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Abstract

The mammalian gastrointestinal tract harbors a highly diverse microbial ecosystem with at
least 1000 bacterial species that co-habit the intestinal tract. The gut microbiota plays a major
role in postnatal adaption of the small intestinal architecture, but the underlying microbiota-
induced signaling cues are poorly understood. Colonization of germ-free mice (GF) with an
enteric microbiota induces tissue remodeling and changes dramatically the small intestinal
architecture. Here, we show that the morphogenetic Hedgehog and Bone Morphogenetic
signaling is microbiota-dependent and used from microbiota to adapt proliferation, goblet
cell differentiation, morphology and permeability of the distal intestine. Furthermore, we
identified the pattern recognition receptor Toll-like receptor 2 (TLR2) as a regulator of the
morphogenetic signaling. These results advance the understanding of the microbiota-
dependent adaption of the small intestinal architecture. Here, we present the first evidence
of the interplay between morphogenetic and immunological signaling cues triggered by the
microbiota that integrate and transmit outside world-signals along the villus-crypt axis,
influencing the proliferation and the morphology in the small intestinal mucosa. During
intestinal dysbiosis or a functional receptor mutation, the morphogenetic signaling pathways
are changed, contributing to tumor development. Therefore, it is important to take these

signaling interplays into account for developing tumor intervention strategies.



Zusammenfassung

Der Saugetierdarm beherbergt eine hohe Diversitat an Mikroorganismen. Ungefahr 1000
verschiedene Bakterienspezies werden in diesem mikrobiellen Okosystem gefunden, das in
seiner Gesamtheit als intestinale Mikrobiota bezeichnet wird. Diese spielt eine
entscheidende Rolle in der Adaption der Dinndarmmorphologie. Die dieser Adaption
zugrundeliegenden Mechanismen sind bisher nicht aufgeklart. In dieser Arbeit wird gezeigt,
dass die morphogenetischen Hedgehog (Hh)- und Bone Morphogenetic Protein (BMP)-
Signalwege Mikrobiota-abhangig reguliert sind und so einen direkten Einfluss auf die
Proliferation, die Becherzell-Differenzierung, die Morphologie sowie die Barrierefunktion im
distalen Dinndarm  haben. Toll-Like  Rezeptor2 (TLR2) wurde als ein
Mustererkennungsrezeptor identifiziert, der die Mikrobiota-abhangigen Hh- und BMP-
Signale reguliert und so die Villusmorphologie und Proliferation steuert. Diese Befunde
erweitern das Verstandnis Uber die physiologische Rolle der kommensalen Mikrobiota bei der
Adaption der Dinndarmhomeostase. Das hier erstmalig aufgezeigte Mikrobiota-abhdngige
Zusammenspiel morphogenetischer und immunologischer Signalwege in Epithelzellen
macht deutlich, dass diese gemeinsam Signale der ,AufRenwelt' (Mikrobiota) entlang der
Villus-Krypt-Achse integrieren und Ubertragen und so die Morphologie und Proliferation des
Dinndarmgewebes steuern. Im Fall einer Dysbiose oder einer funktionellen
Rezeptormutation konnten die dadurch bedingten Veranderungen der morphogenetischen
Signalwege zur Krebsentstehung beitragen. Somit ist es wichtig bei der Entwicklung
geeigneter Interventionsstrategien zur Bekampfung von Darmkrebs die Interaktionen der

Mikrobiota-abhangigen Signaltransduktionen zu bericksichtigen.
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1 Relevanz

1 Relevanz

Ein ausgepragtes Interesse gilt in den letzten Jahren die Erforschung der Interaktionen
zwischen intestinaler Mikrobiota und deren Wirt. Es haufen sich fundierte wissenschaftliche
Beweise, dass die intestinale Mikrobiota mit einer Vielzahl von Erkrankungen, wie Diabetes
mellitus (Typ | und Typ Il), Adipositas, Atherosklerose, Allergien, Depressionen, Autismus
und chronisch entzindliche Darmerkrankungen sowie kolorektalen Tumoren in Verbindung
steht. 225 Die Rolle der Mikrobiota spielt nicht nur in wissenschaftlichen Fachkreisen eine
anhaltend groRer werdende Rolle, sondern auch die Offentlichkeit ist, aufgrund der immer
weitreichenderen Volkskrankheiten Adipositas und Krebs, gesundheitspolitisch und

volkswirtschaftlich an dieser Thematik interessiert. 16-22

Krebs ist nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithdufigste Todesursache weltweit.
8,8 Millionen Menschen starben 2012 an Krebs; dies entsprach knapp einem Sechstel aller
weltweiten Todesfdlle, und man zdhlte rund 14 Millionen Neuerkrankungen. Zu den
haufigsten Krebsarten bei Frauen zahlen Brustkrebs, Lungenkrebs sowie Darmkrebs. Bei
Mannern stellen Prostatakrebs, Darmkrebs wund Lungenkrebs die haufigsten
Krebserkrankungen dar. Gerade Lunge und Darm sind Organe, die standig in Interaktion mit
Bakterien aus der Umgebung stehen.?3 In kolorektalen Tumorgeweben sind zudem
morphologische Veranderungen sowie Anderungen der Permeabilitdt des betroffenen
Gewebes zu beobachten 2426, In bereits vorliegenden Arbeiten wird die Mikrobiota mit
Unterschieden in Dinndarmmorphogenese sowie einer verdanderten Permeabilitdt in

Zusammenhang gebracht 273,

Im gesunden Organismus besteht ein Gleichgewicht (Homoostase) zwischen der
Proliferation und der Apoptose von Zellen. Bei einer Krebserkrankung ist dieses
Gleichgewicht zugunsten der Zellproliferation verschoben. Unsere Gruppe konnte bereits
2014 zeigen, dass der Einfluss einer intestinalen Mikrobiota die Zellproliferation im distalen
Darmgewebe beeinflusst32. Bisher ist jedoch ungeklart, Gber welche Mechanismen die
Mikrobiota auf die Proliferation wirkt und welche Auswirkungen eine veranderte Mikrobiota-

abhangige Proliferation in Bezug auf die Dinndarmmorphologie darstellt.



2 Theoretische Grundlagen

2 Theoretische Grundlagen

2.1 Aufbau des Dinndarms

Der beim Menschen zwischen drei und funf Metern lange Dinndarm ist Teil des
Gastrointestinaltraktes und gliedert sich in drei Abschnitte (Duodenum, Jejunum und lleum).
Im Dinndarm findet der gréfRte Anteil des enzymatischen Nahrungsaufschlusses von
Kohlenhydraten, Fetten und Eiweil3en sowie die Resorption von Nahrstoffen und Wasser
statt. Zudem stellt der Dinndarm einen Teil des korpereigenen Abwehrsystems dar. Die
Epithelzellen des Dinndarms sind sehr teilungsaktiv, was zur Folge hat, dass sich die

Epithelschicht alle 24-72 Stunden vollstandig erneuvert. 33

Der Aufbau des Dunndarms folgt in allen drei Abschnitten einem allgemeingiltigen Prinzip.
Das Lumen des Dinndarms wird durch eine Epithelschicht begrenzt, deren Oberflache durch
verschiedene strukturelle Merkmale stark vergrofRert ist. Makroskopisch erkennt man
quergestellte Schleimhautfalten, die sogenannten Kerckringfalten (Abbildung 2.1 a), die

etwa 2/3 des Umfangs der Duodenalwand ausmachen und zum lleum hin flacher werden. 3334

a Bau des Dinndarms
Serosa

Langsmuskelschicht b Dinndarmzotte

BlutgefaBe ZellabstoBung

Mesenterium
Zellwanderung

Blutkapillare —

Lymphbahn —
Muskel -

-+ Lieberkihn-Krypte

Falten

endokrine Becherzelle
Zelle B . .
— Lamina muscularis

mucosae

Paneth-Zelle b siehec -
Z Submukosa

Abbildung 2.1 Aufbau des Dinndarms (a) und einer Villusstruktur (b) 35



2 Theoretische Grundlagen

Wie in Abbildung 2.1 b dargestellt, weisen auf mikroskopischer Ebene viele der Epithelzellen
apikale Mikrovilli auf und das Epithel ist zu Krypten eingestilpt bzw. zu Zotten ausgestilpt
(Villusstrukturen, Villi intestinales). Die Funktion der Villi intestinales gewahrleistet die
effektive Resorption von Nahrstoffen aus dem Darmlumen. Das Gerist einer solchen
Villusstruktur besteht aus einer lockeren Bindegewebsschicht (Lamina muscularis mucosae),
in der sich einzelne glatte Muskelzellen, Myofibroblasten, ein oder mehrere Arteriolen, eine
zentrale Venole sowie Lymphkapillaren befinden. Letztere dienen dem Fetttransport via
Chylomikronen nach deren Resorption. An der Basis eines Villus intestinales minden kurze,
schlauchférmige Drisen, die Lieberkihn-Krypten, die die sogenannte Stammzellnische
tragen, welche verantwortlich fir die Regeneration des Darms ist. Die Lamina epithelialis
mucosae wird von einem hochprismatischen Epithel gebildet, in dem verschiedene Zelltypen
aus den Stammzellen gebildet werden — die epitheliale Linie. Bei der Zellteilung entstehen
aus den Stammzellen unter anderem Enterozyten, die einen Anteil von 80-90% der
Epithelzellen ausmachen. Sie tragen einen Mikrovillisaum. An diesem Saum befinden sich
zahlreiche membranstandige Enzyme, die fir den Abbau von Kohlenhydraten und Peptiden
zustandig sind. Weitere epitheliale Zelltypen stellen die enteroendokrinen Zellen dar. Es gibt
12 Unterarten von enteroendokrinen Zellen 3¢ und sie machen einen prozentualen Anteil <1%
der Gesamtepithelzellen aus. Sie steuern durch Sekretion von Peptidhormonen die
Sekretionsraten von Magen und Pankreas sowie die Kontraktion der Gallenblase. Zudem
differenzieren Stammzellen in Becherzellen (Anteil 5-10%) und Panethzellen (Anteil ~5%).
Die Becherzellen sezernieren Mucine, die zum einen als Gleitfilm fUr den Speisebrei wirken,
zum anderen das Epithel vor der Wirkung der Verdauungsenzyme schiitzen. Zusatzlich sind
Becherzellen eine Komponente des Immunsystems. Der sezernierte Mucus enthalt
verschiedene Molekile, die mit Bakterien interagieren, beispielsweise Immunglobulin A
(IgA). IgA bindet an Bakterien oder Viren, bildet mit diesen ein Aggregat und immobilisiert so
die Pathogene 3738, Ein neuer funktionellerimmunologischer Aspekt der Becherzellen ist der
intraluminale Antigentransport zu dendritischen Zellen (GAPs, goblet cell-associated antigen
passages) in der Lamina propria 39. Die Panethzellen liegen im Fundus der Lieberkihn-
Krypten und enthalten Lysozym sowie Enzyme fir den Abbau von Fetten und Proteinen und
sezernieren Defensine, antimikrobielle Peptide, die der Viren und Bakterienabwehr

dienen 40 33,34,41



2 Theoretische Grundlagen

Die der Lamina muscularis mucosae folgende Schicht, eine weitere lockere
Bindegewebsschicht (Submucosa), tragt grofere Gefafde und kleinere Drisen. Zwei
angrenzende Muskelschichten (Ring- und Langsmuskelschicht) bilden die Muscularis und
sind fUr die Motilitat und Peristaltik des Dinndarms zustandig. Die Ringmuskelschicht ist
umgeben von Plexus myentericus und Plexus submucosa, welche Teile des Enterischen
Nervensystems (ENS) sind. Begrenzt wird das Organ durch eine Schicht Bindegewebe, der

Serosa (Abbildung 2.1 a). 3334

2.2 Stammzellnische und die epitheliale Linie

In der Basis eines Villus intestinales enden kurze, schlauchférmige Drisen, die Lieberkihn-
Krypten, die die sogenannte Stammzellnische tragen. Aus den Krypten eines Villus
intestinales wird der kontinuierliche Selbsterneuerungsprozesses des Darms gewahrleistet:
pro Krypte werden taglich bis zu 250 neue Epithelzellen gebildet 42. Die Vorlauferzellen, aus
denen Epithelzellen hervorgehen, bezeichnet man als pluripotente intestinale Stammzellen.
Stammzellen produzieren eine Population an stark proliferierenden Zellen, die sogenannten
Transient-amplifizierenden Zellen, die mehrere Zellteilungszyklen durchlaufen und am
oberen Rand der Krypte in verschiedene Zelltypen zu differenzieren beginnen
(Abbildung 2.2). Hierbei bilden sich zum einen spezialisierte epithelialen Zelltypen
(absorbierende Enterozyten, sezierende Becherzellen, enteroendokrine Zellen und
Tuftzellen), die entlang der Krypt-Villus-Achse auswandern und zum anderen Panethzellen,
die in der Kryptbasis verbleiben (Abbildung2.2). Man unterscheidet zwischen der
sekretorischen Linie (Becherzellen, Panethzellen, enteroendokrine Zellen und Tuftzellen)

und der absorbierenden Linie (absorbierende Enterozyten).

Die Zusammensetzung und Verteilung der epithelialen Zellen wird von parakrinen
Signalwegen des Epithels und Mesenchyms bestimmt “3. Zum einen steuern der Hedgehog-
und der Bone Morphogenetic Protein-Signalweg (Kapitel 2.5) die Proliferation in der
Stammazellnische, zum anderen unterliegen die pluripotenten intestinalen Stammzellen den
Whnt- sowie Notch-Signalen, die Gber die Differenzierung in sekretorische oder absorbierende

Zelllinien entscheiden.



2 Theoretische Grundlagen

a b Absorbierende Becher- Paneth Enterc?- Tuft-
Enterozyten zellen Zellen endokrine  zgllen
Zellen
T s
. LY i3
- < = -
( - ™ A f f 7
Transit- Progenitor-
amplifizierendes | ¢ zellen
Kompartment b \ t 2 A
2 F e Transit-
amplifizierende
— | { Zellen
6 £ al t
Stammzellzone Stamm-
zelle

Abbildung 2.2 Differenzierung von Stammzellen in intestinale Zelltypen 42

Dargestellt sind a die Kryptbasis bestehend aus Stammzellzone und dem Transient-amplifizierenden Kompartment sowie
b die Differenzierungsmaglichkeiten von Stammzellen in die absorbierende oder sekretorische Linie.

Die Steuerung der Differenzierung wird Uber ein komplexes Netzwerk an
Spezifikationsfaktoren gesteuert 264445, Der Notch-Signalweg ist essentiell, um die
Homeostase der Krypten aufrechtzuerhalten. Wird der Notch-Signalweg ausgeschaltet,

resultiert dies in einer Umwandlung aller epithelialen Progenitorzellen in Becherzellen 4.
2.2.1 Enterozyten

Enterozyten bilden selektive Barrieren zwischen Geweben und verschiedenen
Kompartimenten. Sie sind polarisiert und besitzen eine apikale und eine basolaterale
Doméne (Abbildung 2.3). Enterozyten erfillen wichtige Funktionen wahrend des
Verdauungsprozesses. Sie Ubernehmen die Aufnahme von lonen, Wasser, Nahrstoffen,
Vitaminen und absorbieren unkonjugierte Gallensduren. Neben diesen Funktionen erfillen
Enterozyten weitaus vielfdltigere Aufgaben im Darm. Sie spielen eine Rolle bei der
Entwicklung derimmunologischen Toleranz des Wirts gegeniber Nahrung und mikrobiellen
Antigenen. Zudem regulieren Enterozyten Uber die auf ihrer Oberflache exprimierten Toll-
like Rezeptoren das immunologische Gleichgewicht im Darm. Sie entscheiden zwischen
Toleranz  gegenuber  mikrobiellen  Antigenen  oder der  Auslésung eines

Entzindungsprozesses (Kapitel 2.4,). 4748
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Zudem tragen Enterozyten direkt zur Abwehr von Pathogenen bei. Neben den Panethzellen
exprimieren Enterozyten antimikrobielle Peptide, wie [-Defensine und HIP/PAP
(hepatocarcinoma-intestine-pancreas/pancreasitis-associated protein). Die Expression dieser
antimikrobiellen Peptide wird durch die Toll-like Rezeptoren reguliert, welche auf der

Oberflache der Enterozyten exprimiert werden (Kapitel 2.4,). 4748

Daruber hinaus regulieren die Enterozyten die Permeabilitat der Darmbarriere Gber die Tight

Junction Proteine. 47:48
2.2.1.1 Junction Proteine — Regulatoren der Darmpermeabilitat

Epithelzellen werden durch Verbindungstellen, den sogenannten Junction Proteinen,
zusammengehalten. Diese interzellularen Junction Proteine stellen neben adhesiven
Funktionen auch die Schlisselkomponenten fir die Permeabilitatsregulation des Darms dar.
Die Tight Junctions umspannen die Epithelzellen extrazellular an der apikalen Seite
(Abbildung 2.3) und formen eine selektiv-permeable Diffusionsbarriere, die die
Permeabilitdt des Gewebes reguliert. Im Darm ist diese fir die luminale Nahrstoffaufnahme,
die Sekretion von Abfallprodukten und besonders fir die Aufrechterhaltung eines
ausgeglichenen Haushalts wichtig. Verdauungsprozesse, die durch Bakterien und
Verdauungsenzymen Ubernommen werden, lysieren nicht alle Bestandteile der Nahrung
vollstandig in einzelne Aminosauren. Kleine Proteinmengen werden durch die Enterozyten
aufgenommen und anschliel3end im Lysosom der Zellen gespalten. Der Tight Junction
Proteinkomplex bildet eine Barriere, die Molekile, die gréfRer als soo Da sind, nicht passieren
kénnen, um das intestinale Lumen vor mikrobiellen Antigenen zu schitzen. Molekile, die

kleiner als 500 Da sind, sind normalerweise nicht immunogen. 47749

Fettleibigkeit, chronisch-entzindliche Darmerkrankungen und die Entwicklung von
kolorektalem Krebs scheinen mit einer verstarkten Permeabilitat der Darmbarriere einher zu

gehen 5056,

In Saugetieren beinhaltet der Junction Proteinkomplex von Epithelzellen Gap Junctions,
Desmosome, Adherens Junctions, Tight Junctions oder Zonula Occludens (ZO). Die Adherens
Junctions, Tight Junctions und ZO werden als epithelialer junctional Komplex bezeichnet. Wie

in Abbildung 2.3 dargestellt, verschnirt dieser die benachbarten Epithelzellen miteinander
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(,kissing point') und verhindert dadurch die freie Bewegung von Membrankomponenten und
gewahrleistet so neben der gebildeten Diffusionsbarriere die Aufrechterhaltung der

Zellpolaritat von Epithelzellen. 495556

Die Hauptklassen der Tight Junction Proteine stellen die Klasse der Claudine und Occludin
dar. Adherens Junctions und Desmosome sind intrazellular an Actin- und Intermediarfilamente
gebunden und festigen die Zellen mechanisch. Die Hauptklasse der Adherens Junctions

stellen die Cadherine dar. 49

Apikal

Epithelzellen

Tight
Junctions

Adherens
Junctions

Basal

Abbildung 2.3 Darstellung der Tight und Adherens Junctions in polaren Enterozyten 49

2.2.2 Becherzellen

Becherzellen gehdren der sekretorischen Linie der Epithelzellen an und werden beim
Menschen schon froh in der Embryonalentwicklung gebildet
(9.-10. Schwangerschaftswoche). Der prozentuale Anteil an Becherzellen pro Villusstruktur
steigt vom Duodenum zum distalen Kolon von 4% auf 16% an; vergleichbar mit der
Bakteriendichte und -diversitat im Darm (Kapitel 2.3). In keimfreien Mdusen wurden weniger
und dUnnere Becherzellen gefunden als in konventionell-aufgewachsenen Mausen, was auf
eine Mikrobiota-induzierte Regulation der Becherzellen schlieBen ldsst. 576 Becherzellen
tragen zum Schutz der Epithelzellschicht im Darm bei. Sie sezernieren sekretorische Mucine
(z.B. MUC2), bioaktive, membrangebundene Mucine (z.B. MUCz, MUC3, MUCzy), Trefoil
Faktor-Peptid 3 (TFF3), Resistin-dahnliche Molekile B (RELMB) und Fc-y-binding-Proteine
(Fcgbp) 57.
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Durch die Verlinkung von TFF, Fcgbp und einem Trimer aus MUC2 wird die Viskositat der
Mucusschicht im Dinndarm reguliert. Die kommensale Darmmikrobiota (Kapitel 2.3) kann
nur in die weniger viskosen Mucusschichten vordringen und so wird die Epithelschicht vor

Bakterien geschitzt. 57

Trefoil Faktor 3 wird von intestinalen Becherzellen exprimiert. Podolsky et. al 2009 zeigten
den protektiven Effekt von TFF3 auf das intestinale Epithelgewebe im DSS-induzierten
EntzGndungsmodell %2, Vermutlich ist der protektive Effekt von TFF3 auf deren Fahigkeit zur
Regulation der Tight junction Proteine Occludin und Zona-Occludens1 und die damit
verbundene  Steuerung der Permeabilitdit des Darmepithels  zurickzufihren

(Kapitel 2.6) 6263,

2.3 Mikrobiota-Besiedlung des Intestinaltraktes

Als intestinale Mikrobiota bezeichnet man die Summe aller Bakterien und Mikroorganismen,
dieim Darm angesiedelt sind. Der menschliche Darm beherbergt mehr Mikroorganismen und
Bakterien als der menschliche Korper Zellen aufweist und wird auf eine Anzahl von 10
beziffert. Dies entspricht einem Gewicht von 1,5-2 kg Biomasse ®+. Es wurden etwa 1200
verschiedene Bakterienspezies in der menschlichen Darmmikrobiota identifiziert, wobei
jedes Individuum mindestens 600 dieser Bakterienspezies im Darm tragt ®59. Die fUnf
Hauptstamme stellen Clostridien, Firmicuten, Actinobakterien, Proteobakterien und
Verrucomicrobia dar. Das bakterielle Genom des Mikrobioms kodiert rund die 5oo-fache
Anzahl an Genen im Vergleich zum menschlichen Genom; das intestinale Mikrobiom stellt
somit ein hochkomplexes System, einen Superorganismus, mit einer Vielfalt verschiedener

Funktionen fir den Wirtsorganismus dar. %7°

Die Zusammensetzung der Mikrobiota variiert stark entlang des Dinndarms 7%72. Wahrend
die Diversitat und Quantitat der Bakterien im Duodenum und Jejunum gering ist, steigen
diese entlang des Dinndarms an und erreichen im Dickdarm die maximale Diversitat und
Quantitat. Der Dickdarm von Saugetieren stellt das am dichtesten besiedelte mikrobielle

Okosystem dar 72,
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Abbildung 2.4 Zusammensetzung und Verteilung der intestinalen Mikrobiota 7>

Die individuelle Zusammensetzung der Mikrobiota lasst sich auf Umwelteinflisse und
genetische Faktoren zurickfUhren. Die Zusammensetzung und Funktionalitat der
intestinalen Mikrobiota wird wesentlich durch Faktoren wie Geburtsvorgang, Erndhrung,
Gesundheitszustand, Lebensumfeld und Medikamentation (vor allem Antibiotika) gepragt.
Diese Faktoren Uben einen entscheidenden Einfluss auf die Bakteriendiversitdt des

Gastrointestinaltraktes aus. %7972

Die Funktionen der Mikrobiota wurden vor allem in Experimenten mit keimfreien Tieren
verdeutlicht 3°. Hierbei stellte sich heraus, dass die intestinale Mikrobiota nicht nur eine
wichtige Rolle bei der Pravention gastrointestinaler Infektionen spielt, sondern zudem die
Entwicklung der Darmmorphologie, Darmbarriere und des Immunsystems entscheidend
beeinflusst. Auch die Nahrstoffversorgung und die Regulation metabolischer Funktionen

werden durch die intestinale Mikrobiota moduliert. 7278

In einem gesunden Organismus also fUhren unzahlige Interaktionen zwischen der
intestinalen Mikrobiota und dem Wirt nachweislich zu einer fir beide Seiten vorteilhaften
Koexistenz (Mutualismus). Die dauerhaft prasente intestinale Mikrobiota wird
immunologisch toleriert, wahrend Pathogene bei einer Infektion effektiv eliminiert werden

kdnnen. *72 Die Aufrechterhaltung dieses Zustands erfordert ein Gleichgewicht zwischen den
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einzelnen Bakteriengemeinschaften und dem intestinalen Epithel (Homeostase). Ist die
Homeostase nachhaltig gestort, kommt es zu einer Dysbiose, einer verdanderten
Konstellation der intestinalen Mikrobiota im Darm. Eine Dysbiose steht nach den aktuellen
Erkenntnissen mit Dysbiose-assoziierten Krankheiten wie Diabetes, Reizdarmsyndrom,
Darmkrebs und Adipositas, aber auch Alzheimer, Autismus und Atherosklerose in

Zusammenhang. 4707980

Die Resilienz einer gesunden Mikrobiota beschitzt den Wirt vor Dysbiose-assoziierten
Krankheiten. Das komplexe Okosystem der intestinalen Mikrobiota besitzt die Fahigkeit zur
Regeneration nach externen Stérungen dieses Okosystems durch beispielsweise Infektionen
durch Pathogene oder Antibiotika-Einnahme. Diese Fahigkeit wird als Resilienz-Phanomen

bezeichnet. &
2.3.1  Mikrobiota und Antibiotika

Antibiotika werden zur prophylaktischen und kurativen Behandlung potentiell
lebensbedrohlicher Bakterieninfektion eingesetzt. In den westlichen Gesellschaften scheint
die weitverbreitete Anwendung von Antibiotika ein hauptsachlicher Faktor fir die veranderte
Zusammensetzung der Mikrobiota. Viele Studien belegen, dass die Einnahme von
Antibiotika eine verminderte Diversitat, Quantitat und Verteilung der mikrobiellen
Gemeinschaften im Darm zur Folge haben. Obwohl sich der Grof3teil der Mikroflora nach
Antibiotika-Einnahme erholte, konnten sich einige Bakterienarten nicht regenerieren.
Zudem konnten vermehrt Bakterienstamme durch Sequenzierung nachgewiesen werden,
die vor Einnahme der Antibiotika in geringen oder nicht detektierbaren Maf3e vorkamen. Ein
kurzer Eingriff in die Homeostase des Darms, bedingt eine Langzeitveranderung der
Mikrobiota des Wirts. Diese Langzeitveranderungen der Mikrobiota missen nicht
zwangsweise eine Dysbiose zur Folge haben, konnen diese jedoch beginstigen. Liegt ein
dysbiotischer Zustand vor, kann durch das erneute Eingreifen in das mikrobielle Okosystem

die Manifestation einer Dysbiose-assoziierten Krankheit auftreten. 883

Wahrend einer Antibiotikaeinnahme treten Mikrobiota-regulierte Veranderungen der
immunologischen Abwehrfunktionen des Epithels auf. So verringern Antibiotika die

Mucusschicht und die Expression antimikrobieller Peptide. Dies konnte einen engeren

10
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Kontakt der kommensalen Bakterien mit dem Epithel bewirken und so die Stimulation des

Immunsystems durch bakterielle Liganden (Kapitel 2.4) heraufsetzen. 82

Da keimfreie Mause (Kapitel 2.3.2) fir einen Grof3teil der Wissenschaftler jedoch nicht
zuganglich sind, werden haufig Antibiotika-behandelte konventionell-aufgewachsene
Mause als Modellsystem verwendet, um die Interaktionen zwischen intestinaler Mikrobiota
und Wirt zu studieren. Auch wenn durch die Antibiotikagabe stets nur eine Dezimierung und
eine verringerte Diversitat der Mikrobiota und nicht der keimfreie Zustand erreicht werden
kann, weisen Antibiotika-behandelte konventionell-aufgewachsene Tiere einen Phenotypen
auf, der mit keimfreien M&dusen in vielerlei Hinsicht vergleichbar ist 8. Auf jeden Fall missen
in diesem Modellsystem immer potentielle Schwierigkeiten bei der Reproduzierbarkeit eines
Experiments und die Antibiotika-abhangigen Veranderungen einiger Genexpressionsmuster

miteinbezogen werden .
2.3.2 Gnotobiotische Tierhaltung

Eine Tierhaltung wird als gnotobiotisch bezeichnet, wenn die mikrobiologische und
insbesondere die bakterielle Besiedlung der Versuchstiere genau bekannt ist. Somit werden

keimfreie und assoziierte Gnotobioten unterschieden 86.

Als keimfreies Tier wird ein Tier bezeichnet, welches frei von Bakterien, Viren und Pilzen - also
absolut steril - aufgezogen und gehalten wird. Diese Sterilitdt des Organismus macht das
keimfreie Model zu einem guten Instrument, um die Zusammenhange zwischen Wirt und
Mikrobiota zu erforschen. Bereits Louis Pasteur (1822-189s5) regte die Aufzucht von
keimfreien Organismen an. 1895 generierten Nuttall und Thierfelder in Berlin die ersten
keimfreien Meerschweinchen. Die erste keimfreie Mauszucht wurde von Pleasants 1959 an
der Privatuniversitdt Notre Dame in Indiana (USA) etabliert. Heute werden keimfreie Tiere
durch aseptische Hysterektomie 8 oder mittels Embryotransfer & generiert. Seit den ersten
Untersuchungen dieser Tiere lehrt uns die Gnotobiologie, dass es wesentliche Unterschiede
zwischen keimfreien (GF, germ-free) und konventionell-aufgewachsenen (CONV-R,

conventionally-raised) Tieren gibt.

Die ersten Untersuchungen zu den Mikrobiota-abhangigen Unterschieden zwischen GF und

CONV-R Mausen wurden 1963 vorgenommen 28, Reinhardt C. et al. konnten 2012 den

11
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Einfluss der Mikrobiota auf die Vaskularisierung des Dinndarms zeigen 3. Die wichtigsten

Unterschiede sind im Folgenden tabellarisch dargestellt 228293389,

. Physiologische/ .
Morphologische Biochemische Immunologische

Charakteristika Charakteristika Charakteristika

GrofZe Blinddarm ‘t Darmbeweglichkeit l Grofse Lymphknoten l
Gewicht Darmwand l Proliferation l GrofSe Peyer's Patches ‘
Darmoberfléche l pH-Wert Darminhalt l AnzahlT-Zellen l
. Entzindungsparameter
Vaskularisierung l Sauverstoffmenge ' (2.B. Zytokine) l

Villuslange ' Herzauswurfvolumen ‘ Mucusschicht l

Dicke Lamina bropria l Blutfluss in Darm und
prop Leber

Grolde Leber l Vitamin B und K l

. Kurzkettige Fettsduren l
Grofde Herz l (SCFA)

GrolRe Nebennieren l 7KEINEL.J.mw.andIungvon
Gallensdure im Darm

Tabelle 2.1 Charakteristika von keimfreien Mausen im Vergleich zu konventionell-aufgewachsenen Mausen s°

Assoziierte Gnotobioten hingegen sind Tiere, die mit einem genau bekannten
Bakterienspektrum besiedelt werden. Die Flora (minimal defined microbial consortium), die fir
die Assoziierung eingesetzt wird, umfasst haufig nur wenige Bakterienspezies. Je nach
Anzahl dieser werden assoziierte Gnotobioten als mono-, di- oder triassoziierte Tiere

bezeichnet. 8

2.4 Toll-like Rezeptoren

Tiere sind konstant einer Vielzahl von Mikroorganismen aus ihrer Umgebung ausgesetzt.
Allein der Gastrointestinaltrakt beherbergt Milliarden von kommensalen Bakterien, die mit
dem Wirtsorganismus interagieren *72. Hierbei ist es fir den Wirt wichtig zwischen Freund
und Feind, also zwischen Pathogenen und Kommensalen (Apathogenen), zu unterscheiden.

Diese Aufgabe erfillt im Sdugetier das angeborene Immunsystem.

12
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Rezeptor Ligand Herkunft des Liganden

TLR1 Triacyllipopeptide Bakterien und Mycobakterien

TLR2 Lipoproteine Verschiedene Pathogene
Peptidoglykan Gram-positive bakterien
Lipoteichonsaure Gram-positive Bakterien
Lipoarabinomannan Mykobakterien
Glykoinositolphospholipide Tryanosoma cruzi
Glykolipide Treponema maltophilum
Zymosan Pilze

TLR3 Doppelstréngige RNA Viren

TLR4 Lipopolysaccharide Gram-negative Bakterien
Taxol Pflanzen
Fibrinogen Wirt
Hitzeshock-Proteine 6ound 70 | Wirt

TLRsg Flagellin Bakterien

TLR6 Diacyllipopeptide Mykoplasmen
Lipoteichons&ure Bakterien
Zymosan Pilze

TLRy Einstrangige RNA Viren

TLR8 Einstrangige RNA Viren

TLRg CpG-enthaltene DNA Bakterien und Viren

TLR1o noch zu ermitteln noch zu ermitteln

TLR11 Profilin-dhnliche Proteine Toxoplasma gondii

Uropathogene
TLRa12 Profilin Toxoplasma gondii

Tabelle 2.2 Toll-like Rezeptoren, deren bakterielle Liganden und die Herkunft der Liganden s*

Das angeborene

Mustererkennungsrezeptoren (PRRs,

Immunsystem

erkennt

Pattern Recognition Receptors),

Mikroorganismen

den Toll-like

Rezeptoren (TLRs). Toll-like Rezeptoren erkennen konservierte mikrobielle Komponenten,
die sogenannten ‘Pathogen-Associated Molecular Patterns' (PAMPs, Pathogen-assoziierte
molekulare Muster), die essentiell fir das Uberleben des Mikroorganismus sind. Toll-like
Rezeptoren werden von vielen Zelltypen exprimiert, beispielsweise von Immunzellen, wie
Makrophagen, dendritischen Zellen, neutrophilen Granulozyten, B- und T-Zellen, aber auch
von Fibroblasten, Myofibroblasten, Endothelzellen und Epithelzellen. Gegenwartig sind in
Mus musculus 12 verschiedene Toll-like Rezeptoren bekannt. Jeder der PRR erkennt

verschiedene PAMPs und aktiviert entsprechend andersgeartete Signaltransduktionswege,

13
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die spezifische antipathogene Immunantworten auslésen. Fir eine Ubersicht der Toll-like

Rezeptoren und deren Liganden soll die Tabelle 2.2 dienen.

Die Rezeptoren liegen in den genannten Zelltypen intra- (TLRs 3, 7, 8, 9) oder extrazellular
(TLRs 1, 2, 4, 5, 6) vor. Die Expression von TLRs ist nicht statisch, sondern ein schneller,

dynamischer Prozess als Antwort auf Pathogene, Zytokine oder oxidativen Stress. 995

Da in dieser Arbeit ein Hauptaugenmerk auf die Interaktion zwischen intestinaler Mikrobiota
und dem Toll-like Rezeptor 2 (TLR2) liegt, werden im Folgenden die Signalkaskaden der
extrazellular-exprimierten Toll-like-Rezeptoren beleuchtet (TLR1, TLR2, TLR4 und TLRS6).
TLR1 und 6 sind Korezeptoren des TLR2. Im Gegensatz zu TLR2 nutzt TLR4 neben dem
MyD88-abhangigen auch den MyD88-unabhangigen Signalweg.

2.4.1 Der MyD88-abhidngige Signalweg (TLR1, TLR2, TLR4, TLR6)

Wie in Abbildung 2.5 dargestellt, tritt das Adapterprotein MyD88 nach der Interaktion von
TLRs und PAMPs mittels seiner TIR-Domane mit der TIR-Doméane des TLRs in
Wechselwirkung. Uber seine N-terminale ,Todesdoméne' (diese wurde zuerst bei Proteinen
gefunden, die in Apoptoseprozesse involviert sind) bindet und aktiviert MyD88 die IL-
1 Rezeptor assoziierte Kinase 4 (IRAK 4), was eine Phosphorylierung von IRAK 1 zur Folge
hat. Anschliel3end bilden IRAK 1 und IRAK 4 einen Komplex mit TRAF 6 (Tumor Nekrose
Faktor Rezeptor assoziierter Faktor 6). Uber nachfolgende komplexbildende Prozesse wird
letztlich der in den Zellen ruhende Transkriptionsfaktor NF-kB (Nuclear Faktor ,kappa-light
chain enhancer' of activated B-Cells) aktiviert und kann im aktivierten Zustand in den Zellkern
translokieren und die Transkription von Genen inflammatorischer Zytokine (Tumor-Nekrose-
Factor-a. (TNF-a), Interleukin-6 (IL-6)) induzieren. TNF-a und IL-6 sind fir die Regulation von
Immunantwort, Entzindungsreaktion, Zellproliferation und Apoptose von grof3er

Bedeutung. 999
2.4.2 Der MyD88-unabhangige Signalweg (TLR4)

Tlrg bindet spezifisch mit dem Korezeptor MD2 an Lipopolysaccharid (LPS). Fir das
Downstream-Signal werden zwei Signalwege aktiviert. Zum einen erfolgt die NF-kB-
Aktivierung und die damit verbundene Aktivierung inflammatorischer Zytokine Gber den

beschriebenen MyD88-abhangigen Signalweg. Anderseits wird Uber den MyD88-

14
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unabhangigen Signalweg, mittels der vorhandenen TRIF-Domane (TIR-domain-containing
adapter inducing interferon-f3 (TRIF)) des TLR4-Rezeptors die spate NF-kB-Aktivierung
eingeleitet. Dies erfolgt Uber die endosomale TRIF- und TRAM-Rekrutierung und
Signalweiterleitung, die Uber IRF3 in der Type | Interferon-Induktion (IFN) mundet. IFN ist ein

wichtiger Regulator des Immunsystems (Abbildung 2.5). 9+2°°

Peptidoglykan
Lipoteichonsdure
Lipoproteine Lipopolysaccharid
Lipoarabinoman
Zymosan

Flagellin

Profilin-ahnliche
Proteine

Abbildung 2.5 Signalwege der Toll-like Rezeptoren 2°2

2.4.3 Endotoxin-Toleranz

Durch die Mustererkennung bakterieller Liganden initiieren die Toll-like Rezeptoren die
angeborene Immunitat. Nur Minuten nach dem Eindringen, werden Pathogene durch
Makrophagen, Granulozyten oder natirlichen Killerzellen, die Bestandteile des angeborenen
Immunsystems sind, erkannt und angegriffen. Diese Entzindungsreaktion muss engmaschig

kontrolliert werden, damit unkontrollierte Entzindungsreaktionen nicht zu klinischen

15



2 Theoretische Grundlagen

Komplikationen wie Sepsis oder Autoimmunkrankheiten fUhren. Einen wichtigen
Mechanismus zum Schutz vor unkontrollierten Entzindungsreaktionen stellt die
Endotoxin-Toleranz dar. Eine gewisse Toleranz gegeniUber mikrobiellen Bestandteilen ist fur
die Aufrechterhaltung der Homeostase im Darm unbedingt notwendig, da das Epithel in
standigen Kontakt mit den TLR-Liganden der Mikrobiota steht.

In den 70er Jahren wurde erstmals beobachtet, dass Mause, die zunachst einer geringen Dosis
Endotoxin und anschlie3end einer Lethalen ausgesetzt waren, eine deutlich geringere
Mortalitat aufwiesen. Die Vorbehandlung mit nicht letalen LPS-Dosierungen scheinen den
Organismus vor einer potentiell todlichen Hyperinflammation, die durch einen
nachgeschalteten LPS-Stimulus ausgeldst werden kdnnte, zu schitzen. Dieses Phanomen
wird als Endotoxin-Toleranz bezeichnet. *°%*%3 Lotz et. al. zeigten 2006 das erste Mal die

postnatale Entwicklung einer LPS-Toleranz als Epithelzell-spezifischen Prozess *°4.
2.4.4 Toll-like Rezeptoren als Krebstarget

In den letzten Jahren wurden in Toll-like Rezeptoren Polymorphismen identifiziert, die die
zellulare Immunantwort und Zytokinproduktion in vitro verandern. Zusatzlich geben
genetische Studien Hinweise darauf, dass bestimmte TLR-Polymorphismen mit der
Sukzeptibilitat fir diverse Immunerkrankungen assoziiert sind. Werden chronisch
inflammatorische Antworten durch TLR-Agonisten ausgelost, konnte dies die weitere
Entwicklung eines entstandenen Tumors beginstigen. So sind mogliche Strategien einer
Manipulation der TLR-Expression durchaus vorstellbar. *°%205209 Ays Tierversuchen ist
inzwischen klar, dass Toll-like Rezeptoren eine entscheidende Rolle in der Tumorgenese, der
Proliferation und der Metastasenbildung spielen. Gleichzeitig bendtigt es weitere
Untersuchungen, um zu verstehen, Gber welche Schalter der TLR-Polymorphismus mit dem
verbundenen Risiko einer Krebsentstehung oder der Protektion vor malignen Tumoren

assoziiert ist. 1*°

2.5 Signaltransduktionsmechanismen der Epithelzellhomeostase im Dunndarm

Das Dinndarmepithel besteht aus einer einzigen Schicht Epithelzellen, die zum einen Wasser

und Nahrstoffe aufnimmt, zum anderen die Hauptschutzbarriere darstellt, um das
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Eindringen der grof3en Vielfalt an Mikroorganismen, die im Dinndarmlumen angesiedelt
sind, zu verhindern. Unter gleichbleibenden Bedingungen im Dinndarm ist die
Erneuverungsrate ausdifferenzierter Epithelzellen bemerkenswert stabil. Die Balance
zwischen ausdifferenzierten Zellen und proliferierenden Zellen ist ein dynamisches
Gleichgewicht (Homeostase) und wird Uber die Proliferation und Differenzierung von adulten
Stammzellen eingestellt. Wahrend einer Entzindung oder einer Verletzung des Epithels,
expandiert das Stammzellkompartiment, um den Zellverlust auszugleichen. Dies hat eine
Erhéhung der Proliferationsrate zur Folge **%**2, Der Ersatz von abgestorbenen Zellen scheint
jedoch nicht die Hauptursache erhohter Proliferation zu sein. Die Erneuerung des
Dinndarmepithels beugt durch die erhohte Proliferation von Zellen einer Besiedlung mit
Parasiten und dem Eindringen von Mikroorganismen vor. Um die Homeostase im Dinndarm
aufrecht zu erhalten und somit die Proliferation zu regulieren, existieren eine Reihe von
Signaltransduktionsmechanismen, die die Erneuerung der epithelialen Linie aus den

Stammezellen in den Krypten steuern.
2.5.1 Hedgehog-Signaltransduktionsweg

In Sdugetieren findet man drei Hedgehog-Gene (Hh): Indian hedgehog (lhh),
Sonic hedgehog (Shh) und Desert hedgehog (Dhh). Diese werden als 45 kDa-grof3e
Vorldufer-Proteine von Zellen synthetisiert, anschlie3end proteolytisch gespalten und
posttranslational Lipid-modifiziert, um die aktiven 19 kDa-grofRen Signalmolekile zu
generieren. Wie in Abbildung2.6a dargestellt, inhibiert der 12-spannige
Transmembranrezeptor Patched (Ptch), den 7-spannigen Transmembranrezeptor
Smoothened (Smo) im Ruhezustand. Dieser wiederum verhindert die Ubiquitinierung des
Proteins Suppressor of Fused (SuFu), das die Glioblastoma Transkriptionsfaktoren (Gli) Gliz,
Gli2 und Gli3 bindet und diese so vom Translokieren in den Zellnukleus abhalt. Werden die
aktiven Hedgehog-Signalmolekdile sekretiert (Abbildung 2.6 b), binden sie an den Rezeptor
Ptch, der durch die Bindung eine Konformationsanderung erféhrt und demgemaf3 seine
inhibitorische Wirkung auf den Rezeptor Smo verliert. Smo erfahrt dadurch ebenfalls eine
Konformationsanderung und verliert seine inhibitorische Wirkung auf SuFu, das nun
ubiquitiniert und abgebaut wird. Die Glioblastoma Transkriptionsfaktoren kénnen nun

ungehindert in den Zellkern translokieren und die Hedgehog-Zielgene transkribieren. 3.4

17



2 Theoretische Grundlagen
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Abbildung 2.6 Hedgehog-Signalweg. a Inaktiver Zustand des Hedgehog-Signaltransduktionsweges und b aktiver
Zustand des Hedgehog-Signaltransduktionsweges

lhh gilt im adulten Organismus als Hauptkomponente des Hedgehog-Signalweges. Es wird
im Epithel des Dinndarms und im Dickdarm produziert. Shh hingegen ist schwer
detektierbar und das Vorkommen ist auf die Krypten in Dinn- und Dickdarm begrenzt. Daher
wird vermutet, dass Shh nur einen geringen Einfluss auf die Homeostase adulter Gewebe
hat. 522¢ Dje drei Glioblastoma Transkriptionsfaktoren kénnen bei der Signaltransduktion
als Aktivator oder Repressor wirken. Gliz und Gli2 wirken aktivierend **7**9, wahrend Gli3
repressiv wirkt *2°. Ein Expressionsausfall von |hh fihrt zu einem Verlust der Homeostase im

Darm und einer erhéhten Villusneubildung *22.
2.5.2 Bone Morphogenetic Protein-Signalweg

Bone Morphogenetic Proteine (BMPs) sind parakrine Signalmolekile und gehdren zur
Transforming Growth Factor-f (TFG-B)—Superfamilie. Bisher sind 20 verschiedene BMPs
bekannt. Sie werden in ihrer aktiven Form sekretiert und binden als Dimere an ihren
Rezeptor-Komplex. Der Rezeptor ist ein transmembraner Serin/Threonin-Kinase-Rezeptor,

der durch die Bindung im Zellinneren ein rezeptorassoziiertes SMAD (SMAD 1, SMAD 5 oder
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SMAD 8) phosphoryliert *22. Dieses phoshorylierte SMAD bildet mit SMAD 4 einen Komplex,
der in den Zellkern translokiert und die Zielgene des BMP-Signalweges aktiviert
(beispielsweise Inhibitor of Differentiation; 1D3).**3 Der Signalweg wird in Abbildung 2.7

schematisch dargestellt.
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Abbildung 2.7 Bone Morphogenetic Protein-Signalweg

)
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Die BMPs und ihre Rezeptoren werden in Epithelzellen (BMP2) sowie Mesenchymzellen
(BMP4, BMP7) exprimiert, wahrend BMP-Antagonisten (z.B. Noggin, Gremlin) vorrangig im
Mesenchym zu finden sind. *2%*24 Die BMPs spielen bei der embryonalen Darmentwicklung
eine herausragende Rolle **5, ein Knockout im adulten Organismus hat einen Verlust der

Homeostase im Darm und eine Villusfehlbildung zur Folge 2°.
2.5.3 Kanonischer Wnt-Signalweg

Dieser Signalweg ist nach seinem Liganden Wnt benannt, ein Signalprotein, das als lokaler
Mediator eine wichtige Funktion bei der Entwicklung verschiedener tierischer Zellen
einnimmt. Wnt setzt sich zusammen aus Wingless (Wg) und Int-1. Die Bezeichnung Wingless-
type stammt aus Beobachtungen mit der Taufliege Drosophila melanogaster, in der
Mutationen des wingless-Gens zu einer fligellosen Variante der Fliegen fihren. Das Int-Gen
fordert bei Mausen die Entwicklung von Brustkrebs, wenn seine Expression durch die
Integration des Maus-Mammatumorvirus (MMTV), einem Retrovirus, in der Nahe des int1-

Gens aktiviert wird.

\ 7 /,
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p-Catenin
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Abbildung 2.8 Wnt-Signalweg. a Inaktiver und b aktiver Wnt-Signalweg
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Whnts sind hochkonservierte sekretorische Proteine mit einer Grof3e von 40 kDa, die Gber den
Transmembranrezeptor Frizzeled und dessen Korezeptor, einem Lipoprotein receptor-related
protein (Lrp), binden und so die Signalkaskade in das Zellinnere Gbertragen. Bindet Wnt an
den Rezeptorkomplex, hat dies zur Folge, dass f—Catenin vor der Ubiquitinierung und dem
anschliel’enden proteasomalen Abbau geschitzt ist, somit in den Zellkern translokieren
kann und die Zielgene transkribiert (Abbildung 2.8). Diese wiederum aktivieren die

Proliferation und Differenzierung der Stammzellen im adulten Darm. *27

Der Hedgehog- und der Bone Morphogenetic Protein-Signalweg werden als negative
Feedbackmechanismen der Expansion der epithelialen Linie im Darm beschrieben. Sie
wirken vom Epithel Uber das Mesenchym inhibierend auf den Wnt/B-Catenin-Signalweg

(Abbildung 2.9) in der Kryptbasis. **2
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Enterozyt
[ | Endokrine Zelle ' /
== & Bmp
Becherzelle ‘“\-J/,‘
[ Progenitorzelle y /
[ Paneth-Zelle &
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'\"

Lieberkiihn-Krypte

Abbildung 2.9 Zusammenhang des Hh-, BMP- und Wnt-Signaltransduktionsweges entlang einer Villusstruktur 2
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2.5.4 Morphogenetische Signalwege und Krebs

Neuste Arbeiten weisen darauf hin, dass die beschriebenen Entwicklungssignalwege eine

entscheidende Rolle in der Pathogenese von kolorektalen Tumoren spielen. 128-13°

Nach dem Tumorprogessions-Modell (multistep carcinogenesis model) *3* kommt es durch
eine Vielzahl von Veranderungen zur Aktivierung von Oncogenen und Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen in Epithelzellen des Darms. Schrittweise entstehen so aus gesunden
Zellen des Darmepithels durch Akkumulation von Mutationen und konstanten
epigenetischen Verdanderungen maligne transformierte Tumorzellen. Hierbei scheinen vor
allem eine veranderte intestinale Mikrobiota und entzindliche Darmerkrankungen einen
konstanten schddlichen Einfluss auf das Epithel auszuiben und so bei der Krebsentstehung
mitzuwirken 80332337 Eine Vielzahl an Hinweisen unterstitzt inzwischen die Theorie von
Krebsstammzellen, die 1997 zuerst aufgestellt wurde 138339, Krebsstammzellen besitzen
typischen  Stammzelleigenschaften ~ wie  Selbsterneuerung,  Proliferation  und
Differenzierungspotential aus Progenitorzellen und scheinen fir das Tumorwachstum
maldgebend zu sein *4°%4* Zydem wird vermutet, dass Krebsstammzellen gegen einige
Krebstherapien resistent sind. Sie werden deshalb fir Rickfalle und Metastasenbildung
verantwortlich gemacht. In kolorektalen Tumoren sind viele Vertreter des Hedgehog-,
Bone Morphogenetic Protein- und Wnt-Signalweges im Vergleich zum homeostatischen
gesunden Zustand des Darmgewebes dysreguliert *42244, Dies fUhrt zu der Annahme, dass die
vorgestellten Signalwege ein Steuerelement fir Proliferation, Differenzierung und
Metastasierung von Krebsstammzellen sein konnten 45247 und so in Zukunft ein

therapeutisches Ziel bei kolorektalen Tumoren darstellen kénnten 48
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3 Kenntnisstand

Beim Geburtsvorgang geraten Sdugetiere das erste Mal mit einer Vielzahl von
Mikroorganismen in Kontakt und die Korperoberflaichen werden von Keimen aus der
Umgebung kolonisiert. Dieser natirliche Vorgang beeinflusst die Entwicklung des
Immunsystems 2 sowie die Darmentwicklung *49 der Saugetiere. Die
Signaltransduktionswege, die fur die Differenzierung, Entwicklung und Erneuerung des
Darms essentiell sind, sind bereits sehr gut aufgeklart *5°*5*. Der Hedgehog-Signalweg, ein
antagonistischer Signalweg des Wnt-Signalweges, reguliert das Wachstum des
Darmmesenchyms wahrend der Entwicklung des Saugetieres. Auch im adulten Mesenchym
spielt der Hedgehog-Signalweg eine wichtige Rolle. Zum einen fungiert der
Signaltransmitter Indian Hedgehog (lhh) als negatives Feedback-Signal bei der Proliferation
von Kryptzellen, zum anderen fihrt das Fehlen von Ihh innerhalb von 4 Wochen zu einem
kompletten Verlust des Villusfundaments im Darm von Mausen **2. Weitere Untersuchungen
zeigten, dass auch der Bone Morphogenetic Protein-Signaltransduktionsweg die
Differenzierung, Entwicklung und Erneuerung des Darms steuert 2. Ferner konnte eine
Verbindung zwischen den beiden genannten Signalwegen nachgewiesen werden: Die
Expression der Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) verlauft Hedgehog-Signal-
abhangig **%15253, Der Einfluss der Mikrobiota auf die beschriebenen morphogenetischen
Signalwege hingegen ist weitgehend unerforscht. Vorhergehende Arbeiten zeigen, dass die
Mikrobiota einen enormen Einfluss auf die distale DUnndarmmorphologie und die
Proliferation von Darmzellen hat 2832, Keimfreie Mause (germ-free, GF), die in Isolatoren,
geschitzt von Bakterien, Viren und Pilzen, aufwachsen, zeigen im Vergleich zu
konventionell-aufgewachsenen Tieren (conventionally-raised, CONV-R) eine geringere
Schichtdicke der Darmmukosa, verlangerte Villusstrukturen, eine geringere Vaskularisierung
und Proliferation der Progenitorzellen 2831, Zudem ist in der Literatur beschrieben, dass
Rezeptoren des angeborenen Immunsystems, sogenannte Toll-like Rezeptoren, und die
dazugehdrigen Adaptermolekile auf die Proliferation im Darm wirken32. Dies [dsst
vermuten, dass die Interaktion des angeborenen Immunsystems und der Mikrobiota einen
Einfluss auf die morphologische Entwicklung des Darms haben kdnnte. Erste Hinweise auf
den Mikrobiota-requlierten Einfluss der Dicke der Villusstrukturen und deren

Vaskularisierung im Darm konnten 2012 von Reinhardt et al. aufgezeigt werden 3.
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Die Mikrobiota, TLR2 sowie die morphogenetischen Signalwege sind im Zusammenhang mit
kolorektalen Tumoren, deren Proliferation, Differenzierung und Metastasierung beschrieben
(Kapitel 2) und liegen in diesen im Vergleich zum gesunden Zustand unterschiedlich
exprimiert vor 12813543154-361 Ehenso ist in der Literatur beschrieben, dass eine erhohte
Darmpermeabilitat mit entzindlichen Darmerkrankungen und kolorektalen Tumoren
assoziiert 5545356, Ein Zusammenhang zwischen Mikrobiota, veranderter Permeabilitat und
der Krebsentstehung konnte bereits gezeigt werden %2, |st die Darmbarriere unter
gewahlten Versuchsbedingungen permeabler gestaltet, ist zudem eine Veranderung der

BMPs zu beobachten 263,
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4 Zielsetzung

Um zu verstehen, wie die kommensale Mikrobiota die Erneuverung des Dinndarmepithels
reguliert, muss deren Einfluss auf die morphogenetischen Signalwege und deren
Interaktionen mit Mustererkennungsrezeptoren aufgeklart werden. Die vorliegende Arbeit
befasst sich mit der Untersuchung des Einflusses der Mikrobiota auf den Hedgehog-,
Bone Morphogenetic Protein- und Wnt- Signalweg und der Auswirkung auf Proliferation,
Morphologie und Permeabilitat adulter C57BL/6J-Mause im Dinndarm im homeostatischen

Gleichgewicht.

Zielsetzung dieser Arbeit ist daher zunachst die genaue Analyse des Einflusses der
Mikrobiota auf die DUnndarmmorphogenese und Proliferation im adulten Tier. Hierzu
werden keimfreie (GF), mit einer Zakum-Mikrobiota kolonisierte ehemals keimfreie (3, 6,
g und 14 Tage) (CONV-D), Antibiotika-behandelte konventionell-aufgewachsene (CONV-R +
Abx) und konventionell-aufgewachsene (CONV-R) Cs57BL/6) Maduse untersucht.
Weiterfihrend  sollen die  morphogenetischen  Signaltransduktionswege  unter
homeostatischen Bedingungen im distalen Dinndarm auf ihre Mikrobiota-abhangige
Regulation und die dadurch bedingten Auswirkungen auf die Dinndarmmorphologie und

Proliferation aufgeklart werden.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit ist die Untersuchung der mdglichen Beteiligung des Toll-
like Rezeptor2 in der Mikrobiota-abhdangigen Regulation morphogenetischer
Signaltransduktionswege und der Dinndarmmorphogenese. Abschlief’end wird die
Mitwirkung  der  Mikrobiota und der identifizierten = Mikrobiota-regulierten
morphogenetischen Signalwege an der Permeabilitatsregulation des distalen Dinndarms

untersucht.

Zusammenfassend sollen die hier beschriebenen gnotobiotischen Versuchsansatze zu einem
genauen Verstandnis der Mikrobiota-regulierten molekularen Mechanismen beitragen,
welche die im keimfreien Mausmodell beschriebenen Verdanderungen der

DUnndarmhomeostase kennzeichnen.
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5 Mause, Material und Methoden

5.1 Mauslinien

Stamm Typ Herkunft Zucht

Cs7BL/6J Inzuchtstamm, | The Jackson Laboratory Geschwisterverpaarung
spontane
Mutation

B6.129- Kongener The Jackson Laboratory Geschwisterverpaarung

Tlr2<tmaKir>/J | Stamm,
gezielte

Mutation

Tabelle 5.1 Mauslinien

5.2 Gerate
Gerat Modell Hersteller
Blottingkammer Mini Trans-Blot® Cell BioRad Laboratories Inc.,
Minchen, Deutschland
Elektrophoresekammern Mini-PROTEAN®  Tetra | BioRad Laboratories Inc.,
Vertical  Electrophoresis | Hercules, USA
Cell
Feinwaage R18o Sartorius, Gottingen,
Deutschland
Fluoreszenzphotospektrometer | Fluoroskan Ascent™ FL Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
Geldokumentationssystem GelDoc EZ Imager BioRad Laboratories Inc.,
Hercules, USA
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Heizblock Thermomixer Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
Isolatoren diverse Modelle CBC Class Biologically

Clean Ltd., Madison, USA

Kihlschrank 4°C

Comfort

Liebherr, Bulle, Schweiz

KUhlschrank -20°C

Premium No Frost And

Premium

Liebherr, Bulle, Schweiz

KUhlschrank -80°C

Hera Freeze BASIC

Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA
Magnetrihrer Stirrer MR Hei-Standard Heidolph, Schwabach,
Deutschland
Mikroskop Axio Lab.A1 Carl Zeiss, Oberkochen,

Deutschland

Mikrozentrifuge MiniStar silverline VWR International,
Radnor, USA

PCR-Cycler Mastercycler® pro Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

pH-Meter 827 pH lab Metrohm AG, Herisau,
Schweiz

Photometer NanoDrop Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Pipetten Pipet Lite XPS LTS (1000, | RAININ Uber Mettler-

200, 20,10, 2 mL)

Toledo GmbH, Columbus,
USA
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Detection System

Netzteil PowerPac™ Universal | Thermo Fisher Scientific,
Power Supply Waltham, USA
Real-Time PCR-Cycler CFXg96™ Real-Time PCR | BioRad Laboratories Inc.,

Hercules, USA

Schwingkugelmuhle

TissueLyser Il

Quiagen, Hilden,

Deutschland

Sterilbank Herasafe KS15 Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA
Herasafe KS18

Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries Inc.,
New York, USA

Waage VWR-1502 VWR International,
Radnor, USA

Western-Blot Detektionsgerat | ChemoChem Intas Science Imaging

Instruments GmbH,

Gottingen, Deutschland

Zentrifugen

Heraeus Fresco 21

Megafuge 16R

Micro 1814

Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA

VWR International,

Radnor, USA

Tabelle 5.2 Gerate
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Software

Hersteller

Adobe Illustrator

Adobe Systems, San Jose, USA

AxioVision Mikroskop Software

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

GraphPad Prism

Graphpad Software, Inc., La Jolla, USA

Microsoft Office 2010

Microsoft, Redmont, USA

Tabelle 5.3 Software

5.4 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Blotting Papier

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Falcons (25 mL, 30 mL)

Greiner Bio-One, Kremsmdunster,

Osterreich

Kanulen (diverse GrofRen)

BD GmbH Becton Dickinson and Company,
Franklin Lakes, USA

Latexhandschuhe Semper-care

Semperit Technische Produkte Gesellschaft

m.b.h., Wien, Osterreich

Light-Duty Tissue Wipers

VWR International, Radnor, USA

Nitrocellulosemembran (0.45 pm)

GE Healthcare, Little Chalfont, U.K.

PCR-ReaktionsgefdlRe

BioRad Laboratories Inc., Hercules, USA

Sarstedt AG &Co., Nimbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen (o0,1-20 pL, 20-200 L, 200-

1000 plL)

Mettler-Toledo GmbH, Columbus, USA

29



5 Mause, Material und Methoden

Pipettenspitzen mit Filter (o,1-20 pL, 20-

200 pL, 200-1000 plL)

Mettler-Toledo GmbH, Columbus, USA

gPCR-Platten

BioRad Laboratories Inc., Hercules, USA

Sarstedt AG &Co., NUmbrecht, Deutschland

Reaktionsgefald (1,5 mL, 2 mL)

Sarstedt AG &Co., Nimbrecht, Deutschland

Serologische Pipetten (5 mL, 10 mL, 25 mL)

Greiner Bio-One, Kremsmdunster,

Osterreich

Skalpelle

Feather Safety Razor, Ltd., Osaka, Japan

Spritzen (2 mL, 2 mL, 10 mL)

B.Braun, Melsungen, Deutschland

BD GmbH Becton Dickinson and Company,
Franklin Lakes, USA

Metallkugeln (7 mm)

Quiagen, Hilden, Deutschland

Tabelle 5.4 Verbrauchsmaterialien

5.5 Kits

Kits

Hersteller

High Capacity cDNA Reverse Transkriptase
Kit

Life Technologies, Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA

Maxima Hot Start Green PCR Master Mix

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

RNeasy Mini Kit

Quiagen, Hilden, Deutschland

Tabelle 5.5 Kits
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Puffer

Zusammensetzung

Lammli-Puffer (6-fach)

6 mL Tris-Base
3 mL Glycerol
1gSDS
0,9gDTT

1,2 mg Bromphenolblau

Laufpuffer

96 g Tris-Base
232 g Glycin
160 mL 10%iges SDS

mit ddH,O auf ein finales Volumen von 1,6 L

auffillen

Lysepuffer

pH 12, vor Gebrauch autoklaviert
25nM NaOH

0,2 mMEDTA

Neutralisationspuffer

pH 5, vor Gebrauch autoklaviert

40 mM Tris-HCI

TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer)

890 mM Tris

890 mM Borsaure

20 mM EDTA-Dinatriumsalzdihydrat
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TBS-Puffer (Tris-buffered saline), 10-fach,
1L

pH7,6
24 g Tris-Base
88 g NaCl

mit ddH,O auf ein finales Volumen von 1L

auffillen

TBS-T-Puffer (Tris-buffered saline,

Tween 20), 1L

100 mL TBS-Puffer (10-fach)

1 mL Tween 20

mit ddH.,O auf ein finales Volumen von 1L

auffillen

Transferpuffer 10-fach, 1L

30,275 g Tris-Base
144 g Glycerol

mit ddH,O auf ein finales Volumen von 1L

auffillen

Transferpuffer, 1-fach, 1L

100 mL 10-facher Transferpuffer
200 mL Methanol

mit ddH,O auf ein finales Volumen von 1 L

auffillen

Tabelle 5.6 Zusammensetzung der verwendeten Pufferlésungen

5.7 Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Acrylamid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Agarose

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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Ampicillin Natriumsalz

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Aqua ad iniectabilia

B.Braun, Melsungen, Deutschland

Borsaure

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Bovine Serum Albumin

PAA Laboratories GmbH, Colbe,
Deutschland

Bromphenolblau

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Complete Mini

Roche Uber Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA

Clidox S Activator & Base

PRL Pharmacal Research Labs, Inc,

Naugatuck, USA

DMSO, wasserfrei

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

DNase-freies Wasser

B.Braun, Melsungen, Deutschland

DNA-Marker, 100 bp

New England Biolabs, Ipswich, USA

DTT

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

EDTA-Dinatriumsalz-dihydrat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol, 70%

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Fluorescein isothiocyanat-Dextran

(Mn=70.000; 1:250)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

GDC-0449 (Vismodegib)

Selleckchem, Houston, USA

Glycerin, 86%

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

LumiGLO

Cell Signaling Technologies, Cambrige, U.K.
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Magnesiumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Methanol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Methylcellulose

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Neomycinsulfat

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

PBS 10-fach Pulver

AppliChem, Chicago, USA

Pierce Protease und Phosphatase Inhibitor

Mini Tabletten

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

ProteingréfRenmarker, PageRuler

Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Purmorphamin

Tocris Bioscience, Bristol, UK

PonceauS

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Roti-GelStain

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Roti-Histofix pH 7, 4 % Formaldehydldsung

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

SYBR Green Supermix

BioRad Laboratories Inc., Hercules, USA

N,N,N',N'-Tetrametylethylendiamin
(TEMED)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan,  Tris-

Base

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tris-Hydrochlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tween 20

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 5.7 Chemikalien

5.8 Antikorper

Antikorper Hersteller

Gli1 (2534S) Cell signalling, Danvers, USA

ID3 (D16D10) Cell signalling, Danvers, USA

Ihh (ARP45230_T100) Aviva Systems Biology, San Diego, USA
Shh (2287S) Cell signalling, Danvers, USA

Tabelle 5.8 Antikorper

5.9 Primer

Die aufgelisteten Genotypisierungsprimer wurden entsprechend den
Genotypisierungsprotokollen von Jackson ausgewahlt und Gber Thermo Fisher bezogen. Die
aufgelisteten qPCR-Primer wurden in der Havard Primer Bank ausgewahlt und Gber Thermo

Fisher bezogen.

5.9.1 Genotypisierungsprimer

Stamm Sequenz 5'-3'
o0lMR7332_TLR2_Mutant_for CTTCCTGAATTTGTCCAGTACA
o0lMR7333_TLR2_WT_for2 GGGCCAGCTCATTCCTCCCAC
0lMR7334TLR2_Common ACGAGCAAGATCAACAGGAGA

Tabelle 5.9 Genotypisierungsprimer
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5.9.2 qPCR-Primer

Primer Gene Sequenz 5'-3'
Bmpy4_for TTCCTGGTAACCGAATGCTGA
Bone Morphogenetic Protein 4
Bmpy4_rev CCTGAATCTCGGCGACTTTTT
Bmpy_for ACGGACAGGGCTTCTCCTAC
Bone Morphogenetic Protein 7
Bmp7_rev ATGGTGGTATCGAGGGTGGAA
BMPR2_for Bone Morphogenetic Protein AACAGCGATGAATGTCTTCGAG
BMPR1_rev Receptor 1 GTCTGGAGGCTGGATTATGGG
BMPR2_for Bone Morphogenetic Protein TTGGGATAGGTGAGAGTCGAAT
BMPR2_rev Receptor 2 TGTTTCACAAGATTGATGTCCCC
Gli1_for TACCATGAGCCCTTCTTTAGGA
GLI family zinc finger 1
Gli1_rev GCATCATTGAACCCCGAGTAG
Gli 2_for GCCCTGGAGAGTCACCCTT
GLI family zinc finger 2
Gli2_rev TGCACAGACCGGAGGTAGT
Gli3_for CACAGCTCTACGGCGACTG
GLI family zinc finger 3
Gli3_rev CGGCCTTCTCGCTGACATC
ID 3_for CTGTCGGAACGTAGCCTGG
Inhibitor of DNA-Binding 3
ID 3_rev GTGGTTCATGTCGTCCAAGAG
Ihh_for GACGAGGAGAACACGGGTG
Indian Hedgehog
Ihh_rev GCGGCCCTCATAGTGTAAAGA
L32_for 60S ribosomales Protein L32 CCTCTGGTGAAGCCCAAGATC
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L32_rev TCTGGGTTTCCGCCAGTTT

Occludin_for TTGAAAGTCCACCTCCTTACAGA
Occludin

Occludin_rev CCGGATAAAAAGAGTACGCTGG

Shh_for AAAGCTGACCCCTTTAGCCTA
Sonic Hedgehog

Shh_rev TGAGTTCCTTAAATCGTTCGGAG

TFF3_for TTGCTGGGTCCTCTGGGATAG
Trefoil Factor 3

TFF3_rev TACACTGCTCCGATGTGACAG

WntgA_for CAACTGGCAGGACTTTCTCAA
WntsA

WntgA_rev CCTTCTCCAATGTACTGCATGTG

Whnta1_for GCTGGCACTGTCCAAGACTC
Wnta11

Whnti1_rev CTCCCGTGTACCTCTCTCCA

Z0-1_for GCCGCTAAGAGCACAGCAA
Zona occludens a1

Z0O-1_rev TCCCCACTCTGAAAATGAGGA

Tabelle 5.120 qPCR Primer

5.120 Methoden

5.10.1 Mause

Alle in dieser Arbeit verwendeten Mauslinien wurden in der TARC (Translational Animal

Research Center) der Universitatsmedizin Mainz unter SPF-(specific-pathogen-free) bzw. GF-

(germ-free) Bedingungen gehalten. Die Haltung erfolgte bei konstanter Raumtemperatur

und Luftfeuchtigkeit in einem 12h-Hell-Dunkel-Zyklus in EU Type Il IVC-Kéfigen. Die Tiere

hatten freien Zugang zu Wasser und (autoklaviertem) Futter. Die Mduse waren zu
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Versuchsbeginn zwischen 8 und 12 Wochen alt. Die Versuche wurden mit geschlechts- und

altersabgestimmten Versuchsgruppen durchgefihrt.

Alle in dieser Arbeit durchgefihrten Versuche wurden durch das Institutional Animal Care
and Use Commitee (IACUC, Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz, Koblenz) genehmigt

(G12-1-035, G16-1-013).
5.10.2 Genotypisierung

Zur Abklarung des Genotyps der transgenen Mauslinie, wurden Schwanzbiopsien der Tiere
entnommen. Um DNA aus den Schwanzbiopsien zu gewinnen, wurden diese jeweils mit
40 pL Lysepuffer versetzt und fir 20 min bei g7 °Cim Heizblock erhitzt. Anschliel3end wurden
die Biopsien mit 40 pL Neutralisationspuffer neutralisiert, gevortext, kurz abzentrifugiert und
bei Raumtemperatur abgekihlt. Nun wurden die Reaktionsansatze entsprechend

Tabelle 5.11 fir die Polymerasekettenreaktion pipettiert.

12.5uL Hot Start Green MM

0,5 uL 0lMR7332_TLR2_Mutant_for
(20pM)

0,5 uL 0lMR7333_TLR2_WT_for2 (10pM)

1,0pL 0lMR7334TLR2_Common (10pM)

9.5 pL Wasser (DNAse-free)

1.0pL DNA

25 L total

Tabelle 5.11 Pipettierschema Genotypisierung (B6.129-Tlr2<tmaKir>/J)
AnschlieRend wurden die Proben entsprechend dem Genotypisierungsprotokoll
(Tabelle 5.12) im Thermocycler vervielfaltigt.

Anschlief3end wurden 5 uL der Proben und der DNA-Marker auf ein 1,5 %iges Agarosegel,
welches mit 1-fachem TBE-Puffer gegossen und mit Roti-Stain vorgefarbt wurde,

aufgetragen und bei 100V in der Gelektrophoreseapperatur laufen gelassen. Das
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Genotypisierungsgel wurde im GelDoc entwickelt und im Anschluss der Genotyp der Maus

analysiert.
Zeit Temperatur | Zyklen
180s 93°
305 93°
60s 59° 35X
60s 72°
600s 72°

Tabelle 5.12 Genotypisierungsprotokoll

5.10.3 Antibiotika-Behandlung von Mausen

Zur Dezimierung der Bakterienzahl im Darm erhielten die Mause zwei Wochen Antibiotika
(2 g/L Ampicillin und 0.5 g/L Neomycin) Uber das Trinkwasser. Das Antibiotika-angereicherte
Trinkwasser wurde alle 2 Tage frisch hergestellt und gewechselt. Nach einer Woche wurden

die Tiere durch zervikale Dislokation getotet und Gewebe entnommen.
5.10.4 Vismodegib-Behandlung von Mausen

Der Hedgehog-Inhibitor Vismodegib wurde den Mausen per Schlundsonde verabreicht.
HierfGr wurde der Inhibitor in Methylcellulose geldst. Jedem Tier wurden 30 mg/kg
Vismodegib taglich in einem finalen Volumen von 150 plL Uber einen Zeitraum von 7 Tagen
geschlindelt. Am 7. Tag wurden die Tiere 4h nach letzter Vismodegib-Gabe durch zervikale

Dislokation getotet und das Gewebe entnommen.
5.10.5 Purmorphamin-Behandlung von Mausen

Der Hedgehog-Aktivator Purmorphamin wurde den Mausen durch intraperitonale Injektion
verabreicht. Hierfir wurde der Inhibitor in DMSO gel6st. Jedem Tier wurden 25 mg/kg
Purmorphamin tdglich in einem finalen Volumen von 100 pL Uber einen Zeitraum von
7 Tageninjiziert. Am 7. Tag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getotet und Gewebe

enthnommen.
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5.10.6 FITC-Dextran-Gabe

Fir dieses Experiment wurde den Mausen zunachst das Trinkwasser entzogen und ihr
Korpergewicht bestimmt. Anschlief3end wurde das FITC-Dextran 4000 in sterilem PBS geldst
und in einer Dosis von 50 mg/i0og Korpergewicht nach 4h Wasserentzug den Mdusen per
Schlundsonde verabreicht. Hierbei wurden zwischen den einzelnen Behandlungen jeder
Maus jeweils 5 min gewartet, um zu gewahrleisten, dass die Ergebnisse spater reproduzierbar
sind. Nach weiteren 4h Wartezeit wurden die Mduse andsthesiert und es erfolgte eine retro-
orbitale Blutentnahme (mindestens 5oo pL!) mit anschlie3ender Tétung durch zervikale
Dislokation. Das entnommene Blut wurde stets lichtgeschitzt aufbewahrt. Nach der letzten
Blutentnahme standen die Proben fir 30 min bei Raumtemperatur bis sich ein Blutgerinnsel
gebildet hatte. Das Blut wurde bei 4 °C fir 10 min bei 1500 g abzentrifugiert und das Serum
abpipettiert. Dieses wurde mit einem dquivalenten Volumen sterilem PBS versetzt. 100 pL
des verdinnten Serums wurden in Dublikaten, neben einer FITC-Dextran Standardreihe in
eine g6 well Platte pipettiert und mittels Fluoreszenzspektroskopie vermessen
(Anregung: 485 nm, Emission: 528 nm). Die im Serum vorhandenen FITC-Dextran Mengen
wurden anhand der Standardkurve quantifiziert und unter den Gruppen miteinander

verglichen.
5.10.7 Entnahme von Mausgeweben

Fir die Darmentnahme der Tiere, wurden die Mause mittels zervikaler Dislokation getoétet.
Dann wurde der Bauchraum der Tiere mit Hilfe von Sezierbesteck auf einem
Praparationsbrett ge6ffnet. Mit einer Pinzette wurde der Magen lokalisiert, der Anfang des
Diunndarms mittels der Pinzette ergriffen und vom Magen getrennt. Durch vorsichtiges
Ziehen wurde der Dinndarm aus dem Bauchraum der Maus herausgezogen und am
Blinddarm abgetrennt. Nun wurde der Dinndarm U-férmig auf dem Sezierbrett angeordnet
und in 8 dquivalente Sticke geteilt. Fir die in dieser Arbeit durchgefUhrten Experimente
wurde das DUinndarmsegment si5 verwendet, welches dem proximalen llleum der Maus

zuzuordnen ist.
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5 Mause, Material und Methoden

Es wurden 30 mg Darmgewebe in ein 2 mL Eppendorfreaktionsgefald gegeben, in welchem

RLT-Puffer, der mit B-Mercaptoethanol versetzt war, und 2 Metallkugeln vorgelegt wurden.

AnschlieRend wurde das Gewebe 5 Minuten bei 30 Hz im TissueLyser lysiert. Die Extraktion

wurde analog dem, dem Kit beiliegendem, Quiagen-Protokoll von Geweben durchgefihrt.

Die Konzentrationsbestimmung der extrahierten RNA erfolgte am Nanodrop. Die

Konzentration der RNA wurde einheitlich fir alle Proben auf 200 ng/pL eingestellt und in

dieser fur die cDNA-Synthese eingesetzt.

5.10.9 Reverse Transkription/cDNA-Synthese

Zur Generierung von cDNA wurden 10 pL der 200 ng/puL gewonnenen RNA mit 10 pL des in

der Tabelle 5.13 zusammengesetzten Mastermixes eingesetzt.

Reagenz Konzentration | Konzentration | eingesetzte Volumina
Stammlésung | Reaktion

RT-Puffer 10X 1X 2l

dNTP-Mix, 25x (200 MM) | 1x 0,.8uL

RT Random Primers 10 X 1X 2L

Reverse Transkriptase | 5o U/uL soU 1pL

H.O 4,2yl

Tabelle 5.13 Pipettierschema cDNA-Synthese

AnschlieRend wurde die RNA analog des folgenden PCR-Programms (Tabelle 5.14) im

Thermocycler umgeschrieben.

180s 93°
305 93°
60s 59° 35X
60s 72°
600s 72°

Tabelle 5.14 cDNA-Synthese Protokoll
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Nach erfolgter Umschreibung der RNA in cDNA wurde diese auf eine Konzentration von

5 ng/uL verdinnt und fir die quantitative Echtzeit PCR eingesetzt.
5.10.10 Quantitative Echtzeit-PCR

Zur Quantifizierung der mMRNA wurde in dieser Arbeit die semiquantitative PCR-Methode
verwendet. FUr diese Methode benétigt es ein Referenzgen, hier wurde das 60S ribosomale
Protein L32 (L32) verwendet. Die Expression dieses Genes ist fUr die meisten Gewebetypen
bekannt und unter den untersuchten Bedingungen ist dieses nicht reguliert. Analysiert
wurden Triplikate von Referenz- und Zielgen in Reaktionsansdtzen von 20 pL Endvolumen.
Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes ist der folgenden Tabelle 5.15 zu

entnehmen. Das Standardprogramm ist in Tabelle 5.16 aufgelistet.

Reagenz Konzentration eingesetzte Volumina
Stammlésung

iQ Sybr Green MM | 2x 10 pL

Primer_for 10 mM o,5uL

Primer_rev 10mM 0,5 uL

cDNA 5ng/uL 4 pL

DNAse-freies H.O 5 uL

Tabelle 5.15 Pipettierschema quantitative PCR

Die Platte wurde mit folgendem Programm entwickelt.

Zeit Temperatur | Zyklen/Intervalle
180s 93°C

2s 98°C 50

5s 60 °C

105 75-95 °C 0,2°C

Tabelle 5.16 Programm quantitative PCR
AnschlielRend wurde die relative mRNA Expression des Zielgens auf die des Referenzgens

normalisiert und mit Hilfe der AAci-Methode ausgewertet.
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5.10.11 Entnahme von Mausgeweben fir Paraffinhistologien

FUr die Histologie von Darmgewebe wurde der Mausdarm zundchst mit PBS gespult, um den
Darminhalt zu entfernen. Anschliel3end wurde der Darm mit Histofix gespult und in ein mit
Histofix-befilltes Eppendorfreaktionsgefdl® gegegeben. Das Einbetten, Schneiden der
Paraffinschnitte und die HE- sowie Ki67-Farbungen dieser erfolgte durch die

Core Facility Histologie der Universitatsmedizin Mainz.
5.10.12 Periodic Acid/Schiff Reaktion (PAS)-Farbung:

Als Vorbereitung fur die PAS-Farbung wurden die Paraffinschnitte entparaffiniert und
hydriert. Hierzu wurden die Schnitte 2x 5-7 min in Xylol getaucht, anschliel3end 2x fir 5 min
in 100%iges Ethanol (EtOH). Nun wurden die Paraffinschnitte fir je 3 min in einer
absteigenden Alkoholkonzentrationsreihe vollstandig hydratisiert: 9o% EtOH, 70% EtOH,
50% EtOH, 30%EtOH, destilliertes Wasser. Die hydrierten Schnitte wurden fir 5 min in
Periodsaure oxidiert, 4-5x unter fliefendem destilliertem Wasser gewaschen und fir 15 min
bei Raumtemperatur in Schiff'schen Reagenz inkubiert, um die Farbreaktion zu erzeugen.
Die gefarbten Schnitte wurden 5 min unter flieRendem Leitungswasser gewaschen und in
Hamalaun gegengefarbt. Nach der Gegenfarbung wurden die Schnitte so lange unter
fliellendem Leitungswasser gehalten, bis die Gegenfarbung blau ist. Nun wurden die
gefarbten Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholkonzentrationsreihe (je 3 minin 30% EtOH,
50% EtOH, 70% EtOH, 90% EtOH; jeweils 5 min 2x 100% EtOH, 3x Xylol) dehydriert und der

Schnitt mit Entellan eingedeckt.
5.10.13 Histologie-Analyse des Mausdarms

Fir die Analyse der Villusmorphologie wurden per Mausdarmquerschnitt jeweils
5 Villusstrukturen ausgewahlt. Bei diesen wurde die Anzahl der Epithelzellen entlang der
Villuslange bestimmt, die Villuslange (A) und der Villusabstand (B). Der Villusabstand wurde
Uber 5 Villi vermessen und im Anschluss der Mittelwert zur Bestimmung des Villusabstandes
zweier Villi bestimmt. Weiterhin wurden die Krypttiefe (C) und an 10 Stellen des
Darmquerschnitts die Dicke der glatten Muskulatur (D) bestimmt. Zur Veranschaulichung soll

die nachfolgende Abbildung 5.1 dienen.
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{ A Villuslange

B Villusabstand tiber 5 Villusstrukturen
C Krypttiefe
D Dicke der glatten Muskulatur

Abbildung 5.1 Auswertungsschema Histologie

Zur Berechnung der Proliferationsrate wurden die proliferierenden Zellen pro Villus ins
Verhdltnis zur Gesamtepithelzellzahl eines Villus gesetzt und auf die Kontrollgruppe
normiert. Zur Darstellung der prozentualen Anzahl der Becherzellen, wurden die

Becherzellen ausgezahlt und ins prozentuale Verhaltnis der Gesamtepithelzellzahl gesetzt.
5.10.14 Western Blot

Zur Herstellung der Proteinlysate wurde zunachst der RIPA-Puffer vorbereitet und auf 10 mL
des Puffers eine Protease-Inhibitor-Tablette gegeben. Pro Probe wurden jeweils in ein 2 mL
Eppendorfreaktionsgefdld 5o mg Darmgewebe, 600 puL des modifizierten RIPA-Puffers und
2 Metallkugeln gegeben. Die Proben wurden anschlief3end fur 5 min bei 30 Hz mittels
TissueLyser lysiert. Nun wurden die Proben 2 x 9oo s mit 14000 rpm bei 4 °C ohne Bremse
zentrifugiert. Der Uberstand wurde von der Zelldebris abgenommen, in ein neues
Eppendorfreaktionsgefald Gberfihrt. Die Proteinmenge wurde mittels Bradford bestimmt
und 60 mg Probe mit Lammlipuffer versetzt, sodass der Lammlipuffer einfach verdinnt in
der Proteinprobe vorlag. Die Proben wurden nun bei g5°C unter Schitteln fir 600

denaturiert. Zur anschlieRenden Auftrennung der Proteinlysate wurden je nach Gréf3e des zu
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detektierenden Proteins 6-, 8- oder 10%ige SDS-Gele verwendet. Die Geltaschen wurden mit
je 60 mg der Proben pro Tasche geladen und zusatzlich der Marker aufgetragen. Zunachst
wurde eine Spannung von 8o V angelegt, damit die Proben in das Sammelgel einwandern
konnten, nun wurde die Spannung auf 100 V erhoht, um die Proteine entsprechend ihrer
Grofle im Trenngel aufzutrennen. Weitergehend wurden die Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert. Hierbei ist darauf zu achten, dass der Transferpuffer
gekUhlt ist und die Apparatur auf Eis steht, um eine Uberhitzung zu vermeiden. Fur den
Transfervorgang wurde eine Spannung von 4o Volt angelegt und diese fir 2 Stunden
gehalten. Nach Abschluss des Transfers wurde die Membran mit PonceauS gefarbt, um zu
Uberprifen, ob der ProteinUbertragung auf die Membran funktionierte. Das PonceauS wurde
im Anschluss mit TBS-T von der Membran gewaschen und diese entsprechend des
Herstellerprotokolls des Erstantikorpers fir 1 Stunde geblockt. Der Erstantikorper
(Verdinnung laut Herstellerprotokoll) wurde Uber Nacht bei 4°C im Kuhlraum unter
vorsichtigem Schitteln inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die Membran 3 x mit TBS-T
(fur jeweils 10 Minuten) gewaschen. Danach wurde der Sekundarantikorper fir 1-2 Stunden
inkubiert. Nun wurde die Membran erneut 3 x fir jeweils 10 Minuten mit TBS-T gewaschen.
Die Membran wurde mit LumiGLO Uberschichtet und die Chemilumineszenz am Western-

Blot Detektionsgerat detektiert.
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6 Ergebnisse und Diskussion

6.1 Die Besiedlung mit einer intestinalen Mikrobiota beeinflusst die

Villusmorphologie

In der Literatur sind gravierende Unterschiede zwischen keimfreien (GF) und konventionell-
aufgewachsenen (CONV-R) Tieren beschrieben »293%8, Um zu Uberprifen, ob eine
Besiedlung mit einer intestinalen Mikrobiota diese Unterschiede in der Villusmorphologie
hervorruft, wurden keimfreie Mause mit dem Zakum-Inhalt einer
konventionell-aufgewachsenen Maus kolonisiert und nach den Kolonisierungszeitraumen
von 3(CONV-D3d), 6 (CONV-D 6d), 9 (CONV-D gd) und 14 (CONV-D) Tagen auf deren
Villusmorphologieparameter Zellkerne pro Villuslange, Villuslange, Villusabstand,

Proliferationsrate, Krypttiefe und Schichtdicke der glatten Muskulatur untersucht.

Die Anzahl der Zellkerne wurden durch die Besiedlung von keimfreien Mausen stetig
reduziert, erreichten nach 14 Tagen Besiedlungszeit ein Minimum und pendelten sich dann
bei rund 47 Zellkernen bei konventionell-aufgewachsenen Mausen ein (Abbildung 6.1 a).
Diese Reduktion an Zellkernen verlief Uber die gewdhlten Kolonisierungszeitpunkte
konstant, wobei nach den ersten 3 Tagen die prozentual grof3te Reduktion an Zellkernen pro
Villusstruktur auftrat. Die Villuslange hingegen flachte mit den betrachteten Besiedlungen
kontinuierlich ab (Abbildung 6.1 b). Bei einer Besiedlungszeit von 14 Tagen erreichte die
Villuslange ein Minimum. Die durchschnittliche Villuslange lag nach 14 Tagen Kolonisierung
bei 375,61 um; die durchschnittliche Villuslange von konventionell-aufgewachsenen Mausen
lag hingegen bei 417,24 um. Bei der Evaluierung des Villusabstandes zu den
unterschiedlichen Kolonisierungsdauern zeigte sich kein klarer Trend (Abbildung 6.1 c). Bei
den Kolonisierungszeitpunkten von 3 und g Tagen vergrof3erte sich der Abstand zwischen
den Villusstrukturen, wahrend die anderen gewahlten Zeitpunkte eine Abnahme des

Villusabstand des keimfreien DUnndarmstatus in den konventionellen Zustand aufwiesen.

Die Proliferationsrate von konventionell-aufgewachsenen Mausen ist um das 2,5-fache
gegenUber keimfreien Mausen erhéht (Abbildung 6.1d). Nach 3 Tagen Kolonisierung
verdoppelt sich die Proliferationsrate im Vergleich zu keimfreien Mausen, flacht

anschlief3end wieder ab (CONV-D 6d, CONV-D gd) und steigt nach 14 Tagen Kolonisierung
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durch eine kommensale Mikrobiota wieder an (Abbildung 6.1 d). Die Tiefe der Krypten
erhohte sich die ersten Tage nach Kolonisierung kontinuierlich (3, 6 Tage; Abbildung 6.1 e),
zu spateren Zeitpunkten verkUrzten sich die Krypten jedoch wieder (9, 14 Tage,
Abbildung 6.1 e) und erreichten im homeostatischen Zustand (CONV-R) eine Tiefe, die dem
9 Tage Kolonisierungszeitpunkt entsprach. Die Schichtdicke der glatten Muskulatur im

distalen Darm wurde durch die Besiedlung mit Mikrobiota nicht verandert (Abbildung 6.1 f).
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Abbildung 6.1 Mikrobielle Kolonisierung induziert Veranderungen in der Villusmorphologie.
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Abgebildet sind a Zellkerne pro Villuslénge, b Villuslange, c Villusabstand, d Proliferationsrate, e Krypttiefe und

f Schichtdicke der glatten Muskulatur von keimfreien (GF), kolonisierten ehemals keimfreien (CONV-D) und konventionell-
aufgewachsenen (CONV-R) Mausen (n=5-7, C57BL/6J Mause). Ergebnisse dargestellt als Mittelwert + S.E.M. * =P <o, 05;

**% = P<0,01; **** = P<0,001
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Zusammenfassend ergab die Untersuchung der Villusmorphologie zu verschiedenen
Kolonisierungszeitpunkten, dass die Villusmorphologie bei C57BL/6]J Madusen wesentlich
durch die Mikrobiota beeinflusst wird. Die Kolonisierung von keimfreien Mdusen zeigte eine
Reduktion an Zellkernen pro Villuslange, eine Abnahme der Villuslange, einen geringeren
Abstand der Villusstrukturen und eine expandierte Krypttiefe (Abbildungen 6.1 a-c, e). Bei
CONV-D und CONV-R Mausen war eine erhohte Proliferationsrate zu beobachten
(Abbildung 6.1 d). Die Schichtdicke der glatten Muskulatur war durch die kommensale
Mikrobiota nicht beeinflusst (Abbildung 6.1f). Die Ergebnisse, die Villuslange, den
Villusabstand und die Proliferationsrate betreffend, stimmen mit den bisher beschriebenen
Unterschieden  in  keimfreien ~ und  konventionell-aufgewachsenen ~ Mausen
Uberein 28313289164 Dije gefundene erhohte Anzahl der Zellkerne pro Villuslange in keimfreien
Mdusen zeigt, dass die Villuslange aufgrund einer erhéhten Zellzahl verlangert ist und nicht
beispielsweise ~ durch  grofere  Abstande  der  Zellen  zueinander. In
konventionell-aufgewachsenen Madusen ist die Caspase-3 MRNA Expression von
Epithelzellen aufgrund der vorhandenen Mikrobiota, im Vergleich zu keimfreien Mausen
deutlich erhoht, was auf eine erhohte Apoptose schlieRen Idsst 32. Um die absterbenden
Zellen im homeostatischen Equilibrium zu ersetzen, benétigt es eine héhere Proliferation;
diese konnte mit einer erhdhten Anzahl an Transient-amplifizierenden Zellen
zusammenhangen, die wiederum die in Abbildung 6.1 e dargestellten verlangerten Krypten

in CONV-R Mausen erklaren kdnnten.

Auch wahrend einer Entzindung oder einer Verletzung des Epithels expandiert das
Stammzellkompartiment, um den Zellverlust auszugleichen. Dies hat eine Erhohung der
Proliferationsrate zur Folge. Die Erneuerung des Dinndarmepithels beugt durch die erhohte

Proliferation von Zellen einer Besiedlung durch Pathogene vor. %12

Wahrend beiden Zellkernen pro Villuslange und der Villuslange ein klarer absteigender Trend
Uber den Kolonisierungszeitraum erkennbar ist (Abbildung 6.1a, b), verhalten sich
Villusabstand, Proliferationsrate und Krypttiefe Gber den gewahlten Kolonisierungszeitraum
inkonstant (Abbildung 6.1 c-e). Dennoch ist ein klarer Unterschied des keimfreien Zustands
gegeniber dem konventionell-aufgewachsen Zustands erkennbar. Eine mogliche Erklarung
dafir liegt in der Bakterienverteilung wahrend des Besiedlungsprozesses. Die Besiedlung

keimfreier Mause durch eine kommensale Mikrobiota ist ein dynamischer Prozess 6566, Erst
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im 4. Lebensjahr ist beim Menschen eine ,stabile' Mikrobiota aufgebaut *¢7-19, Die Besiedlung
verlauft fir einzelne Bakterienarten wellenformig, bis sich ein Gleichgewicht zwischen Wirt,
Bakterien und Immunsystem im Darm einspielt. Die Villusparameter sind bei
konventionell-aufgewachsenen Mausen, die zwischen 8 und 12 Wochen alt sind gleich
(vergleiche geringe Standardabweichungen in Abbildungen 6.1 a-f). So lasst sich
mutmaf3en, dass je nach Bakterienart moglicherweise ein anderer Villusparameter Uber
einen anderen Immunrezeptor adaptiert wird und so moglicherweise fur Villusabstand,
Proliferationsrate und Krypttiefe andere Bakterien oder Immunrezeptoren eine Rolle spielen
als fur die Anzahl der Zellkerne pro Villuslange und der Villuslange. Hierfir misste zunachst
geklart werden, welche Immunrezeptoren fir die Darmmorphogenese eine tragende Rolle
spielen und anschlieRend kénnte mittels Verabreichung von TLR-Liganden diese Annahme

im keimfreien Mausmodell untersucht werden.

6.2 Besiedlung mit Mikrobiota erhoht die Proliferationsrate und steuert die

Differenzierung in Becherzellen

Als Kontrollexperiment zu den Kolonisierungsexperimenten wurden konventionell-
aufgewachsene Mause Uber 14 Tage mit den Antibiotika Neomycin und Ampicillin behandelt,
um die Besiedlungsdichte der intestinalen Mikrobiota und deren Diversitat zu
verringern 82846237 - Aych hier wurden die Villusmorphologieparameter Zellkerne pro
Villuslange, Villuslange, Villusabstand, Krypttiefe und Schichtdicke der glatten Muskulatur
bestimmt. Um einen Eindruck des Einflusses der Mikrobiota auf die Proliferation und
Differenzierung von intestinalen Stammzellen zu gewinnen, wurden zusatzlich die Anzahl
der proliferierenden Zellen, die Proliferationsrate, der prozentuale Anteil an Becherzellen

sowie die Anzahl der Panethzellen pro Krypte bestimmt.

Die Anzahl der Zellkerne pro Villuslange waren bei konventionell-aufgewachsenen Mausen
im Vergleich zu keimfreien Mausen deutlich vermindert (Abbildung 6.2 a). Wurden CONV-R
Mause Uber 14 Tage mit Antibiotika behandelt, hatte dies eine Erhohung der Anzahl an
Zellkernen pro Villuslange zur Folge (Abbildung 6.2 a). Dieser beobachtete Trend einer
vermehrten Anzahl an Zellkernen war vergleichbar mit dem keimfreien Zustand. Ein

aquivalenter Trend war bei der Villuslange zu beobachten (Abbildung6.2b). Der
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Villusabstand war bei konventionell-aufgewachsenen Mausen signifikant geringer als beim
keimfreien Pendant (Abbildung 6.2 c). Eine Behandlung von konventionell-aufgewachsenen
Mausen Uber 14 Tage mit Ampicillin und Neomycin reichte jedoch nicht aus, um eine
Vergrofderung des Villusabstandes ahnlich wie beim keimfreien Zustand zu bewirken

(Abbildung 6.2 c).

Bei Betrachtung der Anzahl proliferierender Zellen pro Villus (Abbildung 6.2 d) und der sich
aus der Anzahl der proliferierenden Zellen pro Gesamtzellzahl resultierenden
Proliferationsrate  (Abbildung 6.2e), war eine sehr hohe Proliferation in den
konventionell-aufgewachsenen Mdusen im Vergleich zu den Antibiotika-behandelten und
keimfreien Mausen erkennbar. Die Proliferationsrate war bei konventionell-aufgewachsenen

Mdusen fast doppelt so hoch (Abbildung 6.2 e).

Der prozentuale Anteil an Becherzellen, die aus den Stammzellen differenzieren, war
ebenfalls in konventionell-aufgewachsenen Mausen signifikant erhoht, verglich man diesen
Wert mit den prozentualen Anteilen an Becherzellen in keimfreien und
Antibiotika-behandelten Mausen (Abbildung 6.2 f, h). Die Anzahl der Panethzellen in den
Krypten blieb hingegen in allen drei betrachteten Gruppen unverandert (Abbildung 6.2 g).
Die Krypttiefe zeigte sich bei konventionell-aufgewachsenen Mausen im Gegensatz zu den
in keimfreien Mausen bestimmten Krypttiefen verlangert (Abbildung 6.2 i). Die Einwirkung
von Antibiotika auf die intestinale Flora konnte diesen Effekt jedoch nicht umkehren. Die
Krypttiefe von Antibiotika-behandelten Mausen entsprach nahezu der von konventionell-
aufgewachsenen Tieren (Abbildung 6.2i). Die Schichtdicke der glatten Muskulatur blieb

auch in diesem Experiment Mikrobiota-unbeeinflusst (Abbildung 6.2 j).
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Abbildung 6.2 Durch mikrobielle Kolonisierung induzierte Verdnderungen in der Villusmorphologie, gesteigerte
Zellproliferation und erhohte Differenzierung in Becherzellen

Abgebildet sind a Zellkerne pro Villuslange, b Villuslange, ¢ Villusabstand, d Ki-67-positive Zellen pro Villus,

e Proliferationsrate intestinaler Zellen, f Prozentualer Anteil an Becherzellen pro Villus, g Anzahl Panethzellen pro Krypte,
h PAS-Farbungen der Becherzellen im distalen Dinndarm, i Krypttiefe und j Schichtdicke der glatten Muskulatur von GF,
CONV-R und Antibiotika-behandelten Mausen (n=5-7, C57BL/6J M&use). Ergebnisse dargestellt als Mittelwert + S.E.M.

* =P <0,05; ** = P<0,01; *** = P<0,005; **** = P<o,001.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Villusmorphologieparameter Anzahl
der Zellkerne pro Villuslange, Villuslange, Villusabstand und Krypttiefe Mikrobiota-abhangig
reguliert werden (Abbildung 6.2 a-c, i). Die verlangerten Villusstrukturen sind bereits in der
Literatur beschrieben und decken sich mit den gezeigten Ergebnissen (Abbildung 6.2 b) 29:3°.
Eine Antibiotika-Behandlung Gber 14 Tage mit Ampicillin und Neomycin genigt nicht, um die
Mikroflora des Darms so zu verandern, dass sich alle Villusmorphologieparameter vollstandig
dem keimfreien Zustand angleichen (Abbildung 6.2 a-c, i). Die Anzahl der Zellkerne und die
Villuslange verandern sich in Richtung des keimfreien Zustands, wahrend der Villusabstand
und die Krypttiefe nahezu unverandert bleiben (Abbildungen 6.2 a-c, i). Da Antibiotika
bekanntermalRen auch die Diversitat der Bakterien beeinflussen, ist anzunehmen, dass ein
langerer Behandlungszeitraum und ein Antibiotika-Cocktail mit mehreren Bestandteilen
diese Villusmorphologieparameter ebenfalls in Richtung des keimfreien Zustands verandern

konnte.

Die Proliferation und Differenzierung der Stammzellen in Becherzellen wird deutlich durch
die Mikrobiota reguliert (Abbildung 6.2 d-f, h). Bei Betrachtung dieser Parameter fallt direkt
auf, dass eine Zeitdauer von 14 Tagen und der Antibiotika-Mix aus Ampicillin und Neomycin
ausreichen, um den keimfreien Zustand zu imitieren (Abbildung 6.2 d-f, h). Unterschiede in
der Proliferation der epithelialen Zelllinie zwischen keimfreien und konventionell-
aufgewachsenen Mdusen konnten bereits 1963 gezeigt werden 28; diese Ergebnisse gehen
mit den in Abbildung 6.2 e gezeigten Ergebnissen konform. Ein direkter Einfluss der
Mikrobiota auf die Proliferation konnte durch die Antibiotika-Gabe bestatigt werden
(Abbildung 6.2 d, e).

Eine erhohte Anzahl an Becherzellen in konventionell-aufgewachsenen im Vergleich zu
keimfreien BALB/c M&usen ist in der Literatur beschrieben *7*. Auch konnten Analysen in
keimfreien und konventionell-aufgewachsenen Zebrafischen erhohte Becherzellzahlen in
der Darmmukosa von CONV-R Zebrafischen zeigen-*72. Diese Gruppen untersuchten jeweils
die Anzahl der Becherzellen in der Dinndarmmukosa. Hitoshi et. al. verwendeten fir die
Untersuchung der Anzahl an Becherzellen Abschnitte des Zakumgewebes von keimfreien
und konventionell-aufgewachsenen BALB/c Mdusen und zahlten die Becherzellen in einem
definierten Areal 7*. Bates et. al. bestimmten die Anzahl an Becherzellen im posterioren

Darmsegment des Zebrafischs, das dem distalen Dinndarm im S&dugetier entspricht 2. In
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der vorliegenden Arbeit wurde der prozentuale Anteil an Becherzellen im Verhaltnis zur
Gesamtepithelzellzahl in einer Villusstruktur untersucht. Auch hier wurde im Vergleich
zwischen konventionell-aufgewachsenen Mausen und keimfreien Geschwistertieren eine

signifikante Erhohung an Becherzellen festgestellt (Abbildung 6.2 f).

Generell bestdtigen die Arbeiten von Hitoshi et. al. und Bates et. al. die in Abbildung 6.2 f
dargestellten Ergebnisse, jedoch muss der unterschiedlich gewahlte Referenzrahmen der

Untersuchungen bericksichtigt werden.

Die Zusammensetzung der Mikrobiota variiert stark entlang des Gastrointestinaltrakts 772,
Da ein direkter Einfluss der Mikrobiota auf die Differenzierung von Becherzellen gezeigt
werden konnte (Abbildung 6.2 f), ist es durchaus mdglich, dass sich im Zakum bereits bei
Auszahlung der Becherzellen pro definiertem Areal ein Unterschied zwischen keimfreien und
konventionell-aufgewachsenen Madusen zeigt, wahrend die Differenz in der Anzahl der
Becherzellen im distalen DUnndarm nicht ausgepragt vorliegt. Auch im Zebrafischmodell
unterscheidet sich die Mikrobiota-Zusammensetzung wesentlich von der im Mausmodell 73,
was eine Erklarung fir die klaren Unterschiede der Anzahl an Becherzellen im posterioren
Darm des Zebrafisches darstellen konnte. Zwar konnte von Rawls et. al. gezeigt werden, dass
Zebrafische auf hoch konservierte Signale der Mikrobiota, welche die Proliferation, den
Nahrstoff-Metabolismus oder die Antworten der angeborenen Immunitat regulieren,
reagieren, allerdings unterscheidet sich die Zusammensetzung der Mikrobiota in

Zebrafischen von der in Sdugetieren *73.

Zudem werden Becherzellen vermehrt im Kolon gefunden und die von ihnen synthetisierte
Mucusschicht ist dort im Vergleich zum Dinndarm dicker und besteht aus zwei funktionalen
Schichten 5974, In  keimfreien Mausen ist die Mucusschicht dinner als in
konventionell-aufgewachsenen Mausen. Durch die Besiedlung keimfreier Mause mit einer
kommensalen Mikrobiota adaptiert sich die Mucusschicht *74. Dies ist ein weiterer Hinweis
darauf, dass die Mikrobiota die Differenzierung von Becherzellen und somit die Ausbildung
der Mucusschicht beeinflusst. In keimfreien Mausen ist die Mucusschicht entlang des
Gastrointestinaltraktes nahezu gleichbleibend, wahrend in konventionell-aufgewachsenen
Mausen vermehrt Becherzellen und eine dickere Mucusschicht im Appendix und Kolon

gefunden werden. Hitoshi et. al. und Bates et. al betrachten dennoch nur die absolute Zahl
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an Becherzellen in dem jeweils gewahlten Referenzrahmen ihrer Untersuchungen. In der
vorliegenden Arbeit wurde die prozentuale Betrachtung der Anzahl an Becherzellen pro
Villus im Verhadltnis zur Gesamtepithelzellzahl eines Villus als Referenzbereich der Analyse
gesetzt. Nur so ist ein konkreter Rickschluss auf eine Mikrobiota-regulierte Differenzierung

aus Stammzellen moglich.

Zusammenfassend sind die hier gezeigten Unterschiede der Becherzellendifferenzierung in
keimfreien und konventionell-aufgewachsenen Cg7BL/6J Mdusen mit der Literatur
vereinbar. Zudem kann in dieser Arbeit durch die gewadhlte Betrachtungsweise ein
Rickschluss auf die Ausdifferenzierung von Becherzellen gezogen werden. Dariber hinaus
kann durch die Antibiotika-Gabe der bisher in der Literatur nur diskutierte Einfluss der
Mikrobiota auf die Becherzellendifferenzierung erstmals nachgewiesen werden

(Abbildung 6.2 f).

6.3 Mikrobiota beeinflusst die Hedgehog-, Bone Morphogenetic Protein- und

Whnt-Signaltransduktion

Es konnte gezeigt werden, dass die Mikrobiota einen enormen Einfluss auf die Proliferation
und Differenzierung von Becherzellen sowie die Villusmorphologie im distalen Dinndarm
hat. Als ndchstes sollten daher die Signaltransduktionskaskaden, die fir Proliferation und
Differenzierung im Darm verantwortlich sind, auf deren mdégliche Mikrobiota-Abhangigkeit
untersucht werden. Fir die Aufrechterhaltung der Homeostase der epithelialen Linie im
Darm sind drei Signaltransduktionswege essentiell: der Hedgehog-, der
Bone Morphogenetic Protein- und der Wnt-Signaltransduktionsweg **2225175176 Diese
Signalwege und deren Interaktion*7*79 sind bereits sehr gut untersucht. Jedoch ist der

Einfluss der mikrobiellen Besiedlung des Darms auf diese Signalwege bisher nicht aufgeklart.

FUr die Untersuchung wurden einzelne Liganden, Rezeptoren und Zielgene dieser
Signalwege anhand eines in unserem Labor durchgefGhrten Hedgehog mRNA-Arrays
(Abbildung 9.1) ausgewahlt. Fir den Hedgehog-Signalweg sind dies im Folgenden die
Liganden Indian  Hedgehog (lhh),  Sonic  Hedgehog (Shh) sowie die

Glioblasomtranskriptionsfaktoren Gli, Gli2 und Gli3**2. Fir die Regulation des
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Bone Morphogenetic Protein-Signaltransduktionsweg wurden die Gene der Rezeptoren
Bone Morphogenetic Protein Rezeptor 1 (BMPR1) und
Bone Morphogenetic Protein Rezeptor 2 (BMPR2), die Signalmolekile
Bone Morphogenetic Protein 4 sowie 7 (BMP4, BMP7), die vor allem im distalen Dinndarm
exprimiert werden und eine wichtige Rolle in der Darmentwicklung wahrend der
Embryogenese spielen 225382381 ynd das dazugehorige Zielgen Inhibitor of Differentiation 3
(ID3; *2) untersucht. Fir den Wnt-Signalweg, zeigte der Array eine Mikrobiota-abhangige
Regulation von WntsA und Wnta1. Diese Wnt-Liganden werden wahrend der Entstehung des
Mesoderms koexprimiert 8, Wntaa spielt eine Rolle bei der Proliferation, Transformation
und Migration von intestinalen Epithelzellen 3 sowie der Bakterienabwehr *# und wird mit
Darmkrebsentstehung in Verbindung gebracht 8. WntsA beginstigt die Kryptregeneration
nach Entzindungen *®7, ist ein wichtiger Faktor bei der Morphogenese in Sdugetieren *¥ und
spielt eine Rolle bei der Erneuerung von Krebsstammzellen, der Proliferation von

Krebszellen, deren Migration und Invasion 89:29°,

Die mRNA Expression der Liganden lhh und Shh, sowie deren Zielgen Glix waren unter
CONV-R-Bedingungen im  Vergleich zum keimfreien Zustand runterreguliert
(Abbildung 6.3 a-c), wahrend die Gli2 mRNA Expression unverandert zwischen den Gruppen
war (Abbildung 6.3 d). Ein klarer Trend der mRNA Expression der Hedgehog-Signalweg
Komponenten in Richtung des keimfreien Zustands war bei konventionell-aufgewachsenen
Mausen zu beobachten, die Uber 14Tage mit Antibiotika behandelt wurden
(Abbildung 6.3 a-e). Gli3, das in der Literatur als Hh-Signalweg-Repressor beschrieben
wird 12, zeigte sich im CONV-R-Zustand im Vergleich zum keimfreien Zustand sowie nach

Antibiotika-Gabe hochreguliert (Abbildung 6.3 e).

Ein Ubereinstimmender Trend mit den Hedgehog-Liganden und Glix war bei den
untersuchten Bone Morphogenetic Protein-Signalkaskadenkomponenten zu beobachten.
Die mRNA Spiegel der BMP-Rezeptoren BMPR1 und BMPR2 waren im Vergleich zum GF
Zustand im CONV-R-Zustand signifikant runterreguliert. Durch Antibiotika-Gabe wurde die

mMRNA Expression des keimfreien Zustands erreicht (Abbildung 6.3 f, g).
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Abbildung 6.3 Mikrobielle Besiedlung beeinflusst Hedgehog-, Bone Morphogenetic Protein- und Wnt-
Signaltransduktion

Abgebildet sind die relativen mRNA Expressionen von a lhh, b Shh, ¢ Gliz, d Gli2, e Gli3, f BMPR1. g BMPR2, h BMP4,

i BMP7, jID3, k Wnta1 und | WntsA, ausgewertet im Verhaltnis zum ribosomalen Protein L32, von GF, CONV-R und
Antibiotika-behandelten Mausen (n=5-10, C57BL/6J Mause)) und die Proteinexpressionen von m Shh, n Glizund o ID3im
Vergleich zu Actin oder Actinin von GF und CONV-R Mdusen (n=5, C57BL/6J Mause). Ergebnisse dargestellt als Mittelwert
+S.E.M. * =P <0,05; ** = P<0,01; *** = P<0,005; **** = P<0,001

Die mRNA-Expressionsmuster der BMP-Liganden BMP4 und BMP7, sowie des Zielgens ID3
verhielten sich analog entsprach dem Besiedlungszustand im distalen Dinndarm

(Abbildung 6.3 h-j).

Untersuchte man die Wnt-Gene, welche negativ durch die Hh- und BMP-Signalwege
reguliert werden, war der entgegengesetzte Verlauf deutlich erkennbar. Die WntgA- und

WNT11-mRNA Spiegel wurden unter CONV-R-Bedingungen im Vergleich zum keimfreien
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Zustand oder der dezimierten Bakterienbesiedlung durch Antibiotika-Gabe verstarkt

exprimiert (Abbildung 6.3 k, I).

Die verminderte Proteinexpression des Hh-Liganden Shh deutete auf eine Regulation durch
die Mikrobiota hin (Abbildung 6.3 m). Endsprechend zeigten die Proteinexpressionen der
Zielgene Gli1 und ID3 eine signifikante Abnahme im CONV-R-Status (Abbildung 6.3 n, o).

Durch die Untersuchung der mRNA-Expressionen konnte erstmals gezeigt werden, dass die
Hedgehog-Liganden, deren Zielgen Gli1, die Bone Morphogenetic Protein-Rezeptoren, die
Bone Morphogenetic Proteine BMP4 und BMP7 und deren Zielgen ID3 Mikrobiota-abhangig
reduziert werden. Gleichzeitig wird die mRNA Expression der Wnt-Liganden Wnt5A und
Wnt11 Mikrobiota-abhdngig erhoht. Einen weiteren Beleg fur die Mikrobiota-abhdngige
Repression der Hh- und BMP-Signalwegkomponenten liefern die

Proteinexpressionsanalysen fir Shh, Gliz und ID3.

Die Dinndarmhomeostase und Erneuerung der Epithelzelllinie ist somit direkt Mikrobiota-
abhangig Uber die morphogenetischen Signalwege reguliert. Andert sich die
Zusammensetzung der Mikrobiota oder gerdt der Darm in einen dybiotischen Zustand steht
diese Veranderung im direkten Kontakt mit der Homeostase der epithelialen Linie des

distalen DUnndarmes.

6.4 Inhibierung und Aktivierung des Hedgehog-Signalweges verandert die

Villusmorphologie in adulten Mausen

Da die Hh- und BMP-Signalwegkomponenten bekanntermal3en eine entscheidende Rolle in
der embryonalen Darmentwicklung spielen 225275 ynd im adulten Organismus ein
restriktiver Einfluss auf die Proliferation der epithelialen Linie bekannt ist **?, sollte durch die
Inhibierung des Hedgehog-Signalweges mit Vismodegib (GDC-0449,*%*) sowie der
Aktivierung des Hedgehog-Signalweges mit Purmorphamin 92 berprift werden, ob der
Hedgehog-Signalweg auch eine wichtige Rolle in der Adaption der Villusmorphologie im
adulten distalen Dinndarm spielt. Hierfir wurden konventionell-aufgewachsene Mause
7Tage mit Vismodegib beziehungsweise Purmorphamin behandelt und die

Villusmorphologieparameter Zellkerne pro Villuslange, Villuslange, Villusabstand,
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proliferierende Zellen pro Villus, Proliferationsrate, der prozentuale Anteil an Becherzellen
und die Anzahl an Panethzellen pro Krypte untersucht. Zur Uberprifung der Funktionalitat
des Inhibitors wurden die mRNA Expression von Ihh, Gliz und ID3 sowie die Proteinexpression
von |hh analysiert. Die Vismodegib-Kontrollgruppe erhielt Uber 7 Tage das Vehikel
Methylcellulose (CONV-R CTR), der Purmorphamin-Kontrollgruppe wurde Uber 7 Tage
DMSO verabreicht (CONV-R CTR).

Die Inhibierung des Hedgehog-Signalweges Uber 7 Tage zeigte eine deutliche Reduktion der
Anzahl der Zellkerne entlang einer Villusstruktur (Abbildung 6.4 a), der Villuslange
(Abbildung 6.4 b) und des Villusabstandes (Abbildung 6.4 c). Die Proliferationsrate stieg
durch die Hedgehog-Signalweg-Inhibierung an (Abbildung 6.4 d), ebenso der prozentuale
Anteil an Becherzellen (Abbildung 6.4 e). Die Anzahl der Panethzellen pro Krypte blieb auch
in diesem Kontrollexperiment unverandert (Abbildung 6.4 f). Verminderte Expressionen von
Ihh (mRNA-Expression, Abbildung 6.4 h, Proteinexpression, Abbildung 6.4 k), Gliz (MRNA
Expression, Abbildung 6.4 i) und ID3 (MRNA Expression, Abbildung 6.4 j) zeigten deutlich,
dass die Inhibierung des Hedgehog-Signalweges durch Vismodegib im Versuch erreicht

werden konnte.

Durch dieses Experiment konnte nachgewiesen werden, dass eine Reduktion der Expression
von Hedgehog-Signalmolekilen zum einen direkt in eine verminderte BMP-Signalkaskade
mundet (Abbildung 6.4 j) und zum anderen die Villusmorphologieparameter analog der in
Abbildung 6.2  dargestellten  Ergebnisse  beeinflusst. ~ Verglich  man  die
Villusmorphologieparameter von konventionell-aufgewachsenen Mausen mit Keimfreien,
zeigte sich, dass Villuslange und Villusabstand vermindert sind und eine geringere Anzahl an
Zellkernen pro Villuslange vorzufinden war. Die Expression der Hedgehog-Signalweg-
Molekile war bei konventionell-aufgewachsenen Mdusen stark reduziert. Minimierte man
die Expression der Hedgehog-Signalmolekile im CONV-R Zustand durch Vismodegib-Gabe
weiter, resultierte dies in weiter verkirzten Villuslangen und einem grofderen Villusabstand,
sowie weniger Zellkernen pro Villuslange. Ebenso konnte gezeigt werden, dass die
Proliferationsrate durch die Inhibitorgabe erhoht wird und ein héherer prozentualer Anteil an

Becherzellen in den Villi intestinales vorzufinden war.
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Abbildung 6.4 Hedgehog-Signalweg-Inhibierung induziert Veranderungen in der Villusmorphologie, steigert die
Zellproliferation und erhoht die Differenzierung in Becherzellen

Abgebildet sind a Zellkerne pro Villuslénge, b Villuslange, ¢ Villusabstand, d Proliferationsrate (proliferierende Zellen pro
Gesamtzellen eines Villus), e Prozentualer Anteil an Becherzellen pro Villus, f Panethzellen pro Krypte, g PAS-Farbungen
von Becherzellen im distalen Dinndarm, h Ihh mRNA Expression, i Glit mMRNA Expression, j ID3 mRNA Expression und

k Ihh Proteinexpression von CONV-R und CONV-R Vismodegib-behandelten Mdusen (n=3,4, C57BL/6J Mause). Die RNA
Expressionen wurden im Vergleich zum ribosomalen Protein L32 ausgewertet. Die Ihh Proteinexpression wurde im
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Vergleich zu Actinin bestimmt. Ergebnisse dargestellt als Mittelwert + S.E.M. * =P <0,05; ** = P<0,01; *** = P<0,005;
**** = P<0,001.

Betrachtete man die Aktivierung des Hedgehog-Signalweges Uber 7 Tage, zeigte sich eine
deutliche Zunahme der Villuslange (Abbildung6.5b) und des Villusabstandes
(Abbildung 6.5 c). Die Proliferationsrate sank stark durch die Hedgehog-Signalweg-
Aktivierung (Abbildung 6.5 d). Die Anzahl der Zellkerne pro Villuslange blieb unverandert
(Abbildung 6.5 a), ebenso der prozentuale Anteil der Becherzellen (Abbildung 6.5 e) und die
Anzahl der Panethzellen (Abbildung 6.5 f). Die erhohte Ihh-Proteinexpression unterstitzte
den Befund einer funktionalen Aktivierung des Hedgehog-Signalweges (Abbildung 6.5 g).

Wie bereits im oberen Abschnitt erwahnt, sind die Villusmorphologieparameter Villuslange
und Villusabstand von konventionell-aufgewachsenen im Vergleich zu keimfreien Mausen
verkirzt und eine geringere Anzahl an Zellkernen pro Villuslange ist vorzufinden. Die
Expression der Hedgehog-Signalweg-Molekile ist bei konventionell-aufgewachsenen
Mausen stark reduziert. Eine Aktivierung des Hedgehog-Signalweges mittels Purmorphamin
fuhrte zu einer Verlangerung der Villi intestinales und einer Zunahme des Villusabstandes. Die
Purmorphamin-Gabe fihrte bei den genannten Villusmorphologieparameter also zu einer
Veranderung in Richtung des keimfreien Zustands (Abbildung 6.2 b, c). Die erwartete
Verdnderung war auch bei der Proliferationsrate zu beobachten (Abbildung 6.5d). Die
Proliferationsrate wurde durch Aktivierung des Hedgehog-Signalweges im konventionellen
Zustand stark reduziert. Die Anzahl der Zellkerne blieb nach einer siebentagigen Behandlung
unverdndert. Bei diesem Villusparameter scheinen entweder noch andere Faktoren eine
Rolle zu spielen oder der Behandlungszeitraum war nicht ausreichend, um die Anzahl der
Zellkerne zu erhohen. Moglicherweise spielt eine veranderte Apoptoserate zwischen den
betrachteten Gruppen eine Rolle. Unter den gewahlten experimentellen Bedingungen war
ebenfalls kein Einfluss des Hedgehog-Aktivators auf den prozentualen Anteil an Becherzellen
zu beobachten.

Vismodegib wird als potenter Wirkstoff bei Basalzellkarzinomen eingesetzt (Erivedge®,
Roche). In der Literatur finden sich keinerlei Hinweise auf Auswirkungen von Vismodegib auf
die  Mikrobiota-Zusammensetzung. Auch sind keine Wechselwirkungen  mit
Immunrezeptoren beschrieben. Daher bleibt anzunehmen, dass die Inhibierung des
Hedgehog-Signalweges durch Vismodegib die in Abbildung 6.4 dargestellten Anderungen

der Villusmorphologieparameter auslost. Um andere mogliche Interaktionspartner
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auszuschlieRen, missten die vorliegenden Versuche auch im keimfreien Mausmodell
durchgefuhrt werden. Ist hier auch eine Verschiebung der Villusmorphologieparameter in
Richtung des konventionellen Zustands zu beobachten, lieRe sich der direkte Einfluss des

Hedgehog-Signalweges auf die Villusmorphologie konkret und abschliel3end zeigen.
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Abbildung 6.5 Hedgehog-Signalweg-Aktivierung induziert Veranderungen in der Villusmorphologie und verringert
die Zellproliferation

Abgebildet sind a Zellkerne per Villuslange, b Villusldnge, ¢ Villusabstand, d Proliferationsrate (proliferierende Zellen pro
Gesamtzellen eines Villus), e Prozentualer Anteil an Becherzellen pro Villus, f Panethzellen pro Krypte, g Ihh
Proteinexpression im Vergleich zu Actinin und h PAS-Farbungen von Becherzellen im distalen Dinndarm von CONV-R und

CONV-R Purmorphamin-behandelten Mausen (n=4,5 C57BL/6J Mduse). Ergebnisse dargestellt als Mittelwert + S.E.M. * =P
<0,05; *** = P<0,005; **** = P<0,001.

Einen weiteren wichtigen Hinweis auf die Hegdehog-abhangige Villusmorphologie-Adaption
liefert das durchgefihrte Purmorphamin-Experiment. Hier zeigten sich die erwarteten

Trends bei der Villuslange, dem Villusabstand und der Proliferationsrate.
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Zusammenfassend kann auch durch diese Kontrollexperimente, in dem der Hedgehog-
Signalweg gezielt inhibiert sowie aktiviert wurde, der unmittelbare Einfluss des Hedgehog-
Signalweges auf die Villuslange, den Villusabstand und die Proliferation im adulten distalen
Dinndarm beschrieben werden. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass die
Villusmorphologie auch im adulten Organismus direkt Hedgehog-Signal-abhangig reguliert

ist.

6.5 Toll-like Rezeptor 2 bestimmt die Adaption der Villusmorphologie

Wie einleitend erwahnt, erkennt das angeborene Immunsystem Mikroorganismen Uber
Mustererkennungsrezeptoren. Eine Unterkategorie stellen die Toll-like Rezeptoren dar.
Diese identifizieren spezielle mikrobielle Komponenten, die Pathogen-assoziierten
molekularen Muster, die essentiell fir das Uberleben von Mikroorganismen und somit hoch
konserviert in diesen vorzufinden sind. Der Toll-like Rezeptor2 wird auf intestinalen
Epithelzellen exprimiert und ist an der Immunhomeostase beteiligt®2. Da bei den
vorhergehenden Analysen gezeigt werden konnte, dass die Villusmorphologie Mikrobiota-
abhangig reguliert wird, sollte nun untersucht werden, ob der Immunrezeptor TLR2 an diesen
Adaptierungsprozessen beteiligt ist. Hierfir wurden konventionell-aufgewachsene Tlr27-

Mause zur Analyse herangezogen sowie Wildtyp-Mause als Kontrolle.

Unsere Gruppe konnte 2014 zeigen, dass in keimfreien Mdusen TLR2 vermindert exprimiert
wird und diese verminderte Expression die Proliferation beeinflusst 32. Durch diesen Befund
kann die veranderte Villusmorphologie in Tlr2-defizienten Mausen erklart werden: in
keimfreien Mdusen war die TLR2-Expression vermindert und die Anzahl der Zellkerne war
gegeniber konventionell-aufgewachsenen Mausen erhéht (Abbildung 6.2 a). Die gleichen
Verdnderungen zeigten sich in CONV-R Mausen bei einer Tlr2-Defizienz (Abbildung 6.6 a).
Zieht man denselben Vergleich fir die Villuslange und den Villusabstand
(Abbildung 6.2 b, c), konnte die Beteiligung des Toll-like Rezeptors2 zudem fir die
Erhohung der Villuslange (Abbildung 6.6 b) und des Villusabstandes (Abbildung 6.6 c)

nachgewiesen werden.

62



6 Ergebnisse und Diskussion

a b C d
Zellkerne Villuslénge Villusabstand — Proliferationsrate
&
©
501 Fkkx 5001 KkxK 1007 KKk % 1.5
& b *kkk
2 —
5 401 £ 400+ :Ex 80 P E
B 1 c C o
=2 c = 5O 107
> 309 ‘@ 3007 2 6o- €2
) = < =
& 5 5 [
o 20 & 200+ | 401 &N
c 2 2 t o 5.
= = > o ©
g S = a§
= 101 100 S 20 g
o o
N =
o
o- o- p o- Z oo- »
Al N ¥ & X g & X
¢ g < g
,Q~q<\ '\\{} & <N AQ‘{\ Q:\\() Q& X
s e*g S RO < S
“ e &€ & @
e f g
Becherzellen Panethzellen

157 *

104

Prozentualer Anteil
Becherzellen pro Villus
Panethzellen pro Krypte

Abbildung 6.6 Toll-like Rezeptor 2 ist maf3geblich an der Adaption der Villusmorphologie beteiligt und beeinflusst die
Proliferation.

Abgebildet sind a Zellkerne pro Villuslange, b Villuslénge, c Villusabstand, d Proliferationsrate intestinaler Zellen,
e Prozentualer Anteil an Becherzellen pro Villus, f Anzahl Panethzellen pro Krypte, g Krypttiefe und h PAS-Farbungen des

distalen Dinndarms von CONV-R WT und CONV-R Tlr27- Mausen (n=5-7, C57BL/6J Mause). Ergebnisse dargestellt als
Mittelwert + S.E.M. * = P <0,05; **** = P<0,001.

Auch fihrte die verminderte Expression des TLR2 in keimfreien Mdusen zu einer
verminderten Proliferation 32. Diese ist auch in Tlr2-defizienten CONV-R Mausen zu finden
(Abbildung 6.6 d). Der TLR2 kdnnte auch bei der Differenzierung der epithelialen Linie in
Becherzellen eine Rolle spielen (Abbildung 6.6 e, g). Im Gegensatz zu den Becherzellen war

die Anzahl an Panethzellen TLR2-unabhdngig reguliert (Abbildung 6.6 f).

Zusammenfassend konnte durch diese Experimente gezeigt werden, dass die Anzahl der
Zellkerne, die Villuslange und der Villusabstand TLR2-abhangig reguliert werden und die
Proliferation durch eine Tlr2-Defizienz beeintrachtigt wird. Die Differenzierung von
Becherzellen aus der Stammzellnische ist jedoch nicht klar auf die Regulation durch den TLR2

zurUckzufGhren. Es ware zu erwarten, dass durch eine Tlr2-Defizienz der prozentuale Anteil
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an Becherzellen abnimmt und mehr dem keimfreien Zustand gleicht (Abbildung 6.2 f). In
dem vorliegenden Ergebnis steigt der prozentuale Anteil an Becherzellen in konventionellen
Tlr27-C67BL/6J Mausen (Abbildung 6.6 e) jedoch im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen an.
Eine mogliche Erklarung hierfir konnte die Beteiligung des TLR4 an der
Becherzelldifferenzierung liefern. 2012 zeigten Sodhi et. al, dass TLR4 die
Becherzellentwicklung reguliert *93. Unsere Gruppe zeigte eine erhohte TLR4-Expession in
Tlr27-Mdusen 32. Diese erh6hte Expression konnte im Fall der Tlr2-Defizienz fur die vermehrte

Becherzelldifferenzierung verantwortlich sein.

6.6 Toll-like Rezeptor 2 wirkt auf Hedgehog- und Bone Morphogenetic Protein-

Signaltransduktion

Um zu Uberprifen, ob die Gber TLR2 regulierten Mikrobiota-abhdngigen Veranderungen der
Villusmorphologie durch die genannten morphogenetischen Signaltransduktionswege
hervorgerufen werden, wurde im Folgenden deren mRNA-Expression sowie die

Proteinexpressionen von lhh und Gli1 untersucht.

Die Tlr2-Defizienz in CONV-R Mausen fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der mRNA
Expressionen von lhh, Shh, BMP4 und BMP7 im distalen Dinndarm (Abbildung 6.7 a, b, h,
i). Eine erhohte mRNA Expressionen der untersuchten Zielgene Gliz und WntsA in Tlr2-
defizienten Mausen war ebenfalls erkennbar (Abbildung 6.7 ¢, I). Die Proteinexpressionen
der Hedgehog-Signalkomponenten Ihh und Gli1z waren durch eine Tlr2-Defizienz signifikant
erhoht (Abbildungen 6.7 m, n) Diese Unterschiede in den Expressionsmustern im Vergleich
zu den WT-Geschwistertieren erklarten die im vorangegangen Abschnitt beobachtete
erniedrigte  Proliferationsrate  (Abbildung 6.6d) und die Anderungen in der
Villusmorphologie (Abbildung 6.76 a-c). In keimfreien Mausen ist wie in Abbildung 6.3
gezeigt, die mRNA der gewahlten Zielgene auch erhéht exprimiert, die Proliferationsrate
erniedrigt und die Anzahl der Zellkerne pro Villuslange, die Villuslange und der Villusabstand
verlangert, beziehungsweise erhoht. Die mRNA Expression der Hh-Zielgene Gli2 und Gli3
(Abbildung 6.7 d, e) sowie der BMP-Rezeptoren zeigten sich bei Tlr2-defizienten Mausen
unverandert (Abbildung 6.7 f, g). Dies mindete in einer unveranderten Expression von ID3,

Wnt11 und WntsA (Abbildung 6.7 j-1).
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine Tlr2-Defizienz zu einer erhéhten

Expression von Ihh, Shh, Gli1, BMP4 und BMP7 fihrt (Abbildungen 6.7 a-c, h, i, m, n). Diese

verdnderten Expressionsmuster scheinen fir die Erhohung der Zellkerne pro Villuslange, der

Villuslange, des Villusabstandes sowie der Erniedrigung der Proliferationsrate essentiell zu

sein (Abbildungen 6.6 a-d).
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Abbildung 6.7 Toll-like Rezeptor 2 beeinflusst Hedgehog- und Bone Morphogenetic Protein-Signaltransduktion

Abgebildet sind die relativen mRNA Expressionen von a lhh, b Shh, ¢ Gliz, d Gli2, e Gli3, f BMPR1, g BMPR2, h BMPy4,

i BMP7, jID3, k Wnta1 und | WntsA im Vergleich zu L32 sowie m Ihh und n Gli1 Proteinexpressionen im Vergleich zu Actin
von CONV-R WT und CONV-R Tir27- Mausen (n=5-7, C57BL/6J M&use). Ergebnisse dargestellt als Mittelwert + S.E.M. * =P
<0,05; ** = P<0,01; *** = P<0,005; **** = P<0,001.
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Unsere Gruppe konnte 2014 in der Epithelzelllinie MODE-K zeigen, dass durch die
Behandlung mit Peptidoglykan, einem TLR2-Agonisten, die Proliferation der Epithelzellen
signifikant zunimmt, wahrend durch siRNA gegen TLR2 die Proliferation signifikant
abnimmt 32, Hier konnten diese Erkenntnisse in vivo belegt werden. Dies spricht dafur, dass
das Fehlen des TLR2 in den Epithelzellen die mRNA-Spiegel von Ihh, Shh, Gliz, BMP4 und
BMP7 (Abbildungen 6.7 a-c, h, i, m, n) senkt und so die Anzahl der Zellen pro Villuslange,
die Villuslange, den Villusabstand erhoht und die Proliferationsrate (Abbildungen 6.6 a-d)
senkt. Genauer verifizieren lief3en sich diese Ergebnisse mit einem Mausmodell, das einen
selektiven Epithelzell-spezifischen Tlr2-Knockout aufweist. Nur so kénnte man genau klaren,
ob der auf der epithelialen Linie exprimierte-TLR2 die Mikrobiota-vermittelte Regulation der
Hedgehog- und Bone Morphogenetic Protein-Signalwege Ubertragt und damit fur die

genannten veranderten Villusmorphologieparameter verantwortlich ist.

Ein kompletter Tlr2-Knockout bedingt auch ein Fehlen des TLR2 auf den Myofibroblasten,
Kryptepithelzellen sowie den im Darm vorhandenen Immunzellen und kdnnte so einen
Einfluss auf das Modellsystem nehmen. Deshalb kann eine Beteiligung dieser Zellen nicht

ausgeschlossen werden.

Bisherige Arbeiten, die die Auswirkungen der Stimulation von TLRs auf Myofibroblasten
untersuchen, fokussieren stets auf die immunregulatorische Rolle dieser Zellen bei der
adaptiven Immunitat 29495, Kryptepithelzellen exprimieren ebenfalls TLRs % und werden
durch die Mikrobiota beeinflusst 297. Uber die Mechanismen und deren Auswirkungen wird
aktuell geforscht97. Bisher ist kein Zusammenhang zwischen Myofibroblasten- oder
Kryptepithelzell-exprimiertem TLR2 oder eine Auswirkung auf die Proliferation
beziehungsweise Adaption der Villusmorphologie beschrieben. Dementsprechend scheinen
die erniedrigten mRNA-Spiegel bzw. Proteinspiegel von Ihh, Shh, Gliz, BMP4 und BMP7
(Abbildungen6.7a-c, h, i, n, m) sowie die einhergehenden verdnderten
Villusmorphologieparameter (Abbildungen 6.6 a-d) ein Epithelzell-spezifisches Ereignis zu

sein.
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6.7 Die Mikrobiota pragt den Villusabstand und reguliert die Proliferation und
die Anzahl der Zellkerne pro Villuslange Gber Toll-like Rezeptor 2 im distalen

Dinndarm

Um genau zu lokalisieren auf welche Villusmorphologieparameter die kommensale
Mikrobiota ihren Einfluss Uber den Toll-like Rezeptor 2 nimmt, wurden vergleichsweise zu
den konventionell-aufgewachsenen Wildtypen und Tlr2-defizienten Mausen die keimfreien
Wurfgeschwister auf deren Villusmorphologie untersucht. Zusétzlich wurden die

Komponenten des Hedgehog-, Bone Morphogenetic Protein- und Wnt-Signalweges

analysiert.
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Abbildung 6.8 Mikrobiota pragt den Villusabstand und reguliert die Proliferation Uber Toll-like Rezeptor 2 im distalen
Dinndarm

Abgebildet sind a Zellkerne pro Villuslange, b Villuslange, c Villusabstand, d Proliferationsrate intestinaler Zellen,

e Prozentualer Anteil an Becherzellen pro Villus, f Anzahl Panethzellen pro Krypte und h PAS-Farbungen des distalen
Dinndarms von GF WT und GF Tlr27- Mausen (n=5-7, C57BL/6J Mause). Ergebnisse dargestellt als Mittelwert + S.E.M. ***
= P<o,005;
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Im keimfreien System war die Anzahl der epithelialen Zellkerne zwischen WT und
Tlr2-defizienten Mausen im distalen Dinndarmsegment unverandert (Abbildung 6.8 a). Die
Villuslange war in den keimfreien Mausen im Falle der Tir2-Defizienz erhoht (Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. b). Bei diesem Villusmorphologieparameter
scheint moglicherweise ein weiterer Immunrezeptor fir dessen Regulation verantwortlich zu
sein. Interessant wird es bei dem Villusmorphologieparameter Villusabstand: zum einen
zeigte sich dieser unverandert zwischen den untersuchten Gruppen in Abwesenheit einer
kommensalen Mikrobiota (Abbildung 6.8Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden
werden. c), zum anderen lag der gefundene durchschnittliche Villusabstand von 8o um auch
bei den CONV-R Tlr27-Mausen vor (Abbildung 6.6 c). Die Proliferationsrate zeigte sich im
keimfreien Zustand zwischen den beiden Gruppen ebenfalls unverandert (Abbildung 6.8 d).
Betrachtete man den Unterschied im prozentualen Anteil an Becherzellen
(Abbildung 6.8Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. e), wurde klar, dass
hier ein anderer Immunrezeptor fir deren Mikrobiota-abhdngige Regulation zum Tragen
kommen muss (Abbildung 6.2 f, h). Die Anzahl der Panethzellen zeigten sich auch in diesem

Experiment gleichbleibend zwischen den betrachteten Gruppen (Abbildung 6.8 f).

In Ubereinstimmung mit den unveranderten Villusmorphologieparametern (Anzahl der
Zellkerne pro Villuslange, Villusabstand, Proliferationsrate, Abbildungen 6.8 a, ¢, d) war die
MRNA Expression der untersuchten Komponenten des Hedgehog-,
Bone Morphogenetic Proteins- und Wnt-Signalweges im Dinndarm der keimfreien WT

Mause im Vergleich zu den keimfreien Tlr2”7- Mausen gleichbleibend (Abbildungen 6.9 a-k).

Grundsatzlich konnte durch diese Analysen gezeigt werden, dass die kommensale
Mikrobiota  mittels  Toll-like Rezeptor2  Uber den Hedgehog- sowie den
Bone Morphogenetic Protein-Signalweg den Villusabstand, die Anzahl der Zellkerne pro
Villus sowie die Proliferationsrate in den Krypten steuvert (Abbildung6.6a,c,d
Abbildung 6.7 a-c, h, i, m n, Abbildung 6.8 a, ¢, d, Abbildung 6.9 a-c, h, i)

Hier wurde erstmals eine Verbindung zwischen Toll-like Rezeptor 2-Signaltransduktion und
den morphogenetischen Signalwegen hergestellt. Neben der in Kapitel 6.6 diskutierten
ndheren Betrachtungsweise des epithelspezifischen Tlr2-Knockouts muissen die

Kreuzvernetzungen des TLR2- und des Hedgehog-Signalweges im Detail untersucht werden.
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6 Ergebnisse und Diskussion

Es konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass eine Tlr2-Defizienz die

Hedgehog-Signaltransduktion beeinflusst (Abbildung 6.7 a-c, n, m).
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Abbildung 6.9 Hedgehog-, Bone Morphogenetic Protein- und Wnt-Signaltransduktion bleiben im keimfreien Zustand
durch Tlr2-Defizienz unveréndert

Abgebildet sind die relativen mRNA Expressionen von a lhh, b Shh, ¢ Gliz, d Gli2, e Gli3, f BMPR1, g BMPR2, h BMPy4,
i BMP7, jID3 und k WntsA im Vergleich zu L32 von GF WT und GF Tlr27- Mausen (n=5-7, C57BL/6J Mause). Ergebnisse
dargestellt als Mittelwert + S.E.M.

Ein potentielles Bindeglied zwischen der Toll-like Rezeptor-Signaltransduktion und dem

Hedgehog-Signalweg konnte die Protein Kinase C-Familie (PKC) darstellen. PKC ist eine

Familie an Serin/Threonin-Kinasen, die in vielen verschiedenen Signalwegen der Zelle eine

Rolle spielt%®. Die Klasse der Protein Kinase C scheint mitverantwortlich for die
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6 Ergebnisse und Diskussion

Tumorentstehung und -entwicklung zu sein und einen Einfluss auf die Proliferation zu

haben 198199,

Heo et. al. zeigten 2007 in vitro, dass Shh die PKC-Aktivitat erhoht und dadurch die
Proliferation in Stammzellen der Maus steuert 2°°. In den letzten Jahren zeigte sich zudem,
dass Protein Kinase C auch wahrend der TLR-Signaltransduktion eine entscheidende Rolle
spielt. Die Isoformen der ProteinKinase C assoziieren mit den TLRs oder den
Adaptermolekilen und sind in der nachgeschalteten Ubertragung des TLR-Signals
beteiligt 2°*. Einige Arbeiten weisen darauf hin, dass die PKC auch einen Einfluss auf den Wnt-
Signalweg nimmt 2°%293, Der Wnt-Signalweg wird wiederum Hedgehog-Signal-abhangig
reguliert (Abbildung 2.9). In weiterfGhrenden Analysen muisste daher die potentielle
Kreuzvernetzung zwischen TLR- und Hedgehog-Signalwegen erforscht werden, um zu klaren

Uber welche Signalmechanismen die Proliferation beeinflusst wird.

Durch die bei StarSeq in Auftrag gegebenen Sequenzierungsergebnisse der konventionell-
aufgewachsenen Wildtyp und Tlr27 C57BL/6J Mause, konnte gezeigt werden, dass durch eine
Tlr2-Defizienz die Zusammensetzung der Mikrobiota auf Phylum-Ebene unbeeinflusst ist

(Abbildung 9.2).

In der vorliegenden Arbeit konnten somit die Einflisse des komplexen Gesamtmikrobioms
auf die morphogenetischen Signalwege unter Bericksichtigung des TLR2 untersucht
werden. Ein weiterer Schritt ware es, konkrete Agonisten des TLR2 zu finden, die die
Hedgehog-aktivierte Proliferation steuern. Ein dafir geeignetes Versuchsmodell ware die
vergleichende Gabe verschiedener TLR2-Agonisten in CONV-R und GF C57BL/6J Mdusen, um
herauszufinden, welcher Ligand Uber welches TLR2-Heterodimer die Hedgehog- und BMP-
Signalweg vermittelten Villusmorphologieparameter beeinflusst. AnschlieRend konnte
durch die Besiedlung keimfreier Mause durch minimale mikrobielle Konsortien (z.B. Altered
Schaedler Flora2°4) beziehungsweise einzelnen Mikroorganismen die Beteiligung der
Mikroorganismen ausgemacht werden, die eine Adaption der Villusmorphologie bewirken.
Ein mogliches unterstitzendes Werkzeug in der Untersuchung verschiedener
Konstellationen bakterieller Gemeinschaften untereinander und in Interaktion dieser mit

dem Wirt ist die Bioinformatik 205206,
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6 Ergebnisse und Diskussion

Zudem ware es sicherlich sinnvoll Sequenzierungsergebnisse in neuer Form einem breiteren
Forscherkreis zuganglich zu machen. Ein wesentliches Problem ist ein riesengrof3er Fundus
an Daten, den jede Forschergruppe nur sehr individualistisch fir die eigene Fragestellung

ausschopft.

6.8 Der Mikrobiota-regulierte = Hedgehog-Signalweg  beeinflusst die

Barrierefunktion des distalen Dinndarmepithels

Immer mehr Hinweise deuten auf einen Zusammenhang zwischen Permeabilitat,
Krebsentstehung und einer Rolle der Mikrobiota in diesen Prozessen hin 50535577,
Dementsprechend sollte in dieser Arbeit Uberprift werden, ob eine Hedgehog-Signal-
abhangige Veranderung der Villusmorphologie (Anzahl der Zellkerne pro Villuslange,
Villuslange, Villusabstand, Proliferationsrate, prozentualer Anzahl an Becherzellen,
Abbildungen 6.2, 6.4) auch mit einem Einfluss auf die Darmpermeabilitat in Verbindung
steht. Hierzu wurde zunachst der Einfluss der Mikrobiota auf die Permeabilitat Gberprift.
Diese wurde mittels FITC-Dextran 4000 in keimfreien (GF) sowie konventionell-
aufgewachsenen (CONV-R) C57BL/6J Mausen bestimmt und die mRNA Expression der Tight
Junction Proteine Occludin und ZO-1 analysiert. Das skizzierte Experiment wurde
anschliel3end mit konventionell-aufgewachsenen Vismodegib-behandelten
(CONV-R + Vismodegib) und Kontrolltieren (CONV-R CTR) wiederholt, um eine magliche

Regulation Gber den Hedgehog-Signalweg zu Uberprifen.

Ein in der Literatur beschriebener Regulator der Permeabilitat stellt Trefoil Factor 3 (TFF3)
dar 3. Da dieser von Becherzellen exprimiert wird und die Becherzelldifferenzierung durch
die Mikrobiota Hedgehog-Signal-abhangig reguliert wird (Abbildungen 6.2, 6.3), sollte das
mRNA  Expressionsmuster  dieses regulierenden  Kandidaten in  keimfreien,
konventionell-aufgewachsenen, Vismodegib-behandelten und Kontrolltieren untersucht

werden.
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Abbildung 6.10 Der Mikrobiota-abhangige Hedgehog-Signalweg beeinflusst die Permeabilitat im distalen Dinndarm
Abgebildet sind a die gemessene Konzentration von FITC-Dextran in Serum sowie die relativen mRNA Expressionen von

b Occludin, ¢ ZO-1und d TFF3 im Vergleich zu L32 und von GF und CONV-R WT Mdusen (n=5-7, C57BL/6J M&use), zudem
e die gemessene Konzentration von FITC-Dextran in Serum sowie die relativen mRNA Expressionen von f Occludin, g ZO-

1und h TFF3im Vergleich zu L32 von CONV-R und CONV-R Vismodegib-behandelten Mausen (n=3-7, C57BL/6J
Mause).Ergebnisse dargestellt als Mittelwert + S.E.M. * =P <0,05; ** = P<0,01.

Die Permeabilitdt fir FITC-Dextran 4000 war in konventionell-aufgewachsenen Mausen
gegenuber keimfreien Mausen signifikant erhoht (Abbildung 6.10 a). Verantwortlich fir die
erhohte Permeabilitat schien Occludin zu sein, dessen mRNA Expression in CONV-R Mausen
signifikant runterreguliert war (Abbildung 6.10 b). Die ZO-1 mRNA-Expression lag in beiden
Gruppen unverdandert vor (Abbildung 6.10 c). Interessanterweise war TFF3 in CONV-R

Mausen erhoht exprimiert (Abbildung 6.10 d).

Durch die Inhibierung des Hedgehog-Signalweges war eine signifikant erhohte Permeabilitat

zu beobachten (Abbildung 6.10 e). Auch hier schien Occludin das ausschlaggebende Tight
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6 Ergebnisse und Diskussion

Junction Protein fUr die erhéhte Darmpermeabilitét zu sein. Occludin lag signifikant
vermindert exprimiert vor (Abbildung 6.10f). ZO-1 hingegen zeigte auch in diesem
Experiment keine Veranderung zwischen den beiden Gruppen (Abbildung 6.10 g). Und auch
in dieser Untersuchung war eine erhéhte mRNA Expression des TFF3 in den
Vismodegib-behandelten Mausen gegeniber der CONV-R Kontrollgruppe zu beobachten
(Abbildung 6.10 h).

2015 zeigten Nevado et. al. eine reduzierte intestinale Permeabilitat in
Antibiotika-behandelten Mausen gegeniber Kontrollmausen 2%7. Da eine Antibiotikagabe
die Diversitat der Mikrobiota verringert, kann man diese Ergebnisse mit unseren vergleichen.
Sie gehen konform. In konventionell-aufgewachsenen Mausen sind die Hedgehog-
Signalmolekule gegenuber keimfreien Geschwistertieren runterreguliert
(Abbildung 6.3 a-c). Diese Mikrobiota-abhangige Signaltransduktion scheint neben den
Auswirkungen auf die Villusmorphologie (Abbildungen 6.1 und 6.2) auch einen direkten
Einfluss auf die Barriere des Dinndarmepithels zu haben (Abbildung 6.10 a). Dies wird
besonders deutlich, betrachtet man Abbildung 6.10 e: die Inhibierung des Hedgehog-
Signalweges konventionell-aufgewachsener Mause erhoht direkt die Permeabilitdt des
Darms. Bislang ist in der Literatur lediglich der Einfluss von Desert Hedgehog auf die
vaskulare Permeabilitdt im Glioblastoma multiforme, einem aggressiven Tumor des zentralen
Nervensystems, beschrieben2°8. Die vorliegende Arbeit weist erstmals auf einen
Mikrobiota-abhangigen Einfluss des Hedgehog-Signalweges auf die

Permeabilitatsregulation des Darms hin.

Diese Wirkung scheint durch die geringere Expression von Occludin ausgeldst zu sein
(Abbildungen 6.10 b, f). Nevado et. al. beschrieben zusatzlich eine verringerte Expression
von ZO-1 im Dinndarm konventionell-aufgewachsener im  Vergleich zu
Antibiotika-behandelten Mausen 27. Die ZO-1-Transkripte lagen in unseren Untersuchungen
allerdings unverandert vor. Ebenfalls zeigten Nevado et. al. eine erhéhte Expression von
JAM-A, einem weiteren Tight Junction Protein, in Antibiotika-behandelten Mausen, wahrend
die Claudin-Familie unbeeinflusst durch die Mikrobiota-Dezimierung blieb 2°7. Die Ergebnisse
von Nevado et. al. stitzen die von uns gezeigte Mikrobiota-abhangige Regulation der
Barriere des Dinndarms (Abbildung 6.10 a, b). Zudem konnen hier erste Befunde fir die

Mikrobiota-abhangige Regulation der Permeabilitat Uber den Hedgehog-Signalwege gezeigt
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werden (Abbildung 6.10 e, f). Eine weiterfihrende Analyse der Tight Junction Protein-
Expression auf Proteinebene ware wichtig, um eine Regulation dieser Komponenten zu
bestatigen. Zudem musste der Einfluss des Mikrobiota-regulierten Hedgehog-Signalweges
auf die Barrierefunktion des Darms auch im Kontrollexperiment durch Aktivierung des

Hedgehog-Signalweges mittels Purmorphamin-Gabe bestatigt werden.

Zusatzlich geklart werden muisste, Gber welchen Immunrezeptor die Mikrobiota Hedgehog-
Signalweg-vermittelt auf die Permeabilitat des Darmepithels wirkt. Geeignete Kandidaten

scheinen auch hier der TLR2 und TLR4 zu sein 154209-216

Trefoil Factor 3 wird mit der Regulation der Permeabilitat in Zusammenhang gebracht. Buda
et al beschrieben in vitro einen aktivierenden Effekt des TTF3 auf die ZO-1 Expression 3.
Podolski et. al. zeigten in vitro, dass die Expression des TFF3 TLR2-abhangig reguliert wird
und einen protektiven Effekt auf das Darmepithel hat ®*. Auch wird TFF3 als potentieller
diagnostischer Marker fUr die Friherkennung kolorektaler Tumore gehandelt 2*7, welche mit

einer erhohten intestinalen Permeabilitat in Verbindung gebracht werden 5.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Expression von TFF3 Mikrobiota-abhangig und
Hedgehog-Signal-vermittelt reguliert wird (Abbildung 6.120d, h). Comelli et. al.
untersuchten 2008 die mRNA Expression von TFF3 im distalen Dinndarm und Kolon
keimfreier und konventionell-aufgewachsener C3H Mause 2*8. Comelli et. al. fanden ebenfalls
eine Mikrobiota-abhangige Regulation des TFF3. Allerdings war in diesen Untersuchungen
die mRNA Expression von TFF3 in keimfreien Mausen signifikant hoher ausgepragt. Dies
wiederspricht den in dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen (Abbildung 6.10 d). Comelli et.
al. zeigen in ihrer Publikation auch eine signifikant verminderte Muc2-Expression in
konventionell-aufgewachsenen Mausen im Vergleich zu keimfreien C3H Mausen 2. Dies
wiederspricht ebenfalls unseren Analysen zur Muc2 mRNA Expression in keimfreien und
konventionell-aufgewachsenen Mausen (Abbildung 9.3) sowie den Untersuchungen von
Schitte et. al. 229, Schitte et. al. zeigen eine erhohte Muc2 Expression in konventionell-
aufgewachsenen Mausen im Vergleich zu den keimfreien Wurfgeschwistern. Da in
konventionell-aufgewachsenen Tieren eine erhéhte Becherzellexpression im Vergleich zu

keimfreien Tieren durch mehrere Arbeiten bestdtigt wurde (Abbildung 6.2 f, *7%*72) und
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Becherzellen Muc2 und TFF3 exprimieren, scheinen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

sowie Schitte et. al. mehr Gewicht zu haben.

Zusammenfassend kann hier gezeigt werden, dass Trefoil Faktor 3 Mikrobiota-abhangig
sowie Hedgehog-Signalweg-vermittelt reguliert wird (Abbildungen6.10d, h). Die
moglichen Zusammenhange zwischen TFF3, Mikrobiota, Hedgehog-Signalweg, Toll-
like Rezeptor 2 und Permeabilitdit missen in weiterfGhrenden Experimenten untersucht

werden.
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7 Fazit

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit der Untersuchung des Einflusses der Mikrobiota auf
morphogenetische Signalwege und der Auswirkung auf Proliferation, Morphologie und

Permeabilitat im DUnndarm adulter C57BL/6J-Mause.

Durch die vorliegende Untersuchung konnte erstmals deutlich gezeigt werden, dass die
morphogenetischen Hedgehog- und Bone Morphogenetic Protein-Signalwege Mikrobiota-
abhangig reguliert sind und so einen direkten Einfluss auf die Proliferation, die
Differenzierung von Becherzellen, die DiUnndarmmorphologie und Erneuerung der
Epithelschicht sowie die Darmbarriere haben. Die Befunde dieser Arbeit erweitern das
Verstandnis Uber die physiologische Rolle der kommensalen Mikrobiota bei der Adaption der

DUnndarmhomeostase.

Durch den Eingriff in den Hedgehog-Signalweg durch Inhibierung von Smoothened mit
Vismodegib in vivo lie3en sich die Verminderung der Anzahl der Zellkerne pro Villuslange und
des Villusabstandes, die Verkirzung der Villuslange sowie die Erhdhung der
Proliferationsrate, dem prozentualen Anteil an Becherzellen pro Villus und die Erhohung der
Darmpermeabilitat direkt modulieren. Im Gegensatz dazu bewirkte die Aktivierung des
Hedgehog-Signalweges durch Bindung von Purmorphamin an Smoothened eine
Verlangerung der Villuslange, eine Vergrof3erung des Villusabstandes und eine Erniedrigung

der Proliferationsrate.

Die Anzahl der Zellkerne pro Villuslange, der Villusabstand und die Proliferation werden
Mikrobiota-abhangig Uber den TLR2-Rezeptor gesteuert. Hier konnte gezeigt werden, dass
dieser Mustererkennungsrezeptor den Hedgehog- und Bone Morphogenetic Protein-

Signaltransduktionsweg reguliert.

Nicht abschlieBend geklart werden konnte, ob diese Ubertragung Gber den von Epithelzellen
exprimierten TLR2 verlduft oder ob hierbei auch andere Zelltypen beteiligt sind. Auch bleibt
unklar, wie genau der TLR2-vermittelte Mechanismus in die Signaltransduktionskaskade des
Hedgehog- und Bone Morphogenetic Protein -Signalweges eingreift, um die genannten
Villusmorphologieparameter zu steuern. Zudem konnte nicht eindeutig abgeklart werden,

welcher Rezeptor in der Adaption der Villuslange, der Regulation der Permeabilitat und der
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Differenzierung von Becherzellen eine Rolle spielt und so Mikrobiota-reguliert das Signal

hierfir entlang der morphogenetischen Signalwege Ubertragt.

Zusammenfassend liefert die vorliegende Arbeit wichtige Erkenntnisse Uber die
Interaktionen von Signalwegen, die der Erkennung bakterieller Muster dienen und
morphogenetischen Signalwegen, die zusatzlich zur Darmentwicklung und bekanntermaf3en
auch bei der Entstehung gastrointestinaler Tumore eine zentrale Rolle spielen. Bisher wurden
die Mikrobiota, der Hedgehog-, der BMP- und Wnt-Signalweg sowie der TLR2 als mdgliche
Ziele einer Krebstherapie diskutiert. Die hier erstmalig aufgezeigten Mikrobiota-abhangigen
Zusammenspiele der Signalwege und deren Auswirkung auf die Proliferation, den
Villusabstand und die Anzahl der Zellkerne pro Villus macht deutlich, dass diese
Protagonisten der Epithelzellerneuerung nicht unabhangig voneinander sind, sondern
gemeinsam Signale der ,Auf3enwelt' (Mikrobiota) entlang der Krypt-Villus-Achse integrieren
und Ubertragen und so die Morphologie und Proliferation des Darmgewebes steuern. Im Fall
einer Dysbiose oder einer funktionell aktivierenden Mutation des TLR2 kénnten die dadurch
bedingte Veranderung der morphogenetischen Signalwege also zur Krebsentstehung
beitragen. Somit ist es wichtig bei der Suche nach einem geeigneten Krebstarget dieses

Zusammenspiel zu bericksichtigen.
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8 Ausblick

Zukinftig sollte das Zusammenspiel von Mikrobiota und TLR4 untersucht werden, um zu
evaluieren, ob die Villuslange sowie der prozentuale Anteil an Becherzellen Gber diese
Interaktion reguliert werden. Riehl et. al. bringen den TLR4 mit Stammzellproliferation,
Krypt- und Darmentwicklung von Mausen in Verbindung 22°, Santaolalla et. al. beschreiben
einen aktivierenden Effekt des TLR4 auf den B-Catenin Signalweg und eine daraus
resultierende Neoplasie des Darms?** und erste Hinweise fir die TLRg-regulierte
Becherzelldifferenzierung liefert die Arbeit von Sohdi et.al*93. Fir das Aufzeigen einer
Mikrobiota-abhangigen Regulation ware zunachst die Evaluierung der Villusmorphologie in
Tlr4-defizienten konventionell-aufgewachsenen Mausen und deren WT-Geschwistertieren
notwendig. Liegt die Villusmorphologie verandert durch eine TLR4-Defizienz vor, so sollten
zunachst die morphogenetischen Signaltransduktionskomponenten untersucht werden und
anschlief3end das Versuchspanel im keimfreien Pendant erganzt werden. So lief3e sich
moglicherweise die Mikrobiota-abhangige Adaption von Villuslange und Becherzellen durch

eine potentielle Beteiligung des TLR4 klaren.

Die genannten Untersuchungen sollten auch an Epithelzell-spezifischen TLR4- und TLR2-
Knockout Mdusen durchgefihrt werden, denn neben dem TLR2 ist auch der TLR4 auf vielen
weiteren Zelltypen des Darms exprimiert. Dann koénnte neben der Auswirkung auf die
Villusmorphologie zudem der Epithelzell-spezifische Einfluss der Toll-like Rezeptoren 2

und 4 auf die einzelnen Villusmorphologieparameter aufgeklart werden.

Zudem sollten die zu Grunde liegenden Mechanismen der TLR-Rezeptor- und Hedgehog-
Signalweg-Interaktion untersucht werden. Dabei sollte ein besonderes Augenmerk auf die
mechanistische Interaktion von TLR2 und dem Hedgehog-Signalweg gelegt werden. Hier
ware die Protein Kinase C-Familie ein potentieller Kandidat 2°%222224, F{r die Untersuchung
wirde sich beispielsweise fir vorangestellte in vitro Versuche die Zelllinien MODE-K (murine
Epithelzelllinie 225) oder Caco-2 (humane epitheliale kolorektale Adenokarzinomzellen 226)
eignen. Durch Stimulation mit verschiedener TLR2-Agonisten konnten die
Expressionsmuster der Protein Kinasen C, Gliz und SuFu analysiert werden. Durch die
gezielte Inhibierung oder knock-down Experimente der Protein Kinasen C konnte untersucht

werden, ob dadurch Komponenten des Hedgehog-Signalweges beeintrachtigt werden. Zeigt
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sich, dass eine der Protein Kinasen C besonders Gber TLR2-Agonisten stimuliert wird, so ware
eine solche Knockout-Maus von Vorteil, um die Villusmorphologieparameter sowie die
Expression der morphogenetischen Signalwege zu untersuchen. Auch sollten bei diesem
Mausmodell der Hedgehog-Signalweg aktiviert und inhibiert werden, um madgliche

Interaktionen zu validieren.

79



9 Annex

9 Annex

Boc 1
Cdon 4
Dhh 4
Gas1 4
Hhip
Ihhi
Shh4
Lrp2 1
Ptchi o
Ftch2 4
Rab23
Smo
Btrc 4
Fhxw11 4
Gli1 4
Gliz 4
GlidA
Gsk3b o
Prikaca o
Prikach 4
Stk36 1
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