FISH-Analyse

der mukosalen Flora mit ribosomalen Proben
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Gleichzeitige Anwendung
R unterschiedlich markierter
Proben zur Charakterisierung
der Struktur und
) Zusammensetzung
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Dichter Bacteroides fragilis Biofilm bedeckt die ‘
Mukosaoberflache, Patient mit M. Crohn
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10 Bakterien in einem Quadrat-Zentimeter
entsprechen Konzentrationen von 10 °/ml



SI-
MC ucC Colitis

Mukosale Bakterien in
(0) 0) (0)
Konzentrationen von tUber 10°/ml 95% 90% 95%

Mittlere Konzentrationen mukosaler
Bakterien x 1019/ml 0126 0,31

Prozent der epithelialen Oberflache
0) 0 0
zugedeckt vom Biofilm 52% 35% 14%

IBS

65%0

<5%

Kontrollen
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Bacteroides fragilis (Bfra Probe)
Eubacterium rectale Gruppe (Erec Probe)
Alle anderen Bakterien (Eub338)
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Kontrastierung:
gelb (Cy3)

rot (Cyb)
grin (FITC)

Kontrollen

Bfra 60% 30% 31% 14%  16%
Frec 10% 5% 18%  48% 32%



Nachweishaufigkeit bestimmer Bakteriengruppen:

Immer bis zu 40-60%
80%
Erec Ato/Cor Ebac (Ec)
Bac(Bfra) Str Rbro
Bdis Efaec Bif

Fprau LGC
Ecyl
HGC

Phasco
Ehal

adherente Bakterien

20-40%

Chis150
Lach
E!
Strc
Enc
Arc
CF

bei einzelnen
Patienten

Ser
Clit
UroA
UroB
Veil
Lab



Sigmabiopsie, Patient mit Colitis ulcerosa unter Salofalk Therapie ( 3g oral und
4 g in Einlaufen). Dapi Farbung zeigt einen fiir M.Crohn typischen Biofilm.
Der Biofilm laRt sich mit FISH nicht darstellen. Nur einzelne Bakterien in
Krypten hybridisieren mit der universellen FISH Probe.



Biopsie aus Colon asc. Patient mit M. Crohn ein Tag nach Beginn der
antibiotischen Therapie mit Metronidazol und Ciprobay. Der bakterielle Biofilm
ist teilweise erhalten und sichtbar in DAPI-Farbung, jedoch absolut stumm bei
Hybridisierung mit FISH-Proben (Eub 338).



Der Biofilm
erschwindet
ach Fixierung
mit Formalin

( Dapi)

—

oy Formaln

Der gleiche Patient
und die gleiche
Lokalisation,

M. Crohn




Tiere

- C57BL/6J Méause

- 11-10 Knock-out Mause vor und

- nach der Entwicklung einer spontanen Colitis
-C57BL/6J Mause mit chemisch induzierter DSS Colitis

--RAG Mause mit und ohne Effektor Zellen
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Keine relevante Bakterienzahlen im Ileum aller Maus-Gruppen




Mukus trennt vollstandig fakale Bakterien von der Mukosa
Im dist. Colon und Rectum
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EREC
Lach
Phasco
Alpha
Lab
Ehal

- Phasco und EREC

Lach

Zusammensetzung der Separationsschicht



Veranderungen bei Colitis



N
Niedrige Bakterienkonzentrationen in Feces,
beginnende Mukustrennung schon im Zokum



Veranderungen bei Colitis

Suppression der fakalen Flora

Verstarkte mechanische Trennung der Bakterien von
der Darmwand durch Mucus



-
Extrem dicker Mucus u"



Veranderungen bei Colitis

Suppression der fakalen Flora

Verstarkte mechanische Trennung der Bakterien von
der Darmwand durch Mucus

Veranderte Bakterienseparation,



Reichlich Bakterien in den Krypten



Veranderungen bei Colitis

Suppression der fakalen Flora

Verstarkte mechanische Trennung der Bakterien von
der Darmwand durch Mukus

Veranderte Bakterienseparation,
In den Krypten und









Veranderungen bei Colitis

Suppression der fakalen Flora

Verstarkte mechanische Trennung der Bakterien von
der Darmwand durch Mukus

Veranderte Bakterienseparation, Zunahme von
Separations-Bakterien-Gruppen in den Krypten und
vor der Mukosa









Mit fortschreitender Entzindung geht Mukus ins Exsudat Gber und halt
die Bacteroides nicht mehr vom Kontakt mit Mukosa zurtck.
Es kommt zur Adhasion und Infiltration der Darmwand.



- 11 10 ko-Maus
11 10 ko-Maus

Wt-Maus i mit Colitis
ohne Colitis - RAG Maus mit und ohne Colitic

- Wt Maus mit DSS Colitis

Mucus blau
Bakterielle Separationsschicht orange



Mukus Simulation 1n vitro

Natives Gemisch
fakaler
Bakterien

Zellulosemembran
bedeckt mit einem Gel
von variabler Dichte
und Zusammensetzung

Nahrmedium angerei(:'hert mit Chemokinen















Mobilitat fakaler Bakterien unter Einwirkung von:

MM WY MM WY
Minimalmedium +5-ASA +DSS +DSS
+5-ASA

0,3% Y " Y Y
0.5%

0,7%




Mukosale Schicht verhindert einen Kontakt fakaler Bakterien mit der Mukosa.
Die Behinderung ist selektiv bei der Maus und anscheinend absolut
beim Menschen.

Die Mukusbarriere ist gestort bei einer Reihe von Erkrankungen.
Bakterien wandern in den Mukus ein und bilden Biofilme auf der
Darmoberflache bei Patienten mit:

CED

Funktionellem Colon

Selbstlimitierender Colitis

Divertikulose

Carzinomen

Die Zusammensetzung des mukosalen Biofilms ist krankheitsspezifisch.

5-ASA ist ein potentes Mittel sowohl zur Suppression des Biofilms als auch
zur Verhinderung einer Durchwanderung des Mukus.



Die Grunde fir die Durchwanderung und Biofilmbildung sind
noch unklar. Denkbar sind:

Primare Stérungen der Mukuszusammensetzung, einschlie3lich aller
einzelner Komponenten der spezifischen Immunantwort.

Besonderheiten der fakalen Flora, die eine Durchwanderung und

Herausbildung des Biofilms ermaoglichen.

UmwelteinflUsse (Detergenzienbelastung) die eine Mukusbarriere
aufheben.



, Konjak
, Polysorbat
- E432, Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat (Polysorbat 20)
- E433, Polyoxyethylen-sorbitan-monooleat (Polysorbat 80)
- E434, Polyoxyethylen-sorbitan-monopalmitat (Polysorbat 40)
G I u t e n e - E435, Polyoxyethylen-sorbitan-monostearat (Polysorbat 60)
- E436, Polyoxyethylen-sorbitan-tristearat (Polysorbat 65)
, Pektine, Amidiertes Pektin
, Ammoniumsalze von Phosphatidséuren
, Saccharose-acetat-isobutyrat
, Glycerinester aus Wurzelharz/Kolophonester
, Phosphate
, Beta-Cyclodextrin
Cellulose und Celluloseverbindungen
- E460, Cellulose, Mikrokristalline Cellulose, Cellulosepulver
- E461, Methylcellulose
- E463, Hydroxypropylcellulose
- E464, Hydroxypropylmethylcellulose
- E465, Ethylmethylcellulose
- E466, Carboxymethylcellulose, Natriumcarboxymethylcellulose
- E468, Vernetzte Natrium-Carboxymethylcellulose
- E469, Enzymatisch hydrolysierte-Carboxymethylcellulose
, Salze von Speisefettsauren
- E470a, Natrium-, Kalium- und Calciumsalze von Speisefettsauren
- E470b, Magnesiumsalze von Speisefettsauren
, Mono- und Diglyceride von Speisefettsauren
- E471, Mono- und Diglyceride von Speisefettsauren, Monoglycerid
- EA72a, Essigsdureester von Mono- und Diglyceriden von Speisefettséuren
- E472b, Milchséureester von Mono- und Diglyceriden von Speisefettsauren
- E472c, Citronenséureester von Mono- und Diglyceriden von Speisefettsauren
- E472d, Weinsaureester von Mono- und Diglyceriden von Speisefettsauren
- E472e, Mono- und Diacetylweinséureester von Mono- und Diglyceriden von Speisefettsauren
- E472f, Gemischte Essig- und Weinsdureester von Mono- und Diglyceriden von Speisefettsauren
, Zuckerester von Speisefettsauren
, Zuckerglyceride
, Polyglycerinester von Speisefettsauren, Polyglycerinester
, Polyglycerin-Polyricinoleat
, Propylenglycolester von Speisefetten
, Thermooxidiertes Sojadl mit Mono- und Diglyceriden von Speisefettsduren
, Natriumstearoyl-2-lactylat, Calciumstearoyl-2-lactylat, Stearyltartrat
, Stearin- und Palmitatverbindungen
- E491 Sorbitanmonostearat
- E492, Sorbitantristearat
- E493, Sorbitanmonolaurat
- E494, Sorbitanmonooleat
- E495, Sorbitanmonopalmitat




