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1. Einleitung

1.1 chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED)

Zu den CED zahlen der Morbus Crohn, die Colitis Ulzerosa sowie die indeterminierte
Colitis (10% aller CED Patienten) (1). Erstmals beschrieben wurde die Colitis
Ulzerosa 1859 von Wilks (2). Der Morbus Crohn wurde 1932 als Krankheitsbild einer
regionalen lleitis von Crohn, Ginzburg und Oppenheimer beschrieben (3).
Hauptsymptome  der chronisch  entzindlichen  Darmerkrankungen  sind
Bauchschmerzen, haufige blutige Diarrhoe und ein schweres Krankheitsgefuhl. Das
Haupterkrankungsalter liegt zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr.

Bei der Colitis Ulzerosa (CU) handelt es sich um eine chronisch-remittierend
verlaufende Entziindung, welche ihren Ausgang im Rektum hat und von dort aus
aufsteigt. Sie ist nur auf die Mukosa und Submukosa beschrankt und fihrt dort zu
Ulzerationen. Bei etwa 25% der Patienten dehnt sich die CU uber die linke Flexur, in
das rechte Hemicolon aus (ausgedehnte Colitis) oder erfasst das gesamte Colon
(Pancolitis). Floride Entziindungsphasen sind dadurch gekennzeichnet, dass die
Mukosa gerotet und leicht verletzlich ist sowie Fibrin- und Blutauflagerungen
aufweist. Histologisch ist eine ausgepragte Hyperamie und ein diffus verteiltes und
plasmazellreiches Entzindungsinfiltrat sichtbar. Oft sammeln sich in den
Kryptenlumina neutrophile Granulozyten in Form von ,Kryptenabzessen® an (4).
Leitsymptom der CU sind blutige Durchfalle. Die Beteiligung des Rektums bewirkt
einen standigen Stuhldrang und eine schmerzhafte Stuhlentleerung (Tenesmen).

Als extraintestinale Manifestation zeigen sich Verdnderungen der Haut (Erythema
nodosum), Arthropathien 0Uberwiegend in Knie- und Sprunggelenk sowie
entzindliche Augenveranderungen wie die Episkleritis und Iridozyklitis (5,6).
Wéahrend des akuten Schubes zeigen sich im Labor unspezifische
Entzindungszeichen wie ein erhdohtes CRP und eine Leukozytose (7,8,9) sowie in
einigen Fallen eine Anamie (9,10,11,12).

Die Endoskopie des gesamten Kolons mit Intubation des terminalen lleums und
Gewebeentnahme aus terminalem Illeum und Dickdarm ist der Goldstandard in der
Diagnosesicherung  (13,14,15,16). Die Darmschleimhaut ist in aktiven
Krankheitsphasen stark hyperamisch sodass es zu Kontaktblutungen durch das
Endoskop kommen kann. Die Darmwandsonographie wird als Screeningmethode

und Verlaufskontrolle eingesetzt, ist aber fir die Diagnosesicherung aufgrund



fehlender Biopsieentnahmen und geringerer Sensitivitat und Spezifitat gegeniber
den anderen Untersuchungsmethoden ungeeignet (17,18). Die CU ist grundsatzlich
durch eine Operation in Form einer Proktokolektomie mit ileoanaler Pouchanlage
.heilbar“(19). Die chirurgische Intervention erfolgt bei Patienten mit histologisch
gesicherten Dysplasien im Kolon, bei therapierefraktdren Krankheitsverlaufen, bei
Perforationen oder bei einem toxischen Megakolon (20,21,22, 23,24) Nach
jahrzehntelangem Krankheitsverlauf besteht die Gefahr einer malignen Entartung zu
einem colorektalen Adenocarzinom wobei das Risiko gegenuber der nichterkrankten
Normalbevoélkerung um 20% erhoht ist (25,26,27,28). Der Morbus Crohn (MC) ist
eine chronisch verlaufende, ulzerierende, transmurale Darmentzindung, die
prinzipiell von der Mundhéhle bis zum Rektum auftreten kann. Am haufigsten jedoch
ist der Befall des terminalen lleums.

Klinisch prasentiert sich die Erkrankung mit zum Teil schleimigen Diarrh6en und
krampfartigen Bauchschmerzen. Allgemeinsymptome sind Gewichtsverlust und
Schwache. Charakteristisch ist eine diskontinuierliche Ausdehnung der ulzerierenden
Entzindung innerhalb eines oder mehrerer Darmsegmente. Makroskopisch zeigen
sich multiple kleine Ulzera und Odeme, welche oft ein ,Pflastersteinaspekt* als
Darmrelief entstehen lassen. Als typisches histologisches Merkmal finden sich nicht-
verkdsende Epitheloidzellgranulome (4). Die Diagnosesicherung erfolgt durch die
komplette Coloskopie mit Intubation der Illeozdkalklappe und Biopsieentnahme (29).
Hierbei zeigt sich eine diskontinuierliche Ausbreitung (Skip Lesions), aphtoide
Lasionen, manchmal auch Fisteln oder Stenosen.

Die Darmwandsonographie spielt als Screening und Verlaufskontrolle eine Rolle. Mit
der Magnet Resonanz Tomographie (MRT) Untersuchung nach Sellink lassen sich
entzindlich Veranderungen, Fisteln und Stenosen im Dunndarmbereich hoch
sensitiv darstellen. Mit der MRT lassen sich mittlerweile intestinale und perianale
Abszesse erfassen, dies ist aber fur die Erfassung der Erstdiagnose wegen
niedrigerer Sensitivitat und fehlender Biopsieentnahme ungeeignet (30,31,32).
Komplikationen des MC sind Stenosen bis hin zur lleussymptomatik, des weiteren
Strikturen, Fisteln und Abszesse (33,34). Arthralgien, die primar sklerosierende
Cholangitis, Osteoporose, Vaskulitiden zahlen zu den extraintestinalen
Komplikationen (35,36).

Die genaue Atiologie der CED ist noch ungeklart (37). Es handelt sich um eine

multifaktorielle Genese mit genetischen Hintergrund.



Genetisch zeigt sich bei Patienten mit MC eine Mutation auf dem Chromosom 6q12
(CARD 15) (38). Weiterfilhrende Arbeiten wiesen verschiedene Krankheitsgene flr
den MC nach: IL23R, ATG16L1, DLG5 und NELL1 (39,40). Diese Mutationen flihren
zu Mucosaveranderungen und einer verdnderten Signaltransduktion in der
Darmwandzelle, was eine Barrierefunktionsstérung der Darmschleimhaut hervorruft.
Hierbei spielen Interleukine, TNFa und eine Veranderung der Signaltransduktion
STAT 1 eine wichtige Rolle (41,42,43,44,45). Dadurch kénnen Bakterien mit dem
Darmepithel interagieren und die Darmwand penetrieren, woraufhin eine
immunologische Abwehrreaktion gestartet wird, welche zu einer verstarkten
Entzindungsreaktion mit einem noch schadigenderen Effekt auf die
Darmschleimhaut fuhrt. Die Veranderung der Mukosa hat Einfluss auf die bakterielle
Darmflora, so dass es zu einer Reduktion der Diversitat kommt (46,47,48,49).

Fur die pharmakologische Therapie kommen 5-Aminosalicylate, Glucocorticoide,
Immunsupressiva wie z.B. Azathioprin, Biologika wie z.B. TNFa-Antikorper und
Probiotika wie z.B. E.coli Nissle 1917 zum Einsatz (50,51,52,53,54).

1.2 Intestinale Mikroflora bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Im menschlichen Darm wurden bisher 365 bakterielle Phylotypen nachgewiesen,
wovon 80% zu den unkultivierbaren Bakterien gehdren. Die meisten davon gehdren
zu den firmicuten und bakterioiden Phylotypen. Zudem wurde signifikant
nachgewiesen, dass es einen Unterschied zwischen der Diversitat und der Anzahl
der Bakterien, im Vergleich zwischen Darmmukosa und Fazes gibt (55). Hierbei
erweist sich die Analyse Uber die 16s rRNA als ein prazises und effektives Mittel zur
Bestimmung von bakterieller Diversitat in komplexen Okosystemen (56,57).

Klinische Untersuchungen zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen der
Zusammensetzung der Darmflora und der Entstehung von entzundlichen
Veradnderungen im menschlichen Darmtrakt durch Beeinflussung der Wirt-Immunitét
besteht (58,59,60). Umweltfaktoren in Kombination mit mehreren genetischen
Veranderungen kénnen Ausldser flir intestinale Barrierestérungen sein (61,62). Das
exprimierte  NOD2/CARD15 Protein scheint ein zytosolischer Rezeptor fur
Lipopolysaccharide pathogener Bakterien zu sein. Es ist somit eine entzindliche
Antwort auf bakterielle Antigene durch die Aktivierung und Vermittlung von NFkB
(63,64). Um so wichtiger, ist die Suche nach auslésenden pathogenen Bakterien, die

fur die Verursachung von Barrierestorungen verantwortlich sein kénnten



(65,66,67,68). Die als Ausloser diskutierten Bakterien wie Bacterioides Arten und E.
Coli sind keine Pathogene, aber Kommensale (69,70). Klinische Studien und
experimentelle Daten legen nahe, dass die Zusammensetzung der intestinalen
Mikroflora eine entscheidende Rolle in der Entwicklung von
Schleimhautentziindungen im Gastrointestinaltrakt spielt (58). Dass bei MC und CU
Bakterien in der Krankheitsentstehung eine entscheidende Rolle spielen kdnnen,
zeigt dass z.B. nach Umleitung von Fazes nach operativer Stoma Anlage mit
spaterer Ruckverlagerung des Darmes am aboralen Teil, bei vorher kompletter
Entztndungsfreiheit, ein erneutes Entzindungsgeschehen nachzuweisen (71). Ein
weiteres Indiz fur den Einfluss von Bakterien auf die Darmwand ist der positive Effekt
von Probiotika, z.B. VSL#3, bei der Remissionserhaltung von Patienten mit Pouchitis
nach Colektomie mit lleoanaler Pouchanlage (72,73). Auch die Remission der CU
kann durch E. coli Nissle erhalten werden (74,75). Desweiteren konnte eine
Abnahme der Bakteriendiversitat bei MC um bis zu 50% und bis zu 30% bei CU

nachgewiesen werden (76).



1.3 Molekulare Nachweismethode von Bakterien mittels 1 6S rRNA

Weniger als 1% aller Bakterien sind kultivierbar (77). Das héngt mit den
unterschiedlichen Lebensbedingungen der Bakterien zusammen. Diese speziellen
Lebensbedingungen, die zum Wachstum gebraucht werden, sind kinstlich kaum
nachzuahmen. Daher bedient man sich der molekularen ,bakteriellen
Fingerabdrucktechnik® Uber die 16s rRNA. Es handelt sich hierbei um ribosomale
RNA, die in Bakterien vorkommt und fur die Produktion von Proteinen zusténdig ist.
Die 16s rRNA zeichnet sich durch eine hohe funktionelle Konsistenz aus und kann
zeitliche Variationen zur Aufklarung der Stammesgeschichte, Evolution des Lebens
und der Erforschung verwandtschaftlicher Beziehungen unter den Organismen
aufzeigen (78). Die gewonnenen Sequenzen koénnen in einem phylogenetischen
Baum fur die Darstellung verwandtschaftlicher Beziehungen der Arten untereinander
aufgetragen werden. Die 16s rRNA wird mittels PCR amplifiziert und damit fur
weitere Bearbeitung nutzbar gemacht. Die 16s rRNA ist circa 1600 Basenpaare lang,

wovon die Halfte bei allen Bakterien gleich und die andere Halfte variabel ist (79).

Die 16s rRNA besitzt eine Variabilitat von 20-25%. Es wird zur Zeit postuliert, dass
Bakterien, deren 16S rRNA-Sequenzen zu 97-98 % Ubereinstimmen, einer Art
zugerechnet werden kénnen. Aktuell sind tber 40 verschiedene Bakterieneinheiten
anerkannt. Die Darstellung mittels phylogenetischen Baum stellt die
verwandtschaftlichen Beziehungen der Arten untereinander dar.

Die Variabilitat in den Sequenzen spiegelt die unterschiedlichen physiologischen
Lebensumstande der einzelnen Bakterien wieder (77). Durch Amplifizierung und
Sequenzierung der RNA-Sequenzen wurde es mdglich, kulturunabhangige Analysen
durchzufihren (80). Die 16s rRNA stellt heutzutage eine Standardmethode dar, um

die Diversitat in komplexen Lebensrdumen darzustellen (81,82,83,84,85).



1.4 TM 7 Bakteriensubspezies

Durch die Einflhrung der bakteriellen molekulargenetischen
Untersuchungsmethoden konnte ein neues Verstandnis Uber verschiedene
bakterielle Habitate geschaffen werden. Es konnten neue Arten entdeckt werden, die
fur Entstehungspathologien von Entziindungen eine Rolle spielen kdnnten.

Die TM7 Bakteriensubspezies ist in den verschiedensten Habitaten auf der Erde zu
finden. Diese Bakterienart zahlt zu einer nicht kultivierbaren grampositiven
Subgruppe. H. Rheims und Mitarbeiter beschrieben 1996 erstmals in der Arbeit ,A
molecular approach to search for diversity among bacteria in the environment* TM7-
Bakterien. Sie wurden in der mittleren Schicht einer Torfprobe nachgewiesen.
Mittlerweile wurde die TM7-Bakteriengruppe in  sehr unterschiedlichen
Lebensrdumen gefunden: im Boden, im Torf, im Grundwasser und in
Tiefseesedimenten (86,87,88,89,90). Bei Tieren konnten TM7 Bakterien im Darm von
Termiten und in Mause-Stuhl nachgewiesen werden.

Beim Menschen konnten TM7 Bakterien in subgingivalen Plaques nachgewiesen
werden und zeigten eine Assoziation mit Entzindungen der Mundschleimhaut
(91,93). Daher war die Untersuchung der TM7 Bakterien bei den chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen interessant, da es sich ebenfalls um eine

Erkrankung der Schleimhaut handelt.



2 Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit war die Untersuchung der TM7 Bakteriensubspezies bei CED mittels

molekulargenetischer Fingerprintanalysen

1.

Analyse von Mukosabiopsien von Morbus Crohn und Colitis Ulzerosa im

Vergleich zu Gesunden mittels 16s rRNA Genanalyse
Phylogenetische Analyse der TM7 Spezies mit Erstellung von Klonbibliotheken

Fluoreszenz in Situ Hybridisierung zum Nachweis von TM7-Bakterien in humanen

Mukosabiopsien



3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Chemikalien fur die RNA Probengewinnung

OB-Protease Q-Biogene, Irvine, CA, USA
TL-Puffer Q-Biogene, Irvine, CA, USA
PPS Q-Biogene, Irvine, CA, USA
SEWS-M Q-Biogene, Irvine, CA, USA
DES-Losung Q-Biogene, Irvine, CA, USA

Chemikalien fur die PCR

nucleasefreies Wasser Q-Biogene, Irvine, CA, USA
PCR buffer, Qiagen, Hilden, Deutschland
Q-Solution Qiagen, Hilden, Deutschland
Taqg Polymerase Qiagen, Hilden, Deutschland
DNTPS Qiagen, Hilden, Deutschland
TM7 Primer 580 F Carl Roth Gmbh und CO, Karlruhe
universal Primer 1492 R Carl Roth Gmbh und CO, Karlruhe

Chemikalien fur die Gelelektrophorese und RNA Isola  tion aus Agarosegel

Sea Kem Le Agarose Cambrex, Rockland, USA
DNA Ladder 100 bp Invitrogen, Karlsruhe, BRD
TAE Puffer BioRad, Miunchen, BRD

(40mM Tris, 20 mM Zitonensaure,

1mM EDTA, pH 8.3)

Loading buffer (Bromophenolblau, BioRad, Munchen, BRD
Nucleasefreies Wasser, Glycin)

Ethidiumbromide Sigma, Aldrich, BRD



Chemikalien fur das klonieren der RNA-Fragmente

nucleasefreies Wasser
One Shot Cells
Ligation Buffer

PCR 2.1 Vector

T4 DNA Ligase

S.0.C. Medium

Agar 149 pro Petri Schale
Kulturlésung pro Liter:
in sterilen dest. Wasser
Tryptone

Hefeextrakt

NacCl

X-Gal

Ampicillin

Q-Biogene, Irvine, CA, USA
Invitrogen, Karlsruhe, BRD
Invitrogen, Karlsruhe, BRD
Invitrogen, Karlsruhe, BRD
Invitrogen, Karlsruhe, BRD
Invitrogen, Karlsruhe, BRD

Becton Dickenson, Heidelberg, BRD

Becton Dickenson, Karlsruhe, BRD
Becton Dickenson, Karlsruhe, BRD
Merck, Darmstadt, BRD

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Chemikalien fur die Vorbereitung des Sequenzierens

nucleasefreies Wasser
PCR buffer

M13 F

M13 R

DNTPS

Taqg Polymerase

Chemikalien fur das Sequenzieren
SAP
Exo |

nucleasefreies Wasser

Q-Biogene, Irvine, CA, USA
Qiagen, Hilden, Deutschland
Carl Roth Gmbh, Karlruhe, BRD
Carl Roth Gmbh, Karlruhe, BRD
Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

USB Corp, Staufen, BRD
USB Corp, Staufen, BRD
Q-Biogene, Irvine, CA, USA

Big Dye (version 1.1)
Primer (3.2 pM/ml)

Applied, Biosystems, Foster City, CA, USA
Applied, Biosystems, Foster City, CA, USA

SB-Buffer Applied, Biosystems, Foster City, CA, USA



Chemikalien fur die Fluoreszenz in Situ Hybridisieru

DAPI

Wasserstoffperoxid 3%
PBS

Formamide deionisiertes
Dextran Sulfat 10%

SSC

16s rRNA Oligonucleotid
Sonde TM7 580 mit Biotin
Triton X-100

Gerate, Kit's und PC-Programme
ABI PRISM 3700 DNA Analysator
Centrifuge 5415 R

FastPrep Instrument

MinElute Gel Extraction Kit
Mikroskop

Fluoreszenz Mikroskop Filter
PCR 2.1 TOPO TA Cloning Kit
mit Plasmid Vector PCR 2.1
Digital Kammerasystem ,Axiocam*
PCR System 9700

Power Pack Basic

Spin Modules

sterile Zahnstocher

Subcell, 192 cell

Super Frost Glas Objektrager
Thermomixer Comfort
Thermowell 96 well plate

Transilluminator

ng (FISH)

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Sigma, Aldrich, BRD

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Sigma, Aldrich, BRD
Sigma, Aldrich, BRD
Sigma, Aldrich, BRD

Thermo Electron,UIm, BRD
Sigma, Aldrich, BRD

GeneAmp, Foster City, CA, USA
Eppendorf, Hamburg, BRD
Q-Biogene, Irvine, CA, USA
Qiagen, Hilden, BRD

Zeiss, Jena, BRD

Zeiss, Jena, BRD

Invitrogen, Karlsruhe, BRD
Zeiss, Jena, BRD

GeneAmp, Foster City, CA, USA
BioRad, Munchen, BRD
Q-Biogene, Irvine, CA, USA

BioRad, Munchen, BRD
Menzel-Glaser, Braunschweig, BRD

Eppendorf, Hamburg, BRD

Costar®Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande

LKB, St. Gabriel, USA
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3.2 Methoden

3.2.1 Patienten und Probengewinnung

Fur die Arbeit wurden Mukosabiopsien von 33 gesunden Kontrollpatienten, 42 MC
und 31 CU Patienten verwendet. Alle CED-Patienten waren in einem akuten Schub
der Erkrankung (Crohn’'s Disease Activity Index (CDA)I>150 bei MC, Colitis Activity
Index (CAI)>4 bei CU). Die Biopsien stammten von makroskopisch entziindeten
Arealen, die nach den Kriterien von Geboes et al (110,111) untersucht wurden. Die
Biopsien der Kontrollgruppe stammten aus Coloskopien von Nichterkrankten ohne
makroskopische, pathologische oder histologischen Auffalligkeiten. Voraussetzung
zur Studienteilnahme war, dass die Probanden in den letzten 6 Monaten vor
Entnahme der Biopsien und auch zur Zeit der Biopsieentnahme keine Antibiotika
eingenommen hatten. Die Proben wurden bis zur Weiterverwendung in flissigem
Stickstoff gelagert. Es lagen Einverstandniserklarungen der Patienten und ein Votum
der Ethikkommission vor. Die Studie wurde nach GCP und ICH Kiriterien
durchgefuhrt. Die Studienteilnehmer wurden nach Enthnahme des Probenmateriales
anonymiesiert und die Identitat der Studienteilnehmer war nur der Studienleitung
bekannt. Um aus den Biopsien die RNA zu gewinnen, wurde nach dem Protokoll
FastDNA Spin Kit der Firma Q-Biogene verfahren.

Als erstes wurden die Biopsieproben jeweils mit 25 pl OB-Protease und 200 pl TL-
Puffer fur 2 h bei 56 T im Thermomixer Comfort der Firma Eppendorf inkubiert. Im
Anschluss erfolgte eine kurze Zentrifugierung der Probe und der Transfer in 2 ml
Eppendorf-Reaktiongefassen, welchen Q-Biogene Lysing Matrix Particeles
zugesetzt wurden. Ferner wurden die so vorbehandelten Biopsieprobenl in dem
FastPrep-Instrument lysiert. Danach wurden die Eppendorf-Reaktiongeféasse fur 30
Sekunden bei 13000 rpm zentrifugiert. Die dabei entstandenen Uberstande wurden
abpipettiert und in neue 2 ml Eppendorf-Reaktiongefassen gegeben. Hinzugefugt
wurde hier noch 250 ul PPS. Dieser Ansatz wurde jeweils 10mal geschittelt und
dann fiir 5 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Die dabei entstandenen Uberstande
wurden wieder abpipettiert und in neue 2 ml Eppendorf-Reaktiongefassen gegeben,
in die anschlieRend je 1 ml Binding Matrix zugegeben wurde. Nun erfolgte ein
vorsichtiges 2 mindtiges Schitteln und dann ein Abstellen fur einen Zeitraum von 7

Minuten. Die Matrix mit dem restlichen Uberstand wurde in Spin Module aufgetragen
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und dann far 1 Minute bei 13000 rpm zentrifugiert. Die hierbei entstandenen
Uberstande wurden verworfen. Die Filter mit der Matrix wurden mit 500 yl SEWS-M
gewaschen und nochmals mit 13000 rpm und einer Dauer von 1 Minute zentrifugiert.
Die Uberstande wurden wiederum verworfen; die Filterinhalte wurden erneut bei
13000 rpm fur 2 Minuten zentrifugiert. Die Filter wurden dann in neue Eppendorf-
Reaktiongefasse gestellt, wo sie dann fur 7 Minuten bei gedffnetem Deckel
getrocknet wurden. Daraufhin kamen 100 yl DES-L6sung auf die jeweiligen Filter, um
die Elution einzuleiten. Die DES-L6sung wirkte fur 30 Minuten bei 4 T ein. Im
Anschluss erfolgte ein Zentrifugieren mit 13000 rpm fur 1 Minute. Bei der 2. Elution
kam 50 pl DES-L6sung auf den Filter, welche dann fir 10 Minuten bei 4 T einwirkte.
Nun erfolgte eine abschlie3ende Zentrifugierung bei 13000 rpm bei einer Dauer von
1 Minute. Die auf diese Weise gewonnenen RNA-L6sungen wurden pro Probe

vereinigt und bei —20 T gelagert.

3.2.2 PCR

Die Polymerasekettenreaktion ist ein wirkungsvolles Verfahren fur die direkte
Amplifizierung kurzer Genomabschnitte. Voraussetzung ist, dass die Sequenzen an
den Randern der Zielregion bekannt sind. Das Verfahren ermdglicht dann jedoch
den Bereich zwischen 2 definierten Stellen zu amplifizieren (94). Das typische PCR-
Programm besteht aus einem Denaturierungsschritt, einem Annealingschritt und
einem Elongationsschritt. Denaturiert wird bei circa 94 T. Dabei trennen sich die
beiden Strange der Template-DNA. Anschlie3end wird die Temperatur auf circa 55
T gesenkt, so dass es zur Hybridisierung der in massivem U berschuss
vorhandenen Oliogonucleotidprimer an die einzelstrangige Template-DNA kommt.
Danach wird die Temperatur auf circa 72 C, das Temperaturoptimum der Tag-
Polymerase, erhoht, wobei der Primer verlangert wird bis wieder eine
doppelstrangige DNA vorliegt, die der urspringlichen Template-DNA exakt gleicht.
Weil die Komplemetierung an beiden Strangen der Template-DNA ablauft, hat man in
einem Zyklus die Zahl der Template-DNAs verdoppelt. Die Kopienzahl der
Zielsequenz steigt theoretisch exponentiell an. In der Praxis verdoppelt sie sich mit
jedem Zyklus bis zum Erreichen eines Plateaus, an dem mehr Primer-Matritzen
vorhanden sind als das Enzym wahrend eines Zyklus verlangern kann. So ist es
maoglich, unter optimalen Bedingungen eine bestimmte Sequenz in 25 Zyklen um den
Faktor 4 X 10000000 zu amplifizieren.
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Fur die PCR der Biopsieproben wurde ein Gesamtvolumen von 50 pl mit folgender
Zusammensetzung gewahlt: 35,8 pl nucleasefreies Wasser, 1 pl (ca. 100 ng)
extrahierte RNA, 5 ul von 10 x PCR Puffer, 5 pl Q-Solution, 1 yl (0,2 puM) von jedem
Desoxyribonukleosid-Triphosphat, 1 pl (0,2 uM) spezifischen TM7 Primer 580F , 1 pl
(0,2 uM) universal Primer 1492R (5GGTTACCTTGTTACGACTT-3") und 0,2 pl (1
Einheit Tag Polymerase). Zuerst wurden die 1 pl (ca. 100ng) RNA in eine hitzefeste
PCR-Platte pipettiert und im Anschluss die restlichen 49 pl zu den PCR-Ansatz
hinzugefugt. Die RNA-Amplifikation wurde im GeneAmp PCR System 9700
durchgefiihrt. Das PCR-Programm bestand aus einem 5 Minuten dauernden
Denaturierungsschritt bei 95 €, mit einem anschlie3end en 35 mal wiederholenden
Zyklus aus 1 Minute bei 95 €, 1 Minute bei 50 C, 2 M inuten bei 72 T,
anschlieRend eine 10 mindtlichen Elongationszeit bei 72 . AnschlieBend wurde 1
pl des PCR-Produktes abgenommen und reamplifiziert und zwar mit dem gleichen
Protokoll wie vorangehend beschrieben aber lediglich mit 25 Zyklen. Die RNA-
Banden mit der korrekten GréfR3e (Uber 900 bp) wurden aus dem Agarose-Gel
extrahiert und purifiziert unter Benutzung des Minelute Gel extraktion Kit der Firma
Qiagen. 1 pl der purifizieten RNA wurde unter Benutzung des gleichen PCR-
Protokolls nochmals mit 25 Zyklen reamplifiziert und fur die Klonierung

weiterverwendet.

3.2.3 Gelelektrophorese und RNA Isolation aus Agaro  segel

Um den Erfolg einer PCR zu Uberprifen und um den Nachweis zu erbringen, dass
die richtigen Fragmente amplifiziert worden sind, wurde Agarosegel benutzt.

In dieser Arbeit wurde eine Agarosekonzentration von 1,8 % verwendet, wobei die
Agarose in 1 x TAE-Puffer gelost wurde. Pro Vertiefung im Agarosegel kamen 8 pl
des PCR-Produktes auf 5 pl des 5 x Loading-Puffer. Die Elektrophorese wurde mit
einer Gleichspannung von 150 V und Dauer von 30 Minuten durchgefihrt. Im
Anschluss kam das Gel fur 20 Minuten in ein Ethidiumbromidbad.

Anschlie3end wurde das Gel Uber eine UV-Lampe gelegt, um die einzelnen RNA-
Banden mit Hilfe von Ethidiumbromid und Fluoreszenz sichtbar zu machen. RNA-
Banden, welche die entsprechende Gr6Re von Uber 900 bp aufwiesen, sind mit
einem sterilen Skalpell extrahiert und in ein beschriftetes 2 ml Eppendorf-
Reaktiongefass uberfuhrt worden. AnschlieRend wurde im Verhaltnis 3:1 QG-Buffer
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als Gewicht Agarosegel zugegeben und fur 10 Minuten bei 50 T und 50 rpm im
Thermomixer Comfort der Firma Eppendorf inkubiert. Nachdem sich das Agarosegel
komplett verflissigte und die Flissigkeit eine gelbe Farbe angenommen hatte, wurde
pro 100 mg Agarose 100 ul Isopropanol zugefligt. Anschliel3end wurde maximal 800
gl Probe in eine MinElute-Saule umgefullt und fur 1 Minute bei 13000 rpm in der
Centrifuge 5415 R von Eppendorf zentrifugiert. Danach wurden 500 ul QG-Buffer in
die Saule zugegeben und noch einmal bei 13000 rpm fir 1 Minute zentrifugiert. Das
Zentrifugat wurde verworfen. Der Waschvorgang erfolgte mit 750 pl PE-Buffer,
welcher anschliessend erneut 1 Minute bei 13000 rpm zentrifugiert wurde. Das
Zentrifugat wurde wieder verworfen und es wurde ohne Zugabe einer Substanz
nochmals zentrifugiert. Fir die RNA-Bindung wurde die Saule in eine saubere 2 ml
Eppendorf-Reaktiongefass gestellt und 10 ul EB-Buffer auf das Membran-Zentrum
pipettiert und 10 Minuten einwirken lassen. Anschliessend wurde wieder fir 1 Minute
bei 13000 rpm zentrifugiert und im sauberen 2 ml Eppendorf-Reaktiongefassen
befanden sich circa 9 pl eluirte RNA, die weiter verwendet werden konnte. Die
maximale Bindungskapazitat mit diesem Gel Extraction Kit betragt 5 ug RNA wobei

RNA-Langen von 70 - 4000 bp gebunden werden.

3.2.4 Klonieren der DNA Fragmente

Um DNA zu klonieren, sind adaquate Mengen an DNA ndtig, die zuvor mittels PCR
amplifiziert wurden. Bei der Klonierung werden DNA-Fragmente einer bestimmten
Sequenz in einen Vektor, entweder Bakterien-Plasmid oder Phagen, eingeflugt.
Plasmide sind zirkulare, doppelstrangige DNA Molekile, die sich unabhéngig vom
bakteriellen Genom in Bakterien vermehren kénnen (95). Jeder zum Klonen benutzte
Vektor besitzt einen Replikationsstart, ein  Selektionsgen (meist ein
Antibiotikaresistenzgen) und eine Klonierungsstelle, um fremde DNA in das Plasmid
einzuschleusen. Dieser Schritt wird Ligation genannt. Plasmidvektoren haben
Ublicherweise eine Lange von 2500-5000 Basenpaaren. Die Grdsse eines Plasmides
ist im Prinzip nicht beschréankt, daher kdnnen auch grof3e DNA-Fragmente in einen
Plasmidring inseriert werden. Hierbei wird das DNA-Fragment mit Hilfe der T4 DNA

Ligase oder der Topoisomerase | in den Vektor integriert. Die Integration erfolgt Uber
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das Aufbrechen des Plasmidringes und der Anlagerung an einen Uberstand, welcher
meist aus einem Adenosin besteht, so dass auf der Gegenseite ein Thymin gestellt
werden muss. Diese Methode wird als TA-Kloning bezeichnet (95). Nach
erfolgreicher Ligation muss der Vektor in ein Medium (Bakterien oder Hefepilze)
eingebracht werden. In diesen schnell wachsenden Medien werden die DNA-
Sequenzen Kkloniert. Es kdnnen 20 bis mehrere Hundert Plasmide in einem
Bakterium Platz finden. Die Klonierungsstelle liegt in einem Gen, das bei der
Integration des DNA Fragmentes inaktiviert wird. Dadurch sind Selektionen maéglich.
In dieser Arbeit wurde die ,Blau-weil3-Selektion® verwendet, die auf einer
Unterbrechung des LacZ-Gens beruht. Bakterienkolonien, in denen das LacZ-Gen
durch die Insertion eines DNA Fragmentes zerstért ist, bleiben nach Inkubation mit
Galaktose weil3, wahrend Klone ohne Insertion eines DNA Fragmentes sich blau
farben. Zusatzlich enthalt der Vektor auch eine Antibiotikaresistenz. Mit dem
Antibiotikum wurden Bakterien selektiert, die kein Plasmid enthalten. Das Einfligen
eines Plasmides in Zellen bezeichnet man als Transformation (94).

Vor Durchfihrung der Ligation wurde mittels Agarosegel Uberprift, ob die PCR
erfolgreich war. Fur den Ligations-Ansatz von DNA-Fragmenten wurde pro PCR-
Ansatz ein Gesamtvolumen von 10 pul gewahlt, das im Einzelnen aus 4l
nucleasefreiem Wasser, 1 yl 10 x Ligationsbuffer, 2 ul PCR 2,1 Vector, 2 pl frisch
hergestelltes PCR-Produkt und 1 pl T4-DNA Ligase bestand. Dieser Ansatz wurde
Uber Nacht (mindestens 4 h) bei 14 <, im Thermomixer Comfort der Firma
Eppendorf inkubiert. Fir die Transformation wurde das TA Cloning Kit verwendet.
Pro Ligationsansatz wurden 2 pl abgenommen und mit 50 pl ,one shot cells”
vorsichtig mit der Pipettenspitze vermischt und anschlie3end fiir 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Im Anschluss folgte der im Wasserbad durchgefiihrte Hitzeschock bei 42
C. Hierbei gelangte der Vector in das Bakterium. Gleich nach dem Hitzeschock
wurden 250 uyl S.0.C.-medium in das 2 ml Eppendorf-Reaktiongefass zugegeben
und anschlieBend fur 1 h bei 37 T und 225 rpm inkubie rt. Als letzter Schritt wurde
die Losung auf einer mit 25 pl X-Gal und 100 pg Ampicilin vorbehandelte Agarplatte
ausgestrichen und bei 37 T Uber Nacht in den Inkubator gestellt.

Am nachsten Tag wurden die weilen Kolonien mit sterilen Zahnstochern
ausselektiert. Die blauen Kolonien wurden nicht verwertet, da die Ligation bei ihnen

ausblieb. Es wurde ausselektiert, indem pro Kolonie ein Zahnstocher Verwendung
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fand, der anschlie3end in 500 ul Kulturldsung gestellt wurde und tGber Nacht bei 100

rpm nochmals inkubiert wurde.

3.2.5 Vorbereitungsschritte fir das Sequenzieren
M13 PCR der Klone

Die M 13 Primer sind unspezifisch und binden im Bereich des Vektors und nicht an
die DNA des urspriinglich klonierten PCR-Produkts. Damit ist es moglich, die
klonierte DNA zu amplifizieren. Als erster Schritt wurden 5 pl von der
Bakterienkulturlosung enthnommen und bei 95 T fur 10 Minuten lysiert. Danach
wurden 36,8 pl nucleasefreies Wasser, 5 yl 10 x PCR Buffer,1 pl (0,2 puM) Primer
M13 F, 1 ul (0,2 pM) Primer M13 R, 1 pl (0,2 pM) von jedem Desoxynukleosid-
Triphosphat und 0,2 pl Taqg (1 Einheit) Polymerase pro Ansatz hinzugefliigt, so dass
ein Gesamtvolumen von 50 ul pro Ansatz entstand. Die PCR-Platte wurde in das
GeneAmp PCR System 9700 gestellt und das Programm mit 5 Minuten bei 95 C
gestartet, gefolgt von 35 Zyklen mit je 1 Minute bei 95 T, 1 Minute bei 53 C, 2
Minuten bei 72 < und einem finalen Elongationsschritt bei 72 < fur 10 Minuten.

Digestion

Die Digestion ist eine biochemische Reaktion, bei der DNA-Doppelstrdnge mit
enzymatischer Hilfe geschnitten werden. Dafir wurden 8 ul von der M13 PCR
genommen, SAP 0,3 pl, Exo | 0,15 pul, nucleasefreies Wasser 1,55 pl, so dass ein
Gesamtvolumen von 10 pl pro Ansatz vorhanden war. Der Ansatz wurde in das
GeneAmp PCR System 9700 gestellt und 15 Minuten bei 37 T, 15 Minuten bei 72
T als Digestion- Programm gestartet.

Sequenzierungsreaktion

Die Sequenzierung erfolgte nach dem Prinzip der Sanger-Sequenzierung. Hierbei
werden die Kettenabbriiche durch dem Einbau von Didesoxnukleotiden erzeugt. Die
eingebauten ddNTP's besitzen keine 3"Hydroxygruppe mehr und kénnen nicht mehr

in den RNA-Strang eingebaut werden. Die vier unterschiedlichen ddNTP s sind mit
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einem Fluoreszenz-Farbstoff markiert, die dann in einer Kapillar-Gelelektrophorese
mittels Laser detetkiert werden kdnnen. Hierftr wurden 1 pl ,Big Dye (Vers.1,1)“, 1 ul
Primer (3,2 uM), 0,5 ul 5 x SB Buffer, 5,5 pl nucleasefreies Wasser und 2 pl des
Digestions-Produktes verwendet, so dass ein Gesamtvolumen von 10 pl pro Ansatz
entstand. Dieser Ansatz wurde in die GeneAmp PCR System 9700 gestellt und mit
einer 1 Minute bei 96 T gestartet. Danach folgten 25 Zyklen mit 10 Sekunden bei 96
C, 5 Sekunden bei 53 C, 4 Minuten bei 60 T. Im A nschluss daran wurde der
Ansatz auf 4 T abgekuhlt. Damit war die RNA, fur die automatische Sequenzierung
im ABI PRISM 3700 DNA Analysator vorbereitet.

3.2.6 Fluoreszenz in Situ Hybridisierung (FISH)

Bei der in Situ Hybridisierung wird die RNA, der auf einem Objekttrager verteilten und
lysierten Zellen denaturiert. Dann wird eine Losung mit einer markierten RNA-Sonde
hinzugefuigt. Die Sonde hybridisiert aufgrund von Wasserstoffbriickenbindungen mit
den komplementaren Sequenzen der denaturierten RNA (94).

Nach dem Waschen verband sich die verbliebene Sonde mit einem Fluorocrom-
gekoppelten Antikérper. Das Ergebnis wird mit einem Fluoreszenz-Mikroskop
ausgewertet. Das Fluoreszenz-Mikroskop verfugt Uber spezielle Anregungsfilter,
welches den Anregungswellenlangen des Farbstoffes entsprechen. Der fir den
Nachweis verwendete Fluorochrom markierte Antikorper erscheint spéater im
Fluoreszenz Mikroskop als helles Signal (95). Durch FISH ist es mdglich, mit einer
99.99 %igen Spezifitat den Nachweis von TM7 in-Vivo zu erbringen.

Bei der in Situ Hybridisierung wurden als erstes die Biopsieproben in flissigem
Stickstoff schockgefroren, um sie dann im Kryostaten auf eine Dicke von 6um
schneiden zu kdnnen. Die Gewebedlinnschnitte wurden dann auf einen Objekttrager
verteilt, um sie an der Luft trocknen zu lassen. Zur Inaktivierung der zelleigenen
Peroxidase wurden die Dunnschnitte auf dem Objekttrager mit 3 %igem
Wasserstoffperoxid betropft und bei 37 € 10 min inkubiert. Nach einem kurzen
Eintauchen in 0,01 M PBS erfolgte die Hybridisierung. Dabei wurden 15 pl von einem
Gemisch aus deionisierten Formamid, 10 % Dextran Sulfat, 2 x SSC und 5 ng/ul der
16S rRNA TM7 spezifischen Sonde (5° TM7305 5 GTCCCAGTCTGGCTGATC 3)),
mit angehangten Biotin auf jedes Gewebestiick getropft. Die Objekttrager wurden
dann in eine abdeckbare Plasikschale gelegt, die Reste des Hybridisierungs-
Gemisches auf Filterpapier enthielt. Bei 80 T wurde fur 10 min in Wasserbad
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erwarmt, so dass die RNA denaturierte wurde und die RNA-Sonde sich an die RNA
anlegen konnte. Auf diesen Schritt folgte dann die Inkubation bei 37 T tUber Nacht.
Am nachsten Morgen wurden die Objektrager durch ein 5 minttliches Bad in 2 x SSC
gewaschen, gefolgt von einem einmaligen Bad in 2 x SSC und 50 % deionisiertem
Formamid, worauf der Objekttrager wiederholt in 2 x SSC getaucht wurde. Dann
erfolgte ein weiteres Bad in 0,1 % Triton X-100 haltigen PBS und einem vorsichtigen
Abwaschen in PBS. Die Objekttrager wurden dann fir 5 min in eine 0,1 % DAPI-
Losung eingelegt, welche lichtdicht verschlossen war. Im Anschluss daran erfolgte
die Entfernung von der DAPI-L6sung durch waschen mit nukleasefreiem,
destilliertem Wasser. Zum Abschluf3 wurden die Objekttrager mit einer Deckplatte
abgedeckt und waren damit fertig, um unter dem unter dem Mikroskop analysiert zu
werden. Bei allen Schritten wurde darauf geachtet, eine Lichtkontamination zu
vermeiden. Jetzt konnten mit Hilfe einer Mikroskopkamera und einem Computer mit
geeigneter Software die Bilder digital gespeichert werden. Die Benutzung eines
Filters wurde der an der Sonde angehangten Fluoreszenz-Farbstoff sichtbar

gemacht.

3.3 Phylogenetische Analyse

Die Sequenzen wurden mit Hilfe des Programms CHIMERA-CHECK Algorithmus auf
mogliche chimarische Fehler untersucht (96). Das Program arbeitet auf Basis der
Ribosomal DatabaseProject (RDP)II Software. Partielle 16s rRNA-Sticke wurden mit
anderen Sequenzen aus der Datenbank des RDPIlI verglichen und die
verwandtschaftlichen Verhaltnisse bestimmt. Die zueinander bestehenden
Verhaltnisse wurden mit Hilfe von CLUSTAL X ausgerichtet (97). Abstands und
Ahnlichkeitsmatrices wurden mit dem Programm DNADIST unter Beriicksichtigung
der Jukes-Cantor-Korrektur berechnet. Die phylogenetische Berechnung wurde mit
dem Programm ,Phylip version 3.64" durchgefihrt. Dieses Programm ist zum
Herunterladen erhéltlich unter

http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/getme.html.

3.4 Statistische Analyse

Die Abstands-Matrices, welche vom Programm DNADIST berechnet worden, dienten

fur weiterfuhrenden statistischen Berechnungen. Fur die Rarefaction Analyse, die
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Berechnung der Chaol-Schéatzfunktion, ACE, des Shannon und des Simpson Index
wurde das Computerprogramm ,Dotur (Distance-Based OTU and Richness)“ benutzt,

welches unter http://www.plantpath.wisc.edu/fac/joh/dotur.html zuganglich war (98).

Mit Hilfe dieses Programms konnte die Unterschiedlichkeit der TM7-
Bakteriensubspezies berechnet werden. OTU's wurden in 1 %, 2 % und 3 %
Unterschiedlichkeitsstufen berechnet. Um die signifikante Unterschiedlichkeit in der
Zusammensetzung zwischen zwei Klonbibliotheken zu berechnen, wurde das
Program ,Libshuff* verwendet. Diese Methode beschrieben Singelton et al (99,100).
Die Bonferroni-Korrektur wurde benutzt, um den kritischen p-Wert zu berechnen. Die
2 Bibliotheken wurden auf signifikante Unterschiedlichkeiten untersucht. Wenn einer
der 2 p-Werte, die von Libshuff errechnet worden sind, gleich oder kleiner zu dem
kritischen p-Wert sind, gelten sie als unterschiedlich zueinander. Der kritische p-Wert
fur 3 Bibliotheken ist 0.0085. Die Abstands-Matrices fur die S-Libshuff Analyse sind
die gleichen, die fur DOTUR verwendet wurden. Die Standard
Erfassungseinschatzung wurde errechnet nach der Beschreibung von Good (101),
C= 1-(n/N), wobei n die Anzahl der OTU's ist, die nur einmal in der Bibliothek

vorkommt und N die Anzahl der gesamten analysierten Klone ist.
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4 Ergebnisse
4.1 Zusammensetzung der Klonbibliotheken

In dieser Studie wurden die TM7 Bakterien mit Hilfe unterschiedlicher molekularer
Techniken im menschlichen Kolon nachgewiesen. In allen Gruppen konnte von tber
50 % der Probanden TM7 detektiert werden. Es wurden 235 Sequenzen analysiert.
83 Sequenzen kamen von den MC Patienten, 75 von den Patienten mit CU und 77
von der Nichterkrankten-Kontrollgruppe. Die molekulare 16s rRNA von TM7 konnte
bei der MC-Gruppe aus 51,5 % der Biopsieproben RNA-Klone amplifiziert werden,
aus der Colitis-Ulzerosa-Gruppe konnte 52,4 % der Biopsieproben RNA-Klone
hergestellt werden und aus der Kontrollgruppe konnte von 51,6 % der Biopsieproben
RNA-Klone gewonnen werden. Beim Vergleich der einzelnen Klonbibliotheken zeigt
sich ein  signifikanter = Unterschied (p<0.01) =zueinander bei einer
Unterschiedlichkeitsstufe von 2 % (D=0.02) fur beide Krankheitsgruppen (MC und

CU) im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.
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4.2 In Situ Hybridisierung

Die in Situ Hybridisierung ist eine Methode, die es ermdglicht
Nukleinsauresequenzen in Geweben, Zellen, Zellkernen und Chromosomen mit einer
sehr hohen Sensitivitat nachzuweisen. In dieser Studie konnte die typische,
faserartige morphologisch Form von TM7 dargestellt werden. Die hier verwendete
Gewebeprobe stammt aus dem Dickdarm. Die Hybridisierung erfolgte mit einer TM7
spezifischen Sonde.

Abb. 1 In situ Hybridisierung von TM7 Bakterien bei einem gesunden Kontrollindividuum. Es zeigt sich
das typische morphologische Bild von TM7.
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4.3 Phylogenetische Analyse und statistische Indik atoren der Klonbibliotheken

Die Richness und Diversitdt der TM7 Bakteriensubspezies sind signifikant
unterschiedlich zwischen MC-, CU- und der Kontroll-Gruppe. Eine hohe Anzahl an
neuen Phylotypen wurde in jeder Gruppe gefunden. Die Definition von neu
entdeckten Sequenzen ist: Alle Sequenzen mit weniger als 98 % Ubereinstimmung
zu einer existierenden Datenbank (n=34 in der MC-Gruppe, n=29 in der CU-Gruppe
und n=21 in der Kontroll-Gruppe). Die neu entdeckten Bakteriensequenzen sind in

Tabelle 1 mit den Nummern und Beschreibungen dargestellt.
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Dichtester Nachbar Zugangsnummer L"Jbgrein- Anzahl
stimmung
in %

TM7 phylum sp. oral clone (AF385520) EU056453 97 7
TM7 phylum sp. oral clone (AF385520) EU056470 91 1
TM7 phylum sp. oral clone (AF385520) EU056377 95 4
TM7 phylum sp. oral clone (AF385520) EU056486 96 1
TM7 phylum sp. oral clone (AF385520) EU056499 94 2
Uncultured bacterium clone (AJ853530) EU056406 89 6
Uncultured bacterium clone (AJ853530) EU056403 90 9
Uncultured bacterium clone (AJ853530) EU056514 88 1
Uncultured soil bacterium clone (AF507686) EU056494 90 4
Uncultured bacterium Noosa (AF269022) EU056458 88 2
Uncultured soil bacterium clone (AF507686) EU056375 88 3
Uncultured soil bacterium clone (AF507686) EU056419 87 2
Uncultured soil bacterium clone (AF507686) EU056420 89 1
TM7 phylum sp. oral clone (AF432141) EU056500 96 1
TM7 phylum sp. oral clone (AF432141) EU056392 97 3
TM7 phylum sp. oral clone (AF432141) EU056508 95 1
Uncultured bacterium clone (DQ521559) EU056483 94 1
Uncultured bacterium clone (DQ521559) EU056400 89 1
Uncultured soil bacterium clone (AF507687) EU056516 95 1
Uncultured soil bacterium clone (AF507687) EU056490 92 1
Uncultured bacterium clone (AB200303) EU056529 96 1
TM7 phylum sp. oral clone (AF385500) EU056423 97 1
TM7 phylum sp. oral clone (AF385500) EU056416 94 1
TM7 phylum sp. oral clone (AF385500) EU056527 96 1
Uncultured bacterium (AB195911) EU056371 93 1
Uncultured bacterium clone (AJ619043) EU056446 93 1
Uncultured bacterium clone (AM116752) EU056386 97 1
Uncultured bacterium clone (AM292615) EU056380 93 1
Uncultured bacterium clone (AB200292) EU056379 94 1
Candidate division TM7 (AY331416) EU056454 91 1
Uncultured bacterium clone (AJ583163) EU056493 95 1
Uncultured bacterium clone (AM116752) EU056485 97 1
Uncultured bacterium clone (AM116752) EU056425 93 1
Uncultured bacterium clone (AM116752) EU056528 96 10
Uncultured soil bacterium clone (DQ248299) EU056407 97 6

Tab. 1: Neuentdeckte Phylotypen mit weniger als 98 % Ubereinstinmung zu einer existierenden
Datenbank.
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Im direkten Vergleich mit anderen Sequenzen, unter Zuhilfenahme von BLAST
(einem Tool in der NCBI Gen Datenbank), zeigten 84 von 221 Klonen weniger als 98
% Ubereinstimmung zu derzeit bekannten Datenbankeintragen und gehéren somit zu
noch unbekannten Phylotypen. Die Mehrheit der Klonsequenzen zeigten eine enge
Verwandtschaft zu oralen Klonen. Nur bei Colitis Ulzerosa Patienten fanden sich
Klonsequenzen mit 99 %iger Gleichheit zu dem oralen Bakterien Klon 1025. Dieser
Klon ist mutmasslich ein Erreger bei Mundschleimhautentzindungen (93). Das
relative Vorkommen unterschiedlicher Phylotypen im Vergleich von Gesunden und
Erkrankten ist in Abb. 2 dargestellt.
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Abb. 2 zeigt die relative Anzahl der unterschiedlichen Phylotypen in Klonbibliotheken von den CED-
Gruppen und der Kontroll-Gruppe. Das dichteste verwandtschaftlichste Verhaltnis (entsprechend des
Datenbank Abgleiches) ist dargestellt im Verhaltnis der Klone in den 3 Klonbibliotheken. Der Hauptteil
der Klonsequenzen sind eng verwandt mit oralen Klonen. Einige Klone zeigen eine 99 %ige
Ubereinstimmung mit den oralen Bakterienklon 1025, welches nur in der CU- Gruppe gefunden wurde.
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Durch die neuesten Beschreibungen dieser Bakterienuntergruppe ist die Anzahl
neuer Phylotypen hoch. Um die Zugehdrigkeit der einzelnen Phylotypen darstellen zu
kénnen wurde der phylogenetische Baum konstruiert. Hiermit ist es maoglich, die
einzelnen Klonsequenzen in ihrer genetische Beziehung zueinander grafisch
abzubilden. Die Beziehungen zueinander entstanden nach der hochsten
Ubereinkunft der Sequenzen mit der NCBI Gen Bank. Dieses wird in Abbildung 3
gezeigt
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Abb. 3 zeigt den phylogenetischen Stammbaum der verschiedenen OTU's mit ihrer Zugehdorigkeit der
unterschiedlichen Klone in Bezugnahme der dichtesten verwandtschaftlichen Beziehung, welche in
offentlichen Gen Datenbanken gefunden wurde. Neu entdeckte Klone aus dieser Studie sind
fettgedruckt hervorgehoben..
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Die phylogenetische Analyse der Sequenzen, auch bei unterschiedlicher Phylotype
Stufe, offenbarte eine hohere Diversitat von TM7 in der MC-Gruppe als bei der CU-
Gruppe und der Kontroll-Gruppe. Bei einer Unterschiedlichkeitsstufe von mehr als 98
% Gleichheit als Definition eines gleiche Phylotypes konnten in der MC-Gruppe 23
unterschiedliche OTU's detektiert werden, bei der CU-Gruppe jedoch nur 10 und bei
der Kontroll-Gruppe waren es 12.

Rarefaction Kurven wurden entworfen, um die Anzahl der OTU's auf der y-Achse mit
der Anzahl der nachgewiesenen Sequenzen auf der x-Achse grafisch darzustellen
(Abb. 4). Rarefaction Kurven zeigen die Gesamtzahl von gezahlten Individuen bei
Nachuntersuchung im Vergleich der Gesamtzahl der gefundenen OTU's in dieser
Probe. Das Ergebnis ist eine Kurve die initial steil ansteigt und dann gradeuell abfallt.
Der Punkt, an dem die Kurve abféllt, ist der Punkt an dem durch zusatzliche Proben
keine zusétzliche Information Uber die Anzahl der OTU's anfallt. Wenn dieser Punkt
erreicht ist, wurde die optimalste Probenanzahl gefunden. Unter Benutzung der

Formel nach Good wurde die Ubereinstimmung jeder Bibliothek berechnet (Tab. 2).
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Abb. 4 Rarefaction Kurven die von den 16S rRNA Gen-Klon-Bibliotheken der MC(A)-, CU(e)- und
Kontroll-Gruppe(o) abgeleitet sind. Die Klone wurden eingruppiert in Phylotypen mit einer Stufe von
mehr als 98 % Gleichheit (2 % Abstandsstufe). Die Kurven zeigen eine klare Tendenz beziglich des
Erreichen eines Plateaus in ihrer Endphase, ab dem von einer ausreichenden Anzahl an Proben
ausgegangen werden kann, um auch selten vorhandene Phylotypen zu identifizieren.
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Um die Richness des TM7 Bakteriums in den unterschiedlichen Gruppen zu
bestimmen, wurden die nicht-parametrischen Richness Schatzparameter ACE und
Chao | verwendet, welche von DOTUR fir jede einzelne Bibliothek berechnet und
mit den nachgewiesenen OTU's verglichen wurden. Fur die MC-Gruppe wurde
mittels Chao | und ACE 47 und 98,70 errechnet, wobei nur 23 OTU's gefunden
wurden (Abb. 5b). Die berechneten Chao | und ACE-Werte in der CU-Gruppe waren
11 und 12,06 , wobei die gefundenen OTU's bei 10 lagen (Abb. 5c¢). In der Abbildung
5a zeigt sich der Chao | und der ACE Wert fir die Kontroll-Gruppe. Diese waren
15,33 und 24,40 bei 12 nachgewiesenen OTU's. Die Anzahl der unentdeckten
Phylotypen ist dargestellt in der Diskrepanz zwischen nachgewiesenen und
geschatzter Anzahl (ACE und Chao I) der OTU's.
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Abb. 5 Collectors Kurven der beobachteten und eingeschatzten Phylotypen-Richness unter der
Benutzung der Sequenzen von MC-, CU- und der Kontroll-Gruppe. Die nicht parametrischen Richness
Einschatzungen mittels ACE und Chao | wurden mit Hilfe von DOTUR, fiir jede einzelne Bibliothek
und Zusammensetzung der gefundenen OTU's berechnet. Die Abbildung zeigt die Kurven der
Kontrolle (a), MC (b) und CU (c).
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Der Simpson's Index der Diversity, welcher sowohl die Richness, als auch die

Evenness bericksichtigt, wurde als Mass der Diversitat benutzt. Dieser Index zeigt

im Vorfeld die mikrobiologische Zusammensetzung an (105,106). Es wird vermutet,

dass ein Wert fur 1/D unter 50 ein typisch dominantes Profil aufweist. Demnach ist in

allen Bibliotheken eine Dominanz vorhanden. Die Evenness wurde berechnet durch

den Shannon-Weaver Index, der auch hier wieder eine Dominanz nachweist (Tabelle

2).

Eckpunkte MC Cu Kontrolle
Phylotypes 23 10 12
Singeltons 16 3 5

Chaol Einschatzung der Spezies Reichhaltigkeit 47 11 15,3
(OTUs)

Shannon’s Index der Diversitét 2,3 1,56 1,85
Simpson's Index der Diversitat 1/D 5,7 3,5 51
Evenness 0,54 0,36 0,42
Good's Einschatzung der Coverage in % 77,14 95,83 93,75

Tab. 2: zeigt die statistischen Eckpunkte der einzelnen Klonbibliotheken bei

Unterschiedlichkeitsstufe von 2 %
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4.4 genetisch determinierte Antibiotikaresistenz

Eine atypische Basensubstitution in bakterieller 16s rRNA ist assoziiert mit einer
Resistenz gegen das Antibiotika Streptomycin. Ein C auf der Position 912 in dem
Konsensus 16s rRNA Gen ist bei den meisten Eubakterien (nicht TM7) mit einer
Sensibilitat gegentber Streptomycin  verbunden. In  Archaeen und TMY7
Bakteriensubspezies ist eine nicht kanonische Substitution von 912 C zu U mit einer
Streptomycinresistenz verbunden (86). Bei 34,9 % der Klone von Gesunden konnte
ein C an der Position 912 detektiert werden, in Vergleich zu nur 2,7 % der Klone bei

der MC-Gruppe und keine bei der CU-Gruppe.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die TM7
Bakteriensubspezies im menschlichen Darm nachweisbar ist. Das Vorhandensein
von TM7 bei chronisch entziindeter Mundschleimhaut wurde von verschiedenen
Autoren belegt (53,91,92). Hierbei mutmal3te man Uber entziindungsunterstitzende
Faktoren von TM7. Die chronische Mundschleimhautentziindung geht auch mit
aphtioden Lasionen einher, wie dies bei Morbus Crohn der Fall ist. Die Rolle von
einzelnen Bakterienstammen (besonders in dichten Okokomplexen wie im
menschlichen Darm) ist bis heute noch unbekannt. Es wird vermutet, das mehr als
400 unterschiedliche Bakterienarten im Darm zu finden sind (62). In diesem extrem
dichten Habitat kann eine kleine Veranderung der verschiedenen Umweltfaktoren zu
einer erheblichen Dysbalance zwischen den einzelnen Arten fuhren. Damit sind
veranderte  Stoffwechselprozesse und Metabolitenbildung der Bakterien
vergesellschaftet. Die Bakterien mussen fiur ein Gleichgewicht untereinander und mit
den Umweltbeschaffenheiten vor Ort sorgen, um das System in Einklang zu halten
(102,103,104). TM7 konnte in diesen Zusammenhang, aufgrund der Erkenntnisse
Uber ein verandertes Bakterienmileu bei der Entstehung der chronischen
Mundschleimhautentziindung, auch eine wichtige Rolle bei der Entstehung der CED
spielen. Fur die Darstellung der Diversitat von Okosystemen hat sich die 16s rRNA
als ein genaues Analysenverfahren gezeigt (59,57). Hiermit war es auch mdoglich, die
Artendiversitdt aus Mukosabiopsien nachzuweisen und Klonbibliotheken zu

entwickeln.

Vorangegangene Veroffentlichungen zeigen, das ein Zusammenhang zwischen der
intestinalen Dysbalance der Bakterien, der Herabsetzung der Diversitat und einer
veranderten Zusammensetzung bei der Entstehung der CED besteht (76,84
,107,108). Diese Veradnderungen verursachen einen elementaren Wechsel der
lokalen Bedingungen, so dass ein Selektionsdruck auf die sensiblen Bakterien
entsteht. Veranderte Wachstumsbedingungen und ein damit verringerter
Selektionsdruck konnten eine Erklarung fir das breitere Spektrum und dem
Vorkommen von neuen Phylotypen von TM7 sein, wie es bei Patienten mit CED im
Vergleich zur Nicht-Erkrankten Kontrollgruppe der Fall ist. TM7 scheint nicht direkt far
Entzindungen zustdndig zu sein, aber die lokalen mikrobiotischen Bedingungen so
zu verandern, dass ein pro-inflammatiorisches Milieu entsteht (93). Die in dieser

Arbeit gewonnenen Ergebnisse zeigen, das bei chronisch entzindlichen
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Darmerkrankungen ein bakterielles Ungleichgewicht auftritt. Die entzindungs-
auslosenden Faktoren sind aber bei den beiden Hauptkrankheitsgruppen (CU und
MC) unterschiedlich. Aufgrund der Tatsache, dass TM7 nicht kultivierbar ist und nur
eine metagenomische Analyse vorhanden ist, werden mehr Informationen tber den
Metabolismus von TM7-Bakterien bendtigt, um die Relevanz in der Pathogenese bei
CED besser einordnen zu kdnnen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Basensubstitution der 16s rRNA in der MC-
Gruppe nachgewiesen werden. Ein C auf der Position 912 der 16s rRNA st
verantwortlich flr die Sensitivitat der meisten Bakterien, ausser fur TM7 zu
Streptomycin. Ein Basenaustausch (G U auf Position 912) ist assoziiert mit einer
Antibiotikaresistenz gegeniber Streptomycin (86). Aminoglykoside binden an einer
kleinen Untereinheit des bakteriellen Ribosom der 16S rRNA. Diese Bindung ist bei
Archaeen, Bakterien und Eukaryoten vorhanden, so dass eine Basenverénderung in
der Codierung der 16S rRNA eine Resistenz gegen Aminoglykoside hervorrufen
kann (109).

In der vorliegenden Arbeit konnte das Vorhandensein von TM7-Bakterien im
menschlichen Kolon gezeigt werden. Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass TM7
bei Patienten mit CED in veranderter Diversitdt, im Vergleich zu einer Nicht-
Erkrankten-Kontrollgruppe nachweisbar sind. Die vorliegenden Ergebnisse decken
sich mit vorangegangen Studien von TM7, die besagen dass sie als Ausléser fr pro-
inflamatorische Prozesse eine wichtige Rolle spielen. Dies besonders bei chronisch
entzundlichen gastrointestinalen Erkrankungen, bei denen mehrere Faktoren als
Ausldser mitbeteiligt sind. Ausserdem konnten in dieser Arbeit neue Phylotypen von
TM7 bei CED nachgewiesen werden, die eine Resistenz zu dem Antibiotika
Streptomycin aufweisen. Diese vorliegenden Fakten weisen darauf hin, dass
spezifische Bakterienpopulationen die intestinale Mikroflora beeinflussen und so eine
maogliche Rolle im Pathogeneseprozess der CED spielen. Um dieses Rolle weiter zu
bestimmen, bendétigt es weiterfihrende metagenomische Untersuchungen, um
herauszufinden, ob TM7 einen direkten entziindlichen Einfluss austben oder tber
eine Umgestaltung der vorhandenen intestinalen Wachstumsbedingungen wirksam

sind.
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6 Zusammenfassung

Die chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen manifestieren sich als chronische,
schubweise rezidivierende Entziindung des humanen Gastrointestinaltraktes, deren
Atiologie jedoch noch nicht ganzlich gesichert ist. Neben Umwelt und genetischen
Faktoren werden Mikroorganismen bei der Entstehung von Barrierestdrungen mit
chronischer Entziindung diskutiert. In der vorliegenden Arbeit wurde der Nachweis
erbracht, dass bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen auch die vor kurzem
entdeckten, unkultivierbaren TM7 Bakteriensubspezies im Kolon nachweisbar ist.
TM7 steht in Verdacht, ein Ausloser fir chronische Entziindungen der

Mundschleimhaut zu sein.

Es wurden Mukosabiopsien von Patienten mit Morbus Crohn, mit Colitis Ulzerosa
und von Kontrollindividuen mittels molekulargenetischen Methoden basierend auf der
16S rRNA Genanlyse untersucht. Klonbibliotheken wurden erstellt. Die Diversitat von
TM7 wurde untersucht und TM7-Bakteriensubspezies wurden mittels in Situ

Hybridisierung dargestellt.

Die taxonomische Analyse der Sequenzen wies eine hdhere Diversitat der TM7
Phylotypen bei Morbus Crohn als bei Colitis Ulzerosa oder gesunden
Kontrollpatienten nach. Alle Klonbibliotheken zeigten eine grosse Anzahl neuer
Sequenzen. Eine atypische Basensubstitution der 16S rRNA, welche assoziiert ist
mit einer Antibiotikaresistenz gegen Streptomycin, konnte nachgewiesen werden. Die
Alteration der TM7 Bakteriensubspezies und die genetisch determinierte
Antibiotikaresistenz der TM7 Bakteriensubspezies bei chronisch entzidlichen
Darmerkrankungen kdnnten ein wichtiger Punkt bei der Alterierung der bakteriellen

Mikroflora z.B. als Promoter fur Entziindungen darstellen.

Die TM7 Bakteriensubspezies konnte ein  wichtiger Bestandteil im
Pathogeneseprozess der chronisch entziindliche Darmerkrankungen darstellen,

ahnlich wie bei chronischen Entziindungen der Mundschleimhaut.
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8 Elektronische Datenbanken und benutzte Internetsei ten

ARB software, ribosomal sequence database und Handhabung:

http://www.arb-home.de

NCBI BLAST Homepage:

http://www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST/

Ribosomal Database Project Il

http://rdp.cme.msu.edu/

DOTUR:

http://www.plantpath.wisc.edu/fac/joh/DOTUR.html

CLUSTAL X:

ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX/

DNADIST/PHYLIP:

http://evolution.genetics-washington.edu/PHYLIP.html

40



9 Anmerkung zu den Sequenzen
Die neu entdeckten Sequenzen wurden in der Gen Bank gespeichert und haben die

Zuordungsnummern EU056368 bis EU056533 bekommen.
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