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1 EINLEITUNG

1.1 Aufbau und Funktion des Darms

Der menschliche Darm besitzt durch seine besondere Oberfldchenbeschaffenheit und seine
Lange von etwa fiinf Metern eine sehr grofle Kontaktfliche mit dem Inhalt des Darmlumens.
Zu seinen wesentlichen Aufgaben gehoren neben der Digestion und Resorption von Fetten,
Kohlenhydraten sowie Aminosduren auch die Aufnahme von Vitaminen, Spurenelementen,
Elektrolyten und Wasser.

Anatomisch wird der Darm in den Diinndarm und den Dickdarm eingeteilt (Abbildung 1). Der
Diinndarm gliedert sich von proximal nach distal in Duodenum, Jejunum und Ileum. Der Dick-
darm besteht aus dem Zokum, dem Kolon und dem distalen Rektum. Von luminal nach serosal
wird die Darmwand von der Tunica mucosa, der Tunica submucosa, der Tunica muscularis und
der Tunica adventitia gebildet. Die Mukosa des Darms wird von einem einreihigen hochpris-

matischen Epithel ausgekleidet.

Abbildung 1: Schematischer Aufbau des Darms (von proximal nach distal).

Durch ca. 10 mm hohe zirkuldre Kerkring-Falten, 0,5 - 1 mm lange Zotten und 1 - 1,4 um lange
Mikrovilli weisen die Abschnitte des Diinndarms eine stark vergrof3erte Oberflache auf [1]. Die
Mukosa des Diinndarms setzt sich aus Krypten und Zotten zusammen (Abbildung 2A), wobei
v. a. die Epithelzellen der Zotten Mikrovilli tragen. Von duodenal nach ileal nimmt die Lénge
der Villi ab, die Tiefe der Krypten hingegen zu. Im Gegensatz zum Diinndarm gibt es im Dick-
darm keine Villi (Abbildung 2B). Die Krypten des Dickdarms sind tiefer und stehen dichter
als im Diinndarm [2]. Zu den wichtigsten Funktionen des Dickdarms z&hlen der Weitertransport
der Nahrung sowie die Resorption von NaCl und Wasser [1]. Aufgrund seiner anatomischen
und histologischen Beschaffenheit ist jedoch der Diinndarm das primére Organ zur Verdauung

und Resorption von Nahrstoffen und tragt daneben auch zur Resorption von Wasser bei [3].
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1 = Tunica mucosa
2 = Tunica submucosa
3 = Tunica muscularis

a = Dunndarmzotte
b = Dunndarmkrypte
¢ = Darmlumen

d, = Zottenepithel
d, = Kryptenepithel

1 = Tunica mucosa
2 = Tunica submucosa
3 = Tunica muscularis

a = Dickdarmkrypte
b = Kryptenlumen
¢ = Darmlumen

d, = Oberflachenepithel
d, = Kryptenepithel

Abbildung 2 (unveroffentlichte Abbildung, bereitgestellt von Peggy Berlin): Histologischer Auf-

bau des Darms (A: Diinndarm, B: Dickdarm).

Neben Makrondhrstoffen und Vitaminen werden im Diinndarm téglich bis zu 10 I Fliissigkeit
und bis zu 100 g anorganischer Elektrolyte absorbiert. Von diesem Fliissigkeitsvolumen werden

etwa 2 - 3 [ {iber die Nahrung aufgenommen. Der grof3ere Anteil setzt sich aus den Sekreten der
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Speicheldriisen, des Magens, des Darms, der Gallenblase und der Bauchspeicheldriise zusam-
men [4]. Als Hauptresorptionsort nimmt der Diinndarm etwa 80 % dieser Fliissigkeit auf. Nur
ein geringer Anteil gelangt in den Dickdarm und wird dort groBtenteils resorbiert, sodass ledig-

lich 1 % der Fliissigkeit mit dem Stuhl ausgeschieden wird [5].

Fiir die Resorption von Wasser gibt es in der Darmwand keine aktiven Transportmechanismen.
Die Aufnahme von Wasser und Elektrolyten aus dem Darmlumen erfolgt durch intestinale,

epitheliale Ionentransporter, auf die im Folgenden genauer eingegangen wird [5].

1.2 Mechanismen der Sekretion und Absorption von Natrium und Chlorid im Darm

Fiir die Aufrechterhaltung einer ausreichenden Resorption von Na®, Cl" und Wasser sind vier
verschiedene Transportmechanismen verantwortlich, die von Kato und Romero [5] zusammen-
gefasst wurden: (I) die nihrstoffgekoppelte Na“-Resorption, (II) die elektroneutrale NaCl-Re-
sorption, (IIT) die elektrogene Cl-Sekretion und (IV) die elektrogene Na*-Resorption.

Bei der (I) nahrstoffgekoppelten Na'™-Resorption wird Na® entlang eines elektrochemischen
Gradienten, der durch eine basal lokalisierte Na'/K*-Adenosintriphosphatase (ATPase) auf-
rechterhalten wird, passiv und transepithelial in die Zelle aufgenommen. Die Resorption von
Na" erfolgt tiber Cotransporter gekoppelt an die Aufnahme von Glucose (Sodium Glucose
Cotransporters, SGLTs) oder Aminoséduren (Solute Carriers, Slc6 etc.). Durch die Entstehung
eines negativen luminalen Potenzials kommt es zu einem parazelluldren Einstrom von Cl” und
Wasser. Die nihrstoffgekoppelte Na“-Resorption findet im Diinndarm statt [3, 5].

Die (II) elektroneutrale NaCl-Resorption beruht auf einer Kopplung zweier Transportmechanis-
men. Hierbei wird durch Antiporter der Transport von Na™ gegen Wasserstoff (Na"/H"-Anti-
porter) und CI” gegen HCO3™ (C1/HCO3™-Antiporter) vermittelt, wodurch es zu einer Aufnahme
von NaCl und sekundir zur Wasserresorption aus dem Darmlumen kommt. Dieser Vorgang
findet liberwiegend im Ileum und im proximalen Kolon statt.

Die (IIT) elektrogene Chloridsekretion erfolgt in Enterozyten des Diinndarms und des Dick-
darms. Hierbei wird CI- durch die Erh6hung von intrazellulirem Ca**, zyklischem Adenosin-
monophosphat (cAMP) oder zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) ins Darmlumen se-
kretiert. Durch das entstehende lumennegative Potenzial kommt es sekundér zu einer parazel-

luldren Sekretion von Na* und Wasser.
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Im distalen Kolon findet iiber einen epithelialen Na'-Kanal (Epithelial Na*-Channel, ENaC)
zudem eine (IV) elektrogene Na'-Resorption statt. Die luminale Na'-Konzentration nimmt vom
proximalen bis zum distalen Kolon immer weiter ab. Die Resorption erfolgt entgegen des Kon-
zentrationsgradienten durch ein intrazelluldres negatives Membranpotenzial [5]. Luminal
kommt es zu einem negativen transepithelialen Potenzial und in Folge davon zu einem passiven

Einstrom von Cl" und Wasser.

1.2.1 Transportproteine der elektroneutralen Natriumchlorid-Absorption

Bereits im Jahr 1983 wurde von Knickelbein et al. der Transport von Na“ und CI” an der Biirs-
tensaummembran im Ileum von Kaninchen untersucht [6, 7]. Durch den Nachweis eines
Na'/H'- und eines CI/HCOs™-Austauschers an der Epithelmembran konnte gezeigt werden,

dass eine funktionell gekoppelte NaCl-Resorption im Darm stattfindet (Abbildung 3).

Darmlumen
H* S HCO,.
NHE3 NHE3—| PAT1
Na* o | | Na* cl
Dickdarmepithel Diinndarmepithel

Abbildung 3: Transportproteine der elektroneutralen NaCl-Absorption.

1.2.1.1 DRA: CI7/HCOs-Austauscher der SLC26-Genfamilie

Das Transportprotein Down Regulated in Adenoma (DRA, SLC26A3) ist ein CI/HCOs3™-Aus-
tauscher und stellt ein Mitglied der SLC26-Genfamilie dar, welche eine Gruppe von Anionen-
austauschern kodiert [8].

Das DRA-Gen wurde 1993 von Schweinfest et al. in der Mukosa des Kolons identifiziert [9].
Ihre Untersuchungen zeigten, dass die Expression dieses Gens in Adenomen und Adenokarzi-
nomen geringer ausgepragt war als in der physiologischen, nicht neoplastischen Mukosa. Auf-
grund dieser Tatsache nannten sie das auf dem Chromosomen 7 lokalisierte Gen Down Regu-

lated in Adenoma und vermuteten, dass das Gen eine Rolle in der Tumorsuppression spielt [9].

4
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Erst einige Jahre spéter wurde die Funktion von DRA festgestellt: Hoglund et al. konnten die
Lokalisation des Gens bestimmen, das fiir das Krankheitsbild der sogenannten kongenitalen
Chlorid-Diarrhoe (Chloride-Losing Diarrhea, CLD) — hervorgerufen durch einen defekten Cl°
/HCO3™-Austauscher [10] — verantwortlich ist [11]. Sie fanden dabei heraus, dass sich das Gen
an der gleichen Stelle wie das DRA-Gen befindet [11]. Weitere Untersuchungen zeigten
schlieBlich, dass Mutationen des DRA-Gens eine CLD verursachen [12, 13]. Bei der CLD han-
delt es sich um eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung, die mit schweren, lebenslangen
Durchfillen mit hohem Cl-Gehalt einhergeht [14]. Sie wurde erstmalig von Darrow [15] und
Gamble [14] an Patienten beschrieben, die an Durchfall und einer metabolischen Alkalose lit-
ten.

Im Kolon ist DRA als CI/HCOs-Austauscher — gekoppelt mit dem Na/H"-Austauscher NHE3
(Kapitel 1.2.1.3) — hauptverantwortlich fiir die elektroneutrale Absorption von NaCl und Was-
ser im unteren Gastrointestinaltrakt [6, 7, 16—19]. Dagegen trigt DRA im Duodenum [20] und
Pankreas im Zusammenspiel mit CFTR (Kapitel 1.2.2.1) zur basalen und zur cAMP-stimulier-
ten Sekretion von CI" und HCOs3™ bei [21-23]. DRA ist auch fiir den Transport von Sulfaten und
OH-Ionen verantwortlich [24, 25]. Durch eine Mutation im DRA-Gen kommt es bei der Maus
neben der klinischen Manifestation von Durchféllen auch zu einer verminderten HCO3™-Sekre-
tion und einem Mangel einer auf dem Epithel haftenden Schleimschicht im Kolon [26]. Im
Gegensatz dazu werden in DRA-Knockout (KO)-Mausen keine pathophysiologischen Verén-
derungen im oberen Gastrointestinaltrakt beschrieben [27].

DRA wird stark in den differenzierten Epithelzellen der Oberfldche und geringfiigig auch in
den undifferenzierten Kryptenzellen [13] des Kolons, Ileums und Duodenums von Mensch,
Maus und Ratte exprimiert [22, 28]. Hierbei findet sich die starkste Expression im Kolon und
Duodenum [22], wo DRA vor allem im unteren Bereich der Zotten lokalisiert ist [21]. Bei dif-
ferenzierter Betrachtung des Kolons findet man im distalen Kolon und im Zékum die stirkste
Genexpression, im proximalen Kolon die geringste [29, 30]. Des Weiteren wird DRA in den
Epithelzellen der Pankreasginge [23], der SchweiB3driisen und der Samenblase exprimiert [31].
Durch immunhistochemische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sich DRA in der

apikalen Membran der Zellen befindet [22, 29].
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1.2.1.2 PAT1: CI/HCOs-Austauscher der SLC26-Genfamilie

Neben DRA stellt auch der Putative Anion exchanger 1 (PAT1, SLC26A6) einen Anionenaus-
tauscher der SLC26-Genfamilie dar. Das Transmembranprotein PAT1 wird durch das
SLC26A6-Gen kodiert, welches auf dem Chromosom 3 lokalisiert ist [32].

Bei der Identifizierung des Gens konnten Lo#i et al. durch immunhistochemische Untersuchun-
gen eine apikale Lokalisation des Proteins feststellen, weswegen sie eine Transportfunktion des
Proteins vermuteten und es Putative Anion exchanger I nannten [32]. Zusammen mit DRA
spielt PAT1 eine wichtige Rolle in der duodenalen HCO3™-Sekretion, wobei PAT] fiir die un-
stimulierte und DRA fiir die cAMP-stimulierte Sekretion hauptverantwortlich ist [5]. Daneben
besitzt PAT1 in den Enterozyten des Duodenums eine pH-regulierende Funktion [33]. Versu-
che an SLC26A6-KO-Madusen zeigten, dass durch die fehlende Transportfunktion von PAT1
sowohl die HCO3™-Sekretion der Enterozyten [34] als auch die elektroneutrale NaCl-Resorption
im Diinndarm eingeschréinkt ist [35], was eine funktionelle Kopplung von PAT1 mit NHE3
(Kapitel 1.2.1.3) bei der elektroneutralen NaCl-Absorption im Diinndarm vermuten l4sst. Al-
lerdings zeigten PAT1-KO-M4iuse im Gegensatz zu DRA-KO-Maiusen keine Durchfallerschei-
nungen und zudem nur eine geringere Abnahme der CI'-Absorption [18, 34]. Neben dieser
Funktion von PATI1 konnten Xia et al. eine gemeinsame Rolle von PAT1 und NHE3 bei der
jejunalen NaHCOs -Reabsorption zeigen, bei der PAT1 keine HCO3™-Sekretion, sondern eine
HCOs.-Absorption vermittelt [36]. Durch Versuche an Frosch-Eizellen wurde dariiber hinaus
festgestellt, dass PAT1 als CI/HCOs3™- und ClI/OH -Austauscher fungiert, eine Affinitét fiir For-
mat, Sulfat sowie Oxalat besitzt und dabei auch einen elektrogenen Transport vermittelt [37,
38].

PAT1 wird an der Oberflache von Zellen des Magens, des Intestinums, des Herzens und der
Niere exprimiert [30, 32, 39—41]. Im Gegensatz zu DRA wird PAT1 verstirkt im Diinndarm
und kaum im Dickdarm exprimiert [30]. Immunhistochemische Studien belegten, dass PAT1
insbesondere in der apikalen Membran der Villus-Enterozyten lokalisiert ist [30]. Des Weiteren
konnte eine starke Aktivitdt von PATI im Bereich der oberen Zottenhilfte nachgewiesen wer-

den [42].

1.2.1.3 NHE3: Na'/H"-Austauscher der SLC9-Genfamilie

Der Kationenaustauscher Na*/H"-Exchanger 3 (NHE3, SLC9A3) wurde im Jahr 1992 von Tse
et al. identifiziert [43] und stellt ein Mitglied der SLC9-Genfamilie dar, zu der insgesamt neun

Transportproteine zéhlen, die in der Plasmamembran oder intrazellulér lokalisiert sind [44].
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Wie bereits erwihnt, unterstiitzt NHE3 durch die Aufhahme von Na" aus dem Darmlumen die
mit DRA —und in geringerem Umfang auch mit PAT1 — gekoppelte elektroneutrale Resorption
von NaCl und Wasser [6, 7, 16—18, 35]. An NHE3-KO-Maéusen konnte gezeigt werden, dass
diese aufgrund einer verminderten Wasserresorption und Protonensekretion an Durchfallen und
Azidose litten [45]. Neben NHE3 wird auch NHE2 in der apikalen Membran von Epithelzellen
des Intestinums und der Niere exprimiert [46, 47]. Bei NHE2-KO-Médusen wurde allerdings
keine klinische Symptomatik festgestellt [48, 49] und zudem konnten Durchfélle in NHE3-KO-
Maiusen durch NHE2 nicht kompensiert werden [50]. Dies spricht dafiir, dass NHE3 den kli-
nisch bedeutsameren Na'/H"-Austauscher darstellt.

NHE3 wird epithelspezifisch [51] in der apikalen Membran von Zellen des Intestinums, des
Magens und der Niere exprimiert [29, 43, 47, 48, 51-54]. Die Expression entlang des Intesti-
nums ist in der Literatur unterschiedlich beschrieben [29, 43, 52, 53]. Orlowski et al. tfanden
eine stirkere Expression von NHE3 im Dickdarm im Vergleich zum Diinndarm und im Diinn-
darm eine prominentere Expression in proximalen Anteilen [52]. Im Gegensatz dazu beschrie-
ben Dudeja et al. die stirkste Expression von NHE3 im Ileum mit absteigender Tendenz nach
distal und proximal [53]. Untersuchungen von 7albot et al. zeigten im Bereich des Dickdarms
die stirkste Expression im proximalen Kolon und eine fehlende Expression im distalen Kolon
sowie im Zokum [29]. Mithilfe von Immmunfluoreszenzfarbungen konnte nachgewiesen wer-
den, dass NHE3 im Diinndarm insbesondere im Bereich der mittleren sowie der oberen Villus-
fraktion [51] und im Dickdarm im Bereich des Oberflachenepithels sowie im oberen Krypten-
abschnitt [29, 51] lokalisiert ist.

Des Weiteren spielt NHE3 eine Rolle bei der Regulierung des Peptidtransporters 1 (PepT1) -
einem Mitglied der SLC15-Genfamilie, welches fiir die intestinale Resorption von Oligopepti-
den mitverantwortlich ist [55]. Untersuchungen haben ergeben, dass PepT1 an der apikalen
Seite der Enterozyten lokalisiert ist und insbesondere im Diinndarm exprimiert wird [56-58].
Neben dem Transport von Di- und Tripeptiden, ist PepT1 auch fiir die Aufnahme von verschie-
denen Medikamenten verantwortlich [56]. Der durch PepT1 durchgefiihrte Transport von Oli-
gopeptiden iiber die apikale Membran der Enterozyten erfolgt dabei iiber einen elektrochemi-
schen Protonengradienten [59, 60]. Mehrere Arbeitsgruppen konnten nachweisen, dass der
durch NHE3 geschaffene Protonengradient die zelluldre Aufnahme von Oligopeptiden durch
PepT]1 erhoht [61, 62].



1 EINLEITUNG

1.2.2 Transportproteine der elektrogenen Chlorid-Sekretion

Die Transportkanidle CFTR und ANOI vermitteln iiber die apikale Zellmembran des Darm-
pithels eine elektrogene Cl™-Sekretion (Abbildung 4).

Darmlumen

(o} cr

ANO1

Darmepithel

Abbildung 4: Transportproteine der elektrogenen ClI'-Sekretion.

1.2.2.1 CFTR: CI-Kanal der ABC-Transporter-Genfamilie

Das Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR)-Gen kodiert ein Trans-
membranprotein, welches den Transport von Cl” reguliert und zu der ABC (47TP-Binding Cas-
sette)-Transporterfamilie gehort [63].

Der CFTR-Kanal vermittelt eine elektrogene Sekretion von CI'. Der elektrochemische Gradient
dafiir wird durch eine basal lokalisierte Na'/K"-ATPase aufrechterhalten. Sekundar erfolgt der
parazelluldre Export von Na® und Wasser [5, 64]. Der Ionentransport iiber den CFTR-Kanal
kann durch cAMP [65], cGMP [66] und Ca*" [67] stimuliert werden. Neben dem Cl-Export
kann iiber den CFTR-Kanal auch eine Sekretion von HCO3™-Ionen erfolgen [68]. AuBerdem
besitzt CFTR regulierende Funktionen im intestinalen Ionentransport: Studien an der Maus
zeigten, dass CFTR die Transportvorgidnge von DRA und PAT]1 aktiviert und den CI/HCO;3™-
Austausch steigert [69, 70]. Andererseits kann auch DRA {iber seine SLC26T-Sulfate Trans-
porter and Anti-Sigma Factor Antagonist (STAS)-Doméne die CFTR-Leitfahigkeit stimulieren
[71]. Dariiber hinaus wurde eine cAMP-abhingige Hemmung von ENaC [72] und von NHE3
[73] unter Koexpression von CFTR beschrieben, die eine vermehrte Na'-Absorption bei Pati-

enten mit Mukoviszidose erklart [63].
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Verschiedene Mutationen im CFTR-Gen fiihren zur angeborenen Stoffwechselerkrankung Mu-
koviszidose, welche autosomal rezessiv vererbt wird. Hierbei findet in Driisenepithelien eine
verminderte Sekretion von CI” und sekundir eine Dehydratation der Sekrete mit Funktionsein-
schrankung der betroffenen Organe statt. In der Lunge kommt es folglich zu gehduften Infekti-
onen mit Umbau des Lungengewebes und progredienter respiratorischer Insuffizienz. Im Gast-
rointestinaltrakt konnen Malabsorptionsstorungen oder ein Mekonium-Ileus auftreten [63].

CFTR wird insbesondere in den Epithelzellen des Intestinums, der Lunge, des Pankreas, der
Gallenblase und der Schwei3driisen exprimiert [63, 74, 75]. Im Darm zeigten immunhistoche-
mische Untersuchungen ein prominentes Vorkommen des CFTR-Kanals an der apikalen
Membran der Kryptenzellen mit einem absteigenden Gradienten auf der Krypten-Villus-Achse
[68, 75]. Ameen et al. konnten zudem im proximalen Diinndarm Subpopulationen von Villus-

zellen identifizieren, welche CFTR stark exprimieren [74].

1.2.2.2 ANO1: Ca?*-aktivierter CI'-Kanal der TMEM16-Genfamilie

Anoctamin 1 (ANOI1, TMEM16A) ist ein Mitglied der TMEM16-Genfamilie und fungiert als
Ca?"-aktivierter Cl'-Kanal. Das Protein wurde — ohne seine Funktion zu kennen — zunichst in
gastrointestinalen Stromatumoren entdeckt, in denen es stark exprimiert wurde [76, 77]. Spéter
konnten Yang et al. zeigen, dass ANOI ein Transportprotein ist, welches Ca?-abhiingig die
Sekretion von CI” vermittelt [78].

ANOI1 wird im Gastrointestinaltrakt, in der Lunge, im Pankreas, in der Niere, in den Gallenwe-
gen, in den Speicheldriisen sowie in Nervenzellen von Ganglien und der Retina exprimiert [ 78—
81]. Im Kolon wird ANO1 vereinzelt in den Enterozyten der Kryptenbasis [82—-84] sowie in
den interstitiellen Zellen von Cajal exprimiert, welche eine Vermittlungsfunktion zwischen
dem autonomen Nervensystem und der glatten Muskulatur der Darmwand besitzen. In den in-
terstitiellen Zellen von Cajal ist ANOI bei der Schrittmacherfunktion dieser Zellen beteiligt
[82, 85, 86].

Zur Lokalisation von ANO1 wurden in der Literatur kontroverse Ergebnisse beschrieben. Im-
munfluoreszenz-Untersuchungen zeigten in Enterozyten keine apikale, sondern eine basolate-
rale Lokalisation von ANOI1 [84]. Allerdings gab es in anderen Studien Hinweise darauf, dass
ANOI an der apikalen Zellmembran lokalisiert ist. Ousingsawat et al. wiesen in Epithelzellen
des Kolons von TMEM16A-KO-Miusen eine fehlende Cl'-Sekretion in das Darmlumen nach
Gabe von Carbachol nach [87].
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1.2.3 PDZ-Adapterproteine der NHERF-Familie: Regulation des intestinalen Ionen- und

Wassertransports

Fiir die Regulation des lonen- und Wassertransports im Darm spielen sogenannte PDZ-Adap-
terproteine eine entscheidende Rolle. PDZ-Adapterproteine sind intrazelluldre Regulatorprote-
ine, die liber ihre PDZ-Doméne mit den entsprechenden PDZ-Interaktionsmotiven anderer int-
razelluldrer Proteine und Transmembranproteine in Interaktion treten und dadurch deren Akti-
vitdt beeinflussen kénnen. Ihr Name beruht auf den ersten Proteinen, in denen PDZ-Doménen
nachgewiesen werden konnten: dem Postsynaptic Density Protein 95, dem Drosophila Homo-
log Disc-Large Protein und dem Tight Junction Protein ZO-1 [88]. PDZ-Doménen sind 90-100
Aminosduren lange globulédre Strukturen, die aus sechs beta-Faltbléttern und zwei alpha-Heli-
ces zusammengesetzt sind [89]. Neben ihren PDZ-Doménen kénnen PDZ-Proteine auch wei-

tere Doménen besitzen, durch die sie mit anderen Proteinen in Interaktion treten [88].

Eine besondere Klasse stellen die PDZ-Adapterproteine der NHE Regulatory Factor (NHERF)-
Familie dar. Zu den PDZ-Adapterproteinen der NHERF-Familie, die in Abbildung 5 aufgelis-
tet sind, zdhlen vier Mitglieder und das kiirzlich als weiteres Familienmitglied identifizierte
Protein Sorting Nexin 27 (SNX27) [90]. Uber diese Wechselwirkung kénnen PDZ-Adapter-
proteine der NHERF-Familie das Trafficking, das endozytotische Recycling und die Membran-
retention von Transportproteinen beeinflussen [88, 91]. Die PDZ-Adapterproteine der NHERF-

Familie werden insbesondere in den Epithelien des Intestinums und der Niere exprimiert [92].

NHERF1  NHERF, EBPSO PDZ1 PDZ2 ERM 358 aa
NHERF2  E3KARP, SIP-1 poz1 || pozz || erm 337 aa
NHERF3 PDZK1, CAP70 PDZ1 pPDZ2 (—{ PDZ3 +— PDZ4 519 aa
NHERF4 IKEPP, DIPHOR-2 PDZ1 | | PDZ2 PDZ3 PDZ4 505 aa
SNX27 MRT-1 PDZ1 I Rae 541 aa

Abbildung S: Darstellung der PDZ-Adapterproteine der NHERF-Familie sowie des Proteins
SNX27 (Name / alternative Bezeichnungen / Interaktions-Doménen / Anzahl der Aminosiuren)
modifiziert nach [92, 93].

10
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NHERF1 besitzt zwei PDZ-Doménen und eine Ezrin-Radixin-Moesin (ERM)-Domaéne, die fiir
eine Verankerung mit Proteinen des Zytoskeletts verantwortlich ist [92]. Mit seinen PDZ-Do-
manen geht es eine Bindung mit DRA [Natour und Lamprecht; unverdffentlichte Daten], PAT1
[94, 95], NHE3 [95, 96] und CFTR [88, 97-99] ein. Einerseits bewirkt NHERF1 durch eine
Interaktion mit NHE3 eine cAMP-vermittelte Inhibition des Na“/H"-Austausches [96]. Ande-
rerseits kommt es in NHERF1-KO-Enterozyten der Maus zu einer reduzierten Aktivitdt des
durch NHE3-vermittelten Transports. Dabei konnte eine hemmende Wirkung von Forskolin, 8-
Br-cGMP und Ionomycin auf NHE3 nachgewiesen werden [100]. Diese Untersuchungen legen
nahe, dass NHERF1 einen relevanten, regulatorischen Einfluss auf NHE3 hat. Durch eine Bin-
dung an CFTR kann NHERF1 die apikale Polarisation des Kanals beeinflussen [97] und die
Leitfahigkeit des Kanals erhohen [99]. Zudem hemmt NHERF1 die Bindung von CFTR an den
CFTR-Associated Ligand (CAL) und verstirkt dadurch die Expression von CFTR an der Zell-
membran [98].

NHERF2 besitzt wie NHERF1 zwei PDZ-Doménen sowie eine ERM-Domine und fiihrt zu
einer cAMP-vermittelten Hemmung von NHE3 [96], an welches es iiber die zweite PDZ-Do-
mine bindet [19, 101]. NHERF2 wird auBerdem fiir die Ca**-abhingige Inhibition von NHE3
benotigt, die durch Bildung eines NHE3-NHERF2-Komplexes und daraus folgender Oligome-
risation und Endozytose von NHE3 herbeigefiihrt wird [102].
Immunfluoreszenzuntersuchungen zeigen eine apikale Lokalisation von NHERF2 im proxima-
len Kolon sowie eine Kolokalisation mit DRA und NHE3 [19], was neben der Bindung von
NHERF2 an NHE3 auch eine Bindung an DRA vermuten ldsst. In den Epithelien der Atemwege
zeigt sich zudem eine Kolokalisation von NHERF2 mit CFTR [103]. Hier bildet NHERF2 einen
Komplex mit dem Strukturprotein Ezrin und CFTR, welcher zu einer Verstarkung der cAMP-
stimulierten Aktivierung und zu einer Stabilisierung von CFTR in der apikalen Membran fiihrt
[103]. Des Weiteren hat eine Deletion des PDZ-Interaktionsmotivs von CFTR eine Abnahme
der Halbwertszeit in der apikalen Zellmembran zur Folge [104].

Das PDZ Domain Protein Kidney 1 (PDZK1, NHERF3) besitzt vier PDZ-Doménen und wird
stark im Diinndarm, in der Niere und der Leber sowie sehr gering auch in der Bauchspeichel-
driise, dem Kolon und dem Magen exprimiert [ 105, 106]. PDZK1 kann iiber seine PDZ-Domé-
nen mit DRA [105], PATI [95], NHE3 [95] und CFTR [106] interagieren. Durch Bindung an
den C-Terminus von CFTR ermdglicht PDZK1 die Dimerisierung von CFTR und erhoht so
dessen Kanalaktivitit [106]. PDZK1 bewirkt Ca**-abhiingig eine Hemmung von NHE3 [54,
88]. In PDZK1-KO-Méusen kommt es auch zu einer geringeren Transportaktivitét [100] und

11
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einem Defekt in der Membranverankerung [107] von NHE3. Aulerdem wurde in PDZK1-KO-
Maiusen eine Reduktion der maximalen CFTR-Aktivierung beschrieben [107].

Das Intestinal and Kidney Enriched PDZ-Protein (IKEPP, NHERF4) ist das vierte Mitglied
der NHERF-Familie und wurde zuerst von Scott et al. als ein regulierendes Protein entdeckt,
welches die Aktivitdt der Guanylyl Cyclase C (GC-C) moduliert [108]. IKEPP besitzt wie
PDZK1 vier PDZ-Doménen und wird an der apikalen Seite der Epithelzellen des Intestinums
und der Niere exprimiert [ 108]. IKEPP kann durch Bindung an NHE3 dessen Transportaktivitat
Ca**-abhiingig stimulieren [88]. Weiterhin wurde von Natour und Lamprecht eine Bindung von
IKEPP an DRA beschrieben [27].

Neben den genannten vier Mitgliedern spielt auch das Protein SNX27 als neu beschriebenes
NHERF-Familienmitglied eine bedeutende Rolle in der Regulation des intestinalen Elektrolyt-
und Wassertransports und ist wesentlich an dem endosomalen Sorting und Signaling von inter-
agierenden Proteinen beteiligt [109, 110]. Es gehort zu der SNX-Familie, deren Proteine durch
ein Phospholipid-Bindemotiv (PX-Doméne) gekennzeichnet sind. Neben diesem Motiv besitzt
SNX27 eine PDZ-Doméne und eine Rat Sarcoma (Ras)-Domine [109]. In der eigenen Arbeits-
gruppe konnte bereits gezeigt werden, dass die PDZ-Doméne von SNX27 spezifisch an das C-
terminale PDZ-Bindemotiv von DRA bindet. AuBlerdem wurde eine starke Reduktion der
DRA-AKktivitdt in Zellen mit einem SNX27-KO festgestellt [90]. Weiterhin ist bekannt, dass
SNX27 mit seiner PDZ-Doméne an NHE3 bindet und dadurch die basale Transportaktivitét
von NHE3 aufrechthilt [111]. Des Weiteren zeigten die Studien von Singh et al., dass SNX27

fiir die Exozytose von NHE3 von friihen Endosomen zur Plasmamembran benétigt wird [111].

1.3 Kurzdarmsyndrom und Adaptationsmechanismen

Das Kurzdarmsyndrom (KDS) beschreibt einen Krankheitszustand, bei dem die Darmfunktion
nach einer ausgedehnten Diinndarmresektion so stark eingeschrénkt ist, dass sie durch spezielle
didtetische Mallnahmen oder parenterale Therapie unterstiitzt werden muss [112]. Es kommt
v. a. aufgrund einer geringeren Schleimhautoberflidche zu einer verminderten Verdauung und
Resorption von Makronéhrstoffen, Vitaminen, Mineralien und Wasser. Die Folgen sind Durch-
falle, Fettstiihle, Gewichtsverlust, Exsikkose und spezifische Mangelerscheinungen [113].

Die haufigsten Ursachen fiir ein KDS stellen multiple Resektionen beim Morbus Crohn, Darm-

resektionen aufgrund von Durchblutungsstérungen, Tumorerkrankungen, Strahlenschédden oder

12
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Bauchverletzungen dar [114]. Es wird davon ausgegangen, dass ein KDS erst bei einer Rest-
diinndarmldnge von weniger als 200 cm auftritt [115].

Im menschlichen Darm kann durch bislang unvollstéindig geklarte Mechanismen eine Adapta-
tion an die Kurzdarmsituation stattfinden, die das postoperative Qutcome der Patienten mal3-
geblich beeinflusst. Im Rahmen dieser Adaptation kann es zu einer erhohten Expression von
Transportproteinen, zu einer beschleunigten Kryptenzelldifferenzierung und zu einer Anpas-
sung der Darmmotilitit kommen. Neben funktionellen Verdnderungen kann die Adaptation
auch eine strukturelle Anpassung, also verstirktes Wachstum von Darmkrypten und Diinn-
darmzotten sowie eine gesteigerte Angiogenese bewirken [116]. Diese Adaptationsmechanis-
men bewirken eine verbesserte Resorption von Makrondhrstoffen, Vitaminen, Mineralien so-
wie Wasser und dadurch eine Verbesserung der Krankheitssymptomatik bei Patienten mit ei-
nem Kurzdarm [116]. Daneben haben Untersuchungen gezeigt, dass sowohl die strukturelle als
auch die funktionelle, postoperative Adaptation im Ileum stirker ist als im Jejunum [117, 118].
Bei der strukturellen Adaptation an das KDS spielen die Hormone Glucagon-like Peptid 2
(GLP2) und Insulin-like Growth Factor (IGF1) sowie deren Rezeptoren, der Glucagon-like
Peptid 2 Rezeptor (GLP2-Rezeptor) und der Insulin-like Growth Factor Rezeptor (IGF1-Re-

zeptor), eine entscheidende Rolle [116]. Daher wird im Folgenden néher auf sie eingegangen.

1.3.1 Strukturelle Adaptation durch IGF1 und GLP2

1.3.1.1 IGF1- und GLP2-Rezeptor: Funktion und Expression

Der IGF1-Rezeptor ist ein transmembranodser Typ-1-Rezeptor mit Thyrosinkinaseaktivitit,
welcher durch IGF1 aktiviert wird. Er besteht aus zwei a/pha-Untereinheiten, die als Hormon-
bindungsstelle fungieren, sowie zwei beta-Untereinheiten, die enzymatische Aktivitét besitzen
[119].

Expressionsstudien wiesen den IGF1-Rezeptor in den intestinalen Epithelzellen des Menschen
[120], des Kaninchens [121], des Schweins [122] und der Ratte [123] nach. Es zeigte sich eine
starke Expression in den proliferativen Zellen der Krypten mit absteigender Expressionsstirke
entlang der Krypten-Villus-Achse [123]. Spéter konnten Ye ef al. die Expression vom IGF1-
Rezeptor in der enteroendokrinen Secretin Tumor Cell Line 1 (STC 1)-Zelllinie nachweisen
und gingen daher davon aus, dass der IGF1-Rezeptor auch in den reifenden endokrinen Zellen

des intestinalen Kryptenepithels exprimiert wird [124].

13
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Der GLP2-Rezeptor gehort zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) und wurde
zuerst von Munroe et al. im Intestinum der Ratte und des Menschen beschrieben [125]. Er
vermittelt seine Wirkung durch einen intrazelluliren cAMP-Anstieg, der iiber eine Aktivierung
durch GLP2 erreicht wird [125, 126].

Erste Expressionsstudien zeigten eine GLP2-Rezeptor-Expression im Gastrointestinaltrakt, im
Hypothalamus und in den A-Zellen des Pankreas [125, 127]. Innerhalb der Darmwand erbrach-
ten Expressionsstudien abweichende Ergebnisse zur Verteilung des GLP2-Rezeptors. Immun-
histochemische Untersuchungen von Yusta et al. sowie Guan et al. lokalisierten den GLP2-
Rezeptor in enteroendokrinen Epithelzellpopulationen des Magens, Duodenums, Jejunums, Ile-
ums und des Kolons [128, 129]. Dagegen zeigten Orskov et al. durch In-situ-Hybridisierung
und immunhistochemische Farbungen im Darm der Maus und des Menschen eine Expression
des GLP2-Rezeptors in subepithelialen Myofibroblasten [130]. Auch Pedersen et al. konnten
mittels quantitativer PCR und Immunhistochemie keine Expression des GLP2-Rezeptors im
intestinalen Epithel detektieren [131]. Sie konnten eine starke GLP2-Rezeptor-Expression in
den Neuronen der Muskelschichten der Darmwand, sowie eine geringere Expression in der La-
mina propria der Mukosa nachweisen [131], in der sich subepitheliale Myofibroblasten befin-

den.

1.3.1.2 Physiologische Wirkung von IGF1 und GLP2

Das Wachstumshormon IGF1 wird insbesondere in der Leber und im Knochen synthetisiert
[119]. Im Intestinum wird IGF1 von subepithelialen Myofibroblasten gebildet und wirkt pa-
rakrin [119, 132] auf die Zellen, die den IGF1-Rezeptor exprimieren.

Die intestinale Wirkung durch IGF1 wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen untersucht.
IGF1 verbesserte demnach die Resorption von Makrondhrstoffen und Elektrolyten [ 133], fiihrte
zu einer VergroBerung der Krypten [134] und der Diinndarmzotten sowie zu einer Erh6hung
des Darmgewichts [135]. Zudem wurde die Umstellung von parenteraler auf enterale Erndh-
rung durch eine IGF1-Behandlung bei Ratten mit KDS erleichtert [136]. Neben diesen positiven
Wirkungen durch IGF1 wurden jedoch auch negative beschrieben, die eine therapeutische Be-
handlung mit IGF1 nicht moéglich machen. Pucilowska et al. zeigten, dass die IGF1-mRNA in
Fibroblasten und Myofibroblasten von Patienten mit Morbus Crohn stark erhdht ist und vermu-
teten daher einen Einfluss von IGF1 auf den fibrotischen Umbau im Krankheitsverlauf [137].
AuBerdem ist in der Literatur eine Aktivierung von Fibroblasten zur verstirkten Produktion

extrazelluldrer Matrix durch IGF1 beschrieben [138].
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Das Hormon GLP2 wird in den enteroendokrinen L-Zellen, die insbesondere in den Darmkryp-
ten des proximalen Kolons und des distalen Ileums vorkommen, synthetisiert. Es vermittelt
seine Wirkung wie IGF1 v. a. parakrin auf benachbarte Zellen, die den GLP2-Rezeptor expri-
mieren [ 139, 140]. Die Sekretion von GLP2 aus den L-Zellen wird durch neuroendokrine Fak-
toren und luminale Nahrstoffe beeinflusst [139, 141, 142]. Die Versuche von Xiao et al. zeigten,
dass die Sekretion von GLP2 nach einer gemischten Mahlzeit, sowie nach alleiniger Zufuhr
von einfachen Kohlenhydraten und Fetten stimuliert wurde [142]. GLP2 wird durch das Enzym
Dipeptidyl Peptidase 4 (DPP 4) abgebaut [143, 144].

Untersuchungen zur intestinalen Wirkung von GLP2 und GLP2-Analoga zeigten intestinotro-
phe und antiapoptotische Effekte. GLP2 fiihrte zu einer Erhdhung des Darmgewichts, stimu-
lierte die Proliferation des Kryptenepithels, induzierte das Wachstum der Darmzotten [125,
130, 145—-148] und senkte die Apoptoserate der Enterozyten [147—149]. Bei Patienten mit KDS
fithrte die Applikation von GLP2 zu einer verbesserten Néhrstoffresorption und einem besseren
Erndhrungszustand [150]. Diese Effekte konnten auch durch die ldngere Verabreichung des
GLP2-Analogons Teduglutid beobachtet werden [151, 152]. In intestinalen Zellkulturen und in
subepithelialen Myofibroblasten des Mausdarms konnte nachgewiesen werden, dass GLP2 ne-
ben der proliferativen Wirkung zu einer erhohten Expression der IGF1-mRNA und zu einer
erhohten Sekretion von IGF1 flihrte [132, 153]. Mehrere Untersuchungen konnten zeigen, dass
bei IGF1-KO-Maiusen keine intestinotrophe Wirkung durch GLP2 stattfindet [153, 154]. Dar-
aus leiteten Rowland et al. ab, dass GLP2 seine wachstumsfordernde Wirkung tiber IGF1 ver-
mittelt [154, 155]. Immunhistochemische Untersuchungen zeigten, dass GLP2-immunreaktive
Zellen neben IGF1 auch Keratinozyten-Wachstumsfaktoren (KGF) produzierten [130]. Zudem
detektierten Guan et al. den GLP2-Rezeptor an enterischen Neuronen. Er war an diesen Ner-
venzellen mit dem Enzym Endothelial Nitric Oxide Synthase (eNOS) und dem Hormon Va-
soactive Intestinal Polypeptide (VIP) kolokalisiert [129]. Sie vermuteten daher, dass es durch
die Aktivierung des GLP2-Rezeptors dieser Zellen zu einer Ausschiittung von Stickstoffmono-

xid (NO) und VIP kommt.
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Abbildung 6: Wirkung durch GLP2. A zeigt eine orientierende histologische Ubersicht mit den
Zellen, die eine Rolle bei der durch GLP2 vermittelten Wirkung spielen. B beschreibt die GLP2-
Kaskade und die daraus resultierenden Effekte. Modifiziert nach [140].
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1.4 NOD2-Gen: Funktion und pathophysiologische Auswirkung einer Genmutation

Das Nucleotide-Binding Oligomerization Domain 2 (NOD2)-Gen kodiert auf dem menschli-
chem Chromosomen 16 fiir das intrazellulire NOD2-Rezeptorprotein, welches zur Familie der
NOD Like Receptor (NLR)-Proteine gehort und eine wichtige Rolle im angeborenen Immun-
system einnimmt. NLR-Proteine sind Pattern Recognition Receptors (PRR), die Pathogen
Associated Molecular Patterns (PAMPs) oder Microbe Associated Molecular Patterns
(MAMPs) erkennen und eine Abwehrreaktion gegen bakterielle Erreger einleiten kdnnen. Der
NOD2-Rezeptor besteht aus drei Doménen: an der C-terminalen Seite liegt die Leucine Rich
Repeats (LRR)-Doméne, an der N-terminalen Seite die Caspase Activation And Recruitment
Domcine (CARD) und zentral die verkniipfende NOD-Domiine. Uber die LRR-Domine wird
das Muramyl-Dipeptid (MDP), ein Bestandteil der bakteriellen Zellwand, erkannt. Diese Er-
kennung fiihrt zu einer Aktivierung der NOD-Doméne und dadurch zu einer Oligomerisierung
des NOD2-Rezeptors, wodurch die CARD-Doméne eine Signalkaskade in Gang setzt. Am
Ende dieser Signalkaskade steht die Aktivierung des Nuclear Factor Kappa-Light-Chain En-
hancer Of Activated B-Cells (NF-kB)-Transkriptionsfaktors, die wiederum zu der Synthese
zahlreicher proinflammatorischer Zytokine fiihrt [156—158].

Der NOD2-Rezeptor wird einerseits in myeloischen Zellen, wie den Monozyten, Granulozyten
und dendritischen Zellen exprimiert [159, 160]. Andererseits wurde der Rezeptor auch in den
Epithelzellen des Gastrointestinaltraktes, der Speicheldriisen, der Lunge und der Niere nachge-
wiesen [161]. Dariiber hinaus konnte eine starke Anreicherung der NOD2-mRNA in den intes-
tinalen Krypten und hier insbesondere in den Paneth-Zellen gefunden werden [162, 163].
Verschiedene Mutationen im NOD2-Gen stellen einen Risikofaktor fiir das Auftreten eines
Morbus Crohn dar [164, 165], wobei sich iiber 90% der Mutationen im Bereich der LRR-Do-
mane befinden [166]. Dabei sind die pathophysiologischen Mechanismen, die die Genese eines
Morbus Crohn bei Patienten mit NOD2-Mutationen begiinstigen, noch nicht hinreichend ge-
klart. Bei ilealem Morbus Crohn konnte eine verminderte Sekretion antimikrobieller Peptide
der Paneth-Zellen, wie z.B. alpha-Defensine oder Lysozyme, und eine daraus resultierende Be-
einflussung der Darmflora festgestellt werden [167, 168]. Diese verminderte Sekretion fiel be-
sonders bei Patienten mit NOD2-Mutationen auf [169, 170]. Dartiber hinaus konnte ein direkter
Einfluss des NOD2-Status auf die Zusammensetzung der intestinalen Flora gezeigt werden
[171-173], wobei NOD2-KO-Maiuse eine verminderte Abwehr gegen die Kolonisation patho-
gener Bakterien zeigten [171]. Es ist also davon auszugehen, dass eine NOD2-/oss of function-

Mutation eine eingeschrinkte antibakterielle Aktivitdt der Paneth-Zellen zur Folge hat, aus der
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wiederum eine Verdnderung der Darmflora resultiert [157]. In der Folge kommt es zu einer

Reduktion von Bakterien mit protektiver Darmfunktion sowie zu einer Dysbiose [168].

1.4.1 Bedeutung der NOD2-Genmutation fiir die Pathogenese des Kurzdarmsyndroms

Die NOD2-Mutation spielt ebenfalls eine Rolle bei der Pathogenese des KDS. Lamprecht et al.
stellten anhand einer Kohortenstudie fest, dass das Risiko, nach einer ausgedehnten intestinalen
Resektion ein KDS zu entwickeln, bei Patienten mit einer NOD2-Genmutation gegeniiber Pa-
tienten ohne NOD2-Genmutation signifikant erhoht ist. Dieser signifikante Unterschied wurde
allerdings nur bei Patienten festgestellt, die nicht an einem Morbus Crohn litten [174]. Bereits
zuvor publizierten Fishbein et al., dass bei einem sehr hohen Anteil von untersuchten Patienten,
die aufgrund eines Darmversagens ein Darmtransplantat erhielten und zugleich nicht an Morbus
Crohn litten, eine NOD2-Mutation vorlag [175]. Weiterhin wird vermutet, dass Patienten mit
einer NOD2-Mutation nach einer ausgedehnten Darmresektion ein hoheres Risiko tragen, eine
Darmtuberkulose oder opportunistische Infektionen zu entwickeln [176]. Zusammenfassend
zeigen diese Daten, dass der NOD2-Status eine erhebliche Rolle fiir das postoperative Outcome

spielt, wobei die Ursachen dafiir noch nicht hinreichend geklart sind.

1.5 Haushaltsgene: Funktion und Expression im Gastrointestinaltrakt

In der vorliegenden Arbeit wurden die epithelzellspezifischen Gene Zytokeratin 18 (ZK-18)
und Villin sowie das nicht epithelzellspezifische Gen beta-Aktin als Haushaltsgene verwendet,
um die relative Genexpression (Kapitel 3.5.2) der oben beschriebenen Transport- und Adap-
terproteine sowie der hormonellen Rezeptoren auf der Léngsachse des Mausdarms zu bestim-

men.

Aktin ist ein zelluldres Strukturprotein, das eine essentielle Komponente des Zytoskeletts bildet
und u.a. der Aufrechterhaltung des Zellgeriists, der Zellmigration, der Zellteilung und der
Zelldifferenzierung dient [177, 178]. Insgesamt gibt es sechs verschiedene Isoformen des
Aktins, von denen beta-Aktin eine zytoplasmatische Unterform darstellt, die ubiquitdr

exprimiert wird [179].
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Zytokeratine sind epitheliale Intermedidrfilamente, die neben Mikrotubuli und Mikrofilamen-
ten eine wichtige Komponente des Zytoskeletts in eukaryotischen Zellen bilden und einen ho-
hen Stellenwert im Aufbau und in der Funktion der Zelle besitzen [180]. ZK-18 wird dabei in

den proliferativen Zellen der Krypten und nicht in den differenzierten Zellen der Villi expri-

miert (Abbildung 7) [181]. ZK-18 findet zudem Verwendung als epithelspezifischer Marker
[182].

Kryptenepithel

| 100 pm |

Abbildung 7 (unveroffentlichte Abbildung, bereitgestellt von Peggy Berlin): Ileum einer WT-
Maus. Anfirbung des Epithels durch einen ZK-18-Antikorper.
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Villin ist ein Aktin-bindendes Protein, welches die Struktur und den Aufbau von Aktin regu-
liert. Es wird epithelzellspezifisch und insbesondere in den Zellen synthetisiert, die einen Biirs-
tensaum enthalten. Bereits in den undifferenzierten Zellen der Krypten findet eine Villinpro-
duktion statt, die in den differenzierten Zellen der Zottenbasis ithr Maximum erreicht (Abbil-
dung 8) [183].

Abbildung 8 (unverdéffentlichte Abbildung, bereitgestellt von Peggy Berlin): Ileum einer WT-

Maus. Anfirbung des Epithels durch einen Villin-Antikorper.
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2 ZIELSTELLUNG

In der vorliegenden Arbeit sollte die basale Expression von Transportproteinen, Adapterprote-
inen und hormonellen Rezeptoren in der Darmwand der Maus untersucht werden. Dabei sollte
einerseits die Expression der Proteine differenziert auf der Langsachse des Darms vom Duo-
denum bis zum Rektum ermittelt werden. Andererseits sollte die Expression von WT-Méiusen
mit der von NOD2-KO-Maiusen verglichen werden.

Die Expressionsdaten von WT- und NOD2-KO-Méusen wurden gegeniibergestellt, um mogli-
che Unterschiede in der basalen Expression zu identifizieren, die bei Patienten mit NOD2-
Mutationen ein erhdhtes Risiko fiir die Entwicklung eines Darmversagens nach einer ausge-
dehnten Darmresektion erkliren konnten. Dariiber hinaus dienen die Ergebnisse dieser Arbeit
dem Vergleich mit einer Expressionsanalyse der untersuchten Zielgene in einem Kurzdarmmo-

dell der Maus.

Die Transportproteine, die in dieser Arbeit untersucht wurden, sind DRA, PAT1, NHE3, CFTR
und ANOI. Aufgrund ihrer apikal-transmembrandsen Lokalisation findet iiber sie der Transport
von Elektrolyten und Wasser zwischen dem Darmlumen und der Epithelzelle statt. Dieser durch
die Transportproteine vermittelte Austausch wird wiederum von intrazelluldren Adapterprotei-
nen beeinflusst, wobei die Transportaktivitdt hoch- oder runterreguliert werden kann. Zu den
untersuchten Adapterproteinen gehoren NHERF1, NHERF2, PDZK1, IKEPP und SNX27. Des
Weiteren wurden die hormonellen Rezeptoren GLP2- und IGF1-Rezeptor untersucht, die post-
operativ nach einer ausgedehnten Darmresektion eine Adaptation der Darmschleimhaut vermit-

teln konnen.
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3.1 Miuse, Gewebeentnahmen und Gewebeprozessierung

Fiir die Untersuchungen wurden ménnliche Miuse der Stimme C57BL/6J (Wildtyp, WT) und
B6.129S1-Nod2tm1Flv/J (NOD2-KO) von der Firma Jackson Laboratory, Bar Habor, Maine,
USA bezogen und in der zentralen Versuchstierhaltung des Rudolf-Zenker-Institutes fiir Expe-
rimentelle Chirurgie der Universitdtsmedizin Rostock (Leitung: Frau Prof. Dr. med. Brigitte
Vollmar) geziichtet. Die Zucht und Haltung der Mause erfolgte unter Umsetzung der Richtlinie
2010/63/EU unter Specific Pathogen Free (SPF)-Bedingungen. Drei Tage vor Organentnahme
wurden die Tiere in die chronische Haltung verbracht, wo sie Standardfutter und Wasser ad
libitum erhielten.

Die Tiere wurden durch eine intraperitoneale Injektionsnarkose aus Ketamin (80-100 mg/kg
KG) und Xylazin (5-15 mg/kg KG) narkotisiert und durch zervikale Dislokation getdtet. Der
Darm wurde ziigig explantiert, mit kalter physiologischer Kochsalzlosung gespiilt und vermes-
sen. AnschlieBend wurde der Darm in Segmente mit jeweils einer Linge von etwa 1-1,5 cm
aufgeteilt, wobei die Segmente jeweils im Wechsel entweder zur weiteren molekularbiologi-
schen Untersuchung in fliissigen Stickstoff gefroren — und anschlieend bei -80°C asserviert —
oder fiir histologische Untersuchungen in 4%ige Formafix-Losung eingelegt wurden.

Von jedem Stamm wurden jeweils sechs Méuse verwendet (n=6). Dabei betrug das Alter der
Mause durchschnittlich 5,1 = 1.3 Monate (WT) bzw. 4,3 + 1,3 Monate (NOD2-KO) und das
durchschnittliche Korpergewicht 28,5+ 1,6 g (WT) bzw. 28,8 £ 1,7 g (NOD2-KO), wobei sich
Durchschnittsalter und -gewicht zwischen den untersuchten Gruppen nicht signifikant unter-

schieden.

3.2 Isolation der RNA

Fiir die RNA-Isolation wurde das RNeasy Minikit (250) nach der Anleitung des Herstellers
(RNeasy Mini Handbook, QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) verwendet.

Die einzelnen Darmabschnitte wurden unter Konservierung in fliissigem Stickstoff zunéchst
abgewogen und bei Bedarf mit einem Mdérser zerkleinert, um ein Maximalgewicht von 30 mg

pro Probe fiir die weitere Durchfiihrung nicht zu iiberschreiten.
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Den Proben wurde jeweils eine Stahlkugel (Stainless Steel Beads 7 mm, QIAGEN GmbH, Hil-
den, Deutschland) sowie ein Gemisch aus 6 pul beta-Mercaptoethanol und 600 pl RLT-Lyse-
puffer (1:100) zugegeben. Anschlieend wurde das Gewebe durch den Tissue Lyser LT (QI-
AGEN GmbH, Hilden, Deutschland) fir 5 min bei 50 Hz homogenisiert und fiir 2 min bei
14.000 g zentrifugiert. Der abgenommene Uberstand wurde mit 70% Ethanol vermischt. 700
ul dieses Lysat-Ethanol-Gemisches wurden auf eine RNeasy-Séule gegeben und zentrifugiert.
Es folgte die Gabe von 350 pl RW1-Puffer auf die Sdule mit anschlieender Zentrifugation und
die Zugabe von 80 pl DNase Mix (10 ul DNase Stock Losung [RNase-Free DNase Set, QI-
AGEN GmbH, Hilden, Deutschland] + 70 ul RDD-Puffer) mit anschlieBender Inkubation der
Proben fiir 15 min bei Raumtemperatur. Nach der Inkubation wurden erneut 350 pl RW1-Puffer
zugegeben. Im Anschluss folgten zwei weitere Waschungen mit 500 pl RPE-Puffer (mit abso-
lutem Ethanol versetzt) und Zentrifugation. Nach Uberfiihren der Siule auf ein neues 1,5 ml
Eppendorfgefdl wurde die RNA durch Zugabe von 30 pl RNase-freiem Wasser fiir 1 min bei

8000 g in der Zentrifuge ausgewaschen.

3.3 RNA-Konzentrationsmessung und RNA-Qualitiatskontrolle

Sowohl die RNA-Konzentration als auch die Reinheit der RNA-Probe wurden durch photomet-
rische Messung mit dem Nanophotometer bestimmt. Dazu wurde 1 pl der zuvor isolierten RNA
verwendet. Die Reinheit der RNA wurde durch das Absorptionsverhiltnis der RNA-Probe bei
260 nm sowie 280 nm Wellenldnge UV-Licht ermittelt (A260/A280-Ratio). Bei einem Quoti-
enten von etwa 2,0 ist dabei von einer reinen, nicht kontaminierten RNA auszugehen. Durch
diese Kontrolle wurde sichergestellt, dass nur RNA-Proben zur weiteren Untersuchung verwen-
det wurden, bei denen die A260/A280-Ratio zwischen 1,9 und 2,1 lag.

Zur weiteren Kontrolle der Qualitit wurden die RNA-Proben mittels Agarose-Gelelektropho-
rese elektrophoretisch untersucht. Bei der Gelelektrophorese wird die RNA in einem elektri-
schen Feld nach GroBe in einzelne Untereinheiten aufgetrennt. Fiir die Herstellung eines
1,5 %igen Agarosegels (Tabelle 1) wurde die Agarose in TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer
durch Aufkochen geldst und mit Ethidiumbromid versetzt. In jede Geltasche wurde 1,5 pg
RNA, zusammen mit 2 pul Ladepuffer (aus 50 % Glycerin, 120 mM EDTA, 10 mM Tris, 5 %
A. dest.), aufgetragen. Um die jeweilige Fragmentgrofle bestimmen zu kdnnen, wurde zudem
8 ul eines Markers (Mass Ruler Express DNA Ladder Mix Reverse) auf das Gel pipettiert. Die

Auftrennung der Proben erfolgte bei einer angelegten Spannung von 90 V iiber einen Zeitraum
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von 45 min. AnschlieBend konnten die Fragmente mithilfe von UV-Licht sichtbar gemacht
werden. Die zuvor isolierte RNA wurde in der gelelektrophoretischen Auftrennung durch
scharf abgrenzbare 18S- und 28S-Banden nachgewiesen. Zur weiteren Untersuchung wurden
nur diejenigen RNA-Proben verwendet, die dieses Merkmal in der Elektrophorese aufwiesen

(Abbildung 9).

Tabelle 1: Zusammensetzung des Agarosegels (1,5%ig).

Reagenzien

1,5 g Agarose

100 ml 0,5 % TAE-Puffer

4 ul Ethidiumbromid-Lésung

§$=—~ﬂunnuuHﬂ HH - o
2000 ‘ R ' 8 54 2000

1500— ——1500

Abbildung 9: 18S- und 28S-Banden der RNA nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Pro-

ben. Die Zahlen beschriften die Grofie des verwendeten Markers (in bp).

3.4 Synthese der cDNA

Fiir die Synthese der cDNA wurde das High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
biosystems) verwendet. Es wurden 2 ug RNA in einem Volumen von 10 pul mit RNAse-freiem
Wasser fiir die cDNA-Synthese versetzt. AnschlieBend wurde der Mastermix, dessen Reagen-

zien in Tabelle 2 aufgelistet sind, hinzugegeben.

24



3 MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 2: Mastermix fiir die cDNA-Synthese.

Reagenz Volumen in pl

10 x Reverse Transkriptase (RT)-Puffer 2,0

25 x Desoxyribonukleosidtriphosphat (ANTP) Mix (100 mM) | 0,8

10 x Reverse Transkriptase (RT) Random Primer 2,0
MultiScribe Reverse Transkriptase (RT) 1,0
Nukleasefreies Wasser 4,2
Totalvolumen 10,0

Tabelle 3: Temperaturprotokoll der cDNA-Synthese.

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

Die RNA wurde in einem Ansatz von 20 pl im Thermocycler (ThermoCycler, Biozym) in vier
Schritten in cDNA umgeschrieben (Tabelle 3). Nach der Transkription wurden die Proben in

einem Verhiltnis von 1:20 mit nukleasefreiem Wasser verdiinnt.

3.5 Genexpressionsanalyse mittels qPCR

3.5.1 Das Prinzip der PCR

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine molekularbiologi-
sche Methode, durch die spezifische Nukleinsduresequenzen vervielféltigt und nachgewiesen
werden konnen. Bei einer PCR werden mehrere Zyklen durchlaufen, die jeweils aus den fol-
genden Schritten bestehen: der Denaturierung, der Primerhybridisierung und der Elongation.
Die Denaturierung erfolgt bei 95°C und dient der Losung der Wasserstoffbriickenbindungen,

durch die die doppelstringige (ds) DNA zusammengehalten wird. Bei der Primerhybridisierung
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kommt es bei einer Abkiihlung auf 60°C zur Anlagerung der Primer an das 5’- und 3’-Ende des
zu amplifizierenden Bereichs. Die Elongation erfolgt bei 60°C zur Amplifikation der DNA
durch eine hitzebestindige Tag-Polymerase bei Anwesenheit freier Desoxynucleosid-Triphos-
phate (ANTPs). Dieses Prinzip flihrt pro Zyklus zu einer Verdopplung und iiber mehrere Zyklen
hinweg zu einer exponentiellen Vervielfdltigung der spezifischen DNA-Abschnitte.

Bei einer quantitativen Echtzeit-PCR (real-time quantitative PCR, qPCR) wird durch den zu-
sdtzlichen Einsatz von fluoreszierenden Molekiilen nach jedem Zyklus die Menge der neu syn-
thetisierten DNA von optischen Detektionseinheiten bestimmt. Sobald bestimmte DNA-Se-
quenzen amplifiziert werden, zeigt sich ein Anstieg des Fluoreszenzsignals. Die qPCR erlaubt

somit eine Aussage iiber die Stirke der Expression der untersuchten Gene.

3.5.2 Messung der relativen Genexpression und Durchfiihrung der qPCR

Die Quantifizierung der DNA-Molekiile wird durch den Threshold Cycle (CT-Wert) beschrie-
ben, der den Zyklus angibt, bei dem die Fluoreszenz erstmalig einen definierten Schwellenwert
— den sog. Threshold — iiberschreitet. Je kleiner der CT-Wert ist, desto stdrker ist also die Ex-
pression. Um die Expression der einzelnen Gene und Darmabschnitte untereinander besser ver-
gleichen zu konnen, wurden die Zielgene an die Haushaltsgene beta-Aktin, ZK-18 und Villin
(Kapitel 1.5) normiert. Durch diese Normierung wurde der ACT-Wert (= CTZzielgen - CTHaushalts-
gen) gebildet. Um das Ausmall der mRNA-Expression besser beschreiben zu kdnnen, wurde die

relative Genexpression als 2” FACTI.Wert dargestellt.

Die Analyse der Genexpression erfolgte durch qPCR am Applied Biosystems ViiA 7 Real-Time
PCR System. Die Proben wurden nach den Ansétzen in Tabelle 12 bzw. Tabelle S jeweils als
Duplikate (TagMan®) bzw. Triplikate (SYBR® Green) auf eine 96-Well-Reaktionsplatte
(MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems) aufgetragen. Die Ergebnisse
wurden nur dann verwertet, wenn die Abweichung der CT-Werte der Duplikate und Triplikate
geringer als 0,5 war. Zudem wurde fiir jedes Zielgen eine Negativkontrolle (Non Template Con-
trol, NTC) mit nukleasefreiem Wasser durchgefiihrt, um falsch positive Werte identifizieren zu

konnen.

Die Expressionsanalyse erfolgte fiir die Gene DRA, NHE3, CFTR, ANOI1, PATI sowie
NHERF1, NHERF2, IKEPP und PDZK 1 durch SYBR® Green und fiir SNX 27, GLP2-Rezeptor
und IGF1-Rezeptor durch TagMan®-Sonden.
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3.5.3 Detektion durch SYBR® Green

SYBR® Green ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich sequenzunabhingig in dsDNA einbindet.
Unter Anregung von kurzwelligem UV-Licht emittiert der Farbstoff langerwelliges Licht im
Bereich von 530 nm, welches von optischen Detektionseinheiten gemessen werden kann. Die
Intensitdt der gemessenen Fluoreszenz steigt so mit der Menge der amplifizierten dsDNA.

Der Ablauf einer qPCR ist in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: PCR-Protokoll fiir SYBR® Green.

Schritt Temperatur in °C Zeit in min | Anzahl an Zyklen
Initiale Denaturierung 95 10 1

Denaturierung 95 1 40
Primerhybridisierung 60 0,25

und Elongation

Schmelzkurvenanalyse 60 — 90 (0,05/s) 10 1

Die Verwendung von SYBR® Green kann dazu fiihren, dass sich der Farbstoff wihrend des
Ablaufs der qPCR auch in unspezifische dsDNA-Abschnitte oder in Primerdimere, welche ins-
besondere bei der Verwendung von erhohten Primerkonzentrationen auftreten konnen, einla-
gert. Wihrend der Schmelzkurvenanalyse wird die Probe erhitzt und die dsDNA bei einer be-
stimmten Temperatur in Einzelstrang-DNA denaturiert, wodurch sich der Fluoreszenzfarbstoff
wieder freisetzt. Durch diesen Vorgang sinkt das Fluoreszenzsignal bei der Temperatur am
starksten, bei der die dsDNA nahezu vollstdndig denaturiert. In der Analyse wird die Schmelz-
kurve als erste Ableitung des Fluoreszenzsignals in Abhdngigkeit des Zyklus dargestellt. In
dieser Ableitung gibt der Peak der Kurve den Schmelzpunkt des Amplifikats an. Da sich die
Schmelzpunkte spezifischer DNA-Abschnitte von Schmelzpunkten unspezifischer DNA-Pro-
dukte sowie Primerdimeren unterscheiden, ist mithilfe der Schmelzkurvenanalyse eine Diffe-
renzierung amplifizierter spezifischer und unspezifischer DNA-Abschnitte moglich. So konnte
fiir jede Probe {iberpriift werden, ob es sich bei dem Amplifikationsprodukt tatsdchlich um das

Zielgen handelt.
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Abbildung 10: Beispiel einer Schmelzkurvenanalyse. Der linke Graph zeigt die Schmelzkurve des

Amplifikats des Zielgens, der rechte Graph die Schmelzkurve der Negativkontrolle.

Fiir die Durchfiihrung der qPCR mit SYBR® Green wurde der Maxima SYBR® Green/ROX
qPCR Master Mix (2X) verwendet, welcher eine Hot Start Taqg DNA-Polymerase und dNTPs

in einem optimierten PCR-Puffer mit ROX-passivem Referenzfarbstoff enthielt.

Jeder Ansatz setzte sich aus 12,5 pul Mastermix, 2,5 ul cDNA, nukleasefreiem Wasser sowie je

1-3 ul Vorwirts- und Riickwirts-Primer (Tabelle 7) zu einem 25 pl-Gesamtvolumen zusam-

men (Tabelle 5). Bei den Negativkontrollen wurde anstatt der cDNA nukleasefreies Wasser

verwendet.

Tabelle 5: PCR-Ansatz fiir SYBR® Green mit cDNA.

Reagenz Konzentration Volumen in pl
Master Mix 12,5
Vorwirts-Primer 100-300 nM 1-3
Riickwérts-Primer 100-300 nM 1-3

cDNA 5 ng/ul 2,5
Nukleasefreies Wasser auf 25
Totalvolumen 25 ul
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Tabelle 6: Auflistung der fiir die spezifischen Zielgene verwendeten Vorwiérts- und Riickwiirts-

Primer, deren Schmelztemperaturen und der Schmelztemperaturen der Amplifikate.

Gen Primersequenz (FP / RP) Schmelztemp. | Schmelztemp.
(Sequenz 5" 2 3%) Amplifikat Primer

DRA CATCCCCATCGAACTCATCAT/ 80°C 62/ 64°C
AGACTCATGTTCCCAACCACG

NHE 3 GCGCCTGGAGTCCTTTAAGTC/ 82°C 66 / 64°C
TGCTATTCCTCCGCTTCTGTG

CFTR CAGCTCAAACAACTGGAATCTGAA / | 80°C 68/ 58°C
GTCTGGCGTCGGAAGGC

ANOI1 GGCTCTCCTATCCCTTCTCCC/ 80°C 68 / 68°C
TTCATAGACTATTGTGCTCCGGG

PATI CGAACTTGGTTCCGATGCTC/ 83°C 60/ 64°C
AGCCATTCACGCACAGGATAC

NHERF 1 |CTAAATTCCCAAGACAGCCCC/ 81°C 64 / 66°C
GCCAAGGAGATGTTGAGGTCC

NHERF 2 | TAGTCGATCCTGAGACTGATG/ 84°C 64/ 62°C
ATTGTCCTTCTCTGAGCCTG

PDZK 1 AGACCGAACTCTCAGCACAGC/ 81°C 66/ 62°C
CAGTTCCTGGGCCCTCAAG

IKEPP TTTCATCTCCCAGGTGACCC/ 84°C 62 /62°C
TGTCTCCGCCCACAGGATAT

ZK-18 GTCTCAACGATGCCCTGGAC/ 82°C 64 / 60°C
TCGGACACCACTCTGCCAT

beta-Aktin | TCATTGCTCCTCCTGAGCG / 83°C 60/ 66°C
CGTACTCCTGCTTGCTGATCC

Villin AGTCCCCCATCTTCCAACAAC/ 82°C 64 / 64°C

ACCTGTTCCACCTTAGCCACA
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Bei der Verwendung von SYBR® Green ist die Bestimmung der optimalen Primerkonzentration
und der Primereffizienz notwendig, um einerseits eine maximale Effizienz der Amplifikations-
rate zu erhalten und andererseits die Primer der jeweiligen Gene in ihrer Effizienz untereinander
gut vergleichen zu konnen. Die Bestimmung der optimalen Primerkonzentration und der Pri-

mereffizienz erfolgte an bakterieller Plasmid-DNA, die zunichst isoliert werden musste.

3.5.3.1 Anziichten von Bakterienkulturen und Isolation der Plasmid-DNA

Zunichst wurden kommerziell erworbene Klone (Source Bioscience, Nottingham, United King-
dom) in Form transformierter Escherichia coli-Stocks, die jeweils die DNA-Zielsequenz ent-
hielten, angeziichtet. Die verwendeten Klone sind in Tabelle 8 aufgelistet. Dazu wurden die
Bakterien in Lysogeny Broth (LB)-Medium, welches zur Selektion der Bakterienstimme mit
Ampicillin bzw. Kanamycin versetzt worden war, iiber Nacht in einem Schiittelinkubator bei
37°C und 180 rpm kultiviert. Die Isolation der Plasmid-DNA erfolgte nach Angaben des Her-
stellers mithilfe des peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I (peqlab, Erlangen, Deutschland). Nach
erfolgter Isolation der Plasmid-DNA wurde die Konzentration am Nanophotometer gemessen
und die 4260/4280-Ratio zur Kontrolle der Reinheit bestimmt. AnschlieBend wurde die Plas-
mid-DNA 1:1000 verdiinnt.

3.5.3.2 Optimierung der Primkonzentration und Bestimmung der Primereffizienz

Die Optimierung der Primerkonzentration erfolgte durch Verwendung von Konzentrationen im
Bereich von 100 nM, 200 nM und 300 nM fiir Vorwirts- und Riickwérts-Primer. Insgesamt

wurden also neun mogliche Kombinationen der Primerkonzentration getestet (Tabelle 7).

Tabelle 7: Schema zur Optimierung der Primerkonzentration durch Testung verschiedener Kon-

zentrationen fiir den Vorwirts- und Riickwiirts-Primer.

Riickwiirts-Primer Vorwiirts-Primer

100 nM 200 nM 300 nM
100 nM 100/ 100 200/ 100 300/ 100
200 nM 100 /200 200/200 300/ 200
300 nM 100 /300 200/300 300/300
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Tabelle 8: Verwendete bakterielle Klone fiir die zu untersuchenden Gene.

Gen Clone Accession / IMAGE ID
DRA BC139273 / 8862295
NHE3 AKO033564 / 5041861
CFTR CN460318.1 /30652797
ANOI1 BC062959 /30547439
PATI1 BC028856 /4165725
NHERF1 BC085141 /6413140
NHERF2 BC065778 / 3467172
PDZK1 BCO013512 /4234949
IKEPP BC037630 /4971283
ZK-18 AK167265.1 /314094
beta-Aktin BC138614 / 8861634
Villin BC145671 /40130974

Tabelle 9: PCR-Ansatz fiir SYBR® Green basierte PCR mit Plasmid-DNA.

Reagenz Konzentration / | Volumen in pl
Menge
Master Mix 1x 12,5
Vorwiérts-Primer 100-300 nM 1-3
Riickwérts-Primer 100-300 nM 1-3
Plasmid-DNA 1 ng 1 ng/ ¢ (Plasmid-DNA [ng/u1])
Nukleasefreies Wasser auf 25
Totalvolumen 25
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Fiir die Optimierung der Primerkonzentration wurden die Primer mit einer qPCR unter Ver-

wendung von 1 ng Plasmid-DNA getestet (Tabelle 9).

Zur Beurteilung der optimalen Primerkonzentration wurden die CT-Werte der einzelnen Pri-
mer-Kombinationen, die Negativkontrollen und die Schmelzkurven betrachtet. Ausgewahlt
wurden jeweils die Primerkonzentrationen, die in der Auswertung negative NTCs und in der
Schmelzkurve nur einen Peak zeigten. Zudem wurde bei Einhaltung dieser Kriterien die Pri-
merkonzentration fiir ein Gen verwendet, die einen moglichst niedrigen CT-Wert hatte. Die
verwendeten Primerkonzentrationen sind in Tabelle 10 aufgelistet.

Nach Bestimmung der optimalen Primerkonzentration wurde die Effizienz der Primer an einer
Verdiinnungsreihe der Plasmid-DNA getestet. Die bereits 1.000-fach verdiinnte Plasmid-DNA
wurde weiter in einer 1:10-fachen Verdiinnungsreihe sechsmal verdiinnt. Fiir die Bestimmung
der Primereffizienz wurden nach Tabelle 11 PCR-Laufe mit der optimierten Primerkonzentra-
tion an 1 ng, 0,1 ng, 0,01 ng, 1 pg, 0,1 pg, 0,01 pg sowie 1 fg der Plasmid-DNA durchgefiihrt
(Abbildung 11). AnschlieBend wurden die CT-Werte der einzelnen Plasmid-Verdiinnungen in
Abhéngigkeit von der verwendeten Menge Plasmid-DNA in einfach logarithmischer Darstel-
lung graphisch abgebildet. Mit den Werten wurde eine lineare Funktion gebildet (Abbildung
12). Um die Effizienz E der Primer zu bestimmen, wurde die Steigung dieser Funktion in der
Formel E = 10 (1/Steigung der Funktion) herijcksichtigt.

Die Primereffizienz entspricht dem Faktor, um den die Menge an dsDNA in einem PCR-Zyklus
vervielfiltigt wird. Bei einer Effizienz von 2,00 ist von einer maximalen Primereffizienz aus-
zugehen. In diesem Fall herrschen optimale Bedingungen und die Menge an dsDNA wiirde sich
in jedem Zyklus verdoppeln. Aufgrund von Messungenauigkeiten kommt es allerdings auch
vor, dass Effizienzen > 2,00 gemessen werden. Die errechneten Primereffizienzen sind in Ta-

belle 12 aufgelistet.
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Abbildung 11: Darstellung von Amplikationskurven einer Plasmid-Verdiinnungsreihe.
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Abbildung 12: Graphische Darstellung der CT-Werte in Abhiingigkeit der verwendeten Plasmid-

menge (in g) zur Bestimmung der Primereffizienz.
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Tabelle 10: Verwendete Primerkonzentration und Primereffizienz.

Gen Primerkonzentration in nM (FP / RP) | Primereffizienz
DRA 300/ 100 2,07
NHE3 300/300 2,03
CFTR 200/ 100 1,94
ANOI1 100 / 200 1,90
PATI1 200/ 100 2,04
NHERF1 100/ 100 2,02
NHERF2 200/ 200 2,11
PDZK1 300/200 1,99
IKEPP 200 /200 2,05
ZK-18 200 /200 1,99
beta-Aktin 300 /300 2,03
Villin 200/ 300 1,94

3.5.4 Detektion durch TagMan®

Beim TagMan®-System werden sequenzspezifische, fluoreszenzmarkierte Sonden eingesetzt.
Diese Sonden sind Oligonukleotide und enthalten am 5’-Ende einen Fluoreszenzfarbstoff sowie
am 3'-Ende ein Quencher-Molekiil, welches aufgrund der Nidhe zum Fluoreszenzfarbstoft zu
einer Unterdriickung des Fluoreszenzsignals fiihrt. Nach der Denaturierung der dsDNA kommt
es zu einer sequenzspezifischen Anlagerung der Sonde an die Einzelstrang-DNA und zu einer
Elongation durch die 7ag-DNA-Polymerase. Da diese Polymerase auch eine 5°-3’-Exonuklea-
seaktivitdt besitzt, kommt es zu einer Trennung vom Fluoreszenzfarbstoff und Quencher-Mo-
lekiil. Dadurch wird das Fluoreszenzsignal nicht mehr unterdriickt und es kann von den opti-
schen Detektoren des Geréts gemessen werden.

Das PCR-Protokoll entsprach dem PCR-Protokoll fiir SYBR® Green. Allerdings erfolgte am
Ende des PCR-Laufs keine Schmelzkurvenanalyse (Tabelle 13).
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Tabelle 11: PCR-Protokoll fiir TagMan®-basierte PCR.

Schritt Temperatur in °C | Zeit in min Anzahl an Zyklen
Initiale Denaturierung 95 10 1
Denaturierung 95 0,25 40
Primerhybridisierung 60 1

und Elongation

Tabelle 12: PCR-Ansatz fiir TagMan®-basierte PCR.

Reagenz Volumen in pl
TagMan® Universal PCR Master Mix (2x) 6,25
Nukleasefreies Wasser 3,125

cDNA 2,5 (= 15ng)
TagMan®-Assays 0,625
Totalvolumen 12,5

Tabelle 13: Gene und verwendete TagMan®-Sonden

Gen TaqMan®-Sonde
IGF1-Rezeptor MmO00802831 ml
GLP2-Rezeptor MmO01329475 ml
SNX27 MmO01261512 ml
ZK-18 Mm01601704 gl

beta-Aktin MmO00607939 sl

Villin Mm00494146 _m1l
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3.6 Statistik

Die Daten wurden mit der Software IBM SPSS Statistics® Version 22 (IBM Corp. Released
2013. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY: IBM Corp.) ausgewertet.
Es wurde ein Signifikanzniveau von o = 0,95 verwendet und p-Werte < 0,05 als statistisch sig-
nifikant angesehen. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit Angabe der Standardabwei-
chung aufgefiihrt. Mittels des Zweistichproben-t-Tests fiir unabhidngige Stichproben wurden
die Ergebnisse der WT- und NOD2-M4iuse miteinander verglichen.
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4 ERGEBNISSE

In diesem Kapitel wurden die Expressionsdaten der Transport- und Adapterproteine sowie der
hormonellen Rezeptoren auf der Liangsachse des Darms graphisch veranschaulicht und be-
schrieben. Das Ausmal} ihrer Expression wurde durch Normierung an die Haushaltsgene, die
bereits in Kapitel 1.5 beschrieben wurden, als 2-ACTI-Wert (Kapitel 3.5.2) dargestellt. Um die
Ergebnisse der Transport- und Adapterproteine sowie der hormonellen Rezeptoren besser in-

terpretieren zu konnen, wurde zunéchst die Expression der Haushaltsgene bestimmt.

4.1 Expression der Haushaltsgene entlang der Darmlingsachse

Die Expression der Haushaltsgene wurde mittels SYBR® Green und TagMan® bestimmt. Die
Ergebnisse erbrachten dabei nahezu gleiche Expressionsprofile fiir die Haushaltsgene. Daher
wurde die Expression der Haushaltsgene exemplarisch nur fiir SYBR® Green dargestellt.

Im Folgenden wurde die Expression der Haushaltsgene durch CT-Werte — also ohne Normie-

rung auf ein Referenzgen — entlang der Langsachse des Darms dargestellt.

25 == peta-Aktin
m Villin
— ZK-18

20+

15

Expression der Haushaltsgene im Darm [CT]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Intestinales Segment [von duodenal nach rektal]

Abbildung 13: Intestinale Genexpression der Haushaltsgene. Das Ausmal} der Expression ist als
CT-Wert beschrieben. Die Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 = Duodenum,
Segmente 2-11 = Jejunum und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Segment 12 =
Zokum, Segmente 13-14 = Kolon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; n=12 Segmente 2-9 und 11-
15, n=7 Segment 10, n=10 Segment 1.
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Auf Abbildung 13 ist zu erkennen, dass beta-Aktin von allen Haushaltsgenen am stdrksten
exprimiert wurde und zugleich die geringste CT-Wert-Schwankung auf der Léngsachse von
duodenal bis rektal aufwies. Villin zeigte eine starke Expression im Jejunum und Ileum mit
einem Abfall der Expression in den Darmabschnitten des Kolons. ZK-18 wurde stérker im
Dickdarm exprimiert und zeigte eine zunechmende Abnahme der Expression nach proximal.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde beta-Aktin im Folgenden als Haushaltsgen zur Normierung
von Villin und ZK-18 verwendet. Um einen Unterschied in der Genexpression von beta-Aktin
in WT- und NOD2-KO-Madusen ausschlieBen zu konnen, wurden zunéchst die CT-Werte von
beta-Aktin der WT- und der NOD2-KO-Mausgruppe verglichen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Intestinale Genexpression von beta-Aktin. Das Ausmal} der Expression ist als CT-
Wert beschrieben. Die Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 = Duodenum, Seg-
mente 2-11 = Jejunum und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Segment 12 = Zékum,
Segmente 13-14 = Kolon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; je n=6 fiir NOD2-KO und WT Seg-
mente 2-9 und 11-15, je n=5 fiir NOD2-KO und WT Segment 1, n=3 fiir WT und n=4 fiir NOD2-
KO Segment 10.

Abbildung 14 zeigt eine gleichméafige Verteilung der beta-Aktin-Expression auf der Langs-
achse des Darms. Es sind keine Unterschiede in der Expression zwischen WT- und NOD2-KO-
Mausen zu erkennen. Auf dieser Grundlage wurde im Folgenden die Expression von Villin und

ZK-18 normiert auf beta-Aktin dargestellt.
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Abbildung 15: Intestinale Genexpression von Villin. Das Ausmaf} der Expression ist als 21-A¢T-Wertl
beschrieben. Die Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 = Duodenum, Segmente
2-11 = Jejunum und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Segment 12 = Zékum, Seg-
mente 13-14 = Kolon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; je n=6 fiir NOD2-KO und WT Segmente
2-9 und 11-15, je n=5 fiir NOD2-KO und WT Segment 1, n=3 fiir WT und n=4 fiir NOD2-KO
Segment 10.

Diese Abbildung zeigt deutlich, dass die Expression von Villin im Diinndarm stérker ausge-
pragt war als im Dickdarm. Am stérksten war die Genexpression in proximalen Diinndarmab-
schnitten — das Duodenum ausgenommen. Die Expression nahm nach distal immer weiter ab.
Zwischen WT- und NOD2-KO-M4usen bestanden keine signifikanten Unterschiede in den je-

weiligen Darmabschnitten.
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Abbildung 16: Intestinale Genexpression von ZK-18. Das Ausmaf} der Expression ist als beschrie-
ben als 2FACT-Wertl Pje Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 = Duodenum, Seg-
mente 2-11 = Jejunum und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Segment 12 = Zékum,
Segmente 13-14 = Kolon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; je n=6 fiir NOD2-KO und WT Seg-
mente 2-9 und 11-15, je n=5 fiir NOD2-KO und WT Segment 1, n=3 fiir WT und n=4 fiir NOD2-
KO Segment 10.

Im Gegensatz zu Villin wurde ZK-18 stirker im Dickdarm als im Diinndarm exprimiert. In
proximalen Abschnitten des Dickdarms war die Expression am stirksten. Im Diinndarm nahm
die Expression nach proximal ab, wurde allerdings im Duodenum wieder starker. Zwischen
WT- und NOD2-KO-Miusen zeigten sich auch fiir ZK-18 keine signifikanten Unterschiede in

der Genexpression der jeweiligen Darmabschnitte.

Zusammenfassend ergaben die Expressionsdaten, dass die Verwendung von beta-Aktin als
Haushaltsgen aufgrund seiner geringen Schwankung auf der Léngsachse des Darms am besten
geeignet war, um das Ausmal} der Expression der zu untersuchenden Proteine von proximalen
mit distalen Darmabschnitten vergleichen zu konnen. Dariiber hinaus wurden die Zielgene im
Diinndarm auf Villin und im Dickdarm auf ZK-18 normiert, um die Genexpression differen-

zierter betrachten zu konnen und sie mit epithelzellspezifischen Genen vergleichen zu kénnen.
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4.2 Genexpression der Transportproteine entlang der Darmlingsachse

4.2.1 DRA

Die Normierung auf beta-Aktin zeigt, dass DRA stark im Dickdarm exprimiert wurde, aber nur
gering im Diinndarm (Abbildung 17A). Im Dickdarm wurde DRA am stirksten im Zokum
exprimiert und am geringsten im proximalen Kolon (Abbildung 17C). Im Diinndarm ist ein
leichter Anstieg der Expression von distal nach proximal (Abbildung 17B) zu erkennen. Im
Bereich des Duodenums war die DRA-Expression bei WT-Miusen tendenziell stirker ausge-

pragt als bei NOD2-KO-Méusen — allerdings ohne Nachweis einer statistischen Signifikanz.
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Abbildung 17: Intestinale Genexpression von DRA normiert auf beta-Aktin (A), Villin (B) und
ZK-18 (C). Die Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 = Duodenum, Segmente
2-11 = Jejunum und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Segment 12 = Zékum, Seg-
mente 13-14 = Kolon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; je n=6 fiir NOD2-KO und WT Segmente
2-9 und 11-15, je n=5 fiir NOD2-KO und WT Segment 1, n=3 fiir WT und n=4 fiir NOD2-KO
Segment 10.
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4.2.2 PAT1

PATI1 wurde stark im Diinndarm und nur minimal im Dickdarm exprimiert (Abbildung 18A).
Im Diinndarm war die Expression von PAT1 besonders stark im Duodenum sowie Jejunum und
wurde nach distal sukzessiv geringer (Abbildung 18B). Die Expression war bei WT- und
NOD2-KO gleichermal3en ausgepragt.
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Abbildung 18: Intestinale Genexpression von PAT1 normiert auf beta-Aktin (A), Villin (B) und
ZK-18 (C). Die Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 = Duodenum, Segmente
2-11 = Jejunum und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Segment 12 = Zikum, Seg-
mente 13-14 = Kolon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; je n=6 fiir NOD2-KO und WT Segmente
2-9 und 11-15, je n=5 fiir NOD2-KO und WT Segment 1, n=3 fiir WT und n=4 fiir NOD2-KO
Segment 10.
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4.2.3 NHE3

NHE3 wurde sowohl im Diinndarm als auch im Dickdarm exprimiert (Abbildung 19A). Im
Dickdarm zeigte sich eine starke Expression im Kolon, eine geringe im Zokum und im Rektum
(Abbildung 19C). Im Diinndarm wurde NHE3 vermehrt in den proximalen Bereichen und ge-
ringer im Ileum exprimiert (Abbildung 19B). Zudem wurde NHE3 im Dickdarm (Abbildung
19C) und im proximalen Diinndarm (Abbildung 19B) in NOD2-KO-Méusen stéirker expri-
miert als in WT-Maiusen. Die Normierung auf befa-Aktin zeigte im Duodenum einen signifi-

kanten Unterschied zwischen der WT- und NOD2-KO-Genexpression.
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Abbildung 19: Intestinale Genexpression von NHE3 normiert auf beta-Aktin (A), Villin (B) und
ZK-18 (C). Die Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 = Duodenum, Segmente
2-11 = Jejunum und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Segment 12 = Zékum, Seg-
mente 13-14 = Kolon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; je n=6 fiir NOD2-KO und WT Segmente
2-9 und 11-15, je n=5 fiir NOD2-KO und WT Segment 1, n=3 fiir WT und n=4 fiir NOD2-KO
Segment 10. (a) p=0,001.
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4.2.4 CFTR

CFTR wurde im gesamten Intestinum exprimiert, wobei die Expression in den Segmenten des
Dickdarms am stirksten ausgepriagt war (Abbildung 20A). Die Normierungen auf beta-Aktin
und ZK-18 zeigten, dass die Expression im Zokum und im Kolon am stirksten und im Rektum
am geringsten war (Abbildung 20C). Im Diinndarm wurde CFTR in den distalen Segmenten
etwas stirker exprimiert als in den proximalen (Abbildung 20B). WT- und NOD2-KO-Méuse

zeigten keine signifikanten Unterschiede in ihrer Expression.

A
0.006
o —— WT
@
E <, == NOD2-KO
o Qi T
a =
E E 0.004-
c <
g ,E
¢ 2
53 o000
w E -
% 3
b E
© s
c
0.000-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15
Intestinales Segment [von duodenal nach rektal]

0.10
£ —WT £ 04- w—WT
T 0084 mmm NOD2KO S5 = NOD2-KO
£h Y
E = 0.06- E -
c = = E
25 25 0.2
? ® 9 .2 _
2 & 0.04- g £
o @ g
5 E WE o
r © 0.024 ¥ 5 9119
- £ F e
L '8
O 13
0.0-
1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 1 12 13 14 15
Intestinales Segment Intestinales Segment
[von duodenal nach ileal] [von zdkal nach rektal]

Abbildung 20: Intestinale Genexpression von CFTR normiert auf beta-Aktin (A), Villin (B) und
ZK-18 (C). Die Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 = Duodenum, Segmente
2-11 = Jejunum und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Segment 12 = Zékum, Seg-
mente 13-14 = Kolon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; je n=6 fiir NOD2-KO und WT Segmente
2-9 und 11-15, je n=5 fiir NOD2-KO und WT Segment 1, n=3 fiir WT und n=4 fiir NOD2-KO
Segment 10.
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4.2.5 ANO1

ANO1 wurde im Intestinum nahezu ausschlielich im Bereich des Kolons und Rektums expri-
miert (Abbildung 21A). Im Dickdarm war die Expression im Rektum am stérksten und nahm
nach proximal weiter ab (Abbildung 21C). Es waren keine Unterschiede in der Expression von

WT- und NOD2-KO-Maéausen nachzuweisen.
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Abbildung 21: Intestinale Genexpression von ANO1 normiert auf beta-Aktin (A), Villin (B) und
ZK-18 (C). Die Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 = Duodenum, Segmente
2-11 = Jejunum und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Segment 12 = Zokum, Seg-
mente 13-14 = Kolon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; je n=6 fiir NOD2-KO und WT Segmente
2-9 und 11-15, je n=5 fiir NOD2-KO und WT Segment 1, n=3 fiir WT und n=4 fiir NOD2-KO
Segment 10.
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4.3 Genexpression der Adapterproteine entlang der Darmléngsachse

4.3.1 NHERF1

NHERF1 wurde entlang der gesamten Darmldngsachse exprimiert. Die Expression war im
Diinndarm stérker als im Dickdarm (Abbildung 22A). In den Segmenten des Diinndarms lag
eine etwa gleich ausgeprigte Expression von NHERF1 vor (Abbildung 22B). Im Dickdarm
nahm die Expression vom Zokum bis zum Rektum weiter ab (Abbildung 22C). Es konnte keine

signifikant unterschiedliche Expression von NHERF1 in WT und NOD2-KO Maiusen nachge-

wiesen werden.
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Abbildung 22: Intestinale Genexpression von NHERF1 normiert auf beta-Aktin (A), Villin (B)
und ZK-18 (C). Die Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 = Duodenum, Seg-
mente 2-11 = Jejunum und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Segment 12 = Zékum,
Segmente 13-14 = Kolon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; je n=6 fiir NOD2-KO und WT Seg-
mente 2-9 und 11-15, je n=5 fiir NOD2-KO und WT Segment 1, n=3 fiir WT und n=4 fiir NOD2-
KO Segment 10.
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4.3.2 NHERF2

Im Gegensatz zu NHERF1 wurde NHERF?2 starker im Dickdarm als im Diinndarm exprimiert
(Abbildung 23A). Im Dickdarm war die Expression im Bereich des proximalen Kolons am
stiarksten (Abbildung 23C). Im Diinndarm nahm die Expression von den proximalen zu den
ilealen Darmsegmenten etwas zu (Abbildung 23B). Die Expression zeigte bei WT-Médusen

eine dhnliche Verteilung wie bei den NOD2-KO-M4iusen.
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Abbildung 23: Intestinale Genexpression von NHERF2 normiert auf beta-Aktin (A), Villin (B)
und ZK-18 (C). Die Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 = Duodenum, Seg-
mente 2-11 = Jejunum und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Segment 12 = Zékum,
Segmente 13-14 = Kolon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; je n=6 fiir NOD2-KO und WT Seg-
mente 2-9 und 11-15, je n=5 fiir NOD2-KO und WT Segment 1, n=3 fiir WT und n=4 fiir NOD2-
KO Segment 10.
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4.3.3 PDZK1

PDZK1 wurde im Intestinaltrakt insbesondere im Diinndarm exprimiert. Im Dickdarm wurde
nur eine minimale Expression detektiert (Abbildung 24A). In den Segmenten des Diinndarms
zeigte sich eine gleichméfBige Expression von PDZK 1 mit etwas stiarkerer Expression im pro-
ximalen Diinndarm (Abbildung 24B). Die Expression war bei WT- und NOD2-KO-Méusen

vergleichbar stark ausgepragt.
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Abbildung 24: Intestinale Genexpression von PDZK1 normiert auf beta-Aktin (A), Villin (B) und
ZK-18 (C). Die Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 = Duodenum, Segmente
2-11 = Jejunum und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Segment 12 = Zokum, Seg-
mente 13-14 = Kolon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; je n=6 fiir NOD2-KO und WT Segmente
2-9 und 11-15, je n=5 fiir NOD2-KO und WT Segment 1, n=3 fiir WT und n=4 fiir NOD2-KO
Segment 10.
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4.3.4 IKEPP

IKEPP wurde im gesamten Intestinum exprimiert. Die Expression war im Diinndarm starker
als im Dickdarm (Abbildung 25A). Im Diinndarm zeigte die Normierung auf Villin eine gleich-
mafige Verteilung der Expression auf der Ladngsachse mit einem Anstieg in den distalen Seg-
menten bei den WT-Méusen (Abbildung 25B). In diesen Segmenten bestanden allerdings
keine signifikanten Unterschiede in der Genexpression der WT- und NOD2-KO-Méuse. Im
Dickdarm nahm die Expression von zokal nach rektal ab (Abbildungen 25A und 25C).
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Abbildung 25: Intestinale Genexpression von IKEPP normiert auf befa-Aktin (A), Villin (B) und
ZK-18 (C). Die Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 = Duodenum, Segmente
2-11 = Jejunum und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Segment 12 = Zokum, Seg-
mente 13-14 = Kolon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; je n=6 fiir NOD2-KO und WT Segmente
2-9 und 11-15, je n=5 fiir NOD2-KO und WT Segment 1, n=3 fiir WT und n=4 fiir NOD2-KO
Segment 10.
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4.3.5 SNX27

SNX27 wurde im Diinndarm und im Dickdarm exprimiert. Die Normierung auf befa-Aktin
zeigte, dass die Expression von SNX27 im Dickdarm stérker als im Diinndarm ausgepréagt war
(Abbildung 26A). Im Diinndarm war die Expression entlang der Langsachse gleichméBig ver-
teilt (Abbildung 26B) und auch im Dickdarm zeigten sich keine relevanten Unterschiede von
zokal nach rektal (Abbildung 26C). WT- und NOD2-KO-M4use zeigten keine relevanten Un-

terschiede in der Genexpression.
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Abbildung 26: Intestinale Genexpression von SNX27 normiert auf beta-Aktin (A), Villin (B) und
ZK-18 (C). Die Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 = Duodenum, Segmente
2-11 = Jejunum und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Segment 12 = Zékum, Seg-
mente 13-14 = Kolon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; je n=6 fiir NOD2-KO und WT Segmente
2-9 und 11-15, je n=5 fiir NOD2-KO und WT Segment 1, n=3 fiir WT und n=4 fiir NOD2-KO
Segment 10.
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4.4 Genexpression der hormonellen Rezeptoren entlang der Darmliingsachse

4.4.1 IGF1-Rezeptor

Der IGF1-Rezeptor wurde im Diinndarm, noch stdrker aber im Dickdarm exprimiert (Abbil-
dung 27A). Im Diinndarm zeigte sich ein Anstieg der Expression von proximal nach distal
(Abbildung 27B). Im Dickdarm war die Expression im Kolon und im Rektum am hochsten
(Abbildungen 27A und 27C). Der IGF1-Rezeptor wurde in WT-Méusen stdrker exprimiert als

in NOD2-Méusen — allerdings ohne Nachweis einer statistischen Sifnifikanz.
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Abbildung 27: Intestinale Genexpression des IGF1-Rezeptors normiert auf beta-Aktin (A), Villin
(B) und ZK-18 (C). Die Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 = Duodenum,
Segmente 2-11 = Jejunum und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Segment 12 =
Zokum, Segmente 13-14 = Kolon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; je n=6 fiir NOD2-KO und
WT Segmente 2-9 und 11-15, je n=5 fiir NOD2-KO und WT Segment 1, n=3 fiir WT und n=4 fiir
NOD2-KO Segment 10.
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4.4.2 GLP2-Rezeptor

Der GLP2-Rezeptor wurde im Diinndarm und im Dickdarm exprimiert, wobei die Expression
im Dickdarm stirker als im Diinndarm war (Abbildung 28A). Im Diinndarm war die Expres-
sion in den distalen Segmenten etwas stirker ausgeprégt als in den proximalen (Abbildung
28B). Alle Normierungen zeigten, dass die Expression des GLP2-Rezeptors in WT-Méausen
starker als in NOD2-KO-Mausen ausgepragt war. Signifikante Unterschiede zwischen WT-und
NOD2-KO-Méusen bestanden bei der Normierung auf beta-Aktin in den Segmenten 5, 6, 7 und

bei der Normierung auf Villin im Segment 6.
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Abbildung 28: Intestinale Genexpression des GLP2-Rezeptors normiert auf beta-Aktin (A), Villin
(B) und ZK-18 (C). Die Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 = Duodenum,
Segmente 2-11 = Jejunum und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Segment 12 =
Zokum, Segmente 13-14 = Kolon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; je n=6 fiir NOD2-KO und
WT Segmente 2-9 und 11-15, je n=5 fiir NOD2-KO und WT Segment 1, n=3 fiir WT und n=4 fiir
NOD2-KO Segment 10. (a) p=0,023, (b) p=0,032, (¢) p=0,044, (d) p=0,037, (e) p=0,021.
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4.5 Zusammenfassende Darstellung der Zielgenexpression entlang der Darmléngsachse

Im Folgenden wurde die Expression der Transport- und Adapterproteine sowie der hormonellen
Rezeptoren zusammenfassend dargestellt, um die Ergebnisse entlang der Léngsachse des
Darms iibersichtlich interpretieren zu konnen. Dafiir wurden die Gene zunéchst auf beta-Aktin
normiert. AnschlieBend wurde der 2FACTl-Wert mit einem Faktor multipliziert, sodass die je-
weils stirkste Expression des Zielgens 1,0 entsprach. Dies ermoglichte eine bessere Vergleich-

barkeit der unterschiedlich stark exprimierten Gene in einer Abbildung.

Auf den folgenden Seiten wurde die Genexpression aller Zielgene zusammenfassend durch

Kurvendiagramme dargestellt.

Dabei zeigt Abbildung 29 die intestinale Genexpression der Transportproteine der elektroneut-
ralen NaCl-Resorption (A) — DRA, PAT1 und NHE3 — sowie die Genexpession der Transporter
der elektrogenen Chloridsekretion (B) — CFTR und ANOI.

Die Abbildung 30 stellt die intestinale Genexpression der Adapterproteine NHERFI,
NHERF2, PDZK1, IKEPP und SNX27 (A) sowie der hormonellen Rezeptoren von IGF1 und
GLP2 (B) iibersichtlich dar. Um eine tibersichtliche Darstellung zu gewéhrleisten, wurden fiir

den Vergleich der Adapterproteine nur Expressionsdaten von WT-Miusen verwendet.
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>

Expression von DRA, PAT1 und NHE3

Expression von CFTR und ANO1
im Darm normiert auf beta-Actin

im Darm normiert auf beta-Actin

1,1

1,0 -

0,9 -

0,8 -

0,7

0,6

0,5

04 -

0,3 -

0,2 -

0,1

0,0 -

11

0,9 -

0,8 -

0,7

0,6 -

0,5

0,4 -

03 -

0,2

01 -

0,0 -

4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15
Intestinales Segment [von duodenal nach rektal]

4 5 6 7 8 9 10 11 12 138 14 15
Intestinales Segment [von duodenal nach rektal]

—DRAWT
= DRA NOD2-KO
—NHE3 WT
— NHE3 NOD2-KO
—PAT1WT
= PAT1 NOD2-KO

—CFTRWT

— CFTR NOD2-KO

—ANO1 WT

= ANO1 NOD2-KO

Abbildung 29: Intestinale Genexpression der Transportproteine (Transporter der elektroneutra-

len NaCl-Resorption [A] und der elektrogenen Cl-Sekretion [B]) normiert auf beta-Aktin. Die

Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 = Duodenum, Segmente 2-11 = Jejunum

und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Segment 12 = Zikum, Segmente 13-14 = Ko-
lon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; je n=6 fiir NOD2-KO und WT Segmente 2-9 und 11-15, je
n=5 fiir NOD2-KO und WT Segment 1, n=3 fiir WT und n=4 fiir NOD2-KO Segment 10.
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Abbildung 30: Intestinale Genexpression der Adapterproteine [A] und der hormonellen Rezepto-
ren [B] normiert auf beta-Aktin. Die Segmente 1-11 entsprechen dem Diinndarm (Segment 1 =
Duodenum, Segmente 2-11 = Jejunum und Ileum) und die Segmente 12-15 dem Dickdarm (Seg-
ment 12 = Zékum, Segmente 13-14 = Kolon, Segment 15 = Rektum). MW+SD; je n=6 fiir NOD2-
KO und WT Segmente 2-9 und 11-15, je n=5 fiir NOD2-KO und WT Segment 1, n=3 fiir WT und
n=4 fiir NOD2-KO Segment 10.
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S DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von Transport- und Adapterproteinen sowie
hormonellen Rezeptoren in der Darmwand der Maus untersucht. Um das Ausmal} der Expres-
sion in den jeweiligen Darmabschnitten zu messen, wurde die qPCR als Methode verwendet.
In der Diskussion wurde zunichst auf die Vor- und Nachteile dieser Methode eingegangen.
AnschlieBend wurden die Haushaltsgene, die fiir die Bestimmung der relativen Genexpression
der Zielgene untersucht wurden, miteinander verglichen. Die gemessenen Ergebnisse der Ziel-
gene wurden dariiber hinaus bereits bestehenden Expressions- und immunhistologischen Stu-
dien gegeniibergestellt, um Ahnlichkeiten oder Differenzen aufzuzeigen. Zuletzt wurden die

gemessenen Ergebnisse funktionell interpretiert und in einen klinischen Bezug gestellt.

5.1 qPCR: Vor- und Nachteile der Methodik

Mithilfe der qPCR kénnen Nukleinsduresequenzen in Echtzeit nachgewiesen und quantifiziert
werden. Die qPCR ist fiir den Nachweis der gesuchten Gensequenz sowohl ein sehr sensitives
als auch ein spezifisches Untersuchungsverfahren. Im Gegensatz zu anderen PCR-Methoden
ist mit der qPCR eine Quantifizierung der gesuchten Gensequenz moglich. Die Normierung des
Zielgens auf das Referenzgen erlaubt die quantitative Messung der Genexpression.

Allerdings ist die Aussagekraft der gemessenen PCR-Ergebnisse begrenzt. Funktionell gesehen
sind fiir die Physiologie bzw. Pathophysiologie der intestinalen lonentransportprozesse die
Transportproteine, die an der apikalen Seite der Epithelzelle lokalisiert sind, von entscheidender
Bedeutung, da sie den lonen- und Wassertransport zwischen dem Darmlumen und der Epithel-
zelle vermitteln. Fiir ihre Regulation sind die regulatorischen Adapterproteine von Relevanz,
welche speziell in den intestinalen Epithelzellen exprimiert werden. Im Gegensatz zu immun-
chemischen Methoden und Blotting-Verfahren ist es mit Hilfe der gPCR nicht moglich, Prote-
ine direkt nachzuweisen, sondern lediglich ihre kodierende Gensequenz. Ein Problem kann sich
u.a. daraus ergeben, dass nicht die gesamte RNA, die in der qPCR nachgewiesen wird, auch in
ein Protein translatiert wird [184] und somit keine funktionelle Bedeutung hitte. Trotzdem ist
anzunehmen, dass die starke Expression eines Gens auch zu einer starken funktionellen Akti-
vitdt auf Proteinebene fiihrt. Durch die qPCR ist im Gegensatz zu histologischen Untersuchun-

gen eine genaue Lokalisierung der Proteine in der Darmwand sowie eine absolute, optische
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Quantifizierung nicht moglich. Durch die Untersuchungsergebnisse kann also nicht genau fest-
gelegt werden, in welchen Zellen der Darmwand das zu untersuchende Protein exprimiert wird

und ob es an der apikalen Zellmembran lokalisiert ist.

5.1.1 Verwendung von SYBR® Green und TagMan®

Fiir die Expressionsbestimmung der Transport- und Adapterproteine wurde — mit Ausnahme
von SNX27 — SYBR® Green verwendet. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green lagert sich
sequenzunabhingig in dsDNA, was zu einer eingeschriinkten Spezifitit der SYBR® Green-Me-
thode flihren kann. Bei Kontaminationen der Proben oder durch Auftreten von Primerdimeren
kann es daher zu falsch positiven Ergebnissen kommen. Durch das Durchfiihren von NTC's
und die Analyse der Schmelzkurven konnten falsch positive Ergebnisse allerdings detektiert
und von der Auswertung ausgeschlossen werden. Dies fiihrte zu einer Optimierung der Spezi-
fitit. Des Weiteren wurde SYBR® Green verwendet, da fiir einen groBen Anteil der zu unter-
suchenden Proteine keine genspezifischen Sonden zur Verfiigung stehen. Fiir SNX27 wurde
SYBR®™ Green nicht verwendet, da es bei diesem Gen stets zu falsch positiven Ergebnissen in
den NTC's kam, die in der Schmelzkurvenanalyse nicht als Primerdimere identifiziert werden
konnten.

Neben SNX27 wurde auch die Expression der hormonellen Rezeptoren mittels TagMan® be-
stimmt. Beim TagMan®-System werden Sonden verwendet, die aufgrund ihrer hohen Spezifitit
keine falsch positiven Ergebnisse verursachen und auch keiner Primeroptimierung bediirfen.
Von der Arbeitsgruppe um Tajadini et al. konnte bei einem Vergleich der TagMan®- und
SYBR® Green-Methode festgestellt werden, dass die Spezifitit und Qualitit der Ergebnisse
beider Methoden unter optimierten Bedingungen fiir SYBR® Green, die in der vorliegenden

Arbeit eingehalten wurden, etwa gleich sind [185].

5.2 Vergleich der verwendeten Haushaltsgene

5.2.1 beta-AKtin

Wie bereits erwihnt, ist beta-Aktin ein zelluldres Strukturprotein, welches ubiquitir exprimiert
wird und keinen regulatorischen Schwankungen unterliegt [179]. Die Ergebnisse dieser Arbeit

zeigten deutlich, dass beta-Aktin entlang der Langsachse des Darms die geringste CT-Wert-
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Schwankung aller Referenzgene aufweist (Kapitel 4.1.2). Beta-Aktin wurde also am gleichma-
Bigsten exprimiert. Diese Eigenschaft hat bei der Normierung an befa-Aktin den Vorteil, dass
die Expression der Diinndarmsegmente mit der Expression der Dickdarmsegmente eines Ziel-
gens gut miteinander verglichen werden kann.

Ein moglicher Nachteil bei der Normierung der Zielgene auf befa-Aktin ist die nicht-epithel-
spezifische Expression. Wie oben beschrieben, ist die basale Expression der Zielgene von ent-
scheidender funktioneller Bedeutung. Ein Problem bei der Bestimmung der Genexpression tritt
dann auf, wenn sich in den zu untersuchenden Proben das Verhiltnis von Epithelzellen zu
Nicht-Epithelzellen verandert. Das ist z.B. dann moglich, wenn die Tunica muscularis in den
Darmsegmenten unterschiedlich dick ist. In diesem Fall wiirde die Expression von beta-Aktin
gleich bleiben, wihrend sich die des Zielgens dndert. Denn die Zielgene — mit Ausnahme des
GLP2-Rezeptors — werden vornehmlich epithelial exprimiert. In einem solchen Fall ist die Ver-

gleichbarkeit der Expression der Zielgene erschwert.

Aus diesem Grund wurden die Zielgene zusétzlich an den epithelspezifischen Referenzgenen
ZK-18 und Villin normiert. Die Expressionsstirke von ZK-18 und Villin éindert sich bei Ande-
rung des Verhéltnisses von Epithelzellen zu Nicht-Epithelzellen in gleicher Weise wie die Ex-

pressionsstidrke der Zielgene.

5.2.2 ZK-18

ZK-18 wird im Intestinum in den proliferativen Krypten des Diinn- und Dickdarms exprimiert
[181]. Die Expressionsdaten von ZK-18 zeigen, dass das Gen wesentlich stirker im Dickdarm
als im Diinndarm exprimiert wurde. Im Diinndarm nahm die ZK-18-Expression von ileal nach
jejunal weiter ab (Kapitel 4.1.2). Diese Ergebnisse sind iibereinstimmend mit dem histologi-
schen Aufbau des Darms, da die Tiefe und Dichte der Krypten von distal nach proximal ab-
nimmt [2]. ZK-18 wurde deshalb nicht als Normierungsgen fiir den Vergleich von Dickdarm-
und Diinndarmsegmenten eingesetzt. Dennoch ist ZK-18 einerseits wegen seiner epithelspezi-
fischen und andererseits aufgrund seiner starken Expression im Dickdarm gut dafiir geeignet,

die Expression eines Zielgens innerhalb der Dickdarmsegmente zu vergleichen.

5.2.3 Villin

Villin wird intestinal in den Epithelzellen der Krypten und Zotten exprimiert, wobei die Villin-

produktion in den Epithelien der Zotten stirker ist. Das Maximum der Villinproduktion wird in
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den Epithelzellen der Zottenbasis erreicht [183]. Die Expressionsdaten von Villin demonstrier-
ten einerseits, dass Villin im Diinndarm deutlich stdrker exprimiert wurde als im Dickdarm und
andererseits, dass die Expression von ileal nach jejunal leicht zunahm (Kapitel 4.1.2). Die Er-
gebnisse passen mit dem histologischen Aufbau des Darms zusammen, da einerseits im Dick-
darm keine Villi vorhanden sind und andererseits die Villushdhe von ileal nach jejunal zunimmt
[2]. Wie ZK-18 kann Villin aufgrund seiner unterschiedlich starken Auspragung auf der Langs-
achse des Darms nicht als Normierungsgen fiir den Vergleich der Expression eines Zielgens
zwischen Dickdarm- und Diinndarmsegmenten eingesetzt werden. Allerdings eignet es sich
aufgrund seiner epithelspezifischen und hohen Expression im Diinndarm gut dafiir, die Expres-

sion der Zielgene innerhalb der Diinndarmsegmente miteinander zu vergleichen.

5.3 Vergleich der Ergebnisse mit Expressions- und immunhistologischen Studien

5.3.1 Transportproteine

Die Untersuchungen ergaben eine starke DRA-Expression im Dickdarm mit einem Maximum
im Bereich des Zokums und eine geringere Expression im Diinndarm mit einem Hochstwert im
Duodenum (Kapitel 4.2.1). Die Ergebnisse stimmen weitestgehend mit fritheren Studien iiber-
ein. Jacob et al. konnten durch Western-Blot und Immunhistochemie den DRA-Transporter im
Gastrointestinaltrakt des Menschen, des Kaninchens und der Ratte verstirkt im Kolon und Du-
odenum nachweisen [22]. Talbot et al. wiesen DRA im Gastrointestinaltrakt von Maus und
Ratte mittels Immunfluoreszenz und Western-Blot im Dickdarm insbesondere im Zékum und
mittlerem Bereich des Kolons nach [29]. Auch Wang et al. zeigten durch Northern-Blot-Unter-
suchungen im Dickdarm der Maus eine starke Expression von DRA im Zékum und im distalen
Kolon. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnten die beiden vorge-
nannten Arbeitsgruppen DRA im proximalen Kolon nicht nachgewiesen [29, 30]. Lamprecht
et al. konnten DRA hingegen in Epithelzellen von humanen Biopsien des proximalen Kolons

zusammen mit NHE3 und NHERF2 durch Immunfluoreszenz nachweisen [19].

Uber die Verteilung von PAT]1 entlang des Gastrointestinaltraktes gibt es bislang erst wenige
Untersuchungen. Die Expressionsdaten der vorliegenden Arbeit ergaben, dass PAT]1 fast aus-
schlieBlich im Diinndarm und hier verstirkt in den proximalen Segmenten exprimiert wurde

(Kapitel 4.2.2). Diese Ergebnisse werden von den Untersuchungen von Wang et al. bestétigt,
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die PAT1 im Gastrointestinaltrakt der Maus mittels Northern-Blot nur im Diinndarm nachwei-
sen konnten. Zudem zeigten ihre Northern-Blot-Untersuchungen prominentere RNA-Banden
im Bereich des Duodenum und Jejnunum als im Ileum [30]. Das Expressionsmuster von PAT1

lasst vermuten, dass PAT1 Villus-spezifisch, also nicht in den Krypten exprimiert wird.

NHE3 wurde v. a. im Kolon und in proximalen Diinndarmabschnitten exprimiert. Eine sehr
geringe Expression zeigte sich in den distalen Abschnitten des Diinn- und Dickdarms (Kapitel
4.2.3). Die Ergebnisse decken sich mit den Untersuchungen von Orlowski et al., die NHE3 zum
ersten Mal im Gastrointestinaltrakt der Ratte mittels Northern-Blot sowohl im Diinndarm als
auch im Dickdarm nachweisen konnten [52]. Im Dickdarm wiesen sie eine starke NHE3-Ex-
pression im Bereich des proximalen Kolons nach, im Bereich des Zokums sowie des distalen
Kolons eine lediglich geringe Expression. Im Diinndarm detektierten sie NHE3 vor allen in den
proximalen Abschnitten [52]. Talbot et al. wiesen NHE3 im Dickdarm von Maus und Ratte
mittels Immunfluoreszenz und Western-Blot nach. Anders als DRA war NHE3 in den proxi-
malen sowie mittleren Abschnitten des Kolons, nicht aber im Zékum sowie im distalen Bereich
des Kolons nachweisbar [29]. Auch in den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine
sehr geringe NHE3-Expression im Zokum sowie im distalsten Dickdarmabschnitt. Andere Er-
gebnisse erzielten Dudeja et al. im humanen Gastrointestinaltrakt, die ebenfalls mittels PCR
die stirkste NHE3-Expression im Ileum mit abnehmender Expression in distaleren und proxi-

maleren Darmabschnitten nachwiesen [53].

CFTR konnte in der vorliegenden Arbeit im gesamten Intestinum nachgewiesen werden, wobei
die Expression im Dickdarm etwas stirker als im Diinndarm ausgepriagt war (Kapitel 4.2.4).
Strong et al. konnten CFTR beim Menschen durch /n-situ-Hybridisierung in Epithelzellen des
Diinn- und Dickdarms nachweisen, wobei sie CFTR insbesondere in den Kryptenzellen und
weniger in den Villuszellen detektierten [75]. Auch Liu et al. konnten CFTR durch Western-
Blot und qPCR-Untersuchungen in den Epithelzellen des Mausdiinndarms mit einem abstei-
genden Gradienten auf der Krypten-Villus-Achse nachweisen [68]. Die vorrangige Expression
von CFTR in den Epithelzellen der Krypten konnte erklaren, dass CFTR im Dickdarm etwas

starker als im Diinndarm exprimiert wird.

ANOI1 wurde in der vorliegenden Arbeit vermehrt in den distalen Abschnitten des Dickdarms,
hingegen kaum im Diinndarm exprimiert (Kapitel 4.2.5). In der Literatur gibt es bislang noch
keine Untersuchungen, die eine differenzierte Expression von ANO1 auf der Langsachse des
Darms beschreiben. Mittels PCR und Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass ANO1

im Intestinum der Maus, des Menschen und des Affens in den interstitiellen Zellen von Cajal,
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die im gesamten Gastrointestinaltrakt vorkommen, exprimiert wird [82, 85, 86]. Zudem konnte
ANOI1 von mehreren Arbeitsgruppen in den Epithelzellen des Kolons der Maus [82], des Meer-
schweinchens [84] und in einer humanen Zellkultur [83] mittels gPCR und Immunfluoreszenz
nachgewiesen werden. In der Literatur gibt es bislang keinen Nachweis fiir eine Expression von
ANOLI in den Epithelien des Diinndarms. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen damit

iibereinstimmend vermuten, dass ANO1 im Diinndarmepithel nicht exprimiert wird.

5.3.2 Adapterproteine

Bislang gibt es zu den untersuchten Regulatorproteinen NHERF1, NHERF2, PDZK1, IKEPP

und SNX27 kaum Expressionsdaten entlang der Langsachse des Darms.

Rossmann et al. untersuchten die Lokalisation von PDZK 1 im Intestinum des Kaninchens und
konnten das Regulatorprotein mithilfe eines Western-Blots in den Epithelzellen des Duo-
denums und Ileums, nicht aber in den Epithelien des Kolons detektieren [105]. Auch die Er-
gebnisse der vorliegenden Arbeit ergaben eine sehr geringe Expression von PDZK1 im Dick-

darm (Kapitel 4.3.3).

Daneben zeigten die Untersuchungen dieser Arbeit, dass NHERF2 im proximalen Kolon sehr
stark exprimiert wurde (Kapitel 4.3.2). Auch Lamprecht et al. wiesen NHERF2 in den Epithel-
zellen des humanen, proximalen Kolon — kolokalisiert mit DRA und NHE3 — durch Immunflu-

oreszenz nach [19].

5.3.3 Hormonelle Rezeptoren

Die Analysen der vorliegenden Arbeit ergaben, dass der GLP2-Rezeptor im Diinn- und Dick-
darm exprimiert wird, allerdings im Dickdarm eine stirkere Expression aufwies (Kapitel
4.4.1). Diese Ergebnisse widersprechen denen von Munroe et al., die im Gastrointestinaltrakt
der Ratte mittels Northern-Blot die stirkste GLP2-Rezeptor-Expression im Jejunum und eine
geringere Expression im Kolon detektierten [125]. Allerdings erscheinen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit (Kapitel 4.4.1) aufgrund der vorwiegend im Kolon und Ileum lokalisierten
L-Zellen und der beschriebenen parakrinen Wirkung von GLP2 [139, 140] plausibel. Uber die
zellspezifische Lokalisation des GLP2-Rezeptors im Gastrointestinaltrakt kamen diverse Ar-
beitsgruppen zu unterschiedlichen Ergebnissen [128—131]. Hierzu kann anhand der qPCR-Er-

gebnisse der vorliegenden Arbeit allerdings keine Stellung bezogen werden.
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Der IGF1-Rezeptor wurde in dieser Arbeit im gesamten Intestinaltrakt nachgewiesen. Die
starkste Expression wurde im Dickdarm gemessen (Kapitel 4.4.2). Friihere Untersuchungen
konnten den IGF1-Rezeptor in den intestinalen Epithelzellen verschiedener Spezies nachwei-
sen [120—123]. Laburthe et al. konnten durch IGF1-Bindungsstudien im Intestinaltrakt der
Ratte feststellen, dass IGF1 besonders stark an Kryptenzellen und weniger an Villuszellen bin-
det. Zudem zeigten sie, dass die Bindung von IGF1 im Kolon stéirker ist als in den Abschnitten
des Diinndarms [123]. Die Beobachtungen der vorliegenden Arbeit stimmen insoweit mit die-

sen Ergebnissen iiberein, als dass der IGF1-Rezeptor verstiarkt im Kolon exprimiert wurde.

5.4 Funktionelle Interpretation der Ergebnisse

5.4.1 Transportproteine

Die Expressionsdaten von DRA und NHE3 zeigen, dass die Expression beider Transporter im
Kolon stark ausgeprigt war (Kapitel 4.2.1 und 4.2.3). Es liegt also nahe, dass im Kolon die
gekoppelte, elektroneutrale NaCl-Absorption stattfindet. Dies wurde bereits von mehreren Ar-
beitsgruppen demonstriert [6, 7, 16—18]. Im Gegensatz zu DRA wird NHE3 im Zékum und im
distalen Dickdarm kaum exprimiert, was eine gekoppelte Funktion der beiden Transporter in
diesem Bereich ausschlieSen wiirde. Mdglicherweise tragt DRA in diesem Bereich gemeinsam
mit NHE2, das von mehreren Arbeitsgruppen mittels Northern-Blot verstirkt im Dickdarm ge-
funden wurde [46, 186, 187], zur NaCIl-Absorption bei. Zudem ist in diesen Darmbereichen
eine Schutzfunktion von DRA, welche von Xiao et al. an Untersuchungen einer DRA-KO-
Maus beschrieben wurde [26], anzunehmen. Xiao et al. konnten darin zeigen, dass DRA an der
Bildung einer intestinalen, adhdrenten Schleimschicht beteiligt ist. Damit ibereinstimmend ver-
muten 7albot et al. basierend auf ihren Untersuchungen eine durch DRA vermittelte Aufrecht-
erhaltung einer alkalischen Schleimhautoberfliche im Zokum zur Neutralisierung von H'-Io-
nen [29]. Dariiber hinaus konnten Whittamore et al. nachweisen, dass DRA im Zokum der Maus
fiir eine SO4*-Sekretion, welche u. a. zur Aufrechterhaltung und zum Wachstum der bakteriel-
len Darmflora beitrdgt, verantwortlich ist [25].

Im Diinndarm erbrachten die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit eine wesentlich gerin-
gere DRA-Expression als im Dickdarm (Kapitel 4.2.1). Ergebnisse an DRA-KO-M4iusen zeig-
ten, dass ein Funktionsverlust von DRA im oberen Gastrointestinaltrakt keine pathophysiolo-

gischen Auswirkungen hat [27]. Dies ldsst vermuten, dass die funktionelle Relevanz von DRA
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im Dickdarm hoher ist als im Diinndarm. Dennoch konnte auch im Diinndarm eine Kopplung
von DRA und NHE3 zur elektroneutralen NaCl-Resorption nachgewiesen werden [18]. Im
Diinndarm zeigte sich in der vorliegenden Arbeit die stiarkste DRA-Expression im Duodenum,
wo verschiedene Arbeitsgruppen eine gekoppelte Funktion von DRA mit CFTR zur basalen
und cAMP-stimulierten Sekretion von Cl" und HCOs. beschrieben [21-23], die hier zur pH-

Neutralisierung des sauren Mageninhaltes dient.

Wie bereits beschrieben wurde in der vorliegenden Artbeit nachgewiesen, dass neben DRA
auch NHE3 stark im Kolon exprimiert wurde (Kapitel 4.2.3) und hier an der elektroneutralen
NaCl-Absorption beteiligt ist [6, 7, 16, 17, 17, 18]. Die vorliegenden Expressionsdaten zeigen,
dass NHE3 zudem stark im Duodenum und in proximalen Diinndarmabschnitten exprimiert
wurde. In diesen Bereichen des Darms ist anzunehmen, dass NHE3 eine regulierende Funktion
von PepT1 einnimmt. Die Arbeitsgruppen um Watanabe et al. sowie Kennedy et al. konnten
eine gekoppelte Funktion von NHE3 und PepT1 an Zelllinien nachweisen, wobei der durch
NHE3 vermittelte Na+/H+-Austausch und dadurch geschaffene Protonengradient die zellulédre
Aufnahme von Oligopeptiden durch PepT1 erhoht [61, 62]. Des Weiteren wurde nachgewiesen,
dass auch PepT1 an der apikalen Seite der Enterozyten lokalisiert ist und insbesondere im
Diinndarm exprimiert wird [56-58]. Dies spricht dafiir, dass im Diinndarm eine gekoppelte

Funktion von NHE3 mit PepT1 zur Aufnahme von Peptiden stattfindet.

Im Gegensatz zu DRA wurde nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit auch PAT1 insbe-
sondere im Diinndarm exprimiert (Kapitel 4.2.2). Seidler et al. konnten an PAT1-KO-Méusen
feststellen, dass deren NaCl-Absorption im Diinndarm eingeschrinkt ist [35]. In Zusammen-
schau dieser Ergebnisse ist zu vermuten, dass NHE3 und PAT1 im Diinndarm zu einer gekop-
pelten NaCl-Absorption beitragen. Trotzdem entwickelten PAT1-KO-Maiuse keinen Durchfall
[34, 35]. Dies stellt die funktionelle Relevanz der Kopplung von PAT1 und NHE3 im Diinn-
darm zur elektroneutralen Resorption von NaCl in Frage. Die starke Expression von NHE3 und
PATI in den proximalen Diinndarmabschnitten konnte neben der NaCl-Absorption auch auf
eine NHE3-PATI1-gekoppelte NaHCOs-Absorption in diesem Bereich hinweisen. Diese wurde
von Xia et al. in der Maus beschrieben [36]. Die starke Expression von PAT1 im Duodenum
deutet auf eine funktionelle Relevanz in diesem Darmbereich hin. PAT1 ist im Duodenum ne-
ben DRA an der HCOs™-Sekretion der Enterozyten beteiligt und besitzt hier eine pH-regulie-
rende Funktion in den duodenalen Villus-Epithelzellen der Maus [5, 33, 34].
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Neben der funktionellen Relevanz der jeweiligen Transportproteine wurde in der vorliegenden
Arbeit nachgewiesen, dass NHE3 insbesondere im Diinndarm von NOD2-KO-Maéusen stérker
exprimiert wird (Kapitel 4.2.3). Dies konnte zur Folge haben, dass die Na'- bzw. NaCl-Auf-
nahme im Diinndarm bei NOD2-KO-Mdéusen stérker ist als bet WT-Mé&usen. In der Literatur

gibt es hierzu bislang keine weiterfiihrenden Untersuchungen.

CFTR konnte in der vorliegenden Arbeit im gesamten Intestinum nachweisen (Kapitel 4.2.4).
Es ist also davon auszugehen, dass CFTR im Diinndarm und im Dickdarm aktiv ist. Neben der
Transportfunktion von Cl” und der sekundiren Sekretion von Wasser kommt es zur Verfliissi-
gung der aufgenommenen Nahrung. Dariiber hinaus besitzt CFTR auch eine regulierende Funk-

tion, indem es die Transportaktivitdt von DRA und PAT]1 steigert [69, 70].

ANO1 wurde ausschlie8lich im Dickdarm nachgewiesen. Die stirkste Expression zeigte sich
hier in den distalen Abschnitten (Kapitel 4.2.5). Bisherige Untersuchungen zur Lokalisation
von ANO1 haben ergeben, dass ANO1 in den interstitiellen Zellen von Cajal und in Enterozy-
ten exprimiert wird [82—86]. Aus den Expressionsdaten der vorliegenden Arbeit ldsst sich nicht
ableiten, ob ANOI tatsichlich in den Enterozyten des Dickdarms starker exprimiert wird als
im Epithel des Diinndarms oder ob die Darmwand im Dickdarm mehr interstitielle Zellen von
Cajal enthilt als die Darmwand im Diinndarm. Es ist also lediglich zu vermuten, dass ANO1
als CaCC im Dickdarm an den epithelialen Ionentransportprozessen beteiligt ist. Fiir die Ex-
pression von ANOI1 an der apikalen Membran der Epithelzellen konnte die Beteiligung eines
apikalen CaCC an der Pathogenese der Rotavirus-Diarrhoe sprechen [188]. Diese Beteiligung
wurde von Ko ef al. sowohl an einer menschlichen Kolon-Zelllinie als auch an Enterozyten der
Maus nachgewiesen. Ohne die molekulare Identitdt des CaCC zu kennen, vermuteten sie als
dafiir moglichen Kandidaten auch ANO1 [188]. Weiterhin spricht fiir eine apikale Lokalisation
von ANOI in den Enterozyten, dass ein Rotavirus-Toxin iiber die Aktivierung von ANO1 im
Kolon der Maus eine Diarrhoe induziert [189]. Gegen eine apikale Lokalisation von ANOI
spricht, dass der Transporter in immunhistochemischen Untersuchungen von Quanhua et al.
nur an der basolateralen Membran von Kolonozyten detektiert werden konnte [84]. Dies wiirde

gegen eine direkte Beteiligung an den intestinalen lonentransportprozessen sprechen.

5.4.2 Adapterproteine

NHERF1 wurde im gesamten Intestinaltrakt exprimiert (Kapitel 4.3.1). Dabei war die Expres-

sion im Diinndarm stidrker als im Dickdarm. Es liegt also nahe, dass NHERF1 im Diinndarm

64



5 DISKUSSION

funktionell aktiver ist als im Dickdarm. Dennoch ist die Expression im Dickdarm so ausgepragt,
dass hier ein Einfluss von NHERF1 auf die elektroneutrale NaCl-Absorption moglich ist. Die
starke Expression von NHERF1 im Diinndarm ist nur schwer zu interpretieren. Aufgrund der
Expressionsdaten der Transportproteine ist im Diinndarm eine Regulation von DRA, PATI,
NHE3 und CFTR durch NHERF]1 theoretisch denkbar. Interaktionen von NHERF1 mit DRA
[Natour und Lamprecht; unveroffentlichte Daten], PAT1 [94, 95], NHE3 [95, 96] und CFTR
[88, 97-99] wurden in der Literatur beschrieben.

NHERF2 zeigt hingegen eine deutlich stirkere Expression im Kolon als im Diinndarm (Kapitel
4.3.2). Dies ldsst vermuten, dass NHERF2 wesentlich in die Regulation der elektroneutralen,
DRA-NHE3-gekoppelten NaCl-Absorption involviert ist. Auch Lamprecht et al. konnten im
Kolon eine Kolokalisation von DRA, NHE3 und NHERF2 nachweisen, die fiir eine regulatori-
sche Wirkung von NHERF2 auf DRA und NHE3 sprechen kann [19]. In humanen Epithelzellen
der Atemwege wurde aullerdem eine Interaktion von NHERF2 und CFTR beschrieben [103].
Vergleicht man die Expressionsdaten von CFTR und NHERF2, wire eine Interaktion sowohl

im Diinndarm als auch im Dickdarm denkbar.

PDZK1 wurde fast ausschlieBlich im Diinndarm exprimiert (Kapitel 4.3.3). Zu diesem Ergeb-
nis kamen auch Rossmann et al. [105]. Aufgrund der sehr geringen Expression im Kolon ist zu
vermuten, dass PDZK1 hauptsichlich im Diinndarm funktionell aktiv ist und kaum Einfluss auf
die DRA-NHE3-gekoppelte elektroneutrale NaCl-Absorption im Dickdarm hat. Die Interakti-
onen, die von PDZK1 mit DRA [105], PAT1 [95], NHE3 [95] und CFTR [106] beschrieben
wurden, finden also vermutlich vorwiegend im Diinndarm statt.

Des Weiteren wurde eine regulierende Funktion von PDZK1 auf die Wirkung von PepT1 nach-
gewiesen. Sugiura et al. zeigten, dass die Resorption von PepT1-Substraten in Diinndarmzellen
von PDZK1-KO-Miusen verglichen mit der Absorption in WT-Méusen vermindert war. Mit-
hilfe von Western-Blot und immunhistochemischen Untersuchungen an Diinndarmzellen konn-
ten sie ein geringeres Vorkommen von PepT1 an der apikalen Zellmembran in PDZK1-KO-
Mausen als in WT-Maiusen nachweisen [190]. Aufgrund des Expressionsprofils von PDZK1 in
der vorliegenden Arbeit und der Ergebnisse von Sugiura et al. ist zu vermuten, dass PDZK 1
den durch PepT1 vermittelten Transport von Oligopeptiden an der apikalen Zellmembran der

Enterozyten im Diinndarm stimuliert.

IKEPP wurde im gesamten Intestinum exprimiert (Kapitel 4.3.4). Die Expression war im

Diinndarm stérker als im Dickdarm. Dies konnte dafiir sprechen, dass IKEPP im Diinndarm

65



5 DISKUSSION

einen groBeren Einfluss auf die intestinalen lonentransportprozesse besitzt. Interaktionen mit

DRA [27] und NHE3 [88] sind in der Literatur beschrieben.

Uber die funktionelle Relevanz von SNX27 ist bislang noch nicht viel bekannt. Es wird im
gesamten Intestinum exprimiert, im Dickdarm allerdings stdrker als im Diinndarm (Kapitel
4.3.5). Neben einer Interaktion mit NHE3 [111] konnte auch eine Bindung von SNX27 mit
DRA [90] festgestellt werden. Ein Einfluss von SNX27 auf die elektroneutrale NaCl-Absorp-

tion im Dickdarm ist also denkbar.

Wie bereits in Kapitel 1.4.1 erwéhnt, stellten Lamprecht et al. anhand einer Kohortenstudie bei
Patienten, die nicht an Morbus Crohn litten, folgendes fest: Das Risiko, nach einer ausgedehn-
ten intestinalen Resektion ein KDS zu entwickeln, ist bei Patienten mit einer NOD2-Genmuta-
tion gegeniiber Patienten ohne NOD2-Genmutation signifikant erhoht [174]. Die Ursachen die-
ser Beobachtung konnten noch nicht hinreichend geklért werden. Denkbar ist, dass bei Patien-
ten mit einer NOD2-Genmutation die funktionelle und strukturelle Adaptation (Kapitel 1.3.1)
an die Kurzdarmsituation geringer ausgeprégt ist als bei Patienten ohne NOD2-Genmutation.
Betrachtet man die Ergebnisse der Transport- und Adapterproteine zusammenfassend, wurden
— mit Ausnahme von NHE3, der im proximalen Diinndarm von NOD2-KO-Méusen stérker
exprimiert war als im proximalen Diinndarm von WT-Méiusen — keine signifikanten Unter-
schiede in der basalen Expression zwischen WT- und NOD2-KO-M4iusen gemessen. Es erga-
ben sich aus diesem Vergleich also keine Hinweise dafiir, warum Patienten mit einer NOD2-
Mutation nach einer ausgedehnten Darmresektion ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung eines
Kurzdarmsyndroms tragen. Um dieser Frage weiter nachzugehen, sollte in diesem Zusammen-
hang auch geklért werden, ob in einem Kurzdarmmodell der Maus funktionelle und strukturelle
Adaptationsvorginge stattfinden und ob sich diese in WT- und NOD2-KO-Maéusen signifikant

unterscheiden.

5.4.3 Hormonelle Rezeptoren

Die Ergebnisse der hormonellen Rezeptoren fiir IGF1 und GLP2 zeigten ein insgesamt dhnli-
ches Expressionsmuster entlang der Langsachse des Darms (Kapitel 4.4.1 und 4.4.2). Dies
stiitzt einerseits die Annahme, dass die Hormone GLP2 und IGF1 ihre wachstumsfordernde
Wirkung im Intestinaltrakt gekoppelt ausiiben und andererseits die Ergebnisse verschiedener

Arbeitsgruppen, die eine Abhédngigkeit der GLP2-Wirkung von IGF1 und dem IGF1-Rezeptor
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in der Darmwand der Maus nachweisen konnten [153—155]. Weiterhin war anhand der Ergeb-
nisse zu erkennen, dass beide Rezeptoren im gesamten Intestinaltrakt und jeweils am stdrksten
im Dickdarm exprimiert wurden. Das ldsst vermuten, dass die durch GLP2 und IGF1 vermit-
telten Adaptationsvorginge nach einer ausgedehnten Darmresektion auch im Dickdarm eine
grof3e Rolle spielen konnten. Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist aulerdem zu
erkennen, dass die Expression des IGF1- und GLP2-Rezeptors im Diinndarm von distal nach
proximal abnahm bzw. im [leum stirker war als im Jejunum (Abbildungen 27 und 28). Diese
Ergebnisse passen zu denen von Thompson et al. sowie Appleton et alii. Thompson et al. konn-
ten durch proximale bzw. distale Diinndarmresektion bei Hunden folgendes zeigen: Die Hunde,
die einer distalen Diinndarmresektion unterzogen wurden, zeigten ein schlechteres funktionel-
les Outcome als die Hunde, bei denen eine proximale Diinndarmresektion durchgefiihrt wurde.
Zudem konnten sie nachweisen, dass nur bei den Hunden, die eine proximale Diinndarmresek-
tion erhielten, das Krypten- und Villuswachstum postoperative signifikant erhéht war [118].
Appleton et al. demonstrierten an Ratten, dass eine Jejunum-, nicht aber eine Ileumresektion zu
einer erhohten Produktionsrate der Kryptenzellen fiihrt [117]. Nach diesen Ergebnissen kann
im Ileum also eine starkere funktionelle Adaptation als im Jejunum stattfinden. Dagegen zeig-
ten die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe, dass auch im Jejunum eine signifikant erhohte Kryp-
tenproliferation und Villuselongation nach Ileumresektion in der Maus stattfindet. Eine Ursache
der Untersuchungsergebnisse von Thompson et al. sowie Appleton et al. konnte die — im Ver-
gleich zum Ileum — geringere jejunale Expression des IGF1- und GLP2-Rezeptors sein, die eine
verminderte strukturelle Adaptation durch IGF1 und GLP2 nach Ileumresektion zur Folge ha-

ben konnte.

5.4.3.1 GLP2-Rezeptor: Verminderte Genexpression in NOD2-KO-M:usen als eine mog-

liche Ursache fiir die Entstehung eines KDS nach ausgedehnter Darmresektion?

Fiir das schlechte Outcome der Patienten mit NOD2-Mutationen nach einer ausgedehnten
Darmresektion diskutierten Lamprecht et al. als Ursache die — mdglicherweise durch NOD2-
Mutationen entstehende — eingeschrinkte immunologische und mechanische Barrierefunktion
der Darmwand sowie das daraus resultierende erhohte Risiko fiir perioperative Komplikationen
mit noch ausgedehnteren Darmresektionen. Andererseits vermuteten sie auch eine einge-

schriankte Adaptation der Darmschleimhaut des Restdarms als mogliche Ursache [174].

67



5 DISKUSSION

Wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben, wurde in der vorliegenden Arbeit ein Expressionsunterschied
des GLP2-Rezeptors in WT- und NOD2-KO-Maiusen gefunden. Ob es einen unmittelbaren Zu-
sammenhang zwischen dem NOD2-Gen und dem GLP2 Rezeptor gibt, ist in der Literatur bis-
lang nicht beschrieben. Moglicherweise sind in der Darmwand von NOD2-KO-Maiusen die
GLP2-Rezeptor exprimierenden, subepithelialen Myofibroblasten sowie Neuronen der Mus-
kelschichten vermindert. Dies konnte eine geringere Expression des GLP2-Rezeptors in NOD2-
KO-Mausen erklaren. Neben dem GLP2-Rezeptor zeigte sich auch fiir den IGF1-Rezeptor eine
tendenziell geringere Genexpression in den NOD2-KO-Méusen im Vergleich zu den WT-Méu-
sen, allerdings ohne Nachweis eines statistisch signifikanten Unterschieds. Eine verminderte
Expression des GLP2-Rezeptors — und evtl. auch des IGF1-Rezeptors — kdnnte eine schwi-
chere, strukturelle Adaptation nach ausgedehnter Darmresektion zur Folge haben. Betrachtet
man die intestinale Wirkung von GLP2 [145-148], konnte eine verminderte GLP2-Rezeptor-
Expression ein geringeres postoperatives Wachstum der Krypten und Zotten zur Folge haben.
Durch ein Wachstum der Krypten und Zotten wiirden die Resorptionsfliche und damit vermut-
lich auch die Anzahl der Transportproteine steigen. Guan et al. zeigten zudem, dass eine Akti-
vierung des GLP2-Rezeptors an enterischen Neuronen moglicherweise zu einer Ausschiittung
von NO und VIP fiihrt [129]. NO und VIP, die bei verminderter GLP2-Rezeptor-Expression
moglicherweise vermindert ausgeschiittet werden, erhohen die Resorption von Nihrstoffen so-

wie den mesenterialen Blutfluss und verhindern eine Immunzellinfiltration [140].

Ob die adaptationsvermittelnde Wirkung des GLP2-Rezeptors eine Bedeutung fiir die Entwick-
lung eines schwerer verlaufenden KDS in Patienten mit NOD2-Mutationen hat, sollte in wei-
tergehenden Studien geklédrt werden. Dieser Aspekt ist ebenfalls hinsichtlich eines moglichen
therapeutischen Ansatzes bei Patienten mit NOD2-Mutationen, z. B. durch eine postoperative
Dosiserhohung des GLP2-Analogons Teduglutid, interessant und wird in zukiinftigen For-

schungsprojekten der Arbeitsgruppe experimentell untersucht.
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Die intestinalen Ionentransportprozesse sind fiir die Absorption und Sekretion von Elektrolyten
und Wasser von entscheidender Bedeutung. Der Transport von Elektrolyten zwischen dem
Darmlumen und der Epithelzelle findet iiber apikal lokalisierte Ionentransportproteine statt,
wobei sekundir der Transport von Wasser stattfindet. Dieser Transport wird wiederum von

zelluldren Adapterproteinen reguliert.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Expressionsstudie zur Verteilung der Transport- und
Adapterproteine in der Darmwand der Maus durchgefiihrt. Durch qPCR konnte die Expression
der Transport- und Adapterproteine differenziert auf der Langsachse des Darms bestimmt wer-
den. Dies dient zum einem dem besseren allgemeinen Verstindnis der intestinalen Ionentrans-
portprozesse und bildet zum anderen die Grundlage fiir weitergehende Studien, in denen mog-
liche Adaptationsvorginge im Kurzdarmmodell der Maus untersucht werden sollen. Eine
Adaptation der Schleimhaut nach Darmresektion kann iiber hormonelle Rezeptoren vermittelt
werden. Neben der Expression der Transport- und Adapterproteine wurde daher auch die basale

Expression des IGF1- und GLP2-Rezeptors in der Darmwand untersucht.

In vorangegangenen Studien wurde bereits gezeigt, dass Patienten mit einer NOD2-Genmuta-
tion nach einer ausgedehnten Darmresektion ein erhohtes Risiko tragen, postoperativ ein Kurz-
darmsyndrom zu entwickeln. Ob sich die basale Expression der Ionentransporter und Hormon-
rezeptoren entlang der Darmlédngsachse zwischen WT und NOD2-KO Maéusen unterscheidet,
war daher eine weitere Fragestellung dieser Arbeit. Die Erkenntnisse sollten eine Grundlage fiir
zukiinftige experimentelle Studien bilden, in denen die Adaptationsfédhigkeit des Darms in der

Kurzdarmsituation abhéngig vom NOD2-Status untersucht werden soll.

Die Expressionsstudie hat ergeben, dass DRA und NHE3 stark im Kolon exprimiert werden, in
dem bereits auch schon andere Arbeitsgruppen eine funktionelle Kopplung von DRA und
NHES3 zur elektroneutralen NaCl-Resorption nachweisen konnten. DRA wird zudem stark im
Zo6kum und NHE3 stark im proximalen Diinndarm exprimiert. Daneben war die Expression von
PATI auf den Diinndarm beschrdankt und nahm hier nach distal ab. CFTR wurde sowohl im

Dickdarm als auch im Diinndarm exprimiert, stirker jedoch im Dickdarm. ANO1 wurde nahezu

69



6 ZUSAMMENFASSUNG

ausschlieBlich im Dickdarm exprimiert, wobei die Expression im distalen Dickdarm am stérks-
ten war. NHE3 wurde im proximalen Diinndarm bei NOD2-KO-Madusen starker exprimiert als

bet WT-Maiusen.

Die Adapterproteine wurden — bis auf PDZK1 — jeweils im gesamten Intestinum exprimiert.
NHERF1 wurde am stirksten im Diinndarm und NHERF2 {iberwiegend im Dickdarm expri-
miert. PDZK1 wurde nur im Diinndarm exprimiert. Die Expression von IKEPP war im Diinn-
darm stérker als im Dickdarm, umgekehrt war die Expression von SNX27 im Dickdarm stirker

als im Dunndarm.

Der IGF1- und der GLP2-Rezeptor wurden im gesamten Intestinum exprimiert, verstirkt aller-
dings im Dickdarm. Beide Rezeptoren wurden in NOD2-KO-Méusen geringer exprimiert als
in den WT-M4usen, wobei nur die Expression des GLP2-Rezeptors in WT- und NOD2-KO-
Mausen signifikante Unterschiede zeigte. Moglicherweise gibt es also einen Zusammenhang
zwischen der Expression des GLP2-Rezeptors und dem NOD2-Genstatus. Aus diesem Grund
ist der GLP2-Rezeptor zukiinftig ein interessantes Protein, um nach einer Ursache fiir die hédu-
fige Entwicklung eines postoperativen Kurzdarmsyndroms bei Patienten mit NOD2-Mutatio-

nen zu suchen.
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8.1 Abkiirzungsverzeichnis
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Caspase Activation and Recruitment Domain
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
Chloride Losing Diarrhea

Threshold Cycle

Desoxyribonukleinsdure

komplementére Desoxyribonukleinsdure
doppelstrangige Desoxyribonukleinsiure
Down Regulated in Adenoma
Ethylendiamintetraessigséure

Epithelial Na"-Channel
Ezrin-Radixin-Moesin

Glucagon Like Peptid

zyklisches Guanosinmonophosphat

Insulin Growth Factor 1

Intestinal and Kidney Enriched PDZ Protein
Keratinocyte Growth Factor
Kurzdarmsyndrom

Knockout

Leucine Rich Repeats
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MW Mittelwert

NHE3 Na“-H"-Exchanger 3

NHERF Na'-H"-Exchanger Regulatory Factor
NO Stickstoffmonoxid

NTC Non Template Control

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

NOD2 Nucleotide Binding Oligomerization Domain 2
PATI1 Putative Anion Transporter 1

PCR Polymerase Chain Reaction

qPCR quantitative real-time Polymerase Chain Reaction
PDZ PSD95, DLG, ZO-1

PDZK1 PDZ Domain Protein Kidney 1

RNA Ribonukleinsdure

mRNA messenger RNA

RT Reverse Transkriptase

SD Standardabweichung

SNX27 Sorting Nexin 27

TAE Tris-Acetat-EDTA

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
VIP Vasoaktives Intestinales Polypeptid
WT Wildtyp

ZK-18 Zytokeratin 18
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(1) Der menschliche Darm nimmt durch Digestion und Resorption von Makrondhrstoffen,

Elektrolyten und Wasser eine lebensnotwendige Funktion ein.

(2) Intestinale Ionentransportproteine spielen bei der Resorption von Elektrolyten und Was-

ser eine essentielle Bedeutung und werden durch Adapterproteine in ihrer Funktion reguliert.

(3) Nach ausgedehnten Diinndarmresektionen kann es zu einem Kurzdarmsyndrom kommen,
welches sich klinisch durch ausgeprigte Durchfille, Fettstiihle und spezifische Mangelerschei-

nungen prasentiert.

(4) Eine Mutation des NOD2-Gens ist ein Risikofaktor fiir die Entstehung eines Kurzdarmsyn-

droms nach ausgedehnten Diinndarmresektionen.

(5) Eine zentrale Rolle bei der strukturellen und funktionellen Adaptation der Darmmukosa

nach Diinndarmresektionen besitzen die hormonellen Rezeptoren IGF1- und GLP2-Rezeptor.

(6) In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von lonentransportern und der hormonel-
len Rezeptoren IGFI- und GLP2-Rezeptor untersucht — bislang gibt es kaum detaillierte Ex-
pressionsstudien iiber intestinale lonentransporter und Adapterproteine sowie hormonelle Re-

zeptoren.

(7) Die elektroneutrale Resorption von NaCl und Wasser findet durch eine Koppelung der
Transportproteine DRA und NHE3 statt. DRA und NHE3 werden jeweils stark im Kolon ex-
primiert.

(8) DRA war im Gegensatz zu NHE3 auch im Zokum lokalisiert. Die ungekoppelte Funktion

von DRA im Zdkum ist bislang noch ungeklart.

(9) Der IGF1- und der GLP2-Rezeptor zeigten ein homogenes Expressionsmuster auf der
Darmlingsachse. Sie wurden ubiquitdr exprimiert, wobei die Expression in den distalen Darm-

segmenten zunahm.

(10) In einigen Diinndarmabschnitten sowie im Bereich des Z6kums wurde der GLP2-Rezeptor

in WT-Mausen signifikant stirker exprimiert als in NOD2-KO-Méusen.

(11) Der IGF1-Rezeptor wurde in WT-Mausen tendenziell stirker exprimiert als in NOD2-KO-

Maiusen.

(12) Bei den Transport- und Adapterproteinen ergaben sich mit Ausnahme von NHE3 keine
signifikanten Unterschiede beziiglich ihrer Expression in WT- und NOD2-Méusen.
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