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Kurzreferat

Gegenstand der Arbeit war es, den in der Literatur diskutierten interaktiven Effekt von
Deoxynivalenol (DON) und Lipopolysacchariden (LPS) auf die epitheliale Barriere des
porcinen Diinndarms zu untersuchen. Als Bestandteile des apikalen Junktionskomplexes
wurden die Proteine Zonula occludens-1 (ZO-1) und S-Catenin fluoreszenzmikroskopisch
analysiert. Kastrierte Schweine (26 + 4kg) erhielten iiber einen Zeitraum von 37 Tagen
restriktiv entweder ein Kontrollfutter (KON) oder ein kontaminiertes Futter mit 3,1 mg
DON / kg Futter (DON). Am Tag 37 bekamen die Kontrolltiere fiir eine Stunde entweder
100 pg / kg Lebendmasse (LM) DON (KON_DON), 7.5 ug/kg LM LPS (KON_LPS),
eine Kombination beider Substanzen (KON_DON+LPS) oder 0,9 % NaCl (KON_KON)
infundiert. Die DON-gefiitterten Tiere bekamen iiber eine einstiindige Infusion 7.5 ng / kg
LM LPS (DON_LPS) oder 0,9 % NaCl (DON_KON) verabreicht. Die Schlachtung erfolgte
3,25 h nach Beginn der Infusion. Die Analysen ergaben fiir ZO-1 ein differenziertes réum-
liches Verteilungsmuster im Epithel mit einer apikalen und zytosolischen Komponente.
Die apikale ZO-1-Struktur wies eine geringere Ausprdgung im mittleren Jejunum der
KON_DON-Gruppe im Vergleich zu den LPS-behandelten Tieren auf. Zudem bewirkte
die systemische LPS-Gabe im Duodenum, proximalen und mittleren Jejunum eine Um-
verteilung von ZO-1 nach apikal. Dieser Effekt war unabhéngig von DON. Die Kontroll-
tiere wiesen eine stérkere basolaterale Akkumulation von §-Catenin auf, wohingegen die
Proteinverteilung in der KON_DON-Gruppe keine Unterschiede zeigte. In dieser Studie

konnte kein synergistischer Effekt von DON und LPS nachgewiesen werden.

Schlisselworter

[B-Catenin, Apikaler Junktionskomplex, Deoxynivalenol, Diinndarm, F.coli-Lipopolysac-
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1 Einfithrung

1.1 Aligemeine Einfiihrung

Im April 2011 informierte die Osterreichische Agentur fiir Gesundheit und Ernihrungs-
sicherheit (AGES) iiber einen Riickruf fiir die Produkte ,Ziegler Késetaler und ,Ziegler
Paprikataler mit den Mindesthaltbarkeitsdaten 28.10.2011, 28.12.2011 und 28.02.2012.
Die Produkte seien wegen Uberschreitung der von der Européischen Union (EU) vorge-
schriebenen Grenzwerte fiir Deoxynivalenol (DON) als unsicher einzustufen (Osterreichi-
sche Agentur fiir Gesundheit und Ernéhrungssicherheit GmbH, 2011). Trotz moderner
Verarbeitungstechniken in der Lebens- und Futtermittelherstellung und strenger Kontrol-
len treten immer wieder dhnliche Fille auf.

DON, als eines der am hé#ufigsten nachgewiesenen Mykotoxine in der européischen Ge-
treideproduktion, wird nur unzureichend wihrend der Verarbeitungsschritte des Getreides
degradiert (FAO/WHO Expert Committee on Food Additives, 2001; Sugita-Konishi et al.,
2006). Das Mykotoxin gehort zur Familie der Trichothecene und wird als sekundérer Meta-
bolit hauptsichlich von den Schimmelpilzen Fusarium (F') graminearum und F. culmorum
gebildet, die im Besonderen Weizen, Gerste und Mais kontaminieren. Durch die Weiter-
verarbeitung von kontaminiertem Getreide zu Nahrungs- und Futtermitteln entsteht eine
gesundheitliche Gefdhrdung von Mensch und Tier. Bei Menschen ruft der iibermiBige
Verzehr Symptome hervor, die von Ubelkeit und Erbrechen bis hin zum schweren Krank-
heitsbild der , alimentary tozic aleukia* (ATA) reichen (Bryden, 2007} |[Richard, 2007)). Bei
Nutztieren fithrt die akute Exposition gegeniiber DON zu verminderter Futteraufnahme,
Erbrechen und Durchfall. Uber einen lingeren Zeitraum verursacht die chronische Expo-
sition eine verdnderte Immunfunktion, Inappetenz und eine mangelnde Gewichtszunah-
me. Folglich entstehen hohe tkonomische Verluste in der Landwirtschaft (Pestkal 2007;
Doll und Dénickel, 2011). Neben Mykotoxinen kénnen Pathogen-assoziierte Muster, wie
Lipopolysaccharide (LPS), in Futtermitteln enthalten sein. Als Bestandteil der dufleren
Membran Gram-negativer Bakterien kommt LPS ubiquitdr vor. Es ist hauptverantwort-
lich fiir die toxischen Manifestationen schwerer Gram-negativer Infektionen. Als Endotoxin
ruft es ausgeprigte inflammatorische Reaktionen hervor, die bis zum lebensbedrohlichen
Krankheitsbild der Sepsis fithren konnen (Schletter etal., |1995). Durch die Anwesenheit
der fakultativ pathogenen Kommensalen im Gastrointestinaltrakt steht der Organismus
in permanentem Kontakt mit LPS. Die intestinale Epithelschicht stellt die erste Barriere
gegeniiber Toxinen wie DON und LPS dar. Zwischen benachbarten Enterozyten bildet
der apikale Junktionskomplex (AJK), bestehend aus Tight Junction (TJ) und Adherens

Junction (AJ), durch Trennung der apikalen und basolateralen Doméne eine polarisierte
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Epithelzellschicht (Rodriguez-Boulan und Powell, [1992). Die Differenzierung der beiden
Doménen ist die Voraussetzung fiir eine effektive epitheliale Barriere, die zum einen die
Absorption von Néhrstoffen ermoglichen und zum anderen den Ubertritt von Pathoge-
nen verhindern soll. In vitro-Experimente an Kulturen mit intestinalen Epithelzelllinien
belegten eine schidigende Wirkung von DON auf die parazellulire Permeabilitéit. Die
Schidigung resultierte in einer Zeit- und Dosis-abhédngigen Erhéhung der Translokation
von LPS (Pinton et al.| [2009). An M&usen konnte gezeigt werden, dass LPS die Toxizitét
von Trichothecenen verstirkt (Zhou et al., [1999).

Grundlagenforschungen, wie diese, sind notwendig, um pathogenetische Zusammenhénge
zu erkennen und die Basis fiir therapeutische Ansétze zu schaffen. Im Rahmen des aktuellen
Forschungsprojektes soll der in der Literatur diskutierte interaktive Effekt von DON und
LPS an Schweinen, als empfindlichste Spezies gegeniiber DON, erforscht werden. Gegen-
stand der vorliegenden Promotion ist es, die Toxin-Wirkungen auf die epitheliale Barriere
des Diinndarms zu untersuchen. Zu diesem Zweck werden die Proteine Zonula occludens-1

(ZO-1) und B-Catenin als Bestandteile des AJK im porcinen Diinndarm analysiert.
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1.2 Deoxynivalenol

Deoxynivalenol ist ein natiirlich vorkommendes Mykotoxin. Es gehort zur Familie der Tri-
chothecene, einer Gruppe sekundérer Metabolite mit chemisch dhnlicher Struktur, die von
den Schimmelpilzen Fusarium, Mycothecium, Stachybotrys, Trichoderma, Trichothecium,
Verticimonosporium und Cephalosporium gebildet werden (Ueno, 1985). Der konkrete
Nutzen der Sekundidrmetabolite fiir die Pilze ist nicht eindeutig geklért, da sie nicht es-
senziell fiir das Pilzwachstum und deren Vermehrung sind (Desjardins et al. [1993)). Im
Jahr 1949 isolierten |[Freeman und Morrison (1949) aus Trichothecium roseum das ers-
te Trichothecen, welches der Gruppe ihren Namen verlieh. Mittlerweile wurden {iber 180
verschiedene Trichothecene erforscht und charakterisiert (Grove, 2007). DON wurde in
Japan aus Fusarium-befallener Gerste isoliert und erstmals im Jahr 1972 in der Litera-
tur erwahnt (Morooka et al., [1972). Etwa zeitgleich beschrieben Vesonder et al. (1973) in
den USA das gleiche Pilzgift und nannten es ,Vomitoxin“, da es bei den Versuchstieren

Erbrechen hervorrief.

1.2.1 Vorkommen und Bedeutung von DON

Jahrlich sind etwa 25 % der Nutzpflanzen weltweit durch Mykotoxine befallen (CAST,
2003). Im Vergleich zu anderen Trichothecenen, wie z. B. dem T-2-Toxin, ist DON weniger
toxisch. Dennoch ist dieses Pilzgift von besonderer Bedeutung, da es eines der am héu-
figsten nachgewiesenen Trichothecene in der européischen Getreideproduktion darstellt
(Rotter etal., |1996f FAO/WHO Expert Committee on Food Additives, 2001). Es wird
hauptséchlich von den Schimmelpilzen F. graminearum und F. culmorum gebildet und
kontaminiert bevorzugt Weizen, Gerste und Mais. Auf den Feldern wird der Mykotoxinbe-
fall des Getreides durch die ausgedehnte Nutzung der Direktsaat bei gleichzeitig einseiti-
ger Fruchtfolge, z. B. mit mehrjidhrigem, wiederholtem Maisanbau, begiinstigt (McMullen
et al., [1997). Des Weiteren begiinstigen klimatische Bedingungen, wie hohe Feuchtigkeit
wihrend der Bliite und niedrige Temperaturen, den Befall durch Fusarium subspecies
und die Synthese giftiger Metabolite (Rotter etal., 1996]). Die unsachgeméfle Lagerung
des Getreides bei relativ hoher Feuchtigkeit (>15%) kann zum erneuten Auskeimen der
langfristig lebensfihigen Sporen fiihren (Bennett und Richard, 1996)). Die phytotoxischen
Eigenschaften von DON bewirken ein vermindertes Pflanzenwachstum und die Hemmung
von Jungpflanzen (Bruins et al.; [1993). DON ist typischerweise mit den in Abb. darge-
stellten Getreidekrankheiten ,WeiBBahrigkeit* (englisch ,,head blight* oder , scab®, Perkow-
ski et al.[|1996; Wiersma et al.|[1996)) und ,,Rotkolbenfiule* (englisch ,,red ear rot“, |Miller
1994)), die zu Ernteeinbufien und ckonomischen Verlusten fithren, assoziiert. Dariiber hin-
aus entsteht durch die Weiterverarbeitung von kontaminiertem Getreide zu Futter- und
Nahrungsmitteln eine gesundheitliche Gefihrdung von Tier und Mensch. DON wird auf-
grund seiner hohen Thermostabilitdt nur unwesentlich wahrend Produktionsschritten, wie
Mahlprozessen und Erhitzen, degradiert (Sugita-Konishi et al., |2006]). Aus den genannten
Griinden wurden von der [EU-Kommission| (2006ayb) Richtwerte fiir DON in Futter- (Tab.
und Hochstgehalte fiir DON in Lebensmitteln (Tab. festgelegt. Zur besseren
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R
7/

\\ / Hershman, UK extension plant pathologist
(a) Getreidekrankheit ,Weil#hrigkeit* (b) Getreidekrankheit ,,Rotkolbenfiule®

Abbildung 1.1: Fusarium-assoziierte Getreidekrankheiten. Stand: 12.03.2013
a) Quelle: [University of Kentucky, College of Agriculture,
b) Quelle: Ministry of Agriculture and Food|

Erzeugnis Richtwert (mg / kg)
Getreideerzeugnisse 2
Maisnebenprodukte 3

Ergénzungs- und Alleinfuttermittel fiir Schweine 0,9

Tabelle 1.1: Von der [EU-Kommission| (2006a)) festgelegte Richtwerte fiir DON in Futter-
mitteln, ausgehend von einem Feuchtegehalt von 12 %.

Erzeugnis Hochstgehalt (ug /kg)
Lebensmittelerzeugnisse und trockene Teigwaren 750
Brot und feine Backwaren 500
Beikost fiir Sduglinge und Kleinkinder 200

Tabelle 1.2: Von der EU-Kommission| (2006b)) festgelegte Hochstgehalte fiir DON in Le-
bensmitteln.

Abschétzung der Mykotoxin-Exposition entwickelten Turner et al.| (2008)) einen Biomar-

ker fiir DON im Urin. Die Probanden waren Englénder im Alter von 19-64 Jahren und
wurden entsprechend der Menge des Getreidekonsums in drei Gruppen (gering, mittel,
hoch) eingeteilt. Es konnte gezeigt werden, dass in 296 von 300 Urin-Proben (98,7 %)
DON nachweisbar war. Die Autoren schlussfolgerten, dass die Mehrheit der englischen
Bevolkerung dem Pilzgift ausgesetzt sei. Ferner gingen sie davon aus, dass Einzelpersonen
den von der EU festgelegten Hochstwert fiir die téigliche DON-Aufnahme von 1mg /kg
Korpergewicht iiberschreiten kénnten. Im Gegensatz zur DON-Exposition durch den Ver-
zehr getreidehaltiger Lebensmittel besteht fiir den Menschen keine Gefahr durch tierische
Produkte, wie Milch, Eier und Fleisch, da DON in Nutztieren verstoffwechselt wird und

nicht bioakkumuliert (Pestkal [2007)).
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1.2.2 Epidemiologische Aspekte

In den Zeiten von Hungersnoten, Kriegen und sonstigen Katastrophen fiithrte der iiberméfi-
ge Verzehr von Mykotoxin-kontaminiertem Getreide zur Ausbildung von Mykotoxikosen.
Das Krankheitsbild mit dem Namen ,,alimentary tozic aleukia“ wurde erstmals 1913 in
Ost-Sibirien nach dem Verzehr von iiberwintertem Getreide beschrieben. Die Erkrankten
wiesen gastrointestinale Symptome, wie Ubelkeit und Erbrechen, zudem Leukopenie, Hi-
morrhagien und Schockzustdnde auf. Im schlimmsten Fall fithrte die Erkrankung bis zum
Tod (Pestka und Smolinski, [2005)). In den 1930er und spéten 1940er Jahren der fritheren
Sowjetunion traten erneut ATA-Epidemien auf. Nachfolgende Analysen zeigten, dass es
sich bei dem verursachenden Toxin hauptséchlich um das Mykotoxin T-2 aus der Gruppe
A der Trichothecene handelte (Joffel [1978]). Im 20. Jahrhundert wurden insbesondere im
asiatischen Raum gehauft ATA-&hnliche Symptome mit vorwiegend gastrointestinalen Sto-
rungen dokumentiert. Der Verzehr von Fusarium-befallenen Getreideprodukten bewirkte
in Japan und Korea bei den Betroffenen Ubelkeit, Erbrechen und Durchfall. In China im
Zeitraum von 1960 bis 1980 kam es wiederholt nach Ingestion von verschimmeltem Getrei-
de zu Nahrungsmittelvergiftungen, die die Einwirkung von Mykotoxinen vermuten lassen
(Yoshizawal, [1983; |[Pestka und Smolinski, [2005)). Anlésslich zahlreicher Intoxikationen mit
Schimmelpilzen veroffentlichten |Li et al.| (2002) Getreideanalysen von 1998/1999 aus Pu-
yang, einer Stadt im Nordosten der chinesischen Provinz Henan. Die Proben wurden auf
Trichothecene und Zearalenone untersucht. DON, als vorrangiges Toxin, wurde in 30 von

31 Proben (Mittelwert 2,85 ppm) nachgewiesen.

1.2.3 Physikalisch-chemische Eigenschaften von DON

Trichothecene sind stabile, nicht fliichtige, zyklische Sesquiterpene mit geringen Molekiil-
massen (ca. 200-500 Da). Allen gemeinsam ist, wie in Abb. dargestellt, der sogenann-
te Trichothecen-Kern mit einer Doppelbindung zwischen Cy / C1p und dem Epoxidring
zwischen C12/C13. Nach Desjardins et al.| (1993) und Sudakin (2003) ist der Epoxidring
entscheidend fiir die toxikologischen Figenschaften der Trichothecene. Anhand der funktio-
nellen Substituenten teilte [Ueno| (1977) die Trichothecene in vier Gruppen ein (Tab. [L.3).

Abbildung 1.2: Grundstruktur der Trichothecene.
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Gruppe Funktionelle Substituenten (R) Toxine
A Hydroxylgruppen, Karbonséduren T-2, HT-2, Diacetoxyscirpenol
B Ketogruppe Cg Deoxynivalenol, Nivalenol
C Zweiter Epoxidring C7/Cys oder Cqy/Chy Crotocin, Baccharin
D Makrozyklischer Ring Cy/C15 Satratoxin, Roridin A

Tabelle 1.3: Einteilung der Trichothecene, mit den fiir sie kennzeichnenden funktionellen
Substituenten, in die Gruppen A-D.

DON, mit der Summenformel Cy5Ho¢Og, wird der Gruppe B zugeordnet. Das Toxin besitzt
Hydroxylgruppen an Cs, C%, C1s und eine Ketogruppe an Cg. Das relative Molekularge-
wicht betragt 296,32 und der Schmelzpunkt liegt bei 151-153 °C. DON 16st sich in polaren
Losungsmitteln, wie Wasser, Ethanol, Methanol und Acetonitril (Ueno), |1985).

1.2.4 Metabolisierung und systemische Wirkung von DON im Schwein

Durch die Weiterverarbeitung von Fusarium-befallenem Getreide zu Futtermitteln kann
DON in hohen Konzentrationen bei Tieren Mykotoxikosen hervorrufen. Insbesondere das
Hausschwein (Sus scrofa domestica) als Monogastrier gilt als empfindlichste Spezies, ge-
folgt von M&ausen und Ratten. Gefliigel und Wiederkéuer hingegen sind relativ unempfind-
lich (Prelusky etal., [1994). Aus in vivo-Versuchen wurde das no-observed adverse effect
level (NOAEL) fiir DON abgeleitet. Dieser Wert gibt die héchste Dosis, bei der noch kein
schidlicher Effekt auftritt, an. Er betrigt fiir Schweine 0,03 — 0,12 mg / kg Lebendmasse
(LM)/Tag und fiir Nager 0,1 — 0,15 mg / kg LM/Tag (Pestkal, 2007).

Beim Schwein wird DON nach peroraler Aufnahme rasch absorbiert und kann innerhalb
von 15 Minuten im Plasma nachgewiesen werden (Goyarts und Dénickel [2006). Das Toxin
unterliegt nur einer geringen Metabolisierung. Zum einen wird es in der Leber mit Glu-
kuronsduren konjugiert, zum anderen durch die mikrobielle Flora im Intestinum entgiftet.
Durch die Aufspaltung des Epoxidringes, der fiir die toxikologischen Effekte von DON
entscheidend ist, entsteht De-epoxy-deoxynivalenol (DOM-1). DON und seine Metaboli-
ten werden zum Grofteil iiber den Urin (zu 95 % in freier Form) und in geringen Mengen
iiber die Faeces (zu 97 % als DOM-1) ausgeschieden (Dénicke et al., [2004a)). Goyarts und
Danicke| (2006]) analysierten die Bioverfiigharkeit von DON aus natiirlich kontaminiertem
Weizen beim Schwein. Thre Untersuchungen ergaben, dass DOM-1 nur in den Exkrementen
von Schweinen nachgewiesen werden konnte, die DON-kontaminiertes Futter iiber einen
Zeitraum von sechs Wochen erhielten. Sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Fiit-
terungsgruppe, die das Toxin iiber vier Wochen aufnahm, war kein DOM-1 nachweisbar.
Die Autoren erwogen, dass die Féahigkeit zur De-epoxydation erworben werden kénne und
durch die Anwesenheit von Trichothecenen hervorgerufen werde. Des Weiteren wird da-
von ausgegangen, dass DON nach oraler Aufnahme sehr schnell im proximalen Anteil des
Diinndarms resorbiert wird und somit die mikrobielle Entgiftung, die hauptsachlich im
Dickdarm erfolgt, nur unwesentlich zur Detoxifizierung von DON beitrégt (Eriksen et al.|
2003; Dénicke et al., 2004b)).
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Erfolgt eine akute Exposition mit dem Mykotoxin, werden beim Schwein verstédrkte Sali-
vation, verminderte Futteraufnahme bis hin zur vollstdndigen Futterverweigerung, zudem
Erbrechen und Durchfall hervorgerufen. Von héherer praktischer Relevanz ist jedoch die
chronische Exposition. Sie resultiert in verdnderten Immunfunktionen mit erhdhter In-
fektanfilligkeit, Inappetenz und verminderter Gewichtszunahme und fithrt demzufolge zu
hohen 6konomischen Verlusten in der Landwirtschaft (EFSAJ [2004; Pestka, 2007} D61l und
Dénicke, 2011). Es wird davon ausgegangen, dass die anorektischen Effekte von DON iiber

eine erhohte Ausschiittung von Serotonin im Gehirn ausgelost werden (Prelusky, 1996)).

Der Gastrointestinaltrakt (GIT) stellt die erste Barriere fiir Nahrungskontaminanten und
folglich einen potenziellen Angriffspunkt fiir Toxine, wie DON, dar. Das Mykotoxin ruft
morphologische Verdnderungen hervor und stort die Funktion des Darmtraktes. An jejuna-
len Explantaten von Ferkeln konnten Dosis-abhéingige Verdinderungen beobachtet werden,
die sich durch verkiirzte und aneinander liegende Zotten, Lyse von Enterozyten und Odem-
bildung darstellten (Kolf-Clauw et al., 2009). Bracarense et al.| (2011) zeigten bei Schwei-
nen, die DON-kontaminiertes Futter iiber einen Zeitraum von 35 Tagen erhielten, ebenfalls
Veranderungen der intestinalen Architektur in Form von verkiirzten jejunalen Zotten. In
einem weiteren DON-Fiitterungsversuch mit Schweinen konnte eine Zunahme der Kryp-
tentiefe im Jejunum, jedoch keine Verédnderungen der Zottenlédnge nachgewiesen werden
(Dénicke et al.l 2012b). Des Weiteren wurde in in vitro-Versuchen an humanen Darmepi-
thelzellen (HT-29-D4) gezeigt, dass DON intestinale Transporter, wie z. B. SGLT1 und
GLUTS5, inhibiert und die Néhrstoffaufnahme beeinflusst (Maresca et al., [2002)). Gegen-
stand weiterer Untersuchungen sind die toxischen Effekte von DON auf die Zellintegritéit
und parazelluldre Permeabilitéit, die im Kapitel ausfiihrlicher dargestellt werden.

1.2.5 Wirkung von DON auf zellularer und molekularer Ebene

Als Hauptwirkmechanismus vieler Trichothecene wird die Hemmung der Proteinsynthese
auf zelluldrer Ebene diskutiert. Die Bindung des Toxins an die Peptidyltransferase der ri-
bosomalen 60S-Untereinheit in eukaryotischen Zellen bewirkt eine Konformationsénderung
des Enzyms und dessen Inaktivierung (Ueno, [1985; [Ehrlich und Daigle, |1987). Es kommt
zur Inhibition der Translation, die je nach Toxin zu einem anderen Zeitpunkt erfolgt. Niva-
lenol hemmt die Elongationsphase, wohingegen DON die Initiationsphase der Translation
blockiert. Es wird davon ausgegangen, dass insbesondere Gewebe mit gesteigertem Pro-
teinstoffwechsel und hoher Teilungsrate durch Trichothecene beeintréchtigt werden. Sché-
digende Wirkungen von DON auf stark proliferierende Zellen wurden bisher fiir porcine
mononukleédre Zellen des peripheren Blutes (Goyarts et al.l |2006a)), Splenozyten (Tiemann
et al., 2006)), Endometriumzellen (Tiemann et al., 2003]) und intestinale Epithelzellen (Die-
sing et al., [2011a)) beschrieben.

Trichothecene als Inhibitoren der Translation binden an eukaryotische Ribosomen und
fithren zur Aktivierung der mitogen-activated protein kinases (MAPKSs). Infolge dessen
kommt es zur Initiierung der sogenannten ,ribotoxischen Stressantwort“, einer Abfolge
von Signaltransduktionswegen (lordanov etal., |1997; |Shifrin und Anderson) [1999)). Der
MAPK-Signalweg umfasst mehrstufige Signalkaskaden, die regulatorisch auf Zellwachs-
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tum, Differenzierung, Apoptose und Inflammation einwirken (Dong et al., 2002; Krens
etal., 2006). Uber die Aktivierung dieser Signalkaskaden bewirkt DON unter anderem
die gesteigerte Expression des entziindungsfordernden Enzyms Cyclooxygenase-2 sowie
die gesteigerte Synthese von Zytokinen, z. B. Interleukin-(IL)-1, IL-6 und Tumornekrose-
Faktor-(TNF)-a (Moon und Pestka), 2003} Pestkal 2010). Dariiber hinaus zeigten |Yang
et al. (2000)) an einem in vitro-Modell mit RAW264.7 Makrophagen und U937 Monozyten,
dass die Trichothecen-vermittelte Zytotoxizitit und Apoptose eng mit der Aktivierung von
MAPKSs zusammenhéngen. An einem in vitro-Modell mit humanen Caco-2-Zellen (Zellli-
nien eines Dickdarm-Karzinoms) konnten Sergent et al.| (2006) nachweisen, dass DON die
intestinale Zellproliferation hemmt und die MAPKSs p38, ERK und JNK aktiviert. Die Au-
toren schlussfolgerten, dass DON {iber die Aktivierung von MAPKSs entziindliche Prozesse

im Darm hervorruft.

1.3 Lipopolysaccharide

Vor iiber hundert Jahren erzielte der deutsche Bakteriologe und Hygieniker Richard Pfeiffer
mit Hitze-inaktivierten Vibrio cholerae pathophysiologische Wirkungen an Meerschwein-
chen (Pfeiffer, [1892). Mit diesen Untersuchungen gelang es ihm, hitzestabile Bestandteile
der Bakterien von den hitzelabilen Exotoxinen abzugrenzen. Pfeiffer priagte den Ausdruck
des ,endotoxischen Prinzips“, da er annahm, das Gift stamme aus dem Inneren der Bakte-
rienzelle und werde nach deren Lyse freigesetzt. Heutzutage werden die Begriffe Endotoxin
und Lipopolysaccharid synonym verwendet. Die Bezeichnung Lipopolysaccharid leitet sich
von den beiden Hauptkomponenten Lipid und Polysaccharid her, die bei der Untersuchung
der toxischen Bestandteile Gram-negativer Bakterien isoliert werden konnten (Shear und
Turner, 1943)).

1.3.1 Vorkommen und Aufbau von LPS

Die Zellhiille Gram-negativer Bakterien besteht aus einer inneren und einer dufleren Mem-
bran, die durch den periplasmatischen Raum voneinander getrennt sind. Die duflere Mem-
bran stellt eine asymmetrische Doppelschicht, mit Phospholipiden im inneren und Li-
popolysacchariden im &ufleren Anteil, dar. LPS ist essentiell fiir die Eigenschaften der
dufleren Membran als Permeabilitdtsbarriere und die Vitalitdt der Bakterien (Sperandeo
etal) [2009). Eine Bakterienzelle umfasst ungefihr 3,5x10° LPS auf einer Fliche von
4,9 um? (Rietschel etal., [1994). Das LPS Gram-negativer Bakterien, dessen Struktur in
Abb. schematisch veranschaulicht wird, besteht aus einem hydrophilen Heteropolysac-
charid und einem zur inneren Phospholipidschicht zugewandten Lipid-Anteil, dem Lipid
A. Bei der Vermehrung oder Lyse der Bakterien kommt es zur Freisetzung dieser toxi-
schen Bestandteile. Fiir den in der vorliegenden Arbeit erstellten Versuchsaufbau wurde
das LPS von Escherichia coli (E.coli) verwendet. Diese Stabchen-Bakterien, aus der Fa-
milie der Enterobacteriaceae, sind fakultativ anaerob und kommen ubiquitidr im Boden,

Wasser und in Fékalien vor. Sie gehoren, als Kommensalen, zur physiologischen Darm-
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Abbildung 1.3: Schematische Struktur eines enterobakteriellen Lipopolysaccharids. Die
Sechsecke stellen Zuckereinheiten dar. Der Lipid A-Teil ist aus ei-
nem biphosphorylierten Disaccharid aus Glucosaminen (GlcN) und meist
sechs Fettsduren aufgebaut. Der kovalent an das Lipid A gebundene
Polysaccharid-Anteil enthélt in der inneren Region des Core 2-Keto-3-
desoxy-octonséure (Kdo) sowie Heptosen (Hep) und weitere Phosphat-
gruppen. Die &uflere Region des Core besteht vorwiegend aus Hexo-
sen (Hex). Das O-Antigen ist aus n sich wiederholenden Oligosaccharid-
Einheiten aufgebaut. Modifizierte Darstellung nach [Alexander und Riet-|

schel (2001).

flora von Menschen, Sdugetieren und Vogeln und sind fakultativ pathogen. Bei den En-
terobacteriaceae kann das Heteropolysaccharid in einen Kernzuckerbereich (Core) und ein
O-Antigen unterteilt werden (Rietschel et al.l |1994)). Die drei LPS-Regionen sind kovalent
miteinander verkniipft. Thre strukturelle Variabilitéit nimmt vom Lipid A iiber den Kern-
zuckerbereich zum O-Antigen zu (Wilkinson), [1996)). Das Lipid A ist amphiphil und besitzt
einen hydrophoben Anker in der Phospholipidschicht sowie einen hydrophilen Anteil als

Bindeglied zum Kernzuckerbereich. Es ist entscheidend fiir die biologische Aktivitdt und
stellt das endotoxische Zentrum von LPS dar (Galanos et al., [1985). Dem Lipid A schliet

sich der Kernzuckerbereich an, der wiederum in eine innere und &duflere Region unterteilt

werden kann. Ein entscheidender Bestandteil der inneren Region ist die 2-Keto-3-desoxy-
octonsdure (Kdo). Gemeinsam mit dem Lipid A bildet Kdo die minimale LPS-Struktur,
die fiir die Lebensféhigkeit Gram-negativer Bakterien notwendig ist (Helander et al., 1988).

Fiir die serologische Spezifitdt der Erreger ist das O-Antigen charakteristisch, das aus bis
zu 50 sich wiederholenden Oligosaccharid-Einheiten besteht. Die Biosynthese von LPS fin-
det in unterschiedlichen Kompartimenten der Bakterienzelle statt und wurde ausfiithrlich
von dargestellt. Im Anschluss wird das synthetisierte LPS iiber verschiedene
Transportmechanismen zur &dufleren Membran transportiert, eingehend beschrieben von
‘Sperandeo et al.| (2009).
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1.3.2 Systemische Wirkung von LPS

Die Wirkung von LPS im Korper von Sdugetieren, unter besonderer Betrachtung von
Mensch und Schwein, ist ambivalent. LPS gilt als ein vielversprechendes, immunologisch
wirksames Adjuvans, da es in niedrigen Konzentrationen durch Stimulation des Immunsys-
tems eine erhohte Abwehr gegen Infektionen erzielen und die Entstehung von Malignomen
vermindern kann (Rietschel et al., |[1994; |Schletter et al., 1995)).

Im Gegensatz zu den nutzbringenden Effekten ist LPS hauptverantwortlich fiir die toxi-
schen Manifestationen schwerer Gram-negativer Infektionen und ruft ausgepréigte inflam-
matorische Reaktionen hervor. Hohe Konzentrationen des Endotoxins in der Blutbahn
bewirken pathophysiologische Reaktionen, wie Fieber, Leukozytose oder Leukopenie, Ta-
chykardie, Tachypnoe, Hypotension, disseminierte intravasale Gerinnung und Multiorgan-
versagen (Schletter et al., 1995)). Diese Symptome charakterisieren das Krankheitsbild der
schweren Sepsis, das mit einer hohen Letalitét einhergeht. Bone definierte 1989 die Sepsis
als eine Invasion von Mikroorganismen und/oder ihrer Toxine in den Blutstrom zusammen
mit der Reaktion des Organismus auf diese Invasion (Deutsche Sepsis-Gesellschaft e.V.).
Einen entscheidenden Risikofaktor fiir das Ausmafl der Sepsis stellt die Infektionsquelle
dar (Brun-Buisson et al.; [1996)). In mehreren humanen Studien konnte gezeigt werden, dass
die Mortalitdt bei Patienten mit Bakterieimie durch pulmonale oder gastrointestinale In-
fektionen signifikant hoher war als bei solchen mit Urosepsis und Katheter-assoziierten
Bakterieamien (Munford, [2006)).

Der Gastrointestinaltrakt, als hiufige Infektionsquelle, soll in der vorliegenden Arbeit ni-
her betrachtet werden. Durch die Anwesenheit der fakultativ pathogenen Kommensalen
steht der Organismus in permanentem Kontakt mit LPS. T#glich gelangen geringe Mengen
Gram-negativer Bakterien aus dem Magen-Darm-Trakt in die Blutbahn, was als bakteri-
elle Translokation bezeichnet wird (Roth et al., [1997). Unter physiologischen Bedingungen
wird dieser Vorgang durch eine effektive epitheliale Barriere limitiert. Schidigende Einfliis-
se durch Noxen, Ischdmie, Entziindungen und Traumata fithren zur Stérung der epithelia-
len Barriere des Magen-Darm-Traktes und demzufolge zu einer gesteigerten bakteriellen
Translokation. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass es bei Patienten mit
akut entziindlichen Darmerkrankungen oder nach chirurgischen Eingriffen bei Patienten
mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa gehéuft zur systemischen Endotoxindmie kam (Co-
lin et al., [1979; |Palmer et al., [1980; Deitchl |1994)). Weitere Ausfiihrungen zum Aufbau und
der Bedeutung der epithelialen Barriere folgen in Kapitel

1.3.3 Wirkung von LPS auf zellularer und molekularer Ebene

Durch den Eintritt Gram-negativer Bakterien bzw. die Freisetzung von LPS in die Blut-
bahn werden humorale und zellulare Komponenten des Immunsystems aktiviert. Das Kom-
plementsystem, als humorale Komponente, kann sowohl {iber den klassischen als auch iiber
den alternativen Weg aktiviert werden. Es tragt zur Chemotaxis und verbesserten Opso-
nierung der Antigene bei. Die Stimulation der zelluliren Komponenten, vor allem von

Monozyten bzw. Makrophagen, fithrt zur Produktion von inflammatorischen Mediatoren
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und kostimulatorischen Molekiilen, die notwendig sind fiir die erworbene Immunantwort.
Insbesondere die Ausschiittung der Fieber-auslésenden Zytokine IL-13, IL-6 und die Se-
kretion des TNF-« fiithren zu komplexen sekundéren Reaktionen. Diese umfassen unter an-
derem die Stimulation der Leber zur gesteigerten Produktion von Akute-Phase-Proteinen,
die Aktivierung von Lymphozyten und die verstéirkte himatopoetische Aktivitdt im Kno-
chenmark (Whetton und Spooncer, [1998; Suffredini et al., [1999). Unter physiologischen
Bedingungen fithrt die kontrollierte Freisetzung der entziindungsfordernden Botenstoffe
zur lokalen Begrenzung von Infektionen. Im Gegensatz dazu kann unter pathologischen
Bedingungen, wie im Falle einer Endotoxinémie, die dysregulierte Freisetzung der inflam-
matorischen Mediatoren schidliche Ausmafle annehmen und zum septischen Schock, multi-
plen Organversagen und Tod fithren (Alexander und Rietschel, 2001)). Die LPS-vermittelte
Aktivierung der zelluliren Komponenten des angeborenen Immunsystems am Beispiel pe-
ripherer Makrophagen und die Sekretion inflammatorischer Mediatoren werden in Abb.
schematisch dargestellt.

Gelangt LPS in die Blutbahn, wird es an das LPS-bindende Protein (LBP) gebunden. LBP
ist ein glykosyliertes Plasmaprotein, dessen Konzentration bei Akute-Phase-Reaktionen
deutlich ansteigt. Es besitzt eine hohe Affinitdt zu LPS und fiihrt es dem Glykoprotein
cluster of differentiation (CD) 14 zu, welches die Lipid A-Komponente des LPS bindet (To-
bias et al., [1997). CD14 wird an der Oberfliche von myeloischen Zellen, wie Monozyten
bzw. Makrophagen, und Granulozyten exprimiert. Es ist durch einen Glycosylphospha-
tidylinositol-(GPI)-Anker an der Zelloberfliche fixiert und wird als mCD14 (membrane
CD14) bezeichnet (Wright etal., 1990). Zudem zirkuliert es in freier Form als sCD14
(soluble CD14) im Plasma und aktiviert z. B. Endothelzellen, die CD14-negativ sind (Pu-
gin etal., [1993). Da beide CD14-Formen keine zytoplasmatische Doméne aufweisen, ist
fir die Aktivierung einer Zellantwort das Zusammenwirken mit einem Rezeptorkomplex
notwendig. LPS interagiert mit dem Komplex aus Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) und dem
akzessorischen myeloid differentiation protein 2 (MD-2). Toll-like-Rezeptoren gehoéren zur
Gruppe der pattern recognition receptors (PRRs). Sie erkennen Pathogene und Pathogen-
assoziierte Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) wie LPS und bewirken
die Initiierung der frithen Immunantwort. Je nach Zelle und Stimulierbarkeit durch Patho-
gene werden unterschiedliche TLRs differenziert. Der TLR4 nimmt bei der Aktivierung
mononukledrer Zellen, wie Monozyten bzw. Makrophagen, durch LPS eine zentrale Rolle
ein (Poltorak et al., [1998). Nach der Interaktion von LPS mit dem Komplex TLR4*MD-2
kommt es zur Dimerisierung des Rezeptors und Anlagerung von Adapterproteinen an
die zytoplasmatische Doméne des TLR4 (Dauphinee und Karsan| 2006)). Infolge dessen
werden komplexe intrazelluldre Signalkaskaden ausgeltst, die unter anderem zur Hoch-
regulierung des Transkriptionsfaktors NF-xB fithren. NF-xB transloziert in den Zellkern,
um dort die Transkription proinflammatorischer Zytokine zu induzieren (Chenl 2005). Des
Weiteren gilt LPS als potenter Aktivator des MAPK-Signalwegs in humanen Monozyten
und intestinalen Epithelzellen (Sweet und Humel |1996; |Cario et al. 2000) und greift folg-

lich regulatorisch in Zellwachstum, Differenzierung, Apoptose und Inflammation ein (vgl.

Kapitel [1.2.5]).
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Abbildung 1.4: Aktivierung des angeborenen Immunsystems durch LPS-vermittelte Sti-
mulation peripherer Makrophagen. LPS wird im Plasma von LBP gebun-
den und zum mCD14-Protein transferiert, welches durch einen GPI-Anker
an der Zelloberfliche von Makrophagen fixiert ist. Zur Initiierung intra-
zelluldrer Signalkaskaden und Produktion inflammatorischer Mediatoren
erfolgt die Interaktion mit dem Rezeptorkomplex TLR4*MD-2. Unter pa-
thologischen Voraussetzungen kann eine unkontrollierte Freisetzung der
inflammatorischen Mediatoren zum lebensbedrohlichen Krankheitsbild der
schweren Sepsis fithren. Modifizierte Abbildung nach [Alexander und Riet-|

schel (2001).

1.4 Der Diinndarm des Schweins

Im Diinndarm (Intestinum tenue) finden Verdauung und Resorption von N#hrstoffen statt.
Die enzymatische Aufspaltung der Nahrung erfolgt zum einen im Darmlumen, vor allem
durch die Enzyme des exokrinen Pankreas, und zum anderen am Biirstensaum der Entero-

zyten. Die aufgespalteten Molekiile werden durch die Enterozyten resorbiert und iiber den
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Pfortaderkreislauf zur Leber bzw. im Fall der Lipide iiber das Lymphsystem zum Ductus
thoracicus transportiert. Die nicht resorbierbaren Inhaltsstoffe werden durch die Darmpe-
ristaltik in den Dickdarm befordert.

Der Diinndarm beginnt jenseits des Magenpfortners und endet an der Plica ileocaecalis
mit der Einmiindung in den Dickdarm. Er besteht von proximal nach distal aus den drei
Abschnitten Duodenum (Zwolffingerdarm), Jejunum (Leerdarm) und Ileum (Hiiftdarm),

deren Uberginge flieBend sind.

1.4.1 Aligemeiner histologischer Aufbau

Die Darmwand ist in den drei Abschnitten Duodenum, Jejunum und Ileum grundsétzlich

gleich aufgebaut. Sie gliedert sich in folgende fiinf Schichten:
e Tunica mucosa (Mucosa): Schleimhaut
o Tela submucosa (Submucosa): Bindegewebeschicht
o Tunica muscularis (Muscularis): Muskelschicht
o Tela subserosa (subserdse Schicht): Bindegewebeschicht
o Tunica serosa (Serosa): Peritoneum

Die Oberfliche der Schleimhaut wird durch sogenannte Kerckring-Falten (Plicae circula-
res), Krypten und Zotten und durch Mikrovilli erheblich vergréfiert, wodurch eine effekti-
vere Nihrstoffresorption erméglicht wird. Die Mucosa wird wiederum in drei Teilschichten

untergliedert:
o Lamina epithelialis mucosae: einschichtiges hochprismatisches Zylinderepithel
e Lamina propria mucosae: Bindegewebeschicht
e Lamina muscularis mucosae: Schleimhautmuskelschicht

Die Epithelschicht der Zotte setzt sich aus Enterozyten und Mukus-produzierenden Becher-
zellen zusammen. Erstere stellen den Hauptanteil dar und besitzen an ihrer apikalen Ober-
flaiche zum Darmlumen einen aus Mikrovilli bestehenden Biirstensaum, welcher zum Schutz
vor Verdauungsenzymen und Pathogenen von einer Glykoproteinschicht (Glykokalix) tiber-
zogen ist. Im Biirstensaum der Enterozyten sind Verdauungsenzyme, z. B. Disaccharidasen
und Peptidasen, und Transportsysteme integriert, die die weitere Aufspaltung von Nah-
rungsbestandteilen und deren Resorption ermoglichen. Die Krypte wird von Stammzellen,
undifferenzierten sekretorischen Zellen und enteroendokrinen Zellen ausgekleidet. Beim
Menschen treten auflerdem Paneth-Kornerzellen auf, die beim Schwein bisher nicht sicher
nachgewiesen werden konnten (Liebich, 2009)). Entsprechend der Zellverteilung werden
zwei funktionell verschiedene Kompartimente der Schleimhaut unterschieden. An der Zot-
te erfolgen die Néahrstoffresorption und die Schleimsekretion, wohingegen in der Krypte die
Zellerneuerung, endokrine und parakrine Sekretion zur Lamina propria und exokrine Se-

kretion von Makromolekiilen, z. B. Lysozym und Defensinen, in das Darmlumen stattfinden
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(Le Shen, 2009). Die Epithelschicht des Diinndarms unterliegt einer sténdigen Zellerneue-
rung, die von den Stammzellen der Krypten ausgeht. Die undifferenzierten Epithelzellen
wandern entlang der vertikalen Achse von der Krypte bis zur Zottenspitze. Nach Uber-
schreiten des basalen Drittels sind sie strukturell ausdifferenziert, die Verdauungsfunktion
beginnt. Ab der Zottenmitte entwickeln sich die resorptiven Eigenschaften, die die volle
Auspriagung an der Zottenspitze erreichen (Pond und Mersmann, 2001)). Nach einer durch-
schnittlichen Lebensdauer von 1-3 Tagen werden die Enterozyten an der Zottenspitze in
das Darmlumen abgeschilfert. Von der Epithelschicht wird die Lamina propria durch eine
Basalmembran getrennt. Sie besteht vor allem aus kollagenem und zu einem geringeren
Anteil aus elastischem Bindegewebe. Die Lamina propria ist reich an Blut- und Lymph-
gefaflen, Lymphfollikeln und freien Zellen, die der Immunabwehr dienen. Ihr schlief3t sich
die Lamina muscularis mucosae an, die sich aus einer diinnen Schicht glatter Muskelzellen
zusammensetzt. Sie dient der Eigenmotilitdt der Schleimhaut und grenzt diese von den
darunterliegenden Schichten ab.

Die Submucosa als zweite Schicht der Darmwand besteht aus lockerem Bindegewebe mit
kollagenen und elastischen Fasern. In ihr verlaufen groflere Blut- und Lymphgefifie und
der Plezus submucosus. Die Submucosa dient der Versorgung der Schleimhaut.

Die Muscularis zeigt einen zweischichtigen Aufbau mit einer inneren Ring- und einer dufe-
ren Langsmuskelschicht. Dazwischen befindet sich ein schmaler Bindegewebszug, der den
Plexus myentericus enthélt. Die Muscularis sorgt fiir die Peristaltik des Darms.

Auf die Muskularis folgt eine Bindegewebeschicht, die Tela subserosa. Das Darmrohr wird

von auflen von Peritoneum iiberzogen.

1.4.2 Unterscheidung der Diinndarmabschnitte

Das Duodenum wird durch die Brunner’schen Driisen (Glandulae duodenales) charakteri-
siert und kann gut von den beiden Diinndarmabschnitten Jejunum und Ileum abgegrenzt
werden. Die Glandulae duodenales sind tubuloalveolédre Driisen, die mukoiden Schleim se-
zernieren. Thre Driisenendstiicke liegen in der Submucosa. Von dort ziehen die Driisengénge
zu den Krypten, in denen sie miinden. Im Duodenum sind die Plicae circulares deutlich
ausgeprigt. Die Zotten sind regelmiflig, relativ breit und liegen dicht beieinander. Das
Epithel weist vereinzelt Becherzellen auf.

Das Jejunum besitzt schlanke Plicae circulares und fingerférmige, schlanke Zotten, die im
Vergleich zum Duodenum lénger sind und weniger dicht liegen. In der Mucosa (Lamina
propria) und Submucosa befinden sich einzelne Lymphfollikel und diskrete Ansammlun-
gen mehrerer Follikel, die die Noduli lymphatici aggregati bilden. Die sogenannten Peyer-
Platten woélben sich kuppelartig in das Darmlumen vor. Die Zahl der Becherzellen nimmt
im Vergleich zum Duodenum zu.

Das Ileum ist durch eine deutlich reduzierte Faltenbildung der Schleimhaut (Plicae cir-
culares) und eine stirker ausgepriagte Muscularis gekennzeichnet. Die Zotten sind kiirzer,
weniger dicht und breiter als im Jejunum. In der Mucosa und Submucosa treten ver-
mehrt Peyer-Platten auf, die das histologische Bild dominieren. Im Bereich der Peyer-

Platten (Domes) sind keine Zotten und Krypten ausgebildet. Gegeniiber den proximalen
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1.5 Die epitheliale Barriere im Diinndarm

Diinndarmabschnitten ist die Anzahl der Becherzellen und intraepithelialen Lymphozy-
ten erhoht. In Abb. wird die Unterscheidung der Diinndarmabschnitte noch einmal

zusammengefasst.

Diinndarmabschnitt/

Merkmal Duodenum Jejunum Ileum
Charakteristisches Brunner'sche | Sehr lange Pever-Platten
Merkmal Driisen Zotten Y

Anzahl und Héhe der

Schleimhautfalten |>

(Plicae circulares)

Lymphatisches Gewebe <
Anzahl der Becherzellen <

Abbildung 1.5: Unterscheidung der Diinndarmabschnitte beim Schwein.

1.5 Die epitheliale Barriere im Diinndarm

Die primére Aufgabe der Enterozyten besteht in der Resorption von Ionen und Néhrstof-
fen. Zur Erfillung dieser Funktion steht die Epithelschicht in permanentem Kontakt mit
dem Darmlumen bzw. der Umwelt. Um den Ubertritt der in der Nahrung enthaltenden
Pathogene aus dem Lumen in tiefer liegende Schichten zu verhindern und dennoch die
Resorption zu ermdoglichen, ist die Ausbildung einer selektiv permeablen Barriere erfor-
derlich. Die Plasmamembran der Enterozyten weist eine asymmetrische Zusammensetzung
aus Proteinen und Lipiden auf, wodurch zwei Doménen differenziert werden kénnen. Die
Unterscheidung der apikalen und basolateralen Doméne fithrt zu einem polaren Aufbau
des Enterozyten (Rodriguez-Boulan und Powell, [1992). Die strukturelle und funktionelle
Unterteilung wird durch interzelluldre Kontakte, die Tight und Adherens Junctions, die
den apikalen Junktionskomplex bilden, ermoglicht. In Abb. wird der polare Aufbau ei-
ner Epithelzelle dargestellt. Im Folgenden werden die Proteine ZO-1 als T'J- und S-Catenin

als AJ-Protein ausfiihrlicher beschrieben.

1.5.1 Zonula occludens

Die Zonula occludens, auch Tight Junction genannt, liegt von den Zell-Zell-Kontakten TJ,
AJ, Desmosomen und Gap Junctions am weitesten apikal und erfiillt im Allgemeinen zwei

wichtige Aufgaben:
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Interzellularer

Mikrovilli

Enterozyt

Apikale
Domane

Zell-Zell-Kontakte

Tight Junction

Adherens Junction AJK

Desmosom
~ - Gap Junction

Basolaterale
Domane

[

m - }..'I——‘ Basale Region

—

Nervenendigung

/ Kapillare : »

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung polarisierter Enterozyten. Benachbarte Zellen
sind durch Zell-Zell-Kontakte miteinander verbunden. Die TJ-Proteine bil-
den zusammen mit den subapikal gelegenen AJ-Proteinen den apikalen
Junktionskomplex. Durch Trennung der apikalen und basolateralen Do-
méne entsteht eine polarisierte Epithelzellschicht. Die Desmosomen ver-
binden die Intermediérfilamente benachbarter Zellen. Die Gap Junctions
dienen der Zellkommunikation durch den Austausch von Ionen und kleinen
Molekiilen. Modifizierte Darstellung nach |Antranik (2011]).

e Sie fiihrt, wie unter Kapitel [I.5] angesprochen, im Sinne einer Barriere zu einer struk-
turellen und funktionellen Abgrenzung der apikalen und basolateralen Doméne (fence
function) und ist entscheidend fiir den polaren Aufbau von Epithel- bzw. Endothel-
zellen (Dragsten et al.| [1982).

e Sie bildet einen engen Verschlusskontakt zwischen den Plasmamembranen benach-
barter Epithel- bzw. Endothelzellen. Dadurch bewirkt sie den Aufbau einer parazel-
luldren Barriere (barrier function), die eine notwendige Voraussetzung fiir die Auf-
rechterhaltung von Gradienten und einen gerichteten Stofftransport darstellt

mond [197).

Die Dichtigkeit der epithelialen Barriere variiert je nach Gewebe von , tight* bis ,leaky*
um den Faktor 10° (Van Itallie und Anderson, 2006). (Claude und Goodenough| (1973)

ordneten die Permeabilitdt der epithelialen Barriere im Diinndarm als ,,intermediate ein.

In Zellkulturen wird die TJ-Permeabilitét iiber zwei géngige Groflen wiedergegeben: den
parazelluldren Tracer-Fluss oder den transepithelialen elektrischen Widerstand (¢ransepi-
thelial electrical resistance, TEER). Letzterer stellt ein Maf fiir die TJ-Integritit dar. In
einer intakten Epithelschicht korreliert der TEER invers mit dem Fluss von kleinen Tracer-
Molekiilen durch die parazelluldre Barriere (Mitic und Anderson, 1998).
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1.5 Die epitheliale Barriere im Diinndarm

Die TJ sind aus einer Vielzahl von Proteinen aufgebaut, die grob in Transmembran- und
Stiitzproteine eingeteilt werden kénnen. Wichtige Vertreter der Transmembranproteine
sind Occludin, junctional adhesion molecules (JAMs) und die aus iiber 20 Proteinen be-
stehende Claudin-Familie. Zu den Stiitzproteinen zéhlen ZO-1, -2 und -3. Die ZO-Proteine
gehoren zur Familie der sogenannten membrane-associated gyanulate kinase-like proteins
(MAGUK-Proteine, |Anderson et al.|[1995; Kim|[1995). Diese sind mit der Plasmamembran
assoziiert und vermitteln {iber ihre Doménen strukturelle und funktionelle Verbindungen
zu den integralen Membranproteinen, Signalwegen und dem Aktin-Zytoskelett (Fanning
et al., [1998).

Zonula occludens 1 ZO-1, mit einer Molekiilmasse von 225kDa, wurde als erstes ZO-
Protein identifiziert (Stevenson et al., 1986). Als Geriistprotein ist es essenziell fiir die
raumliche Anordnung von transmembranéren TJ-Proteinen, wie den Claudinen (Simons
und Fuller}, |1985; Ttoh et al., [1999; Krause et al., | 2008) und Occludin (Schmidt et al., 2004).
Des Weiteren interagiert es homo- bzw. heterotypisch mit ZO-1, -2 oder -3 (Wittchen et al.,
1999) und den Aktin-Filamenten als Bestandteil des Zytoskeletts (Fanning et al.l [1998)).
Zudem konnte gezeigt werden, dass ZO-1 mit Transkriptionsfaktoren interagiert. In diesem
Zusammenhang wird angenommen, dass ZO-1 an der Regulation von Zellwachstum und
-differenzierung beteiligt ist (Baldaj, 2003; Bauer et al., 2010). In einem in wvitro-Versuch
an subkonfluenten Epithelzellen wiesen Gottardi et al.| (1996) ZO-1 im Zellkern nach. In
konfluenten Monolayern konnte durch Schiddigung der Zell-Zell-Kontakte ebenfalls eine
Akkumulation im Zellkern provoziert werden. Erginzend zu den in vitro-Untersuchungen
analysierten die Autoren ZO-1 entlang der vertikalen Achse von Hunde-Darmzotten. TJ-
gebundenes ZO-1 konnte von der Krypte bis zur Zottenspitze nachwiesen werden, wo-
hingegen eine nukledire Akkumulation nur in den Enterozyten der Zottenspitze aufgezeigt
werden konnte. Dies liefle sich durch den bevorstehenden Zelltod und den damit verbun-
denen dynamischen Anderungen der TJ erkldren. Die Autoren schlussfolgerten, dass die
Lokalisation von ZO-1 im Zellkern invers mit dem Ausmafl und/oder dem Reifegrad der
Zell-Zell-Kontakte zusammenhéinge. Neben Epithelzellen wird ZO-1 auflerdem in Zellen
wie Fibroblasten und kardialen Myozyten exprimiert, die keine TJ ausbilden. In diesem
Fall zeigt ZO-1 an den Zellkontakten eine gemeinsame Lokalisation mit den AJ-Proteinen
aus der Familie der Cadherine (Itoh et al., [1993).

1.5.2 Zonula adhaerens

Die Zonula adhaerens, auch Adherens Junction genannt, liegt subapikal des T'J-Komplexes

und hat folgende Aufgaben:

e Sie bildet einen Adhisionsgiirtel, der die Epithel- bzw. Endothelzellen bandartig
umgibt. Uber diesen wird die interzellulire Zelladhision vermittelt. Als Bestandteil
des AJK tragt die Zonula adhaerens zur Zellpolaritdt bei und ist entscheidend fiir die
Ausbildung und Aufrechterhaltung komplexer Gewebe (Wang und Margolis, [2007)).

e Sie aktiviert iiber assoziierte Proteine Signaltransduktionswege, die regulatorisch auf

Zellproliferation und -differenzierung einwirken (Gregorieff und Clevers, 2005)).
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Die iiber die AJ vermittelte Zelladhésion wird im Wesentlichen durch Cadherine, einer Fa-
milie membranstindiger Glykoproteine, realisiert. Cadherine bilden Ca?*-abhiingige ho-
mophile trans-Interaktionen, in denen sie identische Cadherin-Molekiile der benachbar-
ten Zelle binden. Anschlieend bilden sie entlang der Zellperipherie Reiflverschluss-artige
Strukturen, die eine feste Zell-Zellverbindung bewirken (Cavallaro und Dejanal, 2011)). Die

Cadherin-Familie besteht aus einer Vielzahl von Proteinen, die in mehr als zehn Unter-

gruppen unterteilt werden (Menger und Vollmar}, 1996|). Die Benennung der verschiedenen

Cadherine orientiert sich an den entsprechenden Geweben, aus denen sie erstmalig isoliert
wurden. Am bekanntesten ist das E-Cadherin, welches den klassischen Cadherinen ange-
hért und als wichtigstes interzelluliires Adhéisionsmolekiil in Epithelzellen gilt
1990). Es besitzt fiinf Doménen (EC1-EC5) im extrazelluldren Bereich mit Bindungsstel-
len fiir Ca?* und benachbarte Cadherin-Molekiile, eine Transmembrandoméne zur Ver-

ankerung in der Zellmembran und eine zytoplasmatische Doméne, die der Interaktion

mit intrazelluliren Proteinen dient (Nagar et all, 1996). Uber diese Interaktionen werden

intrazelluldre Signalwege aktiviert und das Aktin-Zytoskelett moduliert, was eine notwen-

dige Voraussetzung fiir die Morphogenese des Gewebes darstellt (Cavallaro und Dejanal,
2011)). An die zytoplasmatische Doméne binden Catenin-Proteine, deren Name sich aus

dem Lateinischen catena, Kette bedeutend, herleitet. Sie umfassen a-, 8- und ~y-Catenin,

auch Plakoglobin genannt, und - bzw. p120-Catenin (Cavallaro und Dejana, |2011)). Der
Aufbau der Zonula adhaerens wird schematisch in Abb. [[.7] dargestellt.

B-Catenin
Epithelzelle

E-Cadherin

B-Catenin /
Plakoglobin

a-Cat$

Zellkern

Regulation der
Transkription

g

Aktin

Qg

Abbildung 1.7: Der Cadherin-Catenin-Komplex. Schematisch dargestellt sind benachbarte
Epithelzellen, die iiber zwei E-Cadherin-Molekiile in trans-Position mitein-
ander verbunden sind. An die zytoplasmatische Doméne von E-Cadherin
binden «a- und S-Catenin bzw. Plakoglobin. a-Catenin interagiert mit
dem Aktin-Zytoskelett. 5-Catenin liegt neben der gebundenen Form als
Cadherin-freie Form im Zytosol vor. Nach Translokation in den Zellkern
agiert es als Koaktivator des Wnt-Signalweges, welcher die Zellproliferati-
on und -differenzierung reguliert. Modifizierte Darstellung nach
Powitz et al.| (1999).
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B-Catenin Das Protein S-Catenin bindet direkt an die zytoplasmatische Doméne von
E-Cadherin. Anschliefend kann a- an §-Catenin binden und mit dem Aktin-Zytoskelett
interagieren (Herrenknecht et al [1991). Demzufolge stellt 5-Catenin eine Verbindung zwi-
schen dem transmembraniren E-Cadherin und dem Zytoskelett her. Neben der Funkti-
on als Verbindungsprotein liegt S-Catenin als Cadherin-freie Form im Zytosol vor und
agiert als obligater Koaktivator des Wnt-Signaltransduktionsweges (Daugherty und Got-
tardi, [2007). Uber diesen werden Zellproliferation und -differenzierung reguliert (Grego-
rieff und Clevers, [2005). Bei Abwesenheit des Wnt-Signals wird das zytosolische S-Catenin
durch Phosphorylierung iiber den destruction compler inaktiviert und fiir die Ubiquitin-
abhéngige Degradierung markiert. Bei Anwesenheit des Wnt-Signals wird der destruction
complex destabilisiert und der Abbau von -Catenin verhindert. Es kommt zur Akkumu-
lation von zytosolischem [-Catenin und zur Translokation in den Zellkern. Dort bindet
B-Catenin an Transkriptionsfaktoren und moduliert die Gentranskription (Xu und Kimel-
man, 2007; |Cavallaro und Dejanay, [2011). Der Wnt-Signalweg reguliert im Gastrointestinal-
trakt das Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und -differenzierung. Die Epithelschicht
des Diinndarms unterliegt einer steten Zellerneuerung. Diese geht von den Stammzellen
der Krypten aus, in denen der Wnt-Signalweg aktiviert ist. Bei Ausbleiben der Wnt-
Stimulation differenzieren sich die Enterozyten und wandern entlang der vertikalen Achse
von der Krypte bis zur Zottenspitze (Pinto und Clevers| [2005). Dort werden sie im Rah-
men der Apoptose in das Darmlumen abgeschilfert (vgl. Kapitel [I.4.1). Fehlregulationen
des Signalweges konnen zur Akkumulation von S-Catenin im Zytosol und Zellkern fiih-
ren. Infolgedessen wird das Gleichgewicht zwischen Proliferation und Differenzierung zu
Gunsten der Proliferation verschoben und die Entstehung von Tumorgewebe begiinstigt
(Morin}, (1999; [Pinto und Clevers, [2005]).

1.5.3 Einfluss von DON und LPS auf die epitheliale Barriere

Die Epithelschicht des Magen-Darm-Traktes steht in permanentem Kontakt mit der Um-
welt. Um den Ubertritt von Pathogenen und Pathogen-assoziierten Mustern, wie DON und
LPS, in tiefer liegende Schichten zu verhindern, bedarf es einer intakten epithelialen Barrie-
re. An einem in vitro-Modell mit humanen Caco-2-Zellen konnte eine schidigende Wirkung
von DON auf die epitheliale Zellintegritit gezeigt werden (Sergent et al., 2006)). In einem
weiteren Versuch an Caco-2-Zellen wurde nach Applikation von DON durch Messung des
TEER eine erhohte parazelluldre Permeabilitdt nachgewiesen (Van de Walle et al., 2010).
Die Mykotoxin-Gabe bewirkte in diesem Versuch eine verminderte Expression von Claudin-
4, das als TJ-Protein entscheidend zur epithelialen Barriere beitrigt. Diesing et al.| (2011a)
untersuchten an Schweine-Epithelzelllinien (IPEC-J2) die Wirkung von DON auf die Zell-
viabilitdt und -integritit in Abh#ingigkeit von der Applikationsrichtung. Die Verabreichung
von basolateral, als Modell fiir die systemische Einwirkung, hatte die Stérung der Zellin-
tegritdt und die verminderte Expression von ZO-1 und Claudin-3 zur Folge, wohingegen
die Epithelzellen scheinbar resistent gegeniiber der apikalen Gabe erschienen. [Pinton et al.
(2009) zeigten in einem ex vivo-Versuch an Proben des mittleren Jejunums aus porcinen

Explantaten, dass die parazelluldre Permeabilitdt durch die Einwirkung von DON erhoht
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wurde. Des Weiteren konnte in vivo im Jejunum von heranwachsenden Schweinen eine
Reduktion der Claudin-4-Expression durch DON nachgewiesen werden. Die Versuchstiere
erhielten tiber eine Dauer von fiinf Wochen ein DON-kontaminiertes Futter (2,85 mg / kg
Futter). Zudem demonstrierten die Autoren in humanen (Caco-2) und porcinen (IPEC-1)
Enterozyten eine Abnahme der TJ-Integritéit, insbesondere fiir die Proteine Claudin-3
in Caco-2-Zellen und Claudin-4 in beiden Zelllinien, und damit eine Zunahme der pa-
razelluldren Permeabilitit nach DON-Applikation. Die Expression der TJ-Proteine ZO-1
und Occludin war hingegen unveréndert. Die Modulation der parazelluldren Permeabilitét
durch DON fiihrte zu einer Zeit- und Dosis-abhéingigen Erhohung der Translokation von
E.coli-Lipopolysaccharid (Pinton et al., [2009).

Die Schidigung der epithelialen Barriere durch LPS ist bis jetzt nur unzureichend verstan-
den. Walker und Porvaznik]| (1978) konnten einen Einfluss durch LPS von Salmonella typhi
auf Enterozyten des Ileums aufzeigen. Sie injizierten M#usen 0,8 mg LPS intraperitoneal
und beurteilten das Ileum mit der Freeze-Fracture-Technik. Die Autoren beschrieben im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine Diskontinuitdt des TJ-Komplexes. Moriez et al.| (2005)
implantierten Ratten einen Katheter in das proximale Colon und injizierten iiber die-
sen eine Sepsis-auslosende LPS-Dosis von F.coli-Bakterien. Die elektronenmikroskopische
Auswertung ergab im Vergleich zur Kontrollgruppe einen signifikant erhthten Anteil an
gedffneten TJs. In einem in vitro-Versuch wurde die intestinale Epithelzelllinie SCBN mit
E.coli-LPS inkubiert. Die Ergebnisse waren eine erhohte Apoptose und eine gesteigerte
parazelluldre Permeabilitdt. Die TJ-Integritdt war gestért, was mit einer aberranten pe-
rizelluldren ZO-1-Farbung einherging. Zudem wiesen die beeinflussten Zellen einen Pool
an intrazytoplasmatischem ZO-1 auf (Chin et al., 2006)). In einer aktuellen Untersuchung
von Kraus et al.| (2012)) konnte gezeigt werden, dass die Applikation von Porphyromonas
gingivalis-LPS in einer verminderten Zellviabilitdt und erhdhten Proliferation von Primér-
zellen der humanen Mundschleimhaut resultierte.

Zusammenfassend legt die Literaturrecherche einen Einfluss der beiden Toxine auf die
epitheliale Barriere nahe. Die Beurteilung erfolgte zumeist iiber die Messung der parazel-
luliren Permeabilitdt oder iiber die Analyse der TJs, nicht aber der AJs. Ferner wird in
der Literatur diskutiert, dass die Kombination von DON und LPS die alleinige Wirkung
der Toxine verstiarkt. Es wird davon ausgegangen, dass in natiirlichen Futtermitteln ei-
ne sogenannte ,, Leitflora® aus Gram-negativen und -positiven Bakterien und Mykotoxinen
vorhanden ist (Kamphues, |1986). [Roth et al.| (1997)) zeigten, dass eine Endotoxin-Exposi-
tion die Empfindlichkeit gegeniiber Chemikalien und anderen Giften steigert. An M&usen
konnte belegt werden, dass sich die mittlere letale Dosis bei gleichzeitiger Exposition von
LPS und dem Trichothecen T-2 verringert (Tai und Pestkal [1988)). Islam und Pestka; (2006))
injizierten M#usen LPS intraperitoneal und wiesen eine héhere Empfindlichkeit der Tiere
auf die anschlieende orale DON-Exposition nach. In weiteren Untersuchungen an Mausen
wurde ebenfalls ein synergistischer Effekt der beiden Toxine beschrieben (Tai und Pestkal,
1988} (Taylor et al.l 1991} Zhou et al., [1999).

20



1.6 Zielstellung

1.6 Zielstellung

Gegenstand der Promotion ist es, die Hypothese eines interaktiven Effektes von DON und
LPS auf die epitheliale Barriere des Diinndarms zu untersuchen. In der Literatur gibt es
zu dieser Fragestellung iiberwiegend Daten aus in vitro-, jedoch nur wenige aus in vivo-
Versuchen, die zumeist an Nagern durchgefiihrt wurden. Anspruch der vorliegenden Ar-
beit ist es deshalb, die Hypothese des interaktiven Effektes durch in vivo-Untersuchungen
am Diinndarm zu priifen. Als Versuchstiere dienen Schweine, da sie die sensibelste und
am stéirksten betroffene Spezies gegeniiber DON darstellen. Fiir die Beurteilung der epi-
thelialen Barriere sollen die Proteine ZO-1 und p-Catenin, als Bestandteile des apikalen

Junktionskomplexes, untersucht werden.
Ziele der vorliegenden Promotion sind:

e die Untersuchung des Verteilungsmusters von ZO-1 und $-Catenin entlang der Diinn-

darmachse bzw. im intestinalen Epithel,

e die Untersuchung der alleinigen Wirkung von DON bzw. LPS auf die epitheliale

Barriere,

e die Untersuchung der DON-Wirkung auf die epitheliale Barriere in Abh#ngigkeit von
der Applikationsrichtung,

e die Untersuchung des interaktiven Effektes von DON und LPS in Abhingigkeit von

der Exposition.
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2 Material und Methoden

2.1 Ethische Grundlagen

Samtliche Tierversuche wurden nach dem deutschen Tierschutzgesetz durchgefiihrt, von
der Bezirksregierung Braunschweig, Niedersachsen, genehmigt und entsprechen der Euro-
péischen Richtlinie fiir Tierversuche (Aktenzeichen 33.14-42502-04-037 / 08).

2.2 Versuchstiere und Tierhaltung

Als Versuchstiere dienten 48 ménnliche, kastrierte Schweine einer Zweirassenkreuzung
(Deutsche Landrasse x Piétrain) mit einer Lebendmasse von 26 + 4 kg zu Beginn des Ver-
suches. Im Verlauf mussten neun Tiere aus dem Versuch ausscheiden, da sie aufgrund
von gesundheitlichen Beeintréchtigungen und Infektionen mit Medikamenten behandelt
und folglich fiir untauglich befunden wurden. Die Tierhaltung, Schlachtung und Gewebe-
entnahme erfolgten im Institut fiir Tiererndhrung des Friedrich-LofHer-Institutes (FLI) in
Braunschweig. Die Tiere wurden in Gemeinschaftsbuchten und ab Versuchstag 27 einzeln
in an die Tiergrofie angepasste Stoffwechselkiifige untergebracht. Wasser wurde ad libitum
und das entsprechende Futter restriktiv bereitgestellt. Die Tiere erhielten, geméfl der Emp-
fehlungen der Gesellschaft fiir Ernéhrungsphysiologie (GfE), eine Futtermischung auf der
Basis von Weizen, Gerste und Soja (vgl. Anhang . Fiir die Versuchsgruppen, die Fusa-
rium-kontaminiertes Futter erhielten, wurde der Weizenanteil durch eine mit natiirlichem
DON kontaminierte Weizencharge ausgetauscht. Diese wurde in das Futter eingemischt,
bis 3,1 mg DON / kg Futter enthalten waren.

2.3 Versuchsaufbau

Die 48 Versuchstiere wurden, unter Beriicksichtigung einer gleichméfiigen Verteilung der

Lebendmasse, in sechs Gruppen eingeteilt:
e KON_KON (n=6)

e KON_DON (n=6)

KON_DON+LPS (n=7)

e KON_LPS (n=6)

DON_KON (n=6)

22



2.3 Versuchsaufbau

e DON_LPS (n=8)

Die erste Abkiirzung kennzeichnet die Fiitterungsphase, auch als chronische Phase be-
zeichnet. Die zweite Abkiirzung nimmt Bezug auf die Infusionsphase, die die akute Phase
darstellt. In Klammer wird die Anzahl n der Tiere einer Gruppe nach Ausscheiden der
neun beeintréchtigten Versuchstiere angegeben.

In der ersten, chronischen Phase erhielten die Tiere restriktiv zweimal téglich 500 g entwe-
der eines Kontrollfutters (KON) oder eines Fusarium-kontaminierten Futters mit 3,1 mg
Deoxynivalenol / kg Futter (DON) iiber einen Zeitraum von 37 Tagen. Nach 35 Versuchs-
tagen erhielten die Versuchstiere unter sterilen, operativen Bedingungen Venenverweilka-
theter beidseits in die Vena jugularis externa (Goyarts et al. |2006b)). Die Durchfiihrung
(vgl. Anhang [B]) erfolgte in Vollnarkose mittels Infusion. Zunéchst wurden die Jugularve-
nen freipripariert, die Katheter eingefithrt und durch Naht fixiert. Im Anschluss wurde
die Haut untertunnelt und die Katheter am Nacken herausgefiihrt. Ein Katheter diente

fiir die Blutentnahmen und der andere fiir die Gabe von Infusionen.

Nach einer Genesungszeit von zwei Tagen begann die zweite, akute Phase des Versuches.
Die Tiere, die das Kontroll-Futter erhielten, bekamen iiber die Dauer von einer Stunde
entweder 100 pg /kg LM DON (DON), 7.5 ug /kg LM LPS (Escherichia coli O111:B4)
(LPS), eine Kombination beider Substanzen (DON+LPS) oder 0,9% NaCl (KON) in-
fundiert. Die Tiere, die das Fusarium-kontaminierte Futter erhielten, bekamen iiber eine
einstiindige Infusion 7.5 pg/kg LM LPS (Escherichia coli O111:B4) (LPS) oder 0,9 %
NaCl (KON) verabreicht. Die Schlachtung erfolgte 3,25h nach Beginn der Infusion. Die
Infusionslésungen wurden nach Protokoll (vgl. Anhang angefertigt. Das Versuchsdesign
und die zeitlichen Ablidufe sind in Abbildung zusammengefasst.
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Abbildung 2.1: Versuchsdesign.
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2.4 Gewebeentnahme

2.4 Gewebeentnahme

Unmittelbar nach der Schlachtung der Tiere erfolgte die Eroffnung des Abdomens, die
Entnahme des Darmes und die Trennung von Diinn- und Dickdarm. Die Gewebeproben
wurden von fiinf unterschiedlichen Diinndarmabschnitten entlang der proximo-distalen
Achse entnommen (Abb. : Duodenum 5cm distal vom Pylorus, proximales Jejunum
10-20 cm distal von der Flexura duodenojejunalis, mittleres Jejunum bei 50 % zwischen
proximalem Jejunum und proximalem Ileum, proximales Ileum 5-10 cm distal vom Beginn
der Plica ileocaecalis und terminales Ileum 5 cm proximal von der Ileocaecal-Klappe. Direkt
nach der Entnahme wurde das Gewebe in fliissigem Stickstoff schockgefroren (196°C) und
bis zur Aufarbeitung bei -80°C gelagert. Die Gewebeaufbereitung erfolgte im Institut fiir

Anatomie der Otto-von-Guericke-Universitit Magdeburg.

Caecum

Abbildung 2.2: Entnahmestellen der Gewebeproben, Beispielbild. Dargestellt sind Anteile
des porcinen Diinn- und Dickdarmes. Die gestrichelten Linien kennzeichnen
ungefihr die Bereiche, aus denen Proben folgender Diinndarmabschnitte
entnommen wurden: Duodenum (1), proximales Jejunum (2), mittleres Je-
junum (3), proximales Ileum (4), terminales Ileum (5). Modifizierte Dar-

stellung nach (2008).

2.5 Gewebeaufbereitung

Es wurden 5um dicke Kryoschnitte auf einem Leica CM3050S Kryotom (Nufiloch) an-
gefertigt. Jeder fiinfte Anschnitt wurde fiir die Immunfluoreszenz auf einen Objekttriger
(SuperFrost®Plus, Menzel-Gliser, Deutschland) aufgetragen (drei Anschnitte / Objekt-
triiger). Die Anschnitte enthalten die Mucosa bis einschliefllich der Lamina muscularis mu-
cosae. Die Objekttriager wurden beschriftet und die Anschnitte mit einem PAP-Pen-Stift
umkreist. Anschlieffend erfolgte die Immunfiarbung nach Protokoll (vgl. Anhang D[) Die
Kryoschnitte wurden zunichst in Methanol-Aceton fixiert und mit 0,3 % Triton permea-

bilisiert. Um unspezifische Bindungen der Antikorper zu verhindern, wurden die Schnitte
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2.6 Gewebeanalyse

mit Esel- bzw. Ziegen-Serum blockiert. Die verwendeten priméren und die fluoreszenzmar-
kierten sekundéren Antikorper sind in Tabelle angegeben. Die Farbung der Zellkerne
erfolgte in einer 1:10-Verdiinnung mit 4,6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPT). Im Anschluss

wurden die Anschnitte mit Eindeckmedium und Deckglas versehen.

Antikérper Spezifikation Verdiinnung | Hersteller

Anti-ZO-1 Kaninchen IgG, polyklonal 1:100 Invitrogen
Anti-$-Catenin Maus IgGi, monoklonal 1:1500 Abcam

Anti-Kaninchen IgG Alexa 488 Esel IgG, polyklonal 1:200 Invitrogen
Anti-Maus IgG; TexasRed Ziege IgG, polyklonal 1:200 Biozol

Tabelle 2.1: Primére und sekundire Antikorper fiir die Immunfluoreszenzfarbung von
Z0-1 und S -Catenin.

2.6 Gewebeanalyse

Die Mikroskopie und die Aufnahme der Fluoreszenzbilder wurden an einem aufrechten
Mikroskop (Zeiss Axiolmager.Z2), ausgestattet mit einer AxioCam MRm Kamera (12-bit,
Zeiss, Deutschland), durchgefiihrt und mit der Axiovision Software (AxioVs40 Version
4.8.2.0) bzw. ImageJ (National Institute of Health, Version 1.42q) ausgewertet. Die ver-
wendeten Fluoreszenzfilter sind in Tab. aufgelistet. Die Fluoreszenzbilder von ZO-1
und B-Catenin wurden in 100- bzw. 400-facher Vergréfierung mit einer Belichtungszeit
von 0, 8s bzw. 1, 5s aufgenommen. Die Auswertung der apikalen und intrazelluldren ZO-1-
Verteilung erfolgte fiir alle Gruppen entlang der proximo-distalen Achse des Diinndarms.
Die Analyse der intrazelluldren Verteilung von -Catenin wurde fiir das mittlere Jejunum
der Gruppen KON_ KON und KON_ DON durchgefiihrt. Die Auswahl des mittleren Jejun-
ums der beiden Gruppen erfolgte aufgrund der zuvor ermittelten Ergebnisse der apikalen

Z0O-1-Verteilung (vgl. Kapitel [3.1]).

Farbstoff | Anregung in nm | Emission in nm
70-1 Alexa 488 450-490 515-565
[-Catenin | TexasRed 522-540 690
Zellkerne DAPI 359-371 397

Tabelle 2.2: Verwendete Filter fiir die Fluoreszenzmikroskopie am Zeiss Axiolmager.Z2.

2.6.1 Auswertung der apikalen Z0O-1-Verteilung

Die ZO-1-Expression der apikalen Doméne, als Indikator fiir TJ-gebundenes ZO-1, wurde
entlang der gesamten Zotte beurteilt. Je Anschnitt wurden zwei Zotten ausgewertet. Die
Zotte wurde zu diesem Zweck in fiinf Regionen unterteilt (Abb. [2.3)). Die Zottenspitze
wurde mit Hilfe einer horizontalen Linie, anndhernd entlang der Basalmembran der En-
terozyten der Zottenspitze verlaufend, definiert. Die Seiten der Zotte wurden in vier etwa

gleich grofle Regionen unterteilt. Alle fiinf Regionen wurden mit Hilfe eines Score-Systems,
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2.6 Gewebeanalyse

m N

\\/ 1: Zottenspitze
2-5: Laterale Regionen

Abbildung 2.3: Skizze einer Diinndarmzotte. Fiir die Bewertung der ZO-1-Expression wur-
de die Zotte in fiinf Regionen unterteilt.

wie in Tabelle zusammengefasst, beurteilt. Zur Veranschaulichung der Auswertung ist
ein Beispiel in Abb. dargestellt.

Score / Region Z0-1-Expression
1 vollstdndig vorhanden
teilweise vorhanden
3 nicht vorhanden

Tabelle 2.3: Definition des ZO-1-Scores.

Score 3

Score 2

Score 2

Score 1 ;'
i

:

a

apikales ZO-1 vorhanden apikales ZO-1 fehlend

Abbildung 2.4: Ein Beispiel fiir die Beurteilung der apikalen ZO-1-Expression. Die Zotten
wurden in fiinf Regionen unterteilt und anschliefend mit Hilfe des defi-
nierten Score-Systems bewertet. ZO-1 (Alexa 488) ist griin, die Zellkerne
(DAPI) sind blau geférbt. Die Préparate wurden an einem aufrechten Fluo-
reszenzmikroskop betrachtet und in 100-facher Vergroflerung fotografiert.
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2.6 Gewebeanalyse

2.6.2 Auswertung der Z0O-1-Verteilung im Epithel

Fiir die Messung der ZO-1-Expression im Epithel wurden einzelne Enterozyten ausge-
wihlt. Voraussetzung fiir die Auswahl war die eindeutige Sichtbarkeit der gesamten Zelle
von apikal bis basolateral ohne Uberlappung mit benachbarten Zellen. Zur Objektivierung
der ZO-1-Verteilung wurde mit Hilfe des Programms ImageJ die Fluoreszenzintensitit von
apikal nach basolateral entlang einer sogenannten line of interest (LOI) gemessen. Uber
den Befehl ,,Plot Profile* des Programms wurde eine Grafik mit den ermittelten Fluores-
zenzintensitéiten erstellt. Die Wertepaare dieser Grafik wurden unter Verwendung von Ex-
cel (Microsoft Office Excel 2007 SP3 MSO) in einen XY-Graphen aufgetragen (Abb. [2.5).
Die apikalen ~ 7,7um der LOI wurden als apikale und der Rest als zytosolische Do-
méne definiert. Die maximalen Intensitdten der beiden Doménen wurden zueinander ins
Verhiltnis (Ratio, R) gesetzt (FRratio = Fapikal/Fzytosor)- Bei einem Ratio von R=1 war
die ZO-1-Fluoreszenzintensitit in beiden Regionen gleich verteilt, wihrend bei R > 1 eine
Umverteilung nach apikal stattgefunden hat. Zum besseren Verstédndnis sind die einzelnen

Arbeitsschritte im Programm ImageJ anhand eines Beispieles im Anhang [E] veranschau-
licht.
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Abbildung 2.5: Analyse des Verteilungsmusters von ZO-1 im intestinalen Epithel anhand
eines Beispiels. Die line of interest (LOI) wurde durch einzelne Enterozy-
ten von apikal nach basolateral gezogen und die ermittelten Fluoreszenzin-
tensitdten in einen XY-Graphen aufgetragen. Das Verhiltnis der Fluores-
zenzintensititen von ZO-1 wurde zwischen der apikalen und zytosolischen
Domaéne kalkuliert.

2.6.3 Auswertung der -Catenin-Verteilung im Epithel

Die Fluoreszenzbilder von -Catenin wurden mit dem Programm ImageJ (National Insti-

tutes of Health, Version 1.42q) analysiert. Einzelne Enterozyten des mittleren Jejunums
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2.6 Gewebeanalyse

aus den Gruppen KON_KON und KON_DON wurden fiir die Auswertung ausgewéhlt.
Voraussetzung fiir die Auswahl war die eindeutige Sichtbarkeit der gesamten Zelle von
apikal bis basolateral ohne Uberlappung mit benachbarten Zellen. Fiir die Analyse der
Fluoreszenzintensitit der Zellkerne (DAPI) und von S-Catenin wurde die LOI von api-
kal nach basolateral durch die Zelle gezogen. Hierzu musste die Linie sowohl durch das
Zytoplasma als auch durch den Zellkern verlaufen. AnschlieBend wurden mit Hilfe des
Programms ImageJ die Intensititen entlang der LOI ermittelt. Uber den Befehl ,Plot
Profile* des Programms wurde eine Grafik mit den Fluoreszenzintensitédten erstellt. Die
Zahlenwerte dieser Grafik wurden unter Verwendung von Excel (Microsoft Office Excel
2007 SP3 MSO) in einen XY-Graphen aufgetragen (Abb. [2.6). In Bezug auf die DAPI-
Fluoreszenzkurve wurden folgende drei Zellareale definiert: apikales Zytoplasma, Zellkern,
basolaterales Zytoplasma. Die S-Catenin-Fluoreszenzkurve gibt Aufschluss iiber die rdum-
liche Verteilung von 8-Catenin im Enterozyten. Fiir eine bessere Objektivierbarkeit wurde
das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitéten von S-Catenin aus dem Zellkern und den bei-
den zytoplasmatischen Arealen kalkuliert (apikales Areal: Fratio = Fapikal/Fzelikern bzw.

basolaterales Areal: Fratio = FBasolaterul/FZellkern)~

apikal
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Abbildung 2.6: Analyse der -Catenin-Verteilung im Epithel des mittleren Jejunums an-
hand eines Beispiels. Die line of interest (LOI) wurde durch einzelne En-
terozyten von apikal nach basolateral gezogen und die ermittelten Fluo-
reszenzintensititen vom Zellkern (DAPI) und [-Catenin in einen XY-
Graphen aufgetragen. Mit Hilfe der DAPI-Kurve wurde das Zellkern-Areal
identifiziert und die drei verschiedenen Zellregionen ermittelt: apikales Zy-
toplasma, Zellkern-Areal, basolaterales Zytoplasma. Das Verhéltnis der
Fluoreszenzintensititen von -Catenin wurde zwischen dem Zellkern und
den beiden zytoplasmatischen Arealen kalkuliert.
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2.7 Statistik

2.7 Statistik

2.7.1 Apikale ZO-1-Verteilung (Score)

Fiir die Auswertung der apikalen ZO-1-Scores wurde ein nicht-parametrisches Testverfah-
ren gewdhlt, da keine natiirlichen Zahlenwerte vorlagen und keine tatséchliche Normalver-
teilung erzielt werden konnte. Es wurden ein nicht-parametrischer Kruskal-Wallis-Test und
ein Dunn‘s Post Hoc-Test (GraphPad Prism Version 3.00 fiir Windows) durchgefiihrt. Je
Tier gab es fiir jeden Darmabschnitt 30 Messwiederholungen, die sich wie folgt zusammen-
setzten: je Darmabschnitt drei Anschnitte, je Anschnitt zwei Zotten, je Zotte fiinf Regio-
nen (3x2x5=230). Alle Daten wurden in Form von Boxplots zur Veranschaulichung des
Minimal- und Maximalwertes, Medians, unteren und oberen Quartils dargestellt. Signifi-
kante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurden durch verschiedene Buchstaben
angezeigt (P <0,001).

2.7.2 Z0O-1-Verteilung im Epithel

Die statistische Auswertung der Fluoreszenzverteilung von ZO-1 erfolgte mit dem Pro-
gramm SAS (Version 9.0, SAS Institute, USA). Die Daten wurden mit der Prozedur
,2Mixed* mit ,Versuchsgruppe®, ,,Darmabschnitt und ihrer Interaktion als feste Faktoren
berechnet. Fiir jedes Tier wurden pro Darmabschnitt 15 Messungen erhoben und durch
den Befehl ,Repeated” in der statistischen Verarbeitung beriicksichtigt. Die Messwieder-
holungen setzten sich wie folgt zusammen: je Darmabschnitt drei Anschnitte, je Anschnitt
eine Zotte, je Zotte fiinf Zellen (3x1x5=15). Zur Kalkulierung der Unterschiede zwischen
den festen Faktoren (Methode der kleinsten Quadrate) wurde der adjusted Tukey-Kramer
Post Hoc-Test durchgefiihrt. Alle Daten wurden als Mittelwerte +Standardabweichung an-
gegeben und signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen durch verschiedene
Buchstaben angezeigt (P <0,05).

2.7.3 B-Catenin-Verteilung im Epithel

Die Daten wurden mit Hilfe eines nicht-parametrischen Mann-Whitney-Test (GraphPad
Prism Version 3.00 fiir Windows) ausgewertet. Die Werte fiir das mittlere Jejunum wurden
zwischen den Gruppen KON_KON und KON_DON, und den Verhéltnissen (apikal vs.
basolateral) in jeder Versuchsgruppe berechnet. Je Tier gab es 27 Messwiederholungen,
die sich wie folgt zusammensetzten: drei Anschnitte des mittleren Jejunums, je Anschnitt
eine Zotte, je Zotte neun Enterozyten (3x1x9=27). Alle Daten wurden in Form von
Boxplots zur Veranschaulichung des Minimal- und Maximalwertes, Medians, unteren und
oberen Quartils abgebildet und signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen

und den errechneten Verhéltnissen durch verschiedene Buchstaben angezeigt (P < 0,05).
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3 Ergebnisse

3.1 Die Wirkung von DON und LPS auf die apikale Expression
von Z0O-1

Die apikale Expression von ZO-1, als Indikator fiir TJ-gebundenes ZO-1, wurde entspre-
chend des zuvor festgelegten Score-Systems analysiert. Im mittleren Jejunum der Grup-
pe KON_DON zeigte sich im Vergleich zu den LPS-behandelten Tieren (KON_LPS,
KON_DON+LPS, DON_LPS) eine geringere Ausprigung der apikalen ZO-1-Struktur
(P <0,001). In den Gruppen KON_KON und DON_KON des mittleren Jejunums zeich-
nete sich ebenfalls eine verminderte Expression ab, die jedoch nicht statistisch signifikant
war. In den iibrigen Darmabschnitten und Versuchsgruppen konnten keine Verédnderungen
der ZO-1-Struktur nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind in Form von Boxplots in

Abb. zusammengefasst.

3.2 Die Wirkung von DON und LPS auf die ZO-1-Verteilung im
Epithel

In der qualitativen Betrachtung der Epifluoreszenzbilder, dargestellt in Abb. bis Abb.
wies ZO-1 in der Kontrollgruppe (KON_KON) sowohl ein apikales als auch ein zy-
tosolisches ZO-1-Signal in den drei oberen Darmabschnitten Duodenum, proximales und
mittleres Jejunum auf. In den beiden Ileum-Abschnitten hingegen zeigte ZO-1 lediglich
eine apikale Expression. Des Weiteren konnte eine starke Beeinflussung durch LPS ver-
zeichnet werden. In allen Tieren, die LPS systemisch iiber Infusion erhielten (KON_LPS,
KON_DON+LPS, DON_LPS), war der zytosolische ZO-1-Anteil in den oberen drei Darm-
abschnitten stark vermindert. In den Ileum-Abschnitten hingegen war keine qualitative
Anderung ersichtlich. Die alleinige Gabe von DON (DON_KON, KON_DON) fiihrte in
keinem Darmabschnitt zu einer Anderung der ZO-1-Verteilung im Vergleich zur Kontroll-
gruppe (KON_KON).
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3.2 Die Wirkung von DON und LPS auf die ZO-1-Verteilung im Epithel
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Abbildung 3.1:

Auspriagung der apikalen ZO-1-Struktur im Diinndarmepithel, Vergleich
der Versuchsgruppen je Darmabschnitt. Das Vorhandensein der apika-
len ZO-1-Expression wurde entlang der Zottenachse in fiinf Diinndarm-
abschnitten analysiert. Die Beurteilung erfolgte anhand eines definierten
Score-Systems (1: ZO-1-Expression vollstindig vorhanden, 2: teilweise vor-
handen, 3: nicht vorhanden, vgl. Tabelle auf Seite . Zur statisti-
schen Auswertung wurden ein nicht-parametrischer Kruskal-Wallis und ein
Dunn‘s Post Hoc-Test durchgefiihrt. Die Daten sind in Form von Boxplots
zur Veranschaulichung des Minimal- und Maximalwertes, Medians, unte-
ren und oberen Quartils abgebildet. Signifikante Unterschiede zwischen
den Versuchsgruppen werden durch verschiedene Buchstaben angezeigt
(P < 0,001).
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3.2 Die Wirkung von DON und LPS auf die ZO-1-Verteilung im Epithel
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3.2 Die Wirkung von DON und LPS auf die ZO-1-Verteilung im Epithel
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3.2 Die Wirkung von DON und LPS auf die ZO-1-Verteilung im Epithel

Zur Objektivierung der ZO-1-Verteilung im Epithel wurden die gemessenen Fluoreszenzin-
tensitdten der apikalen und der zytosolischen Doméne zueinander ins Verhéltnis (Ratio)
gesetzt (FRatio = Fapikal/Fzytosor). In der quantitativen Auswertung konnte die zuvor
qualitativ beschriebene Verteilung von ZO-1 in der Kontrollgruppe in Abhéngigkeit vom
Darmabschnitt bestétigt werden. Des Weiteren ergaben die Messungen einen starken Ein-
fluss durch LPS. Im Duodenum kam es in den Gruppen mit kombinierter Toxingabe
(KON_DON+LPS, DON_LPS) zu einer signifikanten Umverteilung von ZO-1 nach api-
kal im Vergleich zur Kontrollgruppe (KON_KON) und den DON-Gruppen (KON_DON,
DON_KON). Die alleinige Gabe von LPS (KON_LPS) zeigte in diesem Darmabschnitt
keinen statistischen Unterschied zur Kontrolle. In den beiden Jejunum-Abschnitten be-
wirkte die systemische Gabe von LPS (KON_LPS, KON_DON+LPS, DON_LPS), wie
zuvor qualitativ beschrieben, eine signifikante Umverteilung von ZO-1 nach apikal. Im
proximalen Ileum war keine Anderung zu verzeichnen. Im terminalen Ileum zeigten die
Versuchsgruppen mit alleiniger DON-Gabe (KON_DON, DON_KON) im Vergleich zu
denen mit kombinierter Toxingabe (KON_DON+LPS, DON_LPS) eine signifikant stér-
kere Anreicherung von ZO-1 in der apikalen Doméne. Die alleinige Exposition mit LPS
(KON_LPS) fiihrte zu keiner Anderung der ZO-1-Verteilung im Vergleich zur Kontrolle.
Die Wirkung von LPS; allein oder in Kombination mit DON] ist in den Abb. schema-
tisch veranschaulicht. Die Gabe von DON (KON_DON, DON_KON) bewirkte in keinem
Darmabschnitt eine Anderung der ZO-1-Verteilung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die
Ergebnisse sind unter Angabe von Mittelwert + Standardabweichung in Abb. darge-
stellt.
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3.2 Die Wirkung von DON und LPS auf die ZO-1-Verteilung im Epithel

Proximales Mittleres Proximales Terminales
Duodenum Jejunum Jejunum Ileum Ileum

erkennbare signifikante signifikante _ keine _ keine
Anderung Anderung Anderung Anderung Anderung

R = 1: Gleichverteilung

R > 1: Umverteilung nach apikal

(a) LPS

Proximales Mittleres Proximales Terminales

Duodenum Jejunum Jejunum Ileum Ileum
ARIRERAIREAIRARAIR AR
[ ) [ ) | BK ( M BK ) (| Hu BK )

Rx1 Rx1 R=x1 R>1 R>1

R>1
signifikante signifikante signifikante _ keine _ keine
Anderung Anderung Anderung Anderung Anderung

R = 1: Gleichverteilung KON DON+LPS
R > 1: Umverteilung nach apikal DON LPS

(b) LPS und DON

Abbildung 3.7: Schema zur Toxin-Wirkung auf die ZO-1-Verteilung im intestinalen
Epithel. Die ZO-1-Fluoreszenzintensititen der apikalen und der zyto-
solischen Region wurden zueinander ins Verhiltnis gesetzt (FRatio
Fapikal/ Fzytosor). Das TJ-Protein ist griin dargestellt. Die obere Zellrei-
he entspricht der Kontrollgruppe, die untere im Panel (a) der KON_LPS-
Gruppe, im Panel (b) der Gruppen nach kombinierter Toxin-Exposition
(KON_DON+LPS, DON_LPS).
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Abbildung 3.8: Rdumliche Verteilung von ZO-1 im Diinndarmepithel, Vergleich der Ver-
suchsgruppen je Darmabschnitt. Zur Bestimmung der ZO-1-Verteilung im
Epithel wurde die Fluoreszenzintensitét in einzelnen Enterozyten von api-
kal nach basolateral gemessen. Die ermittelten Intensitdten wurden zuein-
ander ins Verhéltnis (Ratio) gesetzt (Fratio = Fapikal/Fzytosol)- Bei R=1
ist die ZO-1-Fluoreszenzintensitdt in beiden Regionen gleich verteilt, bei
R >1 hat eine Umverteilung nach apikal stattgefunden. Die Daten wur-
den mit der Prozedur ,Mixed* (Programm SAS) mit ,Versuchsgruppe,
,Darmabschnitt* und ihrer Interaktion als feste Faktoren berechnet. Zur
Kalkulierung der Unterschiede zwischen den festen Faktoren wurde der
adjusted Tukey-Kramer Post Hoc-Test durchgefiihrt. Alle Daten wurden
als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben und signifikante Unter-
schiede zwischen den Versuchsgruppen durch verschiedene Buchstaben an-
gezeigt (P <0,05).
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3.3 Die Wirkung von DON auf die 8-Catenin-Verteilung im
Epithel

Fiir die Auswertung von S-Catenin, als Adherens Junction Protein, wurden einzelne En-
terozyten des mittleren Jejunums aus den Gruppen KON_KON und KON_DON ausge-
wihlt und durch Immunfluoreszenzfirbung dargestellt (Abb. . Ausgangspunkt fiir die

20 pm

Abbildung 3.9: Ein Beispiel fiir die S-Catenin-Expression in einer jejunalen Zotte, re-
prasentativ fiir alle analysierten Proben. Die Beurteilung der S-Catenin-
Verteilung im Epithel erfolgte fiir das mittlere Jejunum der Gruppen
KON_KON und KON_DON. g-Catenin (TexasRed) ist rot, die Zellker-
ne (DAPI) sind blau gefarbt. Die Préparate wurden an einem aufrechten
Fluoreszenzmikroskop betrachtet und in 400-facher Vergréflerung fotogra-
fiert.

Auswahl dieses Darmabschnittes waren die zuvor erfolgten Auswertungen der apikalen
Z0O-1-Expression (vgl. Kapitel . Diese ergaben eine geringere Auspriagung (P < 0,001)
der apikalen ZO-1-Struktur im mittleren Jejunum der Gruppe KON_DON im Vergleich zu
den LPS-behandelten Tieren (KON_LPS, KON_LPS+DON, DON_LPS). Ziel war es des-
halb, das mittlere Jejunum auf eine magliche Anderung der 3-Catenin-Expression nach in-
travenoser DON-Applikation (KON_DON) im Vergleich zur Kontrollgruppe (KON_KON)
zu untersuchen. Fiir die Auswertung der S-Catenin-Expression wurde jeder Enterozyt
in drei Regionen unterteilt. Die zytosolischen Regionen befanden sich apikal und ba-
solateral vom Zellkern, die dritte Region bildete der Zellkern selbst. Fiir eine besse-
re Objektivierbarkeit wurde jeweils das Verhéltnis (Ratio) zwischen den Fluoreszenzin-
tensitdten von [-Catenin der zytolischen Region und dem Zellkern kalkuliert (apikale:
FRratio = Fapikal/ Fzetikern bzw. basolaterale Region: Fratio = FBasolateral/ Fzelikern)- Die
Auswertungen ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll- (KON_
KON) und der Experimentalgruppe (KON_DON). Allerdings konnte in der Kontrollgrup-
pe (KON_KON) eine signifikant hohere Anreicherung (P < 0,05) von S-Catenin im baso-
lateralen im Vergleich zum apikalen Bereich nachgewiesen werden. Dahingegen zeigten die
Ratios in der Gruppe KON_DON keine signifikanten Unterschiede. Die Ergebnisse sind in
Form von Boxplots in Abb. zusammengefasst.
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Abbildung 3.10: Rédumliche Verteilung von [S-Catenin im Epithel des mittleren Jejun-
ums der Gruppen KON_KON und KON_DON. Zur Bestimmung der
[B-Catenin-Verteilung wurde die Fluoreszenzintensitdt in einzelnen En-
terozyten von apikal nach basolateral gemessen. Es wurde das Verhéltnis
der Intensitdten von S-Catenin aus dem Zellkern und den beiden zytoplas-
matischen Arealen kalkuliert (apikales Areal: Fratio = Fapikai/FZeilkern
bzw. basolaterales Areal: Frutio = FBasolateral/FZellkern)- Zur statisti-
schen Auswertung wurde ein nicht-parametrischer Mann-Whitney-Test
durchgefiihrt. Die Daten sind in Form von Boxplots zur Veranschauli-
chung des Minimal- und Maximalwertes, Medians, unteren und oberen
Quartils abgebildet. Signifikante Unterschiede zwischen den Versuchs-
gruppen und den errechneten Verhéltnissen werden durch verschiedene
Buchstaben angezeigt (P < 0,05).
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4 Diskussion

4.1 Einleitung

Der Gastrointestinaltrakt bietet eine grofie Angriffsfliche fiir Erreger und Toxine. Eine
essenzielle Funktion des intestinalen Epithels besteht in der Ausbildung einer selektiv per-
meablen Barriere. Diese soll die Absorption von N#hrstoffen ermoglichen und dennoch
den Organismus vor dem Ubertritt toxischer Substanzen, wie DON und LPS, schiitzen.
Eine notwendige Voraussetzung fiir die Erfiillung dieser Anforderungen stellt der polare
Aufbau der Enterozyten dar. Dieser wird durch den AJK, der aus Tight und Adherens
Junction-Proteinen aufgebaut ist, gewéhrleistet. Ziel der vorliegenden Dissertation war es,
die Hypothese eines interaktiven Effektes von DON und LPS auf die epitheliale Barriere
des Diinndarms durch in vivo-Untersuchungen zu priifen. Fiir deren Durchfithrung dienten
Schweine als Versuchstiere, da sie unter den Nutz- und Versuchstieren als empfindlichste
Spezies gegeniiber DON gelten (Prelusky et al., [1994). Zudem sind sie im anatomischen
Aufbau ihres GIT und in ihrer Physiologie dem Menschen sehr &hnlich. Aus den genannten
Griinden werden Schweine als ein geeignetes Modell angesehen (Tumbleson und Schook),
1996)). Tierversuche sind in der Offentlichkeit hinsichtlich ihrer ethischen Vertretbarkeit
stark umstritten. Dennoch leisten sie einen wesentlichen Beitrag zum Erkenntnisgewinn,
da ,(...) die Komplexitit eines Organismus, also das Zusammenwirken von Organen und
Geweben, (...) nicht vollstdndig durch kiinstliche Systeme ersetzt werden* kann (Deutsche
Forschungsgemeinschaft, 2004). Unter kiinstlichen Systemen werden insbesondere in vitro-
Untersuchungen an Zelllinien verstanden, die eine Anndherung an die in vivo-Situation
darstellen. Am Institut fiir Anatomie der Medizinischen Fakultidt Magdeburg wurde im
Rahmen einer abgeschlossenen Dissertation der Einfluss von DON auf die epitheliale Bar-
riere durch in wvitro-Untersuchungen erforscht (Diesing, 2012). Grundlage bildeten zwei
intestinale porcine Epithelzelllinien (IPECs), die aus dem Diinndarm von neugeborenen
Ferkeln gewonnen wurden. Die Zellen der Linie IPEC-J2 wurden ausschliefilich aus dem
Jejunum, die der IPEC-1 weiter distal aus Jejunum und Ileum entnommen. Komplemen-
tar sollten in der vorliegenden Arbeit in vivo-Untersuchungen durchgefiihrt werden. Im
Diinndarm findet der Hauptanteil der Verdauung und der Resorption von N#hrstoffen
statt. Die Permeabilitéit der epithelialen Barriere ist in diesem Darmabschnitt grofler als
im Dickdarm (Krug, [2009), in dem im Wesentlichen die Riickresorption von Wasser und
Elektrolyten erfolgt. Es wird davon ausgegangen, dass DON nach oraler Aufnahme sehr
schnell im proximalen Anteil des Diinndarms resorbiert wird (Dénicke et al., |2004b)) und

folglich der Diinndarm die Eintrittspforte fiir das Mykotoxin darstellt.

42



4.2 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.2 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zur Beurteilung der epithelialen Barriere wurden das TJ-Protein ZO-1 und das AJ-Protein
B-Catenin untersucht. Zunéchst sollte die apikale ZO-1-Expression, als Indikator fiir TJ-
gebundenes ZO-1, analysiert werden. Die intraventse Gabe von DON (KON_DON), im
Sinne einer akuten Exposition von basolateral, bewirkte im mittleren Jejunum eine deut-
liche Anderung der apikalen ZO-1-Struktur im Vergleich zu den LPS-behandelten Tieren.
Hinsichtlich dieser verminderten Expression sollte das mittlere Jejunum ergénzend auf
eine mogliche Anderung der (-Catenin-Expression nach intravenoser DON-Applikation
(KON_DON) untersucht werden. Die Auswertungen ergaben keine signifikanten Unter-
schiede zwischen der Kontroll-(KON_KON) und der Experimentalgruppe (KON_DON).
Allerdings konnte in der Kontrollgruppe eine signifikant hohere Anreicherung von §-Cate-
nin im basolateralen im Vergleich zum apikalen zytosolischen Bereich nachgewiesen wer-
den.

In der qualitativen Betrachtung der Immunfluoreszenzbilder fiel auf, dass das Verteilungs-
muster von ZO-1 entlang der proximo-distalen Achse erheblich variierte. In der Kontroll-
gruppe (KON_KON) wiesen die Darmabschnitte Duodenum, proximales und mittleres
Jejunum ein apikales und ein zytosolisches ZO-1-Signal auf, wohingegen in den beiden
Ileum-Abschnitten nur ein apikales Signal zu sehen war. Die LPS-Exposition bewirkte
in den drei oberen Abschnitten eine Umverteilung von ZO-1 nach apikal, in den Ileum-
Abschnitten konnte keine qualitative Verdnderung der ZO-1-Verteilung festgestellt werden.
DON allein (DON_KON, KON_DON) bewirkte in keinem Darmabschnitt eine Anderung
der ZO-1-Verteilung im Vergleich zur Kontrollgruppe (KON_KON). Zur Objektivierung
der deskriptiven Ergebnisse wurde die ZO-1-Verteilung im Epithel durch Messungen der
Fluoreszenzintensitidten und durch die relativen Fluoreszenzintensitdten quantifiziert. Die
zuvor fiir die Kontrollgruppe (KON_KON) qualitativ beschriebene Verteilung von ZO-1 in
Abhéngigkeit vom Darmabschnitt konnte quantitativ belegt werden. Des Weiteren konnte
in den drei oberen Darmabschnitten, mit Ausnahme der Gruppe KON_LPS im Duodenum,
die Umverteilung von ZO-1 durch LPS bestétigt werden. Wie zuvor qualitativ beschrieben,
war in den beiden Ileum-Abschnitten nach LPS-Exposition keine Anderung zu verzeichnen.
Die alleinige Gabe von DON (DON_KON, KON_DON) fiihrte in keinem Darmabschnitt
zu einer Anderung der ZO-1-Verteilung im Vergleich zur Kontrollgruppe (KON_KON).

4.3 ZO-1 weist ein differenziertes Verteilungsmuster auf

Bei der Betrachtung der Epifluoreszenzbilder, die fiir die Auswertung der apikalen ZO-1-
Expression angefertigt wurden, fiel eine abweichende ZO-1-Verteilung zwischen den Darm-
abschnitten bzw. Versuchsgruppen auf. Diese Beobachtung gab Anlass fiir die quantitative
Auswertung der ZO-1-Verteilung in den Enterozyten entlang der proximo-distalen Achse
des porcinen Diinndarms. Zu diesem Zweck wurden die apikale und zytosolische Fluores-
zenzintensitdt von ZO-1 ins Verhéltnis gesetzt. Die Untersuchungen ergaben fiir die Kon-

trollgruppe (KON_KON) ein deutliches Verteilungsmuster entlang der proximo-distalen
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4.3 ZO-1 weist ein differenziertes Verteilungsmuster auf

Achse. Die Darmabschnitte Duodenum, proximales und mittleres Jejunum wiesen eine
Gleichverteilung (R~ 1) von ZO-1 zwischen der apikalen und zytosolischen Region auf,
wohingegen in den beiden Ileum-Abschnitten das apikale ZO-1 (R >1) iiberwog. Nach
dem jetzigen Kenntnisstand liegen keine weiteren in vivo-Daten zur ZO-1-Verteilung ent-
lang der proximo-distalen Achse des porcinen Diinndarms vor.

Rahner et al.| (2001)) untersuchten die Verteilung der Proteine Claudin-2 bis -5 im GIT von

Ratten. Claudine gehéren zu den transmembranéren TJ-Proteinen und werden als ,,Riick-

grat der TJ bezeichnet. Sie tragen wesentlich zu den Barriere-Eigenschaften, insbesondere
der Groflen- und Ladungsselektivitét, bei (Fujita et al., 2006; Van Itallie und Anderson,
2006). Die Analyse von Rahner et al. (2001)) ergab fiir die einzelnen Diinndarmabschnitte

ein dhnliches Verteilungsmuster der Claudin-Proteine. Jedoch konnten zusétzlich Unter-

schiede entlang der Krypten-Zotten-Achse aufgezeigt werden. Dieses Ergebnis sei vereinbar
mit den Unterschieden im parazellularen Transport, die von entlang der ver-
tikalen Achse beschrieben wurden. Des Weiteren wiesen die Autoren eine laterale, von den
TJ entfernte, Lokalisation der Claudine nach. Sie zogen einen Protein-Pool in Betracht.
Aus diesem kénnten iiber einen physiologischen Stimulus Proteine zu den TJ rekrutiert und
eine schnelle Anderung der parazelluliren Transporteigenschaften gewihrleistet werden.
Moglicherweise besdfien Claudin-Proteine neben der Barrierefunktion weitere Aufgaben,

die nicht mit den TJ assoziiert seien. In einem weiteren Versuch an Mausen studierten

Fujita et al.| (2006]) ebenfalls die Verteilung von Claudin-Proteinen entlang des Darms. Die

Auswertungen der Immunfluoreszenz und des Western Blots ergaben ein distinktes Ver-
teilungsmuster, welches in Abb. veranschaulicht ist. Die Forschungsgruppe um Fujita

konnte ebenfalls eine laterale und basale Lokalisation der TJ-Proteine (Claudin-7, -8, -12,
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Abbildung 4.1: Verteilung von Claudinen im Diinndarm von M&ausen. Vier Proteine aus
der Claudin-Familie (Claudin-7, -8, -12, -15) zeigen ein differenziertes Ver-
teilungsmuster entlang des murinen Diinndarms. Modifizierte Abbildung
nach [Fujita etal. (2006]). (a) Relative Expressionslevel der Claudine im
Duodenum, Jejunum und Ileum, ermittelt durch Western Blot-Analysen
und dargestellt durch die Hohe der Balken. (b) Schematische Verteilung der
Claudine. Die Farben stimmen mit den TJ-Proteinen aus Panel (a) iiber-
ein. Die Punkte und Linien entsprechen den Lokalisationen der Claudin-
Proteine an den TJ und der basolateralen Membran.




4.3 ZO-1 weist ein differenziertes Verteilungsmuster auf

-15) in den Epithelzellen nachweisen. Genau wie Rahner et al.| (2001)) gingen die Auto-
ren von einem extrajunktionalen Speicher der TJ-Proteine aus. In einer aktuellen Studie
fithrten Markov et al.| (2010)) einen direkten Vergleich zwischen der segmentalen Expression
von Claudin-Proteinen und den Barriere-Eigenschaften des intestinalen Epithels durch. Als
Versuchstiere dienten Ratten, deren Diinndarm in die Abschnitte Duodenum, proximales
Jejunum und Ileum unterteilt wurde. Die Untersuchungen ergaben, dass das TJ-Protein
Occludin apikal am Haftkomplex lokalisiert war, wohingegen die Claudin-Proteine neben
der apikalen zusétzlich eine subjunktionale Lokalisation aufwiesen. Es konnte sowohl eine
Segment-spezifische als auch eine differenzierte Expression der Claudine entlang der verti-
kalen Achse aufgezeigt werden. Die Autoren teilten die TJ-Proteine in zwei Gruppen ein:
dichte (,tightening®) und Permeabilitéits-vermittelnde Claudine. Die Abschnitte Jejunum
und Ileum waren vorrangig durch die Expression von Permeabilitits-vermittelnden, das
Duodenum durch ,tightening“ Claudine gekennzeichnet. Dieser Unterschied kénne durch
den h#ufigen Kontakt des Duodenums mit saurem Mageninhalt erklért werden (Markov
et al., [2010).

Es wird deutlich, dass sich die Analysen der TJ-Expression entlang der proximo-distalen
Achse des Darmes auf Versuche an Nagetieren konzentrieren. Im Mittelpunkt dieser Stu-
dien stehen zumeist Proteine aus der Claudin-Familie, deren Expression in den unter-
schiedlichen Spezies variiert. Insgesamt fehlen Daten zum Verteilungsmuster von ZO-1,
das als Geriistprotein fiir die Anordnung unter anderem von Claudin-Proteinen (Simons
und Fuller, 1985; [Itoh et al., 1999; [Krause et al., [2008) essenziell ist. [Kullik et al.| (2013))
untersuchten im Rahmen der vorliegenden Studie die fraktionelle Syntheserate der Protei-
ne (FSR, % Proteinsynthese / Tag) im intestinalen Epithel. Die Syntheseraten wurden mit
Hilfe der Stabilisotopen-Analytik ermittelt und ergaben fiir die Kontrollgruppe entlang
der Diinndarmachse unterschiedliche Werte: im Duodenum und Jejunum betrug die FSR
ungefiahr 70 %, wohingegen die FSR im Ileum bei ca. 50 % lag. Davon ausgehend, dass der
Proteintransfer von ZO-1 vom Zytosol (Golgi-Apparat) zum TJ-Komplex konstant statt-
findet und die ZO-1-Synthese in ihrer Ausprigung mit der Synthese der iibrigen zelluldren
Proteine iibereinstimmt, kann angenommen werden, dass in den drei oberen Abschnitten
des Diinndarms mehr ZO-1 synthetisiert wird. Eine andere mogliche Erkldrung wére, dass
der Proteintransfer von ZO-1 entlang der proximo-distalen Achse des Diinndarms variiert.
Durch einen schnelleren Transfer im Ileum wiirde neu synthetisiertes ZO-1 sogleich in den
TJ-Komplex integriert werden. Beide Uberlegungsansiitze kénnten einen extrajunktiona-
len Speicher in den drei oberen Abschnitten bzw. einen Mangel an zytosolischem ZO-1 im

Ileum erkléaren.
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4.4 Die Wirkung von DON auf die epitheliale Barriere des

Dinndarms

4.4.1 Die Wirkung von DON auf die apikale ZO-1-Expression ist abhangig
von der Applikationsroute

In der vorliegenden Arbeit wurde den Versuchstieren DON oral oder intravents verab-
reicht. Dementsprechend erreichte das Toxin in Abhéngigkeit von der Applikationsroute
die intestinale Epithelschicht von apikal {iber das Darmlumen bzw. von basolateral iiber
den Blutstrom. Die orale Applikation erfolgte mit 3,1 mg natiirlichem DON /kg Futter.
Dies entspricht einer Konzentration, die die von der EU (2006) festgelegten Richtwerte
fir DON in Futtermitteln um mehr als das Dreifache iiberschreitet (vgl. Tab. [1.1]). Die
Versuchstiere wurden iiber einen Zeitraum von 37 Tagen mit DON gefiittert, was die
chronische Exposition darstellen sollte. Die akut toxische Exposition wurde durch eine
einstiindige Infusion mit 100 ug DON / kg LM nachgestellt. Die Tiere wurden 3,25h nach
Beginn der Infusion geschlachtet. In der klinischen Untersuchung, durchgefiihrt von [Kullik
et al.| (2013)), zeigten die DON-infundierten Versuchstiere Emesis als typisches Symptom.
Beide Expositionsformen kénnen unter natiirlichen Bedingungen bei Hausschweinen auf-
treten, wobei die chronische Exposition von gréflerer praktischer Relevanz ist. Sie fiihrt
bei Tieren zu Inappetenz mit verminderter Gewichtszunahme. In einer Fiitterungsstudie
untersuchten |Dénicke etal. (2012b) die freiwillige Futteraufnahme von Schweinen. Die
Tiere bekamen ad libitum ein Fusarium-kontaminiertes (= 3 mg DON/ kg Futter) und ein
Fusarium-freies Futter iiber einen Zeitraum von zehn Wochen angeboten. Die Schweine
zeigten mit fortschreitender Versuchsdauer ein vermeidendes Verhalten gegeniiber dem
Toxin-haltigen Futter. Die freiwillige Aufnahme des kontaminierten Futters sank von 20 %
in den ersten fiinf Wochen auf 7% in den folgenden fiinf Wochen. Um in dem vorliegenden
Versuchsaufbau sicherzustellen, dass alle Versuchstiere die gleiche Futtermenge in kurzer
Zeit verzehrten, wurde das Futter restriktiv verabreicht, so dass die Problematik der In-
appetenz ausgeschaltet werden konnte.

Das TJ-assoziierte ZO-1 wurde entsprechend des zuvor definierten Score-Systems ana-
lysiert. In der Kontrollgruppe konnten keine Unterschiede entlang der proximo-distalen
Achse des Diinndarms aufgezeigt werden. Die chronische Exposition durch das DON-
haltige Futter (DON_KON) bewirkte keine Anderung der apikalen ZO-1-Expression im
Vergleich zur Kontrollgruppe. In einem zuvor durchgefiihrten in vivo-Versuch analysierten
Dénicke et al. (2012b) die ZO-1-Expression im Jejunum und Ileum von Schweinen. Die
Versuchstiere erhielten iiber eine Dauer von zehn Wochen eine vergleichbare Mykotoxin-
Konzentration (~ 3mg DON/kg Futter). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit konnten die Autoren keinen Effekt nach chronischer DON-Exposition
nachweisen. Die Analyse der apikalen ZO-1-Expression ergab keinen Unterschied zwischen
den beiden Diinndarmabschnitten der Experimental- und denen der Kontrollgruppe. Nach
dem jetzigen Kenntnisstand liegen keine weiteren in vivo-Daten zur Wirkung von DON

auf die porcine ZO-1-Expression im Diinndarm vor.
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Bracarense et al.| (2011]) studierten in einem in vivo-Versuch die Wirkung von DON auf die
Expression von Occludin im porcinen Ileum. Als Versuchstiere dienten fiinf Wochen alte
Ferkel, die iiber einen Zeitraum von 35 Tagen eine Mykotoxin-Konzentration von 3,0 mg
gereinigtem DON /kg Futter erhielten. Die Western Blot-Analysen ergaben fiir das Ile-
um eine signifikante Reduktion der Occludin-Expression. Des Weiteren quantifizierten die
Autoren in dieser Studie die Expression von Genen, die proinflammatorische Zytokine
kodieren. Sie wiesen im Ileum erhdhte Werte fiir TNF-« und IL-18 nach. Die Autoren
nahmen an, dass die erhdhte Zytokin-Expression nach DON-Applikation zur Schidigung
der TJ beitrug. Bracarense et al.| (2011)) zogen in ihrer Argumentation in vitro-Studien an
Caco-2-Zellen heran, in denen ein Zusammenhang zwischen klinisch relevanten Konzen-
trationen von TNF-« und IL-15 und einer erhchten TJ-Permeabilitéit beschrieben wurden
(Ye et al., [2006} |Al-Sadi et al.l, |2008]).

Fiir die bessere Vergleichbarkeit von in vivo- und in wvitro-Versuchen sei angemerkt, dass
0,3mg DON/ kg Futter circa einer Konzentration von 300 ng/mL bzw. 1 uM entsprechen
(Kolt-Clauw et al., 2009; [Pinton et al., 2009; Diesing}, |2012)). Die genaue Vergleichbarkeit
der in vivo- und in vitro-Versuche gestaltet sich dennoch schwierig. Bei den in vivo-Ex-
perimenten wird, wie in dem vorliegenden Versuchsaufbau, zumeist ein natiirliches, mit
DON kontaminiertes Material eingesetzt, wohingegen in den in vitro-Experimenten vor-
rangig gereinigtes DON verwendet wird. Es muss beriicksichtigt werden, dass natiirlich
kontaminiertes Getreide neben DON meist weitere Fusarientoxine und ihre Metaboliten
enthilt. Zudem korreliert die in vivo absorbierte DON-Menge nicht zwingend mit jener,
die von den Zellen der Zellkulturen aufgenommen wird (Pinton et al., [2010]).

In einem ex vivo-Versuch an porcinen Explantaten aus Proben des mittleren Jejunums zeig-
ten Pinton et al.| (2009)), dass DON die intestinale Barriere beeinflusst. Die Exposition mit
dem Mykotoxin (20 uM, 50 uM) bewirkte eine Zunahme der parazelluldren Permeabilitéit.
Des Weiteren fiihrten die Autoren zu dieser Fragestellung einen in vivo-Versuch an heran-
wachsenden Schweinen durch. Die Versuchstiere erhielten iiber eine Dauer von fiinf Wochen
ein DON-kontaminiertes Futter (2,85 mg / kg Futter). Die Western Blot-Analysen des Je-
junums ergaben eine Reduktion der Claudin-4-Expression. In einem in wvitro-Versuch an
humanen (Caco-2) und porcinen (IPEC-1) Enterozyten demonstrierten |Pinton et al.| (2009)
eine Abnahme des TEER, wodurch eine Erhohung der parazelluliren Permeabilitdt und
folglich eine Schidigung der TJ angezeigt wurde. Die Reduktion des TEER war in bei-
den Zelllinien Zeit- und Dosis-abhéngig und ging nicht mit einem erhchten Zelltod einher.
Mit Hilfe von Western Blot-Analysen konnte nach 48-stiindiger DON-Einwirkung (30 uM)
eine verminderte Expression fiir die Proteine Claudin-3 in Caco-2-Zellen und Claudin-4
in beiden Zelllinien nachgewiesen werden. Trotz der hohen DON-Konzentrationen war die
immunhistochemische Farbung der TJ-Proteine Occludin und ZO-1 unveréndert. Pinton
et al.| (2009) schlussfolgerten, dass das alleinige Vorhandensein von ZO-1 und Occludin
nicht ausreichend sei fiir den parazelluldren Verschluss im intestinalen Epithel. Sie stellten
die Hypothese auf, dass DON die Expression von TJ-Proteinen, wie z. B. Claudin-4, {iber
die Aktivierung der MAPKSs reduziere und dadurch die Barriere-Funktion im Darm beein-
flusse. Ein Jahr spéter vertffentlichte die Forschungsgruppe um Pinton Ergebnisse eines

in vitro-Versuches an IPEC-1-Zellen (Pinton etal., 2010). Zunéichst wiesen die Autoren
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nach, dass eine einstiindige Inkubation der Zellen mit 30 uM DON die Aktivierung der
MAPK p44 / 42 ERK bewirkte. Des Weiteren fithrte DON (30 uM, 48 h) zu einem Anstieg
der parazelluldren Permeabilitéit. Dieser konnte durch Vorbehandlung der IPEC-1-Zellen
mit dem MAPK-Inhibitor U0126 verhindert werden. Zudem konnte die durch DON hervor-
gerufene verminderte Claudin-4-Expression durch Zugabe des MAPK-Inhibitors teilweise
wiederhergestellt werden. Diese Ergebnisse stiitzen die zuvor von den Autoren aufgestellte
Hypothese und lassen die Beteiligung eines MAPK-abhingigen Mechanismus in der Re-
duktion der Barrierefunktion durch DON annehmen.

Van de Walle etal. (2010) inkubierten Caco-2-Zellen mit DON-Konzentrationen von 0,
50, 500 und 5000 ng/mL fiir einen Zeitraum von 24 h. Die Mykotoxin-Applikation rief ei-
ne Konzentrations-abhingige Reduktion der gesamten Proteinmenge und simultan eine
Zunahme der parazelluliren Permeabilitdt hervor. Die Western Blot-Analysen ergaben
fiir Claudin-4 eine Konzentrations-abhéingige Reduktion, wohingegen die Expression von
Occludin unveréndert war. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von [Pinton et al.| (2009))
iiberein. Eine Beteiligung der MAPKs ERK1 /2 und JNK konnten die Autoren jedoch
nicht nachweisen. |Van de Walle et al.| (2010) nahmen an, dass DON eher durch Hemmung
der Protein-Neusynthese als durch einen verstirkten Abbau oder eine Delokalisierung die
Reduktion der Claudin-4-Expression hervorrufen wiirde.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Pinton et al.| (2009) ergaben die in wvitro-Unter-
suchungen von Diesing et al| (2011b]) eine massive Schiadigung der ZO-1-Struktur nach
DON-Exposition. Zellen der Linien IPEC-J2 und IPEC-1 wurden auf impermeablem Un-
tergrund geziichtet und mit DON inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 48 h mit ei-
ner DON-Konzentration von 2000 ng/mL zeigten beide Zelllinien eine geschidigte ZO-1-
Struktur, wobei die IPEC-J2-Zellen empfindlicher auf das Mykotoxin reagierten als die
IPEC-1-Zellen. Die Inkubation mit 200 ng/mL DON hingegen hatte keine Auswirkungen
auf die Struktur des TJ-Proteins. Im Kontrast zu den Ergebnissen der Immunfluoreszenz-
Mikroskopie war die Z0O-1-Schidigung im Western Blot im Vergleich zur Kontrolle mo-
derat. In einem weiteren Versuch dieser Forschungsgruppe wurden IPEC-J2-Zellen auf
einem permeablen Untergrund, wie in Abb. veranschaulicht, geziichtet (Diesing et al.,
2011a). Die Zellen dieses Modells unterschieden sich von denjenigen Zellen, die auf einem
impermeablen Untergrund wuchsen, durch eine ausgepréigtere hochprismatische Morpho-
logie. Die IPEC-J2-Zellen wurden von apikal im Sinne einer luminalen Exposition mit
2000 ng/mL DON inkubiert. In der Immunfluoreszenz und im Western Blot konnte kei-
ne Schidigung der ZO-1-Struktur nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis, welches laut der
Autoren durch den permeablen Untergrund sehr gut mit der in vivo-Situation vergleichbar
sei, stimmt mit denen der vorliegenden Arbeit iiberein. Entgegen der apikalen Exposition
wies die basolaterale Gabe, die ein Modell fiir die systemische Exposition iiber den Blutweg
darstellen sollte, im Western Blot nach 72 h bei einer Konzentration von 2000 ng/mL DON
eine deutliche Abnahme der ZO-1-Expression auf. In der Immunfluoreszenz hingegen konn-
te keine Anderung der ZO-1-Lokalisation nachgewiesen werden. Die Autoren nahmen an,
dass die Diskrepanz der Ergebnisse — eine verminderte Expression bei unveréinderter Loka-
lisation — durch die aufgetretenen Liicken in der Zellschicht, die mit einem erhohten Zelltod

einhergingen, erklédrt werden kénnte. Folglich sei durch den Zellverlust eine Reduktion von
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Abbildung 4.2: Schematischer Aufbau einer Membrankultur. Die Zellen wachsen auf einem
permeablen Untergrund, weisen einen polaren Aufbau auf und kénnen so-
wohl durch das apikale als auch durch das basolaterale Mediumreservoir

inkubiert werden. Modifizierte Darstellung nach (2012).

Z0O-1 im Western Blot nachzuweisen. Die iibrig gebliebenen Zellinseln hingegen zeigten

in der Immunfluoreszenz eine intakte ZO-1-Struktur. Im gleichen Versuch analysierten

Diesing et al.| (2011al) die Claudin-3-Expression. Bereits nach 24 h konnte bei einer Kon-

zentration von 2000 ng/mL DON sowohl in der Immunfluoreszenz als auch im Western
Blot eine starke Reduktion der Claudin-3-Expression nachgewiesen werden. Diese trat je-
doch nur nach basolateraler, nicht nach apikaler Exposition auf. Mit diesen Ergebnissen
konnte gezeigt werden, dass DON einen stéirkeren Einfluss auf die Claudin-3-Expression

und -struktur im Vergleich zu ZO-1 ausiibte. Diese Erkenntnisse stimmen weitgehend mit

denen von Pinton et al.| (2009)) iiberein und kénnten mit der exponierteren Lage der trans-

membraniren TJ-Proteine im Vergleich zu ZO-1 zusammenhéngen. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass die Epithelzellen resistent gegeniiber der apikalen DON-Exposition
zu sein schienen. Nach basolateraler Gabe, im Sinne einer systemischen Exposition, konnte
eine Schidigung der TJ-Proteine ZO-1 und Claudin-3 durch DON aufgezeigt werden. Die

Autoren schlussfolgerten, dass die Empfindlichkeit der porcinen intestinalen Epithelzel-

len gegeniiber DON abhéngig von der Applikationsroute sei (Diesing et al 2011a). Diese

Hypothese kann durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestéitigt werden. Im mitt-
leren Jejunum konnte eine stark verminderte ZO-1-Expression nach intravendser, akuter
Mykotoxin-Exposition (KON_DON) im Vergleich zu den LPS-behandelten Tieren nachge-
wiesen werden. Im Gegensatz dazu bewirkte die orale, chronische Exposition (DON_KON)
weder in diesem noch in einem anderen Darmabschnitt einen Effekt auf die apikale ZO-1-
Struktur. Aufgrund der hohen Streuung in der Kontroll- und der DON_KON-Gruppe, wie
in Abb. auf Seite [31] deutlich erkennbar, konnten jedoch keine signifikanten Unterschie-
de zur KON_DON-Gruppe aufgezeigt werden.

Ferner diskutierten [Diesing et al| (2011a) fiir die in vivo-Situation einen Reabsorptions-

Mechanismus fiir DON aus dem Blutstrom. Sie nahmen an, dass DON im oberen Anteil
des Diinndarms absorbiert werde und weiter distal iiber den Blutstrom von der basalen

Seite an die Epithelzellen gelange. Diese Annahme wird durch die Ergebnisse von [Dénicke
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et al. (2012b) gestiitzt. Die Forschungsgruppe konnte im distalen Diinndarm Effekte von
DON auf die intestinale Morphologie nachweisen, obwohl das Mykotoxin beim Schwein
nach peroraler Aufnahme sehr schnell (innerhalb von 15 Minuten) und fast vollstdndig
(91,5 +27,4%) im proximalen Anteil des Diinndarms absorbiert wird (Goyarts und Dé-
nicke, |2006)). Anhand der Literaturrecherche und den eigenen Ergebnissen konnte gezeigt
werden, dass die Applikationsroute einen entscheidenden Einflussfaktor darstellt. Dieser
Aspekt sollte in weiteren in wvivo- und in vitro-Untersuchungen zur Wirkung von DON

beriicksichtigt werden.

4.4.2 DON zeigt keinen Einfluss auf die ZO-1-Verteilung im Epithel

Die alleinige Gabe von DON (DON_KON, KON_DON) fiihrte in keinem Darmabschnitt
zu einer Anderung der ZO-1-Verteilung im Vergleich zur Kontrollgruppe (KON_KON).
Die im Rahmen derselben Studie durchgefiihrten Analysen der Leber-Morphologie und
-Funktion und die Messungen der FSR ergaben weder nach oraler noch nach intraveno-
ser Applikation von DON eine signifikante Anderung im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Stanek etal., 2012; Kullik etal., 2013). In einer weiteren in vivo-Studie untersuchten
Dénicke et al.| (2006) ebenfalls mit Hilfe der Stabilisotopen-Analytik die FSR im Diinn-
darm von Schweinen. Die Versuchstiere erhielten {iber einen Zeitraum von vier Wochen
ein Fusarium-kontaminiertes Futter mit einer Dosis von 5, 7mg DON / kg Futter. Die Tie-
re einer anderen Versuchsgruppe, die dem Mykotoxin akut ausgesetzt wurde, bekamen
53 ug DON / kg LM einmalig als Bolus infundiert. Die Gabe von DON bewirkte, unab-
héngig von der Applikationsrichtung, im Ileum eine signifikante Reduktion der FSR im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Autoren erwogen, dass in diesem Darmabschnitt die
hohe Dichte an Peyer-Platten urséchlich sein koénnte (Dénicke et all, 2006). Kullik et al.
(2013)) erklérten die abweichenden Ergebnisse durch die Unterschiede im Versuchsaufbau.
Die Zeitintervalle zwischen der intraventsen Mykotoxin-Gabe, der Stabilisotopen-Analytik
und der Schlachtung sei langer gewesen als in dem vorherigen Versuch von |Dénicke et al.
(2006). Dadurch seien im vorliegenden Versuch vor und wéhrend der Proteinsynthese-
Messung geringere DON-Konzentrationen in den Geweben erreicht worden. Des Weite-
ren sei die DON-Dosis der Fiitterungsgruppe im vorliegenden Versuchsdesign nur in etwa
halb so gro3 gewesen, wodurch die fehlenden DON-Effekte erkldrt werden konnten. Die
Messungen der FSR lassen schlussfolgern, dass DON in der verabreichten Dosierung und
dem Versuchsaufbau keinen Einfluss auf die Proteinsynthese im porcinen Diinndarm zeigt
(Kullik et al., 2013). Dieses Ergebnis ist vereinbar mit den vorliegenden Ergebnissen zur
Z0-1-Verteilung im Epithel. Jedoch muss beriicksichtigt werden, dass die Messungen der

FSR alle Proteine der Gewebeproben erfassten.

4.4.3 DON é&ndert die zytoplasmatische -Catenin-Verteilung im Epithel

Im Hinblick auf die geschadigte ZO-1-Struktur im mittleren Jejunum erfolgte die 5-Catenin-
Auswertung exemplarisch fiir diesen Darmabschnitt nach intraventser DON-Applikation
(KON_DON) im Vergleich zur Kontrollgruppe (KON_KON). Es wurde das Verhéltnis
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zwischen der Fluoreszenzintensitdt von [-Catenin von beiden zytoplasmatischen Regio-
nen (apikal bzw. basolateral) und dem Zellkernareal analysiert. Weder das Ratio der
apikalen noch das der basolateralen Region zeigte einen signifikanten Unterschied zwi-
schen den beiden Versuchsgruppen. Allerdings variierte die Verteilung im Zytoplasma:
die Kontrolltiere wiesen eine signifikante Akkumulation des AJ-Proteins im basolatera-
len im Vergleich zum apikalen Zytoplasma auf, wohingegen die DON-infundierten Tiere
eine homogenere Verteilung aufzeigten. In dieser Gruppe (KON_DON) konnte kein Unter-
schied in der §-Catenin-Akkumulation zwischen den beiden zytoplasmatischen Regionen
nachgewiesen werden. Demzufolge bewirkte DON nach systemischer Applikation eine An-
derung der zytoplasmatischen [-Catenin-Verteilung. Moglicherweise geht diese mit einer
Verschiebung des intrazelluliren Protein-Transportes von S-Catenin einher. Die Anderung
der p-Catenin-Verteilung in den Enterozyten zu einem homogeneren Muster nach intra-
venoser DON-Applikation bedarf weiterer Untersuchungen. Diese sollten unter anderem
die iibrigen Diinndarmabschnitte und die orale Toxin-Applikation einbeziehen. Nach dem
jetzigen Kenntnisstand liegen keine Studien vor, die die gewonnenen Erkenntnisse iiber
die S-Catenin-Verteilung im mittleren Jejunum von Schweinen bestétigen oder widerlegen
konnten.

In einem in vivo-Versuch untersuchten Bracarense et al.| (2011]) die Wirkung von DON auf
die E-Cadherin-Expression. Das AJ-Protein ist ein membranstéindiges Glykoprotein, an
dessen zytoplasmatische Doméne [-Catenin bindet (Néthke et al.l |1994). Als Versuchstie-
re dienten fiir den genannten Versuch fiinf Wochen alte Ferkel, die iiber einen Zeitraum
von 35 Tagen eine Mykotoxin-Konzentration von 3,0 mg gereinigtem DON / kg Futter er-
hielten. Bracarense et al.| (2011)) wiesen zunéchst mit Hilfe von Western Blot-Analysen eine
Reduktion der E-Cadherin-Expression im Ileum nach. Daraufhin fithrten sie immunhisto-
chemische Analysen fiir die Abschnitte Jejunum und Ileum durch. Die Beurteilung erfolgte
entweder als ,normal“ mit homogener, starker Farbung der basolateralen Membran oder
als ,abgeschwicht mit heterogener, schwacher Farbung. Die Auswertungen ergaben fiir
beide Darmabschnitte eine signifikante Reduktion der E-Cadherin-Expression. Diese Er-
gebnisse unterstiitzen die Annahme, dass DON einen potenziellen Effekt auf die AJ im

porcinen Diinndarm zeigt.

4.5 Die Wirkung von LPS auf die epitheliale Barriere des

Diinndarms

4.5.1 LPS zeigt keinen Einfluss auf die apikale ZO-1-Expression

Die Epithelzellschicht des GIT steht durch das Vorhandensein der fakultativ pathogenen
Kommensalen in permanentem Kontakt mit LPS. Naik etal.| (2001) isolierten humane
Epithelzellen aus Caco-2-Kulturen, fetalen Darm-Explantaten und Diinndarmresektaten.
Sie untersuchten die Zellen auf die Expression des TLR4, welche nicht nachgewiesen wer-
den konnte. Die Autoren gingen davon aus, dass das Fehlen des LPS-Rezeptorkomplexes

auf intestinalen Epithelzellen zum Schutz vor Uberstimulation diene. In einer in vitro-
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Studie an einer intestinalen M&use-Epithelzelllinie (m-1C.2) konnten Hornef et al.| (2002)
nachweisen, dass sowohl CD14 als auch TLR4 exprimiert wurde. Nach LPS-Inkubation
(0,1 —10pg /mL, 12h) wiesen die Zellen eine gesteigerte Transkription und ein verstérk-
tes Oberflachensignal fiir CD14 auf. Die Immunférbung von TLR4 ergab ein intrazelluldres
Signal im Bereich des Golgi-Apparates. Des Weiteren zeigten die Autoren, dass die Vor-
behandlung der Zellen mit niedrigen LPS-Konzentrationen (0,001 pug / mL) zur Hemmung
der nachfolgenden Zellaktivierung und folglich zu einer Toleranzentwicklung fiihrte. Die
Forschungsgruppe bezeichnete die Internalisierung und Kolokalisierung von LPS an den in-
trazelluliren TLRA4 als obligatorischen Schritt fiir den Prozess der Endotoxin-Erkennung
in intestinalen Epithelzellen. Wassef et al.| (2004) gelang es, beim Schwein ebenfalls das
Vorhandensein des TLR4 im Diinndarmepithel nachzuweisen. Die in vivo-Untersuchungen
ergaben sowohl eine zytosolische als auch eine luminale Expression des Rezeptors. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die intestinalen Epithelzellen nicht nur permanent mit luminalem
LPS in Kontakt stehen, sondern auch fortwéhrend tiber den TLR4 mit dem Endotoxin
interagieren. Zudem unterliegt die individuelle LPS-Belastung erheblichen Schwankungen
(Ganey und Roth, 2001)). Sie ist abhéingig von vielen Faktoren, wie der Umwelt, vorbeste-
henden Infektionen und Bedingungen, die einen Ubertritt von LPS aus dem GIT in den
systemischen Kreislauf begiinstigen oder hemmen. Aus den genannten Griinden wurde im
vorliegenden Versuchsaufbau den Tieren LPS ausschlieBlich intravends im Sinne der sys-
temischen Infektion verabreicht. Die Tiere bekamen 7,5 pg LPS /kg LM innerhalb einer
Stunde infundiert und wurden 3,25h nach Beginn der Infusion geschlachtet.

Die intravenose Applikation von LPS (KON_LPS) fiihrte zu keiner Anderung der apika-
len ZO-1-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis stimmt mit denen
von |Chin et al.| (2006)) iiberein. Thre in vitro-Untersuchungen ergaben, dass die basolate-
rale Exposition mit LPS zu keiner Anderung der epithelialen Barriere-Funktion fiihrte.
Die Autoren inkubierten die intestinale Epithelzelllinie SCBN mit E.coli-LPS in Kon-
zentrationen von 10 — 50 pg/mL. Die Messungen der epithelialen Permeabilitéit, ermittelt
durch den transepithelialen Ubertritt von markiertem Dextran, ergaben nach apikaler Ap-
plikation (50 pg/mL) eine signifikante Zunahme nach 2h und 24 h. Diese ging mit einer
gestorten TJ-Integritdt einher, die sich durch eine diskontinuierliche perizelluldre ZO-1-
Firbung darstellte. Im Gegensatz dazu bewirkte die basolaterale Exposition keine An-
derung der epithelialen Permeabilitéit, die jedoch ausschliefllich durch Tracer-Messungen
beurteilt wurde. |Chin et al.| (2006) schlussfolgerten, dass die apikale Exposition mit hohen
LPS-Konzentrationen direkt zur Apoptose der Zellen und folglich zu einem Zusammen-
bruch der epithelialen Integritét fiihre.

Die intestinale Epithelschicht unterliegt einer stindigen Zellabschiirfung und -erneuerung.
Unter physiologischen Umstédnden kann die Barrierefunktion wahrend dieses Vorgangs auf-
rechterhalten werden. Pathologische Zusténde, wie der septische Schock, kénnen zu einem
grofien Zellverlust und dem Zusammenbruch der Barriere fithren (Marchiando et al., 2011)).
In der klinischen Untersuchung der vorliegenden Studie wiesen alle Versuchstiere mehr
als ein Sepsis-typisches Symptom, wie z. B. Fieber, Tachykardie, Dyspnoe, Emesis oder
gerdtete Konjunktiven, auf. Die rektale Temperatur stieg innerhalb von 3h nach Infusi-
onsbeginn von 38,6-38,8°C auf 39,7-40,3°C an (Kullik et al.l 2013). Die Sepsis ist durch
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eine generalisierte Storung der Himodynamik gekennzeichnet. Sie fithrt zu einem reduzier-
ten Herzzeitvolumen mit kompensatorischer Tachykardie. Durch die sympathoadrenerge
Reaktion kommt es zur Zentralisation mit bevorzugter Perfusion von Vitalorganen, wie
Herz und Gehirn (Schuchert, 2009)). Der Darm spielt in diesem Krankheitszustand ei-
ne besondere Rolle. Er wird als ,Motor des Multiorganversagens®* verstanden (Carrico
et al.l [1986; Marshall et al., |1993)). Die Minderperfusion des Gastrointestinaltraktes resul-
tiert in Epithelnekrosen und Stérungen der Barrierefunktion. Folglich kommt es zu einer
vermehrten Translokation von Bakterien und ihren Toxinen. Der GIT kann im Sinne ei-
nes ,undrained abscess® das septische Krankheitsbild verstarken (Marshall et al. 1993).
Kullik et al.| (2013]) nahmen an, dass sich die Tiere des gemeinsamen Versuches zum Zeit-
punkt der FSR-Messungen bzw. der Schlachtung (3,25 h nach Beginn der Toxin-Infusion)
in der dekompensierten, hypodynamen Phase der Sepsis befanden. Die Analyse der apika-
len ZO-1-Struktur nach systemischer LPS-Exposition ergab die Integritéit des T'J-Proteins.
Entsprechend dieses Ergebnisses kann angenommen werden, dass die LPS-Infusion zum
Zeitpunkt des Schlachtens keine ausgeprigten Epithelnekrosen im Intestinum hervorgeru-
fen hatte. Zu dhnlichen Erkenntnissen kamen Stanek et al| (2012), die im Rahmen dersel-
ben Studie die Leber-Morphologie untersuchten. In der KON_LPS-Gruppe konnten keine
nekrotischen Verédnderungen nachgewiesen werden. Daraus wurde geschlussfolgert, dass
Nekrosen erst spéter in der chronologischen Abfolge der Sepsis auftreten wiirden. [Saetre
et al.| (2001) injizierten Schweinen 1,7 ug E.coli-LPS /kg LM und entnahmen vor, wih-
rend und nach Beendigung der Infusion Biopsien aus der Leber. Erst nach sechs Stunden
konnten nekrotische Areale nachgewiesen werden. In der vorliegenden Studie wurden die
Versuchstiere bereits 3,25h nach Beginn der Infusion geschlachtet, wodurch das Fehlen
von Nekrosen erkldrt werden kann.

In der detaillierten Betrachtung der Ergebnisse wird deutlich, dass die intravendse Appli-
kation von LPS bzw. DON im mittleren Jejunum zu entgegengesetzten Ergebnissen fiihrte.
Das Mykotoxin bewirkte in diesem Darmabschnitt eine deutlich verminderte ZO-1-Expres-
sion, die nach intraventser LPS-Applikation nicht nachgewiesen werden konnte. Zudem
zeigten die LPS-behandelten Tiere homogenere ZO-1-Werte als die Kontrolltiere. Diese
entgegengesetzten Ergebnisse der Gruppen KON_LPS und KON_DON miissen jedoch
kritisch betrachtet werden, da zwar beide Gruppen im mittleren Jejunum signifikant un-
terschiedlich zueinander waren, sich jedoch nicht von der Kontrollgruppe unterschieden.

Das wiederum koénnte durch die hohe Streuung in der Kontrollgruppe erkléart werden.

4.5.2 LPS andert die ZO-1-Verteilung im Epithel

In der Kontrollgruppe wiesen die drei oberen Diinndarmabschnitte Duodenum, proxima-
les und mittleres Jejunum eine Gleichverteilung (Ra1) von ZO-1 zwischen der apikalen
und zytosolischen Region auf, wohingegen in den beiden Ileum-Abschnitten das apikale
Z0O-1 (R>1) iiberwog. Die systemische Gabe von LPS fiihrte in den beiden Jejunum-
Abschnitten zu einer signifikanten Umverteilung von ZO-1 nach apikal im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Diese fand ebenfalls im Duodenum statt, erreichte jedoch keine statisti-

sche Signifikanz. Insgesamt wiesen alle fiinf Darmabschnitte der Gruppe KON_LPS eine
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iiberwiegend apikale Akkumulation von ZO-1 auf (R >1). Dieses Ergebnis, schematisch
veranschaulicht in Abb. auf Seite stimmt mit der Analyse des TJ-assoziierten
Z0-1 iiberein, die fiir dieselbe Versuchsgruppe eine intakte Integritit des TJ-Proteins
ergab. In Synopsis der Ergebnisse der apikalen ZO-1-Struktur und des Verteilungsmus-
ters in den Enterozyten wire denkbar, dass bei LPS-Exposition eine Umverteilung der
TJ-Proteine, aus einem zytosolischen Speicher nach apikal, zur Aufrechterhaltung bzw.
Wiederherstellung der Barriere-Eigenschaften beitragen kénnte. Eine weitere mogliche Er-
kldrung wére, dass LPS indirekt iiber die Hemmung der Proteinsynthese regulatorisch auf
die ZO-1-Verteilung einwirke. Die Messungen der FSR ergaben fiir alle Darmabschnitte
nach intravendser LPS-Applikation (KON_LPS) eine signifikante Abnahme im Vergleich
zur Kontrollgruppe (Kullik et al., 2013). Dennoch gibt keiner der beiden Erklarungsansét-
ze Aufschluss iiber die besondere Empfindlichkeit des Jejunums. Diese sollte Gegenstand
weiterer Untersuchungen sein.

Zu gegensitzlichen Ergebnissen und Schlussfolgerungen kamen Morita et al.| (2012) in einer
aktuellen in vitro-Studie. Sie untersuchten die funktionellen und morphologischen Ande-
rungen der TJ-Proteine ZO-1 und Occludin nach LPS-Exposition. Die Zellen der intes-
tinalen Epithelzelllinie T84 wurden von apikal mit 10, 100 oder 300 ug/mL FE.coli-LPS
inkubiert. Die Barrierefunktion wurde durch Messungen des TEER beurteilt, die Expres-
sion der TJ-Proteine mittels Western Blot und konfokaler Lasermikroskopie analysiert. Die
Gabe von LPS (10, 100, 300 nug/mL) fithrte nach 6 h zu einer Dosis-abhéingigen Abnahme
des TEER. Nach 24 h konnte bei den Zellen, die mit einer niedrigen LPS-Konzentration
(10 pg/mL) inkubiert wurden, ein Wiederanstieg des TEER bis zum Erreichen des Kon-
trollniveaus verzeichnet werden. Die Western Blot-Analysen ergaben zwischen den Ver-
suchsgruppen keine Unterschiede der Expressionslevel, wohingegen die Mikroskopie fiir
beide TJ-Proteine nach LPS-Applikation (300 pg/mL, 6h) eine diskontinuierliche Farbung
aufzeigte. Die Autoren erklidrten das Erreichen der TEER-Ausgangswerte bei niedrigen
LPS-Konzentrationen durch einen méglichen , Erholungs“-Mechanismus. Dieser sei im Sin-
ne der Toleranzentwicklung denkbar. Hohe LPS-Konzentrationen (300 nug/mL) hingegen
wiirden zu Anderungen der TJ-Lokalisation fiihren. Eine Anderung der ZO-1-Verteilung,
aus dem TJ-Komplex heraus mit Akkumulation im Zytosol, wurde aufgrund der gleichblei-
benden Expressionslevel geschlussfolgert und als urséichlich fiir die Abnahme des TEER
erklart (Morita etal., 2012). Im Zusammenhang mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit und den eigenen Hypothesen wéire die bereits angesprochene Umverteilung der TJ-
Proteine aus einem zytosolischen Speicher nach apikal ebenfalls denkbar. Dadurch kénnte
bei niedrigen bis moderaten LPS-Konzentrationen die Aufrechterhaltung bzw. Wieder-
herstellung der Barriere-Eigenschaften gewéhrleistet werden. Hohe LPS-Konzentrationen
hingegen koénnten zu Beeintrdchtigungen des intrazelluliren Proteintransfers zum TJ-
Komplex und folglich zur Dysfunktion der epithelialen Barriere fithren. Dies ist jedoch
spekulativ und bedarf weiterer Untersuchungen.

Ahnliche Ergebnisse wie von Morita et al.| (2012) konnten bereits bei einer geringeren LPS-
Konzentration (50 pg/mL) erzielt werden (Chin et al., 2006). Die intestinale Epithelzelllinie
SCBN wurde von apikal mit dem Endotoxin inkubiert. Nach 2h konnte eine diskontinu-

ierliche ZO-1-Farbung nachgewiesen werden. In betroffenen Zellen, die kein apikales ZO-1
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mehr aufwiesen, konnte eine zytosolische Akkumulation des TJ-Proteins aufgezeigt wer-
den. Die Vorbehandlung der Zellkulturen mit einem Caspase-3-Inhibitor verhinderte die
LPS-induzierten Pathologien. Die kontinuierliche ZO-1-Farbung blieb aufrechterhalten.
Die Autoren schlussfolgerten, dass LPS iiber die Aktivierung der Caspase-3 die Stérung
der TJ-Integritdt bewirke. Caspasen sind ausschlaggebende Mediatoren des programmier-
ten Zelltods. Als intrazelluléire Proteasen katalysieren sie die Spaltung vieler Schliisselpro-
teine und bewirken die Apoptose (Porter und Jénicke, |1999).

Beide Forschungsgruppen zeigten, dass in vitro die apikale LPS-Exposition zur Stérung der
Z0O-1-Integritét fithrte. [Morita et al. (2012) nahmen eine zytosolische ZO-1-Akkumulation
an, |Chin et al. (2006]) wiesen jene nach. Diese Schlussfolgerungen bzw. Ergebnisse stimmen
nicht mit denen der vorliegenden Arbeit {iberein. Méglich wiren zum einen unterschiedli-
che Mechanismen des Endotoxins in Abhéngigkeit von der Applikationsrichtung und zum
anderen die bereits induzierte Apoptose, wie im Fall der zuletzt beschriebenen Studie.
Marchiando etal.| (2011) applizierten hohe Dosen von TNF-a (7,5 ug intraperitoneal)
und induzierten eine gesteigerte Zellabschiirfung und Apoptose im Diinndarmepithel von
Mausen. Gegenstand dieser Untersuchung war es, die Umverteilung der TJ und die Auf-
rechterhaltung der Barrierefunktion zu untersuchen. Nach Zytokin-Applikation wurde der
Diinndarm der Versuchstiere erdffnet und die Mucosa durch konfokale Mikroskopie vi-
sualisiert. Die Untersuchungen ergaben eine Umverteilung von ZO-1 und Occludin vom
AJK zur lateralen Membran. Wenige Minuten bevor der Zellkern nach apikal wanderte,
bildeten die TJ-Proteine einen , Trichter um die apoptotische Zelle. [Marchiando et al.
(2011)) beschrieben diese auBergewthnliche Plastizitdt der TJ-Struktur als essenziell fiir

die Aufrechterhaltung der Barrierefunktion.

4.6 Die Wirkung von DON und LPS auf die epitheliale Barriere

des Dunndarms

4.6.1 DON und LPS zeigen keinen interaktiven Effekt auf die apikale ZO-1-
Expression

Ein zentrales Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den in der Literatur beschriebenen in-
teraktiven Effekt der Toxine DON und LPS in Abh#ngigkeit von der Expositionsrichtung
(apikal vs. basolateral) bzw. der Dauer (akut vs. chronisch) zu untersuchen. Zu diesem
Zweck wurde die Applikation der beiden Toxine variiert. Die DON_LPS-Gruppe sollte
Hinweise auf eine mogliche Sensibilisierung oder Toleranzentwicklung durch die voran-
gegangene chronische Mykotoxin-Exposition geben. Die KON_DON+LPS-Gruppe sollte
Aussagen iiber potenzielle interaktive Effekte ermoglichen, die bei gleichzeitiger systemi-
scher Zirkulation auftreten und zur Beeinflussung der Toxikokinetik- und -dynamik des
jeweils anderen Toxins fithren konnten. Eine aktuelle Studie von |Dénicke et al.| (2012a)) gibt
Hinweise darauf, dass die Toxikokinetik einen potenziellen Einflussfaktor in der Interakti-
on beider Toxine darstellt. Die Autoren untersuchten die Eliminierungskinetik von DON

aus dem porcinen Plasma bei alleiniger (100 pg DON /kg /h) oder kombinierter Toxin-
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Applikation mit LPS (7,5 ug / kg /h). Die Endotoxin-Exposition rief bei den Versuchstie-
ren eine Akute-Phase-Reaktion hervor, die klinisch durch Symptome des endotoxémischen
Schocks apparent wurde. Die Untersuchungen ergaben nach der einstiindigen Infusion eine
signifikant hohere, maximale DON-Konzentration in der Gruppe mit kombinierter Toxin-
Gabe (DON+LPS). Das Verteilungsvolumen und die Plasma-Clearance von DON waren
signifikant niedriger in der DON+LPS-Gruppe im Vergleich zur DON-Gruppe. Ursédchlich
fiir die hoheren DON-Konzentrationen in den endotoxdmischen Schweinen kénnte einer-
seits eine hdmodynamisch hervorgerufene, lingere Persistenz von glukuronidiertem DON
oder andererseits eine verinderte Glukuronidierungs-Aktivitiat sein. Die Autoren zogen
beide Moglichkeiten in Betracht (Dénicke et al., 2012a). Diese Studie verdeutlicht, dass die
in diesem Versuchsaufbau gleichzeitig durchgefiihrte, systemische Applikation von DON
und LPS als sinnvoll erachtet werden kann.

Das TJ-assoziierte ZO-1 wurde entsprechend des zuvor definierten Score-Systems ana-
lysiert. In der Kontrollgruppe konnten keine Unterschiede entlang der proximo-distalen
Achse des Diinndarms aufgezeigt werden. Die kombinierte Toxin-Gabe (KON_DON+LPS,
DON_LPS) fithrte zu keiner Anderung der apikalen ZO-1-Expression im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Des Weiteren konnten keine Unterschiede zwischen den Gruppen mit kom-
binierter Toxin-Exposition nachgewiesen werden. Im Zusammenhang mit den Ergebnissen
der alleinigen Toxin-Applikation (DON_KON, KON_DON, KON_LPS) kann ein interak-
tiver Effekt der beiden Toxine auf die apikale ZO-1-Struktur ausgeschlossen werden. Nach
dem jetzigen Kenntnisstand gibt es keine vergleichbaren in vivo-Daten, die diese Annahme

untermauern oder widerlegen kénnten.

4.6.2 DON und LPS zeigen keinen synergistischen Effekt auf die ZO-1-
Verteilung im Epithel

In der Kontrollgruppe wiesen die drei oberen Diinndarmabschnitte Duodenum, proximales
und mittleres Jejunum eine Gleichverteilung (R~ 1) von ZO-1 zwischen der apikalen und
zytosolischen Region auf, wohingegen in den beiden Ileum-Abschnitten das apikale ZO-1
(R>1) iiberwog. Die kombinierte Toxin-Gabe von DON und LPS fiihrte in den drei obe-
ren Abschnitten zu einer signifikanten Umverteilung von ZO-1 nach apikal im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Die alleinige LPS-Exposition (KON_LPS) hingegen bewirkte lediglich
in den jejunalen Darmabschnitten eine signifikante Anderung der ZO-1-Verteilung. Insge-
samt wiesen alle fiinf Darmabschnitte der Gruppen KON_DON+LPS und DON_LPS eine
iiberwiegend apikale Akkumulation von ZO-1 auf (R >1). Dieses Ergebnis, schematisch
veranschaulicht in Abb. auf Seite stimmt mit der Analyse des TJ-assoziierten
Z0O-1 iiberein, die fiir dieselben Versuchsgruppen die Integritdt des TJ-Proteins ergab.
Entgegen der vorliegenden Ergebnisse ergaben die Messungen der FSR Unterschiede zwi-
schen den beiden Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Kullik et al., [2013)). Die in-
travenose LPS-Applikation in Kombination mit DON (KON_DON+LPS) fiihrte zu ei-
ner starken Beeintréchtigung der Proteinsynthese im gesamten Diinndarm, wohingegen
die DON_LPS-Gruppe signifikante Unterschiede lediglich im Jejunum erzielte. Im Rah-
men derselben Studie untersuchten [Stanek et al.| (2012) die Wirkung der beiden Toxine
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auf die Leber-Morphologie. Die Arbeitsgruppe definierte in diesem Zusammenhang einen
histopathologischen Score, der die Beurteilung von Inflammation und Nekrosen in unter-
schiedlichen Ausprigungen umfasste. Die stiarksten Schidigungen konnten fiir die Grup-
pen KON_LPS und KON_DON+LPS beobachtet werden. Interessanterweise zeigte die
DON_LPS-Gruppe keine Schiadigung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Autoren nah-
men an, dass die vorausgegangene chronische DON-Exposition zu einer abgeschwéchten
Immunantwort gegeniiber LPS fiihre (Stanek et al., 2012)). Zur Untermauerung dieser An-
nahme zogen die Autoren eine Studie von |Grenier etal| (2011) heran. Darin bekamen
Schweine, denen zuvor ein Mykotoxin-haltiges Futter (3,0mg DON /kg Futter) verab-
reicht wurde, Ovalbumin infundiert. Die Versuchstiere, denen DON gefiittert wurde, zeig-
ten eine abgeschwiichte Immunreaktion auf die Injektion. Die Autoren fithrten diese auf
eine verminderte Chemotaxis zuriick, die durch eine erniedrigte IL-8-Expression angezeigt
wurde. Dadurch seien die Rekrutierung und Migration von Antigen-prasentierenden Zellen
zu lymphatischem Gewebe gestoért worden (Grenier et al., 2011)).

Islam und Pestka (2006]) stellten die Hypothese auf, dass eine Vorbehandlung mit LPS
zu einer Sensibilisierung der Versuchstiere gegeniiber DON fiihre. Sie injizierten M#&u-
sen 1 mg LPS /kg LM intraperitoneal und verabreichten den Tieren acht Stunden spéter
0,5—25mg DON / kg LM per os. Die minimale DON-Dosis fiir die Zytokin-Induktion von
IL-1c, IL-153, IL-6 und TNF-a war signifikant niedriger im Vergleich zur Kontrollgruppe,
die zuvor nicht dem Endotoxin ausgesetzt worden war. Die Vorbehandlung mit LPS fiihr-
te zu einer vorzeitigen, starken Zunahme und verldngerten Dauer der Zytokin-Antwort.
Die Sensibilisierung der Tiere gegeniiber DON hielt etwa 24 h an und trat bereits bei ei-
ner LPS-Konzentration von 50 pug / kg LM auf. Des Weiteren wies die Forschungsgruppe
bei vorangegangener Endotoxin-Exposition eine verminderte Phosphorylierung von p38
und ERK 1/2 durch DON nach. Dies fithrte zu der Annahme, dass die Aktivierung der
MAPKS nicht urséchlich fiir die Immunantwort sei. Der zugrunde liegende Mechanismus
fiir die Sensibilisierung bliebe unklar. Denkbar wére, dass die LPS-Vorbehandlung als pri-
mires ,Gefahrensignal® zur Anderung des Phénotyps innerhalb des Immunsystems fiihre,
wodurch es sensibler auf sekundére ,,Gefahrensignale“ reagiere (Islam und Pestkal 2006).
Die Ergebnisse von |Stanek etal.| (2012) und [Islam und Pestkal (2006) machen deutlich,
dass die Reihenfolge der Toxin-Applikation einen entscheidenden Einflussfaktor darstellt.
In Synopsis der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist ein synergistischer Effekt der bei-
den Toxine auf die ZO-1-Verteilung im intestinalen Epithel auszuschlieen. Die alleinige
DON-Applikation fithrte weder nach oraler noch nach intravendser Exposition zu einer
signifikanten Anderung, wohingegen die intravensse LPS-Exposition eine starke Wirkung
auf die ZO-1-Verteilung zeigte. Diese deckt sich mit der Wirkung bei kombinierter Toxin-
Gabe. Demzufolge ldsst sich schlussfolgern, dass die LPS-Exposition urséchlich fiir die
Effekte zu sein scheint. Des Weiteren konnte der LPS-Effekt nicht durch eine zuvor erfolg-
te, chronische DON-Exposition abgeschwécht werden.
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4.7 Ausblick

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von DON und LPS auf die epitheliale Barriere des por-
cinen Diinndarms untersucht. Mittelpunkt der Untersuchungen waren die Proteine ZO-1
und S-Catenin, die als Bestandteile des AJK essenziell fiir die Ausbildung der epithelia-
len Barriere sind. In der vorliegenden Studie dienten Schweine als Versuchstiere, da sie als
empfindlichste Spezies gegeniiber DON gelten. Vergleichende Daten sind rar, da die Unter-
suchungen anderer Forschungsgruppen iiberwiegend an Nagetieren durchgefiithrt wurden.
Neben den vorliegenden Ergebnissen gibt es nur wenige in vivo-Daten zur Verteilung von
TJ-Proteinen entlang der proximo-distalen Achse des Diinndarms. Diese sollten durch
Untersuchungen weiterer Proteine ergéinzt werden. Die Analyse der $-Catenin-Verteilung
wurde exemplarisch fiir das mittlere Jejunum nach intravendser DON-Applikation durchge-
fithrt und bedarf weiterer Untersuchungen. Diese sollten zum einen die iibrigen Diinndarm-
abschnitte einbeziehen, um Aussagen entlang der proximo-distalen Achse zu ermdoglichen,
und zum anderen die orale DON-, die intraventse LPS- und die kombinierte Toxin-Gabe
umfassen. Des Weiteren ist es sinnvoll, die Applikationsrouten und die Reihenfolge der To-
xine zu variieren. Im vorliegenden Versuchsaufbau wurde DON vor oder gleichzeitig mit
dem Endotoxin verabreicht. Denkbar wire ein &hnlicher Versuchsaufbau mit umgekehr-
ter Reihenfolge, um weitere Aussagen zu Sensibilisierung und Toleranzentwicklung treffen
zu kénnen. Neben der Immunfluoreszenz-Mikroskopie konnten Western Blot-Analysen die

Untersuchungen vervollstédndigen.
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5 Zusammenfassung

Die intestinale Epithelschicht steht fortwiahrend in Kontakt mit dem Darmlumen bzw. der
Umwelt und stellt eine potenzielle Eintrittspforte fiir im Nahrungsbrei enthaltene Erre-
ger und Toxine dar. Neben Mykotoxinen, wie Deoxynivalenol, die durch den Verzehr von
kontaminiertem Getreide aufgenommen werden, sind Lipopolysaccharide durch die An-
wesenheit der fakultativ pathogenen Kommensalen permanent im Darmlumen enthalten.
In der Literatur wurden fiir beide Toxine Effekte auf die epitheliale Barriere beschrieben.
Des Weiteren konnten Untersuchungen an Méusen zeigen, dass Lipopolysaccharide die
Toxizitdt von Trichothecenen verstéirken. Ziel der Dissertation war es, die Hypothese ei-
nes interaktiven Effektes von Deoxynivalenol und Lipopolysacchariden auf die epitheliale
Barriere des porcinen Diinndarms zu untersuchen. Des Weiteren sollte die Bedeutung der
Applikationsroute, als entscheidender Einflussfaktor, beurteilt werden. Im Mittelpunkt der
Untersuchungen standen die Proteine ZO-1 und $-Catenin. Als Bestandteile des apikalen
Junktionskomplexes sind sie essenziell fiir die Aufrechterhaltung der epithelialen Barriere
und tragen wesentlich zum Schutz des Organismus vor dem Eindringen von Pathogenen
bei. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Score fiir die Bewertung der apikalen
Z0-1-Struktur definiert. Des Weiteren wurde eine Methode entwickelt, die eine objektive
Auswertung der ZO-1- und g-Catenin-Verteilung im Epithel ermdglicht. Nach jetzigem
Kenntnisstand ist es das erste Mal, dass die Verteilung von ZO-1 in fiinf Abschnitten ent-
lang der proximo-distalen Achse des porcinen Diinndarms untersucht wurde. Es konnte
gezeigt werden, dass ZO-1, als wichtiges Geriistprotein der Tight Junction, eine differen-
zierte Verteilung im Epithel entlang der intestinalen Achse aufweist. Die Analyse ergab
neben der apikalen, Tight Junction assoziierten Struktur eine starke zytoplasmatische
Komponente im Duodenum und Jejunum. Dieses Verteilungsmuster wurde deutlich durch
die intravendse LPS-Applikation beeinflusst. Interessanterweise konnte ein Effekt auf die
apikale ZO-1-Struktur ausschliefflich im mittleren Jejunum nach systemischer Exposition
mit Deoxynivalenol nachgewiesen werden. Zudem bewirkte die systemische Mykotoxin-
Applikation in diesem Darmabschnitt eine Anderung der zytoplasmatischen S-Catenin-
Verteilung zu einem homogeneren Muster.

Ein synergistischer Effekt von Deoxynivalenol und Lipopolysacchariden auf die intestinale
Barriere konnte in dieser Studie nicht bestétigt werden. Weitere Untersuchungen sind
notwendig, um die auflergewohnliche Empfindlichkeit des (mittleren) Jejunums und den
zugrunde liegenden Wirkmechanismus von Deoxynivalenol und Lipopolysacchariden auf

den apikalen Junktionskomplex im Diinndarm zu kléren.
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A Futterzusammenstellung

Inhaltsstoffe (g/kg) KON | DON

Gerste 569 569
Weizen 190 0

Kontaminierter Weizen 0 190
Sojaextraktionsschrot 180 180
Sojaol 30 30
Dicalciumphosphat 3,9 3,9
L-Lysin-HCI 2,5 2,5
Primix! 25 25

(a)

Analysierte Zusammensetzung (%) Analyse-Verfahren KON | DON
Rohprotein Dumas-Verbrennungsmethode 174 17,0
Rohasche Veraschung im Muffelofen 5,7 5,4
Rohfaser Weender-Verfahren 5,3 4,9
Rohfett Soxhlet-Verfahren 4.8 5,2
DON (mg/kg) HPLC <0,14 | 3,1

(b)

Tabelle A.1: KON=Kontrollfutter; DON=DON-kontaminiertes Futter (basierend auf ein

Trockensubstanzgehalt von 88 %).

(a) Zusammenstellung der Futtermischungen fiir wachsende Schweine ge-
mif der Empfehlungen der |GfE| (2006). 'Inhalt je kg Futter: Ca 6,13 ¢ (als
CaCO3); P 1,50¢g (als Ca(H2PO4)2); Na 1,38¢g (als NaCl); Mg 0,25¢g (als
MgO); Fe 0,100 mg (als FeSOy-7H50); Cu 25 mg (als CuSOy - 5H50); Mn
50mg (als MnO); Zn 100 mg (als ZnO), 11,25 mg [als Ca(I03)2]; Se 0,38 mg
(als NaySeOs); Co 0,50mg (als CoCOs3); Vitamin A 10000 IU; Vitamin Dg
1000 IU; Vitamin E 39mg; VitaminB; 0,94 mg; Vitamin By 2,50mg; Vit-
amin Bg 2,50mg; Vitamin B 18,75 pg; Vitamin K3 1,31 mg; Nicotinsédure
12,5 mg; Pantothensdure 125 mg; Cholinchlorid 125 mg.

(b) Analyse der Futtermischungen nach den Methoden des Verbandes
Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten
(VDLUFA, [Naumann und Bassler| 1976, Stand 2006). Fiir die Bestimmung
des DON-Gehaltes wurde DON aus den Proben extrahiert und iiber eine
DONPREP®Immunaffinitétssidule (R-Biopharm, Darmstadt, Deutschland)
gereinigt. Anschliefend wurde der Gehalt des Mykotoxins mittels Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatographie (high performance liquid chromatogra-
phy, HPLC) analysiert. Das Verfahren, geméfl der Hersteller-Anleitung (R-
Biopharm), wurde geringfiigig nach (Oldenburg et al.| (2007)) modifiziert.
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Protokoll zur operativen Anlage der
Jugularis-Katheter

Durchfithrung der Operation (OP) am Institut fiir Tierernihrung des Friedrich-
Loffler-Institutes (FLI) in Braunschweig, Dauer: 60-90 min

Zur Anésthesie Gabe von:

- 0,125ml / kg LM Ketamin (Ursotamin®), 100 mg / mL, Serumwerk Bernburg
AG, Deutschland), intramuskulér (Nacken)

— 0,05ml / kg LM Azaperon (Stresnil®, 40 mg /mL, Jansen, Neuss, Deutsch-

land), intramuskulér (Nacken)

— 0,3ml /kg LM Thiopental (Trapanal®, 1g/20mL, Inresa GmbH, Freiburg,

Deutschland), intravends (laterale Ohrvene)

Anpassung der Dosis fiir Ketamin und Thiopental in Abhéngigkeit von ihrer Wirk-
samkeit, Aufrechterhaltung der An#sthesie mit Thiopental

Riickenlagerung und Fixierung der gestreckten Gliedmafien
Schaffung steriler Bedingungen

— Rasieren und Desinfizieren des OP-Gebietes

— Abdecken des OP-Gebietes mit sterilen Tiichern

Freipréparation der rechten Vena jugularis externa, ausgehend von der Fossa jugu-

laris dextra

— Durchfithrung einer &~ 5 cm langen Inzision am ventralen Hals zwischen Angulus

mandibulae und Manubrium sterni
— Dissektion der Faszien-, Fett- und Muskelschicht
— Aufsuchen der rechten Vena jugularis externa

Kaniilierung der rechten externen Jugularvene mit einer sterilen Magensonde aus
Polyurethan (CH 08, Lange: 60 cm, @ : 2,67 mm, Nutrica, Niederlande)

Vorfiithren des Katheters bis &~ 15cm vor das Herz unter Abbindung des kranialen

Anteils der Vena jugularis

Untertunnelung der Haut bis zum Nacken, Ausfiihrung des Katheters und Fixierung
durch Naht
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B Protokoll zur operativen Anlage der Jugularis-Katheter

Aufsprithen von Aluminium-Spray zur Desinfektion

Anlage des linken Jugularvenen-Katheters analog zum rechten

Zur Sicherstellung der Durchgéngigkeit Gabe von Heparin, gel6st in isotonischer
Kochsalzlosung
Postoperative Schmerztherapie durch intramuskulédre Applikation von 1ml Carpro-

fen (Rimadyl®), 50 mg / mL, Pfizer)
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C Protokoll zur Herstellung der

Infusionslosungen

Anmischen der DON-Stammlésung

e Material:

DON (D0156, Sigma-Aldrich, Deutschland), 5 mg, Pulverform

Acetonitril

— NaCl 0,9 %, steril
— Sterile Gefafie

e Herstellung

Auflésen von 5mg DON in 5ml Acetonitril = Konzentration von 1mg / mL
— Anfertigen eines 1 ml Aliquots und Lagerung bei -20°C

— Einengen von eines 1 ml Aliquots mit Stickstoff bis zur vollstéandigen Trocknung

Resuspendieren des nicht sichtbaren Pellets in 5 ml steriler 0,9% NaCl-Losung,
gef. zur besseren Suspendierung fiir 2-3 min im Ultraschallbad = 0,2 mg / mL

Stammlésung

Aliquotieren der Stammlosung: 10 2 100 pl und 8 500 pl

Lagerung bei -20°C

Anmischen der LPS-Stammlésung

e Material:

— LPS (Escherichia coli O111:B4, 1.2630, Sigma Aldrich, Deutschland), 100 mg,

Pulverform
— NaCl 0,9 %, steril
— Sterile Gefafie
e Herstellung:

— Auflésen von 100mg LPS in 50ml 0,9 % NaCl-Losung = Konzentration von
2mg / mL
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C Protokoll zur Herstellung der Infusionslésungen

— Sterile Filtration
— Aliquotieren der Stammlosung
— Lagerung bei -20°C

Berechnung der individuellen, gewichtsadaptierten Infusionslésungen

e Die Verabreichung der DON-/LPS-Stammlosung erfolgte gewichtsadaptiert
e Im Zeitraum von 1h wurden 50 ml infundiert

e Berechnung der LPS-Infusionslosung anhand eines Beispiels (Tab. )

¢ LPS Menge | V Infusion | ¢ (ug/mL) V Stamm- V0,9%
(ng /kg LM) | LPS (pg) (ml) 16sung LPS (pl) | NaCl (pl)
75 235 50 5.7 1425 18575

Tabelle C.1: Beispiel fiir die Berechnung der LPS-Infusionslésung fiir ein Tier mit einer
LM von 38kg. ¢ =Konzentration, V =Volumen.
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D Protokoll zur Immunfluoreszenz-Farbung

von Kryoschnitten

e Material:

feuchte Kammer

Kiivetten

— PAP-Pen

~ 0,lM PB

Antikorper (AK) (Tab/D.1))

Eindeckmedium, (Mowiol, Calbiochem)

Antikorper Spezifikation | Verdiinnung | Hersteller | Katalog-Nr.
Anti-ZO-1 Kaninchen IgG 1:100 Invitrogen 40-2200
Anti-$-Catenin Maus IgGq 1:1500 Abcam ab22656
Anti-Kaninchen IgG Alexa 488 Esel IgG 1:200 Invitrogen A21206
Anti-Maus IgG; TexasRed Ziege 1gG 1:200 Biozol 1070-07

Tabelle D.1: Primdre und sekundére Antikorper fiir die Immunfluoreszenzfirbung von

7Z0-1 und g -Catenin.

e Vorbereitung:

AK zentrifugieren (10 min, 12400 rpm)

— Anmischen der AK mit AK-Verdiinnungspuffer (steril filtriert, Kiihlschrank)

e Fixierung und Blockierung:

Praparate 15-30 min auftauen lassen

Anmischen des Serums in AK-Verdiinnungspuffer

Objekttrager beschriften und Priparate mit PAP-Pen umkreisen

— 2min in Methanol-Aceton (in Kiivetten) fixieren (Fixierlosung aus dem Kiihl-

schrank, 4°C)
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5min mit 0,3 % Triton X100 (Sigma) permeabilisieren

5min in 0,1 M PB spiilen, Puffer zwischendurch wechseln

5min in 0,1 M PB spiilen, Puffer zwischendurch wechseln




D Protokoll zur Immunfluoreszenz-Féarbung von Kryoschnitten

— Préaparate zum Schutz vor Austrocknung in feuchte Kammer legen
— 10min mit 10 % Serum blockieren
— 5min in 0,1 M PB spiilen
e Inkubation mit dem priméren AK:
— Préparate in feuchte Kammer legen
— Je 200 ul des jeweiligen AK auf das Préparat pipettieren
— 2h bei Raumtemperatur auf den Schiittler stellen
— Zweimalig 5 min in 0,1 M PB spiilen
e Inkubation mit dem sekundiren AK:
— Objekttriger antrocknen lassen, in feuchte Kammer legen

— Je 200 ul des jeweiligen AK auf das Praparat pipettieren

1h bei Raumtemperatur auf den Schiittler stellen
— Zweimalig 5min in 0,1 M PB spiilen
e DAPI:

— Anmischen (1 : 10) aus DAPI-Stammlosung (Partec) in 0,1 M PB

Je 200 ul auf das Préparat pipettieren

Praparate in feuchte Kammer legen

5min bei Raumtemperatur auf den Schiittler stellen
— Zweimalig 5min in 0,1 M PB spiilen

e Eindecken und Versiegeln:

Objekttrager gut abtropfen lassen

Eindeckmedium darauf geben
— Deckglas (24 mm x 60 mm) vorsichtig darauf legen

— In den Kiihlschrank stellen (mind. 1h)

Mit Nagellack Deckglas umranden, trocknen lassen

Lagerung im Kiihlschrank
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E Methode zur Auswertung der Z0O-1-
Verteilung

{ Image) BT
Plugins Window Help
Dlols[ofE £l4[N veswe  swgm ||4]8]4] =]
Magnifying glass (oruse "~ and~ Analyze Particles..
e Summarize

Distribution
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Histogram Strg+H
Surface Plot
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Tools 4
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Save
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Deselect

Show All

More »

Abbildung E.1: Methode zur Auswertung der ZO-1-Verteilung, Schritt 1. Das Epifluores-
zenzbild wird in 100-facher Vergroflerung fotografiert. Fiir die Messung
der ZO-1-Expression im Epithel wird das Programm ImageJ verwendet.
Zur Objektivierung der ZO-1-Verteilung wird je eine Linie, die sogenann-
ten line of interest, von apikal nach basolateral durch fiinf Enterozyten
derselben Zotte gezogen. Diese stellen fiinf Messwiederholungen je Zotte
dar und werden im ,,ROI Manager® mit ,1-5“ bezeichnet. Im Anschluss
wird der Befehl ,Plot Profile* ausgefiihrt.
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E Methode zur Auswertung der ZO-1-Verteilung
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Abbildung E.2: Methode zur Auswertung der ZO-1-Verteilung, Schritt 2. Uber den Befehl
,Plot Profile“ des Programms wird eine Grafik mit den Fluoreszenzinten-
sitdten entlang der LOI ,,1“ erstellt. Die Intensitédten werden als Grauwerte
auf der Y-Achse und die Lénge der LOI (1 Pixel = ca. 0,74 pm) wird auf
der X-Achse abgetragen. Im Anschluss wird der Befehl , List*“ ausgefiihrt.
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E Methode zur Auswertung der ZO-1-Verteilung
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Abbildung E.3: Methode zur Auswertung der ZO-1-Verteilung, Schritt 3. Uber den Befehl
,List* werden die Wertepaare dieser Grafik aufgefiihrt. Im Anschluss koén-
nen diese unter Verwendung von Excel in einen XY-Graphen aufgetragen
werden. Dieses Vorgehen wird fiir die anderen vier LOIs in gleicher Weise
durchgefiihrt.
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