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1 Einleitung und Ziel der Dissertation

Chronisch-entzundliche Darmerkrankungen (CED) und Malignome des Darms treten
in Industrienationen in den vergangenen 50 Jahren mit steigenden Inzidenzen auf.(1)
Die wichtigsten Vertreter der CED sind Morbus Crohn und Colitis ulcerosa. In
Deutschland liegt die Inzidenz fir Morbus Crohn bei ca. 6,6 Neuerkrankungen pro
100.000 Einwohner. Das fuhrt zu einer aktuellen Pravalenz von etwa 100-200
Erkrankten pro 100.000 Einwohner.(2) Rund ein Finftel erkrankt vor dem zwanzigsten
Lebensjahr, ein weiterer Gipfel findet sich im dritten Lebensjahrzehnt. Etwa 150.000
weitere Personen sind an Colitis ulcerosa erkrankt.(3) Die Pravalenz von CED wird
ebenfalls weiter ansteigen, da die Erkrankten unter erfolgreicher Therapie eine
normale Lebenserwartung aufweisen.(4) Global betrachtet steigen die Inzidenzen fir
CED vor allem in Landern, die sich einen westlichen Lebensstil aneignen, wie
beispielsweise China und Indien.(5) Dies lasst auf einen Einfluss von Umweltfaktoren
schlieBen. Zwillingsstudien konnten jedoch auch genetische Faktoren als
begulnstigend fir die Entwicklung einer CED identifizieren, insbesondere bei Morbus

Crohn.(5) Dies deutet auf eine multifaktorielle Atiologie hin.

Aufgrund dieser weiterhin ungeklarten Ursache der Erkrankungen sind die
Therapiemoglichkeiten eingeschrankt. Bestehende Therapieansatze zielen auf die
Behandlung der Symptomatik ab. Die einzige vorhandene kurative Therapieoption gibt
es fur Colitis ulcerosa durch eine Proktokolektomie.(3) Spezifische Keime als
Verursacher konnten bislang nicht identifiziert werden, die Hinweise auf eine Stérung
der Gesamtheit des Mikrobioms in Form einer Dysbiose des Darms steigen jedoch
an.(6) Couturier-Maillard et al. konnten 2013 eine Ubertragbarkeit von Colitis und
Colitis-assoziierte Karzinomen im Mausmodell mittels Mikrobiomtransplantation
zeigen.(7) Die Erforschung des Mikrobioms gewinnt seit Jahren zunehmend an

Interesse.(8)

Das Mikrobiom des Darms ist wesentlich an der Entwicklung und Reifung der
KapillargefaRe des Dinndarms beteiligt.(9) Die Signalwege, die diese Angiogenese
beeinflussen, sind weitgehend ungeklart.(10) In Vorarbeiten identifizierte das Labor
von Dr. Reinhardt den Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) als Mustererkennungsrezeptor, der
die Bildung von Kapillaren in der Diunndarmschleimhaut unterstitzt.(11) CED stehen
ebenfalls im Zusammenhang mit einer gesteigerten Vaskularisierung des

Dunndarms.(12) Veradnderungen in Form von pathologischer Angiogenese und

1



Dysbiosen sind auch in Darmmalignomen nachgewiesen worden.(13,14) Ebenso

steigern CED die Wahrscheinlichkeit, an kolorektalen Malignomen zu erkranken.(15)

Die Reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) haben eine etablierte
Rolle beim Schutz vor gastrointestinalen bakteriellen Infektionen.(16,17) Insbesondere
Duale Oxidase-2 (DUOX2) ist wesentlich fur die Produktion von Wasserstoffperoxid
(H202) in Dunn- und Dickdarm verantwortlich.(18) Es gehort zu den Genen, die nach
der Kolonisation von keimfreien Mausen mit einer Darmmikrobiota auf mRNA-Ebene
am starksten hochreguliert werden.(20) Genetische Mutationen von Duox2 wurden
ebenfalls bei frih einsetzenden Formen von CED nachgewiesen.(20) Obwohl
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) die Duox2-Expression in intestinalen Epithelzellen
hochreguliert, sind die angeborenen Immunrezeptorsignale, die die vermehrte Duox2-
Regulation als Reaktion auf die Kolonisation mit einer Darmmikrobiota férdern,
unbekannt.(17) Eine Stimulation der Angiogenese durch Duox2 und weitere
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat-(NADPH-)Oxidasen konnte ebenfalls gezeigt
werden.(21) Die Hochregulation dieser Gene kdnnte zur gesteigerten Angiogenese in

entztindlichen Prozessen beitragen.

Mit Hilfe der keimfreien Maus-Isolatortechnologie soll die moégliche Beteiligung des
TLR4-Signalwegs in der Regulation der DUOX2-Expression untersucht werden. Dies
konnte zum besseren Verstandnis von entzindlichen und malignen Prozessen des
Dunndarms beitragen und neue Ansatze flr eine pharmakologische Intervention

schaffen.



2 Literaturdiskussion

2.1 Theoretische Grundlagen

,~Jede Krankheit beginnt im Darm.“

ist ein Zitat, welches Hippokrates (*460-1370 v. Chr.) zugeschrieben wird, dem Vater

der westlichen Medizin.(22)

2.1.1 Anatomie

Osophagus

Leber

Pankreas

Duodenum
Magen
Jejunum
Dickdarm
lleum

Rektum
Appendix

Anus

Abbildung 1: Die Anatomie des menschlichen Verdauungstraktes. Eigene Darstellung.

Der Gastrointestinaltrakt besteht aus verschiedenen Abschnitten (siehe Abb. 1). Er
reicht von der Mundhéhle bis zum Anus. Der menschliche Dinndarm beginnt am
Pylorus des Magens und reicht auf einer Lange von 4-7 Metern bis zur Bauhin-Klappe
(Valvula ileocaecalis). Durch  hoch spezialisierte  Eigenschaften  zur
OberflachenvergroRerung betragt die endgultige GroRe seiner lumennahen Flache
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ca. 200 m2.(23) Das Duodenum ist der erste Abschnitt des Dinndarms und geht in das
Jejunum Uber. Den gréf3ten Anteil des Dinndarms macht das lleum aus. Dieses
mindet in das Caecum, den ersten Abschnitt des Dickdarms. Die Appendix
vermiformis ist dem Caecum anhangig. Es folgt das Colon mit seinen verschiedenen
Abschnitten.(4,24)

Die Anatomie und Physiologie des Gastrointestinaltraktes von Mus musculus
unterscheidet sich kaum von der des Menschen.(25) Auch die histologische Anatomie
ahnelt in ihrer Entwicklung und Aufbau der des menschlichen Dinndarms.(26) Das
Mikrobiom zeigt gewisse Gemeinsamkeiten, jedoch auch wesentliche Unterschiede
aufgrund verschiedener Stoffwechseleigenarten und Erndhrungsbediirfnisse.(27)
Mause stellen durch die Mdoglichkeiten der gnotobiotischen Tierhaltung und von
Mikrobiomtransplantationen via Faeces von Mensch auf Maus ein effektives
Forschungsmodell dar.(28)

2.1.2 Histologie

Villus
Glykokalix

Enterozyt

Becherzelle

Zentralgefal

Lamina propria

»Nullniveau”

Krypte

Lamina muscularis
mucosae

Abbildung 2: Histologisches Bild des Dinndarms einer Maus. HE-Farbung, 100-fache
Vergrof3erung, Konventionell-aufgezogener Wildtyp, distales Segment. Eigene Darstellung.



Die Dunndarmwand setzt sich histologisch aus vier Schichten zusammen. Die
auRRerste Schicht (lumenfern) stellt die Tunica serosa dar. Sie ist vom Peritonealepithel
bedeckt. Darauf folgt die Tunica muscularis, welche aus zwei orthogonal zueinander
verlaufenden Muskelschichten besteht. Sie enthalt auRerdem den Auerbach-Plexus,
welcher Teil des enterischen Nervensystems (ENS) ist. In der Tela submucosa findet
man einen weiteren Teil des ENS, den Meissnerschen Plexus (Plexus submucosus).
Gemeinsam sind sie verantwortlich fur die Darmmotilitat. Beeinflusst wird das ENS
durch Sympathikus und Parasympathikus, um die Motilitdt und Sekretion zu steigern
(Sympathikus) oder zu hemmen (Parasympathikus). Zudem befinden sich in der Tela
submucosa Blut- und Lymphgefalde, welche wichtig flr den Transport von Nahrstoffen
aus der Nahrung sind. Die Tela submucosa bildet gemeinsam mit der Tunica mucosa
die sogenannten ,Kerckring-Falten®. Diese lassen den Dunndarm makroskopisch
gefaltet erscheinen. Diese Faltung ist nach aboral abnehmend. Die Tunica mucosa ist
die Barriere zum Darmlumen. Basal wird sie durch die Lamina muscularis mucosae,
eine Schicht glatter Muskulatur, abgegrenzt. Die Tunica mucosa bildet das typische
histologische Bild des Diunndarms: die Formierung in Zotten und Krypten (siehe
Abb. 2). Diese bestehen aus der bindegewebigen Lamina propria und dem Epithel des
Darms, der Lamina epithelialis. Zotten, auch Villi intestinales genannt, sind ein
wichtiges histologisches Merkmal des Dunndarms. Krypten hingegen finden sich
sowohl in Dinn-, als auch im Dickdarm. Im Dinndarm werden sie nach ihrem
Entdecker als ,Lieberkihn-Krypten“ bezeichnet. Das Niveau, von dem aus sich die
Krypten in die Lamina propria einstilpen und die Zotten herauswachsen, wird auch
Nullniveau genannt. Zentral in jeder Villusstruktur innerhalb der Lamina propria finden
sich Blut- und LymphgefalRe. Diese sind die zu- und abfiihrenden Transportwege zu
den grof3eren GefalRen der Tela submucosa. Zudem finden sich in der Lamina propria
viele Zellen des Immunsystems, unter anderem Lymphozyten, Plasmazellen und
Granulozyten. Sie bilden eine erste immunologische Barriere gegen eindringende

Pathogene.

Die Lamina epithelialis besteht aus einem einschichtigen, hochprismatischen Epithel,
in welchem sich sechs bedeutende Zelltypen unterscheiden lassen: Enterozyten,
Becherzellen, Enteroendokrine Zellen, Tuftzellen, M-Zellen und Paneth-
Kornerzellen.(29) Den grofiten Anteil stellen die Enterozyten dar. Diese sind
spezialisiert auf die Absorption von Nahrstoffen und Wasser. Zu diesem Zweck

besitzen sie apikal eine OberflachenvergroéfRerung in Form von Mikrovilli. Diese werden
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in ihrer Gesamtheit auch als ,Burstensaum® bezeichnet. Ihm aufliegend ist die
Glykokalix, eine Schicht aus Polysacchariden. Diese dient dem Epithel als Schutz vor
Bakterien und den korpereigenen Enzymen, und unterstitzt zugleich die Resorption
von Nahrstoffen. AuRerdem stellen die Enterozyten durch ihre groRe Anzahl die
Hauptbarriere zwischen dem Darmlumen mit seinem Inhalt und dem Koérperinneren
dar. Diese Barrierefunktion wird durch Vernetzung der einzelnen Zellen untereinander
gewabhrleistet, die Tight junctions oder Zona occludens genannt werden. Sie bestehen
aus verschiedenen Transmembranproteinen, unter anderem Claudinen und Occludin.
Insgesamt stellt die Lamina epithelialis also eine selektiv-permeable Diffusionsbarriere
dar.(30)

Becherzellen sind schleimsezernierende Zellen. Der durch sie hergestellte Mucus
bildet eine Schutzschicht fur die Lamina epithelialis. Sie sind zwischen den
Enterozyten zu finden und ihre Anzahl steigt zum Canalis analis hin deutlich an.
Ebenso steigt die Bakteriendichte in dieser Richtung. Zudem wurden bei
histologischen Untersuchungen an keimfreien Mausen verschmalerte Becherzellen in
niedrigerer Anzahl gefunden. Dies weist auf eine Beteiligung des Mikrobioms an der
Bildung und Reifung von Becherzellen hin.(31) Becherzellen und Enteroendokrine
Zellen sind Schleim- und Hormon-sezernierende Zellen. Weitere Zelltypen sind
Tuftzellen, welche vermutlich eine chemosensorische Aufgabe haben, und M-Zellen,
welche Bestandteil des Immunsystems sind.(29) Die Paneth-Koérnerzellen befinden
sich in raumlicher Nahe zu den Stammzellen, am Boden der Krypten, in der

Stammzellnische.



2.1.3 Stammzellnische

Enterozyt

Villus

Becherzelle

Transit-

amplifying
Zelle

Panethzelle

Stammzelle

Krypte

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Stammzellnische. Eigene Darstellung.

In der Basis der Krypten findet man die sogenannte Stammzellnische (siehe Abb. 3).
Die Regulation der Erneuerung des Darmepithels wird von hier gesteuert. Einer dieser
Stammzelltypen sind crypt base columnar (CBC) Zellen. Diese findet man
ausschlie@Glich in der Nachbarschaft zu Panethzellen. Durch eine radioaktive
Markierung dieser Stammzellen konnte nachgewiesen werden, dass alle vier der im
Darm am haufigsten aufzufindenden Zelltypen aus diesen Stammzellen hervorgehen.
Dies zeigt zudem auch, dass die vollstandige Erneuerung des Epithels der Krypten
und Zotten aus der Tiefe der Krypten heraus geschieht. Die Zellen reifen auf dem Weg
zur Spitze der Zotten. Im Folgenden entwickelt sich ein Kompartiment stark

proliferierender  Zellen, der Transit-amplifying  Zellen. Deren  weitere



Ausdifferenzierung beginnt, sobald der direkte Kontakt zu den Panethzellen verloren
geht.(29)

Die Erneuerung des Epithels wird Uber verschiedene Signalwege gesteuert. Einen
wesentlichen stellt der Wnt-Signalweg dar. Das Wnt-Signalprotein bindet zunachst an
den Rezeptorkomplex Frizzled/low-density-lipoprotein-related protein (LRP). Durch
diesen wird ein weiteres Protein, Dishevelled, aktiviert. Dieses hat eine direkte
inhibierende Wirkung auf den Proteinkomplex, der fur den Abbau des B-Catenins
zustandig ist. Entfallt dieser Abbau von p-Catenin, sammelt sich dieses im Zellkern an,
bindet an den Proteinkomplex aus T-cell factor (TCF) und Lymphoid enhancer-binding
factor (LEF), und aktiviert die Transkription von bestimmten Zielgenen. Diese fiihren
zu einem veranderten Zellverhalten in Bezug auf Apoptose, Proliferation und
Differenzierung.(32) Weitere relevante Signalwege fur korrekte Entwicklung und
Erhaltung der Stammzellnische und der Villus-Struktur sind der Hedgehog-(Hh-) und
der Bone morphogenetic-(BMP-)Signalweg.(33,34)

2.1.4 Der Hedgehog-Signalweg

Der Hh-Signalweg wurde zuerst in der Gattung Drosophila melanogaster beschrieben.
Hier kontrolliert er die korrekte Flugel- und Segmentbildung. Bei Wirbeltieren ist er
beteiligt an der Bildung der Gliedmaf3en und der Rechts-Links-Asymmetrie. Der Ligand
des Signalweges ist das Signalprotein Hedgehog. Es sind aktuell drei paraloge

Formen im Saugetier bekannt: Sonic, Indian und Desert Hedgehog (Shh, Ihh, Dhh).

Hedgehog wird als 45 kDa groRes Vorlaufermolekil synthetisiert, welches
autoproteolytisch gespalten und posttranslational lipid-modifiziert wird. Die Spaltung
fuhrt zu einem 26 kDa groRen Fragment und dem aktiven, 19 kDa gro3en Fragment.
Dieses bindet an den Rezeptor Patched (Ptch) (siehe Abb. 4). Durch die Bindung
andert sich die Konformation von Ptch und die vermittelte Inhibition des
Transmembranrezeptors Smoothened (Smo) wird aufgehoben. Smo aktiviert nun den
Signalweg durch das Prozessieren von Glioblastoma Proteinen 1 und 2 (Gli1, Gli2),
welche in den Zellkern diffundieren und die Transkription ihrer Zielgene starten.(35)
Diese Zielgene steuern sowohl im Sinne einer Feedback-Schleife die Expression von
Proteinen fir den Signalweg selbst (Glil, Ptchl) als auch Proteine, welche flr die
Zelldifferenzierung und Apoptose zustandig sind (B-cell ymphoma 2, Bcl-2; Hedgehog
interacting protein, Hip).(36) Der Hh-Signalweg findet im adulten Dinndarm



ausschlief3lich parakrin statt, das Epithel sendet Signale an das darunter befindliche

Mesenchym.(35)

Der Hh-Signalweg ist beteiligt an einer Vielzahl physiologischer Prozesse, unter
anderem ist er mitentscheidend fur den Aufbau des Darmepithels. Er reguliert sowohl
in der Embryonalentwicklung, als auch im adulten Korper Vorgange der
Zellproliferation, Differenzierung und Erneuerung.(37) Die Expression von lhh ist
entscheidend fur die Erneuerung des Dunndarmepithels.(38) Bei Ihh-defizienten
Mausembryonen wurden wesentliche strukturelle Unterschiede zu gesunden Mausen
gefunden. Die Darmwand dieser Mause besteht nicht aus einer einfachen Schicht
Zellen, sondern einem mehrschichtigen Gebilde, welches zudem keinerlei Krypten
aufweist. Ihh wird von ausdifferenzierten Enterozyten produziert und reguliert zugleich
die Reifung neuer Enterozyten aus der Basis der Krypten.(39) Es findet sich ein
Konzentrationsgradient in den Villusstrukturen. Die hochste Konzentration von Ihh
findet sich im Bereich der Krypten am Ubergang zum Villus, die geringste an den
Spitzen der Villusstrukturen.(37) Die Expression von BMP2 und BMP4 durch
Epithelzellen (BMP2) und Mesenchymzellen (BMP4) entlang des Villus wird zudem
direkt durch das Hedgehog Protein gesteuert.(34,40) Die Expression dieser Proteine
ist ebenfalls entscheidend fiir die regelgerechte Bildung der Villusstrukturen.(41)

Hh Ligand
[+

Zellmembran ZeIImembran

A R AT T Smo iy
AR R ol e,
Zytoplasma Zytoplasma

Nucleus . Nucleus
ITranskription

Abbildung 4: Hedgehog-Signalweg. Links wird die Inhibition von Smo durch Ptch dargestellt. Es
kommt zu keiner Transkription von Gli. Rechts ist abgebildet, wie durch die Bindung des Hh-Liganden
an Ptch die Inhibition von Smo entfallt. Es kommt zu einer Transkription der Gli-Zielgene. Eigene
Darstellung.



2.2 Immunsystem

Das menschliche Immunsystem setzt sich aus einer angeborenen, unspezifischen und
einer erworbenen, spezifischen Immunabwehr zusammen. Den zellularen Anteil der
spezifischen Immunabwehr stellen B- und T-Lymphozyten dar. T-Lymphozyten lassen
sich in T-Helferzellen, T-Gedachtniszellen und zytotoxische T-Zellen unterscheiden.
B-Lymphozyten sind B-Gedéachtniszellen und Plasmazellen. Der humorale Anteil sind
die Antikorper, welche von den B-Lymphozyten produziert werden. Das erworbene
Immunsystem reagiert mit seinen Antikérpern auf kérperfremde Antigene. Da jeder
Antikorper spezifisch fur ein bestimmtes Antigen ist, wird es als spezifisches
Immunsystem bezeichnet. Durch Bildung von Gedéachtniszellen kann der Korper auch
noch Jahre nach dem erstmaligen Erkennen eines fremden Antigens spezifisch und
schneller auf dieses reagieren. Die Differenzierung in kdrpereigenes und -fremdes
Material erfolgt durch die Haupthistokompatibilitatskomplexe | und I (MHC I, MHC 1I).
Das Fehlen dieser Komplexe oder eine veranderte Struktur wird von verschiedenen
zellularen Anteilen des Immunsystems erkannt, sodass diese Zelle zerstort werden
kann. Den zellularen Anteil der unspezifischen Immunabwehr stellen Granulozyten,
Monozyten, Makrophagen, Dendritische Zellen, Mastzellen und Natirliche Killerzellen

dar. Der humorale Anteil besteht aus dem Komplementsystem und Zytokinen.

2.2.1 Toll-like Rezeptoren

Wichtig fur die unspezifische Abwehr von Krankheitserregern sind die Pattern
Recognition Receptors (PRR, Mustererkennungsrezeptoren). Diese sind in der Lage
korperfremde Bestandteile anhand ihrer Pathogen-assoziierten molekularen Muster
(PAMP) zu erkennen. Die PAMPs sind pathogenspezifische Muster, deren Struktur
nahezu unveranderlich ist. Sie kommen im Menschen und anderen Saugetieren nicht
vor. Die PRRs sitzen haufig ortsgebunden an vielen kdrpereigenen Zellen, kénnen
jedoch auch frei I6slich im Blutkreislauf zirkulieren. Ein Beispiel fir einen I6slichen PRR
ist das im Plasma zirkulierende Mannose-bindende Lektin. Die ortstandigen PRRs
kommen intrazellular oder auf Zelloberflachen vor. Intrazellular kommen zum Beispiel
die RIG-I-dhnlichen Proteine (RLR) im Cytoplasma vor. Wenn ein Pathogen erkannt
wurde, konnen die zellularen Anteile der unspezifischen Immunabwehr sofort darauf

reagieren.

Eine grofl3e Rolle spielen dabei die Toll-like Rezeptoren. Es sind zehn humane Formen

des Toll-like Rezeptors bekannt, welche unter anderem Proteine, Lipide, Kohlehydrate
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und Nukleinsduren fremder Spezies erkennen.(42) Die Familie der TLR wurden
zunéachst in der Spezies Drosophilia melanogaster entdeckt. Zunéchst enthillte man
ihre entscheidende Rolle bei der Bildung der dorsoventralen Symmetrie in der
Embryogenese.(43) Die Expression von TLR ist ein dynamischer Prozess, mit
welchem der Korper auf wechselnde Situationen beispielsweise das Eindringen von
Pathogenen reagieren kann. Die ausgeldoste Immunantwort wird von der Art des
Pathogens und der Art des TLR sowie seiner Lokalisation beeinflusst, und aktiviert

unterschiedliche Signaltransduktionswege.

Der Toll-like Rezeptor 4 ist ein Transmembranrezeptor, welcher verschiedene
Substanzen erkennt (siehe Tabelle 1). Hervorzuheben sind die Lipopolysaccharide
(LPS), welche in der AuRRenmembran gramnegativer Bakterien vorkommen und den

wesentlichen Liganden fur TLR4 darstellen.

Tabelle 1: Bekannte Liganden von TLRA4.

Lipopolysaccharide Gram-negative Bakterien

Taxol Pflanzen

Fusionsprotein Humanes Respiratorisches Synzytial-
Virus

Envelope protein Mouse mammary-tumour virus

Hitzeschock-Protein 60* Chlamydia pneumoniae

Hitzeschock-Protein 70* Wirt

Type I1ll repeat extra domain A of | Wirt

fibronectin*

Oligosaccharides of hyaluronic acid* Wirt

Polysaccharide fragments of heparan | Wirt

sulphate*

Fibrinogen* Wirt

Aufgrund der Versuchsbedingungen ist nicht auszuschlieBen, dass bei mit * gekennzeichneten
Substanzen eine Kontamination mit LPS stattgefunden hat. Verandert Gbernommen nach Akira et
al.(43)

Zur Detektion von LPS durch TLR4 ist die Bildung eines Komplexes notwendig.
Entscheidend hierfir ist das Vorliegen von CD14 und MD-2. LPS bindet durch das im
Serum vorliegende LPS-bindende Protein (LPB) an CD14. Das Protein MD-2 kann an
den extrazellularen Teil von TLR4 binden und vermittelt die Bindung zwischen CD14
und TLR4.(42) Folgend nutzt TLR4 zwei relevante, intrazellulare Signalwege, den
Myeloid differentiation primary response gene 88-(MyD88-)abhangigen und den
MyD88-unabhangigen Signalweg (siehe Abb. 5).
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Abbildung 5: Downstream Signalwege von TLR4. In der linken Bildseite wird der MyD88-abhéngige
Signalweg Uber Friihe Phase NF-kB-Aktivierung und der Produktion inflammatorischer Zytokine
dargestellt. Auf der rechten Bildseite ist die Aktivierung Uber TRIF/TRAM mit der Produktion von
Interferon und Spate Phase NF-kB-Aktivierung dargestellt. Eigene Darstellung.

2.2.2 MyD88-abhéngiger Signalweg

Das Adapterprotein MyD88 hat eine N-terminale ,Todesdomane® und eine C-terminale
TIR-Doméane. Diese kann mit der TIR-Doméane von TLR4 in Kontakt treten. Die
folgende Aktivierung der IL-1 Rezeptor assoziierten Kinase 4 (IRAK 4) geschieht Uber
die N-terminale Domé&ne von MyD88. Dies fuhrt zur Phosphorylierung von IRAK1 und
einer Komplexbildung von IRAK 1 und IRAK 4 mit TRAF 6 (Tumor Nekrose Faktor
assoziierter Faktor 6). Im Folgenden werden unterschiedliche Komplexe gebildet.
Diese stimulieren den in den Zellen ruhenden Transkriptionsfaktor Nuclear factor,
kappa light chain enhancer* of activated B-Cells (NF-kB), welcher nun in den Zellkern
wandert. Hier fuhrt er zur Transkription inflammatorischer Zytokine, wie z.B. TNF-a und
Interleukin-6 (IL-6).(42—-44)
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2.2.3 MyD88-unabhangiger Signalweg

Uber die Adapterproteine TRIF und TRAM erfolgt eine Aktivierung von Interferon
regulatory factor 3 (IRF3). Diese fuhrt zur Produktion von Interferon Typ I, welcher ein
wichtiger Regulator des Immunsystems ist. Zugleich werden jedoch Signale

weitergeleitet, welche zur verzbégerten Aktivierung von NF-kB fuhren.(45)

Zusammengefasst stimuliert TLR4 entzindliche Prozesse.(46) Kommt es zu einer
dauerhaften Stimulation durch TLR4, kdnnen chronische Entzindungen ausgelost
werden.(47)

2.3 Mikrobiota

Der Mensch teilt sich seinen Korper mit einer Vielzahl von weiteren Spezies. Dazu
zahlen Bakterien, Viren, Eukaryoten und Archaeen. Ein relativ neuer Blickwinkel ist
daher die Betrachtung des Menschen als ,Metaorganismus®. Dieses Konzept stellt
Organismen artentbergreifend als multiorganismische Einheit mit ihrem Mikrobiom
dar.(48)

Die Bakterien sind den anderen Spezies unserer Mikrobiota zahlenmalig weit
Uberlegen und gelten daher als bislang wichtigster Vertreter im menschlichen
Darmmikrobiom.(49) In der Zukunft kénnte diese Annahme jedoch widerlegt werden,
da unsere aktuell verfigbaren Techniken zur Detektion von Bakterien denen anderer
Spezies weit voraus sind.

Die seit langem verbreitete Annahme, dass die Anzahl der im Menschen beherbergten
Bakterien die der kdrpereigenen Zellen um ein Zehnfaches ubersteige, wurde 2016
durch neuere Berechnungen widerlegt. Diesen Berechnungen zufolge liegen die Werte
ungefahr bei einem Verhaltnis von 1:1 von Bakterien zu Korperzellen bei einem
durchschnittlichen Mann.(50) Die Kombination aus Anzahl und Artenvielfalt fiihrt zu
der Annahme, dass das Mikrobiom etwa die 500-fache Anzahl von Genen kodiert als
das menschliche Genom alleine.(51) Bislang kénnen nur Vermutungen angestellt
werden, wie weit der Einfluss dieser an Gene im menschlichen Kérper reicht. Einflisse

auf Entwicklung, Erkrankungen und das Gehirn werden vermutet.(51,52)
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2.3.1 Aufbau und Funktion des Mikrobioms

Die hochsten Bakterienkonzentrationen des Korpers finden sich im Colon und in
dentaler Plague, wobei das Volumen des Mikrobioms im Colon um ein Vielfaches
hoher ist.(50) Den grof3ten Ort der Besiedlung stellt somit der Darm dar. Das
Gesamtgewicht des Darmmikrobioms wird auf etwa 2 kg geschatzt.(53) Die Bakterien
helfen die Nahrung zu verwerten und unterstitzen so unter anderem die Gewinnung
von lebenswichtigen Vitaminen und Fettsduren. Manche dieser Néahrstoffe wirden
dem Koérper ohne die vorherige Verwertung durch die Bakterien nicht zur Verfiigung
stehen. So kénnen bestimmte Polysaccharide nur durch das intestinale Mikrobiom

gespalten und anschlie3end durch den Wirt resorbiert werden.(54)

Die wesentlichen bakteriellen Vertreter der menschlichen Darmflora sind vier
Stammen  zuzuordnen: Actinobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria und
Firmicutes.(55) Die Artenvielfalt in der physiologischen Darmflora wird auf
durchschnittlich 160 Arten in jedem Individuum und einer Gesamtzahl von ca. 1000-
1150 identifizierten Arten geschéatzt.(56) Der Darm zeigt einen Gradienten fur die
bakterielle Besiedlung, mit einem Anstieg in Richtung Colon.(57) Der Einfluss des
oralen Mikrobioms auf das Mikrobiom des Dunndarms kann bislang nur vermutet
werden. Eine Literaturanalyse durch Maki et al. 2020 konnte Hinweise auf diesen
Einfluss zeigen. Im Vergleich zeigt sich das Mikrobiom der Mundhéhle mit gréRerer
Artenvielfalt und Dynamik.(58)

Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass das menschliche Mikrobiom vermutlich
ursprunglich noch wesentlich artenreicher war. Proben eines bislang isoliert lebenden
Stammes von Ureinwohnern im Amazonasdschungel weisen deutlich mehr Spezies
auf als die Vergleichsproben von US-Amerikanern.(59) Wesentliche Einfllisse auf die
Zusammensetzung des Mikrobioms stellen z.B. Erndhrung, Lebensumfeld,
Hygienepraktiken und Medikationen, insbesondere Antibiotikatherapien
dar.(55,57,59-61) Wesentlicher als die Unterscheidung in Arten, ist fir unseren Koérper
die Entscheidung, ob die Bakterien pathogen oder apathogen sind, also der
kommensalen Flora, angehéren. Um beispielsweise von den N&hrstoff-verwertenden
Bakterien zu profitieren, muss der Korper Apathogene tolerieren und zugleich die

Vermehrung von Pathogenen unterbinden.
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2.3.2 Mikrobiom und Krankheit

Die Komplexitat des Okosystems unseres Korpers zu verstehen, stellt die
Wissenschaft vor eine grol3e Herausforderung. Hypothesen, welche verschiedene
Krankheitsbilder mit einer Dysbalance des Mikrobioms, beispielsweise auf der Haut
oder im Darm, in Verbindung brachten, konnten inzwischen bewiesen werden. Viele
der in Industrienationen mit steigendenden Inzidenzen auftretenden Krankheiten, wie
z.B. Adipositas, Asthma, Diabetes und Chronisch-entztiindliche Darmerkrankungen,
sind mit einem gestérten Mikrobiom, einer Dysbiose, assoziiert.(6,60—62) Bei der
Erforschung von Malignomen, unter anderem Darmkrebs, Lungenkrebs und
Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle, wurden deutliche Veranderungen des
Mikrobioms gefunden.(14,22,63,64) Auch wenn Zusammenhénge klar nachweisbar
sind, bleiben die zu Grunde liegenden Prozesse mehrheitlich noch unverstanden. Eine
der bedeutendsten Fragen bleibt bislang haufig unbeantwortet: Fihrt das gestorte
Mikrobiom zur Krankheit, oder stort die Krankheit das physiologische Mikrobiom?(60)
Beispielsweise konnte im Speichel von Rauchern eine Verdnderung durch
Selektionsdruck des Mikrobioms nachgewiesen werden, welche vermutlich
begulnstigend auf die Entstehung von Parodontitis wirkt.(65) Eine veranderte Flora der
Mundhdhle durch entziindliche Prozesse scheint wiederum zu einer gestorten Flora
des Darms beizutragen und bestehende CED zu verschlechtern.(66) Durch die
Analyse des individuellen Mikrobioms mittels Metagenomik kdnnen zukunftig
Therapien fiur Krankheiten, die auf einem gestérten Mikrobiom beruhen,
moglicherweise maligeschneidert entwickelt werden. Auch eine verbesserte Prognose
durch frihere Diagnosen ist im Bereich des Mdglichen.(49)

2.3.3 Reaktive Sauerstoffspezies

Im Falle einer Ubermafigen Vermehrung von Pathogenen in unserem Korper gibt es
verschiedene antimikrobielle Abwehrmechanismen. Eine der ersten Barrieren des
angeborenen Immunsystems stellen die ROS dar.(18) Hierbei handelt es sich um
Sauerstoffradikale, wie z.B. H202, Hyperoxid-Anionen (O2’) oder Ozon (Os). Diese
unspezifische Pathogen-Abwehr hat fir den Kérper jedoch nicht nur positive Aspekte.
Eine Ubermé&fige Ausschuttung fuhrt zu oxidativem Stress. Dieser schadigt die Zellen
in der Umgebung und steht im Verdacht, begunstigend auf viele Krankheiten, unter
anderem Malignome, zu wirken (siehe Tabelle 2).(19,67) Der Zusammenhang

zwischen entzindlichen Prozessen und Krebs wurde Dbereits durch
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Rudolf Virchow (*1821-11902) beschrieben, nachdem er Leukozyten in Tumorgewebe
isolieren konnte.(68)

Tabelle 2: Malignome und ihre Assoziation mit einem entziindlichen Stimulus.

Ort des Malignoms Entzindlicher Stimulus

Blase Schistosomiasis

Zervix, Rachen, Penis, Vulva, Anus Humane Papillomaviren

Magen H. pylori-induzierte Gastritis
Oesophagus Reflux-induzierter Barrett-Oesophagus
Colorectal CED

Leber Hepatitis B und C

Ubersichtstabelle von Organen mit Malignomen, welche durch einen entziindlichen Stimulus ausgeldst
werden kdnnen. Tabelle verandert nach Balkwill et al. 2001.(68)

Steigende ROS Werte fuhren ebenfalls zu einer gesteigerten Angiogenese, welche in
Wechselwirkung mit entzindlichen Prozessen und kanzerésen Geschehen
steht.(12,69) Es konnten erhohte Werte von Matrix-Metalloproteasen (MMP) und
weitere proangiogene Faktoren nachgewiesen werden, die die Gefalineubildung
stimulieren.(67) Unter anderem beeinflussen ROS als Botenstoffe die Angiogenese
der Wundheilung.(70)

2.3.4 NADPH-Oxidasen

ROS werden hauptsachlich von der Familie der NADPH-Oxidasen produziert,
entstehen jedoch auch als ein Nebenprodukt der Zellatmung der Mitochondrien. Im
Moment gibt es sieben bekannte Unterformen (siehe Tabelle 3). Die produzierten
Enzyme sind relevant fiir viele verschiedene Organe, so zum Beispiel das Gehirn,
Pankreas, Nieren, die Phagozyten der Immunabwehr und die Schilddrise.(71) Unter
anderem in den Thyreozyten der Schilddrise findet sich die Unterform DUOX2.(72)
Diese stellt H202 bereit, welches von der Thyreoperoxidase bei Synthese der
Schilddriisenhormone verstoffwechselt wird (siehe Abb. 6).(73) Zur vollstéandigen
Funktion von DUOX2 wird Dual oxidase maturation factor 2 (DUOXA2) als
Reifungsfaktor bendtigt. Gemeinsam bilden sie einen membranstandigen Komplex,

welcher, initiiert durch Calcium (Ca?*), Ozin H202 umwandelt.(74)
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Tabelle 3: NADPH-Oxidasen und ihre Lokalisationen.

NADPH- Lokalisation

Oxidase

NOX1 Colon

NOX2 Phagozyten

NOX3 Innenohr

NOX4 Nieren

NOX5 Hoden

DUOX1 Schilddruse, Epithelzellen des Respirationstrakts

DUOX2 Schilddrise, Speicheldriisen, Magen, Diinndarm, Dickdarm(73)

Aufgefuhrt sind die bekannten sieben Unterformen der NADPH-Oxidasen und ihre Lokalisationen im
Korper. Verandert ibernommen nach Sirokmany et al.(71)

DUOX2 konnte auf der gesamten Lange des menschlichen Darms nachgewiesen
werden.(75) Das hier produzierte H20: ist essenziell fur die Abwehr von Pathogenen.
So konnte z.B. anhand von Knock-out-Mausen ohne Duoxl und Duox2 dessen
protektive Funktion gegentber einer Besiedlung des Magens mit Helicobacter felis
gezeigt werden.(16) Die Signalwege im Zusammenhang mit Duox2 in S&ugetieren
aulRerhalb der Schilddriise sind bislang grof3tenteils unverstanden. Ein kurzlich
entdeckter Signalweg beschreibt die Aktivierung von Duox2 durch Mikrobiota im Darm.
Im Dunndarm wird das Signal vermutlich durch einen bislang unbekannten Rezeptor
Uber TRIF und p50/p65 geleitet, und flhrt so zu einer gesteigerten Expression. Im
Colon wird das Signal tber TLR3 und TLR4 und p38/Mitogenaktivierte Proteinkinasen
(MAPK) weitergeleitet und fuhrt, Uber den Zwischenschritt eines unbekannten
Proteins, auch hier zu einer gesteigerten Expression.(18) Burguefio et al. zeigten, dass
das Duox2 Signal im Dunndarm von TIr4 abh&ngig ist. Sowohl in Patienten mit CED,
als auch mit kolorektalen Malignomen wurde eine Hochregulation von Duox2 und TIr4
gefunden.(76)

Die Deletion von Duox2 fihrt zu schwerem Hypothyreoidismus, insbesondere, wenn
beide Genallele betroffen sind.(75) In einem 2017 veréffentlichen Patientenfall konnte
erstmals bei einem Patienten mit sehr friih einsetzender CED eine Duox2-Deletion auf
beiden Allelen nachgewiesen werden.(20) Mdglicherweise kommt es durch die
niedrigen ROS-Werte zu einem pro-inflammatorischen Phéanotyp.(77) Zugleich wurden
bei Patienten vor Einsetzen eines akuten Entziindungsschubs htéhere Werte der
DUOX2-Expression gefunden. Diese Hochregulation konnte auch bei vormals
keimfreien Mausen, welche mit einer dysbiotischen menschlichen Flora besiedelt

wurden, gezeigt werden.(19) Duox2 scheint also ein wesentlicher Modulator der
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intestinalen Homoostase zu sein und empfindlich auf Anderungen des intestinalen

Mikrobioms zu reagieren.

O 2 H 2 O 2
o\
it PETOX_ jupanm
SB880LK Duox2 J|;|l|;L';'g;!.-';'J;Li;i,\I;L';U;',J\;L';',J\;L';';.
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Abbildung 6: H.O,-Produktion durch DUOX2. H202-Generation aus Oz durch membranstandigen
DUOX2/DUOXA2-Komplex. Abbildung modifiziert nach Lambeth et al.(74)

2.3.5 Veranderungen am Mikrobiom der Maus

Um die Einflisse des Mikrobioms auf unseren Kdrper besser verstehen zu kdnnen,
muss man Vergleiche zwischen normal aufgewachsenen und keimfreien Organismen
anstellen. Diese Uberlegung hatte bereits Louis Pasteur (*1822-11895), welcher
vermutete, dass das Leben unter keimfreien Bedingungen unmdglich sei.(78) In den
1940er Jahren wurden die ersten erfolgreichen Versuche unternommen, keimfreie
Versuchstiere zu zichten.(79) Es gibt Tierhaltung, die frei von spezifischen
Pathogenen ist (specific pathogen-free, SPF), Tiere die durch Antibiotikatherapien
einen annahernd keimfreien Status erreichen, und komplett sterile Tiere (germ-free,
GF). Diese Tierhaltungsformen, bei denen das Mikrobiom des Versuchstieres bekannt
ist, werden als Gnotobiotik bezeichnet. Aus der Literatur und durch vorangegangene
Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Dr. Reinhardt ist bekannt, dass sich die
Morphologie des Diunndarms keimfreier Tiere deutlich von der konventionell-
aufgewachsener Tiere unterscheidet.(80—-82) Keimfreie Tiere zeigen im Gesamtbild
bei vergleichbarer Grol3e einen niedrigeren Korperfettanteil, obwohl sie einen héheren
Kalorienverbrauch haben. Der Gastrointestinaltrakt weist wesentliche Verdnderungen
auf: Wahrend die Leber in der GroRe abnimmt, zeigt das Caecum eine deutliche
GroRenzunahme. Histologisch zeigen sich im Darm langere und schmalere

Villusstrukturen, eine  verschmalerte Lamina propria und  verringerte
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Vaskularisierung.(10,51,83) Diese durch die Mikrobiota ausgelésten morphologischen

Veranderungen, sind zum jetzigen Zeitpunkt unzureichend erforscht.

2.4 Vaskularisierung
Die Bildung von Blutgefaf3en spielt eine zentrale Rolle im menschlichen Organismus.
Beinahe jedes Gewebe ist auf das Transportmittel Blut angewiesen, um Nahrstoffe

und Sauerstoff zugefuihrt zu bekommen und Abfallprodukte abzutransportieren.

Die ersten Vorlaufer des Blutkreislaufes beginnen sich im menschlichen Embryo in der
dritten Entwicklungswoche zu bilden, ca. am 18. Tag, bei Mausen an Entwicklungstag
6,5.(84) Endotheliale Vorlauferzellen (Hamangioblasten) sammeln sich, angelockt
durch Botenstoffe, wie z.B. VEGF, an bestimmten Punkten. Hier lagern sie sich
zusammen und bilden sogenannte ,Blutinseln®. Innerhalb dieser Inseln differenzieren
sich die Zellen durch verschiedene Wachstumsfaktoren zu Zellen des gefal3bildenden
Systems (Angioblasten) und das hamatopoetischen Systems (Hamozytoblasten). Es
kommt zur Bildung von randstandigen Angioblasten und zentral vorkommenden
hamatopoetischen Stammzellen. Die Angioblasten entwickeln sich weiter und werden
so zu Endothelzellen. Diese bilden das Grundgertist des menschlichen Blutkreislaufes.
Dieser Prozess wird als Vaskulogenese bezeichnet.(85) Durch Umbau, Ruckbau und
Verstarkung bestimmter Gefalle, bildet sich ein ,reifes® GefalRsystem. Die
Vaskulogenese stellt im adulten Korper die Ausnahme in der Gefal3bildung dar.
Physiologischerweise ftritt sie nur bei der Wundheilung, im Menstruationszyklus und
bei der Plazentaentwicklung auf. Gleichzeitig spielt die Vaskulogenese jedoch eine

zentrale Rolle bei pathologischen Prozessen.(86,87)

2.4.1 Angiogenese
Die Angiogenese beschreibt den im adulten Kérper schwerpunktméalig stattfindenden
Prozess der GefaRneubildung. Hier bilden sich neue Gefal3e auf der Grundlage bereits

bestehender GefalRe. Es werden verschiedene Formen unterschieden.

Zum einen gibt es das so genannte sprouting, das Aussprossen neuer Gefallarme.
Durch die Anlagerung von pro-angiogenetischen Wachstumsfaktoren an die
Endothelwand kommt es zum ,angiogenen Switch“. Durch das Uberwiegen von pro-
angiogenen Faktoren beginnen die Endothelzellen mit der Produktion von Proteasen.
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Diese Proteasen fuhren zu einer Schwachung und letztlich Perforation der
Basalmembran. Dies fuhrt zu einer Endothelzellproliferation und -migration. Die
Endothelzellen formieren sich schlief3lich zu einem neuen Gefal3ast. Das Lumen des
neuen GefalRes wird durch verschiedene Unterformen von VEGF in seinem

Durchmesser beeinflusst.(86)

Der andere zentrale Prozess wird als intussuszeptive Gefal3neubildung bezeichnet.
Hier entstehen zwei Gefal3e durch die Teilung eines Ursprungsgefal3es. Es wird ein
mehrstufiger Prozess durchlaufen, bei dem es zur Fusion von zwei bereits
bestehenden GefaRwanden kommt. Nach einer Restrukturierung des Endothels bildet
sich ein Lumen zwischen den verbundenen GefalRwanden. Durch Anlagerung von
stabilisierenden Zellen (u.a. Perizyten) um die neuen GefalRe wird der Prozess
abgeschlossen. Molekularbiologisch ist dieser Prozess noch nicht vollstandig

verstanden.(86)

Wiederum wird in physiologische und pathologische Angiogenese unterschieden. Die
physiologische Angiogenese findet zum Beispiel wahrend der Wundheilung statt.
Durch verschiedene Wachstums- und Gewebefaktoren initiiert kommt es lediglich zu
geringen Anderungen in der vaskularen Permeabilitat. Auch eine Entziindung und

proteolytische Prozesse finden nur in geringem Ausmal3e statt.(12)

Dem gegenuber steht der Prozess der pathologischen Angiogenese, zum Beispiel im
Rahmen einer CED. Die bei chronischen Entzindungsprozessen ausgeschutteten
Mediatoren stellen Stimuli fir die Angiogenese dar. Durch die Bindung an
Gewebsrezeptoren kommt es zu einer intrazellularen Signalkaskade. Diese resultiert
in der Dilatation der Gefalie, einer gesteigerten Permeabilitdt, ausgelést durch den
Endothelwachstumsfaktor A (Vascular Endothelial Growth Factor-A, VEGF-A) und der
Zerstorung der Basalmembran. Die folgende Endothelzellproliferation und -migration
ahnelt der physiologischen Angiogenese. Auch hier spielen MMP, Integrine und
weitere Mediatoren eine Rolle beim Umbau der Extrazellularen Matrix. Wahrend
dieses Umbaus werden Endothelzellen in die Extrazellulare Matrix integriert und
beginnen mit der Formierung neuer Gefal3e. Vollendet wird dieser Prozess durch
Anastomosierung mit weiteren Gefal3en und der Anlagerung von glatten Muskelzellen
und Perizyten, als stabilisierendes Gerist.(12) Diese pathologische Angiogenese
scheint unter anderem auf fehlender Reifung der entstandenen GefalRe zu beruhen.

VEGF-A qilt als wichtigster Faktor der physiologischen und pathologischen
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Angiogenese(88). Zwar ist die Konzentration von VEGF unter den Bedingungen einer
experimentellen Colitis erhoht, dennoch scheinen die Endothelzellen vermindert
darauf zu reagieren.(89) Vermutet wird, dass das durch MMP produzierte Angiostatin
die Reifung des entstandenen GefalRnetzwerkes verhindert.(90) Auch bakterielle
Abbauprodukte scheinen eine Angiogenese induzieren zu konnen. Das
Darmmikrobiom scheint, unter anderem vermittelt durch TLR, zur Angiogenese
wahrend einer Darmentziindung beizutragen.(91) Diese Vorgénge fuhren zu einer
deutlichen Veranderung der vaskularen Strukturen innerhalb des Darmgewebes,
woraus eine Funktionseinschrankung verglichen mit gesundem Darmgewebe

resultiert.

Wahrend des Tumorwachstums werden Prozesse der Vaskulogenese und der
Angiogenese kombiniert. Durch die Produktion von Tumor-Angiogenese-Faktoren
werden die Wande von lokalen Kapillargefalen abgebaut und deren Endothelzellen
aus dem Verband herausgeldst. Diese gelosten Endothelzellen wandern und
proliferieren nun in Richtung des angiogenen Stimulus des Tumors. Diese
Gefalisprossung durchlauft nun Reifungsprozesse und bildet schlief3lich ein Netzwerk

zur Versorgung des Tumors.(92)

2.4.2 Angiogenese der Dunndarmmukosa

In Tierexperimenten mit Mausen konnten wesentliche Entwicklungsschritte des Darms
gezeigt werden. Der endgultige Aufbau mit einem funktionierenden
Stammzellkompartiment scheint sich erst in der Phase des S&ugens zu bilden. Zu
diesem Zeitpunkt ist auch das Gefal3netzwerk in den Zotten nicht vollstéandig
ausgebildet, sondern besteht nur aus einzelnen Gefalen.(9) Zur Zeit des Entwéhnens
wurden wesentliche Anderungen des intestinalen Mikrobioms gefunden.(93) Dieser

Zeitpunkt korreliert mit der Reife des Gefalinetzwerkes in den Zotten.

Mittels verschiedene Versuche konnte der Einfluss des Mikrobioms auf die
Vaskularisierung des Darms bewiesen werden. Der Darm keimfreier Mause befindet
sich in einem Stadium der funktionellen Unreife. Durch die Besiedlung mit
kommensaler Mikrobiota konnte das bei den keimfreien Mausen unreife
GefalRnetzwerk innerhalb von 10 Tagen in ein reifes Gefal3system Uberfihrt
werden.(9) Dieser Mechanismus ist abhangig von der Detektion der Mikrobiota durch
die Panethzellen und der folgend ausgeldosten Signalwege. Die Besiedlung durch
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Mikrobiota verandert nicht ausschlie3lich die zentralen Gefal3strukturen, sondern
scheint Einfluss auf die gesamte Architektur der Villi zu haben. So zeigen
konventionell-aufgezogene (Conventionally-raised, CONV-R) Mause im Vergleich zu
keimfreien Mausen in ihren Villusstrukturen zentral eine gréRere Gefal3dichte und
kiurzere, breitere Villi. Diese anatomischen Veranderungen beeinflussen letztlich auch
die Gesamtoberflache des Darms und folglich die dartber stattfindende Resorption
von Nahrung und Wasser.(24) Die gesamte Aktivitat der Gefal3neu- und -umbildung
scheint sich sowohl bei CONV-R, als auch kolonisierten keimfreien (Conventionally-
derived, CONV-D) Mausen auf einem hoheren Aktivitatsniveau zu befinden.
Verschiedene Marker, welche als Indikator fir eine solche Aktivitdt genutzt werden
konnen, sind bei Mausen mit mikrobieller Besiedelung erhoht.(10) Auch die
pathologische Angiogenese wird von der bakteriellen Besiedlung beeinflusst. In
Versuchen von Fiocchi et al. konnten angiogenetische Prozesse durch bakterielle
Liganden, ahnlich denen bei CED, induziert werden.(94) Ebenso wird die Reifung der
zentralen Lymphgefal3e, welche fur den Transport von Nahrstoffen verantwortlich sind,
wesentlich durch das Mikrobiom bewirkt. Suh et al. konnten zeigen, dass die
Veranderungen der lymphatischen GefalRe hauptsachlich auf den Mangel an VEGF-C
zuriick zu fuhren sind. Als wesentliches Signal fir die Produktion von VEGF-C konnten
sie das Erkennen mikrobieller Bestandteile Uber den TLR-MyD88-Signalweg
identifizieren.(95)

2.4.3 Protease-aktivierter Rezeptor 1

Der Protease-aktivierter Rezeptor 1 (PAR1) gehort zur Gruppe der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren. Der kanonische Ligand fir PAR1 ist Thrombin. PAR1-4
konnen entlang des gesamten Gastrointestinaltraktes nachgewiesen werden, im
Dunndarm finden sich am haufigsten PAR1 und PAR2.(96) Zunéachst entdeckt durch
seine Rolle in der Thrombozytenaktivierung im Rahmen der primaren Hamostase, sind
inzwischen viele weitere Prozesse bekannt, an denen PARL1 beteiligt ist. So zum
Beispiel in der Karzinogenese und Metastasierung und in pro- und
antiinflammatorischen Prozessen.(97) Die Aktivierung von PAR1 durch seinen
kanonischen Liganden Thrombin flhrt ebenfalls zu verstarktem Tumorwachstum und
Metastasierung. Im Kontrast dazu steht die Aktivierung von PARL durch Aktivierter
Faktor X (FXa). Hier konnten apoptotische Effekte in verschiedenen Zelllinien

nachgewiesen werden.(98)
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Welcher Signalweg durch PARL1 aktiviert wird, ist abhéngig von der Art Spaltung und
des Liganden. Der extrazellulare N-Terminus von PAR1 wird abgespalten und hierbei
eine Proteindoméne freigelegt. Diese interagiert als gebundener Ligand mit der
zweiten extrazellularen Doméne und kann so die Signale weiterleiten (siehe Abb.
7).(96)

PAR1 wird nicht nur von Endothelzellen, sondern auch von den Enterozyten im Darm
exprimiert. Keimfreie Mause zeigen in ihrem Darm niedrigere Expressionswerte fir
PAR1 im Vergleich zu CONV-R Tieren. Durch den Vergleich der Expressionen von
vaskularen Markern wie Angiopoietin-1 (Ang-1) und Thrombozyten-Endothelzellen-
Adhasionsmolekul (Platelet endothelial cell adhesion molecule, PECAM-1) konnte so
ein Zusammenhang zwischen der mikrobiellen Besiedlung im Darm, Uber erhghte
Werte von Tissue factor (TF) und PAR1, resultierend in einer verstarkten
Vaskularisierung  nachgewiesen werden. Der Zusammenhang zwischen
Koagulationsgeschehnissen und einer veranderten Angiogenese konnte ebenfalls
durch Experimente mit TF bewiesen werden.(99) Auch hier ist die verédnderte
Angiogenese abhangig von einer mikrobiellen Besiedlung.(10) Die Expression von den
verschiedenen Subtypen der PAR auf Immunzellen ist bekannt.(100) Dies kénnte eine
Rolle bei der Entwicklung von CED spielen, welche mit einer ibermafiigen Aktivierung

von Immunzellen einhergehen.(96)

Darmmikrobiom

Thrombin
R A R
R K R e R e S
Entziindungsférdernd: Vaskuldre Zytoprotektiv:
Proliferation Remodellation Antiapoptotisch
Migration Antiinflammatorisch
Gesteigerte Permeabilitat

Abbildung 7: Funktionen von PAR1. Dargestellt sind der kanonische Signalweg von PARL1 Uber die
Aktivierung durch Thrombin, und weitere Signalwege, die eine Beteiligung in der Vaskularisierung und
Hamostase zeigen. Abbildung modifiziert nach Pontarollo et al.(137)
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Tabelle 4: gPCR Primer
Primer Gen Sequenz 5°- 3°
Duox2_for Dual oxidase 2 AAGTTCAAGCAGTACAAGCGAT
Duox2_rev TAGGCACGGTCTGCAAACAG
DuoxA2_for Dual oxidase A2 GACGGGGTGCTACCCTTTTAC
DuoxA2_rev CCCACGGATTCCAGGCAAG
Ihh_for Indian Hedgehog GACGAGGAGAACACGGGTG
Ihh_rev GCGGCCCTCATAGTGTAAAGA
L32 for 60S ribosomales CCTCTGGTGAAGCCCAAGATC
L32_rev Protein L32 TCTGGGTTTCCGCCAGTTT

(housekeeping gene)

PECAM-1 for | Platelet endothelial cell | CTGCCAGTCCGAAAATGGAAC
PECAM-1 rev | adhesion molecule CTTCATCCACTGGGGCTATC
Shh_for Sonic Hedgehog AAAGCTGACCCCTTTAGCCTA
Shh_rev TGAGTTCCTTAAATCGTTCGGAG

Tabelle 5: Primer Genotypisierung Duox2

Primer Gen Sequenz 5°- 3

Duox2_for Dual oxidase 2 GAATCACATGGGCTCAAAGG

Duox2_rev ATGAAAACAGCCCACAGAGG
Tabelle 6: Chemikalien

Chemikalien Hersteller

2-Mercaptoethanol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Agarose Standard (ROTI®Garose)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Ampicillin Natriumsalz

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Aqua ad iniectabilia

B.Braun AG, Melsungen, Deutschland

BsuRI (Hae Il1) (10 U/pL)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

CutSmart — NEB Puffer System

New England Biolabs GmbH, Frankfurt
am Main, Deutschland

DMSO, wasserfrei

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

DNase-freies Wasser

B.Braun AG, Melsungen, Deutschland

Eosin-Losung 1 %, wassrig flur
Laborzwecke

Apotheke der Universitatsmedizin
Mainz, Deutschland

Ethanol, 70 %, 100 %

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Eukitt® Quick-hardening mounting
medium

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Gibco™ Fotales Kalberserum (FCS)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA
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Gibco™ HEPES (1 M)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Gibco™ MEM Non-Essential Amino
Acids Solution (100X)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Gibco™ RPMI 1640 Medium
GlutaMAX™

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Gibco™ Sodium Pyruvat (100 mM)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Gibco™ Trypanblau-Lésung, 0.4 %

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

iQ™ SYBR® Green Supermix

BioRad Laboratories Inc., Hercules,
USA

Lipopolysaccharid (LPS) ultrapure —
TLR4 Ligand

InvivoGen, San Diego, USA

Mayer’'s Hemalaun

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Neomycinsulfat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

PBS 10-fach Pulver

AppliChem, Chicago, USA

PBS Losung 1 %

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Penicillin-Streptomycin (10.000 units
Penicillin & 10 mg Streptomycin pro mL
in 0,9 % NaCl, steril filtriert)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

ROTI®GelStain

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Roti-Histofix pH 7,4 %
Formaldehydlésung

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

TBE Puffer 10x

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

terralin® liquid

Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt,
Deutschland

Thermo Scientific™ Maxima™ Hot Start
Green 2x PCR Mastermix

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Trypsin/EDTA Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA
VAS2870 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Xylene, mixture of isomers

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Tabelle 7: Gerate

Gerat Modell

Hersteller

Geldokumentationssytem

GelDoc EZ Imager

BioRad Laboratories Inc.,
Hercules, USA

Feinwaage R180

Sartorius AG, Goéttingen,
Deutschland

Inkubationshaube

CERTOMAT® H

Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland
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Inkubatoren

Thermo Scientific™
Heratherm™ Advanced
Protocol

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Kihlschrank -20 °C

Premium No Frost

Liebherr-International
Deutschland GmbH,

Biberach an der RIif3,

Deutschland

Kihlschrank 4 °C

Comfort

Liebherr-International
Deutschland GmbH,

Biberach an der RIif3,

Deutschland

Kihlschrank -80 °C

Hera Freeze BASIC

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

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

Deutschland

Mikrozentrifuge

MiniStar silverline

VWR International,
Radnor, USA

Multi-Mode-
Detektionsplattform

SpectraMax i3x

Molecular Devices
Hauptniederlassung, San
Jose, USA

Paraffinstrecktisch

HI1220

Leica Biosystems
Nussloch GmbH,
Nussloch, Deutschland

PCR-Cycler Mastercycler® pro Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
Photometer NanoDrop Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
Pipetten Pipet Lite XPS LTS (2, 10, RAININ Uber Mettler-
20, 200, 1000 pL) Toledo GmbH,

Finnpipette F2,
autoklavierbar (20, 200,
1000 pL)

Columbus, USA
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Pipettierhilfe

S1 Pipettierhilfe

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Real-Time PCR-Cycler

CFX96™ Real-Time PCR
Detection System

BioRad Laboratories Inc.,
Hercules, USA

Rotationsmikrotom RM2235 Leica Biosystems
Nussloch GmbH,
Nussloch, Deutschland

Schwingkugelmihle TissueLyser I Qiagen GmbH, Hilden,

Deutschland

Sterilbank Herasafe KS15, KS18 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
Thermodesinfektor Miele G 7882 CD Miele & Cie. KG,

Glutersloh, Deutschland

Tisch-Rundschiittler

CERTOMAT® R

Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland

26



Vakuumpumpensystem | FB70157

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

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

Waage VWR-1502 VWR International,
Radnor, USA

Wasserbad HI1210 Leica Biosystems

Nussloch GmbH,
Nussloch, Deutschland

S1-Werkbank

Herasafe KS 15

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Zentrifugen

Micro 1814

Heraeus Fresco 21

Megafuge 16R

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

VWR International,
Radnor, USA

Tabelle 8: Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller

CELLSTAR® 96 Well Platte, klar

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

CELLSTAR® Zellkultur Flaschen (T25,
T75)

Greiner Bio-One_.InternationaI GmbH,
Kremsmiuinster, Osterreich

Einbettkassetten Universal mit Deckel

KABE LABORTECHNIK GmbH,
Numbrecht-Elsenroth, Deutschland

Einweghandschuhe Nitril, powder-free

Abena GmbH, Zérbig, Deutschland

Falcons (15 mL, 30 mL)

Greiner Bio-One__InternationaI GmbH,
Kremsminster, Osterreich

Latexhandschuhe Semper-care

Semperit Technische Produkte GmbH,
Wien, Osterreich

LUMITRAC™ 200 96 Well PS
Microplates

Greiner Bio-One_.InternationaI GmbH,
Kremsmiuinster, Osterreich

Light-Duty Tissue Wipers

VWR International, Radnor, USA

Menzel ™ Mikroskop-Deckelgldschen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Metallkugeln (7 mm)

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Objekttrager

Diagonal GmbH & Co. KG, Minster,
Deutschland

Pasteurpipetten aus Glas mit offener
Spitze

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

PCR-Reaktionsgefalle

Sarstedt AG &Co., Nimbrecht,
Deutschland

Pipettenspitzen (0,1-20 uL, 20-200 pL,
200-1000 pL)

Mettler-Toledo GmbH, Columbus, USA

Pipettenspitzen mit Filter (0,1-20 pL, 20-
200 pL, 200-1000 pL)

Mettler-Toledo GmbH, Columbus, USA

gPCR-Platten

Sarstedt AG &Co., Numbrecht,
Deutschland

Reaktionsgefal? (1,5, 2 mL)

Sarstedt AG &Co., NUmbrecht,
Deutschland

Schwamme fir Einbettkassetten

Kartell Labware, Noviglio, Italien
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Serologische Pipetten (5, 10, 25 mL)

Greiner Bio-One__InternationaI GmbH,
Kremsmiuinster, Osterreich

Spritzen (1, 2, 10 mL)

B.Braun AG, Melsungen, Deutschland
BD GmbH Becton Dickinson and
Company, Franklin Lakes, USA

Neubauer Zellzahlkammer

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Tabelle 9: Kits

Kits

Hersteller

High Capacity cDNA Reverse
Transkriptase Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

RNeasy Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

ROS-Glo™ H202 Assay

Promega Corporation, Walldorf,
Deutschland

Tabelle 10: Mauslinien

Stamm Typ Herkunft Zucht
C57BL/6J Inzuchtstamm, | The Jackson Laboratory | Geschwisterverpaarung
spontane
Mutation
B6(Cq)- Kongener The Jackson Laboratory | Geschwisterverpaarung
Tlr4tm12Karp/J | Stamm,
gezielte
Mutation
B6(129)- Kongener The Jackson Laboratory | Geschwisterverpaarung
Duox2twd/J | Stamm,
gezielte
Mutation
B6.129S4- | Kongener The Jackson Laboratory | Geschwisterverpaarung
F2rtmlAic/J Stamm,
gezielte
Mutation
B6(Cg)- gezielte The Jackson Laboratory | Geschwisterverpaarung
Tlr4tm1.1Karp/J | Mutation
B6(Cgq)- Kongener The Jackson Laboratory | Geschwisterverpaarung
Tg(Vill- Stamm,
cre)1000Gu | gezielte
m/J Mutation

Tabelle 11: Software

Software

Hersteller

AxioVision Mikroskop Software

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

GraphPad Prism

Graphpad Software, Inc., La Jolla, USA

Microsoft Office 2010

Microsoft, Redmont, USA
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Tabelle 12: Zellinie

Zelllinie Herkunft
MODE-K Dominique Kaiserlian (INSERM,
Frankreich)

3.2 Methoden

3.2.1 Tierhaltung

Alle in dieser Arbeit verwendeten Tiere wurden in der TARC (Translational Animal
Research Center) der Universitatsmedizin Mainz gehalten. Die Tiere wurden bei
konstanter Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit unter SPF oder GF Bedingungen
gehalten. In den EU Type Il IVC-Kafigen gab es konstante 12-Stunden-Hell-Dunkel-
Zyklen. Die GF Mause wurden in flexiblen Plastikisolatoren gehalten. Die Tiere hatten
freien Zugang zu Wasser und autoklaviertem Futter. Die Tiere waren zu
Versuchsbeginn zwischen 6 und 14 Wochen alt und wurden geschlechts- und
altersspezifisch abgestimmt. Es wurden Tiere beider Geschlechter verwendet. Die
Genotypisierungen erfolgten durch Mitglieder unserer Arbeitsgruppe mittels
Schwanzbiopsienentnahme. Exemplarisch ist hier die Genotypisierung der
B6(129)-Duox2tyd/J Mause beschrieben. Zur Gewinnung der DNA wurden die Proben
jeweils mit 30 uL Lysepuffer versetzt und anschlief3end bei 97 °C fir 20 Minuten erhitzt.
Anschliel3end folgte die Neutralisierung mittels 30 pL Neutralisationspuffer. Nach
kurzem Vortexen und Abzentrifugieren erfolgte eine Abkuhlung bei Raumtemperatur.
Das Pipettieren der Reaktionsansatze fir die Polymerasekettenreaktion erfolgte nach

dem Schema aus Tabelle 13.

Tabelle 13: Pipettierschema Genotypisierung

12,5 yL Hot Start Green MM
0,5 uL Duox2_for (10 uM)

0,5 uL Duox2_rev (10 pM)
9,5 uL Wasser (DNAase-free)
2,0 L DNA

25,0 L total

Tabelle 14: Programm Thermocycler Genotypisierung

Zeit Temperatur | Zyklen
120 s 94 °C

30s 94 °C

60 s 58 °C 38x

60 s 72 °C

600 s 72 °C
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Die Vervielfaltigung dieser Proben geschah mittels Thermocycler (siehe Tabelle 14
13). Die Restriktion nach der Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction,
PCR) erfolgte Uber 4 Stunden bei 37 °C. Zu jeder Probe wurden 2,5 pL
CutSmart-Puffer und 1 uL Hae Ill Enzym gegeben. Der Abbruch der Restriktion
erfolgte bei 80 °C fur 30 Minuten. 5 pL der Proben wurden gemeinsam mit dem DNA-
Marker auf ein 2,5%iges Agarosegel aufgetragen und bei 100 V fur 45 Minuten laufen
gelassen. Das Agarosegel wurde mit 1-fachem TBE-Puffer gegossen und mit Roti-
Stain (8 uL auf 100 mL) vorgefarbt. Die Entwicklung des Gels geschah im GelDoc,

anschlieBend konnte der Genotyp der Maus bestimmt werden.

Zur Untersuchung der konkreten Auswirkungen des auf Darmepithelzellen
exprimierten Rezeptors TLR4, wurden Mause des Typs B6(Cg)-Tlr4tml.1Karp/g mit
denen des Typs B6(Cg)-Tg(Vill-cre)997Gum/J verpaart. Dies fuhrt zu einem solitaren
Knock-out von TLR4 ausschliel3lich auf den Darmepithelzellen. Die entstandenen

Tiere wurden auf das Vorhandensein beider Knock-outs analysiert.

Die LPS-Behandlung erfolgte durch Mitglieder unserer Arbeitsgruppe. Die Behandlung
der CONV-R Wildtypen mit LPS begann mit der Gabe einer Breitspektrumantibiose,
bestehend aus Neomycin und Ampicillin zu je 1 g/L Trinkwasser. Das behandelte
Trinkwasser stand den Mausen 14 Tage zur freien Verfigung und wurde regelmalflig
erneuert. AnschlieBend erfolgte die LPS-Behandlung mit 100 pg/mL LPS gel6st in
Trinkwasser. Dies stand tber eine Dauer von 7 Tagen zur freien Verfigung und wurde

regelmanig gewechselt. Nach Ablauf der 7 Tage wurden die Tiere euthanasiert.

3.2.2 Gewebeentnahme
Die Entnahme der Gewebe erfolgte nach dem Toéten des Tieres durch zervikale
Dislokation. Nach Befeuchten des Bauches mit 70 % Ethanol (EtOH) wurde der
Bauchraum mit einer Schere auf einem Praparationsbrett eréffnet. Der Magen wurde
mittels Pinzette lokalisiert und der Beginn des Darms fixiert und abgetrennt. Der
Dunndarm wurde zur Entfernung vorsichtig an der getffneten Schere entlanggefihrt,
um das Mesenterium zu entfernen. Am Ubergang zum Caecum wurde der Darm
getrennt und in U-Form auf dem Praparierbrett ausgelegt. Der Darm wurde in 8
gleichlange Segmente geteilt. Die Small intestine-Segmente 7 und 8, (Dinndarm-
Segment 7 und 8, Si7 und Si8), zuzuordnen dem distalen lleum, wurden zur Isolation
der Epithelzellen nicht getrennt und in eisgekihlter 1%iger phosphatgepufferter
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Salzlésung (Phosphate buffered saline, PBS) gelagert (Weiterverarbeitung siehe
Kapitel 3.2.3 Epithelzellenisolation). Das Segment Si5, zuzuordnen dem proximalen
lleum, wurde mittels Spritze mit eisgekihltem 1%-PBS gereinigt und anschlieRend in
drei gleich grof3e Abschnitte geteilt. Fir die Darmhistologie wurde das mittlere Stlick
nur vorsichtig am Rand mit der Pinzette berthrt und zwischen zwei Schwammen in die
Einbettkassette gegeben. Die Kassette wurde anschlieBend sofort in ein mit
Roti-Histofix befilltes Gefald gegeben (Weiterverarbeitung siehe Kapitel 3.2.7). Die
anderen zwei Abschnitte wurden fur die RNA Isolation je in ein 2 mL Eppendorf-
ReaktionsgefaR  dberfihrt und sofort mittels Flussigstickstoff —eingefroren

(Weiterverarbeitung siehe Kapitel 3.2.4).

3.2.3 Epithelzellenisolation

Die Isolation der Epithelzellen erfolgte direkt nach der Entnahme der Gewebestilicke
Si7 und 8 des Darms aus der Maus. Zunachst wurde der Darm mit eisgekuhltem
1%-PBS mit Hilfe einer Spritze durchgespult. AnschlielBend wurde der Darm mittels
Schere der Lange nach eréffnet. Die Probe wurde nun in 4-4,5 mL eisgekihltem
1%-PBS in einem 20 mL Falcon geschuttelt, um Rickstdnde von Faeces zu
beseitigen. Mit Hilfe eines Papiertuches wurde moglichst viel Flussigkeit entfernt und
das Gewebestlck in ein neues Falcon mit 4-4,5 mL eisgekihltem 1%-PBS gegeben.
Die Proben wurden nun 30 Minuten bei 37 °C in einem Inkubator auf einer Rittelplatte
bei einer Rittelgeschwindigkeit von 250 rpm inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation
wurden die Proben in den Falcons per Hand kraftig fur etwa 30 Sekunden geschittelt.
Von der entstandenen Zellsuspension wurden 2 mL mit Hilfe einer Pipette
abgenommen und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal? Uberfuhrt. Die Eppendorf-
ReaktionsgefalRe wurden nun fir 5 Minuten in einer Zentrifuge bei 6000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde verworfen. Die Zellen wurden erneut
in eisgekihltem 1%-PBS resuspendiert und gewaschen. Es erfolgte eine zweite
Zentrifugation nach vorherigen Kriterien. Der Uberstand wurde erneut verworfen. Die

Zellen wurden jeweils in 350 pL RLT-Puffer aus dem Qiagen RNeasy Mini Kit gelost.

3.2.4 RNA-Isolation
Die RNA Isolation aus dem Gewebe erfolgte an einem ca. 30 mg schweren Stiick der

Probe. Vorbereitend wurde RLT-Puffer mit [-Mercaptoethanol versetzt (10 pL
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B-Mercaptoethanol auf 1 mL RLT-Puffer). Zu jeder Probe wurden 600 pL des Puffers
und 2 Metallkugeln in ein 2 mL Eppendorf-Reaktionsgefald gegeben. Die Proben
wurden nun im Tissue Lyser 6 Minuten bei 30 Hz vollstandig lysiert. Das weitere
Vorgehen zur RNA Isolierung ist dem Protokoll der Firma Qiagen im Anhang zu

entnehmen.

Die anschlieRende Konzentrationsbestimmung der extrahierten RNA geschah mittels

Nanodrop. Nach erfolgter Messung der Proben wurden diese auf 200 ng/pL verdinnt.

3.2.5 cDNA Synthese

Zur Synthese der cDNA wurden 10 pL der 200 ng/uL gewonnen RNA mit 10 pyL des
Mastermixes (Tabelle 15) verwendet, und nach untenstehendem Schema (Tabelle 16)
im Thermocycler vervielfaltigt. Dies geschah nach Anwendungsprotokoll des
verwendeten High Capacity cDNA Reverse Transkriptase Kits der Firma Thermo

Fisher Scientific.

Tabelle 15: Pipettierschema cDNA Synthese

Reagenz Konzentration | Konzentration | Eingesetzte
Stammlésung | Reaktion Volumina

RT-Puffer 10 x 1x 2 uL

dNTP-Mix 25x (100 mM) | 1x 0,8 pL

RT Random 10 x 1x 2 uL

Primers

Reverse 50 U/uL 50U 1L

Transkriptase

H20 4,2 uL

Tabelle 16: Programm Thermocycler cDNA-Synthese

180s 93 °C
30s 93 °C
60 s 59 °C 35X
60 s 72 °C
600 s 72 °C

Nach erfolgter cDNA Synthese wurde diese auf eine Konzentration von 5 ng/pL

verdunnt. Diese Proben wurden fir die quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) verwendet.
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3.2.6 Quantitative Echtzeit-PCR

Zur Untersuchung der relativen Expression der mRNA wurde die Methode der gPCR
angewandt. Als Referenzgen (Housekeeping-gene) wurde das 60S ribosomale Protein
L32 verwendet. Die Expression dieses Gens ist unter unseren Versuchsbedingungen
nicht reguliert. In einer 96-Well Platte wurden jeweils in Triplikaten das Referenzgen
und das Zielgen aufgetragen, dazu die jeweiligen cDNA Proben der verschiedenen
Méause. Das Endvolumen pro Well betrug 20 pL, zusammengesetzt aus 16 pL des
Ansatzes in Tabelle 17 und 4 uL der cDNA. Das verwendete Programm des

Thermocyclers ist in Tabelle 18 zu finden.

Tabelle 17: Pipettierschema qPCR

Stammlésung
iIQ Sybr Green MM | 2 X 10
Primer for 10 mM 0,5 uL
Primer rev 10 mM 0,5 uL
cDNA 5 ng/pL 4 L
DNase-freies H20 5 uL

Tabelle 18: Programm gPCR

Zeit Temperatur | Zyklen/Intervalle
180 s 93 °C

2s 98 °C 50

5s 60 °C

10s 75-95 °C 0,2°C

Gemessen wurde die relative Expression der mRNA von Referenz- und Zielgen. Die
relative mRNA Expression des Zielgens wurde auf die des Housekeeping-Genes
normalisiert und durch die AACt-Methode ausgewertet. Outlier wurden durch den
Grubbs-AusreilRertest von GraphPad bestimmt, bei einem Signifikanzlevel von 0,05.

Die weitere Verarbeitung der Daten erfolgte mittels GraphPad Prism.

3.2.7 Herstellung der Paraffinschnitte
Das Einbetten in Paraffin erfolgte durch die Core Facility Histologie der

Universitatsmedizin Mainz.

Die Paraffinblécke wurden bei ca. 8 °C im Kuhlschrank vorgekihlt. Das Schneiden
erfolgte mittels Mikrotom. Es wurden konstant Schnitte von je 7 um Dicke angefertigt,

welche zur Entspannung fur ca. eine Minute in ein 40 °C warmes Wasserbad gegeben
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wurden. Die Schnitte wurden auf Glasobjekttréagern fixiert und zur Trocknung fur etwa
1 Stunde auf eine 40 °C warme Heizplatte gelegt. AnschlieRend erfolgte die weitere

Trocknung Uber Nacht in einer 37 °C Warmekammer.

3.2.8 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Schnitte wurden zweifach fir je 5 Minuten in Xylol deparaffinisiert. Die
Hydratisierung erfolgte durch Bader in absteigender Alkoholkonzentration: 2x5 Min. in
100 % EtOH, 3 Min. 90 % EtOH, 3 Min. 70 % EtOH, 3 Min. 50 % EtOH, zuletzt in

destilliertem Wasser fur 3 Minuten.

Die Schnitte wurden zunachst fir 3-5 Min. in Hamalaun gegeben, bis der gewtinschte
Grad der Farbung erzielt wurde. Anschlielend wurden sie 3-5 Minuten unter
flieRendem Wasser abgespdlt, bis ein Farbumschlag von braunlich zu blau erkennbar
war. Die Farbung mit Eosin erfolgte fir 10 Minuten. Die Schnitte wurden nun zum

Spulen etwa 3-mal kurz in Wasser getaucht.

Die Dehydrierung nach erfolgtem Farben geschah in einer aufsteigenden Alkoholreihe:
destilliertes Wasser 3 Min., 3 Min. 50 % EtOH, 3 Min. 70 % EtOH, 3 Min. 90 % EtOH,
2x5 Min. in 100 % EtOH, 2x5 Min. Xylol. Anschlielend wurden die Schnitte mit
Deckglasern und Eukitt Mounting Medium eingedeckt.

3.2.9 Histologische Analyse

Die histologischen Analysen erfolgten unverblindet mittels Lichtmikroskop an
Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbten Schnitten. Zunachst wurde auf dem Schnitt eine
passende Stelle ausgewahlt. Kriterien waren hierfur mindestens funf Villusstrukturen
im gewahlten Bildausschnitt, welche sich méglichst gerade darstellen sollten. Bei
geeigneten Schnitten wurden multiple Stellen ausgewahlt und vermessen (Maximal 3
Stellen pro Tier). Gearbeitet wurde mit einem 10- oder 20-fach vergréRerndem
Objektiv und einem 10-fach Okular. Der gewahlte Ausschnitt wurde mittels
Mikroskopkamera fotografiert und die Messung am Computer mit der AxioVision

Mikroskop Software durchgefihrt.
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Abbildung 8: Auswertungsschema der DUinndarmmorphologie. Mausileum, HE-Farbung, 200-
fache VergroRerung. A: Villuslange, B: Krypttiefe, C: Villusabstand Uber vier Villi hinweg. Eigene
Darstellung.

Vermessen wurden die Villuslange (A), die Krypttiefe (B) und der Villusabstand tber
vier Villi hinweg (C) (siehe Abb. 8). Zur Kontrolle wurden die ersten Bilder mehrfach zu
verschiedenen Zeitpunkten vermessen und verglichen. Die Messung der Villuslange
erfolgte vom tiefsten Punkt der zugehdrigen Krypte bis zur Villusspitze. Die Krypttiefe
wurde von der Basis der Krypte bis zum Nullniveau, dem Ende der Einstilpung in die
Lamina Propria gemessen. Zudem erfolgte auf der Hohe des Nullniveaus die Messung
Uber eine mdglichst gerade Strecke von vier Villusstrukturen hinweg. Als Endpunkte
dieser Strecke wurden die ZentralgefalR3e der Villi verwendet. Durch diese Methodik
wurden finf nebeneinanderliegende Villusstrukturen bendtigt, durch die Messung bis

zum Zentralgefal} ergibt sich jedoch eine Strecke Uber vier Villi.
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Abbildung 9: Auswertungsschema der Dinndarmmorphologie. Mausileum, HE-Farbung, 400-
fache VergrofRerung. Schwarze Pfeile: Epithelzellkerne, roter Pfeil: Becherzellkern. Eigene Darstellung.

Die Zahlung der Epithelzellen erfolgte tiber eine Zahlung der Zellkerne (siehe Abb. 9).
Gezahlt wurden ausschlie3lich Kerne der Epithelzellen (schwarze Pfeile). Andere
Zellarten beispielsweise Becherzellen (roter Pfeil), auffallig durch die hellen Granula,
wurden nicht gezahlt. Gezahlt wurde auf einer Seite der Villusstruktur, ab der tiefsten
Stelle der Krypte bis zur Mitte der jeweiligen Villusspitze. Die genannten Zellzahlen

entsprechen also der Halfte der Zellkerne der abgebildeten Villusstrukturen.

Die anschliel3ende Auswertung erfolgte zunachst Giber Microsoft Excel. Die jeweils flunf
gemessenen Werte fur Villuslange, Krypttiefe und Epithelzellen wurden zu einem
Mittelwert vereint. Die Werte der Abstandsmessung wurde durch vier geteilt. Alle
Werte wurden anschlieBend mit GraphPad weiterverarbeitet. Bei geeigneten Schnitten
wurden maximal drei Stellen pro Tier ausgewertet. Fir die Abstandmessung wurden,
wenn mdglich, mehrere Messungen pro Schnitt durchgefihrt, maximal vier (siehe

Anhang).
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3.2.10 Zellkultur

Die Zelllinie wurde freundlicherweise von Dominique Kaiserlian (INSERM, Frankreich)
bereitgestellt. Es handelt sich um eine epitheliale Linie, urspringlich aus
Duodenalzellen von Mausen des genetischen Typs C3H/He gewonnen.(101) Die
MODE-K Zellen wurden, wie in Vidal et al. 1993 beschrieben, kultiviert. Der Ansatz
des Mediums ist Tabelle 19 zu entnehmen, das Medium wurde steril filtriert. Gearbeitet
wurde unter einer S1-Werkbank. Die Zellen verblieben zwischen den Arbeitsschritten
in einem 37 °C Brutschrank mit befeuchteter Luft und 5 % CO..

Tabelle 19: Medium fir die MODE-K Zellkultur

Stoff Menge
Gibco™ RPMI 1640 Medium GlutaMAX™ 500 mL
Gibco™ Sodium Pyruvat (100 mM) 5mL
Gibco™ HEPES (1 M) 5mL
Gibco™ MEM Non-Essential Amino Acids Solution (100X) 5 mL
2-Mercaptoethanol 0,5 mL
Gibco™ FCS 50 mL
Penicillin-Streptomycin (10.000 units Penicillin & 10 mg Streptomycin 5mL
pro mL in 0,9 % NacCl, steril filtriert)

Das Splitten der Zellen erfolgte alle 2-3 Tage. Das alte Medium wurde abgesaugt und
die Zellen zweifach mit 5 mL vorgewarmten 1%-PBS gewaschen. AnschlieRend
wurden 3 mL vorgewarmtes Trypsin/EDTA hinzugegeben und die Zellen fur 2 Minuten
in den Brutschrank gestellt. Die Zellen wurden geldst und in ein mit 10 mL Medium
gefllltes Falcon Uberfihrt. Dieses wurde bei 1500 rpm fur 5 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde nun vorsichtig abgesaugt und das
verbleibende Zellpellet in 5 mL Medium gelost. 1 mL dieser Zellsuspension wurden

dann in eine mit 14 mL Medium gefullte T75 Zellkulturflasche tberflhrt.

3.2.11 ROS-Glo™ H202 Assay
Die Zellen wurden ca. 12 Stunden vor Beginn des Experiments auf eine Dichte von
10.000/Well ausgesat und im 37 °C Brutschrank inkubiert.

Es wurde erneut Medium angesetzt, die Zusammensetzung ist Tabelle 20 zu
entnehmen. Dieses wurde im weiteren Versuchsverlauf und zur Verdlinnung der

Stimulanzien verwendet. LPS wurde auf eine Zielkonzentration von 160 ng/uL
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verdunnt. VAS2870 wurde in DMSO gel6st und auf eine Zielkonzentration von 5 pmol

verdinnt.

Das weitere Vorgehen erfolgte nach Herstellerprotokoll des H202-Kits. Dieses findet

sich im Anhang.

Das Auslesen der Platte erfolgte durch das SpectraMax i3x. Die Auswertung der
Rohdaten erfolgte mittels Microsoft Excel. Die Werte der Wells mit Medium + Zellen
wurden als Kontrollgruppe gemittelt. Die Normierung aller Werte erfolgte auf diesen
Mittelwert. Diese relativen Zahlenwerte wurden anschlielend in Graph Pad Prism

eingegeben.

Tabelle 20: Medium fiir das H202-Glo Kit

Stoff Menge
Gibco™ RPMI 1640 Medium GlutaMAX™ 500 mL
Gibco™ Sodium Pyruvat (100 mM) 5mL
Gibco™ HEPES (1 M) 5mL
Gibco™ MEM Non-Essential Amino Acids Solution (100X) 5 mL
2-Mercaptoethanol 0,5 mL
Penicillin-Streptomycin (10.000 units Penicillin & 10 mg Streptomycin 5mL
pro mL in 0,9 % NacCl, steril filtriert)
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4 Ergebnisse

4.1 Dinndarmmorphologie der TIr4’-defizienten Mause (CONV-R vs. GF)

Um zu prifen, ob der Immunrezeptor TLR4 fir Mikrobiota-abhéangige
Morphologieanderungen mitverantwortlich ist, wurden Proben des distalen
Dunndarms von CONV-R und GF aufgezogenen TlIr4-defizienten Tieren entnommen.
Verglichen wurden diese mit von CONV-R und GF aufgewachsenen Wildtypen.

Abbildung 10: Morphologie des distalen Diinndarms konventionell-aufgezogener und keimfreier
TIr4-defizienter Mause. HE-Farbungen, 100-fache VergréRerung. Abgebildet sind Villusstrukturen von
a konventionell-aufgezogenem Wildtyp, b konventionell-aufgezogene TLR4-defiziente Maus, c
keimfreier Wildtyp, d keimfreie Tlr4-defiziente Maus. Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen.
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Villuslange Krypttiefe Epithelzellen Villusabstand
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Abbildung 11: Verdnderungen der Villusmorphologie konventionell-aufgezogener (CONV-R) und
keimfreier (GF) Tlr4"-defizienter Mause. Abgebildet sind a Villuslange, b Krypttiefe, ¢ Zellkerne pro
Villuslange, d Villusabstand von konventionell- aufgewachsen (CONV-R) und keimfreien (GF) Wildtypen
im Vergleich mit CONV-R und GF TIr4-defizienten Mausen, (n = siehe Anhang, C57BL/6J Mause). T-
Test, Ergebnisse dargestellt als Mittelwert + S.E.M. * = P < 0,05, ** = P < 0,01, **** = P < 0,001.

Der Vergleich der konventionell-aufgewachsenen und keimfreien Tiere in Abbildung
11 a zeigt, dass die keimfreie Aufzucht, ebenso wie die Deletion von Tlr4, mit langeren
Villusstrukturen einhergeht. Die niedrigsten Werte der L&ngenmessung mit
durchschnittlich 427,14 pm finden sich bei den konventionell-aufgewachsenen
Wildtypen. Die Tlr4-defizienten Mause zeigen eine signifikant gesteigerte Lange der
Villi im Vergleich zu den Wildtypen. Die keimfreien Wildtypen zeigen eine groRRere
Villuslange als die konventionell-aufgewachsenen Tiere, jedoch kirzere
Villusstrukturen als die konventionell-aufgewachsenen TlIr4-defizienten Mause. Die
langsten Villusstrukturen finden sich bei den keimfreien Tlr4-defizienten Tieren mit
durchschnittlich 529,6 um. Verglichen zu den keimfreien Wildtypen und den CONV-R
Tlr4-defizienten Mausen sind diese signifikant verlangert.

Die Untersuchung der Krypttiefe (Abb. 11 b) zeigt, dass dieser Wert bei den
konventionell-aufgewachsenen Tieren beider Gruppen kaum variiert. Die Defizienz
von TIr4 scheint hier folglich die Krypttiefe nicht zu beeinflussen. Deutlich niedrigere
Werte finden sich bei den keimfreien Tieren. Die keimfreien Wildtypen haben mit
76,1 um die niedrigsten Werte dieser Gruppe. Im Vergleich dazu zeigen die keimfreien
TIr4-defizienten Mause signifikant groRere Werte. Diese erreichen &hnliche Werte wie

die konventionell-aufgewachsenen Tiere.
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Die Anzahl der Epithelzellen in den Villusstrukturen verhalten sich ahnlich wie die
Langenmessungen (Abb. 11 c). Die keimfreien TIr4-defizienten Méause erreichen die
hochsten Kernanzahlen. Diese sind im Vergleich zu den keimfreien Wildtypen
signifikant erhoht. Auch die konventionell-aufgewachsenen TlIr4-defizienten Mause
zeigen hohere Kernanzahlen als die konventionellen Wildtypen. Der Vergleich
zwischen den keimfreien und den konventionellen TIr4-defizienten Tieren zeigt
signifikant hohere Kernanzahlen bei den keimfreien. Die Wildtypen zeigen ahnliche

Kernanzahlen bei konventionell-aufgewachsenen und keimfreien Tieren.

Der Villusabstand ist bei den konventionell-aufgewachsenen Wildtypen signifikant
reduziert im Vergleich zu den CONV-R TIr4-defizienten Mausen. Die keimfreien Tiere
zeigen einen geringeren Abstand der Villusstrukturen zueinander (Abb. 11 d). Es zeigt
sich hier bei den TIr4-defizienten Mause ein Trend zu grol3eren Abstdnden der
Villusstrukturen zueinander. Dieser Wert ist jedoch nicht signifikant verandert.
Vergleicht man die Werte der Wildtypen miteinander, ist erkennbar, dass die
keimfreien Tiere einen geringeren Abstand der Villi zueinander zeigen. Die Werte der
konventionell-aufgewachsenen TIr4-defizienten Mause werden jedoch nicht erreicht.
Die keimfreien TIr4-defizienten M&use zeigen &hnliche Werte wie die konventionellen
Wildtypen und einen signifikant erhéhten Abstand verglichen zu den CONV-R TIr4-

defizienten Tieren.

Tabelle 21: Villuslangen-Kernanzahl-Relation, Tlr4-defiziente Mause.

CONV-RWT | CONV-R Tlr4' GFWT GF Tlr4'-
Durchschnittliche 427,14 476,11 443,81 529,6
Villuslange (um) +10,27 +9,28 + 25,84 +19,29
Durchschnittliche 70,55 80,3 79,83 101,5
Kernanzahl + 2,45 +1,42 + 5,07 + 2,26
Villuslange
geteilt durch 6,05 5,93 5,56 5,22
Kernanzahl

Konventionell-aufgezogene Wildtypen (CONV-R WT), konventionell-aufgezogene Tlr4-defiziente Tiere
(CONV-R TIr4"), keimfreie Wildtypen (GF WT), keimfreie TIr4-defiziente Tiere (GF TIr4”"). Ergebnisse
dargestellt als Mittelwert + S.E.M.

Um zu vergleichen, wie sich die durchschnittliche Zellanzahl (symbolisiert durch die
Kernanzahl) aller Proben bezogen auf die durchschnittliche Villuslange aller Proben
verhalt, wurde die Lange durch die Anzahl an Kernen geteilt (siehe Tabelle 21). Der
niedrigste Wert findet sich bei den keimfreien TIr4-defizienten Mausen. Die

Gesamtanzahl der gezahlten Epithelzellkerne ist zwar deutlich erhdht, bezogen auf die
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ebenfalls deutlich erhdhte Lange der Villusstrukturen, findet sich hier jedoch ein
geringeres Zellbreiten-Villuslangen-Verhéltnis. Dieser Trend findet sich ebenfalls bei
den konventionell-aufgewachsenen Tieren. Auch hier zeigen die Tlr4-defizienten
Mause erhdhte Werte bei den Villuslangen und den Kernanzahlen. In Relation gesetzt

haben die Tlr4-defizienten Mause wiederum weniger Zellen.
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Abbildung 12: TIr4 beeinflusst die PECAM-1 Expression. Abgebildet ist die relative mRNA
Expression des vaskularen Markers PECAM-1 im Vergleich zu L32 von konventionell-aufgezogenen
Wildtypen (n = 6) und konventionell-aufgezogenen TIr4fl/fIxVillin-Cre-Tieren (n = 6). C57BL/6J Mause,
Ergebnisse dargestellt als Mittelwert + S.E.M.

Es wurde die relative mRNA Expression des vaskuldren Markers PECAM-1 mittels
guantitativer  Echtzeit-PCR  untersucht. Hierbei wurden Tiere mit der
epithelspezifischen Variante TIr4fl/fIxVillin-Cre- verwendet. Die TIr4fl/fIxVillin-Cre--Tiere
zeigen einen Trend zu geringerer Expression von PECAM-1, welcher jedoch nicht

signifikant ist.
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4.2 Tlr4-abhéangige Regulation der Expression von Hedgehog Liganden
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Abbildung 13: Tlr4 beeinflusst die Expression von Hedgehog-Liganden. Abgebildet ist die relative
mMRNA Expression von Indian Hedgehog (Ihh) und Sonic Hedgehog (Shh) im Vergleich zum
Housekeeping-Gen L32, cDNA gewonnen aus isolierten Epithelzellen des distalen Dinndarms.
a konventionell-aufgezogene Wildtypen (n'th = 7; nShh = 7) und TIr4-defiziente Tiere (n'"h = 3; nShh = 3),
b konventionell-aufgezogene Wildtypen (n'" = 7; nShh = 7) und konventionell-aufgezogene Wildtypen
nach LPS-Behandlung (n'"h = 7; nShh = 3). C57BL/6J Mause, T-Test, Ergebnisse dargestellt als
Mittelwert + S.E.M. * = P < 0,05, ** = P < 0,01.

Um zu prifen welche Einflisse eine Defizienz von Tlr4 auf den Hh-Signalweg hat,
wurde die Expression der Liganden lhh und Shh in isolierten Dinndarmepithelzellen
von WT und TIr4-defizienten Mausen untersucht. Da Dhh bislang im Dinndarm nicht
konsistent nachgewiesen werden konnte, wurde auf die Untersuchung verzichtet.(102)
Im Vergleich zeigen die Tlr4-defizienten Mausen eine geringere Expression beider
Liganden. Dieser Trend ist jedoch nur fir Ihh signifikant. Um das Kontrollexperiment
durchzufihren, wurden konventionell-aufgewachsene SPF Wildtypen mit LPS
behandelt. TLR4 ist der wesentliche Mustererkennungsrezeptor fir LPS. Die mit LPS
behandelten Tiere zeigen eine signifikant hohere Expression beider Hh-Liganden.

Dieser Effekt war flr Shh noch ausgepragter zu beobachten.
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4.3 LPS-Stimulation verstarkt DUOXA2 mRNA Expression und epitheliale H202-
Bildung

Um mogliche Zusammenhéange zwischen Mikrobiota und einer durch Kolonisierung
verstarkten Vaskularisierung der Villusstrukturen zu untersuchen, wurde die DUOX2

und DUOXA2 Expression in verschiedenen genetischen Mausmodellen untersucht.
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Abbildung 14: DUOX2 und DUOXAZ2 Expression unter LPS-Behandlung. Abgebildet ist die relative
MRNA Expression von DUOX2 und DUOXA2 im Vergleich zu L32 bei a konventionell-aufgezogenen
Wildtypen (nPuox2 = g; nPuoxA2 = 5) und konventionell-aufgezogenen Wildtypen nach LPS-Behandlung
(nPuox2 = 7. pbuoxA2 = B) Dije analysierte RNA wurde aus isolierten Epithelzellen gewonnen. b
konventionell-aufgezogene Wildtypen (TIr4fl/fIxVillin-Cre-; n = 6) und TIr4fl/fl xVillin-Cre--Tieren (n = 5).
Die RNA wurde aus dem gesamten Darmgewebe gewonnen. C57BL/6J Méause, Ergebnisse dargestellt
als Mittelwert £ S.E.M.

Die Expression von DUOX2 und DUOXA2 zeigt gegenlaufige, jedoch nicht signifikante
Trends unter LPS-Behandlung. Die Expression von DUOX2 ist bei den mit LPS

behandelten Tieren geringer, hingegen ist die Expression von DUOXA2 erhdht.

Die Expression von DUOX2 wurde ebenfalls bei Tieren mit der epithelspezifischen
konditionalen Knock-out Mauslinie TIr4fl/fIxVillin-Cre- untersucht. Es zeigt sich bei
diesen ein nicht signifikanter Trend zu geringerer Expression im Vergleich zu den

Wildtypen.

44



DUOX2 ist ein Enzym, das sich in verschiedenen Geweben des Korpers findet. Es ist
ursachlich an der Produktion von ROS beteiligt, insbesondere der Bildung von H20x2.
Um einen Zusammenhang der Produktion von ROS mit LPS herzustellen, wurden
MODE-K Zellen mit LPS, sowie einem NADPH-Oxidasen Inhibitor (VAS2870)

stimuliert.

MODE-K: LPS
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Abbildung 15: LPS-induzierte H,O»-Produktion von MODE-K Zellen. Abgebildet ist die relative H202-
Produktion von MODE-K Zellen stimuliert mit LPS (c = 160 ng/uL), mit LPS (c = 160 ng/uL) und
vorbehandelt mit dem Duox-Inhibitor VAS2870 (¢ = 5 mmol) oder ausschliel3lich behandelt mit dem
Duox-Inhibitor VAS2870 (c =5 mmol) (n = siehe Anhang), normiert auf den Mittelwert der unbehandelten

Kontrollgruppe (CTR). T-test, ** = P < 0,01, **** = P < 0,001.

Die mit LPS stimulierten Zellen zeigen eine signifikant gesteigerte relative Produktion
von H202 gegeniber der Kontrollgruppe. Die mit LPS und dem Duox-Inhibitor
VAS2870 stimulierten Zellen zeigen, im Vergleich zu den ausschlielich mit LPS
stimulierten Zellen, einen signifikanten Abfall der relativen H202-Produktion.
Verglichen mit der Kontrollgruppe zeigen die mit LPS und Duox-Inhibitor behandelten

Zellen und die ausschlie3lich mit Duox-Inhibitor behandelten Zellen keinen

signifikanten Unterschied in der H202-Produktion.
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4.4 PAR1-Defizienz ist mit verminderter DUOX2 Expression im Dinndarm

assoziiert
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Abbildung 16: DUOX2 und DUOXA2 bei F2r-Defizienz. Abgebildet ist die relative mRNA Expression
von DUOX2 und DUOXAZ2 im Vergleich zu L32 bei konventionell-aufgezogenen Wildtypen (nPuox2 = 6;
nbuoxAZ = 4) und PAR1-defizienten (F2r) Mausen (nPuex2 = 6; nPuoxAz = 4), C57BL/6J Mause, Ergebnisse
dargestellt als Mittelwert + S.E.M. T-Test, * = P < 0,05.

Die Untersuchungen der Expression von DUOX2 und DUOXAZ2 im distalen Dinndarm
F2r-defizienter Mause zeigen gegenlaufige Resultate. Wahrend DUOX2 in F2r-
defizienten Mausen signifikant geringer exprimiert wird, ist ein nicht signifikanter Trend

zur gesteigerten Expression von DUOXA2 sichtbar.
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4.5 F2r’- Mause und Duox2”’ Mause zeigen verminderte mRNA Expression des
vaskularen Markers PECAM-1
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Abbildung 17: PECAM-1 Expression bei F2r- und vollstadndiger Duox2-Defizienz. Relative mRNA
Expression von PECAM-1 im Vergleich zu L32 von konventionell-aufgezogenen Wildtypen (n = 7 in
beiden Gruppen) und a F2r-defizienten Mausen (n = 3) und b Duox2-defizienten Mausen (n = 7).
C57BL/6J Méause, Ergebnisse dargestellt als Mittelwert £+ S.E.M. ** = P < 0,01.

Die F2r-defizienten Tiere weisen einen nicht signifikanten Trend zu verminderter
Expression des vaskularen Markers PECAM-1 auf. Die Duox2-defizienten Mause
zeigen eine signifikant geringere Expression von PECAM-1 im Vergleich zu den
Wildtypen.

4.6 Dunndarmmorphologie von Duox2”’- Mausen

Um die morphologischen Auswirkungen einhergehend mit der Defizienz von Duox2 zu
Uberprufen, wurden Dinndarmproben von Duox2-defizienten Mausen gewonnen und
histologisch aufbereitet. Verglichen wurden diese mit Duox2** Geschwistertieren,

welche die Wildtyp-Kontrolle darstellen.
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Abbildung 18: Morphologie des distalen Dinndarms, Duox2-defiziente Mause. HE-Farbungen, a
200-fache VergrofRerung, b 400-fache VergréRerung. Villusstrukturen von a einer konventionell-
aufgewachsenen Duox2-homozygoter Wildtyp (Duox2**) und b einer konventionell-aufgewachsenen
Duox2-defizienten (Duox2+-) Maus. Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen.
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Abbildung 19: Veranderungen der Villusmorphologie im Dinndarm Duox2’ Mause. Abgebildet sind
a Villuslange, b Krypttiefe, ¢ Zellkerne pro Villuslange, d Villusabstand von konventionell-aufgewachsenen
homozygoten Wildtypen (Duox2**) und konventionell-aufgewachsenen Duox2-defizienten (Duox2)
Méausen (n = siehe Anhang, C57BL/6J und Duox2thyd/J Mause). Ergebnisse dargestellt als Mittelwert +
S.E.M. T-test, * =P < 0,05, * = P < 0,01, *** = P < 0,001. Ergebnisse dargestellt als Mittelwert + S.E.M.

Duox2-defiziente Mause weisen im Vergleich zu den Wildtypen starke morphologische
Veranderungen im distalen Dinndarm auf (siehe Abb. 18). Alle Werte sind signifikant
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verringert. Die Villusstrukturen und Krypten sind kirzer, die Anzahl der
Epithelzellkerne ist verringert. Die Abstdnde der Villusstrukturen sind ebenfalls

verringert, die Villi stehen demnach dichter beieinander.

Tabelle 22: Veranderte Villuslangen-Kernanzahl-Relation in Duox2-defizienten Mausen.

Duox2** Duox2'-
Durchschnittliche 397,28 323,24
Villuslange (um) + 20,78 +15,8
Durchschnittliche 76,06 57,25
Kernanzahl + 2,65 +2,29
Villuslange geteilt durch 5,22 5,65
Kernanzahl

Konventionell-aufgezogene, homozygote Wildtypen (SPF Duox2**) im Vergleich zu konventionell-

aufgezogenen homozygoten Duox2-defizienten Mausen (SPF Duox2™).

Die Anzahl der Zellen in den Villusstrukturen ist bei den Duox2-defizienten M&usen
signifikant geringer. Um die Relation zwischen Kernanzahl und Villuslange zu
bestimmen, wurde die durchschnittliche Villuslange aller Proben durch die
durchschnittliche Kernanzahl aller Proben geteilt (siehe Tabelle 22). Die
durchschnittliche Kernanzahl ist zwar bei den Duox2-defizienten Mausen signifikant
geringer, in Relation gesetzt, findet sich jedoch bei den Wildtypen ein geringeres

Zellbreiten-Villuslangen-Verhaltnis.
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5 Diskussion

Die Musterkennung mikrobieller Komponenten, insbesondere LPS durch TLR4,
beeinflusst die Bildung vaskularer Strukturen innerhalb der Villi des Dinndarms.(13)
Uber ein bislang nicht bekanntes Signal kommuniziert TLR4 mit PAR1. PAR1 gehort
zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, welche Phospholipasen des Typs
CpB aktivieren.(103) Die Zusammenhange zwischen Entziindung und Thrombose sind
weitlaufig und schon seit Jahrzehnten dokumentiert. Die kanonische Aktivierung von
PAR1 mittels Thrombin ist Teil der Gerinnungskaskade.(104) Dieser kanonische Weg
resultiert in einem Heterotrimer bestehend aus PAR-1 und Gaq, welches zur
Aktivierung von MAP Kinase und einer gesteigerten Ca?*-Konzentration fiihrt. Der
entziindungssteigernde Effekt ebenso wie die gesteigerte Angiogenese sind
bekannt.(97) Bei Verletzungen konnte eine Ausschuttung von Calcium als Trigger fur
DUOX nachgewiesen werden. Daraus folgt eine Produktion von H202 als Reaktion auf
die Verletzung.(105) H20:2 ist als proangiogener Faktor identifiziert.(67,70) Dieser
Signalweg kénnte mitverantwortlich flr die gesteigerte Angiogenese bei CED sein und
einen Zusammenhang zwischen der Bildung vaskularer Strukturen und der Mikrobiota

des DUnndarms darstellen.

5.1 Dunndarmmorphologie der TIr4"-defizienten Mause (CONV-R vs. GF)

Morphologie&dnderungen der Dunndarmhistologie, induziert durch das intestinale
Mikrobiom, sind bereits in den frihen 1960er Jahren nachgewiesen worden.(106)
Mittels Autoradiographie fuhrten Abrams et al. morphologische Beobachtungen durch.
Sie fanden eine verschmalerte Lamina propria mit weniger Zellen des Immunsystems,
einen gleichmaRigeren Aufbau des Epitheliums mit ebenfalls weniger Immunzellen
und abgeflachten Krypten. Weiterhin werden verkirzte Villusstrukturen von ihnen
beschrieben. lhr Fazit ergibt, dass das Fehlen des Mikrobioms zu kleineren
anatomischen Strukturen des Dunndarms in allen Dimensionen fihrt. Im Vergleich der
publizierten histologischen Bilder erkennt man zudem einen grofR3eren Abstand

zwischen den einzelnen Villusstrukturen, welcher jedoch nicht ndher beschrieben wird.

Um einen Zusammenhang zwischen der bakteriellen Flora und der Regeneration des
Dunndarmepithels herzustellen, wurden in dieser Arbeit verschiedene Experimente
durchgefuhrt. Anhand dieser konnte eine deutlich langsamere Zellproliferation und -

migration zur Villusspitze gezeigt werden. In ihrer Theorie wird die Umsatzrate zur
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Zellerneuerung nicht durch einen Stimulus aus der Basis der Krypte gestartet, sondern
durch einen von Zellverlusten ausgel6sten Reiz. Dies konnte spater durch das
Entdecken von Feedback-Schleifen zur Zellerneuerung bestatigt werden.(29) Als
Schlussfolgerung ergibt sich, dass das Mikrobiom einen wichtigen Reiz fir den
anatomischen Aufbau, die Regeneration und den Erhalt des Dinndarmepithels
darstellt. ~ Der  histologische  Vergleich  verschiedener  Parameter  der
Dunndarmmorphologie von konventionell-aufgezogenen Mausen im Rahmen dieser
Arbeit zeigt Ergebnisse vergleichbar zu denen, die in der Literatur beschrieben werden
(siehe Abbildung 11 a-d).(10,80,106,107)

Bislang sind keine grundlegenden Daten mit histologischen Untersuchungen des
Dunndarms von konventionell-aufgezogenen oder keimfreien TIr4-defizienten Mausen
publiziert worden. Die konventionell-aufgezogenen Tlr4-defizienten Méause zeigen
signifikant langere Villi bei ebenfalls signifikant mehr Epithelzellen. Es finden sich
signifikant verringerte Villusabstande und tiefere Krypten, welche jedoch kein
Signifikanzniveau erreichen, verglichen mit den konventionell-aufgezogenen
Wildtypen (siehe Abb. 11b). Diese Ergebnisse &hneln den Versuchen mit
konventionell-aufgezogenen oder keimfreien TIr2-defizienten Mausen der

Arbeitsgruppe von Dr. Reinhardt.(108)

Um ausschlieen zu kénnen, dass die héheren Epithelzellzahlen der konventionell-
aufgezogenen und keimfreien Tlr4-defizienten Mause nur auf den langeren
Villusstrukturen beruhen, wurde die durchschnittliche Villuslange durch die
durchschnittliche Kernanzahl geteilt (Tab. 21). Die sinkenden Werte von CONV-R WT
zu GF TIr4"- zeigen, dass die Zunahme der Lange nicht auf einer Verbreiterung der
Zellen oder der Zell-Zell-Abstande beruht. Auch relativ gesehen nimmt die Anzahl der
Zellen bei den langeren Villusstrukturen zu. Die sinkenden Werte deuten sogar auf
kleiner oder schmaler werdende Zellen hin. Das Epithel des Colons ist bestadndigem
osmotischem Stress ausgesetzt, welcher zur Regulation des Zellvolumens fihrt.(109)
Die Zellen zeigen zudem eine Zellvolumenabnahme vor der Apoptose, welche durch
H20: induziert wird. Ebenso werden ungewdhnlich hohe Werte von H20:2 in Patienten
mit CED gefunden.(12,110) Da das Fehlen des Mikrobioms zu geringeren H20:-
Werten fuhrt, sollten die keimfreien Tiere gréRere Zellvolumina aufweisen, sofern das
Volumen der Dunndarmepithelzellen durch &hnliche Mechanismen wie das der
Colonepithelzellen beeinflusst werden kann. Die zugrundeliegenden Prozesse der

Wechselwirkungen zwischen Zellvolumenanderungen und Zelliberleben sind bislang
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nur sparlich untersucht worden.(111) Daher sollten genauere Untersuchungen des
Zellvolumens im Zusammenhang mit entztindlichen Reizen, wie z.B. H202-Werten,
stattfinden. Methodische Probleme konnten zu einer Verfehlung der Signifikanz im
Vergleich der Krypttiefen konventionell-aufgewachsener Wildtypen und den Tir4-
defizienten Mausen beigetragen haben. Der Ubergang von Krypte zu Villus
(Nullniveau) ist in HE-Farbungen nicht eindeutig auszumachen und beruht daher auf
Erfahrungswerten des Experimentators. Eine genauere Auswertung der Krypttiefen
konnte durch die Festlegung einer klaren Grenze als Ubergang zum Villus erreicht
werden, anstelle der Abschatzung des Nullniveaus. Eine Mdglichkeit ware, das
Kompartiment der Transit-amplifying Zellen kdnnte durch eine Farbung von Wdr43 zu
markieren und als Grenze festzulegen.(112) Dies wiirde zu exakteren Ergebnissen

fuhren.

Die Schnittstelle bestimmt ebenfalls, wie bei allen abgerundeten dreidimensionalen
Strukturen in der Histologie, die messbare Tiefe. Dies ist ebenfalls nur Gber die Menge
der ausgewerteten Stellen zu korrigieren. Um eine Pathogenbesiedlung zu verhindern,
expandieren bei einem Entzindungsstimulus die Stammzellen mit der Folge einer
erhohten Proliferationsrate.(35) Eine mdgliche Erklarung fur die langeren Strukturen
ware daher eine veranderte Programmierung der Apoptose, die infolge fehlendem
Entzindungsstimulus zu einer langeren Lebensdauer der Zellen, und folglich zu
verlangerten Villusstrukturen fuhrt. Wostmann beschreibt fir keimfreie Mause zwar
kurzere Villi, stellt aber die Hypothese auf, dass aufgrund einer h6heren Konzentration
von Enzymen (z.B. Laktase, Maltase) im Burstensaum, die Stammzellen weniger stark

proliferieren, und die Lebensdauer der Enterozyten deutlich verlangert ist.(83)

Die Villusabstandsmessungen sind ein relativ unspezifisch zu bestimmender
Parameter. Es gibt starke Schwankungen bedingt durch die Krimmungen des Darms.
Dies wurde Uber die Anzahl der Messungen versucht auszugleichen. Da die
abgebildeten Strukturen dennoch stark vom Schnitt abhéngig sind, ist es nicht
auszuschlieBen, dass dies dazu beigetragen hat, dass der Villusabstand in den
konventionell-aufgezogenen Tieren bei einer Deletion von TIr4 sinkt, und in den

keimfreien Tieren bei einer Deletion von TIr4 ansteigt.

Die Menge der histologischen Schnitte war aufgrund der nachfolgend beschriebenen
Umstande begrenzt. Die Haltung von keimfreien Mausen ist anspruchsvoll,

platzintensiv und teuer, deswegen standen weniger Tiere zur Verfiigung. Die Proben
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des Dunndarms der keimfreien Tiere waren teilweise bereits durch andere Mitglieder
der Arbeitsgruppe entnommen und in Paraffinblocke eingebettet worden. Fir die
Herstellung histologischer Schnitte ist jedoch das sorgfaltige und vorsichtige Entfernen
der Faeces entscheidend. Der Darm muss vorsichtig gesptlt und darf keinesfalls
gequetscht werden. Jede unsachgemalle Bertihrung kann zur Zerstérung der
empfindlichen Villusstrukturen flhren. Dies konnte zur mangelhaften Qualitat der
Schnitte der keimfreien Tiere beigetragen haben. Sowohl die keimfreien, als auch die
Tlr4-defizienten Mause zeigen eine Verlangerung der Villusstrukturen. Bei den
keimfreien Tlr4-defizienten Mausen ist dies am ausgepragtesten zu beobachten. Die
verlangerten Strukturen sind im Prozess der Schnittherstellung besonders anfallig fur
Beschadigungen. Dies fuhrte ebenfalls zu weniger verwertbaren Schnitten. Diese
Problematik ist auf den Abbildungen 10 c und d sichtbar. Da die verwendete Methodik
jedoch von der Erfahrung der durchfihrenden Person abhéngig ist und teils auf
subjektiven Einschatzungen beruht, wére eine Wiederholung sinnvoll. Insbesondere
verblindete Untersuchungen durch mehrere, histologisch erfahrene Experimentatoren

konnten zu einer Steigerung der Qualitat beitragen.

Da TLR4 auf verschiedenen Zelltypen des Darms exprimiert wird, ware es sinnvoll, die
histologischen Untersuchungen mit Mausen des epithelspezifischen Knock-outs von
TIr4 zu wiederholen, um die Einfliisse des auf den Epithelzellen exprimierten TLR4 auf
die morphologischen Parameter zu klaren. Aufgrund eingeschrénkter Relevanz fur
diese Arbeit, wurden verschiedene Parameter der Morphologie in dieser Arbeit nicht
erhoben, z.B. Dicke der Muscularis, Anzahl der Becherzellen und Proliferationsraten.
Dies kdnnte jedoch fur zukinftige Arbeiten relevant sein und wurde durch das Labor

von Dr. Reinhardt fir andere genetische Mutationen bereits durchgefihrt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Stimulation des Toll-like Rezeptors 4
durch die kommensale Flora einen wesentlichen Einfluss auf die Morphologie der
Dunndarmvillusstrukturen  hat, auch unter Bertcksichtigung methodischer
Schwierigkeiten. Insgesamt ware es sinnvoll, die Experimente der Villusmorphologie

mit einer groéReren Anzahl von Tieren zu wiederholen.

TLR4 wird von verschiedenen Zelltypen im Dinndarm exprimiert. Dazu gehoéren die
Enterozyten, aber auch die darunterliegenden Myofibroblasten und dendritische

Zellen.(113,114) Um den direkten Nachweis zu erbringen, dass die Vaskularisierung
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durch das Mikrobiom Uber den auf Enterozyten exprimierten TLR4 weitergeleitet wird,

wurde ein Mausmodell mit selektiver, epithelspezifischer TIr4-Deletion verwendet.

PECAM-1 (CD31) st ein vaskularer Marker der Angiogenese.(115,116)
Entziindungsprozesse verandern die Expression von PECAM-1 nur indirekt Uber die
bei Entzindungen ausgeloste gesteigerte Angiogenese, ein direkter Einfluss ist
bislang nicht bekannt.(12) Die Abbildung 12 zeigt die relative Expression von PECAM-
1 in Relation zu L32 bei TIr4fl/fIxVillin-Cre-Tieren im Vergleich zu konventionell-
aufgezogenen Wildtypen. Die Expression von PECAM-1 ist bei den Tieren mit
epithelspezifischem Tlr4-KO verringert. Eine Signifikanz des Wertes wurde verfehlt, da
zwei der untersuchten Proben deutlich abwichen, ohne statistische Outlier zu sein.
Dies lasst sich am ehesten durch die gro3e Streuung der Werte der
Kontrollgruppentiere erklaren. Als Kontrollgruppe dienten hier Wurfgeschwister ohne
vorhandenen Knock-out. Dieses Ergebnis ist konsistent zu friiheren Ergebnissen der

Arbeitsgruppe von Dr. Reinhardt.

Die postnatale Regulation der Angiogenese im Dinndarm ist abhangig von den TLR
und ihren begleitenden Proteinen (MyD88, TRIF).(93) In ihrer Dissertation in der
Arbeitsgruppe von Dr. Reinhardt, konnte Inés Brandao 2016 zeigen, dass PECAM-1
sowohl in CONV-R TIr4-defizienten Mausen als auch in keimfreien Wildtypen
gegenuber CONV-R Wildtypen herunter-reguliert ist.(11) Der auf den Enterozyten
exprimierte TLR4 und seine Stimulation durch das Mikrobiom sind somit wesentlich an
der Vaskularisierung der Villusstrukturen des Dinndarms beteiligt. Dies konnte durch

die Verwendung einer epithelspezifischen Knock-out Mauslinie bewiesen werden.

Fur zukinftige Experimente wére es hier interessant, immunhistochemische
Farbungen von Dunndarmschnitten anzufertigen, um die Expression von PECAM-1
auch auf histologischer Ebene zeigen und messen zu kénnen. Ebenso sollte die qPCR

wiederholt werden, um eine mdgliche Signifikanz darzustellen.

Bei Patienten mit CED wurden im Darmepithel hohere Expressionswerte von TLR,
insbesondere TLR4 und seinem Co-Rezeptor MD2, gefunden. Dies wird vermutlich
durch entziindungsbedingt steigende Werte von proinflammatorischen Zytokinen, wie
beispielsweise TNF oder Interferone, induziert.(52) Ebenso kommt es durch
Unterbrechungen des Epithelsaumes zu vermehrtem Kontakt der Gefal3e der

Darmmukosa mit der intestinalen Mikrobiota. Dies stimuliert die Prozesse der
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Angiogenese durch die Weiterleitung Uber PRRs.(13) Die verringerte Expression von

PECAM-1 in den TIr4fl/fixVillin-Cre--Mausen stimmt mit diesen Erkenntnissen tberein.

5.2 Tlr4-abhé&ngige Regulation der Expression von Hedgehog Liganden

Zusatzlich zu den bekannten Veranderungen in der Morphologie des Dinndarms
keimfreier Mause, konnten, wie in Kapitel 4.1 dargestellt, weitere morphologische
Veranderungen durch die Deletion von Tlr4 in An- und Abwesenheit des Mikrobioms
gezeigt werden. Das Gleichgewicht der Regeneration des Darmepithels wird
maf3geblich durch die Interaktionen der Signalwege Hedgehog, Bone morphogenetic
und Wnt beeinflusst. Dieses Zusammenspiel ist bereits intensiv untersucht
worden.(35,37,117) Sowohl TIr4 als auch die Hh-Signalwege stehen in
Zusammenhang mit CED.(52,118) Fraglich ist, in welchem Zusammenhang die
Morphologieanderungen durch die Deletion von TIr4 mit denen der Abwesenheit des
Mikrobioms stehen. Aufbauend auf Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe wurde TLR4
als potenzieller Rezeptor ausgemacht, der die Signale des intestinalen Mikrobioms

weiterleitet und so morphologische Anderungen des Diinndarmepithels beeinflusst.

Die bisherigen Ergebnisse von Inés Branddo zeigen verminderte Expressionswerte
der TLR4 Downstream-Targets Glil und Smo in CONV-R TlIr4-defizienten Mausen im
Vergleich zu CONV-R Wildtypen und GF Wildtypen im Vergleich zu CONV-R
Wildtypen.(11) Insgesamt konnte durch die Arbeitsgruppe von Dr. Reinhardt gezeigt
werden, dass TLR4 wund TLR5 als Rezeptoren der Induktion der
Morphologie&dnderungen tuber Hh in Frage kommen, die Induktion Gber das Mikrobiom
und TLR5 jedoch unwahrscheinlich erscheint. TLR4 bleibt daher als mutmalliche

Komponente ubrig.

Die untersuchten Hh-Ligand lIhh und Shh zeigen sich in TIr4-defizienten Mausen
gegenuber Wildtypen vermindert exprimiert (Abb. 13 a). LPS ist ein potenter Ligand
fur TLR4. Im Kontrollexperiment wurde daher die Expression von Ihh und Shh bei mit
LPS behandelten CONV-R Wildtypen untersucht. Die Expressionswerte beider
Liganden sind signifikant gesteigert (Abb. 13 b).

Die verminderte Expression bei den TIr4-defizienten Mausen und die gesteigerte
Expression bei den mit LPS behandelten Mausen lassen auf eine Regulation dieser

Faktoren durch das intestinale Mikrobiom schlieRen. Fehlfunktionen des
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Hh-Signalweges fuhren zu einer gestorten Reaktion auf gastrointestinale Infektionen,
und bei Tieren zu erh6hten Mortalitdtsraten. Zum einen kommt es durch den gestorten
Signalweg zu einer morphologischen Anderung, zum anderen jedoch auch zu einer
gestorten Resilienz gegeniber Pathogenen im intestinalen Lumen durch eine

insuffiziente oder fehlende ROS-Produktion.

Stérungen des Hh-Signalweges treten auch bei weiteren entzindlichen Erkrankungen
des Magen-Darm-Traktes auf, Dbeispielsweise dem Barrett-Oesophagus und
chronischer Gastritis.(119) Auch Krebsarten wie Leukéamie und Lungen-, Brust-, Leber-
und Pankreaskrebs gehen unter anderem mit einer Stérung des Hh-Signalweges
einher. Entdeckt wurde dies Uber die Identifizierung einer genetischen Mutation bei
Patienten mit dem Gorlin-Goltz-Syndrom.(36) Dieses Syndrom beschreibt Patienten
mit einer Haufung von odontogenen Zysten, Skelettfehlbildungen und multipel
auftretenden Basalzellnavi. Durch den Funktionsverlust des Tumorsuppressorgens
PTCH1 entarten diese haufiger als gewdhnlich und fluhren zu
Basalzellkarzinomen.(120) Das Basalzellkarzinom ist einer der haufigsten malignen
Tumoren.(121) Verschiedene Mutationen fuhren zur Reaktivierung des Hh-
Singalweges, welcher die Entartung der Zellen hervorruft. Hh-Inhibitoren, wie
Vismodegib, stellen seit wenigen Jahren eine Alternative zur herkdmmlichen invasiven
Behandlung dar.(122) Hieraus gewonnene Erkenntnisse waren fir die Krebsforschung
von grof3er Bedeutung, da der Hh-Signalweg in vielen Krebsarten eine falschliche
Aktivierung erfahrt.(36,117,123) Zudem konnten diese Erkenntnisse einen weiteren
Zusammenhang zwischen CED und dem erhéhtem Risiko, an kolorektalem Krebs zu

erkranken herstellen.

Zusammengefasst lasst sich durch diese Ergebnisse erstmals zeigen, dass die
Morphologie des Dinndarms durch das Mikrobiom (gezeigt durch den Vergleich von
CONV-R vs. GF und CONV-R vs. mit LPS stimuliert) und TLR4 und seine
Downstream-Targets (gezeigt durch die Vergleiche von konventionell-aufgezogenen

und keimfreien TIr4-defizienten Mausen und ihre Kontrollgruppen) beeinflusst wird.

Methodische Ungenauigkeiten lassen sich bei diesen Experimenten nicht vollstandig
ausschlie3en. So zeigt beispielsweise die Vergleichsgruppe der CONV-R Wildtypen in
der Untersuchung auf die Ihh-Expression eine grof3e Streuung. Bei der Expression von
Shh wurde eine Signifikanz verfehlt. Die geringen Expressionswerte von Shh im

adulten Dunndarm werden zu diesen instabilen Ergebnissen beigetragen
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haben.(35,102) Winschenswert wére es, diese Versuche zu wiederholen, um eine
sichere Statistik zu gewahrleisten. Ebenso ware es sinnvoll, auch hier weitere
Downstream-Targets, beispielsweise Glil, zu Gberprifen. Um eine Weiterleitung des
Signals Uber die Enterozyten zu sichern, koénnten die Experimente mit

epithelspezifischen Knock-out Mausen wiederholt werden.

5.3 LPS-Stimulation verstarkt DUOXA2 mRNA Expression und epitheliale H202-
Bildung

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass die Kolonisierung des Darms mit
einer Mikrobiota zu einer gesteigerten DUOX2-Expression fuhrt.(62) Dies geschieht
Uber eine Aktivierung der Hh-Signalwege im Darmepithel. Die Besiedlung durch ein
Mikrobiom fuhrt aufgrund der bakteriellen Zerfallsprodukte zu steigenden LPS-Werten.
Der im Darm vorhandene TLR4 ist wesentlich fur die Erkennung von LPS. Durch
Stimulation von CONV-R WT Mausen mittels LPS sollte eine mdgliche
Signaltransduktion Uber TLR4, insbesondere den auf den Enterozyten exprimierten

TLR4, untersucht werden.

Die mit LPS behandelten Mause zeigten eine geringere Expression von DUOX2 als
die unbehandelte Vergleichsgruppe. Gegenlaufig verhalt sich hier die Expression von
DUOXA2, welche bei den mit LPS behandelten Tieren ansteigt, jedoch kein
Signifikanzniveau erreicht (Abb. 14 a). Die Expression von DUOX2 wurde ebenfalls
bei Mausen mit dem epithelspezifischen Knock-out von TIr4 untersucht. Hier zeigt sich

ebenfalls eine verminderte Expression im Vergleich zu den WT Mausen (Abb. 14 b).

Zu erwarten war eine gleichmalfig gesteigerte Expression von DUOX2 und DUOXAZ2,
da sie als Tandem vorliegen und sich einen bidirektionalen Promotor teilen.(73) Zudem
handelt es sich um Cofaktoren, welche nur gemeinsam in der Produktion von H202
wirksam werden. In Zellkulturversuchen mit Pankreastumorzellen von Wu et al.
konnten nach Stimuli durch LPS und IFN-y oder der Kombination aus beidem
unterschiedliche starke Expressionswerte fir DUOX2 und DUOXA2 beobachtet
werden. Der hohere Wert ist hier gleichermal3en bei DUOXA2 zu beobachten.(124)
Bei Grasberger et al. findet man ebenfalls in unterschiedlichem Male gesteigerte
relative Expressionswerte fir DUOX2 und DUOXAZ2.(19) Aufgrund der gemeinsamen

Position im Genom ware eine simultan erhéhte Expression beider Faktoren zu
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erwarten. Diese in verschiedenen Experimenten beobachtete Differenz sollte in

Zukunft genauer untersucht werden.

Die geringere Expression von DUOX2 der TIr4fl/fIxVillin-Cre-Mause liegt im Rahmen
unserer Erwartungen. Das Fehlen des auf die luminale Seite sortierten TLR4 auf den
Enterozyten kann die Signale der intestinalen Mikrobiota nicht weiterleiten. Dieses
fehlende Signal fuhrt zu einer geringeren Reaktion auf die kommensale Mikrobiota. In
Experimenten flr ihre Bachelor-Thesis konnte Julia Mohr aus der Arbeitsgruppe von
Dr. Reinhardt 2018 zeigen, dass die Gabe von Antibiotika zu einer geringeren
Expression von DUOX2 und DUOXA2 fuhrt (Ergebnisse nicht dargestellt). Diese
geringeren Expressionswerte deuten darauf hin, dass Duox2 durch TIr4 reguliert wird.
Die Regulation von DuoxAz2 bleibt unklar. Die Untersuchung der Expressionswerte von
DUOXA2 mit denselben Proben erbrachte keine verwertbaren Ergebnisse. Ein
Vergleich der Expressionslevel von DUOX2 und DUOXA2 von antibiotikabehandelten
oder keimfreien Mausen mit denen von TIr4fl/fIxVillin-Cre-Méausen kénnte die These
der Weiterleitung der Signale des Mikrobioms tber den auf Enterozyten exprimierten
TLR4 starken.

MODE-K Zellen stellen ein geeignetes Modell zur Untersuchung des Verhaltens von
Enterozyten dar.(101) Durch die Stimulation mittels LPS kann die Anwesenheit von
Pathogenen simuliert werden. Eine wichtige Quelle des im Dinndarm produzierten
H202 ist DUOX2.(18) Im Mausmodell fiihrt eine Stimulation mit LPS zu einer
gesteigerten H202-Produktion.(75)

Die mit LPS stimulierten MODE-K Zellen zeigen eine vermehrte H202-Produktion
(Abb. 15). Diese kann durch VAS2870 effektiv gehemmt werden. VAS2870 ist ein
unspezifischer Hemmer der NADPH-Oxidasen.(125) Eine verminderte
H202-Produktion durch die Hemmung von Duox1l und Duox2 durch VAS2870 im
Zebrafischmodell konnte nachgewiesen werden.(126) Es scheint keinen direkten
hemmenden oder stimulierenden Effekt auf die MODE-K Zellen durch VAS2870 zu
geben, da die H202-Produktion der von unbehandelten Zellen ahnelt. Bei VAS2870
handelt es sich um ein Triazolpyrimidin, dessen genaue Zieldomé&ne bislang nicht
ermittelt werden konnte.(125) Die Produktion von H202 im Dunndarm durch NOX1 ist
nachgewiesen, scheint jedoch wesentlich von DUOX2 abhangig zu sein.(76,127) Da
durch die Stimulation mit LPS und die gleichzeitige Hemmung mit VAS2870 die

H202-Produktion im Vergleich zu den unbehandelten Zellen absinkt, ist eine Hemmung
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weiterer NADPH-Oxidasen, wie z.B. NOX1, in den MODE-K Zellen méglich. Dieser
Effekt ist jedoch nicht statistisch signifikant. Pircalabioru et al. konnten
Zusammenhange zwischen DUOX2 und NOX1 beschreiben. Die normalerweise im
Falle einer Entzindung geschehende Hochregulation von Duox2 wurde durch die

Inaktivierung von Nox1 deutlich abgeschwéacht.(77)

Die Beeinflussung des Mikrobioms zum Erhalt einer stabilen, pathogenfreien
Darmflora geschieht unter anderem durch die Ausschittung von ROS. Eine
UberméaRige Produktion von H202 filhrt zu oxidativem Stress fur die
Enterozyten.(125,127) Zudem ist H202 als pro-angiogener Faktor bekannt.(12,67,70)
Ein aus dem Gleichgewicht geratenes System der ROS wirde also zu allen bekannten
Problematiken der CED beitragen; Storungen der Angiogenese, der Barrierefunktion
der Enterozyten und des Darmmikrobioms. Fehlfunktionen von verschiedenen, ROS-
produzierenden NADPH-Oxidasen, insbesondere DUOX2, wurden bei CED und
besonders friih beginnender CED beobachtet.(110,127) Dieser Aspekt verdient daher
eine grundliche Betrachtung flr zuklnftige Therapieoptionen der CED, mit den

NADPH-Oxidasen als potenziellem Ziel.

5.4 PAR1-Defizienz ist mit verminderter DUOX2 Expression im Didnndarm
assoziiert

F2r-defiziente Mause exprimieren den Transmembranrezeptor PAR1 nicht. PAR1 hat
eine Vielzahl von Funktionen und ist besonders fur seine Rolle in der Hamostase im
Zusammenspiel mit EPCR (Endothelial Protein C Receptor) bekannt (siehe Kapitel
2.4.3). Durch verschiedene Signalwege greift PAR1 jedoch auch in Metastasierungs-,
Vaskularisierungs-, und sowohl entzindungshemmende als auch -stimulierende
Prozesse ein. Auch der Einfluss des Mikrobioms auf PAR1 und daraus resultierende
Vaskularisierungsprozesse konnten bereits gezeigt werden.(96) Um ein mdgliches
Zusammenspiel von PAR1 mit dem H202-produzierenden Komplex aus DUOX2 und
DUOXAZ2 zu prifen, wurden F2r-Knock-out-Mause auf die relative mRNA Expression

dieser Faktoren untersucht.

Die F2r-defizienten Tiere zeigen eine signifikant verringerte Expression von DUOX2.
Die Expression von DUOXA2 hingegen ist deutlich gesteigert. Aufgrund grol3er
Streuung innerhalb der F2r-Tiere verfehlt dieser Wert jedoch eine Signifikanz
(Abb. 16). Dieses Ergebnis erscheint parallel zur Untersuchung der Expression von
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DUOX2 und DUOXAZ2 bei mit LPS behandelten Mausen (siehe Kapitel 4.3). Auch hier
zeigte sich eine verringerte Expression von DUOX2 bei einer gleichzeitig gesteigerten
Expression von DUOXAZ2.

PAR1 wird durch das Mikrobiom beeinflusst.(10) Das Mikrobiom stellt potenziell immer
einen entzindlichen Reiz dar, durch welchen die Produktion von Thrombin induziert
wird. Eine durch diesen Stimulus ausgeloste Ca?*-Produktion konnte nachgewiesen
werden.(128) Fehlt diese Stimulation, kann Calcium wiederum die Expression von
DUOX2 nicht bewirken. Dies ware eine mogliche Erklarung fur die geringere
Expression von DUOX2 in den PAR1-negativen Mausen. Erwartet wurde eine
geringere Expression von DUOX2 und DUOXA2. Die Expression von DUOXA2 verhielt
sich jedoch auch hier wieder gegenlaufig und war nicht verringert, sondern erhéht
(siehe 5.3). Diese gegenlaufige Expression sollte durch Wiederholung der
Experimente bestatigt werden und bedarf weiterer Analysen, da sie sich gegenlaufig
zum bekannten Muster verhdlt. Falls weitere Untersuchungen die gegenlaufige
Expression bestétigen, stellt dies eine mdogliche Erklarung fur das Ungleichgewicht des
Darmmikrobioms dar. Eine mangelhafte H202-Produktion wirde zu einer gestorten
Reaktion auf Pathogene oder einer tbermafigen Vermehrung kommensaler Bakterien

beitragen.

Die vermehrte Expression von NADPH-Oxidasen in Malignomen fihrt durch eine
Uberproduktion von ROS zu oxidativem Stress. Die Hemmung dieser Uberexpression

stellt daher ein potenzielles Target fur Krebsmedikationen dar.(21,67)

5.5 F2r- Mause und Duox2’ Mause zeigen verminderte mRNA Expression des
vaskularen Markers PECAM-1

Um ein mogliches Downstream-Signal, welches tber PAR1 zu einer verstarkten
Vaskularisierung des Dunndarms fuhrt, zu identifizieren, wurden Mause mit der
Defizienz von PAR1 und Duox2 auf die Expression des vaskularen Markers PECAM-1

untersucht.

Sowohl die F2r-Mause mit der Defizienz von PAR1 (Abb. 17 a) als auch die
Duox2-defizienten Mause (Abb. 17 b) zeigen eine verringerte mRNA Expression von
PECAM-1. Die Duox2-defizienten Tiere zeigen eine signifikant verringerte Expression.

Als Kontrolle dienten hier die homozygoten Wildtypen-Geschwistertiere, da bereits die
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Deletion von Duox2 auf einem Allel deutliche Einfliisse zeigt.(127) Die F2r-defizienten
Tiere zeigen eine verringerte, jedoch nicht das Signifikanz-Niveau erreichende
Expression von PECAM-1. Das Verfehlen einer Signifikanz ist hier vermutlich an der
gro3en Streuung der Vergleichsgruppe (Wildtypen) gescheitert. Als CONV-R WT
Vergleichsgruppe wurden die F2r** Geschwistertiere verwendet. Die Werte dieser
Proben wiesen eine starke Streuung auf. Um eine Sicherung der Verringerung der
Expression von PECAM-1 zu erreichen, und mdglicherweise zu einer Signifikanz zu
gelangen, sollten diese Versuche mit neuen Proben wiederholt werden. Eine
Wiederholung des Versuches mit denselben Proben fihrte zu nicht verwertbaren
Ergebnissen. Dies konnte auf einer moglichen Verunreinigung oder anderweitigen
Stoérung der sensiblen RNA-Proben beruhen. Die verringerte Vaskularisierung sollte in
Zukunft auf mikroskopischer Ebene mittels Untersuchung von PECAM-1 durch

immunhistochemische Methoden Uberprift werden.

Beide untersuchte Rezeptoren reagieren sensibel auf die intestinale Mikrobiota und
beeinflussen so die Vaskularisierung des Darms.(10,18) Versuche von Reinhardt et al.
konnten fur PAR1 zeigen, dass diese Einflussnahme ausschlief3lich auf PAR1 und
nicht PAR2 in der Kombination mit Thrombin beruht und nach der Phosphorylierung
von TF stattfindet. Eine verringerte Vaskularisierung passt in unsere These, dass die
Weiterleitung eines pro-angiogenetischen Signals durch das Mikrobiom lber PAR1
und DUOX2 erfolgt.

5.6 Dunndarmmorphologie von Duox2” Mausen

Der Phéanotyp von homozygoten Duox2thyd/J Mausen unterscheidet sich wesentlich
von dem ihrer heterozygoten Geschwister oder von Wildtyp-Méausen, wie durch
Johnson et al. 2007 beschrieben wurde. Duox2thyd/J Mause sind deutlich kleiner als
Wildtypen, zeigen ein weniger mineralisiertes Skelett und ein beeintrachtigtes
Horvermogen.(129) Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten zudem, dass der
Dunndarm von Duox2thyd/J M&ausen eine vergleichbare Lange zu dem von Wildtypen
hat, dabei jedoch deutlich diinner und fragiler erscheint.! Vorversuche zur Auswertung
der Villusmorphologie mit einer geringeren Anzahl an Tieren wurden bereits durch

Julia Mohr aus unserer Arbeitsgruppe im Rahmen ihrer Bachelorthesis durchgefihrt.

1 Bachelorthesis Julia Mohr
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Um eine statistisch sichere Auswertung zu bekommen, und die Trends zu
maoglicherweise signifikanten Ergebnissen zu fuhren, wurden die Versuche hier mit
einer groReren Anzahl von Tieren wiederholt. Die Duox2thyd/J Mause zeigen kirzere
Villi mit weniger Epithelzellen, die dichter beieinanderstehen und stark abgeflachte
Krypten haben (siehe Abb. 19 a-d). Diese Ergebnisse gestalteten sich entsprechend

der Erwartungen.

Um ausschlieBen zu kdnnen, dass die geringeren Epithelzellzahlen der Duox2thyd/J
Mause nur auf den verkirzten Villusstrukturen beruhen, wurde auch hier die
durchschnittliche Villuslange durch die durchschnittliche Kernanzahl geteilt (Tab. 22).
Der vergroRerte Wert zeigt, dass die Abnahme der Lange nicht auf verschmalerten
Zellen oder Zell-Zell-Abstande beruht. Auch relativ gesehen nimmt die Anzahl der

Zellen bei den verkirzten Villusstrukturen ab.

Die Besiedlung von keimfreien Tieren mit einer Mikrobiota, ebenso wie kinstlich
induzierte Darmentzindungen, fihren zu einer vermehrten Expression von
DUOX2.(18) Die Mause in unserer Tierhaltung sind keinen Pathogenen, aber ihrer
naturlichen Mikrobiota ausgesetzt. Auch das kommensale Mikrobiom kann bei einer
Ubermafligen Vermehrung zu pathologischen Veranderungen fuhren. Um dies zu
verhindern, wird eine stadndige Abwehr bendtigt.(130) Gewéhrleistet wird diese unter
anderem durch die H202-produzierende NADPH-Oxidase DUOX2 (siehe Kapitel
2.3.4). Eine mukosale Dysbiose fuhrt ebenfalls zur gesteigerten Expression von
DUOX2.(19) Wie in Kapitel 4.1 gezeigt und in der Literatur beschrieben, flhrt ein
fehlender Stimulus durch das Mikrobiom zu verlangerten Villusstrukturen. Ein
Ausbleiben der Abwehr auf die kommensale Mikrobiota konnte so im Umkehrschluss
zur Verkurzung der Villusstrukturen fiihren. Die Deletion von Duox2 kdnnte hier einen
pro-inflammatorischen Phanotyp bewirken.(77) Konstante Entziindungsprozesse, wie
z.B. im Rahmen einer Zdliakie, fuhren ebenfalls zum klinischen Bild der
Zottenatrophie.(24) Eine Untersuchung auf erhohte Entzindungsmarker, wie

beispielsweise TNF-a, kdnnte diese Hypothese stitzen.

Keimfreie Tiere zeigen eine verlangsamte Regenerationsrate des Darmepithels.(83)
Bewiesen ist, dass durch eine erhdhte Erneuerungsrate der Zellen ein Eindringen von
Pathogenen verhindert wird.(130) Mdglicherweise werden andere Prozesse, wie die

sonst homoostatische Regeneration des Dunndarmepithels, beschleunigt, um die
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Pathogenabwehr zu verstarken. Untersuchungen bezuglich der Proliferationsraten von

Duox2-defizienten Tieren konnten hier aufschlussreich sein.

GleichermaRen moglich ist, dass die morphologischen Anderungen durch den Mangel
an Schilddriisenhormonen hervorgerufen werden. DUOX2 ist essenziell an der Bildung
dieser Hormone beteiligt (siehe Kapitel 2.3.4). Nach ihrer Resorption aus dem Blut und
der Umwandlung in ihre aktive Form losen die Schilddrisenhormone eine
Stoffwechselsteigerung aus. Dies geschieht tiber einen erhdhten Lipid-, Kohlenhydrat-
und Proteinstoffwechsel, sowie eine vermehrte Expression der
Natrium-Kalium-Adenosintriphosphatase (ATPase).(131,132) H20: ist ebenfalls als
Botenstoff fur die Zellproliferation und das Zellwachstum wichtig. Durch Modifikation
von Signalmolekilen kann es direkten Einfluss auf die betreffenden Zellen
nehmen.(133) Die durch einen Mangel ausgeloste Gedeihstérung konnte auch den
Dunndarm betreffen und zu einem Minderwuchs fuhren. In Versuchen an Masthiihnern
konnte durch die Injektion von Bifidobakterien in den Dottersack eine Erhéhung der
Schilddrisenhormone beobachtet werden. Diese ging mit der Verlangerung der

intestinalen Villusstrukturen einher.(134)

Die Aufzucht der Duox2thyd/J Mause gestaltete sich schwierig. Um eine
Vergleichbarkeit der Versuchsbedingungen zu gewahrleisten, wurden ausschlief3lich
Tiere ahnlichen Alters verwendet. Vermutlich bedingt durch die kongenitale
Hypothyreose uberlebten weniger homozygote Duox2thyd/J Mause als ihre
heterozygoten oder Duox2** Geschwister bis zu einem Alter von mindestens 6
Wochen. Zudem wurden die Tiere vom Tierpflegepersonal aufgrund ihres
mangelhaften Wachstums haufig falschlich als Kimmerer identifiziert, welche aus

tierschutzgriinden sofort euthanasiert wurden.

Die Hypothyreose beim Menschen ist grindlich untersucht. Die kongenitale, schwere
Form der unbehandelten Hypothyreose beim Menschen wird als Kretinismus
bezeichnet. Sauglinge werden daher auf das Schilddrisenhormon TSH (Thyroidea-
stimulierendes Hormon) untersucht, um ein Vollbild der Erkrankung zu vermeiden.
Unbehandelte Erkrankte zeigen parallel zu den M&ausen Gedeihstérungen und
schwere Gehorproblematiken. Weitere Symptome sind Apathie, Hypothermie,
Makroglossie und Obstipation. Die Therapie besteht in einer Substitution von
Schilddrisenhormonen.(131)
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Fur zukinftige Versuche ware ein Vergleich weiterer beim Menschen beobachteter
Symptome mit denen der Duox2thyd/J Méausen interessant. Zudem koénnte versucht
werden, die Mause mit einer Substitution von Schilddriisenhormonen langer am Leben
zu erhalten. Bei Gelingen einer Substitution, sollten weitere Vergleiche der Anatomie
und Histologie des Dunndarms erfolgen. So kénnte ausgeschlossen werden, dass das
Fehlen der Schilddrisenhormone zu den beobachteten morphologischen
Veranderungen fihrt. Diese Ergebnisse konnten Patienten mit kongenitaler
Hypothyreose zugutekommen, da hier bereits Falle mit genetischen Pathologien von
Duox2 beschrieben wurden.(135,136)
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6 Zusammenfassung

Eine Reihe von Krankheiten mit steigenden Inzidenzen in den Industrienationen sind
mit  wesentlichen Veranderungen der Histologie, Vaskularisierung und
Zusammensetzung der Mikrobiota assoziiert. Dazu gehoren die chronisch-
entzuindlichen Darmerkrankungen, wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa. Wéahrend
Zusammenhange zwischen Entziindung und Vaskularisierung schon lange bekannt
und dokumentiert sind, ist der Einfluss des Mikrobioms auf die Gesundheit ein relativ
neuartiges Thema. Trotz intensiver Forschung in den letzten Jahren sind viele Aspekte
bisher unklar. Die Induktion der Angiogenese im Dinndarm durch das Mikrobiom tber
PAR1 konnte bereits nachgewiesen werden. Ziel dieser Arbeit war es, weitere
Zusammenhange zwischen TLR4 und DUOX2 in der mukosalen Angiogenese

aufzudecken.

Mittels Mausmodell und genetischer Analysen konnten verschiedene
Zusammenhange entlang unseres hypothetischen Signalweges aufgezeigt werden.
Entscheidend hierfir waren histologische Analysen der untersuchten Mausmodelle

und Untersuchungen genetischer Expressionsmuster mittels quantitativer PCR.

Der Mustererkennungsrezeptor TLR4 reagiert auf bakterielle Komponenten der
kommensalen Flora und mdglicher Pathogene. In dieser Arbeit wurde erstmals der
Einfluss des Toll-like Rezeptors 4 auf die Morphologie des distalen Dinndarms im
konventionellen und keimfreien Mausmodell beschrieben. Durch die Deletion von TIr4
durchlauft die Dunndarmmukosa signifikante Veranderungen, beispielsweise die
Verlangerung der Villusstrukturen mit relativ erhéhten Epithelzellzahlen. Diese
Ergebnisse weisen Parallelen zu den Untersuchungsergebnissen keimfreier Mause
auf. Das intestinale Mikrobiom und die Erkennung dieses durch TLR4 sind

entscheidend fiir den regelrechten Aufbau der Dinndarmmukosa.

Aufbauend auf den Ergebnissen von Inés Brandao wurde der Einfluss von TIr4 auf die
Vaskularisierung der Mukosa untersucht. Augenmerk wurde hier insbesondere auf den
durch das Epithel exprimierte TLR4 gelegt. Es konnte nicht endgultig bestatigt werden,
dass ausschlieflich TLR4 verantwortlich fur die Veranderungen ist, jedoch zeigt sich

eine starke Tendenz.

Die morphologischen Einflisse der Hh-Liganden auf die Bildung der

Dunndarmmukosa sind bereits in friheren Arbeiten untersucht worden. Durch gPCR
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Analysen im Tlr4-defizienten Mausmodell konnten hier Zusammenhange zwischen

diesen Signalwegen dargestellt werden.

Auch morphologische Anderungen durch die Deletion von Duox2 im Mausmodell
wurden nochmals eingehender untersucht. Die Deletion von Duox2 fihrte zu
statistisch signifikanten Veranderungen der Dinndarmmukosa. Dies fuhrt zu einer
gestorten Abwehrreaktion auf kommensale und pathogene Mikroorganismen. Ob die
morphologischen Veranderungen ausschlief3lich durch die Deletion ausgeldst werden,
oder durch die fehlende Abwehrreaktion bedingt sind, konnte nicht abschlielRend
geklart werden. Ein keimfreies Duox2-Knock-out-Mausmodell konnte zur Aufklarung
dieser These beitragen.

Zusammenfassend konnen die Ergebnisse dieser Arbeit zu einem besseren
Verstandnis der gestorten Vaskularisierungsprozesse im Rahmen chronisch-
entztindlicher Darmerkrankungen beitragen. Dies geschieht durch genauere
Kenntnisse der Interaktion verschiedener Signalwege, welche an den
morphologischen Veranderungen und der Vaskularisierung im Dunndarm beteiligt

sind.

Die Forschung im Bereich der chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen ist ein
komplexes Feld, mit vielen unterschiedlichen Erklarungsansatzen zu Atiologie und
Pathogenese. Um die verschiedenen Theorien im Bereich der histologischen
Abweichungen, gestorten Vaskularisierung und des verdnderten Mikrobioms
zusammen zu bringen, wird noch viel Forschung notwendig sein. Dies verspricht
jedoch zukunftig bessere Therapieanséatze durch eine holistische Betrachtung der

Problematik.
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8 Anhang

8.1 Details der Versuche

8.1.1 Histologie

Tabelle 23: Anzahl der untersuchten Mause in histologischen Versuchen

Abbildung | Mauslinie Anzahl | Anzahl Anzahl
Tiere | untersuchter | Abstandsmessungen
Stellen
1l1a-d CONV-RWT 8 11 21
CONV-R TIr4" 7 10 16
GFWT 7 7 8
GF TlIr4 7 7 11
19a-d CONV-R Duox2** 7 13 19
CONV-R Duox2'- 7 12 13

8.1.2 MODE-K Zellkultur
Tabelle 24: Anzahl der untersuchen Wells im ROS-Glo™ H202 Assay

Stimulans Anzahl Wells
CTR 12
LPS 6
LPS + Duox-Inhibitor 6
Duox-Inhibitor 6

8.2 Anwendungsprotokolle

8.2.1 RNeasy Mini Kit Protokoll

Verwendet wurde das RNeasy Mini Kit der QIAGEN GmbH. Das
Anwendungsprotokoll ist zu finden unter:
https://www.giagen.com/de/resources/resourcedetail?id=1f8ed6e7-2423-4cff-8013-
Oeb89ead5cb0&lang=en

8.2.2 ROS-Glo™ H202 Assay Protokoll

Verwendet wurde das ROS-Glo™ H202 Assay der Promega Corporation mit der
Katalognummer G8820. Das Anwendungsprotokoll ist zu finden unter:
https://www.promega.de/products/cell-health-assays/oxidative-stress-assays/ros_glo-
h202-
assay/?catNum=G8820&gclid=CjwKCAjwiOv7BRBREIWAXHbv3MXmVZ5DMYfvREL
EjELa _kTQYJ1Y5bP-nCPOW4R_YuB_5xFJX0uj-hoCDOMQAVD_ BwE#protocols
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