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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 (cnfl). 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 individugts< 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 cnfl 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:
colorectal neoplasia, intestinal flora, E.coli virulence factors, polymerase chain
reaction



Zusammenfassung

Hintergrund Die Pathogenese nicht-fand@her kolorektaler Neoplasien ist heute
noch nicht bekannt. Die Besonderheiten der Epidemiologie der Erkrankung spre-
chen fir die Beteiligung von Umweltfaktoren, wie sodkonomischer Faktoren,

der Errahrung oder der bakteriellen Flora des Darmes. Eine intraaediulon
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. 108@r8ine wurden mittels PCR auf
Gene fir folgende Virulenzfaktoren untersucht: s-Fimbrien (sfa), pyelonephritis-
assoziierter Pilus (pap),&tnolysin 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 (cnfljr Eie Kontroll-
gruppe wurden E.coli aus Biopsien von 55 Patienten mit chronisclikediizhen
Darmerkrankungen (CED) und unspezifischer Kolitis, von 16 Patienten mit Co-
lon irritabile (IBS) und aus Stuhlproben von 29 gesunden Probanden isoliert und
untersucht.

ErgebnisseBei 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 Probandem < 0,05). Ein typisches Muster der Virulenzfaktoren
lag dabei nicht vor. 63% der Karzinom- und 50% der Adenompatienten waren f
einen der AdBArenzfaktoren 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 Gesundenolysin A und

cnfl waren mit 26% bzw. 16% bei Neoplasiepatienten zvéasfiger als in den
Kontrollgruppen, dennoch war der Unterschied nicht signifikant. ST, LT und eae
wurden selten oder gar nicht gefunden.

Schluf3folgerungerkEine Besonderheit der Besiedlung der Kolonmukosa bei Pa-
tienten mit Neoplasien im Gegensatz zu Patienten mit CED und IBS sowie ge-
sunden Probanden ist das signifikaatifigere Vorkommen virulenter E.coli, die
heterogen im Muster ihrer Virulenzfaktoren sind.

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

Einleitung

Dal? die Infektion des Menschen mit bestimmten Mikroorganismen zur Entstehung
von Karzinomenithren kann, ist seit langer Zeit durch Beobachtungen vermutet
worden, aber erst in den letzten Jahren gelang es, solche Zusaranggnauf 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 gez8#jt Damit ist die Frage
aufgeworfen, ob auch andere Karzinome mit einer spezifischen bakteriellen Be-
siedlung erkirbar und damit durch rechtzeitige Therapie zu verhindern sind. Vor
diesem Hintergrund soll diese Arbéiber,, 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 zauditste
Krebserkrankung dar. Bei der deutschen Krebsmaitadteht es an 2. Stelle, bei
Frauen nach dem Mammakarzinom und béiriviern nach dem Bronchialkarzi-
nom. Es wird gesdciitzt, dal’ im Jahr 1997 24.000akner und 28.000 Frauen in
Deutschland neu an einem solchen Karzinom erkrankt waren. Dabei sind beson-
ders Menschen jenseits des 50. Lebensjahres betr@fign |

Trotz der groRen Bedeutung dieser Erkrankung ist — abgesehen von dem gerin-
gen Anteil familér gelaufter Karzinome — in den meisterdlfen bis heute nicht
bekannt, wie es zu ihrer Entstehung kommt.



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 Prozel3, in dem Zellen durch ew@&eren Sti-
mulus (virale, chemische, physikalische Noxen)auhst einzelne, gper 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 natlichen Rickkopplungsmechanismen nicht
mehr hemmbar sind. Auch Mutationen in DNA—Reparaturenzymgenen beschleu-
nigen die Tumorigenese, da sie das Auftreten vorah@erungen in weiteren Ge-

nen Brdern @3.

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 Prozel3 unumkehrbar: auch die Entfernungad8geren Wachs-
tumsreizes kann die Zellteilungen nicht mehr beend&h |

Atypische Zellen haben eine abnehmende Tendenz zur Ausdifferenzierung: sie
verlieren die typischen morphologischen und funktionellen Eigenschaften ihres
Ursprungsgewebes (Anaplasie). Geht die Expression von funkdioigein Zell-
Zell-Kontaktproteinen verloren, ist eine wesentliche Voraussetzungié Ent-
stehung eines invasiven Tumorsiaitf[43].

1.2.2 Wege zur Initiation maligner Tumoren

Fur die Mehrzahl der malignen Tumoren des Menschen ist nicht bekannt, wel-
che Faktoren die Tumorentstehung &@ssn, aberifr einige Entiiten sind die
Ausloser und padisponierenden Faktoren nachgewiesen worden. Diese sind sehr
vielfaltig und umfassen neben physikalischen und chemischen Noxen, chroni-
schen Entiandungen, Immunsuppression und eine ganze Reihe mikrobieller Er-
reger.



Risikofaktor

assoziiertes Malignom

UV-Licht induzierter Sonnen
brand der Haut

- Malignes Melanom

Ethanol Osophaguskarzinom

Rauchen Kleinzelliges  Bronchialkarzinom
Plattenepithelkarzinom der Lunge

HIV-Infektion Kaposi-Sarkom

Chronische Infektion bei Tube
kulose

-Wundkarzinom

Chronische Entindung der
Haut bei Lichen sclerosus ¢
atrophicans

Spinaliom
=t

Colitis ulcerosa und Morbu
Crohn

s Kolorektales Karzinom

EBV

nasopharyngeales Karzinor
Non-Hodgkin-Lymphome,
Burkitt-Lymphom und chronisch

myeloische Leumie

Helicobacter pylori

MALT-Lymphom, Magenkarzinom

HPV Zervixkarzinom, andere Plattenef
thelkarzinome
HBV, HCV hepatozellidres Karzinom

Schistosoma sinesis

Kolorektales Karzinom

Z.B.

)

Tabelle 1.1: Risikofaktoren und assoziierte Malignome



1.2.3 Aktuelle Vorstellungen zur Entstehung kolorektaler Neo-
plasien

1.2.3.1 Zur Pathologie der Kolonneoplasien

Dal3 kolorektale Karzinome immer aus adenaisah Schleimhautvanderungen
hervorgehen, gilt heute als bewiesen. Makroskopisch fallen die Adenome meist als
Polypen (gestielte oder sessile) auf. Diese adenaseat Polypen (nicht die hy-
perplastischen oder hamartoidseén) niissen also als Bkanzerosen, alsdsio-

nen mit ertbhtem Entartungsrisiko, gelted).

Die Grol3e, aber auch der makroskopische und histologische Typ des Adenoms, ist
mit dem Entartungsrisiko korreliert. Sessile Adenome haben @netes Risiko

als gestielte, vibse ein bheres Risiko als tubate 0.

Fearon und Vogelstein beschrieben 1990 ein Modeltife genetische Grundlage

der Adenom-Karzinom-Sequenz. Sie fanden, dal? sich die Mutationen der einzel-
nen Gene dem Stadium der Entartung zuordnen la®§ethf Modell ist in der
Abbildung 1.1 dargestellt.

APC-Mutation
(Tumorsuppressor)

Normales Epithel Kleine Adenome

A 4

c-myc-Mutation (Onkogen)

K-ras-Mutation

(Onkogen)
P53-Mutation

(Tumorsuppressor) v

Karzinome . Grole Adenome

DCC-Mutation
(Tumorsuppressor)

Akkumulation verschiedener
Mutationen

A 4

Metastasen

Abbildung 1.1: Die Adenom-Karzinom-Sequenz: genetischeangerungen,
nach Fearon und Vogelsteif)][



1.2.3.2 Vorerkrankungen und genetische Radispositionen des kolorektalen
Karzinoms

Obwohl fur den gbl3ten 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 @s&inde Faktoren anerkannt sind. Dazu
gelbren:

Genetische Padisposition. Es ist bekannt, daf3 bei einigen Karzinompatienten
eine familére Haufung besteht. Der Anteil dieser Patienten wird auf 2-5% aller
Patienten mit kolorektalen Karzinomen geatdt [44]. Die Karzinome knnen da-
beiim Rahmen einer Polyposis auftreten (wie zum Beispiel bei der familiade-
nomabsen Polyposis coli (FAP)) oder erblichen Syndromen (wie dem Gardener-
Syndrom). In anderen Familien sind kolorektale Karzinome ohne vorausgehende
Polyposis ge&uft vorhanden (hereditary nonpolyposis colorectal cancer,
HNPCC). Bei diesen Patienten kommeaufig gleichzeitig Endometriumskar-
zinome, seltener Tumoren des urogenitalen und hepaodliSystems vor.(F
HNPCC werden vererbte Defekte in Geném DNA-Reparaturenzyme verant-
wortlich gemacht1].

Vorerkrankungen. Sowohl bei Patienten miColitis ulcerosa als auch mit
M.Crohn besteht ein erphtes 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 mahér als in der Normalbéke-
rung [26]. Deshalb sind pventive Koloskopien regelafig ab dem 10.Jahr nach
Diagnosestellung angezeigtifvi.Crohn-Patienten schwanken die Angaben zum
Entartungsrisiko aufgrund der geringen Zahl publizierite=

Desweiteren erthen auch einénfektion mit Schistosoma sinesisund chir-
urgische Uretereinleitung in das Kolondas Risiko iir ein kolorektales Karzi-
nom [50].

Fur die meisten Patienten ist die Karzinomentwicklung aber mit der genetischen
Pradisposition und den Vorerkrankungen allein nicht &niar. 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 Pravention

Epidemiologie. Die Haufigkeit des kolorektalen Karzinoms zeigt deutliche Un-
terschiede in der globalen und in der saonomischen Verteilung: Gebiete ho-
her Inzidenz sind die Industrihder Westeuropas und die USA. Andererseits sind



die Lander Afrikas weniger betroffen. Zanhst gibt es auch innerhalb deirder

mit hoher Inzidenz deutliche Unterschiede in der Verteilung des Karzinoms: so
erkrankt in diesen &ndern die Stadt-dufiger als die Landbékerung, und die
Patienten kommeiiberdurchschnittlich &ufig aus den wohlhabenderen Schich-
ten [30, 12].

Zweitens haben Wandererstudien gezeigt, da? Einwanderer in Gebiete mit ande-
rer Inzidenz als in ihrer Heimat innerhalb kurzer Zeit dakédre oder niedrigere
Risiko des Einwanderungslandes annehnmi&h Diese Befunde sprechen daf

daid die Risikofaktorenifr die Entstehung von kolorektalen Karzinomen in er-
ster Linie Umweltfaktoren sind, die vor dem genetischen Hintergrund wirken. Im
allgemeinen kommen die Besonderheiten der Lebengunast(z.B. Schadstoff-
exposition), Lebensgewohnheiten (Bhmung, Rauchgewohnheiten) und gesell-
schaftliche Umsinde (z.B. sozialer Strel3, Quatiler medizinischen Versorgung,
Moglichkeiten der Ritherkennung) als Umweltfaktoren in Betracht.

Es mul3 auch bécksichtigt werden, dal’3 andere, gleich verteilte Erkrankungen
die Entstehung der Karzinome beschleunigénrken.

Weitere Risikofaktoren. Die Bedeutung deErnahrungfir die Entstehung des
kolorektalen Karzinoms ist sehr umfassend untersucht worden. Zwar zeigen stati-
stische Untersuchungen seit Jahren durchaus widersiiche Ergebnisse in Be-

zug auf einzelne Bestandteile der Nahrung, doch ist die direkte Korrelation mit
dem pro-Kopf-Konsum von Energie, tierischen Fetten und Eiweif3en und ande-
rerseits die inverse Korrelation mit dem Anteil pflanzlicher Nahrungsbestandteile
gut nachgewiesendf, 30, 12]. Uber den direkten Zusammenhang dieser Befunde
mit der Karzinomentstehung gibt es verschiedene Hypothesen (siehe unten).

Statistische Untersuchungen zeigen eine direkte Korrelation des Risikos mit einer
Hypercholesteriamieund einer Padisposition zukoronaren HerzkrankhejB0].

DasRauchernist ein fraglicher Risikofaktor3Q.

Es wird geschtzt, dal? 30% der Menschen im mittleren uridhéren Lebensalter
adenomaise Polyperiragen. Die Wahrscheinlichkeit, dal3 diese entartémgh

von der Art und Gdl3e der lasionen ab: bei einer G8e zwischen 1,5 und 2,5 cm
wird das Entartungsrisiko auf 2-10% ge&ttt. Die Abtragung dieser Polypen ist
deshalb wichtig, ebenso weitere Koloskopien, denn zwischen 30 und 50% dieser
Patienten entwickeln mit der Zeit wieder Adenor3@][

Pravention Aufgrund empirischer Erfahrungen sind einzelne Stoffe bekannt,
deren risikosenkende Wirkung sich in Studien nachweisen liel3. VoAckyl-
salicylsiureist beschrieben, dal sie bei langzeitiger und reg8iger Einnahme



eine Senkung des Karzinomrisikos bewirBO]. Auch dieser Wirkmechanismus
ist nicht bekannt.

Eine risikosenkende Wirkung hat Studien zufolge @istrogensubstitutioei
Frauen in der Postmenopau&®][ Wieder ist der Schutzmechanismus nicht be-
kannt, doch Bnnte so die Abnahme der Inzidenz des kolorektalen Karzinoms bei
Frauen in den letzten Jahren eénltlwerden.

Korperliche Aktiviit senkt das Risikol[2].

Keinen Einflu® auf das Erkrankungsrisiko scheint die Einnahme antioxidativer
Vitamine (Vitamin C, Vitamin E ung-Carotin) zu haben30, 12].

1.2.4 Experimentelle Ansitze

Die Ergebnisse der epidemiologischen Forschung zur Bedeutung der Umweltein-
flusse und der E&hrung bei der Entstehung kolorektaler Karzinome spiegeln sich
in den experimentellen Aaszen wieder, die der Frage nachgehen, wie diese Zu-
sammenhnge im Detail erkdrt werden knnten.

Die wesentlichsten Arédze sind im Prinzip zwei verschiedenen Richtungen zu-
zuordnen: zum einen sind es Versuche, einen spezifischen Erreger absekusl
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 Anatzen knnte eher die E&hrungsgewohnheiten mit einbezie-
hen.



Erster Ansatz

Folgende Erreger sind in den letzten Jahren diskutiert worden:

Gruppe D - Streptokokken (z.B. S. bovi§3 41]

Helicobacter pylori 31]

Humane PapillomvirenZ3, 48]

Inoue-Melnick-Virus (IMV) [18, 19|

Gruppe D-Streptokokken kamen aufgrund der klinischen Erfahrung in die Diskus-
sion, dalR S.bovis- Endokarditiden und -Baldetien oft mit kolorektalen Karzi-
nomen assoziiert sind.

Aber fur keinen der Erreger wurde €ilherzeugender Zusammenhang hergestellt.
Weder lag eine &ufigere Besiedlung als in Kontrollgruppen, noch ein Hinweis
auf kanzerogene Wirkung am Kolon vor.

Zweiter Ansatz

Schon seitdngerem hat man versucht, die Bedeutung der Darmflordié Ent-
stehung kolorektaler Karzinome zu evaluieren. Dieseddaes waren deshalb at-
traktiv, weil es so miglich ware zu beschreiben, warum die Bhnung eine Schiksel-
rolle unter den Risikofaktoren dieser Erkrankung spielt. Es wurde die Hypothese
aufgestellt, dal’ aus einer an tierischen Fetten und Eiweil3en reichen Nahrung so-
wie aus einer typischen Zusammensetzung der Gallers nach der Umsetzung
durch die Standortflora des Darmes karzinogene Stoffwechselprodukte gebildet
werden. langere Verweildauer des Darminhaltes bei ballaststoffarmeitfung

sowie die gleichzeitige starke Vermehrung der Darmbakterien sollen die Ent-
stehung dieser Metabolite beschleunigen und die Kontaktzeit mit dem Epithel
verlangern 28]. Ein Tiermodell zeigt, dal’ dieser Weg der Karzinomentstehung
prinzipiell moglich ist: werden Muse mit Cycadissen géfttert, entwickeln sie
kolorektale Dysplasien, allerdings nicht, wenn sie vorher antibiotisch behandelt
wurden. Es liel3 sich eine karzinogene Substanz, das Cycasin, nachweisen, die
erst durch den Umsatz der Nul3 durch die Darmflora entse&ht |

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. Audhber die Reproduzierbarkeit der Daten zur Besiedlung
existieren unterschiedliche Angaben - einige Autoren berichten von starken Ta-
gesschwankungen, andere bestreiten dies.



1.3 Mukosaassoziierte Flora bei Patienten mit kolo-
rektalen Neoplasien

Ein Verfahren, das erlaubt, S¢isiseiber 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 p1]. Das Material wird dabei in mehreren Waschschritten von céehrfich
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 extrazellate Flora abgétet. Nach der hypotonen Lyse
des Materials wachsende Bakterien werden als intrazellokalisiert betrach-

tet. Durch dieses Vorgehen kann dékéle, 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 einetlberblick iiber unter diesen Bedingungen nicht kultivierbare
Bakterien.

Der Autor kommt zu folgenden Ergebnissé&i]f

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

2. Die Analyse der 16S rRNA - Gensequenzen ergab, dal3 bei 76% der Adenom-
und 87% der Karzinompatienten E.coli vorherrschte.

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

1.4 Eigene Fragestellung

Die Atiologie 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 Bwentionsmglichkeiten zu erldren, doch

ist kein Beweis fir ein Agens erbracht, das den Kreislauf von Proliferation und
Mutation, der zur Karzinomentstehunighirt, ausbst.

Nach dem Nachweis einer mukosaassoziierten, zum Teil intrazelbkalisier-

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), erdteratthagischen
(EHEC) und enteroinvasiven E.coli (EIEC) oder mit anderen Virulenzmerkmalen,
vorlag.

Zu diesem Zweck wurden E.coli-8hme aus Kolonbiopsien von Patienten mit
kolorektalen Adenomen und Karzinomen isoliert und auf ein Spektrum bekannter
Virulenzmerkmale untersucht.

In der Vorstellung, daf3 vergleichbarea8tme von E.coli aus Biopsien Gesun-

der nicht verfigbar sind (da bei Gesunden die mukosaassoziierte Flora nicht exi-
stiert), wurden zur Eins@tzung der tufigkeit der verschiedenen Virulenzmerk-
male in der Normalpopulation E.coli aus Stuhlproben gesunder Probanden isoliert
und durch die PCR auf Virulenzmerkmale getestet. Ebenso wurde amtréen
verfahren, die nach denselben Prinzipien (Koloniemorphologiendlyseeigen-
schaften) aus gewaschenen Biopsien von Patienten mit kolorektalen Neoplasi-
en, sowie chronisch- eriiadlichen und funktionellen Darmerkrankungen isoliert
worden waren. Die Hufigkeiten virulenter &imme konnten dadurch sowohl zwi-
schen den Patientengruppen, als auch mit@ealen Flora verglichen werden.

In einem zweiten Schritt der Auswertung wurden diaufigkeiten virulenter &im-

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 Ubersicht tiber die untersuchten Virulenzmerkmale

Aus der grofRen Menge der Virulenzfaktoren, die bei E.coli bekannt sind, wur-
den solche Toxine und Adisionsfaktoren untersucht, die in Bezug auf die Fra-
gestellung interessant erschienen. Dabei wurden sowohl Faktorigckbrehtigt,

die definitionsgerald bei den klassischen Kategorien pathogener E.coli (EHEC,
ETEC, EIEC, EPEC) vorkommen, als auch solche, die aul3erhalb dieser Kate-
gorien bei verschiedenen Krankheiten (Harnwegsinfektionen, Bakten) bei
Mensch und Tier gefunden wurden und deren Pathogesnitechanismus meist
nur in der Zellkultur und selten in vivo hachgewiesen wurde. Insbesondere in-
teressant waren in dieser zweiten Gruppe Faktor@ndgie eine Interaktion mit
dem Zellzyklus humaner intestinaler Zellen in vitro beschrieben worden war. Ei-
neUbersichtilber die untersuchten Faktoren ist in Tabelle 1.2 gegeben.
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Virulenzfaktor Funktion assoziierte Klinik

eae Adhasion Swuglingsenterokolitis (EPEC3E]

stx Toxin hamorrhagische Kolitis (EHECPRP]

st Toxin Reisedurchfall (ETEC)3Z]

It Toxin Reisedurchfall (ETEC)32]

ipaH Invasion Diarrhoe (EIEC)]

Pap Adhasionspilus urogenitale Infektionen, Bakéeriie [3]
Sfa Fimbrie urogenitale Infektionen, Baktarnie [3]
HlyA Toxin urogenitale Infektionen, Bakt@mie [L5]
Cdt Toxin unbekannt39)

East Toxin Diarrhoe p2]

Cnf Toxin urogenitale Infektionen, Baktérnie [L5]

Tabelle 1.2Ubersichtiiber die untersuchten Virulenzfaktoren

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

EHEC. EHEC-S&mme sindifir das molytisch—uamische Syndrom verant-
wortlich. Das fir EHEC typische eae-Gen ist Teil des chromosomalen LEE-Locus
(locus of enterocyte effacement) und damit Voraussetzundié Interaktion von
EHEC mit Epithelzellen32]. Sogenannte A/E-&sionen (attaching and effacing
lesions) definieren sowohl EHEC als auch EPEC in vivo und in vitro. Durch
Gentransfer dieses LEE-Locus auf den Laborstamm #dextiagt sich auch die
Fahigkeit, solche BAsionen zu bilden32].

EHEC-S&amme sind durch die Expression des Shigatoxins (stx) gekennzeich-
net 22].

Fur die Diagnose der EHEC kommt weiterhin die Bestimmung des O157 H7-
Antigens in Frage, da es eiabifig in EHEC-Simmen gefundenes Obédhen-
antigen ist 82].
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EPEC. EPEC-Saimme verursachen Durdife vor allem bei Kindern bis 2 Jah-

ren, selten auch bei Erwachsend,[32]. Zur Infektion Erwachsener sind we-
sentlich tbhere Inokulationsdoserbng. Die Durchélle treten Rufig epidemisch

in Kindertageseinrichtungen odedliatrischen Stationen auf.

EPEC-SAmme besitzen wie EHEC das eae-Gen als Teil des LEE-Locus. Sie wer-
den in typische EPEC (mit Plasmidrfden enteroaggregativen Faktor (EAF)) und
atypische EPEC (ohne dieses Plasmid) unterteilt. Atypischm®e zeigen qua-
litativ die gleichen lasionen, sind aber klinisch weniger viruleB2].

Obwohl enteropathogene E.coli (EPEC) als obligat pathogene Bakterien gelten,
konnen sie selten auch bei klinisch Gesunden gefunden wetéen [

Auch bei EPEC kommen einige Lipopolysaccharidvariani@ufiger vor als an-

dere (055, 086, 0111, 0127, 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 zudsiger 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- undrimdarm wirken. Ver-
antwortlich sind hitzestabiles und hitzelabiles Toxin (ST-I und LT-1), die in G-
Protein-vermittelte Signalketten der Kolonozyten eingreifen und so zu Funkti-
onssbrungen der Zellerifhren. Einer der postulierten Mechanismen ist die cCAMP-
vermittelte Aktivierung von apikalen Chlorid-Kafen, die einen Elektrolyt- und
nachfolgenden Wasserverlust der Mukosa bewirkt und so Diarrhoe verursacht.

EIEC. Diese obligat pathogenen E.coli sind Ursache eird@andrrhagischen
Enterokolitis. Sie besitzen ein Invasionsplasmid, das ihre Virulenz vermittelt. Die
verschiedenen Genen auf diesem Plasmid kodiérdprbteine (invasionsplasmid—
assoziierte Antigene = ipa), diérfdie Pathogenese verantwortlich sind: Invasi-
vitat, Lyse der Phagolysosomen, Induktion von Apoptose in Makrophagen und
andere §].

1.4.1.2 Cytolethal distending toxin (cdt)

Das cytolethal distending toxin (cdt, letales aafndes Zytotoxin) wurde 1987
von Johnson und Lior erstmals beschrieb2ti.[Sie fanden einen durcbiber-
stand von E.coli-Kulturen ausgsdten typischen, bis dahin unbekannten zytopa-
thischen Effekt in verschiedenen Zellkulturlinien (CHO, Hep-2, Hela, Vero), der
zu einem Aufbihen und zum Tod der Zellerilirte. Weitere Untersuchungen
zeigten, dal3 dabei der Zellzyklus in deg-Bhase angehalten wird, so dal3 der
Eintritt in die Mitose nicht erfolgt. Wahrscheinlich liegt das d@ssnde Ereignis



13

in der S-Phase, doch ist der molekulare Mechanismus der Toxinwirkung nicht
bekannt 2, 8] (siehe Abbildung 4.1).

Spater wurde das Toxin bei weiteren zum Teil obligat pathogenen, gramnegati-
ven Stbchen nachgewiesen: so tragen Campylobacter jejuni, Campylobacter co-
li und Campylobacter fetum, sowie Haemophilus ducreyi spp. und Actinomyces
actinomycetemcomitantes dieses Gen, aul3erdem pathogene Shigellen und ande-
re [34, 35, 37, 39]. Fur E.coli ist die Pavalenz dieses Gens viel geringer: in 1

bis 3% der Simme 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 konstantesth) 38, 47].

Fur cdt—produzierende E.coli ist weder bei Tieren noch beim Menschen eine as-
soziierte Krankheit bekannt. Cdt kann zwar in EPE@r8nhen von Kindern mit
Durchfallen auftreten, doch agt es dort wahrscheinlich nicht zur Pathogenese
bei [46]. Die Einstufung von cdt als Pathogeitisfaktor sfitzt sich auf den zyto-
pathischen Effekt in der Zellkultur, sowie auf ein Mausmodell, bei dem keimfrei
aufgezogene Muse durch die Einbringung von kloniertem cdt an Durchfall er-
krankten. Die Histologie verschiedener Darmabschnitte zeigte Gewebsnekrosen
und reparative Hyperplasie allein im Dickdarmakvend der Dnndarm nicht be-
troffen war B5).

1.4.1.3 Escherichia coli Fimolysin (hlyA)

Die Eigenschaft von Erregern, auf Blutagarplatteantblysekife zu bilden, ist
unter pathogenen Bakterien weit verbreitet (z.B. alpha-Toxin bei Staphylokok-
ken, Streptolysin bei Streptokokken und hlyA bei gramnegativen Bakter2gn) [
Sie beruht auf der Bildung von Exotoxinen, die durch die Bildung von Poren in
Zellmembranen zum Zellunterganghiren lonnen. Auch das Listeriolysin, das

fur den Escape- Mechanismus von Listeria monocytogenes aus den Phagolysoso-
men entscheidend ist, géth zu dieser Gruppel)]. Das Escherichia coli Bimoly-

sin (hlyA) getort aufgrund einer repetitiven Sequenz seiner Anaomen zu den

RTX (repeats in toxin) - Emolysinen. In anderen gramnegativen Spezies ist es
auch verbreitet, so in Proteus, Bordetella, Morganella, Pasteurella und Actinoba-
cillus spp. p3].

Uber den molekularen Wirkmechanismus ist wenig bekannt: das Toxin greift au-
Ber Erythrozyten auch kernhaltige Zellen an, bildet in einem kalziuéraigen
Schritt Membranporen und bewirkt so die Verschiebung extra- und intrazedtul
lonen, einschliellich des Kalziumeinstron}. Verschiedene sekuade Effekte
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der Toxinwirkung werden diskutiert, so die Aktivierung der Emdungskaska-

de durch Arachidor&urederivate, einschliel3lich der Gerinnungsaktivierung, der
Steigerung der Endothelpermealdititund der Freisetzung diverser Substanzen
aus Granulozyten. Aulerdem soll die Zytotoxatieine lokale Immunsuppres-
sion bewirken 2].

Hamolysin A—produzierende E.coli kommen im Stuhl Gesunder vor, sind aber
sehr faufig bei Harnwegsinfektionen und E.coli-Sep4i4][

1.4.1.4 Cytotoxic necrotizing factor 1 (cnfl)

Cnfl zeigtin Zellkulturen einen typischen zytopathischen Efféki¢nfl-positive
Stamme kbnnen von Mensch und Tier isoliert werden. Mit gro3&uifigkeit wird
es in uropathogenen&@tmen und unter Baktémmniekeimen gefunderi§].

CNF1 induziertiber die Aktivierung des G-Proteins Rho die Bildung von Aktin
Strel3fasern (actin stress fibers), vermindert die Transmigrailoiggeit von po-
lymorphkernigen Zellen durch intestinale Zellkulturen uiabrt zur Ausbschung
der Mikrovilli. Obwohl diese Effekte in Zellkulturen sehr gut untersucht sind, ist
nicht bekannt, ob sie in vivo auftreten und wie die die Pathogenese von Harn-
wegsinfekten und Translokation aus dem Darm bedeutsam B6hd [

Unablangig von der Art der Isolation tritt cnfl eng assoziiert mérhblysin A

auf: cnfl+ Smme sind praktisch immer auclarholysierend, \&hrend &mo-
lysierende Stimme umgekehrt in 60—-70% dealfe cnfl tragen15]. Es existie-

ren Hinweise darauf, dald dieses Toxin von den E.coli Zelleer einen Typ llI-
Sekretionsmechanismus sezerniert werdamke: das bedeutet, ein Kontakt von
E.coli zu einer eukaryonten Zelle ist notwendig, damit das Toxin freigesetzt
wird [16]. Auch ein regulatorischer Einflul3 des durch cnfl aktivierbaren Rho—
Proteins auf den Zellzyklus wurde beschriebéd][ Einige Autoren sehen die
Funktion von cnf haup#hlich in der vermehrten DNA-Synthese, andere darin,
dal3 Apoptose verhindert wird()]. 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 Kahn [

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

Adhasionsfaktoren, wie Pyelonephritis-assoziierter Pilus und s-Fimbrien-Antigen
(pap, sfa) sind Merkmale von E.colig&8hmen, die mit Harnwegsinfektionen und
Bakteriamien assoziiert sind. Es wird eine Beteiligung an der Pathogenese die-
ser Erkrankungen vermutet, obwohl die Zielproteine der Faktoren nicht bekannt
sind. 75% der 3imme, 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 Adisionsfaktoren ebenfalls typiscirflsolate von Patienten

mit Harnweginfekten3]. In mehreren Untersuchungen wurde gezeigt, dal3 beide
Adhasionsfaktorenwfig in solchen $immen vorkommen, die weitere Virulenz-
faktoren tragen, zum Beispieldmolysin A und auch das cnfl- Toxi@9].



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Gewinnung der Isolate aus Biopsien

Die Gewinnung von mukosaassoziierten E.colifBinen aus Darmbiopsien er-
folgte nach folgendem, 1998 beschriebenen Verfah&&h pPie im Verlaufe ei-

ner Koloskopie staticirer oder ambulanter Patienten aus jeweils drei verschie-
denen Darmabschnitten (terminales lleum, Colon ascendens, Rektum) entnom-
menen Zangenbiopsien wurden in physiologische Kochisslnlg aufgenommen
und maximal 2 Stunden bei Raumtemperatur bis zur Verarbeitung gelagert. Die
Biopsien wurden viermal gewaschen (vortexan30 Sekunden in jeweils 500
physiologischer Kochsakasung) und anschlieRend in 5@0Aqua dest. 30 Minu-

ten gevortext und so hypoton lysiert. Ditberstinde der 2. und 4. ¥éche sowie

der hypotonen Lyse wurden in verschiedenen Wardingen (1:1, 1:10 und 1:100)
aerob (24 bis 48 Stunden) und anaerob (72 Stunden) B€i B6 Brutschrank be-
briutet. Rir die aerobe Kultur wurden MacConkey-, Schaedler-, Saboraud- und
Enterokokkenagar undif die anaerobe Kultur Schaedler-Agar verwendet. An-
zahl und Morphologie der Kolonien (Gi8e, Farbe, Obe#the, Fhmolyse) wur-

den protokolliert. Einzelne morphologisch unterschiedliche Kolonien der aeroben
und anaeroben Platten wurden durch neues Ausstreichen undt@&elauf Co-
lumbiaBlutagar isoliert, die Spezies durch biochemische Tests (API-Teststreifen,
Katalase) und Grarafbung bestimmt, in ein Mikrobanksysterheriihrt und bei
-20°C aufbewahrt. Zur Bestimmung der Pathogétsitaktoren von mukosaasso-
ziierten E.coli wurden aus dem hypotonen Lysat der Biopsien gewonnene E.coli
erneut auf ColumbiaBlutagar ausgestrichen, mit efdse in 500l Aqua dest.
ubertihrt, durch Autoklavieren (15 Minuten bei 12€ und 1 bar) hitzelysiert

und bis zur PCR bei“4gelagert B].

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 Durchfiihrung der PCR

Mittels Polymerasekettenreaktion wurden die Bakterémshe auf die Existenz

der in Tabelle2.1 dargestellten Genéif Virulenzmerkmale untersucht.

Fur die PCR wurde ein Mastermix aus Primern, Aqua dest., 10x PCR Puffer,
Taqg Polymerase und dNTPs in Einzelatze verteilt, eine entsprechende Menge
Suspension hitzelysierter Bakterien hinzuggfund jeder Ansatz mit 2 Tropfen
Mineralol Uberschichtet. 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) mitgeiihrt.

Primer dATP, dTTP, AmpliTaq Gr 0Re des einzelnen DNA
dGTP, dCTP Ansatzes
je 0,5uM je 100uM 25 U/ml 50u 7u

Die PCR wurde iir die einzelnen Gene unter den in Tab&ll@ angegebenen
Bedingungen durchgehrt.

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 positirfein Gen bezeichnet, wenn sich
nach der Elektrophorese eine Bande zeigte, diednge und Intensit mit dem
Ansatz der Positivkontrolle vergleichbar war. Die Ergebnisse aller PCRs wurden
mit MicrosoftAccess gespeichert und ausgewertet. Elbersichtiiber alle be-
nutzten Geate 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 PB4
ST-IC GATTACAACAAAGTTCACAGCAGT

LT LT-11 TCTCTATGTGCATACGGAGC 365bp 54
LT-12 CCATACTGATTGCCGCAAT

ipaHcore  ipaH1 GCGTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCG 627bp 5[
ipaH2 CTTTCAGCCGGTCAGCCACCCCTCTGAGAG

EAST-1 eastla TGCCATCAACACAGTATATCC 110bp 5[]
eastlb TAGGATCCTCAGGTCGCGAGTGACGGC

cdtlliB cdtlliB1 GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG 466bp [42]
cdtlliB2  AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA

hlyA HLYA1 GTCCATTGCCGATAAGTTT 351bp PO
HLYA2  AAGTAATTTTTGCCGTGTTTT

sfa sfal CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 410bp 3]
sfa2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA

pap papl GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 328bp 3][
pap2 ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA

cnfl cnfla CATGCTTCTTCCTCAGTAGC 255bp 4p]
cnflb GTCTAAAAGGGGGGCAGCCA

Tabelle 2.1: Sequenzen der Primerpaare
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Denaturierung Annealing Polymerisation
Gen Temperatur Zeit Temperatur Zeit Temperatur Zeit Zyklen
in°C ins in°C ins in°C ins
eae 94 60 68 90 72 90 25
mk 94 40 50 80 72 60 25
st 94 40 50 80 72 60 25
It 94 40 55 80 72 60 25
ipaHcore 94 50 65 80 72 60 30
EAST-1 94 40 55 80 72 60 25
cdtlliB 94 50 50 80 72 60 25
hlyA 94 40 50 80 72 60 25
cnfl 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.colirfiine von 132 Patienten unter-
sucht, bei denen verschiedene Indikationen zur Koloskopie bestande @il

von Durchéllen, Schmerzen, Blut im Stuhl, Kontrolle von bekannten Colitis- und
Adenompatienten und Tumorvorsorge bei vorherigem Dickdarmkarzinom bzw.
Abklarung 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 alsisdsl
vill 6ses oder tubulovitises Adenom klassifiziert und basgt wurde, bei
denen vorher keine chronisch-eimtziliche Darmerkrankung oder unbestimme-
te Kolitis vorgelegen hatte.

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

e Kontrolle nach filherer Polypektomie,
e Kontrolle nach einem frher operierten kolorektalen Karzinom,

e Abklarung von klinischen Hinweisen wie Stuhlunregaltigkeiten,
Blutauflagerungen und Gewichtsabnahme.

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

5. Patienten mit Colon irritabile (irritable bowel syndrom, IBS) (n=16) wurden
eingeteilt, wenn seiiber 3 Monaten Bauchschmerzen odétlegefihl be-
standen und weder koloskopisch noch histologisch eiraligiér Befund
erhoben wurde. Durchfall galt als Ausschluf3kriterium.

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 béeintigenden 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 dgf-Quadrattest und bei geringer Zellbelegung der Fisher’s
Exact Test verwendet. Ein p-Wett0.05 galt als signifikant.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv und Datenmenge

Um die Virulenzfaktoren von E.coli und ihreddfigkeiten 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.colia8ime 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

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

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

e Bei keinem bestanden vorher eine chronisch-{@miiche Darmerkrankung
oder eine unspezifische Kolitis.

Patienten ohne neue Neoplasie

e \on 14 Patienten waren 9 Patienten séer einem Jahr und 7 Patienten
langer als 2 Jahre ohne neue Neoplasie.

Die Vergleichsgruppewar wie folgt zusammengesetzt:

e 32 Patienten mit chronisch-efitzdlichen Darmerkrankungen (14 Patienten
mit Morbus Crohn und 18 Patienten mit Colitis ulcerosa)

21
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e 23 Patienten mit unspezifischer Kolitis
e 16 Patienten mit IBS
e 29 gesunde Probanden

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

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

getestete Gene Gesamtzahl Anzahl Neoplasiepatienten
Neoplasie- mit mind. einem positiven

patienten Isolat (Anteil in %)

ETEC  hitzestabiles und 27 0 (0)

hitzelabiles Toxin

(ST, LT)
EHEC Intimin (eae), 27 0 (0)

Shiga-like toxin

(stx)
EPEC Intimin (eae) 27 1(4)
EIEC Invasionsplasmid- 27 0 (0)

antigen (ipaH)

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 Haufigkeit weiterer Virulenzfaktoren bei Neo-
plasiepatienten

3.4.1 Anmerkung zur Darstellung der Ergebnisse

Bei allen folgenden Darstellungen gelten Patienten oder Probanden als positiv f
einen Virulenzfaktor, wenn mindestens eines der E.coli Isolate dieses Patienten
oder Probanden PCR-posititirfdiesen Virulenzfaktor war. Eingbersichtiiber

alle Ergebnisse und deren Signifikanz wird ist in Tabelle A.3 im Anhang gegeben.

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

In den folgenden Abbildungen ist dieddfigkeit 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 vorkommeimken und mit welcher Frequenz sie dort zu
finden sind.

M Karzinompatienten (n=14)
80
0 [0 Adenompatienten (n=29)
60 - [J Stuhl gesunder Probanden (n=29)
50 ~
40 -
31 30

30 - 24
20
10 _ 77

O |

mind. ein Virulenzfaktor = mind. ein Adhasin und ein
Toxin

Abbildung 3.1: Haufigkeit von Virulenzfaktoren isolierter E.coli bei Patienten mit
Neoplasien im Vergleich zum Stuhl gesunder Probanden in %
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e 69% der Karzinom- und 58% der Adenompatienten waren positieines
der Merkmale. Auch im Stuhl gesunder Probanden kommen E.coli mit Vi-
rulenzmerkmalen vor: 7 der 29 Probanden waren positiv (24%). Bidig-
keit solcher Simme war bei Adenom- und Karzinompatienten signifikant
hoher.

¢ Nicht nur die Haufigkeit von virulenten $immen, sondern auch die Ver-
teilung der Einzelfaktoren war verschieden: die virulenten Isolate von Ge-
sunden waren von solcherd&tmen mit einzelnen Faktoren dominiert. Nur
von 2 der 29 Probanden wurdena8tme mit einem Adasin und einem
Toxin isoliert (7% der Probanden), dagegen wiesen 30 bzw. 31% der Pati-
enten mit Adenomen und Karzinomeré8tme mit einer Kombination von
Adhasinen und Toxinen auf (Abbildung 3.1).

Die Verteilung der einzelnen Faktoren ist in déichsten Abbildungen dargestelit.

B Karzinompatienten (n=14)
80 [0 Adenompatienten (n=29)
70
60 63 [J Stuhl gesunder Probanden (n=29)
50 44
50 38
40
0 31 31
30 ] 21
20 - 13 0
10 ~ *’7
0 |
Adhérenzfaktoren pap sfa
insgesamt

Abbildung 3.2: Haufigkeit der einzelnen Aditenzfaktoren isolierter E.coli bei
Patienten mit Neoplasien und bei gesunden Probanden in %
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B Karzinompatienten (n=14)
50 [0 Adenompatienten (n=29)
40 38 [J Stuhl gesunder Probanden (n=29)
31 2
30 2
24 24
20 7 14 14 14
— 10
10 - 7 7
o | |
0 T
Toxine gesamt cdtB cnfl hlyA

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

e Adhasine und Toxine sind bei Patienten mit Neoplasien signifikaatiger
als bei Gesunden.

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

e Wahrend in den Stuhlproben Gesunder Asiine und Toxine etwa gleich
haufig vorkamen (jeweils zwischen 7 und 13% der Patienten waren posi-
tiv), waren bei den Adenom- und Karzinompatienten die @glbnsfaktoren
deutlich Faufiger 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 \ergleich der Haufigkeit der Faktoren bei Neoplasiepati-
enten mit anderen Darmerkrankungen
In den rachsten Abbildungen sind dieddfigkeiten der Faktoren in den Biopsi-

en der Patienten mit chronisch-eimallichen Darmerkrankungen, unspezifischer
Kolitis und Colon irritabile dargestellt.

39 @ Dysplasie (n=43)

25 1 CED (n=32)

Virulenzfaktoren insgesamt

[J unspezif. Kolitis (n=23)

[ IBS (n=16)

0 10 20 30 40 50 60 70

Abbildung 3.4: Haufigkeit von Virulenzfaktoren unter E.coli&8thmen aus Biop-
sien von Patienten mit Neoplasien, chronisch-éntiiichen Darmerkrankungen
und IBS in %
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54
Adhésine
gesamt
44
pap W Dysplasie (n=43)
m CED (n=32)
[ unspezif. Kolitis (n=23)
sfa
O 1IBS (n=16)
| | |

0 10 20 30 40 50 60 70

(a) Adrarenzfaktoren
35
Toxine
insgesamt
Bl Dysplasie (n=43)
cdtB B CED (n=32)
O unspezif.Kolitis (n=23)
enfl [0 IBS (n=16)
0
hlyA
22
113
0 10 20 30 40 50

(b) Toxingene

Abbildung 3.5: Haufigkeit von Adfarenzfaktoren und Toxingenen unter E.coli-
Stammen aus Biopsien von Patienten mit Neoplasien, chronischirediizhen
Darmerkrankungen und IBS in %
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¢ Die Haufigkeit der Virulenzfaktoren ist in den einzelnen Patientengruppen
deutlich verschieden.

¢ Neoplasiepatienten zeigen einéhere Hufigkeit 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 Adtasine als auch Toxine waren insgesagndfiger vorhanden. Der
Unterschied wariir den Adlasionspilus pap signifikant, aber niclit die
anderen Einzelfaktoren.

e Die Diagramme der Einzelfaktoren zeigen, dafl3 besonders bei IBS- und
CED-Patienten Hufigkeiten festgestellt werden, die dem Auftreten in den
Stuhlproben entsprechen. Die Differenz der Befundeaigetnier maximal
3%. Auch zwischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa gab es nur geringe
Unterschiede.

e \on Patienten mit unspezifischer Kolitis wurdedhiere Haufigkeiten ermit-
telt als bei den anderen Kolitis-Formenirkdie Faktoren cnfl und &mo-
lysin A erreichten diese die &lifigkeiten bei Neoplasiepatienten.

e Cdt kam wie auch cnfl bei IBS-Patienten nicht vor. Dleigen Faktoren
waren in allen Patientengruppen vertreten.

Zusammenfassung. Sowohl bei Adenom- als auch bei Karzinompatienten tre-
ten haufiger virulente E.coli-3immen in gewaschenen Darmbiopsien auf als bei
Patienten mit chronisch-eritadlichen Darmerkrankungen und IBS.

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

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

e Bis auf cnfl kommen alle untersuchten Virulenzmerkmale bei Kontrollpa-
tienten vor.

e Der Anteil von Patienten mit virulenten@hmen betigt 38% und ist deut-
lich geringer als bei Patienten mit Neoplasien (60%).
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-0 . m Karzinom (n=14)
60 | 58 1 Adenom (n=29)
50 [1ohne neue Neoplasie
40 | 38 (n=8)

30 A —

20 - I

10 - —

0+

Virulenz gesamt

Abbildung 3.6: Vergleich der Bufigkeiten von Virulenzfaktoren unter E.coli
Stammen aus Biopsien von Karzinom-, Adenom- und Karzinompatienten, die
langer als ein Jahr ohne neue Neoplasie warénfigkeiten in %

e Fir cdt, Hhimolysin 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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m Karzinom (n=14)
70 63 57 ] Adenom (n=29)
60 50 ] ohne neue Neoplasie (n=8)
50
39
40 ~ 38
31
30 - 25 -
22
20 ~
13
10 - —
0 \
Adhésine gesamt pap sfa
(a) Adhasionsfaktoren
W Karzinom (n=14)
>0 0 Adenom (n=29)
40 38 [ ohne neue Neoplasie (n=8)
31 29
30 7 24 24
201 13 1414 13
- 11
10 ~ !
e I
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Toxine cdtB cnfl hlyA
gesamt
(b) Toxingene

Abbildung 3.7: Vergleich der Bufigkeiten der Adasionsfaktoren und Toxingene
unter E.coli Shmmen aus Biopsien von Karzinom-, Adenom- und Karzinompati-
enten, diednger als ein Jahr ohne neue Neoplasie warénfigkeiten 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% wesentiatiger 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 deiukigkeiten zwischen den Erkrankun-
gen zum Teil signifikante Unterschiede zu finden waren. #liff waren 2 Geno-
typen (Kombinationen von Toxin- und Adkingenen), diedufig in der Neopla-
siegruppe vorkamen:

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

2. Genotyp cnfl+hlyA+sfa+pap+ Stamme, die gleichzeitig positivif cnfl,
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.

70 [ Virulenz gesamt
63
60 58 [ cnfl+hlyA+pap+sfat
B cdtB-+sfa+
50
39
40
“ 31 28
25
20 —
14
10 = —
3 3
0 T T - T T T 1
Karzinom Adenom CED unspezif. IBS (n=16)  Stuhl
(n=14) (n=29) (n=32) Kolitis Gesunder
(n=23) (n=29)

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

e Wahrend cnfl+hlyA+ Genotypen auch bei unspezifischer Kol#igig und
im Stuhl vereinzelt vorhanden waren, wurden cdtB+sfa+ E.coli fast aus-
schlief3lich 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 @dkrenden 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 Dufldn assoziiert sind: pap, sfa,
cnfl, hlyA und cdtlliB. Im Vergleich dazu wurden E.coli mit diesen Virulenz-
merkmalen nur bei 25 bzw. 31% der Patienten mit chronischiedtchen Dar-
merkrankungen und IBS nachgewiesen. Dieser Unterschied beruhte auf der si-
gnifikant lbheren Hwufigkeit sowohl von Adasinen als auch von Toxinen. Die

Art der Biopsiebehandlung und der Isolierung deirSine waren dabei identisch.
Unter den untersuchten Virulenzfaktoren war keiner, der nur bei Patienten mit
Neoplasien vorkam.

Auch im Stuhl gesunder Probanden lie3en sich Virulenzfaktoren nachweisen: 28%
der Probanden waren positiurfeines der Gene. Hier dominiertera8tme mit
einzelnen Virulenzfaktoren, &ahrend @ir Neoplasiepatienten Kombinationen von
Adhasin- und Toxingenen, z.B. die Genotypen cnf+hlyA+sfa+pap+ oder cdtB+sfa+,
typisch waren. Das am meisten spezifische Merkmal dian8te von Neoplasie-
patienten war der cdtB+sfa+ Genotyp. 12% der Neoplasiepatienten besal3en dieses
Merkmal.

CdtllIB-positive E.coli wurden aus den Stuhlproben nicht isoliert.

Bei 9 Patienten, die vdiber 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 Kiritik 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. fir den Nachweis von Virulenzeigenschaften von Bakterien besteht
das grundatzliche Problem, dal3 einerseits vorhandene Gene eventuell nur unter
bestimmten Wachstumsbedingungen exprimiert werden. Ob andererseits die Ex-
pression der Gene auch unter deriniathen Bedingungen, unter denen die Bak-
terien isoliert worden waren, stattfindet, ist letztlich nur durch Nachweis in Na-
tivpraparaten oder Toxinnachweis im Originalmateridg@gtnch. Durch Xia wur-

de eine Interaktion zwischen dem pap-Operon und den sehr verbreiteten Typl-
Fimbrien in vitro charakterisiert: die Expression des pap-Proteins inhibierte die
Expression der Typl-Fimbrie§]. Weitere Interaktionen sind denkbar, auch die
Abhangigkeit 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 Voraussetzuriggen-
schaften des Bakteriums testen.

Unter der Bedingung, dal3&hme, die in der Elektrophorese vergleichbar starke
Banden auf gleicher he wie die Kontrollen zeigen, als positiv bewertet werden,

ist in der Literatur eine hohe Sensit&itund Spezifat 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 anschlie3ende Hybri-
disierung verzichtet. Sie brachte in vergleichbaren Untersuchungen keine weitere
Verbesserung der Speziit[3].

34
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4.1.2 Probleme der Selektion von Stmmen

Bei der Auswahl der zu testenden E.colia®ime von den Priarkulturplatten
wurden alle morphologisch unterschiedlichen Kolonietypen erfal3t. Das schlief3t
nicht aus, daf3 Kolonien mit gleicher Morphologie unterschiedliche Gene und
Virulenzmerkmale aufweisendkinten. Insofern kann die tdishliche Frequenz
virulenter Samme gol3er sein als hier bestimmt. Das trifft besondeis die
Adharenzfaktoren undir cdt zu, denn &molysierende Kolonien und damit auch
die assoziierten cnfl+ &tnme sind in jedem Falle mitisoliert worden. Durch das
gleiche Verfahren bei der Kultur und Isolierung de&i®me bei Patienten und
gesunden Probanden ist dieser Fehler in allen Gruppen gleich stark vorhanden,
und die Gruppen sind deshalb untereinander vergleichbar. Auch &@iégKei-

ten von Virulenzgenen in der Literatur sind gruatdich nach dem Prinzip der
phanotypisch-morphologischen Selektion deirSime von jedem Individuum er-
mittelt worden, so daf3 auch hier die Vergleichbarkeit @lefieistet ist4, 15, 32].

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

4.2.1 Vorkommen der klassischen Kategorien pathogener E.coli

E.coli-S&mme 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
Stamme mit spezifischen Genen von EHEC, EIEC und ETEC gefunden.iDas f
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- &8mme von Schmidt46] im Stuhl von 2,5% gesun-

der Probanden (zwischen 20 und 40 Jahren) beschrieben worden. Dieses Ergebnis
ist insofern interessant, als in einer Studié][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 erfal3ten sowohl das
eae-Gen von E.coli als auch das von Citrobacter freundii, einem fakultativ pa-
thogenen Keim aus der Familie der Enterobacteriaceae, sodal3 das Vorkommen
von EPEC-SAmmen bei diesen Patienten nicht sicher ist. Auch wurden in die-
ser Untersuchung keine Kontrollen Gesunder miipef die Frequenz von Citro-
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assoziierte genetische assoziierte Krankheitsbilder

Merkmale

EHEC eae, stx Bmolytisch-uamisches  Syndrom,
thrombotisch-thrombozytopenische
Purpura

EPEC eae epidemischer Durchfall besonders bei
Kindern

EIEC ipaH Dysenterie

ETEC st, It Reisedurchfall

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

bacter sp. &nnte ja auch normal sein. Der Befund zeigt aber, daf’ eventuell auch
Citrobacter sp. die Kolonmukosa von Krebspatienten vermehrt besiedeln kann und
dal3 eine Abhngigkeit vom Stadium der Erkrankung und den vorausgegangenen
Behandlungen existierervknte.

Zusammenfassung. 4% der Dysplasiepatienten waren mit EPE@Binen be-
siedelt. Das entspricht der in der Literatur angegebenen Frequenz im Stuhl gesun-
der Erwachsene#dp] und ist kein Merkmal dieser Patientengruppe.

4.2.2 Cytolethal distending toxin

Cdt positive Shmme wurden nicht bei IBS-Patienten und gesunden Probanden,
sondern ausschlief3lich bei Patienten mit Entiungen oder Neoplasien gefun-
den. Von 10 Patienten mit cdt- positivera8tmen 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 Patieniibertrifft 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- positiviami&en fest-
gestellt (durch Hybridisierung von 3&@hmen pro Patienty]. Die Untersuchung
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der gesunden Probanden deutet darauf hin, dafl3 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
Stamme bei 3,1% der Kinder mit infekier Enteritis gefunden, und diese trugen
ausschlief3lich genetische Marker von EPEC und EAgQEC, igi&nteritis bei
Kindern raufig verantwortlich sind. Cdt war hier nicht signifikant @nhund be-
stimmte wahrscheinlich nicht allein die Pathogenese. Eine Assoziation mit EPEC
ist in mehreren Studien untersucht worden, ist aber kein regater Befund:
CDT kommt in 2-6% der EPEC vor und in 1,5% voraB8tmen unaldngig vom
Patho- und Seroty8p)]. Vor diesem Hintergrund ist das Vorkommen von cdt bei
14% der Patienten mit aktuellen Dysplasien (n=43) ein besonderer Befund.

Abgesehen von der&lifung bei Kindern mit Durchfall und dem typischen zyto-
toxischen Zellkulturbefund, wird die Pathogeititzon cdt aus Tiermodellen ab-
geleitet: Inokulation von Musen mit Bakterien oder gereinigtem Toxirnft zu
starkem Durchfall bei den Tieren innerhalb von 24 Stunden. Interessanterweise
zeigen diese Tiere histologisch Nekrosen und reparative Hyperplasie des Kolone-
pithels, wahrend Jejunum und Illeum histologisch unallif bleiben. Alle bishe-

rigen Tiermodelle gingen von einer Infektion nach dem Modell toxinproduzieren-
der E.coli (wie ETEC) aus. Welchen EinfluR hat CDT aber, wenn es Produkt der
residenten Darmflora ist?

Fur den Nachweis von cdt auf genetischer Ebene wurden Prigmestein kon-
serviertesten Abschnitt des Gens (cdtB) benutzt, mit ihm lassen sich die bisher
bekannten CDTI, Il und Il nachweisen. CDTI zeigt nur 84% Idéntitn Bin-
dungsbereich der Primer und wurde deshallatzieh mit einem spezifischen
Primerpaar des cdtA Genabschnitts gesucht. Alle positiven Isolate warkeeifle
Primerpaare positiv, sodal? die gefundenen Isolateadiliche Sequenzen haben
kdnnten. Obwohl die Sequenzen von cdt zwischen E.coli sehr unterschiedlich sein
konnen, besteht doch 99% Ideatizwischen cdtl von E.coli und dem cdt von Shi-
gella dysenterii, was auf die enge Verwandtschaft andliche Pathogenese der
Durchfalle hinweisen knnte B4]. Dabei ware interessant, ob sich die Sequen-
zen der Isolate der Dysplasiepatienten und der Kolitispatienten unterscheiden von
solchen, die bei akuten Durclifen 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
Stammen (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
ursachlich mit der Erkrankung im Zusammenhang steht oder aber als Baustein
in der Pathogenese auftritt, bleibt unbeantwortet, doch sind in beiéénFver-



38

schiedene Mglichkeiten denkbar:

1. Aufgrund einer Veanderung und Vermehrung der gesamten epithelnahen
Flora besiedeln adirente E.coli vermehrt die ned&ologische Nische und
bringen dabei Toxine mit, mit denen sie genetisch assoziiert sind.

2. Cdt kdnnte das Mikromilieu beeinflussen: falls es bei cdt-positiven Patien-
ten in wirksamer Menge produziert wirdpRnte es durch seine antiprolife-
rative Aktivitat das Epithel vémdern oder auch immunsuppressiv wirken,
wie es im T-Zell-Assayiir das cdt von Actinobacillus actinomycetemcomi-
tans gezeigt worden is#§] (siehe Abbildungd.l).

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

4. Die genetisché\hnlichkeit von cdtl von E.coli und dem cdt von Shigella
spp. B5] konnte ein Hinweis auf eine intrazelarke Wirkungsweise sein.
Cdt ist fur die Shigellose nicht notwendigdknte aber die Pathogenese
unterstitzen.

4.2.3 Cytotoxic necrotizing factor 1

Die gefundene Ravalenz von cnfl+hlyA+ Simmen bei gesunden Probanden stimmt
gut mit der Literaturliberein. Bei 2 von 29 wurden &thme gefunden, die beide
Gene trugen, bei einem weiteren ein nur cnfl-positiver Stamm (7 und 10% der
Probanden). Durch Hilali wurden 70 gesunde Freiwillige untersucht und dabei
bei 4 Personen cnfl und hlyA gefunden (6%g)[ Auch andere Studien zeigen
ahnliche Pavalenzen (zum Beispiel bei Guyer:11%]). Die Assoziation der
beiden Faktoren ist typisch, eventuell liegt eine Pathogsiitsel vor, in der auch
Adhasionsproteine wie pap und sfa kodiert sidd][ Auch in unseren Isolaten
finden sich bei allen cnfl- positiven @hmen auch ein &molysin A-Gen und

eine HAmolyse in der Kultur. Emolysin ohne cnfl kam bei 9 von 134 Patien-
ten unduber alle Gruppen verteilt vor. Eirénliche bzw. geringere Frequenz als

im Stuhl wiesen Patienten mit Karzinomen (7%), chronischiemtlichen Dar-
merkrankungen (10%) und IBS-Patienten (0%) auf. cnfl+hlyAan®he waren
dagegen bei Adenompatienten und Patienten mit unspezifischer Kolitis wesent-
lich haufiger (24 und 22%). Die &lfigkeit bei Adenompatienten ist auch deshalb
von Bedeutung, weil eine Behinderung der Apoptose durch cnfl in Zellkulturen
beschrieben worden ist (siehe Abbildung 4.2).

Als Humanpathogene sind cnf+hlyA+ E.coli bisher haaptdich bei Harnwegs-
infektionen und Bakteé@mien isoliert worden. Die Bwalenz der Faktoren wird
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bei diesen Erkrankungen zwischen 58 und 80% angegeb@ndlso deutlich
haufiger 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 assoziiertaaiAdh
ne sfa und pap. Obwohl aber virulentea®ime regelr@lig im Stuhl Gesunder
vorkommen, werden nicht alle dger krank - es fissen weitere Rdispositio-

nen vorliegen. Frauen, Diabetiker und Patienten mit transurethralem Blasenka-
theter sind @ir Harnwegsinfektionen adisponiert. Bakteédmien treten durch ei-

ne Translokation aus dem Darm als Folge intensivmedizinischer Komplikationen
von Primarerkrankungen auf.

Translokationen sind bei Patienten mit verschiedenen malignen Erkrankungen
schon seit Jahrzehnten beobachtet worden. Hilali beschrieb das Auftreten von
cnf+hlyA+ Stammen bei 23% der Patienten mit E.coli-Sepsis und maligner Grunder-
krankung [L5]. Die Haufigkeit war unabéingig von der Art der Malignitt (solide
Tumoren, Leumien, Lymphome) und von der Immunsuppression (gemessen an
der Zahl neutrophiler Granulozyten), was igtapricht, daRiir die Uberwindung

der Darmbarriere Virulenzfaktoren vorteilhaft sind.

Die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen, daf? die Mukosa von Patienten mit ver-
schiedenen Darmerkrankungen unterschiedlalfig mit diesem Pathogen besie-
delt ist. Besonders bei Patienten mit Adenomen und unspezifischer Kolitrgex

so eine sirkere 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)dkante erkart werden, warum die Besiedlung mit
cnf+hlyA+ S&mmen symptomlos verlaufen kann.

Alle erhobenen Befunde waren unaoigig vom Ort der Isolation der Bakterien,
was daiir spricht, daf3 bei der Karzinomentstehung im Kolon mit einer generellen
Veranderung der Besiedlung einhergeht (Virulenz, Lokalisation, Anzahl) und kein
ausschliel3lich fokal begrenzter Prozel ist.
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cdt > Gy

inaktiv aktiv

Weel/Mikl

Abbildung 4.1: CDT (cytolethal distending toxin) blockiert den Zellzyklus meh-
rerer Zelllinien beimJbergang von der &Phase zur Mitosephase. Der Komplex
von Zyklin B und der zyklinab&ngigen Kinase 2 (cdc2) wird nicht mehr aktiviert.
Es ist nicht bekannt, ob die aktivierende zyklinahgige Kinase 25 vermindert
wirkt oder die Inaktivatoren wie die Tyrosinkinasen Weel oder Mik&rwiegen

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 HelLa-
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 vollsandig bekannt. Die heutigen Hypothesen betonen die Bedeutung
der Flora bei der Umsetzung von Nahrungsstoffen oder mit der Galle sezernierten
Stoffen zu Karzinogenen und eékken so den epidemiologischen Befund, dald das
Risiko stark von Umweltfaktoren getragen wird.

Dald die Entstehung von Adenomen an mehreren Stellen des Dickdarms gleich-
zeitig stattfinden kann und mit einer hohen Rezidivrate gerechnet werden mulf3,
unterstreicht die These, dal? eine Mederung 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
Veranderungen gefunden. Die Beschreibung einer mukosaassoziierten Flora bei
Adenom- und Karzinompatienten erfolgte 1998l][ Die Ergebnisse deuteten
darauf hin, dal3 in der Besiedlung des Darms bei diesen Patienten eine generel-
le Veranderung vorliegt. Die Virulenzbestimmung der isolierten E.coli uriiezst
diese Ergebnisse. Unadnhgig vom Ort der Dysplasie isolierteg®ime zeigten si-
gnifikant raufiger 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 fir beide Erkrankungen zutrifft. Der hohe Anteil von Patienten mitaelh-

ten E.coli (53%) knnte die sirkere Besiedlung dieser Patienten ar&h. Wel-

che Wirkung die Anwesenheit der Adsine und Toxine auf die Mukosa hat, ist
unklar. Dal3 eine Interaktion mit Zellen der Mukosa vorkommaénrie, zeigen
Zellkulturen. Die Toxine cnfl und cdt haben in vitro zytotoxische Eigenschaften
und interagieren mit dem Zellzyklus (siehe Abbildungen 4.1 und 4.2).



Kapitel 5

Zusammenfassung

Die Atiologie kolorektaler Dysplasien ist noch nicht bekannt, obwohl die Betei-
ligung von Umweltfaktoren wie der Eémrung an ihrer Entstehung durch epide-
miologische Studien gut untersucht und belegt ist. Ein Einflu3 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 Vissciy
mehrfach gewaschener und schliel3lich 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
gualitativ 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 éndtichen 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 durchigieft, 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-
teroramorrhagischen E.coli zugeordnet werden. Weitere Virulenzfaktoren fakul-
tativ pathogener E.coli waren bei Dysplasiepatienten insgesamt signifi&afit h
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ger als bei Patienten mit chronisch-dimdlichen Darmerkrankungen und IBS
und auch als in Stuhlproben Gesunder. Der Unterschied beruhte auf éhresr h

en Haufigkeit der AdRsine pap (pyelonephritis-assoziierter Pilus) und sfa (s-
Fimbrienantigen) sowie der Toxine cnfl (cytotoxic necrotizing factor 1), cdt (cy-
tolethal distending toxin) und &molysin A. Bei Betrachtung der einzelnen Fak-
toren waren die Unterschiede niir den Adtasionspilus pap signifikant.

Aber auch der Anteil von Patienten mit&tmen, die Adasine und Toxine gleich-
zeitig trugen, war bei den Neoplasiepatientedl@gr 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, dal} die starke bakterielle Besiedlung der Kolonmukosa
bei Patienten mit kolorektalen Adenomen und Karzinomen auch mit edrtneran
Haufigkeit 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 daf, dal? die Patienten jeweils mit verschiedenen virulenten
Stammen 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 cnfl (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 durchschnitt- Geschlecht
Patienten liches Alter
und Pro- inJahren
banden in
Jahren
weiblich mann-
lich
Karzinom (n=14) 44...88 63,2 6 8
Adenom (n=29) 48...86 62,4 16 13
ohne neue Dyspla- 50...80 65,2 3 6
sie (n=9)
CED (n=32) 17...68 38,4 15 17
unspezifische Koli- 19...81 46,1 13 10
tis (n=23)
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 Stamme in den Patien-

tengruppen
Anzahl Anzahl Anzahl iso- isolierte E.coli
Biopsien  Stuhlpro- lierter E.coli Stamme
ben Stamme pro Patient/
Proband
Karzinom 15 XXX 24 1,71
(n=14)
Adenom 32 XXX 62 2,27
(n=29)
ohne neue 10 XXX 12 1,33
Dysplasie
(n=9)
CED (n=32) 35 XXX 43 1,34
unspezifische 25 XXX 33 1,43
Kolitis (n=23)
IBS (n=16) 16 XXX 19 1,19
Probanden XXX 29 59 2,03
(n=29)

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

Toxine Adhasine Virulenz-
faktoren
cdtB cnfl hlyA gesamt | sfa pap gesamt | gesamt
Dysplasie (n=43) 6 7 10 15 13 19 23 26
pd ns ns ns p<005|ns p<005 p<0.05| p<0.05
Karzinompatienten 1 0 1 1 1 2 2 3

Uber 1 Jahr ohne
neue Dysplasie (n=9)

b)

p ns ns ns ns ns ns ns ns
CED/IBS/unspez. 4 8 9 13 12 16 21 23
Kolitis (n=71)

pC) ns ns ns p<0.05|ns p<005 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 ebensdaddwfig wie im Stuhl gesunder Probanden vertreten.

b) Die Haufigkeit dieses Faktors ist in den Biopsien von Patienten mit Dysplasien und
solchen, didgiber 1 Jahr rezidivfrei waren, gleich.

c) Die Haufigkeit dieses Faktors in Biopsien ist bei Patienten mit Dysplasien und mit
chronisch-entizndlichen Darmerkrankungen oder IBS gleich.

Ein p-Werk 0.05, ermittelt mit derm2-Test, gilt als signifikant

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



Anhang B

Benutzte Hilfsmittel

Geréate Firma, Herstellungsland

Brutschrank Heraeus Instruments GmbH, Hanau,
Bundesrepublik Deutschland

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

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

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

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

Mac Conkey-, Schaedler-,Heipha Diagnostika, Heidelberg,
Enterokokken-, Sabauraud-Germany

Agarplatten

Impfosen 1l Greiner Labortechnik GmbH,
Kremsminster,Osterreich

Microbanksystem ™ Mast Diagnostica,

Laboratoriums-Riparate GmbH,
Reinfeld, Bundesrepublik Deutsch-
land

Tabelle B.1: Geiite
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Materialien Firma, Herstellungsland

Isotone Natriumchlorid- Delta-Pharma GmbH, Pfullingen, Bundesre-

[6sung publik Deutschland

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

Api-Testkits rapid ID 32A bioMérieux Deutschland GmbH, iMtingen,
STREP, API 20 E, rapid 20 EBundesrepublik Deutschland

Gramfarbungsbsungen bioMrieux, Marcy I'Etoile, Frankreich

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

Agarose SERVA standardSERVA, Feinbiochemica, Heidelberg/New
EEO York

Ethidiumbromidbsung 1% Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe, Bundesre-

(20mg/ml) publik Deutschland
Bromphenolblau Merck, Darmstadt, Bundesrepublik Deutsch-
land

Tabelle B.2: Materialien
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