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Abstract

Background: Pathogenesis of non-hereditary colorectal neoplasia is poorly un-
derstood. The differences in regional incidence indicate an influence of environ-
mental factors, as socio-economic conditions, nutrition and intestinal flora. An
intracellular flora with a predominance of Escherichia coli in colon biopsies has
been described in these patients.
Methods: We studied virulence factors of Escherichia coli isolated from washed
colonoscopic biopsies of 43 patients with colorectal carcinoma and adenoma. 100
strains of E.coli were isolated and used for detection of a broad range of virulence
genes by PCR encoding: s-fimbriae (sfa), pyelonephritis-associated pili (pap),
hemolysin A (hlyA), heatstable and heatlable toxins (ST, LT, EAST), verotoxin
(stx), invasionplasmidantigen (ipaH), intimin (eae), cytolethal distending toxin
(cdt) and cytotoxic necrotizing factor 1 (cnf1). E.coli from biopsies of 55 patients
with inflammatory bowel disease (IBD) and non-specific colitis, of 16 patients
with irritable bowel syndrom (IBS) and from stool samples of 29 healthy individ-
uals were isolated and examined as controls.
Results: The prevalence of virulent strains bearing at least one of the tested genes
was 69% in colorectal carcinoma and 58% in colorectal adenoma, but only 25
to 39% of IBD and IBS patients and healthy individuals (p < 0.05). However, a
typical pattern of virulence genes could not be found. Strains from 63% of car-
cinoma and 50% of adenoma patients were tested positive for adherence factors
(pap or sfa), but only from 27% of IBD and IBS patients and 24% of healthy in-
dividuals. Cdt was found in 14% of neoplasia patients, but not in IBS or healthy
persons. Hemolysin A and cnf1 being detected in 26 and 16% of neoplasia were
more prevalent than in the control groups, but the difference did not reach statisti-
cal significance. ST, LT or eae were found rarely or not at all.
Conclusions: Colonic mucosa of 60% of patients with colorectal neoplasia is
colonised by virulent E.coli. Virulent E.coli are significantly more prevalent in
neoplasia than in patients with IBS, IBD and in healthy individuals. However
these strains do not share a single pattern of known pathogenetic factors.

Keywords:
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Zusammenfassung

Hintergrund: Die Pathogenese nicht-familiärer kolorektaler Neoplasien ist heute
noch nicht bekannt. Die Besonderheiten der Epidemiologie der Erkrankung spre-
chen f̈ur die Beteiligung von Umweltfaktoren, wie sozioökonomischer Faktoren,
der Ern̈ahrung oder der bakteriellen Flora des Darmes. Eine intrazelluläre, von
E.coli dominierte Flora wurde in Kolonbiopsien dieser Patienten beschrieben.
Methoden: Es wurden Virulenzfaktoren von Escherichia coli untersucht, die aus
gewaschenen koloskopischen Biopsien von 43 Patienten mit kolorektalen Adeno-
men und Karzinomen isoliert worden waren. 100 Stämme wurden mittels PCR auf
Gene f̈ur folgende Virulenzfaktoren untersucht: s-Fimbrien (sfa), pyelonephritis-
assoziierter Pilus (pap), Ḧamolysin A (hlyA), hitzestabiles und -labiles Toxin (ST,
LT, EAST), Intimin (eae), Verotoxin (stx), Invasionsplasmid (ipa), cytolethal di-
stending toxin (cdt) und cytotoxic necrotizing factor 1 (cnf1). Für die Kontroll-
gruppe wurden E.coli aus Biopsien von 55 Patienten mit chronisch-entzündlichen
Darmerkrankungen (CED) und unspezifischer Kolitis, von 16 Patienten mit Co-
lon irritabile (IBS) und aus Stuhlproben von 29 gesunden Probanden isoliert und
untersucht.
Ergebnisse: Bei 69% der Patienten mit kolorektalen Karzinomen und bei 58% der
Patienten mit kolorektalen Adenomen wurde mindestens einer der Virulenzfakto-
ren gefunden, dagegen nur bei 25 bis 39% der IBS- und CED- Patienten sowie
der gesunden Probanden (p < 0,05). Ein typisches Muster der Virulenzfaktoren
lag dabei nicht vor. 63% der Karzinom- und 50% der Adenompatienten waren für
einen der Adḧarenzfaktoren pap oder sfa positiv, dagegen nur 27% der CED- und
IBS-Patienten und 24% der gesunden Probanden. Cdt kam bei 14% der Neopla-
siepatienten vor, aber nicht bei IBS- Patienten oder Gesunden. Hämolysin A und
cnf1 waren mit 26% bzw. 16% bei Neoplasiepatienten zwar häufiger als in den
Kontrollgruppen, dennoch war der Unterschied nicht signifikant. ST, LT und eae
wurden selten oder gar nicht gefunden.
Schlußfolgerungen: Eine Besonderheit der Besiedlung der Kolonmukosa bei Pa-
tienten mit Neoplasien im Gegensatz zu Patienten mit CED und IBS sowie ge-
sunden Probanden ist das signifikant häufigere Vorkommen virulenter E.coli, die
heterogen im Muster ihrer Virulenzfaktoren sind.

Schlagẅorter:
kolorektale Neoplasien, Darmflora, Virulenzfaktoren von E.coli, Polymeraseket-
tenreaktion
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Kapitel 1

Einleitung

Daß die Infektion des Menschen mit bestimmten Mikroorganismen zur Entstehung
von Karzinomen f̈uhren kann, ist seit langer Zeit durch Beobachtungen vermutet
worden, aber erst in den letzten Jahren gelang es, solche Zusammenhänge auf ge-
netischer Ebene zu beweisen. Besonders aus dem Gebiet der Virologie stammen
diese neuen Erkenntnisse. Mit dem Nachweis der Assoziation des Helicobacter
pylori–Befalls mit dem MALT–Lymphom wurde zum erstenmal die kanzerogene
Wirkung eines humanpathogenen Bakteriums gezeigt [36]. Damit ist die Frage
aufgeworfen, ob auch andere Karzinome mit einer spezifischen bakteriellen Be-
siedlung erkl̈arbar und damit durch rechtzeitige Therapie zu verhindern sind. Vor
diesem Hintergrund soll diese Arbeitüber

”
Virulenzfaktoren mukosaassoziierter

E.coli bei Patienten mit kolorektalen Neoplasien“die Besonderheiten dieser Er-
krankung im Hinblick auf Epidemiologie und Pathologie beleuchten, die bisheri-
gen Erkenntnisse zur Darmbesiedlung bei diesen Patienten zusammenstellen und
im Zusammenhang mit den eigenen Untersuchungen diskutieren.

1.1 Bedeutung von kolorektalen Neoplasien

Das kolorektale Karzinom, der vom Zylinderepithel von Kolon und Rektum aus-
gehende maligne Tumor, stellt in Westeuropa und in den USA die zweithäufigste
Krebserkrankung dar. Bei der deutschen Krebsmortalität steht es an 2. Stelle, bei
Frauen nach dem Mammakarzinom und bei Männern nach dem Bronchialkarzi-
nom. Es wird gescḧatzt, daß im Jahr 1997 24.000 Männer und 28.000 Frauen in
Deutschland neu an einem solchen Karzinom erkrankt waren. Dabei sind beson-
ders Menschen jenseits des 50. Lebensjahres betroffen [24].
Trotz der großen Bedeutung dieser Erkrankung ist – abgesehen von dem gerin-
gen Anteil familïar geḧaufter Karzinome – in den meisten Fällen bis heute nicht
bekannt, wie es zu ihrer Entstehung kommt.

1
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1.2 Aktuelle Vorstellungen zur Pathogenese kolorek-
taler Neoplasien

1.2.1 Allgemeine Tumorigenese

Nach den aktuellen Ansichten zur Tumorigenese ist die Entwicklung eines ma-
lignen Tumors ein stufenartiger Prozeß, in dem Zellen durch einenäußeren Sti-
mulus (virale, chemische, physikalische Noxen) zunächst einzelne, später immer
mehr Mutationen in ihren Genen ansammeln, unter anderem in solchen, die den
Zellzyklus steuern. Dabei handelt es sich entweder um Tumorsuppressorgene, de-
ren Genprodukte in mutierter Form als Wachstumshemmer ausfallen, oder um
Protoonkogene, deren Genprodukte in mutierter Form als Zellzyklusbeschleu-
niger wirken, weil sie durch die natürlichen R̈uckkopplungsmechanismen nicht
mehr hemmbar sind. Auch Mutationen in DNA–Reparaturenzymgenen beschleu-
nigen die Tumorigenese, da sie das Auftreten von Veränderungen in weiteren Ge-
nen f̈ordern [43].
Mikroskopisch entwickeln diese Zellen dabei Zeichen von Zellatypie, wie ver-
schobene Kern-Plasma-Relation, Heterochromasie und Polymorphie der Zellker-
ne, deutliche Nukleolen sowie atypische Mitosen. In diesem Stadium der Dys-
plasie wird der Prozeß unumkehrbar: auch die Entfernung desäußeren Wachs-
tumsreizes kann die Zellteilungen nicht mehr beenden [43].
Atypische Zellen haben eine abnehmende Tendenz zur Ausdifferenzierung: sie
verlieren die typischen morphologischen und funktionellen Eigenschaften ihres
Ursprungsgewebes (Anaplasie). Geht die Expression von funktionsfähigen Zell-
Zell-Kontaktproteinen verloren, ist eine wesentliche Voraussetzung für die Ent-
stehung eines invasiven Tumors erfüllt [43].

1.2.2 Wege zur Initiation maligner Tumoren

Für die Mehrzahl der malignen Tumoren des Menschen ist nicht bekannt, wel-
che Faktoren die Tumorentstehung auslösen, aber f̈ur einige Entiẗaten sind die
Auslöser und pr̈adisponierenden Faktoren nachgewiesen worden. Diese sind sehr
vielfältig und umfassen neben physikalischen und chemischen Noxen, chroni-
schen Entz̈undungen, Immunsuppression und eine ganze Reihe mikrobieller Er-
reger.
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Risikofaktor assoziiertes Malignom

UV–Licht induzierter Sonnen-
brand der Haut

Malignes Melanom

Ethanol Ösophaguskarzinom

Rauchen Kleinzelliges Bronchialkarzinom,
Plattenepithelkarzinom der Lunge

HIV–Infektion Kaposi-Sarkom

Chronische Infektion bei Tuber-
kulose

Wundkarzinom

Chronische Entz̈undung der
Haut bei Lichen sclerosus et
atrophicans

Spinaliom

Colitis ulcerosa und Morbus
Crohn

Kolorektales Karzinom

EBV nasopharyngeales Karzinom,
Non-Hodgkin-Lymphome, z.B.
Burkitt-Lymphom und chronisch-
myeloische Leuk̈amie

Helicobacter pylori MALT-Lymphom, Magenkarzinom

HPV Zervixkarzinom, andere Plattenepi-
thelkarzinome

HBV, HCV hepatozellul̈ares Karzinom

Schistosoma sinesis Kolorektales Karzinom

Tabelle 1.1: Risikofaktoren und assoziierte Malignome
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1.2.3 Aktuelle Vorstellungen zur Entstehung kolorektaler Neo-
plasien

1.2.3.1 Zur Pathologie der Kolonneoplasien

Daß kolorektale Karzinome immer aus adenomatösen Schleimhautveränderungen
hervorgehen, gilt heute als bewiesen. Makroskopisch fallen die Adenome meist als
Polypen (gestielte oder sessile) auf. Diese adenomatösen Polypen (nicht die hy-
perplastischen oder hamartomatösen) m̈ussen also als Präkanzerosen, als Läsio-
nen mit erḧohtem Entartungsrisiko, gelten [44].
Die Größe, aber auch der makroskopische und histologische Typ des Adenoms, ist
mit dem Entartungsrisiko korreliert. Sessile Adenome haben ein höheres Risiko
als gestielte, vill̈ose ein ḧoheres Risiko als tubuläre [30].
Fearon und Vogelstein beschrieben 1990 ein Modell für die genetische Grundlage
der Adenom-Karzinom-Sequenz. Sie fanden, daß sich die Mutationen der einzel-
nen Gene dem Stadium der Entartung zuordnen lassen [9]. Ihr Modell ist in der
Abbildung 1.1 dargestellt.

K-ras-Mutation

(Onkogen)

Normales Epithel Kleine Adenome

Große AdenomeKarzinome

Metastasen

APC-Mutation

(Tumorsuppressor)

c-myc-Mutation (Onkogen)

P53-Mutation

(Tumorsuppressor)

DCC-Mutation

(Tumorsuppressor)

Akkumulation verschiedener

Mutationen

Abbildung 1.1: Die Adenom-Karzinom-Sequenz: genetische Veränderungen,
nach Fearon und Vogelstein [9]
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1.2.3.2 Vorerkrankungen und genetische Pr̈adispositionen des kolorektalen
Karzinoms

Obwohl für den gr̈oßten Teil der kolorektalen Karzinome nicht bekannt ist, wie
sie induziert werden, gibt es einige Risikofaktoren, die besonders eng mit der Kar-
zinomentstehung korrelieren und als auslösende Faktoren anerkannt sind. Dazu
geḧoren:

Genetische Pr̈adisposition. Es ist bekannt, daß bei einigen Karzinompatienten
eine familïare Ḧaufung besteht. Der Anteil dieser Patienten wird auf 2-5% aller
Patienten mit kolorektalen Karzinomen geschätzt [44]. Die Karzinome k̈onnen da-
bei im Rahmen einer Polyposis auftreten (wie zum Beispiel bei der familiären ade-
nomaẗosen Polyposis coli (FAP)) oder erblichen Syndromen (wie dem Gardener-
Syndrom). In anderen Familien sind kolorektale Karzinome ohne vorausgehende
Polyposis geḧauft vorhanden (hereditary nonpolyposis colorectal cancer,
HNPCC). Bei diesen Patienten kommen häufig gleichzeitig Endometriumskar-
zinome, seltener Tumoren des urogenitalen und hepatobiliären Systems vor. F̈ur
HNPCC werden vererbte Defekte in Genen für DNA-Reparaturenzyme verant-
wortlich gemacht [1].

Vorerkrankungen. Sowohl bei Patienten mitColitis ulcerosa als auch mit
M.Crohn besteht ein erḧohtes Risiko, kolorektale Adenome und Karzinome zu
entwickeln [7, 13, 27]. Bei Patienten mit Colitis ulcerosa ist das Risiko, ein Kar-
zinom zu entwickeln, nach 20 Jahren 30 mal höher als in der Normalbevölke-
rung [26]. Deshalb sind pr̈aventive Koloskopien regelm̈aßig ab dem 10.Jahr nach
Diagnosestellung angezeigt. Für M.Crohn-Patienten schwanken die Angaben zum
Entartungsrisiko aufgrund der geringen Zahl publizierter Fälle.
Desweiteren erḧohen auch eineInfektion mit Schistosoma sinesisund chir-
urgische Uretereinleitung in das Kolondas Risiko f̈ur ein kolorektales Karzi-
nom [50].

Für die meisten Patienten ist die Karzinomentwicklung aber mit der genetischen
Pr̈adisposition und den Vorerkrankungen allein nicht erklärbar. Vielmehr gibt es
deutliche epidemiologische Hinweise auf die Beteiligung von Umweltfaktoren.

1.2.3.3 Besonderheiten der Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms, wei-
tere Risikofaktoren und Prävention

Epidemiologie. Die Häufigkeit des kolorektalen Karzinoms zeigt deutliche Un-
terschiede in der globalen und in der sozioökonomischen Verteilung: Gebiete ho-
her Inzidenz sind die Industrieländer Westeuropas und die USA. Andererseits sind
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die Länder Afrikas weniger betroffen. Zunächst gibt es auch innerhalb der Länder
mit hoher Inzidenz deutliche Unterschiede in der Verteilung des Karzinoms: so
erkrankt in diesen L̈andern die Stadt- ḧaufiger als die Landbevölkerung, und die
Patienten kommen̈uberdurchschnittlich ḧaufig aus den wohlhabenderen Schich-
ten [30, 12].
Zweitens haben Wandererstudien gezeigt, daß Einwanderer in Gebiete mit ande-
rer Inzidenz als in ihrer Heimat innerhalb kurzer Zeit das höhere oder niedrigere
Risiko des Einwanderungslandes annehmen [12]. Diese Befunde sprechen dafür,
daß die Risikofaktoren für die Entstehung von kolorektalen Karzinomen in er-
ster Linie Umweltfaktoren sind, die vor dem genetischen Hintergrund wirken. Im
allgemeinen kommen die Besonderheiten der Lebensumstände (z.B. Schadstoff-
exposition), Lebensgewohnheiten (Ernährung, Rauchgewohnheiten) und gesell-
schaftliche Umsẗande (z.B. sozialer Streß, Qualität der medizinischen Versorgung,
Möglichkeiten der Fr̈uherkennung) als Umweltfaktoren in Betracht.
Es muß auch berücksichtigt werden, daß andere, gleich verteilte Erkrankungen
die Entstehung der Karzinome beschleunigen könnten.

Weitere Risikofaktoren. Die Bedeutung derErnährungfür die Entstehung des
kolorektalen Karzinoms ist sehr umfassend untersucht worden. Zwar zeigen stati-
stische Untersuchungen seit Jahren durchaus widersprüchliche Ergebnisse in Be-
zug auf einzelne Bestandteile der Nahrung, doch ist die direkte Korrelation mit
dem pro-Kopf-Konsum von Energie, tierischen Fetten und Eiweißen und ande-
rerseits die inverse Korrelation mit dem Anteil pflanzlicher Nahrungsbestandteile
gut nachgewiesen [44, 30, 12]. Über den direkten Zusammenhang dieser Befunde
mit der Karzinomentstehung gibt es verschiedene Hypothesen (siehe unten).

Statistische Untersuchungen zeigen eine direkte Korrelation des Risikos mit einer
Hypercholesterin̈amieund einer Pr̈adisposition zurkoronaren Herzkrankheit[30].

DasRauchenist ein fraglicher Risikofaktor [30].

Es wird gescḧatzt, daß 30% der Menschen im mittleren und höheren Lebensalter
adenomaẗose Polypentragen. Die Wahrscheinlichkeit, daß diese entarten, hängt
von der Art und Gr̈oße der L̈asionen ab: bei einer Größe zwischen 1,5 und 2,5 cm
wird das Entartungsrisiko auf 2-10% geschätzt. Die Abtragung dieser Polypen ist
deshalb wichtig, ebenso weitere Koloskopien, denn zwischen 30 und 50% dieser
Patienten entwickeln mit der Zeit wieder Adenome [30].

Prävention Aufgrund empirischer Erfahrungen sind einzelne Stoffe bekannt,
deren risikosenkende Wirkung sich in Studien nachweisen ließ. Von derAcetyl-
salicyls̈aure ist beschrieben, daß sie bei langzeitiger und regelmäßiger Einnahme
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eine Senkung des Karzinomrisikos bewirkt [30]. Auch dieser Wirkmechanismus
ist nicht bekannt.

Eine risikosenkende Wirkung hat Studien zufolge dieÖstrogensubstitutionbei
Frauen in der Postmenopause [30]. Wieder ist der Schutzmechanismus nicht be-
kannt, doch k̈onnte so die Abnahme der Inzidenz des kolorektalen Karzinoms bei
Frauen in den letzten Jahren erklärt werden.

Körperliche Aktiviẗat senkt das Risiko [12].

Keinen Einfluß auf das Erkrankungsrisiko scheint die Einnahme antioxidativer
Vitamine (Vitamin C, Vitamin E undβ-Carotin) zu haben [30, 12].

1.2.4 Experimentelle Ans̈atze

Die Ergebnisse der epidemiologischen Forschung zur Bedeutung der Umweltein-
flüsse und der Ern̈ahrung bei der Entstehung kolorektaler Karzinome spiegeln sich
in den experimentellen Ansätzen wieder, die der Frage nachgehen, wie diese Zu-
sammenḧange im Detail erkl̈art werden k̈onnten.
Die wesentlichsten Ansätze sind im Prinzip zwei verschiedenen Richtungen zu-
zuordnen: zum einen sind es Versuche, einen spezifischen Erreger als Auslöser
der Karzinomentwicklung zu entdecken (nach dem Modell der Assoziation des
MALT-Lymphoms des Magens mit einer Helicobacter pylori Infektion), anderer-
seits Versuche, die Bedeutung von fakultativen Pathogenen unter der Standortflora
des Darms und deren Interaktion mit den Epithelzellen zu erforschen. Die zweite
Richtung von Ans̈atzen k̈onnte eher die Ern̈ahrungsgewohnheiten mit einbezie-
hen.
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Erster Ansatz

Folgende Erreger sind in den letzten Jahren diskutiert worden:

• Gruppe D - Streptokokken (z.B. S. bovis) [33, 41]

• Helicobacter pylori [31]

• Humane Papillomviren [23, 48]

• Inoue-Melnick-Virus (IMV) [18, 19]

Gruppe D-Streptokokken kamen aufgrund der klinischen Erfahrung in die Diskus-
sion, daß S.bovis- Endokarditiden und -Bakteriämien oft mit kolorektalen Karzi-
nomen assoziiert sind.
Aber für keinen der Erreger wurde einüberzeugender Zusammenhang hergestellt.
Weder lag eine ḧaufigere Besiedlung als in Kontrollgruppen, noch ein Hinweis
auf kanzerogene Wirkung am Kolon vor.

Zweiter Ansatz

Schon seit l̈angerem hat man versucht, die Bedeutung der Darmflora für die Ent-
stehung kolorektaler Karzinome zu evaluieren. Diese Ansätze waren deshalb at-
traktiv, weil es so m̈oglich wäre zu beschreiben, warum die Ernährung eine Schlüssel-
rolle unter den Risikofaktoren dieser Erkrankung spielt. Es wurde die Hypothese
aufgestellt, daß aus einer an tierischen Fetten und Eiweißen reichen Nahrung so-
wie aus einer typischen Zusammensetzung der Gallensäuren nach der Umsetzung
durch die Standortflora des Darmes karzinogene Stoffwechselprodukte gebildet
werden. L̈angere Verweildauer des Darminhaltes bei ballaststoffarmer Ernährung
sowie die gleichzeitige starke Vermehrung der Darmbakterien sollen die Ent-
stehung dieser Metabolite beschleunigen und die Kontaktzeit mit dem Epithel
verlängern [28]. Ein Tiermodell zeigt, daß dieser Weg der Karzinomentstehung
prinzipiell möglich ist: werden M̈ause mit Cycadn̈ussen gef̈uttert, entwickeln sie
kolorektale Dysplasien, allerdings nicht, wenn sie vorher antibiotisch behandelt
wurden. Es ließ sich eine karzinogene Substanz, das Cycasin, nachweisen, die
erst durch den Umsatz der Nuß durch die Darmflora entsteht [28].
In den Untersuchungen beim Menschen wurden dabei allerdings meist aus dem
Stuhl gewonnene Bakterien isoliert und mit der Flora der verschiedenen Darmab-
schnitte gleichgesetzt, obwohl bis heute nicht bekannt ist, wie stark sich die Flora
der verschiedenen Darmabschnitte in der Zahl und Zusammensetzung der Spe-
zies unterscheidet. Aucḧuber die Reproduzierbarkeit der Daten zur Besiedlung
existieren unterschiedliche Angaben - einige Autoren berichten von starken Ta-
gesschwankungen, andere bestreiten dies.
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1.3 Mukosaassoziierte Flora bei Patienten mit kolo-
rektalen Neoplasien

Ein Verfahren, das erlaubt, Schlüsseüber die Flora eines bestimmten Darmab-
schnittes zu ziehen, ist die von Swidsinski 1998 beschriebene Methode zur Dar-
stellung der epithelnahen Mikroflora aus koloskopisch gewonnenen Zangenbiop-
sien [51]. Das Material wird dabei in mehreren Waschschritten von oberflächlich
anhaftendem Stuhl und Keimen befreit und die Flora entweder durch Kultur nach
einer hypotonen Lyse des Materials oder durch quantitative PCR nach DNA- Ex-
traktion dargestellt. Zur Vorhersage der Lokalisation dieser Flora wird der Gen-
tamycinprotectionassay verwendet. Bei diesem Verfahren wird durch die Zugabe
des Antibiotikums die extrazelluläre Flora abgetötet. Nach der hypotonen Lyse
des Materials wachsende Bakterien werden als intrazellulär lokalisiert betrach-
tet. Durch dieses Vorgehen kann die fäkale, intraluminale Flora reduziert werden,
und es werden die Keime isoliert, die den engsten Kontakt zur Mukosa haben.
Andererseits erlauben die Kombination von Kultur und quantitativer PCR mit Se-
quenzierung einen̈Uberblick über unter diesen Bedingungen nicht kultivierbare
Bakterien.
Der Autor kommt zu folgenden Ergebnissen [51]:

1. Bei 90 und 93% der Patienten mit Adenomen und Karzinomen sind mehr
als 1000 Keime/µl in den Biopsien nachweisbar, dagegen nur bei 3% der
asymptomatischen Kontrollpatienten.

2. Die Analyse der 16S rRNA - Gensequenzen ergab, daß bei 76% der Adenom-
und 87% der Karzinompatienten E.coli vorherrschte.

3. Ein Teil der so gewonnenen Flora ist intrazellulär lokalisiert, denn 28% der
Biopsien von Adenom- und 56% der Biopsien von Karzinompatienten zei-
gen einen positiven Gentamycinprotectionassay.

1.4 Eigene Fragestellung

Die Ätiologie des kolorektalen Karzinoms ist heute noch nicht bekannt. Zwar exi-
stieren Theorien, die Besonderheiten dieser Krankheit im Hinblick auf die Epide-
miologie, die Klinik und empirische Präventionsm̈oglichkeiten zu erkl̈aren, doch
ist kein Beweis f̈ur ein Agens erbracht, das den Kreislauf von Proliferation und
Mutation, der zur Karzinomentstehung führt, ausl̈ost.
Nach dem Nachweis einer mukosaassoziierten, zum Teil intrazellulär lokalisier-
ten Darmflora mit E.coli als konstantem Bestandteil, stellte sich die Frage nach
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einem Zusammenhang zwischen der Besiedlung mit diesen Bakterien und der Pa-
thogenese der Neoplasien.
Insbesondere sollte die Frage beantwortet werden, ob es sich bei den beschriebe-
nen mukosaassoziierten E.coli um eine besondere Lokalisation der normalen in-
traluminalen Flora handelt oder ob eine Besiedlung mit virulenten Bakterien, also
mit enterotoxischen (ETEC), enteropathogenen (EPEC), enterohämorrhagischen
(EHEC) und enteroinvasiven E.coli (EIEC) oder mit anderen Virulenzmerkmalen,
vorlag.
Zu diesem Zweck wurden E.coli–Stämme aus Kolonbiopsien von Patienten mit
kolorektalen Adenomen und Karzinomen isoliert und auf ein Spektrum bekannter
Virulenzmerkmale untersucht.
In der Vorstellung, daß vergleichbare Stämme von E.coli aus Biopsien Gesun-
der nicht verf̈ugbar sind (da bei Gesunden die mukosaassoziierte Flora nicht exi-
stiert), wurden zur Einschätzung der Ḧaufigkeit der verschiedenen Virulenzmerk-
male in der Normalpopulation E.coli aus Stuhlproben gesunder Probanden isoliert
und durch die PCR auf Virulenzmerkmale getestet. Ebenso wurde mit Stämmen
verfahren, die nach denselben Prinzipien (Koloniemorphologie, Hämolyseeigen-
schaften) aus gewaschenen Biopsien von Patienten mit kolorektalen Neoplasi-
en, sowie chronisch- entzündlichen und funktionellen Darmerkrankungen isoliert
worden waren. Die Ḧaufigkeiten virulenter Stämme konnten dadurch sowohl zwi-
schen den Patientengruppen, als auch mit der fäkalen Flora verglichen werden.
In einem zweiten Schritt der Auswertung wurden die Häufigkeiten virulenter Stäm-
me in bezug auf die Krankheitsgeschichte der Patienten mit kolorektalen Neo-
plasien ausgewertet, um zu analysieren, ob Unterschiede zwischen Patienten, die
aktuell an einem Adenom oder Karzinom leiden und solchen, die mindestens ein
Jahr lang rezidivfrei waren, bestehen.

1.4.1 Übersicht über die untersuchten Virulenzmerkmale

Aus der großen Menge der Virulenzfaktoren, die bei E.coli bekannt sind, wur-
den solche Toxine und Adhäsionsfaktoren untersucht, die in Bezug auf die Fra-
gestellung interessant erschienen. Dabei wurden sowohl Faktoren berücksichtigt,
die definitionsgem̈aß bei den klassischen Kategorien pathogener E.coli (EHEC,
ETEC, EIEC, EPEC) vorkommen, als auch solche, die außerhalb dieser Kate-
gorien bei verschiedenen Krankheiten (Harnwegsinfektionen, Bakteriämien) bei
Mensch und Tier gefunden wurden und deren Pathogenitätsmechanismus meist
nur in der Zellkultur und selten in vivo nachgewiesen wurde. Insbesondere in-
teressant waren in dieser zweiten Gruppe Faktoren, für die eine Interaktion mit
dem Zellzyklus humaner intestinaler Zellen in vitro beschrieben worden war. Ei-
neÜbersichtüber die untersuchten Faktoren ist in Tabelle 1.2 gegeben.
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Virulenzfaktor Funktion assoziierte Klinik

eae Adhäsion S̈auglingsenterokolitis (EPEC) [32]

stx Toxin hämorrhagische Kolitis (EHEC) [22]

st Toxin Reisedurchfall (ETEC) [32]

lt Toxin Reisedurchfall (ETEC) [32]

ipaH Invasion Diarrhoe (EIEC) [5]

Pap Adhäsionspilus urogenitale Infektionen, Bakteriämie [3]

Sfa Fimbrie urogenitale Infektionen, Bakteriämie [3]

HlyA Toxin urogenitale Infektionen, Bakteriämie [15]

Cdt Toxin unbekannt [39]

East Toxin Diarrhoe [52]

Cnf Toxin urogenitale Infektionen, Bakteriämie [15]

Tabelle 1.2:Übersichtüber die untersuchten Virulenzfaktoren

1.4.1.1 EPEC-, ETEC-, EHEC- und EIEC-definierende Gene

EHEC. EHEC–Sẗamme sind f̈ur das ḧamolytisch–ur̈amische Syndrom verant-
wortlich. Das f̈ur EHEC typische eae-Gen ist Teil des chromosomalen LEE-Locus
(locus of enterocyte effacement) und damit Voraussetzung für die Interaktion von
EHEC mit Epithelzellen [32]. Sogenannte A/E-L̈asionen (attaching and effacing
lesions) definieren sowohl EHEC als auch EPEC in vivo und in vitro. Durch
Gentransfer dieses LEE-Locus auf den Laborstamm K12übertr̈agt sich auch die
Fähigkeit, solche L̈asionen zu bilden [32].
EHEC–Sẗamme sind durch die Expression des Shigatoxins (stx) gekennzeich-
net [22].
Für die Diagnose der EHEC kommt weiterhin die Bestimmung des O157 H7–
Antigens in Frage, da es ein häufig in EHEC–Sẗammen gefundenes Oberflächen-
antigen ist [32].
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EPEC. EPEC–Sẗamme verursachen Durchfälle vor allem bei Kindern bis 2 Jah-
ren, selten auch bei Erwachsenen [46, 32]. Zur Infektion Erwachsener sind we-
sentlich ḧohere Inokulationsdosen nötig. Die Durchf̈alle treten ḧaufig epidemisch
in Kindertageseinrichtungen oder pädiatrischen Stationen auf.
EPEC–Sẗamme besitzen wie EHEC das eae-Gen als Teil des LEE-Locus. Sie wer-
den in typische EPEC (mit Plasmid für den enteroaggregativen Faktor (EAF)) und
atypische EPEC (ohne dieses Plasmid) unterteilt. Atypische Stämme zeigen qua-
litativ die gleichen L̈asionen, sind aber klinisch weniger virulent [32].
Obwohl enteropathogene E.coli (EPEC) als obligat pathogene Bakterien gelten,
können sie selten auch bei klinisch Gesunden gefunden werden [46].
Auch bei EPEC kommen einige Lipopolysaccharidvarianten häufiger vor als an-
dere (O55, O86, O111, O127, O142), doch ist diese Zuordnung nicht eindeutig,
denn die einzelnen Vertreter dieser Serotypen verhalten sich sehr verschieden hin-
sichtlich ihrer Virulenz. Die Bestimmung der genetischen Determinanten beider
Pathotypen ist bedeutend zuverlässiger und wird deshalb heute bevorzugt.

ETEC. E.coli dieses Pathotyps sind die einzigen obligaten Pathogene, die al-
lein durch ihre Exotoxine auf das Epithel von Dick- und Dünndarm wirken. Ver-
antwortlich sind hitzestabiles und hitzelabiles Toxin (ST-I und LT-I), die in G-
Protein-vermittelte Signalketten der Kolonozyten eingreifen und so zu Funkti-
onssẗorungen der Zellen führen. Einer der postulierten Mechanismen ist die cAMP-
vermittelte Aktivierung von apikalen Chlorid-Kanälen, die einen Elektrolyt- und
nachfolgenden Wasserverlust der Mukosa bewirkt und so Diarrhoe verursacht.

EIEC. Diese obligat pathogenen E.coli sind Ursache einer hämorrhagischen
Enterokolitis. Sie besitzen ein Invasionsplasmid, das ihre Virulenz vermittelt. Die
verschiedenen Genen auf diesem Plasmid kodieren für Proteine (invasionsplasmid–
assoziierte Antigene = ipa), die für die Pathogenese verantwortlich sind: Invasi-
vität, Lyse der Phagolysosomen, Induktion von Apoptose in Makrophagen und
andere [5].

1.4.1.2 Cytolethal distending toxin (cdt)

Das cytolethal distending toxin (cdt, letales aufblähendes Zytotoxin) wurde 1987
von Johnson und Lior erstmals beschrieben [21]. Sie fanden einen durcḧUber-
stand von E.coli-Kulturen ausgelösten typischen, bis dahin unbekannten zytopa-
thischen Effekt in verschiedenen Zellkulturlinien (CHO, Hep-2, HeLa, Vero), der
zu einem Aufbl̈ahen und zum Tod der Zellen führte. Weitere Untersuchungen
zeigten, daß dabei der Zellzyklus in der G2-Phase angehalten wird, so daß der
Eintritt in die Mitose nicht erfolgt. Wahrscheinlich liegt das auslösende Ereignis
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in der S-Phase, doch ist der molekulare Mechanismus der Toxinwirkung nicht
bekannt [42, 8] (siehe Abbildung 4.1).
Sp̈ater wurde das Toxin bei weiteren zum Teil obligat pathogenen, gramnegati-
ven Sẗabchen nachgewiesen: so tragen Campylobacter jejuni, Campylobacter co-
li und Campylobacter fetum, sowie Haemophilus ducreyi spp. und Actinomyces
actinomycetemcomitantes dieses Gen, außerdem pathogene Shigellen und ande-
re [34, 35, 37, 39]. Für E.coli ist die Pr̈avalenz dieses Gens viel geringer: in 1
bis 3% der Sẗamme kommt es vor und ist nicht mit Sero- oder Pathotypen assozi-
iert [39].
Die Sequenzen des cdt-Genkomplexes sind zwischen den Spezies nicht konstant.
Es handelt sich um einen Komplex aus 3 hintereinanderliegenden Genen (cdt A,
B und C). Selbst bei 2 weiteren Sequenzen, die aus E.coli bekannt sind, bestehen
Differenzen. Dabei ist der mittlere Genabschnitt (cdt B) sowohl zwischen als auch
innerhalb der Spezies am konstantesten [42, 38, 47].
Für cdt–produzierende E.coli ist weder bei Tieren noch beim Menschen eine as-
soziierte Krankheit bekannt. Cdt kann zwar in EPEC–Stämmen von Kindern mit
Durchf̈allen auftreten, doch trägt es dort wahrscheinlich nicht zur Pathogenese
bei [46]. Die Einstufung von cdt als Pathogenitätsfaktor sẗutzt sich auf den zyto-
pathischen Effekt in der Zellkultur, sowie auf ein Mausmodell, bei dem keimfrei
aufgezogene M̈ause durch die Einbringung von kloniertem cdt an Durchfall er-
krankten. Die Histologie verschiedener Darmabschnitte zeigte Gewebsnekrosen
und reparative Hyperplasie allein im Dickdarm, während der D̈unndarm nicht be-
troffen war [35].

1.4.1.3 Escherichia coli Ḧamolysin (hlyA)

Die Eigenschaft von Erregern, auf Blutagarplatten Hämolyseḧofe zu bilden, ist
unter pathogenen Bakterien weit verbreitet (z.B. alpha-Toxin bei Staphylokok-
ken, Streptolysin bei Streptokokken und hlyA bei gramnegativen Bakterien) [2].
Sie beruht auf der Bildung von Exotoxinen, die durch die Bildung von Poren in
Zellmembranen zum Zelluntergang führen k̈onnen. Auch das Listeriolysin, das
für den Escape- Mechanismus von Listeria monocytogenes aus den Phagolysoso-
men entscheidend ist, gehört zu dieser Gruppe [40]. Das Escherichia coli Ḧamoly-
sin (hlyA) geḧort aufgrund einer repetitiven Sequenz seiner Aminosäuren zu den
RTX (repeats in toxin) - Ḧamolysinen. In anderen gramnegativen Spezies ist es
auch verbreitet, so in Proteus, Bordetella, Morganella, Pasteurella und Actinoba-
cillus spp. [53].
Über den molekularen Wirkmechanismus ist wenig bekannt: das Toxin greift au-
ßer Erythrozyten auch kernhaltige Zellen an, bildet in einem kalziumabhängigen
Schritt Membranporen und bewirkt so die Verschiebung extra- und intrazellulärer
Ionen, einschließlich des Kalziumeinstroms [2]. Verschiedene sekundäre Effekte
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der Toxinwirkung werden diskutiert, so die Aktivierung der Entzündungskaska-
de durch Arachidons̈aurederivate, einschließlich der Gerinnungsaktivierung, der
Steigerung der Endothelpermeabilität und der Freisetzung diverser Substanzen
aus Granulozyten. Außerdem soll die Zytotoxizität eine lokale Immunsuppres-
sion bewirken [2].
Hämolysin A–produzierende E.coli kommen im Stuhl Gesunder vor, sind aber
sehr ḧaufig bei Harnwegsinfektionen und E.coli-Sepsis [14].

1.4.1.4 Cytotoxic necrotizing factor 1 (cnf1)

Cnf1 zeigt in Zellkulturen einen typischen zytopathischen Effekt [6]. Cnf1-positive
Sẗamme k̈onnen von Mensch und Tier isoliert werden. Mit großer Häufigkeit wird
es in uropathogenen Stämmen und unter Bakteriämiekeimen gefunden [15].

CNF1 induziertüber die Aktivierung des G-Proteins Rho die Bildung von Aktin
Streßfasern (actin stress fibers), vermindert die Transmigrationsfähigkeit von po-
lymorphkernigen Zellen durch intestinale Zellkulturen und führt zur Ausl̈oschung
der Mikrovilli. Obwohl diese Effekte in Zellkulturen sehr gut untersucht sind, ist
nicht bekannt, ob sie in vivo auftreten und wie sie für die Pathogenese von Harn-
wegsinfekten und Translokation aus dem Darm bedeutsam sind [16].

Unabḧangig von der Art der Isolation tritt cnf1 eng assoziiert mit Hämolysin A
auf: cnf1+ Sẗamme sind praktisch immer auch hämolysierend, ẅahrend ḧamo-
lysierende Sẗamme umgekehrt in 60–70% der Fälle cnf1 tragen [15]. Es existie-
ren Hinweise darauf, daß dieses Toxin von den E.coli Zellenüber einen Typ III-
Sekretionsmechanismus sezerniert werden könnte: das bedeutet, ein Kontakt von
E.coli zu einer eukaryonten Zelle ist notwendig, damit das Toxin freigesetzt
wird [16]. Auch ein regulatorischer Einfluß des durch cnf1 aktivierbaren Rho–
Proteins auf den Zellzyklus wurde beschrieben [11]. Einige Autoren sehen die
Funktion von cnf haupts̈achlich in der vermehrten DNA-Synthese, andere darin,
daß Apoptose verhindert wird [10]. Ein weiterer beschriebener Effekt des Toxins
in der Zellkultur ist die unspezifische Phagozytose, z.B. von Latex-Partikeln und
apathogenen Bakterien, die durch das Toxin induziert werden kann [10].

1.4.1.5 Pyelonephritis-assoziierter Pilus und s-Fimbrien-Antigen (pap, sfa)

Adhäsionsfaktoren, wie Pyelonephritis-assoziierter Pilus und s-Fimbrien-Antigen
(pap, sfa) sind Merkmale von E.coli-Stämmen, die mit Harnwegsinfektionen und
Bakterïamien assoziiert sind. Es wird eine Beteiligung an der Pathogenese die-
ser Erkrankungen vermutet, obwohl die Zielproteine der Faktoren nicht bekannt
sind. 75% der Stämme, die von Pyelonephritispatienten isoliert werden, expri-
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mieren den pap-Pilus. Das sfa-Antigen kommt bei 19% dieser Patienten vor. Eine
Assoziation beider Adḧasionsfaktoren ebenfalls typisch für Isolate von Patienten
mit Harnweginfekten [3]. In mehreren Untersuchungen wurde gezeigt, daß beide
Adhäsionsfaktoren ḧaufig in solchen Stämmen vorkommen, die weitere Virulenz-
faktoren tragen, zum Beispiel Hämolysin A und auch das cnf1- Toxin [29].



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Gewinnung der Isolate aus Biopsien

Die Gewinnung von mukosaassoziierten E.coli-Stämmen aus Darmbiopsien er-
folgte nach folgendem, 1998 beschriebenen Verfahren [51]: Die im Verlaufe ei-
ner Koloskopie station̈arer oder ambulanter Patienten aus jeweils drei verschie-
denen Darmabschnitten (terminales Ileum, Colon ascendens, Rektum) entnom-
menen Zangenbiopsien wurden in physiologische Kochsalzlösung aufgenommen
und maximal 2 Stunden bei Raumtemperatur bis zur Verarbeitung gelagert. Die
Biopsien wurden viermal gewaschen (vortexen für 30 Sekunden in jeweils 500µl
physiologischer Kochsalzlösung) und anschließend in 500µl Aqua dest. 30 Minu-
ten gevortext und so hypoton lysiert. DieÜbersẗande der 2. und 4. Ẅasche sowie
der hypotonen Lyse wurden in verschiedenen Verdünnungen (1:1, 1:10 und 1:100)
aerob (24 bis 48 Stunden) und anaerob (72 Stunden) bei 36◦C im Brutschrank be-
brütet. F̈ur die aerobe Kultur wurden MacConkey-, Schaedler-, Saboraud- und
Enterokokkenagar und für die anaerobe Kultur Schaedler-Agar verwendet. An-
zahl und Morphologie der Kolonien (Größe, Farbe, Oberfläche, Ḧamolyse) wur-
den protokolliert. Einzelne morphologisch unterschiedliche Kolonien der aeroben
und anaeroben Platten wurden durch neues Ausstreichen und Bebrüten auf Co-
lumbiaBlutagar isoliert, die Spezies durch biochemische Tests (API-Teststreifen,
Katalase) und Gramfärbung bestimmt, in ein Mikrobanksystem̈uberf̈uhrt und bei
-20◦C aufbewahrt. Zur Bestimmung der Pathogenitätsfaktoren von mukosaasso-
ziierten E.coli wurden aus dem hypotonen Lysat der Biopsien gewonnene E.coli
erneut auf ColumbiaBlutagar ausgestrichen, mit einerÖse in 500µl Aqua dest.
überf̈uhrt, durch Autoklavieren (15 Minuten bei 120◦C und 1 bar) hitzelysiert
und bis zur PCR bei 4◦ gelagert [3].

16
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2.2 Gewinnung der Isolate aus den Stuhlproben

Die Stuhlproben gesunder Probanden wurden auf MacConkey-Agar und
ColumbiaBlut-Agar ausgestrichen und die Morphologie der Kolonien protokol-
liert. Die Auswahl von Kolonien zur weiteren Bestimmung erfolgte nach den glei-
chen Kriterien wie bei den Biopsie-Platten, ebenso die biochemische Bestimmung
der Spezies und die Aufbewahrung und Vorbereitung zur PCR.

2.3 Durchführung der PCR

Mittels Polymerasekettenreaktion wurden die Bakterienstämme auf die Existenz
der in Tabelle2.1dargestellten Gene für Virulenzmerkmale untersucht.
Für die PCR wurde ein Mastermix aus Primern, Aqua dest., 10x PCR Puffer,
Taq Polymerase und dNTPs in Einzelansätze verteilt, eine entsprechende Menge
Suspension hitzelysierter Bakterien hinzugefügt und jeder Ansatz mit 2 Tropfen
Mineralöl überschichtet. Bei jedem PCR-Durchgang wurden eine Negativkontrol-
le (identisch behandeltes Material eines bekannten negativen Stammes) und eine
Positivkontrolle (identisch behandeltes Material eines bekannten positiven Stam-
mes) mitgef̈uhrt.

Primer dATP, dTTP,
dGTP, dCTP

AmpliTaq Gr öße des einzelnen
Ansatzes

DNA

je 0,5µM je 100µM 25 U/ml 50µl 7 µl

Die PCR wurde f̈ur die einzelnen Gene unter den in Tabelle2.2 angegebenen
Bedingungen durchgeführt.
Nach abgeschlossener Reaktion wurde das Reaktionsgemisch in einem 1.5%-igen
Agarosegel mit Ethidiumbromid (0,01%) elektrophoretisch aufgetrennt, unter ei-
ner UV-Lampe betrachtet und das Ergebnis mittels einer Digitalkamera dokumen-
tiert. Ein Bakterienstamm wurde als positiv für ein Gen bezeichnet, wenn sich
nach der Elektrophorese eine Bande zeigte, die in Länge und Intensität mit dem
Ansatz der Positivkontrolle vergleichbar war. Die Ergebnisse aller PCRs wurden
mit MicrosoftAccess gespeichert und ausgewertet. EineÜbersichtüber alle be-
nutzten Ger̈ate und Materialien ist in den Tabellen B.1 und B.2 im Anhang gege-
ben.
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Gen Primer Primersequenzen 5′ → 3′ Amplifikat,
Referenz

eae ECW1 TGCGGCACAACAGGCGGCGA 628bp [55]

ECW2 CGGTCGCCGCACCAGGATTC

stx MK1 TTTACGATAGACTTCTCGAC 297bp [22]

MK2 CACATATAAATTATTTCGCTC

ST ST-IB CTTCTTGACTCTTCAAAAGAGAAAATTAC 123bp [54]

ST-IC GATTACAACAAAGTTCACAGCAGT

LT LT-I1 TCTCTATGTGCATACGGAGC 365bp [54]

LT-I2 CCATACTGATTGCCGCAAT

ipaHcore ipaH1 GCGTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCG 627bp [5]

ipaH2 CTTTCAGCCGGTCAGCCACCCCTCTGAGAG

EAST-1 east1a TGCCATCAACACAGTATATCC 110bp [57]

east1b TAGGATCCTCAGGTCGCGAGTGACGGC

cdtIIIB cdtIIIB1 GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG 466bp [42]

cdtIIIB2 AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA

hlyA HLYA1 GTCCATTGCCGATAAGTTT 351bp [20]

HLYA2 AAGTAATTTTTGCCGTGTTTT

sfa sfa1 CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 410bp [3]

sfa2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA

pap pap1 GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 328bp [3]

pap2 ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA

cnf1 cnf1a CATGCTTCTTCCTCAGTAGC 255bp [45]

cnf1b GTCTAAAAGGGGGGCAGCCA

Tabelle 2.1: Sequenzen der Primerpaare
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Denaturierung Annealing Polymerisation

Gen Temperatur
in ◦C

Zeit
in s

Temperatur
in ◦C

Zeit
in s

Temperatur
in ◦C

Zeit
in s

Zyklen

eae 94 60 68 90 72 90 25

mk 94 40 50 80 72 60 25

st 94 40 50 80 72 60 25

lt 94 40 55 80 72 60 25

ipaHcore 94 50 65 80 72 60 30

EAST-1 94 40 55 80 72 60 25

cdtIIIB 94 50 50 80 72 60 25

hlyA 94 40 50 80 72 60 25

cnf1 94 60 40 80 72 60 30

pap 94 50 60 80 72 60 25

sfa 94 50 60 80 72 60 25

Tabelle 2.2: Reaktionsbedingungen der Polymerasekettenreaktion

2.4 Patientenauswahl

In der PCR wurden mukosaassoziierte E.coli Stämme von 132 Patienten unter-
sucht, bei denen verschiedene Indikationen zur Koloskopie bestanden (Abklärung
von Durchf̈allen, Schmerzen, Blut im Stuhl, Kontrolle von bekannten Colitis- und
Adenompatienten und Tumorvorsorge bei vorherigem Dickdarmkarzinom bzw.
Abklärung eines Tumorverdachts). Die Patienten wurden aufgrund ihrer Anamne-
se, des koloskopischen und histologischen Befundes in Gruppen eingeteilt.

1. Als Karzinompatienten (n= 14) wurden solche Patienten eingeteilt, bei de-
nen zum Zeitpunkt der Untersuchung ein Adenokarzinom des Dickdarms
oder Rektums makroskopisch und histologisch diagnostiziert worden war.

2. Adenompatienten (n= 29) waren Patienten, bei denen aktuell ein koloskopi-
scher Verdacht auf eine Neoplasie (z.B. Polypen) histologisch als tubulöses,
vill öses oder tubulovillöses Adenom klassifiziert und bestätigt wurde, bei
denen vorher keine chronisch-entzündliche Darmerkrankung oder unbestimm-
te Kolitis vorgelegen hatte.

3. Patienten ohne neue Neoplasie (n=14), die früher an einem kolorektalen
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Karzinom erkrankt waren, die bei der Kontrollkoloskopie makroskopisch
und histologisch unauffällig waren. Die Indikationen zur Untersuchung wa-
ren bei diesen Patienten

• Kontrolle nach fr̈uherer Polypektomie,

• Kontrolle nach einem fr̈uher operierten kolorektalen Karzinom,

• Abklärung von klinischen Hinweisen wie Stuhlunregelmäßigkeiten,
Blutauflagerungen und Gewichtsabnahme.

4. Colitispatienten (n=55), bei denen nach den anerkannten Kriterien eine chronisch-
entz̈undliche Darmerkrankung (CED) oder eine unspezifische Kolitis dia-
gnostiziert wurde.

5. Patienten mit Colon irritabile (irritable bowel syndrom, IBS) (n=16) wurden
eingeteilt, wenn seiẗuber 3 Monaten Bauchschmerzen oder Völlegef̈uhl be-
standen und weder koloskopisch noch histologisch ein auffälliger Befund
erhoben wurde. Durchfall galt als Ausschlußkriterium.

Die Struktur der Patientengruppen ergibt sich aus den Tabellen A.1 und A.2 im
Anhang.

2.5 Gesunde Probanden

Es wurden Stuhlproben von 29 gesunden Probanden gesammelt, die nicht im me-
dizinischen Bereich arbeiteten, die keine gastrointestinalen Beschwerden (Durch-
fall, Obstipation, Bauchschmerzen), keine Allgemeinsymptome (Fieber, Abge-
schlagenheit) und keine schwerwiegenden oder beeinträchtigenden Grunderkran-
kungen hatten und die seit mehr als 3 Monaten keine Antibiotika eingenommen
hatten.

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS (Statistical Package for the Social
Science). Es wurde derχ2-Quadrattest und bei geringer Zellbelegung der Fisher’s
Exact Test verwendet. Ein p-Wert< 0.05 galt als signifikant.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv und Datenmenge

Um die Virulenzfaktoren von E.coli und ihre Häufigkeiten bei Patienten mit kolo-
rektalen Neoplasien zu erfassen, wurden aus 60 koloskopischen Biopsien von 43
Patienten mit kolorektalen Adenomen und Karzinomen nach der in Abschnitt 2
beschriebenen Methode 87 E.coli- Stämme isoliert und mittels PCR auf die Exi-
stenz von Virulenzgenen untersucht. Die Daten aller Patientengruppen sind in den
Tabellen A.1 und A.2 im Anhang zusammengestellt.

3.2 Patientenkollektiv

Neoplasiepatienten

• Von den 14 Patienten mit Karzinom zum Zeitpunkt der Untersuchung hatten
5 gleichzeitig Adenome.

• Von den 29 Patienten mit Adenom hatten 10 rezidivierende Adenome (seit
2 bei 6 Jahren) und 4 Patienten vor 2 bis 12 Jahren ein Karzinom.

• Bei keinem bestanden vorher eine chronisch-entzündliche Darmerkrankung
oder eine unspezifische Kolitis.

Patienten ohne neue Neoplasie

• Von 14 Patienten waren 9 Patienten seitüber einem Jahr und 7 Patienten
länger als 2 Jahre ohne neue Neoplasie.

Die Vergleichsgruppewar wie folgt zusammengesetzt:

• 32 Patienten mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen (14 Patienten
mit Morbus Crohn und 18 Patienten mit Colitis ulcerosa)
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• 23 Patienten mit unspezifischer Kolitis

• 16 Patienten mit IBS

• 29 gesunde Probanden

1 Patient mit Colitis ulcerosa hatte seit mehreren Jahren rezidivierende Adenome.

3.3 Ergebnisse zur Ḧaufigkeit der klassischen Kate-
gorien pathogener E.coli

getestete Gene Gesamtzahl
Neoplasie-
patienten

Anzahl Neoplasiepatienten
mit mind. einem positiven
Isolat (Anteil in %)

ETEC hitzestabiles und
hitzelabiles Toxin
(ST, LT)

27 0 (0)

EHEC Intimin (eae),
Shiga-like toxin
(stx)

27 0 (0)

EPEC Intimin (eae) 27 1 (4)

EIEC Invasionsplasmid-
antigen (ipaH)

27 0 (0)

Tabelle 3.1: Vorkommen der klassischen Kategorien von E.coli in den untersuch-
ten Biopsien

Von Patienten mit Adenomen und Karzinomen wurden keine EHEC, ETEC oder
EIEC isoliert. Ein Isolat eines Patienten mit Karzinom entsprach dem EPEC–
Genotyp.
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3.4 Die Häufigkeit weiterer Virulenzfaktoren bei Neo-
plasiepatienten

3.4.1 Anmerkung zur Darstellung der Ergebnisse

Bei allen folgenden Darstellungen gelten Patienten oder Probanden als positiv für
einen Virulenzfaktor, wenn mindestens eines der E.coli Isolate dieses Patienten
oder Probanden PCR-positiv für diesen Virulenzfaktor war. EinëUbersichtüber
alle Ergebnisse und deren Signifikanz wird ist in Tabelle A.3 im Anhang gegeben.

3.4.2 Vergleich mit der Häufigkeit der Faktoren in Stuhlisola-
ten gesunder Probanden

In den folgenden Abbildungen ist die Häufigkeit der Virulenzfaktoren bei Patien-
ten mit kolorektalen Adenomen und Karzinomen dargestellt. Durch den Vergleich
mit Isolaten aus dem Stuhl gesunder Probanden sollte gezeigt werden, welche Ge-
ne auch bei Gesunden vorkommen können und mit welcher Frequenz sie dort zu
finden sind.

Abbildung 3.1: Ḧaufigkeit von Virulenzfaktoren isolierter E.coli bei Patienten mit
Neoplasien im Vergleich zum Stuhl gesunder Probanden in %



24

• 69% der Karzinom- und 58% der Adenompatienten waren positiv für eines
der Merkmale. Auch im Stuhl gesunder Probanden kommen E.coli mit Vi-
rulenzmerkmalen vor: 7 der 29 Probanden waren positiv (24%). Die Häufig-
keit solcher Sẗamme war bei Adenom- und Karzinompatienten signifikant
höher.

• Nicht nur die Ḧaufigkeit von virulenten Stämmen, sondern auch die Ver-
teilung der Einzelfaktoren war verschieden: die virulenten Isolate von Ge-
sunden waren von solchen Stämmen mit einzelnen Faktoren dominiert. Nur
von 2 der 29 Probanden wurden Stämme mit einem Adḧasin und einem
Toxin isoliert (7% der Probanden), dagegen wiesen 30 bzw. 31% der Pati-
enten mit Adenomen und Karzinomen Stämme mit einer Kombination von
Adhäsinen und Toxinen auf (Abbildung 3.1).

Die Verteilung der einzelnen Faktoren ist in den nächsten Abbildungen dargestellt.

Abbildung 3.2: Ḧaufigkeit der einzelnen Adhärenzfaktoren isolierter E.coli bei
Patienten mit Neoplasien und bei gesunden Probanden in %
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Abbildung 3.3: Ḧaufigkeit der einzelnen Toxingene isolierter E.coli bei Patienten
mit Neoplasien und bei gesunden Probanden in %

• Adhäsine und Toxine sind bei Patienten mit Neoplasien signifikant häufiger
als bei Gesunden.

• Cdt kam im Stuhl Gesunder nicht vor. Alle anderen untersuchten Faktoren
waren auch bei Gesunden vorhanden.

• Während in den Stuhlproben Gesunder Adhäsine und Toxine etwa gleich
häufig vorkamen (jeweils zwischen 7 und 13% der Patienten waren posi-
tiv), waren bei den Adenom- und Karzinompatienten die Adhäsionsfaktoren
deutlich ḧaufiger vorhanden als die Toxine.

• Die Ergebnisse aller anderen Einzelfaktoren unterschieden sich nicht signi-
fikant zwischen Patienten mit Adenomen und Patienten mit Karzinomen.
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3.4.3 Vergleich der Ḧaufigkeit der Faktoren bei Neoplasiepati-
enten mit anderen Darmerkrankungen

In den n̈achsten Abbildungen sind die Häufigkeiten der Faktoren in den Biopsi-
en der Patienten mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen, unspezifischer
Kolitis und Colon irritabile dargestellt.

Abbildung 3.4: Ḧaufigkeit von Virulenzfaktoren unter E.coli-Stämmen aus Biop-
sien von Patienten mit Neoplasien, chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen
und IBS in %
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(a) Adḧarenzfaktoren

(b) Toxingene

Abbildung 3.5: Ḧaufigkeit von Adḧarenzfaktoren und Toxingenen unter E.coli-
Sẗammen aus Biopsien von Patienten mit Neoplasien, chronisch-entzündlichen
Darmerkrankungen und IBS in %
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• Die Häufigkeit der Virulenzfaktoren ist in den einzelnen Patientengruppen
deutlich verschieden.

• Neoplasiepatienten zeigen eine höhere Ḧaufigkeit der Virulenzfaktoren als
die anderen Gruppen: von 60% der Neoplasiepatienten wurden solche E.coli
isoliert, dagegen nur von 25 bis 39% der Patienten in den anderen Gruppen.
Sowohl Adḧasine als auch Toxine waren insgesamt häufiger vorhanden. Der
Unterschied war f̈ur den Adḧasionspilus pap signifikant, aber nicht für die
anderen Einzelfaktoren.

• Die Diagramme der Einzelfaktoren zeigen, daß besonders bei IBS- und
CED-Patienten Ḧaufigkeiten festgestellt werden, die dem Auftreten in den
Stuhlproben entsprechen. Die Differenz der Befunde beträgt hier maximal
3%. Auch zwischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa gab es nur geringe
Unterschiede.

• Von Patienten mit unspezifischer Kolitis wurden höhere Ḧaufigkeiten ermit-
telt als bei den anderen Kolitis-Formen. Für die Faktoren cnf1 und Ḧamo-
lysin A erreichten diese die Ḧaufigkeiten bei Neoplasiepatienten.

• Cdt kam wie auch cnf1 bei IBS-Patienten nicht vor. Dieübrigen Faktoren
waren in allen Patientengruppen vertreten.

Zusammenfassung. Sowohl bei Adenom- als auch bei Karzinompatienten tre-
ten ḧaufiger virulente E.coli-Stämmen in gewaschenen Darmbiopsien auf als bei
Patienten mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen und IBS.

3.4.4 Vergleich mit der Häufigkeit der Faktoren in Isolaten aus
Biopsien von rezidivfreien Karzinompatienten

Die Häufigkeiten virulenter E.coli bei Patienten mit Neoplasien werden mit de-
nen verglichen, die bei Kontrolluntersuchungen aus den Biopsien von Patienten
gewonnen wurden, die länger als ein Jahr nach der Operation eines Karzinoms
rezidivfrei, also ohne neue Neoplasien, waren. Dieser Vergleich soll zeigen, ob
der Befund bei Neoplasiepatienten veränderbar ist oder ob die Virulenzmerkmale
nach der Behandlung weiterbestehen.

• Bis auf cnf1 kommen alle untersuchten Virulenzmerkmale bei Kontrollpa-
tienten vor.

• Der Anteil von Patienten mit virulenten Stämmen betr̈agt 38% und ist deut-
lich geringer als bei Patienten mit Neoplasien (60%).
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Abbildung 3.6: Vergleich der Ḧaufigkeiten von Virulenzfaktoren unter E.coli
Sẗammen aus Biopsien von Karzinom-, Adenom- und Karzinompatienten, die
länger als ein Jahr ohne neue Neoplasie waren, Häufigkeiten in %

• Für cdt, Ḧamolysin A, pap und sfa gilt: der Anteil positiver Patienten dif-
feriert um maximal 3% von dem bei CED- und IBS-Patienten bestimmten
Vergleichsniveau.

• Die Unterschiede sind mit der geringen Fallzahl n=8 nicht signifikant.
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(a) Adḧasionsfaktoren

(b) Toxingene

Abbildung 3.7: Vergleich der Ḧaufigkeiten der Adḧasionsfaktoren und Toxingene
unter E.coli Sẗammen aus Biopsien von Karzinom-, Adenom- und Karzinompati-
enten, die l̈anger als ein Jahr ohne neue Neoplasie waren, Häufigkeiten in %
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3.5 Die Verteilung von EAST-1

Anzahl EAST-1-positiver Patienten
(Anteil in %)

Neoplasie(n=43) 2 (5)

CED (n=32) 2 (6)

Unspezifische Kolitis(n=23) 1 (4)

IBS (n=16) 1 (6)

Stuhlproben Gesunder(n=29) 6 (21)

Tabelle 3.2: Vorkommen EAST-1-positiver Isolate

Dieses Toxin war unter den Isolaten Gesunder mit 21% wesentlich häufiger vertre-
ten als bei den Patienten mit verschiedenen Krankheiten des Darms (alle 5–6 %).

3.6 Vorkommen einzelner Genotypen

Es wurden keine Einzelfaktoren gefunden, die spezifisch bei Adenom- oder Karzi-
nompatienten auftreten, wenn auch in den Häufigkeiten zwischen den Erkrankun-
gen zum Teil signifikante Unterschiede zu finden waren. Auffällig waren 2 Geno-
typen (Kombinationen von Toxin- und Adhäsingenen), die ḧaufig in der Neopla-
siegruppe vorkamen:

1. Genotyp cdt+sfa+: Sẗamme, die sowohl cdtB- als auch sfa-positiv waren,

2. Genotyp cnf1+hlyA+sfa+pap+: Sẗamme, die gleichzeitig positiv für cnf1,
hlyA, sfa und pap waren.
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In der folgenden Abbildung ist der Anteil dargestellt, den die beiden Genotypen
an der Virulenz in den Gruppen hatten.

Abbildung 3.8: Ḧaufigkeit der Genotypen cdtB+sfa+ und cnf1+hlyA+pap+sfa+ in
den untersuchten Gruppen in %

• Während cnf1+hlyA+ Genotypen auch bei unspezifischer Kolitis häufig und
im Stuhl vereinzelt vorhanden waren, wurden cdtB+sfa+ E.coli fast aus-
schließlich von Neoplasiepatienten isoliert, und zwar bei 14% der Karzinom-
und 10% der Adenompatienten.
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3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Unter den E.coli- Isolaten aus gewaschenen Biopsien von Patienten mit kolorek-
talen Neoplasien wurden keine EHEC, EIEC oder ETEC nachgewiesen. EPEC
waren sehr selten (1 von 27 Patienten). Auch E.coli mit EAST-1, einem Toxin,
das bei enteroaggregativen und diffus adhärierenden E.coli vorkommt, waren sel-
ten (2 von 43 Patienten).
Dagegen wurden bei 60% der Neoplasiepatienten E.coli mit Genen isoliert, die
mit Sepsis, urogenitalen Infektionen und Durchfällen assoziiert sind: pap, sfa,
cnf1, hlyA und cdtIIIB. Im Vergleich dazu wurden E.coli mit diesen Virulenz-
merkmalen nur bei 25 bzw. 31% der Patienten mit chronisch-entzündlichen Dar-
merkrankungen und IBS nachgewiesen. Dieser Unterschied beruhte auf der si-
gnifikant ḧoheren Ḧaufigkeit sowohl von Adḧasinen als auch von Toxinen. Die
Art der Biopsiebehandlung und der Isolierung der Stämme waren dabei identisch.
Unter den untersuchten Virulenzfaktoren war keiner, der nur bei Patienten mit
Neoplasien vorkam.
Auch im Stuhl gesunder Probanden ließen sich Virulenzfaktoren nachweisen: 28%
der Probanden waren positiv für eines der Gene. Hier dominierten Stämme mit
einzelnen Virulenzfaktoren, ẅahrend f̈ur Neoplasiepatienten Kombinationen von
Adhäsin- und Toxingenen, z.B. die Genotypen cnf+hlyA+sfa+pap+ oder cdtB+sfa+,
typisch waren. Das am meisten spezifische Merkmal der Stämme von Neoplasie-
patienten war der cdtB+sfa+ Genotyp. 12% der Neoplasiepatienten besaßen dieses
Merkmal.
CdtIIIB-positive E.coli wurden aus den Stuhlproben nicht isoliert.
Bei 9 Patienten, die vor̈uber einem Jahr wegen eines kolorektalen Karzinoms be-
handelt worden waren, war die Frequenz der Virulenzfaktoren geringer: nur bei
3 von 8 (38%) wurden virulente E.coli gefunden. Dieser Unterschied war nicht
signifikant.



Kapitel 4

Diskussion

4.1 Kritik der Methode

4.1.1 Wahl der Methode PCR

Die PCR bietet im Hinblick auf die vorliegende Fragestellung den Vorteil des ein-
fachen und sensitiven qualitativen Nachweises der genetischen Eigenschaften der
Bakterien. F̈ur den Nachweis von Virulenzeigenschaften von Bakterien besteht
das grunds̈atzliche Problem, daß einerseits vorhandene Gene eventuell nur unter
bestimmten Wachstumsbedingungen exprimiert werden. Ob andererseits die Ex-
pression der Gene auch unter den natürlichen Bedingungen, unter denen die Bak-
terien isoliert worden waren, stattfindet, ist letztlich nur durch Nachweis in Na-
tivpräparaten oder Toxinnachweis im Originalmaterial möglich. Durch Xia wur-
de eine Interaktion zwischen dem pap-Operon und den sehr verbreiteten Typ1-
Fimbrien in vitro charakterisiert: die Expression des pap-Proteins inhibierte die
Expression der Typ1-Fimbrien [56]. Weitere Interaktionen sind denkbar, auch die
Abhängigkeit der Expression von den Umgebungsbedingungen. Die Besonderhei-
ten des epithelnahen Milieus des Kolons sind noch nicht bestimmt worden. Die
PCR zum Nachweis von Virulenzgenen kann somit die Voraussetzung für Eigen-
schaften des Bakteriums testen.
Unter der Bedingung, daß Stämme, die in der Elektrophorese vergleichbar starke
Banden auf gleicher Ḧohe wie die Kontrollen zeigen, als positiv bewertet werden,
ist in der Literatur eine hohe Sensitivität und Spezifiẗat der PCR nachgewiesen
worden, insbesondere, wenn die eingesetzte DNA wie hier in vergleichsweise ho-
her Konzentration (anders als z.B. bei der Bestimmung von viel geringeren Vi-
ruslasten im Blut) eingesetzt wurde. Daher wurde auf die anschließende Hybri-
disierung verzichtet. Sie brachte in vergleichbaren Untersuchungen keine weitere
Verbesserung der Spezifität [3].
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4.1.2 Probleme der Selektion von Stämmen

Bei der Auswahl der zu testenden E.coli–Stämme von den Prim̈arkulturplatten
wurden alle morphologisch unterschiedlichen Kolonietypen erfaßt. Das schließt
nicht aus, daß Kolonien mit gleicher Morphologie unterschiedliche Gene und
Virulenzmerkmale aufweisen könnten. Insofern kann die tatsächliche Frequenz
virulenter Sẗamme gr̈oßer sein als hier bestimmt. Das trifft besonders für die
Adhärenzfaktoren und für cdt zu, denn ḧamolysierende Kolonien und damit auch
die assoziierten cnf1+ Stämme sind in jedem Falle mitisoliert worden. Durch das
gleiche Verfahren bei der Kultur und Isolierung der Stämme bei Patienten und
gesunden Probanden ist dieser Fehler in allen Gruppen gleich stark vorhanden,
und die Gruppen sind deshalb untereinander vergleichbar. Auch die Häufigkei-
ten von Virulenzgenen in der Literatur sind grundsätzlich nach dem Prinzip der
phänotypisch-morphologischen Selektion der Stämme von jedem Individuum er-
mittelt worden, so daß auch hier die Vergleichbarkeit gewährleistet ist [4, 15, 32].

4.2 Prävalenz virulenter E.coli bei Patienten mit ko-
lorektalen Neoplasien

4.2.1 Vorkommen der klassischen Kategorien pathogener E.coli

E.coli-Sẗamme mit den Merkmalen der EHEC, EPEC, ETEC und EIEC gelten als
obligate intestinale Pathogene und waren in den Isolaten nicht zu erwarten, da sie
mit klinischen Symptomen und Syndromen assoziiert sind, die bei den Patienten
nicht vorlagen (siehe Tabelle 4.1).
Unter 52 Isolaten von 27 Patienten mit kolorektalen Neoplasien wurden keine
Sẗamme mit spezifischen Genen von EHEC, EIEC und ETEC gefunden. Das für
EPEC typische eae-Gen wurde bei einem von 27 Patienten mit aktueller Dysplasie
gefunden (4%), dagegen nicht in der Gruppe der Kolitispatienten (n=40), der IBS-
Gruppe (n=14) und auch nicht im Stuhl der 29 gesunden Probanden.
Weiterhin sind eae+EAF- Stämme von Schmidt [46] im Stuhl von 2,5% gesun-
der Probanden (zwischen 20 und 40 Jahren) beschrieben worden. Dieses Ergebnis
ist insofern interessant, als in einer Studie [17] das Vorkommen von eae positiven
Bakterien bei 60% der Patienten mit kolorektalen Karzinomen beschrieben wurde.
Dabei wurde DNA aus post mortem gewonnenen, histologischen Kolonschnitten
isoliert und in die PCR eingesetzt. Die verwendeten Primer erfaßten sowohl das
eae-Gen von E.coli als auch das von Citrobacter freundii, einem fakultativ pa-
thogenen Keim aus der Familie der Enterobacteriaceae, sodaß das Vorkommen
von EPEC-Sẗammen bei diesen Patienten nicht sicher ist. Auch wurden in die-
ser Untersuchung keine Kontrollen Gesunder mitgeführt, die Frequenz von Citro-
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assoziierte genetische
Merkmale

assoziierte Krankheitsbilder

EHEC eae, stx ḧamolytisch-ur̈amisches Syndrom,
thrombotisch-thrombozytopenische
Purpura

EPEC eae epidemischer Durchfall besonders bei
Kindern

EIEC ipaH Dysenterie

ETEC st, lt Reisedurchfall

Tabelle 4.1: Klassische Kategorien pathogener E.coli und ihre assoziierten klini-
schen Syndrome

bacter sp. k̈onnte ja auch normal sein. Der Befund zeigt aber, daß eventuell auch
Citrobacter sp. die Kolonmukosa von Krebspatienten vermehrt besiedeln kann und
daß eine Abḧangigkeit vom Stadium der Erkrankung und den vorausgegangenen
Behandlungen existieren könnte.

Zusammenfassung. 4% der Dysplasiepatienten waren mit EPEC-Stämmen be-
siedelt. Das entspricht der in der Literatur angegebenen Frequenz im Stuhl gesun-
der Erwachsener [46] und ist kein Merkmal dieser Patientengruppe.

4.2.2 Cytolethal distending toxin

Cdt positive Sẗamme wurden nicht bei IBS-Patienten und gesunden Probanden,
sondern ausschließlich bei Patienten mit Entzündungen oder Neoplasien gefun-
den. Von 10 Patienten mit cdt- positiven Stämmen waren 4 Patienten zum Zeit-
punkt der Untersuchung mit Adenom und 2 Patienten mit Karzinom, 1 Patient,
der nach Resektion eines Karzinoms mehr als 1 Jahr dysplasiefrei war, je 1 Pa-
tient mit Morbus Crohn und unspezifischer Colitis, sowie 2 Patienten mit Colitis
ulcerosa, davon einer mit Zustand nach mehrfacher Entfernung von Adenomen.

Die Frequenz dieser E.coli bei den Patientenübertrifft deutlich die wenigen Ver-
gleichswerte, die bisher bekannt waren. Bouzari hatte 1992 in Bangladesch bei
215 gesunden Kindern unter 5 Jahren 2 (0,93%) mit cdt- positiven Stämmen fest-
gestellt (durch Hybridisierung von 3 Stämmen pro Patient) [4]. Die Untersuchung
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der gesunden Probanden deutet darauf hin, daß auch bei gesunden Erwachsenen
allenfalls mit einer geringen Frequenz zu rechnen ist. Unter 29 gesunden Individu-
en war keines mit einem positiven Isolat. In derselben Studie wurden cdt- positive
Sẗamme bei 3,1% der Kinder mit infektiöser Enteritis gefunden, und diese trugen
ausschließlich genetische Marker von EPEC und EAggEC, die für Enteritis bei
Kindern ḧaufig verantwortlich sind. Cdt war hier nicht signifikant erhöht und be-
stimmte wahrscheinlich nicht allein die Pathogenese. Eine Assoziation mit EPEC
ist in mehreren Studien untersucht worden, ist aber kein regelmäßiger Befund:
CDT kommt in 2-6% der EPEC vor und in 1,5% von Stämmen unabḧangig vom
Patho- und Serotyp [39]. Vor diesem Hintergrund ist das Vorkommen von cdt bei
14% der Patienten mit aktuellen Dysplasien (n=43) ein besonderer Befund.

Abgesehen von der Ḧaufung bei Kindern mit Durchfall und dem typischen zyto-
toxischen Zellkulturbefund, wird die Pathogenität von cdt aus Tiermodellen ab-
geleitet: Inokulation von M̈ausen mit Bakterien oder gereinigtem Toxin führt zu
starkem Durchfall bei den Tieren innerhalb von 24 Stunden. Interessanterweise
zeigen diese Tiere histologisch Nekrosen und reparative Hyperplasie des Kolone-
pithels, ẅahrend Jejunum und Ileum histologisch unauffällig bleiben. Alle bishe-
rigen Tiermodelle gingen von einer Infektion nach dem Modell toxinproduzieren-
der E.coli (wie ETEC) aus. Welchen Einfluß hat CDT aber, wenn es Produkt der
residenten Darmflora ist?

Für den Nachweis von cdt auf genetischer Ebene wurden Primer für den kon-
serviertesten Abschnitt des Gens (cdtB) benutzt, mit ihm lassen sich die bisher
bekannten CDTI, II und III nachweisen. CDTI zeigt nur 84% Identität im Bin-
dungsbereich der Primer und wurde deshalb zusätzlich mit einem spezifischen
Primerpaar des cdtA Genabschnitts gesucht. Alle positiven Isolate waren für beide
Primerpaare positiv, sodaß die gefundenen Isolate cdtI-ähnliche Sequenzen haben
könnten. Obwohl die Sequenzen von cdt zwischen E.coli sehr unterschiedlich sein
können, besteht doch 99% Identität zwischen cdtI von E.coli und dem cdt von Shi-
gella dysenterii, was auf die enge Verwandtschaft undähnliche Pathogenese der
Durchf̈alle hinweisen k̈onnte [34]. Dabei ẅare interessant, ob sich die Sequen-
zen der Isolate der Dysplasiepatienten und der Kolitispatienten unterscheiden von
solchen, die bei akuten Durchfällen gefunden wurden.

Die gefundene Assoziation von cdt mit dem S-Fimbrien-Antigen (sfa) ist in der
Literatur bisher nicht beschrieben worden. Von 10 Patienten mit cdt-positiven
Sẗammen (6 Dysplasie-, 3 CED-Patienten und 1 Patient mit unspezifischer Ko-
litis) waren 6, bei denen cdt mit sfa assoziiert war (5 Dysplasiepatienten, 1 Patient
mit Morbus Crohn).

Die Frage, inwieweit das Auftreten von cdt bei Adenom- und Karzinompatienten
urs̈achlich mit der Erkrankung im Zusammenhang steht oder aber als Baustein
in der Pathogenese auftritt, bleibt unbeantwortet, doch sind in beiden Fällen ver-
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schiedene M̈oglichkeiten denkbar:

1. Aufgrund einer Ver̈anderung und Vermehrung der gesamten epithelnahen
Flora besiedeln adhärente E.coli vermehrt die neueökologische Nische und
bringen dabei Toxine mit, mit denen sie genetisch assoziiert sind.

2. Cdt könnte das Mikromilieu beeinflussen: falls es bei cdt-positiven Patien-
ten in wirksamer Menge produziert wird, könnte es durch seine antiprolife-
rative Aktivität das Epithel verändern oder auch immunsuppressiv wirken,
wie es im T-Zell-Assay f̈ur das cdt von Actinobacillus actinomycetemcomi-
tans gezeigt worden ist [49] (siehe Abbildung4.1).

3. Cdt könnte ein Begleiter eines weiteren noch nicht identifizierten Virulenz-
faktors sein.

4. Die genetischëAhnlichkeit von cdt1 von E.coli und dem cdt von Shigella
spp. [35] könnte ein Hinweis auf eine intrazelluläre Wirkungsweise sein.
Cdt ist für die Shigellose nicht notwendig, könnte aber die Pathogenese
untersẗutzen.

4.2.3 Cytotoxic necrotizing factor 1

Die gefundene Prävalenz von cnf1+hlyA+ Stämmen bei gesunden Probanden stimmt
gut mit der Literatur̈uberein. Bei 2 von 29 wurden Stämme gefunden, die beide
Gene trugen, bei einem weiteren ein nur cnf1-positiver Stamm (7 und 10% der
Probanden). Durch Hilali wurden 70 gesunde Freiwillige untersucht und dabei
bei 4 Personen cnf1 und hlyA gefunden (6%)[15]. Auch andere Studien zeigen
ähnliche Pr̈avalenzen (zum Beispiel bei Guyer:11% [14]). Die Assoziation der
beiden Faktoren ist typisch, eventuell liegt eine Pathogenitätsinsel vor, in der auch
Adhäsionsproteine wie pap und sfa kodiert sind [14]. Auch in unseren Isolaten
finden sich bei allen cnf1- positiven Stämmen auch ein Ḧamolysin A-Gen und
eine Ḧamolyse in der Kultur. Ḧamolysin ohne cnf1 kam bei 9 von 134 Patien-
ten undüber alle Gruppen verteilt vor. Einëahnliche bzw. geringere Frequenz als
im Stuhl wiesen Patienten mit Karzinomen (7%), chronisch-entzündlichen Dar-
merkrankungen (10%) und IBS-Patienten (0%) auf. cnf1+hlyA+ Stämme waren
dagegen bei Adenompatienten und Patienten mit unspezifischer Kolitis wesent-
lich häufiger (24 und 22%). Die Ḧaufigkeit bei Adenompatienten ist auch deshalb
von Bedeutung, weil eine Behinderung der Apoptose durch cnf1 in Zellkulturen
beschrieben worden ist (siehe Abbildung 4.2).
Als Humanpathogene sind cnf+hlyA+ E.coli bisher hauptsächlich bei Harnwegs-
infektionen und Bakteriämien isoliert worden. Die Prävalenz der Faktoren wird
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bei diesen Erkrankungen zwischen 58 und 80% angegeben [14], also deutlich
häufiger als in dieser Untersuchung. Die pathophysiologischen Modelle beider
Erkrankungen gehen von einer intestinalen Quelle der Bakterien aus (aszendie-
render Infektionsweg bzw. Translokation durch die Darmwand).

Beide Wege erfordern das Vorhandensein der Toxine und ihrer assoziierten Adhäsi-
ne sfa und pap. Obwohl aber virulente Stämme regelm̈aßig im Stuhl Gesunder
vorkommen, werden nicht alle Träger krank - es m̈ussen weitere Prädispositio-
nen vorliegen. Frauen, Diabetiker und Patienten mit transurethralem Blasenka-
theter sind f̈ur Harnwegsinfektionen prädisponiert. Bakteriämien treten durch ei-
ne Translokation aus dem Darm als Folge intensivmedizinischer Komplikationen
von Prim̈arerkrankungen auf.

Translokationen sind bei Patienten mit verschiedenen malignen Erkrankungen
schon seit Jahrzehnten beobachtet worden. Hilali beschrieb das Auftreten von
cnf+hlyA+ Sẗammen bei 23% der Patienten mit E.coli-Sepsis und maligner Grunder-
krankung [15]. Die Häufigkeit war unabḧangig von der Art der Maligniẗat (solide
Tumoren, Leuk̈amien, Lymphome) und von der Immunsuppression (gemessen an
der Zahl neutrophiler Granulozyten), was dafür spricht, daß f̈ur dieÜberwindung
der Darmbarriere Virulenzfaktoren vorteilhaft sind.

Die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen, daß die Mukosa von Patienten mit ver-
schiedenen Darmerkrankungen unterschiedlich häufig mit diesem Pathogen besie-
delt ist. Besonders bei Patienten mit Adenomen und unspezifischer Kolitis könnte
so eine sẗarkere Voraussetzung zur Translokation durch die Darmwand bestehen.
Insbesondere da die virulenten Bakterien die Mukosa direkt besiedeln und in Kon-
takt mit dem Epithel kommen. Mit dieser unterschiedlichen Lokalisation der Flora
(epithelnah oder intraluminal) könnte erkl̈art werden, warum die Besiedlung mit
cnf+hlyA+ Sẗammen symptomlos verlaufen kann.

Alle erhobenen Befunde waren unabhängig vom Ort der Isolation der Bakterien,
was daf̈ur spricht, daß bei der Karzinomentstehung im Kolon mit einer generellen
Veränderung der Besiedlung einhergeht (Virulenz, Lokalisation, Anzahl) und kein
ausschließlich fokal begrenzter Prozeß ist.
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cdc2 cdc2

Zyklin B Zyklin B

inaktiv aktiv

cdc25

Wee1/Mik1

cdt

Abbildung 4.1: CDT (cytolethal distending toxin) blockiert den Zellzyklus meh-
rerer Zelllinien beimÜbergang von der G2-Phase zur Mitosephase. Der Komplex
von Zyklin B und der zyklinabḧangigen Kinase 2 (cdc2) wird nicht mehr aktiviert.
Es ist nicht bekannt, ob die aktivierende zyklinabhängige Kinase 25 vermindert
wirkt oder die Inaktivatoren wie die Tyrosinkinasen Wee1 oder Mik1überwiegen
und an welchen Regulatorproteienen das Toxin genau angreift. Abbildung nach
Pickett [39].
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Abbildung 4.2: CNF1 (cytotoxic necrotizing factor 1) aktiviert in der HeLa-
Zellkultur das Rho GTP-bindende Protein. In der Folge kommt es zu einem An-
stieg antiapoptotischer Proteine und zur signifikanten Verhinderung der Apop-
tose nach Bestrahlung mit UVB. Abbildung nach Fiorentini, Lacerda, Hil-
ali [11, 15, 25].
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4.3 Zusammenfassung der Diskussion

Die Bedeutung der bakteriellen Darmbesiedlung bei Patienten mit Neoplasien ist
noch nicht vollsẗandig bekannt. Die heutigen Hypothesen betonen die Bedeutung
der Flora bei der Umsetzung von Nahrungsstoffen oder mit der Galle sezernierten
Stoffen zu Karzinogenen und erklären so den epidemiologischen Befund, daß das
Risiko stark von Umweltfaktoren getragen wird.
Daß die Entstehung von Adenomen an mehreren Stellen des Dickdarms gleich-
zeitig stattfinden kann und mit einer hohen Rezidivrate gerechnet werden muß,
unterstreicht die These, daß eine Veränderung in der gesamten Dickdarmmukosa
vorliegt.
Viele Autoren haben versucht, die Besonderheiten in der Zusammensetzung der
Flora und ihrer Enzyme zu bestimmen. Es wurden aber keine wegweisenden
Veränderungen gefunden. Die Beschreibung einer mukosaassoziierten Flora bei
Adenom- und Karzinompatienten erfolgte 1998 [51]. Die Ergebnisse deuteten
darauf hin, daß in der Besiedlung des Darms bei diesen Patienten eine generel-
le Ver̈anderung vorliegt. Die Virulenzbestimmung der isolierten E.coli unterstützt
diese Ergebnisse. Unabhängig vom Ort der Dysplasie isolierte Stämme zeigten si-
gnifikant ḧaufiger Virulenzeigenschaften als Isolate aus den Vergleichsgruppen.
Sowohl Adenom- als auch Karzinompatienten besitzen diese Flora und unter-
scheiden sich kaum in der Verteilung von Virulenzfaktoren. Es ist ein Merkmal,
das f̈ur beide Erkrankungen zutrifft. Der hohe Anteil von Patienten mit adhären-
ten E.coli (53%) k̈onnte die sẗarkere Besiedlung dieser Patienten erklären. Wel-
che Wirkung die Anwesenheit der Adhäsine und Toxine auf die Mukosa hat, ist
unklar. Daß eine Interaktion mit Zellen der Mukosa vorkommen könnte, zeigen
Zellkulturen. Die Toxine cnf1 und cdt haben in vitro zytotoxische Eigenschaften
und interagieren mit dem Zellzyklus (siehe Abbildungen 4.1 und 4.2).



Kapitel 5

Zusammenfassung

Die Ätiologie kolorektaler Dysplasien ist noch nicht bekannt, obwohl die Betei-
ligung von Umweltfaktoren wie der Ernährung an ihrer Entstehung durch epide-
miologische Studien gut untersucht und belegt ist. Ein Einfluß der Darmflora und
ihrer karzinogenen Stoffwechselprodukte wird vermutet.
Eine Besonderheit dieser Patienten besteht in der starken bakteriellen Besiedlung
ihrer Kolonmukosa. Durch das Anlegen von Bakterienkulturen aus der Waschlösung
mehrfach gewaschener und schließlich hypoton lysierter Kolonbiopsien, quantita-
tive PCR mit universellen Primerpaaren und Sequenzierung wurde bei ihnen eine
bakterielle Flora beschrieben, die bei gesunden Menschen nicht existiert. Dabei
wurde E.coli als konstanter Bestandteil dieser Flora identifiziert.
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Bestimmung der Virulenzfaktoren von E.coli,
die nach diesem Verfahren aus Kolonbiopsien von Patienten mit kolorektalen Ade-
nomen und Karzinomen gewonnen worden waren. Es sollte untersucht werden, ob
qualitativ oder quantitativ Unterschiede in der Besiedlung von Patienten mit Dys-
plasien und Patienten mit anderen Erkrankungen des Kolons sowie zur Stuhlflora
Gesunder bestehen.
Untersucht wurden Isolate von 14 Patienten mit kolorektalen Karzinomen, 29 Pa-
tienten mit kolorektalen Adenomen, 55 Patienten mit entzündlichen Darmerkran-
kungen (M.Crohn, Colitis ulcerosa, unspezifische Kolitis), 16 Patienten mit Colon
irritabile (IBS) und aus Stuhlproben von 29 gesunden Probanden.
Die Gewinnung der Isolate erfolgte unter den gleichen Kriterien. Die PCR wur-
de mit spezifischen Primerpaaren bekannter Virulenzfaktoren obligat pathoge-
ner E.coli oder solcher Virulenzfaktoren durchgeführt, die mit Erkrankungen wie
Harnwegsinfekten oder Sepsis beim Menschen assoziiert sind.
Unter den Isolaten von Patienten mit kolorektalen Dysplasien wurden keine Fak-
toren gefunden, die enteropathogenen, enterotoxischen, enteroinvasiven oder en-
teroḧamorrhagischen E.coli zugeordnet werden. Weitere Virulenzfaktoren fakul-
tativ pathogener E.coli waren bei Dysplasiepatienten insgesamt signifikant häufi-
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ger als bei Patienten mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen und IBS
und auch als in Stuhlproben Gesunder. Der Unterschied beruhte auf einer höher-
en Ḧaufigkeit der Adḧasine pap (pyelonephritis-assoziierter Pilus) und sfa (s-
Fimbrienantigen) sowie der Toxine cnf1 (cytotoxic necrotizing factor 1), cdt (cy-
tolethal distending toxin) und Ḧamolysin A. Bei Betrachtung der einzelnen Fak-
toren waren die Unterschiede nur für den Adḧasionspilus pap signifikant.
Aber auch der Anteil von Patienten mit Stämmen, die Adḧasine und Toxine gleich-
zeitig trugen, war bei den Neoplasiepatienten größer als in den anderen Gruppen.
Im Gegensatz zu den anderen Faktoren wurde cdt (cytolethal distending toxin)
im Stuhl Gesunder nicht gefunden, dagegen bei 14% der Dysplasiepatienten. Es
bestanden keine Unterschiede in der Virulenz zwischen Adenom- und Karzinom-
patienten.
Diese Ergebnisse zeigen, daß die starke bakterielle Besiedlung der Kolonmukosa
bei Patienten mit kolorektalen Adenomen und Karzinomen auch mit einer höheren
Häufigkeit virulenter E.coli einhergeht. Bei den meisten Patienten handelt es sich
um Faktoren, die auch in der Stuhlflora Gesunder vorkommen. Die Verteilung
der Faktoren spricht dafür, daß die Patienten jeweils mit verschiedenen virulenten
Sẗammen besiedelt sind. Ein einzelnes Pathogen konnte nicht gefunden werden.
Bei 14% dieser Patienten wurde cdt gefunden, das in der Flora Gesunder nicht
vertreten war. Dieses Toxin kann, wie auch cnf1 (cytotoxic necrotizing factor 1)
in vitro mit dem Zellzyklus mehrerer Zelllinien interagieren. Ob dieser Zusam-
menhang eine Bedeutung in der Pathogenese der Dysplasien hat, ist unklar.
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Anhang A

Tabellen

A.1 Altersverteilung der Patienten

Alter der
Patienten
und Pro-
banden in
Jahren

durchschnitt-
liches Alter
in Jahren

Geschlecht

weiblich männ-
lich

Karzinom (n=14) 44. . .88 63,2 6 8

Adenom (n=29) 48. . .86 62,4 16 13

ohne neue Dyspla-
sie (n=9)

50. . .80 65,2 3 6

CED (n=32) 17. . .68 38,4 15 17

unspezifische Koli-
tis (n=23)

19. . .81 46,1 13 10

IBS (n=16) 24. . .75 49,6 8 8

Probanden (n=29) 19. . .80 36,2 13 16

Tabelle A.1: Altersverteilung
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A.2 Anzahl isolierter E.coli Stämme in den Patien-
tengruppen

Anzahl
Biopsien

Anzahl
Stuhlpro-
ben

Anzahl iso-
lierter E.coli
Stämme

isolierte E.coli
Stämme
pro Patient/
Proband

Karzinom
(n=14)

15 xxx 24 1,71

Adenom
(n=29)

32 xxx 62 2,27

ohne neue
Dysplasie
(n=9)

10 xxx 12 1,33

CED (n=32) 35 xxx 43 1,34

unspezifische
Kolitis (n=23)

25 xxx 33 1,43

IBS (n=16) 16 xxx 19 1,19

Probanden
(n=29)

xxx 29 59 2,03

Tabelle A.2: Anzahl isolierter E.coli in den Patientengruppen und bei den gesun-
den Probanden
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A.3 Häufigkeiten und Signifikanz der Unterschiede
zwischen den Gruppen

Toxine Adhäsine Virulenz-
faktoren

cdtB cnf1 hlyA gesamt sfa pap gesamt gesamt

Dysplasie (n=43) 6 7 10 15 13 19 23 26

pa) ns ns ns p< 0.05 ns p< 0.05 p< 0.05 p< 0.05

Karzinompatienten
über 1 Jahr ohne
neue Dysplasie (n=9)

1 0 1 1 1 2 2 3

pb) ns ns ns ns ns ns ns ns

CED/IBS/unspez.
Kolitis (n=71)

4 8 9 13 12 16 21 23

pc) ns ns ns p< 0.05 ns p< 0.05 p< 0.05 p< 0.05

Gesunde (n=29) 0 3 2 4 4 3 7 9

Nullhypothesen a) Dieser Virulenzfaktor ist in den Biopsien von Dysplasiepatien-
ten ebensoḧaufig wie im Stuhl gesunder Probanden vertreten.
b) Die Häufigkeit dieses Faktors ist in den Biopsien von Patienten mit Dysplasien und
solchen, diëuber 1 Jahr rezidivfrei waren, gleich.
c) Die Häufigkeit dieses Faktors in Biopsien ist bei Patienten mit Dysplasien und mit
chronisch-entz̈undlichen Darmerkrankungen oder IBS gleich.
Ein p-Wert< 0.05, ermittelt mit demχ2-Test, gilt als signifikant

Tabelle A.3: Ergebnisse und Signifikanz der ermittelten Unterschiede in der
Häufigkeit der Virulenzfaktoren zwischen Patienten mit Dysplasien, chronisch-
entz̈undlichen Darmerkrankungen und IBS und Stuhlproben gesunder Probanden



Anhang B

Benutzte Hilfsmittel

Geräte Firma, Herstellungsland

Brutschrank Heraeus Instruments GmbH, Hanau,
Bundesrepublik Deutschland

Thermocycler Crocodile II, Appligene Inc., Pleasan-
ton, CA, USA

Kodak DC40 Camera Eastman Kodak Company, Rochester,
NY, USA

UV-Lampe PeqLab Biotechnologie GmbH, Er-
langen, Bundesrepublik Deutschland

Elektrophoresekammer Mupid-2, Cosmo Bio Co. Ltd., Tokio,
Japan

Mac Conkey-, Schaedler-,
Enterokokken-, Sabauraud-
Agarplatten

Heipha Diagnostika, Heidelberg,
Germany

Impfösen 10µl Greiner Labortechnik GmbH,
Kremsm̈unster,Österreich

Microbanksystem TM Mast Diagnostica,
Laboratoriums-Pr̈aparate GmbH,
Reinfeld, Bundesrepublik Deutsch-
land

Tabelle B.1: Ger̈ate
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Materialien Firma, Herstellungsland

Isotone Natriumchlorid-
lösung

Delta-Pharma GmbH, Pfullingen, Bundesre-
publik Deutschland

AnaeroGen Compact OXOID Ltd., Basingstoke, Hampshire, United
Kingdom

Api-Testkits rapid ID 32A
STREP, API 20 E, rapid 20 E

bioMérieux Deutschland GmbH, N̈urtingen,
Bundesrepublik Deutschland

Gramf̈arbungsl̈osungen bioḾerieux, Marcy l’Etoile, Frankreich

Amplitaq DNA Polymerase Perkin Elmer, Roche Molecular Systems, Inc.
Branchburg, New Jersey, USA

Primerpaare MWG-BIOTECH GmbH, Ebersberg, Germa-
ny

DNTPs GeneAmp dNTPs, Applied Biosystems, Fo-
ster City, CA, USA

Mineral Oil for Molecular
Biology

Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA

Agarose SERVA standard
EEO

SERVA, Feinbiochemica, Heidelberg/New
York

Ethidiumbromidl̈osung 1%
(10mg/ml)

Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe, Bundesre-
publik Deutschland

Bromphenolblau Merck, Darmstadt, Bundesrepublik Deutsch-
land

Tabelle B.2: Materialien



Lebenslauf

Name: Andrej Gudzuhn

geboren am: 23.Juli 1974

in: Berlin

Juli 1994 Abitur am Gymnasium
”
Georg Friedrich Ḧandel“
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