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Thesen

1.

Der Begriff ,Kurzdarmsyndrom® (KDS) beschreibt die Unfahigkeit des Darms, bei nor-
maler Erndhrung genltgend Energie, Nahrstoffe, Proteine und FlUssigkeit zu absorbie-
ren. Dabei kann es zum Darmversagen kommen, wenn die Resorptionskapazitat so-
weit einschrankt ist, dass die physiologischen Korperfunktionen nicht mehr aufrecht-

erhalten werden konnen.

Eine der Hauptursachen fir die Entstehung eines KDS sind multiple Resektionen bei
Morbus Crohn.

NOD2 ist ein Rezeptor fur die Erkennung von bakteriellen Zellwandbestandteilen.
NOD2 wird vor allem in Monozyten und Makrophagen, aber auch in intestinalen Epithel-
zellen, wie z. B. Panethzellen exprimiert. Polymorphismen des NOD2 Gens treten ge-

hauft bei Patienten mit Morbus Crohn auf.

Darlber hinaus werden NOD2 Mutationen mit der Entwicklung eines Darmversagens
und einem komplikativeren Verlauf des KDS assoziiert. Dieser Zusammenhang besteht
offenbar unabhangig davon, ob der Patient als Grunderkrankung Morbus Crohn auf-
weist. Ob NOD2 Mutationen einen initial komplikativeren Verlauf (durch vermehrte pe-
rioperative Komplikationen) begtinstigen oder die Adaptation negativ beeinflussen, ist

bislang unklar und wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Durch eine 40%ige lleozdkalresektion (ICR) kann in Mausen ein experimentelles KDS
induziert werden, das klinisch mit einer anhaltenden Gewichtsreduktion und Durchfal-

len einhergeht.

Der Einfluss der Nod2-Defizienz auf den klinischen Verlauf des KDS, die morphologi-
sche Adaptation des Darms und die Expression von lonentransportproteinen wurde in
Wildtyp (WT) und Nod2 knockout (Nod2 KO) Mausen nach einer 40%igen ICR vergli-

chen.

Wohlbefinden, Kérpergewicht und Stuhlkonsistenz von Mausen waren nach ICR ver-
mindert. Nod2 KO ICR Mause hatten in der frihen Phase (d 2-4) nach Operation ein
signifikant schlechteres Wohlbefinden als WT ICR Mause. Gewichtsabnahme und
Stuhlkonsistenz waren zwischen WT ICR und Nod2 KO ICR Mé&usen nicht signifikant
unterschiedlich, wenngleich Nod2 KO Mause in der spaten Phase der Adaptation ten-

denziell mehr Kérpergewicht abnahmen.



8.

10.

Im Zuge der histomorphologischen Adaptation kam es zu einer Erhéhung der Villus-

lange und zu einer Vertiefung der Krypten sowohl in WT als auch in Nod2 KO Mausen.

Nach einer ICR veranderte sich die mRNA-Expression von DRA in beiden Mausgrup-
pen nicht signifikant. Die Expression von NHE3 und CFTR war im adaptierten Epithel
von WT und Nod2 KO Mausen gleichermallen erhoht. Das antimikrobielle Peptid
Lysozym wurde unabhangig vom Genotyp exprimiert und war nach Resektion transient

vermindert.

Mause mit Nod2-Defizienz hatten nach ICR ein schlechteres klinisches Outcome. His-
tomorphologische Adaptation und lonentransport waren unter Kurzdarmbedingungen
nicht abhangig vom Nod2 Status. Um die Rolle des NOD2 Rezeptors flr die Pathoge-
nese des Kurzdarmsyndroms zu verstehen, sollten Mechanismen der funktionellen
Adaptation und Veranderungen des Mikrobioms nach umfangreicher Darmresektion

adressiert werden.
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Abkurzungen

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat

CARD Caspase activation and recruitment-domain

CFTR Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

cGMP Cyclisches Guanosinmonophosphat

DNA Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid)

DRA Downregulated in adenoma

ENaC Epithelial Na* channel

GLP-1 Glucagon-like Peptide 1

H.E. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

ICR lleozokalresektion (lleocecal resection)

KDS Kurzdarmsyndrom

KG Korpergewicht

LRR Leucin-rich repeat

MAMPs Microbe-associated molecular patterns

MDP Muramyl-Dipeptid

NFkB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NHE3 Na*/H*-exchanger 3

NHERF N*/H*-exchanger regulatory factor

NLR Nucleotide-b.in'ding oligpmerization domain, leucine-rich repeat
(LRR)-containing protein

Nod2 Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2

Nod2 KO Nod2 knockout

p. O. Postoperativ

PAMPs Pathogen-associated molecular patterns

Pat1 Proton-coupled amino acid transporter 1

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

PKA Proteinkinase A

RNA Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

S. C. Subkutan

SGLT Sodium-glucose linked transporter

WT Wildtyp
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1. Einleitung

1.1 lonentransportprozesse im Darm

Der Darm erflllt vielfaltige Aufgaben, darunter die lebensnotwendige Resorption von Nahr-
und Mineralstoffen, sowie Wasser. Den menschlichen Darm durchlaufen taglich etwa 8-10 |
Flussigkeit zur Erhaltung der physiologischen Funktionen. Dazu kommen etwa 2 | aus der
Nahrung. Der grofdte Anteil (95 %) wird im Dinndarm, weitere 4 % im Dickdarm ruckresorbiert.
Nur etwa 1 % werden Gber Urin und Stuhl ausgeschieden. Um diese Mechanismen zu ermdg-
lichen, ist ein aktiver Transport vor allem von Na* und CI notwendig, damit Wasser passiv
folgen kann. Dieser lonentransport erfolgt auf 4 Hauptwegen [1], die bei Stérungen erhebliche

Auswirkungen auf den Organismus haben kdnnen.

Im distalen Kolon erfolgt die elekirogene Na* Absorption hauptsachlich tGber den epithelialen
Na*® Kanal ENaC (epithelial Na* chanel) [1]. Da im Kolon ein hohes negatives Membranpoten-
tial vorherrscht (-20 mV), ist ein Na* Transport gegen den Konzentrationsgradienten in die Mu-

kosazellen moglich [2].

Der zweite wichtige Weg ist die Nahrstoff-gekoppelte Na* Aufnahme. Hierbei wird Na*
transepithelial mit z. B. Glukose (SGLT Transporter [3]) oder Aminosauren [1] resorbiert. Dies
erzeugt ein luminal negatives Potential, das die parazellulare Aufnahme von Cl-und FlUssigkeit

ermdglicht [1].

Zusatzlich zu diesen transepithelialen Stromen findet eine basale Absorption von Na* und CI
statt, die nicht an Nahrstoffe gebunden ist [1]. Dies wird als elektroneutrale NaCl-Absorption
bezeichnet und geschieht vor allem tber Na*/H* (NHE3, Na*/H*-exchanger 3) und CI/HCO3
(DRA, Downregulated in adenoma) Austauscher, die im Folgenden noch naher beschrieben

werden [1].

Die elektrogene CI-Sekretion findet vorwiegend uber CFTR (Cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) statt [1]. Nach Stimulation der Mukosa fihrt ein Anstieg von cAMP
(cyclisches Adenosinmonophosphat), Ca** oder cGMP (cyclisches Guanosinmonophosphat)
zur aktiven CI-Sekretion [4]. Das resultierende negative Membranpotential fihrt zum parazel-

luléren Transport von Na* [4].

Die Transportprozesse Uber DRA, NHE3, sowie CFTR stehen in dieser Arbeit besonders im

Fokus und werden im Folgenden naher erlautert.



1.1.1 Downregulated in adenoma (DRA)

Downregulated in adenoma (DRA) ist der dominante Cl/ HCOs  Austauscher des Darms und
zusammen mit NHES3 fiir die elektroneutrale NaCl Absorption im Dinndarm zustandig [5]. DRA
kann CI- sowohl mit HCOj3™ als auch mit OH- austauschen. Uber DRA findet zum einen eine
basale HCO3s Sekretion statt, aulRerdem gibt es eine cAMP-induzierte, die etwa 50% aus-
macht. DRA wird als ein Mitglied der Anionenaustauscher-Familie, in der es neun weitere Mit-
glieder gibt, Uber das SLC26A3 Gen kodiert [6].

DRA tragt seinen Namen, da bei seiner Entdeckung im Kolon auffiel, dass es in dortigen Ade-
nomen weniger exprimiert war. Spater wurde jedoch entdeckt, dass eine Expression vom Du-
odenum bis ins Kolon vorhanden ist, wobei die Menge nach distal, sowie von der Spitze der

Zotten bis in die Tiefe der Krypten zunimmt [7-9].

Bei Mutationen von DRA liegt eine kongenitale CI- Diarrh6 vor, eine autosomal rezessiv ver-
erbbare Erkrankung. Es kommt lebenslang zu stark CI- haltigen Durchfallen, die eine Alkalose
des Korpers zur Folge haben [10, 11]. Dies unterstreicht, dass der Transporter DRA eine wich-
tige Rolle in der Homdostase des Korpers einnimmt und bei Fehlfunktionen relevante Auswir-

kungen auf den gesamten Organismus auftreten.

1.1.2 Na*/H*-exchanger 3 (NHE3)

Der Na*/H*-exchanger 3 (NHE3) ist ein Na*/H* Austauscher, der Uber das Gen SLC9A3 kodiert
wird. Der Transporter bewirkt eine Na* Absorption und ist apikal im Blrstensaum des Darms
lokalisiert [1]. Zudem wird NHE3 in der Niere im proximalen Tubulus und im absteigenden Teil

der Henle Schleife exprimiert [12].

Bei einer NHE3-Defizienz werden Diarrhd, eine leichte Azidose, Hypotonie, sowie Zunahme
von Gewicht und GréRe der Darmabschnitte beschrieben. Auch der Flussigkeitsstrom im pro-
ximalen Tubulus lasst, ebenso wie die HCO3™ Resorption, nach [13]. Im Jejunum findet weniger
Na* Absorption statt [14], da die Aktivitat apikaler Na*/H* Austauscher dort sinkt [15]. Bei
Schultheis et al. [13] wird zudem eine Hochregulation des ENaC und der H*/K* ATPase be-
schrieben, die den Ausfall von NHE3 kompensieren kdnnen. Diese Beobachtungen zeigen,
dass auch NHES3 eine wichtige Funktion der Homdostase des Korpers erfullt und zudem mit

anderen Transportern vernetzt ist, um Stérungen mdéglichst ausgleichen zu kénnen.

1.1.3 Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)
Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) ist ein CI- Kanal, der besonders

an der Oberflache von Epithelzellen, z. B. im Darm und in den Atemwegen, exprimiert ist. In
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der Epithelzelle herrscht ein negatives elektrisches Potential, das die treibende Kraft fur die CI-
Sekretion darstellt [1]. Diese Sekretion bewirkt wiederum eine negatives Lumenpotential, auf
Grund dessen eine parazellulare Na* Sekretion stattfindet. Der Prozess wird als elektrogene

CI- Sekretion bezeichnet und bewirkt gleichzeitig den Flussigkeitstransport in das Darmlumen

[1].

Ein wichtiges Krankheitsbild der CFTR Mutation ist die Mukoviszidose/ Zystische Fibrose. Ne-
ben der in Deutschland haufigsten Mutation AF508 (etwa 72 %) gibt es viele andere Polymor-
phismen, die alle zu unterschiedlich starker Auspragung der Symptome fihren [16, 17]. Kli-
nisch imponiert ein zahflissiges Sekret in verschiedenen Organsystemen wie Lunge und Pan-
kreas. Es resultiert daher, dass CI" nur noch unzureichend Uber CFTR sekretiert wird und mehr
Na* in der Zelle verbleibt. Darliber wird auch mehr Wasser in die Zelle gezogen, welches fiir
die Verflissigung des Sekretes im Lumen fehlt. In der Lunge hat dies eine herabgesetzte mu-
koziliare Clearance zur Folge [17, 18]. Schadstoffe, Erreger und feine Partikel kdnnen nicht
adaquat aus der Lunge abtransportiert werden und flihren zu schweren Infektionen. Im Pan-
kreas steht das verdickte Sekret mit den enthaltenen Enzymen nur noch unzureichend fir
Verdauungsvorgange zur Verfugung [17, 18]. Es kommt zu Maldigestion und Mangelernah-
rung und in einigen Fallen zum kompletten Untergang des Pankreasgewebes. Auch der Stuhl
enthalt wenig Wasser, was zu erschwerter Darmpassage und mdoglichem Darmverschluss
(mechanischer lleus) fuhren kann [17, 18]. Bei Fehlfunktionen von CFTR werden somit gra-

vierende Veranderungen der normalen physiologischen Funktionen des Kdrpers beobachtet.

1.2 Kurzdarmsyndrom

1.2.1 Definition/ Epidemiologie

Der erwachsene Mensch besitzt etwa 4 m Dinndarm, sowie etwa 80 cm Dickdarm. Nicht im-
mer steht jedoch der Darm in seiner gesamten Lange zur Verfligung, um die zur Lebenserhal-
tung notwendigen Nahrstoffe zu absorbieren. Ursache kann ein Kurzdarmsyndrom (KDS) sein,
das in Europa mit einer Inzidenz von etwa 2-3/ 1 Mio./ Jahr auftritt [19]. Als KDS wird die Un-
fahigkeit des Darms beschrieben, bei normaler Ernahrung genitigend Energie, Nahrstoffe, Pro-
teine, Mikronahrstoffe und Flissigkeit zu absorbieren, um physiologische Funktionen des Kor-

pers aufrechtzuerhalten [20].

Die Einteilung des KDS bezieht sich auf die Anatomie des residualen Darms: Als Typ | (14 %)
wird die Endenterostomie bezeichnet, als Typ Il (63 %) die jejunokolische Anastomose und als
Typ Il (23 %) die jejunoileokolische Anastomose [20, 21]. Je weiter proximal die Anastomose
liegt, bzw. je mehr Darm entfernt wurde, desto schlechter ist die Adaptationsfahigkeit des

Darms. Bei Entfernung des lleums kann eine suffiziente Vitamin B12 Aufnahme nicht
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gewahrleistet werden, sodass unter anderem mit Blutbildungsstérungen gerechnet werden
muss [19, 22]. Auch Gallensauren werden im lleum rickresorbiert. Es kann bei Fehlen des
lleums zu vorzeitigem Ausscheiden der Gallensauren kommen, was volumindse Fettstiihle
(Steatorrhd) zur Folge hat, da die Fette nicht durch Gallensduren emulgiert werden kdénnen
und daher nicht aufgespaltet werden [19, 22]. Somit sind sie fir den Kérper nicht resorbierbar
und dies fuhrt wiederum zu schweren Mangelerscheinungen. Eine andere Komplikation der
fehlenden Riickresorption von Gallensauren kann die chologene Diarrhd sein. Gallensauren,
die in das Kolon gelangen, binden aufgrund ihrer osmotischen Wirksamkeit grole Mengen an

Wasser und es kommt zu Durchfallen (Gallensaureverlust-Syndrom) [19, 22].

1.2.2 Ursachen flr die Entstehung eines Kurzdarmsyndroms

Das KDS kann verschiedene Ursachen haben. Zum einen existiert die intrinsische Form bei
angeborener Darmatresie. Zudem gibt es ein funktionelles KDS, das eine Malabsorption bei
normaler Darmlange beschreibt. Ursachen hierfur kdnnen Pseudoobstruktionen, refraktare
Sprue, Strahlenenteritis oder kongenitale Villusatrophie sein. Meist wird ein KDS aber als Re-
siduum des Darms nach ausgedehnter Resektion aufgefasst [23]. Eine haufige Indikation hier-
fur ist Morbus Crohn (M. Crohn) [24]. Der M. Crohn ist eine transmurale, diskontinuierlich und
segmental auftretende Entziindung des gesamten Gastrointestinaltraktes, die schubweise ver-
lauft. Haufigste Lokalisationen sind das terminale lleum und das proximale Kolon [25]. Bei
schweren Komplikationen ist eine operative Therapie teils unvermeidbar. Dabei wird haufig
eine lleozokalresektion (ICR) vorgenommen [26]. Der restliche Darm wurde, auf die Lange
bezogen, reichen, um genug Nahrstoffe aufzunehmen, ist aber bei M. Crohn meist wegen der
Entziindung nicht in ausreichendem Maf3e dazu fahig. Es liegt dann ein kombiniertes funktio-
nelles und residuales KDS vor [24]. In den Experimenten zu dieser Arbeit wurde im Mausmo-

dell ein KDS durch eine operative ICR erzeugt.

1.2.3 Adaptation beim Kurzdarmsyndrom

Das KDS verlauft in drei Phasen: zunachst kommt es zur hypersekretorischen Phase, der die
Adaptationsphase folgt. Nach einiger Zeit folgt die chronisch adaptierte, stabile Phase [22].
Adaptation ist der physiologische Prozess, die Funktion und Struktur des enthommenen

Darms zu kompensieren, um die Verdauungs- und Absorptionsfunktion zu gewahrleisten.

1.2.4 Mechanismen der Adaptation (Morphologische und funktionelle Adaptation)
Diese oben geschriebene Adaptation an eine Kurzdarmsituation kann tUber mehrere Wege

erfolgen. Zum einen kann eine morphologische Adaptation beobachtet werden, die eine
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Verlangerung von Zotten und Vertiefung von Krypten beinhaltet [27]. Einige Arbeitsgruppen
beobachteten zudem Mechanismen der funktionellen Adaptation im Sinne einer erhéhten

Transporter Expression oder Aktivitat [28—31].

1.2.5 Therapieoptionen des Darmversagens/ Kurzdarmsyndroms

Die Therapie des KDS beinhaltet verschiedene Ansatzpunkte. Primar wird eine parenterale
Ernahrung vorgenommen, die die Versorgung mit Nahrstoffen, Elektrolyten und Flissigkeit
gewabhrleisten soll [20]. In der Phase der Adaptation ist es wichtig, orale Ernahrung einzuflih-
ren, um die Resorptionsfahigkeit des Darms zu férdern [20, 32]. Bei guter Adaptation, die eine
stabile Phase erreicht, reicht es meist, einige Nahrstoffe zusatzlich zur oralen Ernahrung ein-
zunehmen, um eine optimale Versorgung des Korpers zu gewahrleisten [20]. Dazu gehoren
unter anderem kurzkettige Fettsauren, Zink, fettldsliche Vitamine und Vitamin B12 [22, 32]. In
der friihen Phase kann auch mit Antidiarrhoika (Codein, Loperamid) die Darmmotilitat herab-
gesetzt werden. Auch eine antisekretorische Therapie (H2 Blocker und Protonenpumpeninhi-
bitoren) wird in den ersten 6 Monaten eingesetzt. Bei refraktdrem Fllssigkeitsverlust kommen
Somatostatin-Analoga (Octreotid) zum Einsatz [22]. Es besteht jedoch auch das Risiko des
Darmversagens, das besonders bei Typ 1 des KDS (Endenterostomie) erhéht ist, und vorliegt,
wenn die intestinale Adaptation ungentgend erfolgt ist [20, 32] und der Koérper in der Folge
nicht mehr adaquat versorgt wird. Dann ist eine parenterale Erndhrung lebenslang notwendig
und kann bei Versagen die Darmtransplantation unersetzlich machen [20, 33]. Das GLP-2-
Analogon Teduglutid kann bei KDS die Abhangigkeit von der parenteralen Ernahrung verrin-
gern und ist in der dritten Phase der Adaptation zugelassen, in der es die Absorption von
Nahrstoffen und Flussigkeiten verbessert [22]. Es ist von besonderer Bedeutung, Risikopati-
enten des Darmversagens frih zu erkennen und gezielt praventive MalRnahmen zu ergreifen,
sowie zu therapieren. Ein Fokus liegt dabei auf dem Nod2 Gen, das im Folgenden beschrieben
wird [34].

1.3 NOD2 als genetischer Risikofaktor fur das Darmversagen

NOD?2 ist ein Rezeptor fur die Erkennung von bakteriellen Zellwandbestandteilen. Er gehort
zur Familie der NLR-Proteine (Nucleotide-binding oligomerization domain, leucine-rich repeat-
containing protein), die intrazellular PAMPs oder MAMPs (pathogen/microbe-associated
molecular patterns) erkennen. NOD2 erkennt dabei spezifisch Muramyl-Dipeptide (MDP), wel-
che ein Bestandteil von Peptidoglykanen der bakteriellen Zellwand sind [35]. NOD2 wird vor
allem in Monozyten und Makrophagen [36], aber auch in intestinalen Epithelzellen, wie z. B.

Panethzellen exprimiert [37].



NOD2 besteht aus drei verschiedenen Domanen. C-terminal befindet sich die LRR (Leucin-
rich repeat) -Domane, welche fir die Erkennung von MDP verantwortlich ist. Zentral liegt die
NOD-Domane, in der eine Oligomerisierung nach Aktivierung stattfindet. Dies ist notwendig
fur die Interaktion mit den zwei CARD-Regionen (Caspase activation and recruitment-domain),
die sich n-terminal befinden. Nach Aktivierung durch MDP unterliegen diese Regionen struk-
turellen Veranderungen und erméglichen somit die nachfolgende Signalkette [35]. Diese Sig-
nalkette beinhaltet die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB, sowie weiterer proin-

flammatorischer Zytokine die dann die Abwehrreaktion einleiten [35, 38, 39].

Mutationen im NODZ2 Gen haben klinische Relevanz. Zum einem wurden drei Polymorphismen
im NOD2 Gen (Arg702Trp, Gly908Arg und Leu1007fsinsCys) mit einer hdheren Suszeptibilitat
fur M. Crohn assoziiert. [35, 36, 38, 40]. Zudem zeigten Daten aus der eigenen Arbeitsgruppe,
dass bei NOD2 Mutationen auch unabhangig von M. Crohn, eine héhere Rate an Darmversa-
gen bei KDS Patienten besteht [34]. Da kein anderer Zusammenhang mit den Crohn-assozi-
ierten Polymorphismen im Interleukin 23-Rezeptor, sowie im Autophagy-related protein 16 L1
gefunden wurde [34], flhrt dies zur Vermutung, dass NOD2 Mutationen einen spezifischen

Effekt auf Krankheitsverlauf und Komplikationen haben.

Weiterhin steht NOD2 im Zusammenhang mit der mukosalen Abwehr des Darms. Der Rezep-
tor wird hier in spezialisierten Epithelzellen, den Panethzellen exprimiert. Panethzellen sind
merokrine Drisenzellen, die unter anderem Lysozym, Defensine, Peptidasen und Laktoferrin
sekretieren und damit wichtig fir die lokale, intestinale Immunabwehr sind [41]. Kobayashi et
al. [42] fanden in Nod2-defizienten Mausen einen selektiven Abfall von Cryptidinen, dem muri-
nen Analogon der Defensine, in den Panethzellen. Die erhdhte Anfélligkeit des Gastrointesti-
naltraktes fur oral aufgenommene bakterielle Zellbestandteile begrindeten sie mit der daraus
resultierenden verminderten antibakteriellen Aktivitat. Die Abhangigkeit von Defensinen vom
NOD2-Status beschrieben auch Strober et al. [38].

Die aufgefuhrten Beispiele zeigen die vielfaltigen Funktionen, die in Verbindung mit NOD2
stehen. Die Assoziation von NOD2 Polymorphismen zu M. Crohn, KDS und Darmversagen,
sowie der Einfluss auf das intestinale Immunsystem, legen einen spezifischen Effekt des
NOD2 Gens nahe, der in dieser Arbeit weiter untersucht werden soll. Zudem ist denkbar, dass

Polymorphismen im NOD2 Gen die postoperative Adaptation des Darms beeinflussen.



1.4 Zielstellung

Die Zielstellung dieser Arbeit war es, zum einen Mechanismen der Mukosa-Adaptation in Mau-
sen nach lleozékalresektion (ICR) zu untersuchen. Dabei sollten neben dem klinischen Verlauf
(Wohlbefinden, Gewicht, Stuhlkonsistenz) sowohl histomorphologische Aspekte (Zottenlange,
Kryptentiefe), als auch die Expression von lonentransporter (DRA, NHE3 und CFTR) und des

antimikrobiellen Peptids Lysozym bertcksichtigt werden.

Zum anderen sollte wegen des vermehrten M. Crohn unabhangigen Auftretens von NOD2
Mutationen bei KDS Patienten der Einfluss der Nod2-Defizienz auf den Verlauf des Kurz-
darmsyndroms im Mausmodell untersucht werden. Hierzu erfolgte ein Vergleich der Adapta-
tion zwischen Wildtyp (WT) und Nod2 knockout (Nod2 KO) Mausen.



2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Mause

Es wurden C57BL/6J Wildtyp (WT, Stock No: 000664) und B6.129S1-Nod2™'"V/J (Nod2
knockout, Nod2 KO, Stock No: 0055763) Mause von der Firma Jackson Laboratory, Bar
Habor, Maine, USA [42] bezogen und in der zentralen Versuchstierhaltung des Rudolf-Zenker-
Institutes fur Experimentelle Chirurgie der Universitdtsmedizin Rostock gezlchtet (Leitung
Frau Prof. Dr. med. Brigitte Vollmar). Die Haltung der Mause erfolgte unter Umsetzung der
Richtlinie 2010/63/EU unter SPF (,Specific Pathogen Free®) - Bedingungen. Eine Genotypisie-
rung der Mause erfolgte nach Angaben des Zichters unter Verwendung folgender Primer:
Nod2 Wildtyp Allel forward 5’ACAGAGATGCCGACACCATACTG3"; Nod2 Wildtyp Allel re-
verse 5 TGGAGAAGGTTGAAGAGCAGAGTCS Nod2 Mutanten Allel forward
5 TGACTGTGGCTAATGTCCTTTGTG3"; Nod2 Mutanten Allel reverse 5’ TTCTATCGCCTT-
CTTGACGAGTTCS3'. Fur die Experimente wurden homozygote Geschwistertiere zwischen

der Generation F2 und F5 verwendet.

Eine Genehmigung nach §7 Abs.2 Satz 2 TierSchG der zustandigen Landesbehdrde (Landes-
amt flr Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern) liegt
unter dem Aktenzeichen 7221.3-1.1-002/13 vor. Drei Tage vor Versuchsbeginn bis Versuchs-
ende wurden die Tiere in die konventionelle Haltung verbracht. Dort lebten sie in Gruppen bis
zu funf Mausen mit freiem Zugang zum Standartfutter und zu Wasser bis zur operativen Inter-

vention.

Mannliche WT und Nod2 KO Mause mit einem Alter zwischen 3 und 6 Monaten und einem
Gewicht zwischen 26 und 34 g erhielten eine ICR oder Sham-Operation (einfache Transsek-
tion ohne Resektion). Aus der Gruppe der WT ICR Mause wurden n=8 nach 7d und n=9
Mause nach 14 d untersucht. Entsprechend wurden von den Nod2 KO Tieren je n = 8 nach
7 d und n = 9 nach 14 d untersucht.

Aus der Gruppe der WT Sham Tiere wurdenn =8 (7 d)und n = 9 (14 d), sowie n = 7 (7 d) und
n =6 (14 d) der Nod2 KO Sham Mause untersucht.

2.2 Das Mausmodell

2.2.1 Vorbereitungen der Mause

Die Mause der Interventionsgruppe und der Kontrollgruppe wurden einen Tag vor der geplan-
ten Operation auf Flissignahrung (AIN 76A, ssniff®, Soest, Deutschland) umgestellt, die ad
libitum angeboten wurde. AuRerdem wurden die Mause in Einzelkafige umgesetzt und Ge-

wicht und Stuhlkonsistenz der Mause nach Futterumstellung beobachtet.



2.2.2 lleozokalresektion

Die lleozdkalresektion wurde nach einem urspriinglich von Dekaney et al. [27] publizierten und
im gastroenterologischen Forschungslabor um Professor Lamprecht weiterentwickelten Mo-
dell [43] durchgeflhrt. Die Mause erhielten eine intraperitoneale Injektionsnarkose aus einer
Kombination aus Ketamin (80-100 mg/kg KG) und Xylazin (5-15 mg/kg KG). Nach Eintreten
des chirurgischen Toleranzstadiums (Ausbleiben des Zwischenzehenreflexes) wurde der

Bauch rasiert und die Augen wurden mit einer Fettsalbe vor dem Austrocknen geschutzt.

Auf einer Warmeplatte wurde die Maus mit Seidenpflaster an den Extremitaten in Riickenlage
fixiert. Mit einer rektalen Sonde wurde kontinuierlich die Kérpertemperatur kontrolliert. Zusatz-
lich wurde eine Isolierfolie Uber dem Tier positioniert, um Warmeverlust zu verhindern. So

konnte eine relativ konstante Kérpertemperatur von 37 °C gewahrleistet werden.

Die Tiere wurden intubiert, um eine intraoperative Hypoxie zu vermeiden und die Narkose
abzusichern. Der Kopf des Tieres wurde zuerst zum Operateur ausgerichtet und mit einem
Gummiband, das von den Schneidezadhnen zur Heizplatte lief, in dieser Lage stabilisiert. Die
Zunge wurde mit einer anatomischen Pinzette seitlich positioniert und der Hals von aufden mit
einer flexiblen Kaltlichtquelle beleuchtet. Dann konnte der Laryngoskop-Spatel Uber die Mund-
hohle in die Trachea eingefiihrt werden. Als Tubus diente eine 22G Venenverweilkantle
(Braun, Introcan-Safety, 0,9 x 25 mm) ohne Fllgel, an den das Beatmungsgerat (Mouse Ven-
tilator Minivent, Type 845, Hugo Sachs Elektronik-Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstet-
ten, Deutschland) angekoppelt wurde. Die Beatmung erfolgte mit Raumluft bei 120 Atemzigen

pro Minute, sowie einem Atemzugvolumen von 200 pl.

Die Operation war fir WT und Nod2 KO Mause identisch und wurde unter Zuhilfenahme eines
Operationsmikroskopes (Universal S3, Zeiss, Deutschland) in 16x VergréRerung vorgenom-

men. Die Operation fand unter semi-sterilen Bedingungen statt.

Es wurde eine mediane Laparotomie durchgefihrt und der distale Dinndarm, ausgehend vom
Zdkum luxiert. Die GefaRe wurden mit Microclips (Weck®, Horizon™, Teleflex Medical, Kernen,
Deutschland) isoliert. Es wurden zwei Transsektionen vorgenommen. Die erste direkt distal
des Z6kums, die andere etwa 11 -12 cm proximal davon, sodass das Zékum mit dem lleum
reseziert werden konnte. (Abbildung 1). Bei einer Dliinndarmlange von circa 29 cm entspricht
diese Vorgehensweise einer 40 %igen ICR. Der verbliebene Darm wurde Uber eine allschich-
tige End-zu-End-Anastomose als Jejunokolostomie mit 11-13 Einzelknopfnahten (70-0 Pro-
lene) rekonnektiert. Der verklrzte Darm wurde reponiert, wobei tropfenweise in den Bauch-
raum gegebene Kochsalzlésung der Adhasionsprophylaxe diente. Danach wurden Muskel,

Faszie und Haut mit einem 6-0 Faden (Maxon PDS*11) verschlossen. Die Faszie wurde
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fortlaufend genaht und die Haut mit 4 Einzelknopfndhten verschlossen. Nach dem Hautver-
schluss wurde die Haut erneut desinfiziert. Bei den Sham Mausen wurde der Darm auch nach
oben genanntem Schema luxiert und prapariert und dann nur einmal, 11 cm proximal des
Zdkums, durchtrennt (Abbildung 2). Der Darm wurde Uber das gleiche Verfahren wie bei der
ICR wieder konnektiert und die Mause unter gleichen Umstanden wie die resezierte Gruppe

weiter behandelt.

Jejunum lleum Zokum Kolon

L
r— 1

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Darms zur Operation (0 h); Die rot gestrichelten Linien ent-
sprechen den Orten der Transsektion des Darms direkt distal des Z6kums sowie etwa 11-12 cm proxi-

mal davon

Im Anschluss an die Operation wurden die Mause erneut gewogen und erhielten Carprofen

(50 mg/kg KG) s. c. sowie 1 ml Sterofundin als Fliissigkeitsdepot.

In einem beheizten Aufwachkafig mit konstanten 29 °C erholte sich die Maus fur vier Stunden.
Danach erfolgte das Umsetzen in den Heimatké&fig, in dem auch wieder Fllissignahrung ange-
boten wurde. Bis drei Tage nach der Operation und bei Bedarf dartber hinaus, wurde eine

Schmerzprophylaxe mit Novaminsulfon-ratiopharm 500 mg/ml im Trinkwasser durchgefihrt.
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Jejunum lleum Z6kum Kolon

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Operation der Sham-Kontrolltiere; Situation des Darms
zum Zeitpunkt der Operation (0 h). Die rot gestrichelte Linie entspricht dem Ort der Transsektion des

Darms
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2.2.3 Wellness-Score

Vier Stunden postoperativ wurde ein Wellness-Score, modifiziert nach Komen et al. [44] (Ta-
belle 1) das erste Mal erhoben und danach taglich fir die nachsten 7 bzw. 14 Tage. Wenn der
Score unter 4 Punkten lag oder das Gewicht auf unter 70 % des Ausgangsgewichtes gesunken
war, wurde die Maus vorzeitig getétet (Abbruchkriterien). Es wurde eine Obduktion durchge-
fuhrt, in der Leber, Milz, Peritoneum und andere Organe begutachtet wurden, um die Ursache

des schlechten Zustandes zu ermitteln.

Tabelle 1: Wellness-Score nach Komen et al. [44]

Parameter Schweregrad Score
Aktivitat normal/mittel/gering 2/1/0
Fell glatt/aufgerichtet/struppig 2/1/0
Augen sauber, offen/sauber, 2/1/0

geschlossen/schmutzig,

geschlossen

Aufrechter Stand ja/nein 1/0

Haltung normal/leicht buckelig/stark 2/1/0
buckelig

FuRhochstand ja/nein 1/0

Schuttelfrost nein/ja 1/0

Zudem fand eine tagliche Kontrolle des Gewichtes und der Stuhlkonsistenz (Tabelle 2) statt.

Kéfig, Flussignahrung und Trinkwasser wurden taglich erneuert.

Tabelle 2: Beurteilung der Stuhlkonsistenz

Stuhlkonsistenz Score
Durchfall 0
Breiiger Stuhl 1
Geformter Stuhl 2
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2.2.4 Entnahme des Darmgewebes

Das zum Zeitpunkt der Operation (0 h) gewonnene Gewebe diente dem histomorphologischen
und molekularbiologischen Vergleich des Darmepithels vor- und nach der Operation (7, 14 d).
Die Lange des resezierten Darms wurde gemessen, der Darm gespdlt und in Abschnitte von
je einem Zentimeter Lange geteilt. Je im Wechsel wurde ein Zentimeterabschnitt in 4 %igem

Formalin (fir spatere Histologie) oder in flissigem Stickstoff (fir RNA Versuche) asserviert.

Nach 7 bzw. 14 d wurde die Maus in Narkose durch zervikale Dislokation getdtet. Der Bauch-
raum wurde erdffnet und der Darm ab Pylorus bis Rektum reseziert. Der entnommene Darm
wurde gespullt und in 1 cm lange Abschnitte geteilt. Die Abschnitte wurden wie am Tag der

Operation abwechselnd in 4 %igem Formalin oder Stickstoff asserviert.

2.2.5 Untersuchte Darmabschnitte

2.2.5.1 Vorarbeiten

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurden die basalen Expressionsmuster von Transmembran-
und Adapterproteinen entlang der Langsachse in WT und Nod2 KO Mausen untersucht (Dis-
sertation Daniel Bastmeyer). Die Ergebnisse zeigten, dass WT und Nod2 KO Mause kaum
Unterschiede in der basalen Expression aufwiesen. Einzige Ausnahme war NHE3, dessen
Expression im Dickdarm und Zékum (bezogen auf Zytokeratin 18), sowie im proximalen Je-
junum und Duodenum (bezogen auf Villin) in Nod2 KO Mausen signifikant hdher exprimiert
war. Diese Ergebnisse belegen, dass sich in den untersuchten Abschnitten die basale Expres-
sion der Gene zwischen WT und Nod2 KO Tieren nicht unterscheidet. Somit sind Veranderun-

gen der Expression vergleichbar und auf individuelle Adaptation der Mause zurtckzufuhren.

In dieser Arbeit wurden anatomisch direkt nebeneinanderliegenden Darmabschnitte vergli-
chen: Am Tag der Operation (0 h) wurde von dem resezierten Darm der am weitesten proximal
gelegene Abschnitt untersucht. 7 bzw. 14 d nach der Operation wurde der Zentimeter proximal

der Anastomose fur die Untersuchung verwendet.
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Jejunum lleum

Zokum

Kolon

Jejunum Anastomose

Kolon

Abbildung 3: Gewebeentnahmen zum Zeitpunkt der Operation 0 h (oben) und nach 7 bzw. 14 d (unten).

Die rot gestrichelte Linie entspricht dem Ort der Transsektion des Darms; die roten Pfeile entsprechen

jeweils den untersuchten Darmabschnitten
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 RNA Isolation aus Darmgewebe
Zum Ausschluss einer Kontamination mit RNasen, wurden Oberflachen und Pipetten mit

70 %igem Isopropanol gereinigt.

Verwendet wurde das RNeasy Minikit (250) nach der Anleitung des Herstellers (RNeasy Mini
Handbook, QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland).

Es wurden maximal 30 mg des in Stickstoff konservierten Darmgewebes abgewogen und in
ein vorgekuhltes, RNase-freies 2 ml Eppendorfgefald Uberfuhrt. Nach Zugabe einer Stahlkugel
(Stainless Steel Beads 7 mm, QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland), sowie RLT Puffer und §3-
Mercaptoethanol, wurde das Gewebe im Tissue Lyser LT (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutsch-
land) fur 5 min bei 50 Hz homogenisiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 14.000 rpm fiir 3 min.
Der abgenommene Uberstand wurde mit 70 % Ethanol gemischt, auf eine RNeasy Séule ge-

geben und 15 s bei 8.000 rpm zentrifugiert.

Im Schritt der DNase-Verdauung wurde das Lysat mit RW 1-Puffer fir 15 s bei 8.000 rpm ge-
waschen und fir 15 min mit einem DNase-Mix (DNase- Stocklésung (RNase- Free DNase Set,
QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland), sowie RDD Puffer) bei Raumtemperatur inkubiert. An-

schliefend wurde erneut mit RW 1- Puffer gewaschen.

Es folgten zwei weitere Waschungen mit RPE- Puffer (mit absolutem Ethanol versetzt), wobei

jeweils fur 15 s bzw. 2 min zentrifugiert wurde.

Nach Uberfiihren der S3ule auf ein sauberes 1,5 ml Eppendorfgefal, wurde die RNA mit 30-
40 pl RNase freiem Wasser fir 1 min bei 8.000 rpm eluiert und stand fiir weitere Verwendun-

gen bereit.

2.3.2 Bestimmung der RNA Konzentration mit dem Nanophotometer
Mit dem Nanophotometer wurde die Konzentration (ng/pl) der isolierten RNA bestimmt. Zudem
war Uber die Absorption die Reinheit beurteilbar. Dies geschieht auf Grundlage des Lambert-

Beerschen Gesetzes.

Bei einer Wellenlange von 260 nm liegt das Absorptionsmaximum von RNA und DNA. Proteine
werden bei 280 nm, Phenole, aromatische Verbindungen und Salze bei 230 nm absorbiert.
Uber die 260/280 Ratio kann der Reinheitsgrad der isolierten RNA bestimmt werden [45].
Betragt der Wert 2,0, ist von einer reinen RNA ohne Verunreinigung auszugehen, da andern-
falls die Ratio signifikant kleiner als 2,0 ware [46]. Es wurde sichergestellt, dass nur RNA mit

einem Reinheitsgrad zwischen 1,8 und 2,2 zur Verwendung kam [47].
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2.3.3 Gelelektrophorese

Eine weitere Qualitatskontrolle hinsichtlich der Integritat der RNA fand mit Hilfe eines 1,5 %i-
gen Agarosegels statt. Uber Anlegen eines elektrischen Feldes wurde die RNA nach ihrer
Grolie aufgetrennt. Das Gel bestand aus 1,5 g Agarose, die mit 100 ml TRIS-Acetat-EDTA-
Puffer (TAE- Puffer) aufgekocht und mit 4 ug Ethidiumbromid versetzt wurde. Das Gemisch

hartete einige Minuten horizontal aus.

Zu je 1 ug der RNA-Probe wurden 2 pl Ladepuffer gegeben und in die Taschen des Gels auf-
gebracht. Als Marker (8 ul) wurde der Mass Ruler Express DNA Ladder Mix Reverse (Ther-
mofisher) verwendet. Die RNA wurde etwa eine Stunde in einer Elektrophoresekammer
(50 mA, 60 V) aufgetrennt. Unter UV-Licht wurde kontrolliert, ob scharf abgetrennte 28S- und

18S-Banden vorhanden waren, die das Kennzeichen der ribosomalen RNA darstellen.

2.3.4 Synthese der cDNA

Fir die Umschreibung der RNA in cDNA wurde das High Capacity cDNA Reverse Transcrip-
tion Kit (Thermo fisher scientific) verwendet. Es wurde ein Mastermix, wie in Tabelle 3 aufge-
fuhrt, pipettiert. Von der RNA wurden je 2 ug eingesetzt. Uber die vorher im Nanophotometer
gemessene Konzentration wurde das Volumen der Probe berechnet, das 2 uyg RNA im 10 pl
RNA-Wasser-Gemisch enthielt. Durch Zugabe von je 10 yl Mastermix erganzte sich das Re-
aktionsvolumen auf 20 ul. Im ThermoCycler (Biozym) wurde nach dem in Tabelle 4 aufgefuhr-

ten Temperaturprotokoll die cDNA synthetisiert.

Tabelle 3: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches fur die cDNA Synthese

Komponenten Volumen [pl]
10x Reverse Transcription Buffer 2,0

25x Deoxynucleotide (dNTP) Mix (100 mM) 0,8

10x Reverse Transcription Random Primers 2,0
MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/ul) | 1,0

RNase Inhibitor 100 1,0
Nuklease-freies H20 3,2
Gesamtvolumen pro Reaktion 10,0
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Tabelle 4: cDNA-Synthese Temperaturprotokoll

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4
Temperatur 25°C 37 °C 85°C 4°C
Zeit 10 min 120 min 5 min 0

2.3.5 Quantitative real-time Polymerasekettenreaktion (real-time qPCR)

Nukleinsauren kénnen Uber eine PCR vervielfaltigt werden. Die quantitative real-time PCR
ermoglicht zusatzlich Gber Fluoreszenzmessungen die Quantifizierung der Zielsequenzen in
Echtzeit. Ein Anstieg der Fluoreszenz zeigt sich, wenn die Zielsequenz amplifiziert wurde [48].
Dabei wurden TagMan®-Sonden verwendet, die Uber einen Primer an Oligonukleotide binden
und einen Fluoreszenzfarbstoff tragen [49]. Die Phase der exponentiellen Vervielfaltigung er-
moglicht eine Quantifizierung. Der CT-Wert (Threshold Cycle) gibt dabei an, in welchem Zyklus
erstmals die Fluoreszenz groRer als die Hintergrundfluoreszenz ist [49]. Die Expression der
Zielgene DRA (Mm01291072_m1), NHE3 (Mm01352483_m1), CFTR (Mm00445197_m1) und
Lysozym (Mm00727183_s1) wurde gegen die Haushaltsgene B-Aktin (Mm00607939_s1) und
Villin (Mm00494146_m1) abgeglichen.

Nach dem Ansatz aus Tabelle 5 wurden die Proben als Triplikate auf eine 96-Well-Reaktions-
platte aufgetragen. Es wurden je 15 ng der cDNA verwendet. Auflerdem wurden fir jedes
Triplikat Negativkontrollen mit 3 yl Nuklease-freiem Wasser mitgefuhrt. Die PCR Reaktion er-
folgte am ViiA™ 7 Echtzeit-PCR Cycler (Thermo fisher scientific). Das Temperaturprotokoll der

real-time gPCR ist in Tabelle 6 gezeigt.

Tabelle 5: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches

Komponenten Volumen [ul/Reaktion]
2x TagMan®-Universal PCR Master Mix 6,25

H20 3,125

cDNA (15 ng) 3,0

TagMan®-Assay 0,625

Summe 13
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Tabelle 6: real-time qPCR Temperaturprotokoll

1 Zyklus

40 Zyklen

Aktivierung Poly-

Denaturierung

Annealing/ Elonga-

merase tion
Temperatur 95 °C 95 °C 60 °C
Zeit 10 min 15s 1 min

Die Auswertung wurde mit der ViiA™ 7 Software vorgenommen. Als ACT wird dabei die Diffe-

renz des CT-Wertes des Zielgens vom CT-Wert des Haushaltsgens bezeichnet. Diese ACT

Werte wurden potenziert und als 2“¢T) dargestellt.

2.4 Histologische Methoden

2.4.1 Vorbereitungen der Gewebeproben

Wahrend der Operation bzw. Gewebeentnahme wurde jeder zweite Zentimeterabschnitt des

Darms in 4 % Formafix® konserviert und spéter in Biopsiekassetten getan, bzw. aufgenaht

(Anastomose), die nach dem in Tabelle 7 beschriebenen Schema in der Histokinette fixiert

wurden. Nach Ablauf der 24 h wurden die Proben am Einbettautomaten in Paraffin (56 °C)

eingelassen und nach Abkihlung mit Hilfe eines Mikrotoms (Zeiss HYRAX M55) geschnitten.

Tabelle 7: Fixierung des Gewebes in der Histokinette

Position Losung Zeit
C1 Frei-Trocknen 2 min
C2 Aqua dest. 20 min
C3 Ethanol 50 % 1h
Cc4 Ethanol 70 % 1h
C5 Ethanol 80 % 1h
C6 Ethanol 96 % 1h
Cc7 Ethanol absolut 1h
C8 Ethanol absolut 1h
C9 Xylol 4h
C10 Xylol 4h
C11 Paraffin 4 h
C12 Paraffin 4 h
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2.4.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.)

Die Gewebeproben (Schnittdicke 6 um) des Darms sollten mikroskopisch nach der Zotten-
lange und der Kryptentiefe beurteilt werden. Die H.E. Farbung diente hierbei als Ubersichts-
farbung, bei der das Eosin eosinophile Strukturen (Kollagen, Keratin, Zellplasmaproteine, Mi-
tochondrien, glattes endoplasmatisches Retikulum) rot anfarbt [50, 51], wahrend basophile
Zellbestandteile (Zellkern, raues endoplasmatisches Retikulum) eine blaue Farbung erhalten
[51]. Der Ablauf der Farbung ist in Tabelle 8 dargestellt. Nach Trocknung wurde jeder Schnitt

mit Eindeckmedium (PERTEX®) benetzt und mit einem Deckglas versehen.

Von jedem Tier wurden pro Untersuchungszeitpunkt je 10 Zotten und Krypten vermessen.

Tabelle 8: Ablauf der H.E.-Farbung

Losung Zeit Vorgang

Xylol 1 min Entparaffinieren

Xylol 1 min Entparaffinieren

96 % Ethanol, vergallt 1 min Wassern

96 % Ethanol, vergallt 1 min Wassern

70 % Ethanol, vergallt 1 min Wassern

Hamalaun 8 min Farbung basophiler Zellbestandteile
Aqua nondest 7 min Spllen

Eosin 1 min Farbung eosinophiler Zellbestandteile
Aqua dest 1 min Spllen

70 % Ethanol, vergallt 1 min entwassern

96 % Ethanol, vergallt 1 min entwassern

96 % Ethanol, vergallt 1 min entwassern

Xylol 1 min entwassern

Xylol 1 min entwassern
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2.4.3 Immunhistologische Farbungen
Mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen sollte die Verteilung des Haushaltsgens Villin ent-

lang der Krypt-Villus-Achse visualisiert werden.

2.4.3.1 Problematik der Normierung

Da die Lokalisation der funktionell-aktiven Transporter an der Oberflache des Epithels be-
schrieben wird, kommt man zu dem Schluss, dass ein moglichst epithelspezifisches Haus-
haltsgen fur die Normierung herangezogen werden muss. Um die Lokalisation des Haushalts-
gens Villin in der Darmwand zu visualisieren, wurden immunhistochemische Farbungen vor-

genommen.

x Haushaltsgen

x x x x x Transporter

B B

4R XX

Abbildung 4: Schematische Abbildung eines Villus mit méglicher Verteilung von Haushaltsgen zu

Transporter an der Oberflache

Ein Villus ist schematisch abgebildet. Die Kreuze stellen jeweils einen Ort der Expression eines
Haushaltsgens (blau), bzw. Transporters (rot) dar. Wenn Villin, wie die Transporter, nur an den
Spitzen der Zotten exprimiert ware, wiirde der ACT Wert der einzelnen Transporter von 0 h zu
7/14 d im Verhaltnis zum Haushaltsgen gleichbleiben. Ist Villin aber tiber das Epithel der ge-
samten Zotte exprimiert und der Transporter nur an der Spitze, ist ein Anstieg der Expression
von 0 h auf 7/14 d messbar. Daher wurde mit der Immunhistochemie gezeigt, dass Villin Gber

die gesamte Krypt-Villus-Achse gleichmaRig exprimiert und damit als Haushaltsgen geeignet
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ist. Als andere Haushaltsgene wurden (3-Aktin und Zytokeratin 18 gemessen, hier jedoch auf
die Darstellung verzichtet, da bei der Normierung keine nennenswerten Unterschiede auftra-

ten.

2.4.4 Protokoll der immunhistochemischen Farbung

Als Detektionssystem fur die immunhistochemischen Farbungen wurde Meerettich-Peroxi-
dase (HRP) verwendet. Die Meerrettich-Peroxidase kann mithilfe von Wasserstoff viele Zell-
bestandteile oxidieren, was durch einen Farbumschlag gekennzeichnet wird [52]. Verwendet
wurden die Antikorper Aktin (13E5, rabbit, mAb, cell signaling technology) und Villin (ab 3304,

mouse anti mouse, abcam).

Zur Deparaffinierung und anschlieRenden Rehydrierung wurde der Objekttrager mit den Ge-
webeproben je eine Minute erst zweimal in Xylol sowie 96 % Ethanol, dann je einmal in 70 %

Ethanol und Aqua dest getaucht.

Der folgende Schritt diente der Hitze-induzierten Antigen-Demaskierung. 10x konzentrierter
Citratpuffer wurde 1:10 mit Aqua dest verdunnt und auf den pH 6,0 eingestellt. In diesem Puffer
wurde das ,Antigen-Retrieval“ mit Hilfe eines Schnellkochtopfes (Retriever2100) Gber Nacht
durchgefuhrt. Die Proben wurden hierbei fir 20 min auf 95 °C erhitzt und kihlten dann lang-

sam ab.

Es wurden 51 Waschpuffer (1x Tris-buffered saline with Tween20 (TBS-Tween-20) 0,1 %)

nach Tabelle 9 angesetzt.

Tabelle 9: Waschpuffer Immunhistologie

140 mM NaCl

15 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
0,1 % Tween-20

Auffullen auf 5 | mit Aqua dest.

ph 7,6 einstellen

Die Schnitte wurden mit 1x TBS-Tween-20 0,1 % gewaschen und mit Fettstift umrandet.

Um endogene Peroxidasen zu blockieren, wurden die Schnitte fir 10 min bei Raumtemperatur
mit Bloxall Blocking Solution inkubiert. Es folgte eine Waschung mit 1x TBS/0,1 % Tween-20
fir 5 min auf dem Wipptisch.
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Um die spezifische Farbung mit einem aus der Maus stammenden Antikérper auf Mausge-
webe zu ermdglichen, erfolgte ein zusatzlicher Blockierungsschritt mit dem DCS Crystal Maus
Block (DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Hamburg). Die Schnitte wurden fir 30 min bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer mit Crystal A inkubiert. Nach 3x 2 min Waschung
in 1x TBS/0,1 % Tween-20 fand fir 5 min eine Inkubation mit Crystal B bei Raumtemperatur

statt, worauf drei erneute Waschungen fur 2 min folgten.

Im nachsten Schritt erfolgte eine weitere Blockierung unspezifischer Bindungen mit 2 % Zie-
genserum in Phosphate Buffered Saline (PBS). In dem Blocking-Puffer fand die Verdinnung
der primaren Antikérper statt (Aktin 1/100, Villin 1/50). Auf jeden Schnitt wurden 100 pl pipet-
tiert und 2 h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Es wurde erneut mit

1x TBS/0,1 % Tween-20 flir 3x 2 min gewaschen.

Fir die Inkubation mit dem Farbungsreagenz (30 min bei Raumtemperatur in einer feuchten
Kammer), wurden je Schnitt 50 pl Meerrettichperoxidase (HRP) und 50 pl Alkalische Phospha-
tase (AP) vorher gemischt und auf jeden Schnitt gegeben. Es folgten drei Waschungen fir je

2 min.

Die Inkubation mit den frisch hergestellten Substratidsungen 3,3'-Diaminobenzidin (DAB)
(8 min) und Permarot (5-20 min) erfolgte nacheinander in einer feuchten Kammer. Nach er-
neutem dreimaligen Waschen fir 2 min fand die Kernfarbung mit Hamatoxylin (1 min) statt.
Die Schnitte wurden 1 min unter flielendem Leitungswasser geblaut und dann mit Eindeck-
medium (PERTEX®) bedeckt.
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2.5 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software IBM SPSS Statistics® Version 22 (IBM
Corp. Released 2013. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY: IBM
Corp.). P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen; es wurde das Signifikanz-
niveau a = 0,95 verwendet. Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert (MW) £ Standardfehler
(SEM) angegeben. Die Stichproben wurden mit dem Shapiro Wilk Test auf Normalverteilung
getestet. Lag keine Normalverteilung vor, wurden der Wilcoxon-Test fur abhangige Stichpro-

ben und der Mann-Whitney U-Test flir unabhangige Stichproben durchgefihrt.

Die Grafiken wurden mit Graph Pad Prism® 4 erstellt (GraphPad Prism version 4.00 for
Windows, GraphPad Software, San Diego California USA). Fir einige Abbildungen wurde

Microsoft® Powerpoint® 2016 verwendet.

Fir alle erhobenen Daten wurde in den WT und Nod2 KO ICR Gruppen ein gepaarter Ver-
gleich zwischen 0 h (Zeitpunkt der Operation) und 7 d bzw. 14 d vorgenommen. Daruber hin-
aus wurden WT ICR und Nod2 KO ICR Mause sowie WT Sham gegen ICR und Nod2 KO
Sham gegen ICR ungepaart zum Zeitpunkt 7 d bzw. 14 d miteinander verglichen.
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3. Ergebnisse
3.1 Klinischer Verlauf

3.1.1 Wellness-Score
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Abbildung 5: Das Wohlbefinden (Wellness-Score) von Wildtyp Mausen (WT) und Nod2
knockout Mausen (Nod2 KO) nimmt nach lleozékalresektion (ICR) bzw. Sham Operation
(Sham) ab. Das Wohlbefinden ist an den Tagen 2-4 signifikant schlechter in Nod2 KO
Mausen im Vergleich zu WT Mausen; MW * SEM; ICR: n = 8-9 je untersuchtem Zeit-
punkt; Sham-Kontrolltiere: n = 6-9 je untersuchtem Zeitpunkt; gezeigt sind Tiere, die bis
zum geplanten Endpunkt iiberlebt haben.

*p <0,05; WT ICR vs. Nod2 KO ICR; U-Test

Das Wohlbefinden der Mause wurde Uber einen Zeitraum von 14 Tagen anhand des Wellness-
Scores beurteilt. EIf Punkte entsprachen dabei dem maximal erreichbaren Wert (keine Beein-
trachtigung des Wohlbefindens).

Der Wellness-Score der WT Mause und der Nod2 KO Mause sank in beiden Gruppen nach
Resektion auf minimal 9,7 Punkte (Nod2 KO, d1) ab. Der maximale Ausgangswert von elf
Punkten wurde innerhalb der 14 Tage zwar nicht wieder erreicht, das Wohlbefinden beider
resezierten Gruppen war jedoch wahrend der gesamten Versuchsdauer gut.

Signifikant schlechter war das Wohlbefinden der Nod2 KO Mause im Vergleich zu den WT
Mausen in der friihen Phase nach Resektion, zwischen Tag 2 und Tag4 (d 1 p=10,039; d 2
p =0,032; d 3 p=0,003).
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Aus Abbildung 5 ist ebenfalls ersichtlich, dass alle Sham-operierten Tiere schnell wieder zu

einem guten Wohlbefinden gelangten und auch den maximalen Ausgangswert wieder erreich-
ten.

3.1.2 Gewicht
*
—— WTICR L] T LM
------ WT Sham
100 —— Nod2 KO ICR > 1
——- Nod2 KO Sham = 3 T

Gewicht [% vom Ausgangsgewicht]

Zeit [d]

Abbildung 6: Verlauf des Gewichtes von Wildtyp Mausen (WT) und Nod2 knockout
Mausen (Nod2 KO) nach lleoz6kalresektion (ICR) bzw. Sham-Operation (Sham) ;MW *
SEM; ICR n = 8-9 je untersuchtem Zeitpunkt; Sham-Kontrolltiere: n = 6-9 je untersuch-
tem Zeitpunkt; gezeigt sind Tiere, die bis zum geplanten Endpunkt iiberlebt haben.
*p <0,05; Nod2 KO Sham vs. Nod2 KO ICR; U-Test

Uber 14 Tage wurde die prozentuale Anderung des Gewichtes bezogen auf das Ausgangsge-
wicht (entspricht 100 %) erhoben. Die Gewichtsabnahme der resezierten WT Mause lag bei
minimal 80,8 % an Tag 7 (21,7 + 0,33 g). Danach stieg das Gewicht relativ konstant auf 86,7 %
(d 14; 23,0 £ 0,22 g).

Eine ahnliche Entwicklung war in der Gruppe der Nod2 KO Mause zu beobachten. Das Ge-
wicht sank auf minimal 80,2 % an Tag 7 (22,0 + 0,6 g), stieg jedoch lediglich auf 80,6 % (d 14;
23,2 £ 0,6 g) wieder an. Das Gewicht der Nod2 KO ICR Tiere unterschied sich jedoch statis-
tisch nicht signifikant von dem der WT ICR Tiere.

In der Gruppe der WT Sham Mause sank das Gewicht bis Tag 3 auf 86,9 % (25,4 + 0,43 g)
und stieg dann kontinuierlich bis Tag 14 auf 94,4 % (27,2 £ 1,15 g).
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Wie aus Abbildung 6 hervorgeht, wiesen die Nod2 KO Sham Mause den hochsten Gewichts-
zuwachs auf. Das Gewicht stieg nach initialer Abnahme bis Tag 2 auf 89,3 % (27,2 £ 0,57 g)
kontinuierlich an und hatte nach 14 Tagen den Ausgangswert erreicht. Signifikante Unter-
schiede zwischen Nod2 KO Sham und Nod2 KO ICR Mausen lagen an Tag 3 bis 14 vor (d 1
p=0,022; d 2 p=0,002; d 3-7 p=0,000; d 8 p=0,010; d 9 p=0,004; d 10 p =0,008; d 11
p=0,012;d 12 p=0,009;d 13 p=0,018, d 14 p = 0,005).

3.1.3 Stuhlkonsistenz
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Abbildung 7: Verlauf der Stuhlkonsistenz von Wildtyp Mausen (WT) und Nod2 knockout
Mausen (Nod2 KO) nach lleoz6kalresektion (ICR) bzw. Sham-Operation (Sham); MW *
SEM; Score: 0 (Durchfall), 1 (breiiger Stuhl), 2 (fester Stuhl); Tiere ICR n = 8-9 je unter-
suchtem Zeitpunkt; Sham-Kontrolltiere: n = 6-9 je untersuchtem Zeitpunkt; gezeigt sind
Tiere, die bis zum geplanten Endpunkt Giberlebt haben.

*p <0,05; WT Sham vs. WT ICR; U-Test

*p <0,05; Nod2 KO Sham vs. Nod2 KO ICR; U-Test

Far die Beurteilung der Stuhlkonsistenz im Beobachtungszeitraum von 14 Tagen, wurde tag-
lich ein Score erhoben. Die Ziffer 0 entsprach Durchfall (ungeformter Stuhl), die 1 breiigem

Stuhl und ein Wert von 2 festem Stuhl.

In den beiden resezierten Gruppen entwickelten die Mause in den ersten 2 Tagen Durchfall.
In den nachsten Tagen wurde der Stuhl zunehmend breiiger und erreichte bis Tag 14 seine
normale Konsistenz. Die Stuhlkonsistenz unterschied sich in beiden Gruppen nach Resektion

nicht signifikant voneinander.
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Wie in Abbildung 7 ersichtlich ist, war die Stuhlkonsistenz der Sham-operierten Mause beider
Gruppen nicht verschlechtert. Signifikante Unterschiede lagen zwischen WT Sham und WT
ICR Mausen an Tag 1-7undan Tag 9 (d 1-6 p = 0,000,d 7 und d 9 p = 0,046), sowie zwischen
Nod2 KO Sham und Nod2 KO ICR Tieren an den Tagen 1-7 (je p <0,0001) vor.

3.1.4 Mortalitat

Die Mortalitat aller operierten Tiere bis Tag 14 lag Uber alle Gruppen verteilt bei 35 %. Dabei
lag die Mortalitat der WT Tiere (32 %) unter der Mortalitadt der Nod2 KO Mause (38,5 %).

Bei Betrachtung der Kurzdarm-bedingten Mortalitat werden perioperative Komplikationen von
Tag 0-3 nicht betrachtet. Die Kurzdarm-bedingte Mortalitat lag insgesamt bei 26 %.

Die perioperativen Komplikationen sind in Tabelle 10 aufgeflihrt. Die perioperativen Komplika-

tionen traten in der Gruppe der Nod2 KO Mause haufiger als in den WT Tieren auf.

Tabelle 10: perioperative Komplikationen d 1-3 bei WT vs. Nod2 KO Mause

Perioperative Komplikation Anzahl bei WT Anzahl bei Nod 2 KO
Anastomoseninsuffizienz 1 3

lleus 2 6

Sepsis 1 0

Stenose 1 0

Andere/ nicht identifizierbare | 3 6

Todesursache

Bei den spaten Komplikationen (d 4-14) dominierte der lleus als Todesursache (3x, d 4, d 8
bzw. d 11). Dabei wurden jedoch in der Autopsie weniger Obstruktionen gefunden, sondern

vermehrt ein massiv dilatierter Darm ohne Kalibersprung distal der Anastomose.
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3.2 Histologische Ergebnisse

Im nachsten Untersuchungsschritt wurden histomorphologische Veranderungen der Darm-
schleimhaut analysiert. Dabei wurden WT sowie Nod2 KO Mause nach ICR und nach Sham-
Operation verglichen. In Abbildung 8 sind reprasentative H.E.-Ubersichtsfarbungen abgebil-

det. Diese H.E. gefarbten Schnitte dienten der Messung der Zottenlange und Kryptentiefe.

Abbildung 8: Hamatoxylin-Eosin (H.E.) Firbungen des Darms am Bei-
spiel einer Wildtyp (WT) und einer Nod2 knockout (Nod2 KO) Maus zum
Zeitpunkt der lleozokalresektion (ICR) (0 h) und nach 7 d, sowie je einer

Sham-Kontrollmaus (Sham) nach 7 d.
a) WTICR 0 h; b) WT ICR 7 d; ¢c) WT Sham 7 d; d) Nod2 KO ICR 0 h; e)
Nod2 KO ICR 7 d; f) Nod2 KO Sham 7 d

Der Pfeil in Abbildung 8 b weist exemplarisch auf eine Becherzelle
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Zum Zeitpunkt 0 h stellte sich das typische histologische Bild des lleums dar (finfgliedrige
Wandschichtung, Peyer-Plaques, Kerckring-Falten). Die Schnitte der WT und Nod2 KO Mause
wiesen zum Zeitpunkt der Operation keine Unterschiede auf. Nach 7 Tagen (Abbildung 8 b
und e) sahen die Zotten der resezierten Tiere in beiden Gruppen deutlich héher, schmaler und
fingerférmiger aus und die Anzahl der Becherzellen war erhdht (Pfeil in Abbildung 8 b). AulRer-
dem waren die Krypten tiefer. In den Mausen nach Sham OP veranderte sich die Gestalt der

Zotten nicht.

3.2.1 Zotten
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Abbildung 9: Lange der Zotten zum Zeitpunkt der Operation (0 h), nach 7 d und nach 14 d in
Wildtyp (WT), Nod2 knockout (Nod2 KO) und Sham-Kontrolltieren (Sham); MW * SEM;

Tiere lleozokalresektion (ICR): n = 8-9 je untersuchtem Zeitpunkt; Sham-Kontrolltiere: n = 6-9 je
untersuchtem Zeitpunkt; gemessen wurden Tiere, die den geplanten Endpunkt erreichten.
*p<0,05WTICROhvs.7dund0 h vs. 14 d; Wilcoxon-Test

*p <0,05; Nod2 KOICRO hvs.7dund0 h vs. 14 d; Wilcoxon-Test

Die Ausgangswerte der Zottenlangen zum Zeitpunkt der Operation unterschieden sich in WT
und Nod2 KO Tieren nicht voneinander und betrugen im Mittelwert 228 £ 4 ym (WT) und
237 £ 5 uym (Nod2 KO). Fir Sham-operierte Tiere lag zum Zeitpunkt 0 h kein Untersuchungs-

material vor, da nur eine Transsektion des Darmes erfolgte.

Sieben Tage nach Operation war die Zottenlange in den WT ICR Mausen signifikant auf 229 %
gesteigert (p = 0,028), was einer Lange von 524 + 17 uym entsprach. Bis zu Tag 14 fand eine
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weitere leichte Steigerung auf 559 + 28 um statt, was einer signifikanten Steigerung auf 245 %
im Vergleich zu 0 h entsprach (p = 0,028).

Auch bei den resezierten Nod2 KO Tieren lag nach 7 Tagen eine signifikante Steigerung der
Zottenlange auf 191 % vor (454 £ 19 ym, p = 0,028). Nach 14 Tagen war im Vergleich zu 0 h
eine geringe weitere Steigung auf 197 % messbar (467 £ 16 ym, p = 0,028). In beiden rese-
zierten Gruppen fand also das Hauptwachstum der Zotten innerhalb der ersten Woche nach
ICR statt.

Der Anstieg der Zottenlange nach ICR war im Vergleich der WT Gruppe zur Nod2 KO Gruppe
weder an Tag 7 noch an Tag 14 signifikant unterschiedlich (p = 0,2). Die histomorphologische

Adaptation verlief also in beiden Gruppen gleich.

Die Zottenlange der Sham-operierten Mause war weder in WT noch in Nod2 KO Tieren nach

Operation verandert.
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3.2.2 Krypten
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Abbildung 10: Kryptentiefe zum Zeitpunkt der Operation (0 h), nach 7 d und nach 14 d in Wild-
typ (WT), Nod2 knockout (Nod2 KO) und Sham-Kontrolltieren (Sham); MW * SEM;

Tiere lleozodkalresektion (ICR): n = 8-9 je untersuchtem Zeitpunkt; Sham-Kontrolltiere: n = 6-9 je
untersuchtem Zeitpunkt; gemessen wurden Tiere, die den geplanten Endpunkt erreichten.

*p <0,05; WT ICR Méuse 0 h vs. 7 d; Wilcoxon-Test

**p <0,05; Nod2 KO ICR Tiere 0 h vs. 7 d; Wilcoxon-Test

Neben der Vermessung der Zotten wurde zudem die Kryptentiefe vermessen. Es wurden die
gleichen Schnitte untersucht, an denen auch die Zotten gemessen wurden und je etwa zehn
Krypten analysiert. Fir Sham-Mause, die nur eine Transsektion des Darmes erhielten, lag zum

Zeitpunkt 0 h kein Untersuchungsmaterial vor.

Zum Zeitpunkt der Operation (0 h) wurde bei den WT Mausen eine durchschnittliche Krypten-
tiefe von 75 £ 2 ym gemessen, was in etwa den Nod2 KO Tieren entsprach (83 £ 2 um).
Nach 7 Tagen wurde bei den WT ICR Mausen im Vergleich zu 0 h eine signifikante Steigerung
der Kryptentiefe auf 153 % erreicht (115 £ 8 ym, p = 0,028). Nach 14 Tagen wurde bei den
WT ICR Mausen eine weitere leichte, aber nicht signifikante Steigerung der Kryptentiefe auf
176 % gemessen (132 £ 8 ym).

Auch die Kryptentiefe der Nod2 KO ICR Tiere war nach 7 Tagen signifikant gesteigert (129 %,
107 £ 4 uym, p=0,028), jedoch nach 14 Tagen wieder leicht auf 120 % abgefallen
(100 £ 6 pm).
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Das Wachstum der Krypten fand in beiden resezierten Gruppen also hauptsachlich in der ers-
ten Woche nach ICR statt. Zwischen WT ICR und Nod2 KO ICR Mausen gab es weder an
Tag 7 noch an Tag 14 signifikante Unterschiede in der Kryptentiefe.

In beiden resezierten Mausgruppen waren die Krypten tiefer als in ihrer jeweiligen Sham-Kon-

trollen.
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3.3 Immunhistochemische Farbungen

Abbildung 11: Immunhistochemische Farbung von Villin am Beispiel einer Wildtyp (WT) und einer
Nod2 knockout (Nod2 KO) Maus zum Zeitpunkt der lleozékalresektion (ICR) und nach 14 d.
a) WTICR O h, b) WTICR 14 d, c) Nod2 KO ICR 0 h, d) Nod2 KO ICR 14 d

In Abbildung 11a ist am Beispiel einer WT Maus das histologische Bild des lleums zum Zeit-
punkt der Operation ersichtlich. Mit Hilfe der Immunhistochemie konnte nachgewiesen werden,
dass Villin Epithelzell-spezifisch sowohl entlang der gesamten Zotte als auch in der Krypte

exprimiert ist. Diese Verteilung ist in Nod2 KO Mausen identisch (Abbildung 11c).

Nach 14 Tagen (Abbildung 11b und d) haben die Zotten ein langeres, schmaleres, fingerfor-
miges Aussehen. Das Zottenstroma nimmt ab. Villin ist auch zu diesem Zeitpunkt nur in den
Epithelzellen und entlang der gesamten Zottenachse exprimiert. Auf diesen Untersuchungen
basiert, dass Villin als Epithel-spezifisches Haushaltsgen zum Abgleich gegen die untersuch-

ten Transporter verwendet wurde.

33



Abbildung 12 (siehe unten) zeigt, dass B-Aktin ubiquitar sowohl im Stroma als auch an der
Oberflache der Zotten und Krypten exprimiert wird. Da es in der Normierung jedoch keine

Unterschiede zu Villin gab, wurde hier auf die Darstellung der Expressionsdaten verzichtet.

Abbildung 12: Inmunhistochemische Farbung von B-Aktin am Beispiel einer Wildtyp (WT) und

einer Nod2 knockout (Nod2 KO) Maus zum Zeitpunkt der lleozdkalresektion (ICR) und nach
14 d.

a) WTICR O h, b) WTICR 14 d, c) Nod2 KO ICR 0 h, d) Nod2 KO ICR 14 d
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3.4 PCR Ergebnisse

3.4.1 Genexpression von Downregulated in adenoma (DRA)
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Abbildung 13: DRA-Expression zum Zeitpunkt der Operation (0 h), nach 7 d und nach 14 d in Wildtyp
(WT), Nod2 knockout (Nod2 KO) und Sham-Kontrolltieren (Sham); MW * SEM; Tiere lleozokalresektion
(ICR): n = 8-9 je untersuchtem Zeitpunkt; Sham-Kontrolltiere: n = 6-9 je untersuchtem Zeitpunkt; ge-
zeigt sind Tiere, die bis zum geplanten Endpunkt liberlebt haben.

Mit Hilfe der real-time gPCR wurde die Expression von Transportern des Darms untersucht.
In Abbildung 13 ist die mMRNA-Expression des CI/HCO3 -Austauschers DRA bezogen auf Villin
dargestellt.

In den untersuchten Darmabschnitten war die DRA-Expression zwischen WT ICR und Nod2
KO ICR zum Zeitpunkt der Operation (0 h) nicht signifikant unterschiedlich. Fir Sham-ope-
rierte Tiere lag zum Zeitpunkt 0 h kein Untersuchungsmaterial vor, da nur eine Transsektion
des Darmes erfolgte.

An den Tagen 7 und 14 nach ICR war die DRA-Expression in den WT Mausen bezogen auf
den Ausgangswert (0 h) nicht signifikant verandert. In WT Sham Tieren blieb die Expression
auf gleichem Niveau.

Bei den Nod2 KO ICR Mausen wurde bezogen auf den Ausgangswert nach 7 und 14 Tagen
keine signifikante Steigerung der DRA-Expression gemessen. Die Expression blieb in Nod2

KO Sham Tieren unverandert.
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3.4.2 Genexpression von Na+/H+-exchanger 3 (NHE3)
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Abbildung 14: NHE3-Expression zum Zeitpunkt der Operation (0 h), nach 7 d und nach 14 d in Wildtyp
(WT), Nod2 knockout (Nod2 KO) und Sham-Kontrolltieren (Sham); MW * SEM; Tiere lleozdkalresektion
(ICR): n = 8-9 je untersuchtem Zeitpunkt; Sham-Kontrolltiere: n = 6-9 je untersuchtem Zeitpunkt; gezeigt
sind Tiere, die bis zum geplanten Endpunkt iiberlebt haben.

*p <0,05; WTICR 0 h vs. 14 d; Wilcoxon-Test ** p < 0,05; Nod2 KO ICR 0 h vs. 14 d; Wilcoxon-Test

In Abbildung 14 ist die NHE3-mRNA-Expression dargestellt.
Zum Zeitpunkt der Operation (0 h) war die Expression zwischen WT und Nod2 KO Mausen
gleich. Fur Sham-Mause, die nur eine Transsektion des Darmes erhielten, lag zum Zeitpunkt

0 h kein Untersuchungsmaterial vor.

Die NHE3-Expression war 7 Tage nach ICR im Vergleich zu 0 h weder in WT noch in Nod2
KO Mausen signifikant verandert.

Eine signifikante Steigerung trat hingegen in beiden resezierten Gruppen nach 14 Tagen auf,
wobei in WT ICR Tieren eine Steigerung auf 399 + 125 % (p = 0,021) und bei Nod2 KO Mau-
sen auf 258 + 52 % (p = 0,011) vorlag. Dabei lag zwischen WT und Nod2 KO Mausen zu die-
sem Zeitpunkt kein Unterschied vor.

Die NHE3-Expression der WT Sham und der Nod2 KO Sham Mause blieb auf dem Ausgangs-

niveau.
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3.4.3 Genexpression von Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR)
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CFTR mRNA Expression ( 2 “*¢T) bezogen auf Villin

Abbildung 15: CFTR-Expression zum Zeitpunkt der Operation (0 h), nach 7 d und nach 14 d in Wildtyp
(WT), Nod2 knockout (Nod2 KO) und Sham-Kontrolltieren (Sham); MW * SEM; Tiere lleozokalresektion:
n = 8-9 je untersuchtem Zeitpunkt; Sham-Kontrolltiere: n = 6-9 je untersuchtem Zeitpunkt; gezeigt sind
Tiere, die bis zum geplanten Endpunkt tiberlebt haben.

*p <0,05; WTICROhvs.7dund0 h vs. 14 d; Wilcoxon-Test ** p < 0,05; Nod2 KO ICR 0 h vs. 14 d, Wil-

coxon-Test

Abbildung 15 stellt die CFTR-mRNA- Expression dar.

Zum Zeitpunkt der Operation (0 h) unterschied sich die CFTR-Expression zwischen den WT
und Nod2 KO Mausen nicht. Fir Sham-operierte Tiere lag zum Zeitpunkt 0 h kein Untersu-
chungsmaterial vor, da nur eine Transsektion des Darmes erfolgte.

Die basale CFTR-Expression unterschied sich nicht zwischen WT und Nod2 KO Mausen.

7 und 14 Tage nach Resektion war die CFTR-Expression in WT Mausen signifikant auf
148 + 16 % (p = 0,036, d 7) und 193 + 46 % (p = 0,028, d 14) erhdht.

In den Nod2 KO ICR Tieren konnte 14 Tage nach Resektion eine signifikante Steigerung der
CFTR-Expression auf 235 + 54 % (p = 0,008) nachgewiesen werden.
Die CFTR-Expression war nach der Sham Operation in beiden Mausgruppen nicht signifikant

verandert.
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3.4.4 Genexpression von Lysozym
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Abbildung 16: Lysozym-Expression zum Zeitpunkt der Operation (0 h), nach 7 d und nach 14 d in Wild-
typ (WT), Nod2 knockout (Nod2 KO) und Sham-Kontrolltieren (Sham); MW + SEM; Tiere lleozbkalresek-
tion: n = 8-9 je untersuchtem Zeitpunkt; Sham-Kontrolltiere: n = 6-9 je untersuchtem Zeitpunkt; gezeigt
sind Tiere, die bis zum geplanten Endpunkt liberlebt haben.

*p <0,05; WTICR 0 h vs. 7 d; Wilcoxon-Test

**p <0,05; Nod2 KO ICR 0 h vs. 7 d; Wilcoxon-Test

Die basale mRNA-Expression von Lysozym war zum Zeitpunkt der OP (0 h) nicht signifikant
unterschiedlich, es besteht aber der Trend, dass die Nod2 KO Tiere eine hdhere Lysozym-
Expression haben (p = 0,067). Fir Sham-Mause, die nur eine Transsektion des Darmes er-

hielten, lag zum Zeitpunkt 0 h kein Untersuchungsmaterial vor.

In WT Mausen wurde 7 Tage nach Resektion eine signifikante Verringerung der Lysozym-
Expression auf 55 + 13 % (p= 0,017) nachgewiesen. In Sham-operierten Kontrolltieren war die

Expression unverandert.

Auch in Nod2 KO ICR Tieren sank die Lysozym-Expression 7 Tage nach Resektion signifikant
auf 39 + 8 % (p= 0,012). In Nod2 KO Sham Mausen blieb die Expression unverandert.

Infolge der Resektion kam es in beiden Versuchsgruppen zu einem transienten Abfall der
Lysozym-Expression. Zu jedem Untersuchungszeitpunkt lag die Lysozym-Expression in Nod2

KO ICR Tieren tber den WT ICR Tieren, war jedoch nicht signifikant unterschiedlich.
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4. Diskussion

Darmversagen ist eine Komplikation des schweren KDS nach umfangreicher ICR [20]. Beim
KDS kommt es aufgrund der verringerten Darmoberflache nach multiplen Resektionen zu ei-
ner ungentigenden Resorption von Flissigkeit, Makro- und Mikronahrstoffen, Proteinen und
Energietragern [20]. Eine der haufigsten nicht-malignen Indikation zur Darmresektion ist der
komplikativ verlaufende M. Crohn. NOD2 Polymorphismen treten gehauft in M. Crohn Patien-
ten auf [36, 40, 53, 54]. Zudem gelten NOD2 Mutationen als Risikofaktor fir das kombinierte
Darm- und Leberversagen im Kindesalter [55] und sind auch mit einer erhéhten Abstoliungs-
rate nach Darm- oder multiviszeraler Transplantation assoziiert [56]. Daruber hinaus sind
NOD2 Mutationen, unabhangig von M. Crohn, mit der Entwicklung eines schweren KDS und
Darmversagens assoziiert [34, 57]. Es ist noch nicht hinreichend bekannt, ob NOD2 Defekte
zu vermehrten initialen postoperativen Komplikationen auf dem Weg zum KDS fiihren oder ob
es einen negativen Einfluss auf die Adaptation als Reaktion auf ein KDS gibt. Daher wurde in
der vorliegenden Arbeit der Einfluss einer Nod2-Defizienz auf das klinische Outcome und die
intestinale Adaptation im Mausmodell des Kurzdarmsyndroms untersucht.

Als intestinale Adaptation wird der physiologische Prozess bezeichnet, die Funktion und Struk-
tur des entnommenen Darms zu kompensieren, damit die Verdauungs- und Absorptionsfunk-
tion gewahrleistet werden kann [27]. Diese Adaptation kann u. a. auf histomorphologischer
und auf funktioneller Ebene, im Sinne veranderter lonentransportprozesse stattfinden. Um die
Pathophysiologie des schweren KDS und des Darmversagens besser zu verstehen, sind tier-
experimentelle Modelle notwendig. Dabei wurde in dieser Arbeit im Mausmodell untersucht,
inwieweit sich das klinische Outcome nach einer ICR verandert. Dabei wurde, neben Klini-
schen Aspekten, die RNA Expression von DRA, NHE3 und CFTR sowie Lysozym und die
Anderung der Zottenhéhe und Kryptentiefe untersucht.

Das in dieser Arbeit verwendete Mausmodell wurde urspriinglich von Dekaney et al. [27] 2007
beschrieben und von unserer Arbeitsgruppe modifiziert [43]. Dekaney et al. [27] verwendeten
mannliche Mause des selben Stammes (C57BL/6J) von der selben Firma Jackson Laboratory,
Bar Habor, Maine, USA wie in der vorliegenden Arbeit. Die Mause ahnelten sich ebenfalls
hinsichtlich ihres Ausgangsgewichts, waren zum Zeitpunkt der Operation jedoch etwas jlinger
(2-3 Monate) als in unseren vorliegenden Versuchen (3-6 Monate). Dies konnte insofern einen
Einfluss haben, da die Tiere im Alter von 2-3 Monaten pra-adult sind und mdglicherweise eine
bessere Adaptationsfahigkeit haben. Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe hierzu konnten
jedoch keine Korrelation zwischen dem Auftreten von Komplikationen und dem Alter der

Mause feststellen [43].
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Um die Mortalitat des Modells im Hinblick auf frihe Komplikationen wie Anastomosenstenosen
und Obstruktionen zu verbessern, verwendeten wir flr die Anastomose 10-0 Faden und hielten
wahrend des gesamten Versuchszeitlaufs die Gabe von Flissignahrung aufrecht.

Bei Dekaney et al. [27] wurde eine Flissigdiat im Gegensatz dazu lediglich bis sieben Tage
nach Operation beibehalten. Trotz der Optimierung starben 6 % der Mause in dieser Versuchs-
reihe an intestinalen Obstruktionen. Devine et al. [58] gaben die Flissignahrung bereits 4 Tage
vor geplanter OP und bis 7 Tage nach der Operation, da sie sonst eine héhere Rate an Ob-
struktionen und eine erhéhte Mortalitat feststellten. In unserem eigenen Experiment brachte
dieses Vorgehen keinen weiteren Uberlebensvorteil, als erst zwei Tage vor der OP mit Fliis-

signahrung zu beginnen (Daten nicht gezeigt).

Weitere Unterschiede im perioperativen Management der ICR gab es bei der Narkose. Anders
als bei Dekaney et al. [27] und auch bei Shin et al. [59], die eine Inhalationsnarkose aus 2 %
Isofluran in Kombination mit Sauerstoff verwendeten, wurde in dem von uns angewandten
Modell eine intraperitoneale Narkose mit Ketamin und Xylazin in Kombination mit einer me-
chanischen Beatmung durchgefiihrt. Dadurch wurde eine hohe Stabilitdt mit kontinuierlicher
gleichmaBiger Oxygenierung erlangt. Auf diese Weise wurden zudem respiratorische Azido-
sen vermieden (weniger Atemdepression als Isofluran) [60], die einen Einfluss auf die unter-
suchten lonentransporter haben kénnten. AuRerdem flihrt die Inhalationsnarkose mit Fluranen
vermehrt zur Relaxation der glatten Muskulatur [61]. Die intraperitoneale Narkose sorgt aber
fur langere Nachschlafphasen bei den operierten Tieren, weswegen die Mause postoperativ

zur Vermeidung einer Hypothermie in einen beheizten Kafig gelegt wurden.

Des Weiteren wurden in anderen Arbeitsgruppen perioperativ Antibiotika eingesetzt, um Sep-
sen und andere postoperative Komplikationen zu verringern. Unsere Arbeitsgruppe gab keine
Antibiose im perioperativen Verlauf, um ein Einwirken auf das intestinale Mikrobiom zu ver-
meiden, das mit der Adaptation an das KDS interferieren kénnte [58, 62]. Da in der Versuchs-
reihe zu dieser Arbeit nur ein Fall von Sepsis auftrat, scheint es vertretbar, eine Antibiotikapro-

phylaxe zu unterlassen.

Es gibt einige experimentelle Modelle des KDS, die in Nagetieren durchgeflhrt wurden. Bei
einem grofRen Teil handelt es sich jedoch um Rattenmodelle. Liu et al. [63] resezierte bei Rat-
ten rund 60 % des lleum und Jejunums, sowie das Zokum. Auch der Versuchsaufbau von
Kripke et al. [64], beinhaltete eine 60 % distale Resektion des Darms mit Entnahme des
Zdkums bei Ratten. Ferner fanden in einigen Arbeitsgruppen proximale Resektionen des Rat-

tendarms statt, in denen Teile des Jejunums und lleums entfernt wurden [65, 66].
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Es gibt nur wenige experimentelle Mausmodelle fir das KDS. Mausmodelle bieten den Vorteil,
dass die Tiere leichter genetisch veranderbar sind, um daran verschiedene Einflisse geneti-
scher Polymorphismen oder Mutationen zu analysieren. Bei einem Teil der Modelle wurde eine
proximale Resektion des Dinndarms durchgeflhrt [67, 68]. In unserer Arbeitsgruppe wurde
eine ICR durchgeflihrt, was der haufigsten anatomischen Variante des KDS entspricht (Typ Il
Anatomie) [21] und daher besonders hohe klinische Relevanz hat.

In Nagern erflllt das Zékum zusatzlich wichtige Funktionen. Snipes [69] beschrieb 1981 die
Anatomie des Zékums in Mausen und Ratten: Im Vergleich zu Pflanzenfressern haben sie ein
kleineres und weniger differenziertes Zo6kum, im Vergleich zu Fleischfressern ist es jedoch
gréler und weiter entwickelt. Damit erflllen sie die Merkmale des Zokums eines Omnivoren.
Das Zékum ist bei einseitigem Nahrungsangebot fahig, Zellulose zu verdauen. Es besitzt zu-
dem gute Absorptionsfahigkeiten fiir Ca?*, Mg?*, Vitamin K, Flussigkeit und Elektrolyte. Als
Reservoir zwischen Dinn- und Dickdarm ermdglicht es so, weitere 10-20 % der im Dinndarm
nicht aufgenommenen Nahrungsbestandteile zu absorbieren und dem Dickdarm zur Verfa-
gung zu stellen. Diese Absorptionsfahigkeit liegt hauptsachlich an der mikrobiellen Besiedlung
des Darms, die auch eine Fermentation ermdglicht. Uberdies fungiert die Muskulatur des ileo-
zokalen und zokokolischen Ubergangs als eine Art Sphinkter und verlangsamt somit den
Transport der Nahrung durch den Darm [69].

Das Z6kum scheint somit auch eine wichtige Funktion flir das Mikrobiom des Dickdarms zu
haben. Devine et al. [58] zeigten, dass bei Entfernung des Zékums die Diversitat der Darm-
bakterien abnimmt mit besonders starkem Abfall im Kolon. Unsere Arbeitsgruppe beschrieb,
dass die alpha-Diversitat in Stuhlproben von Mausen nach ICR unabhangig vom WT bzw.
Nod2 Status reduziert ist [70]. Der spezifische Einfluss des Mikrobioms auf die Adaptations-
prozesse unter Kurzdarmbedingungen wird derzeit in Folgeprojekten der Arbeitsgruppe unter-
sucht.

Barros et al. [71] beobachteten in ihren Versuchen an einem Ratten-KDS-Modell, dass nach
operativer Darmresektion, die Tiere mit Erhalt der lleozdkalklappe hdhere postoperative Werte
bezuglich u.a. Gewicht und histomorphologischer Anpassung aufwiesen. Dies kann zum einen
am Erhalt des Zékums liegen, zum anderen aber auch an der Lange des belassenen Darms.
Denn die Lange des resezierten Darms hat ebenfalls einen groRen Einfluss auf das Uberleben
der Tiere. In unserer Arbeitsgruppe wurden in Anlehnung an das Modell von Dekaney et al.
etwa 40 % des Dunndarms inklusive Zokum entfernt. Die Mortalitat lag in dieser Arbeit bei
26 % ohne perioperative Komplikationen (d 0-3; Anastomoseninsuffizienz, lleus). Auch andere
Arbeitsgruppen stellten ein schlechtes Uberleben der Tiere bei zunehmender Lénge des rese-
zierten Darms fest. Wakeman et al. [67] publizierten, dass bei der von ihnen vorgenommenen
proximalen Diinndarmresektion das Uberleben der Mause deutlich schlechter war, wenn 75 %
(73 % Uberleben) statt 50 % (90 % Uberleben) des Dinndarms reseziert wurden. Auch
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Helmrath et al. [68] berichteten, dass eine proximale Resektion von bis zu 50 % der Gesamt-
lange des Dinndarms von den Mausen Uberlebt wurde und Resektionen von gréReren Antei-
len mit héherer Mortalitat einhergingen. Die genannten Arbeitsgruppen beobachteten mit zu-
nehmender Resektionslange eine héhere Rate an schwerwiegenden Komplikationen, berich-
ten dabei aber keine genaueren Autopsiebefunde. Die Untersuchungen von Matsumoto et al.
[72] zeigen weiterflhrend sogar, dass nach einer 75 % ICR keine Maus den postoperativen
Zeitraum von 35 Tagen Uberlebte und zeigen damit, dass auch das Langzeitliberleben prob-

lematisch ist.

Der ursprunglich im Zusammenhang mit der Feststellung/Vorhersage von Anastomoseninsuf-
fizienzen von Komen et al. [44] publizierte Wellness-Score ist flr die klinische Beurteilung des
KDS in dem hier angewandten Mausmodell gut geeignet [43].

Signifikante Unterschiede im Wohlbefinden der untersuchten Mausgruppen bestanden zwi-
schen WT ICR und Nod2 KO ICR Mausen in der friihen Adaptationsphase an den Tagen 2-4,
an denen die WT ICR Tiere ein besseres Wohlbefinden zeigten. Im Einzelnen hatten Nod2 KO
Tiere ein insgesamt struppigeres Fell, die Tiere waren weniger aktiv und auch die Haltung war
eingeschrankt (weniger gleichmaRige Belastung auf allen vier Fifien; gebuckelte Haltung).
Dazu passt unsere Beobachtung, dass alle vorzeitig getdteten/verstorbenen Nod2 KO Mause
im perioperativen Zeitraum (d 0-3) verstarben und damit eine Neigung zu den friihen Kompli-
kationen hatten (Anastomoseninsuffizienz und lleus).

Gemessen am Score hatten Nod2 KO ICR Mause uber den gesamten Beobachtungszeitraum
ein geringeres Wohlbefinden als WT ICR oder Sham-Versuchstiere. Das lasst einen Einfluss
vom Nod?2 Gen auf den klinischen Verlauf nach einer ICR vermuten.

Andere Arbeitsgruppen bestatigten ein schlechteres Outcome bei NOD2-Defizienz in einem
anderen Zusammenhang: Brenmoehl et al. [73] haben Uber ein schlechteres Outcome von
menschlichen Patienten mit NOD2 Mutationen bei abdomineller Sepsis berichtet. Dies kénnte
den initial komplizierteren Verlauf bestatigen und eine Neigung zur Sepsis vermuten lassen.
In Vorversuchen der eigenen Arbeitsgruppe konnte jedoch im Vergleich zu WT-Kontrolltieren
weder eine erhdhte Sterblichkeit und bakterielle Translokation noch eine veranderte Zytokin-
sekretion in Nod2 KO Mausen nach abdomineller Sepsisinduktion durch ,Cecal-Ligation and
Puncture” nachgewiesen werden. WT und Nod2 KO Tiere hatten also keine unterschiedliche
Neigung zur Sepsis. Auch andere Arbeitsgruppen konnten in der experimentellen, abdominel-
len Sepsis kein schlechteres Uberleben bei Nod2-Defizienz finden, so dass wir davon ausge-
hen, dass die Nod2-Defizienz im Modell der ICR nicht zu vermehrten frihen Komplikationen
fuhrt [74], [75].
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Um das klinische Outcome der Versuchstiere weiter einzuschatzen, wurde zusatzlich zum
Wellness-Score der Gewichtsverlauf der Tiere erhoben. Sowohl die ICR als auch die Sham-
Operation induzierten in beiden Versuchsgruppen zunachst einen Gewichtsverlust.

Der Gewichtsverlust der Sham-Mause war postoperativ aber weniger stark als in resezierten
Tieren. Zudem nahm ihr Gewicht in der zweiten Halfte des Beobachtungszeitraums wieder zu,
wahrend es in resezierten Tieren niedriger blieb. Die fehlende Signifikanz in der WT Sham
Gruppe konnte durch den Selektionsbias bedingt sein. Der postoperative Gewichtsverlust in
Sham Tieren wurde auch bei Dekaney et al. [27] beschrieben: Die Sham Mause verloren dort
bis 4-5 Tage nach der Operation Gewicht, das aber nach 6 Wochen wieder auf das Ausgangs-
gewicht gestiegen war.

Dies zeigt, dass zunachst alle Tiere nach der Operation einen Gewichtsverlust erlitten, dieser
jedoch Uberwiegend auf den perioperativen Stress, z. B. FlUssigkeitsverlust zurtickzuflihren
ist.

Das Ausgangsgewicht kdnnte das perioperative Outcome beeinflussen. Es ist anzunehmen,
dass Mause mit erhéhtem viszeralen Fettanteil technisch schwieriger zu operieren waren und
daher ein schlechteres Outcome hatten. Es wurde in Versuchen der Arbeitsgruppe jedoch
keine signifikante Korrelation zwischen Ausgangsgewicht und dem Uberleben der Tiere ge-
funden [43].

Der Gewichtsverlust nach ICR lag in dem angewandten Modell bei durchschnittlich 20% des
Ausgangsgewichts.

Die resezierten Tiere der Arbeitsgruppe um Dekaney et al. [27] erreichten auch nach einem
Beobachtungszeitraum von 16 Wochen nicht wieder ihr Ausgangsgewicht. Der in dieser Arbeit
gewahlte Beobachtungszeitraum lag bei zwei Wochen und auch hier erreichten die Tiere ihr
Ausgangsgewicht nicht. Die klinischen Beobachtungen deckten sich dahingehend, dass das
Ausgangsgewicht in den Sham Kontrollen nur transient abfallt, wahrend es nach ICR dauerhaft
verringert bleibt — passend zu einer Darminsuffizienz. Wir fihrten jedoch keine Langzeitstudie
durch.

Wahrend das Kérpergewicht der Tiere nach Resektion, unabhangig vom Genotyp, in den ers-
ten Wochen nach Resektion zunachst fiel, tritt in der Adaptationsphase wahrend der zweiten
Woche eine Verbesserung des Koérpergewichts ein. In Nod2 KO Mausen waren das Wohlbe-
finden signifikant und das Gewicht tendenziell in der zweiten Woche nach Resektion schlech-
ter als in den WT Kontrollen, was auf eine schlechtere Adaptationsfahigkeit Nod2-defizienter

Tiere hindeuten konnte.

Um das klinische Outcome der Tiere in diesem experimentellen Modell weiter zu analysieren,

wurde neben dem Wellness-Score und dem Wohlbefinden auch die Stuhlkonsistenz bestimmt.
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Dies ist relevant, da es unter Kurzdarmbedingungen durch die mangelnde Resorption von
Flissigkeit zu Durchfall kommt [43].

Direkt nach ICR litten die WT und Nod2 KO Méause unter Durchfall, der sich tUber den Zeitraum
der 14 Tage uber breiigen zu festem Stuhl normalisierte. Die Sham-Kontrollmause beider
Gruppen hatten demgegentiber direkt nach der Operation wieder festen Stuhl. Direkt nach ICR
war der Darm nicht fahig, aus dem Stuhl eine adaquate Menge an Wasser zurtick zu resorbie-
ren und die Mause litten unter Durchfall. Dies entsprach der Phase der Hypersekretion des
KDS [20]. Nach 14 Tagen, in der Adaptationsphase, wurde der resezierte Teil soweit kompen-
siert, dass dem Stuhl genug Wasser zum Erreichen einer normalen festen Konsistenz entzo-
gen wurde [20]. Auch bei Dekaney et al. [27] wurde eine Abnahme der Stuhlkonsistenz be-
schrieben, die sich nach etwa 2 Wochen wieder zu normaler fester Stuhlkonsistenz hin entwi-
ckelte. Dies deckt sich mit unseren Beobachtungen, da beide resezierten Mausgruppen nach
14 Tagen wieder festen Stuhl hatten. Zwischen den WT und Nod2 KO Tieren gab es jedoch
keine Unterschiede. Die Stuhlkonsistenz wurde in dieser Versuchsreihe makroskopisch beur-
teilt und ein Punktwert vergeben. Genauere Messungen sind Uber das Stuhlwasser mdglich.
Weitergehende Versuche unserer Arbeitsgruppe zeigten bereits in resezierten Tieren einen
erhohten Anteil des Stuhlwassers [43]. Nod2 KO Mause hatten an Tag 2 nach Resektion sig-

nifikant hoheres Stuhlwasser als WT Mause [70].

Das Ausmal? der histomorphologischen Adaptation nach Resektion gro3er Darmabschnitte ist
bedeutsam fiir das Uberleben des Individuums.

Im Zuge der Adaptation kommt es zu histomorphologischen Veranderungen, wie ein Anstieg
der Villuslange und der Kryptentiefe sowie des Lumendurchmessers [27].

In den Mausen dieses experimentellen Modells war die Zottenlange in beiden Versuchsgrup-
pen nach ICR bereits nach 7 Tagen signifikant gesteigert und nahm nach 14 Tagen nicht wei-
ter zu. Dies zeigt, dass der Peak der histomorphologischen Adaptation bereits in den ersten
Tagen nach ICR eintritt. Histomorphologische Veranderung an Villi und Krypten wurden eben-
falls in anderen Resektionsmodellen bestatigt [27, 76]. In der Arbeit von Dekaney et al. war
das Langenwachstum der Zotten bis 4-5 Tage nach der ICR ausgepragt, blieb bis zu 6 Wochen
nach der Operation erhoht und fiel dann aber im Laufe der Zeit bis 16 Wochen wieder ab [27].
In Sham-Mausen, an denen nur eine Transsektion des Darms durchgefiihrt wurde, nahm die

Villuslange nicht zu. Das Villuswachstum war also ein Kurzdarm-spezifischer Effekt.

Des Weiteren fand in unseren Versuchsgruppen eine Veranderung der Kryptentiefe statt. Nach
7 Tagen nahm in beiden resezierten Gruppen die Kryptentiefe signifikant zu, wahrend sie in
den Sham-Kontrollgruppen gleich blieb. Der Effekt war nach 14 Tagen nicht starker ausge-

pragt. Dekaney et al. [27] beschrieben ahnliche Ergebnisse, wobei die Veranderungen hier
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nach 2-3 Tagen transient waren. Unter histomorphologischen Aspekten gab es in der vorlie-
genden Arbeit keine signifikanten Unterschiede zwischen WT und Nod2 KO Mausen. Die Zot-
tenlange war in beiden ICR-Gruppen signifikant nach 7 und 14 Tagen gesteigert. Die Krypten
waren nur nach 7 Tagen signifikant tiefer.

Weiterfuhrende Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe [43] haben gezeigt, dass das Errei-
chen eines hohen Koérpergewichtes zum Experimentende nicht mit der Lange der Villi korre-
liert. Dies legt nahe, dass neben der histomorphologischen Adaptation andere epitheliale Me-
chanismen wie die Barrierefunktion und Transportmechanismen fiir den Prozess der Adapta-

tion bedeutsam sind.

Es gibt bisher wenige Untersuchungen zur funktionellen Adaptation, insbesondere hinsichtlich
des lonentransportes unter Kurzdarmbedingungen. Wahrend auf histomorphologischer Ebene
bereits in verschiedenen Arbeitsgruppen die Adaptation untersucht wurde, sind die genauen
funktionellen Mechanismen grofRtenteils noch ungeklart und wurden in dieser Arbeit im Hin-
blick auf den lonentransport ndher untersucht. Dabei wurde die mRNA-Expression von DRA,
NHE3 und CFTR bericksichtigt.

Zunachst wurde die DRA-Expression 7 und 14 Tage nach ICR im Vergleich zur Ausgangssi-
tuation (0 h) und zu Kontrollbedingungen (Sham) untersucht. Ubereinstimmend mit Vorarbei-
ten (Dissertation Daniel Bastmeyer) war zum Zeitpunkt der Resektion (0 h) die DRA-Expres-
sion zwischen WT und Nod2 KO Tieren nicht signifikant unterschiedlich. Bei der Interpreta-
tion der Daten ist zu beachten, dass die Expression von DRA entlang der Darmlangsachse

zunimmt und die héchste Expression im Kolon detektiert wird (Disseration Daniel Bastmeyer).

Verglichen mit den basalen Bedingungen, konnte in der vorliegenden Arbeit flr die DRA-Ex-
pression keine signifikante Veranderung unter Kurzdarmbedingungen detektiert werden. Eine
wichtige Einschrankung dieser Arbeit besteht darin, dass nur die mRNA-Expression untersucht
wurde, eine Aussage zur Proteinexpression ist nicht mdglich. Es ist auRerdem nicht auszu-
schliel3en, dass Veranderungen auf Proteinebene oder funktionelle Veranderungen bestehen.
Andererseits ware es auch maoglich, dass in dem hier untersuchten Modell durch die Resektion
global intestinal nur eine geringe DRA-Menge verloren geht und darum tatsachlich keine Ge-
genregulation in der DRA-Expression erfolgt. Da DRA v.a. im Kolon funktionell relevant ist,
ware es auch mdglich, dass der DRA-Verlust mit dem lleumsegment die globale Bikarbonat-
Sekretion und/ oder die NaCl-Absorption des Darms nach ICR nicht relevant beeintrachtigt
und darum im verbleibenden Jejunumsegment nicht funktionell kompensiert werden muss.
Méglicherweise findet die entscheidende Gegenregulation auch im Kolon statt. Dies wurde in
dieser Arbeit nicht untersucht, ware aber fur zukinftige Arbeiten von grolem Interesse. Diese
Vermutung wird gestutzt von Ishiguro et al. [28]. Dort wurde gezeigt, dass eine enorme DRA-
Expressionssteigerung bei einer eingeschrankten Bikarbonat-Sekretion erfolgt. Die
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Arbeitsgruppe hat Mause untersucht, in denen das proton-coupled amino acid transporter 1
(Pat1) Gen ausgeschaltet war. PAT1 (Slc26a6) gehdrt wie DRA zur SLC26 Familie und ist ein
CI/HCOs™ Austauscher, der besonders im Pankreas, aber auch im Dinndarm vorhanden ist.
Im Pankreas lauft Uber PAT1 der Hauptteil der PGE,-stimulierten Bikarbonat-Sekretion ab. Die
Arbeitsgruppe beobachtete, dass in PAT1 KO Tieren, die Expression von DRA (Slc26a3) um
das Finffache erhéht war. Diese Untersuchung bezog sich zwar auf das Pankreas, zeigt aber,
dass eine kompensatorische Steigerung der DRA-Expression erfolgt, wenn die Bikarbonat-

Sekretion in anderer Weise gestort ist.

DRA ist zudem im unteren Gastrointestinaltrakt funktionell an NHE3 gekoppelt [6]. Beide
Transporter sind fir die elektroneutrale NaCl-Absorption verantwortlich. So wird beispiels-
weise im alkalischen Milieu eine Steigerung der DRA-Expression und eine vermehrte Kopp-
lung mit NHE3 beobachtet [77]. In NHE3 KO Mausen konnte eine Hochregulation von DRA
beobachtet werden [9]. Darum wurde als weiterer Mediator des elektroneutralen NaCl-Trans-
ports NHE3 untersucht. Die NHE3-Expression im Jejunum war bei WT und Nod2 KO Mausen
zum Zeitpunkt der Operation (0 h) gleich. Bemerkenswerterweise konnte 14 Tage nach Re-
sektion in beiden Gruppen im adaptierten Jejunum eine signifikante Steigerung der NHE3-
Expression nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit Beobachtungen der
Gruppe um Warner [29]. In einem proximalen Resektionsmodell konnte eine 2,5-fach erhéhte
NHE3-mRNA-Expression in Mausen nachgewiesen werden [29]. Zudem wurde eine Steige-
rung der NHE3-Expression auch durch Musch et al. [30] beobachtet: Nach einer 50 %igen
Dinndarmresektion kommt es im Rattenmodell zu einer 2-3-fachen Steigerung der ilealen
NHE3-mRNA-Expression. Die Anderungen auf RNA-Ebene scheinen auch funktionell relevant
zu sein. Sacks et al. [31] konnten nach einer 70 %igen Resektion des Dunndarms eine erhdhte
NHE3-Aktivitat im Rattenmodell feststellen. Zusammengenomen ist also davon auszugehen,
dass im Zuge der Adaptation nach Darmresektion NHE3 im Dinndarm vermehrt exprimiert
wird. Ob NHE3 im Kolon in dem hier untersuchten Modell auch verandert exprimiert wird, kann
mit den vorliegenden Daten nicht beantwortet werden, scheint aber wahrscheinlich, da das
hier untersuchte Modell aufgrund der grof3en Menge an mitreseziertem Kolonepithel (Maus-
z6kum) in seiner Schwere einem 70 %igem reinen Dinndarmresektionsmodell &hneln durfte.
Die durch die Adaptation vermittelte Steigerung der NHE3-Expression im Dunndarm ist aller-

dings nicht vom Nod2 Status abhangig.

Im Gegensatz zum elektroneutralen NaCl-Transport via DRA und NHE3 wird die elektrogene
CI-Sekretion grofteils von CFTR vermittelt [1]. Unter basalen Bedingungen bestand wie fir
die beiden anderen untersuchten Transporter kein Unterschied zwischen WT und Nod2 KO

Mausen. Sieben Tage nach der ICR war eine Steigerung der CFTR-Expression erkennbar,
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dabei war allerdings nur fur die WT-Gruppe ein signifikanter Unterschied nachzuweisen. Nach
14 Tagen bestand in beiden resezierten Gruppen eine signifikante Erhéhung der CFTR-Ex-
pression. Die Hochregulation der Expression ist dabei nicht vom Nod2 Status abhangig. Die
fehlende Signifikanz an Tag 7 in der Nod2 KO Gruppe konnte durch die Selektionsbias be-

dingt sein.

Die Interaktion von CFTR mit NHE3 ist experimentell intensiv untersucht. Die einzelnen Me-
chanismen sind jedoch kontrovers. So wurde z.B. beschrieben, dass eine geringere Aktivitat
von NHE3 eine vermehrte Aktivierung von CFTR und eine Steigerung der duodenalen HCOg3
Sekretion zur Folge haben kann [78]. Andrerseits ist im Jejunum der NHE3-Verlust mit vermin-
dertem cGMP-stimulierten Fllssigkeitstransport assoziiert [79]. In der Zellkultur [80] fGhrt die
Koexpression von NHE3 mit CFTR zur Absenkung der PKA-abhangigen apikalen CFTR-Ex-

pression und -Aktivierung um etwa 50 %.

Interessanterweise kann Uber einen CFTR-abhangigen Prozess eine DRA-Aktivierung statt-
finden [81]. Somit ist anzunehmen, dass die hier beobachtete Steigerung der CFTR-Expres-
sion eine vermehrte DRA-AKktivitat begunstigt. Zur Beurteilung, ob die DRA-AKktivitat wahrend
der Adaptation beeinflusst ist, waren funktionelle Studien notwendig und DRA-spezifische In-
hibitoren waren lange Zeit nicht verfugbar. Interessanterweise ist erst wahrend der laufenden
Arbeiten an dieser Studie ein spezifischer DRA-Inhibitor charakterisiert worden [82]. In zu-
kinftigen Untersuchungen kénnte damit die Frage nach der funktionellen DRA-AKktivitat unter-

sucht werden.

Zusammengenommen deuten die epithel- und transportspezifischen Untersuchungen also da-
rauf hin, dass wahrend der Adaptation epithelintrinsische Veranderungen ablaufen. Gerade im
Hinblick auf die Funktion von NOD2 ist eine Interaktion des Epithels mit dem Immunsystem in

diesem Zusammenhang allerdings wahrscheinlich.

Neben der histomorphologischen Adaptation und der veranderten Transporterexpression ist
auch die mikrobielle Besiedlung des Darms fur die Barrierefunktion von Bedeutung [58].
Sowohl im Menschen [83] als auch in der Maus [58] kommt es nach einer experimentellen ICR
oder bei menschlichen Erkrankungen zu Veranderungen in der Zusammensetzung des Mik-
robioms. Panethzellen sind ein wichtiger Bestandteil des intestinalen Immunsystems und ex-
primieren den NOD2 Rezeptor. Sie sezernieren unter anderem das antimikrobiell wirkende
Enzym Lysozym (Hydrolase) [84]. Daher wurde in dieser Arbeit die mRNA-Expression von
Lysozym untersucht.

Die Lysozym-Expression war sowohl in WT ICR Mausen als auch in Nod2 KO ICR Mausen
nach 7 Tagen im Vergleich zu 0 h signifikant erniedrigt und normalisierte sich nach 14 Tagen

auf das Ausgangsniveau. Das lasst vermuten, dass durch die Resektion Panethzellen entfernt
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wurden und sich nach 14 Tagen wieder neu bildeten. Dies passt zu Ergebnissen der Arbeits-
gruppe um Warner et al. [68], die nach einer 50 %igen Dinndarmresektion in Mausen bereits
nach 12 Stunden einen Anstieg der Panethzellen beobachteten, der bis zu 7 Tage postopera-

tiv weiter anhielt.

Lysozym reprasentiert nur einen kleinen Teil des intestinalen Immunsystems. Andere wichtige
antimikrobielle Peptide und ihre Funktion wurden in dieser Arbeit nicht untersucht, bilden aber
einen Schwerpunkt weiterfuhrender Untersuchungen in dem angewandten Modell. Des Wei-
teren wurde in anderen Studien der Arbeitsgruppe ein Einfluss des NOD2-Funktionsverlustes
auf die Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms und auf die selektive lonenpermeabi-

litat unter Kurzdarmbedingungen gefunden [70].

Alles in allem scheint die Nod2-Defizienz einen schwereren Verlauf nach Darmresektion zu
begunstigen. Dies zeigte sich in einem reduzierten Korpergewicht, mehr Verlust von Wasser
Uber den Stuhl, sowie in einem geringeren Wohlbefinden der Mause nach ICR. Die histomor-
phologische Adaptation und die intestinale Expression von lonentransportern waren in der

Adaptation an ein KDS unabhangig vom Nod2-Status.
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5. Ausblick

Die Adaptation des Darms an die Kurzdarmsituation findet auf histomorphologischer und funk-
tioneller Ebene statt. Uber die in dieser Arbeit erhobenen deskriptiven Untersuchungen hinaus
sind funktionelle Studien notwendig, um die zugrundeliegenden pathophysiologischen Mecha-
nismen des schweren KDS bzw. Darmversagens zu verstehen. Um die Rolle des NOD2 Re-
zeptors auf den Verlauf des KDS weiterfiihrend zu untersuchen, sind Studien zur Barrierefunk-
tion des Darms und des intestinalen Immunsystems geplant. Darliber hinaus liegt ein Einfluss
des NOD?2 Status auf die mikrobielle Flora des Darms die Genese und den Verlauf des KDS

nahe und wird in weiterfihrenden Studien der Arbeitsgruppe untersucht.
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6. Zusammenfassung

Das Kurzdarmsyndrom (KDS) kann durch Resektion gro3er Darmanteile entstehen und ist der
Hauptgrund fir ein Darmversagen, wenn aufgrund insuffizienter intestinaler Absorption von
Wasser, Elektrolyten und Nahrstoffen die physiologischen Kérperfunktionen nicht mehr ge-
wahrleistet werden kdnnen. NOD2 Mutationen sind ein Risikofaktor fir Morbus Crohn und un-
abhangig davon auch fir schwere Verlaufe beim KDS und fir die Entwicklung eines Darmver-
sagens. Ob die NOD2-Defizienz den Verlauf der intestinalen Adaptation negativ beeinflusst,
ist ungeklart und sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden. Nach 40%iger lleozdkal-
resektion (ICR) wurde in Mausen ein oral kompensiertes Kurzdarmsyndrom induziert, das ei-
ner Typ 2 Anatomie des Menschen entspricht und sich klinisch mit Gewichtsverlust und Durch-
fallen manifestiert. Das Outcome und die Adaptation nach Resektion wurden in Wildtyp (WT)
und Nod2 knockout (Nod2 KO) Mausen miteinander verglichen. Der Verlauf des KDS wurde
anhand klinischer Parameter (Gewichtsverlauf, Wellness-Score, Stuhlkonsistenz), der histo-
morphologischen Adaptation (Zottenldnge, Kryptentiefe) und der mRNA-Expression der
Transporter DRA, NHE3 und CFTR sowie des antibakteriellen Peptids Lysozym, beurteilt.
Eine 40%ige ICR fuhrte zu einem Gewichtsverlust von durchschnittlich 20% und zu einer tran-
sienten Verschlechterung des Wohlbefindens (Wellnesscore) mit Diarrhd. Der klinische Ver-
lauf war in Nod2-defizienten Mausen tendenziell schlechter, wobei signifikante Unterschiede
zwischen Nod2 KO und WT Kontrollen im Wellness-Score im friihen postoperativen Stadium
nachweisbar waren. Die ICR fuhrte sowohl in WT als auch in Nod2-defizienten Tieren gleich-
ermalden zu einer histomorphologischen Adaptation, die sich in einer signifikanten Steigerung
der Villushéhe (Tag 7 und 14) und der Kryptentiefe (Tag 7) manifestierte. Auf mMRNA Ebene
wurden unter Kurzdarmbedingungen signifikante Veranderungen von intestinalen lonentrans-
portern nachgewiesen, die maf3geblich zur Aufrechterhaltung des Wasser- und Elektrolythaus-
haltes beitragen. Die NHE3- und CFTR-Expression, nicht aber die DRA-Expression, waren im
anastomosennahen Jejunun unabhangig vom Genotyp nach ICR signifikant erhdht, was auf
eine Steigerung der Transportleistung und damit auf eine funktionelle Adaptation des verblei-
benden Darms hindeuten kann. Weiterfuhrende Untersuchungen adressieren die Lokalisation
und Funktion der lonentransporter im adaptierten Epithel von Nod2 KO und WT Mausen.
Das antimikrobielle Peptid Lysozym wurde im unteren Dunndarm auf RNA Ebene unter basa-
len Bedingungen gleichermalen in WT und Nod2 KO Mausen exprimiert und war nach Re-
sektion in beiden Genotypen transient verringert. Ob die Expression und Funktion anderer
antimikrobieller Peptide unter Kurzdarmbedingungen durch die Nod2-Defizienz beeinflusst ist,
wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. In weiteren Studien der Arbeitsgruppe
konnte nachgewiesen werden, dass die selektive lonenpermeabilitat des adaptierten Epithels
Nod2-abhangig verandert ist. Gegenwartige Untersuchungen, die den Einfluss des intestina-
len Immunsystems und der Kurzdarm-spezifischen Veranderungen des Mikrobioms in Nod2-
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defizienten Mausen adressieren, sollen helfen, die Rolle des NOD2 Rezeptors in der Patho-

genese des schweren Kurzdarmsyndroms/Darmversagens zu klaren.
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