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1. Einleitung

1.1 Enterische Gliazellen (EGC)

Enterische Gliazellen (EGC) bilden den Groliteil des Enterischen Nervensystems (ENS)
(Gabella, 1971; Zeisel et al., 2018). Man unterteilt das ENS in den submukdsen (SMP)
und den myenterischen Plexus (MP). Man findet EGC in allen Schichten der Darmwand
(Neunlist et al., 2014). Quantitativ gemessen ubertreffen EGC Neurone vielfach, wie
Studien, die die Glia : Neuronen Ratio untersucht haben, zeigen. Allgemein ist das Ver-
haltnis Glia : Neuronen im MP groRRer als im SMP (Gulbransen, 2014; Hoff et al., 2008).
Es gibt zudem interspezifische Unterschiede: Im Menschen betragt die Ratio Glia :
Neuronen im MP ca. 6-7 : 1, in Mausen ca. 1 : 1. Im SMP ist das Verhaltnis mit 1,3-1,9 :
1 im Menschen ebenfalls hoher als in Mausen mit 0,64 : 1 (Gulbransen, 2014; Hoff et al.,
2008). In einer Untersuchung myenterischer Ganglien des humanen Colons hat man im
Durchschnitt ca. 129 Glia/mm?® und 39 Neuronen/mm? messen kénnen, womit sich eine
Ratio von ca. 3,3 : 1 ergeben wirde (Graham et al., 2020). Zudem variiert die EGC-Dichte
im humanen ENS abhangig von der Darmregion (Hoff et al., 2008). Insgesamt schatzt
man, dass das humane ENS mehrere hundert Millionen EGC enthalt (Hoff et al., 2008).
EGC interagieren mit Neuronen, Muskel-, Endothel-, Immun-, Epithel- und entero-
endokrinen Zellen, sowie extrinsischen Nervenfasern (GrubiSi¢ und Gulbransen, 2017;
Neunlist et al., 2014; Rosenberg und Rao, 2021). EGC kommen als Schnittstelle zwischen
Immun-, Nerven-, enteroendokrinem System und der Umwelt eine bedeutsame Rolle in
der Homoostase des Gastrointestinalen (Gl) Traktes zu (Rosenberg und Rao, 2021). Die
Beteiligung EGC an zahlreichen (patho-)physiologischen Mechanismen im Darm ist
bereits belegt (siehe Kapitel 1.1.2 und 1.1.5). Die detaillieten Zusammenhange sind

Gegenstand aktueller Forschung (Rosenberg und Rao, 2021).

1.1.1 Morphologie, Heterogenitat und Subtypen der EGC

Die Morphologie EGC ist bisher hauptsachlich in Nagern und weniger in Menschen be-
schrieben worden (Rosenberg und Rao, 2021).

Morphologisch unterscheiden sich die EGC maligeblich von dem ansonsten im peri-
pheren Nervensystem vorherrschenden Gliazelltyp, den Schwann-Zellen (Gabella, 1971;

Grubisi¢ und Gulbransen, 2017). EGC haben feine, dendritisch verzweigte Fortsatze, mit
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denen sie zwischen die Perikarya und Axone der Neurone reichen, jedoch ohne Myelin-
scheiden auszubilden (Gabella, 1971). Eine vergleichende Genexpressionsanalyse EGC
mit anderen Gliazellen (wie Astrozyten, Oligodendrozyten, Mikroglia, Schwann-Zellen)
verdeutlicht deren Heterogenitat: EGC unterscheiden sich grundlegend von anderen Glia-
zelltypen und sind mit diesen nicht vergleichbar (Rao et al., 2015). Auch unter den EGC
gibt es eine groRe Diversitat: Sie sind heterogen in ihrer Lokalisation, Morphologie, ihren
Transkriptionsmustern und ihren Interaktionen mit anderen Zelltypen (Grundmann et al.,
2019).

Vor einigen Jahren wurde eine Unterscheidung EGC anhand ihrer Morphologie und
Lokalisation in vier verschiedene Subtypen vorgenommen: intraganglionare bzw. proto-
plasmatische, interganglionare bzw. fibrose, mukdése und intramuskulare EGC
(Boesmans et al., 2015; Gulbransen und Sharkey, 2012). Mittlerweile ist es obsolet, EGC
lediglich anhand dieser Einteilung zu unterscheiden. Durch die Entwicklung neuer
Methoden zur single-cell- und single-nuclei-RNA-Sequenzierung wurde eine genauere
Analyse und Differenzierung der EGC mdglich. Es wurde dabei deutlich: EGC unter-
scheiden sich untereinander maf3geblich durch ihre heterogenen Transkriptionsmuster
(Drokhlyansky et al., 2020; Zeisel et al., 2018). Bisher konnten Drokhlyansky et al. (2020)
anhand dieser Methoden allein in der humanen Muscularis propria der Mucosa sechs
verschiedene Subtypen klassifizieren. Zeisel et al. (2018) klassifizierten im murinen ENS
bereits sieben verschiedene Subtypen.

Derzeit wird eine Unterscheidung anhand funktioneller Subtypen angestrebt
(Drokhlyansky et al., 2020; Rosenberg und Rao, 2021). Man weil3 mittlerweile, dass EGC
eine hohe Plastizitat aufweisen und sich phanotypisch stark verandern kénnen (Valés et
al.,, 2018). Ob die beobachtete hohe morphologische Diversitat tatsachlich durch
funktionell grundlegend unterschiedliche Subtypen, oder durch eine hohe Plastizitat
begrundet ist, ist derzeit nicht geklart und Bestandteil der aktuellen Forschung
(Grundmann et al., 2019; Rosenberg und Rao, 2021).

1.1.2 Funktionen der EGC
Entsprechend ihrer Heterogenitat und ihrer Interaktionen mit verschiedensten Zelltypen,
sind die Funktionen EGC in der Darmphysiologie komplex (Rosenberg und Rao, 2021).
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Auch wenn bisher kaum Aussagen zu funktionellen Subtypen gemacht werden kdnnen,
wurden zahlreiche Funktionen der EGC im Laufe der letzten Jahre beobachtet
(Rosenberg und Rao, 2021). Einige davon werden im Folgenden beschrieben.

Die Beteiligung EGC an verschiedenen inflammatorischen Prozessen ist mehrfach be-
schrieben worden, dennoch ist die genaue Rolle der EGC in diesen noch nicht vollends
verstanden (Neunlist et al., 2014; Rosenberg und Rao, 2021). Grundsatzlich sind EGC
fahig, auf auliere proinflammatorische Stimuli zu reagieren. Sie kbnnen beispielsweise
durch den Interleukin-Rezeptor Typ 1 (IL-1R1) auf Chemokine wie Interleukin-1a (IL-1a)
und Interleukin-13 (IL-1B) zur reaktiven Gliose aktiviert werden (Schneider et al., 2022;
Stoffels et al., 2014). Zudem konnen IL-13 und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), sowie
Lipopolysaccharide (LPS) EGC zur Freisetzung von glial cell-line derived neurotrophic
factor (GDNF) stimulieren (von Boyen et al., 2006). Auch kénnen sie durch inflamma-
torische Stimuli zur macrophage colony-stimulating factor (M-CSF)-Freisetzung stimuliert
werden, was wiederum zur Aktivierung von Makrophagen fuhrt (GrubiSi¢ et al., 2020).
Neben Makrophagen kdnnen EGC durch ihre antigenprasentierende Funktion T- und B-
Lymphozyten aktivieren und interagieren somit neben dem unspezifischen auch mit dem
spezifischen Immunsystem (Chow et al., 2021).

In einer alteren Publikation wurde eine massive hamorrhagische und nekrotisierende,
todlich verlaufende Enteritis in Folge einer EGC-Ablation in Mausen beschrieben (Bush
et al., 1998). Auch Cornet et al. (2001) konnten ahnliche Beobachtungen machen. Man
postulierte daher eine entscheidende Rolle der EGC fur die Aufrechterhaltung der in-
testinalen Epithelzellbarriere und somit der Darmintegritat (Bush et al., 1998; Cornet et
al., 2001). Diese Hypothese wurde auch durch weitere Studien unterstitzt. Insbesondere
S-Nitrosoglutathion, transforming growth factor -1 (TGFB-1), 15-Deoxy-Delta-12,14-
Prostaglandin J2 (15dPGJ2) und pro epidermal growth factor (proEGF) wurden als von
EGC freigesetzte Mediatoren ermittelt, die die Homoostase der Epithelzellbarriere
aufrechterhalten (Bach-Ngohou et al., 2010; Neunlist et al., 2007; Savidge et al., 2007,
van Landeghem et al.,, 2011). Insgesamt scheinen EGC somit zelladhasions- und
differenzierungsférdernde Wirkung auf Epithelzellen zu haben (van Landeghem et al.,
2009).

Neuere Publikationen zweifeln die von Bush et al. (1998) postulierte Mucosa-Zerstérung

als Folge der EGC-Ablation an (Rao et al., 2017). Zwei weitere in vivo Versuche zeigten
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keine Beeintrachtigung der epithelialen Barrierefunktion durch die Ablation EGC in
Mausen (Nasser et al., 2006; Rao et al., 2017). Es konnte gegenteilig sogar gezeigt
werden, dass eine EGC-Ablation den Inflammationsprozess in einem Colitis-Mausmodell
eindammen konnte (MacEachern et al., 2015).

Ungeachtet dessen: Aktuelle Versuche belegen eine Beteiligung EGC an der Re-
generation mucosaler Schaden: EGC stimulieren die Makrophagen-Migration, sowie
deren Differenzierung zu einem antiinflammatorisch wirkenden Typus nach mucosaler
Schadigung (Stakenborg et al., 2022). AuRerdem férdern sie unter akuter und chronischer
Inflammation die Erneuerung intestinaler Stammzellen, aus welcher sich neue Epithel-
zellen generieren (Baghdadi et al., 2022). Unter inflammatorischen Bedingungen von
EGC vermehrt freigesetztes GDNF hat einen antiapoptotischen Einfluss auf die
Epithelzellbarriere und die EGC selbst (Steinkamp et al., 2003; Steinkamp et al., 2012;
von Boyen et al., 2006). Auch eine neuere Arbeit bestatigt die Bedeutsamkeit des von
EGC produzierten GDNFs fur die Aufrechterhaltung der Epithelzellbarriere (Meir et al.,
2021).

Mehrere Studien belegen die Relevanz EGC fur die Darmmotilitat bzw. -peristaltik. In ver-
schiedenen Publikationen kam es in Folge einer selektiven EGC-Ablation zu Storungen
der Darmperistaltik mit einer konsekutiven Verlangerung des Gl-Transits (Nasser et al.,
2006; Rao et al., 2017). Unsere Arbeitsgruppe hat bereits bewiesen, dass inflamma-
torische Prozesse, durch Gl-Manipulation oder Trauma ausgeldst, Uber die Aktivierung
EGC (reaktive Gliose) wesentlich zur Pathogenese des postoperativen lleus beitragen
(Hupa et al., 2019; Schneider et al., 2021; Schneider et al., 2022; Stoffels et al., 2014).
Die Aktivierung EGC erfolgt hierbei vor allem durch von Leukozyten freigesetztem IL-13
und durch Adenosintriphosphat (ATP) (Hupa et al., 2019; Schneider et al., 2021; Stoffels
et al., 2014). Die EGC-Aktivierung fuhrt zur reaktiven Gliose, Interleukin-6- und monocyte
chemoattractant protein-1-Freisetzung sowie zur Makrophagen-Aktivierung und letztlich
zur Entwicklung eines lleus (Schneider et al., 2022; Stoffels et al., 2014).

Des Weiteren wird eine wichtige Rolle EGC in der Entwicklung enterischer Neurone und
dem Ausbau des enterischen neuronalen Netzwerkes (axonale Auslaufer und Synapsen-
bildung) vermutet (Le Berre-Scoul et al., 2017). Sie scheinen eine Art Reservoirfunktion
fur die Neurogenese im adulten Darm zu haben und konnten als neuronale Progenitor-

zellen fungieren (Guyer et al., 2021; siehe auch Kapitel 1.1.3). Es wurden auch
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neuroprotektive Wirkungen der EGC sowohl unter basalen Bedingungen als auch unter
vermehrten oxidativen Stress beobachtet (Abdo et al., 2010; Guyer et al., 2021). Rao et
al. (2017) konnten nach EGC-Ablation wiederum keine Auswirkungen auf die neuronale
Uberlebensfahigkeit beobachten und zweifeln diese an.

Neuere Erkenntnisse lassen annehmen, dass EGC zusammen mit der extrazellularen
Matrix an dem Aufbau einer Schrankenfunktion zwischen Blut und myenterischen Plexus
beteiligt sind, ahnlich der Blut-Hirn-Schranke. Eine Rolle dieser bestinde darin, pro-
inflammatorische Leukozyten und Zytokine an der Invasion in den myenterischen Plexus

zu hindern und somit vor einer Neuroinflammation zu schitzen (Dora et al., 2021).

1.1.3 Embryonale Entwicklung der EGC

Die Entwicklung des ENS beginnt in der embryonalen Phase (Burns und Le Douarin,
1998). Aus der ektodermalen Neuralleiste entspringende Zellen (ENCC, enteric neural
crest derived cells) wandern in das mesenchymale Darmrohr ein und bilden die
Progenitorzellen sowohl der enterischen Neurone als auch der EGC (Le Douarin und
Teillet, 1973). Im murinen Darm findet man diese Zellen ab dem embryonalen Tag (E)
9.5, im humanen Darm ab der 4. Schwangerschaftswoche (Nagy und Goldstein, 2017).
Der grofte Teil des ENS wird von Zellen aus der vagalen Neuralleiste gebildet. Sie be-
siedeln den gesamten Darm in rostrokaudaler Richtung (Le Douarin und Teillet, 1973;
Nagy und Goldstein, 2017; Pawolski und Schmidt, 2020). Sie bilden zuerst den
myenterischen Plexus und wandern von dort aus radiar nach innen, um den submukosen
Plexus zu bilden (Nagy und Goldstein, 2017; Pawolski und Schmidt, 2020). In Mausen
entwickelt sich der submukdse Plexus erst postnatal, in Menschen schon friher (Nagy
und Goldstein, 2017). Zumindest in Mausen bilden auch Zellen der sakralen Neuralleiste
Teile des ENS. Diese bilden zunachst den Plexus pelvicus und wandern anschliel3end
entlang der Nervenfasern in den Hinterdarm ein und bilden ebenso enterische Neurone
und EGC (Nagy und Goldstein, 2017; Pawolski und Schmidt, 2020). Im humanen Darm
ist dies noch nicht untersucht (Nagy und Goldstein, 2017). Die ENCCs unterliegen
bezlglich ihrer Proliferation, Migration, Ganglien- und Synapsenbildung sowie ihrer
Differenzierung prazisen und komplexen Regulationsmechanismen (Nagy und Goldstein,
2017).
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Die prazise Regulierung der neuronalen und glialen Differenzierung ist entscheidend fur
eine regelhafte ENS-Funktionalitat (Lake und Heukeroth, 2013; Nagy und Goldstein,
2017). Die Differenzierung der ENCC findet in der gesamten embryonalen und fetalen
Entwicklung sowie in den ersten drei postnatalen Wochen statt (Pawolski und Schmidt,
2020). Aktuell gehen Pawolski und Schmidt (2020) davon aus, dass ENCC sich zu drei
verschiedenen Zelltypen differenzieren: zu neuronalen und glialen Progenitoren sowie
bipotenten, proliferierenden Neuro-Glia-Progenitoren. Wahrend der Differenzierung ver-
andern diese Zellen die Expression verschiedener Proteine und Transkriptionsfaktoren
(siehe Abb. 1 und Kapitel 1.1.4). Sobald die Zellen neuronal differenziert sind, verlieren
sie ihre Fahigkeit zur Proliferation (Nagy und Goldstein, 2017; Pawolski und Schmidt,
2020). Progenitorzellen und EGC hingegen kénnen weiterhin durch Proliferation neue
Zellen generieren (Cossais et al., 2016; Lake und Heukeroth, 2013).

Das ENS liegt in einer sehr dynamischen und vulnerablen Umgebung. Es muss sich
standig im Rahmen einer Neuro- und Gliogenese regenerieren. Gliogenese findet auch
im Adulten standig statt (Joseph et al.,, 2011). Ob im Adulten auch Neurogenese
stattfindet, ist derzeit unklar (Pawolski und Schmidt, 2020). Wahrend Joseph et al. (2011)
dem widersprechen, sprechen die Ergebnisse von Kulkarni et al. (2017) fur eine standige
neuronale Apoptose und Neurogenese.

Der Ursprung der sich neu bildenden enterischen Neurone und EGC ist noch ungeklart
(Pawolski und Schmidt, 2020). Vermutlich verbleibt im Adulten eine Art sich selbst erneu-
ernde, den ENCC ahnliche Stammzellpopulation, aus welcher sich neue Zellen des ENS
bilden konnen (Lake und Heukeroth, 2013; Pawolski und Schmidt, 2020). In in vitro
Versuchen wurde gezeigt: Im adulten murinen und humanen Darm verbleiben ruhende
Progenitorzellen, die fahig sind, sich zu Neuronen, Glia und Myofibroblasten zu differen-
zieren sowie sich selbst zu erneuern (Kruger et al., 2002; Metzger et al., 2009; Nagy und
Goldstein, 2017; Natarajan et al., 1999). Einige Autoren vermuten, dass neue Neurone
aus sich transdifferenzierenden EGC generiert werden (Guyer et al., 2021; Laranjeira et
al., 2011; Pawolski und Schmidt, 2020; Valés et al., 2018). Schliellich wurde gezeigt,
dass neuronale Vorlauferzellen Gliazellmarker exprimieren (Laranjeira et al., 2011). Bei
diesen konnte es sich neben differenzierten EGC jedoch ebenso um eine unreife EGC-
Subpopulation oder einem EGC-ahnlichen Zelltyp handeln (Grundmann et al., 2019).
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Letztendlich ist es derzeit ungeklart, ob sich im Adulten neue ENS-Zellen aus verblei-
benden Stammzellen, EGC oder sogar Schwann-Zell-Vorlaufern bilden (Pawolski und
Schmidt, 2020). Diese Fragestellung ist insbesondere interessant fur die Entwicklung
neuer Therapieansatze bei Erkrankungen mit ENS-Defekten, wie einer autologen

Stammzelltherapie (Lake und Heukeroth, 2013).

Multipotente Progenitorzellen aus Neuralleiste

SOX-10 . RET
P75 @@ PHOX2B
Neuronale Gliale
Vorlauferzelle ‘ . Vorlauferzelle
RET
PHOX2B SOX-10
) TuJ1 S1008 )
Enterisches HuC/D GFAP En_terlsche
Neuron PGP9.5 PLP-1 Gliazelle

Abb. 1: Progenitorzellen des Enterischen Nervensystems konnen sich zu Enterischen
Gliazellen und Neuronen differenzieren und verandern dabei die Expression verschie-
dener Marker.

Modifiziert nach Lake und Heukeroth (2013) und Pawolski und Schmidt (2020).

In der Abbildung sind typische Marker fur die jeweiligen Zelltypen dargestellt.

1.1.4 Gliazellmarker

Traditionelle, haufig verwendete Marker EGC sind S10083, SRY (sex determining region
Y)-box-containing gene 10 (SOX-10) und glial fibrillary acidic protein (GFAP). Sie werden
intrazellular exprimiert (Grubisi¢ und Gulbransen, 2022). Keiner dieser Marker markiert

alle EGC (Grundmann et al., 2019). Alle EGC exprimieren mindestens einen oder zwei
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dieser Marker (Pawolski und Schmidt, 2020). Touvron et al. (2022) haben festgestellt,
dass sich die (sub-)mukoésen und myenterischen EGC entsprechend ihrer vermutlich
unterschiedlichen Funktionen auch in der Expression dieser Marker unterscheiden.

Im Folgenden werden diese EGC-Marker kurz beschrieben.

Der Transkriptionsfaktor SOX-10 wird bereits von den aus der Neuralleiste migrierenden
Progenitorzellen exprimiert. Bei einer glialen Differenzierung wird die Expression aufrecht-
erhalten, bei einer neuronalen Differenzierung geht sie verloren (Lake und Heukeroth,
2013; Young et al., 2003; siehe Abb. 1). SOX-10 férdert die Entwicklung zu EGC (Britsch
et al., 2001; Lake und Heukeroth, 2013; Paratore et al., 2001). SOX-10 markiert fast alle
EGC (Boesmans et al., 2015). Es gibt nur wenige SOX-10- EGC, die jedoch von SOX-10*
Vorlaufern abstammen (Boesmans et al., 2015). (Sub-)mukdése EGC exprimieren weniger
SOX-10 als myenterische (Touvron et al., 2022).

Das kalziumbindende Protein S1008 findet man weder in undifferenzierten Progenitor-
zellen aus der Neuralleiste noch in direkten glialen Vorlaufern. Es wird in Mausen ab
E14.5 in EGC exprimiert (Young et al., 2003). Im Menschen findet man S1008 ab der 12.
Schwangerschaftswoche. Die Expression nimmt im weiteren zeitlichen Verlauf bis zum 2.
Trimenon zu, beginnt vor allem im myenterischen Plexus und etwas spater im sub-
mukosen und mukdsen Plexus (Grundmann et al., 2019). Die S100B-Expression ist in
allen Wandschichten des humanen Darms stark ausgepragt (Grundmann et al., 2019).
Fast alle S1008 exprimierende EGC exprimieren auch SOX-10. Andersrum gilt dies nicht
(Pawolski und Schmidt, 2020).

Das gliale Intermediarfilament GFAP kann im murinen Darm ab dem Zeitpunkt E16
detektiert werden, es wird nicht von den Progenitorzellen exprimiert und gilt als relativ
spater Marker glialer Zellen (Rothman et al., 1986). Im humanen Darm kann man eine
GFAP-Expression erst postnatal beobachten (Grundmann et al., 2019).

Neben den EGC wird GFAP im Darm auch von Schwann-Zellen exprimiert, die mit (peri-
pheren) extrinsischen Nerven in die Darmwand einwachsen (Rothman et al., 1986). GFAP
wird nur von einem Teil EGC exprimiert (Pawolski und Schmidt, 2020). Die Expression
unterliegt einem zeitlichen Wandel, sie ist auch im adulten murinen Darm transient, was
fur eine hohe Plastizitat EGC spricht (Grundmann et al., 2019; Pawolski und Schmidt,
2020). Die Bedeutung hiervon ist noch unklar. Es werden Zusammenhange mit

mechanischen Einflissen und physiologischen Funktionen diskutiert. Zudem kénnte die
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Expression ein Marker glialer Reifung sein (Pawolski und Schmidt, 2020). Man hat auch
interspezifische Unterschiede festgestellt: In Nagern kann man immer GFAP-expri-
mierende Zellen finden, im Menschen nur im kompromittierten Darm (Grundmann et al.,
2019). Die GFAP-Expression verandert sich insbesondere unter entzindlichen und krank-
haften Bedingungen, so hat man bei Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa aber auch beim kolo-
rektalem Karzinom eine vermehrte GFAP-Expression festgestellt (Grundmann et al.,
2019).

Vor wenigen Jahren wurde der EGC-Marker Proteolipidprotein-1 (PLP-1) entdeckt. Es
handelt sich um ein normalerweise fur die Myelinisierung wichtiges Protein. Es wird von
nahezu allen EGC exprimiert, obwohl diese nicht myelinisierend sind (Rao et al., 2015).
Die Funktion von PLP-1 im ENS ist noch unbekannt (Grundmann et al., 2019).

Die meisten EGC coexprimieren SOX-10, S1008 und PLP-1, wahrend GFAP nur von
wenigen EGC exprimiert wird (Rao et al., 2015).

Zuletzt hat man neue EGC-Marker entdeckt, die auf der Zelloberflache exprimiert werden:
ACSAZ2 (astrocyte cell surface marker 2) und LPARI (lysophosphatidic acid receptor |).
Beide zeigten sich als gliaspezifisch im Darm. ACSA2, ein bekannter Astrozytenmarker,
wird vor allem von mucosalen und myenterischen EGC, jedoch nur von 60 - 72 % der
intramuskular gelegenen EGC exprimiert. Die ACSA2-Expression zeigt sich unter gesun-
den und inflammatorischen Bedingungen als stabiler Marker. LPARI hingegen wird von
allen EGC exprimiert, unter Inflammation jedoch deutlich reduziert (Grubisi¢ und
Gulbransen, 2022).

Trotz der unterschiedlichen Expressionsmuster ist es wahrscheinlich, dass alle EGC aus
dem gleichen Typ Progenitorzelle hervorgehen. Die Expressionsmuster der EGC
scheinen dynamisch und in Abhangigkeit von Lokalisation und Zeit in Rahmen einer Spe-
zialisierung oder Antwort auf duere Reize variabel zu sein. Diese Plastizitat wird
maoglicherweise bis in das adulte Alter aufrechterhalten (Boesmans et al., 2015). Hierfur
sprechen auch die von Cornet et al. (2001) beobachtete Aufregulation von GFAP in
kranken Darmarealen von Colitis Ulcerosa Patienten oder die GFAP-Aufregulation im
Rahmen einer reaktiven Gliose nach Reperfusion eines ischamischen Darms (Klein et al.,
2017).

Zur weiteren Untersuchung EGC kann der neurotrophe Faktor GDNF (glial cell-line

derived neurotrophic factor) verwendet werden. Zum einen wird GDNF von EGC sezer-
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niert. Dies ist insbesondere bei Inflammation der Fall (von Boyen et al., 2004; von Boyen
et al., 2006). GDNF hat eine antiapoptotische Wirkung auf Epithelzellen im Colon und auf
EGC selbst (Steinkamp et al., 2003; Steinkamp et al., 2012). Es kann die epitheliale Bar-
riere starken und dessen Permeabilitat herabsetzen (Zhang et al., 2010). Zum anderen
ist GDNF ein wichtiger Regulator der ENS-Entwicklung: Wahrend der embryonalen Ent-
wicklung fordert es die oben beschriebene Migration (siehe Kapitel 1.1.3), Proliferation
und das Uberleben der ENCC. Als Chemoattraktant fordert es sowohl die rostrokaudale
als auch radiare Migration der ENCC (Nagy und Goldstein, 2017; Pawolski und Schmidt,
2020).

Die wichtigsten Eigenschaften der genannten Gliazellmarker und von GDNF sind in der

Tabelle 1 zusammengefasst.

Tab. 1: Gliazellmarker und GDNF im Vergleich.

Legende: * bei GDNF handelt es sich nicht um einen Gliazellmarker.

Quellen: 'Boesmans et al. (2015); ?Britsch et al. (2001); Brun et al. (2015); “Cornet et al.
(2001); 5Grubisi¢ und Gulbransen (2022); Grundmann et al. (2019); “Klein et al. (2017);
8Lake und Heukeroth (2013); °®Nagy und Goldstein (2017); '°Paratore et al. (2001);
""Pawolski und Schmidt (2020); "?Rao et al. (2015); "*Rothman et al. (1986); '*Steinkamp
et al. (2003); '5Steinkamp et al. (2012); "*Touvron et al. (2022); ""von Boyen et al. (2004);
8von Boyen et al. (2006); '®Young et al. (2003); 2°Zhang et al. (2010).
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1.1.5 Klinische Relevanz der EGC

Aus den oben genannten Funktionen EGC resultiert eine vielseitige klinische Relevanz
der EGC. Auch wenn die genauen Zusammenhange noch nicht im Detail erforscht sind,
ergeben sich deutliche Hinweise flur eine Beteiligung EGC an der Entstehung einiger
Darmerkrankungen. Neuere Studien lassen zudem eine Beteiligung an neurode-
generativen Erkrankungen des ZNS vermuten (Rosenberg und Rao, 2021).

Altere Publikationen von Bush et al. (1998) und Cornet et al. (2001), in welchen es in
Folge einer selektiven Ablation EGC zur hamorrhagischen Enterokolitis kam, vermuteten
hierin einen moglichen Pathomechanismus von chronisch entzindlichen Darmerkran-
kungen. Auch wenn, wie in Kapitel 1.1.2 beschrieben, mittlerweile die Rolle EGC fur die
Aufrechterhaltung der mucosalen Epithelzellbarriere umstritten ist, liegt eine Beteiligung
EGC an der Pathophysiologie von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa aufgrund ihrer Rolle
in inflammatorischen Prozessen nahe (Pochard et al., 2018). Tatsachlich konnte man in
Gewebeproben aus den Darmen von Morbus Crohn-Patienten geschwachte EGC-Netz-
werke und bei Colitis Ulcerosa-Patienten eine Aufregulation von GFAP feststellen (Cornet
et al., 2001). Eine andere Publikation beschreibt vermehrt apoptotische EGC in humanen
Proben von diesen Patienten (Bassotti et al., 2009). Welche Rolle diese Veranderungen
letztendlich klinisch fur die Entwicklung dieser Erkrankungen spielen, ist derzeit noch un-
klar (Pochard et al., 2018; Rosenberg und Rao, 2021).

Schon vor einigen Jahren vermutete man, dass eine Fehlfunktion bzw. das Fehlen EGC
die Entstehung der nekrotisierenden Enterokolitis (NEC) begunstigt (Bush, 2002). Die
NEC ist ein Krankheitsbild, dass insbesondere Frihgeborene betrifft und haufig todlich
verlauft (Neu und Walker, 2011). Vor kurzer Zeit wurde ein moglicher Pathomechanismus
beschrieben, der diese Vermutung weiter unterstutzt: Man vermutet, dass eine
Inflammation in Folge einer Dysmotilitdt zur EGC-Depletion flhrt und dies wiederum zur
NEC fuahrt. Unter gesunden Bedingungen wurden EGC BDNF sezernieren und dies
wiederum protektiv gegen die NEC-Entstehung wirken (Kovler et al., 2021).

Es gibt auch erste Hinweise flr eine Beteiligung EGC an der Genese des kolorektalen
Karzinoms. Die Datenlage hierzu ist bisher sparlich und zum Teil gegensatzlich
(Rosenberg und Rao, 2021). Valés et al. (2019) und Yuan et al. (2020) fanden erste Hin-
weise fur eine protumorigene Wirkung EGC auf die Entstehung eines Karzinoms: Sie

scheinen in diesen Studien die Entwicklung prakanzerdser dysplastischer Veran-
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derungen, die Tumorentstehung und das Tumorwachstum zu fordern (Vales et al., 2019;
Yuan et al., 2020). Andererseits scheint eine hohere GFAP-Expression in humanen
Proben eher mit gut differenzierten Tumoren und einer niedrigen Proliferationsrate asso-

Ziiert und somit ein prognostisch gunstiger Faktor zu sein (Tartea et al., 2017).

Die bedeutende Funktion EGC fur den Gl-Transit ist bereits in Kapitel 1.1.2 beschrieben
worden. Insbesondere unsere Arbeitsgruppe hat entscheidende pathomechanistische
Schritte in der Entstehung des postoperativen lleus aufgedeckt (siehe Kapitel 1.1.2). Die
EGC-Aktivierung in Folge einer postoperativen Entzindungsreaktion ist dabei entschei-
dend und stellt einen Ansatzpunkt fur die Entwicklung neuer Therapiestrategien dar (Hupa
et al., 2019; Schneider et al., 2021; Schneider et al., 2022; Stoffels et al., 2014).
Interessanterweise gibt es Studien, die einen Zusammenhang zwischen dem enterischen
Mikrobiom und der Entwicklung neurodegenerativer Erkrankungen belegen. Das ENS
wird als Brucke zwischen dem Darmmikrobiom und dem ZNS gesehen. Das Darm-
mikrobiom beeinflusst wesentlich die Entwicklung des ENS. Bei einigen neurode-
generativen Erkrankungen wurden mehrfach sowohl Veranderungen im ENS als auch im
Darmmikrobiom beobachtet. Das ENS ist bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen
vulnerabel. Viele Patienten mit Morbus Parkinson, Myasthenia gravis, Multipler Sklerose,
Guillan-Barré-Syndrom, Amyotropher Lateralsklerose oder nach einem Schlaganfall
leiden unter Symptomen wie Dysphagie und Obstipation. Ein starker Zusammenhang
zwischen intestinalem Mikrobiom, ENS, neurodegenerativen und psychiatrischen Erkran-
kungen wird Uber die Darm-Hirn-Achse vermutet. Diesbezuglich steht die Forschung
jedoch noch am Anfang (Geng et al., 2022).

Speziell bei Morbus Parkinson wird ein pathophysiologischer Zusammenhang mit dem
ENS und auch mit den EGC im Speziellen vermutet. Die fur die Erkrankung typischen
neuronalen alpha-Synuclein-Einschlusskorper findet man nicht nurim ZNS, sondern auch
im ENS von Parkinson-Patienten. Vermutlich nimmt die Erkrankung ihren Ursprung im
ENS und breitet sich von dort bis ins ZNS aus (Braak et al., 2006; Rosenberg und Rao,
2021). In Colon-Biopsien von Parkinson-Patienten wurde eine gesteigerte Expression der
Gliamarker GFAP und SOX-10 sowie proinflammatorischer Zytokine beobachtet
(Clairembault et al., 2014; Devos et al., 2013). Genauere Zusammenhange sind weiter

noch nicht bekannt.
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Ahnlich verhalt es sich mit dem aktuellen Wissensstand zur Multiplen Sklerose. Sowohl in
einem Maus-Modell zur Multiplen Sklerose als auch in Gewebeproben von Patienten mit
Multipler Sklerose sind degenerative Veranderungen des ENS beobachtet worden, zum
Teil sogar noch vor Veranderungen des ZNS (Spear et al., 2018; Wunsch et al., 2017).
Man hat hier sowohl im Mausmodell als auch in humanen Proben Antikorper gegen ente-
rische gliale und neuronale Antigene nachweisen konnen (Spear et al., 2018; Wunsch et
al., 2017). Die Expression des Gliamarkers GFAP zeigte sich zudem sowohl bei Spear et
al. (2018), als auch bei Wunsch et al. (2017) verandert.

Insgesamt sind EGC klinisch hochst relevant, auch wenn die zugehorigen Patho-
mechanismen noch nicht im Detail geklart sind. Hierdurch ergibt sich der grof3e Stellen-

wert der umfassenden Erforschung EGC.

1.2 Perinatale Entwicklung des intestinalen Mikrobioms

Die Entwicklung des humanen Darmmikrobioms beginnt vor der Geburt. In Mekonium-
proben von Neugeborenen konnte eine bakterielle Besiedlung festgestellt werden
(Gosalbes et al., 2013). Ebenso konnte man in den Basalplatten von Plazenten intrazel-
luldare gram™ und gram" Bakterien finden (Stout et al., 2013). Beides spricht fur einen
intrauterin beginnenden Mikrobiomerwerb.

Neugeborene sind in unterschiedlichen Habitaten, wie Haut, Mund, Nasopharynx und
Darm von einem einheitlichen Mikrobiom besiedelt. Die Zusammensetzung dieses homo-
genen Mikrobioms wird entscheidend von dem Geburtsvorgang gepragt. Nach vaginalen
Geburten ahnelt das Mikrobiom dem der mutterlichen Vagina. Es enthalt vor allem Lacto-
bacillus, Prevotella, Atopobium und Sneathia spp.. Nach einem Kaiserschnitt ahnelt das
Mikrobiom dem der mutterlichen Hautflora, wird zudem jedoch durch nicht-mutterliches
Mikrobiom beeinflusst. Es enthalt vor allem Staphylococcus, Corynebacterium, Propioni-
bacterium spp., sowie Acinetobacter (Dominguez-Bello et al., 2010). Des Weiteren nimmt
das Neugeborene miutterliches Mikrobiom Uber die Muttermilch auf, welche
Bifidobakterien enthalt und als wertvolles Synbiotikum gilt (Gueimonde et al., 2007).

Die weitere Entwicklung des Darmmikrobioms in den ersten Lebensjahren ist durch eine
zunehmende phylogenetische Vielfalt gepragt, die sich mit dem Alter und unter verschie-
denen Einflussfaktoren graduell verandert (Koenig et al., 2011). Das sich entwickelnde

kindliche Mikrobiom setzt sich nicht zufallig, sondern aus miteinander interagierenden
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Bakterien zusammen (Koenig et al., 2011). Es zeigen sich dabei interindividuelle Unter-
schiede hinsichtlich der Kombination verschiedener Spezien und ihrem zeitlichen Auf-
treten (Palmer et al., 2007). Die Stuhlproben von verschiedenen Kindern ahneln sich
innerhalb des ersten Lebensjahres untereinander immer mehr, interindividuelle Unter-
schiede bleiben jedoch bestehen (Palmer et al., 2007). Die qualitative Zusammensetzung
ist vor allem durch die Zeit, die quantitative durch verschiedene Ereignisse gepragt
(Koenig et al., 2011). Insbesondere die Nahrungsumstellung nimmt grof3en Einfluss
(Koenig et al., 2011; Palmer et al., 2007). Nach der Entwéhnung von der Muttermilch
ahnelt das Darmmikrobiom immer mehr dem eines Erwachsenen und entwickelt die
Moglichkeiten zur Zersetzung xenobiotischer Verbindungen und zur Vitaminsynthese
(Koenig et al., 2011).

Auch in Mausen wurde die Entwicklung des Darmmikrobioms untersucht. Beim Vergleich
des Mikrobioms in Menschen und Mausen sind grundlegende Unterschiede zu beachten.
Menschen und Mause ahneln sich zwar in anatomischen, histologischen und physio-
logischen Gesichtspunkten bezlglich des Darms, es gibt jedoch auch viele Unterschiede,
die entscheidende Einflisse auf das Darmmikrobiom zeigen, wie Hugenholtz und de Vos
(2018) zusammengefasst haben: Menschen und Mause unterscheiden sich unter ande-
rem hinsichtlich Ernahrung (Mause als reine Herbivoren, Menschen als Herbi- und Carni-
voren), der relativen Darmlange (bei Mausen sind sowohl Dinn- als auch Dickdarm in
Bezug auf das Koérpergewicht um ein Vielfaches langer als bei Menschen), pH-Wert im
Magen (Mause: pH 3-4, Menschen: pH 1) histologische Aspekte der Darmmucosa
(Kerckring-Falten, Villi-Struktur), Dicke der Mukus-Schicht im Darm und intestinale
Transitzeit (die totale Transitzeit ist bei Mausen um ein Vielfaches schneller als bei Men-
schen). Nur wenige bakterielle Gene zwischen Mensch und Maus stimmen Uberein
(Hugenholtz und de Vos, 2018). Insgesamt gibt es grol3e qualitative Unterschiede in Be-
zug auf die bakteriellen Taxa. Bei gleichen bakteriellen Gattungen gibt es grol3e quanti-
tative Unterschiede (Hugenholtz und de Vos, 2018).

Pantoja-Feliciano et al. (2013) untersuchten die postnatale Entwicklung des Darm-
mikrobioms in Mausen und verglichen sie mit dem maternalen. Diese Entwicklung ist in
Anlehnung an Pantoja-Feliciano et al. (2013) in der Abbildung 2 dargestellt. Zu Beginn
war die Gattung Streptococcus dominant, das intestinale Mikrobiom des Nachwuchses

ahnelte eher dem vaginalen als dem intestinalen Mikrobiom der Mutter. Nach Entwdhnung



25

von der mutterlichen Milch (nach P9) dominierten anschlieliend Lachnospiraceae, Lacto-
bacillus, Clostridiales und Bacteroides. Das Mikrobiom naherte sich dem maternalen an
(Pantoja-Feliciano et al., 2013).

Ebenso wie bei Menschen beschrieben, stellt die Nahrungsumstellung von Milch auf feste
Nahrung auch im murinen Modell einen entscheidenden Faktor dar (Koenig et al., 2011;
Palmer et al., 2007; Pantoja-Feliciano et al., 2013).

Es lasst sich festhalten: Die Entwicklung und Zusammensetzung des humanen und
murinen Darmmikrobioms hangen von vielen verschiedenen Faktoren ab. Anatomische
und physiologische Unterschiede zwischen Menschen und Mausen, Geburtsmodus,
Mauslinie, raumliche Umgebung sowie Lebensumstéande haben wesentliche Einflusse,
sodass sich die Zusammensetzung des Darmmikrobioms nicht generalisieren lasst. Der
Aufbau des Mikrobioms beginnt pranatal, wird postnatal grundlegend geformt und andert
sich im zeitlichen Verlauf. Die mikrobielle Diversitat nimmt zu. Die Zusammensetzungen
des Mikrobioms im neonatalen und adulten Zustand unterscheiden sich stark. Die Um-
stellung von der Muttermilch auf feste Nahrung stellt einen besonders einflussreichen
Faktor dar.

OTUs P1 P3 Streptococcus

70 Pasteurella

- Lactobacillus
Lachnospiraceae

20 Bacteroides

10 Clostridiales
Andere

30

20 P9 P21 post-weaning

10

0
P1 P3 P9 P21

Post-weaning

Abb. 2: Postnatale Entwicklung des murinen Darmmikrobioms in Anlehnung an Pantoja-
Feliciano et al. (2013).

(A) Dargestellt sind die Mittelwerte der operating taxonomic units (OTUs), die Pantoja-
Feliciano et al. (2013) in murinen Proben des Darmmikrobioms an den postnatalen Tagen
1,3,9und 21 (P1, P3, P9 und P21) messen konnten. Die mikrobielle Diversitat des Darm-



26

mikrobioms ist an P1 vergleichsweise hoch und nimmt in den folgenden Tagen deutlich
ab. Nach der Umstellung von Muttermilch auf feste Nahrung (post-weaning; P21) konnte
eine deutliche Zunahme der Diversitat, insbesondere bei den anaeroben Bakterien, be-
obachtet werden (Pantoja-Feliciano et al., 2013).

(B) Die bakteriellen Gattungen, die zu den jeweiligen Zeitpunkten (P1, P3, P9, P21) am
dominantesten waren, sind dargestellt. Bei P1 ahnelte das Darmmikrobiom dem vaginalen
Mikrobiom der Mutter, bei P21 dem maternalen Stuhlmikrobiom. Der zu Beginn dominante
Streptococcus-Anteil nahm im Verlauf von ca. 40 % bei P1 auf ca. 2 % bei P21 ab.
Wahrend des Saugens stieg der Anteil von Lactobacillus auf tber 60 % bei P9 an. Nach
der Entwoéhnung von der Muttermilch und der Umstellung auf feste Nahrung (post-
weaning) veranderte sich die Zusammensetzung des Darmmikrobioms zum Zeitpunkt
P21 deutlich (Pantoja-Feliciano et al., 2013).

1.3 Toll-Like Rezeptoren: Vermittler zwischen Mikrobiom und Darm

Die mucosale Oberflache des menschlichen Gl-Trakts wird auf etwa 32 m? geschatzt und
bildet im Organismus nach der Haut die zweitgrof3te Interaktionsflache mit der Umwelt
(Gionchetti et al., 2000; Helander und Fandriks, 2014). Im menschlichen Darm findet man
Trillionen von Mikroben, welche mit den menschlichen Zellen in Interaktion treten konnen
(Lozupone et al., 2012). Im Adulten ist die Zusammensetzung des Darmmikrobioms relativ
konstant und besteht zum gréfiten Teil aus Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria und
Proteobacteria (Geng et al., 2022). Dennoch unterliegt die Zusammensetzung verschie-
denen Einflussen, wie Ernahrung, Medikation und Krankheiten (Geng et al., 2022). Ins-
besondere die postnatale Besiedlung scheint besonders sensibel fir solche Einflisse zu
sein (siehe Kapitel 1.2).

Uber die groRe Oberflache des Darms treten verschiedenste intestinale Zellen standig mit
dem Mikrobiom und seinen Stoffwechselprodukten in Interaktion. Als wichtige Vermittler
der Interaktionen zwischen Darm und Mikrobiom gelten die Toll-Like Rezeptoren (TLR).
Hiervon sind im menschlichen Organismus zehn bekannt. Sie gehéren zu der Gruppe der
Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRRs) und sind in der Lage, bestimmte mikrobielle
Strukturen, sogenannte microbe associated molecular patterns (MAMPSs), zu erkennen
und konsekutiv eine intrazellulare Signalkaskade zu aktivieren (Frosali et al., 2015).
Solche Strukturen findet man sowohl auf der Oberflache grampositiver als auch gram-
negativer Bakterien (Geng et al., 2022). Durch die TLR-Aktivierung kommt es zur Pro-
duktion von Interleukinen, Chemokinen und der Transkription bestimmter Gene. Dies er-
maoglicht dem Korper, auf mikrobielle Reize zu reagieren und Infektionen zu kontrollieren

(Frosali et al., 2015). Eine wichtige Rolle in dieser Kaskade spielt das Protein myeloid
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differentiation factor 88 (MyD88), welches als Adaptermolekul fur alle TLR, auller dem
Toll-Like Rezeptor 3 (TLR3), vorkommt (Frosali et al., 2015; Medzhitov et al., 1998). Ver-
schiedene Zelltypen im Darm exprimieren TLR, darunter Enterozyten, Makrophagen,
Neurone, Glia-, Muskel- und Endothelzellen (Brun et al., 2013; Frosali et al., 2015; Geng
et al., 2022).

1.4 Bedeutung des intestinalen Mikrobioms fir die Darmfunktionalitat

Man vermutet, dass insbesondere im jungen Alter Mikrobiomveranderungen die Darm-
funktionalitat storen kdnnen (Caputi et al., 2017; Hung et al., 2020).

Die Interaktionen zwischen Darmmikrobiom, Darmmotilitat, Epithelzellbarriere und ENS
wurden in verschiedenen Publikationen untersucht.

Insgesamt berichten mehrere aktuelle Publikationen von einer beeintrachtigten GI-Motili-
tat und verlangerten Gl-Transit-Zeit in Folge einer mikrobiomabladierenden, mehr-
wochigen antibiotischen Therapie in Mausen (Anitha et al., 2012; Capuiti et al., 2017; Ge
et al., 2017; Hung et al., 2020; Obata et al., 2020; Vicentini et al., 2021; Yarandi et al.,
2020). Nach einem anschlieRendem Wiederaufbau des Mikrobioms konnte eine Norma-
lisierung der Motilitat beobachtet werden (Vicentini et al., 2021). Auch in neonatalen,
gnotobiotischen Tieren konnte man eine beeintrachtigte Darmmotilitat beobachten
(Collins et al., 2014).

Die Homobostase des intestinalen Epithels wird vermutlich durch kommensale Bakterien
aufrechterhalten. Durch die Aktivierung von TLR kommt es zur Freisetzung zytoprotektiver
Faktoren, wodurch eine resistenzfordernde Wirkung des Epithels gegenuber Verlet-
zungen folgt (Rakoff-Nahoum et al., 2004). So zeigen Toll-Like Rezeptor 2 (TLR2)"-- und
Toll-Like Rezeptor 4 (TLR4)"-Mause eine erhdhte Vulnerabilitdt nach Induktion einer
Kolitis in einem Mausmodell (Rakoff-Nahoum et al., 2004). Daruber hinaus fuhrt die In-
hibition der TLR-Downstream-Kaskade zu einer gestorten Epithelzellbarriere (Markov et
al., 2010; Patel et al., 2012).

Ebenso wurde eine Mikrobiomabhangigkeit des ENS und seiner normalen Funktion beo-
bachtet (Vicentini et al.,, 2021). Wahrend der Nahrungsumstellung in adoleszenten
Mausen verandert sich neben dem intestinalen Mikrobiom auch die Architektur des ENS
wesentlich (Parathan et al., 2020). Auch findet man in keimfrei aufwachsenden neo-

natalen Mausen eine deutliche Reduktion der Neurone im myenterischen Plexus (Collins
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et al., 2014). Sowohl in neonatalen als auch in juvenilen und adulten Mausen konnte eine
Reduktion enterischer Neurone durch unterschiedliche mikrobiomabladierende Antibiose-
Regime beobachtet werden (Caputi et al., 2017; Hung et al., 2019; Vicentini et al., 2021).
Vicentini et al. (2021) und Yarandi et al. (2020) konnten eine verstarkte Neurogenese
nach Beendigung der antibiotischen Therapie und spontanem Wiederaufbau des Mikro-
bioms beobachten. Die Antibiose fuhrt auch zu einer veranderten Zusammensetzung der
neuronalen Subtypen (Hung et al., 2020). Obata et al. (2020) beschrieben auch einen
Einfluss des Mikrobioms auf die neuronale Genexpression und zeigten somit einen maogli-
chen Pathomechanismus fur die beeintrachtigte Gl-Motilitat in Folge einer antibiotischen
Therapie auf.

Das intestinale Mikrobiom justiert die intestinale Neuro-Immun-Achse. Zellen des ENS
und des Immunsystems besitzen Rezeptoren zur Detektion mikrobieller Bestandteile. Zwi-
schen ENS und Immunsystem findet standig eine bidirektionale Kommunikation statt. Dies
ist wichtig fur die adaquate Reaktion auf Gewebeschaden und Infektionen. Eine intesti-
nale Dysbiose stort sowohl die Funktionalitat des ENS als auch des Immunsystems.
Gleichzeitig reguliert das ENS die Mikrobiomzusammensetzung (Jacobson et al., 2021).
Interessanterweise sind nicht nur Erkrankungen des ENS, sondern auch des ZNS mit
einem veranderten Darmmikrobiom assoziiert. Die Darmflora hat scheinbar lebenslang
Uber die sogenannte Darm-Hirn-Achse Einfluss auf das ZNS (Geng et al., 2022). Man
vermutet eine grole Bedeutung der Darmflora fur die Entwicklung einiger neurodegene-
rativer und psychiatrischer Erkrankungen, auch wenn der genaue Zusammenhang noch
nicht verstanden ist (Geng et al., 2022) (siehe Kapitel 1.1.5).

Zusammenfassend ist die regelrechte Entwicklung und Aufrechterhaltung des intestinalen
Mikrobioms von erheblicher Relevanz fur die Gesundheit und Funktionalitat des Darms in
verschiedenen Bereichen, wie Epithelzellbarriere, ENS und Peristaltik. Die Relevanz des

Mikrobioms fur EGC im Speziellen wird in Kapitel 1.5 gesondert betrachtet.

1.5 Relevanz des intestinalen Mikrobioms fiir die mEGC
Wie in Kapitel 1.1.3 genannt, persistieren multipotente Progenitorzellen lebenslang im
Plexus myentericus und im Plexus submucosus und halten durch standige Gliogenese

das EGC-Netzwerk aufrecht. Ein Teil der EGC residiert subepithelial in der Lamina propria
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und wird als mucosale EGC (mEGC) bezeichnet (Boesmans et al., 2015; Gulbransen und
Sharkey, 2012).

Insbesondere die mEGC liegen in einer sehr dynamischen Umgebung. Die
darmlumenauskleidende Mucosa (MC) ist sich standig wechselnden Umweltfaktoren,
insbesondere dem Darmmikrobiom, ausgesetzt. Auch die in der Mucosa residierenden
EGC stehen in Interaktion mit dem Mikrobiom. EGC exprimieren zahlreiche TLR (Barajon
et al., 2009; Brun et al., 2013; Geng et al., 2022; Turco et al., 2014). Es wurde bereits
mehrfach nachgewiesen, dass EGC durch TLR-Aktivierung auf Mikroben reagieren.
Beispielsweise kann die TLR-Aktivierung durch Pathogene in EGC zur Aufregulation des
Gliamarkers S100B und der Freisetzung von Stickstoffmonoxid fuhren (Turco et al., 2014).
Turco et al. (2014) beschrieben zudem eine Modulierbarkeit der TLR-Expression durch
den Mikrobenkontakt. Der TLR-Ligand LPS kann zu einer vermehrten GDNF-Freisetzung
aus EGC fuhren (von Boyen et al., 2006). In Kombination mit Interferon-y scheint LPS
durch die TLR-Aktivierung einen proinflammatorischen Phanotyp in EGC hervorzurufen
(Yang et al., 2020). Yang et al. (2020) zeigten, dass EGC Molekiile in den Uberstanden
von Bifidobacterium bifidum und Bacteroides fragilis detektieren und darauf mit einer

veranderten Expression inflammatorischer Zytokine reagieren konnen.

Kabouridis et al. (2015a) postulierten eine starke Abhangigkeit der Entwicklung und
Aufrechterhaltung des mucosalen EGC-Netzwerkes vom Darmmikrobiom. Sie unter-
suchten die Prasenz mEGC unter unterschiedlichen Bedingungen und zeigten, dass die
Entwicklung mEGC erst postnatal erfolgt. Dieser postnatale Aufbau des mEGC-Netz-
werkes wurde als mikrobiomabhangig identifiziert, indem das EGC-Netzwerk in gnotobio-
tischen Mausen mit diesem in Mausen verglichen wurde, welche entweder von Geburt an
oder erst im adulten Alter einem Mikrobiom ausgesetzt wurden. Unter gnotobiotischen
Bedingungen zeigten sich dabei deutlich weniger Gliazellen in der Mucosa als unter un-
sterilen Bedingungen. Dabei war der Phanotyp zwischen den beiden mikrobiom-
exponierten Gruppen (von Geburt an oder erst im adulten Alter) vergleichbar. Demnach
kann die mikrobiomabhangige Entwicklung des mEGC-Netzwerkes im adulten Alter nach-
geholt werden, sofern sie in der postnatalen Entwicklung ausgeblieben ist. Kabouridis et
al. (2015a) wiesen des Weiteren nach, dass auch im adulten Alter kontinuierlich neue

mEGC aus den peripheren Plexus in die Lamina propria einwandern und das mEGC-
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Netzwerk regenerieren. Vermutlich bleibt die Gliapopulation in den Plexus als eine Art
Reservoir stabil. Auch diese lebenslang stattfindende Regeneration wurde von Kabouridis
et al. (2015a) als mikrobiomabhangig postuliert: In unter herkdmmlichen Bedingungen
aufgewachsenen Mausen wurde durch eine dreiwdchige Antibiosebehandlung das in-
testinale Mikrobiom depletiert. Anschliel3iend wurde eine deutliche Reduktion der mEGC
im Vergleich zu Kontrolltieren beobachtet (Kabouridis et al., 2015a).

Zusammengefasst postulierten Kabouridis et al. (2015a) eine starke Abhangigkeit sowohl
der postnatalen Entwicklung als auch der lebenslangen Regeneration des mEGC-Netz-

werkes vom luminalen Mikrobiom.

Wie genau die Interaktion zwischen EGC und Mikrobiom ablauft, ist noch unklar.
Kabouridis et al. (2015b) stellen hierfur verschiedene mdgliche Mechanismen vor, die sich
nicht gegenseitig ausschlie3en. Eine Moglichkeit bestinde darin, dass EGC die Mikroben
oder ihre metabolischen Produkte selbst erkennen und somit zur Migration in die Mucosa
stimuliert werden, z.B. anhand von TLR (direkter Mechanismus) (Kabouridis et al., 2015b).
Neben TLR-Liganden kommen fir diese Interaktion auch andere mikrobielle Produkte,
wie kurzkettige Fettsauren oder Neurotransmitter in Frage (Geng et al., 2022). Hierfur
musste die Epithelzellbarriere Uberwunden werden, was denkbar ware, wenn diese ge-
stort ware (Kabouridis et al., 2015b). Ein solcher Fall lage in einem noch ,unreifen” Darm
vor oder auch in einem entzindeten Darm (Clayburgh et al., 2004; Patel et al., 2012).
AulRerdem ist zu beachten, dass das Mikrobiom durch eine Mukus-Schicht von der
Mucosa getrennt ist und nur wenige Mikroben diese Uuberwinden konnen (Geng et al.,
2022).

Eine andere Mdoglichkeit bestiinde in einem indirekten Mechanismus. Hierbei wirden an
das Lumen angrenzende Enterozyten oder Immunzellen das Mikrobiom Uber ihre Rezep-
toren detektieren und durch die konsekutive Ausschuttung von Attraktantien die EGC zur
Migration in die Mucosa stimulieren (Kabouridis et al., 2015b). Glatte Muskelzellen, endo-
krine oder enteroendokrine Zellen kommen ebenfalls in Betracht, an der Interaktion be-
teiligt zu sein (Geng et al., 2022).



31

1.6 Fragestellung

Zum aktuellen Zeitpunkt ist bekannt, dass EGC entscheidende Akteure der Darm-

homoostase sind.

Die Entwicklung der EGC beginnt bereits pranatal. In Mausen wurde gezeigt: Bei der Ge-

burt sind EGC in der Tunica muscularis bereits vorhanden, die Einwanderung in die

Tunica mucosa erfolgt hingegen erst postnatal und scheint mikrobiomabhangig zu sein.

Ebenso ist eine Mikrobiomabhangigkeit der lebenslangen Regeneration mEGCs beo-

bachtet worden. Unklar ist derzeit, welcher Mechanismus fir diesen Zusammenhang

verantwortlich ist.

Zielsetzung dieser Arbeit war es, diesen Zusammenhang in Mausen genauer zu erdrtern.

Hierfur wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

Bleibt durch Depletion des intestinalen Mikrobioms die Regeneration eines bereits
bestehenden mMEGC-Netzwerkes aus?

Wird in adulten gnotobiotischen Mausen die initiale Entstehung des mEGC-Netz-
werkes verhindert? Bzw. kann bei einer nachtraglichen mikrobiellen Besiedlung
(Konventionalisierung) dieser die Formation des mEGC-Netzwerkes nachgeholt
werden?

Sollte letzteres der Fall sein: Wird die nachtragliche Einwanderung EGC in die
Mucosa in adulten Mausen durch das Fehlen des TLR-Signalproteins MyD88
verhindert?

Wird die postnatale Einwanderung EGC in die Mucosa durch das Fehlen des TLR-
Signalproteins MyD88 verhindert?

Welche Rezeptoren und Mediatoren sind in der postnatalen mEGC-Netzwerk-

Entstehung relevant?



32

2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere zur Antibiose (AB)-Behandlung wurden C57BL/6JRj-Mause (mannlich,
ca. 25 g, 7 - 8 Wochen alt) von der Firma Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich)
bezogen.

Adulte gnotobiotische sowohl C57BL/6JZtm-Mause als auch transgene MyD88"-Mause
(B6.129P2-MyD88tm 1 Aki) (mannliche und weibliche, ca. 20 - 25 g, 7 - 16 Wochen alt)
wurden freundlicherweise von Dr. Marijana Basic von dem Zentralem Tierlaboratorium
und Institut fur Versuchstierkunde der Medizinischen Hochschule in Hannover zur Verfu-
gung gestellt. Stuhlproben zur Gavage dieser keimfreien Mause wurden von adulten Wild-
typmausen, welche unter konventionellen Bedingungen aufwuchsen, gewonnen.
Neonatale Mause sowohl des Wildtyps als auch des MyD88"-Genotyps stammen aus
jeweils eigenen Verpaarungen mit MyD88*-- und MyD88"-Mausen. Fir die Auswertung
wurden nur Proben von homozygoten Knockout- bzw. Wildtypmausen verwendet. Die
Genotypisierung der Mause erfolgte durch die technischen Assistenten unserer
Arbeitsgruppe. Die Organentnahmen fanden an dem postnatalen Tag 0 (PO) bzw. 15
(P15) statt.

Die Genotypisierung erfolgte post mortem anhand Proben der Mausschwanze.

Gehalten wurden die Tiere im Haus flr Experimentelle Therapie des Universitatsklinikums
Bonn. Die Unterbringung erfolgte in einem vollklimatisierten Raum mit einem 12-stiindigen
Hell-Dunkel-Zyklus. Den Tieren standen handelsubliches Mausfutter und autoklaviertes
Wasser ad libitum zu Verfugung.

Die Versuche wurden nach den Richtlinien des Tierschutzgesetzes durchgefuhrt und der
Tierversuchsantrag (AZ 81-02.04.2017.A408) von dem Landesamt fur Natur, Umwelt und

Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen genehmigt.

2.2 Experimentelle Gruppen
Es wurden vier Versuchsserien angesetzt:
1) Adulte Versuchsgruppen
1.1) Antibiosebehandlung in Wildtypmausen (siehe Kapitel 2.2.1.1)

1.2) Konventionalisierung gnotobiotischer Wildtypmause (siehe Kapitel 2.2.1.2)
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1.3) Konventionalisierung gnotobiotischer MyD88”--Mause (siehe Kapitel 2.2.1.3)
2) Untersuchung neonataler Wildtyp- und MyD88"--Mause (siehe Kapitel 2.2.2)

2.2.1 Adulte Versuchsgruppen
2.2.1.1 Antibiosebehandlung in Wildtypmausen

In dieser Versuchsserie galt es, die von Kabouridis et al. (2015a) in adulten Tieren
postulierte Abhangigkeit der mMEGC-Regeneration vom intestinalen Mikrobiom zu unter-
suchen. Hierfur fuhrten wir eine Antibiosebehandlung wie Kabouridis et al. (2015a) mit
modifiziertem Vorgehen durch. Es wurden 10 Wildtypmause (WT) uber 21 Tage mit einem
Antibiosegemisch gavagiert. Zudem erhielten sie alle 2 - 3 Tage frisch autoklavierte Kafige
und Einstreu, um das intestinale Mikrobiom zu eradizieren. Anders als bei Kabouridis et
al. (2015a) erhielten die Tiere die Antibiose nicht ad libitum im Trinkwasser, da dies nach
Reikvam et al. (2011) zu einem vermeidenden Trinkverhalten mit konsekutivem Gewichts-
verlust, vermutlich aufgrund des bitteren Geschmackes des Metronidazols, flhrt. Das
Antibiosegemisch enthielt in Anlehnung an Reikvam et al. (2011) 50 mg/kg KG Vanco-
mycin (Hikma Farmacéutica (Portugal) S.A., Terrugem, Portugal), 100 mg/kg KG Genta-
micin (Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland), 100 mg/kg KG Metronidazol (Euro OTC
Pharma GmbH, Bénen, Deutschland) und 1 mg/kg KG des Antimykotikums Amphotericin-
B (Fungizone™; Bristol-Myers Squibb Pharmaceuticals Ltd., Swords, Irland). Zudem
wurde das Trinkwasser, ebenfalls in Anlehnung an Reikvam et al. (2011), mit 1 mg/ml
Ampicillin (Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) versetzt. Die Gavage erfolgte mithilfe
einer speziellen Futterungskanile aus Edelstahl (Instech Laboratories Inc., Plymouth
Meeting, Pennsylvania, USA) in den ersten sieben Tagen zweimal, in den darauffolgen-
den Tagen einmal taglich. Das Gavagevolumen betrug jeweils 200 ul. Reikvam et al.
(2011) zeigten, dass eine solche Antibiosebehandlung zu einer erheblichen Reduktion der
kultivierbaren aeroben und anaeroben Bakterien fuhrt. Kabouridis et al. (2015a) zeigten
zusatzlich, dass eine vergleichbare Antibiosebehandlung tber 21 Tage zu einer deut-
lichen Reduktion der Gliazellmarker S10083 und SOX-10 in der Darmmucosa fuhrt.

Zur Kontrollgruppe (CTL) gehérten 10 Wildtypmause, die anstatt mit dem Antibiose-
gemisch mit sterilem Wasser gavagiert wurden und Trinkwasser ohne Ampicillin-Zusatz

erhielten.



34

Die Tiere wurden alle 2 - 3 Tage gewogen, um eine gesundheitliche Gefahrdung auszu-
schlie3en. Wochentlich wurden Stuhlproben der Tiere gesammelt und auf Columbia-Blut-
Agarplatten ausgestrichen und bebritet, um die Eradikation des Darmmikrobioms zu
kontrollieren.

Nach 21 Tagen erfolgte die Organentnahme und die anschlieBende Analyse mittels

Immunfluoreszenzfarbung, Genexpressionsanalyse und Westernblot.

2.2.1.2 Konventionalisierung gnotobiotischer Wildtypmause

In dieser Versuchsserie war es das Ziel zu untersuchen, ob die Abwesenheit des in-
testinalen Mikrobioms die initiale Entstehung des mucosalen glialen Netzwerkes verhin-
dern kann bzw. ob durch eine nachtragliche mikrobielle Besiedlung die Formation eines
solchen in adulten Tieren nachgeholt werden kann. Hierfur wurde sich 9 gnotobiotischer
Wildtypmause bedient, welche unter sterilen Bedingungen aufwuchsen und somit ent-
sprechend der von Kabouridis et al. (2015a) aufgestellten Hypothese keine EGC in der
Mucosa aufweisen sollten. 6 dieser Tiere wurden in diesem gnotobiotischen Zustand
(germfree, GF) euthanasiert und ihre Organe entnommen. Die anderen 3 Tiere hingegen
wurden uber 28 Tage konventionalisiert (CONV-D). Aufgrund der begrenzten Verfugbar-
keit gnotobiotischer Tiere konnten die Versuchsgruppen nicht groRer gehalten werden.
Konventionalisierung bedeutet in diesem Zusammenhang, dass man die gnotobiotisch
aufgewachsenen Tiere sowohl einer unsterilen Umgebung aussetzte als auch aktiv an
den Tagen 1 und 8 mit jeweils 100 ul einer Stuhlbreilésung nicht-gnotobiotischer, sondern
konventionell gehaltener Wildtypmause gavagierte. Die Herstellung hiervon erfolgte an
den jeweiligen Tagen frisch aus 1 ml Phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) und 2 Stuhl-
pellets von 2 unter konventionellen Bedingungen lebenden Mausen gleichen Genotyps
mit intaktem Mikrobiom. Zudem erhielten die Mause ausschlie3lich gebrauchte Einstreu
von den gleichen Tieren. Das Ziel der Konventionalisierung war der nachtragliche Aufbau
einer mikrobiellen Darmbesiedlung.

Die Tiere wurden alle 2 - 3 Tage gewogen, um eine gesundheitliche Gefahrdung auszu-
schlie3en. Wochentlich wurden Stuhlproben der Tiere gesammelt und auf Columbia-Blut-
Agarplatten mit 5 % Schafsblut (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) aus-
gestrichen und bebritet, um die anfangliche Sterilitdt bzw. die mikrobielle Besiedlung

sicherzustellen.
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Nach 28 Tagen erfolgte die Organentnahme und die anschlieBende Analyse mittels

Immunfluoreszenzfarbung und Genexpressionsanalyse.

2.2.1.3 Konventionalisierung gnotobiotischer MyD88”--Mause

Diese Versuchsserie diente der Uberpriifung der Rolle des Adaptermolekiils MyD88 bei
der Konventionalisierung gnotobiotischer Mause. MyD88 kommt als Adaptermolekil in
den Signaltransduktionswegen aller TLR, aul3er TLR3, vor (Frosali et al., 2015; Medzhitov
et al.,, 1998). In MyD88"-Mausen sind diese TLR somit nicht funktionsfahig. Durch die
Untersuchung der MyD88-Abhangigkeit sollte indirekt auch Schlisse auf eine mdgliche
TLR-Abhéangigkeit gezogen werden. Hierflir wurden 5 MyD88"-Mause im keimfreien Zu-
stand euthanasiert und 3 MyD88"-Mause liber 28 Tage konventionalisiert. Aufgrund der
begrenzten Verfugbarkeit gnotobiotischer Tiere konnten die Versuchsgruppen nicht
groler gehalten werden. Versuchsablauf und -bedingungen glichen dem der Konventio-

nalisierung gnotobiotischer Wildtypmause.

2.2.2 Untersuchung neonataler Wildtyp- und MyD88"-Mause

Die letzte Versuchsreihe diente der Untersuchung des Adaptermolekuils MyD88 in der
postnatalen Entwicklung unter gewohnlichen, unsterilen Bedingungen. Es wurde beo-
bachtet, dass die mEGC in den ersten postnatalen Lebenstagen mikrobiomabhangig in
die Mucosa migrieren (Kabouridis et al., 2015a). Kabouridis et al. (2015a) beobachteten
dabei insbesondere zwischen PO und P10 eine deutliche Zunahme der mEGC. Uber wel-
chen Mechanismus die Detektion des Mikrobioms ablauft, ist weitestgehend unbekannt.
Da EGC selbst, aber auch andere in der Nachbarschaft gelegene Zellen, wie zum Beispiel
Enterozyten, TLR exprimieren und diese der Detektion luminal gelegener mikrobieller
Bestandteile dienen, konnten diese an dem Zusammenspiel zwischen EGC und
Mikrobiom eine maR3gebliche Rolle spielen (Barajon et al., 2009; Brun et al., 2013; Frosali
et al., 2015; Rakoff-Nahoum et al., 2004). Die meisten TLR, ausgenommen TLR3, I6sen
uber das Adaptermolekul MyD88 eine intrazellulare Signalkaskaden aus (Frosali et al.,
2015; Medzhitov et al., 1998). Sollte ein TLR, welcher Uber MyD88 signalisiert, an diesem
Zusammenspiel beteiligt sein, ist davon auszugehen, dass ein Fehlen von MyD88 zu einer
fehlenden oder zumindest verzogerten postnatalen Entwicklung des mEGC-Netzwerkes
fuhrt.
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Zur Untersuchung der Rolle von TLR bzw. MyD88 wurden Organe von Wildtyp- und
MyD88"-Mausen zu den Zeitpunkten PO und P15 entnommen, via Genexpressions-
analyse untersucht und miteinander verglichen. Zum Zeitpunkt P15 sollte die Migration
der EGC in die Mucosa zumindest in Wildtypen zu einem grof3en Teil fortgeschritten und
ein Unterschied zwischen den beiden Genotypen, wenn vorhanden, deutlich erkennbar
sein. Die Proben stammten von 5 Wildtyp- und 7 MyD88---Mausen zum Zeitpunkt PO bzw.
4 Wildtyp- und 11 MyD88"-Mausen zum Zeitpunkt P15. Die GroRe der Versuchsgruppen
richtete sich nach der Anzahl der neonatalen Tiere, die durch eigene Verpaarungen zur

Verfugung standen.

2.3 Probengewinnung und Praparation

Die adulten Tiere erhielten eine Inhalationsnarkose mit Isofluran (Piramal Healthcare UK
Limited, Morpeth, UK) und wurden durch zervikale Dislokation getotet. Bei den neonatalen
Mausen erfolgte eine Dekapitation. Es erfolgte anschlieRend die Eroffnung des Bauch-
situs mittels Medianlaparotomie. Entnommen wurde ein Organpaket bestehend aus Duo-
denum, Jejunum und lleum. Die weitere Praparation erfolgte in einer Sylgard®-Schale mit
gekuhltem Krebs-Ringer-Puffer (Chemikalien siehe Kapitel 2.8).

Bei den adulten Tieren wurde jeweils ein etwa 1 cm langes Stick des terminalen lleums
zur Herstellung von Kryoschnitten genutzt. Der gesamte Rest des Dinndarms der adulten
Tiere wurde fur die Genexpressionsanalyse aufbereitet. Hierfur wurde der Dinndarm in
etwa 2 cm lange Stucke geteilt, welche anschlieRend auf einen dunnen Glasstab auf-
gezogen wurden. Mit einer Pinzette wurde das Mesenterium abgezupft und mithilfe feuch-
ter Wattetrager die auliengelegene Muscularis externa (ME) von der Mucosa (MC; beste-
hend aus Lamina epithelialis, Lamina propria mucosae und Lamina muscularis mucosae)
abgetrennt. Bei den neonatalen Tieren erfolgte die Trennung von ME und MC mit Pinzet-
ten unter einem Praparationsmikroskop (Leica MZ8; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland). Die Proben wurden weiter zerkleinert und in sterilen Kryotubes
(CryoTube™ vials; Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Danemark) in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung (siehe Kapitel 2.5) bei -80 °C gelagert.
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2.4 Immunhistochemie (IHC)

Die Prasenz mEGC im Dunndarm lasst sich phanotypisch anhand einer Immunhisto-
chemischen (IHC) Farbung von Kryoschnitten untersuchen, bei welchen die EGC mithilfe
eines Anti-S100B-Antikorpers sichtbar gemacht werden (Kabouridis et al., 2015a).
Organproben aus dem terminalen lleum wurden nach Entnahme fur 24 Stunden bei 4 °C
in PLP-Puffer (Chemikalien siehe Kapitel 2.8) fixiert und fur 48 Stunden bei 4 °C in einer
Sucrose-Ldsung (Chemikalien siehe Kapitel 2.8) entwassert. Anschliel3end erfolgte das
Einbetten in Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound (Sakura Finetek Europe B.V, Alphen aan
den Rijn, Niederlande) und das Schockgefrieren in einem auf Trockeneis gelagertem Bad
aus Isopentan (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland).

An einem Mikrotom (Microm HM550; Thermo Fisher Scientific, Kalamazoo, USA) erfolgte
das Anfertigen von 12 um dicken Kryoschnitten und die Uberfiihrung auf SuperFrost
Plus™-Obijekttrager (Gerhard Menzel B.V & Co. KG, Braunschweig, Deutschland). Auf
diesen trockneten die Proben bei Raumtemperatur. Es folgte das Fixieren auf einer 70 °C
warmen Heizplatte fur 10 min.

Zum Blocken unspezifischer Antikdrperbindungsstellen wurde eine 1%ige BSA-PBT-
Losung (Chemikalien siehe Kapitel 2.8) auf die Probenschnitte gegeben und eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte die Inkubation mit dem Primarantikorper gelost
in 1%iger BSA-PBT-Ldsung uber Nacht bei 4 °C. Genutzt wurde ein Anti-S1003-Anti-
korper (Z0311; Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark) in der Verdinnung 1 : 500. An-
schlieend wurden die Schnitte mit dem Sekundarantikorper verdunnt in 1%iger BSA-
PBT-L6sung fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Hier wurde ein Cy3 Donkey
anti-Rabbit Antikdrper (1,5ng/ml; 711-165-152; Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland)
in der Verdlnnung 1 : 800 genutzt. Danach erfolgte die Inkubation mit 4',6-Diamidino-2-
Phenylindole (DAPI; BioLegend Way, San Diego, USA) in der Verdinnung 1 : 5.000 fir 5
min, um die Zellkerne mit einem Fluoreszenzfarbstoff blau anzufarben.

Es folgte das Aufkleben von Deckglasern mit Shandon™ Immu-Mount™ (Richard-Allan
Scientific, Kalamazoo, USA).

Die Untersuchung des Phanotyps des glialen Netzwerkes in der Mucosa und die foto-
grafische Dokumentation erfolgten unter einem Fluoreszenzmikroskop (Nikon Eclipse
TE2000-E; Nikon GmbH, Dusseldorf, Deutschland). Die Auswertung erfolgte durch das
Auszahlen Glia* Villus-Krypt-Einheiten (VKE) und der Bildung des Quotienten aus Glia*
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Villus-Krypt-Einheiten und der Gesamtheit aller ausgewerteten Villus-Krypt-Einheiten.
Eine Villus-Krypt-Einheit umfasst dabei gemal Kabouridis et al. (2015a) einen Villus und
das ihm assoziierte Kryptenareal (Abb. 3). Verglichen wurden die antibiotischbehandelten
Mause mit den Kontrolltieren und gnotobiotische mit konventionalisierten Wildtyp- bzw.
MyD88"-Mausen. Es erfolgte zudem eine einfaktorielle Varianzanalyse der vier zuletzt

genannten Gruppen untereinander.

Abb. 3: Villus-Krypt-Einheit.

Gezeigt wird eine sogenannte Villus-Krypt-Einheit (VKE) in einem Kryoschnitt aus dem
terminalen lleum. Eine VKE ist definiert als ein Villus mit dem ihm assoziierten Kryp-
tenareal. Der Gliazellmarker S1008 ist hier rot, die Zellkerne sind blau dargestellt. Ver-
wendet wurden ein Anti-S100B-Antikorper als Primar-, ein Cy3-Anti-Rabbit-Antikorper als
Sekundarantikorper und DAPI.

Mafstab= 100 pm

2.5 Quantitative Echtzeit Reverse-Transkriptase PCR (QRT-PCR)

Die Methodik der quantitativen Echtzeit Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion
(PCR) (gRT-PCR) bietet die Moglichkeit, die Expression auch sehr geringer Protein-
mengen zu quantifizieren (Giulietti et al., 2001).

Verwendet wurden hierfur die in MC und ME aufgetrennten Dinndarme der Versuchstiere
(siehe Kapitel 2.3). Pro Probe wurden ca. 15-20 mg Material der MC bzw. ME verwendet.
Aus den Proben wurde zunachst die messenger Ribonukleinsdure (mMRNA) aus den
Zellen isoliert: Hierfur erfolgte zunachst eine Homogenisierung des Probenmaterials im

Precellys 24-Dual Homogenisator (Bertin Technologies, Montigny le Bretonneux,
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Frankreich) mittels Keramikkugeln (SiLibeads® Zirkonoxyd Kugeln, Yttrium stabilisiert,
Typ Z2Y-P1,2-1,4 mm bzw. ZY-P2,60-3,30 mm, Sigmund Lindner GmbH,
Warmensteinach, Deutschland), dann die RNA-Extraktion anhand des RNeasy® Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Anweisung des Herstellers. Die Konzentrationen der
daraus resultierenden mRNA-Proben wurden anschlielend ermittelt: Hierzu erfolgte im
Spektralphotometer (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific Wilmington, USA) die Be-
stimmung der Absorption der jeweiligen Proben bei 260 und 280 nm Wellenlange. Die
Bildung des Quotienten der bei 260 und 280 nm gemessenen Absorptionen ermdglichte
daruber hinaus eine Qualitatskontrolle der Proben: Der Wert sollte zwischen 1,8-2,1 lie-
gen, um die Reinheit der RNA zu gewahrleisten. Anhand der ermittelten Konzentrationen
konnten im Anschluss die jeweilig benétigten Probenvolumina berechnet werden, um von
jeder Probe die gleiche Menge mRNA zu verwenden. Mittels des High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™, Waltham, USA) wurden die mRNA-Pro-
ben nach Herstellerangaben in komplementare DNA (cDNA) umgewandelt: Hierzu
wurden die mMRNA-Proben mit dem Master Mix im Mastercycler Nexus GX2 (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) fur 10 min bei 25°C, flr 120 min bei 37°C und fur 5 min bei 85°C
inkubiert. Die cDNA-Proben wurden anschlief3end im Verhaltnis 1 : 20 verdunnt und bei
-20°C bis zur weiteren Verarbeitung zwischengelagert.

Die Vervielfaltigung der cDNA-Proben erfolgte anhand eines modifizierten Vorgehens
nach der PCR-Methodik, welche grundlegend von Mullis et al. (1986) entwickelt wurde.
Die Modifikation bestand in der Verwendung sogenannter Tagman-Sonden: Wahrend der
exponentiellen Vervielfaltigung der DNA ermdglichen diese die Messung eines Fluores-
zenzsignals. Der Anstieg dessen ermdglicht dabei quantitative Aussagen Uber die DNA-
Menge der untersuchten Ziel-Sequenzen (Giulietti et al., 2001). Man nennt dieses Ver-
fahren quantitative Echtzeit-PCR. Untersucht wurden die Gliazellmarker S1008 und
GFAP sowie GDNF, IL-1a, IL-1B, IL-1R1, TLR2, -4 und -5 im Verhaltnis zum
Housekeeper-Gen Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH). Die verwen-
deten Primer und Tagman-Sonden sind in der Tabelle 2 aufgefuhrt. Die PCR-Amplifi-
zierung wurde mit dem Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Waltham,
USA) oder Tagman Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, Waltham, USA)
im 7900HT Fast Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutsch-
land) durchgefuihrt. Die Auswertung erfolgte mittels AACt+-Methode.
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Die Durchfihrung der gqRT-PCR erfolgte durch die technischen Assistenten unserer
Arbeitsgruppe.

Tab. 2: Herkunft, Sequenzen, bzw. ID-Nummern der bei der g-RT-PCR verwendeten
Primer bzw. Sonden.

Genname Primersequenzen (Metabion)

vorwarts rickwarts

|17 ACATCGAGATCGCCACCTAC CCTTCTGACACGGATTTGGT
il TGGTTGCCCTCATTGATGTCT CCCATCCCCATCTTCGTCC
<7 | CAGTGACTCCAATATGCCTGA CCGCTTGTTTATCTGGTGAC
GAAAAGTGCTAGAACATCCTTTGAG  GTACCAATGGAGGCCAGAAG
GCTTCACTTCTCTGCTTTTCGT CACATGACAGAGACTCCTGAGC
GAAACTCAGCAAAGTCCCTGAT TTGTTTCAATTTCACACCTGGA
ATCTGTGAGACACCCCTTGC TTGAGGATCCAGGGAATCTG

Genname QuantiTect Primer Assay ID

(Qiagen)

QT00113505

Genname Tagman Probes Assay ID

(Applied Biosystems)

IL-18 Mm00434228
LS Mm99999915_g1

2.6 Westernblot

Zur weiteren Uberpriifung des glialen Phanotyps in der Dinndarmmucosa und

muscularis im Antibioseversuch wurden die Gliamarker S1008 und SOX-10 in den MC-
und ME-Isolaten via Immunoblotting dargestellt und anschlie®end anhand der
Chemilumineszenzsignale quantifiziert. Als Positivkontrolle wurde eine murine Gehirn-
probe verwendet. Das Vorgehen wird im Folgenden erlautert.

Es wurden jeweils 30 - 50 mg gefrorene Mucosa und Muscularis als Proben verwendet.
Zur Proteinextraktion wurde ein Aufschlusspuffer (Chemikalien siehe Kapitel 2.8) ge-
mischt mit einem Proteinaseinhibitor-Cocktail (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) zu den

Proben gegeben. AnschlieRend wurde ein Radio-Immunprazipitationsassay-Lysepuffer
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(EMD Millipore Corp., Billerica, USA) hinzugegeben. Nach dem Homogenisieren und
Zentrifugieren wurden die Uberstande weiterverarbeitet. Die Proteinkonzentrationen wur-
den mittels Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, USA) nach
Herstellerangaben in einem Mikroplatten-Leser (Safire; Tecan Deutschland GmbH,
Crailsheim, Deutschland) ermittelt. AnschlieBend wurden jeweils 20 ug Protein zur
weiteren Verarbeitung entnommen.

Zur Vorbereitung auf die Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE) wurden zu diesen Pro-
ben NUPAGE™ LDS Sample Buffer (Thermo Scientific, Rockford, USA) gegeben. Die
Proben wurden bei 72 °C und 500 rpm fir 10 min erhitzt (ThermoMixer® comfort;
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Die Taschen in einem NUPAGE™ 4 - 12 % Bis-
Tris Midi Gel (Life Technologies Corporation, Carlsbad, USA) wurden mit den Proben und
einer Proteinleiter (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, USA) beflllt, bevor die gelelektrophoretische Auftrennung bei
200 V fur ca. 50 min mittels NUPAGE™ MES SDS Running Buffer (Novex® by life
technologies, Carlsbad, USA) erfolgte.

Es folgte das Blotten der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf einer Immobilon®-
P Membran (Merck Millipore Ltd., Carrigtwohill, Irland) mit NUPAGE® Transfer Buffer
(Novex® by life technologies, Carlsbad, USA) bei 80 V fiir ca. 90 min in einem Eisbad.
Nach dem Blocken unspezifischer Antikdrperbindungsstellen erfolgte die Inkubation mit
den primaren Antikdrpern jeweils bei 4 °C Uber Nacht. Verwendet wurden ein Anti-S10083-
Antikorper (Z0311; Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark), ein Anti-SOX-10-Antikorper
(SAB1402361; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) bzw. ein Anti-B-Aktin-Antikorper
als Housekeeping-Protein (A5316; Sigma- Aldrich, Taufkirchen, Deutschland). Die
Inkubation mit den sekundaren Antikdrpern erfolgte fur jeweils 1 Stunde bei Raumtem-
peratur. Verwendet wurden ein Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppelter Anti-Rabbit-
Antikorper (7074; Cell Signalling Technology Europe B.V., Frankfurt am Main, Deutsch-
land) bzw. ein HRP-gekoppelter Anti-Mouse-Antikorper (7076; Cell Signalling Technology
Europe B.V., Frankfurt am Main, Deutschland). Alle Antikdrperlésungen wurden jeweils in
einer Verdinnung 1 : 2.000 verwendet. Super Signal® West Pico Chemiluminiscent
Substrate (Thermo Scientific, Rockford, USA) wurde auf die Membran gegeben. Mit dem
Fujifilm LAS-3000 Imager (Fuji Photo Film CO., LTD., Tokio, Japan) wurden die Protein-

banden sichtbar gemacht und die Chemilumineszenz-Signale mit der Software Multi
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Gauge V3.1 (Fuijifilm, Tokio, Japan) gemessen. Die jeweiligen Proteinmengen in der
Kontrollgruppe wurden als 100 % genormt und mit denen der antibiotisch behandelten

Gruppe verglichen.

2.7 Untersuchung der mikrobiellen Darmbesiedlung

Zur Sicherstellung der erfolgten Depletion des intestinalen Mikrobioms bzw. der mikro-
biellen Darmbesiedlung wurden regelmafig Stuhlproben der Tiere untersucht. Dies er-
folgte bei den antibiotisch behandelten Tieren, deren Kontrollgruppe und den zu konven-
tionalisierenden Tieren einmal wochentlich sowie bei den gnotobiotischen Tieren einmalig
nach deren Ankunft.

Hierflr wurden die Tiere wahrend der Defakation in der Hand fixiert und die Stuhlpellets
direkt in sterilen Safe-Lock Tubes (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) aufgefangen.
Pro Stuhlprobe wurde ein Reaktionsgefal® (Brand GmbH + CO KG, Wertheim, Deutsch-
land) mit autoklavierten Keramikkugeln (SiLibeads® Zirkonoxyd Kugeln, Yttrium stabi-
lisiert, Typ ZY-P1,2-1,4 mm bzw. ZY-P2,60-3,30 mm, Sigmund Lindner GmbH,
Warmensteinach, Deutschland) beflllt. Pro mg Stuhl wurden in das Reaktionsgefald 50 pl
einer 4%ige Thioglykolat-Losung (Chemikalien siehe Kapitel 2.8) hinzugegeben. An-
schliefend wurden die Proben im Precellys 24-Dual Homogenisator (Bertin Technologies,
Montigny le Bretonneux, Frankreich) bei 5.000 rpm 2 x 30 sec homogenisiert. Von diesem
Homogenisat wurden 20 uyl entnommen und in einem Safe-Lock Tube mit 1.980 pl
Thioglykolat verdunnt. Auch von dieser Verdiunnung wurden erneut 20 yl entnommen und
gemal den zuletzt genannten Schritten verdunnt. Anschlie®end wurden 100 ul auf einer
Columbia-Blut-Agarplatte mit 5 % Schafsblut (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland) ausgestrichen. Laut Herstellerangaben handelt es sich hierbei um ein Erst-
isolierungsmedium, auf welchem der Groliteil aller aeroben Mikroorganismen, jedoch
keine mit hochspezifischen Nahrstoffanforderungen, anzichtbar sind. Die verwendeten
Spatel wurden zwischen den einzelnen Proben mit 70%igem Ethanol (AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland) abgeflammt und sterilisiert.

Die Platten wurden bei 37 °C fur 48 Stunden im Inkubator bebritet.
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2.8 Verwendete Chemikalien

Der Krebs-Ringer-Puffer wurde vor Benutzung frisch angefertigt und enthielt auf einen
Liter 120 mmol Natriumchlorid, 5,9 mmol Kaliumchlorid, 15,5 mmol Natriumbikarbonat,
1,4 mmol Natriumdihydrogenphosphat und 17,5 mmol Glucose, sowie 1,468 ml einer 1,7-
molaren Calciumchlorid-Dihydrat-Losung und 0,972 ml einer 1,23-molaren Magnesium-
chlorid-Hexahydrat-Losung.

Zur Organfixierung bei der Herstellung der Kryoschnitte wurden die bendtigten Puffer
immer frisch angesetzt. Aus Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH2PO4+H20)
und di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (HNa204P+2H20) (jeweils Sigma-Aldrich
GmbH, Steinheim, Deutschland), wurden jeweils mit destilliertem Wasser 0,2-molare
Lésungen hergestellt. Aus diesen Lésungen wurde mit Wasser ein Phosphat-Puffer her-
gestellt, dessen pH-Wert mit 1-molarer Salzsaure (AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland) bzw. 1-molarer Natronlauge (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) auf 7,4 eingestellt wurde. Zur Herstellung einer Lysin-Losung wurden 6,59
g Lysin (L-Lysin-Monohydrat; AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) in 200 ml
Phosphat-Puffer geldst und der pH ebenfalls auf 7,4 eingestellt. 2,5 ml 4%iges Para-
formaldehyd (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland), 3,75 ml Lysin-Losung und
0,0212 g Natriumperiodat (I04.Na; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutsch-
land) wurden vermischt, der pH-Wert auf 7,4 eingestellt und mit Phosphat-Puffer auf 10
ml Gesamt-Losung aufgefullt (Paraformaldehyd-Lysin-Phosphat (PLP)-Puffer). Zur Ent-
wasserung der Organproben wurde eine 30%ige Sucrose-Losung aus D(+)-Sucrose
(AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) und PLP-Puffer genutzt.

PBS (phosphate buffered saline; Life Technologies limited, UK) wurde mit 0,05 % Triton®
X-100 (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) versetzt (PBT). Zum Blocken un-
spezifischer Antikdrperbindungsstellen und zum Loésen der Antikorper wurde PBT zusatz-
lich mit 1 % bovinem Serumalbumin (BSA; AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)
versetzt (BSA-PBT).

Die Magermilchpulverlésung zum Blocken und Farben der Banden der Western Blots
wurde aus 5 % Magermilchpulver (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) in 1x
TBST hergestellt.
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Zur Herstellung von 11 10x TBS wurden 24g Tris Base (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA) und 88g NaCl in destilliertem Wasser aufgelost und der pH auf 7,6 ein-
gestellt.

1x TBS versetzt mit 0,1 % Tween 20 (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) ergab
die genutzte TBST-LOsung.

Zur Herstellung des Aufschlusspuffers wurden 74,45 mg Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA; AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) und 76,07 mg Ethylenglykol-bis(2-
aminoethyl)-tetraessigsaure (EGTA; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
in 100 ml PBS gelost.

Fur die Thioglykolat-Losung zum Ausstreichen der Stuhlproben wurde Thioglykolat-Pulver
(4g pro Liter) (Sigma Aldrich, St. Missouri, USA) unter Kochen in destilliertem Wasser

aufgeldst und anschlie®end autoklaviert.

2.9 Statistische Datenanalyse

Im Text und in den Graphiken sind die Daten als Mittelwerte + Standardabweichungen
angegeben, bei der Untersuchung der neonatalen Tiere davon abweichend als Mittel-
werte + Standardfehler.

Bei den Versuchen, bei denen zwei isolierte Gruppen miteinander verglichen wurden, er-
folgte ein t-Test zur Prufung eines signifikanten Unterschiedes.

Bei den Versuchen, bei denen die Einflisse zweier verschiedener Faktoren auf eine ab-
hangige Variable untersucht wurden, erfolgte die Auswertung anhand einer 2-way
ANOVA (analysis of variance) gefolgt von einem Tukey’s-post-hoc-Test.

Zur Datenanalyse wurde Graph Pad Prism Version 8.4.3 fur Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA) genutzt. Zur Erstellung der Graphiken wurden Graph Pad Prism

und Microsoft Power Point (Microsoft Corporation, Redmond, USA) verwendet.

Als Signifikanzlevel galten * p < 0,05; ** p 0,01 und *** p < 0,001.
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3. Ergebnisse

3.1 Generelle Beobachtungen

Alle Tiere, die mit Antibiose behandelt oder konventionalisiert wurden, zeigten sich weder
in ihrem Allgemeinzustand beeintrachtigt noch in ihrem Verhalten auffallig. Auch die regel-
malig durchgefuhrten Gewichtskontrollen waren unauffallig, es kam zu keinen wesent-
lichen Gewichtszu- oder abnahmen. AuRerlich waren die antibiotisch behandelten Tiere
nicht von den entsprechenden Kontrolltieren zu unterscheiden. Bei den keimfreien Tieren
waren aufgetriebene Abdomina zu beobachten, die sich wahrend der Konven-
tionalisierung ohne Gewichtsabnahme deutlich zurtckbildeten.

Die neonatalen Mause wiesen keine Auffalligkeiten auf und entwickelten sich regelrecht.
Es konnten duRerlich keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und MyD88--Mausen fest-
gestellt werden.

3.2 Antibiosebehandlung in Wildtypmausen

3.2.1 Antibiosebehandlung eradiziert effektiv das kultivierbare intestinale
Mikrobiom

Die ersten Stuhlproben der antibiotisch behandelten Tiere wurden nach 7 Tagen Behand-
lung auf den Columbia-Blut-Agarplatten ausgestrichen und bebritet. Bereits zu diesem
Zeitpunkt konnte kein wesentliches Bakterienwachstum festgestellt werden: Auf den
meisten Agarplatten zeigten sich keine koloniebildenden Einheiten (CFU; colony forming
unit). Vereinzelt konnte maximal eine einzelne Kolonie gefunden werden. Auch bei den
folgenden Stuhlproben, entnommen 14, bzw. 21 Tage nach Beginn der Antibiose-
behandlung, blieb das Wachstum von Bakterienkolonien aus (Abb. 4B). Stichprobenartig
wurden auch Stuhlproben vehikelbehandelter Tiere untersucht. Hier konnten zahlreiche,
zwischen 50 bis 160 CFUs unterschiedlicher Grol3e gezahlt werden (Abb. 4A). Zum Zeit-
punkt der Organentnahmen fiel auf, dass die Caeca der antibiotisch behandelten Tiere,
im Gegensatz zu denen der Kontrolltiere, stark erweitert und mit flussigem Stuhl gefullt
waren (Abb. 4C). Die Caecumerweiterung war vermutlich Folge eines erhohten luminalen
osmotischen Drucks in Folge der Mikrobiomeradikation (Wostmann und Bruckner-
Kardoss, 1959).
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Insgesamt schlossen wir auf eine erfolgreiche Eradikation des intestinalen Mikrobioms

durch die Antibiose-Gavage.

Abb. 4: Eradikation des Mikrobioms durch Antibiosebehandlung.

Dargestellt sind standardisiert verdunnte Ausstriche von murinen Stuhlproben von
vehikel- (A) und antibiotisch behandelten (B) Mausen auf bebriteten Columbia-Blut-Agar-
platten. Eine Woche nach Behandlungsbeginn der Tiere konnte bei den antibiotisch be-
handelten Mausen auf den Agarplatten kein Wachstum aerober Bakterienkolonien nach-
gewiesen werden.

(C) Infolge der Mikrobiomeradikation zeigten sich zum Zeitpunkt der Organentnahme bei
den antibiotisch behandelten Tieren (AB) im Vergleich zu den Kontrollen (CTL) deutlich
erweiterte Caeca.

3.2.2 Antibiosebehandlung fiihrt nicht zur Reduktion glialer Marker in der IHC

Nach der 21-tagigen Antibiosegabe erfolgte das Auszahlen der Glia* und Glia- VKESs via
IHC (Methodik siehe Kapitel 2.4).

Im Vergleich zu den Kontrolltieren stellten sich die Darmzotten der Antibiose-Tiere
deutlich verandert dar (Abb. 5). Sie erschienen aufgequollen und in ihrer Struktur zerstort.
Im Hinblick auf die Prasenz der mEGC konnten auf den ersten Blick keine Unterschiede
ausgemacht werden: Die Extensionen der EGC reichten sowohl bei den Antibiose- als
auch den Kontrolltieren bis an die Spitzen der Villi. Auch in den Krypten war ein
ausgepragtes EGC-Netzwerk zu beobachten. Der Anteil Glia* VKE an allen VKE betrug
in der Kontrollgruppe 85,49 + 3,3 % und war entgegen unserer Erwartungen in den
antibiotisch behandelten Tieren nicht reduziert, sondern um ca. 6 % erhoht (91,84 £ 1,1
%) (Abb. 6; ** p < 0,01).
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Abb. 5: Destruktion der Zottenstruktur in antibiotisch behandelten Tieren.

Abgebildet sind immunhistochemisch gefarbte Kryoschnitte der terminalen llea von
adulten C57BL/6JRj Mausen nach Vehikel- (CTL) und Antibiosebehandlung (AB).
Antibiosegabe fuhrte zu einem oOdematosen Aufquellen der Villi, bei gleichzeitiger
Kondensation und unregelmaRiger Darstellung der epithelialen Struktur.

Die Pfeile markieren exemplarisch mEGC, die bis in die Villispitzen projizieren.

Maldstab = 100 um.
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Abb. 6: Der Anteil Glia* VKE ist in antibiotisch behandelten Tieren erhdht.

Gezeigt wird der Anteil der Glia* Villus-Krypt-Einheiten (VKE) in antibiotisch behandelten
(AB) Tieren im Vergleich zu vehikelbehandelten (CTL) Tieren. Die Auszahlung erfolgte in
immunhistochemisch gefarbten Kryoschnitten nach 21-tagiger Behandlung. Nach der
Mikrobiomablation kam es zu einer prozentual signifikanten Steigerung der Glia® VKEs.
Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt und statistische
Signifikanzen durch Sterne gekennzeichnet (** p < 0,01). Die statistische Auswertung
erfolgte mittels t-Test.

(CTL: n=4 Tiere, AB: n= 5 Tiere. Technische Replikate jeweils =6)
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3.2.3 Antibiosebehandlung hat keinen Einfluss auf die Genexpression glialer
Marker

Erganzend zu den morphologischen Beobachtungen wurden als nachstes
Genexpressionsanalysen verschiedener glialer Marker in der MC und der ME im Dann-
darm durchgefuhrt. Untersucht wurden S10083, SOX-10, GFAP und GDNF. Da SOX-10
bei diesem Verfahren sowohl in den Kontrollen als auch in den antibiotisch behandelten

Tieren nicht detektierbar war, werden die Ergebnisse in dieser Auswertung grafisch nicht

dargestellt.
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Abb. 7: Expression der Gliazellmarker S1008 und GFAP sowie des neurotrophen Faktors
GDNF in der Mucosa (A-C) und der Muscularis externa (D-F) nach Vehikel- (CTL) und
Antibiosebehandlung (AB).
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Gemessen wurde die relative mRNA-Expression der jeweiligen Gene im Vergleich zum
Housekeeper-Gen GAPDH mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qRT-PCR).

Die 21-tagige Antibiosebehandlung fuhrte weder in der Mucosa noch in der Muscularis
externa zu signifikanten Veranderungen der relativen mRNA-Expression von S1004,
GFAP und GDNF.

Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Die statistischen
Auswertungen erfolgten mittels t-Test.

(n =10 Tiere pro Gruppe. Technische Replikate jeweils = 3)

Entsprechend der Beobachtung der prozentualen Zunahme der Glia® VKE vermuteten wir
auch eine Zunahme in der Gliamarkerexpression. Weder fur die jeweiligen Gliamarker
S100B und GFAP (Abb. 7A, B, D und E) noch fur den neurotrophen Faktor GDNF (Abb.
7C und F) konnten nach Antibiosebehandlung signifikante Unterschiede in der MC oder
ME detektiert werden. Die in den vorherigen morphologischen Analysen detektierte
moderate Erhdhung der VKE konnte auf transkriptioneller Ebene nicht bestatigt werden.

3.2.4 Antibiosebehandlung fiihrt zu einer reduzierten Expression des Proteins
SOX-10 in der ME

Zur weiteren Evaluierung des glialen Phanotyps wurde ein Westernblot erganzt, da
unsere Ergebnisse der IHC und der Genexpressionsanalyse nicht mit den Ergebnissen
von Kabouridis et al. (2015a) in Einklang waren und wir bislang keine Reduktion glialer
Marker durch Antibiosebehandlung beobachten konnten.

In der Westernblotanalyse konnten in der MC keine Signale detektiert werden. Daher sind
die Ergebnisse hier nicht graphisch dargestellt. In der ME ergaben sich fur S1003
unscharfe Banden auf unterschiedlicher Hohe, sodass die erfolgte Quantifizierung als
ungenau bewertet werden muss (Abb. 8A). Es ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen fur S1008 (Abb. 8A). Fur SOX-10
zeigte sich eine signifikante Reduktion der Proteinmenge in der ME behandelter Tiere:
Wahrend der Wert der Kontrollgruppe entsprechend der Normierung bei 100,0 £ 7,7 lag,
ergab sich fur die Antibiose-Gruppe 66,04 + 10,2 und somit eine Reduktion um ca. 34 %
(Abb. 8B; * p =< 0,05). Die B-Aktin-Banden bestatigten die gleichmalige Beladung der
Taschen und wurden fur die Normalisierung der Proteinmengen herangezogen (Abb.
8C).
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Abb. 8: Proteinexpression von S1008 (A), SOX-10 (B) und des Housekeeping-Proteins
B-Aktin in der Muscularis externa (ME) nach Vehikel- (CTL) und Antibiose-Behandlung
(AB).

Es erfolgte die Messung der Proteinexpression mittels Westernblot.

(A) Die Expression von S1008 zeigte sich durch die Antibiose-Therapie nicht verandert.
(B) Die Expression von SOX-10 zeigte sich nach der Antibiose-Therapie signifikant ver-
mindert.

(C) Die Expression des Housekeepers (3-Aktin diente der Ladungskontrolle.

Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt und statistische
Signifikanzen durch Sterne gekennzeichnet (*p < 0,05). Die statistischen Auswertungen
erfolgten mittels t-Test.

(n= 5 Tiere pro Gruppe. Technische Replikate jeweils = 2)

In Zusammenschau der Ergebnisse aus IHC, Genexpressionsanalyse und Westernblot

konnten wir keine Reduktion der mEGC bzw. deren Marker durch AB erreichen.

3.3 Gnotobiotische und konventionalisierte Wildtyp- und MyD88---Mause im
Vergleich

3.3.1 Konventionalisierung flihrt zur bakteriellen Besiedlung des Darms

Als nachstes sollte der EGC-Phanotyp in gnotobiotischen und konventionalisierten
adulten Mausen untersucht werden. Entsprechend den Beobachtungen bei den Anti-
biose-Tieren (Abb. 4C) waren die Caeca der gnotobiotischen Tiere zum Zeitpunkt der
Organentnahme erweitert und mit Stuhl gefullt, wodurch die Abdomina leicht aufgetrieben

waren. Die Stuhlproben, die vor der Konventionalisierung gewonnen wurden, fuhrten zu
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keinem Wachstum bakterieller Kolonien auf den Agarplatten. Bereits eine Woche nach
der ersten Stuhlgavage sowie in den folgenden Wochen konnten zahlreiche CFUs nach-
gewiesen werden, die die erfolgreiche mikrobielle Besiedlung des Darms anzeigten. Bei
der Organentnahme nach 28 Tagen waren die Caeca gewohnlich grof3.

Wir schlie3en daraus, dass die Konventionalisierung der gnotobiotischen Mause erfolg-
reich durchgefuhrt wurde.

3.3.2 Konventionalisierung hat keinen Einfluss auf gliale Marker in der IHC

Im Folgenden wurde Uberpruft, ob die Haltung von Mausen unter sterilen Bedingungen
zu einer reduzierten Prasenz EGC in der MC fuhrt und ob die anschlieRende mikrobielle
Darmbesiedlung als Stimulus fur die Ausbildung eines intakten EGC-Netzwerkes dient.
Zudem wurde unter Verwendung von MyD88”- Mausen die Rolle des TLR-
Adaptermolekuls MyD88 in diesem Zusammenhang untersucht. Hierdurch sollte eine
mogliche TLR-Beteiligung in diesem Zusammenhang analysiert werden.

Es erfolgte die immunhistochemische Analyse der Glia* VKE, um die beiden unab-
hangigen Variablen Genotyp und Sterilitat zu untersuchen.

Die mikroskopische Analyse zeigte keine Unterschiede weder zwischen den Genotypen
noch zwischen sterilem und keimbesiedeltem Zustand. Sowohl die Zottenstruktur als auch
das mEGC-Netzwerk erschienen unter allen vier Bedingungen ahnlich: Die Zotten prasen-
tierten sich, anders als nach Antibiosebehandlung (Abb. 5), intakt und nicht aufgequollen.
Zudem konnte man mEGC sowohl in den Zottenspitzen als auch in den Krypten finden
(Abb. 9 und 10).

Eine Quantifizierung der VKE ergab fur die gnotobiotischen Wildtypen einen Anteil Glia*
VKE an allen VKE von 77 + 1,3 % (Abb. 11). Bei den gnotobiotischen MyD88--Mausen
lag dieser bei 83,75 + 5,7 %, sodass im keimfreien Zustand keine signifikanten Differen-
zen zwischen den Genotypen ausgemacht werden konnten. Anders verhielt es sich im
konventionalisiertem Zustand: Der Anteil Glia* VKE bei den Wildtypen wurde mit 71,80 +
6,6 % bestimmt, bei den Knockout-Tieren mit 84,54 + 2,8 % (Abb. 11). Hier ergab sich
ein signifikanter Anstieg der Glia* VKE in den konventionalisierten MyD88"-Tieren im Ver-
gleich zu den konventionalisierten Wildtypen (* p < 0,05). Zwischen gnotobiotischen und
konventionalisierten MyD88---Mausen zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
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Schlussendlich scheint die nachtragliche mikrobielle Besiedlung des Darms im adulten

Alter entgegen unseren Erwartungen keinen Effekt auf den immunhistochemischen
Phanotyp mEGC zu haben.

WT CONV-D WT CONV-D

Abb. 9: Konventionalisierung verandert nicht den mEGC-Phanotyp in Wildtypmausen.
Abgebildet sind immunhistochemisch gefarbte Kryoschnitte der terminalen llea von Wild-
typmausen (WT) im gnotobiotischem (GF) und konventionalisiertem (CONV-D) Zustand.
Die Zotten stellen sich intakt dar, mEGC sind sowohl in den Zottenspitzen als auch in den
Krypten zu sehen. Zwischen GF und CONV-D sind keine Unterschiede zu erkennen.

Die Pfeile markieren exemplarisch mEGC.

Maldstab = 100 uM
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Abb. 10: Konventionalisierung verandert nicht den mEGC-Phéanotyp in MyD88--Mausen.
Abgebildet sind immunhistochemisch gefarbte Kryoschnitte der terminalen llea von
MyD88"--Mausen im gnotobiotischem (GF) und konventionalisiertem (CONV-D) Zustand.
Die Zotten stellen sich intakt dar, mEGC sind sowohl in den Zottenspitzen als auch den
Krypten zu sehen. Zwischen GF und CONV-D sind hier keine Unterschiede zu erkennen.
Zudem sind keine Unterschiede zwischen WT (Abb. 9) und MyD88---Mausen zu sehen.
Die Pfeile markieren exemplarisch mEGC.

Mafstab = 100 pm
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Abb. 11: Der Anteil Glia* VKE ist in konventionalisierten MyD88---Mausen erhoht.
Gezeigt wird der Anteil der Villus-Krypten-Einheiten (VKEs), die Gliazellen enthalten, in
keimfreien (GF) und konventionalisierten (CONV-D) Mausen. Differenziert wird weiterhin
zwischen Wildtyp- (WT) und MyD88”"-Mausen. Die Auszahlung erfolgte in
immunhistochemisch gefarbten Kryoschnitten. Der Anteil Glia® VKEs ist in
konventionalisierten =~ MyD88”-Mausen im  Vergleich zu konventionalisierten
Wildtypmausen erhdht. Die Konventionalisierung an sich fihrte zu keinen signifikanten
Veranderungen.

Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt und statistische
Signifikanzen durch Sterne gekennzeichnet (*p < 0,05). Die statistische Auswertung er-
folgte anhand einer 2-way ANOVA (analysis of variance) gefolgt von einem Tukey’s-post-
hoc-Test.

(GF WT: n= 3, GF MyD88” : n= 5, CONV-D WT: n= 3, CONV-D MyD88": n= 3.
Technische Replikate jeweils = 8)

3.3.3 Konventionalisierung flihrt MyD88-abhangig zur vermehrten Genexpression
glialer Marker

Neben den histologischen Untersuchungen wurde ebenfalls eine Genexpressionsanalyse
der glialen Marker S10083 und GFAP in der MC und ME durchgefuhrt.

Vor der Konventionalisierung konnten keine Unterschiede hinsichtlich der Gliamarker-
expression zwischen den beiden Genotypen festgestellt werden (Abb. 12A-D).

In Wildtypmausen konnte nach der Konventionalisierung im Vergleich zu keimfrei geblie-

benen Tieren eine signifikante Aufregulation (jeweils *** p < 0,001) von S100 sowohl in
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der MC als auch in der ME detektiert werden (Abb. 12A: 1,30 + 0,7fach vs. 8,94 + 2,2fach
in der MC und Abb. 12C: 1,00 + 0,1fach vs. 2,03 + 0,4fach in der ME). Ahnliche Ergeb-
nisse konnten fur GFAP gemessen werden (Abb. 12B: 1,37 + 1,0fach vs. 4,70 £ 1,8fach
in der MC und Abb. 12D: 1,01 + 0,2fach vs. 2,36 £ 0,7fach in der ME). Auch hierflr zeigten
sich die Differenzen sowohl in der MC als auch in der ME als signifikant (jeweils ** p <
0,01).
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Abb. 12: Expression der Gliazellmarker S1008 und GFAP in der Mucosa (A, B) und der
Muscularis externa (C, D) in gnotobiotischen (GF) und konventionalisierten (CONV-D)
Mausen (modifiziert nach Enderes et al., 2023).

Keimfrei (GF) aufgewachsene Mause wurden Uber 28 Tage einem Mikrobiom ausgesetzt
(konventionalisiert) und anschlieRend mit gnotobiotisch verbliebenen Mausen verglichen.
Wildtyp- (WT) und MyD88”--Mause wurden jeweils separat untersucht.

Gemessen wurden die relative mRNA-Expressionen der jeweiligen Gene im Vergleich
zum Housekeeper-Gen GAPDH mittels quantitativer Echtzeit-PCR (QRT-PCR).

Nach Konventionalisierung kann in Wildtyp-, nicht aber in MyD88”-Mausen, eine
Aufregulation der Genexpression glialer Marker beobachtet werden. In keimfreien Tieren
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Genotypen detektiert werden.
In den konventionalisierten Tieren ist die Expression glialer Marker in MyD88"--Tieren
gegenuber den Wildtypen deutlich reduziert.

Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt und statistische
Signifikanzen sind durch Sterne gekennzeichnet (** p < 0,01 und *** p < 0,001). Die statis-
tische Auswertung erfolgte anhand einer 2-way ANOVA (analysis of variance) gefolgt von
einem Tukey’s-post-hoc-Test.

(GF WT: n= 6, GF MyD88" : n= 5, CONV-D WT: n= 3, CONV-D MyD88": n= 3.
Technische Replikate jeweils = 3)

In den MyD88”-Mausen fiihrte die Konventionalisierung zu keinen signifikanten Unter-
schieden in der Expression glialer Marker, weder in der MC noch in der ME (Abb. 12A-
D). Tendenziell kann man allenfalls eine leicht verminderte Expression der Marker nach
Konventionalisierung beobachten.

Fir S100B wurden in den konventionalisierten Tieren in der MC und in der ME geringere
mRNA-Mengen in den MyD88”-Mausen im Vergleich zu den Wildtypmausen detektiert.
Hier waren die Unterschiede sowohl in der MC als auch in der ME signifikant (Abb. 12A:
8,94 + 2,2fach vs. 0,70 £ 0,2fach; *** p < 0,001 in der MC; Abb. 12C: 2,03 + 0,4fach vs.
1,02 £ 0,0fach; ** p < 0,01 in der ME).

In den konventionalisierten Tieren zeigte sich auch fir GFAP in der MC der MyD88"--Tiere
eine geringere Expression der mRNA im Vergleich zu den Wildtypen (Abb. 12B: 4,70 £
1,8fach in WT vs. 0,9 * 0,3fach in MyD88”; ** p < 0,01). In der ME ergab sich in den
konventionalisierten Tieren zwischen den Genotypen kein Unterschied hinsichtlich der
GFAP-Expression (Abb. 12D).

Wir schlussfolgern, dass die nachtragliche mikrobielle Darmbesiedlung zu einer Steige-
rung der Gliamarker-mRNA-Expression in MC und ME fuhrt und dieser Effekt MyD88-
abhangig ist.



S7

3.4 Postnatale Entwicklung in Wildtyp- und MyD88"--Mausen

3.4.1 Postnatal ist die mucosale Gliamarkerexpression MyD88-abhangig

Es sollte die postnatale Entwicklung des EGC-Netzwerkes in der MC und der ME in
neonatalen Mausen nachvollzogen werden. Die Proben waren zu fein, um qualitativ hoch-
wertige Kryoschnitte fur eine IHC zu erhalten, daher entfallt diese Auswertung. Hier wurde
die mRNA-Expression der Gliazellmarker S10083 und GFAP in der MC und ME untersucht.
Verglichen wurden Wildtypen und MyD88”--Tiere jeweils zu den Zeitpunkten PO und P15.
Die Werte wurden gegen PO normalisiert, die an P15 erhobenen Messwerte ins Verhaltnis
zu denen von PO gesetzt. Die Einflisse der beiden unabhangigen Variablen (Genotyp,
Alter) auf gliale Expressionsmuster sollten gepruft werden.

In Wildtypmausen konnte eine deutliche, hochsignifikante Aufregulation der Gliamarker
innerhalb der ersten 15 postnatalen Tage gemessen werden. Die S100B-Expression in
der MC steigerte sich von PO zum Zeitpunkt P15 auf 28,12 £ 10,0fach sichtlich (Abb. 13A;
***p <0,001). Gleiches gilt fur GFAP in der MC: Mit einer relativen mRNA-Expression von
8,27 £ 1,7fach zum Zeitpunkt P15 stieg diese deutlich an (Abb. 13B; *** p < 0,001). In der
ME waren ahnliche Effekte zu beobachten. So stieg an P15 die relative mRNA-Expression
von S1008 auf 1,78 + 0,1fach (Abb. 13C; *** p < 0,001) und von GFAP auf 10,27 £ 0,7fach
(Abb. 13D; *** p < 0,001).

Die Aufregulation der Gliamarker zwischen PO und P15 konnte auch in MyD88--Mausen
beobachtet werden: Hier kam es ebenfalls zu einer Steigerung der Gliamarkerexpression
um ein Vielfaches in der MC (Abb. 13A: S1008 bei P15: 8,55 £ 0,6fach; Abb. 13B: GFAP
bei P15: 3,91 + 1,7fach; jeweils * p < 0,05). In der MC zeigte sich die zeitabhangige Auf-
regulation in MyD88"-Mausen schwéacher ausgepragt als in Wildtypmausen. In der ME
waren die Effekte auch fur MyD88”/-Mause stark ausgepragt: Die gesteigerten Ex-
pressionen von S10083 auf 1,88 + 0,1fach (Abb. 13C) und von GFAP auf 9,3 £ 1,0fach
(Abb. 13D) nach 15 Tagen ergaben wie in WT hochsignifikante Unterschiede mit jeweils
einem p < 0,001.

Zum Zeitpunkt PO konnten keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und MyD88”--Mausen
gemessen werden (Abb. 13A-D), zum Zeitpunkt P15 zeigte sich die relative mRNA-Ex-
pression in den MyD88"-defizienten Tieren in der MC jeweils signifikant niedriger als in
den Wildtypen. Die Signifikanzwerte p lagen hier bei p < 0,001 fur S1008 (Abb. 13A),



bzw. p < 0,01 fur GFAP (Abb. 13B). In der ME hingegen zeigte der Genotyp zu beiden
Zeitpunkten PO und P15 keinen Einfluss (Abb. 13C und D).

Insgesamt wurde eine deutliche Steigerung der Gliamarkerexpression im zeitlichen Ver-
lauf beobachtet. Da sich die mikrobielle Darmbesiedlung in den ersten postnatalen Tagen
grundlegend zu formen beginnt, vermuten wir hier eine mikrobiomabhangige postnatale
mEGC-Formation. In der MC, nicht jedoch in der ME, scheint dieser Effekt von dem TLR-
Adaptermolekul MyD88 abhangig zu sein.
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Abb. 13: Expression der Gliazellmarker S1008 und GFAP in der Mucosa (A, B) und der
Muscularis externa (C, D) in neonatalen Mausen zu den Zeitpunkten PO und P15 in
Wildtyp- und MyD88--Mausen (modifiziert nach Enderes et al., 2023).

Wildtyp- (WT) und MyD88-defiziente Mause wurden unmittelbar nach der Geburt (P0)
oder am 15. postnatalen Tag (P15) auf die Genexpression der Gliamarker S1008 und
GFAP in der Mucosa und der Muscularis externa untersucht. Gemessen wurde die
relative mRNA-Expression der jeweiligen Gene im Vergleich zum Housekeeper-Gen
GAPDH mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qRT-PCR).

(A, B, C,D) In WT kam es fur beide Gliamarker zur gesteigerten Expression innerhalb der
15 Tage sowohl in der MC, als auch in der ME.

(A, B) In der MC zeigte sich dieser Effekt MyD88-abhangig.

(C, D) In der ME zeigte der Genotyp keinen Einfluss.

Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt und statistische Signifikanzen
sind durch Sterne gekennzeichnet (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001). Die statistische
Auswertung erfolgte anhand einer 2-way ANOVA (analysis of variance) gefolgt von einem
Tukey’s-post-hoc-Test.

(PO WT: n= 5, PO MyD88": n= 7, P15 WT: n= 4, P15 MyD88": n= 11. Technische
Replikate jeweils = 3)

3.4.2 Postnatale Entwicklung der mucosalen TLR- und IL-1R1-Expression

Die postnatale EGC-Entwicklung in der MC wurde zuvor als MyD88-abhangig identifiziert.
Eine Mikrobiomabhangigkeit wurde an dieser Stelle ebenfalls angenommen. Wir ver-
muteten eine TLR-vermittelte Interaktion zwischen Mikrobiom und postnataler mEGC-Ent-
wicklung, da TLR mikrobielle Bestandteile detektieren konnen und MyD88 Bestandteil der
Signalkaskade der meisten TLR ist (Frosali et al., 2015; Geng et al., 2022; Medzhitov et
al., 1998). Um diese Hypothese weiter zu prifen, wurde im Folgenden die mMRNA-Expres-
sion der TLR2, -4 und -5 in Abhangigkeit des Genotyps und der Zeit in der postnatalen
Entwicklung in der MC untersucht. Da MyD88 ebenfalls als Adaptermolekul des IL-1R1-
Signalwegs vorkommt, wurde die entsprechende mRNA-Expression an dieser Stelle
ebenfalls untersucht (Medzhitov et al., 1998).

Zum Zeitpunkt PO konnten hier bei keinem Rezeptor relevanten Unterschiede zwischen
WT und Myd88---Mausen detektiert werden (Abb. 14A-D).

Die TLR2- und -4-Expressionen zeigten in WT wahrend der postnatalen Entwicklung
keine Veranderungen (Abb. 14A und B). Interessanterweise war dies hingegen in
MyD88”--Mausen der Fall: Hier kam es innerhalb der ersten 15 Lebenstage jeweils zu
einer signifikant gesteigerten Expression (Abb. 14A und B; jeweils ** p < 0,01).

Die TLR5- und IL-1R1-Expressionen zeigten untereinander sehr ahnliche Entwicklungen.

Im Gegensatz zu TLR2 und -4 zeigten sich bei diesen auch in WT zeitabhangige Veran-



derungen: Innerhalb der 15 Tage stieg die relative mRNA-Expression jeweils an (Abb.
14C: TLRS bei P15: 2,78 £ 0,2fach; Abb. 14D: IL-1R1 bei P15: 2,10 £ 0,5fach; jeweils **
p <0,01). In MyD88"--Tieren hingegen kam es sowohl fir TLR5 als auch fiir IL-1R1 sogar
zu einer Reduktion der relativen mRNA-Expression innerhalb der 15 Tage (Abb. 14C:
TLRS5 bei P15: 0,39 £ 0,1fach; *** p < 0,001; Abb. 14D: IL-1R1 bei P15: 0,57 £ 0,1fach; **
p < 0,01). Entsprechend zeigte sich an P15 jeweils eine deutlich geringere Expression
von TLR5 und IL1-R1 in den MyD88”-- im Vergleich zu den Wildtypmausen (Abb. 14C
und 14D, jeweils *** p < 0,001).
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Abb. 14: Expression von TLR2 (A), TLR4 (B), TLR5 (C) und IL-1R1 (D) in der Mucosa in
neonatalen Mausen zu den Zeitpunkten PO und P15 in Wildtyp- (WT) und MyD88---
Mausen (modifiziert nach Enderes et al., 2023).

Wildtyp- (WT) und MyD88-defiziente Mause wurden unmittelbar nach der Geburt (P0)
oder am 15. postnatalen Tag (P15) auf die Expression genannter Gene in der Mucosa
untersucht. Gemessen wurde die relative mRNA-Expression der jeweiligen Gene im
Vergleich zum Housekeeper-Gen GAPDH mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qRT-PCR).
(A, B, C, D) Zum Zeitpunkt PO zeigten sich keine Unterschiede zwischen den beiden
Genotypen.

(A, B) Im Vergleich zu PO kam es zum Zeitpunkt P15 zu einer deutlich starkeren Ex-
pression von TLR2 und -4 in MyD88”-Mausen, wahrend in Wildtypen fiir TLR2 und -4
keine zeitliche Dynamik festgestellt werden konnte.

(C, D) Im Vergleich zu PO kam es zum Zeitpunkt P15 zu einer deutlich starkeren Expres-
sion von TLR5 und IL-1R1 in Wildtypen. Zum Zeitpunkt P15 fiel die Expression selbiger
in MyD88-defizienten Mausen deutlich geringer aus als in Wildtypen.

Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt und statistische Signifikanzen
durch Sterne gekennzeichnet (** p < 0,01; *** p < 0,001). Die statistische Auswertung
erfolgte anhand einer 2-way ANOVA (analysis of variance) gefolgt von einem Tukey’s-
post-hoc-Test.

(PO WT: n= 5, PO MyD88": n= 7, P15 WT: n= 4, P15 MyD88": n= 11. Technische
Replikate jeweils = 3)

Insgesamt zeigten TLR5 und IL-1R1 in diesen Messungen ahnliche Dynamiken in
Abhangigkeit der Zeit und des Genotyps wie zuvor S1003 und GFAP. Bei beiden scheint
sich die Expression im Rahmen der postnatalen Entwicklung in der MC ebenfalls MyD88-
abhangig zu steigern. TLR2 und 4 zeigten diese Dynamiken nicht.

3.4.3 Postnatale Entwicklung der mucosalen GDNF-, IL-1a- und IL-13-Expression
Nachdem wir verschiedene Rezeptoren im Zusammenhang mit der postnatalen mEGC-
Entwicklung betrachtet haben, sollten potenziell im Zusammenhang stehende Mediatoren
untersucht werden. Hierfur wurden in denselben Versuchsgruppen die mRNA-Expression
des neurotrophen Faktors GDNF, sowie der IL-1R1-Liganden IL-1a und IL-13 untersucht.
Bekannterweise fordert GDNF als Chemoattraktant die Proliferation und Migration der
EGC-Vorlauferzellen und kann auch von EGC freigesetzt werden (Nagy und Goldstein,
2017; Pawolski und Schmidt, 2020; von Boyen et al., 2004; von Boyen et al., 2006). EGC
besitzen den IL-1R1 und konnen uber diesen auf IL-1a und IL-13 reagieren (Schneider et
al., 2022; Stoffels et al., 2014).
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Es sollten die Einflisse der beiden Variablen (Genotyp, Alter) auf jeweilige Expressions-
muster gepruft werden. Hauptaugenmerk wurde weiterhin auf die Entwicklung in der MC
gelegt.

Den gleichen Trends wie der mucosalen Gliamarkerexpression (siche Abb. 13A und B)
folgend, wurde jeweils eine deutliche Steigerung der GDNF-, und IL-13-mRNA in WT zwi-
schen PO und P15 detektiert (Abb. 15A und C). Fur GDNF war diese auf 2,37 £ 0,1fach
gesteigert (Abb. 15A; ** p < 0,01), bei IL-1 auf 9,86 + 2,3fach (Abb. 15C; *** p < 0,001).
IL-1a zeigte in WT keine zeitliche Dynamik (Abb. 15B).

In MyD88"-Mausen zeigte GDNF keine zeitliche Dynamik (Abb. 15A). IL-1a zeigte sich
in MyD88’-Mausen nach 15 Tagen deutlich reduziert (Abb. 15B: 0,09 + 0,0fach; *** p <
0,001). Die IL-1B-Expression hingegen steigerte sich in MyD88---Tieren im zeitlichen Ver-
lauf (Abb. 15C: 4,18 + 1,0fach; ** p < 0,01). Dieser Anstieg war jedoch schwacher als in
WT (Abb. 15C).

Ebenso wie fur S1008 und GFAP (siehe Abb. 13A und B) zeigten GDNF, IL-1a und IL-
18 eine MyD88-Abhangigkeit: An Tag P15 sind die jeweiligen mRNA-Mengen in
MyD88"-Mausen im Vergleich zu den Wildtypen deutlich reduziert (Abb. 15A-C). Die
Signifikanzwerte p lagen hier fiur GDNF und IL-18 jeweils bei < 0,001 und fur IL-1a bei <
0,05.

An Tag PO hatte der MyD88-Genotyp keinen Einfluss auf die jeweilige Expression (Abb.
15A-C).
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Abb. 15: Expression von GDNF (A), IL-1a (B) und IL-13 (C) in der Mucosa in neonatalen
Mausen zu den Zeitpunkten PO und P15 in Wildtyp- und MyD88"-Mausen (modifiziert
nach Enderes et al., 2023).

Wildtyp- (WT) und MyD88-defiziente Mause wurden unmittelbar nach der Geburt (P0)
oder am 15. postnatalen Tag (P15) auf die Expression genannter Gene in der Mucosa
untersucht. Gemessen wurde die relative mRNA-Expression der jeweiligen Gene im
Vergleich zum Housekeeper-Gen GAPDH mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qRT-PCR).
(A, B, C) Zum Zeitpunkt PO zeigten sich keine Unterschiede zwischen den beiden
Genotypen.

(A, C) Im Vergleich zu PO kam es zum Zeitpunkt P15 zu einer deutlich gesteigerten
Expression von GDNF und IL-18 in Wildtypen.

(A, B, C) Zum Zeitpunkt P15 fallt die Expression aller drei Gene in MyD88-defizienten
Mausen deutlich geringer aus als in Wildtypen.

Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt und statistische Signifikanzen
durch Sterne gekennzeichnet (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001). Die statistische Aus-
wertung erfolgte anhand einer 2-way ANOVA (analysis of variance) gefolgt von einem
Tukey’s-post-hoc-Test.

(PO WT: n= 5, PO MyD88": n= 7, P15 WT: n= 4, P15 MyD88": n= 11. Technische
Replikate jeweils = 3)

Wir vermuten aufgrund dieser Ergebnisse einen Zusammenhang zwischen den Chemo-
kinen IL-1a, IL-18 sowie des neurotrophen Faktor GDNF mit der postnatalen EGC-
Entwicklung in der MC. Diese zeigten sich wie zuvor die Gliamarker sowohl zeit- als auch
MyD88-abhangig.

3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammenfassend Iasst sich festhalten: Die Antibiosebehandlung fuhrte erfolgreich zur
Eradikation, die Konventionalisierung zur mikrobiellen Darmbesiedlung. Nach der Mikro-
biomeradikation konnten in der IHC und in der Genexpressionsanalyse keine Depletion
von S100B* oder GFAP* EGC in der Mucosa oder Muscularis externa gemessen werden.
Ein Einfluss der Mikrobiomeradikation auf ein bereits bestehendes EGC-Netzwerk konnte
somit nicht beobachtet werden.

Die Untersuchung gnotobiotischer bzw. konventionalisierter Tiere zeigte eine vermehrte
Gliamarkerexpression durch eine nachtragliche mikrobielle Darmbesiedlung in adulten
Wildtypmausen. Dies gilt fur Mucosa und Muscularis externa. Dieser Effekt scheint von
MyD88 abhangig zu sein. Passend hierzu zeigte sich die mucosale Expression von S100(3

und GFAP in konventionalisierten MyD88”-Mausen deutlich geringer als in konven-
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tionalisierten Wildtypen. Immunhistochemisch konnte der Effekt nicht nachvollzogen wer-
den.

In neonatalen Mausen kann der Aufbau des EGC-Netzwerkes in der Genexpressions-
analyse von Wildtyp- und MyD88---Mausen in Mucosa und Muscularis externa nachvoll-
zogen werden. Dieser scheint zumindest in der Mucosa von MyD88-abhangig zu sein.
Somit fallt die Expression glialer Marker bei P15 in MyD88”--M&usen in der Mucosa, nicht
aber in der Muscularis externa, deutlich geringer aus als in Wildtypen. Sehr ahnliche
Effekte konnten flr die Rezeptoren IL-1R1 und TLR5 sowie fur GDNF-, IL-1a und IL-13

gemessen werden.
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4. Diskussion

4.1 Mikrobieller Einfluss auf die mEGC-Regeneration in adulten Mausen
Multipotente Progenitorzellen, die sich zu Neuronen und EGC differenzieren kdénnen,
persistieren lebenslang im Plexus submucosus und myentericus (Kruger et al., 2002;
Metzger et al., 2009; Natarajan et al., 1999). Gliogenese findet standig statt (Joseph et
al., 2011). Kabouridis et al. (2015a) haben immunhistochemisch die Mikrobiom-
abhangigkeit der lebenslang stattfindenden Einwanderung neuer mEGC, sowie dessen
Stoérung durch AB-Applikation nachgewiesen. AB fluhrte nach 3 Wochen zu einer Reduk-
tion der S100B-Reaktivitat in den Villi und Krypten der Mucosa. AB fuhrte in einem auf-
wandigen lineage tracing-Versuch nachgewiesen zu einer Reduktion radiar in die Mucosa
einwandernder SOX-10" mEGC (Kabouridis et al., 2015a). Im Rahmen dieser
Promotionsarbeit wurde dieser Versuch modifiziert nachgestellt.

Die Bereitstellung der Antibiose ad libitum in der Art wie Kabouridis et al. (2015a) sie
vornahmen, fuhrt laut Reikvam et al. (2011) zu einem vermeidenden Trinkverhalten mit
konsekutivem Gewichtsverlust der Mause. Um eine gesundheitliche Gefahrdung zu ver-
meiden, wurde die AB hier nicht ad libitum bereitgestellt, sondern gavagiert. Die Effek-
tivitat des hier verwendeten AB-Regimes wurde bereits mittels 16S-rRNA-, bzw. 16S-
rDNA-Gensequenzierung nachgewiesen (De Vadder et al., 2018; Reikvam et al., 2011).
Hier wurde ebenfalls eine deutliche Mikrobiomeradikation in den Uberpriften Stuhlproben
beobachtet, auch wenn eine vollkommene Sterilitdt durch das Ausstreichen der Stuhl-
proben auf Agarplatten nicht bewiesen werden kann.

Analytisch fuhrten wir ahnlich wie Kabouridis et al. (2015a) eine IHC-Analyse durch. Es
wurden hier immunhistochemisch die S1003*-EGC enthaltenden VKEs nach 3 Wochen
AB ausgezahlt. Uberraschend konnten wir, den Ergebnissen von Kabouridis et al. (2015a)
widersprechend, in der IHC einen Anstieg der EGC enthaltenden VKEs in Folge der Anti-
biosegavage beobachten. Es sind bei diesem Vergleich technische Unterschiede zu
bericksichtigen. Kabouridis et al. (2015a) nutzten ein konfokales Mikroskop, welches die
Betrachtung verschiedener optischer Schnittebenen in der Tiefe ermoglicht (Gmitro und
Aziz, 1993). Wir hingegen nutzten ein Fluoreszenzmikroskop mit herkommlicher
Epifluoreszenz, womit nur wenige Mikrometer-dicke Schnitte untersucht werden konnen.

Potenziell gelangen Kabouridis et al. (2015a) dadurch eine genauere Analyse der VKEs.
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Nach Graham et al. (2020) variiert die Dichte des ENS innerhalb weniger Millimeter sehr
stark, sodass die Analyse weniger Mikrometer-dicker Schnitte in 2D zu ungenauen
Analysen fuhrt.

Auch De Vadder et al. (2018) und Vicentini et al. (2021) fuhrten vergleichbare Versuche
mit IHC-Auswertungen durch. De Vadder et al. (2018) untersuchten EGC in der
Muscularis bzw. im myenterischen Plexus des Colons und verzeichneten eine reduzierte
S100B* Flache in der IHC nach AB-Behandlung. Vicentini et al. (2021) bestatigten die
Reduktion S1003* EGC nach AB im myenterischen Plexus des lleums und zeigten eine
Reversibilitat der Veranderungen nach AB. Im submukdsen Plexus des lleums, sowie im
Colon verzeichneten sie keine Unterschiede nach AB (Vicentini et al., 2021).

Erstmalig untersuchten wir die mRNA-Expression glialer Marker in diesem Zusammen-
hang. Unsere Ergebnisse der Genexpressionsanalyse wichen ebenfalls von den IHC-
Analysen von Kabouridis et al. (2015a) und de Vadder et al. (2018) ab: Nach der AB-
Therapie kam es zu keiner veranderten Gliamarker-mRNA-Menge in MC oder ME. Die
Vergleichbarkeit der mMRNA- und IHC-Analyse wird im Folgenden diskutiert. Wahrend die
IHC den glialen Phanotypen auf Proteinebene darstellt, bildet die mRNA-Expression als
Zwischenprodukt der Proteinbiosynthese nicht den wahren Phanotyp ab. Tatsachlich be-
steht eine schwache Korrelation zwischen mRNA- und Proteinmenge (Maier et al., 2009).
Faktoren wie die Komplementaritat der Shine-Dalgarno-Sequenz der mRNA zur rRNA,
Temperatur, Translationsleistung, mMRNA-Lange und Halbwertszeit der Proteine verhin-
dern den Schluss von der mRNA- auf die entstehende Proteinmenge (Maier et al., 2009;
Wang et al., 2013). Die Verwendung von sogenannten RiboTag-Mausen konnte an dieser
Stelle genauere Ergebnisse ermoglichen. Bei diesen wird nur in spezifischen Zelltypen
die tatsachlich an Ribosomen-gebundene und damit translatierte mMRNA gemessen, wo-
bei eine starkere Korrelation zwischen gemessener mRNA- und Proteinmenge besteht
(Sanz et al., 2009; Wang et al., 2013). Die qPCR-Analyse der gliaspezifischen RiboTag-
Proben sollte demnach besser mit dem tatsachlichen Phanotypen korrelieren.

Die Methode wurde im Nachgang zu dieser Promotionsarbeit auch von unserer
Arbeitsgruppe erfolgreich zur Beschreibung eines EGC-spezifischen
Genexpressionsprofils genutzt (Leven et al., 2022). Anhand dessen konnten wir bereits
das gliaspezifische Expressionsmuster in EGC im Rahmen einer reaktiven Gliose in einer

frihen Phase des postoperativen lleus beschreiben (Schneider et al., 2022). Ebenso
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konnten Stakenborg et al. (2022) anhand von RiboTag-Mausen in EGC die Expression
von Chemoattraktantien zum Anlocken antiiflammatorisch wirkender Makrophagen
nachweisen.

Eine weitere Untersuchung der Proteine und somit genauere Aussage Uber den tatsach-
lichen Phanotyp sollte die Westernblot-Analyse ermdglichen. Vermutlich verhinderte eine
zu geringe Proteinmenge die Messung von S1008 bzw. SOX-10 in der MC, weshalb diese
Analyse keine Aussagen Uber die mEGC zulasst. In der ME hingegen zeigte die Unter-
suchung von SOX-10 eine tatsachlich verminderte Menge des Gliamarkers nach AB auf
Proteinebene, hinweisend auf eine verminderte EGC-Zahl durch Mikrobiomeradikation.
Ebenso ist jedoch auch eine verminderte SOX-10-Expression bei gleicher EGC-Zahl
denkbar. Die S100B3-Westernblot-Analyse in der ME wies auf keine Veranderungen durch
die AB hin, jedoch sind die Ergebnisse als unprazise zu werten.

In Zusammenschau der hier erhobenen Ergebnisse aus Histologie, Gen- und Protein-
expressionsanalyse lassen sich die von Kabouridis et al. (2015a) beobachtete Depletion
S100B* und SOX-10* EGC in den Villi durch Mikrobiomeradikation in verschiedenen Ana-
lysen nicht bestatigen. Die hier erhobenen Befunde sprechen eher gegen einen mikro-
biellen Einfluss auf die Aufrechterhaltung des adulten EGC-Netzwerkes, bzw. auf die
Einwanderung neuer EGC in die Mucosa. Die Grunde der Diskrepanzen sind trotz oben
genannter technischer Unterschiede unklar. Unter der von Kabouridis et al. (2015a) ver-
wendeten AB-Therapie ist ein Gewichtsverlust der Tiere beschrieben worden (Reikvam
et al., 2011). Unter modifiziertem Vorgehen konnten wir dies vermeiden. Moglicherweise
war diese Malnutrition, einhergehend mit einer Reduzierung des Allgemeinzustandes,
ausschlaggebend fur die von Kabouridis et al. (2015a) beschriebenen mEGC-Veran-
derungen. Passend hierzu wurde bereits ein Einfluss der Ernahrung auf die S1003- und

GFAP-Expression in Mausen bereits beschrieben (Liu et al., 2020).

4.2 Mikrobieller Einfluss auf die primare mEGC-Formation in adulten Mausen

Zuvor wurde die Mikrobiomabhangigkeit der kontinuierlichen EGC-Regeneration bei be-
reits bestehendem EGC-Netzwerk betrachtet. Im Folgenden soll die Mikrobiomab-
hangigkeit der primaren mEGC-Formation in adulten Mausen diskutiert werden. Hierfur
wurden keimfreie und konventionalisierte adulte Mause untersucht. Konventionalisierung

bedeutet in diesem Zusammenhang, dass keimfrei aufgewachsene Mause im adulten
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Alter erstmalig einem Mikrobiom ausgesetzt wurden, um eine nachtragliche mikrobielle
(Darm-)Besiedlung zu erreichen.

Kabouridis et al. (2015a) beschrieben zuvor in der IHC deutlich verminderte S1008-
Signale in der MC keimfreier Tiere verglichen mit konventionalisierten und unter kon-
ventionellen Bedingungen aufgewachsenen Tieren. De Vadder et al. (2018) konnten unter
ahnlichen Versuchsbedingungen keinen signifikanten Unterschied zwischen keimfreien
und konventionalisierten Tieren bei der IHC-Untersuchung des glialen Phanotyps in der
Muscularis feststellen.

In unserer IHC-Analyse konnten wir in WT-Mausen ebenfalls keine Unterschiede zwi-
schen diesen beiden Gruppen beobachten.

Hier erhobene mRNA-Expressionsmuster glialer Marker divergierten von unseren |IHC-
Ergebnissen. Es zeigte sich jedoch eine gewisse Ubereinstimmung mit diesen von
Kabouridis et al. (2015a): Die relative mRNA-Expression von S1008 in der MC zeigte sich
in den konventionalisierten Tieren im Vergleich zu den gnotobiotischen Tieren deutlich
erhoht. Zusatzlich zu den Beobachtungen von Kabouridis et al. (2015a) konnten wir den
gleichen Effekt auch fur GFAP in der MC, sowie fur S1008 und GFAP in der ME
feststellen. Wie oben genannt, reprasentiert die mMRNA-Expression nicht den
tatsachlichen Phanotyp auf Proteinebene (siehe Kapitel 4.1). Vorstellbar ware, dass eine
Veranderung bezuglich des glialen Phanotyps in der gqPCR-Analyse friher als in der IHC-
Analyse zu beobachten ist. Der immunhistochemisch beobachtbare Phanotyp kénnte den
Veranderungen in der mRNA-Expression zeitlich ,nachhangen®. Mdglicherweise wirde
eine langere Konventionalisierungstherapie ebenfalls zu messbaren Veranderungen in
der IHC fuhren.

Weiterhin ist eine gesteigerte Gliamarker-mRNA nicht unbedingt gleichbedeutend mit
einer EGC-Einwanderung bzw. -Proliferation. Die Gliamarker-Expression ist im Allge-
meinen sehr dynamisch und kann sowohl raumlichen als auch zeitlichen Faktoren unter-
liegen. Diesbezlglich unterliegen EGC einer Plastizitat, vermutlich auch noch in adulten
Organismen. Insbesondere die GFAP-Expression kann sich im Rahmen einer reaktiven
Gliose verandern (Boesmans et al., 2015). Eine gesteigerte Gliamarker-Expression als
Ausdruck einer Gliazellaktivierung kann in EGC unter unterschiedlichen, insbesondere

inflammatorischen Bedingungen beobachtet werden: In kultivierten Biopsien fihrte die



69

Stimulation mit LPS und Interferon-y zur verstarkten S100B-mRNA- und -Protein-Ex-
pression (Cirillo et al., 2009). Durch Stimulation kultivierter EGC mit IL-138, TNF-a oder
LPS konnte eine Steigerung des Anteils der GFAP* EGC beobachtet werden. Speziell fur
die Stimulation mit IL-18 wurde gezeigt, dass dieser Effekt nicht durch eine verstarkte
Zellproliferation erreicht wurde. Die Autoren erklarten den Effekt durch eine gesteigerte
Proteinbiosynthese innerhalb der Zellen, nicht durch eine gesteigerte EGC-Zahl (von
Boyen et al., 2004).

In einer anderen Publikation fuhrte eine Ernahrungsumstellung zu einem verstarkten
GFAP* EGC-Netzwerk, verbunden mit einer erhohten S1003-mRNA-Expression in der
Mucosa. Hier wird eine Aktivierung der mucosalen EGC fur wahrscheinlicher gehalten als
eine Einwanderung neuer EGC (Liu et al., 2020). In vitro konnte ebenfalls eine gesteigerte
GFAP-Expression durch Stimulation der EGC mit Nikotin oder ATP festgestellt werden
(Cheadle et al., 2014; Schneider et al., 2021).

Insgesamt sprechen unsere Beobachtungen fur einen mikrobiellen Einfluss auf die
MmRNA-Expression glialer Marker in adulten, gnotobiotisch aufgewachsenen Mausen.
Nicht geklart ist an dieser Stelle, ob diese als Resultat einer Art Aktivierung vorhandener
EGC oder als Resultat einer tatsachlich vermehrten Einwanderung glialer Zellen zu
werten ist. Erganzend zu Kabouridis et al. (2015a) konnten wir Veranderungen nicht nur

in der MC, sondern auch in der ME beobachten.

4.3 MyD88-Abhangigkeit mEGC in adulten Mausen

MyD88 ist ein Adaptermolekul in den Signaltransduktionswegen vieler TLR und IL-1-
Rezeptoren (Frosali et al., 2015; Medzhitov et al., 1998). In MyD88---Mausen sind diese
Rezeptoren funktionslos. Verschiedene Zelltypen im Darm, wie Enterozyten und EGC,
exprimieren TLR und kdénnen mikrobielle Bestandteile detektieren (Brun et al., 2013;
Frosali et al., 2015). Die Rolle von MyD88 bzw. den TLR ist im Zusammenhang mit der
EGC-Prasenz bisher noch nicht beschrieben worden. Der in Wildtypen beobachtete Effekt
der gesteigerten Gliamarkerexpression durch Mikrobenkontakt (siehe Kapitel 4.2) blieb
in den MyD88--Mausen aus: Nach Konventionalisierung blieb die Expression der Glia-
marker auf einem ahnlichen Level wie in den keimfreien Tieren. Aufschlussreich ist auch
der Vergleich zwischen den beiden Genotypen im konventionalisierten Zustand: Die Ex-
pressionslevel der Gliamarker S1008 und GFAP liegen in den MyD88-defizienten Mausen
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sowohl in der ME als auch der MC deutlich niedriger als in den Wildtypen. Dies lasst die
Schlussfolgerung einer MyD88- bzw. TLR-vermittelten Gliamarker-Aufregulation wahrend
der primaren Darmbesiedlung in adulten Tieren zu. Alternativ ware eine Vermittlung durch
IL-1-Rezeptoren statt TLR denkbar, da diese ebenfalls tGber MyD88 signalisieren
(Medzhitov et al., 1998).

Auch wenn die mEGC MyD88-abhangig auf das Darmmikrobiom reagieren, ist an dieser
Stelle nicht bewiesen, ob die vermitteInden Rezeptoren (TLR bzw. IL-1-Rezeptoren) gliale
Rezeptoren sind. Es ware ebenso denkbar, dass ein anderer Zelltyp Uber TLR das Mikro-
biom detektiert und den beobachteten Effekt in EGC indirekt vermittelt.

Auch ist hier nicht eindeutig, ob der MyD88-vermittelte Effekt auf einer vermehrten Migra-
tion bzw. Proliferation EGC oder einer Aktivierung vorhandener EGC beruht. Ein
Zusammenhang zwischen EGC-Migration und MyD88 bzw. TLR wurde bisher nicht unter-
sucht. Eine Mikrobiom- und TLR- bzw. MyD88-vermittelte Aktivierung der EGC wurde hin-
gegen beschrieben: In vitro fiihrte die Stimulation EGC mit bakteriellen Uberstanden zur
vermehrten Expression verschiedener Inflammasom-Bestandteile (Yang et al., 2020). /In
vitro fuhrte eine Stimulation EGC mit pathogenen Bakterien auch zu einer erhdhten
S100B-Expression (Turco et al., 2014). An anderer Stelle wurde eine verstarkte GFAP-
und S100B-Protein-Expression in Ratten-EGC durch systemische Applikation des TLR4-
Liganden LPS nachgewiesen (da Cunha Franceschi et al.,, 2017). Des Weiteren sind
MyD88-abhangige Verhalten von EGC gezeigt worden. So wurde eine gesteigerte GFAP-
und S100B-Expression nach Ernahrungsumstellung als MyD88-abhangig deklariert (Liu
et al., 2020). Auch Liganden der GDNF-Familie werden aus EGC MyD88-abhangig frei-
gesetzt (Ibiza et al., 2016). Es wurde zudem eine MyD88-abhangige Stickstoffmonoxid-
Freisetzung aus EGC beobachtet (Turco et al., 2014).

4.4 Postnatale mEGC-Formation unter MyD88-Abhangigkeit

Kabouridis et al. (2015a) beschrieben die postnatale radiare mEGC-Migration in die
Mucosa immunhistochemisch. Uns ist es gelungen, diese in der Genexpressionsanalyse
nachzuvollziehen: Innerhalb der ersten 15 postnatalen Tage kam es fur S1008 und GFAP
sowohl in der MC als auch in der ME zu einer deutlichen Steigerung der relativen mRNA-
Expression. Auch wenn dies nicht beweisend fur eine gesteigerte Prasenz der EGC ist,

kann dies in Zusammenschau mit den histologischen Beobachtungen in der Mucosa von
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Kabouridis et al. (2015a) vermutet werden. Cossais et al. (2016) beschrieben ebenfalls
den Anstieg der GFAP- und S1008-mRNA wahrend der postnatalen Entwicklung. Sie
unterschieden jedoch nicht zwischen MC und ME, sondern untersuchten die Darmwand
im Ganzen. Sie nahmen als Ursache hierfur eine Proliferation der EGC und
Progenitorzellen wahrend der postnatalen Periode an (Cossais et al., 2016).

Auch wenn es an dieser Stelle nicht bewiesen ist: Wir vermuten, dass diese postnatale
mEGC-Entwicklung mikrobiomabhangig ist, da sich die mikrobielle Darmbesiedlung eben-
falls in den ersten postnatalen Tagen grundlegend zu formen beginnt (Pantoja-Feliciano
et al.,, 2013). Zudem haben Kabouridis et al. (2015a) die Mikrobiomabhangigkeit der
primaren EGC-Migration in die Mucosa bereits bewiesen.

Erstmalig wurde hier die Rolle von MyD88 in diesem Zusammenhang untersucht. Die
postnatale EGC-Formation war auch in den MyD88”--Mausen nachzuvollziehen. Im Ver-
gleich mit den Wildtypen fiel die Steigerung der S1003- bzw. GFAP-Expression von PO
bis P15 in der Mucosa deutlich geringer aus. Vermutlich sind MyD88 bzw. TLR an der
postnatalen Entwicklung des EGC-Netzwerkes vor allem in der Mucosa beteiligt, wahrend
sie in der Muscularis eine geringere Rolle spielen. Der Einfluss von MyD88 in der Mucosa
scheint limitiert: Eine Steigerung der Gliamarker-mRNA konnte auch in MyD88”--M&usen
nachvollzogen werden. Interessant ware es zu beobachten, wie sich die Expression in

MyD88"--Mausen nach Tag P15 bis zum Adulten entwickelt.

4.5 Potenzielle Mediatoren der postnatalen mEGC-Formation

Wir konnten wahrend der postnatalen Entwicklung ahnliche Entwicklungen bei der Glia-
marker-Expression in der Mucosa und der Expression von TLRS5, IL-1R1, GDNF und IL-
1B feststellen. Fiur alle Gene konnte in WT eine Steigerung nach 15 Tagen gezeigt
werden. Diese Steigerung fiel in den MyD88-Mausen signifikant geringer aus oder es
kam sogar zu einer Reduktion bei P15 im Vergleich zu PO. Fur IL-1a konnte bei P15
ebenfalls eine reduzierte Expression in MyD88"-Mausen im Vergleich zu WT gezeigt
werden. Ein moglicher kausaler Zusammenhang wird folgend diskutiert.

TLR2 kann verschiedene Bestandteile bakterieller Zellwande, wie Lipoproteine und
Lipopeptide detektieren, TLR4 LPS und TLR5 Flagellin (Chow et al., 1999; Lien et al.,
1999; Miao et al., 2007). Die TLR2- und TLR4-mRNA zeigten in unserer Genexpressions-

analyse eher keinen Zusammenhang mit der Entwicklung der Gliamarker. Anders verhielt
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es sich mit der TLR5-mRNA: Sie variierte ahnlich wie die Gliamarker zuvor: Es zeigte sich
eine signifikante Aufregulation bei P15 im Vergleich zu PO in Wildtypen, der Effekt wurde
durch die MyD88-Defizienz verhindert.

Regulationsmechanismen der TLR-Expressionen in EGC sind bisher nicht im Detail er-
forscht. In humanen EGC-Kulturen konnte eine veranderte mRNA-Expression verschie-
dener TLR durch Mikroben beobachtet werden. Diese Modulation hing von Bakterium,
Stimulationsdauer und TLR-Typ ab (Turco et al., 2014). In neonatalen Mausen wurde die
TLR-mRNA-Expression im Darm bereits untersucht: Die Expression von TLR2, -4 und -5
wurde Uber 6 Monate postpartal gemessen. Zu Beginn stieg die Expression deutlich an.
Die TLR5-mRNA-Expression in antibiotisch behandelten Tieren stellte sich niedriger dar
(Dimmitt et al., 2010). Vermutlich stieg die TLR-mRNA-Expression in neonatalen Mausen
in Abhangigkeit der mikrobiellen Darmbesiedlung (Dimmitt et al., 2010). Ahnliches
konnten wir fir TLRS in der Mucosa nachvollziehen. Fulde et al. (2018) legten vergleich-
bare Beobachtungen bezuglich TLRS in den intestinalen Epithelzellen dar. Unsere Ergeb-
nisse lassen vermuten, dass die TLR- (bzw. MyD88-) Aktivierung durch Mikroben zu einer
verstarkten TLR5- und Gliamarkerexpression fuhrt. Ob eine TLR5-Aktivierung kausal fur
eine vermehrte Gliamarkerexpression verantwortlich ist, lie3e sich beispielsweise durch
Untersuchungen in TLR57-Mausen weiter verifizieren. Weitere Untersuchungen sind
ebenfalls nétig, um den bzw. die TLR5-exprimierenden Zelltypen zu bestimmen. Hierfur
wurden sich beispielsweise Untersuchungen der Gliamarker-mRNA in Mausen eignen,
bei denen die TLR5-Expression selektiv in den Enterozyten (z.B. Villin-Cre*-/TLR5%-
Mause) oder EGC (z.B. GFAP-Cre*/TLR5"1-Mause) verhindert wiirde.

IL-1 ist ein unspezifisches, proinflammatorisches Zytokin. Es wird bei Gewebsverletzung,
Erkennung pathogener Strukturen, Zellalterung oder Nekroptose freigesetzt (Garlanda et
al., 2013).

IL-1a wird im Darm eher von Epithelzellen bei Nekrose freigesetzt. Es gilt eher als ein
Marker steriler Entzindungen (Garlanda et al., 2013). Wir beobachteten eine reduzierte
IL-1a-Expression in MyD88---Mausen zum Zeitpunkt P15.

IL-18 wird vor allem von Zellen des unspezifischen Immunsystems produziert (Garlanda
et al., 2013; Lopez-Castejon und Brough, 2011). Ein Anstieg der IL-13-Expression ist ein
unspezifischer Inflammationsmarker. Hier konnte die sich postnatal aufbauende
Darmflora zur IL-1B-Freisetzung flihren. So liel3e sich der IL-1B-Anstieg in WT bei P15 im
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Vergleich zu PO erklaren. Unsere Arbeitsgruppe wies bereits nach, dass die intestinale IL-
1B-Expression im Rahmen des postoperativen lleus mikrobiomabhangig erfolgt (Hupa et
al., 2019). Da die IL-1B-Expression bei MyD88"-Mausen bei P15 geringer ausfiel, scheint
dieser mikrobielle Reiz durch MyD88 bzw. TLR vermittelt zu werden.

IL-18 kann an IL-1R1 binden (Garlanda et al., 2013; Sims et al., 1994). EGC besitzen den
IL-1R1 (Stoffels et al., 2014). Unsere Arbeitsgruppe wies im Rahmen des postoperativen
lleus bereits eine reaktive Gliose EGC durch IL-1B nach (Schneider et al., 2022; Stoffels
et al., 2014). Den Grofteil an IL-1R1-exprimierenden Zellen bilden im Colon jedoch
fibroblastische Retikulumzellen und auch Endothelzellen exprimieren im Colon IL-1R1
(Song et al., 2018).

Auch wurde die GDNF-mRNA-Expression im Rahmen der postnatalen Entwicklung unter-
sucht. Bekanntlich férdert es in der Embryonalentwicklung die Proliferation und das Uber-
leben der ENCC. Als Chemoattraktant fordert es die Migration der ENCC (Nagy und
Goldstein, 2017; Pawolski und Schmidt, 2020). Wir konnten eine erhohte GDNF-mRNA-
Expression wahrend der postnatalen Entwicklung beobachten. Im Allgemeinen werden
Liganden der GDNF-Familie bei einer Inflammation vermehrt exprimiert (Morel et al.,
2020). Im Speziellen fordern proinflammatorische Zytokine wie IL-13 und TNF-a, IL-33
sowie die Aktivierung von TLR die Freisetzung von GDNF aus EGC (Ibiza et al., 2016;
von Boyen et al., 2006). Fiur eine TLR- bzw. IL-1R- vermittelte GDNF-Freisetzung spricht
auch die von uns beobachtete verminderte GDNF-Expression in MyD88”--Mausen zum
Zeitpunkt P15.

Neben den Gliazellen kdnnen auch andere Zelltypen GDNF sezernieren: Im Darm wird
GDNF hauptsachlich von glatten Muskelzellen produziert (Brun et al., 2015). Wir betrach-
teten in dieser Forschungsarbeit die GDNF-mRNA-Expression in der Mucosa. Auch kon-
nen in der Mucosa liegende Fibroblasten GDNF sezernieren (Esseghir et al., 2007). Zu-
dem kommen Zellen des Immunsystems fur eine GDNF-Expression grundsatzlich in
Frage: Mikroglia und Makrophagen konnen ebenfalls GDNF freisetzen (Cavel et al., 2012;
Hashimoto et al., 2005).

Letztlich kann hier nur vermutet werden, dass die GDNF-mRNA in der Mucosa den EGC
zuzuordnen ist. Eine genauere Zuordnung der GDNF-Quelle konnte ebenfalls durch die

Verwendung von RiboTag-Mausen erfolgen (Sanz et al., 2009).
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Zu klaren ist die Bedeutung von GDNF fur die postnatale Formation der EGC. GDNF
konnte als Stimulus fur die Entwicklung des EGC-Netzwerkes wirken und als
Chemoattraktant weitere EGC zur Migration in die Mucosa anregen. Zumal GDNF fur die
Migration der ENS-Vorlauferzellen in der Embryonalentwicklung essenziell ist (Uesaka et
al., 2013). EGC ahneln diesen Vorlauferzellen, auch im adulten ENS noch (Joseph et al.,
2011). Demnach konnte GDNF nicht nur die postnatale Entwicklung, sondern auch die
lebenslange Regeneration des EGC-Netzwerkes stimulieren.

Folgende Hypothese wird vorgeschlagen: Postnatal kommt es zu einer mikrobiellen Be-
siedlung des Darms. Dies fordert die TLR5-Expression. Das intestinale Mikrobiom aktiviert
TLR. Dadurch kommt es zur vermehrten Freisetzung von IL-1 und GDNF. Diese fordern
die Gliamarkerexpression, entweder im Rahmen einer verstarkten Proliferation/Migration
oder EGC-Aktivierung. Zu beachten ist: Hier wurden ahnliche Muster in der mRNA-
Expression entsprechender Gene beobachtet und daher ein mechanistischer
Zusammenhang vermutet. Allein auf dieser Grundlage ist jedoch kein kausaler
Zusammenhang bewiesen. Weitere Versuche waren notwendig, um diese Hypothese zu
untersuchen. Vermutlich ist ein Konstrukt aus verschiedenen Mediatoren fur die post-
natale mEGC-Formation verantwortlich.

Kritisch anzumerken ist, dass sich die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse fast aus-
schlie3lich auf gqPCR-Ergebnisse stitzen. Um diese zu verifizieren, ware es notwendig,

diese mittels eines geeigneten anderen Untersuchungsverfahrens zu prifen.
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5. Zusammenfassung

Enterische Gliazellen (EGC) sind im Darm an Peristaltik, Neuroprotektion sowie
Inflammation beteiligt und tragen somit eine maf3gebliche Rolle bei der Aufrechterhaltung
der Darmhomdostase.

EGC migrieren postnatal aus dem myenterischen und submukosen Plexus in die Mucosa
und bilden die Gruppe der mucosalen EGC (mEGC). Lebenslang wird diese Population
aus standig einwandernden neuen Zellen regeneriert. Es wurde eine Abhangigkeit der
postnatalen sowie der lebenslang stattfindenden Migration vom luminalen Mikrobiom
beschrieben. Der vermitteInde Mechanismus ist bisher unbekannt. Da EGC verschiedene
Toll-Like Rezeptoren (TLR) besitzen und diese bekannterweise mikrobielle Bestandteile
detektieren, postulierten wir eine TLR-vermittelte Interaktion. Ziel unserer Studie war es,
die Rolle des intrazellularen Downstream-Adapters MyD88, welcher an der
Signaltransduktion fast aller TLR beteiligt ist, auf die Entwicklung der mEGC zu studieren.
Wir untersuchten das EGC-Netzwerk in antibiotisch behandelten, gnotobiotischen sowie
konventionalisierten adulten Mause mittels Immunhistochemie und
Genexpressionsanalyse. Konventionalisierung bedeutet hier die nachtragliche mikrobielle
Darmbesiedlung gnotobiotisch aufgewachsener Tiere. Zudem untersuchten wir dabei die
Rolle von MyD88. Hierbei verglichen wir gnotobiotische und konventionalisierte adulte
MyD88"-Mause. Zusatzlich stellten wir die postnatale EGC-Migration anhand einer
Genexpressionsanalyse in neonatalen Wildtyp- und MyD88--Mausen dar.

Nach dreiwdchiger Antibiosebehandlung adulter Tiere konnten wir in beiden Analysen
keine relevanten Unterschiede im Vergleich zu naiven Tieren nachweisen. Dies spricht
gegen eine Mikrobiomabhangigkeit der Einwanderung neuer mEGC im Adulten.

Bei der Untersuchung gnotobiotischer bzw. konventionalisierter Tiere zeigte die IHC keine
Unterschiede bezlglich der mEGC. Die Genexpressionsanalyse hingegen ergab
verminderte Gliamarker-mRNA in gnotobiotischen Wildtypmausen und eine Steigerung
dieser durch Konventionalisierung. Dieser Anstieg fehlte in MyD88---Mausen, hinweisend
auf eine TLR-Abhangigkeit der initialen mEGC-Formation.

In neonatalen Mausen gelang uns der Nachweis postnatal ansteigender Gliamarker in der
Genexpressionsanalyse. Vermutlich ist dies durch eine vermehrte EGC-Einwanderung in
die Mucosa bedingt. Dieser Anstieg war in der Mucosa von MyD88"-Mausen stark
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reduziert. Die GDNF-, TLR5- und IL-1R1-mRNA-Expressionen zeigten &hnliche
Entwicklungen und lassen vorsichtig vermuten, dass diese die Prasenz und

gegebenenfalls Aktivierung mEGC in der frihen postnatalen Phase mitbestimmen.

Zusammenfassend stehen unsere Beobachtungen in konventionalisierten adulten und
neonatalen Tieren in Einklang mit einer Mikrobiom- und MyD88-Abhangigkeit der mEGC-

Prasenz nach Geburt. Die genauen Mechanismen erfordern weitere Studien.
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