyten-Anstieg wahrend der Therapie bei einer Patientin war auf einen infizierten
zentralen Venenkatheter (Nachweis von Staphylokokken in der Blutkultur) zuriickzufiihren.
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Abb. 5: Téagliche Stuhlfrequenz. Rasche Abnahme der Stuhlfrequenz nach der Lavage und unter
Therapie mit E. coli Stamm Nissle 1917. -1: Tag vor der Endoskopie, 0: Tag der Endoskopie.
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Kasuistik 2

Bei der 74-jahrigen Patientin bestand eine ausgeprégte obstruktive L ungenerkrankung
mit rezidivierenden bakteriellen Infektionen. Zur Therapie einer Pneumonie hatte sie
Antibiotika erhalten und daraufhin Diarrhden entwickelt. Diese wurden zunéchst auf
einen Infekt zurickgefuhrt und wiederum antibiotisch behandelt, diesmal mit
Ciprofloxacin. Die ersten 2 Tage brachten eine temporére Besserung, gefolgt von
einer Befundverschlechterung mit einer deutlichen Zunahme der Stuhlfrequenz am
dritten Tag. Die Patientin erhielt daraufhin eine Lavage. Bei der anschliel3enden
K oloskopie wurden Pseudomembranen nachgewiesen und E. coli Stamm Nissle 1917
instilliert wie oben beschrieben. Das Ciprofloxacin sollte abgesetzt werden.

Nach anfénglicher Besserung nahm die Stuhlfrequenz erneut zu. Es stellte sich heraus,
dass das Ciprofloxacin irrtiimlicherweise weiterhin gegeben worden war. Die be-
gleitende Antibiose wurde auf Vancomycin umgestellt und die Patientin konnte bald
darauf geheilt entlassen werden.

2 Wochen spéter erfolgte wegen einer massiven Exacerbation der obstruktiven Lungen-
erkrankung wieder eine antibiotische Therapie (Cephalosporin), die zu einer ausge-
prégten Diarrhoe mit Fieber und Leukozytose fuhrte. Nach einem zweiten Therapie-
zyklus mit Lavage und nachfolgender Instillation von E. coli Stamm Nissle 1917 war
die Patientin beschwerdefrei (Abb. 6).

‘ Il 1. Episode 2. Episode
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Abb. 6: Kasuistik 2. Zwei Episoden einer pseudomembrandsen Kolitis. Tagliche Stuhlfrequenz.

a) Episode 1 mit irrtumlich andauernder Ciprofloxacin-Medikation, am 4. Tag umgestellt
auf Vancomycin und Fortfuhrung der Therapie mit E. coli Stamm Nissle 1917.

b) Episode 2 mit rascher Abnahme der Stuhlfrequenz nach der Lavage und unter Therapie
mit E. coli Stamm Nissle 1917.-1: Tag vor der Endoskopie, 0: Tag der Endoskopie.
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Es ist anzunehmen, dass nicht die Lavage allein den gunstigen Einfluss auf den
Krankheitsverlauf der pseudomembrandsen Kolitis auslost, sondern E. coli Stamm
Nissle 1917. Die Lavage schafft die Voraussetzungen, damit Mutaflor® wirken kann.
Werden diese vermehrungsfahigen physiologischen Darmkeime durch Antibiotika
wie beispielsweise Ciprofloxacin abgetétet, kommt es zum Wirksamkeitsverlust und
erneuter Diarrhoe, wie es bei dieser Patientin der Fall war. Eine Kombination von
Vancomycin (oder auch Metronidazol) mit der Mutaflor®-Therapie ist moglich, weil
E. coli gegen diese bei Infektionen durch Gram-positive Erreger eingesetzten Anti-
biotika resistent ist. In Tabelle 2 sind Antibiotika aufgefuhrt, bei denen der zeitgleiche
Einsatz von Mutaflor® nicht sinnvoll ist.

Amikacin Ceftriaxone Nitrofuratoin
Amoxicillin/ Cephalothin Norfloxacin
Clavulansaure Chloramphenicol Pipemidsaure
Ampicillin Ciprofloxacin Piperacillin
Azlocillin Doxycyclin Tetracyclin
Cefaclor Gentamicin Ticarcillin
Cefazolin Imipenem Tobramycin
Cefoperazon L atamoxef Trimethoprim/
Cefotaxim Mezlocillin Sulfamethoxazol

Tab. 2 Antibiotikaempfindlichkeit von Mutaflor® laut Herstellerangaben

Zusammenfassung

Die bisherigen Erfahrungen zeigen, dass die Therapie mit E. coli Stamm Nissle 1917
(Mutaflor®) in Kombination mit einer intestinalen Lavage bei der erregerinduzierten
Kolitis wirksam ist. Inwieweit diese therapeutische Alternative zur spezifischen
Antibiotikabehandlung empfohlen werden kann, muss in kontrollierten Studien und
groReren Patientenkollektiven Uberprift werden. Berlicksichtigt man sowohl den
kausalen Ansatz der Mutaflor®-Therapie als auch die zunehmende Multiresistenz-
entwicklung vieler Bakterienspezies, erscheint die Etablierung einer solchen Methode
logisch. Ein Vorteil ist auch die Nebenwirkungsarmut der Therapie und die einfache
Handhabung der direkten Instillation von E. coli Stamm Nissle 1917 durch das
Endoskop in das Kolon unmittelbar nach der endoskopischen Diagnosestellung.
Damit wird auch in den proximalen Kolonabschnitten sofort eine hohe therapeutische
Keimzahl erreicht.

Priv.-Doz. Dr.med. K.J. Goerg

Zentrum fUr Innere Medizin
Kliniken S. Antonius/ Marienheim
Hardtstr. 46

42107 Wuppertal
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Erfolgreiche Behandlung von
Halitosis mit Mutaflor®
J. Henker

Prof. Dr. J. Henker

Abstract

Ein unangenehmer Mundgeruch kann fir den Betroffenen und seine Umgebung ein
erhebliches Problem darstellen. In bis zu 90% findet sich die Ursache im Mund-
Nasen-Rachenraum und es sollte dann von Foetor ex ore gesprochen werden. Bei der
Halitosis handelt es sich um eine Ubelriechende Exhal ation aus der Lunge; direkt bei
Lungenprozessen oder indirekt durch Abatmung flichtiger niedermolekularer
Fettsuren, von Ammoniak und/oder schwefelhaltigen Verbindungen. Diese kénnen
von Bakterien im Darm gebildet werden und gelangen nach Resorption Uber die Blut-
bahn in die Lunge, wo sie abgeatmet werden.

Ein 9 Jahre altes Méadchen litt seit dem 5. Lebensjahr an einem ausgepragten Mund-
geruch und war deswegen sowohl im Kindergarten als auch in der Schule sozial
isoliert. Trotz umfangreicher Diagnostik konnte die Ursache zunéchst nicht gekl&rt
werden. Erst mit einer SPME-GC/M S-Atemgasanalyse (Solid-phase microextraction-
Gaschromatographie/ Massenspektroskopie) konnte eine intestinal bedingte Halitosis
wahrscheinlich gemacht werden. Es fand sich im Vergleich zu sechs gesunden
Probanden eine vermehrte Anzahl und erhthte Konzentration niedermolekularer
Ketone in der Exhalationsluft. Die Patientin wurde daraufhin Uber drei Monate mit
taglich 2 ml Mutaflor®-Suspension (1 ml enthalt 108 lebensfahige Bakterien E. coli
Stamm Nissle 1917) therapiert. In einer danach erneut durchgefiihrten Atemgasanalyse
konnten praktisch keine niedermolekularen Ketone mehr nachgewiesen werden. Die
Ernahrungsgewohnheiten waren in der Zeit der Mutaflor®-Behandlung unveréndert.
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Einleitung

Fur den Betroffenen und seine Umgebung stellt ein unangenehmer Mundgeruch ein
erhebliches Problem dar. Es betrifft weltweit Millionen von Menschen aller sozialen
Schichten.

Terminologisch wird im deutschen Sprachraum zwischen Foetor ex ore und Halitosis
unterschieden. Unter Foetor ex ore wird ein Ubler Mundgeruch aus Mund-Nasen-
Rachenraum oder oberem Gastrointestinaltrakt verstanden. Mit der Halitosis (halitus:
abnormer Atem) wird die Abatmung von Geruchsstoffen aus tiefer liegenden Organen
(Gastrointestinaltrakt, Lunge) beschrieben.

Foetor ex ore

Md6gliche und haufige Ursachen sind Nikotin, der Genuss von Knoblauch, Zwiebeln,
Gewdrzen, eine mangelhafte Mundhygiene sowie Erkrankungen des Zahnapparates
(Karies, Parodontose, Zahnbel&ge, schlechtsitzende Prothesen). Gram-negative Bakterien
bauen abgeschilferte Epithelzellen und Nahrungsmittelbestandteile ab, als Resultat
finden sich z.B. Hydrogen- und Dimethylsulfide sowie Methylmercaptane, die (bel
riechen. Auch allein die Austrocknung der Mundschleimhaut bei vermindertem
Speichelflufd kann zu schlechtem Mundgeruch fuhren.

Halitosis
Bestimmte Erkrankungen der Lunge wie eitrige Bronchitiden, Bronchiektasen,
Abszesse oder zerfallende Tumore kdnnen eine Halitosis verursachen.

Die Abatmung von Stoffwechsel produkten der Darmflora, insbesondere von aroma-
tischen Substanzen wie niedermolekulare Fettsduren, Ammoniak und flichtige
schwefelhaltige Verbindungen fuhrt ebenfalls zu einer Halitosis.

Kasuistik
Eine 1991 geborene Patientin stellte sich mit ausgepragtem tblen Mundgeruch vor.

Die Beschwerden dauerten seit dem 5. Lebensjahr an und waren so ausgepragt, dass
sich die Mitschiler in der Klasse nicht in die Nahe des Kindes setzen wollten.

T.A., geb. 09/91, weiblich

Familienanamnese
Mutter leidet an endogenem Ekzem, beide Grolmutter an Asthma bronchiale.

Eigenanamnese

Seit Kleinkindalter haufig obstruktive Bronchitiden, spéter typisches Asthma bron-
chiale.

Seit dem 5. Lebensjahr Ubler Mundgeruch mit sozialer Isolation im Kindergarten und
in der Schule.
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Diagnostik

Normalbefunde bei Zahnarzt- und HNO-Konsil

Rontgen von Thorax, Nasennebenhohlen und Osophagus sowie Abdomensonographie
ohne pathol ogischen Befund.

Unauffalliger Kurvenverlauf des Wasserstoffatemtests mit Fruktose, L aktose, L aktu-
lose und Glukose.

Laborchemisch Ferritin- und 1lgA-Mangel nachweisbar.

Bis auf den Ferritin- und IgA-Mangel war die Diagnostik komplett unaufféllig. Es
bestand sowohl bei dem Madchen als auch bei der Familie, insbesondere bei der
Mutter, ein hoher Leidensdruck.

Zur Abklarung des Mundgeruchs wurde schlieflich eine SPME-GC/MS-Atemgas-
analyse im Landeskriminalamt Sachsen durchgefiihrt und mit den Analysen von sechs
gesunden erwachsenen Probanden verglichen.

Atemgasanalyse

Etwa 2 Stunden vor dem Test wurde eine Mahlzeit bestehend aus Friichten, Keksen
und Schokolade eingenommen. Danach wurde eine durch Ausblasen eines mit bidestil-
liertem Wasser gefiillten Gassammelbehélters gewonnene 0,5 | messende Atemgas-
probe an Carboxenfaser adsorbiert. Die thermische Desorption (bei +250°C) erfolgte
durch Einbringen der Faser in den Injektor eines Gaschromatographen, in welchem die
Einzel substanzen des Gasgemisches die Trennséule zu unterschiedlichen Zeiten (siehe
Abszisse der Abb. 1-3) verlassen und dann mit Hilfe eines M assenspektroskopes ana-
lysiert werden konnten.
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Abb. 1: Atemgasanalyse eines gesunden Probanden

1 Aceton 3 Butanol 5 alpha-Pinen
2 2-Methyl-1,3 Butadien 4 Butylacetat 6 Hexylacetat
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Es zeigten sich bei allen gesunden Probanden in der Atemgasanalyse unaufféllige
Kurven mit einzelnen Spitzen, die diskret ausgebildet waren und einer geringen
Menge der gefundenen Substanzen entsprachen (Abb. 1).

Ein ganz anderes Muster fand sich bei der Atemgasanalyse der Patientin (Abb. 2).
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Abb. 2: Atemgasanalyse, Patientin T.A., vor der Therapie.
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1 Aceton

2 2-Methyl-1,3-Butadien
3 2-Butanon

4 1-Butanol

5 2-Pentanon

6 3-Pentanon
7 3-Methyl-2-pentanon
8 3-Hexanon
9 2-Hexanon

10 3-Heptanon

11 2-Heptanon
12 3-Octanon
13 2-Octanon
14 Pentamethylheptan

Eine Vielzahl ausgepragter Spitzen im Kurvenverlauf entspricht einer Fille gefunde-
ner Substanzen in auch groRerer Menge. Diese Ketone sind anscheinend typische
Stoffwechselprodukte der individuellen Darmflora der Patientin.

Die Patientin wurde daraufhin tGber 3 Monate mit Mutaflor®-Suspension (1 ml
enthalt 108 lebensfahige Bakterien E. coli Stamm Nissle 1917) behandelt. Schon
nach wenigen Wochen berichtete die Mutter Uber eine deutliche Besserung. Nach
4 Wochen war der Uble Mundgeruch beseitigt. Bei einer zweimalig durchgefihrten
Kontroll-Atemgasanalyse 3 Monate nach Therapiebeginn waren keine auf eine
erhdhte Konzentration kurzkettiger Fettsduren hinweisende Spitzen mehr nach-
weishar (Abb. 3).
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Abb. 3: Atemgasanalyse, Patientin T.A., nach dreimonatiger Therapie mit Mutaflor®.

1 2-Methyl-1,3-Butadien 3 p-Ocimen

2 Toluen 4 Limonen

Diese Atemgasanalyse ist mit denen der erwachsenen Probanden vergleichbar. Es
finden sich nur diskrete Spitzen im Kurvenverlauf. Damit stimmt der klinische
Befund mit dem der Atemgasanalyse Uberein. Wahrend der Mutaflor®-Therapie blieb
die Erndhrung des Kindes unverandert.

Offenbar handelte es sich bei der Erkrankung des hier vorgestellten Kindes um eine
intestinal bedingte Halitosis. Die gefundenen Ketone werden von Bakterien im Darm
gebildet und gelangen nach Resorption tber die Blutbahn in die Lunge, wo sie abge-
atmet werden. Durch die Gabe von |lebensféhigen Bakterien E. coli Stamm Nissle
1917 im Praparat Mutaflor® konnte offenbar die Darmflora verandert werden.

Diskussion

Bei Gblem Mundgeruch muss zu alererst eine griindliche stomatol ogische und HNO-
arztliche Untersuchung erfolgen. Dennoch kann es im Einzelfall schwierig sein, die
Ursache zu finden. Es sollte versucht werden, zwischen Halitosis und Foetor ex ore
zu differenzieren. Dies gelingt am besten mit einer Atemgasanalyse. Ein solcher Auf-
wand ist allerdings in der téglichen Routine kaum mdglich. Deshalb sollte nach
Ausschluss von Ursachen im Mund- und HNO-Bereich an eine intestinale Halitosis
gedacht und der Patient entsprechend beraten und behandelt werden.
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Nach Ausschluss einer organisch bedingten intestinalen Stase bestehen folgende the-
rapeutische Moglichkeiten:

 Anderung der Erndhrung

+ Anderung der Darmflora
(Probiotika, Prebiotika, als ultima ratio Antibiose).

Die von manchen Autoren als ultima ratio empfohlene Antibiose zur Beeinflussung
der Darmflora ist dank der Probiotika und vor allem bei Kindern zur Therapie der
Halitosis nicht notwendig.

Aus praktischen Grunden bietet sich bei Verdacht auf das Vorliegen einer intestinal
bedingten Halitosis deshalb die probatorische Behandlung mit einem Probiotikum
an, z.B. mit Mutaflor®. Diese Therapie hat bis auf die selten initial auftretenden
Blahungen praktisch keine Nebenwirkungen und kann auch problemlos bei Kindern
angewendet werden. Im vorgestellten Fall war eine solche Behandlung mit Mutaflor®-
Suspension erfolgreich.

Prof. Dr.med. habil. J. Henker

Universitatsklinikum Carl Gustav Carus
Technische Universitat Dresden

Klinik und Poliklinik fur Kinderheilkunde
Fetscherstr. 74

01307 Dresden
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Offene Pilotstudie zur Wirkung
von Mutaflor® bei symptomatischer
Kolondivertikulose

P. Fri¢, M. Zavora

Prof. MU Dr. P. Fri¢

Abstract

Kolondivertikel sind in der Bevolkerung entwickelter Lander mit entsprechenden
Erndhrungsgewohnheiten haufig zu finden. Sie korrelieren positiv mit dem Alter und
einer ballaststoffarmen Nahrung. Bei Uber 60-jahrigen besteht eine Inzidenz von
ca. 50—60%, wobei der grofdte Teil der Patienten asymptomatisch bleibt. Eine sympto-
matische oder schmerzhafte Kolondivertikulose liegt vor bei kontinuierlich oder inter-
mittierend auftretenden Symptomen wie linksseitigen abdominalen Schmerzen mit
Blahungen, exzessiver Flatulenz und Defakationsstérungen.

In einer prospektiven Studie wurden 10 Patienten mit symptomatischer Kolon-
divertikulose (funf Frauen, funf Manner) behandelt. Dabei wurden 7 Patienten Uber
3 Wochen und 3 Patienten tber 6 Wochen mit Mutaflor® behandelt, jeweils 100 mg
Mutaflor® an Tag 1-4 und 200 mg Mutaflor® morgens ab dem 5. Tag. 7 Patienten
waren daraufhin zwischen 3 und 18 Monate beschwerdefrei, Nebenwirkungen der
Mutaflor®-Medikation wurden nicht beobachtet. Zwei Patienten erlitten nach 8- bzw.
30-monatiger Remission einen Ruckfall und erhielten eine zweite Behandlung mit
Mutaflor®. Daraufhin war einer der Patienten erneut beschwerdefrei, der andere
berichtete Uber eine deutliche Besserung seines Gesundheitszustandes. Ein dritter
Patient wurde 17 Monate nachbeobachtet und hatte wesentlich weniger Beschwerden
(milde Blahungen und leichte Defakationsstorungen) als vor der Therapie. Mutaflor®
hat damit bei dieser Indikation einen deutlichen Benefit fur die Patienten gebracht,
der in weiteren Untersuchungen doppelblind und plazebokontrolliert verifiziert wer-
den sollte.
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Einfuhrung

Kolondivertikel stellen einen haufigen Befund in der Bevolkerung entwickelter Lander
mit entsprechenden Ernahrungsgewohnheiten dar. lhre Pravalenz steigt mit zuneh-
mendem Alter und ballaststoffarmer Erndhrung. Bei Uber 60-jahrigen besteht eine
Inzidenz von ca. 50—60%, wobei der grofdte Teil der Patienten asymptomatisch bleibt
(1, 2, 3).

Eine symptomatische oder schmerzhafte Kolondivertikulose liegt vor bei kontinuierlich
oder intermittierend auftretenden Symptomen wie linksseitigen abdominalen Schmerzen
mit Blahungen, Blutungen, exzessiver Flatulenz und Defékationsstorungen (4, 5).
Bisherige therapeutische Empfehlungen bei diesem Zustand umfassen die Verabrei-
chung einer faserreichen Diét, volumenerhdhender Stoffe (, bulk additives*) und
Spasmolytika. Die Rolle der Darmflora fur das Auftreten der entziindlichen Kompli-
kationen der Kolondivertikulose (z.B. akute Divertikulitis, Abszess, Fistel usw.) ist
gut bekannt. Das trifft fur die symptomatische Kolondivertikulose nicht zu. Aus
diesem Grund haben wir die Wirkung des Probiotikums E. coli Stamm Nissle 1917
(Mutaflor®) in einer offenen Pilotstudie untersucht.

Material und Methode

Es wurden 10 Patienten mit symptomatischer Kolondivertikulose (finf Frauen, funf
Ménner) behandelt. Zu Beginn der Untersuchung waren die Patienten zwischen 65
und 90 Jahre alt (mittleres Alter 75,3 Jahre). Die Diagnose Kolondivertikulose
bestand seit 5—22 Jahren (mittlere Dauer 10,6 Jahre). Bei acht Patienten wurde eine
totale Koloskopie durchgefuhrt. Bei zwei dieser Patienten war eine Rontgenunter-
suchung im Doppelkontrast mit Bariumsulfat vorausgegangen. Die Ubrigen zwei
Patienten wurden ausschlief3lich rontgenologisch untersucht. Die Divertikel zeigten
eine unterschiedliche Ausdehnung. Bei flnf Patienten waren sie bis zur linken Flexur
zu finden, bei einem auch im Kolon transversum, bei einem weiteren bis zur rechten
Flexur und bei 3 Patienten im gesamten Kolon. Zu Beginn der Studie lag bei allen
Patienten das komplette Beschwerdebild der symptomatischen Kolondivertikulose
seit mindestens 5 Jahren vor. In der Vorgeschichte fanden sich bei drei Patienten
peranale Blutungen und bei vier Patienten eine akute Divertikulitis.

Die Therapie wurde mit einer einwdchigen Administration eines intestinalen Antisep-
tikums (Dichlorchinolinol Tabletten, 3x 250 mg, Endiaron®, LéCiva, Prag, Tschechische
Republik) und eines Adsorbens (Aktivkohle-Tabletten, 3x 320 mg, Carbosorb®, Imuna,
Michalany, Slovakische Republik) begonnen. Anschlief3end erhielten die Patienten
den nicht-pathogenen Stamm E. coli Nissle 1917 (Mutaflor®, Ardeypharm GmbH,
Herdecke, Deutschland) in einer Dosierung von einer Kapsel (100 mg mit 2,5x 1010
lebensfahigen Bakterien) an den Tagen 1-4 und nachfolgend zwei Kapseln. Dabei
wurden 7 Patienten Gber 3 Wochen und 3 Patienten Uber 6 Wochen mit Mutaflor®
behandelt. Bei erneutem Auftreten der Symptome erfolgte ein zweiter Therapiezyklus
mit dem Probiotikum fur 3 oder 6 Wochen.

4. Interdisziplindres Symposium Darmflora in Symbiose und Pathogenitét, Berlin 2000

Mutaflor® bei symptomatischer Kolondivertikulose 199

Ergebnisse

Die Patienten wurden 3—40 Monate nach der Therapie beobachtet (Durchschnitt
12,5 Monate). Neun von zehn Patienten befanden sich fiir 3—30 Monate in Remission
(siehe Tabelle 1). Ein Patient (V1) zeigte eine teilweise Besserung seiner Beschwerden
wahrend der 17-monatigen Nachbeobachtung. Es bestanden bei ihm weiterhin eine
leichte irregulére Defékation und milde Bl&hungen.

Nr. |Sex [|Alter/ | Krankheits- | Dia- Ausdehnung Therapie- | Nachbe- Ergebnis
Jahre | dauer/Jahre | gnostik dauer/ obachtung/
Wochen Monate
| M 73 10 K Gesamtes 3 8 R
Kolon
1l w 73 8 RO Re. Flexur 3 8 R, dann Rezidiv
2. Zyklus: 3 | 4 R
1 (M 65 5 R&/K Kolon transversum | 3 9 R
v W 90 10 K Li. Flexur 6 18 R
Vv M 68 22 R6/K Gesamtes 3 30 R, dann Rezidiv
Kolon 2. Zyklus: 6 | 10 B+, P+
VI |W 82 15 K Li. Flexur 6 8 R
Vil |W 73 12 K Li. Flexur 3 17 IDt, Bt
VI | M 72 10 K Li. Flexur 3 3 R
IX [M 70 8 K Li. Flexur 6 4 R
X W 78 6 RO Gesamtes 3 6 R
Kolon

Tab. 1: Studiendaten von 10 Patienten mit symptomatischer Kolon-Divertikulose,
die mit E. coli Stamm Nissle 1917 (Mutaflor®) therapiert wurden

Abkirzungen: B = Blahungen, K = Koloskopie, R6 = Rontgenuntersuchung im Doppelkontrast,
ID = irregulare Defékation, P = abdominelle Schmerzen, R = Remission, + = leicht gebessert

Zwei Patienten (11, V) erlitten ein Rezidiv. Es trat nach 8- (11) bzw. 30- (V) monatiger
Remission auf. Daraufhin erfolgte ein zweiter Therapiezyklus mit Mutaflor® Uber
3 (I1) bzw. 6 (V) Wochen. Der eine Patient (I1) blieb anschlief3end bis zum Ende der
Beobachtungsdauer (4 Monate) beschwerdefrei, bei dem anderen besserte sich der
Gesundheitszustand deutlich in den folgenden 10 Monaten; zurlick blieben diskrete
Schmerzen und Blahungen.

Es wurden keine unerwiinschten Nebenwirkungen wéahrend der Therapie mit Mutaflor®
beobachtet.
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Diskussion

Nach Patel und Thompson et al. (6, 7) sind Symptome bei Personen mit Divertikeln
gewohnlich koexistent mit einem Reizdarmsyndrom. Konsequenterweise wird empfoh-
len, nur dieses zu therapieren. Es wird aulRerdem diskutiert, ob Uberhaupt eine
medikamenttse Therapie der Divertikelkrankheit vor der Entwicklung einer Diver-
tikulitis moglich ist.

Die Diagnose Kolondivertikulose wurde bei den Patienten in der von uns durchge-
fuhrten Studie in einem Alter gestellt, welches fur das Reizdarmsyndrom untypisch
ist. Reizdarm-Patienten finden sich gehauft in der Altersgruppe der 30- bis 50-Jéhrigen.

Auf der anderen Seite spielen funktionelle Abnormalitéten der Kolonmuskulatur in
der Entwicklung der Divertikel von Anfang an eine Rolle. Eine Hypersegmentierung, die
zu einer intraluminalen Hypertension fuhrt und die fur die moderne “westliche Welt”
typische ballaststoffarme Diét konnen primére Ursachen der Divertikulose sein (8).

Wir sehen den Verlauf in verschiedenen Stadien: asymptomatische Divertikulose,
symptomatische Divertikulose, akute Divertikulitis und Komplikationen wie Abszesse
und Fisteln.

Eine Stase des Darminhaltes kann bei ausreichender Intensitét fir sich schon Symptome
verursachen, unabhéngig davon, ob der pathologische Prozess im Dinn- oder Dick-
darm lokalisiert ist. Zu einer solchen Stase mit sekundéren Alterationen kommt es
ohne Zweifel bei Kolondivertikeln. Pathogene Keime kénnen nicht nur die akute
Divertikulitis verursachen, sondern durch ihre Metaboliten auch zu funktionellen
Storungen fuhren. Eine logische Rationale ist deshalb der Versuch, die Mikroflora des
Kolons durch Applikation eines Probiotikums zu beeinflussen.

Es liegen fir eine Reihe von Anwendungen positive Erfahrungen fir den Einsatz von
Probiotika vor. Dazu gehoren die Stabilisierung der intestinalen Barriere (9), die
Stimulation des Immunsystems (10), die Férderung der Proliferation des Darm-
epithels (11), die Reduktion abdomineller Blahungen und Schmerzen (12) sowie die
Préavention der bakteriellen Translokation (13). Das von uns verwendete Probiotikum
Mutaflor® war in zwei randomisierten, doppelblinden kontrollierten Studien in der
Erhaltungstherapie der Colitis ulcerosa gleich effektiv wie Mesalazin (14,15).

Die vorliegende Pilotstudie untersuchte zum ersten Mal die therapeutische Wirksamkeit
von Mutaflor® zur Behandlung der symptomatischen Divertikulose. Unsere bisherige
Standardtherapie mit Dichlorchinolinol und Aktivkohle war seltener erfolgreich.
Wenn eine klinische Besserung der Symptomatik auftrat, war diese von kirzerer
Dauer als bei der Therapie mit Mutaflor®. In der Studie wurde diese routinemaRige
Anfangsbehandlung durchgefiihrt, um ein vergleichbares Darmmilieu bei allen Patienten
vor Beginn der probiotischen Therapie zu schaffen.
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Die meisten Patienten berichteten bereits am Ende der ersten oder in der zweiten
Woche, dass der Stuhlgang regelméaiger geworden sei und der Stuhl eine festere
Konsistenz und intensivere Farbe gehabt habe. Die gréite Uberraschung war die lang
anhaltende Remission bei 9 von 10 Patienten. Die Probiotika-Therapie hatte auch bei
den zwei Patienten, die nach einem symptomfreien Intervall ein Rezidiv erlitten,
einen positiven Effekt bei der wiederholten Gabe.

Die Therapie der symptomatischen Divertikulose mit Mutaflor® sollte in einer
gréReren klinischen, kontrollierten Studie weiter untersucht werden.

Prof. MUDr. P. Fri¢ DrSc

2. Medizinische Abteilung

des Zentralen Militarkrankenhauses und
Institut fir medizinische Fortbildung

U Vojenské nemocnice 1200

16902 Praha 6

Tschechische Republik
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Festvortrag

Unsterbliche Musik

und todbringende Keime —

Tddliche Infektionskrankheiten ,

bedeutender Komponisten? ‘
\J

E.T. Rietschel

Prof.Dr. E.T. Rietschel

Vorbemerkungen und Pest

Im Jahre 1682, also etwas mehr als drei Jahrzehnte nach Beendigung des 30-jéhrigen
Krieges, witete wieder einmal die Pest in Deutschland. Die Krankheit war urspriing-
lich im Jahre 1347 von Asien aus mit Schiffen Uber Genua nach Europa gekommen
und hatte auf ihrem Todeszug innerhalb von nur 6 Jahren etwa 20 Millionen Menschen
dahingerafft. Man stelle sich vor: Allein in Libeck wurden etwa 95 % der Bevolkerung
durch die Seuche getdtet. Die Pest, der ,, Schwarze Tod", herrschte seitdem in Europa,
kam immer wieder in Wellen und versetzte die Menschen in Angst und Schrecken.

Die organisatorischen und sozialen Auswirkungen der Pest sind uns heute kaum noch
vorstellbar. Durch den Tod von Backern, Metzgern und Handlern brach die Versorgung
zusammen. Erbschaften wurden wirksam, konnten aber wegen Tod der Begtinstigten
nicht angetreten werden, zudem waren die Notare gestorben. Die Toten wurden nicht
begraben, weil die Totengréber selbst verschieden waren, die Stadtverwaltung funktio-
nierte wegen des Ablebens der Beamten nicht mehr. Kurz, Legislative, Exekutive und
Jurisdiktion waren auf3er Kontrolle, das Gemeinwesen drohte zusammenzubrechen!

Die Seuche war ein Politikum ersten Ranges und um einem totalen Kollaps des offent-
lichen Lebens vorzubeugen, waren therapeutische Mal3nahmen festzulegen. Hierzu
aber mussten Ursache und Wirkung der Pest aufgeklart werden. Wer aber war hier
kompetent? Natiirlich die praktizierenden Arzte, die Medizinprofessoren und andere
Wissenschaftler der Universitéten. Esist offensichtlich, dass diese von den wirklichen
Ursachen der Pest, vom Pestfloh, von den Ratten, geschweige denn von Yersinia pestis,
dem bakteriellen Erreger der Pest, nicht die geringste Ahnung hatten. Die Offentlich-
keit erwartete Hilfe, erhielt jedoch von den Universitéten keinerlei sinnvolle Antworten.
So wurde die Krise der Stadt auch zum Fiasko der Wissenschaft und der Medizin.

An der Pest starben natrlich auch Kiinstler wie beispielsweise Hans Holbein und
Dichter, aber interessanterweise keine Komponisten. Komponisten litten und starben
an anderen Infektionskrankheiten und von diesen Meistern und ihren Erkrankungen
soll hier die Rede sein.

1 Teile dieses Beitrages sind erschienen in ,,FOCUS MUL* 16, 170-175 (1999)
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Syphilis

Die Pest war aus Asien nach Europa gekommen — aus Amerika kam eine andere
Seuche: die Syphilis. Diese Infektionskrankheit begann wie ein zerstérerischer Sturm,
wahrscheinlich mitgebracht von den spanischen Seefahrern um Kolumbus auf dem
Weg zuriick von Amerika in den Jahren nach 1490.

Der Syphilis fielen viele Kinstler zum Opfer: Dichter, Maler, Philosophen, die
Furchtbares durchlitten haben (Tab. 1).

Berihmte Personlichkeiten, die an Syphilis litten
(ohne Komponisten)

Ernst Theodor A. Hoffmann *24.01.1776  Konigsberg
(Schriftsteller, Dichter, Tonkiinstler) 1 25.06.1822 Berlin
Heinrich Heine *13.12.1797 Dusseldorf
(Dichter) 117.02.1856  Paris
Ignaz P. Semmelweis *01.07.1818 Ofen (Buda, Budapest)
(Gynakologe) 113.08.1865  Dobling (Wien)
Friedrich W. Nietzsche *15.10.1844 Rdcken (D)
(Philosoph) 125.08.1900  Weimar
Paul Gauguin *07.06.1848 Paris
(Maler) 1 08.05.1903  Atuona, Hiva Oa (F)
Guy de Maupassant * 05.08.1850 Miromesnil, Dieppe (F)
(Schriftsteller) 107.07.1893  Paris Tab. 1

Auch zahlreiche Komponisten erkrankten an der Syphilis (Tab. 2). Die meisten erlebten
die furchtbaren Endstadien der Syphilis mit progressiver Paralyse. Bedeutende Manner
wie Friedrich Smetana, Robert Schumann und Hugo Wolf beendeten ihr Leben in
Anstalten im Endstadium mit geistiger Umnachtung.

Auch Franz Schubert (Abb. 1) litt unter der Syphilis.
Er war ein Leben lang von Todesangsten und Todes-
ahnungen geplagt, die sich auch in seiner Musik nieder-
schlugen. Man denkt dabei an viele seiner Lieder,
z.B. an die ,Winterreise", den , Erlkonig“, aber auch
die ,,Unvollendete” und natiirlich an den ,, Tod und das
Médchen“. Schubert infizierte sich mit Treponema
pallidum wahrscheinlich im Jahre 1818, also 21-jéhrig.
Im Jahre 1821/1822 bricht bei ihm die Krankheit deutlich
aus und wird als Syphilis erkannt. Schubert ist zutiefst
erschittert. Esist in dieser Zeit, dass er das Lied ,, Der
Tod und das Méadchen* komponiert, welches er 1824
als Streichquartett konzipiert. Der von Matthias Claudius L
(1740-1815) stammende Text lautet folgendermal3en:  Abb. 1: Franz Schubert
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Das Madchen Vorber! ach, vortber!
geh, wilder Knochenmann!
Ich bin noch jung, geh, Lieber!
und rdhre mich nicht an.

Der Tod Gib deine Hand, du schon und zart Gebild!
bin Freund und komme nicht zu strafen.
Sei gutes Muts! Ich bin nicht wild,
sollst sanft in meinen Armen schlafen!

Der Inhalt und die Bedeutung des Liedes sind wohl am besten verstanden worden von
Marianne Stokes, deren Bild ,, Der Tod und das Mé&dchen* im Musee d’ Orsay in Paris
héngt. Der Tod ist hier eine schwarz gekleidete Frau.

Im Jahre 1827 leidet Schubert an einem erneuten Krankheitsausbruch. Am 25. Mérz
1827 stirbt Beethoven, und Schubert ist einer der Fackeltréger anlasslich der Be-
stattung, nicht ahnend, dass er der néchste am Wéhringer Friedhof sein wird. Im
Oktober infiziert sich Schubert durch verdorbenes Trinkwasser und leidet unter den
Symptomen von Typhus. Sein durch die chronische Syphilis-Infektion geschwéachter
Korper kann den Salmonellen keinen Widerstand leisten, und am 19. November 1828
um 3 Uhr nachmittags tritt der Tod ein.

Schubert hatte wohl keine Romanzen — kein einziger Liebesbrief ist Uberliefert. Seine
Personlichkeit, seine Herzenswarme und auch Zartlichkeit haben nur in seinen

Komponisten, die an Syphilis litten
Nicolai Paganini *27.10.1782 Genua
1 27.05.1840 Genua
Gaetano D.M. Donizetti *29.11.1797 Bergamo
1 08.04.1848 Bergamo
Franz Schubert *31.01.1797 Wien
119.11.1828 Wien
Mikhail J. Glinka *01.06.1804 Nowospasskoje (Smolensk)
1 15.02.1857 Berlin
Robert A. Schumann *08.06.1810 Zwickau
1 29.07.1856 Endenich (Bonn)
Bedrich Smetana *02.03.1824 Leitomischl (B6hmen)
1 12.05.1884 Prag
Hugo Wolf *13.03.1860 Windischgraz (Osterreich)
1 22.02.1903 Wien
Frederick Delius *29.01.1862 Bradford (Yorkshire)
1 10.06.1934 Grez-sur-Loing
(Dept. Seine-et-Marne)
Tab. 2
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Werken ihren Niederschlag gefunden. Schubert ist also letztlich an Typhus gestorben,
obwohl seine Grunderkrankung die Syphilis war.

Peter Tschaikowsky (1840-1893) starb an der Cholera, nachdem er mit Vibrio
cholerae verseuchtes Wasser getrunken hatte — Ubrigens ein Jahr nach der verhee-
renden Cholera-Epidemie in Hamburg. Entamoeba histolytica, der Erreger der
Amdbenruhr, hat zum frihen Tod des genialen Komponisten der ,,Norma“ — Vincenzo
Bellini (1801-1835) — gefihrt.

Tuberkulose

Einhergehend mit der Industrialisierung des 19. Jahrhunderts entwickelte sich eine
andere Infektionskrankheit zu einer wahren Volksseuche, die Tuberkulose. So waren
im Jahre 1876 in Deutschland 12% aller Todesfélle der Tuberkulose zuzuschreiben.
Bevor diese dramatische Entwicklung einsetzte, erlebte die Tuberkulose, ganz anders
als Pest, Cholera oder gar Syphilis, eine Phase, in der sie als romantische Krankheit
verklart wurde, die vor allem junges L eben beendet. Es waren die Genies, die Kinstler
und Bohemiens, die mit der Schwindsucht geschlagen waren und diejenigen, die
darunter litten, fuhlten sich als Auserwahlte, Auserlesene, Schopferische, als Aus-
nahmeerscheinungen (Tab. 3).

Beruhmte Personlichkeiten, die an Tuberkulose litten
(ohne Komponisten)
Aubrey Beardsley Moliére
Amades Modigliani George Orwell
Katherine Mansfield Paul Ehrlich
Karl Marx Paul Langerhans
D.H. Lawrence Heinrich Schliemann
Franz Kafka Vivien Leigh
Tab. 3

John Middelton Murry, der Ehemann der Schriftstellerin Katherine Mansfield,
beschreibt den Tuberkulose-Tod seiner Frau so:

»Ich habe niemals jemanden so schon gesehen wie sie an jenem Tag und werde
niemals wieder jemanden sehen, der so schon ist; es war, als hétte die einzigartige
Vollkommenheit, die ihr stets eigen war, vollsténdig Besitz von ihr ergriffen. Um
ihre eigenen Worte zu benutzen: das letzte Kérnchen Ablagerung, die letzten Spuren
irdischer Erniedrigung waren fur immer gewichen. Doch hatte sie ihr Leben verloren,
um es zu retten”.

Und Philip Sandborn vermutet eine besondere Wirkung dieser Krankheit auf die
kreative Phantasie. Das leichte Fieber befliigelt die Gedanken und versorgt die Imagi-
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Komponisten, die an Tuberkulose verstarben

Hans Leo HaRler * 26.10.1564 Nurnberg
1 08.06.1612 Frankfurt a.M.

Henry Purcell * 1659 London
121.11.1695 London

Carl P.E. Bach *08.03.1714 Weimar
T 14.12.1788 Hamburg

Nicolai Paganini *27.10.1782 Genua
T 27.05.1840 Genua

Carl Maria v. Weber  * 18.11.1786 Eutin
1 05.06.1826 London

Frédéric Chopin *22.02.1810 Zelasowa Wola (Polen)
117.10.1849 Paris

Karol Szymanowski  * 06.10.1882 Tymoschowka (Ukraine)
1 29.03.1937 Lausanne

Tab. 4

nation mit traumerischen Bildern. Ein gesteigerter Lebenshunger, der im wirklichen
Leben infolge der krankheitsbedingten Hinfélligkeit des Patienten nicht gestillt wer-
den kann, befriedigt sich statt dessen in der Welt der Phantasie, und zwar mit Vorliebe
in ihren erotischen Teilen.

Zum Ruf der romantischen Krankheit haben vor alem viele Dichter und einige Maler,
die unter Tuberkulose litten, beigetragen, aber auch viele Komponisten (Tab. 4).
Jeder von ihnen verdiente eine genauere Beschreibung seiner Lebensgeschichte und
seiner Musik. Am beriihmtesten ist wohl Frédéric Chopin, am wenigsten bekannt
Hans Leo HaRler, einer der bedeutendsten
deutschen Musiker in der Zeit vor Johann
Sebastian Bach.

Haller (Abb. 2), geboren in Nirnberg, erhielt
eine musikalische Ausbildung in Italien und trat
dann im Jahre 1585 in die Dienste der Fugger
in Augsburg. Dort komponiert er sein beriihm-
testes Werk, den Lustgarten, eine Sammlung von
Liedern bzw. Melodien, von denen uns eine nach
einem Text von J. Criger (1653) und im Satz
von J. S. Bach besonders bekannt geworden ist
(, Wie soll ich dich empfangen ...").

b Auf einer Hofreise zur Wahl des Kaisers
L """“"‘7',‘:;?::':_:""""’"-"'1' Matthias in Frankfurt a.M., wohin er den Kur-

3 fursten von Sachsen begleitete, verstarb Leo
Abb. 2: Hans Leo HaRler Haller im Jahre 1612 an Tuberkul ose.
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Sepsis

Wenn der menschliche Organismus durch Bakterien im UbermaR befallen wird,
soweit, dass sich die Keime im Blut vermehren und hier ihre Toxine freisetzen, so
sprechen wir von einer Blutvergiftung oder Sepsis. Die Sepsisist ein Krankheitsbild,
welches sich bei allen Berufszweigen findet. Sie wird oft durch eine lokale Verletzung
mit nachfolgender Infektion, die in eine Bakteriamie Ubergeht, ausgel 6st.

In Folge einer Sepsis sind Uber die Jahrhunderte zahlreiche bedeutende Person-
lichkeiten verschieden (Tab. 5).

Beriihmte Personlichkeiten, die an bakterieller Sepsis verstarben
(ohne Komponisten)

Lucrezia Borgia *18.04.1480 Rom

(Renaissance-Fiirstin) 1 24.06.1519 Ferrara

Ignaz Semmelweis *01.07.1818 Ofen (Buda, Budapest)

(Gynéakologe) 1 13.08.1865 Do6bling (Wien)

Eduard Manet *23.01.1832 Paris

(Maler) 1 30.04.1883 Paris

Albert Neisser *22.01.1855 Schweidnitz

(Dermatologe) 130.07.1916 Wroclaw (Breslau)

Heinrich Hertz *22.02.1857 Hamburg

(Physiker) 101.01.1894 Bonn

Rainer Maria Rilke *04.12.1875 Prag

(Dichter) 129.12.1926 Val-Mont (Montreux)

Willa Cather *07.12.1876 Winchester (Va)

(Schriftstellerin) 124.04.1947 New York (NY) Tab. 5

Komponisten, die an bakterieller Sepsis verstarben
Jean Baptiste Lully *28.11.1632 Florenz
1 22.03.1687 Paris
Gioacchino Rossini *29.02.1792 Pesaro (Italien)
1 13.11.1868 Paris
Georges Bizet *25.10.1838 Paris
1 03.06.1875 Bougival (Paris)
Gustav Mahler *07.07.1860 Kalischt (Kalistc)
1 18.05.1911 Wien
Alexander Skrjabin *25.12.1871 Moskau
T 27.04.1915 Moskau
Ottorino Respighi *09.07.1879 Bolognha
1 18.04.1936 Rom
Alban Berg *09.02.1885 Wien
t24.12.1935 Wien
Tab. 6
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So starben an einer Sepsis Lucrezia Borgia nach der Geburt eines Kindes, 1gnaz
Semmelweis, der Vater der aseptischen Wundversorgung, ironischerweise nach einer
Fingerverletzung, Eduard Manet in Folge einer Beinamputation, Albert Neisser, der
Entdecker des ,, Gonococcus’ nach der Entfernung eines Nierensteins, Heinrich Hertz,
der Entdecker der Radiowellen, an einem Zahnabszess, Rainer Maria Rilke durch
einen Stich mit einem Rosendorn und schliefilich die Schriftstellerin Willa Cather in
Folge eines Stiches mit einer Hutnadel.

Auch zahlreiche bedeutende Komponisten sind an einer bakteriellen Sepsis gestorben
(Tah. 6).

Jean Baptiste Lully

Die Geschichte des Todes des bedeutenden italie-
nisch-franzdsischen Komponisten und Dirigenten
Jean Baptiste Lully (Abb. 3) ist schnell erzahit.
Im Jahre 1687 verletzte sich Lully bei der Auf-
fuhrung des Tedeums anl&sslich der Genesung
des franzosischen Konigs Ludwig XIV beim
Taktstampfen vor lauter Eifer mit einem
schweren Taktstab am FulR. Es bildete sich nach
kurzer Zeit ein eitriges Geschwdr, die Entzin-
dung verschlimmerte sich rasch und fihrte zu
einer Gangran, schliefdlich zu einer septischen
Intoxikation und im selben Jahr zum Tode des
Meisters.

Abb. 3: Jean Baptiste Lully
Gioacchino Rossini

Mehr als 100 Jahre nach dem Tode Lullys wird einer der gréften Opernkomponisten
aller Zeiten in der Nahe von Florenz geboren, Gioacchino Rossini (Abb. 4). Rossini
ist uns heute vor allem durch seine Oper ,, Der Barbier
von Sevilla* bekannt.

Die Lebensgeschichte dieses grofen Tonkunstlers, die
ich heute nur kurz streifen kann, ist von einer chro-
nischen Gonorrhée gepragt, die er sich bereits als
15-Jahriger zugezogen hat. Diese schleichende Erkran-
kung quélte ihn bisin seine letzten Tage und bestimmt
das Leben dieses geistvollen, feinsinnigen und gefihl-
vollen Kunstlers. Im Alter von 25 Jahren komponiert er
den , Barbier von Sevilla*. Mit 39 Jahren beendet er
seine kompositorische Téatigkeit — sein schopferisches
Genie war versiegt. Rossini siedelt nach Paris um, wo

Abb. 4: Gioacchino Rossini
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ihm grofite Anerkennung und Verehrung entgegengebracht wird. Mit 70 Jahren kom-
poniert er dann ein Alterswerk, die ,, Pechés de veilless®, seine Slinden des Alters.

Im Winter 1867/68 leidet Rossini an asthmatischen Beschwerden und im Oktober
1867 wird ein Darmabszess diagnostiziert. Bei dem Versuch einer operativen Entfer-
nung stellt man fest, dass Rossini von einem derart ausgedehnten Mastdarmkrebs
befallen ist, dass sich ein weiterer chirurgischer Eingriff ertibrigt. Allerdings wird
die Operationswunde zum Ausgangspunkt fir ein auf das Kreuzbein und die Hifte
Ubergehende schwere bakterielle Entzindung und Rossini leidet unter schwersten
septischen Fieberepisoden. Den nahen Tod vor Augen, weigert er sich al's Uberzeugter
Freigeist bisfast zuletzt, dem herbeigerufenen papstlichen Nuntius Chigi die Beichte
abzulegen und die Sterbesakramente zu empfangen. Am 13. November 1868 stirbt
Rossini in Folge einer schweren Sepsis. Gustave Doré zeichnet ihn auf dem Totenbett.
Die Beisetzung gestaltet sich zu einem Grof3ereignis, bei dem halb Paris auf den
Beinen ist. Die musikalische Leitung der Trauerfeierlichkeiten oblagen tbrigens
Esprit Aubert, der mit der Brusseler Auffihrung seiner Oper ,,La Muette de Portici“
(, Die Stumme von Portici*) im Jahre 1830 das Zeichen zum Aufstand und zur Tren-
nung Belgien und Hollands, d.h. zur Unabhangigkeit Belgiens, gegeben hatte.

Georges Bizet

Doch zurtick nach Frankreich und Paris. Hier brach im Jahre 1875 Uber die Kunst-
szene mit Urgewalt eine Oper herein, deren Musik und Geschichte einen totalen
Bruch mit der herkdbmmlichen Oper bzw. der opera comique darstellte. Es geht dabei
um die Oper ,,Carmen”, die bis heute weltweit am haufigsten aufgefthrte Oper, wenn
nicht gar das am haufigsten gespielte Musikwerk tberhaupt. Der geniale Komponist
dieser Oper heif3t Georges Bizet (Abb. 5).

Georges Bizet wurde am 25. Oktober 1838 in Paris
geboren. Seine musikalische Begabung wurde frih
erkannt und nach Aufnahme an das Pariser Conserva-
toire gewann er 1857, also 19-jahrig, den begehrten
Rom-Preis. Schon mit dieser Reise nach Rom beginnt
auch die Krankheitsgeschichte Bizets, der drei Monate
nach Ankunft in Rom an einer mit hohem Fieber ein-
hergehenden Angina erkrankt. Im Juni klagt er Gber
rheumatische Beschwerden, die wir im Ruckblick als
eng mit seinen fiebrigen Hal sentziindungen verbunden
sehen. Er ist durch fiebrige Ruckfélle (angines
Abb. 5: Georges Bizet extremement compliqueés) seines Halsleidens firchter-
lich geplagt, obwohl er bis zur Erschopfung kompositorisch arbeitet, d.h. 15-16 Stun-
den am Tag, vor allem, um Geld zu verdienen. Es entstehen seine grofRen Werke wie
.Lajoliefille de Perth®, , Les pecheurs des perles* und ,,Djamileh”.
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Dann unterbricht jah der franzdsisch-deutsche Krieg 1870/71 seine Arbeiten. Es sind
unruhige Zeiten in Frankreich, denn Napoleon |11, Frankreichs Kaiser, ist durch seine
militérischen Misserfolge in Mexiko umstritten und insgesamt erscheint die franzo-
sische Staatsmacht geschwacht. An Stérke gewinnt zu dieser Zeit jedoch ein anderes
européisches Land, Preul3en, mit der Hauptstadt Berlin. Durch einen geschickten Schach-
zug des Preufiischen Kanzlers Otto von Bismarck gezwungen, erkléart Napoleon 111
Preuf3en am 19. Juli 1870 den Krieg. Die franzésische Armee wird am 2. September
bei Sedan jedoch vernichtend geschlagen und der preuf3ische Kaiser Wilhelm wird am
18. Juni 1871 in Versailles zum deutschen Kaiser gekront. Die Revolte der Pariser
Sozialisten und Kommunisten gegen das Burgertum, welches fir die Niederlage verant-
wortlich gemacht wird, mindet in einer Bewegung, in die berihmte ,, Commune".
Diese fuhrt in eine burgerkriegsartige, schreckliche Situation mit vielen Toten.

Georges Bizet meldet sich freiwillig zum Dienst als Nationalgardist in Paris. Er ist
aber noch mehr Pazifist als Nationalist und schreibt an einen Freund: ,,Heute gilt es
das Land zu retten! Aber danach? Und unsere armen Philosophen und unser Traum
vom universellen Frieden einer kosmopolitischen Bruderlichkeit, einer humanen
Gesellschaft ?... Und statt dessen Tranen, Blut, zerfetztes Fleisch, zahllose Verbrechen
ohne Ende! Lieber Freund, ich kann Ihnen nicht erzahlen, in welche Traurigkeit mich
all das sturzt. Ich bin Franzose, daran erinnere ich mich, aber wie konnte ich
vergessen, dal3 ich Mensch bin“.

Waéhrend der Schreckensherrschaft der Commune flieht er mit seiner Frau Genevieve
Halevey, die er am 3. Juni 1869 geheiratet hat, nach Bordeaux. Nach Paris zurlick-
gekehrt komponiert er 12 Klavierstiicke zu 4 Handen, die Jeux d’ enfants. Die Schon-
heit, Leichtigkeit, Frohlichkeit, Melodik und musikalische Originalitét dieser Werke
ist unvergleichlich. Die , Jeux d enfants‘ schreibt er wohl in Vorfreude auf seinen
Sohn Jacques, der am 10. Juli 1872 geboren werden sollte.

Anfang 1873 beginnt Bizet mit der Arbeit an der Oper Carmen. Ende 1874 vollendet
er die Oper, nachdem er wieder unter einer schweren Mandelentziindung zu leiden
hat. Die Oper provoziert das Publikum bei der Urauffihrung des Werkes in Paris am
3. Mérz 1875. Die Heldin Carmen — durch und durch unmoralisch, der Held — dem
sozialen Untergang preisgegeben, eine Geschichte ohne happy end, ohne Moral.

Die Urauffiihrung kann Bizet nicht miterleben, denn es hat sich unter Bizets linkem
Ohr ein Abszess gebildet und die Gelenkbeschwerden flackern wieder auf. Am
27. Mai 1875 fahrt Bizet mit seiner Frau nach Bougival, in die Nahe von Paris, wo die
Familie ein kleines Hauschen besal? — eine Reise in den Tod. In Bougival ange-
kommen, fuhlt sich Bizet, durch die Landluft beflligelt, besser und &8sst sich wahrend
eines Spazierganges — es war ein heif3er Sommer — zu einem Bad in der Seine ver-
leiten. In der folgenden Nacht wird er mit hohem Fieber bestraft und seine Gelenke
schmerzen derart, dass er sich nicht mehr bewegen kann. Am Abend des 30. Mai
erleidet Bizet einen schweren Herzanfall und am 3. Juni 1875 um drei Uhr morgens
stirbt Georges Bizet an einer schweren Sepsis. Carmen ist inzwischen tber dreilsigmal
aufgefiihrt und der Welterfolg dieser Schopfung ist schon vorauszuahnen.
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Alexander Skrjabin

Alexander Skrjabin (Abb. 6) wurde am 25. Dezember 1871 — also am Weihnachtstag —
geboren. Er starb um die Osterzeit, im April 1915, und viele sehen deswegen eine
Parallele des Menschen Skrjabin zu einem gdéttlichen Wesen, einem Messias, so wie
er sich spater selbst betrachtet hat. Skrjabin war fasziniert von Chopin und dieser
wird zunéchst zu seinem harmonischen und kompositorischen Vorbild. Er komponiert
besessen und, dhnlich wie Chopin, vor allem fur Klavier.

Die Mdglichkeiten dieses Instruments reichen ihm aber
in den Jahren um die Jahrhundertwende nicht mehr
aus, und es drangt ihn zum Orchester. In den Jahren
1903-1904 komponiert er seine finfte Symphonie,
eher bekannt als , Prometheus*. Skrjabin erhebt sich
mit dieser Symphonie zu einem der grof3ten Neuerer
und Visiondr der Musik nach der Jahrhundertwende
und durchbricht im Prometheus nicht nur das tradi-
tionelle Dur-Moll-Prinzip, sondern er gibt auch das
herkdmmliche System terzgeschichteter Akkorde auf.
Statt dessen griindet er seine Musik auf einen sechs-
tonigen Akkord, der nur aus Quarten besteht und aus
denen die gesamte Prometheus-K omposition entwickelt
Abb. 6: Alexander Skrjabin wird. Die Quarten-Schichtung ist revolutiondr neu.
Dieses Klangsystem — entweder als Akkord oder als melodische Linie gespielt —wird
als Uberirdisch, als gottlich empfunden und deshalb auch als der mystische Akkord
bezeichnet. Der Prometheus-Titel hat natiirlich einen tiefen besonderen Sinn.
Prometheus symbolisiert, wie Nietzsche es ausdriickt, dass der Mensch , frei tber
das Feuer waltet und es nicht als Geschenk vom Himmel empféangt“. Esist also der
Mensch, der Schopferisches zu leisten vermag und in seinen Tagebtchern schreibt
Skrjabin: ,, Die Welt ist das Produkt meiner schopferischen Tétigkeit ...“ Wenig spéater
notiert Skrjabin: , Ich bin Gott"“.

Skrjabins Idee von der Uberwindung der menschlichen Abhéngigkeit von Gott und
der Loslésung von Gott wurde von den revolutiondren Kommunisten freudig auf-
genommen, und Prometheus steht im Mittelpunkt eines Festkonzertes, welches
anlasslich des ersten Jahrestages der Oktoberrevolution am 6. November 1918 in
Moskau stattfindet.

In der ersten Zeile der Prometheus-Partitur ist eine Stimme fur Licht (Luce) aufgezeich-
net. Skrjabin verbindet also Tonalitat mit Lichteffekten, Farbkléngen, eine Idee, die
vielleicht erst heute in Diskotheken volle Entwicklung gefunden hat. Letztlich schwebt
Skrjabin vor, Musik nicht nur mit Farben zu vereinen, sondern auch mit Tanzbewegun-
gen, Geschmack, Gerlichen, Gefuhl und Beriihrung zu einem Ubermenschlichen, gottlichen
Kunstwerk — das er , Mysterium® nennt. Den gewaltigen Akt der Schaffung dieses Ge-
samtkunstwerks kann natirlich nur ein gottgleiches Individuum leisten - eben Skrjabin.
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Skrjabin muss aber zunehmend einsehen, dass er zu seinem Uberwerke nur Entwiirfe
vorlegen kann, denn es geht ihm gesundheitlich nicht gut. Von Natur aus hypochon-
drisch veranlagt, hat er stets Angst vor Infektionen. Einer seiner Biographen zeichnet
folgendes Bild: ,, Er wusch unentwegt seine Hande, oft nur deshalb, weil er jemandem
die Hand gegeben hatte. Selbst im Inneren von Hausern trug er Handschuhe. Er
fUrchtete Bakterien, ansteckende Bazillen, alles.* Am 21. Mé&rz 1914 schreibt Skrjabin
seiner Frau Tatjana Schloetzer aus London: , Auf diesen Brief ist Geld gefallen.
Halte das Papier an den Enden! Die vierte Seite ist am meisten infiziert ...".

Anfang April 1915 leidet Skrjabin an einem Abszess rechts an der Oberlippe. Er
fiebert, gibt aber am 2. April noch einen Klavierabend in Moskau — seinen letzten.
Skrjabin ist bettlégerig, seine Familie ist mit ihm, und die Moskauer Spezialisten
wagen einen Einschnitt in die Lippe, der aber nicht mehr hilft: Skrjabins Blut ist schon
vergiftet und am 27. April 1915 stirbt er mit 44 Jahren an einer bakteriellen Sepsis.

Alban Berg

Als Skrjabin 1915 stirbt, arbeitet in Wien ein Komponist an einer Oper, die er
»Wozzeck" nennt, die ein Schlusselwerk fur die neue Musik darstellt und die auf
Georg Buchners Dramenfragment ,,Woyzeck" beruht, welches die Geschichte eines
gepeinigten Menschen wiedergibt — gemeint ist der grof3e Komponist Alban Berg
(Abb. 7).

Alban Berg wurde am 9. Februar im Jahre 1885 als
Sohn eines Buchhandlersin Wien geboren. Er wachst
in einer grofbirgerlichen Familie mit vielen kultu-
rellen Anregungen auf. Seine Begeisterung gilt der
Musik, und im Jahre 1904 beginnt er bei Arnold
Schonberg ein Studium der Harmoniel ehre, des Kon-
trapunkts und der Komposition.

Die Komponisten der zweiten Wiener Schule, also
Mahler, Schonberg, von Webern und vor allem
Alban Berg stehen ganz im Zeichen der strengen
Konstruktion, des Durchdenkens und Durcharbeitens
eines Werkes. Diese Schule sah in Komponisten wie
Bach, Beethoven und Brahms das héchste kompo-
sitorische Niveau. Berg kam es auf das Durchorga-
nisieren des kompositorischen Materials an, und in  Abb-7: Alban Berg

diesem Sinne ist er ganz Klassiker. Diese Form hélt Berg auch bei seinem Opus 1
durch, einer Klaviersonate in h-moll. Dieses Opus 1 entstand zwischen 1907 und
1908. Bei aller Formtreue verandert und erneuert Berg aber auch, indem er als Erster
Motive einfihrt, die schon bei ihrem ersten Auftreten fir den weiteren Verlauf des
Werkes bestimmend wirken.
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Zeit seines Lebens litt Alban Berg unter einer angegriffenen Gesundheit. Am 23. Juli
1900, also 15-jéhrig, ereilte ihn ein erster schwerer Asthmaanfall. Berg neigte zu
Entziindungen und schreibt spéter an seine Frau Helene: , Das geringste Wimmer|
wird zum Abszess. |ch weild mir wirklich keinen Rat und beginne Uber meine Gesund-
heit zu verzweifeln.” Aber er tragt sein Schicksal auch mit Galgenhumor und schreibt
an anderer Stelle: ,, Eben lasich, dass ein Asthmatiker nie zuckerkrank ist. Und daich
auch keinen Gebarmutterkrebs kriegen kann und man an Asthma nicht stirbt, so werde
ich also uralt.”

Alban Berg wird durch seine 1925 in Berlin uraufgefthrte Oper Wozzek bekannt und
die Tantiemen bringen ihm so viel Geld und Unabhangigkeit ein, dass es ihm und
seiner Frau Helene in den Jahren 1925 bis 1933 wirtschaftlich recht gut geht. Mit der
Machtergreifung durch die Nazis jedoch andert sich die Situation dramatisch und
Bergs Musik wird als entartet eingestuft. Diese Diffamierungen leiten direkt das
Katastrophenjahr 1935 ein.

Im August 1935, in den Tagen der Fertigstellung seines Violinkonzerts — seinem letzten
Werk, éhnlich wie das Requiem bei Mozart — bekommt Berg einen |nsektenstich auf den
unteren Teil des Rickgrats, der sich schlimm entziindet. Es entwickelt sich ein Abszess,
der zwar chirurgisch behandelt wird und auch scheinbar heilt. M 6glicherweise sogar
als Folge des Eingriffs erkrankt Berg erneut und diesmal schwer — er leidet unter einer
Sepsis. Die todliche Blutvergiftung nimmt unerbittlich ihren Lauf und am 24. Dezem-
ber 1935 verstirbt Alban Berg infolge eines septischen Multiorganversagens.

Gustav Mahler

Zu den lebendigen Vorbildern Alban Bergs in Wien gehort das Idol der damaligen
gesamten musikalischen Jugend in Wien: Gustav Mahler (Abb. 8).

Gustav Mahler wurde am 7. Juli 1860 geboren, als
eines von zwolf Kindern, von denen nur drei das
Alter von 16 Jahren erreichten. Der Tod war also von
Jugend an mit Mahler. Schon in jungen Jahren erntet
er als Dirigent Ruhm und wird schlief3lich 1897 zum
Chefdirigenten der Wiener Hofoper ernannt — eine
Traumstelle. Ein kometenhafter Aufstieg als Dirigent,
zunachst weniger als Komponist, ist ihm beschieden,
und schnell wird er zu einer internationalen
Berlhmtheit. Stets ein Mittelpunkt des Wiener
Gesellschaftslebens, lernt Mahler im Jahre 1901,
41-jahrig, die um 20 Jahre jingere, bildschtne und
bltihende Alma, Tochter des L andschaftsmalers Emil

Jakob Schindler, kennen und heiratet sie am 9. Méarz
Abb. 8: Gustav Mahler 1902 in Wien.
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Die Ehe ist von Anfang an von Mahlers instabilem Gesundheitszustand Uiberschattet.
Auch die Urlaubsmonate sind problematisch. Mahler nutzt sie, um von friih bis spéat
Musik zu schreiben. 1905 komponiert er die Kindertotenlieder, nicht ahnend, dass
zwei Jahre spéter seine geliebte adltere Tochter Maria Anna an Diphtherie sterben
sollte. Alma Mahler sah in der Vertonung der Kindertotenlieder eine Herausforderung
des Schicksals. Die Texte zu den Kindertotenliedern stammen von Friedrich Riickert
(1788 - 1866). Dieser hatte in den Jahren 1833 und 1834 seine beiden geliebten
Kinder Luise und Ernst infolge einer schweren Diphtherie verloren und beklagt diesen
schrecklichen Tod mit 423 Gedichten, die erst 1872 publiziert wurden.

Nach dem schrecklichen Tod der 5-jéhrigen Tochter Maria Annaim Jahre 1907 klagt
Alma Mahler Uber kardiologische Beschwerden. Ein Arzt wird gerufen, der aber
nichts Besonderes feststellen kann und nur Ruhe verordnet. Mehr aus Koketterie denn
wegen akuter Beschwerden bittet Mahler den Arzt, auch ihn zu untersuchen. Und
dieser diagnostiziert eindeutig ein Herzleiden. Mahler trifft diese Diagnose wie ein
Blitz, und im Grunde sollte er sich von dieser Nachricht nicht mehr erholen.

Im gleichen Jahr tritt Mahler nach nervenaufreibenden Auseinandersetzungen und
Intrigen von seinem hohen Posten in Wien zurlick und nimmt ein Engagement als
Chefdirigent der Metropolitan Opera in New York an. Hier schreibt er weiter an sei-
ner zehnten Symphonie, die er aber nie vollenden sollte. Am 20. Februar 1911 kommt
es in New York zu einem schweren Fieberanfall mit Halsschmerzen und Belag,
begleitet von einem Kreislaufkollaps. Mahlers Hausarzt, Dr. Fraenkel, stellt den Kon-
takt zu dem New Yorker Arzt Dr. Emanuel Lipman vom Mount Sinai Hospital her, der
erstmals die richtige Diagnose einer Endocarditis lenta stellt, einer Entziindung der
Herzklappen durch Streptokokken. Lipman teilt Mahler die Diagnose und hoffnungs-
|ose Prognose mit.

Letzte Hoffnung auf Heilung verspricht man sich von berihmten Pariser Bakterio-
logen wie dem Nobel preistréger 11ja M etchnikov sowie Fernand Widal. So reist die
Familie im April 1911 mit dem Schiff nach Europa, nach Paris, um Metchnikov und
Widal zu konsultieren, welche aber wegen der Osterferien nicht erreichbar sind. Statt
dessen konsultiert man einen am Pasteur-Institut tatigen Assistenzarzt, Dr. André
Chantemesse, der eine Blutprobe nimmt. Alma Mahler schreibt tiber die Umsténde
dieser Untersuchung in ihren Memoiren: ,, Chantemesse, der beriihmte Bakteriologe,
machte nun eine Reinkultur mit Mahlers Blut — o Arzte! Nach ein paar Tagen erschien
er mit dem Mikroskop — strahlend. Sollte ein Wunder geschehen sein? Er stellte
das Mikroskop auf dem Tisch ein: , Schauen Sie, Madame Mahler, so fabelhaft habe
ich selber die Streptokokken noch nie entwickelt gesehen. Sehen Sie diese Schniire —
es sind Algen.! Er wollte erkléren, glanzen! Aber ich konnte nichts horen. Fast
bewusstlos vor Schmerzen verlie3 ich ihn*.

Mahler will in Wien sterben, wohin er im Orient-Express gebracht wird. Er leidet, hat
starke Schmerzen, erhélt schlie3lich Morphium und nach langem Todeskampf stirbt
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Gustav Mahler 51-jdhrig am 18. Mai 1911 abends an einer schweren bakteriellen
Sepsis. Er scheidet von dieser Welt wahrend eines Gewitters, wie Beethoven 84 Jahre
Zuvor.

Arnold Schonberg hélt im Jahre 1913 in Prag eine Gedenkrede auf Gustav Mahler, in
deren Verlauf er auch auf die letzten Werke Mahlers zu sprechen kommt. So sagt er
Uber Mahlers Zehnte Symphonie: ,, Was seine Zehnte sagen sollte, das werden wir so
wenig erfahren wie bei Beethoven und Bruckner. Es scheint, die Neunte ist eine
Grenze. Wer dartiber hinaus will, muss fort. Es sieht aus, als ob uns in der Zehnten
etwas gesagt werden kénnte, was wir noch nicht wissen sollen, wofir wir noch nicht
reif sind. Die eine Neunte geschrieben haben, standen dem Jenseits zu nahe. Vielleicht
waren die Réatsel dieser Welt gel6st, wenn einer von denen, die sie wissen, die Zehnte
schriebe. Und das soll wohl nicht so sein.”

Ottorino Respighi und Schlussbemerkungen

Im Ruckblick kann festgehalten werden, dass in der Zeit der grofien Seuchen wie der
Pest bis zum Ende des 19. Jahrhunderts die Arzte und Wissenschaftler keine Ahnung
hatten von der Atiopathogenese einer Infektion, geschweige denn davon, wie eine
septische Erkrankung entsteht oder gar zu heilen ist.

Naturlich musste sich die klinische Wissenschaft und medizinisch-mikrobiol ogische
Forschung erst entwickeln. Im 19. Jahrhundert war sie weit fortgeschritten, wurde
aber nicht geniigend popularisiert und unterstitzt. Heute wird die Forschung zweifel-
los besser gefordert, aber sicher noch nicht in geniigendem Mal3e. Dies kénnte fatale
Konsequenzen haben, denn die Infektionskrankheiten schicken sich an, zurtickzu-
kehren, wie wir in diesen Jahren lernen missen. Neuartige Infektionskrankheiten
tauchen auf und die Sepsis ist unveréndert eine der haufigsten Todesursachen von
Intensivpatienten. Mehr denn je bedirfen wir deshalb gleichermalien tiefgehender
wie breit gefécherter Infektionsforschung, um neue Strategien zur Préavention und
Therapie zu entwickeln. Bedingt durch die Entwicklung von Resistenzen, schnelle
Verbreitung von Erregern, durch Tourismus, dramatische Urbanisierung, Immun-
suppression und andere Faktoren werden die Infektionskrankheiten mit Sicherheit in
unsere Breiten zuruckkehren. Dann mussen Grundlagenforscher und Mediziner
gewappnet sein, denn eine solche Form der Hilflosigkeit von Arzten und Wissen-
schaftlern gegentiber den Infektionskrankheiten wie zur Zeit der Pest, Cholera und
Syphilis darf es nie wieder geben!

Es ist interessant festzustellen, dass mit dem Aufkommen der Antibiotika und dem
vorlaufigen Ende der Infektionskrankheiten die ernste Musik in eine kaum noch
zugangliche verkinstelte Sackgasse geriet, wo noch entschieden werden konnte, ob
ein Komponist ein Kunstler oder ein Scharlatan war. Einer derjenigen, die schon in
den dreifdiger Jahren des 20. Jahrhunderts erkannten, dass sich die Musik zu einem
toten Punkt hin entwickelte, war Ottorino Respighi, mit dem dieses Essay
abgeschlossen werden soll (Abb. 9).
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Ottorino Respighi wurde am 9. Juli 1879 in Bologna
geboren. Im Dezember 1900 trat er ins Theater-
orchester St. Petersburg ein, wo er Unterricht bei
Rimski-Korsakov und Max Bruch nahm. Der grund-
legende Charakter von Respighis Schaffen besteht
in dem Versuch, ein Gleichgewicht zwischen Tradi-
tion und Fortschritt zu schaffen, &nlich wie Alban
Berg, aber fast immer tonal und auf ganz andere
Weise. In seiner Bearbeitung des Bach'schen Chorals
»Wachet auf, ruft uns die Stimme* kommt seine
mei sterhafte Orchestrierungskunst und die gléanzende
Farbigkeit seiner Umarbeitungen besonders ein-
drucksvoll zur Geltung. Abb. 9: Ottorino Respighi

In den Monaten des Jahres 1935 kreisen Respighis Gedanken um sein letztes Werk,
eine Oper mit dem Titel , Lucrezia® (nach Shakespeares , Der Raub der Lucrezia*).
Er arbeitet fieberhaft und kémpft dabel gegen eine chronische, unerklarbare Mdigkeit.
Diese steht wohl in Zusammenhang mit einer langsam fortschreitenden bakteriellen
Infektion, die ihn gegen Ende des Jahres 1935 zunehmend qualt und schwécht.

Im Januar 1936 wird schliellich die Diagnhose Endocarditis lenta gestellt und man
isoliert Sreptococcus viridans-Bakterien aus seinem Blut. Die Frau Ottorino Respighis,
Elsa, muss auf Anraten des Hausarztes ihren Mann belligen: sie erzahlt ihm, dass er
nur unter einer harmlosen E. coli-Infektion leide, die keine bedrohlichen Folgen habe.
Im Marz schreibt Respighi die letzten Noten an seiner Oper Lucrezia. Doch die
Todesstunde kommt unerbittlich néher. Man besorgt in den letzten Tagen Respighis
noch Sulfonamide aus Berlin, denn Gerhard Domagk (1895—-1964) hatte gerade die
Entdeckung des,, Prontosils* veréffentlicht. Aber die Therapie schléagt nicht mehr an,
vor allem wohl, weil die Sepsis schon weit vorangeschritten ist.

Am 18. April 1936 um 6 Uhr frih stirbt Respighi und mit ihm einer der Grof3en der
Musik im septischen Schock. Es regnet, stirmt, donnert und blitzt in den Minuten
seines Todeskampfes, wie bei Beethoven und Mahler. Aber a's Respighi die Augen
geschlossen hat, ist das schwere Gewitter voriiber und es singt eine Nachtigall.

Prof. Dr.rer. nat. E. Th. Rietschel

Forschungszentrum Bor stel

Zentrum fur Medizin und Biowissenschaften
Abteilung Immunchemie und Biochemische
Mikrobiologie

Parkallee 22

23845 Borstel
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Stammchar akteristik E. coli Stamm Nissle 1917
(Stand: Mérz 2001)

Her kunft:

Der E.-coli-Stamm Nissle 1917 wurde wéahrend des ersten Weltkriegs im Jahr
1917 durch den Freiburger Hygieniker und Bakteriologen A. Nissle aus den
Fézes eines Teilnehmers am Balkanfeldzug isoliert, der in der damals stark mit
Durchfallerregern verseuchten Dobrudscha im Gegensatz zu allen seinen
Kameraden vollkommen darmgesund blieb.

Stammtypisier ung und biologische Eigenschaften:
Der E.-coli-Stamm Nissle 1917 (synonym E. coli DSM 6601)

— ist vom WHO-Referenzzentrum fur Escherichia coli in Kopenhagen serologisch
vollsténdig typisiert als Serovar O6:K5:H1.

— ist biochemisch charakterisiert aufgrund seiner stammtypischen Stoffwechsel-
leistungen (“Bunte Reihe” z.B. Biotest GNI-ID-System bzw. BioMérieux
Api20E-System).

— zeigt nach Ziichtung unter standardisierten Bedingungen in der diskontinuier-
lichen SDS-Polyacrylamid-Plattengel el ektrophorese ein stammspezifisches
Zellproteinmuster.

— ist elektrophoretisch differenzierbar anhand seines Outer-Membrane-Protein
(OMP)- und seines Lipopolysaccharid (L PS)-Profils sowie seines Alleloenzym-
musters.

— ist molekulargenetisch charakterisiert durch sein stammtypisches DNA-
Bandenmuster in der Pulsfeldgelelektrophorese nach Makrorestriktion seiner
chromosonalen DNA mit selten schneidenden Restriktionsendonukleasen.
Der Stamm ist spezifisch nachweisbar mit Hilfe der Polymerase-K ettenreak-
tion (PCR) durch Verwendung stammcharakteristischer DNA-Primer-Paare.

— besitzt drei verschiedene Fimbrientypen (F1A-, F1C- und ,, Curli“-Fimbrien),
die ein Haften am Darmepithel bzw. an der dem Darmepithel lumenseitig
aufgelagerten Mucusschicht ermdglichen.

— ist auf antagonistische Aktivitét in vitro und in vivo geprift

a) durch Co-Kultivierung mit
— enteropathogenen, uropathogenen
und anderen E.-coli-Stdmmen
— Proteus vulgaris
— Salmonella enteritidis

Shigella dysenteriae
Yersinia enterocolitica
Vibrio cholerae
Candida albicans
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b) durch Diassoziationsversuche mit pathogenen Keimen (pathogene E. coli,
Salmonella typhimurium, Candida albicans) an gnotobiotischen Tieren
(Ratten, Ferkel)

¢) durch Kolonisierung von Neugeborenen, wobei die Ansiedlung von uner-
wunschten Hospitalkeimen drastisch reduziert wird.

bildet keimhemmende bzw. -abtétende Mikrozine, gegen die er selbst unem-
pfindlichist, darunter ein in der Literatur bisher nicht beschriebenes Mikrozin.
Die DNA-Sequenzen der Mikrozingene wurden ermittelt.

hemmt das Eindringen von Salmonellen und anderen invasiven Entero-
bakterien (Shigellen, Listerien, Yersinien, enteroinvasive E. coli) in humane
Epithelzellen in der Zellkultur.

besitzt zwei kleine kryptische Plasmide (Molekllmasse ca. 2,1 bzw. ca. 3,7
Megadalton), die genetisch stabil sind und nicht auf andere E.-coli-Stdmme
transferiert werden. Die DNA-Sequenzen der beiden stammtypischen Plasmide
sind aufgeklart.

besitzt Geil3eln (Serotyp H1) und ist dadurch gut beweglich. Die Begeil3elung
befahigt den Keim, sich im zahfllssigen Darmschleim in Richtung Darm-
wand (Sauerstoffquelle als chemotaktischer Reiz) zu bewegen. Gleichzeitig
erlaubt seine Beweglichkeit, entgegen der durch die Darmperistaltik vorge-
gebenen Transportrichtung zu agieren.

produziert mehrere fur die Eisenaufnahme wichtige Siderophore: Aerobaktin,
Enterobaktin, Colibaktin und Yersiniabaktin sowie ein Hamin-und ein Citrat-
abhéngiges Eisenakquisitionssystem.

produziert kurzkettige Karbonséuren; in der Hauptsache Formiat und Acetat,
daneben Propionat und Butyrat.

ist ein potenter Immunmodulator und zeigt

a) spezifische Wirkungen
Ausgetragene Neugeborene und Frihgeborene zeigen nach gezielter
Kolonisierung mit dem E.-coli-Stamm Nissle 1917 eine signifikante
Erhdhung der IgA- und IgM-Spiegel im Stuhlfiltrat und im Blutserum.
Aus Einzeluntersuchungen ergeben sich Hinweise fir eine Erhdhung von
IgA auch im Speichel. Der 1gG-Spiegel wird demgegenutber nicht verandert.

b) unspezifische Wirkungen
In-vitro-Versuche ergaben eine signifikante Steigerung der sekretorischen
L eistungen von Mausmakrophagen nach Stimulierung mit E. coli Stamm
Nissle 1917. Die Lyse von Tumorzellen sowie L eishmanien wurde durch
mit E. coli Stamm Nissle 1917 stimulierte Makrophagen gefordert. Die
Phagozytoserate der Makrophagen wurde nur geringfligig erhoht.
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— Bel Méusen hemmte die orale Verabreichung von E. coli Stamm Nissle 1917
dosisabhéngig das Angehen von i.v. gesetzten Candida-albicans- und Listeria-
monocytogenes-1 nfektionen.

— enthalt mit 35 ng Lipopolysaccharid (LPS) pro 106 Zellen die fur die Art
Escherichia coli Ubliche Menge an Endotoxin. Die molekulare Struktur des
LPS aus dem E.-coli-Stamm Nissle 1917 ist vollstandig aufgeklart und unter-
scheidet sich strukturell von allen bisher beschriebenen Lipopolysacchariden
aus E. coli. So enthélt die O6-Seitenkette nur eine Repeating Unit, die regel-
mafdig in der Kette vorliegt, und die Core-Region zeigt bisher unbekannte
Modifizierungen. Diese Beonderheiten des LPS aus E. coli Nissle 1917 ver-
leihen dem Stamm immunmodulierende Eigenschaften, ohne dass er immun-
toxisch wirkt.

— ist ein guter Kolonisierer sowohl im Tiermodell (gnotobiotische Ratten und
Ferkel, SPF-Mé&use (SPF-specific pathogen free) und SPF-Ferkel) als auch
beim Menschen.

Sicherheitsrelevante Eigenschaften:
Der E.-coli-Stamm Nissle 1917

— ist in verschiedenen Testsystemen auf Toxinproduktion Gberprdift.
Er bildet keine — hitzelabilen Enterotoxine (H-LT),
— hitzestabilen Enterotoxine (H-ST),
— Zytotoxine (Cytotoxic necrotizing factor, CNF 1),
— Shiga-like Toxine (SLT I, SLT 11)
und verfugt auch nicht Uber das bei pathogenen E. coli fur die Sezernierung
dieser Toxine zustandige Typ-I11-Transportsystem.

— istinvitro wiein vivo auf Invasivitét getestet. Der Stamm ist nicht invasiv.
— bildet im Gegensatz zu einigen pathogenen E.-coli-Biovars keine Hdmolysine.

— weist keine bei Sepsis- und Meningitis-Erregern haufig vorkommende
Serumresistenz auf (getestet mit Human-, Rinder- und Schweineserum).

— zeigt keine Mannose-resistente Hamagglutination und bildet keine CFA I/11-
Fimbrien, die eng mit der Darmpathogenitét von bestimmten E.-coli-Stammen
assoziiert sind.

— exprimiert keine P-, M- oder S-Fimbrien, die eng mit der Virulenz bestimmter
extraintestinal pathogener E.-coli-Stdmme assoziiert sind und besitzt keine
Genloci fiur diese Adhérenzfaktoren.

— weist keines der fir harnwegspathogene E.-coli-Stamme typischen
Uropathogenitatsmerkmale auf.

gehort nach seinem DNA-Profil zu einem nicht uropathogenen O6:K5-Klon.
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— ist nicht resistent gegeniiber gangigen, gegen Gram-negative Enterobakterien
wirksame Antibiotika.

— besitzt keine grol3molekularen Plasmide, von denen bekannt ist, dass sie Gene
fur Pathogenitétsfaktoren und Antibiotikaresistenzfaktoren tragen kénnen.

— ist ein schlechter Rezipient fir Fremd-DNA in Form von Antibiotikaresistenz-
Plasmiden und anderen Plasmiden.

— ist durch die Tox-Phagen enterohéamorrhagischer E.-coli-Stamme (EHEC) nicht
transformierbar. Die phagenkodierte genetische Information zur Produktion
der EHEC-typischen Shiga-like-Toxine wird nicht aufgenommen.

— ist genetisch stabil sowohl in vitro nach 100maliger sequentieller Zichtung
als auch in vivo nach Implantation in den Sauglingsdarm (nachgewiesen
durch vergleichende Makrorestriktionsanalyse der chromosomalen DNA des
Originalstamms mit der von Re-1solaten mittels Pulsfeldgel el ektrophorese).

— zeigt in Standardverfahren zur Feststellung der akuten Toxizitét bei Ratten und
Mausen keine toxischen Effekte bei oraler Verabreichung von bis zu 50 ml/kg
K orpergewicht einer Suspension mit 2x 10 KBE/ml. Eine LDsg konnte
daher nicht festgelegt werden.

Aufbewahrung:

Die Stammkultur von E. coli Nissle 1917 wird in gefriergetrockneter Form in
Ampullen bei -80°C aufbewahrt. Die Art der Aufbewahrung garantiert die
Stabilitét und Unveranderlichkeit der Stammkultur.
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