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Abstract 

The gut microbiota affects host function but the impact on orgnotypic endothelial cell 

(EC) transcriptomes remains unexplored. The liver endothelium encounters 

microbiota-derived signals and metabolites via the portal circulation. To analyse how 

gut microbiota affect the hepatic sinusoidal enothelium, a magnectic cell sorting 

protocol, combined with fluorescence.activated cell sorting, was used to isolate hepatic 

sinusoidal endothelial cells from germ-free (GF) and conventionally raised (CONV-R) 

mice for transcriptomic analysis by RNA sequencing. This resulted in a map of 

microbiota-regulated hepatic endothelial-specific transcriptome profiles. Gene 

Ontology analysis showed many functional processes in the hepatic endothelium. The 

absence of microbiota influenced the expression of genes which were part of the 

cholesterol flux and angiogensis. Mainly genes functioning in hepatic endothelial 

sphingosine metabolism and the sphingosine-1-phosphat showed an increased 

expression in GF samples. The present work analyses the role of the microbiota in the 

transcriptional landscape of the hepatic endothelium. 



IV 

Zusammenfassung 

Die Darmmikrobiota hat einen Einfluss auf die Organfunktion im menschlichen 

Organismus. Der Einfluss der Mikrobiota auf organotypische Endothelzellen (EC) ist 

zum aktuellen Zeitpunkt unerforscht. Das gesamte Leberendothel nimmt von der 

Darmmikrobiota abgegebene Signal und Metaboliten über den Pfordaderkreislauf auf. 

Um herauszufinden, wie das Darmmikrobiom die hepatischen sinusoidalen 

Leberendothelzellen beeinflusst, wurde ein magnetisches Zellsortierungsprotokoll mit 

fluoreszenzaktvierter Zellsortierung verwendet. Bei den untersuchten 

Versuchsgruppen handelte es sich um keimfreie (GF) und konventionell 

aufgewachsenen Mäusen (CONV-R) aus denen die Leber herauspräpariert und 

Endothelzellen isoliert wurden, um eine Transkriptomanalyse auf RNA Ebene 

durchzuführen. Die RNA-Sequenzierung führte zu einer großen Anzahl an hoch- und 

herunterregulierten Transkripten in den Versuchsgruppen GF und CONV-R. Eine 

Analyse der genetischen Ontologie ergab, dass mehrere funktionelle Prozesse im 

hepatischen Leberendothel betroffen waren. Das nicht vorhandensein der Mikrobiota 

beeinflusst die Expression von einzelnen Genen, die am Gallensäure-Cholesterin 

Metabolismus und an der Angiogenese beteiligt sind. Vor allem Gene, die im 

hepatischen endothelialen Sphingosin Stoffwechsel und Sphingosin-1-Phosphat 

vorhanden waren, zeigten eine erhöhte Expression in GF Mäusen. Die durchgeführten 

Untersuchungen zeigen eine besondere Rolle der Mikrobiota auf das hepatische 

Leberendothel. 
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1 Relevanz 

Im menschlichen Organismus spielen Darmbakterien in der Regulation von 

Stoffwechselprozessen und der Ausprägung der angeborenen Immunantwort eine 

große Rolle. Einzelne Bestandteile kommensaler Darmbakterien, werden durch 

Mustererkennungsrezeptoren, zu denen auch die Toll-like Rezeptoren gehören, 

erkannt. Dabei werden Signalwege aktiviert, die zu einem Anstieg der Genexpression 

verschiedener proinflammatorischer Proteine führen. Die im Darm enthaltenen 

Mikrobiota hat unter anderem einen Einfluss auf die Regulation von 

Stoffwechselwegen über verschiedene Mustererkennungsrezeptoren. In dieser Arbeit 

soll die Verbindung zwischen der kommensale Mikrobiota und der Regulation des 

Transkriptoms des sinusoidalen Leberendothels untersucht werden. Auf diese Weise 

soll die Bedeutung der Darmmikrobiota in der Kommunikation der Organe Darm und 

dem Kapillarnetzwerk der Leber verdeutlicht werden. Hierbei lag der Fokus auf der 

Isolation einer reinen Zellpopulation an Endothelzellen aus der Leber der Maus. Über 

die erfolgreiche Isolation von RNA sollte eine RNA-Sequenzierung durchgeführt 

werden, um die enthaltenen Gene auf eine Mikrobiota-Abhängigkeit zu untersuchen.
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2 Theoretische Grundlagen 

Die Oberflächen des menschlichen Körpers beherbergen eine große Anzahl an 

Mikroorganismen (1). Diese mikrobiellen Gemeinschaften (Mikrobild) unterscheiden 

sich in ihrer Diversität. Sie bestehen aus Bakterien, Archaeen, Eukaryoten, Parasiten 

und Viren (2). Die Bakterien sind dabei die größte Gruppe (ca.90 %). Die 

überwiegende Mehrheit dieser Bakterien wird den zwei Stämmen der Gram-negativen 

Bacteroiden und der Gram-positiven Firmicuten zugeordnet (3). Das Mikrobiom spielt 

eine große Rolle in der Beeinflussung metabolischer Prozesse und der Ausprägung von 

Immunfunktionen (1). Für metabolischen Prozesse benötigt der Organismus Energie 

in Form von Nahrung, die unter anderem durch Bakterien des Wirtes in einzelne 

Glykanstrukturen gespalten werden (4). Die aufgenommene Nahrung hat einen sehr 

großen Einfluss auf die Zusammensetzung des Mikrobioms und wird somit maßgeblich 

durch unsere Ernährung bestimmt. 

2.1 Übersicht des Verdauungssystems 

Der menschliche Magen-Darm-Trakt (MDT) erstreckt sich vom Mund bis zum 

Darmausgang. Dieses System dient dazu Nahrung aufzunehmen, zu verdauen, 

weiterzuleiten und in verwendbare Nährstoffe zu assimilieren. Der Magen-Darm-Trakt 

wird in folgende Abschnitte unterteilt: Der obere Verdauungstrakt besteht aus Mund-

Rachenraum, Speiseröhre, Magen und Duodenum (5). Der untere Verdauungstrakt 

teilt sich in Dünndarm, Dickdarm, Sigmoid und Rektum. Außerdem gehören Drüsen 

zum Verdauungssystem, die durch ihre Sekrete beim Aufschluss der Nahrung helfen 

(5). Hierbei handelt es sich um die Speicheldrüse, Magendrüse, Darmdrüse, 

Bauchspeicheldrüse und die Leber. Aufgenommene Nahrung wird über den Mund 

durch die Zähne mechanisch zerkleinert (6). Der im Mund hinzugefügte Speichel, 
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erhöht zum einen die Gleitfähigkeit der Nahrung und zum anderen enthält der Speichel 

Enzyme (z. B. Amylase), die bei der Spaltung von Kohlenhydraten eine Rolle spielen. 

Der Speichel besteht zu 99,5 % aus Wasser und zu 0,5 % aus gelösten Stoffen wie 

Natrium oder Kalium. Im Schnitt werden täglich etwa 1000 – 1500 mL gebildet. Über 

die Mundhöhle gelangen die Nahrungsbestandteile weiter in den Pharynx und Enden 

im Ösophagus (6). Der Ösophagus ist Bestandteil des Rumpfdarms. Dieser Bereich 

dient nur als Transportweg in den Magen, wo die endgültige enzymatische Aufspaltung 

der Nahrung in Nährstoffe (Aminosäuren, Zucker, Lipide) stattfindet, die dann 

zusammen mit Ionen und Wasser resorbiert werden. Die Endstrecke des Rumpfdarms, 

Rektum und Analkanal, dienen der Zwischenlagerung unverdaulicher 

Nahrungsbestandteile (Ballaststoffe) und deren kontrollierter Ausscheidung 

(Defäkation; Abbildung 1). 

Abbildung 1 Übersicht des Verdauungstrakts. Darstellung der einzelnen Bestandteile des 

Verdauungssystems (7). 
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Anschließend gelangt dieser Speisebrei in den Dünndarm (Intestinum tenue), wo der 

größte Anteil des enzymatischen Nahrungsaufschlusses und der Resorption von 

Nährstoffen stattfindet (Abbildung 1). Die Resorption von Nährstoffen geschieht durch 

Diffusion, Osmose und dem aktiven Transport einzelner Moleküle. Das Ziel dieser 

chemischen und mechanischen Verdauungsphasen ist es, die Nahrung in eine Form 

zu spalten, welche durch die Zellen des Epithels gelangen und durch die Blut- und 

Lymphgefäße weiter transportiert werden. Folgende Nährstoffe spielen für den 

menschlichen Organismus eine wichtige Rolle: Monosaccharide (z. B.: Glucose, 

Fructose und Galaktose aus Kohlenhydraten); Aminosäuren, Dipeptide und Tripeptide 

aus Proteinen; Fettsäuren, Glycerin und Monoglyceride aus Triglyceriden. Für die 

Resorption von Fetten wird Gallenflüssigkeit aus den Hepatozyten benötigt. Beim 

Menschen kann der Dünndarm zwischen drei und fünf Metern lang werden und gliedert 

sich in folgende drei Abschnitte: Duodenum, Jejunum und Ileum. Vereinfacht 

betrachtet ist der Darm ein langer Schlauch, wobei der Aufbau der Wände an 

verschiedenen Stellen Unterschiede aufweist. Generell existiert ein Grundkonzept für 

den Aufbau des Darms. Dieser Aufbau besteht aus einem Hohlraum (Lumen) und wird 

durch eine Epithelschicht (Lamina epithelialias mucosae) begrenzt. Die Funktion der 

Epithelschicht besteht in der Absorption von Nährstoffen, Elektrolyten, Fette, Eiweiße 

und Wasser. Unter der Epithelschicht befindet sich lockeres Bindegewebe (Lamina 

propria mucosae), das Blut- und Lymphkapillaren, enterische Neuronen, Immunzellen 

und eine dünne Muskelschicht (Lamina muscularis mucosae) enthält. Diese Schicht ist 

wichtig für die Regulation der Funktionen des MDT sowie dessen Immunfunktion. Eine 

weitere Schicht lockeren Bindegewebes mit größeren Gefäßen und kleineren Drüsen 

stellt die Submukosa dar. Zwei Muskelschichten, eine innere Ring- und eine äußere 

Längsmuskelschicht, bilden die Muscularis. Diese Schicht ermöglicht die 

Beweglichkeit (Motilität, Peristaltik; Abbildung 2).  
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Abbildung 2 Aufbau des Dünndarms und Darstellung der einzelnen Schichten des Dünndarms. 
Die Längsmuskulatur führt zu einer Verkürzung des Darms, die Ringmuskulatur verengt das 

Darmlumen. Die beiden Leitungsbahnen Plexus myentericus (Auerbach Plexus) und Plexus 

submucosus (Meissner Plexus) bilden das darmeigene (enterische) Nervensystem (7). 

Insbesondere die Dünndarmschleimhaut (Tunica mucosa) besitzt eine sehr 

spezifische Abwehreigenschaft. Die Schichten der Tunica muscularis sind im 

Dünndarm stärker ausgeprägt als in anderen Darmabschnitten. Neben dem Transport 

ist die Tunica muscularis zum anderen auch für die Durchmischung des flüssigen 

Speisebreis im gesamten Dünndarm zuständig. Der Aufbau der Tunica mucosa folgt 

dem gleichen Grundbauplan in Duodenum, Jejunum und Ileum. Die zahlreichen 

Schleimhautfalten, Plicea circulares (Kerckring-Falten), sind schon mit dem bloßen 

Auge sichtbar und bilden ca. 2/3 des Umfangs der Duodenalwand. Den Plicae 

circulares, die von der Tela submucosa aufgeworfen werden, sitzen pro mm2 etwa 10 

– 40 zungenförmige Zotten (Villi intestinales) auf. Die Zotten, etwa 0,2 – 1 mm hoch

und 0,15 mm dick, dienen der Resorption von Nährstoffen aus dem Darmlumen. Der 

Aufbau einer Zotte besteht aus dem Bindegewebe der Lamina propria mucosae, in der 

sich einzelne glatte Muskelzellen (Zottenpumpen), mehrere Arteriolen, eine zentrale 
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Venole sowie Lymphkapillaren befinden. In den Lymphkapillaren werden die durch die 

Fettverdauung gebildeten Chylomikronen transportiert. Bei Chylomikronen handelt es 

sich um Lipoproteine, die für den Transport von Nahrungsfetten aus dem Dünndarm 

in das Blutsystem benötigt werden. Hierbei geht es um Triglyceride und fettlösliche 

Vitamine wie A, D oder E. Am Ende der Zotten sind kurze, schlauchförmige 

Darmdrüsen (Glandulae intestinales) zu finden. Diese Darmdrüsen werden auch 

Krypten genannt. Somit kommen auf eine Zotte mehrere Krypten, die hauptsächlich 

der Sekretion und der Regeneration des Darmepithels dienen. Die einzelnen Zellen 

des Dünndarmepithels sind sehr teilungsaktiv. Die Krypt-Villus Einheit wird alle 24 - 72 

Stunden vollständig erneuert (Tabelle 1). Dabei wandern die neugebildeten Zellen in 

die Villuszone und werden an den Zottenspitzen in das Darmlumen abgestoßen. 
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Zelltyp Funktion 

Enterozyten Hochprismatische Epithelzellen (15-30 µM hoch, 

5–10 µM dick), deren apikale Zelloberfläche mit 

einem Mikrovillisaum versehen ist. Dieser 

Bürstensaum enthält zahlreiche Enzyme, die für 

den Abbau von Kohlenhydraten (Disaccharide) 

und Peptide benötigt werden. Der Bürstensaum 

ermöglicht eine 15-fache Vergrößerung der 

Oberfläche. 

 Becherzellen Becherzelle sind verstreut in den Zotten. Sie 

sezernieren Muzine, die als Gleitfilm für den 

Nahrungsbrei fungieren. Außerdem schützen sie 

das Darmepithel vor Verdauungsenzymen. 

Bürstenzellen Bürstenzellen sind im gesamten Darmepithel zu 

finden. Diese enthalten einzelne Mikrovilli, die 

Dehnungs- und Chemorezeptoren enthalten. 

Paneth-Zellen Paneth-Zellen sind in den Krypten zu finden und 

enthalten Lysozym als auch Enzyme für den Fett- 

und Proteinabbau. 

Enteroendokrine Zellen Enteroendokrine Zellen regeln durch Sekretion 

der Peptidhormone Gastrin, Sekretin und 

Choleystokinin die Sekretionsrate. Diese werden 

in enterochromaffine Zellen und 

Polypeptidbildene Zellen unterteilt. 
Tabelle 1 Übersicht Zellen im Darmlumen. Darstellung der wichtigsten Zelltypen und deren Funktion 

(Eigenschaft) im Dünndarm. 

Der Darm bildet eine intestinale Barriere und ist die größte Grenzfläche im 

Organismus. Diese Barriere besteht aus dem Epithel und der Schleimhautschicht. 

Diese Darmschleimhaut ist in einem permanenten Kontakt mit Fremd- und 

Schadstoffen, Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten aus der Umwelt. Eine 

Schädigung des Darmepithels wird durch den Muzin-Schutzfilm verhindert. Weitere 

unspezifische Mechanismen für einen wirksamen Schutz vor schädlichen Substanzen 

sind, die Abtötung von Mikroorganismen durch die Salzsäure des Magens, die Lyse 
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von Bakterien durch α-Defensine oder ROS aus den Panethzellen, enzymatischer 

Abbau, Detergenzwirkung der Gallensäure und antibakterielle Wirkung von β-

Defensinen und Cathelicidinen des Darmepithels.  

2.2 Mikrobiota – Besiedelung des Magen-Darm-Trakts 

Die Summe aller Bakterien und Mikroorganismen, die im Darm angesiedelt sind, wird 

als Mikrobiota bezeichnet. Insgesamt enthält der Darm mehr Mikroorganismen und 

Bakterien als der menschliche Körper Zellen hat. Die Anzahl an Organismen wird auf 

1014 geschätzt (8). Dies entspricht einem Gewicht von 1,5 - 2 kg Biomasse. Im 

menschlichen Organismus wurden zum heutigen Stand 1200 verschiedene 

Bakterienspezies identifiziert (2, 9-12). Im Darm eines Menschen werden im 

Durchschnitt 160 Arten gefunden. Die Bakterienspezies gliedern sich in die fünf 

Hauptstämme Clostridien, Firmicuten, Actinobakterien, Proteobakterien und 

Verrucomicrobia. Das bakterielle Genom kodiert rund die 500-fache Anzahl an Genen 

im Vergleich zu dem des Menschen (13). Die Zusammensetzung der Mikrobiota 

variiert entlang des Dünndarms. Dagegen ist eine geringere Diversität der Bakterien, 

um Duodenum und Jejunum zu sehen. Der Dickdarm stellt wiederum das am 

dichtesten besiedelte mikrobielle Ökosystem dar (Abbildung 3). 
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Abbildung 3 Aufbau und Verteilung der intestinalen Mikrobiota. Vom Magen bis zum Dickdarm 

nimmt die Diversität exponentiell zu. Die höchste Bakteriendichte ist im Dickdarm zu finden. Die 

Sauerstoffpartialbrüche entlang des Magen-Darm-Trakts nehmen vom Magen zum Dickdarm hin ab und 

tragen dazu bei, dass sich metabolische Nischen bilden können (14). 

Die intestinale Mikrobiota wird durch folgende Faktoren wie Geburtsvorgang, 

Ernährung, Gesundheitszustand, Lebensumfeld und Medikamente beeinflusst und 

zeigt dadurch einen immer wiederkehrenden Einfluss in der Zusammensetzung und 

der Funktionalität der Mikroorganismen. In keimfreien Mausexperimenten wurde die 

Funktion der Mikrobiota untersucht und zeigt, dass die intestinale Mikrobiota eine 

wichtige Rolle in der Vorbeugung gastrointestinaler Infektionen spielt und zudem die 

Entwicklung der Darmmorphologie, Darmbarriere und des Immunsystems (15, 16) 

entscheidend beeinflusst. Unter anderem werden die Nährstoffversorgung und 

metabolische Funktionen durch die intestinale Mikrobiota reguliert (17, 18). 
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Die Interaktion zwischen dem Wirt und der intestinalen Mikrobiota erfolgt durch eine 

gleichwertige Lebensgemeinschaft, welches auch als Mutualismus bezeichnet wird. 

Dies führt dazu, dass die mikrobiellen Organismen vom Immunsystem toleriert werden 

und nur pathogene Erreger effektiv eliminiert werden. Das Gleichgewicht zwischen den 

Bakteriengemeinschaften und dem intestinalen Epithel kann nachhaltig gestört werden 

und resultiert in einer Dysbiose (19). In den letzten Jahren wurden folgende 

Krankheiten in Zusammenhang mit einer Dysbiose gebracht: Diabetes (20), Asthma 

(21), Schlaganfall (22) Darmkrebs (23), Adipositas (24), Arteriosklerose (25, 26) und 

kardiovaskuläre Erkrankungen (27). Diese Interaktion zwischen Wirt und Mikrobiota 

besitzt die Fähigkeit, externe Störungen zu regenerieren (28). Die im Darm 

enthaltenen Bakterien setzen bei der Fermentierung von Kohlehydraten (29) und 

Proteinen (30) kurzkettige Fettsäuren (short shain fatty acids, SCFA) frei, die 

essenziell für die Regulierung der Absorption von Wasser und der Abwehr von 

potenziellen pathogenen Organismen über die Kontrolle des pH Milieus sind. Die am 

meisten vorkommenden Fettsäuren sind die Essigsäure, die Propionsäure und die 

Buttersäure. Die Buttersäure enthält einen sehr großen Teil an Energie für das 

Epithelgewebe des Kolon (31) und hat einen großen Einfluss auf die intestinale 

Immunzellhomöostase (32, 33) sowie einen Effekt auf kardiovaskuläre Funktionen (34, 

35). Untersuchungen haben gezeigt, dass Metaboliten der Darmmikrobiota in andere 

Regionen des Körpers transportiert werden (36-38) und dort einen Einfluss auf die 

Immunantwort und auch auf die Ausbildung von Kapillarstrukturen haben (39). Die 

Mukusschicht, die Epithelbarriere und die Gefäßbarriere verhindern die Translokation 

von Darmbakterien (40). Die bakteriellen Zellwandbestandteile wie Lipopolysaccharide 

(LPS) (41), Peptidoglycan, Flagellin oder andere strukturelle Komponenten werden als 

mikrobielle Muster (microbe-associated molecular patterns, MAMPs) bezeichnet und 

gelangen über die Darmbarriere in den Blutkreislauf. 
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2.3 Einfluss von Mikroorganismen auf die angeborene Immunantwort 

Der menschliche Organismus ist ständig einer enormen Anzahl an Mikroorganismen 

ausgesetzt. Um erfolgreich zwischen pathogenen und apthogenen Mikroorganismen 

unterscheiden zu können, spielt dabei das angeborene Immunsystem eine 

entscheidende Rolle. Hierbei erkennt das angeborene Immunsystem entsprechende 

Mikroorganismen über Mustererkennungsrezeptoren (PRR, pattern recognition 

receptor), zu denen auch die Toll-like Rezeptoren (TLRs) gehören. Bei den TLRs 

handelt es sich um eine Gruppe von Transmembranproteinen, die eine hohe 

Ähnlichkeit zur Interleukin-Rezeptor-Familie haben. Mikroorganismen wie Bakterien, 

Viren oder Pilze setzen genetisch hoch konservierte Moleküle und Proteinstrukturen, 

sogenannte MAMPs (microbe associated molecular patterns) frei, die von den TLRs 

erkannt werden. Des Weiteren erkennen sie endogene Mediatoren wie Schadens 

assoziierte Moleküle (Interleukin-1, Defensine oder das Hitzeschockprotein), die 

während einer Stressreaktion von geschädigten, körpereigenen Zellen ausgeschüttet 

werden (42). Folgende Faktoren spielen bei den verschiedenen Signalwegen der TLRs 

eine entscheidende Rolle: NF-κB (nuclearfactor ‚kappa-light-chain-enhancer‘ of 

activated B-cells), AP1 (Activator Protein 1) und verschiedene Interferone. Dies führt 

zu einem Konzentrationsanstieg proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin-1 (IL-

1), Tumor Nekrose Faktor α (TNFα), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-12 (IL-12) und 

Interleukin-18 (IL-18) im Körper und einer Aktivierung von Effektorzellen des 

Immunsystems (43). Bis heute wurden insgesamt 13 TLRs untersucht und identifiziert 

(44-48). Ein Großteil der TLRs wird auf der Zelloberfläche exprimiert. TLR3, TLR7, 

TLR8 und TLR9 sind dagegen im intrazellulären Raum in den Endosomen zu finden. 

Die TLRs werden in einer Vielzahl auf verschiedenen Zelltypen wie den neutrophilen 

Granulozyten (49), Monozyten und Endothelzellen (50), Fibroblasten, Immunzellen 
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(Makrophagen, B- und T-Zellen, dendritische Zellen) und Thrombozyten (51, 52) 

exprimiert. Erst durch die Kombination der verschiedenen TLRs wird die Erkennung 

einer hohen Anzahl an unterschiedlichen mikrobiellen Bestandteilen ermöglicht (53). 

2.4 Die Leber 

2.4.1 Die Pfortader – Versorgung der Leber 

Die Pfortader (Vena portae) und die Arteria hepatica propria versorgen die Leber mit 

Blut. Die Pfortader ist in das Mesenterium eingebettet und sammelt das Blut aus den 

Bauchorganen wie Magen, Dünndarm, Dickdarm, Mastdarm, Bauchspeicheldrüse und 

der Milz. Diese führt das gesammelte Blut aus den Venen in die Leber. Durch den 

Zusammenschluss der Milzvene und der oberen Darmvene entsteht die Pfortader der 

Leber. An den einzelnen Leberläppchen werden beide Gefäße zu Kapillaren 

(Sinusoide) vereint, die anschließend entlang der Leberzellplatte zur Zentralvene 

verlaufen. Der Gefäßaufbau ist von großer physiologischer Bedeutung für die Leber. 

Entlang der Leberzellplatten wird stetig Sauerstoff transportiert und verbraucht. Somit 

treten bei einer Unterversorgung an Sauerstoff an der Leber Hypoxie-bedingte 

Schädigungen zuerst im Bereich der Zentralvene auf. Dagegen tritt bei einer Belastung 

der Leber mit Giftstoffen wie z. B. Ethanol eine Zentralvenen-ferne Reaktion auf, da 

durch den Metabolismus der Hepatozyten ein Abbau der Giftstoffe stattfindet. 

2.4.2 Funktion und Aufbau der Leber 

Die Leber bildet ein zentrales Stoffwechselorgan im menschlichen Organismus und ist 

entwicklungsbiologisch Bestandteil des Verdauungstraktes (54). Sie ist das wichtigste 

Organ des Intermediärstoffwechsels und macht 2–5 % des Körpergewichts aus. Die 

Leber ist zuständig für die Produktion der meisten Plasmaproteine (z. B. Albumin), 

Gerinnungsfaktoren, metabolisiert Arzneistoffe (z. B. Biokonversion, Xenobiotika-
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Stoffwechsel, Alkoholabbau). Die im Darm resorbierten Stoffe gelangen über die 

Pfortader in die Leber und werden gegebenenfalls weitertransportiert. Dieser Vorgang 

wird in Bezug auf die Wirkungsweise von Medikamenten als First-Pass-Effekt 

beschrieben. Die Leber besitzt eine Vielzahl an unterschiedlichen 

Stoffwechselreaktionen. Unter anderem speichern Leberzellen Nährstoffe wie 

Glykogen, Lipide, Vitamine (besonders Vitamin B12 und Vitamin A), Eisen und 

Mineralien und können diese kontrolliert dem menschlichen Organismus wieder 

zuführen. So kommt es vor, dass bei einer Hypoglykämie Leberzellen Glykogen 

abbauen und die Blutglukosekonzentration aufrechterhalten. Leberzellen können aus 

Lactat und einigen Aminosäuren Glukose bilden, dies wird Glukoneogenese genannt. 

Unter der Glukoneogenese versteht man einen Stoffwechselweg der Bildung von 

neuen Zuckermolekülen aus Nicht-Kohlenhydraten im Körper. Außerdem ist dieser 

Stoffwechselweg essenziell für die Aufrechterhaltung eines konstanten 

Blutglucosespiegels. Daher werden die meisten Aminosäuren am Ende über die Leber 

abgebaut, mit der Ausnahme von Valin, Leucin und Isoleucin, die primär in der 

Skelettmuskulatur aufgenommen werden. Aus Fettsäuren bildet die Leber die 

Ketonkörper Azetazetat und β-Hydroxybutyrat. Diese werden als Substrat zur 

Versorgung des Gehirns benötigt (55). 

Ferner besitzt die Leber eine Entgiftungsfunktion, die die Biotransformation und 

Exkretion von körpereigenen und körperfremden Substanzen ermöglicht (56). Hierbei 

hat der Harnstoffzyklus eine besondere Rolle, der zur Elimination von Ammoniak 

benötigt wird. Des Weiteren ist die Leber mit Ihrer Funktionalität auch am 

Hormonhaushalt beteiligt und ist ein wichtiger Produzent von Hormonvorstufen 

(Angiotensin, 25-Hydroxycholecalciferol) und Hormonen (Erythropoetin und 

Thrombopoietin (43)). Die in der Leber enthaltene Gallenflüssigkeit dient zum einen 
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der Exkretion von Stoffwechselprodukten und zum anderen der Emulgation von Fetten 

im Darm.  

Die Leber bildet die größte exokrine Drüse des Körpers und ist zuständig für die 

Bildung und Sekretion der Galle. Die Gallenflüssigkeit wird im menschlichen 

Organismus für den Aufschluss und die Absorption von Nahrungsfetten aus dem Darm 

benötigt. Hierbei spielen neben den Phospholipiden besonders die Gallensäure, die in 

der Leber aus Cholesterol gebildet wird, eine wichtige physiologische Rolle. Die 

Gallensäure wird zusammen mit der Nahrung im Darm resorbiert, zur Leber 

zurückgeführt und von den Hepatozyten erneut in die Galle sezerniert. Dieser Vorgang 

wird auch enteropathischer Kreislauf genannt. 

Bei der Leber handelt es sich um ein braunrotes Organ, welches sich intraperitoneal 

im rechten Oberbauch befindet und grenzt kranial an das Zwerchfell, kaudal an die 

Gallenblase, die rechte Kolonflexur, die rechte Niere, die rechte Nebenniere sowie 

medial an Ösophagus, Magen und Duodenum. Diese ist zum Großteil durch den 

Brustkorb geschützt. Die menschliche Leber kann ein Gewicht von 1400 – 1600 g 

erreichen und misst in der Medioklavikularlinie maximal 15 cm. Mit ihrer weichen 

Konsistenz wird die Form der Leber durch den Platz der anderen Organe im 

Bauchraum bestimmt. Die Leber unterteilt sich in vier Lappen. Der größere rechte 

Lappen (Lobus dexter) steht in Kontakt mit dem Zwerchfell und ist damit zum Teil 

verwachsen. Weitere Lappen sind der kleinere linke Lappen (Lobus sinister), der 

Lobus caudatus sowie der Lobus quadratus (Abbildung 4). Die Leber ist von 

Bindegewebe ummantelt, was sie mit anderen Organen wie dem Magen vernetzt. Dies 

verhindert zusammen mit den Venen ein Verrutschen im Bauchraum. Die Leber ist 

doppelt so afferent an den Blutkreislauf angeschlossen, damit die resorbierten Stoffe 

aus dem Darmlumen in die Leber gelangen und Stoffwechselprodukte durch den 
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Organismus weitergeleitet werden können. Durch die Pfortader (Vena portae) erhält 

die Leber sauerstoffarmes, jedoch nährstoffreiches Blut aus Richtung des Magen-

Darm-Trakts, während die Arteria hepatica properia die Leber mit sauerstoffreichem 

Blut versorgt. Innerhalb der Leber teilen sich die beiden Gefäßstränge immer weiter 

auf und enden in den Leberkapillaren, den sogenannten Sinusoiden. Diese leiten 

sauerstoffarmes Blut über Venen wieder zurück (siehe 2.4.1). Es verlässt die Leber 

durch die Vena hepatica und gelangt somit in die Vena cava inferior. Auf 

mikroskopischer Ebene wird die Leber in einzelne Läppchen unterteilt, die das 

Periportalfeld aus den Endästen der Arteria hepatica, Vena portae und der 

Gallengänge bilden. Jedes Leberläppchen weist eine Polygone Struktur auf. Die 

kleinsten Lebergefäße werden Sinusoide genannt und erhalten einen großen Anteil an 

Leberepithelzellen, sogenannte Hepatozyten, die für die Aufrechterhaltung der 

komplexen Stoffwechselleistungen der Leber benötigt werden. Ein Sinusoid besteht 

aus vier Schichten. Innen liegen mononukleäre Zellen des Blutes (peripheral blood 

mononuclear cell; PBMC) wie Kupfer-Zellen und Lymphozyten (natürliche Killerzellen 

(NK), T-Zellen und B-Zellen) (57, 58). Die darauffolgende Schicht wird aus 

Endothelzellen gebildet. Diese stehen in direkten Kontakt zu Kupferzellen. Die äußerste 

Schicht besteht aus Kollagenfibrillen. Der Bereich zwischen dem Lebersinusoid und 

den Hepatozyten wird als Disse-Raum bezeichnet (59, 60). 
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Abbildung 4 Aufbau der Leber. Darstellung des anatomischen Aufbaus der menschlichen Leber. 

2.4.3 Hepatozyten 

Bei Hepatozyten handelt es sich um 20–30 µm große Zellen, die sich plattenförmig 

anlagern (59) und über Gap Junctions miteinander verbunden sind. Hauptaufgabe der 

Hepatozyten ist die Aufrechterhaltung des Blutzuckerspiegels. Sie synthetisieren die 

primären Gallensäuren, Cholsäure und Chenodesoxycholsäure aus Cholesterol. Die 

sekundären Gallensäuren wie Desoxycholsäure und Lithocholsäure werden von den 

Hepatozyten aus dem Blut aufgenommen. Der Unterschied zwischen primärer und 

sekundärer Gallensäure liegt in eine Dehydroxylierung, die durch die 

Dehydroxylaseaktivität von Darmbakterien verursacht wird. In Hepatozyten werden die 

Gallensäuren mit den beiden Aminosäuren Glycin und Taurin über eine 

Säureamidbindung konjugiert. Diese Konjugation sorgt für eine höhere 

Wasserlöslichkeit und schafft einen amphiphilen Charakter. Basolateral besitzen 

Hepatozyten eine sehr typische Ausstattung an Transportern und Kanälen. Dazu 

gehören vorrangig die primäre-aktive Na+/K+-ATPase, Aminosäuren und 
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Glukosetransporter sowie K+ und Cl- -Kanäle. Hepatozyten exprimieren außerdem eine 

Reihe an spezifischen Transportern (Na+-Traurocholate-Cotransporting-Polypeptide 

(NTCP); Organic-Anion-Transporting-Polypeptide (OATP)), die für die Entgiftungs- 

und Stoffwechselfunktion von essenzieller Bedeutung sind. Sekundär konjugierte 

Gallensäure wird von den Hepatozyten in der dissoziierten Form als Gallensalz 

aufgenommen im Austausch von Na+ oder im Antiport mit Cl-. Unkonjugierte 

Gallensäuren können über Diffusion durch die Hepatozyten aufgenommen werden. 

2.4.4 Leberendothelzellen 

Endothelzellen sind Bestandteil von Blutgefäßen (61) und kleiden diese von innen aus 

(Intima). Somit dienen sie als Barriere zwischen Blut und Gewebe und verhindern den 

unregulierten Stoffaustausch. Während der Vasculogenese entstehen Endothelzellen 

bereits im frühen Embryo-Status und bilden die ersten Vorläufer der Blutgefäße (62). 

Durch die Angiogenese wachsen und verzweigen sich die Blutgefäße immer weiter. 

Im Gegensatz zu anderen Kapillaren besitzen die Endothelzellen der Sinusoide keine 

Basallamina. Generell gelten die sinusoidalen Endothelzellen der Leber (LSECs) als 

die am meisten spezialisierten und permeablen Endothelzellen in Säugetieren (63). 

Endothelzellen grenzen das Lumen von Blutgefäßen über den Disse-Raum zu den 

Hepatozyten ab, indem sie über interzelluläre Kreuzungen (64) miteinander verbunden 

sind. Diese besitzen Poren mit einem Durchmesser von 100–150 nm, die den 

Austausch zwischen Lumen und Disse-Raum ermöglichen und regulieren. Trotz 

Schwankungen des Blutdrucks durch die Verdauung halten die Endothelzellen diesen 

konstant. Dies geschieht über den intrahepatischen Scherungsstress, der über den 

Blutfluss auf die Endothelzellen wirkt. Um dem Scherungsstress entgegenzuwirken, 

kann die Endothelzelle Vasodilatantien wie Prostaglandine synthetisieren, die zu einer 

Erweiterung der Gefäße führen. Dazu wird die Hochregulierung der Vasodilatantien 
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mittels des Transkriptionsfaktors Kruppel-like factor 2 (KLF15) eingeleitet. Ein Beispiel 

für ein endotheliales Vasodilatans ist Stickstoffmonoxid, welches aufgrund einer 

Aktivierung der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) durch den 

Scherungsstress verstärkt auftritt. 

Eine weitere Aufgabe, die sich der Filtration anschließt, ist das Abbauen von 

ausgesiebten Stoffen. Dazu besitzen die LSECs eine der höchsten Kapazitäten für 

Endozytose im menschlichen Körper. Hauptsächlich werden die Stoffe über Clathrin 

vermittelte Endozytose abgebaut. Die LSECs sind ebenfalls am Transfer von 

Molekülen vom sinusoidalen Lumen in den Disse-Raum beteiligt, was als Transzytose 

bezeichnet wird. Weiterhin beeinflussen die LSECs Entzündungsreaktionen und sind 

Teil der Immunfunktion. Endothelzellen können Makromoleküle aus dem Blut 

entfernen, da sie über MHC-I und MHC-II-Moleküle zelluläre Antigene an T-Zellen 

vermitteln. Die Barriere der LSECs verhindert das Vordringen von Leukozyten in das 

Gewebe der Leber bei einer Entzündung. Dazu werden die Adhäsionsproteine 

Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) und daraus folgende Vascular Cell 

Adhesion Protein (VCAM) in den LSECs bei Entzündungsreaktionen verstärkt 

exprimiert (65, 66). Durch diese Proteine kommt es zur Adhäsion an die Endothelzellen 

und der transendothelialen Migration der Leukozyten. Durch die Expression von 

Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) tragen die LSECs 

zur angeborenen Immunität bei. Die MAMPs werden durch sie erkannt und lösen 

Signale der Immunantwort aus. Die Toll-like Rezeptoren (TLRs) gehören zu den PRRs, 

welche in den LSECs exprimiert werden (67-69). 
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2.5 Gnotobiotik 

1895 wurde das erste keimfreie Tier, ein Meerschweinchen, von Forschern an der 

Humboldt-Universität Berlin, hergestellt (70-72). Ein großes Problem in der 

Aufrechterhaltung keimfreier Tiere war zunächst die Nährstoffversorgung mit 

autoklaviertem Wasser. 50 Jahre später wurde die erste keimfreie Tierhaltung an 

Ratten mit Isolatoren und keimtötenden Mitteln etabliert. Bengt Gustafsson beschrieb 

erfolgreich 1946 die Züchtung keimfreier Ratten mit von Trexler und Reynolds 

entwickelten Isolatoren (73). Gnotobiotische Tiere werden sowohl für die Forschung 

als auch für die Herstellung von speziellen pathogenfreien Zuchten eingesetzt. Die 

ersten Veröffentlichungen mit keimfreien Tieren beinhalteten die Untersuchung der 

Physiologie, Ernährung und des Metabolismus der Tiere. Keimfreie Tiermodelle 

dienen als Modell zur Untersuchung der Wirkung von Mikroorganismen auf die 

Physiologie des Menschen. 

Bei der Gnotobiotik handelt es sich um die Erforschung von Tieren, die unter 

definierten mikrobiologischen Bedingungen leben. Unter dem Begriff Gnotobiot 

versteht man einen Organismus, der keimfrei ist oder von Mikroorganismen besiedelt 

ist, die dem Untersucher genau bekannt sind (70, 74). 

a) Gnotobiotische Tiere: Um den keimfreien Zustand dieser Tiere zu erhalten,

werden diese entweder durch eine aseptische Hysterektomie (75) oder mithilfe eines 

Embryotransfers (76) gewonnen. Es wird zwischen zwei Haltungsformen in der 

Gnotobiotik unterschieden: 

 Keimfreie Tiere/ Germ-free (GF): Diese Tiere sind frei von jeglichen

Mikroorganismen wie Bakterien, Viren und Pilzen.
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 Definiert-assoziierte Tiere: Bei diesen Tieren handelt es sich um keimfreie 

Tiere, die mit einer Reinkultur von Mikroorganismen behandelt wurden. Es 

wird zwischen mono-, di- und polyassoziierten Tieren unterschieden. 

b)  Spezifiziert-pathogen freie Tiere (SPF): Spezifiziert-pathogen freie Tiere sind frei 

von Tierart-typischen und -spezifischen pathogenen und fakultativ-pathogenen 

Mikroorganismen (definiert von der FELASA). Die Haltung erfolgt in speziellen 

Barrierebereichen, die eine Pathogenfreiheit über einen längeren Zeitraum 

ermöglichen. Die zufällige Besiedlung mit Mikroorganismen lässt sich in dieser Haltung 

nicht verhindern. Somit wird die Aufrechterhaltung der Pathogenfreiheit nach FELASA-

Richtlinien (77) in regelmäßigen Abständen geprüft (73, 78).  

Konventionelle Tiere: Tiere, die von Geburt an mit Mikroorganismen aus der 

Umgebung besiedelt wurden. Hierbei erfolgt die Haltung in einer offenen Form mit oder 

ohne Barriere. Hierbei wird festgestellt, dass die Tiere keine klinischen Anzeichen 

einer Krankheit haben und keine von der FELASA definierten Pathogene tragen. 

2.5.1 Morphologie keimfreier Mäuse 

Es gibt einige physiologische und anatomische Unterschiede zwischen keimfreien 

Tieren und konventionell aufgewachsenen Tieren. Mäuse und Nagetieren besitzen 

einen sehr großen Blinddarm (Zäkum) (75). Die Abwesenheit von Mucinen führt zu 

einer Akkumulation von Kolloiden, die anorganische Ionen abgeben. Hierdurch 

verändert sich die osmotische Balance des Zäkums und führt zu einer 

Flüssigkeitsansammlung im Zäkum (79). Das vergrößerte Zäkum kann einen Anteil 

von bis zu 30 % des Körpergewichts ausmachen. Bei den meisten keimfreien Spezies 

ist das Bindegewebe und dessen Gefäßversorgung in der Darmwand viel dünner (80, 

81). Darmzotten (Villi) haben bei keimfreien Tieren im Vergleich zu konventionell 
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aufgewachsenen Tieren einen größeren Abstand zueinander und zeigen eine 

„Fingerstruktur“ als eine übliche „Blattstruktur“ auf. Ebenfalls ist eine längere und eine 

dünnere Villusstruktur im Dünndarm (82, 83) zu beobachten. Des Weiteren sind 

Unterschiede im kardiovaskulären System, in den lymphatischen Organen (84) sowie 

im Fettgewebe zu erkennen. Das Herzgewicht, das Blutvolumen und das 

Herzzeitvolumen sind bei keimfreien Tieren im Vergleich zu den konventionell 

aufgewachsenen Tieren reduziert (85). Ebenso haben keimfreie Tiere im Vergleich zu 

konventionell aufgewachsenen Tieren einen geringeren Sauerstoffverbrauch (85, 86). 

Das für viele Stoffwechselwege wichtige Vitamin B1 ist in der Leber reduziert, 

wohingegen der Kalorienverbrauch von keimfreien und konventionell aufgewachsenen 

Tieren unverändert ist (87). 

2.6 Next Generation Sequencing 

Die in dieser Arbeit verwendete Transkriptomanalyse beruht auf den Grundlagen der 

Next Generation Sequencing. Bei der Transkriptomanalyse einer Zelle handelt es sich 

um die Untersuchung der vollständigen Menge an Transkripten, die einen Einfluss auf 

die spezifischen Entwicklungsphasen der Zelle haben oder zum anderen eine 

physiologische Komponente besitzen (88). Daher ist die Interpretation entsprechender 

Funktionen des Genoms oder das Verständnis der Entwicklung und Veränderung der 

Zelle von essenzieller Bedeutung für die Transkriptomanalyse und bedarf einer 

Quantifizierung der exprimierten Transkripte. 

Durch die stetige Weiterentwicklung und Verbesserung von Next Generation 

Sequencing Verfahren können Genome in kurzer Zeit vollständig und kostengünstig 

sequenziert werden (89). Die RNA-Sequenzierung ermöglicht tiefgehende Einblicke in 

zu untersuchende Transkripte und die darin enthaltenen Transkripte (88). Unter 

Anwendung der RNA-Sequenzierung können sowohl bekannte als auch unbekannte 
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Transkripte identifiziert und quantifiziert werden. Hiermit lassen sich Veränderungen in 

der Genexpression unter verschiedenen Bedingungen, Entwicklungsstadien oder in 

unterschiedlichen Organismen detektieren und quantifizieren (90). Vorteile von RNA-

Sequenzierung gegenüber anderen Techniken wie z. B. die Sanger-Sequenzierung 

sind geringere Hintergrundsignale, eine höhere Auflösung von Einzelbasen, Detektion 

von Isoformen, Kostenersparnis und eine höhere Dynamik. Microarrays, die auf einer 

Hybridisierung von fluoreszenzmarkierten Molekülen mit den zu untersuchenden 

Transkripten basieren, sind im Vergleich mit der RNA-Sequenzierung kostspieliger und 

besitzen ein hohes Hintergrundsignal, bedingt durch die Kreuzhybridisierung. 

2.6.1 RNA-Sequenzierung 

Um mithilfe der RNA-Sequenzierung das Transkriptom von Probenmaterial zu 

untersuchen, muss zunächst die RNA isoliert werden (90). Die isolierte RNA wird über 

die reverse Transkriptase in cDNA transkribiert, um anschließend aus den einzelnen 

cDNA-Fragmenten eine Bibliothek (Libraries) zu erstellen. Die Stabilität der 

verwendeten Polymerase nimmt mit zunehmender Sequenzlänge ab. Daher werden 

lange RNA Fragmente auf eine Länge von 200 bis 500 Basen begrenzt, wodurch 

überlappende Teilsequenzen entstehen (90). Dies hat einen Einfluss auf die 

Fragmentierung und somit auf die Qualität der einzelnen Transkripte. Bei der 

Sequenzierung kurzer RNA-Moleküle (z. B. MicroRNAs) findet keine Fragmentierung 

statt, sondern eine Größenselektion der einzelnen Transkripte z. B. mithilfe einer 

Gelelektrophorese. Die umgewandelten cDNA-Fragmente aus der Bibliothek besitzen 

entweder an einem der beiden Enden (5‘- Ende oder 3‘- Ende) oder an beiden Enden 

einen Sequenzierungsadapter. Diese Oligonukleotide sind für die weiteren 

Sequenzierungsschritte notwendig und können zur Amplifikation der Transkripte 

mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) genutzt werden. Bei der anschließenden 
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RNA-Sequenzierung werden die cDNA-Fragmente von nur einem Fragmentende 

(Single-End) oder beiden Enden (Paired-End) sequenziert. Verschiedene Adaptoren 

besitzen die Fähigkeit an das 5‘- bzw. 3‘-Ende der cDNA Fragmente zu ligieren, um 

eine strangspezifische Sequenzierung der Transkripte zu ermöglichen. Dadurch ist die 

Orientierung der Transkripte bekannt, was bei der anschließenden Annotation der 

Transkripte hilfreich ist. Durch diese Methodik können überlappende Transkripte vom 

überliegenden Strang getrennt werden und dem entsprechenden Genom zugeordnet 

werden. Moderne Sequenzierungstechniken laufen nach einem allgemeinen Prinzip 

ab (88). Die enthaltenen cDNA-Fragmente werden nach ihrer Einzelstrang-

Denaturierung immobilisiert und anschließend amplifiziert. Durch diesen Vorgang 

werden die einzelnen Sequenzen auf der Durchflusszelle (Flow Cell) im Sequenzierer 

räumlich angeordnet und es kommt zu einer Verstärkung des Signals. Die amplifizierte 

Sequenz dient als Template für den Einbau komplementärer Nukleotide, die eine 

Nukleotid-spezifische Fluoreszenz, besitzen. Die einzelnen Unterschiede in der 

eingesetzten Technik oder in den Sequenzierungsgeräten besteht in der möglichen 

Länge (Basen) der erzeugten Reads als auch in deren Anzahl. Die 

Sequenzierungslänge variiert von 50 – 300000 Basen. 
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3 Zielsetzung 

Aus der bisher veröffentlichten Literatur ist bekannt, dass die kommensale Mikrobiota 

eine große systemische Wirkung auf den Wirtsorganismus besitzt. In vorausgehenden 

Untersuchungen wurde gezeigt, dass bakterielle Moleküle durch den Blutkreislauf in 

alle Organe des Körpers transportiert werden (91-94). In dieser Arbeit soll das 

Transkriptom des sinusoidalen Leberendothels adulter keimfreier und konventionell-

aufgewachsener C57BL/6J Mäuse vergleichend untersucht werden. Das 

Leberendothel ist einem ständigen Einfluss von Mikrobiota abgeleiteten Metaboliten 

ausgesetzt, die ihre metabolische Kapazität stark beeinflussen und in einer 

Rekrutierung von Immunzellen resultiert (36, 95, 96). Bis heute ist der Einfluss der 

Mikrobiota auf Transkriptomebene des hepatischen, mikrovaskulären Leberendothels, 

die ein zentrales Element der Darm-Leber-Achse sind (97), nicht genauer untersucht 

worden. 

Aus den einzelnen Versuchsgruppen wurde die Leber entnommen, die darin 

enthaltenen Endothelzellen isoliert und anschließend RNA gewonnen. Die gewonnene 

gesamt RNA wurde in cDNA transkribiert und anschließend sequenziert. Es folgte eine 

bioinformatische Analyse. Die identifizierten Gene wurden auf eine mikrobielle 

Abhängigkeit untersucht.
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4 Mäuse, Material und Methoden 

4.1 Mauslinien 

Stamm Typ Herkunft Zucht 

C57BL/6J Inzuchtstamm, The Jackson Laboratory Geschwisterverpaarung; 

erhalten als keimfreie 

Linie aus der Zucht vom 

Institute of Experimental 

Biomedicine, Göteborg, 

Schweden. 

Tabelle 2 Mauslinie 

4.2 Geräte 

Gerät Modell Hersteller 

Blottingkammer Mini Trans-BlotR BioRad Laboratories Inc., 

München, Deutschland 

Dissociator gentleMACSTM Dissociator Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Deutschland 

Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN® Tetra 

Vertical Electrophoresis 

Cell 

BioRad Laboratories Inc., 

Hercules, USA 

Heizblock Thermomixer Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 

Isolatoren diverse Modelle CBC Ltd., Madison, USA 

Kühlschrank 4 °C Comfort Liebherr, Bulle, Schweiz 

Kühlschrank -20 °C Premium No Frost And 

Premium 

Liebherr, Bulle, Schweiz 
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Kühlschrank -80 °C Hera Freeze BASIC Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

Magnetrührer Stirrer MR Hei-Standard Heidolph, Schwabach, 

Deutschland 

Mikroskop Axio Lab.A1 Carl Zeiss, Oberkochen, 

Deutschland 

Mikrozentrifuge MiniStar silverline VWR International, 

Radnor, USA 

PCR-Cycler Mastercycler® pro Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 

pH-Meter 827 pH lab Metrohm AG, Herisau, 

Schweiz 

Photometer NanoDrop Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

Pipetten Pipet Lite XPS LTS (1000, 

200, 20, 10, 2 µL) 

RAININ über Mettler-

Toledo GmbH, Columbus, 

USA 

Fluorometer Qubit Fluorometer Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

Real-Time PCR-Cycler qTOWER3 G Analystic Jena AG, Jena, 

Deutschland 

Sequenzierer Illumina HiSeq 4000 

sequencer 

Illumina, San Diego, USA 

Schwingkugelmühle TissueLyser II Quiagen, Hilden, 

Deutschland 
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TapeStation Tapestationsystem Agilent, Santa Clara, USA 

Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries Inc., 

New York, USA 

Waage VWR-1502 VWR International, 

Radnor, USA 

Western-Blot 

Detektionsgerät 

ChemoChem Intas Science Imaging 

Instruments GmbH, 

Göttingen, Deutschland 

Zentrifugen Heraeus Fresco 21 

Megafuge 16R 

Micro 1814 

Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

VWR International, 

Radnor, USA 

Tabelle 3 Geräte 

4.3 Software 

Software Hersteller 

Adobe Acrobat Reader DC Adobe Inc., San Jose’, USA 

GraphPad Prism Graphpad Software, Inc., La Jolla, USA 

Inkscape Inkscape Community 

Microsoft Office 2016 Microsoft, Redmont, USA 

Tabelle 4 Software 
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4.4 Verbrauchsmaterial 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

Falcons (15 mL, 30 mL) Greiner Bio-One, Kremsmünster, 

Österreich 

gentleMACS c Tubes Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Deutschland 

LS Columns Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Deutschland 

MACS SmartStrainer (100 µm) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Deutschland 

Kanülen (diverse Größen) BD GmbH Becton Dickinson and 

Company, Franklin Lakes, USA 

Latexhandschuhe Semper-care Semperit Technische Produkte 

Gesellschaft m.b.h., Wien, Österreich 

PCR-Reaktionsgefäße BioRad Laboratories Inc., Hercules, USA 

Sarstedt AG &Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

Pipettenspitzen (0,1-20 µL, 20-200 µL, 

200-1000 µL) 

Mettler-Toledo GmbH, Columbus, USA 

Pipettenspitzen mit Filter (0,1-20 µL, 20- 

200 µL, 200-1000 µL) 

Mettler-Toledo GmbH, Columbus, USA 

qPCR-Platten Sarstedt AG &Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

Reaktionsgefäß (1,5 mL, 2 mL) Sarstedt AG &Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

Serologische Pipetten (5 mL, 10 mL, 

25 mL) 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, 

Österreich 
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Skalpelle Feather Safety Razor, Ltd., Osaka, 

Japan 

Spritzen (1 mL, 2 mL, 10 mL) B.Braun, Melsungen, Deutschland

BD GmbH Becton Dickinson and 

Company, Franklin Lakes, USA 
Tabelle 5 Verbrauchsmaterialien 

4.5 Kits 

Kits Hersteller 

DCTM Protein Assay BioRad Laboratories Inc., Hercules, USA 

High-Capacity cDNA Reverse 

Transcriptase Kit 

Life Technologies, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA 

High Sensitivity RNA ScreenTape 

System 

Agilent Technologies, Santa Clara, USA 

Liver Dissociation Kit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Deutschland 

Maxima Hot Start Green PCR Master Mix Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

ReliaPrepTM RNA Tissue Miniprep 

System 

Promega, Fichtburg, USA 

TruSeq DNA Nano Kit Illumina, San Diego, USA 

Ovation® RNA-Seq System V2 Tecan Group, Männedorf, Schweiz 

Quant-iT RNA HS Assay Kit Thermo Fischer Scientific, Waltham, 

USA  
Tabelle 6 Kits 
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4.6 Puffer 

Puffer Zusammensetzung 

Lämmli-Puffer (6-fach) 6 ml Tris-Base; pH 6,8  

3 ml Glycerol 

1g SDS 

0,9 g DTT 

1,2 mg Bromphenolblau 

Laufpuffer 96 g Tris-Base; pH 7,5 

232 g Glycin 

160 mL 10%iges SDS 

mit ddH2O auf ein finales Volumen von 

1,6 l auffüllen  

Lysepuffer pH 12, vor Gebrauch autoklaviert 

25 nM NaOH 

0,2 mM EDTA 

Neutralisationspuffer pH 5, vor Gebrauch autoklaviert 

40 mM Tris-HCl 

PEB (protein extraction buffer) pH 7,2 

0,25 g BSA 

400 µg EDTA 

50 ml PBS 

TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer) 890 mM Tris Hydrochlorid 

890 mM Borsäure 
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20 mM EDTA-Dinatriumsalz Hydrat 

TBS-Puffer (Tris-buffered saline), 10-

fach, 1 L 

pH 7,6 

24 g Tris-Base 

88 g NaCl 

mit ddH2O auf ein finales Volumen von 1 

L auffüllen 

TBS-T Puffer (Tris-buffered saline, 

Tween 20), 1 L 

100 mL TBS-Puffer (10-fach) 

1 mL Tween 20 

Mit ddH2O auf ein finales Volumen von 1 

L auffüllen 

Transferpuffer 10-fach, 1 L 30,3 g Tris-Base 

144 g Glycerin 

mit ddH2O auf ein finales Volumen von 1 

L auffüllen 

Transferpuffer, 1-fach, 1 L 100 mL 10-facher Transferpuffer 

200 mL Methanol 

mit ddH2O auf ein finales Volumen von 1 

L auffüllen 
Tabelle 7 Zusammensetzung der verwendeten Pufferlösungen 

4.7 Chemikalien 

Chemikalien Hersteller 

Acrylamid Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 
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Agarose Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

Ammoniumperoxidsulfat (APS) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

Aqua ad iniectabilia B. Braun, Melsungen, Deutschland 

Borsäure Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

Bovine Serum Albumin PAA Laboratories GmbH, Cölbe, 

Deutschland 

Bromphenolblau Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

CD146 MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Deutschland 

Complete Mini Roche über Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Missouri, USA  

MB-10 Tabletten Quip Laboratories Inc., Wilmington, USA 

DMEM Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

DMSO, wasserfrei Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

DNase-freies Wasser B.Braun, Melsungen, Deutschland 

DNA-Marker, 100 bp New England Biolabs, Ipswich, USA 

Dorbene (für Tiere!) Zoetis Deutschland GmbH, Berlin, 

Deutschland 

DTT Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

EDTA-Dinatriumsalz-dihydrat Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 
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Ethanol, 70% Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

Fentanyl Janssen-Cilag GmbH, Neuss, 

Deutschland 

Glycerin, 86% Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

Isopropanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

Kaliumchlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

LumiGLO Cell Signaling Technologies, Cambrige, 

U.K. 

Magnesiumchlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

Methylcellulose Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

Midazolam Hameln Pharma Plus GmbH, Hameln, 

Deutschland 

Natriumchlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

PBS 10-fach-Pulver AppliChem, Chicago, USA 

Pierce Protease and Phosphatase 

Inhibitor Mini Tabletten 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
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Proteingrößenmarker, PageRuler 

Prestained Protein Ladder 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Ponceau S Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Roti-GelStain Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

Roti-Histofix pH 7, 4 % 

Formaldehydlösung 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

iTaq Universal SYBR Green Supermix BioRad Laboratories Inc., Hercules, 

USA 

N,N,N’,N’-Tetraimetylethylendiamin 

(TEMED) 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Tris-

Base 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

Tween 20 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

ß-Mercaptothenaol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 
Tabelle 8 Chemikalien 

 

4.8 Medium 

Tabelle 9 Verwendete Medien 

 

 

Medium Hersteller 

Brain Heart Infusion Broth Sigma Aldrich, Missouri, USA 
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4.9 Antikörper 

Antikörper Hersteller 

AF555 conjugated donkey anti-rabbit Life Technologies, Carlsbad, USA 

Anti-mouse -β-Actin rabbit Cell Signaling Technology, Cambridge, 

UK 

Anti-α-Actinin Cell Signaling Technology, Cambridge, 

UK 

HRP Goat Anti-Rabbit IgG Vector Laboratories, Burlingame, USA 

Lysosomal acid lipase/LAL (ab 154356) Abcam, Cambridge, UK 

PE anti-mouse CD31 Antikörper 

(102407) 

Biolegend, San Diego, USA 

APC anti-mouse CD105 Antikörper 

(120413) 

Biolegend, San Diego, USA 

FITC anti-mouse CD146 Antikörper 

(134705) 

Biolegend, San Diego, USA 

Fixable Viability Dye eFluor 780 (65-

0865) 

Invitrogen, Carlsbad, USA 

Rabbit anti-mouse CD31 (PACM-1) Cell Signaling Technology; Cambridge, 

UK 
Tabelle 10 Antikörper 

4.10 Bakterien 

Tabelle 11 Verwendete Bakterien 

Bakterienstamm Quelle /Ursprung 

Bacteroides thetaiotaomicron DSMZ-Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 

(Kat. DSM2079 
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4.11 Primer 

4.11.1 qPCR-Primer 

Primer Gene Sequenz 5‘-3‘ 

Slc10A6 for Solute Carrier Family 10 

Member 6 

GGAGGGCCATGCGAATCTAAA 

Slc10A6 rev TGTCAGAGGCATAAGTCCAAAC 

Lipa for 
Lysosomal acid Lipase A 

TGTTCGTTTTCACCATTGGGA 

Lipa rev CGCATGATTATCTCGGTCACA 

Tsc22d1 for Transforming growth 

factor beta stimulated 

Protein TSC-22 

CCAGTGGCGATGGATCTAGGA 

Tsc22d1 rev CTTGCACCAGAGCTATTGTCA 

Abcg2 for 
ATP binding cassette 

subfamily G Member 2 

CCAGTGGCGATGGATCTAGGA 

Abcg2 rev CTTGCACCAGAGCTATTGTCA 

S1pr1 for Sphingosine-1-

phosphate receptor 1 

ATGGTGTCCACTAGCATCCC 

S1pr1 rev CGATGTTCAACTTGCCTGTGTAG 

Acer2 for Alkaline Ceramidase 2 TGTGGCATATTCTCATCTGCCT 

Acer2 rev CAATAAAAGCCCATTTCTCGCTG 

Sgms1 for Sphingomyelin Synthase 

1 

TTGGCACGCTGTACCTGTATC 

Sgms1 rev CAGTCTCCAAAGAGCTTCGGA 

GAPDH for Glycerinaldehyd-3-

phosphat-

Dehydrogenase 

TGCCACTCAGAAGACTGTGG 

GAPDH rev TTCAGCTCTGGGATGACCTT 

Tabelle 12 qPCR Primer 
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4.12 Methoden 

4.13 Mäuse 

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

Research Center) der Universitätsmedizin Mainz unter SPF-(specific-pathogen-free) 

bzw. GF-(germ-free) Bedingungen gehalten. Die Haltung erfolgte bei einer konstanten 

Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit in einem 12h-Hell-Dunkel-Zyklus in 

EU Type II IVC-Käfigen. Die Tiere hatten freien Zugang zu Wasser und autoklaviertem 

Futter. Die Mäuse waren zu Versuchsbeginn zwischen 10 und 14 Wochen alt. Die 

Versuche wurden mit geschlechts- und alters abgestimmten Versuchsgruppen 

durchgeführt.  

Alle in dieser Arbeit durchgeführten Versuche wurden durch das 

Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz (in Koblenz) genehmigt (G16-1-013, G17-

1-075).

4.14 Mikrobenstämme 

Das Bakterium Bacteroides thetaiotaomicron wurde bei -80 °C in einer Glycerin-

Stammlösung aufbewahrt. Vor dem Gavagieren der Mäuse wurde ein Aliquot in Brain 

Heart Infusion Broth Medium bei 37 °C unter kontinuierlichem Schütteln (250 U/min) 

für 48 Stunden inkubiert, bis die optische Dichte der Suspension bei 600 nm (OD600 

nm) lag. 

4.15 Entnahme der Mausleber 

Für die Entnahme der Leber wurden die Mäuse mittels zervikaler Dislokation getötet. 

Danach wurde der Bauchraum der Tiere mithilfe von Sezierbesteck auf einem 

Präparationsbrett geöffnet. Mit einer Pinzette wurden die einzelnen Leberlappen 
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lokalisiert und vorsichtig mit einer Schere die ganze Leber heraus präpariert. 

Anschließend wurde die Leber in 5 ml Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM) Medium 

gewaschen. 

4.15.1 Isolierung von Leberendothelzellen über magnetische 
Zellseparation 

Die Arbeiten für die Isolierung der Leberendothelzellen wurden nach dem Protokoll 

„Liver dissociation“ der Firma Miltenyi Biotec durchgeführt. Zunächst wurde eine 

Dissoziationsmix aus drei Enzymen (D,R und A) in 5 ml DMEM in einem C Tube 

hergestellt. Nachdem die vollständige Leber aus der Maus entnommen wurde, wurde 

diese zusammen in das C Tube überführt. Diese C Tubes wurden in einen 

gentleMACS Octo Dissociator mit Heizblock gesteckt und das entsprechende 

Programm wurde gestartet. Nach 35 min war das Programm zu Ende und die Proben 

wurden kurz herunter zentrifugiert. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml 

Reaktionsgefäß überführt, auf dem ein MACS Smart Strainer (100 µm) befestigt war. 

Das C Tube wurde mit 5 ml DMEM Medium gewaschen und ebenfalls über den MACS 

Smart Strainer gegeben. Danach wurden die Proben bei 300xg für 10 min bei 4 °C 

zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand verworfen und das entstandene 

Zellpellet in Protein Extraction Buffer (PEB) Puffer gelöst. Für die Verwendung der 

CD146 MicroBeads wurde nach dem Protokoll von Miltenyi Biotec gearbeitet und es 

musste zunächst die Zellzahl bestimmt werden. Dies erfolgte über eine Neubauer 

Zählkammer (C-chip). Nachdem die Zellzahl bestimmt wurde, wurde die 

entsprechende Menge an CD146 MicroBeads laut Protokoll hinzugegeben und für 15 

min bei 4 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit PEB Puffer 

gewaschen und anschließend bei 300xg und 4 °C für 10 min zentrifugiert. Nach dem 

Zentrifugieren wurde der Überstand verworfen und die Zellen in 1 ml PEB Puffer 
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resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf die LS Säulen gegeben, die vorher mit 3 

ml PEB Puffer gewaschen wurde. Nachdem die Proben durch die Säulen gelaufen 

waren, wurde diese dreimal mit 3 ml PEB Puffer gewaschen. Anschließend wurden die 

Säulen aus dem Magnetfeld des Separators genommen und die Leberendothelzellen 

mit 5 ml PEB Puffer und einem Stempel aus der Säule gedrückt. Die Zellsuspension 

wurde anschließend für 10 min bei 300xg und 4 °C zentrifugiert. 

4.16 RNA-Isolierung 

Für die Isolierung der RNA in dieser Arbeit wurde das ReliaPrep RNA Cell Miniprep 

System (Promega) verwendet. Die Proben wurden mit LBA und TG Puffer versetzt, 

der die Zellen zum Lysieren bringt. Anschließend wurde die entsprechende Menge laut 

Protokoll an Isopropanol zu den Proben gegeben. Durch starkes Schütteln wurde der 

Inhalt der Reaktionsgefäße vermischt. Die Lysate wurden auf die Säulen gegeben und 

für 1 min bei 20 °C und 14000xg zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und es 

wurde mit 500 µl RNA-Waschlösung gewaschen. Anschließend wurde erneut für 1 

min, 20 °C und 14000xg zentrifugiert. Der in Tabelle 15 dargestellte Inkubationsmix 

wurde auf die Säulen gegeben und für 15 min bei RT inkubiert. 

Tabelle 13 DNase I Inkubations Mix. 

Nach der Inkubation wurde mit 200 µl einer Säulen-Waschlösung gewaschen und 

erneut für 1 min, 20 °C und 14000xg zentrifugiert. Es folgte ein erneuter 

Waschvorgang mit 500 µl der RNA-Waschlösung und eine Zentrifugation für 1 min, 

Lösung Menge 

Yellow Core Puffer 24 µl 

Manganchlorid 3 µl 

DNase I 3 µl 
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20 °C und 14000xg, der Durchlauf wurde erneut verworfen und die Säule wurde mit 

300 µl gewaschen. Es folgte eine Zentrifugation für 2 min bei 20 °C und 21000xg. Die 

Säule wurde auf eine neues 1,5 ml Reaktionsgefäß gesetzt und es wurde mit 30 µl 

Nuklease freiem Wasser eluiert. Es folgte eine abschließende Zentrifugation für 2 min, 

bei 20 °C und 21000xg. Die RNA wurde mithilfe UV-Photometrie auf ihre Reinheit und 

Konzentration bestimmt. Die Konzentration der RNA wurde einheitlich für alle Proben 

auf 200 ng/µl eingestellt und somit für die cDNA-Synthese eingesetzt. Die gewonnene 

RNA wurde für weitere Untersuchungen bei -80 °C gelagert. 

4.16.1 Reverse Transkription/cDNA-Synthese 

Zur Herstellung von cDNA wurden 10 µL der 200 ng/µL gewonnenen RNA mit 10 µL 

des in der Tabelle 14 zusammengesetzten Mastermixes eingesetzt. 

Reagenz Konzentration 

Stammlösung 

Konzentration 

Reaktion 

eingesetzte 
Volumina 

RT-Puffer 10 x 1 x 2 µL 

dNTP-Mix, 25 x (100 mM) 1 x 0,8 µL 

RT Random Primers 10 x 1 x 2 µL 

Reverse Transkriptase 50 U/µL 50 U 1 µL 

H₂O 4,2 µL 
Tabelle 14 Schema cDNA-Synthese. 
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Anschließend wurde die RNA analog des folgenden PCR-Programms (Tabelle 15) im 

Thermocycler umgeschrieben. 

180 s 93° 

30 s 93° 

60 s 59° 35x 

60 s 72° 

600 s 72° 
Tabelle 15 cDNA-Synthese Protokoll. 

Nach erfolgter Umschreibung der RNA in cDNA wurde diese auf eine Konzentration 

von 5 ng/µl verdünnt. 

4.16.2 Quantitative Echtzeit-PCR 

Zur Quantifizierung der mRNA wurde in dieser Arbeit die semiquantitative PCR-

Methode verwendet. Für diese Methode wird ein Referenzgen (Housekeeping-Gen) 

benötigt. Hier wurde die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 

verwendet. Die Expression des verwendeten Referenzgens ist für die meisten 

Gewebetypen bekannt und unter den untersuchten Bedingungen nicht reguliert. Die 

Untersuchung erfolgte in Triplikaten von Referenz- und Zielgen in Reaktionsansätzen 

von 25 µl Endvolumen. Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes ist der 

folgenden Tabelle 16 zu entnehmen. Das Standardprogramm ist in Tabelle 17 

aufgelistet. 
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Reagenz Konzentration 

Stammlösung 

eingesetzte Volumina 

itaq Sybr Green MM 1 x 520 µl 

Primer_for 100 µM 2,6 µl 

Primer_rev 100 µM 2,6 µl 

cDNA 5 ng/µl 4 µl 

DNase-freies H₂O 306,8 µl 
Tabelle 16 Pipettierschema quantitative PCR. 

Die Platte wurde mit folgendem PCR Programm untersucht. 

Zeit Temperatur Zyklen/Intervalle 

30 s 95 °C 

40 2 s 95 °C 

25 s 60 °C (Annealing) 

5 s 60-95 °C

(Elongation) 

0,2 °C 

Tabelle 17 Programm quantitative PCR. 

Anschließend wurde die relative mRNA Expression des Zielgens auf die des 

Referenzgens normalisiert und mithilfe der ∆∆ ct-Methode ausgewertet (98). 

4.17 Transkriptomamplifizierung und RNA-Sequenzierung 

Die gewonnene totale RNA (Kapitel 4.16) aus den einzelnen Proben wurde auf deren 

Konzentration und Qualität unter Verwendung des Quant-iT-RNA-HS-Assay Kits auf 

einem Qubit-Fluorometer und eines RNA-ScreenTape-Systems auf einer Tapestation 

untersucht. Die vollständige Transkriptomamplifikation (WTA) wurde unter 

Verwendung des Ovation RNA-Seq-Systems V2-Kits gemäß den Anweisungen des 
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Herstellers mit 20 ng Gesamt-RNA als Einsatz für die Erststrang-cDNA Synthese 

durchgeführt. Die doppelsträngigen cDNAs aus der WTA wurden anschließend für das 

TruSeq DNA Nano Kit verwendet, um gemäß dem Hersteller eine Barcode-

Sequenzierungsbibliothek herzustellen. Die einzige Ausnahme bestand darin, dass die 

cDNA Syntheseschritte weggelassen wurden und direkt mit der Adapterligation 

begonnen wurde. Alle Proben wurden unter Verwendung des Illunmina HiSeq 4000-

Sequenzierers mit durchschnittlich 9 Millionen Single-End-Reads (1x50 bp) am Institut 

für Klinische Molekularbiologie (IKMB) der Christian-Albrechts-Universität Kiel 

sequenziert. Die RNA-Sequenzierungsdaten wurden mit einer internen Pipeline 

(https://github.com/nf-core/rnaseq) verarbeitet. Vereinfacht ausgedrückt wurden 

Adapter und Basen von geringerer Qualität aus den RNA-Sequenzierungs Reads 

unter Verwendung von Trim Galore (Version 0.4.49 entfernt. Die gefilterten Reads 

wurden mit STAR Aligner (Version 2.5.2b) auf das Mausgenom (GRCm38) abgebildet. 

Proben, die eine signifikante geringere Anzahl von kartierten Lesevorgängen hatten, 

wurden aus den weiteren Analysen entfernt. Die Expressionszahlen der Transkripte 

wurden unter Verwendung von featureCounts (Version 1.5.2) geschätzt und dann 

unter Verwendung der DESeq-Normalisierungsmethode (99) über den gesamten 

Probenbereich normalisiert. Anschließend wurde DEseq2 verwendet, um differenziell 

exprimierte Gene zu ermitteln. Dabei wurden Gene als signifikant differenziell 

angesehen, wenn der p-Wert (Benjamin-Hochberg-Mehrfachtestkorrekturmethode) 

weniger als 0,05 betrug. Für die anschließende Darstellung der Daten wurden 

Vulkanplots verwendet, um die differenziell exprimierten Gene zu visualisieren. 

Expressionsänderungen zwischen verschiedenen Genotypen wurden über eine 

Heatmap verdeutlicht, die auf den einzelnen Z-Scores der Proben basierte. Die 

Hauptkomponentenanalyse wurde mit dem Statistikpaket (Version 3.6.3) und die 

Abbildungen mit ggplot2 (Version 3.3.3) berechnet. Die Darstellung des Vulcanplots 



4 Mäuse, Material und Methoden 

57 

wurde mit Enhanced Volcano (Version 1.6.0) und die HeatMap wurde mit gplots 

(Version 3.1.1) erstellt. 

4.18 Gene set enrichment Analyse 

Die Gene set enrichment Analyse der KEGG Signalwege wurde mit dem clusterProfiler 

v3.16.1 durchgeführt. Die Eingabe Gene wurden gemäß ihrer logarithmischen 

Verteilung der differenziell exprimierten Gene aufgeteilt. Gene, die in einer niedrigeren 

Anzahl vorkommen, wurden mit der DESeq2-Analyse identifiziert und in die GESA 

Analyse mit aufgenommen. Signalwege mit einem normierten p-Wert von weniger als 

0,05 wurden als signifikant verändert angesehen. Der Vergleich von mehreren 

Signalwegen wurde mit der Benjamini-Hochberg-Methode durchgeführt. Die 

Visualisierung ausgewählter KEGG-Signalwege wurde mit pathview v1.28.1 

durchgeführt. 

4.19 Western Blot 

Für die Herstellung der Proteinlysate wurde in einem ersten Schritt der RIPA-Puffer 

vorbereitet. Dazu wurde in 10 mL des RIPA-Puffers eine Protease-Inhibitor-Tablette 

gegeben. Pro Probe wurden auf die Zellpellets 500 µL des modifizierten RIPA-Puffers 

gegeben, mit der Pipette resuspendiert und für 15 min auf Eis gestellt. Anschließend 

wurden die Proben für 1 min im Ultraschallreiniger behandelt und wieder für 15 min 

auf Eis inkubiert. Es folgte eine erneute Behandlung für 1 min im Ultraschallreiniger. 

Nun wurden die Proben für 15 min mit 10000 g bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand 

wurde von der Zelldebris abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 

Die Proteinmenge wurde mittels eines DC Proteinassays bestimmt und 40 µg Probe 

mit Lämmlipuffer versetzt, sodass der Lämmlipuffer einfach verdünnt in der 

Proteinprobe vorlag. Die Proben wurden nun bei 96 °C unter schütteln für 600 s 
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denaturiert. Zur anschließenden Auftrennung der Proteinlysate wurde nach der Größe 

des zu detektierenden Proteins 12%-ige SDS-Gel verwendet. Die Geltaschen wurden 

mit 60 µg der Proben pro Tasche geladen und zusätzlich der Marker aufgetragen. 

Zunächst wurde eine Spannung von 80 V angelegt, damit die Proben in das 

Sammelgel einwandern konnten. Nach 15 min wurde die Spannung auf 100 V erhöht, 

um die Proteine entsprechend ihrer Größe im Trenngel aufzutrennen. Weitergehend 

wurden die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Hierbei sollte darauf 

geachtet werden, dass der Transferpuffer gekühlt ist und die Apparatur gekühlt wurde, 

um eine Überhitzung zu vermeiden. Für den Transfervorgang wurde eine Spannung 

von 40 V angelegt und diese für zwei Stunden gehalten. Nach Abschluss des Transfers 

wurde die Membran mit Ponceau S gefärbt, um zu überprüfen, ob die Übertragung der 

Proteine auf die Membran funktionierte. Das Ponceau S wurde im Anschluss mit TBS-

T von der Membran gewaschen und diese entsprechend dem Herstellerprotokoll des 

Erstantikörpers für eine Stunde geblockt. Der Erstantikörper (Verdünnung laut 

Herstellerprotokoll) wurde über Nacht bei 4 °C unter vorsichtigem Schütteln inkubiert. 

Am darauffolgenden Tag wurde die Membran 3x für 10 min mit TBS-T gewaschen. 

Danach wurden der Sekundärantikörper für zwei Stunden bei Raumtemperatur 

inkubiert. Anschließend wurde die Membran erneut mit 3x für 10 min mit TBS-T 

gewaschen. Die Membran wurde mit LumiGLO überschichtet und die 

Chemilumineszenz am Western-Blot Detektionsgerät detektiert. 
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5 Ergebnisse 

In dieser Arbeit soll ein möglicher Einfluss der intestinalen Mikrobiota auf das 

Transkriptom von Leberendothelzellen untersucht werden. Hierbei wurde ein 

möglicher Zusammenhang zwischen CONV-R und GF Mäusen untersucht. Dabei 

wurde den getöteten Mäusen zunächst die Leber entnommen, über magnetische 

Zellseparation die Leberendothelzellen isoliert und anschließend mithilfe eins FACS 

(fluorescence-activated cell sorting) aufgereinigt (Abbildung 5). Anschließend wurde 

aus den isolierten Zellen die RNA gewonnen. Mithilfe eines whole transcriptom 

amplification kits (WTA) wurde die isolierte mRNA in cDNA transkribiert, um 

anschließend eine RNA- Sequenzierung durchzuführen. In Abbildung 5 ist der 

schematische Versuchsaufbau dargestellt. 

 
Abbildung 5 Versuchsaufbau für Batch A. Darstellung des Ablaufs von Entnahme der Leber, über 

magnetische Zellseparation, Sortierung der Zellen über FACS, Isolation von mRNA, Amplifikation von 

cDNA bis zur RNA-Sequenzierung. 

 

5.1 Untersuchung des Transkriptoms von Leberendothelzellen GF und 
CONV-R Mäusen mithilfe von FACS Sortierung 

In dieser Untersuchung soll der intestinale Einfluss der Mikrobiota auf das 

Leberendothel untersucht werden. Dafür wurde zunächst eine Sortierung der Zellen 
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über FACS durchgeführt (Abbildung 6). Bei den verwendeten Antikörpern handelt es 

sich um CD146-FITC (Melanomzelladhesionsmolekül, MCAM), CD105-APC 

(Endoglin) und CD31-PE (Thrombozyten-Endothelzellenadhesionsmolekül, PECAM) 

(100). Gezeigt werden die einzelnen Zellpopulationen vor und nach der Sortierung 

(Abbildung 6). Das Sortierschema setzt sich aus folgenden Panels zusammen: 

lebende Zellen, Singlets, Dubletten, einzelne Zellen, positive Endothelzellen 

(CD105+/CD146+) und der Kontrolle der positiven Endothelzellen mit anderen 

Antikörpern (CD105+/CD31+). Bei CD31 handelt es sich um einen pan-

Endothelmarker für Endothelzellen, während CD105 ein Marker für hepatische 

sinusoidale Endothelzellen ist, von denen bekannt ist, dass diese eine geringe 

Expression an Selectinen besitzen (100-102). Zusätzlich werden die einzelnen Panels 

jeweils vor und nach der Sortierung dargestellt (Abbildung 6). 

Abbildung 6 Sortieren der Leberendothelzellen mit einem FACS. Darstellung der FACS-Strategie 

zum Sortieren der Leberendothelzellen über die Antikörper anti-CD105-APC, anti-CD146-FITC und anti-

CD31-PE. Es werden die Zellpopulationen vor und nach der Sortierung gezeigt. 

In Abbildung 7 ist ein signifikanter Unterschied in der Anzahl der sortierten Zellen in 

den keimfreien Mäusen an lebenden Zellen im Vergleich zu den konventionell 

aufgewachsenen Mäusen zu sehen. Mit der dargestellten Sortierstrategie wurden 

hochreine Endothelzellpräparate (98 %) mit einer Ausbeute von 2 x 106 Zellen nach 
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der magnetischen Zellseparation und 6 x 104 bis 1 x106 Zellen nach dem Sortieren 

mithilfe des FACS gewonnen. Im nächsten Schritt wurde die RNA-Sequenzierung auf 

einem Illumina HiSeq 4000 mit dem TruSeq DNA Nano Kit durchgeführt mit einer 

durchschnittlichen Leselänge von 9 Millionen single-end reads (1x 50 bp). Hierbei 

wurden 1537 differenziell exprimierte Gene (differentially expressed genes, DEGs) in 

den Endothelzellen von GF und CONV-R Mäuse gefunden (p.adjust 0,05 kombiniert 

mit Log2FC). Davon waren 932 DEGs in GF verglichen mit CONV-R hochreguliert, 

während 605 DEGs herunterreguliert gewesen sind. 

Abbildung 7 Darstellung der Anzahl an sortierten Zellen. Gezeigt werden die Anzahl an sortierten 

Zellen von keimfreien (GF; n=6) und konventionell aufgewachsenen (CONV-R; n=7) Mäusen. 

Ergebnisse dargestellt als Mittelwert +- S.E.M. * P<0,05; ** P<0.01; *** P<0,005; **** P<0,001. 
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5.1.1 Hauptkomponentenanalyse zwischen GF und CONV-R 

Um nach erfolgreicher RNA-Sequenzierung die erhaltenen Daten auf Ihre Integrität zu 

überprüfen, wurde eine Hauptkomponentenanalyse (Abbildung 8) zwischen CONV-

R und GF Proben durchgeführt. Es ist eine deutliche Trennung der beiden Gruppen zu 

erkennen. In der Gruppe der CONV-R Mäuse sind sechs Proben zu finden, während 

die Gruppe der GF Tiere fünf Proben enthält. Die in der Hauptkomponentenanalyse 

dargestellte Varianz beträgt für PC1 25,99 % und für PC2 15,96 %. 

Abbildung 8 Hauptkomponentenanalyse keimfrei (GF) gegen konventionell aufgewachsene 
Mäuse (CONV-R). Hauptkomponentenanalyse (PCA) der beiden Versuchsgruppen keimfrei (GF, 

orange) und konventionell (CONV-R, türkis) aufgewachsenen Mäuse. PC1 zeigt eine Varianz von 25,99 

%, während PC2 eine Varianz von 15,96 % darstellt. Die einzelnen Ovale zeigen die Streuung der 

beiden Gruppen. 
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5.1.2 Untersuchung der differenziell exprimierten Gene (DEG) der 
Gruppen GF gegen CONV-R Mäuse 

Nachdem die Qualität der einzelnen Proben untersucht wurde, wurden die RNA-Daten 

auf die Anzahl an differenziell exprimierten Genen von GF gegen CONV-R Mäusen 

untersucht. In Abbildung 9 wurden die differenziell exprimierten Gene in einem 

Vulkanplot dargestellt. Hierbei sind in „grau“ nicht signifikanten (adjusted P-Value < 

0,05) Gene, in „grün“ Gene mit einer veränderten Expression, die jedoch nicht 

signifikant verändert sind, in „blau“ Gene, die eine signifikante Differenz, jedoch eine 

Veränderung in der Expression zeigen und in „rot“ Gene, die sowohl eine Veränderung 

in der Expression als auch eine signifikante Veränderung aufweisen. Bei einem 

Vulkanplot handelt es sich um ein Streudiagramm, mit dem Änderungen in einem Zwei-

Gruppen-Vergleich von großen Datensätzen schnell identifiziert werden können. Der 

negativ dekadische Logarithmus des angepassten p-Wertes ist auf der y-Achse 

aufgetragen. Somit erscheinen Gene mit niedrigen (hochsignifikanten) angepassten p-

Werten am oberen Rand des Diagramms. Die x-Achse zeigt die log2-fache 

Veränderung zwischen keimfreien und konventionell aufgewachsenen Mäusen. Eine 

negative log2-fache Veränderung bedeutet eine geringere Expression an differenziell 

exprimierten Genen, wohingegen eine positive log2-fache Veränderung eine erhöhte 

Expression an differenziell exprimierten Genen aufweist. In hepatischen sinusoidalen 

Endothelzellen von GF Mäusen ist das Gen des solute carrier family 10 member 6 

transporters (Slc10a6) am stärksten hochreguliert. Slc10a6 transportiert 

Taurolithocholsäure-3-sulfate und sulfokunjugierte Pyrene. Des Weiteren sind 

Transkripte der Sphingomyelin Synthase 1 (Sgms1) signifikant hochreguliert in 

hepatischen sinusoidalen Endothelzellen von GF Mäusen. Sgms1 kodiert für das 

Hauptenzym aus der Phosphatidylgruppe bei dem Phosphatidylcholin primäres 

Hydroxyl auf Ceramid überträgt, um das Spingolipid Sphingomyelin zu erhalten. 
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Weitere hochregulierte Transkripte sind die Quiescin Sulfhydryl Oxidase 1 (Qsox1), 

welches für die Katalyse der Oxidation der Sulfhydrylgruppen zu Disulfiden unter der 

Reduktion von Sauerstoff zu Wasserstoffperoxid und Prolylisomerase 5 (Fkbp5) 

benötigt. Die genannte Katalyse ist von großer Bedeutung für die Proteinfaltung und 

den Proteintransport. Im Gegensatz zu den hepatischen sinusoidalen Endothelzellen 

von GF Mäusen waren einige Transkripte in den CONV-R Mäusen signifikant 

hochreguliert wie der Transkriptionsfaktor Zfp608, der die Transkription von NNF609 

unterdrückt, das Desintegrin und die Metallproteinase (Adam19), die an der 

Zellmigration und Zell-Matrix-Interaktion beteiligt ist, die neutralisierte E3-Ubiquitin-

Proteinligase 3 (Neurl3) oder die Arachidonat-12-Lipoxygenase (Alox12), ein Enzym, 

welches an der Erzeugung von Eicosanoiden und Lipoxinen beteiligt ist. Alle 

identifizierten Leberendothel Transkripte, die signifikant (p.adjust <0,05) im Vergleich 

GF zu CONV-R erhöht gewesen sind, wurden in einer Heatmap (Abbildung 10) 

dargestellt und ihren jeweiligen Funktionen in Bezug auf die Endothelphysiologie 

zugeordnet. Eine entsprechende Literaturrecherche wurde durchgeführt, indem in 

Pubmed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) nach den einzelnen Genen im Kontext zu 

Leberendothelzellen gesucht wurde (103). Durch die identifizierten Gene der 

Endothelzellphysiologie konnte ein Zusammenhang der biochemischen 

Stoffwechselwege von der Mikrobiota hergestellt werden (Tabelle 18 + 19). Die 

identifizierten Transkripte sind an der Transkriptionsregulation (Meis2, Zfp608, Zbtb21 

hochreguliert in CONV-R vergleichend mit Klf1 hochreguliert in GF), in der 

Angiogenese (Map3k6, Ccn2, Tle1, Zbtb16, Cdkn1a, Shroom2, Dusp1, Glul und Klf9, 

alle in GF hochreguliert), in der zirkadianen Rhythmik (Klf15 und Per1 hochreguliert in 

GF) und in der Zelladhäsion (Kank2, Adam19, Kazn hochreguliert in CONV-R 

gegenüber Fn1 und Timp4 hochreguliert in GF) beteiligt (Abbildung 10, Tabelle 18 -

19). 
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Es ist bekannt, dass die Darmmikrobiota eine in der Leber Cholesterin-senkende 

Funktion besitzt (104). Dies geschieht hauptsächlich durch die Ausscheidung durch 

mikrobielle Biohydrierung auf hydrophiles Coprostanol (105). Dagegen bleibt der 

Einfluss der Mikrobiota auf die zelluläre Regulation von hepatischem endothelialem 

Cholesterin unerforscht. Die gefundenen Transkripte sind Bestandteil des 

Cholesterinstoffwechselweges und sind in den Leberendothelzellen von GF Mäusen 

im Vergleich zu CONV-R Mäusen hochreguliert. Des Weiteren konnte eine erhöhte 

Expression des Transkripts Slc10a6 unter GF Haltungsbedingungen gezeigt werden. 

Frühere Studien haben gezeigt, dass die Regulation des Na+ abhängigen 

Gallensäuretransporters Slc10a6 über Lipopolysaccharide erfolgt, abhängig vom 

nuklearen Rezeptor Farnesoid-X (FXR) und dem Retinoid-X- Rezeptor (106, 107). Das 

Transkript Tsc22d1, welches im hepatischen Endothelium in GF Mäusen hochreguliert 

gewesen ist, ist ein entscheidender Transkriptionsfaktor, der an der Bildung von 

Lipoproteinen, beteiligt ist (108). Eine Veröffentlichung von Kiouptsi et al. zeigt, dass 

GF Mäuse unter einer „Chow“ Diät einen erhöhten Plasma-Lipoproteinspiegel haben 

(109). Des Weiteren ist die Lipase A, die Cholesterylester und Triglyceride im Lysosom 

hydrolysiert, ein bekannter Regulator des mTOR Signalweges und der endothelialen 

Barriere (110), unter GF Haltungsbedingungen hochreguliert. Die erhaltenen 

Transkriptomdaten zeigen eine hochsignifikante Mikrobiom-abhängige Suppression 

von Genfunktionen, die die endogene Synthese von Sphingosin-1-Phosphat (S1P) 

vermittelt. Der S1P Stoffwechselweg ist in den sinusoidalen Leberendothelzellen von 

GF Mäusen hochreguliert (Abbildung 10). Schlüsselenzyme des Sphingolipid 

Stoffwechsels sind die Sphingomyelinsynthase-1 (Sgms1), die die Umwandlung von 

Sphingomyelin zu Ceramid katalysiert; die alkalische Ceramidase-2 (Acer2), die für die 

Umwandlung von Ceramid zum aktiven Metaboliten S1P benötigt wird; der S1P-

Transporter ATP Binding Cassette Subfamiliy G Member 2 (Abcg2) und auch der 7-
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Helix-G-Protein gekoppelte S1P-Rezeptor (S1pr1) waren in GF Mäusen hochreguliert, 

was zeigt, dass dieser Signalweg durch die Mikrobiota gehemmt wird. Bei dem S1P 

Signalweg handelt es sich um einen zentralen Regulationsweg der Gefäßfunktion. Der 

S1P Signalweg ist entscheidend an der endothelialen Proliferation, Zellmigration (111), 

der Angiogenese (112) und am Zellüberleben (113) beteiligt. Außerdem wirkt der S1P 

Signalweg proinflammatorisch und sichert die Aufrechterhaltung der endothelialen 

Barriere (114, 115). 

Abbildung 9 Vulkanplot von Keimfrei (GF) gegen konventionell aufgewachsene Mäuse (CONV-
R), der signifikantesten regulierten differenziell exprimierten Gene. Nicht signifikante Gene sind in 

Grau dargestellt. Gene mit veränderter Expression, die nicht signifikant verändert sind, in Grün 

dargestellt. Blau zeigt Gene zeigen eine signifikante Differenz, jedoch zeigen diese Gene keine 

Veränderung in der Expression. In Rot sind die Gene dargestellt, die sowohl signifikant als auch eine 

hohe Veränderung in der Expression zeigen. 
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Abbildung 10 Heatmap der Top 50 regulierten Gene zwischen keimfrei (GF) und konventionell 
(CONV-R). Heatmap der 50 an hoch oder herunterregulierten Genen in isolierten sinusoidalen 

Leberendothelzellen der Versuchsgruppen keimfrei (GF) gegen konventionell (CONV-R) 

aufgewachsene Mäusen. Der Vergleich bezieht sich auf die keimfreie Gruppe. Besonders Transkripte 

aus dem Cholesterin Metabolismus, der Angiogenese und  Sphingosin Stoffwechselweges waren 

signifikant in GF Mäusen hochreguliert.
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5.1.3 Gene set enrichment Analysis (GSEA) des Sphingosin Metabolismus 
(GSEA) 

Für eine genaue Quantifizierung des Sphingosin-1 Metabolismus wurde 

in Kooperation mit dem Institut für Humangenetik, Universitätsmedizin Mainz 

eine Gene set enrichment Analyse (GSEA) durchgeführt. Bei der GESA Analyse 

sind 19 Signalwege signifikant in keimfreien Mäusen relativ zu konventionell 

aufgewachsenen Mäusen erhöht. Im Gegensatz dazu waren Genfunktionen des 

IL-17 Signalweges vermindert (Abbildung 11,13). Die durchgeführte GSEA 

Analyse verdeutlicht eine signifikante Mikrobiom-abhängige Unterdrückung von 

Genfunktionen, die die endogene Synthese von Sphingomyelin vermittelt. Der 

Sphingolipid-Stoffwechselweg ist im Leberendothel von keimfreien Mäusen 

signifikant hochreguliert (Abbildung 11, 12 und 13). Schlüsselenzyme für die 

Synthese von Sphingomyelin, wie Sphingomyelinsynthase-1 (Sgms1) 

und Sphingomyelinphosphodiesterase 3 (Smpd3) katalysieren die 

Umwandlung von Sphingomyelin zu Ceramid und sind unter keimfreien 

Haltungsbedingungen hochreguliert. Des Weiteren wurde die alkalische 

Ceramidase-2 (Acer2), welche Ceramid in Sphingosin spaltet und die 

Sphingosinkinase 1 (Sphk1), die die Phosphorylierung von Sphingosin 

zum signalaktivierenden Metaboliten S1P katalysiert (Abbildung 12), 

ebenfalls in den sinusoidalen Leberendothelzellen keimfreier Mäuse im 

Vergleich zu konventionell aufgewachsenen Mäusen verstärkt exprimiert. Das 

Vorhandensein der Mikrobiota führt zu einer Unterdrückung verschiedener 

Komponenten des Sphingolipid-Metabolismus. 



5 Ergebnisse 

73 

Abbildung 11 Gene-set enrichment Analyse der KEGG Signalwege. Insgesamt wurden 19 KEGG-

Signalwege in den sinusoidalen Leberendothelzellen keimfreien Mäusen signifikant (p.adjust 0,05; 

Log2FC) reguliert. Signalwege mit einem positiven Score wurden als angereichert angesehen. Die 

Größe der Punkte entspricht der Anzahl an Genen im Referenzgensatz. Das Genverhältnis ist gleich 

der Anzahl der Gene in der Teilmenge geteilt durch die Gesamtgröße der Genmenge. Die Farbe der 

Punkte entspricht der Signifikanz (Benjamini-Hochberg-Methode). 
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Abbildung 12 Visualisierung des KEGG-Signalwegs des Sphingolipid-Metabolismus. Differenziell 

exprimierte Gene des KEGG Sphingolipid-Metabolismus sind entsprechend ihrer log2FC gefärbt. 

Positive log2FC-Werte (rot) zeigen Gene, die in keimfreien Mäusen im Vergleich zu konventionell 

aufgewachsenen Mäusen hochreguliert sind. 
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Abbildung 13 GSEA Verteilung der log2FC von Genen, die signifikant verändert sind. Positive 

log2FC weisen auf Gene hin, die in keimfreien Mäusen hochreguliert sind und zeigen den 

entsprechenden Signalweg an. 
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Abbildung 14 GSEA Diagramm für den Sphingolipid Metabolismus. Das obere Diagramm zeigt die 

log2fFC (Ranglistenmetrik) für die Gene, die im Gensatz des Sphingolipid-Metabolismus enthalten sind. 

Das untere Diagramm zeigt den Anreicherungsscore als Funktion der Position der Gene entlang des 

geordneten Gensets. Der Maximalwert (gestrichelte rote Linie) zeigt den endgültigen Anreicherungswert 

für den Pfad an. 
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5.1.4 Vergleichende Gen-Ontologie Analyse der Versuchsgruppen GF 
gegen CONV-R Mäuse 

Um eine Vereinfachung der einzelnen regulierten Gene zu liefern und deren 

unterschiedlichen Funktionen herauszufinden, werden bestimmte Gene in sogenannte 

„Gene Ontology“ (GOs) zusammengefasst, um die genaue Funktion und Bedeutung 

zu verstehen. Hierbei wird zwischen folgenden Gruppen unterschieden: biologische 

Prozesse (Biological Process), zelluläre Bestandteile (Cellular Component) und 

molekulare Funktionen (Molecular Function). Für die Analyse wurde das Online-Tool 

REVIGO verwendet und separate Anreicherungsanalyse der GOs für die 932 

hochregulierten Gene und die 605 herunterregulierten Gene gemacht (169). Wie in 

Abbildung 15 und 16 zu erkennen ist, wurden die Top 10 an GOs von hoch- und 

herunterregulierten Genen im Vergleich GF Mäuse gegen CONV-R Mäuse in den 

einzelnen Gen-Ontologie-Gruppen dargestellt. Es wurden alle signifikanten Gen-

Ontologien gezeigt, die einen Adjusted P-Wert <0,01 aufwiesen. In der Kategorie 

„biologische Prozesse“ wurden folgende Transkripte in GF Mäusen hochreguliert: 

Regulation des Phosphatstoffwechsels; Regulation der Proteinmodifikation; 

Regulation der Zellproliferation; enzymgekoppelter Rezeptorsignalweg; 

Biosyntheseprozess reaktiver Sauerstoffspezies; Regulation der Signaltransduktion; 

angeborene Immunantwort; Immunsystemprozess; Tubenmorpgohenese und 

apoptotischer Prozess. Im Vergleich zu den GF Mäusen führten folgende Transkripten 

in CONV-R Mäusen zu einer erhöhten Expression wie die zelluläre Reaktion auf 

Stress; die Zellteilung; das Andocken von Vesikeln; die Regulation der adhärenten 

Zellverbindungen; DNA-Konformationsänderung; Pyrimidin-Desoxyribonukleosid-

triphosphat; Pentosephosphatweg; Regulierung der Alkoholbiosynthese; Etablierung 

der Proteinlokalisierung und der Hedgehog-Signalweg. Es ist zu erkennen, dass die 

identifizierten differenziell exprimierten Gene, die in allen drei GO Kategorien zu finden 
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sind, die Funktionalität des mikrovaskulären Leberendothels durch den 

Kolonisationsstatus des Wirtes beeinflussen. 

Abbildung 15 Gen-Ontologie Analyse der hochregulierten Genfunktionen im Vergleich von GF 
Mäusen gegen CONV-R Mäusen. Darstellung der Top 10 an Gen Ontologies der Gruppen biologische 

Prozesse, zelluläre Komponenten und molekularen Funktionen. Die gezeigten GOs haben eine 

Signifikanz von Adjusted P-Wert <0,01. 
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Abbildung 16 Gen-Ontologie Analysen der herunterregulierten Genfunktionen im Vergleich von 
GF Mäusen gegen CONV-R Mäusen. Darstellung der Top 10 an Gen Ontologies der Gruppen 

biologische Prozesse, zelluläre Komponenten und molekularen Funktionen. Die gezeigten GOs haben 

eine Signifikanz von adjusted P-Wert <0,01. 
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5.2 Untersuchung der relativen mRNA Expression für den Gallensäure-
Cholesterin Metabolismus und den Sphingosinmetabolismus in GF 
und CONV-R Mäusen 

Um die in der Transkriptomanalyse erhaltenen Ergebnisse weiter zu validieren, wurde 

erneut die Leber aus GF und CONV-R Mäusen herauspräpariert, die Endothelzellen 

isoliert, mRNA gewonnen und anschließend die entsprechenden Zielgene für den 

Gallensäure-Cholesterin Metabolismus und Sphingosinmetabolismus mithilfe der 

qRT-PCR analysiert. Der Unterschied zu den in der RNA-Sequenzierung verwendeten 

Proben bestand darin, dass diese zusätzlich noch über ein FACS sortiert wurden, um 

eine höhere Reinheit an Leberendothelzellen zu erhalten. Bei den in dieser 

Untersuchung verwendeten Proben handelt es sich um unabhängige MACS-sortierte 

Leberendothelzellen. In Abbildung 17 sind die zu untersuchenden Gene Abcg2, 

S1pr1, Acer2 und Sgms1 des Sphingosin-1 Signalwegs dargestellt. Für die gezeigten 

Untersuchungen wurden nur Männchen gleichen Alters verwendet. Die erhaltenen 

qRT-PCR Analysen des Gallensäure-Cholesterin Metabolismus zeigten eine 

Mikrobiota-abhängige Reduktion der mRNA Expression der Gene Slc10A6, Lipa und 

Tsc22d1 in isolierten sinusoidalen Leberendothelzellen im Vergleich GF gegen CONV-

R (Abbildung 18).  
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Abbildung 17 Untersuchung der relativen mRNA Expression der Gene Abcg2, S1pr1, Acer2 und 
Sgms1. Darstellung der zu untersuchenden Gene für den Sphingosin-1 Signalweg in keimfreien (GF; 

n=5-7) und konventionell aufgewachsenen (CONV-R, n=7,) Mäusen. Abcg2, S1pr1, Acer2 und Sgms1 

im Vergleich zu GAPDH. Ergebnisse dargestellt als Mittelwert +- S.E.M. * P<0,05; ** P<0.01; *** 

P<0,005; **** P<0,001. 

 

 

Abbildung 18 Untersuchung der relativen mRNA Expression der Gene Slc10A6, Lipa und 
Tsc22d1. Darstellung der Mikrobiota-regulierten Gene des Gallensäure-Cholesterin Metabolismus in 

isolierten CD146+ sinusoidalenLeberendothelzellen im Vergleich GF (n=5-7) gegen CONV-R (n=7). 

Slc10A6, Lipa und Tsc22d1 wurden auf GAPDH normalisiert. Ergebnisse dargestellt als Mittelwert +- 

S.E.M. * P<0,05; ** P<0.01; *** P<0,005; **** P<0,001. 
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5.2.1 Untersuchung des Sphingolipid-Metabolismus und des Gallensäure-
Cholesterin Metabolismus in kolonisierten Mäusen (CONV-D) 

Um die Mikrobiota-Abhängigkeit der in 5.2 beschriebenen Ergebnisse zu validieren 

und auszuschließen, dass die Unterschiede durch den genetischen Drift verursacht 

werden, wurden keimfreie Mäuse mit dem Feces aus dem Ceacum von konventionell 

aufgewachsenen Mäusen gavagiert. Nach vier Wochen wurden die Mäuse getötet und 

die Leber entnommen, Leberendothelzellen über CD146+ MACS isoliert, mRNA isoliert 

und anschließend die mRNA Expression der Zielgene Slc10A6, Lipa und Tsc22d1 für 

den Gallensäure-Cholesterin Metabolismus (Abbildung 19) und die Zielgene Abcg2, 

Acer2, S1pr1 und Sgms1 für den Sphingosinmetabolismus (Abbildung 20), die durch 

die RNA-Sequenzierung identifiziert wurden, untersucht. Wie schon im GF gegen 

CONV-R Vergleich zu erkennen ist, ist in dieser gezeigten Untersuchung eine 

signifikante Herunterregulierung der einzelnen Gene nach Konventionalisierung 

sowohl im Gallensäure-Cholesterin Metabolismus als auch im Sphingolipid-

Metabolismus zu erkennen. Slc10A6 zeigt den stärksten signifikanten Effekt. 
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Abbildung 19 Untersuchung der relativen mRNA Expression der Gene Slc10A6, Lipa und 
Tsc22d1. Darstellung der zu untersuchenden Gene für den Gallensäure-Cholesterin Metabolismus über 

CD146+ MACS isolierten Leberendothelzellen in keimfreien (GF; n=7) und konventionalisierten 

(conventionally-derived; CONV-D; n=6) Mäusen. Slc10A6, Lipa und Tsc22d1 im normalisiert zu 

GAPDH. Ergebnisse dargestellt als Mittelwert +- S.E.M. * P<0,05; ** P<0.01; *** P<0,005; **** P<0,001. 
 

 

 

Abbildung 20 Untersuchung der relativen mRNA Expression der Gene Abcg2, S1pr1, Acer2 und 
Sgms1. qRT-PCR-Analyse Mikrobiota-regulierter Gene des Sphingolipid-Metabolismus in CD146+ 

MACS-isolierten Leberendothelzellen keimfreier (GF; n=7) und konventionalisierten (CONV-D; n=6) 

Mäusen. Abcg2, S1pr1, Acer2 und Sgms1 normalisiert zu GAPDH. Ergebnisse dargestellt als Mittelwert 

+- S.E.M. * P<0,05; ** P<0.01; *** P<0,005; **** P<0,001. 
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5.2.2 Untersuchung des Einflusses von Bacteroides thetaiotaomicron auf den 
Sphingosin-1-Phosphat Weg und den Gallensäure-Cholesterin 
Metabolismus 

In diesem Versuchsteil wurde der Einfluss des intestinalen Bakteriums Bacteroides 

thetaiotaomicron auf den Sphingosinlipid-Metabolismus und Gallensäure-Cholesterin 

Metabolismus genauer untersucht. Es sollte gezeigt werden, dass die gefundenen 

Mikrobiota abhängigen Stoffwechselwege zum einen durch ein Bakterium reguliert 

sind, zum anderen ist aus der vorhandenen Literatur bekannt, dass dieses Bakterium 

Angiogenese und Gefäßumbau im Dünndarm induziert (170). Bei dem genannten 

Bakterium handelt es sich um ein gramnegatives, anaerobes Bakterium, der ein 

häufiger Symbiont des unteren Darms ist (171). Dazu wurden keimfreie Mäuse mit 

dem Bakterienstamm Bacteroides thetaiotaomicron für vier Wochen unter 

gnotobiotischen Isolatorbedingungen monokolonisiert und auf die entsprechenden 

Gene Abcg2, Acer2, S1pr1 und Sgms1 des Sphingosin Metabolismus und die Gene 

Slc10A6, Lipa und Tsc22d1 des Gallensäure-Cholesterin Metabolismus untersucht. 

Zunächst wurde die Monokolonisierung keimfreier Mäuse mit B. thetaiotamicron 

überprüft. Dazu wurde mit isolierter gDNA eine PCR mit 16S-rDNA Primern und 

spezifischen B. thetaiotamicron-Primerpaaren gemacht (Abbildung 21). In allen 

Käfigen, in denen Mäuse über einen Zeitraum von vier Wochen behandelt wurden, ist 

im anschließenden Agarosegel jeweils eine spezifische PCR-Bande für B. 

thetaiotaomicron zu erkennen. Die 16S-rDNA liegt bei 500 bp, während der spezifische 

Primer für B. thetaiotaomicron bei ca. 720 bp liegen. In Abbildung 22 ist die mRNA 

Expression der Gene Slc10A6, Lipa und Tsc22d1 des Gallensäure-Cholesterin 

Metabolismus dargestellt. In den zu untersuchenden Genen Slc10A6, Lipa und 

Tsc22d1 ist kein signifikanter Unterschied in der mRNA Expression zu erkennen.  
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Abbildung 21 Überprüfung der Kolonisierung keimfreier Mäuse mit B.thetaiotamicron. Gezeigt 

wird das Agarosegel, der Käfige mit den monokolonisierten Mäusen über einen Zeitraum von 4 Wochen. 

Um einen Nachweis der Monokolonisierung zu erhalten wurden zum einen 16S-rDNA Primer und 

spezifische B.thetaiotaomicron Primer verwendet. 

In Abbildung 23 ist die mRNA Expression der Gene Abcg2, Acer2, S1pr1 und Sgms1, 

welche Bestandteile des Sphingolipid Metabolismus sind, dargestellt. In allen vier 

Genen ist kein signifikanter Unterschied zu erkennen. Die mRNA Expression für Acer2 

ist im Leberendothel B. thetaiotaomicron-kolonisierter Mäuse geringfügig höher als in 

der keimfreien Kontrollgruppe. Für Sgms1 ist kein Unterschied in der mRNA 

Expression detektierbar. 
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Abbildung 22 Untersuchung der relativen mRNA Expression der Gene Slc10A6, Lipa und 
Tsc22d1. Darstellung der zu untersuchenden Gene Slc10a6, Lipa und Tsc22d1 für den Gallensäure-

Cholesterin Metabolismus in keimfreien (GF) und B. thetaiotaomicron-monokolonisierten Mäusen. 

Slc10A6, Lipa und Tsc22d1 im Vergleich zu GAPDH. Ergebnisse dargestellt als Mittelwert +- S.E.M. * 

P<0,05; ** P<0.01; *** P<0,005; **** P<0,001. Die Ergebnisse sind nicht signifikant. 

Abbildung 23 Untersuchung der relativen mRNA Expression der Gene Abcg2, S1pr1, Acer2 und 
Sgms1. Darstellung der Gene Abcg2, S1pr1, Acer2 und Sgms1 für den Sphingosin Metabolismus in 

keimfreien und B. thetaiotaomicron-monokolonisierten Mäusen. Abcg2, S1pr1, Acer2 und Sgms1 

normalisiert zu GAPDH. Ergebnisse dargestellt als Mittelwert +- S.E.M. * P<0,05; ** P<0.01; *** 

P<0,005; **** P<0,001. Die Ergebnisse sind nicht signifikant. 
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5.3 Untersuchung des Proteins der lysosomal acid Lipase (LAL) in den 
Versuchsgruppen keimfrei und konventionell aufgewachsenen 
Mäusen 

Nachdem in der Transkriptomanalyse die Gene Slc10A6, Lipa und Tsc22d1 der 

Gallensäure (Slc10A6, Tsc22d1) -Cholesterin (Lipa) Metabolismus in GF Mäusen im 

Vergleich zu CONV-R Mäusen hochreguliert gewesen ist, wurde dies durch die weitere 

Untersuchung der relative mRNA Expression bestätigt. In einem letzten Schritt sollte 

noch der Nachweis auf Proteinebene erfolgen. Dabei wurden die Proteine durch einen 

Western Blot nach Ihrer Größe nach aufgetrennt, auf eine Membran gebunden und 

anschließende mit einem primären- und sekundären Antikörper inkubiert, um das 

Zielprotein der lysosomal acid lipase (LAL) zu detektieren. Abbildung 24 zeigt die 

Proteinmessung von LAL in konventionell aufgewachsenen und keimfreien Maus 

Leberpräparaten. In der gezeigten Untersuchung wurden im ersten Schritt keine 

Endothelzellen isoliert und die ganze Leber auf LAL untersucht. Als Referenzprotein 

wurde alpha-Actinin gewählt. In den keimfreien Proben ist ein signifikanter Unterschied 

in der Hochregulierung des LAL Proteins im Vergleich zu den CONV-R Mäusen zu 

erkennen (Abbildung 25). 
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Abbildung 24 Proteinanalyse der Lysosomal acid lipase (LAL). Western Blot-Analyse von totalen 

Leberlysaten. Für jede Probe wurden 60 µg an Protein aufgetragen. Verglichen wurden konventionell 

aufgewachsene (CONV-R) Mäuse mit Mäusen aus einer keimfreien Tierhaltung (GF). Als 

Ladungskontrolle wurde alpha-Actinin verwendet. 

Abbildung 25 Untersuchung des relativen Gehalts an Lysosomal acid lipase (LAL) in totalen 
Leberlysaten mittels Western Blot. Untersuchung der normalisierten Proteinkonzentration der 

Lysosomal acid lipase in GF Mäusen gegen CONV-R Mäuse. Ergebnisse dargestellt als Mittelwert +- 

S.E.M. * P<0,05; ** P<0.01; *** P<0,005; **** P<0,001. Ein signifikanter Anstieg des Proteins in den GF 

Mäusen im Vergleich zu den CONV-R Mäusen ist zu sehen. 

103 kDa 

45 kDa 
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In einem weiteren Untersuchungsansatz wurde die Proteinkonzentration an LAL in 

CD146+ MACS isolierten Leberendothelzellen untersucht (Abbildung 26). Es wurden 

60 µg an totalem Protein aufgetragen. Auf den ersten Blick ist kein signifikanter 

Unterschied an der Proteinkonzentration von LAL in GF und CONV-R Mäusen zu 

erkennen. Außerdem ist auffällig, dass ein starker Unterschied in der Ladungskontrolle 

von alpha-Actinin, sowohl in den GF-Proben als auch in CONV-R Proben, existiert. 

Dies bestätigt sich in der weiteren Analyse, in der LAL auf die Ladungskontrolle alpha-

Actinin normalisiert wurde. Hierbei wurde kein signifikanter (p=0,51) Unterschied 

zwischen GF und CONV-R Mäusen gefunden (Abbildung 27).  

 

 
Abbildung 26 Untersuchung des Proteins der Lysosomal acid Lipase. Darstellung der 

Proteinanalyse des Proteins Lysosomal acid Lipase und der Ladungskontrolle alpha-Actinin. Es wurden 

vier Proben von CONV-R Mäusen (CONV-R) und fünf Proben von CD146+ MACS isolierten 

Leberendothelzellen von GF Mäusen untersucht. 

 

103 kDa 

45 kDa 
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Abbildung 27 Darstellung der normalisierten LAL Proteinkonzentration. Untersuchung der 

normalisierten Proteinkonzentration der Lysosomal acid Lipase in CD146+ MACS isolierten 

Leberendothelzellen von GF und CONV-R Mäusen. Ergebnisse dargestellt als Mittelwert +- S.E.M. * 

P<0,05; ** P<0.01; *** P<0,005; **** P<0,001. Es ist kein signifikanter Unterschied in der LAL 

Proteinkonzentration zu sehen. 
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6 Diskussion 

In den letzten 10 -15 Jahren ist der gnotobiotische Forschungsbereich gewachsen und 

hat stets einen Zuwachs an Interesse erfahren. Gerade die Kombination und 

Entwicklung von Next generation sequencing Methoden in der Gnotobiotik und 

Bioinformatik haben die Untersuchungsgrundlagen revolutioniert. Die ersten 

Experimente in der Gnotobiotik wurden damit begonnen, dass einzelne 

Untersuchungen hinsichtlich der Zusammensetzung der menschlichen Darmbakterien 

durchgeführt wurden. Mit der Zeit entwickelte sich eine Evidenz, dass einige 

Krankheiten wie Arteriosklerose, Diabetes und kardiovaskuläre Erkrankungen durch 

die Mikrobiota beeinflusst werden (172, 173). Somit sind einige strukturelle 

Zusammenhänge untersucht worden und auch wissenschaftliche belegt. 

Diese Arbeit beschreibt eine Mikrobiota-Abhängigkeit von Transkripten in 

Leberendothelzellen der Maus. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden 

gnotobiotische Mausmodelle verwendet. Da keimfreie Tiere, frei von der Besiedlung 

jeglicher Art an Mikroorganismen sind (174), eignen sich diese hervorragend für die in 

dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen. Eine Behandlung von CONV-R 

Mäusen mit Antibiotika erreicht eine annähernde Reduzierung der Mikroorganismen 

im Darm, ist jedoch kein vergleichendes Mausmodell in Bezug auf die keimfreie 

Tierhaltung (175). In einem ersten Schritt wurde eine geeignete Methode zur Isolation 

sinusoidaler Leberendothelzellen der Maus etabliert. Das Leber Dissoziation Kit der 

Firma Miltenyi mit anschließendem FACS Sorting hat den besonderen Vorteil, dass 

eine sehr hohe Ausbeute an sinusoidalen Leberendothelzellen erzielt wurde. Die gute 

Reproduzierbarkeit lag im Fokus. 
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Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Wirkung des Mikrobioms auf die mRNA-

Expression der Leberendothelzellen.  

Die enthaltenen RNA-Sequenzierungsdaten (Illunmina HiSeq 4000-Sequenzierers) 

der Leberendothelzellen zeigen einen deutlichen Unterschied zwischen keimfreien 

und konventionell aufgewachsenen Mäusen. Bei der durchgeführten RNA-

Sequenzierung des Transkriptoms isolierter sinusoidaler Leberendothelzellen ist 

anhand des Mappings von Reads ein großer Datensatz von hoch- und 

herunterregulierten Genen entstanden. Diese wurde zunächst durch Bioinformatische 

Programme aufgearbeitet und nach Ihrer Signifikanz sortiert. In der 

Hauptkomponentenanalyse (Abbildung 8) des Vergleichs keimfreie Mäuse gegen 

konventionell aufgewachsenen Mäuse ist ein deutliches Clustern der einzelnen 

Leberproben aus den beiden Gruppen zu sehen. Nachdem die Verteilung der 

einzelnen Proben bestimmt wurde, wurde in einer weiteren Analyse nach den im 

sinusoidalen Leberendothel differenziell exprimierten Genen im Vergleich keimfreier 

Mäuse gegen konventionell aufgewachsener Mäuse gesucht. In Abbildung 9 werden 

diese Daten in einem Volcano Plot gezeigt. Hierbei sind 7-mal so viele Gene im 

hochregulierten Bereich von GF Mäusen identifiziert worden als im Vergleich zum 

herunterregulierten Bereich. Dies wird auch in der Heatmap deutlich. Die in der 

Heatmap (Abbildung 10) dargestellten Gene zeigen die Top-50 an hoch- und 

herunterregulierten Genen im Vergleich keimfreier Mäuse zu konventionell 

aufgewachsenen Mäusen. Wie schon im Vulkan Plot zu sehen, ist auch in der 

Heatmap, der größere Teil an hochregulierten Genen, in den keimfreien Mäusen zu 

finden. Um anschließend eine Aussage über den Einfluss der Mikrobiota auf das 

Leberendothel zu treffen, wurden die einzelnen Gene über Plattform GeneCards (103) 



6 Diskussion 

93 

genauer auf dessen Funktion und deren Endothel spezifischen Eigenschaft untersucht 

(Tabelle 18 + 19).  

Zu Beginn der 60er-Jahre war die cholesterinsenkende Funktion der Darmmikrobiota 

in der Leber bekannt (104), jedoch hängt diese Funktion weitestgehend von der 

Ausscheidung ab, die durch mikrobielle Biohydrierung zu hydrophilem Coprostanol 

verursacht wird (105). Die cholesterinsenkende Funktion wird vor allem durch Spezies 

der Laktobazillen verursacht und unterstützt die enzymatische Verstoffwechslung der 

Gallensäure (176, 177). Die in der Leber stattfindende zelluläre Regulation des 

endothelialen Cholesterinflusses ist zum aktuellen Zeitpunkt ungelöst. In dieser Arbeit 

wurden aufgrund der Literatur mehrere Gene identifiziert, die einen Einfluss auf die 

Regulation des Cholesterins haben (106-108, 110, 126-129). Diese Gene sind in 

Leberendothelzellen von keimfreien Mäusen im Vergleich zu konventionell 

aufgewachsenen Mäusen hochreguliert (Abbildung 18). In einer früheren Studie 

wurde die Regulation des Na+-abhängigen Gallensäuretransporters solute carrier 

family 10 member 6 (Slc10a6) über die Aktivierung durch LPS in Abhängigkeit des 

Kernrezeptors FXR und dem Retinoid-X-Rezeptor gezeigt (107, 178). In dieser Arbeit 

dagegen wurde eine erhöhte Expression von Slc10a6 in keimfreien Mäusen gefunden. 

In der Veröffentlichung von Kiouptsi et al. (109) wurde ein erhöhter Lipoproteinspiegel 

im Plasma bei keimfreien Mäusen nachgewiesen, die mit einer Chow Diät gefüttert 

wurden. Die Expression von Tsc22d1, welches ein entscheidender 

Transkriptionsfaktor bei der Bildung von Lipoproteinen ist (108), war im Leberendothel 

von keimfreien Mäusen erhöht. Ebenso war das Transkript der Lipase A, welches 

Cholesterylester und Triglyceride im Lysosom hydrolysiert, in keimfreien Mäusen 

hochreguliert. Lipase A spielt unter anderem eine wichtige Rolle als Regulator des 

mTOR Signalwegs und der Endothelbarriere (110, 179). 
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Bei der durchgeführten Transkriptomanalyse wurden ein Signalweg identifiziert, bei 

dem es sich um die endogene Synthese von Sphinhosin-1-Phosphat (S1P) handelt. 

S1P ist ein Lipidmediator, der bei der Verstoffwechselung von Sphingomyelin gebildet 

wird (180). Bei der Klasse der Vertebraten wird der S1P in die extrazelluläre 

Umgebung sezerniert und besitzt eine G-Protein-gekoppelte Signalkaskade, um die 

Zell-Zell – und Zell-Matrix-Adhäsion zu regulieren (181). Diese Regulierung beeinflusst 

die Zellmigration, Differenzierung und das Überleben der Zelle. Die Expression und 

Lokalisierung von S1P-Rezeptor wird dynamisch reguliert und steuert die 

Gefäßentwicklung, Gefäßstabilität und den Transport von Immunzellen(182) (180). 

Zudem werden entscheidende Prozesse durch den S1P Stoffwechsel wie die 

Embryogenese, Angiogense (183) oder Neurogenese (184) reguliert. In den 

Endothelzelle hat der Sphingosin Metabolismus einen großen Einfluss auf die 

Aufrechterhaltung der endothelialen Zellbarriere (185). Der S1P-Syntheseweg ist im 

Leberendothel von keimfreien Mäusen hochreguliert (Abbildung 10, Tabelle 18). 

Folgende Enzyme sind Schlüsselenzyme des Sphingomyelin Signalwegs. Bei der 

Sphingomyelinsynthase-1 (Sgms1) handelt es sich um ein Enzym, welches die 

Umwandlung von Sphingomyelin zu Ceramid katalysiert. Ein weiteres Schlüsselenzym 

ist die alkalische Ceramidase (Acer2), welches Ceramid in den signalaktiven 

Metaboliten S1P (Sphingosin-1-Phosphat) spaltet. Der signalaktive Metabolit S1P wird 

durch die ATP Binding Cassette Superfamily 6 Member-2 (Abcg2) zum G-Protein 

gekoppelten Rezeptor S1pr1 transportiert (Abbildung 28).  
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Abbildung 28 Signalweg des Sphingomyelin. Der Sphingomyelin Metabolismus ist in den 

hepatischen Endothelzellen von GF Mäusen im Vergleich zu CONV-R Mäusen hochreguliert. Hierbei 

wird Sphingomyelin über Sgms1 zu Ceramid verstoffwechselt, um anschließend über Acer2 zu 

Sphingosin katalysiert zu werden. Über die Enzyme Sphk1 und Sphk2 wird aus Sphingosin, Sphingosin-

1-Phosphat gebildet, welches anschließend über Abc2 zu dem Sphingosin-1-Phosphat Rezeptor 

(S1PR) verstoffwechselt wird. 

Folgende Enzyme Sgms1, Acer2, Abc2 und S1pr1, die am Sphingomyelin 

Metabolismus beteiligt sind, sind in keimfreien Mäusen hochreguliert. Dies zeigt, dass 

dieser Signalweg durch das Vorhandensein der Mikrobiota erfolgreich unterdrückt 

wird. Untersuchungen zeigen jedoch auch, dass bestimmte Bakterien die Fähigkeit 

besitzen aus Serinpalmitoyltransferase eigene Sphingolipide herzustellen, die vom 

Wirt aufgenommen werden und eine inhibitorische Wirkung auf den Wirts eigenen 

Lipidstoffwechsel haben (186, 187).  
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Bei dem S1P-Signalweg handelt es sich um einen zentralen Regulationsweg der 

Gefäßfunktion und ist maßgeblich an der Proliferation des Endothels, der Zellmigration 

(111), der Angiogense (112), des Zellzyklus (113) und der Entzündungshemmung 

beteiligt. Somit gewährleistet der Sphingosin-1-Phosphat Weg die Kontrolle der 

Endothelbarriere (114, 115). Die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse, der 

Hochregulation des S1P-Signalweges im Leberendothel von keimfreien Mäusen, lässt 

sich mit einer von Johnson et al. (186) durchgeführten Metabolomics Studie verbinden. 

Diese konnten ebenfalls zeigen, dass der Bakterienstamm Bacteroides, ein 

Hauptphylum der Darmmikrobiota von Säugetieren eine entscheidende Quelle für 

Sphingolipide ist. Diese abgegebenen Sphingolipide werden über die Pfortader im 

ganzen Wirt verteilt und haben abhängig von der mikrobiellen Palmitoyltransferase 

einen Einfluss auf die Ceramid – und den Sphingomyelinspiegel. 

Die erhaltenen Daten aus der Untersuchung lassen darauf hindeuten, dass in 

Abwesenheit der Mikrobiota der Wirt eine kompensatorische Fähigkeit besitzt zur 

endogenen Sphingosinsynthese durch das Leberendothel, um die S1P-

Signalübertragung aufrechtzuerhalten (186). Von der Mikrobiota abgeleitete 

Sphingolipide besitzen eine immunologische Eigenschaft. Dies wurde in der Arbeit von 

Wieland Brown et al. beschrieben, bei dem das Glykosphiongolipid Galactosylceramid, 

welches von Bacteroides fragilis produziert wird, als Agonist gegen CD1B-natürliche 

Killer Zellen (iNKT) wirkt (188). 

Die Transkriptomanalyse von keimfreien und konventionell aufgewachsenen Mäusen 

zeigt eindeutig, dass die Endothelzellen der Leber ein wichtiger Ort für die Wirkung der 

Mikrobiota auf den Sphingosin Metabolismus als auch auf andere wichtige 

Stoffwechselprozesse wie z.B.: den Cholseterinmetabolismus, den Gallen-

säurestoffwechsel oder die Angiogenese, besitzen. Die Darmmikrobiota haben einen 
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großen Einfluss auf den Sphingosin Metabolismus als auch signalrelevante Quellen 

(186, 188) durch die Regulierung bestimmter Schlüsselfunktionen in deren Expression. 

Somit ist es von zentraler Bedeutung, die Wechselwirkung zwischen Wirt und 

Mikrobiota hinsichtlich der Physiologie in unterschiedlichen Gefäßsystemen zu 

untersuchen und zu beschreiben. Die genannte Verbindung zwischen Mikrobiota und 

der Leberendothelzellfunktion ist von enormer translationaler Bedeutung, da der S1P-

Signalweg die Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen und die Gefäßthrombose 

beeinflusst (189). Pathophysiologisch stehen einige Lebererkrankungen mit dem 

Darmmikrobiom in Verbindung. Hier ist die Dysbiose bei der nichtalkoholischen 

Fettlebererkrankung (NAFLD) zu nennen, bei der es sich um eine weitverbreitete 

Erkrankung in der Leberpathologie handelt (190). Menschen, die an einer NAFLD 

leiden bzw. erkrankt sind, zeigen, dass zum einen die Ernährung als auch das tägliche 

Bewegen eine tiefgreifende Auswirkung auf die Zusammensetzung des 

Darmmikrobioms besitzt (191, 192). Der Einfluss des Darmmikrobioms auf das 

Leberendothel wurde in Krankheitsmodellen wie Leberzirrhose, Hypertonie und 

Fettlebererkrankungen noch nicht hinreichend untersucht und bietet neue 

Forschungsschwerpunkte. Außerdem bildet der natürliche Alterungsprozess weitere 

potenzielle Untersuchungsmöglichkeiten, da dies in Zusammenhang mit der Störung 

des Lipidstoffwechsels oder Krankheiten wie Arteriosklerose steht (193). Gerade 

hinsichtlich der Erforschung solcher Krankheiten werden die Signaturen des 

Darmmikrobioms als Biomarker genutzt (194). Die Verbindung des Mikrobioms und 

der Leberendothelzellen, die in dieser Arbeit untersucht wurden, zeigen eine etablierte 

Rolle in der Regulierung des angeborenen Immunsystems und sind die Grundlage für 

zukünftige Untersuchungen (195). Perspektivisch zeigt die Erkenntnis aus dieser 

Arbeit, der Einwirkung der Mikrobiota auf das Leberendothel, dass Erkrankungen wie 

Leberzirrhose, portale Hypertonie oder NAFDL begründet sind. Gerade ein 
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funktioneller Zusammenhang hinsichtlich des natürlichen Alterungsprozesses muss 

weiter untersucht werden. Es ist bekannt, dass das Altern einen Einfluss auf das 

Leberendothel hat und dadurch ein Treiber für gestörte Stoffwechselprozesse ist.



7 Fazit 

99 

7 Fazit 
Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses der intestinalen Mikrobiota 

auf die Endothelzellen in der Leber. Für die gezeigten Experimente wurde das 

gnotobiotische Tiermodell verwendet. Hierbei handelte es sich um keimfreie C57BL/6J 

Mäuse, die frei von jeglicher Art an Mikroorganismen gewesen sind. Im Vergleich zu 

den keimfreien Mäusen standen Mäuse, die konventionell aufgewachsen sind und eine 

Besiedlung mit Mikroorganismen besaßen.  

Der Einfluss der Mikrobiota auf das Leberendothel sollte auf Transkriptomebene 

untersucht werden. Dabei wurden den Mäusen die Leber entnommen, Endothelzellen 

über CD146+ MACS isoliert, über das FACS (CD31/CD105/CD146) sortiert, aus den 

sortierten Zellen RNA isoliert, um anschließend eine RNA-Sequenzierung 

durchzuführen. Bei den erhaltenen Datenmengen und der bioinformatischen 

Auswertung der einzelnen Transkripte wurden zwei Signalwege identifiziert, die 

Mikrobiota-abhängig reguliert sind. Dabei handelt es sich um den Gallensäure- und 

Cholesterin Metabolismus und zum anderen um den Sphingosin Metabolismus, 

welche in keimfreien Mäusen hochreguliert sind. 

Die erhaltenen Erkenntnisse aus der RNA-Sequenzierung wurden über die 

quantitative PCR weiter untersucht und validiert. Hierbei wurden erneut aus C57BL/6J 

Mäusen die Leber entnommen, Endothelzellen über CD146+ MACS isoliert, RNA aus 

den gewonnenen Leberendothelzellen isoliert, um anschließend über cDNA die 

einzelnen Transkripte aus der RNA-Sequenzierung in der mRNA Expression mittels 

quantitativer PCR zu untersuchen. In dieser Untersuchung zeigt sich ebenfalls eine 

Hochregulation der einzelnen Transkripte für den Gallensäure- und Cholesterin 

Metabolismus sowie für den Sphingosin Metabolismus in den Leberendothelzellen von 

keimfreien Mäusen. Weitere Untersuchungen wie der Einfluss verschiedener, 
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definierter Bakterienspezies auf den Gallensäuren und Cholesterin Metabolismus und 

den Sphingosin Metabolismus zeigten in Leberendothelzellen keinen signifikanten 

Unterschied zwischen keimfreien und konventionell aufgewachsenen Mäusen. 

Die durchgeführten Untersuchungen und Analysen zeigen deutlich, dass die 

Mikrobiota einen essenziellen Einfluss auf das hepatische Leberendothel besitzt. 

Weitere Faktoren wie der Einfluss bestimmter Diäten (fettreiche-Diät) oder der Einfluss 

des natürlichen Alterungsprozesses stehen in Zusammenhang mit der Mikrobiota und 

könnten somit auf veränderte Stoffwechselwege in den Leberendothelzellen 

untersucht werden.  
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