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Einfiihrung

Zusammenspiel von intestinalem Immunsystem, Darmflora und
Erndhrung als Faktoren fiir gesundheitliches Wohlbefinden

Die Darmflora war bis vor wenigen Jahren unter
Medizinern selten ein Forschungsobjekt. Thre ge-
sundheitliche Bedeutung war unklar, ihre Kompo-
sition nur ansatzweise verstanden und als Zielor-
gan fiir therapeutische Interventionen wurde sie
kaum wahrgenommen.

Inzwischen haben wir gelernt, dass Darmbakte-
rien in enger Wechselwirkung mit Komponenten
des Darmimmunsystems, des Darmepithels und
des Darmnervensystems stehen, die zusammen
mit ihren Sekretionsprodukten eine funktionelle
Einheit bilden, welche heutzutage mit dem Begriff
,Darmbarriere* zusammengefasst wird. Darmbar-
riere ist somit weit mehr als eine mechanische
Wand aus Epithelzellen, die - wie wir heute wis-
sen - isoliert kaum iiberlebensfdhig sind. Darm-
barriere schlieBt auch mehr als Darmmukosa ein,
denn die Immunzellen und insbesondere das en-
terische Nervensystem sind keineswegs nur in der
Mukosa lokalisiert. Die Darmbarriere ist vielmehr
die funktionelle Einheit, die die Abgrenzung zwi-
schen Darmlumen und Kérperinnerem sichert.

Die Besonderheit dieser Barriere liegt darin, dass
sie gleichzeitig die Fliissigkeits- und Nahrungsauf-
nahme gewadbhrleistet und das Eindringen von Bak-
terien und Toxinen verhindern muss. Dieser zu-
ndchst widerspriichlichen Aufgabe wird die Darm-
barriere gerecht, indem sie eine komplexe, dabei
aber auch flexible und selektive Einheit bildet, die
differenziert, wann sie was in welchem Umfang
durchldsst, die registriert, welche Substrate und
Umgebungsbedingungen im Darmlumen vorlie-
gen, und die protegiert, wenn Warnsignale wahr-
genommen werden.

Die Epithelzellen stehen als Grenzschicht zum
Lumen in unmittelbarem Kontakt mit dem lumi-
nalen Milieu. Sie exprimieren zahlreiche bakteri-
elle Erkennungsstrukturen (z.B. Toll-like-Rezep-
toren) und bilden robuste Zell-Zell-Interaktionen,

die das Eindringen von Pathogenen erschweren.
Dariiber hinaus sind spezialisierte Epithelzellen
an vielfdltigen Aufgaben des Gastrointestinaltrak-
tes beteiligt. Beispielsweise registrieren sogenann-
te ,M-Zellen“ luminale Antigene und prdsentieren
diese den in kleinen, in der Schleimhaut gelegenen
Lymphfollikeln organisierten Lymphozyten. Pa-
neth’'sche Koérnerzellen sezernieren Schleim und
Peptide mit antibakteriellen Eigenschaften, wo-
durch das Anheften von luminalen Bakterien an
Epithelzellen erschwert wird. Enterochromaffine
Zellen bilden auf Dehnung und andere mecha-
nische Reize hin Serotonin, dem Hauptbotenstoff
fiir Darmnervenzellen und andere hormonartige
Substanzen. Neueste Forschungsergebnisse deuten
darauf hin, dass spezielle Epithelzellen im Gastro-
intestinaltrakt chemosensorische Eigenschaften
besitzen und somit Nahrungs- und Duftstoffe re-
gistrieren konnen, wodurch bislang nur ansatz-
weise aufgekldrte Regulationsmechanismen ini-
tiiert werden. Die Darmflora, Nahrungsstoffe und
andere luminale Inhalte entpuppen sich als wich-
tige Regulatoren dieser Darmepithelien.

Das Darmimmunsystem hat in den letzten Jah-
ren zunehmende Aufmerksamkeit erfahren. Zu-
ndchst war es die vorwiegend im Tiermodell
beschriebene orale bzw. intestinale Toleranz, die
Gegenstand zahlreicher Forschungsbemiihungen
war und mit den Besonderheiten des spezifischen
mukosalen Immunsystems in Zusammenhang
gebracht wurde. Dann wurde klar, dass auch die
angeborene Immunitdt, die durch Epithelzellen,
Makrophagen, Mastzellen und Granulozyten ver-
mittelt wird, eine entscheidende Rolle spielt. Kiirz-
liche Studien zeigten, dass angeborenes und spezi-
fisches Immunsystem eng miteinander verzahnt
sind, dass Immuntoleranz und regulatorische Me-
chanismen sowohl durch antigenspezifische Lym-
phozyten als auch durch Mastzellen und Makro-
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phagen vermittelt werden, und dass dieselben
Zelltypen an der Abwehr bakterieller Invasionen
beteiligt sind. Das Darmimmunsystem ist nicht
nur abhdngig von antigenprdsentierenden Mittler-
zellen, sondern es streckt mit Ausldufern dendriti-
scher Zellen seine Fiihler direkt ins Darmlumen
aus. Es steht in enger Wechselwirkung mit dem
enterischen Nervensystem durch komplexe Neu-
roimmuninteraktion, deren molekulare Basis
Schritt fiir Schritt aufgekldrt wird. Schlielich
kontrolliert das mukosale Immunsystem Wachs-
tum und Entartung intestinaler Epithelzellen. Fiir
die normale Entwicklung und Funktion des Darm-
immunsystems ist die Interaktion mit Bakterien
der Darmflora unverzichtbar. Wenn man sich die
zahlreichen Aufgaben des Darmimmunsystems
vergegenwadrtigt, wird nachvollziehbar, warum
schiatzungsweise zwei Drittel der Lymphozyten
unseres Korpers im Gastrointestinaltrakt lokal-
isiert sind.

Das Darmnervensystem wurde manchmal
»Bauchhirn“ bezeichnet, weil es aus 100 Millionen
Neuronen besteht, der mit Abstand grofSten An-
sammlung in unserem Kérper auf3erhalb des zent-
ralen Nervensystems, welches 100 Milliarden ent-
hdlt. Auffdllig ist, dass dieses enterische Nerven-
system (ENS), welches in zwei Plexi (Plexus sub-
mucosus und Plexus myentericus) gegliedert ist,
interneuronale Vernetzungen aufweist, wie wir
sie sonst nur im Gehirn oder Riickenmark kennen
und dort als Voraussetzung fiir autonome und ho-
here Funktionen betrachten.

Tatsdchlich bestétigten neurophysiologische Ex-
perimente, dass das ENS weitgehend ohne Input
aus dem Zentralnervensystem (ZNS) funktioniert
und nur wenige Efferenzen aufweist. Andererseits
bestehen die Verbindungen zum ZNS zu 90% aus
Afferenzen, wobei die Art der Informationen, die
vom ENS in die Zentrale gemeldet werden, weit-
gehend unbekannt ist und diese unter normalen
Umstdnden hochstwahrscheinlich groBenteils un-
bewusst verarbeitet werden. Neuere Daten bele-
gen zahlreiche Schnittstellen zwischen ENS und
Zellen des Darmimmunsystems. Beispielsweise in-
teragieren intestinale Axone mit Mastzellen {iber
Freisetzung von Transmittern und iiber anato-
misch sowie funktionell nachweisbare Synapsen.

Die klinische Bedeutung solcher Interaktionen
ist noch weitgehend unklar. Allerdings zeigten ex-
perimentelle Untersuchungen, dass bei Reizdarm-
syndrom Mastzellen und Mastzell-Nerven-Synap-
sen akkumulieren und dass diese Verdnderungen

Vi

mit der klinischen Symptomatik korrelieren.
Grundlegende Stérungen im ENS fiihren dagegen
zu einem Verlust der Barriere. Insofern tragt auch
das ENS zur Bildung der Darmbarriere und
schlief8lich zur Erhaltung der Darmgesundheit bei.

Das Thema , Darmgesundheit” ist in der moder-
nen wissenschaftlichen Medizin noch kaum aner-
kannt. Dabei beschdftigt es grol3e Teile der Bevdl-
kerung, in der etwa 10% an Reizdarm, 15% an
Nahrungsmittelunvertraglichkeiten und 20% an
chronischer Obstipation leiden. Fiir viele dieser
Krankheitsbilder konnte inzwischen in klinischen
Studien zweifelsfrei gezeigt werden, dass Probioti-
ka, Prabiotika oder Synbiotika praventiv oder the-
rapeutisch wirksam sind. Dabei ist klar, dass ein
funktionierendes Zusammenspiel zwischen Darm-
flora und Darmbarriere mit ihren Komponenten
Epithel, Darmimmunsystem und Darmnervensys-
tem fiir die Darmgesundheit, d.h. die regelrechte
Fliissigkeits- und Nahrungsaufnahme sowie die
gleichzeitig erfolgreiche und schmerzfreie Protek-
tion des Organismus, von essenzieller Bedeutung
ist.

Leider sind die genannten Volksleiden, die im
Vergleich zu anderen Erkrankungen zundchst
eher harmlos wirken, aber bereits eindeutig feh-
lende Darmgesundheit anzeigen, bei vielen Arzten
und Betroffenen noch immer tabuisiert, sie kom-
men im Praxisalltag kaum zur Sprache und wer-
den von der universitiren Medizin wenig be-
forscht. Ursachen sind der vermeintlich geringe
Schweregrad dieser Erkrankungen, was bezogen
auf die Mortalitdt, nicht aber bezogen auf die Mor-
biditdt zutrifft und damit zusammenhdngend die
eher geringe Konsultation der Betroffenen von
Universitdtskliniken.

Ganz anders sieht es fiir das Kolonkarzinom aus,
ebenfalls eine Manifestation fehlender Darmge-
sundheit, welches inzwischen zum haufigsten
Tumor in der Gesamtbevolkerung der Industrie-
lander wurde und malfgeblich durch Erndhrung
und andere Umweltfaktoren begiinstigt wird.
Zentrale Aufgaben sind hier die Aufklarung {iber
Risikofaktoren und wirksame Screening-Maf3nah-
men, aber auch die Weiterentwicklung der wis-
senschaftlichen Definition und der Erfassungsme-
thoden von Darmgesundheit, die das Wohlbefin-
den, aber auch die Leistungsfihigkeit einer Bevol-
kerung wie kaum ein anderer Bereich betrifft.



Inzwischen gibt es keine Zweifel mehr, dass Er-
ndhrung und Darmflora mit dem Darmimmunsys-
tem bzw. der Darmbarriere in enger Wechselwir-
kung stehen, dies wird durch klinische Beobach-
tungen gestiitzt: Die sogenannte ,Immunonutri-
tion“, das sind zum Beispiel mit ausgewdhlten
Aminosduren Omega-3-Fettsduren, aber auch mit
Antioxidanzien oder sekundidren Pflanzenstoffen
angereicherte Nahrungsprodukte, kann das Im-
munsystem positiv beeinflussen.

Probiotika kénnen durch Modulation von Darm-
flora und Darmbarrierefunktionen vor Infekten
schiitzen. Andererseits behindert eine fehlende
oder gestorte Darmflora die Entwicklung bzw.
Funktion des Darmimmunsystems. Diese Beobach-
tungen haben Implikationen fiir zahlreiche chroni-
sche Erkrankungen, darunter Morbus Crohn, Coli-
tis ulcerosa, Reizdarmsyndrom, Krebs, Allergie und
rheumatische Erkrankungen. Aber auch akute
Krankheitsbilder wie Infektionen bis hin zur
schweren Sepsis des Intensivpatienten konnten
von solchen Interaktionen abhdngen und mogli-
cherweise durch Probiotika positiv beeinflusst
werden.

Die Datenlage zur klinischen Wirksamkeit von
Probiotika als modulierende Agenzien in der Prd-
vention oder Therapie von Erkrankungen hat in
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den letzten ein bis zwei Jahrzehnten exponentiell
zugenommen. Dadurch ist es schwierig geworden,
den Uberblick zu behalten und zwischen gesicher-
ten Erkenntnissen und Spekulationen zu differen-
zieren. Ziel des vorliegenden Lehrbuchs ist es, dem
Leser die derzeit bekannten und wissenschaftlich
belegten Effekte von Probiotika in der Humanme-
dizin nahezubringen und auf die angeschnittenen
Thematiken gezielt und prdzise einzugehen. Ein
weiteres Anliegen ist es darzulegen, welche Mecha-
nismen den Effekten von Pro-, Prd- und Synbiotika
zugrunde liegen und welche Probiotika-Stamme
wir kennen (Buchteil I und II des Buches), um
dann auf die einzelnen Krankheitsbilder einzuge-
hen, die durch Einsatz von Probiotika verhindert
oder giinstig beeinflusst werden kénnen (Buchteil
Il des Buches). Ausfithrungen zur Sicherheit des
probiotischen Konzeptes runden das Werk ab. Zu-
sammen mit meinen Mitautoren, denen ich zu gro-
Bem Dank fiir die hervorragenden Beitrage ver-
pflichtet bin, lade ich Sie ein zum Weiterlesen
iiber ein neues, spannendes und héchst praxisrele-
vantes Gebiet in der Medizin: Probiotika, Prabiotika
und Synbiotika!

Stephan C. Bischoff
Stuttgart, Juni 2009
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Aufbau und Funktion der intestinalen
Mikrobiota des Menschen

M. Blaut, G. Loh

Einleitung

Der Darm des Menschen wird von Lebewesen aus
allen drei Domdnen der biologischen Systematik
besiedelt: Bakterien, Archaeen und Eukaryoten.
Dabei stellen die Bakterien die mit Abstand grof3te
und wichtigste Gruppe dar. Das einzige wichtige
Archaeon im Darm ist der Methanproduzent Me-
thanobrevibacter smithii (Bickhed et al., 2005;
Eckburg et al., 2005). Hefen sind die Hauptvertre-
ter der Eukaryoten. Die meisten der ca. 101 Bakte-
rien, welche die Oberflichen des menschlichen
Korpers besiedeln, finden sich im Darm und man
schatzt, dass etwa 400 bis 500 verschiedene Bak-
terienspezies in diesem Habitat vorkommen. Aller-
dings machen lediglich 30 bis 40 dominante Spe-
zies bis zu 99% der bakteriellen Zellmasse aus
(Hooper et al., 2002).

Die Fahigkeit der Darmbakterien, ein breites
Spektrum unverdaulicher und teilweise komplex
aufgebauter Nahrungsbestandteile abzubauen, er-

weitert deren Nutzbarkeit fiir den Menschen, da
mikrobielle Fermentationsprodukte zur Deckung
des Energiebedarfs beitragen. Die Koevolution
von Mensch und Bakterien hat zu einer Anpassung
beider Partner aneinander gefiihrt. In deren Folge
kommt es an den Grenzflichen des Darms, also
den mukosalen Oberfldchen, zu mannigfaltigen In-
teraktionen zwischen Bakterien und Wirt.

Im folgenden Kapitel wird die Entwicklung und
Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota
des Menschen dargestellt. Dariiber hinaus werden
wichtige Stoffwechselfunktionen der Darmbakte-
rien und die Rolle bakterieller Metabolite fiir den
Wirtsorganismus beschrieben und die Interak-
tionsebenen zwischen Mikroorganismus und
Wirt skizziert. Vorab wird ein Uberblick {iber
wichtige Methoden zum Nachweis von Mikroorga-
nismen im Darm gegeben.

Methoden zur Untersuchung der intestinalen Mikrobiota

Ethische und technische Beschrankungen. Eine
umfassende Analyse der intestinalen Mikrobiota
wird durch eine Reihe ethischer und technischer
Beschrankungen erschwert. So sind Inhalte aus
dem Diinndarm und dem proximalen Kolon ohne
invasive Techniken nur schwer zu gewinnen. Wer-
den Darminhalte wdhrend der Operation eines Er-
krankten gewonnen, so spiegelt die Mikrobiota
unter Umstdnden nicht die Zusammensetzung bei
gesunden Personen wider. Ahnliches gilt fiir Ge-
webeproben zur Untersuchung mukosaassoziierter
Bakterien, die bei Biopsien mit medizinischer Indi-
kation gewonnen wurden. Die Anwendung nasaler
oder peroraler Sonden zur Probengewinnung aus
den tieferen Darmabschnitten ist wegen der Kon-
tamination der Sonden mit Bakterien der Mund-
hohle und des oberen Verdauungstrakts proble-
matisch (Finegold et al., 1983). Die Verwendung

der Darminhalte von Personen, die eines plotzli-
chen Todes (,sudden death“) gestorben sind, hat
wertvolle Informationen iiber die mikrobielle Fer-
mentation in verschiedenen Teilen des Kolons er-
bracht (Macfarlane et al. 1992), beinhaltet aber
eine besondere ethische Problematik. Entspre-
chend bieten sich Stuhlproben besonders zur Un-
tersuchung der Darmbakterien an, zumal die Zu-
sammensetzung der Mikrobiota in den Fdzes weit-
gehend der im distalen Kolon dhnelt (Drasar &
Duerden, 1991). Im Gegensatz hierzu unterschei-
det sich die Mikrobiota in den Fdzes von der in
den weiter proximalen Abschnitten erheblich.

Klassische mikrobiologische Techniken. Ein gro-
RBer Teil unserer Vorstellungen zur qualitativen
und quantitativen Zusammensetzung der intesti-
nalen Mikrobiota beruht auf Erkenntnissen, die
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mittels klassischer mikrobiologischer Techniken
gewonnen wurden. Diese Techniken basieren auf
der Moglichkeit, einzelne Bakteriengruppen oder
-spezies auf selektiven Nahrboden zu isolieren, zu
quantifizieren und mittels biochemischer Metho-
den zu charakterisieren. Bei der Anwendung die-
ser Techniken sind jedoch viele technische Proble-
me zu losen. Bereits die Gewinnung und der
Transport des Probenmaterials miissen unter an-
aeroben Verhdltnissen erfolgen, da die iiberwie-
gend sauerstoffempfindlichen Darmbakterien an-
sonsten ihre Lebensfdhigkeit einbiifen. Bei der
Kultivierung miissen dann die Anspriiche der Mik-

Tab. 1.1  Systematik darmrelevanter Mikroorganismen

Domadne Abteilung Ordnung

Eukarya Ascomycota

Archaea Euryarchaeota

Bacteria Firmicutes Clostidiales

Bacillales

Lactobacillales

Bacteriodetes Bacteroidales

Actinobacteria

Coriobacteriales

Bifidobacteriales

roorganismen an ihr Habitat beziiglich des Ange-
botes an Substraten, Vitaminen und Spurenele-
menten, der Gasatmosphdre und des Redoxpoten-
zials erfiillt werden. Da die Voraussetzungen fiir
eine erfolgreiche Kultivierung jedoch nur fiir we-
nige Mikroorganismen des Darms bekannt oder
nur schwer unter Laborbedingungen herzustellen
sind, wird nur ein Bruchteil der Darmbakterien bei
der Kultivierung erfasst. Dariiber hinaus ist die
Identifizierung kultivierbarer Spezies anhand
ihrer Morphologie, ihres Verhaltens in der Gram-
farbung und ihrer biochemischen Eigenschaften
hdufig unsicher. Zudem ist die Anwendung der

Gattung

Saccharomycetales - Candida

Methanobacteriales - Methanobrevibacter

- Methanosphaera

= Clostridium

- Eubacterium

- Ruminococcus
- Roseburia

- Butyrivibrio

- Coprococcus

- Anaerostipes

- Dorea

- Blautia

- Faecalibacterium
- Subdoligranulum

- Staphylococcus

- Streptococcus
- lLactococcus
- Lactobacillus

- Bacteroides
- Prevotella
- Porphyromonas

- Bifidobacterium

- Coriobacterium
- Atopobium

- Collinsella

- Adlercreutzia

Proteobacteria
Fusobacteria

Verrucomicrobia

Enterobacteriales
Fusobacteriales

Verrucomicrobiales

- Escherichia

Fusobacterium

Akkermannsia
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klassischen mikrobiologischen Techniken zeitauf-
wendig und kostenintensiv (Finegold et al., 1983).
Trotz dieser Limitierungen bietet die Kultivierung
und Isolierung intestinaler Bakterien einen ent-
scheidenden Vorteil: Sind die Wachstumsbedin-
gungen fiir ein Darmbakterium bekannt, konnen
die Eigenschaften des Organismus und deren Rele-
vanz fiir den Wirt eingehend untersucht werden.
Kombiniert man dann die Erkenntnisse, die mit-
tels kulturabhdngiger Methoden gewonnen wur-
den, mit molekularen Techniken zum qualitativen
und quantitativen Nachweis von Mikroorganis-
men, so lassen sich wertvolle Informationen {iber
die Verhdltnisse im Okosystem Darm gewinnen
(Tab.1.1).

Molekularbiologische Methoden. Die Anwen-
dung molekularbiologischer Methoden hat in den
letzten Jahren fiir einen erheblichen Erkenntnis-
zuwachs auf dem Gebiet der Mikrookologie des
Darms gesorgt. Insbesondere Methoden, die sich
der ribosomalen RNA (rRNA) Sequenzen bzw. der
fiir sie kodierenden Gene bedienen, spielen bei der
Bakterienidentifizierung eine Schliisselrolle. Bak-
terielle Ribosomen enthalten zwei Untereinheiten,
die entsprechend ihrer GréBe als 30S- und als
50S-Untereinheit bezeichnet werden. Die 30S-Un-
tereinheit stellt einen Komplex aus Proteinen und
16S-rRNA dar, die 50S-Untereinheit enthdlt Pro-
teine, 5S- und 23S-rRNA. Die Gene, welche fiir

die ribosomalen RNAs kodieren, liegen getrennt
durch eine ,intergenic spacer region“ in Form
eines Operons vor. Die 16S-rRNA bzw. das 16S-
rRNA-Gen ist fiir die phylogenetische Analyse be-
sonders gut geeignet, da beide Molekiile hoch kon-
servierte, variable sowie hochvariable Regionen
besitzen, welche als Signatur fiir bakterielle Grup-
pen oder Spezies genutzt werden kénnen. Die An-
wendung fluoreszenzmarkierter Oligonukleotid-
sonden, welche an solche Sequenzen der RNA bin-
den, ermoglichen den Nachweis von Bakterien in
situ und erlauben neben einer Quantifizierung bei
Verwendung von Gewebediinnschnitten auch Aus-
sagen zur Lokalisation der Bakterien an der Darm-
wand. Sollen bakterielle Okosysteme umfassend
charakterisiert werden, kénnen Genbibliotheken
der 16S-rRNA-Gene angelegt werden. Dazu wer-
den diese Gene unter Verwendung von Primern,
die an hoch konservierte Regionen des 16S-
rRNA-Gens binden, in einer Polymeraseketten-
reaktion (polymerase chain reaction, PCR) amplifi-
ziert, die Produkte dieser Reaktion in Expressions-
systemen wie Escherichia coli kloniert und eine
moglichst groRe Zahl der Gene sequenziert.
Durch einen Abgleich der Sequenzen mit zuneh-
mend umfangreicher werdenden Datenbanken
lassen sich dann Informationen {iber die bakteriel-
le Diversitit des Okosystems gewinnen (Blaut et
al,, 2002).

Entwicklung und Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota

Die intestinale Mikrobiota scheint beim Erwachse-
nen individuell zusammengesetzt und die Zusam-
mensetzung iiber lingere Zeitraume stabil zu sein.
Bei der individuellen Ausprdagung koénnten geneti-
sche Unterschiede zwischen einzelnen Personen
eine Rolle spielen. Trotz dieser Unterschiede wer-
den jedoch auch weit reichende Gemeinsamkeiten
bei den dominanten bakteriellen Gruppen im
menschlichen Darm beobachtet und vieles deutet
darauf hin, dass Kerngemeinschaften von Mikroor-
ganismen im Darm existieren, die allen Menschen
eigen sind und um die herum sich dann eine indi-
viduelle zweite Ebene von Bakterien gruppiert (Ley
et al.,, 2006; Turnbaugh et al., 2009).

Mikrobiom

Ein interessanter Ansatz, die intestinale Mikrobiota zu
betrachten, wird durch den Begriff ,Mikrobiom“ ge-
kennzeichnet. Das Mikrobiom umfasst sdmtliche in
einer mikrobiellen Population vorhandenen Gene und
reprasentiert das gesamte Stoffwechselpotenzial dieser
Population. Man kann davon ausgehen, dass die Anzahl
der Gene des Mikrobioms im Darm die der menschli-
chen Gene um den Faktor 100 Ubersteigt. Die Erfor-
schung des Mikrobioms erfordert einen enormen Auf-
wand, lasst aber einen deutlichen Wissenszuwachs be-
zliglich wichtiger Funktionen der Darmbakterien erwar-

ten.
——
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Da die einzelnen Darmabschnitte des Menschen
spezielle Funktionen besitzen und anatomisch-
morphologische und physiologische Unterschiede
aufweisen, lassen sich im Okosystem Darm ver-
schiedene Mikrohabitate oder ©kologische Ni-
schen unterscheiden (Savage, 1977). Diese unter-
scheiden sich unter anderem hinsichtlich des Sub-
stratangebotes fiir den bakteriellen Stoffwechsel
und der Passagegeschwindigkeit des Nahrungs-
breis, des Redoxpotenzials oder des pH-Wertes.
Es ist davon auszugehen, dass solche dkologischen
Nischen jeweils durch optimal angepasste Bakte-
rienspezies besiedelt sind. Damit sie nicht mit dem
Darminhalt ausgewaschen werden, miissen frei im
Darmlumen lebende Mikroorganismen eine aus-
reichend hohe Teilungsrate aufweisen. Alternativ
kann eine Adhédrenz an mukosale Oberflichen den
Bestand einer Spezies im Darm sichern.

Die grundlegende Erndhrungsumstellung und
die morphologischen, funktionellen und immuno-
logischen Reifeprozesse des Verdauungstrakts in
den ersten Lebensmonaten und -jahren bedingen
gravierende Anderungen innerhalb der 6kologi-
schen Nischen im Darm. Entsprechend grof8 sind
die Unterschiede zwischen der Mikrobiota von
Sduglingen und erwachsenen Personen.

Die intestinale Mikrobiota des Sauglings

Vor der Geburt ist der Verdauungstrakt steril, doch
bereits unter der Geburt nimmt das Neugeborene
Keime aus dem Geburtskanal und der Umgebung
auf. Zu den Erstbesiedlern des Darmes gehdren
Enterobakterien (insbesondere E. coli), Laktobazil-
len (v.a. Lactobacillus acidophilus, L. salivarius,
L. fermentum), sowie verschiedene Staphylokok-
ken und Enterokokken, welche als fakultative An-
aerobier oder aerotolerante Bakterien den vorhan-
denen Sauerstoff im Darm verbrauchen bzw. tole-
rieren konnen (Rotimi & Duerden, 1981; Mackie et
al., 1999). Durch den bakteriellen Sauerstoffver-
brauch sinkt das Redoxpotenzial (Ey) in den Fézes
von 178 mV bei Neugeborenen binnen ein bis zwei
Tagen nach der Geburt auf -113 mV; beim Erwach-
senen betrdgt es spdter -348 mV (Tannock, 1995).
Diese reduzierten Bedingungen ermdoglichen das
Wachstum strikter Anaerobier und deren zuneh-
mende quantitative Bedeutung. Bei gestillten
Sduglingen dominieren Bifidobakterien, vor allem
Bifidobacterium infantis, B. breve und B. longum
(Sakata et al., 2005). Diese Dominanz ldsst sich
auf besondere Inhaltsstoffe der Muttermilch zu-

riickfithren, die bevorzugt das Wachstum der Bifi-
dobakterien stimulieren. Es handelt sich dabei um
eine einzigartige Mischung von Oligosacchariden
(whuman milk oligosaccharides“, HMO), welche
aus D-Glucose, D-Galactose, N-Acetylglucosamin
und L-Fucose sowie N-Acetylneuraminsdure zu-
sammengesetzt sind und eine hohe strukturelle
Diversitdt  besitzen. Zusammensetzung und
Menge (ca. 5-8g/l) dieser Oligosaccharide in der
Muttermilch variieren individuell und in Abhdn-
gigkeit vom Stadium der Laktation. HMO gelangen
unterschiedlichen Angaben zufolge zu 40 bis 97 %
unverdaut in das Kolon und stehen dort fiir einen
bakteriellen Abbau zur Verfiigung (Kunz et al.,
2000; Chaturvedi et al., 2001; Coppa et al., 2001).
Die Hauptfermentationsprodukte der Bifidobakte-
rien (Acetat und Lactat) erzeugen ein saures Milieu
im Darm, welches den Bifidobakterien einen wei-
teren Selektionsvorteil gegeniiber anderen Mikro-
organismen verschafft. AufBer bifidogenen Oligo-
sacchariden enthdlt die Muttermilch noch weitere
Faktoren, die die Zusammensetzung der intestina-
len Mikrobiota des Sduglings beeinflussen. Zu die-
sen Molekiilen gehéren unter anderem das sekre-
torische Immunglobulin sIgA, das Enzym Lysozym,
welches Peptidoglykane bakterieller Zellwdnde
angreift, sowie Lactoferrin, das die Konzentration
des frei verfiigbaren Eisens niedrig hdlt (Lonner-
dal, 2003).

Im Vergleich zu gestillten Sduglingen ist die in-
testinale Mikrobiota von nicht gestillten Kindern
komplexer zusammengesetzt. Hier werden neben
den dominanten Bifidobakterien unter anderen
auch Bacteroides, Staphylokokken, E. coli und
Clostridien in hoheren Konzentrationen nachge-
wiesen (Benno et al., 1984; Harmsen et al., 2000).
Mit Beginn des Zufiitterns und insbesondere nach
dem Abstillen kommt es zu gravierenden Ande-
rungen und es entwickelt sich allmdahlich eine di-
verse und stabile Mikrobiota, wie sie bei Erwach-
senen beobachtet wird.

Die intestinale Mikrobiota des
Erwachsenen

Magen. Der Magen gilt aufgrund der Salzsdure-
produktion und dem damit verbundenen pH-Wert
von 2 als nahezu keimfrei; durch Kultivierung sind
bis zu 103 Bakterienzellen je ml Magensaft nach-
weisbar. Es handelt sich dabei vor allem um Lak-
tobazillen, Streptokokken, Staphylokokken und
Enterobakterien. Molekulare Analysen der Bakte-
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rien an der Magenwand zeigen hingegen eine un-
erwartet hohe Diversitit. Von insgesamt 1833
identifizierten Sequenzen wurden 952 den Proteo-
bacteria, 464 den Firmicutes, 193 den Bacteroide-
tes, 164 den Actinobacteria und 56 den Fusobacte-
ria zugeordnet. Die {ibrigen Sequenzen verteilen
sich auf das Phylum TM7 (bislang nicht kultivier-
bare Bakterien), Deferribacteres und Deinococcus/
Thermus; lediglich 13 Sequenzen lieRen sich nicht
zuordnen. In mehr als der Hdlfte der Probanden
wurden Sequenzen von Helicobacter pylori nach-
gewiesen (Finegold et al. 1983, Bik et al. 2006).

Dinndarm. In den oberen Abschnitten des
Diinndarms ist die bakterielle Besiedlungsdichte
noch dhnlich niedrig wie im Magen. Doch im wei-
teren Verlauf des Darms nehmen Diversitdt und
Dichte kultivierbarer Darmbakterien stetig zu. In
Duodenum und Jejunum findet man zwischen
102 und 10° Zellen je ml Darminhalt und neben
Laktobazillen, Streptokokken, Staphylokokken
und Enterobakterien treten nun auch Bifidobakte-
rien auf. Letztere werden in Illeum und Caecum zur
dominanten Bakteriengruppe. Im distalen Diinn-
darm gewinnen Bacteroides spp. sowie Clostridium
spp. an Bedeutung und die Zahl der Gesamtbakte-
rien steigt in diesem Teil des Darms auf Werte von
bis zu 109 Zellen je ml Darminhalt (Finegold et al.
1983).

Kolon. Im Kolon erreichen die Bakterien der in-
testinalen Mikrobiota die héchste Zelldichte und
die grofte Diversitdt. Bedeutende Fortschritte bei
der Kultivierung strikt anaerober Bakterien er-
moglichten ab Mitte der 1970er Jahre wegweisen-
de mikrobiologische Untersuchungen humaner
Stuhlproben. Diese Untersuchungen zeigten, dass
das distale Kolon von einer komplexen Gemein-
schaft aus Vertretern der Bacteroides spp., Eubac-
terium spp., Clostridium spp., Peptostreptococcus
spp., Streptococcus spp., Bifidobacterium spp., Fu-
sobacterium spp., Lactobacillus spp., Enterobacte-
riaceae und Staphylococcus spp. besiedelt ist. Je
Gramm Fazes sind bis zu 1012 Bakterien kultivier-
bar und auf Grundlage der nachweisbaren Bakte-
rien wurde die Gesamtzahl der unterschiedlichen
Bakterienspezies im Darm auf 400 bis 500 ge-
schitzt (Moore & Holdeman, 1974; Holdeman et
al., 1976).

Diversitat. Trotz dieser grof3en Vielfalt an Spezi-
es ist die bakterielle Diversitdt im Darm im Ver-

gleich zu anderen Okosystemen eher gering: von
den iiber 50 bekannten bakteriellen Phyla sind nur
wenige im Darm vertreten. Bei der Analyse von
iiber 11000 Sequenzen, welche sowohl fédkale als
auch mukosaassoziierte Bakterien und Archaeen
reprdsentierten, wurden 395 bakterielle Phyloty-
pen und ein Archaeon, Methanobrevibacter smithii,
identifiziert. Der grofte Teil der bakteriellen Se-
quenzen gehorte zu neuen (62 %) und nicht kulti-
vierbaren (80 %) Phylotypen. Die meisten Phyloty-
pen waren den Firmicutes (301 Phylotypen) zuzu-
ordnen. Dabei stellten die Clostridia die groRte
Klasse dar. Insgesamt wurden 65 Phylotypen den
Bacteroidetes zugeordnet. Deutlich weniger zahl-
reich sind Phylotypen der Proteobacteria, Actino-
bacteria, Fusobacteria und Verrucomicrobia. Inner-
halb der im Darm vertretenen Phyla wiesen die
Firmicutes mit den Gattungen Clostridium, Eubac-
terium, Ruminococcus, Dorea, Lachnospira, Butyri-
vibrio, Coprococcus, Peptostreptococcus und Faeca-
libacterium als wichtige Vertreter die hochste Di-
versitdt auf. Butyratproduzenten waren mit 42
Phylotypen aus den Clostridiengruppen 1V, Xla
und XVI vertreten. Die Diversitdt innerhalb des
Cytophaga-Flavobacter-Bacteroides-Phylums war
deutlich geringer: hier dominierten Bacteroides
spp. und Prevotella spp. Bei diesem Phylum traten
hohe Variationen zwischen den untersuchten Per-
sonen auf, Bacteroides thetaiotaomicron wurde al-
lerdings immer nachgewiesen (Tab. 1.2) (Backhed
et al. 2005, Eckburg et al. 2005).

Verdanderungen im Alter. Im Alter treten Modifi-
kationen im Verdauungstrakt auf, die die Zusam-
mensetzung der intestinalen Mikrobiota beein-
flussen. Dazu gehéren Anderungen der Ernih-
rungsgewohnheiten aufgrund eines herabgesetz-
ten Geruchs- und Geschmacksempfindens, ein
wegen einer verminderten Produktion von Ma-
gensdure hoherer pH-Wert im Magen und einer
verldngerten Transitzeit des Nahrungsbreis durch
den Darm. Die Verdnderungen, von denen die in-
testinale Mikrobiota im Alter betroffen ist, sind
durch eine Abnahme der Zellzahlen von Bactero-
ides und Bifidobakterien und einer reduzierten Di-
versitdt innerhalb dieser Gruppen gekennzeichnet.
Im gleichen MaRe wie die Zellzahlen der Bactero-
ides und der Bifidobakterien abnehmen, steigen
die Clostridien, Eubakterien und Fusobakterien
an, sodass die Gesamtzellzahlen stabil bleiben
(Woodmansey 2007).
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Tab. 1.2 Verteilung wichtiger Vertreter der Mikrobiota im menschlichen Darm (Angaben in koloniebildenden Ein-
heiten je ml bzw. g Magen- oder Darminhalt; k. A.: keine Angaben).

Darmabschnitt ~ Wichtige Vertreter der Mikrobiota Menge Literatur

Magen Lactobacillus, Streptococcus, Staphylococcus, 103/ml Finegold et al. 1983
Enterobacteriaceae (Kultivierungstechniken)
Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Actino- k.A. Bik et al. 2006
bacteria, Fusobacteria (molekulare Techniken)
Besonderheit: weite Verbreitung des darmpathogenen Helicobacter pylori

Diinndarm Lactobacillus, Streptococcus, Staphylococcus, Ente- 102 -10°/ml Finegold et al. 1983
robacteriaceae, Bifidobacterium, Bacteroides,
Clostridium (Kultivierungstechniken)

Dickdarm Bacteroides, Eubacterium, Clostridium, Peptostrep- ~ 10'%/g Holdeman et al.
tococcus, Streptococcus, Bifidobacterium, Fusobac 1976
terium, Lactobacillus, Enterobacteriaceae, Staphy-
lococcus (Kultivierungstechniken)
Clostridium, Eubacterium, Ruminococcus, Dorea, k.A. Eckburg et al. 2005

Lachnospira, Butyrivibrio, Coprococcus, Peptostrep-
tococcus, Faecalibacterium, Bacteroides, Prevotella

(molekulare Techniken)

Bakterieller Stoffwechsel im Darm

Nahrungsbestandteile, die im Diinndarm nicht
oder nur unvollstindig verdaut oder resorbiert
werden, dienen den Darmbakterien als Substrate
zur Energiegewinnung und zur Synthese zelluldrer
Bausteine. Unverdauliche Kohlenhydrate stellen
die wichtigsten Substrate der Darmbakterien dar,
gefolgt von Nahrungsproteinen, welche in geringe-
ren Mengen in das Kolon gelangen. Neben diesen
exogenen Substraten verwerten Darmbakterien
abgeschilferte Darmepithelzellen und Mukopoly-
saccharide des Darmschleims sowie Verdauungs-
sekrete. Wegen der geringen Sauerstoffverfiigbar-
keit im Dickdarm erfolgt die bakterielle Verwer-
tung der verfiigharen Substrate durch anaerobe
Prozesse. Eine bakterielle Oxidation von Nah-
rungsfetten, die unter bestimmten Voraussetzun-
gen in grolRen Mengen in das Kolon gelangen kon-
nen (Steatorrhoe), findet nicht statt.

Beim bakteriellen Abbau von Kohlenhydraten
im Kolon entstehen hauptsdchlich kurzkettige
Fettsduren (short chain fatty acids, SCFA) sowie
die Gase H;, CO, und CH4 (Abb.1.1). Proteine
bzw. Aminosduren werden dariiber hinaus zu ver-
zweigtkettigen Fettsduren, Phenolen, Indolen,
Aminen und NH3 abgebaut. Wihrend die Fettsiau-
ren vom Wirt genutzt werden, werden andere

Endprodukte des bakteriellen Stoffwechsels im
Kolon mit den Fdzes, dem Urin, der Atemluft
oder dem Flatus ausgeschieden.

Substrate fiir die mikrobielle
Fermentation im Kolon

Starke. Die Enzymausstattung des Menschen zur
Verwertung von Kohlenhydraten beschrankt sich
auf a-Amylase im Speichel und in den Sekreten
des Pankreas, sowie auf membranstindige Disac-
charidasen (Maltase, Saccharase, «-Dextrinase)
des Biirstensaums. Folglich ist Stirke das einzige
Polysaccharid der Nahrung, welches in nennens-
wertem Umfang durch den Menschen verwertet
wird. Allerdings entgeht ein Teil der Stdrke der
Verdauung, weil intakte Pflanzenzellwdnde oder
bestimmte rdumliche Strukturen des Stdarkemole-
kiils den enzymatischen Abbau verhindern. Neben
dieser resistenten Stdarke gelangen in Abhdngigkeit
von den Erndhrungsgewohnheiten unterschiedli-
che Mengen an pflanzlichen Zellwandpolysaccha-
riden (v.a. Cellulose, Hemicellulosen, Pektin), ver-
schiedene Oligosaccharide und Zuckeralkohole in
den Dickdarm.
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Abb. 1.1 Zusammenfassung wichtiger Fermentations-
wege unterschiedlicher Darmbakterien. Der Abbau von
komplexen Kohlenhydraten (Ballaststoffen) durch Darm-
bakterien im Kolon des Menschen wird durch Spaltung
von unverdaulichen Poly- und Oligosacchariden eingeleitet,
wodurch Pentosen und vor allem Hexosen freigesetzt wer-
den. Die meisten Darmbakterien nutzen die Glykolyse, um
Hexosen zum Pyruvat abzubauen, welches je nach Ga-
rungstyp zu Lactat, Formiat, Succinat, Ethanol (Intermedia-
te) und Acetat, Propionat, Butyrat sowie H, und CO, um-
gewandelt wird. H, und CO; (sowie Formiat) wird in etwa
jedem zweiten Menschen zu CH4 reduziert (gestrichelte

Vertreter der Bacteroidetes, der Firmicutes (z. B.
Roseburia intestinalis, Eubacterium rectale und Bu-
tyrovibrio fibrisolvens) und der Bifidobakterien
sind in der Lage, Stdrke zu nutzen (Cummings &
Englyst, 1987; Ramsay et al., 2006). Bei Bacteroides
thetaiotaomicron wurde die Stdrkeverwertung
(,starch utilization system“, sus) im Detail unter-
sucht. Diese Untersuchungen verdeutlichen sehr

Pfeile). Das Substrat, die Intermediate, sowie die Endpro-
dukte, die extrazelluldr nachweisbar sind, sind farblich hin-
terlegt. Bei allen anderen Verbindungen handelt es sich um
intrazelluldre Intermediate. Die Abbildung umfasst die fol-
genden Fermentationen: Homofermentative Milchsduregé-
rung, die gemischte Sauregarung (unvollstandig), die Suc
cinat- und Propionsduregdrung sowie die Buttersdurega-
rung. Die heterofermentative Milchsduregarung und die
Garung der Bifidobakterien sind nicht dargestellt. Abkr-
zungen: Fdq, reduziertes Ferredoxin, Fdo, oxidiertes Fer-
redoxin; -P, Phosphat

anschaulich, wie 6konomisch Darmbakterien mit
den verfiigbaren Substrat- und Energieressourcen
umgehen. B. thetaiotaomicron besitzt acht Gene,
die bei der Stdarkeverwertung eine Rolle spielen.
Die Gene susC bis susF kodieren fiir Membranpro-
teine, welche die Bindung und die Hydrolyse von
Starke an der dulReren Membran der Gram-negati-
ven Zellwand ermdglichen. Dabei spielen die Pro-
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teine SusC und SusD bei der Fixierung der Stdrke
die wichtigste Rolle, wiahrend SusE die Bindung
des Substrates verbessert. Die Funktion von SusF
bei der Stdarkebindung ist bislang unklar. Das eben-
falls an der Zelloberfldche lokalisierte SusG, eine
Neopullulanase, spaltet Stirke zu Maltodextrinen.
Diese Maltodextrine gelangen durch SusC, ein
Porin, in den periplasmatischen Raum, wo sie
durch SusA, ebenfalls eine Neopullulanase, weiter
abgebaut werden. Der letzte Schritt, nimlich die
Spaltung von Oligomeren durch die a-Glucosidase
SusB, findet dann im Zytoplasma statt (Shipman et
al., 2000). Durch die Bindung des Substrates an die
Zelloberfldche vor der Depolymerisierung und das
Einschleusen der Spaltprodukte in den periplas-
matischen Raum wird der Substratverlust an kon-

kurrierende Mikroorganismen im Darm gering ge-
halten. Die Steuerung des Stirkeverwertungssys-
tems erfolgt {iber das Regulatorprotein SusR.
Kommt es zur Bindung von Maltose oder grofSerer
Glucoseoligomere an den Aktivator, wird die Tran-
skription von susA bis susG gesteigert (D’Elia &
Salyers, 1996; Shipman et al., 2000). Auf diese
Weise wird verhindert, dass unnotig Energie zur
Genexpression und Proteinbiosynthese aufge-
bracht wird, wenn keine ausreichenden Substrat-
konzentrationen vorliegen (Abb. 1.2).

Nicht-Starke-Polysaccharide. Unter den Nicht-
Starke-Polysacchariden spielen insbesondere He-
micellulosen und Pektine als Substrate fiir den
bakteriellen Stoffwechsel eine Rolle. Sie kommen

Transkription
—

o
@@)

o 3°

Zytoplasma

duRere Membran der Zellwand

susR

Promoter

susB

susC susD susk susF susG

Abb. 1.2 Das ,starch utilization system*“ (sus) von Bacte-
roides thetaiotaomicron.

Starke wird durch duRere Membranproteine an der Zell-
oberfldche fixiert und durch die membranstdndige Neopul-
lulanase SusG gespalten. Die dabei entstehenden Malto-
dextrine gelangen durch das Porin SusC in den periplasma-

tischen Raum, wo sie durch die Neopullulanse SusB weiter
gespalten werden. Der Abbau der Oligomere erfolgt im
Zytoplasma durch die o-Glucosidase SusB.

Die Bindung von Glucoseoligomeren an das Regulatorpro-
tein SusR fiihrt zu einer gesteigerten Expression der Gene
(nach Hooper et al. 2002).




