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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Cholestase

Der Leber kommen als groSter Driise des Korpers viele Aufgaben zu. Sie Gbernimmt umfassende
Funktionen im Aminosaure-, Eiweil3-, Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel. Fast das gesamte Blut,
das im Darm mit Nahrstoffen, aber auch Toxinen angereichert wird, durchlauft die Leber. Mittels
Biotransformation werden Toxine unschadlich gemacht und wasserunlosliche Stoffe, wie zum
Beispiel Steroide oder manche Medikamente, mit Gallensdauren konjugiert (first pass effect). So
kdnnen sie wasserloslich in die Gallengdnge sezerniert werden (Klinke und Silbernagl 2003).

Die Leber produziert taglich 600 bis 700 ml Primargalle, bestehend aus Gallensalzen, Phospholipiden,
Bilirubin (Gallenfarbstoff) und Cholesterin gelost in Wasser. Der Elektrolytgehalt der Galle gleicht
dabei anndahernd dem des Blutplasmas (Arastéh et al. 2018).

Die Galle wird von Hepatozyten in Gallenkanalchen (canaliculi biliferi) sezerniert und U(ber
interlobuldre Gallengange (ductuli interlobularis) im Hauptgang (ductus hepaticus communis)
zusammengefihrt. In der Gallenblase wird lberschissige Galle gespeichert, bis auf das 10-fache
konzentriert und bei Bedarf zu Mahlzeiten tGiber den ductus choledochus in das Duodenum sezerniert.
Bei Obstruktion oder Einschrankung der Sekretion aus Leber oder Gallenblase spricht man von
Gallestau oder Cholestase.

Es werden zwei Formen der Cholestase unterschieden: Bei der intrahepatischen Cholestase liegt der
Defekt der Exkretion in der Leber, wahrend er bei der extrahepatischen Cholestase in den groRRen
Gallenwegen liegt (Klinke und Silbernagl 2003). Klinische Folgen des Gallestaus sind meist ein lkterus
(Gelbsucht), Pruritus (Juckreiz), dunkler Urin sowie heller Stuhl (Arastéh et al. 2018). Die Symptome
sind auf die einzelnen Komponenten der Galle zurickzufihren. Eine Konzentration von mehr als
3mg/dL Bilirubin im Blut fiihrt zur Gelbfarbung der Haut und die Gallensauren kénnen einen Juckreiz
hervorrufen. Das vermehrt Uber die Niere sezernierte Urobilin und Sterkobilin farben den Urin
dunkel und lassen bei fehlender Beimischung den Stuhl hell erscheinen (Arastéh et al. 2018).
Ebenfalls gestort ist der enterohepatische Kreislauf. Dieser Vorgang beschreibt die Wiederaufnahme
und Wiederverwendung von sezernierten Gallensdauren lUber die Darmwand im terminalen lleum
(Blesl und Stadlbauer 2021). Ublicherweise durchlaufen die Gallensduren diesen Kreislauf ca. 10-mal
am Tag. Eine geringe Menge wird nicht resorbiert und stattdessen (iber den Stuhl abgegeben. Die
dadurch verlorenen Gallensduren werden in der Leber aus Cholesterin neu gebildet (Arastéh et al.

2018).



1 Einleitung

1.1.1 Atiologie

Unterschieden werden obstruktive und nicht-obstruktive Ursachen der Cholestase. Zu den
obstruktiven Ursachen zdhlen insbesondere Cholelithiasis (Gallensteine), Tumore der Leber oder des
Pankreas sowie Metastasen. Seltener hat die Cholestase einen kongenitalen Ursprung, wie zum
Beispiel die Gallengangsatresie (Nguyen et al. 2014). Zu den nicht-obstruktiven Ursachen zdhlen
unter anderem die primar biliare Cholangitis (PBC), die primar sklerosierende Cholangitis (PSC) oder
eine Zirrhose als Folge von Lebererkrankungen (sekundare Zirrhose) (Hasegawa et al. 2021). Einige
Beispiele fiir eine sekundare Zirrhose sind die Virushepatitis, Alkoholhepatitis oder die
Medikamenten-induzierte Zirrhose (Visentin et al. 2018). Die progressive familidre intrahepatische
Cholestase, die intrahepatische Cholestase bei Schwangerschaft und Graft vs. Host disease nach
Lebertransplantation sind als seltene Ursachen zu nennen (Nakanishi und Saxena 2015; Nguyen et
al. 2014). Trotz unterschiedlicher Pathophysiologie gleichen sich diese Erkrankungen in einer
gemeinsamen Endstrecke. Bei allen kommt es bei voranschreitendem Entzliindungsgeschehen zur
Leberzirrhose. Der Leberzirrhose schlieBt sich im weiteren Verlauf hdufig eine Cholestase an, sofern

sie der Zirrhose nicht ohnehin bereits vorangeht (Hasegawa et al. 2021).

1.1.2 Pathophysiologie

Unabhangig von der Ursache fiir die Cholestase hat der Gallestau auf Dauer erhebliche Folgen fir
die Leber und die restlichen Organe des Korpers. Die Galle hat zytotoxische Eigenschaften. Mit
voranschreitender Zeit beginnt in der Leber ein Zelluntergang. Die Kupffer-Sternzellen, ortsstandige
Makrophagen der Leber, setzen daraufhin Zytokine frei, welche eine Einwanderung von Monozyten,
neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten in das Gewebe verursachen (Klinke und Silbernagl
2003). Dadurch schreitet der Entziindungsprozess weiter voran. Die abgestorbenen Hepatozyten
werden durch Bindegewebe ersetzt. Diese bindegewebigen Narben der Leber haben keine
Stoffwechselfunktion und schranken zusatzlich durch Unterbrechung der Gallenwege die Sekretion
der Leber ein. Der Ersatz von Hepatozyten durch Narbengewebe nach entziindlichen Prozessen
nennt sich Leberfibrose (Arastéh et al. 2018). Die fortschreitende Leberfibrose reduziert die
Entgiftungsleistung der Leber und beschleunigt so den Entziindungsprozess (Nakanishi und Saxena
2015).

Durch den fehlenden Abfluss der Galle kommt es zu einem Riickstau und zu einem Anstieg des
portalvendsen Drucks. In Kombination mit einer geringeren Albumin-Produktion kann dies zu

Wassereinlagerungen im Bauchraum fiihren (Aszites) (Arastéh et al. 2018).
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Die Gallensauren sind wichtig fur die Aufnahme von Fetten und fettloslichen Vitaminen. Hélt dieser
Zustand der Malnutrition Uber langere Zeit an, kann er in Kombination mit den erheblichen
entzlindlichen Prozessen bei kataboler Stoffwechsellage zur Kachexie filhren (Arastéh et al. 2018).

Wenn die Cholestase friihzeitig behoben wird und die Schaden in der Leber gering geblieben sind,
hat das Organ haufig eine gute Chance, sich wieder zu erholen. Wird die Cholestase nicht behoben,
oder ihre Symptomatik unbehandelt gelassen, verlauft sie in Abhangigkeit von der Grunderkrankung

potenziell letal (Arastéh et al. 2018).

1.1.3 Diagnostik

Die Cholestase macht sich zuerst durch ihre klinischen Symptome bemerkbar. Der Ikterus wird dabei
am haufigsten vom Patienten wahrgenommen. Er ist schon frith an den Skleren und Schleimhauten
zu erkennen (Fargo et al. 2017). Liegt eine extrahepatische Obstruktion vor, ist die Cholestase meist
von kolikartigen Schmerzen begleitet (Arastéh et al. 2018). Der Verdacht auf Cholestase lasst sich
durch Bestimmung der Cholestaseparameter im Blut bestadtigen. Dazu zahlen die Aktivitaten von
Gamma-Glutamyltransferase (y-GT) und Alkalischer Phosphatase (AP), sowie die Konzentration des
Gesamtbilirubins und indirekten Bilirubins (Fargo et al. 2017). Obstruktiver Gallestau lasst sich meist
schon mithilfe der Sonografie nachweisen. Im Falle einer Choledocholithiasis ist es moglich, den
Gallenstein in einer endoskopischen retrograden Choledochografie (ERC) darzustellen und im selben

Eingriff gegebenenfalls zu entfernen (Arastéh et al. 2018).

1.1.4 Therapie

Liegt eine gutartige extrahepatische Obstruktion vor, so lasst sie sich in den meisten Fallen durch
eine Operation (ERC) beheben (Farah et al. 2008). Im Falle einer intrahepatischen Obstruktion ist es
wichtig, das Entziindungsgeschehen zu mindern, bis sich das Organ erholt hat. Fir einige
Lebererkrankungen gibt es keine kurative Therapie, wie zum Beispiel die PBC und PSC (Appanna und
Kallis 2020). Als einzige Aussicht auf langfristige Besserung bleibt die Durchfiihrung einer
Lebertransplantation. Bei Vorliegen einer PBC lasst sich der Zeitpunkt der Transplantation mit
Ursodeoxycholsdaure um mehrere Jahre herauszogern (Hasegawa et al. 2021). Das Medikament ist
selbst eine tertidre Gallensaure und I8st Cholesterin-Gallensteine auf. Es wirkt antiinflammatorisch
auf die Leber und verlangsamt den Progress der Krankheit. Leider konnte noch kein positiver Effekt
des Medikamentes bei anderen cholestatischen Krankheiten nachgewiesen werden (Lindor et al.).
Neben kurativen Therapien gilt es, die Folgen der Cholestase zu lindern. Die verminderte Aufnahme

von fettloslichen Vitaminen muss durch eine intravendse Substitutionstherapie abgefangen werden.

3
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(Appanna und Kallis 2020). Bei chronischem Leberleiden und haufig auftretendem Aszites aufgrund
von erhohtem portalvenésem Druck ist es moglich, einen transjugularen intrahepatischen
portosystemischen Shunt (TIPS) zu implantieren. Dieser bildet einen Umgehungskreislauf um die
Leber und senkt so den Druck im portalvendsen System (Kurmis 2009). Der TIPS ist allerdings nur
eine Ubergangstherapie, bis eine Lebertransplantation durchgefiihrt werden kann. Die Umgehung
der Leber bedeutet gleichzeitig eine Reduktion der Entgiftungsfunktion. Als Folge kann es zur

hepatischen Enzephalopathie kommen (Arastéh et al. 2018).

1.2 Darmbarriere

Der Darm stellt mit seiner Lange und seiner vielfach gefalteten Struktur den gréRten Flachenanteil
des menschlichen Korpers zur AuBenwelt dar (Klinke und Silbernagl 2003). Diese Flache von bis zu
ca. 40 m? ist einerseits notwendig fur die effektive Aufnahme von Nahrstoffen und Wasser, bedeutet
andererseits aber auch ein Risiko fiir die Gesundheit (Klinke und Silbernagl 2003). Anatomisch wird
der Darmtrakt in vier Abschnitte von oral bis aboral eingeteilt: Duodenum, Jejunum und lleum
(Dinndarm) sowie Kolon (Dickdarm). Diese Abschnitte unterscheiden sich in ihrem funktionellen
und histologischen Aufbau (Arastéh et al. 2018). Der gesamte Darm ist von einer Vielzahl
verschiedener Bakterienarten besiedelt (Arastéh et al. 2018). Die meisten Bakterien helfen dem
Korper bei der Verdauung. Gelangen sie oder ihre Toxine in den Korper, kbnnen sie jedoch
erheblichen Schaden anrichten (Blesl und Stadlbauer 2021). Die Darmbarriere bietet Schutz,

ermoglicht aber gleichzeitig die verlustarme Aufnahme von Nahrstoffen und Wasser.

1.2.1 Aufbau

Der Begriff Darmbarriere umfasst folgende Strukturen: Mukus, Darmbakterien, Epithelzellen und
dendritische Zellen (Turner 2009). In der duRersten Schicht befindet sich der Schleim, der von den
Becherzellen produziert wird (Arastéh et al. 2018). Der Mukus ist dicht mit Darmbakterien besiedelt
und bedeckt die Epithelzellen. Zwischen den Epithelzellen befinden sich verschiedene
Verbindungskomplexe mit unterschiedlichen Funktionen. Dazu zdhlen Zonula adhaerens (engl.:
adherens junction), Desmosome, Nexus (engl.: gap juncitions) und Zonula occludens. Letztere
werden auch Tight-Junctions (TJs) genannt (Abbildung 1-1) (Klinke und Silbernagl 2003; Turner 2009).
Die vorliegende Arbeit fokussiert sich besonders auf TJs, da diese vor allem mit der Dichtigkeit einer
Zell-Zell-Verbindung assoziiert werden (Zeisel et al. 2019; Turner 2009; Anderson und van ltallie 2009;
Schneeberger und Lynch 2004). Der Wandaufbau in den vier Darmabschnitten (Duodenum, Jejunum,

lleum und Kolon) unterscheidet sich sowohl histologisch als auch molekular. Je nach Abschnitt sind
4



1 Einleitung

sowohl die Verteilung von Immunzellen, sezernierenden Zellen und Epithelzellen als auch die

Verteilung von dichten und kanalikuldaren TJs (siehe 1.2.2) unterschiedlich (Arastéh et al. 2018; Fujita

et al. 2006; Garcia-Hernandez et al. 2017).
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Abbildung 1-1 — Aufbau der Tight Junctions:vereinfachte schematische Darstellung der Lage der zelluldren
Ubergénge in nebeneinander liegenden Epithelzellen (EZ). Die tight Junctions (TJs) bilden die apikalste
Verbindung und verbinden seitlich benachbarte Zellen im Epithel miteinander. Tis erméglichen die selektive
Diffusion von Flissigkeiten, Elektrolyten und kleinen Molekiilen durch den parazelluléren Raum und bilden
gleichzeitig eine hochselektive Barriere fiir gréfsere Molekiile, wodurch die parazelluldre Permeation von lonen
und anderen Molekiilen requliert wird. Adherens junctions sind an der Zell-Zell-Adhdsion und der intrazelluldren
Signaltibertragung beteiligt. Andere basolaterale epitheliale Verbindungen sind Desmosomen und gap junctions,
die an der Zell-Zell-Adhdsion bzw. der intrazelluldren Kommunikation beteiligt sind. B) Tls bestehen aus
mehreren Arten von Occludinen, JAM-Proteinen (engl.: junctional adhesion molecule) und Mitgliedern der
Claudin-Proteinfamilie, die die Ladungsselektivitét der T/ beeinflussen. Bei all diesen Proteinen handelt es sich
um Transmembranproteine, die intermolekulare und interzelluldre Verbindungen innerhalb des parazelluldren
Raums bilden. Alle transmembranen Junktionsproteine interagieren mit intrazelluldren Gertistproteinen (wie
Z0-1, -2 und -3), die mit anderen Proteinen, einschlieflich Aktin im Zytoskelett, interagieren. Grafik und
Beschriftung lbersetzt aus (Wells et al. 2017).

1.2.2 Aufbau der Tight-Junctions (TJs)

Die TJs setzen sich aus einzelnen TJ-Proteinen zusammen. Zu ihnen gehoéren die Familie der Claudine
und das Protein Occludin. Die TJ-Proteine sind intrazellular mit dem Cytoskelett verankert und bilden
extrazelluldr untereinander Verbindungen (Schneeberger und Lynch 2004). Diese Verbindungen
liegen meist apikal an Epithelzellen. Die TJs sind fir Molekile groer als 2 kDa undurchlassig (Klinke
und Silbernagl 2003). Dadurch tragen sie zu dem Aufrechterhalten des baso-apikalen
Transmembranpotentials bei und gewahrleisten eine physische Dichtigkeit (Zeisel et al. 2019). Es
wurde beobachtet, dass unterschiedliche Kombinationen der TJ-Proteine die selektive und

allgemeine parazelluldre Durchldssigkeit der TJ fir bestimmte Molekiile oder lonen verandern
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kdnnen (Tabelle 1-1) (Schneeberger und Lynch 2004; van Itallie et al. 2003; van Itallie et al. 2001). Es
wird zwischen dichten und kanalikuldren TJs unterschieden (eng.: tight- / pore-tight-junctions). Die
Transkription der Gene der TJ Proteine wird u. a. durch Mikro-RNAs reguliert und unterscheidet sich

in ihrer Auspragung je nach Organfunktion und Bedarf des Organismus (Cichon et al. 2014).

Tabelle 1-1 — Ubersicht von Funktionen ausgewdhlter Tight-Junction-Proteine

Name Eigenschaften Quelle

Claudin 2 Erhoht Durchldssigkeit von Monolayer* in-vitro | (van Itallie et al. 2003)
Claudin 4 Erhoht Dichtigkeit von Monolayer* in-vitro (van Itallie et al. 2001)
Claudin 7 Erhoht Dichtigkeit von Monolayer* in-vitro; (Alexandre et al. 2005)

bildet Parazelluldre CI~-Barriere und Na*-Pore
Claudin 15 Erhoht Dichtigkeit von Monolayer* in-vitro; (van Itallie et al. 2003)
erhoht Parazelluldre ClI™-Durchlassigkeit und

reduziert Na*-Durchlassigkeit

Occludin scheint Dichtigkeit zu erhéhen, genaue (Krause et al. 2008)
Funktion noch unklar

Z0-1 (Zonula »Gerlstprotein”; bindet an Aktin in der Zelle (Umeda et al. 2006)

Occludens-1) und an anliegende Proteine

*Monolayer: Im Labor geziichtetes Epithel, bestehend aus nur einer Zellschicht.

1.2.3 Transepithelialer elektrischer Widerstand

Die Durchldssigkeit der Darmwand fir lonen lasst sich mithilfe des transepithelialen elektrischen
Widerstandes (eng.: transepithelial elctrical resistance = TEER) annaherungsweise bestimmen. Dabei
wird ein bekannter Strom lGber dem Gewebe angelegt und die Spannung gemessen. Der TEER |&4sst
sich dann mithilfe des Ohm’schen Gesetzes errechnen. Je geringer der Widerstand ist, desto
durchlassiger ist das Epithel flr lonen (Klinke und Silbernagl 2003). Der TEER ist ein haufig genutzter
Wert um die Integritat der Darmbarriere zu beschreiben. Dabei ist wichtig zu beachten, dass der

TEER sowohl vom parazellularen als auch transzelluldren lonenfluss abhangig ist (Clarke 2009).

1.2.4 Storung der Darmbarriere

Unter einer Darmbarrierestérung versteht man den Verlust der Fahigkeit das Korperinnere vom
dulleren Milieu im Darmlumen addquat zu trennen. So kann es bei einer verminderten
Darmbarrierefunktion sowohl zum ungeregelten Austritt von korpereigenen Stoffen (Elektrolyte und
Wasser) als auch zum Eindringen korperfremder Substanzen (Bakterien und Toxine) kommen

(Arastéh et al. 2018). Dabei liegt der Defekt meist in den Zell-Zell-Verbindungen. Es werden fehlende
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oder dysfunktionale TJs als Ursache vermutet (Blesl und Stadlbauer 2021; Turner 2009). Eine
Anderung der Expression mehrerer TJ-Proteine in Maiusen wurde bereits bei chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen nachgewiesen. So kam es zum Beispiel bei Morbus Crohn in
Mausen zu einer erhdéhten Expression von Claudin 1 und 2, und einer geringeren Expression von
Claudin 3, 5, 8 und 12 (Weber et al. 2008; Zeissig et al. 2007; Lameris et al. 2013). Bei Madusen mit
Colitis ulcerosa wurde eine erhdhte Expression von Claudin 1, 2, und 18 festgestellt (Prasad et al.
2005; Weber et al. 2008) und eine verringerte Expression von Claudin 3, 4 und 7 (Lameris et al. 2013;
Oshima et al. 2008). Bei beiden Krankheiten ist eine erhohte Durchlassigkeit der Darmbarriere
sowohl fiir Bakterien als auch Wasser beschrieben (Mankertz und Schulzke 2007; Lameris et al. 2013).
Eine Beeinflussung der Expression von TJ-Proteinen durch Cholestase ist ebenfalls bereits bekannt.
In einer klinischen Studie von Assimakopoulos et al. wurde in Biopsien des Duodenums von
Patienten mit lkterus eine signifikant geringere Expression der Proteine Occludin, Claudin 1 und 7
und eine erhohte Expression von Claudin 4 festgestellt (Assimakopoulos et al. 2011).

Als Ausloser einer Expressionsanderung werden Entziindungsmediatoren vermutet. Grund fiir eine
mediatorenvermittelte Expressionsanderung der TJs kann neben einer Autoimmunerkrankung eine
Dysbakteriose, Infektion, Antibiotikatherapie oder Alkoholabusus sein (Blesl und Stadlbauer 2021).
Das daraus resultierende Phanomen des ,undichten” Darms wird ,leaky gut” (eng.: durchlassiger
Darm) genannt (Camilleri 2019). Dabei kdnnen Bakterien die Darmwand durchschreiten und in das
GefiRsystem eindringen. Uber die Portalvenen gelangen sie in die Leber. Siedeln sie sich dort an,
foérdern sie entzlindliche Prozesse. Auf Dauer kdnnen eine Leberzirrhose, Cholestase und geminderte
Gallesauresekretion die Folge sein. Die Gallensdauren haben eine protektive Wirkung auf die
Darmbarriere (Fukui und Wiest 2016). Fallt sie weg, setzt sich ein circulus vitiosus in Gang, bei dem
sowohl die Darmbarriere als auch die Leberfunktion weiter beeintrachtigt werden. Folgen einer stark

beeintrachtigten Darmbarriere und Leberfunktion sind Sepsis und Tod (Arastéh et al. 2018).

1.3 Tiermodelle

Zur Untersuchung der Auswirkungen einer Cholestase auf die Darmbarrierefunktion bieten sich
Tiermodelle an. Tiermodelle haben gegeniiber in-vitro-Versuchen den Vorteil der Betrachtung von
Pathomechanismen in lebensnaher Konstellation und stehen so dem Ablauf der eigentlichen
Krankheit naher als ein in-vitro-Aufbau (O'Brien et al. 2016; Liedtke et al. 2013). Einige relevante

Tiermodelle werden in den folgenden Abschnitten vorgestellt.
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1.3.1 Bile-duct-ligation (BDL)-Modell

Eines der altesten Modelle zur Untersuchung von Cholestase ist die Gallengangsligatur (Bile-duct-
ligation; BDL). Die ersten Entwirfe dieses Modells wurden an Ratten durchgefiihrt (Cameron und
Oakley 1932). Unter Narkose wurde den Tieren nach Laparotomie der Gallengang doppelt ligiert und
durchtrennt. Folge war ein akuter Gallestau bei den operierten Tieren. Nach einer Zeit von ungefahr
4 Wochen zeigte sich bei den Ratten in der Leberhistologie Fibrose mit anschlieBender Zirrhose
(Kountouras et al. 1984). Bei Mausen beginnt dieser Prozess deutlich friiher. Bei ihnen setzt die
Zirrhose nach eineinhalb bis zwei Wochen ein (Georgiev et al. 2008). Als Ursache wird vermutet,
dass Ratten ohne Gallenblase besser an Cholestase adaptiert sind (Liu et al. 2013). Zu den Vorteilen
des BDL-Modells zahlen seine gute Reproduzierbarkeit und relativ kurze Versuchslaufzeit. Bei

Mausen betragt diese haufig nicht langer als 2 bis 3 Wochen (Georgiev et al. 2008).

1.3.2 Modelle mit hepatotoxischen Substanzen

Eine weitere Moglichkeit, Leberschaden zu induzieren, ist die Verwendung von Lebernoxen. Am
bekanntesten ist dabei der Wirkstoff Carbon Tetrachlorkohlenstoff (CCls). Dieser wird den Mausen
Uber langere Zeit regelmalig verabreicht. In der Leber wird CCls zu Trichlormethan umgesetzt. Dieser
Metabolit hat eine toxische Wirkung und ruft eine Entziindungsreaktion hervor. Nach 4 bis 6 Wochen
entwickelt sich bei den Versuchstieren eine Leberzirrhose. Es wurde eine unterschiedlich starke
Ausprdagung der Leberzirrhose zwischen verschiedenen Mausstaimmen festgestellt, sodass ein
Vergleich zwischen verschiedenen Mausstimmen nur eingeschrankt moglich ist (Liedtke et al. 2013).
Tetrachlorkohlenstoff kann (iber variable Zeitrdume und auf unterschiedlichen Wegen appliziert
werden (inhalativ; intragastrische, subkutane oder intraperitoneale Injektion) (Liedtke et al. 2013).
Dadurch sind Anpassungen des Modells an unterschiedliche Fragestellungen bezliglich des Verlaufes
und Schweregrades der chronischen Lebererkrankungen moglich.

Es existieren weitere Noxen, die sich durch die moglichen Applikationsformen, ihre Lebertoxizitat
und die resultierenden Fibrosemuster unterscheiden. Einige Beispiele sind: Thioacetamid (TAA),
Dimethyl- oder Diethylnitrosamin (DMN und DEN), a-Naptothylisothiocaynit (ANIT) und 3,5-
Diethoxy-carbonyl-1,4 Dihydroxycollodin (DDC) (Liu et al. 2013; Liedtke et al. 2013).

1.3.3 Genetische Modelle

Eine weitere Variante von Schadigungsmodellen bieten GEMMs (eng.: genetically engineered mouse
models). Haufig beruhen die Modelle auf der Einschrankung der Leberfunktion durch Knockout (KO)

verschiedener Gene in genmodifizierten Mausstammen. Nach Ausschalten der Gene entwickeln die
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Tiere dann das Vollbild oder zumindest einzelne Symptome einer Leberzirrhose. Ein Beispiel hierfir
ist das multi-drug-resistant gene 2 (MDR2). Nach Inaktivierung dieses Gens in Mausen wurde eine
geringere Sekretion von Phosphatidylcholin festgestellt. In Folge der dauerhaft niedrigen
Phospholipid-Spiegel entwickelt sich eine Cholangitis. Die fortschreitende Entziindung beginnt kurz
nach der Geburt und erreicht nach 3 bis 6 Monaten ihre volle Auspragung in Form einer Zirrhose
(Liedtke et al. 2013).

GEMMs eignen sich zur Untersuchung individueller Gene und der von ihnen kodierten Proteine

(Mariotti et al. 2018).

1.4 Ghrelin

1.4.1 Ursprung

Ghrelin wurde urspriinglich als Stimulans des GHS-R 1a (Growth hormone secretagogue-Receptor)
entdeckt. Der Name des Peptids leitet sich sowohl von dieser Funktion (Growth Hormone Release
Inducing) als auch dem proto-indo-europaischen Wortursprung ,,ghre” fiir wachsen ab (Kojima et al.

1999).

1.4.2 Aufbau und Bildungsort

Als Hauptbildungsort wurden die Belegzellen des Magens sowie die e-Zellen des Pankreas
identifiziert (Kojima et al. 1999). Es wird eine Abhangigkeit der Ghrelinsekretion von
paraysmpathischer Stimulation durch den Vagusnerv vermutet (Williams et al. 2003). Geringere
Mengen einer Vorstufe des Hormons werden in Hypothalamus und Hypophyse produziert (Yanagi et
al. 2018). Ghrelin ist ein 28 Aminosauren langes Peptid, wobei Serin an der dritten Stelle O-acyliert
ist. Die O-Acylierung ist essenziell fur die Bindungsaktivitdt des Peptids (Zhao et al. 2010) und

geschieht durch das Enzym Ghrelin O-Acyltransferase.

1.4.3 Wirkung

Nach Isolierung des Peptids und Verabreichung in Tierversuchen zeigte sich in fast allen Studien eine
stark erhohte Nahrungsaufnahme bei den Tieren (Pradhan et al. 2013; Tschop et al. 2000; Asakawa
et al. 2001). Eine erhohte Sekretion des Hormons unter Fastenbedingungen und vor Mahlzeiten liel3
es als das ,Hungerhormon” bekannt werden (Pradhan et al. 2013). Es zeigte sich jedoch kein
verdndertes Essverhalten bei Knockout-Mdusen ohne Ghrelin-Produktion oder GHS-R 1a. Dies

verstirkte die Annahme, dass das Hormon nicht zwingend fiir die Regulierung der
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Nahrungsaufnahme notwendig ist, sondern vielmehr den Organismus darauf vorbereitet (Yanagi et
al. 2018; Sun et al. 2003; Sleeman und Spanswick 2014).

In einer Tierversuchsstudie wurde andsthesierten Ratten Ghrelin intravends verabreicht und im
Verlauf die Magenmotilitat mittels Ballonmanometrie und die Magensauresekretion gemessen. Die
Tiere zeigten unter Ghrelin-Therapie vermehrte Magensauresekretion und Magenmotilitat (Masuda
et al. 2000).

Bei Knockout der Ghrelinproduktion in ob/ob-Mausen (von engl.: obese = libergewichtig) zeigten die
an Diabetes erkrankten Tiere eine erhdhte Insulin-Sekretion und geminderten Blutzucker gegeniiber
den reinen ob/ob-Mausen (Sun et al. 2006). Dem gegentiber steht eine verringerte Insulin Sekretion
und verstarkte Diabetes-Symptomatik in Mausen mit GHS-R Knockout (Ma et al. 2012). Die
Hintergriinde dieser gegenteiligen Wirkung wurden noch nicht abschliefend geklart. Als mogliche
Erklarung werden unterschiedliche Plasmaglukosespiegel der Tiere im Versuchsaufbau diskutiert.
Die Insulinsekretion wird von der Plasmaglukosekonzentration beeinflusst, was den Effekt von
Ghrelin verschleiern kann. Ein Einfluss von Ghrelin auf den Glukosehaushalt ist jedoch eindeutig.
Ghrelin spielt ebenfalls eine zentrale Rolle in der Regulierung des Energiehaushaltes:
C57BL/6J-Mausen, denen Ghrelin-Antikorper verabreicht wurden, nahmen weniger Nahrung auf als
Tiere der Kontrollgruppe, verbrauchten mehr Sauerstoff und strahlten mehr Hitze ab (Zakhari et al.
2012). Mause ohne GHS-R wogen meist weniger als Tiere der Kontrollgruppen (Sun et al. 2004; Lin
et al. 2011). Bei ihnen liel sich auRerdem eine erhohte Korperkerntemperatur messen (Lin et al.
2011).

Nach Ghrelinzugabe wurde in-vitro eine Proliferation von Osteoblasten dokumentiert (Fukushima et
al. 2005). Zusatzlich dampfte Ghrelin in Mausen mit Lungenkrebs den Muskelabbau (Tsubouchi et al.
2014). Dieser Effekt wurde auch bei Mausen mit einer Angiotensin-ll-induzierten Kachexie
beobachtet (Sugiyama et al. 2012).

Ghrelin KO-Mause hatten nach Koronarligatur eine signifikant hohere Herzfrequenz als die Wildtyp
Mause. Eine Ghrelintherapie senkte die sympathische Nervenaktivitdit am Herzen und hob so diesen
Effekt auf (Mao et al. 2012). Daher wird eine kardioprotektive Wirkung von Ghrelin vermutet.

Es wird vermutet, dass Ghrelin eine entziindungshemmende Wirkung hat. In BDL-Ratten, die mit
Ghrelin behandelt worden waren, wurden geringere Flachen von fibrosiertem Leber-Gewebe
gemessen als in unbehandelten Tieren. Dies legt einen Einfluss des Hormons auf Fibrosierung- und
Entziindungsprozesse nahe (Moreno et al. 2010). In Ghr’- M&usen, in denen eine Leberfibrose mit
CCls induziert wurde, konnte eine groBere Flache von fibrosiertem Lebergewebe gemessen werden

als in Ghr*/* Mausen, die ebenfalls CCls erhalten hatten (Moreno et al. 2010; Yanagi et al. 2018). In
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mehreren Studien zeigte Ghrelin durch die entziindungsmindernde Wirkung eine Starkung der
Darmbarriere in Madusen mit Colitis. (Cheng et al. 2015; Gonzalez-Rey et al. 2006; Maduzia et al.
2015; Matuszyk et al. 2016; Wu et al. 2009). In einer Studie von Gonzalez-Rey et al. wurde die
Wirkung von Ghrelin bei Mausen mit TNBS (2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic Acid Solution) induzierter
Colitis bewertet. Dabei wurden nach Ghrelintherapie eine verminderte inflammatorische Reaktion,
vermittelt durch vermehrt auftretende regulatorische T-Zellen, sowie ein deutlicher Riickgang der

Erkrankungsschwere festgestellt (Gonzalez-Rey et al. 2006).

* Hunger

* Magenséduresekretion und Magenmotilitat

* Knochenwachstum P

* Anpassung des Blutzuckers an zur Verfliigung
stehende Glukose <>

* Energieverbrauch

* Sympathikotonus am Herzen {,

* Entzindungsmediatoren

Parasympathikus

Belegzellen des Magens
e-Zellen des Pankreas
(Hypothalamus)

(Hypophyse)

Abbildung 1-2 — Wirkschema Ghrelin: Das Bild zeigt schematisch die bisher bekannten Wirkweisen von Ghrelin.
Eine bevorstehende Nahrungsaufnahme oder ldnger andauerndes Fasten fiihren parasympatisch vermittelt zu
einer Ausschiittung von Ghrelin durch Belegzellen des Magens, e-Zellen des Pankreas sowie aus einigen wenigen
Zellen der Hypophyse und des Hypothalamus (Pradhan et al. 2013). Das Hormon steigert das Hungergefiihl,
erhéht die Magensduresekretion und Magenmotillitét und férdert das Knochenwachstum (Masuda et al. 2000;
Fukushima et al. 2005). Ghrelin stabilisiert den Blutzucker (Sun et al. 2006, Ma et al. 2012), senkt den
allgemeinen Energieverbrauch des Kérpers (Lin et al. 2011; Sugiyama et al. 2012) und reduziert den
Sympathikotonus (Mao et al. 2012). Unter Ghrelineinfluss werden weniger Entziindungsmediatoren exprimiert
(Moreno et al. 2010, Cheng et al. 2015).

Ghrelin ist ein vielseitiges Hormon dessen Funktionen noch nicht alle hinreichend erklart sind
(Abbildung 1-2). Die Stoffwechselwege, die zu Ghrelinsekretion fiihren, bleiben bisher weitgehend
unbekannt. Weitere Eigenschaften dieses Hormons sind Fokus mehrerer Studien (Yanagi et al. 2018;

Sleeman und Spanswick 2014; Quifiones et al. 2020).
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1.5 Ziele

Das Ziel dieser Arbeit war es, Zusammenhange zwischen einer schweren cholestatischen
Leberschdadigung und Storungen der Darmbarrierefunktion mechanistisch zu untersuchen.
Verwendet wurde hierfiir das Gallengangsligaturmodell (BDL-Modell) in der Maus. In der Literatur
wird eine Erhohung der Permeabilitdt der Darmbarriere nach einer BDL beschrieben (Chen et al.
2015; Abdeldayem et al. 2007; Du et al. 2016). In den eigenen Versuchen erfolgte zunachst eine
prazise Messung der parazellularen Permeabilitat mittels sogenannter Ussing-Kammer-Versuche.
Weiterhin wurden auf RNA-Ebene molekulare Bestandteile der Darmbarriere, wie zum Beispiel
verschiedene Claudine, qualitativ und quantitativ analysiert.

In einem zweiten Teil der Arbeit sollte erforscht werden, ob die Auswirkungen der BDL durch eine
Therapie beeinflussbar sind. Daflir wurde Ghrelin als vielversprechendes Hormon ausgewahlt. Die
orexigene Wirkung von Ghrelin stellte eine mdgliche Linderung der haufig beschriebenen
Malnutrition bei Lebererkrankungen in Aussicht (Meyer et al. 2020). AuRerdem werden Ghrelin
sowohl darmbarrierestarkende Effekte (Das 2011; Wu et al. 2009) als auch hepatoprotektive Effekte
(Gonzalez-Rey et al. 2006; Cheng et al. 2015) zugeschrieben, was den Einsatz von Ghrelin im Kontext

einer BDL interessant macht. Der Verlauf der Arbeit wurde von folgenden Hypothesen geleitet:

e Die BDL erhoht die Durchlassigkeit der Darmbarriere in Mausen.

e Die BDL verringert die Expression von Proteinen, die die Darmbarriere aufrechterhalten.

e Ghrelin verringert die Durchlassigkeit der Darmbarriere.

e Ghrelin steigert die Nahrungsaufnahme und wirkt einer Mangelernahrung entgegen.

e Ghrelin steigert die Expression von Proteinen, die die Darmbarriere aufrechterhalten.

e Die Auswirkungen der BDL und der Ghrelin-Therapie sind von der Darmmorphologie
und -physiologie sowie dem Aufbau der Darmbarriere abhangig und deshalb in den einzelnen

Darmabschnitten potenziell unterschiedlich.

2 Methoden

2.1 Mausmodell

Fur die vorliegende Arbeit wurden mannliche C57BL/6J Mause in einem Alter von ca. 3 Monaten
und mit einem Gewicht von 25-30 g verwendet. Die Maduse stammen aus den Jackson Laboratories
von der Firma Charles River Laboratories (Sulzfeld) und wurden in der Core Facility Zentrale
Versuchstierhaltung der Universitatsmedizin Rostock gehalten und geziichtet. Die Haltung, Zlichtung

und Futterung der Tiere erfolgte nach Richtlinie 2010/63/EU zum Schutz der fiir wissenschaftliche
12
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Zwecke verwendeten Tiere der EU-Kommission und nach den Hygienevorschriften der FELASA-
Richtlinien. Die Mause wurden unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen gehalten, waren einem
12-Stunden Tag-Nacht-Rhythmus ausgesetzt und hatten jederzeit uneingeschrankten Zugang zu
Futter und Wasser. Die Tierversuche wurden von der zustiandigen Behorde, dem Landesamt fiir
Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei M-V, unter den Aktenzeichen 7221.3-1-046/18
und 7221.3-1-015/20 registriert und genehmigt. Die Durchfiihrung der Arbeiten am lebenden Tier

oblag den Projektleitern Dr. Luise Ehlers und Prof. Dr. Robert Jaster.

2.1.1 Haltung

Zwei Tage vor Versuchsstart wurden die Tiere in Einzelhaltung Gberfiihrt und dort fiir die Dauer des
Versuches gehalten. Das Wohlergehen der Mause wurde wahrend der gesamten Versuchsdauer
taglich mittels eines Wellnesscores (Tabelle 2-1) erfasst. Des Weiteren wurden die Tiere taglich
gewogen. Bei einem Unterschreiten von 75 % des erhobenen Startgewichtes oder einem Score von
4 oder niedriger, wurde die jeweilige Maus aus dem Versuch genommen und eingeschlafert. Alle
Tiere erhielten fir die gesamte Versuchsdauer, beginnend mit d -1 (ein Tag vor Operationstag), das

Schmerzmittel Metamizol mit einer Verdiinnung von 1,25 g/L Gber ihr Trinkwasser.

Tabelle 2-1 — Wellnesscore zur Beurteilung des Wohlergehens der Tiere wéiihrend des Versuches

Merkmal Score | Legende

Aktivitét 0-2 2=normal, 1=medium, O=gering

Fell 0-2 2=glatt, 1=struppig, O=gestraubt

Augen 0-2 2=sauber, offen; 1=sauber, geschlossen; O=verklebt,

geschlossen

Aufrechtstehen méglich | 0-1 1=ja, O=nein

Haltung 0-2 2=normal, 1=leicht gekriimmt, O=kauernd
Fufistand 0-1 1=normal, O=hoch

Schiittelfrost 0-1 1=nein, O=ja

Maximum 11 Abbruch bei einem Score von 4 oder weniger

Bei einer tdglichen Visite wurde mithilfe dieses Scoresheets der Allgemeinzustand der Tiere beurteilt. Bei einem
Score von 4 oder weniger wurden die Tiere aus dem Versuch genommen und eingeschldfert.

2.1.2 Gruppeneinteilung

Die Tiere wurden per Losverfahren einer der im Folgenden beschriebenen vier Gruppen zugeordnet
(Tabelle 2-2). Es wurde nach Operationsverfahren zwischen sham-Gruppen (sham-OP,

Schein-Operation) und BDL-Gruppen unterschieden. Weiter wurden die Tiere jeweils nach
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unterschiedlicher Therapie aufgeteilt, bestehend aus Ghrelin (Ghr) oder Losungsmittel (LM, 0,9 %
NaCl).

Tabelle 2-2 — Einteilung der Tiere in Therapie- und Kontrollgruppen

Gruppe Abkiirzung Therapie Anzahl der Mause
BDL mit Ghrelin BDL + Ghr Ghrelin 6
BDL mit Lésungsmittel BDL + LM 0,9 % NacCl 8
sham mit Ghrelin sham + Ghr Ghrelin 5
sham mit Lésungsmittel sham + LM 0,9 % NaCl 5

2.1.3 Ablauf der Operation

Alle Tiere, die Teil einer BDL-Gruppe waren, erhielten eine Gallengangsligatur. Dazu wurden sie
zunachst mit 5 % Isofluran (2,4 % N0, 1,2 % O,) narkotisiert. Zu Beginn des Eingriffs wurde der Bauch
der Maus rasiert und mit Povidon-lod desinfiziert. Unter laufender Narkose mit 1,5 % Isofluran
(1,5 %-2 % N0, 1,3 % O;) wurde durch einen abdominellen Zugang zur Bauchhohle der Gallengang
freiprapariert und anschlieBend mit 5-0 Polyester zunachst pankreasnah, dann mit zwei weiteren
Knoten hilusnah abgebunden. Nach Sicherstellen einer gut sitzenden Ligatur wurde der Gallengang
durchtrennt.

Bei Mausen der sham-Gruppen wurde der Gallengang ebenfalls dargestellt, aber im Gegensatz zu
den BDL-Gruppen wurde auf eine Ligatur und Durchtrennung verzichtet. AbschlieBend wurden die
Muskel- und Hautschichten mit 6-0 Prolene vernaht und die Schmerztherapie mit einem 5 mg/kg KG
(Korpergewicht) Caprofen-Depot subkutan begonnen. Wahrend der gesamten Operation wurde auf

eine sterile Arbeitsumgebung geachtet.

2.1.4 Versuchsablauf

Nach der OP (dO) blieben die Tiere bis zur Entnahme der Organe fiir 10 Tage in Einzelhaltung
(Abbildung 2-1). Méause, die den Gruppen mit Ghrelin-Therapie zugeordnet waren, erhielten taglich
(dO bis d9) intraperitoneale Injektionen von 0,1 pg/ul Ghrelin, gel6st in 0,9 % NaCl. M&use aus den
Gruppen sham + LM und BDL + LM erhielten stattdessen reine 0,9 % NaCl Injektionen. Das
Injektionsvolumen betrug 2 pl/g KG. An d10 wurden die Tiere eingeschlafert und die Organe

entnommen.
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d-2 d-1 d1f d2 dap daf ds f dsﬁ d?F dsf dgf d10

do

« BDL + Ghr Start: Ghrelin- Entnahme
e BDL+LM Therapie /LM-

* sham + Ghr Injektion

* sham+LM

Abbildung 2-1 — Ablauf der Tierversuche: Zwei Tage vor Versuchsbeginn (d-2) wurden die Tiere in Einzelhaltung
Uberfihrt. An Tag 0 (dO) fand die Operation statt. Am Operationstag und den darauffolgenden Tagen erhielten
die Gruppen BDL + Ghr und sham + Ghr 0,1 pg/ul Ghrelin-Injektionen mit einem Volumen von 2 pul/g KG. Die
Gruppen BDL + LM und sham + LM erhielten reine 0,9 % NaCl Injektionen, ebenfalls mit einem Volumen von
2 ul/g KG. Am 10. Tag nach der Operation wurden alle Tiere euthanasiert und ihre Organe entnommen.

2.1.5 Tierversuche mit abweichenden Rahmenbedingungen

Ein Teil der untersuchten Proben in dieser Promotionsarbeit stammte aus Tierversuchen mit
Rahmenbedingungen, die wie folgt von dem beschriebenen Versuchsablauf abwichen (Tabelle 2-3):
Die Tiere erhielten nach der BDL- bzw. sham-OP keinerlei Injektionen, blieben also unbehandelt. Die
Euthanasie dieser Mause erfolgte teils nach 10, teils nach 14 Tagen. Dabei handelte es sich teilweise
um Uberschussmaterial aus Versuchen mit spezifischen Fragestellungen, die ein abweichendes
Versuchsdesign erforderten. Datensatze aus Untersuchungen an diesen Tieren sind ausgewiesen als
(BDL- bzw. sham-) Gruppen ohne Therapie mit einer Versuchsdauer von maximal 14 Tagen. Dabei
wurden Daten von Tieren mit 10- bzw. 14-tagiger Versuchsdauer zusammengefasst. Statistische
Untersuchungen hatten zuvor gezeigt, dass die unterschiedliche Versuchsdauer keinen signifikanten

Einfluss auf die Ergebnisse hatte.

Tabelle 2-3 — Anzahl der Mduse aus Gruppen ohne Therapie

Gruppe Abkiirzung Therapie Anzahl der Mduse
BDL ohne Therapie BDL Keine 15
sham ohne Therapie sham Keine 17
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2.1.6 Ablauf Entnhahme

Zur Organentnahme wurden die Tiere mit einer Uberdosis eines Ketamin-Xylazin-Gemisches
(20 ul/10 g KG), mit einer Zusammensetzung von 10 % Ketamin und 2 % Xylazin, narkotisiert. Der
Tod wurde mittels zervikaler Dislokation sichergestellt. Durch Punktion des retrobulbaren
Venenplexus wurde Blut fir Laboruntersuchungen gewonnen. Bei zu geringer Menge wurde
weiteres Blut aus der Vena Cava extrahiert. Es folgte die Entnahme der zu untersuchenden Organe:
Zuerst wurde das Pankreas entnommen, um der fortschreitenden Autodigestion zuvorzukommen.
Danach folgte die Entnahme des Darms, welcher auf Eis in seine vier Untereinheiten geteilt wurde
(Duodenum, Jejunum, lleum, Kolon). Die ersten 2 cm vom Jejunum und die letzten 2 cm des Kolons
wurden abgesetzt (Abbildung 2-2) und in physiologischem Puffer auf Eis zur Ussing-Kammer
transportiert. AbschlieBend erfolgte die Entnahme von Leber, Nieren und Milz. Fir nachfolgende
Untersuchungen zu einem anderen Zeitpunkt, wurden die Organe mit unterschiedlichen Methoden
konserviert: Pankreas, Leber, Nieren und Teile aller Darmabschnitte wurden in fliissigem Stickstoff
schockgefrostet (natives Gewebe) und bei-150° C aufbewahrt. Ein weiterer Teil dieser Organe wurde
in Formalin fixiert (Paraffingewebe) und am Folgetag in einer Histokinette vom Typ STP 58599 von
MICROM International Gmbh entwassert. AbschlieRend wurden die Organe in Paraffin eingebettet.
Von Leber und Darm wurden auBerdem Proben in Tissue-Tek® eingebettet und bei -80° C bis zur
Weiterverarbeitung aufbewahrt (Kryogewebe). Die Proben von Nieren und Milz fanden in dieser

Arbeit keine Verwendung.

Scm
> 12cm
T

S EEE——
C Duodenum Jejunum lleum ’/\ Colon
Magen/
Jilem | 2em | S.cml Iﬁ.cml |3cm J2em| 1em [ 1em J2.om | 3.em | | Caecum l l.cm I 2.cm I 3.cm I4.cm I I
Pylorus
1 11 llllll\/lllll

nativ Paraffin Kryo Kryo nativ  Paraffin Paraffin nativ Kryo Paraffin nativ  Kryo Stuhl

Ussing- Ussing-
Kammer Kammer

Abbildung 2-2 — Entnahmeschema Darm: Ausgehend von den Landmarken Pylorus und Caecum wurde jeweils
der erste Zentimeter des Duodenums schockgefrostet (nativ). Der zweite Zentimeter wurde in Formalin fixiert
(Paraffin) und der dritte Zentimeter in TissueTek® eingebettet (Kryo). Die Abschnitte von Jejunum, lleum und
Kolon wurden nach anderer Reihenfolge aufgeteilt: 1.cm: Paraffin, 2.cm: nativ, 3.cm: Kryo. Jeweils die ersten
zwei Zentimeter vom Jejunum und die letzten zwei Zentimeter vom Kolon wurden fiir die Ussing-Kammer
verwendet.
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2.2 Ussing-Kammer-Versuch

Mit der Ussing-Kammer lassen sich transepitheliale Widerstande und Strome von Geweben

darstellen und messen.

2.2.1 Ablauf Versuchsstart

Die Zeit zwischen Organentnahme und Einspannen in die Ussing-Kammer wurde so gering wie
moglich gehalten und betrug maximal 15 Minuten. Zum Einsetzen in die Ussing-Kammer wurde das
Darmgewebe auf einem gekihlten Paraffinblock in Basispuffer mit einer Nadel fixiert und langs
aufgeschnitten. Jeglicher Darminhalt wurde mit einem Wattestabchen vorsichtig entfernt. Daraufhin
wurde das Gewebe an allen vier Ecken mit Nadeln fixiert und so aufgespannt, dass Faltenbildung

vermieden wurde. Dann folgte das Einsetzen in die Kammer.

2.2.2 Aufbau der Ussing-Kammer

Die Kammer besteht aus zwei Halften, zwischen die das Gewebestlick aufgespannt wird (Abbildung
2-3). Das Gewebestiick separiert die Raume der Halften voneinander. Epitheliales Gewebe wurde
immer so eingesetzt, dass die apikale Seite (luminal) nach links ausgerichtet war und die basolaterale
Seite (serosal) nach rechts zeigte.

Das Gewebe wurde mittels kleiner Nadeln an der linken Kammerhalfte rund um das Verbindungsloch
fixiert und glatt gehalten. Dadurch werden wadhrend des Versuches Falten vermieden, die zu
unterschiedlich groRen exponierten Gewebeflichen in dem 0,24 cm? groRen Loch fiihren kénnten.
Jede Halfte der Kammer hat einen Zufluss fiir Gas. Uber diese wird das Gewebe fortlaufend von
beiden Seiten mit Carbogen (5 % CO, / 95 % O;) begast. Vor dem Verbindungsloch (gewebenah) der
jeder Halfte befinden sich Locher fir die Spannungselektroden. Auf der gegentiberliegenden Seite
der jeweiligen Halfte (gewebefern) befinden sich Loécher fir die Stromelektroden. In dem
Versuchsaufbau dieser Arbeit wurden Ag-AgCl-Elektroden verwendet.

Der Versuchsaufbau sieht eine Messung an vitalem Gewebe vor. Daher wurde die
Versuchsumgebung dementsprechend angepasst. Von Entnahme bis Einspannen in die
Ussing-Kammer wurde das Gewebe ohne Unterbrechung gekiihlt, um Abbauprozesse der Zellen
nach dem Tod des Tieres zu bremsen. Aullerdem wurden die Organe in frisch angesetztem,
modifiziertem Krebs-Puffer (Krebs und Henseleit 1932) (Tabelle 2-4) mit einem pH von 7,35 (+0,1)
asserviert, um isotonische und pH-neutrale Verhaltnisse zu gewahrleisten. Derselbe Puffer wurde
fiir das Befiillen der Halften der Kammer verwendet. Zum Start des gewahlten Assays wurde der

Puffer in der Kammer auf 37 °C erwarmt.
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Abbildung 2-3 — Schematischer Aufbau der Ussing-Kammer: Die Ussing-Kammer ist mit Puffer gefillt und mit
Carbogen begast (d). In der Mitte ist das Darmepithel als Trennwand zwischen den beiden Hdlften der Kammer
eingespannt. Links ist die apikale Seite des Epithels (a), rechts die basolaterale Seite (a’). Gewebenah befinden
sich die Spannungselektroden (b). Gewebefern sind die Stromelektroden angebracht (c).

Tabelle 2-4 — Zusammensetzung des modifizierten Krebspuffers

Zielkonzentration .
Substanz . gfirll
in mmol/L
NaH:PO4 2,4 0,331
Na;HPO, 0,4 0,071
KCI 5,0 0,373
NaHCO; 25,0 2,100
CaCl; 1,2 0,176
MgCl, 1,2 0,244
NaCl 115,0 6,720
Glucose 5,0 0,901

2.2.3 Widerstands Messungen

Der transmurale Widerstand wurde mit dem Gerat Voltage/Current Clamp VCC6 (Dipl. Ing. K.
Mussler — Scientific Instruments) im Open Circuit Modus gemessen. Dabei wird Gber das Gewebe

ein bekannter Strom (I1) fur die bekannte Flache (0,24 cm?) iber eine kurze Zeitdauer angelegt und
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die anfallende Spannung (Ui) erhoben. Die Anwendung des Ohm’schen Gesetzes (Formel 2-1)
erlaubt nun die Errechnung des Widerstands (R1). Dabei muss der Widerstand von Puffer und
Elektroden berlicksichtigt werden. Daflir wurde vor jeder Messung der individuelle Widerstand Ro
jeder Kammer (Kammer mit Puffer und ohne Gewebeprobe) erhoben. Der transmurale Widerstand
(Rt) des Gewebes ergibt sich nun aus dem gemessenen Widerstand R1 minus dem Leerwert Ro
(Formel 2-2). Alle Messungen wurden mit einer Stromstarke von 20 pA/cm? Uber eine Dauer von
200 ms in einem Abstand von 6 Sekunden durchgefiihrt. Die ersten 5 gemessenen Widerstdande

wurden fir jede Probe gemittelt.

Formel 2-1 — Ohmsches Gesetz
R— U
i

Formel 2-2 — Berechnung des transmuralen Widerstands

R1 - RO =Rt

2.2.4 FITC-Dextran Assay

Mit dem FITC-Dextran Assay lasst sich die Permeabilitdat des Gewebes veranschaulichen. Dabei wird
Fluoresceinisothiocyanat (FITC), ein fluoreszierender Stoff, an Dextran, ein Polysaccharid, gekoppelt.
Fiir diesen Zucker gibt es im untersuchten Gewebe keine Transporter, daher kann er nur parazellular
durch das Epithel gelangen (Aguanno et al. 2021). In dieser Arbeit wurde FITC-Dextran mit einer
mittleren GrofSe von 4kDA verwendet. Eine Messung der Fluoreszenz im Puffer gibt Aufschluss liber
die Menge des diffundierten Zuckers.

Zuerst wurde auf der basalen Seite des Epithels eine Probe genommen (Leerwert, t0), um eine
mogliche Hintergrundfluoreszenz zu ermitteln. Um die Messung zu beginnen, wurden apikal 250 pl
FITC-Dextran hinzugegeben. Dann wurden 3 h lang alle 30 min basal 50 pl-Proben abgenommen und
in eine 96-well Platte Uberflihrt. Die abgenommenen Probenmengen wurden jeweils durch die
gleiche Menge Basispuffer ersetzt, um das Mengengleichgewicht zwischen den Kammern nicht zu
beeinflussen. Nach Ablauf der 3 h wurde die Fluoreszenz der Proben mit dem NanoPhotometer P300
(Implen GmbH Minchen) gemessen. Um eine Vergleichbarkeit der Fluoreszenzwerte der
unterschiedlichen Tiere und Kammern zu erreichen, wurde jeder Messwert durch den Wert der
Hintergrundfluoreszenz seiner Kammer geteilt. Die errechneten Werte geben den Anstieg der

Fluoreszenz in Relation zur zuvor gemessenen Hintergrundfluoreszenz wieder.
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2.3 Histologische Arbeiten

2.3.1 Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbungen

Hamatoxylin-Eosin-Farbungen dienen der Beurteilung der mikroskopischen Beschaffenheit des zu
untersuchenden Gewebes. Dabei farbt Himatoxylin basophile Zellbestandteile wie z.B. den Zellkern
blau an und Eosin acidophile Zellbestandteile rot bis rosa. Fiir die vorliegende Arbeit wurden
Pankreas und Leber sowie alle Darmabschnitte separat (Duodenum, Jejunum, Ileum, Kolon) mittels
HE beurteilt.

Mit dem Mikrotom wurden dafiir zunachst aus Paraffingewebe 4 um dicke Schnitte angefertigt und

Uber Nacht getrocknet. Die Farbung verlief nach folgendem Schema (Tabelle 2-5):

Tabelle 2-5 — Firbeablauf HE

Nr. | LOsung Dauer in min Vorgang
1. | Xylol 10:00 Entparaffinieren
2. | Xylol 10:00 Entparaffinieren
3. | Ethanol 96 %, vergallt 05:00 Wassern
4. | Ethanol 96 %, vergallt 03:00 Wassern
5. | Ethanol 70 %, vergallt 02:00 Wassern
6. | Aqua dest. 02:00 Wissern
7. | Hamatoxylin, nach Gill/Harris 04:00 Farben der Kerne
8. | Leitungswasser 04:00 Blduen
9. | Aqua dest. 00:05 Spilen
10. | Eosin 0,2 %, alkoh., Standard + 2% Essigsdure 01:00 Farben d. Gewebes
11. | Aqua dest. 00:05 Spiilen
12. | Ethanol 70 %, vergallt 00:05 Entwdssern
13. | Ethanol 96 %, vergallt 00:05 Entwdssern
14. | Ethanol 96 %, vergallt 00:05 Entwdssern
15. | Xylol 00:30 Entwassern
16. | Xylol 00:30 Entwdssern

Die gefarbten Schnitte wurden mit Pertex fixiert und mit einem Deckglas versiegelt.
Die Digitalisierung und Auswertung erfolgte mit dem Mikroskop Axio Observer.Z1/7 bei 10-facher
VergroRRerung. Die Vermessungen der Schnitte wurden mit der Software Zen 3.2 (blue edition) nach

folgendem Muster durchgefiihrt (Abbildung 2-4).
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Abbildung 2-4 — Messschema HE: Die Mukosahéhe (e) wurde vom lumenseitigen Rand der Serosa (a) senkrecht
bis zum lumenseitigen niedrigsten Rand der Mukosa (b) gemessen. Dabei wurde die Tiefe von Krypten (d) der
Mukosahdéhe nicht zugerechnet. Die Zottenhéhe (f) wurde ebenfalls vom lumenseitigen Rand der Serosa (a)
senkrecht bis zum Ende der értlich ldngsten Zotte (c) gemessen. Jeder Messwert wurde pro Organ 6-mal
erhoben und gemittelt. Die Auswertung geschah verblindet.

Die Mukosahthe wurde vom lumenseitigen Rand der Serosa senkrecht bis zum lumenseitigen
niedrigsten Rand der Mukosa gemessen. Die Zottenhdhe wurde ebenfalls vom lumenseitigen Rand
der Serosa senkrecht zur Serosa bis zum Ende der ortlich langsten Zotte gemessen.
Jeder Messwert wurde pro Organ 6-mal erhoben und gemittelt. Die Auswertung geschah verblindet

(Berlin et al. 2019).

2.3.2 Immunhistochemie-Férbung

Mit der Immunhistochemie-Farbung lassen sich ausgewdhlte Zellen mittels spezifischer
Antikérpermarkierung nachweisen. In dieser Arbeit diente die Methode dazu, CD3e- und CD11b-
positive Zellen im Darmgewebe der Mause zu detektieren. Daflir wurde das ImmPRESS-AP Kit von
Vector Laboratories (Burlingame, USA) verwendet, das eine Anfarbung von Paraffinschnitten mit nur
geringer Hintergrundfarbung zulasst.
Die Farbung fand an 4 um dicken Paraffinschnitten statt. Das Gewebe wurde zunachst mit 2,5 %
Pferdeserum geblockt. Blocken verhindert unspezifische Bindungen des Sekundarantikérpers und
mindert so die Hintergrundfarbung. Danach wurden die Schnitte mit Primarantikorpern fir die zu
markierende Struktur fir eine halbe Stunde inkubiert. Daflir wurden polyklonale Antikdrper aus dem
Kaninchen verwendet, verdiinnt in 2,5 % Pferdeserum. Der CD3e-Antikoérper (Invitrogen: MA 1-
90582) wurde mit einer Verdinnung von 1:1000 angesetzt und der CD11b Antikdrper (Novus
Biologicals: NB110-89474) mit einer Verdinnung von 1:600. Darauf folgte die Zugabe des gegen den
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Primarantikorper gerichteten Sekundéarantikdrpers (ImmPress-AP Reagent Pferd gegen Kaninchen).
An den Sekundarantikorper ist eine alkalische Phosphatase (AP) gebunden, welche das danach
hinzugegebene AP-Substrat zu einem sichtbaren Farbstoff umsetzt. So kommt es zur Anfarbung der
mit Primarantikérper markierten Strukturen. Um eine Ubersicht liber das Gewebe zu behalten,
wurde zum Schluss eine Gegenfarbung mit Hamalaun durchgefiihrt. Dieses markiert basophile

Strukturen, unter anderem Zellkerne. Ein detaillierter Farbeablauf ist in Tabelle 2-6 zu sehen:

Tabelle 2-6 — Férbeablauf Immunhistochemie

Nr. | L6sung Dauer in min Vorgang
1. | Xylol 10:00 Entparaffinieren
2. | Xylol 10:00 Entparaffinieren
3. | Ethanol 96 % vergallt 05:00 Entparaffinieren
4. | Ethanol 96 % vergallt 03:00 Entparaffinieren
5. | Ethanol 70 % absolut 03:00 Entparaffinieren
6. | Aqua dest. 02:00
7. | Citrat-Puffer 1x und 2100 Antigen Abkiihlen Uber Antigenrickgewinnung
Retriever (Aptum Biologics Ltd. Nacht (min. 2 h) | (hitzevermittelt)
Southhampton)
. | TBS (pH: 7,4) 05:00 Waschen
9. | TBS (pH: 7,4) + 0,025 % Triton 05:00 Waschen
10. | Ready-to-use (2,5 %) normales 20:00 Blocken
Pferdeserum
11. | Primar-Antikorper (Kaninchen) verdiinnt | 30:00 Antigen-Markierung
in ready-to-use (2,5 %) normales CD3e: 1:100
Pferdeserum CD11b: 1:600
12. | TBS (pH: 7,4) + 0,025 % Triton 05:00 Waschen
13. | ImmPRESS-AP-Reagent (gegen 30:00 Antikérper-Markierung
Kaninchen)
14. | TBS (pH: 7,4) 05:00 Waschen
15. | TBS (pH: 7,4) 05:00 Waschen
16. | AP-Substrat 05:00 - 20:00 Aktivierung des AP-Reagent
17. | TBS (pH: 7,4) 05:00 Waschen
18. | Leitungswasser 05:00 Waschen
19. | Hamalaun 04:00 Gegenfarbung
20. | Lauwarmes Leitungswassr 05:00-10:00 Bldauen
21. | Ethanol absl. 00:05 Entwdssern
22. | Ethanol absl. 00:05 Entwassern
23. | Xylol 00:05 Entwassern
24. | Xylol 00:05 Entwassern

22



2 Methoden

2.3.3 Siriusrot-Férbung

Fiir diese Arbeit wurden Siriusrot-Farbungen verwendet, um kollagenhaltiges Bindegewebe in der
Leber darzustellen. Die Farbung wurde an 4 um dicken Paraffinschnitten durchgefiihrt. Der

detaillierte Ablauf ist in Tabelle 2-7 aufgelistet.

Tabelle 2-7 — Férbeablauf Siriusrot-Férbung

Nr. | Losung Dauer in min Vorgang
1. | Xylol 10:00 Enparaffinisieren
2. | Xylol 10:00 Enparaffinisieren
3. | Ethanol 96 % vergallt 05:00 Wassern
4. | Ethanol 96 % vergallt 03:00 Wassern
5. | Ethanol 70 % vergallt 02:00 Wassern
6. | Aqua dest. 02:00 Wassern
7. | Weigerts Hamatoxylin 08:00 Kernfarbung
8. | Aqua dest. 00:30 Spllen
9. | Leitungswasser 01:00 Blauen
10. | Filtrierte Siriusrot Losung 00:00 Kollagen-Farbung
11. | 0,5 % Essigsaure 00:30 Spilen
12. | Ethanol absl. 00:05 Entwassern
13. | Ethanol absl. 00:05 Entwdssern
14. | Xylol 00:05 Entwassern
15. | Xylol 00:05 Entwassern

AbschlieBend wurden die Schnitte in Pertex eingebettet und mit einem Deckglas versiegelt.

2.4 Genexpressionsanalysen

Dieses Verfahren stellt die Expression von Genen dar. Dazu wurde zunachst aus nativem Gewebe
(schockgefrostetes Gewebe) der Tiere mRNA isoliert und mittels reverser Transkription in cDNA
umgeschrieben. Mit dieser konnte anschlieBend mithilfe der Tagman-Technologie eine

Quantifizierung der Expression der Zielgene durchgefiihrt werden.

2.4.1 mRNA-Isolation

Die Genexpression wurde fiir die Darmabschnitte Jejunum und Kolon untersucht, von den Gruppen
BDL/sham + Ghr/LM. Die mRNA-Isolation wurde mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen) nach
Herstellerangaben vollzogen. Dazu wurden bis zu 30 mg der zuvor bei -150° C gelagerten Organe mit
einem Gewebehomogenisator (Tissuelyzer LT) in RLT-Puffer zu feinem Pulver verarbeitet. Daraufhin

wurden zu je 350 ul des zerkleinerten Gewebes 350 pul 70 % Ethanol hinzugegeben. Im nachsten
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Schritt wurde das Lysat auf eine RNeasy Mini spin column bertragen und bei 16.000 x g fiir 15 s
zentrifugiert. Die RNeasy Mini spin column besteht aus einem oberen Teil mit einem Filterboden und
einem unteren Teil, in dem die Lésungen, die den Filter passieren, aufgefangen werden. Als nachstes
wurde die RNeasy Mini spin column mit 350 pul RW1-Puffer bei 16.000 x g gespilt. Um eventuell
bestehende DNA-Reste zu entfernen, wurden 10 pl DNase, geldst in 70 ul RDD-Puffer, hinzugefiigt
und bei Raumtemperatur fiir 15 min belassen. Danach wurde der Filter mit 350 pl RW1 Puffer ein
weiteres Mal bei 16.000 x g zentrifugiert und gespilt. Im Anschluss wurde die RNeasy Mini spin
column zweimalig mit 500 ul RPE-Puffer bei 16.000 x g zuerst fiir 15 sek und dann fiir 2 min
durchspilt. Zum Schluss wurde die tibrige mRNA mit 50 pl Nuklease-freiem destilliertem Wasser bei
16.000 x g flir 1 min eluiert. Die gel6sten 50 ul wurden ein weiteres Mal mit gleicher Kraft durch den

Filter zentrifugiert, um eine hohere Konzentration der mRNA zur erlangen.

2.4.2 Photometrische Erfassung der RNA-Menge

Die Konzentration der gewonnen mRNA wurde mithilfe eines Nanophotometers bestimmt. Das
Absorptionsmaximum der Nukleinsduren liegt bei 260 nm, das von Phenolen und Proteinen liegt
hingegen bei 280 nm. Durch die Messung dieser beiden Absorptionswerte und den Vergleich mit
einer Leerprobe kann sowohl die Konzentration als auch die Reinheit der mRNA errechnet werden.
Die Reinheit ergibt sich hierbei aus dem Quotienten der Konzentrationen der Absorptionsmaxima
bei 260 nm und 280 nm ([260 nm]/[280 nm]). Proben, die einen geringeren Quotienten als 1,8
aufwiesen, wurden nicht fiir die cDNA-Gewinnung weiterverwendet. Vor der Weiterverarbeitung

wurde die mRNA bei -80 °C gelagert, allerdings nie langer als eine Woche.

2.4.3 cDNA-Gewinnung durch reverse Transkription

Mittels Reverser Transkriptase (RT) wurde mRNA in cDNA umgeschrieben. Die RT ist eine RNA-
abhédngige Polymerase, die unter Zugabe von Desoxyribonucleosidtriphosphaten (dNTPs) und
zufalligen Primer-Nonameren mRNA in komplementdre DNA (complemantary DNA, cDNA)
umschreibt. Damit aus jeder Probe anndhernd gleich viel cDNA entstand, wurde jeweils 1 pg RNA in
10 ul Nuklease-freiem Wasser (Diethyldicarbonat-Wasser, DEPC-Wasser) gel6st. Die Inkubation der
RT mit der mRNA geschah mit dem RT-Mastermix (High Capacity RTKit 200 R Thermo Fisher Scientific)
(Tabelle 2-8).
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Tabelle 2-8 — Zusammensetzung des Mastermixes fir die Reverse Transkriptase

Bestandteil Menge fiir 1 Probe (10pl)
10x Puffer 2,0 ul
dNTPs 0,8 ul
Random Primer 2,0 ul
RT 1,0 pl
DEPC-Wasser 4,2 ul

Jeweils 10 pl Mastermix und 1 pg mRNA in 10 pl RNAse-freiem Wasser wurden wie folgt inkubiert
(Tabelle 2-9):

Tabelle 2-9 — Inkubationszeiten fiir die reverse Transkription

Dauer in Minuten Temperatur
10:00 25°C
120:00 37°C
05:00 85°C

Die gewonnene cDNA wurde bei -20 °C aufbewahrt.

2.4.4 Ablauf Echtzeit-PCR (TagMan)

Mithilfe der , TagMan-Methode”, einer Form der Echtzeit-PCR, ist ein Vergleich der Expression
verschiedener Zielgene zwischen den Versuchsgruppen moglich. Dabei laufen Amplifikation,
Detektion und Quantifizierung simultan ab. Fir jedes Zielgen wurde eine fluoreszenzmarkierte
Oligonukleotidsonde verwendet, welche sich zu dem cDNA-Transkript des Gens komplementar
verhalt und zwischen zwei ebenfalls sequenzspezifischen Primern bindet. An ihrem 5” Ende befindet
sich der Fluoreszenzmarker, wahrend am 3" Ende ein Quencher gebunden ist. Dieser unterdriickt das
Fluoreszenzsignal solange die Sonde intakt ist. Der Reaktionsansatz wird zusammen mit der Taqg-
Polymerase, einer Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus, inkubiert. Wenn die Tag-
Polymerase die Primer verldangert, erreicht sie dabei die Sonde und spaltet diese durch 5°-3°
Exonukleaseaktivitdt. Die raumliche Ndhe von Quencher und Farbstoff ist aufgehoben und ein
Fluoreszenzsignal wird detektierbar. Die Starke des Fluoreszenzsignals ist proportional zur Menge
der vervielfaltigten cDNA. Zu dem Zeitpunkt, zu dem das Signal exponentiell zu steigen beginnt, lasst
sich ein Rickschluss auf die Menge der zu vergleichenden mRNA ziehen. Die Dauer bis zur
exponentiellen Vervielfachung wird in Inkubationszyklen gemessen und nennt sich Ct-Wert (Cycle
threshold). Je friher der Ct-Wert erreicht wird, desto mehr Ausgangsmaterial des Zielgens hat sich
in der Probe befunden. Zum Ausgleich probenspezifischer Unterschiede wurde die Expression jedes

Zielgens ins Verhadltnis zu einem Housekeeping Gen gesetzt. Verglichen wird am Ende, wie hoch die
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Differenz der Ct-Werte der Zielgene zu den Ct-Werten des Housekeeping Gens der jeweiligen Probe
ist.

Jeweils 2,5 ul der cDNA-Reaktionsansatze wurden zusammen mit 10 pl rtPCR-Mastermix (Low ROX
Probe MMATTP blue von Takyon™) versetzt, in dem sich Tag-Polymerase, dNTPs, Primer und die
Sonden zu den Zielgenen (Tabelle 2-11) befanden. Von jeder Probe wurden 3 Replikate gemessen,
um Ungenauigkeiten beim Pipettieren spater ausschliefen zu kdnnen. Die Proben wurden nach

folgendem Muster im ViiA 7 Real-Time PCR System (ThermoFisher) inkubiert (Tabelle 2-10):

Tabelle 2-10 — Inkubationszeiten Echtzeit-PCR

Stufe Wiederholungen |Temperatur |Dauer in Minuten |Arbeitsschritt
1 1 95,0 °C 05:00 Initiale Denaturierung
2 45 95,0 °C 00:15 Denaturierung
60,0 °C 01:00 Annealing und Extension

Nach Abschluss der Inkubation und Fluoreszenzmessung wurde mithilfe des Programmes Quant
Studio Real Time PCR (Version 1.2) der Ct-Wert der Zielgene bestimmt. Die drei Ct-Werte einer Probe
wurden gemittelt. Flir Proben aus dem Jejunum wurde Villin und fir Proben aus dem Kolon Keratin 8
als Housekeeping Gen verwendet. Die relative Expression der Zielgene im Vergleich zum

Housekeeping Gen errechnete sich wie folgt (Formel 2-3):

Formel 2-3 — Berechnung von ACt
ACt = CtZielgen - CtHousekeeping Gen

Zur Darstellung der Expression in linearisierter Form erfolgte eine Umrechnung mittels folgender

Exponentialfunktion (Formel 2-4):

Formel 2-4 — Berechnung der Expressionsmenge im Vergleich zu den Housekeeping Genen

Z—ACT

Die 2"2T-Werte von Replikaten wurden gemittelt und mit dem SEM (standard error of mean)

dargestellt.
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Tabelle 2-11 - Liste der verwendeten rtPCR-Sonden

Gen Hersteller Nummer

Villin Thermo Fisher Scientific | Mm00494146_m1
Keratin 8 Thermo Fisher Scientific | Mm004209403 g1
Claudin 2 Thermo Fisher Scientific | Mm00516703_s1
Claudin 4 Thermo Fisher Scientific | Mm00515514_s1
Claudin 7 Thermo Fisher Scientific | Mm00516817_m1
Claudin 15 Thermo Fisher Scientific | Mm00517635_m1
Occludin Thermo Fisher Scientific | Mm00500312_m1
Z0-1 Thermo Fisher Scientific | Mm00493699_m1

2.5 Blutanalyse

Das entnommene Blut wurde vom Institut fur klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der UMR
auf folgende Parameter (Tabelle 2-12) untersucht. Das Blut wurde mit heparinisierten Kapillaren
entnommen und in speziellen Lithium-Heparin R6hrchen zu Plasma prozessiert (Zentrifugation fur

20 min bei 4 °C und 3000 x g).

Tabelle 2-12 — Liste der untersuchten Blutparameter

Elektrolyte Enzyme Lipide Proteine Metabolite
e Natrium e ASAT (Aspartat- e Cholesterol Albumin Bilirubin
Kalium Aminotransferase) e Triglyceride CRP (direkt)
Calcium ALAT (Alanin- (C-reaktives Bilirubin
Magnesium Aminotransferase) Protein) (indirekt)
Phosphat AP (Alkalische Praalbumin Kreatinin
Phosphatase) Glucose
Pseudo- Harnsdure
Cholinesterase e Harnstoff
e a-Amylase
e Lipase
o y-GT
(Glutamyltransferase)

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit SPSS Version 27 (IBM).
Zunachst wurden die Gruppen mittels Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung geprift.
Waren alle betrachteten Gruppen normalverteilt, folgte die Anwendung des t-Tests. Bei mehr als
zwei Gruppen folgte die Anwendung einer ANOVA mit anschlieBendem Post-hoc-Test nach

Bonferroni.
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3 Ergebnisse

Bei nicht gegebener Normalverteilung aller betrachteten Gruppen wurde mit dem
Kruskal-Wallis-Test geprift, ob unter den Gruppen zwei oder mehr Gruppen existieren, die
moglicherweise nicht Teil einer gemeinsamen Population sind. War dies der Fall, fand der Mann-
Whitney-U-Test Anwendung. Bei nur zwei zu vergleichenden Gruppen wurde auf den
Kruskal-Wallis-Test verzichtet und direkt gepriift, ob die beiden Gruppen Teil einer Grundgesamtheit

sind. Zur Veranschaulichung der Varianzen sind alle Daten als Mittelwerte + SEM dargestellt.

3 Ergebnisse

3.1 Gewichtsverlaufe

Die Mause wurden jeweils vor Beginn der Operation gewogen. |hr Gewicht an den folgenden Tagen
wurde in Relation zu ihrem Startgewicht gesetzt (d0 =100 %). Der Gewichtsverlauf einer Gruppe ist

in dem Diagramm als Mittelwert mit + SEM dargestellt (Abbildung 3-1).

Die sham-Miuse zeigten im Verlauf kaum Anderungen gegeniiber ihrem Startgewicht. Dabei machte
es keinen Unterschied, ob sie Ghrelin oder Losungsmittel als Therapie erhielten.
Die BDL-Mause verloren im Mittel in den ersten zwei Tagen nach der OP fast 20 % ihres Gewichtes.
In den nachsten flinf Tagen hielten die Tiere ihr Gewicht. In den letzten drei Tagen zeigte sich bei den
BDL-Gruppen ein weiterer langsam beginnender Gewichtsverlust, der jedoch die 75 %-Marke nicht
unterschritt. Die unterschiedliche Therapie (LM vs. Ghr) der BDL-Gruppen zeigte darauf keinen

statistisch signifikanten Effekt.
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Gewichtsverlauf
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Abbildung 3-1 — Gewichtsverldufe: C57BL/6J-Tiere wurden in vier Gruppen aufgeteilt und erhielten entweder
eine Gallengangsligatur (BDL) oder eine sham-Operation (sham). Anschlieffend wurden beide Gruppen
wiederum geteilt und entweder mit 0,1 ug/ul Ghrelin (Ghr) in 0,9 % NaCl-Lésung, oder reiner 0,9 % NaCl-Lésung
(LM) fiir die Dauer des Versuches téglich mit einem Volumen von 0,2 ul/g KG injiziert. Nach 10 Tagen wurden
die Tiere euthanasiert. Wéhrend der Versuchslaufzeit wurden die Mduse téglich gewogen. Dargestellt sind die
Mittelwerte der jeweiligen Gruppe mit SEM. Die Prozentangaben beziehen sich auf das Startgewicht der Mduse
am Tag der Operation (dO).

3.2 HE-Farbungen

Die Hamatoxylin-Eosin Farbung erlaubt eine Beurteilung der Beschaffenheit von Gewebe auf
mikroskopischer Ebene. Durch das Hamatoxylin wurden die Zellkerne blau gefarbt und mit Eosin
wurde Zytosol, sowie Bindegewebe rot bis rosa angefarbt. Nekrosen sind durch verblassende
Zellkerne und aufgehobene Zellgrenzen zu erkennen.

In dieser Arbeit wurde die HE-Farbung verwendet, um eine mogliche Leberschadigung in den
Praparaten der Gruppen sham und BDL exemplarisch zu zeigen und Unterschiede in der

Darmmorphologie aller Gruppen quantitativ zu untersuchen.

3.2.1 Qualitative Auswertung der HE-Leber Farbung

In Abbildung 3-2 sind jeweils Ausschnitte des Lebergewebes einer Maus aus der Gruppe sham oder
BDL mit jeweils unterschiedlicher Therapie (Keine Therapie vs. LM vs. Ghr) in 10-facher VergroRerung
abgebildet. In den sham-Gruppen zeigte sich in den untersuchten Prdparaten das Bild einer

gesunden Leber (Abbildung 3-2 a; b; c).
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Bei den Leberpraparaten der BDL-Gruppen zeigten sich unabhangig von der Therapie ausgepragte
Nekrosen bei allen untersuchten Tieren (* in Abbildung 3-2 d; e; f) sowie Fibrosierungen im Bereich

der Zentralvene (# in Abbildung 3-2 e). Es wurden jeweils 3 Tiere jeder Gruppe untersucht.

HE-Férbung der Leber:

Keine Therapie Ghrelin-Injektion

ok

Losungsmittel-Injektion

sham-Gruppen

BDL-Gruppen

Abbildung 3-2 — HE-Fdrbung der Leber: C57BL/6J-Tiere erhielten entweder eine Gallengangsligatur (BDL) oder
eine sham-Operation (sham). Danach wurden sie entweder mit 0,1 ug/ul Ghrelin (Ghr) in 0,9 % NaCl-Lésung,
oder reiner 0,9 % NaCl-Lésung (LM) fiir die Dauer des Versuches tdglich mit einem Volumen von 0,2 ul/g KG
injiziert. Jeweils eine BDL und eine sham Gruppe erhielten keine Injektionen, resultierend in sechs verschiedene
Gruppen. Nach maximal 14 Tagen (siehe Kapitel 2.1.5) wurden die Tiere euthanasiert und ihre Organe
entnommen. Die Leber wurde in Formalin fixiert, entwdéssert und in Paraffin eingebettet. Aus diesem Gewebe
wurden 4 um dicke Schnitte angefertigt, die mit dem HE-Verfahren gefdrbt wurden. Himatoxylin markiert
basophile Zellbestandteile (Zellkern) blau bis lila und Eosin markiert acidophile Zellbestandteile (Zytosol) rot bis
rosa. Dargestellt sind Ausschnitte der Leber in 10-facher Vergréfierung. An geféirbten Schnitten wurde mithilfe
eines Durchlichtmikroskops (Axiophot,Carl Zeiss AG) eine qualitative Beurteilung durchgefiihrt. Zentralvenen
sind mit Pfeilen (=) markiert, nekrotische Bereiche mit Sternchen (*) und Bindegewebsvermehrung mit Rauten
(#). Die geférbten Organe sind typisch fiir n=3 einer Gruppe.
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3.2.2 Vermessung der Mukosa und Zottenldnge an HE-Férbungen des Duodenums

Eine qualitative Untersuchung des Darmgewebes zeigte in allen Darmabschnitten unabhangig von
der Gruppe und der Therapie eine morphologisch weitgehend unauffillige Darmschleimhaut
(Jejunum hier beispielhaft fiir Dinndarm und Kolon fiir Dickdarm aufgefiihrt: (Abbildung 3-3)).
Daraufhin wurden Darmabschnitte der Gruppen sham und BDL (Duodenum, Jejunum, lleum und
Kolon) genutzt, um die Mukosahdhe und Zottenldange zu vermessen. Das genaue Messverfahren ist

im Methodenteil (Kapitel 2.3.1) erklart.

In keinem der Darmabschnitte wurde bezliglich der Mukosahohe ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen sham und BDL festgestellt (Duodenum hier beispielhaft aufgefiihrt:
Abbildung 3-4 A). Bei der Vermessung der Zotten im Duodenum fiel ein signifikanter Unterschied
zwischen sham und BDL auf (p=0,001; t-Test). Die Zotten der sham-Gruppe waren im Mittel
441,0 um lang, wahrend die Zotten der BDL-Gruppe im Mittel mit 542,1 um um ca. 100 um langer
waren (Abbildung 3-4 B). In Jejunum und lleum gibt es keine signifikanten Unterschiede in der
Zottenlange (Daten nicht gezeigt).

AnschlieBend wurden auch in allen Gruppen mit Therapie die Mukosahdhe und Zottenlange im
Duodenum vermessen. Die Mukosah6he unterscheidet sich im Mittel nur um wenige Mikrometer
(Abbildung 3-5 A), wahrend sich die Zottenldnge starker unterscheidet (Abbildung 3-5 B). Die
mittlere Lange der Zotten aus der Gruppe BDL + LM liegt bei 556,5 um, wahrend die Messwerte der
Gruppe sham + LM im Mittel bei 502,4 um liegt. Die mittlere Lange der Zotten aus der Gruppe BDL +
Ghr betragt 509,4 um und die mittlere Lange der Zotten aus Gruppe sham + Ghr betragt 487,5 um.
Tendenziell I3sst sich somit in Ubereinstimmung mit dem Vorversuch ohne Therapie (Abbildung 3-4)
erkennen, dass die Zotten im Duodenum der BDL-Tiere langer sind als die der sham-Tiere. Dieser
Unterschied zwischen den vier Gruppen ist nicht signifikant (Kruskal-Wallis-Test). Ein Ghrelin-Effekt

lieR sich nicht nachweisen.
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HE-Farbung des Jejunums:
Keine Therapie Losungsmittel-Injektion Ghrelin-Injektion

sham-Gruppen

BDL-Gruppen

HE-Férbung des Kolons:
Keine Therapie L6ésungsmittel-Injektion Ghrelin-Injektion

sham-Gruppen

BDL-Gruppen

Abbildung 3-3 - HE-Fdrbung von Jejunum und Kolon: C57BL/6J-Tiere erhielten entweder eine
Gallengangsligatur (BDL) oder eine sham-Operation (sham). Danach wurden entweder mit 0,1 ug/ul Ghrelin
(Ghr) in 0,9 % NaCl-Lésung, oder reiner 0,9 % NaCl-Lésung (LM) fiir die Dauer des Versuches tdglich mit einem
Volumen von 0,2 ul/g KG injiziert. Jeweils eine BDL und eine sham Gruppe erhielten keine Injektionen,
resultierend in sechs verschiedene Gruppen. Nach maximal 14 Tagen (siehe Kapitel 2.1.5) wurden die Tiere
euthanasiert und ihre Organe entnommen. Die Darmabschnitte (Duodenum, Jejunum, lleum, Kolon) wurden in
Formalin fixiert, entwdssert und in Paraffin eingebettet. Aus diesem Gewebe wurden 4 um dicke Schnitte
angefertigt, die mit dem HE-Verfahren gefdrbt wurden. Hédmatoxylin markiert basophile Zellbestandteile
(Zellkern) blau bis lila und Eosin markiert acidophile Zellbestandteile (Zytosol) rot bis rosa. Dargestellt sind
Ausschnitte von Jejunum und Kolon in 10-facher VergréfSerung. An geférbten Schnitten wurde mithilfe der
Software ZEN 3.2 (blue edition) die Mukosadicke und die Zottenldnge vermessen (Messschema: Abbildung 2-4).
Die Mukosahéhe ist mit Sternchen (*) markiert und die Zottenldnge mit Rauten (#). Die gefdrbten Organe sind
typisch fiir die Tiere ihrer Gruppe.
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Abbildung 3-4 — Mukosah6he und Zottenldnge im Duodenum von Gruppen ohne Therapie: C57BL/6J-Tiere
wurden in zwei Gruppen aufgeteilt und erhielten entweder eine Gallengangsligatur (BDL) oder eine sham-
Operation (sham). Nach maximal 14 Tagen (siehe Kapitel 2.1.5) wurden die Tiere euthanasiert und ihre Organe
entnommen. Definierte Abschnitte vom Duodenum wurden in Formalin fixiert, entwdssert und in Paraffin
eingebettet. Aus diesem Gewebe wurden 4 um dicke Schnitte angefertigt, welche mit dem HE-Verfahren gefdrbt
wurden. An digitalisierten, geférbten Schnitten des Duodenums wurde mithilfe der Software ZEN 3.2 (blue
edition) die Mukosadicke (A) und die Zottenlinge (B) vermessen (Messschema: Abbildung 2-4). Dargestellt sind
die Mittelwerte (+ SEM) von den Gruppen BDL (n=11) und sham (n=11). *p=0,001, t-Test.
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Abbildung 3-5 — Mukosahdéhe und Zottenldnge im Duodenum von Therapiegruppen: C57BL/6J-Tiere wurden in
vier Gruppen aufgeteilt und erhielten entweder eine Gallengangsligatur (BDL) oder eine sham-Operation (sham)
kombiniert mit einer tdglichen Injektion von 0,1 ug/ul Ghrelin (Ghr) in 0,9 % NaCl oder reiner 0,9 % NaCl-Lésung
(LM) mit einem Volumen von 0,2 ul/g KG. Nach 10 Tagen wurden die Tiere euthanasiert und ihre Organe
entnommen. Definierte Abschnitte vom Duodenum wurden in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Aus
diesem Gewebe wurden 4 um dicke Schnitte angefertigt, welche mit dem HE-Verfahren gefdrbt wurden. An
digitalisierten, gefdrbten Schnitten des Duodenums wurde mithilfe der Software ZEN 3.2 (blue edition) die
Mukosadicke (A) und die Zottenldinge (B) vermessen (Messschema: Abbildung 2-4). Dargestellt sind die
Mittelwerte (+ SEM) von den Gruppen (BDL + LM: n=8; BDL + Ghr n=6,; sham + LM: n=5,; sham + Ghr: n=5). Keine
signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis-Test).
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3.3 Siriusrot-Firbung

Mithilfe der Siriusrot-Farbung kénnen Kollagenfasern im Lebergewebe der Tiere rot angefarbt
werden. Mit dieser Methode sollte exemplarisch bei Tieren der Gruppen sham und BDL eine
mogliche Bindegewebsvermehrung dargestellt werden. Die Bilder zeigen jeweils den Ausschnitt des
Lebergewebes einer Maus aus der Gruppe sham oder BDL in 5-facher, 10-facher und 20-facher
VergroRerung (Abbildung 3-6).

In Praparaten der sham-Gruppe lassen sich keine Zeichen einer Fibrosierung erkennen (Abbildung
3-6 a; b; c). Bei Tieren aus der BDL-Gruppe ist in allen Prdparaten eine Rotfarbung und damit
vermutlich eine Fibrosierung vorhanden (* in Abbildung 3-6 a’; b’; ¢’). Die Bindegewebsvermehrung

ist am starksten an und um Lebervenen (Pfeil in Abbildung 3-6 a”; b’; ¢’) zu erkennen.

Siriusrsot-F'airbung der Leber:

sham-Gruppe

BDL-Gruppe

Abbildung 3-6 — Siriusrot-Fidrbung von Lebergewebe aus den Gruppen sham und BDL: C57BL/6J-Tiere wurden
in zwei Gruppen aufgeteilt und erhielten entweder eine Gallengangsligatur (BDL) oder eine sham-Operation
(sham). Nach 10 Tagen wurden die Tiere euthanasiert und ihre Organe entnommen. Die Leber wurde in
Formalin fixiert, entwdssert und in Paraffin eingebettet. Aus diesem Gewebe wurden 4 um dicke Schnitte
angefertigt, die mit dem Siriusrot-Verfahren gefdrbt wurden. Siriusrot markiert Kollagenfasern vom Typ 1 rot.
Dargestellt sind Ausschnitte der Leber in unterschiedlichen VergréfSerungen (5x: sham (a) und BDL (a’); 10x:
sham (b) und BDL (b’); 20x: sham (c) und (c’)). An gefdrbten Schnitten wurde mithilfe eines
Durchlichtmikroskops (Axiophot,Carl Zeiss AG) eine qualitative Beurteilung durchgefiihrt. Zentralvenen sind mit
Pfeilen (=) markiert und fibrotische Bereiche mit Sternchen (*). Die gezeigten Organe sind typisch fiir n=4
Organe einer Gruppe.
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3.4 Transmurale Widerstandsmessungen der Darmwand

Zu Beginn jedes Ussing-Kammer-Versuches wurde Uber den eingespannten Darmabschnitten der
transmurale Widerstand gemessen. Die Messpunkte einer Gruppe sind in Form von Boxplots
dargestellt (Abbildung 3-7, Abbildung 3-8). Die untere und obere Grenze der Box entsprechen der
25. und 75. Perzentile, die Antennen dem Minimum und Maximum. Der Mittelwert ist durch ein
Kreuz gekennzeichnet und der Median durch eine Linie in der Box. Mit dieser Messung sollten
Veranderungen in der Durchldssigkeit fiir lonen detektiert werden. Je hoéher der transmurale
Widerstand, desto geringer ist die Durchlassigkeit fiir lonen anzunehmen. Zusatzlich diente dieser
Test auch als Kontrolle fiir das korrekte Einspannen des Gewebes in die Ussing-Kammer. Bei einem
Widerstand von 0 Q war ein Schaden im Darmepithel sehr wahrscheinlich und die entsprechende

Probe wurde nicht in die Auswertung mit aufgenommen.

3.4.1 Transmurale Widerstinde von BDL- und sham-Tieren

Die gemessenen transmuralen Widerstande im Jejunum lagen fiir die BDL Gruppe im Mittel bei
48,1 Q und fir die sham-Gruppe bei 62,5 Q (Abbildung 3-7 A). Fir die beiden Gruppen wurde kein
signifikanter Unterschied festgestellt. Der transmurale Widerstand im Kolon lag fir die BDL Gruppe
im Mittel bei 26,0 Q und fir sham-Gruppe bei 49,0 Q (Abbildung 3-7 B) und somit fir ihre jeweilige
Gruppe niedriger als im Jejunum. Der Unterschied der Messwerte zwischen der BDL Gruppe und der

sham Gruppe im Kolon ist signifikant (* p<0,05, t-Test).
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Abbildung 3-7 — Transmuraler Widerstand in Jejunum und Kolon der Gruppen ohne Therapie: Fiir die
Widerstandsmessung wurden C57BL/6J-Tiere verwendet, die entweder eine Gallengangsligatur (BDL) oder eine
sham-Operation (sham) erhalten hatten. Nach einer Versuchsdauer von maximal 14 Tagen (siehe Kapitel 2.1.5)
wurden die Mduse euthanasiert und definierte Darmabschnitte fiir die Messung entnommen. Der transmurale
Widerstand von Jejunum (A) und Kolon (B) der aufgefiihrten Gruppen wurde in der mit Krebs-Puffer gefiillten
Ussing-Kammer gemessen. Der Widerstand jeder Probe wurde kurz nach dem Einspannen tiber 30 Sekunden
lang erfasst und abschliefSend gemittelt. Die Ergebnisse sind fiir die Gruppen BDL und sham als Mittelwerte
(Kreuz) in Boxplots mit inklusivem Median (Strich) dargestellt (n=7). Die unteren und oberen Grenzen der Box
stellen das 25. bzw. 75. Perzentil dar, die oberen und unteren Antennen das Maximum bzw. Minimum. *p<0,05,
t-Test.

3.4.2 Transmurale Widerstidnde von den Therapiegruppen

Die gemessenen transmuralen Widerstande im Jejunum fir die Gruppe BDL + LM lagen im Mittel
bei 54,7 Q und fur die Gruppe BDL + Ghr bei 41,4 Q. Bei der Gruppe sham + LM lag der mittlere
transmurale Widerstand bei 33,3 Q und bei der Gruppe sham + Ghr bei 72,8 Q (Abbildung 3-8 A).
Innerhalb dieser vier Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied gezeigt werden.
Im Kolon lag der mittlere transmurale Widerstand der Gruppe BDL + LM bei 36,2 Q und der Gruppe
BDL + Ghr bei 62,0 Q. Die Widerstdande der Gruppe sham + LM lagen im Mittel bei 19,7 Q und der
Gruppe sham + Ghr bei 77,0 Q (Abbildung 3-8 B). Es fallt auf, dass der zuvor beobachtete signifikant
hohere Widerstand des Kolons sham- vs. BDL-operierter Tiere (Abbildung 3-8 B) hier bereits in den
Kontrollgruppen ohne Ghrelingabe nicht nachweisbar war. Hierfiir kdnnten die abweichenden
experimentellen Rahmenbedingungen der Therapieserie, aber auch die kleinere Probenzahl (mit)
verantwortlich sein. Insbesondere in den sham-Gruppen waren aufgrund messtechnischer Probleme

nur wenige Praparate auswertbar.
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Abbildung 3-8 — Transmuraler Widerstand von Jejunum und Kolon der Therapiegruppen: Fiir die
Widerstandsmessung wurden C57BL/6J-Tiere verwendet, die entweder eine Gallengangsligatur (BDL) oder eine
sham-Operation (sham) erhielten. Anschliefsend wurden beide Gruppen wiederum geteilt und entweder mit
0,1 ug/ul Ghrelin (Ghr) in 0,9 % NaCl-Lésung, oder reiner 0,9 % NaCl-Lésung (LM) fiir die Dauer des Versuches
téglich mit einem Volumen von 0,2 ul/g KG injiziert. Nach einer Versuchsdauer von 10 Tagen, wurden die Mdéuse
euthanasiert und definierte Darmabschnitte fiir die Messung entnommen. Der transmurale Widerstand von
Jejunum (A) und Kolon (B) der aufgefiihrten Gruppen wurde in der mit Krebs-Puffer gefiillten Ussing-Kammer
gemessen. Der Widerstand jeder Probe wurde kurz nach dem Einspannen iiber 30 Sekunden lang erfasst und
abschliefSend gemittelt. Die Ergebnisse sind fiir die Gruppen als Mittelwerte (Kreuz) in Boxplots mit inklusivem
Median (Strich) dargestellt. Die unteren und oberen Grenzen der Box stellen das 25. bzw. 75. Perzentil dar, die
oberen und unteren Antennen das Maximum bzw. Minimum. Punkte aufserhalb der Antennen sind AusreifSer.
Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis-Test).

3.5 FITC-Dextran Assay

Es sollte untersucht werden, ob die Cholestase einen Effekt auf die Integritdt der Darmbarriere hat.
Dazu wurde mithilfe des FITC-Dextran-Assays die parazelluldare Permeabilitdat von Jejunum und Kolon
von sham- und BDL-Mausen verglichen. Die Darmabschnitte wurden gewahlt, um dem histologisch
unterschiedlichen Aufbau von Diinndarm und Dickdarm gerecht zu werden. Der FITC-Dextran-Assay
eignet sich dazu, die parazelluldare Permeabilitdt von Epithelien unter verschiedenen Einflissen zu
vergleichen (Aguanno et al. 2021). Gemessen wird die Fluoreszenz des FITC-Dextrans, welches tGber
den Verlauf von drei Stunden durch die Darmepithelien diffundiert. Das gemessene
Fluoreszenzsignal wird in Relation zur zuvor gemessenen Hintergrundfluoreszenz gesetzt. Dargestellt
sind pro Gruppe jeweils die gemittelten Werte der Messzeitpunkte in Prozent + SEM. Je hoher die
relative Fluoreszenz, desto mehr FITC-Dextran ist diffundiert und desto hoher ist die parazellulare

Permeabilitat des Gewebes.
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3.5.1 Parazelluldre Permeabilitidt von Jejunum und Kolon der Gruppen ohne Therapie

Die gemessene mittlere relative Fluoreszenz der sham-Tiere im Jejunum stieg Uber den Verlauf von
drei Stunden gleichmaRig ungefahr auf ein Dreifaches der Ausgangsfluoreszenz an (Abbildung 3-9 A).
Die gemessene mittlere relative Fluoreszenz der BDL-Tiere stieg im Jejunum nach drei Stunden auf
mehr als das Neunfache des Ausgangswertes an. Eine Stunde nach Messstart unterschieden sich die
relativen Fluoreszenzen der beiden Gruppen signifikant (p<0,05 Mann-Whitney-U-Test).

Im Kolon stieg die relative Fluoreszenz bei den sham-Tieren auf ein Neunfaches und bei den BDL-
Tieren auf ein Dreizehnfaches des Ausgangswertes an (Abbildung 3-9 B). Die relative Fluoreszenz der
beiden Gruppen im Kolon unterschieden sich nach eineinhalb Stunden fortlaufend signifikant
(p<0,05 t-Test). Sowohl bei sham als auch bei BDL wurde zum Endpunkt nach drei Stunden eine
hohere Fluoreszenz im Kolon als im Jejunum gemessen. Fir die sham Gruppen war dieser

Unterschied ab dem Messpunkt nach zwei Stunden signifikant (p<0,005 Mann-Whitney-U-Test).
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Abbildung 3-9 — Parazelluldre Permeabilitédt von Jejunum und Kolon der Gruppen ohne Therapie: Flir den FITC-
Dextran-Assay wurden C57BL/6J-Tiere verwendet, die entweder eine Gallengangsligatur (BDL) oder eine sham-
Operation (sham) erhielten. Nach einer Versuchsdauer von maximal 14 Tagen (siehe Kapitel 2.1.5) wurden die
Mduse euthanasiert und definierte Darmabschnitte fiir die Messung entnommen. Das Gewebe aus Jejunum (A)
und Kolon (B) der Mcduse wurde fiir den FITC-Dextran-Assay in die mit Krebs-Puffer gefiillte Ussing-Kammer
eingespannt. Auf der luminalen Seite des Darms wurde initial 250 ul FITC-Dextran zu dem Puffer hinzugegeben.
Dann wurde liber einen Zeitraum von drei Stunden jede halbe Stunde auf der basalen Seite eine 50 ul Probe
genommen und deren Fluoreszenz gemessen. Die Stirke des gemessenen Fluoreszenzsignals wurde in Relation
zur zuvor gemessenen Hintergrundfluoreszenz des Puffers gesetzt. Die Werte jeder Gruppe (BDL: n=6, Sham:
n=7) sind fiir jeden Zeitpunkt gemittelt (+ SEM) in Prozent dargestellt. *p<0,05, vs. sham, Mann-Whitney-U-Test;
**p<0,05, vs. sham, t-Test, *** p<0,005 Kolon sham vs. Jejunum sham, Mann-Whitney-U-Test.
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3.5.2 Parazelluldre Permeabilitdt von Kolon der Therapiegruppen

Aufgrund messtechnischer Gegebenheiten konnten die Werte fiir die Jejuna der Therapiegruppen
nicht verwendet werden. Eine ausfihrlichere Begriindung wird in der Diskussion aufgefiihrt (Kapitel:
4.5). Im Kolon (Abbildung 3-10) stieg die mittlere relative Fluoreszenz nach drei Stunden in den
Gruppen BDL + Ghr, sham + Ghr und sham + LM auf etwas mehr als den flinffachen Wert der
Ausgangsfluoreszenz und bei der Gruppe BDL + LM auf fast die achtfache Ausgangsfluoreszenz an.
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen bestanden nicht, wofiir die geringe Probenzahl
mitverantwortlich sein kénnte. Im Trend wurde jedoch der unter 3.5.1 beschriebene Effekt einer
erhohten FITC-Dextran-Permeabilitat nach einer BDL durch die Lésungsmittel-behandelten Gruppen
(BDL + LM vs. sham + LM) bestatigt. Auffallig ist weiterhin, dass die Gabe von Ghrelin die mittlere
relative Fluoreszenz nach einer BDL (BDL + Ghrelin) numerisch auf das Niveau der Sham-Gruppen
absenkte. Dagegen verliefen die Messkurven bei sham-operierten Mdausen mit und ohne

Ghrelingabe nahezu deckungsgleich (Gruppen sham + LM und sham + Ghrelin).

Kolon
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Abbildung 3-10 — Parazelluldre Permeabilitét vom Kolon der Therapiegruppen: Flir den FITC-Dextran-Assay
wurden C57BL/6J-Tiere verwendet, die entweder eine Gallengangsligatur (BDL) oder eine sham-Operation
(sham) erhielten. AnschliefSfend wurden beide Gruppen wiederum geteilt und mit 0,1 ug/ul Ghrelin (Ghr) in
0,9 % NaCl-Lésung, oder mit reiner 0,9 % NaCl-Lésung (LM) fiir die Dauer des Versuches tdglich mit einem
Volumen von 0,2 ul/g KG injiziert. Nach einer Versuchsdauer von 10 Tagen wurden die Mduse euthanasiert und
definierte Darmabschnitte fiir die Messung entnommen. Das Kolon der Mduse wurde fiir den FITC-Dextran-
Assay in die mit Krebs-Puffer gefiillte Ussing-Kammer eingespannt. Auf der luminalen Seite des Darms wurde
initial 250 ul FITC-Dextran hinzugegeben. Dann wurde lber einen Zeitraum von drei Stunden jede halbe Stunde
auf der basalen Seite eine 50 ul Probe genommen und deren Fluoreszenz gemessen. Die Stéirke des gemessenen
Fluoreszenzsignals wurde in Relation zur zuvor gemessenen Hintergrundfluoreszenz des Puffers gesetzt. Die
Werte jeder Gruppe (BDL + LM: n=6; BDL + Ghr n=6; sham + LM: n=5,; sham + Ghr: n=4) sind fiir jeden Zeitpunkt
gemittelt (+ SEM) in Prozent dargestellt. Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis-Test).
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3.6 Immunhistochemie-Farbungen

Immunhistochemische Farbungen (ImmPress-Farbetechnik (Vector Laboratories, Burlingame, USA))
wurden in der vorliegenden Arbeit genutzt, um die Ansiedlung von Zellen des Immunsystems in den
Darmabschnitten der Mause sichtbar zu machen. Mit Antikdrpern markierte Zellen sind in den
Farbungen rot angefarbt. Zellkerne wurden mit Himalaun blau angefarbt. Es wurden jeweils 3 Tiere

aus den Gruppen sham, BDL, sham + Ghr und BDL + Ghr untersucht.

3.6.1 CD3e-Farbung am Darm

CD3e wird liberwiegend auf T-Zellen exprimiert. Eine Markierung dieses Komplexes sollte durch
Hervorheben der T-Zellen eine Reaktion des spezifischen Immunsystems im Gewebe sichtbar
machen.

In Duodenum und lleum der Gruppen ohne Therapie (sham und BDL) zeigen sich in den Zotten
regelmaRig mehrere markierte Zellen (Abbildung 3-11 (a), (a°), (c), (c’)). Bei den Gruppen mit
Ghrelintherapie (sham + Ghr und BDL + Ghr) sind in allen untersuchten Darmabschnitten
(Duodenum, Jejunum, lleum, Kolon) markierte Zellen vorhanden (Abbildung 3-11 (e bis h), (e bis h")).
In den Diinndarmabschnitten befinden sich diese Zellen hauptsachlich in den Zotten. Beim Vergleich
der sham-Gruppen mit den jeweiligen BDL-Gruppen (sham vs. BDL und sham + Ghr vs. BDL + Ghr)

sind keine Unterschiede aufgefallen. Die Kontrollfarbungen fallen fiir alle Praparate negativ aus.
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Abbildung 3-11 — Immunhistochemie-Férbung von CD3e in Darmabschnitten: C57BL/6J-Tiere erhielten
entweder eine Gallengangsligatur (BDL) oder eine sham-Operation (sham). Danach wurden sie entweder mit
0,1 ug/ul Ghrelin (Ghr) in 0,9 % NaCl-Lésung, oder reiner 0,9 % NaCl-Lésung (LM) fiir die Dauer des Versuches
tdglich mit einem Volumen von 0,2 ul/g KG injiziert. Jeweils eine BDL und eine sham Gruppe erhielten keine
Injektionen, resultierend in sechs verschiedene Gruppen. Nach maximal 14 Tagen wurden die Tiere euthanasiert
und ihre Organe entnommen. Die Darmabschnitte (Duodenum a; a’; e; e’, Jejunum b; b’; f; f'; lleum c; c’; g; g°;
Kolon d; d’; h; h’) wurden in Formalin fixiert, entwdssert und in Paraffin eingebettet. Aus diesem Gewebe
wurden 4 um dicke Schnitte angefertigt, welche mit dem ImmPRESS-AP-Kit (Vector Laboratories) geférbt
wurden. Mit Antikérpern markierte Zellen stellen sich rot bis violettrot dar. Die Gegenfdrbung mir Hdmalaun
farbt Zellkerne blau an. An geférbten Schnitten wurde mithilfe eines Durchlichtmikroskops (Axiophot,Carl Zeiss
AG) eine qualitative Beurteilung durchgefiihrt. Die Gruppen sham + LM und BDL + LM sind nicht aufgefiihrt. Mit
Antiképern markierte Zellen sind mit Pfeilen (2) gekennzeichnet. Die geférbten Organe sind jeweils typisch fiir
n=3 Tiere einer Gruppe.

3.6.2 CD11b-Farbung am Darm

CD11b findet sich auf vielen Zellen des unspezifischen Immunsystems, im Einzelnen: Monozyten,
Neutrophile, Granulozyten, Makrophagen und natirliche Killerzellen. Eine Markierung von CD11b
soll durch Hervorheben genannter Zellen eine Reaktion des unspezifischen Immunsystems im
Gewebe erkennbar machen.

In den Zotten aller untersuchten Diinndarmabschnitte konnten regelmaRig markierte Zellen
aufgefunden werden (Abbildung 3-12 (a bis c), (a’bis ¢’), (e bis g), (e’bis g)). Im Kolon blieb eine
Anfarbung von CD11b-positiven Zellen aus (Abbildung 3-12 (d), (d’), (h), (h")). Beim Vergleich der
sham-Gruppen mit den jeweiligen BDL-Gruppen konnten keine Unterschiede festgestellt werden.
Auch fielen keine Effekte einer Ghrelin-Behandlung auf. Die Kontrollfarbungen fielen fir alle

Praparate negativ aus.
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Abbildung 3-12 — Immunhistochemie-Fédrbung von CD11b in Darmabschnitten: C57BL/6J-Tiere erhielten
entweder eine Gallengangsligatur (BDL) oder eine sham-Operation (sham). Danach wurden sie entweder mit
0,1 ug/ul Ghrelin (Ghr) in 0,9 % NaCl-Lésung, oder reiner 0,9 % NaCl-Lésung (LM) fiir die Dauer des Versuches
tdglich mit einem Volumen von 0,2 ul/g KG injiziert. Jeweils eine BDL und eine sham Gruppe erhielten keine
Injektionen, resultierend in sechs verschiedene Gruppen. Nach maximal 14 Tagen (siehe Kapitel 2.1.5)
wurden die Tiere euthanasiert und ihre Organe entnommen. Die Darmabschnitte (Duodenum a; a’; e;
e’; Jejunum b; b’; f; f lleum c; c’; g; g" Kolon d; d’; h; h’) wurden in Formalin fixiert, entwdssert und in
Paraffin eingebettet. Aus diesem Gewebe wurden 4 um dicke Schnitte angefertigt, welche mit dem
ImmPRESS-AP-Kit (Vector Laboratories) gefdrbt wurden. Mit Antikérpern markierte Zellen stellen sich
rot bis violettrot dar. Die Gegenfdrbung mit Himalaun férbt Zellkerne blau an. An geférbten Schnitten
wurde mithilfe eines Durchlichtmikroskops (Axiophot,Carl Zeiss AG) eine qualitative Beurteilung
durchgefiihrt. Die Gruppen sham + LM und BDL + LM sind nicht aufgefiihrt. Mit Antiképern markierte
Zellen sind mit Pfeilen () gekennzeichnet. Die gefdrbten Organe sind jeweils typisch fiir n=3 Tiere
einer Gruppe.

3.7 Echtzeit-PCR

Die Echtzeit-PCR sollte Aufschluss dariiber geben, welchen Einfluss sowohl die Gallengangsligatur als
auch die Ghrelintherapie auf die Expression bestimmter Gene hat. Um einen maoglichen
Zusammenhang zur Dichtigkeit der Darmwand herzustellen, wurden Gene von Proteinen
ausgewahlt die mit Tight-Junctions in Jejunum und Kolon von Mausen assoziiert sind (Krause et al.
2008). In dieser Arbeit wurden Claudin 2, Claudin 4, Claudin 7, Claudin 15, Occludin, und ZO-1
untersucht (Abbildung 3-13, Abbildung 3-14).

Zum Ausgleich probenspezifischer Unterschiede wurde die Expression jedes Zielgens ins Verhaltnis
zu einem Housekeeping Gen gesetzt. Auf Basis von Literaturrecherche und eigenen Untersuchungen
wurde fiir Proben aus dem Jejunum Villin und fiir Proben aus dem Kolon Keratin 8 als Housekeeping
Gen verwendet (Bastmeyer 2019; Flint et al. 1994).

Die jeweilige mittlere Expression der Zielgene ist in den Diagrammen als Potenz der Differenz zum

Housekeeping Gen dargestellt (2-2¢T). Die Antennen zeigen den SEM.

3.7.1 Ergebnisse der Genexpressionsanalyse im Jejunum

Fiir die Gene Occludin und ZO-1 lassen sich im Jejunum keine Unterschiede zwischen den vier
Gruppen in der Expression feststellen, die sich auBerhalb des SEM bewegen (Abbildung 3-13 A, B).
Bei Claudin 2 grenzt sich die Gruppe sham + LM mit einer mehrfach héheren Expression von den
anderen Gruppen ab (Abbildung 3-13 C). Aufgrund der hohen Streuung innerhalb der Gruppe sham
+ LM ist dieser Effekt jedoch statistisch nicht signifikant.

Fiir Claudin 4 zeigt sich in den Gruppen eine Expression in Abhangigkeit von einer Ghrelintherapie
und Operation (Abbildung 3-13 D). Dabei haben die sham-Tiere eine hohere Expression des Gens als

die BDL-Tiere. Eine Ghrelintherapie steigert gegentliber einer LM-Therapie numerisch die Expression
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von Claudin 4. Die Gruppe BDL + LM weist die niedrigste Expression auf und die Gruppe sham + Ghr
mit doppelt so hoher Expression die hochste. Der Unterschied zwischen diesen zwei Gruppen ist
statistisch signifikant (p<0,05; ANOVA). Ein direkter Vergleich dieser beiden Gruppen ist allerdings
biologisch irrelevant, da sie sich sowohl durch Operationsverfahren, als auch durch
Injektionstherapie unterscheiden. Der Effekt lasst sich keinem dieser beiden Faktoren eindeutig
zuschreiben.

Die Expression von Claudin 15 unterscheidet sich bei den Gruppen mit LM-Gabe nicht und ist somit
unabhangig davon, ob eine BDL durchgefiihrt wurde oder nicht (Abbildung 3-13 F). Die Gabe von
Ghrelin fihrte in beiden OP-Gruppen (BDL und sham) numerisch zu einer Verringerung der
Claudin 15-Expression gegenliber den Gruppen mit LM-Therapie. Bei dem Vergleich BDL + Ghr vs.
sham + LM konnte ein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p<0,05, ANOVA). Die beiden
Gruppen unterscheiden sich in Therapie und Operation, was einen Vergleich biologisch irrelevant
macht.

Flr Claudin 7 zeigen sich im Expressionsmuster dhnliche Tendenzen wie bei Claudin 15 (Abbildung
3-13 E). Auch hier weisen Gruppen mit gleicher Injektionstherapie dhnlich hohe Genexpression auf.
Die Ghrelin-Injektionen fihrte sowohl in BDL Gruppen als auch in sham Gruppen zu numerisch
geringerer Expression als die LM-Injektionen. Statistisch signifikante Unterschiede traten jedoch

nicht auf.
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Abbildung 3-13 — Ergebnisse der Genexpressionsanalyse im Jejunum der Therapiegruppen: C57BL/6J-Tiere
wurden in vier Gruppen aufgeteilt und erhielten entweder eine Gallengangsligatur (BDL) oder eine sham-
Operation (sham) kombiniert mit einer tdglichen Injektion von 0,1 ug/ul Ghrelin (Ghr) in 0,9 % NaCl oder reiner
0,9 % NaCl-Lésung (LM) mit einem Volumen von 0,2 ul/g KG. Nach 10 Tagen wurden die Tiere euthanasiert und
ihre Organe entnommen. Definierte Abschnitte vom Jejunum wurden schockgefrostet und bei -150 °C
aufbewahrt. Zu einem spdteren Zeitpunkt wurde aus dem schockgefrosteten Gewebe mit dem RNeasy-MiniKit
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(Qiagen) mRNA gewonnen und mithilfe einer reversen Transkription in cDNA umgeschrieben. An dieser cDNA
wurde die Genexpression von Tight-Junction Proteinen mittels ,TagMan Methode” untersucht. Die Expression
ist fur jede Gruppe gemittelt (+ SEM) als 2% in Bezug zu dem Housekeeping Gen Villin dargestellt. *p<0,05
ANOVA, Post-hoc-Test: Bonferroni.

3.7.2 Ergebnisse der Genexpressionsanalyse im Kolon

Fir Occludin und ZO-1 war die Genexpression in der Gruppe BDL + Ghr mit jeweils mehr als doppelt
so hoher Expression signifikant hoher als in der Gruppe BDL + LM (p<0,01 (ANOVA); Abbildung 3-14
A, B). Nach einer sham-OP wurden fiir beide Gene zwar dhnliche Tendenzen beobachtet, jedoch
keine statistisch signifikanten Effekte fiir Ghrelin. Die Expression von ZO-1 ist in der Gruppe
sham + Ghr signifikant hoher als in der Gruppe BDL + LM (p<0,01; ANOVA). Biologisch ist dieser
Vergleich irrelevant, da sich die Gruppen sowohl durch Operationsverfahren als auch durch
Injektionstherapie unterscheiden.

Die Expression von Claudin 4 ist im Kolon fiir die Gruppe BDL + Ghr doppelt so hoch wie fiir die der
Gruppe BDL + LM (Abbildung 3-14 D). Dieser Unterschied ist signifikant (p<0,01; Kruskal-Wallis-Test).
Bei den sham-Gruppen hatte die Ghrelintherapie keinen groReren Einfluss auf die Expression dieses
Gens. Sie unterscheidet sich flr diese Gruppen nicht. Die Expression des Gens in den sham-Gruppen
ist hoher als in der Gruppe BDL + LM, aber niedriger als in der Gruppe BDL + Ghr.

Die Gene Claudin 2 und Claudin 7 zeigen ahnliche Expressionsmuster wie Claudin 4 mit der hochsten
Expression in der Gruppe BDL + Ghr und deutlich niedrigereren Expression in der Gruppe BDL + LM
(Abbildung 3-14 C, E). Die sham Gruppen unterscheiden sich nicht innerhalb ihres SEM. Es gibt keine
signifikanten Unterschiede fir die Gene Claudin 2 und Claudin 7. Fur Claudin 15 finden sich ebenfalls
nur geringe Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen (Abbildung 3-14 F). Die Gruppe
BDL + LM wies die geringste Expression dieses Gens auf, wahrend die Ubrigen Gruppen sich
innerhalb ihres SEM nicht unterschieden. Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen festgestellt.
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Abbildung 3-14 — Ergebnisse der Genexpressionsanalyse im Kolon der Therapiegruppen: C57BL/6J-Tiere wurden
in vier Gruppen aufgeteilt und erhielten entweder eine Gallengangsligatur (BDL) oder eine sham-Operation
(sham) kombiniert mit einer tdglichen Injektion von 0,1 ug/ul Ghrelin (Ghr) in 0,9 % NaCl oder reiner 0,9 % NaCl-
Lésung (LM) mit einem Volumen von 0,2 ul/g KG. Nach 10 Tagen wurden die Tiere euthanasiert und ihre Organe
entnommen. Definierte Abschnitte vom Kolon wurden schockgefrostet und bei -150 °C aufbewahrt. Zu einem
spdteren Zeitpunkt wurde aus dem schockgefrosteten Gewebe mit dem RNeasy-MiniKit (Qiagen) mRNA

49




3 Ergebnisse

gewonnen und mithilfe einer reversen Transkription in ¢cDNA umgeschrieben. An dieser cDNA wurde die
Genexpression von Tight-Junction Proteinen mittels ,TagMan Methode” untersucht. Die Expression ist fiir jede
Gruppe gemittelt (+ SEM) als 22 in Bezug zu dem Housekeeping Gen Keratin 8 dargestellt. **p<0,01
Kruskal-Wallis-Test; *p<0,01 ANOVA, Post-hoc-Test: Bonferroni.

3.8 Blutanalyse

Zum Ende der Versuche wurde jeder Maus Blut abgenommen. Das daraus gewonnene Blutplasma
wurde am Institut fir klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der UMR weiter untersucht. Die
dabei gemessenen Routineparameter sind in nachfolgenden Tabellen mit SEM aufgefiihrt (Tabelle
3-1 bis Tabelle 3-8). Die Gruppen mit Therapie und ohne Therapie wurden jeweils voneinander
getrennt einer statistischen Analyse unterzogen. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
sind fett hervorgehoben und in den Tabellenbeschriftungen bezliglich des statistischen Verfahrens

erlautert.

3.8.1 Elektrolyte

Fast alle untersuchten Elektrolyte (Kalium, Calcium, Magnesium, Phosphat) waren in der BDL-
Gruppe signifikant hoher konzentriert als in der sham-Gruppe (p<0,05 (t-Test); Tabelle 3-1). Die
Konzentration von Natrium war bei beiden Gruppen gleich.

Eine Ghrelin-Therapie hatte mit oder ohne BDL nahezu keinen Einfluss auf die
Elektrolytkonzentrationen (Tabelle 3-2). Eine Ausnahme machte das Calcium, das in der Gruppe
BDL + LM geringfiigig, aber signifikant hohere Messwerte verzeichnete als in der Gruppe sham + Ghr

(p<0,05; Kruskal-Wallis-Test).
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Tabelle 3-1 — Elektrolyte im Blutplasma der Tiere ohne Therapie

Blutparameter\Tiergruppe BDL (n=15) + SEM sham (n=17) + SEM
Natrium mmol/] 147,07 +5,83 153,76 +1,13
Kalium mmol/I 6,38 +0,41 4,82 +0,28
Calcium mmol/| 2,71° +0,11 2,08 +0,04
Magnesium mmol/| 1,39° +0,08 1,09 +0,04
Phosphat mmol/I 2,86° +0,21 2,3 +0,11

Dargestellt sind die Mittlere Konzentration (+ SEM) jeder Gruppe. Fettgedruckte Zahlen weisen auf signifikante
Unterschiede hin. °p<0,05 vs. sham-Gruppe, t-Test; °p<0,05 vs. sham Gruppe, Mann-Whitney-U-Test.

Tabelle 3-2 — Elektrolyte im Blutplasma der Tiere mit Ghrelintherapie

Blutparameter\ BDL + LM + SEM BDL + Ghr + SEM sham + LM + SEM sham + Ghr +SEM
Tiergruppe (n=8) (n=5) (n=5) (n=5)
Natrium mmol/|
152,50 +2,88 156,00 +2,50 153,60 +1,15 153,00 +1,65
Kalium mmol/|
4,53 +0,28 3,94 +0,36 3,60 +0,10 4,28 +0,64
Calcium mmol/|
2,782 +0,06 2,63 +0,05 2,28 +0,04 2,10 +0,09
Magnesium mmol/|
1,25 +0,06 1,16 +0,03 1,04 +0,05 1,09 +0,07
Phosphat mmol/|
2,01 +0,10 1,73 +0,11 1,85 +0,08 1,92 +0,15

Dargestellt sind die Mittlere Konzentration (+ SEM) jeder Gruppe. Fettgedruckte Zahlen weisen auf signifikante
Unterschiede hin. ? p<0,05 vs. sham + Ghr, Kruskal-Wallis-Test, Post-hoc-Test: Bonferroni.

3.8.2 Enzyme und Proteine

Die Konzentrationen von CRP und Prdalbumin sind nicht aufgefiihrt, da ihre Werte unterhalb der
Messschwelle lagen. (CRP <1 mg/l; Praalbumin <0,03 g/l). Fiur Albumin ergaben sich kaum
numerische und keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen, weshalb es
ebenfalls nicht aufgefiihrt ist.

Die BDL-Gruppe zeigte bei allen untersuchten Enzymen zum Entnahmetag stark erhohte Werte
gegeniber der sham-Gruppe (Tabelle 3-3). Fiir ASAT, ALAT, AP und a-Amylase sind die Werte der
BDL-Gruppe um mehr als das 10-fache hoher als die der sham-Gruppe. Die héheren Werte der BDL-
Tiere grenzen sich signifikant zu den Werten der sham-Tiere ab (p<0,05; t-Test/Mann-Whitney-U-

Test).
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Beim Vergleich der Aktivitat der Enzyme in den Gruppen mit Therapie besteht ein klarer Unterschied
zwischen den BDL-Gruppen und den sham-Gruppen. Die Gruppe BDL + LM grenzt sich signifikant zu
den sham-Gruppen (sham + LM und sham + Ghr) ab (p<0,05; ANOVA/Kruskal-Wallis-Test). Dieser
Unterschied zeigt sich fiir die Gruppe BDL + Ghr fiir die Aktivitat von ASAT und Pseudo-Cholinesterase
ebenfalls (p<0,05; Kruskal-Wallis-Test). Die Ghrelintherapie hatte keinen Einfluss auf die Aktivitat der
Enzyme. Tiere, die die gleiche Operation durchlaufen hatten, zeigten nach unterschiedlicher

Therapie keine signifikanten Unterschiede in den Messwerten ihrer Enzyme.

Tabelle 3-3 — Enzyme im Blutplasma der Tiere ohne Therapie

Blutparameter\Tiergruppe BDL (n=15) + SEM sham (n=17) + SEM
ASAT (GOT) U/l 1470,47° +225,81 116,53 +12,33
ALAT (GPT) U/I 713,152 +114,19 50,70 17,92

AP U/ 1476,67° +182,32 78,77 3,40
Pseudo-Cholinesterase U/| 5055,33b +292,07 3324,12 +58,11
a-Amylase U/] 12333,13¢ +4586,57 2892,65 +123,66
Lipase U/I 473,22" +143,92 60,30 16,47

Dargestellt sind die Mittlere Konzentration (+ SEM) jeder Gruppe. ASAT = Aspartat-Aminotransferase, ALAT =
Alanin-Aminotransferase, AP = Alkalische Phosphatase. Fettgedruckte Zahlen weisen auf signifikante
Unterschiede hin. °p<0,05 vs. sham-Gruppe, t-Test; bp<0,05 vs. sham-Gruppe, Mann-Whitney-U-Test.
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Tabelle 3-4 — Enzyme im Blutplasma der Tiere mit Ghrelintherapie

Blutparameter\ BDL + LM BDL + Ghr sham + LM sham + Ghr
) + SEM + SEM + SEM + SEM
Tiergruppe (n=8) (n=5) (n=5) (n=5)
ASAT (GOT) U/l 807,882 +80,35 630,602P 163,82 50,22 16,45 100,88 126,98
ALAT (GPT) U/I 526,75 <4 +42,92 391,20 146,77 21,38 +1,18 61,72 +36,51
AP U/I 1619,25<d 199,40 1213,40 +200,13 90,96 15,96 78,50 +2,69
Pseudo-
. 5826,252b +141,12 5312,00 ab +325,34 3210,00 +126,42 3330,00 164,74
Cholinesterase U/|
a-Amylase U/| 8104,88 ¢4 +1730,22 4456,80 +376,82 2550,60 +98,17 2675,00 +89,93
Lipase U/I 404,74 ¢4 +108,65 164,34 45,49 56,78 +2,80 59,38 17,56

Dargestellt sind die Mittlere Konzentration (+ SEM) jeder Gruppe. ASAT = Aspartat-Aminotransferase, ALAT =
Alanin-Aminotransferase, AP = Alkalische Phosphatase. Fettgedruckte Zahlen weisen auf signifikante
Unterschiede hin. ° p<0,05 vs. sham + LM, °p<0,05 vs. sham + Ghr, ANOVA; Post-hoc-Test: Bonferroni; < p<0,05
vs. sham + LM; ¢ p<0,05 gegeniiber sham + Ghr, Kruskal-Wallis-Test.

3.8.3 Lipide

Das Cholesterol zeigte bei den BDL-Mausen stark erhéhte Konzentrationen (Tabelle 3-5). Diese
Erhéhung ist im Vergleich zu den sham-Mausen signifikant (p<0,05; t-Test). Die Triglycerid-
Konzentration im Blut der Mause zeigt keine Unterschiede zwischen den Gruppen.

Bei den Gruppen mit Therapie zeigten die BDL-Gruppen gleich hohe Cholesterol-Konzentrationen im
Blut (Tabelle 3-6). In den sham-Gruppen blieben die Cholesterol-Werte hingegen niedrig. Zwischen
den BDL-Gruppen und den sham-Gruppen besteht jeweils ein signifikanter Unterschied (p<0,05;
Kruskal-Wallis-Test). Die Triglycerid-Konzentrationen waren in allen Gruppen gleich niedrig.
Zwischen den Gruppen mit gleicher Operation bestanden keine Unterschiede. Ein Effekt von Ghrelin

ist nicht erkennbar.
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Tabelle 3-5 — Lipide im Blutplasma der Tiere ohne Therapie

Blutparameter\Tiergruppe | BDL (n=15) * SEM sham (n=17) 1 SEM
Cholesterol mmol/| 19,41° +1,43 2,26 0,09
Triglyceride mmol/| 0,70 +0,07 0,84 +0,07

Dargestellt sind die Mittlere Konzentration (+ SEM) jeder Gruppe. Fettgedruckte Zahlen weisen auf signifikante
Unterschiede hin. °p<0,05 vs. sham-Gruppe t-Test.

Tabelle 3-6 —Lipide im Blutplasma der Tiere mit Ghrelintherapie

Blutparameter\ BDL + LM + SEM BDL + Ghr + SEM sham+LM *SEM sham + + SEM
Tiergruppe (n=8) (n=5) (n=5) Ghr (n=5)
Cholesterol mmol/|
21,102k 12,01 18,70 ab +1,81 2,32 10,12 2,26 +0,07
Triglyceride mmol/|
0,60 10,05 0,61 +0,04 1,29 10,14 0,98 +0,08

Dargestellt sind die Mittlere Konzentration (+ SEM) jeder Gruppe. Fettgedruckte Zahlen weisen auf signifikante
Unterschiede hin. °p<0,05 vs. sham + LM, Kruskal-Wallis; °p<0,05 vs. sham + Ghr, Kruskal-Wallis-Test, Post-hoc-
Test: Bonferroni.

3.8.4 Metabolite

Die Plasmakonzentrationen fir alle Bilirubin-Werte in der BDL-Gruppe sind um mehr als das
Hundertfache hoher als in der sham-Gruppe (p<0,001 (t-Test); (Tabelle 3-7)). Die
Glucosekonzentration im Blut der BDL-Tiere war im Mittel halb so hoch wie bei den sham-Tieren.
Auch dieser Unterschied ist signifikant (p<0,001; Mann-Whitney-U-Test).

Bei der Betrachtung der Gruppen mit Therapie zeigt sich die gleiche Verteilung zwischen BDL- und
sham Gruppen wie bei den Gruppen ohne Therapie (Tabelle 3-8). Die Bilirubin-Werte liegen bei den
BDL-Gruppen um ein Vielfaches hoher als bei den sham-Gruppen. Diese Unterschiede sind
signifikant (p<0,05; ANOVA/ Kruskal-Wallis-Test). Die Blutplasmakonzentration von Glucose ist in den
beiden BDL-Gruppen signifikant niedriger als bei den sham-Gruppen (p<0,01; ANOVA). Innerhalb der
Gruppen, die die gleiche Operation durchliefen, zeigten sich keine Unterschiede nach

unterschiedlicher Therapie. Ein Ghrelineffekt ist somit nicht nachweisbar.
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Tabelle 3-7 — Metabolite im Blutplasma der Tiere ohne Therapie

Blutparameter\Tiergruppe | BDL (n=15) + SEM sham (n=17) + SEM
Bilirubin (ges.) umol/| 311,33 +19,80 2,40 +0,23
Bilirubin (dir.) umol/I 164,55 +9 80 0,62 +0,09
Bilirubin (indir.) umol/| 146,79 +11,21 1,77 +0,21
Glucose mmol/| 7,90° +0,83 16,21 +1,39

Dargestellt sind die Mittlere Konzentration (+ SEM) jeder Gruppe. Fettgedruckte Zahlen weisen auf signifikante
Unterschiede hin. °p<0,001 gegeniiber sham-Gruppe, t-Test; °p<0,001 gegeniiber sham-Gruppe, Mann-
Whitney-U-Test.

Tabelle 3-8 — Metabolite im Blutplasma der Tiere mit Ghrelintherapie

Blutparameter\ BDL+LM *SEM BDL + Ghr + SEM sham+LM +SEM sham + Ghr  + SEM
Tiergruppe (n=8) (n=5) (n=5) (n=5)
Bilirubin (ges.) umol/|
(ges.) umol/ 327,250 15,56 338,402 +13,45 2,61 10,16 2,80 +0,08
Bilirubin (dir.) umol/I
174,752k +4,56 171,00 +8,92 0,57 +0,13 0,74 +0,34
Bilirubin (indir.)
152,502 14,49 167,40%b 17,97 2,04 10,28 2,06 10,32
umol/l
Glucose mmol/|
6,854 10,53 5,76%4 10,29 14,74 +1,66 13,82 +1,89

Dargestellt sind die Mittlere Konzentration (+ SEM) jeder Gruppe. Fettgedruckte Zahlen weisen auf signifikante
Unterschiede hin. °p<0,05 gegeniiber sham + LM, Kruskal-Wallis; °p<0,05 gegeniiber sham + Ghr, Kruskal-
Wallis-Test; p<0,01 gegeniiber sham + LM, ANOVA, °p<0,01 gegeniiber sham + Ghr, ANOVA; Post-hoc-Test:
Bonferroni.

3.9 Hinweis zur Veroffentlichung der dargestellten Ergebnisse

Der Grof3teil der zuvor beschriebenen Ergebnisse wurde in einem Originalartikel veréffentlicht
(Ehlers et al. 2022):

Ehlers, Luise; Netz, Leonard; Reiner, Johannes; Berlin, Peggy; Bannert, Karen; Bastian, Manuela;
Zechner, Dietmar; Lamprecht, Georg; Jaster, Robert (2022): Effects of Bile Duct Ligation and Ghrelin
Treatment on the Colonic Barrier and Microbiome of Mice. In: Pharmacology 107 (11-12),

S. 564-573.
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4 Diskussion

Das BDL-Mausmodell dient als Anndherung an den klinischen Verlauf einer cholestatischen
Leberschadigung beim Menschen. Da gezielte Studien zu den Auswirkungen der Cholestase an
menschlichem Probenmaterial nur eingeschrankt durchfiihrbar sind, stellen Tiermodelle einen
unverzichtbaren Ersatz dar. Das BDL-Modell ist eine etablierte Methode, um Folgen der
cholestatischen Leberschadigung zu untersuchen (O'Brien et al. 2016; Liedtke et al. 2013). Diese
Arbeit zeigt die Auswirkung von cholestatischen Lebererkrankungen auf die Darmbarriere und

untersucht einen moglichen Therapieeffekt von Ghrelin.

4.1 Gewichtsverldufe

Das Gewicht der Mause aus den sham-Gruppen blieb (iber den Zeitraum des Versuches nah bei
ihrem Startgewicht. Die Tiere aus den BDL-Gruppen verloren ca. 20 % ihres Startgewichtes innerhalb
der ersten 2 Tage nach der Operation (Abbildung 3-1). Im weiteren Verlauf hielten die Tiere dieses
Gewicht bis zwei Tage vor Ende des Versuches. Dann zeigte sich ein weiterer geringer
Gewichtsverlust um ca. 5 %. Eine Ghrelintherapie zeigte weder bei sham-Tieren noch bei BDL-Tieren
einen statistisch signifikanten Effekt auf diesen Gewichtsverlauf im Vergleich zur LM-Injektion.

Der starke Gewichtsunterschied zwischen BDL und sham-Mausen weist auf das Ausmald der
pathologischen Prozesse nach der BDL hin. Im Zentrum dieser pathophysiologischen Vorgange steht
die Leberschadigung. Ausgehend von der stark eingeschrankten Leberfunktion fiihren mehrere
Faktoren zum Gewichtsverlust. Dazu zdhlen erhohter Energie- und Proteinbedarf durch
unterschwellige systemische sowie lokale Entziindungsprozesse, Toxinanreicherung und
Muskelschwund (Meyer et al. 2020).

Die Ghrelintherapie hatte keinen Einfluss auf die Gewichtsverlaufe. Die haufig beschriebene
Gewichtszunahme als Folge der hungersteigernden Wirkung von Ghrelin blieb aus (Tschop et al.
2000; Wren et al. 2000; Asakawa et al. 2001). Die Verdauung war ohne Gallensauresekretion in den
Darm erheblich eingeschrankt. Der Hauptanteil der Fettverdauung sowie die Aufnahme fettloslicher
Vitamine benotigen Gallensauren zur Emulgierung der Fettsduren. Zusatzlich ist anzunehmen, dass
die systemischen Auswirkungen der Leberzirrhose und die dauerhaft bestehende Cholestase auf die
Korper der Mause zu gravierend waren, als dass eine erhdhte Nahrungsaufnahme zu einer

Gewichtszunahme hatte fihren konnen.
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4.2 Leber-Histologie

4.2.1 HE-Firbungen

Die Untersuchung der Leberpraparate weist klare Unterschiede zwischen den verschiedenen
Gruppen auf. Alle BDL-Gruppen wiesen innerhalb des Lebergewebes Nekrosen sowie Zeichen
beginnender Fibrosierung auf (Abbildung 3-2). Die Préparate der sham-Gruppen zeigten ohne
Ausnahme das Bild einer gesunden Leber. Ein Effekt von Ghrelin liefd sich sowohlin den BDL- als auch
den sham-Gruppen nicht erkennen.

Die Auswertungen der Bilder zeigen klar den leberschadigenden Effekt einer Cholestase. Aufgrund
des mangelnden Galleabflusses kommt es zum Riickstau von zelltoxischen Abbauprodukten.
Mehrere Faktoren fiihren dann zum Zelluntergang. Eine Kombination aus bakteriellen Toxinen,
radikalen Sauerstoffspezies, lokaler Entziindungsreaktion und osmotischem Stress lasst sich nur
schwer bis gar nicht durch Reparaturmechanismen kompensieren (Meyer et al. 2020; Nakanishi und
Saxena 2015; Blesl und Stadlbauer 2021).

In der Literatur ist eine entziindungshemmende Wirkung von Ghrelin beschrieben (Moreno et al.
2010; Imazu et al. 2011). Die entziindungshemmenden Effekte wirken allerdings nur einem
Teilbereich der Ursachen fiir die Leberschadigung entgegen. Selbst wenn die Entziindungsreaktion
komplett unterdriickt werden wiirde, ware das Gewebe immer noch dem Stress von Toxinen,
radikalen Sauerstoffspezies und osmotischem Druck ausgesetzt.

In diesem Versuchsaufbau war die Auswirkung der BDL so gravierend, dass Ghrelin-Effekte
zumindest mit qualitativen histologischen Methoden nicht feststellbar waren. Fir eine genauere
Analyse waren hier eine Vermessung und quantitative Bewertung der Leberschdaden noétig. Da der
Fokus dieser Arbeit auf der Beeintrachtigung der Darmbarriere lag, wurde darauf jedoch verzichtet.
Subtile Effekte des Ghrelins auf die BDL-induzierte Leberschadigung kdnnen somit nicht

ausgeschlossen werden.

4.2.2 Siriusrot-Farbungen

In den Praparaten der sham-Gruppe waren keine Anzeichen einer Fibrose erkennbar (Abbildung 3-6).
Bei den Tieren der BDL-Gruppe wurde in allen Praparaten eine Zunahme des Bindegewebes
festgestellt. Die Bindegewebsvermehrung ist um die Lebervenen herum am starksten ausgepragt.
Diese Befunde sind typisch fiir eine beginnende Leberfibrose. Die Cholestase fiihrt zum vermehrten
Zelluntergang. Daraus folgt eine Ausschiittung lokaler Zytokine und Entziindungsmediatoren, die zur
Differenzierung von Ito-Zellen zu Myofibroblasten flihren. Diese bilden vermehrt extrazelluldre

Matrix, welche in der Siriusrot-Farbung markiert wird (Bataller und Brenner 2005; Liedtke et al.
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2013). Es konnten in der Vergangenheit, je nach pathophysiologischem Ursprung, unterschiedliche
Fibrosierungsmuster identifiziert werden. So wird zwischen periportaler und perizentraler Fibrose
unterschieden (periportal= von der Pfortader aus; perizentral= von der Zentralvene aus). Chronische
Hepatitis und chronische Cholestase sind mit periportaler Fibrose assoziiert, wohingegen bei
alkoholisch bedingten Leberschdaden eine perizentrale Fibrosierung beobachtet wurde (Bataller und
Brenner 2005; Pinzani 1999). Eine genaue Erkldarung konnte fir diese Beobachtung noch nicht
gefunden werden. Die Auswirkungen der akuten Cholestase im BDL-Modell lassen sich nach den

Ergebnissen dieser Arbeit als perizentrale Fibrose beschreiben.

4.3 Darm-Histologie

4.3.1 HE-Firbungen

Die Vermessung der Zotten im Duodenum zeigte, dass die Zotten der BDL-Gruppe im Mittel um ca.
100 um langer waren, als die der sham-Gruppe (Abbildung 3-3). Dieser Unterschied war statistisch
signifikant (p<0,001; t-Test). Die anschlieRende Untersuchung der Behandlungsgruppen (BDL/sham
+ LM/Ghrelin) ergab keine signifikanten Unterschiede, aber auch hier hatten die BDL-Gruppen im
Mittel langere Zotten im Duodenum als die sham-Gruppen.

Die langeren Zotten im Duodenum der BDL-Tiere kdonnten eine Anpassungsreaktion auf die
Cholestase sein. Mogliche Ursachen kénnten eine Darmzellhyperplasie, -hypertrophie oder eine
Kombination der beiden sein. Diese Form der Adaptation ist auch bei dem Kurzdarmsyndrom
bekannt (Warner 2016). Dadurch ist aber noch nicht geklart, warum eine Zottenverlangerung nur im
Duodenum stattgefunden hat und welcher Reiz genau zur Proliferation gefiihrt hat. Hier bieten sich
Ansatzpunkte flr Folgestudien.

Die qualitative Untersuchung des Darmgewebes zeigte in allen Darmabschnitten gruppen- und
therapieunabhangig eine morphologisch weitgehend unauffallige Darmschleimhaut.

In keinem Darmabschnitt konnte ein signifikanter Unterschied in der Mukosahdhe zwischen der

sham- und der BDL-Gruppe festgestellt werden.

4.3.2 Immunhistochemie-Farbungen

Im Duodenum und lleum der Gruppen ohne Behandlung (sham und BDL) fanden sich in den Zotten
regelmaRig mehrere CD3e-positive Zellen (Abbildung 3-11). Aus durchflusszytometrischen
Untersuchungen ist bekannt, dass sich in allen Abschnitten des Darmtraktes CD3e-positive Zellen
befinden (Cesta 2006). In den Gruppen mit Ghrelintherapie (sham + Ghr und BDL + Ghr) fanden sich

CD3e-positiv gefarbte Zellen in allen untersuchten Darmabschnitten (Duodenum, Jejunum, lleum,
58



4 Diskussion

Kolon). Ghrelin scheint einen Einfluss auf CD3e-exprimierende Zellen zu haben. Es wurde keine
genaue Quantifizierung durchgefiihrt, aber es ist dennoch erkennbar, dass lber die Gesamtstrecke
des Darmes Tiere mit Ghrelintherapie mehr CD3e-positive Zellen aufwiesen, als solche ohne
Therapie. Eine Unterscheidung, ob es zu einer Vermehrung oder lediglich zu einer Migration der
Zellen in das Darmgewebe gekommen ist, war nicht moglich. CD3e wird lGberwiegend auf T-Zellen
exprimiert. Es wurde berichtet, dass Ghrelin die Vermehrung von T-Helfer-Zellen 2 (Th2) und
regulatorischen T-Zellen (Treg) férdert (Da Pereira et al. 2017; Dixit et al. 2007; Souza-Moreira et al.
2013). Es scheint daher moglich, dass Ghrelin zu einer Vermehrung von Th2 und Treg-Zellen im
Darmgewebe gefiihrt hat. Die funktionellen Konsequenzen dieser Ghrelinwirkung bedirfen

weiterflihrender Untersuchungen.

CD11b-positive Zellen wurden regelmaRig in den Zotten aller untersuchten Dinndarmabschnitte
gefunden. Untersuchungen des Darmtraktes von C57BL/6)J Mausen mittels Durchflusszytometrie
beschreiben ein Vorkommen von CD11b-positiven Zellen in allen Darmabschnitten (Denning et al.
2011). Im Kolon der Tiere dieser Versuchsreihe wurden keine CD11b-positiven Zellen angefarbt
(Abbildung 3-12). Eine genaue Erklarung fiir diese Abweichung in den Ergebnissen liell sich im
Rahmen der Arbeit nicht finden. Beim Vergleich der sham-Gruppen mit den jeweiligen BDL-Gruppen
konnten keine Unterschiede nachgewiesen werden. Auch ein Effekt der Ghrelin-Behandlung konnte
nicht festgestellt werden. CD11b findet sich auf vielen Zellen des unspezifischen Immunsystems, im
Genaueren: Monozyten, Neutrophile, Granulozyten, Makrophagen und natirliche Killerzellen. In
mehreren Studien wurde von bakterieller Translokation bei BDL-Tieren berichtet. Bakterielle
Translokation bezeichnet das Durchwandern der Darmbarriere von Bakterien. Eine vermehrte
Immunzellinfiltration des Gewebes als Reaktion auf die bakterielle Translokation ware nicht
verwunderlich gewesen und wurde auch bereits beobachtet (Abdeldayem et al. 2007; Blesl und
Stadlbauer 2021). Moglicherweise sind Mausstamm-spezifische Besonderheiten fir die
Unterschiede zwischen den eigenen Befunden und der Literatur verantwortlich; ohne Folgestudien

bleibt diese Uberlegung allerdings hypothetisch.

4.4 Transmurale Widerstiande

In dieser Arbeit wurden Messungen des transmuralen Widerstands fiir die Darmabschnitte Jejunum
und Kolon durchgefiihrt. Dabei wurde zunachst der Einfluss einer BDL im Vergleich zu einer sham-
Operation untersucht. AnschlieBend ging es um die Frage, ob durch die Gabe von Ghrelin der

transmurale Widerstand nach einer BDL bzw. sham-Operation beeinflusst werden kann. Fir die erste
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Fragestellung war die Tierzahl pro Gruppe hdher und die Zahl der Versuchsgruppen geringer als fiir
den zweiten Teil (der Therapieserie). Das ist moglicherweise auch die Erklarung dafir, warum nur im
ersten Abschnitt statistisch signifikante Ergebnisse erzielt wurden.

Einheitlich Gber die Versuchsserien hinweg lag der transmurale Widerstand im Jejunum etwas hoher
als im Kolon (Abbildung 3-7). In den Untersuchungen des ersten Teils (ohne therapeutische
Intervention) zeigte sich flir das Jejunum eine tendenzielle und fiir das Kolon sogar eine signifikante
Verminderung des Widerstands durch eine BDL. Dieser Effekt war unter den Bedingungen der
Therapieserie fur die Losungsmittel-behandelten Kontrollgruppen nicht nachweisbar (Abbildung
3-8). Hierfir gibt es, neben den verdanderten Rahmenbedingungen der Versuche, weitere mogliche
Grinde: Es wurde beschrieben, dass der Strom lGber dem Gewebe durch Restaktivitdt des Darms
beeinflusst wird (Clarke 2009). Bei kleineren Gruppen im zweiten Teil der Arbeit kbnnten diese
Effekte schwerer ins Gewicht gefallen sein. Auch konnten in diesem Teil der Arbeit manche Werte
wegen defekter Messinstrumente nicht verwendet werden. Dadurch konnte fiir die Gruppe
sham + LM nur eine GruppengréRRe von n=3 erreicht werden.

Der transmurale Widerstand erlaubt einen Riickschluss auf die Durchlassigkeit des Darmepithels fir
lonen. Dabei gilt, dass sowohl transzelluldre als auch parazellulare Wege in den Gesamtstrom lber
dem Gewebe einflieRen und so die TEER beeinflussen (Clarke 2009). Wie grol3 der jeweilige Anteil
an dem Gesamtstrom ist, lasst sich in diesem Versuchsaufbau nicht nachweisen. Vorausgehende
Studien haben allerdings berechnet, das mindestens 85 % der lonen parazellular flieBen (Clarke 2009;
Frizzell und Schultz 1972). Insgesamt sprechen die in dieser Arbeit erhobenen Daten dafiir, dass eine
BDL den Fluss fir lonen im Kolon und potenziell auch im Jejunum erhoht.

Im Vergleich der Therapiegruppen untereinander hatte fast jede Gruppe mit Ghrelintherapie einen
hoheren mittleren Widerstand als die korrespondierende Gruppe mit LM-Therapie (Jejunum:
sham + LM << sham + Ghr; Kolon: BDL + LM < BDL + Ghr; sham + LM << sham + Ghr). So lasst sich
vermuten, dass Ghrelin die Durchlassigkeit fiir lonen verringert. Eine statistische Absicherung dieser

Hypothese erfordert jedoch noch Folgeversuche.

4.5 FITC-Dextran-Assay

Mit dem FITC-Dextran-Assay wurde die parazelluldre Durchlassigkeit der Darmwéande untersucht.
Dafiir wurde 4 kDa grolRes, mit FITC markiertes Dextran verwendet. Fir FITC-Dextran gibt es im
Darmgewebe der Mause keine Transporter, daher muss es parazelluldr auf die basale Seite der
Darmwand gelangen (Aguanno et al. 2021). Es werden 3 parazelluldire Wege in der Literatur

diskutiert: Der pore pathway, der leak pathway und der unrestricted pathway (eng.: pore =
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Pore/Kanal; leaky = undicht; unrestricted = uneingeschrankt, pathway = Weg/Pfad) (Anderson und
van Itallie 2009; Monaco et al. 2021). Der pore pathway ist teilweise selektiv und erlaubt den
Durchtritt von bis zu 2 kDa groRen Molekiilen und soll bis zu 4 A groR sein (Anderson und van Itallie
2009; Knipp et al. 1997). Der leak pathway lasst Molekiile gréRer als 2 kDa passieren, allerdings in
niedrigerer Kapazitit als der pore pathway. Er soll bis zu 125 A groR sein (France und Turner 2017).
Der unrestricted pathway ist mit Zellschaden und Apoptose assoziiert. Durch ihn gelangen gréRere
Proteine, Viren und Bakterien durch die Darmbarriere (Monaco et al. 2021).

Wegen seiner GroRe von 4 kDa kann das FITC-Dextran keine kanalikuldren TJs durchqueren und ist
somit auf den leak pathway oder unrestricted pathway angewiesen. Hohe Fluoreszenzwerte sind in
diesem Versuchsaufbau daher in Schlussfolgerung mit einer hohen parazellularen Durchlassigkeit
des jeweiligen Gewebes gleichzusetzen, die aus einer Kapazitatssteigerung des leak pathways oder
des unrestricted pathways resultieren. Die relative Fluoreszenz lag sowohl im Jejunum als auch im
Kolon fiir die BDL-Gruppen signifikant hoher als fir die sham-Gruppen (Abbildung 3-9). Mit den
Ergebnissen dieser Arbeit ldsst sich schlussfolgern, dass eine BDL zu einer héheren Durchlassigkeit
der Darmwand fihrt. Ob die héhere Durchlassigkeit mehr von dem leak pathway oder dem
unrestricted pathway bestimmt wird, bleibt offen. Diese Ergebnisse lassen sich gut mit den
Ergebnissen von Norman et al. verbinden, die in einer klinischen Studie bei Patienten mit
Leberzirrhose eine erhdhte parazelluldare Durchlassigkeit der Darmwand zeigen (Norman et al. 2012).
Fiir BDL und sham wurde zum Endpunkt nach drei Stunden eine héhere Fluoreszenz im Kolon als im
Jejunum gemessen. Dieser Unterschied war flir die sham Gruppe signifikant und weist ein dhnliches
Muster wie die Widerstandsmessungen auf. Ein erheblich groRerer leak pathway oder unrestricted
pathway gehen mit einem niedrigeren Widerstand einher (Kapitel 3.4.1). Das Kolon der sham- und
BDL-Tiere hat niedrige Widerstande und hohe Durchldssigkeit im FITC-Dextran Assay. Das Jejunum
dieser Gruppen zeigt hohere mittlere Widerstinde und niedrigere parazelluldare Durchladssigkeit
(Abbildung 3-7). Eine lineare Korrelation zwischen Widerstand und Durchlassigkeit darf allerdings
nicht angenommen werden. Die TEER ist von zu vielen unterschiedlichen Faktoren abhangig (pore
pathway, leak pathway, transzelluldarer pathway, Zellaktivitdt, Zellschaden (Monaco et al. 2021)).
Daher sollte man sich bei der Bestimmung der Durchladssigkeit nicht allein auf den TEER verlassen.
Die Messwerte zu den Jejuna der Therapiegruppen wurden verworfen. Es werden mehrere
Storfaktoren auf die Ergebnisse eines Ussing-Kammer-Versuches in der Literatur diskutiert (Clarke
2009; Aguanno et al. 2021). Alle bekannten Faktoren wurden im Versuchsaufbau zuvor bedacht und

in sorgfaltiger Arbeit soweit wie moglich eliminiert. Dennoch traten zu viele Ausreier auf, als dass
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eine sinnvolle Auswertung moglich war. Anzunehmen sind messtechnische Fehler, die allerdings
nicht ursachlich abgeklart werden konnten.

Im Kolon der Therapiegruppen hob sich die Gruppe BDL + LM von den anderen Gruppen ab, wahrend
die Gruppe BDL + Ghr einen ahnlichen Verlauf zeigte wie die Gruppen sham + LM und sham + Ghr
(Abbildung 3-10). Es bestand kein signifikanter Unterschied. Dennoch lasst sich insgesamt ein Trend
erkennen, wonach Ghrelin die Durchlassigkeit des Gewebes senkt. Die fehlende Signifikanz zwischen
BDL + LM und sham + LM im Vergleich zu BDL und sham im vorherigen Teil kdnnte durch ein
unterschiedliches Ausmal der Darmbarriereschadigung durch BDL zu erkldren sein. AuRerdem ist
die geringere Gruppenstdrke zu erwahnen. Der Versuchsaufbau erlaubt keinen Riickschluss darauf,

ob Ghrelin mehr Wirkung auf den leak pathway oder den unrestricted pathway ausiibt.

4.6 Genexpressionsanalyse

Die Genexpressionsanalyse sollte einen moglichen Zusammenhang zwischen der Durchlassigkeit des
Darms und einer vermehrten bzw. verminderten TJ-Protein-Expression aufzeigen. Als obligater
Bestandteil der TJs haben die Claudine erheblichen Einfluss auf die parazelluldre Stabilitdt der
Darmbarriere (Alexandre et al. 2005; van Itallie et al. 2003; van ltallie et al. 2001). Zusatzlich sollte

hier eine darmbarrierestarkende Wirkung von Ghrelin ergriindet werden.

4.6.1 Genexpressionsanalyse im Jejunum

Fir die Gene Occludin, ZO-1, Claudin 2 und Claudin 7 lieBen sich im Jejunum keine signifikanten
Expressionsunterschiede zwischen den vier Versuchs-Gruppen feststellen (Abbildung 3-13). Eine
Beeinflussung durch Ghrelin oder BDL war nicht nachweisbar.

Die Untersuchungen zu Claudin 4 und 15 erbrachten jeweils genau einen signifikanten Unterschied.
Claudin 4 ist in in-vitro-Versuchen in Monolayern bei erhdhter Expression mit einer hdheren
Dichtigkeit assoziiert (van Itallie et al. 2001). Claudin 15 steigert parazellular in Monolayern die
Durchldssigkeit fir Cl~lonen und senkt sie fiir Na*-lonen. Insgesamt fiihrt eine héhere Expression
dieses Claudins zu hoherer Dichtigkeit des Epithels (van ltallie et al. 2003). Eine Steigerung der
Expression von Claudin 4 und 15 im Jejunum koénnte in einer héheren parazelluldren Dichtigkeit
resultieren. Da wie in Kapitel 4.5 bereits erwahnt keine verldsslichen Daten fiir das Jejunum von
Gruppen mit Therapie im FITC-Dextran-Assay erhoben werden konnten, war kein Zusammenhang
darstellbar. Zudem lag der signifikante Unterschied in der Genexpression zwischen Gruppen, die sich
in mehr als einem Parameter voneinander unterschieden und somit biologisch nicht sinnvoll

miteinander vergleichbar sind (Claudin 4: BDL+LM << sham + Ghr; Claudin 15:
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BDL + Ghr << sham + LM). Insgesamt erbrachten die Genexpressionsanalysen am Jejunum somit
weder einen klaren Beleg fiir Effekte der BDL, noch fiir einen Einfluss des Ghrelins. Generell kann
von einer moglichen Beeinflussung der TJ-Proteinexpression durch dullere Einfliisse ausgegangen
werden, wie sie unter anderem von Reiner et al. fiir den Einsatz von Teduglutid beschrieben wurde

(Reiner et al. 2020).

4.6.2 Genexpressionsanalyse im Kolon

Flr Claudin 2, 7 und 15 wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen im Kolon
beobachtet. Fur die Gene Occludin, ZO-1 und Claudin 4 zeigte sich eine signifikante
Expressionssteigerungen in der Gruppe BDL + Ghr im Vergleich zur Gruppe BDL + LM (Abbildung
3-14). In der Gruppe sham + Ghr wurden dhnliche Tendenzen, aber keine statistisch signifikanten
Effekte des Ghrelins gegeniber der Gruppe sham + LM beobachtet.

Ghrelin hat somit im Kolon nach einer BDL eine expressionssteigernde Wirkung auf die Gene
Occludin, ZO-1 und Claudin 4, wahrend der Effekt bei sham operierten Mausen unsicher bleibt. Dies
kdnnte an einer gleichzeitigen expressionsmindernden Wirkung der BDL liegen, die allerdings nur
tendenziell und nur flr Occludin, ZO-1 und Claudin 4 nachweisbar war. Die geringere Expression in
der Gruppe BDL + LM dieser TJ-Proteine kdnnte einen Einfluss auf die geringere Dichtigkeit der Kolon
Darmwand im FITC-Dextran-Assay haben. Fir Claudin 4 und fir Occludin wurde in-vitro bei
gesteigerter Expression eine erhdhte Dichtigkeit in Monolayer Epithelien nachgewiesen (van ltallie
et al. 2003; Krause et al. 2008). ZO-1 hat in TJs eine Gerlstfunktion (Umeda et al. 2006). Ein
Zusammenhang zwischen Dichtigkeit bzw. Stabilitat der TJs und Expression dieser drei TJ-Proteine
in-vivo ist moglich. Ein sicherer Nachweis bietet in dieser Arbeit nicht, da im FITC-Dextran-Assay
keine signifikanten Unterschiede in der Durchlassigkeit zwischen den Gruppen BDL + LM und
BDL + Ghr vorliegen.

Eine Wirkung von Ghrelin auf die Genexpression von Occludin, ZO-1 und Claudin 4 kann
angenommen werden, aber nicht sicher bestatigt werden, da keine Signifikanz zwischen den

Kontrollgruppen sham + LM und sham + Ghr besteht.

4.7 Blutanalyse
4.7.1 Elektrolyte
Bei der BDL-Gruppe wurde signifikant hohere Konzentrationen gegentliber der sham-Gruppe von fast
allen untersuchten Elektrolyten gemessen (Kalium, Kalzium, Magnesium, Phosphat; p<0,05; t-Test)

(Tabelle 3-1). Die Konzentration von Natrium unterschied sich zwischen den Gruppen nicht.
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Kalium und Kalzium lagen bei den BDL Tieren tiber den Werten (iblicher Plasmakonzentrationen fiir
C57BL/6-Mause (Zur 2005). Kalium ist ein Marker flr Zelluntergang (Arastéh et al. 2018). Am ehesten
ist das Kalium mit den extensiven Lebernekrosen in Verbindung zu bringen, die auch in der Histologie
nachgewiesen wurden (Kapitel 4.2). Andere Quellen fiir erhdhtes Kalium, wie zum Beispiel eine
verminderte Elimination durch geschadigte Nieren, sind nicht auszuschlielRen.

Der hohe Kalziumwert kdnnte durch eine vermehrte Aufnahme bei einer geschadigten Darmbarriere
zustande kommen. Auch moglich ist eine erhohte Osteoklastenaktivitdt bei Immobilisation (Klinke
und Silbernagl 2003). Die BDL-Mause waren meist eher trage und weniger aktiv. Es gibt keine
genauen Messwerte zu der Aktivitat der Tiere. Daher bleibt diese Erklarung spekulativ.

Eine Ghrelin-Therapie hatte nahezu keinen Einfluss auf die Elektrolytkonzentrationen (Tabelle 3-2).
In der BDL-Gruppe ohne Ghrelingabe war das Kalzium geringfligig, aber signifikant hoher als in der
sham-Gruppe mit Ghrelintherapie (p<0,05; Kruskal-Wallis-Test). Da es sich um zwei Gruppen handelt,
die sich sowohl durch Therapie als auch Operation unterscheiden, ist dieser Vergleich jedoch
biologisch irrelevant.

Kalium lag fur alle Gruppen der Therapieserie im Bereich Ublicher Konzentrationen fiir C57BL/6)
Mause (Tabelle 3-2) (Otto et al. 2016). Das galt auch fiir die Mause, die eine BDL und ansonsten nur
Loésungsmittel erhalten hatten und somit den Mausen am nachsten kamen, die nach BDL ohne
Therapie erhohte Kaliumwerte aufgewiesen hatten. Die Hintergriinde dieser Diskrepanz sind unklar.
Eine Rolle kdnnte jedoch die geringere Tierzahl in der Therapieserie spielen (BDL n=15; BDL + LM

n=8).

4.7.2 Enzyme und Proteine

Die BDL-Gruppe zeigt bei den Enzymen ASAT, ALAT, AP, Pseudo-Cholinesterase, a-Amylase und Lipase
am Entnahmetag signifikant erhohte Werte gegeniber der sham-Gruppe (Tabelle 3-3).

Die hohen Leberwerte (ASAT, ALAT, AP, Pseudo-Cholinesterase) sind auf die Leberzellschdden
zurlickzuflihren. Die erhéhten Werte von a-Amylase und Lipase kdnnen als Hinweise auf eine
mogliche Schadigung des Pankreas interpretiert werden. Weiterflihrende Untersuchungen hierzu
lagen auBerhalb der Zielstellung dieser Promotionsarbeit, werden aber innerhalb der Arbeitsgruppe
fortgefiihrt.

Die Enzymaktivitdt (Tabelle 3-4) der BDL-Gruppen, die Injektionen erhielten (BDL + LM, BDL + Ghr),
lag deutlich iber dem Durchschnitt der gesunden Tiere ohne Manipulationen (Otto et al. 2016).
Auch hier ist von einer Leber- und Pankreasschadigung auszugehen. Eine Berechnung des De-Ritis-
Quotienten (ASAT/ALAT) erlaubt einen Riickschluss auf das AusmalR der Leberschaden (Ritis et al.
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1957). Werte groRer 1 lassen auf erhebliche Leberzellschdaden schlieRen, wahrend Werte kleiner 1
fir einen geringfligigen Leberschaden sprechen. Die De-Ritis-Quotienten aller BDL-Gruppen liegen
deutlich Gber 1 (BDL: 2,06; BDL + LM: 1,53; BDL + Ghr: 1,61). Der hohe Quotient der BDL Gruppe
ohne Injektionstherapie ist mit den hohen Kaliumwerten vereinbar und spricht fiir umfangreichen
Zelluntergang in dieser Gruppe. Die sham Tiere zeigten Enzymaktivitaten die denen gesunder Tiere

gleichen (Zur 2005). Ein Ghrelineffekt war nicht nachweisbar.

4.7.3 Lipide

Cholesterol war bei allen BDL-Gruppen stark erhoht (Tabelle 3-5; Tabelle 3-6) und lag weit liber den
Ublichen Konzentrationen gesunder Tiere (Zur 2005). Die Triglyceride wiesen keine Auffalligkeiten
auf und waren mit den Werten gesunder C57BL/6J-Mause vergleichbar (Otto et al. 2016).
Cholesterol wird Ublicherweise (iber die Galle eliminiert. Da bei den Mausen eine Galleausfuhr nur
in sehr geringem Male Uber die Niere moglich war, ist ein starker Anstieg des Cholesterols nicht

verwunderlich. Ein Ghrelineffekt war auch bei diesen Parametern nicht nachweisbar.

4.7.4 Metabolite

Die Plasmakonzentrationen fiir alle Bilirubin-Werte in den BDL-Gruppen (BDL, BDL + LM, BDL + Ghr
(Tabelle 3-7; Tabelle 3-8)) waren um mehr als das Hundertfache hoher als in den sham-Gruppen
(sham, sham + LM, sham + Ghr). Fehlende Signifikanzen bei diesem Unterschied sind auf die kleinen
GruppengrolRen der Therapiegruppen zuriickzufiihren sowie scharf angesetzte Mehrtestkorrekturen
bei Vergleichen von vier Gruppen. Nichtsdestoweniger liegen alle Bilirubinwerte der BDL-Gruppen
deutlich Gber den Konzentrationen gesunder Tiere aus der Literatur ohne Manipulation (Zur 2005).
Ein Anstieg der Bilirubin-Werte war bei Gallengangsligatur erwartbar. Auch ist es nachvollziehbar,
dass eine Ghrelintherapie diese Auswirkungen der BDL kaum beeinflussen kann. Der Abfluss des
konjugierten Bilirubins ist blockiert. Ein gleichmaRig hoher Anstieg des direkten und indirekten
Bilirubins sprechen fir eine ausgepragte Leberschadigung. Die Stoffwechselfunktion der Leber reicht
nicht mehr aus um alles Bilirubin zu konjugieren.

Die Glucose-Spiegel waren fiir alle BDL-Gruppen (BDL, BDL + LM, BDL + Ghr (Tabelle 3-7; Tabelle 3-8))
in etwa halb so hoch wie fir die sham-Gruppen. Die stark unterschiedlichen Werte der gesunden
und kranken Tiere lassen auf unterschiedliche Stoffwechsellagen schlieRen. Geringere
Nahrungsaufnahme bei allgemein schlechterem Zustand vor den Endpunktanalysen kénnte eine
Erkldrung sein. Auch eine eingeschrankte Gluconeogenese bei reduzierter Leberfunktion kénnte

eine Ursache sein.
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4.8 Integrative Betrachtungen

4.8.1 Auswirkungen der BDL

Der erste Teil der Arbeit befasste sich deskriptiv mit den Auswirkungen einer BDL auf die Leber und
die Darmbarriere. Die Gallengangsligatur fiihrte zu einem Anstieg von Gallensduren und Cholesterol
(Kapitel: 3.8.3, 3.8.4). Beide Stoffe werden im gesunden Tier Gber die Galle sezerniert. Ein Anstieg
war bei Unterbindung des Galleabflusses zu erwarten. Die Auswirkungen der BDL waren besonders
gravierend fiir die Lebern der Versuchstiere. Sowohl die histologischen als auch die laborchemischen
Untersuchungen zeigten strukturelle und funktionelle Leberschaden. In den HE-Farbungen konnten
Lebernekrosen nachgewiesen werden (Abbildung 3-2) und in der Siriusrotfarbung lieR sich eine
Fibrose diagnostizieren (Abbildung 3-6). Hohe AP-Aktivitat und gesamt-Bilirubin-Werte, hundertfach
Uber dem Durchschnitt gesunder Tiere, spiegelten den Gallestau wider (Tabelle 3-3, Tabelle 3-7).
Die ASAT- und ALAT-Aktivitat aller BDL Gruppen lagen um zwei Zehnerpotenzen oberhalb {blicher
Werte gesunder Tiere (Kapitel: 3.8.2) (Otto et al. 2016; Zur 2005). Ein De-Ritis-Quotient von > 1,5 ist
ein weiterer Indikator fiir erheblichen Leberzelluntergang. Eine Erhohung der Kaliumkonzentration
im Blutplasma ist iberwiegend mit den Leberzellnekrosen in Verbindung zu setzen (Kapitel: 3.8.1).
Zusatzlicher Zelluntergang anderer Organe, der zu hohen Kaliumwerten beigesteuert hat, ldsst sich
nicht ausschlieRen. So wurden erhéhte Pankreasenzymwerte gemessen, die fir eine Lasion dieses
Organs sprechen (Kapitel: 3.8.2). Insgesamt flihrte die Belastung durch die BDL zu erheblichen
Gewichtsverlusten (Kapitel: 3.1). Unter Gesamtbetrachtung der leberrelevanten Befunde lasst sich
sagen: Das BDL-Modell eignet sich grundsatzlich zur Untersuchung von chronischen
Leberschadigungen. Es ist allerdings ein schweres Schadigungsmodell, das in Abhangigkeit von der
Fragestellung durch andere experimentelle Modelle erganzt werden sollte.

Im Duodenum der BDL-Tiere kam es zu einem signifikanten Langenwachstum der Villi (Abbildung
3-4). Dieses Ergebnis hat Neuigkeitswert. Im Zusammenhang mit der BDL wird der Effekt als eine
Adaptationsreaktion des Korpers auf den Stress der Cholestase gewertet, in Anlehnung an die
Adaptationsmechanismen bei Kurzdarmsyndrom (Warner 2016; Reiner et al. 2020). Weiterfiihrende
Untersuchungen zu den zugrunde liegenden Mechanismen bieten sich an.

Mithilfe des Ussing-Kammer-Versuches wurde eine parazelluldre Permeabilitdtserhohung der
Darmbarriere in Jejunum und Kolon nach Gallengangsligatur nachgewiesen (Abbildung 3-9). Die
Beobachtung steht im Einklang mit der Beschreibung von Permeabilitatserhéhungen bei Patienten
mit Leberzirrhose und mit der vermehrten bakteriellen Translokation in BDL-M&usen (Abdeldayem
et al. 2007; Blesl und Stadlbauer 2021; Norman et al. 2012; Fukui und Wiest 2016). Durch die GréRe

des verwendeten Markers ist der Riickschluss moéglich, dass es sich um eine Kapazitatserhohung des
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leak pathways und/oder des unrestricted pathways handelt (Aguanno et al. 2021; Anderson und van
Itallie 2009; Monaco et al. 2021). Die erhohte parazellulare Durchlassigkeit konnte im
Zusammenhang mit niedrigeren Widerstanden in den Darmabschnitten stehen (Abbildung 3-7). Da
die TEER aber von mehr als nur der parazelluldaren Durchlassigkeit allein abhangig ist, darf keine
lineare Korrelation angenommen werden (Monaco et al. 2021).

Ein Zusammenhang zwischen erhéhter parazellularer Durchlassigkeit und veranderter Expression
der Claudine 4 und 15 im Jejunum sowie Claudin 4, Occludin und ZO-1 im Kolon ist moglich, wird
aber durch die Ergebnisse dieser Arbeit noch nicht hinreichend belegt (Abbildung 3-13; Abbildung
3-14). Die mittlere Genexpression der LM-Gruppen lasst flir keines dieser Proteine eine signifikante
Differenz erkennen.

Die Auswirkungen einer BDL summieren sich in dieser Arbeit zu erheblichen Leberschaden, einer
herabgesetzten TEER im Kolon und einer erhdhten parazellularen Durchldssigkeit in Jejunum und
Kolon. In anderen Studien wurde dargelegt, dass die erhohte parazellulare Durchlassigkeit erheblich
zum schweren Krankheitsverlauf von Leberzirrhose und chronisch  entziindlichen
Darmerkrankungen beitragt (Blesl und Stadlbauer 2021; Mankertz und Schulzke 2007). Eine
Therapie zur Starkung der Darmbarriere konnte die Behandlung dieser Erkrankungen

moglicherweise voranbringen.

4.8.2 Wirkung von Ghrelin

In dem zweiten Teil der Arbeit wurde die Wirkung von Ghrelin auf sham- und BDL-operierte Tiere
untersucht. Vorausgegangene Studien suggerierten einen darmbarrierestarkenden Effekt von
Ghrelin und qualifizierten den Stoff somit als moglichen Therapieansatz bei Darmbarrierestérung
(Wu et al. 2009; Das 2011).

Ahnlich wie im ersten Teil der Arbeit wurden auch hier Befunde erhoben, die eine starke
Leberschadigung durch die BDL aufzeigten (Kapitel: 3.8.2, 3.8.4). Ein De-Ritis-Quotient von >1,5
sprach fur einen erheblichen Zelluntergang in der Leber. Die Gewichtsverlaufe wiesen auf einen
schweren Krankheitsverlauf hin, den Ghrelin nicht abmindern konnte. Ein hepatoprotektiver Effekt
des Ghrelins war somit nicht nachweisbar.

Entgegen der beschriebenen orexigenen Wirkung von Ghrelin in der Literatur konnte keine
Gewichtszunahme der Tiere unter Ghrelintherapie vermerkt werden (Tschop et al. 2000; Asakawa
et al. 2001). Diese Wirkung ging entweder verloren oder reichte nicht aus, um den Gewichtsverlust

bei Mausen mit schwerer Leberschadigung abzuschwéachen. Eine Quantifizierung der
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Nahrungsaufnahme war nicht méglich, weshalb dazu keine ndheren Aussagen getroffen werden
kénnen.

Als Wirkung von Ghrelin wurde in allen Darmabschnitten ein vermehrtes Auftreten von CD3e-
positiven Zellen festgestellt. Eine mogliche Erklarung dafir findet sich in der Literatur (Dixit et al.
2007; Souza-Moreira et al. 2013). Dixit stellte unter Ghrelintherapie ein starkeres Wachstum des
Thymus von Mausen fest und die Vermehrung von T-Zellen im Kérper von Mausen. Souza-Moreira
und Kollegen konnten feststellen, dass es sich bei diesen Zellen um regulatorische T-Zellen (Treg)
handelt. Diese exprimieren CD3e an der Oberflache. Treg-Zellen hemmen die Aktivierung des
Immunsystems. Die Vermehrung von Treg-Zellen ist vermutlich Teil der entziindungshemmenden
Wirkung von Ghrelin, wie sie in anderen Studien beschrieben wurde (Baatar et al. 2011; Da Pereira
et al. 2017; Gonzalez-Rey et al. 2006). Die Expression Treg-typischer Marker wie FoxP3 und CD25
wurde in dieser Arbeit allerdings nicht untersucht und sollte im Rahmen von Folgestudien erfolgen.
Ghrelin scheint einen Einfluss auf die Permeabilitdt im Kolon zu haben (Abbildung 3-10). Der Effekt
war nicht signifikant, da sich die Kontroll-Gruppe BDL + LM nicht stark genug von den Ubrigen
Gruppen abhob. Dennoch glichen die Werte der Gruppe sham + LM und BDL + Ghr einander
innerhalb des SEM. Dies suggeriert, dass sich die Permeabilitdt des Kolons von BDL-Mausen unter
Ghrelintherapie dahnlich verhalt wie die von gesunden sham-Mausen.

Eine Steigerung der Expression von Claudin 4 und eine Verminderung der Expression von Claudin 15
durch Ghrelin im Jejunum scheint wahrscheinlich. Allerdings lasst sich dies nicht sicher belegen, da
die Signifikanzen zwischen Gruppen auftraten, die sich auch durch ihr Operationsverfahren
unterschieden (Abbildung 3-13). Eine Beeinflussung der Expression durch die Operation kdnnte
somit ebenfalls moglich sein.

Im Kolon erhohte sich unter Ghrelintherapie die Expression von Claudin 4, Occludin und ZO-1 in
Tieren mit BDL signifikant gegenliber der Gruppe BDL + LM (Abbildung 3-14). In der Gruppe
sham + Ghr stieg die Expression dieser TJ-Proteine ebenfalls, aber nicht signifikant gegeniber der
Gruppe sham + LM. Der Effekt des Ghrelins war somit vom zeitgleichen Vorliegen einer Lasion der
Darmbarriere (hier konkret durch BDL) abhangig. TJ-Proteine sind die Bausteine der parazellularen
Verbindungen in Epithelien und bestimmen deren Dichtigkeit (Gonzalez-Mariscal et al. 2003;
Schneeberger und Lynch 2004). Es liegt nahe, dass eine geanderte Expression der TJ-Proteine mit
der Dichtigkeit der Darmbarriere zusammenhangen konnte. Zu dhnlichen Schliissen sind Cheng et
al. auch gekommen: Sie stellten bei C57BL/6J-Mausen mit experimentell induzierter Colitis unter
Ghrelintherapie eine erhdhte Expression von Occludin und ZO-1 fest (Cheng et al. 2015). In

denselben Tieren fanden sie eine hohere TEER. Dies erklarten sie mit einer dichteren Darmbarriere.
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Die vermehrte Expression der TJ-Proteine Claudin 4, Occludin und ZO-1 konnte fiir die gemessene
hohere Dichtigkeit im Kolon im FITC-Dex-Assay verantwortlich sein (Abbildung 3-10, Abbildung 3-14).
Die dokumentierten Wirkungen von Ghrelin in dieser Arbeit sind eine Vermehrung von
CD3e-positiven Zellen im Darmgewebe, eine Tendenz zur Erhéhung der Dichtigkeit im Kolon und
eine Beeinflussung der Expression von Claudin 4, Claudin 15, Occludin und ZO-1 im Darmgewebe.
Weitere Arbeiten sind notig, um die Wirkung von Ghrelin auf TJ-Proteine und Darmbarriere zu
verifizieren. Motiviert wird die weitere Erforschung des Hormons Ghrelin durch den potenziellen

klinischen Nutzen eines effektiven Therapeutikums zur Starkung der Darmbarriere.

5 Zusammenfassung

Die Integritat der Darmbarriere ist essenziell fiir den Schutz vor Pathogenen und wichtig fir die
effektive Resorption von Nahrstoffen. Vorausgegangene Studien haben gezeigt, dass eine
Leberzirrhose eine Schadigung der Darmbarriere nach sich zieht. Ziel dieser experimentellen Arbeit
war es, die Schadigung der Darmbarriere unter Einfluss einer chronischen Leberschadigung zu
guantifizieren und auf molekularer Ebene zu analysieren.

Hierzu wurden zunachst die Auswirkungen einer Gallengangsligatur (BDL) auf die Darmbarriere von
C57BL/6J-Mausen untersucht. In einem zweiten Teil der Arbeit wurde Ghrelin als mogliche Therapie
evaluiert. Dazu wurden der transepitheliale elektrische Widerstand (TEER) und die parazellulare
Permeabilitat von Jejunum und Kolon der Mause mittels FITC-Dextran-Assay in der Ussing-Kammer
bestimmt. Weitere Verdanderungen von Darm- und Lebergewebe wurden histologisch und
immunhistochemisch untersucht. Genexpressionsanalysen gaben Aufschluss Uber die veranderte
Expression von TJ-Proteinen. Klinisch-chemische Untersuchungen an Blutplasma vervollstandigten
das Untersuchungsprogramm.

Die BDL-Mause erlitten einen Gewichtsverlust von 20 % gegeniiber ihrem Startgewicht.

In den mikroskopischen Untersuchungen der Lebern von BDL-Tieren fanden sich grof¥flachige
Zellnekrosen und Fibrosierungen. Die Laborwerte bestatigten mit hundertfach hoherer ASAT und
ALAT sowie einem De-Ritis-Quotienten von >1,5 einen Leberzelluntergang. Zusammen mit erhdhten
Gallestauparametern (Bilirubin, Alkalische Phosphatase) fanden sich diese Werte in allen Mausen
mit BDL. Die Validitat des BDL-Modells fiir die Untersuchung einer chronischen Leberschadigung
wurde bestatigt.

Die Ergebnisse des FITC-Dextran-Assays zeigten eine signifikant gesteigerte parazelluldre

Durchlassigkeit bei BDL-Mausen in Kolon und Jejunum. Ghrelin verminderte in der Tendenz die
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5 Zusammenfassung

Durchldssigkeit fiir das Kolon. Der TEER war bei BDL-Ma&usen im Kolon signifikant geringer, was mit
der erhohten Durchlassigkeit zusammenhangen kdnnte.

Immunhistochemische Farbungen Ghrelin-therapierter Mause zeigten vermehrt CD3e-positive
Zellen im Darmgewebe. Laut Literatur handelt es sich dabei wahrscheinlich Uberwiegend um
regulatorische T-Zellen.

Bei BDL-Mausen wurden signifikant langere Villi im Duodenum gemessen. Mdéglicherweise handelt
es sich dabei um eine dhnliche Anpassungsreaktion wie beim Kurzdarmsyndrom. Es bedarf jedoch
naherer Untersuchungen zur Aufklarung der zugrunde liegenden Mechanismen (Abbildung 5-1 A).
Ghrelin hatte keinen Einfluss auf die starke Gewichtsreduzierung der Mause mit BDL.

In der Genexpressionsanalyse fand sich unter Ghrelintherapie eine Tendenz zur verminderten
Expression von Claudin 15 und vermehrten Expression von Claudin 4 im Jejunum. Die Signifikanzen
lagen allerdings zwischen Gruppen, die sich auch durch das Operationsverfahren unterschieden,
dadurch war dieser Effekt Ghrelin allein nicht zuschreibbar.

Im Kolon von BDL-Mausen fiihrte eine Ghrelintherapie zu signifikant hdherer Expression von
Claudin 4, Occludin und ZO-1 (Abbildung 5-1 B).

AbschlieBend lasst sich vermerken, dass schwere Lebererkrankungen die Integritat der Darmbarriere
erheblich reduzieren. Die Effekte des Ghrelins beschrankten sich auf Einzelparameter der
Darmbarrierefunktion und waren insgesamt zu schwach ausgepragt, als dass sich daraus bereits ein
therapeutischer Nutzen ableiten lieRe. Uberpriift werden sollte, ob die protektiven Effekte des

Ghrelins bei einem weniger schweren Schadigungsmodell vielleicht deutlicher ausfallen.
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_ Auswirkung Ghrelintherapie bei BDL F
C57BL/6J-Maus I

v
/ Gewichts-

ﬁ Weiterhin Gewichtsreduktion ﬁ
reduktion, nach BDL 4,

(kein Effekt von Ghrelin)

Weiterhin Leberschdden nach BDL:
Zellnekrose

Fibrose

ASAT/ALAT ™1

(kein Effekt von Ghrelin)

Duodenum: M} Duodenum: "m i|
Zottenldnge T Zottenlinge: Tendenz |,

Leberschdden:
Zellnekrose
Fibrose
ASAT/ALAT ™1

Durchlassigkeit: nicht beurteilbar

Kolon:

Genexpression: Claudin 4, Occludin, ZO-1 4
Anzahl CD3e-positive Zellen: P
Durchlassigkeit: Tendenz

TEER: Tendenz 4

Kolon:
Durchlassigkeit der
Darmbarriere T
TEER

Jejunum: Jejunum:

. Genexpression: Claudin 4 4 Claudin 15 4,
Durchlassigkeit der Anzahl CD3 titive Zellen 4
Darmbarriere nza e-postitive Zellen

Abbildung 5-1 — Auswirkungen von BDL und Ghrelintherapie: C57BL/6J-Tiere erhielten entweder eine
Gallengangsligatur (BDL) oder eine sham-Operation (sham). Danach wurden sie entweder mit 0,1 ug/ul Ghrelin
(Ghr) in 0,9 % NaCl-Lésung, oder reiner 0,9 % NaCl-Lésung (LM) fiir die Dauer des Versuches tdglich mit einem
Volumen von 0,2 ul/g KG injiziert. Jeweils eine BDL und eine sham Gruppe erhielten keine Injektionen,
resultierend in sechs verschiedene Gruppen. Nach maximal 14 Tagen (siehe Kapitel 2.1.5) wurden die Tiere
euthanasiert und ihre Organe entnommen. (A) Tiere mit BDL erfuhren eine Gewichtsreduktion von 20 %
gegentiber ihrem Startgewicht. In der Leber konnte anhand einer hundertfachen Erhéhung von ASAT und ALAT
ein Leberzellschaden diagnostiziert werden. In stichprobenartigen HE-Fdrbungen von Leberpréparaten zeigten
sich Leberzellnekrosen. Durch eine Siriusrotfdrbung konnte eine Leberfibrose bei BDL-Tieren nachgewiesen
werden. Messungen an Darmpréparaten nach HE-Férbungen zeigten signifikant ldngere Zotten im Duodenum
der Gruppe BDL gegentiiber der Gruppe sham (p=0,001; t-Test). Im Ussing-Kammer-Versuch wurde mittels des
FITC-Dextran-Assays eine signifikant erhéhte Durchléssigkeit der Darmwand von Jejunum (p<0,05; t-Test) und
Kolon (p<0,05; Mann-Whitney-U-Test) der BDL-Tiere festgestellt. Das Kolon der BDL-Tiere wies einen niedrigeren
transepithelialen elektrischen Widerstand (TEER) gegeniiber den Proben der sham-Tiere auf (p<0,05; t-Test). (B)
Eine Ghrelintherapie bei BDL-Tieren hatte keinen Effekt auf die Gewichtsreduktion und die Leberschdden. Die
Zotten im Duodenum der Gruppe BDL + Ghr waren kiirzer als die der Gruppe BDL + LM (nicht signifikant). Ghrelin
fuhrte im Jejunum zu einer signifikant héheren Expression von Claudin 4 (p<0,05; ANOVA) und einer geringen
Expression von Claudin 15 (p<0,05; ANOVA). Im Kolon fiihrte die Ghrelintherapie zu einer signifikant héheren
Expression von Claudin 4 (p<0,01; Kruskal-Wallis-Test), Occludin und ZO-1 (p<0,01; ANOVA). Im FITC-Dextran-
Assay zeichnete sich fiir das Kolon der BDL-Tiere unter Ghrelintherapie die Tendenz einer geringeren
Durchldssigkeit ab (nicht signifikant). In allen Darmabschnitten konnte stichprobenartig nach Ghrelintherapie
eine Vermehrung von CD3e-positiven Zellen nachgewiesen werden.
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Das BDL-Mausmodell (bile duct ligation) ist ein geeignetes Modell fiir die Untersuchung der
Auswirkungen einer schweren chronischen Leberschadigung, zum Studium
pathophysiologischer Hintergriinde und zur Erforschung moglicher therapeutischer
Ansatze.

Die BDL fuihrt bei C57BL/6J-Mausen zu histologisch nachweisbarer Fibrosierung und
Leberzellnekrosen. Laborchemisch lieR sich die Schwere der Leberzellschaden durch einen
De-Ritis-Quotienten >1 nachweisen.

Ghrelin hat im Modell der C57BL/6J-Maus nach einer BDL keine hepatoprotektive Wirkung.
Die BDL erh6ht die parazelluldre Durchldssigkeit der Darmbarriere durch Steigerung der
Kapazitat des leak pathways und/oder des unrestricted pathways in Jejunum und Kolon von
C57BL/6J-Mausen, resultierend in signifikant hoheren Fluoreszenzwerten im FITC-Dextran-
Assay.

Die Kapazitat des leak pathways und/oder des unrestricted pathways von gesunden
C57BL/6J-Mausen ist im Kolon tendenziell hoher als im Jejunum.

Die BDL fuihrt im Duodenum von C57BL/6J-Mausen zu Hypertrophie und/oder Hyperplasie,
resultierend in einer histologisch nachweisbaren signifikanten Verlangerung der Villi.

Kolon und Jejunum zeigen in C57BL/6J-Mausen unterschiedliche Expressionsmuster von
Claudin 4, 15, Occludin und ZO-1.

Ghrelin steigert nach einer BDL die Genexpression von Claudin 4, Occludin und ZO-1 im
Kolon von C57BL/6J-Mausen.

Eine Ghrelintherapie flihrt zu einer Zunahme von CD3e-positiven Zellen entlang des
gesamten Darmtraktes in der Mukosa von gesunden C57BL/6J-Mausen.

Eine Ghrelin-Therapie verbessert bei C57BL/6J-Mausen nach einer BDL die parazellulédre
Dichtigkeit der Darmbarriere im Kolon.

Insgesamt sind die Effekte des Ghrelins zu schwach ausgepragt, als dass daraus zum
jetzigen Zeitpunkt bereits ein klarer Nutzen bezliglich der Darmbarrierefunktion bei
schwerer Leberschadigung hergeleitet werden konnte. Es sollten Untersuchungen an

weniger schweren Schadigungsmodellen folgen.
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VS. versus
Z0-1 Zonula occludens Protein 1
y-GT Gamma-Glutamyltransferase
MA Mikroampere
Mg Mikrogramm
pl Mikroliter
pm Mikrometer
Q Ohm
8.4 Materialien
8.4.1 Gerate
Geratebezeichnung | Geratename Seriennummer Hersteller
Abzug - - Kéttermann GmbH&Co.KG
Chemikalienschrank | - 43829 HePi_1 Diperthal Sicherheitstechnik
GmbH&Co.KG
Durchlichtmikroskop | Axiophot 45 18 89 Carl Zeiss AG
Einbettautomat HistoStarTM MICROM International Gmbh
Eisflockenmaschine | AF 103 3006 ES1L Scotsman
Heizblock Thermomixer comfort 53557K947672 Eppendorf AG
Histokinette STP 120 58599 MICROM International Gmbh

Kamera

Pentax K10D

1.051.990-LSMN

Pentax

Kryostat

Leica CM1850

Leica Biosystems Nussloch GmbH

Kihl-Gefrierkombi LCv 4010 81.881.948.1 Liebherr-International Deutschland
GmbH
Kihlschrank, -150 °C | MDF-C2156VAN 60915116 Sanyo Denki K.K.
Kihlschrank, -20 °C | GNP 2356 49.128.888.8 Liebherr-International Deutschland
GmbH
Kihlschrank, 4 °C KT 1520 16.462.207.0 Liebherr-International Deutschland
GmbH
Kihlschrank, 4 °C UKS 5002 78.774.603.0 Liebherr-International Deutschland
GmbH
Kihlschrank, -80 °C HFU B Series 840367-166 Thermor Fischer Scientific Inc.
Mikroskop digital Axio Observer 1027184678 Carl Zeiss AG
Mikroskopierkamera | AxioCamICcl 09/285847905 Carl Zeiss AG
Mikrotom HM 340 E 58353 MICROM International GmbH
pH-Meter PHM220 657R031N015 Radiometer Copenhagen™
Photometer Implen 6303 Implen GmbH
NanoPhotometer
Plattenluminometer | Glomax Multidetection | 9.30E+16 Promega GmbH
System
Tagman Echtzeit-PCR-Cycler 27882087 Applied Biosystems
(ViiA 7)
Tissuelyzer Tissuelyser LT 23.1001/06948 Qiagen (Hilden)
Trockenofen Hybrid2 265 Appligene Oncor S.A.
Ussing Base System | Ussing-Set-Up Bundle 1446 Mussler — Scientific Instruments
6/STD
Ussing-Kammer Ussing Diffusion- 1308 Mussler — Scientific Instruments

(Kammer)

Chamber
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VCC (Ussing- Voltage/Current Clamp | 1310 Mussler — Scientific Instruments
Kammer) VCC6
Waage Quintix QUINTIX 224-1S | Sartorius Lab Instruments GmbH
Zentrifuge grof Rotina 46R 0003058-01-00 Andraes Hettich GmbH&Co.KG
Zentrifuge klein Mikro 200 R 0000778-02-00 Andraes Hettich GmbH&Co.KG
8.4.2 Software
Name Funktion Version Hersteller
Quant Studio Real PCR-Analyse 1.2 Thermo Fisher Scientific
Time PCR
SPSS Statistikanalyse 27 IBM
ZEN Bildauswertung 3.2 (blue edition) Carl Zeiss Microscopy GmbH
Excel Datenverwaltung 2307 (Microsoft Office Microsoft Corporation
Home and Student
2019)

8.4.3 Verbrauchsmaterialien

Materialname Spezifikation Katalognummer | Hersteller

5-0 Polyester - 1721373 Catgut

6-0 Prolene - 17403100 Catgut

96-well-Platte - 353075 BD

Ag-AgCl-Elektroden - 1327 Mussler — Scientific
Instruments

Anti Rabbit I1gG ImPRESS AP Reagent Kit MP-5401 Vector Laboratories

AP-Kit ImPACT Vector SK-5105 Vector Laboratories

Deckglaschen 24x50 mm DIN ISO 8255 107222 Marienfeld

Dual Filter Tips 0,1-1000 pl 0030077.504 Eppendorf AG

Gewebekassetten Histosette® M499 Simport Scientific Inc.

Handschuhe M puderfrei, Nitril 2705 Hygo Star

Kanilen 20Gx 1/2“ 301300 BD Microlance™

Mikrotomklingen Leica 819 low profile 14035838925 Leica Biosystems

Microtom Blades

Objekttrager ISO 8037 810000 Paul Marienfeld GmbH&Co.KG

Pipettenspitzen 0,1-1000 ul Eppendorf AG

Prazisionstlicher weilR/ klein 7552 Kimtech Science

Reaktionsgefa® 15 ml | - 188271 greiner bio one
(Kremsmiinster, Osterreich)

RNeasy® Mini Kit - 227261 Qiagen

Safe-Lock-Tubes 5 ml Farblos 30119.401 Eppendorf AG

Safe-Lock-Tubes 0,6 Farblos 11210-E Sorenson BioScience Inc.

ml

Safe-Lock-Tubes 1,5 Farblos 30119.401 Eppendorf AG

ml

Spritzen 1 ml Omnifix -F 9161406 B BRAUN (Melsungen,
Deutschland)

Spritzen 5 ml Omnifix® Solo 4617053V B BRAUN (Melsungen,
Deutschland)
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8.4.4 Substanzen, Lésungen und Puffer

Bezeichnung

Zusammensetzung

Katalognummer

Hersteller

Aceton - - Zentralapotheke UMR
AK: Anti-CD11b - NB110-89474 Novus Biologicals

AK: Anti-CD3e - MA 1-90582 Invitrogen
AP-Reagent (anti-rabbit) Anti-rabbit Ig (horse) - Vector Laboratories
AP-Substrat ImmPACT™ Vector® Red MP-5401 Vector Laboratories

Diluent

Levamisol, ImmPACT™
Vector® Red Reagent 1,
ImmPACT™ Vector® Red
Reagent 2

B-Aktin Sonde

Mm02619580_g1

Thermo Fisher Scientific

BSA 0,01 in PBS A7906-100G Sigma-Aldrich

CaCl, - 1.02382 Merck KGaA Darmstadt
Carbogen 02:95%/C0O2:5% P3750L50R5A001 | Air Liquide

CD11b Antikorper rabbit AK NB110-89474 Novus Biologicals

CD3e Antikorper rabbit AK MA 1-90582 Invitrogen

Claudin 15 Sonde

MmO00517635_m1

Thermo Fisher Scientific

Claudin 2 Sonde

MmO00516703_s1

Thermo Fisher Scientific

Claudin 4 Sonde

MmO00515514_s1

Thermo Fisher Scientific

Claudin 7 Sonde

MmO00516817_m1

Thermo Fisher Scientific

DAPI - D9542 Sigma-Aldrich

DNAse - 79254 Qiagen

Eosin 0,2 % Alkohol 13017-0100 Medite

Essigsaure 0,5 % - 6052 J.T.Baker

Ethanol 70 % vergallt Ethanol 96 % vergillt in 603-002-00-5 WALTER CMP GmbH & Co

Aqua dest. KG

Ethanol 96 % vergallt - 603-002-00-5 WALTER CMP GmbH & Co
KG

Ethanol absl. - 603-002-00-5 WALTER CMP GmbH & Co
KG

FITC-Dextran FDG-1G 102281105 Sigma-Aldrich

Formalin "Formafix" - P10004G Grimm med. Logistik GmbH

Ghrelin - 031-31-BULK Phoenic Europe GmbH

Glucose - 1.08337.1000 Carl Roth GmbH und Co KG

Hamalaun - 1092490500 Merck

Hamatoxylin nach - 41-5135-00 Medite

GILL/Harris

Histoplast Paraffin - 12617956 Fisher Scientific

Isofluran - HDG9623 Baxter Deutschland GmbH

KCI - 6781.3 Carl Roth GmbH und Co KG

Keratin 8 Sonde - MmO04209403_s1 | Thermo Fisher Scientific

Ketamin 500 mg/10 ml 7538814 ratiopharm GmbH

Mastermix rtPCR

Low ROX Probe MMdTTP
blue

UFLPMT-B0701

Takyon™
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Mastermix-Kit RT High Capacity RTKit (200 4368814 Thermo Fisher Scientific
R)

Metamizol 500 mg/ml 03507952 Zentiva Pharma GmbH

MgCl;, - 105833.025 Carl Roth GmbH und Co KG

Mounting Medium - S$3023 Dako (Agilent Technologies
Inc.)

Na;HPO4 - 71643 Fluka Chemie AG Steinheim

NaCl - 3957.1 Merck KGaA Darmstadt

NaH,PO, - 6346.05 Merck KGaA Darmstadt

NaHCO; - 6885.1 Merck KGaA Darmstadt

Occludin Sonde - MmO00500912_m1 | Thermo Fisher Scientific

PBS - 70011-036 gibco by life technologies

Pertex - 41-4012-00 Medite

Povidon-lod 6108022.00.01 Mundipharma GmbH

Caprofen 50 mg/ml 400684.00.00 Zoetis Deutschland GmbH

Siriusrot - D-0303 Sigma-Aldrich

TBS 1L: Trisbase: 6,05 g TRIS: 4855.2 Carl Roth GmbH und Co KG

NaCl: 8,75 g NaCl: 3957.1

Tissue-Tek - 4583 Sakura Finetek Europe

Villin Sonde - MmO00494146_m1 | Thermo Fisher Scientific

Wiegerts Hamatoxylin - 10225B-00250 Morphisto

Xylazin 2 % Bernburg 07099786 MEDISTAR
Arzneimittelvertrieb GmbH

Xylol - 8118.1 J.T.Baker

Ziegenserum 0,1 % Serum in PBS S-1000 Vector Laboratories Inc.

Z0-1 Sonde

MmO00493699_m1

Thermo Fisher Scientific
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