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1. Einleitung
Die Rolle von microRNAs wahrend der postnatalen Darmentwicklung sowie im
Zusammenspiel von Pathogen-Probiotika-Wirt-Interaktionen

1.1 microRNA

Die Regulierung der Genexpression beeinflusst in eukaryotischen Organismen vor allem die
zellulare Entwicklung und das Wachstum. Es gibt viele bekannte Mechanismen der
Genregulation auf transkriptioneller, post-transkriptioneller und post-translationeller Ebene.
Ein sehr bedeutender Mechanismus auf post-transkriptioneller Ebene ist erst in den letzten
Jahren entdeckt worden. Im Jahre 1993 ist es Lee et al. gelungen das Gen lin-4 zu klonieren,
welches fiir zwei kleine Ribonukleinsdure (RNA) Molekiile kodiert, mit Komplementaritat zu
lin-14. Im Jahre 2000 wurde ein weiteres kleines RNA Molekil beschrieben, die
phylogenetisch konservierte let-7 microRNA (miRNA) (Pasquinelli et al. 2000). Im Laufe der
folgenden Jahre konnten viele weitere solcher kleinen RNA Molekile, sog. miRNAs
identifiziert werden. MiRNA’s sind 20-25 Nukleotid (nt) lange einzelstréangige, zumeist hoch
konservierte RNA Molekile, die in allen bisher untersuchten Metazoen nachgewiesen
werden konnten. lhre Rolle wahrend der post-transkriptionellen Regulierung beruht auf der
Bindung der Nukleotide 2-7 der 5" Region (sog. seed Sequenz), an die 3" untranslatierte
Region (UTR) einer messenger RNA (mRNA), ihr sog. Zielgen sowie der daraus folgenden
Repression der Proteinbiosynthese durch mRNA Degradation oder Hemmung der
Translation (Mishra et al. 2009).

In Abb. 1 ist die Biosynthese von miRNAs schematisch dargestellt. Die Transkription der
miRNA wie auch aller mRNAs findet im Zellkern mittels der RNA Polymerase Il statt. Initial
entsteht dabei eine primdre miRNA (Abb. 1-1) (Lee et al. 2004), diese pri-miRNA ist
gekennzeichnet durch eine lange Haarnadelstruktur. Mittels der RNase Il Endonuklease
Drosha und dem Doppelstrang RNA Bindungsprotein findet die Prozessierung statt, wodurch
eine precursor miRNA entsteht (Lee et al. 2003). Diese pre-miRNA weist eine nur noch 60-
70 nt lange Haarnadelstruktur auf (Abb. 1-2). Durch den Exportin-5-Komplex wird die pre-
miRNA in das Cytoplasma transportiert (Abb. 1-3) (Yi et al. 2003). Eine weitere RNase I
Endonuklease (Dicer) prozessiert daraufhin die pre-miRNA zum miRNA Duplex (Abb. 1-4)
(Ketting et al. 2001). Ein Strang des Duplex, die sog. mature oder reife miRNA, wird nach
Entwinden der Doppelhelix in den Multiprotein RNA induzierten Silencing Komplex (RISC)
geladen (Abb. 1-5) (Hutvagner et al. 2005). Mittels des RISC Komplex ist die miRNA in der
Lage, ihr Zielgen zu binden. In Pflanzen kommt in der Regel eine perfekte komplementare
Bindung zwischen der miRNA und ihrem Zielgen zustande, welches zur vollstandigen
Degradation der mRNA fiihrt (Abb. 1-6a). Das Zielgen wird dabei, vermittelt durch
Agronauten Proteine des RISC Komplex, zwischen den Nukleotiden 10-11 der miRNA
gespalten (Huntzinger et al. 2011). In den meisten Saugetieren tritt dem hingegen eine
unvollstdndige Komplementaritat auf, was Uber einen noch unbekannten Mechanismus zu
einer Hemmung der Translation fiihrt (Abb. 1-6b), sowie zur Speicherung oder Abbau des
miRNA gebundenen Zielgens in cytoplasmatischen P-bodies (Saxena et al. 2003). Jedoch
weist eine Studie auch bei Tieren auf eine direkte durch miRNA hervorgerufene Degradation
der mRNA hin. MiR-124 transfizierte humane Zellen weisen in Microarrayanalysen eine
Herabregulierung von iber 100 mRNA Zielgenen auf (Lim et al. 2005).
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Abb. 1: miRNA Biosynthese: Ubersicht (iber die Biosynthese der miRNAs sowie die post-transkriptionelle
Regulierung ihrer Zielgene; pri-miRNA (primare miRNA); pre-miRNA (Vorlaufer miRNA), RISC (Multiprotein RNA
induzierten Silencing Komplex)

In der Datenbank miRBase 19 (August 2012) sind derzeit 25141 reife miRNA Sequenzen
hinterlegt. Die grofRte Anzahl bereits bekannter miRNAs findet sich im humanen Genom
(2042 reife miRNA). Lewis et al. (2005) gehen davon aus, dass bis zu 30 % der
proteinkodierenden Gene konservierte miRNA Zielgene darstellen. Die biologische Funktion
der meisten miRNAs ist jedoch unbekannt. Zwar gibt es auf Sequenzanalysen basierende,
computergestiitzte Vorhersagemdglichkeiten fiir theoretische miRNA-Zielgen-Interaktionen
wie TargetScan (Lewis et al. 2005) oder RNAhybrid (Rehmsmeier et al. 2004), doch muss
die funktionale Bestatigung dieser Interaktionen im in vivo bzw. in vitro System erfolgen.

Die Rolle der miRNAs ist im Zusammenhang mit vielen wichtigen zelluldren Prozessen
beschrieben. Die Beteiligung bei Zelldifferenzierung, Organentwicklung und Homeostase ist
schon seit langem bekannt. In multizelluldren Organismen scheinen miRNAs die
Differenzierung und Aufrechterhaltung von Zell- und Gewebetypen zu regulieren (Wienholds
et al. 2005). Dies legt die Vermutung nahe, dass miRNAs ebenfalls eine entscheidende Rolle
bei der postnatalen Darmentwicklung spielen, wahrend dessen es zu komplexen Vorgangen
kommt, die unter anderem durch Regulation der Genexpression kontrolliert werden.
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1.2 Postnatale Darmentwicklung

Die postnatale Darmentwicklung stellt einen komplexen Prozess dar, wahrend dessen
essentielle morphologische und funktionelle Verédnderungen der Darmmukosa stattfinden.
Dieser Zeitraum, insbesondere direkt nach der Geburt sowie dem Absetzen vom Muttertier,
stellt eine besonders belastende Phase flr die Jungtiere dar. In dieser Zeit werden die Tiere
grolen Mengen neuer Nahrungs- und mikrobieller-Antigene ausgesetzt. Eine hohe
Infektanfalligkeit sowie verringerte Lebendgewichtzunahme sind die Folge und vor allem bei
Ferkeln zu beobachten. Das in der Europaischen Union (EU) verbreitete friihe Absetzen der
Ferkel unterstitzt diesen Effekt zusatzlich. Zu diesem Zeitpunkt ist die Entwicklung der
Darmmukosa sowie des Darmimmunsystems nicht ausreichend abgeschlossen. Studien
zeigen beispielsweise, dass Ferkel nach dem Absetzen eine signifikant erhéhte Kryptentiefe
und Komplexitat der Villusmorphologie, einhergehend mit einer dramatischen Verringerung
der Villushéhe, aufweisen (Hampson 1986). Des Weiteren ist die Aktivitat vieler, im
Burstensaum der Darmukosa enthaltenden, Verdauungsenzyme beeintrachtigt (Lallés et al.
2007). Kurz nach der Geburt sind Ferkel nur in der Lage eine limitierte T-und B-Zell Antwort
zu generieren (Butler et al. 2000). Linberg und Ogle (2001) beschreiben zudem einen
direkten Zusammenhang zwischen dem friihen Absetzen und einer verminderten
Reaktionsfahigkeit von intraepithelialen Lymphozyten auf Mitogene sowie eine Reduktion der
IL-2 Sekretion von Milz-T-Lymphozyten.

Die mikrobielle Besiedlung des Darms beginnt kurz nach der Geburt mit rapidem
Fortschreiten wahrend der postnatalen Entwicklung und der Absetzphase. In dieser kurzen
Phase muss sich die intestinale Mikrobiota von einer einfachen instabilen hin zu einer
komplexen stabilen Gemeinschaft entwickeln (Lallés et al. 2007).

Im Schwein gibt es bis jetzt keine Studie, die sich mit der miRNA Expression im Verlauf der
postnatalen Darmentwicklung beschaftigt. Hinweise auf die Beteiligung von miRNAs
wahrend dieser kritischen Phase liefert jedoch eine Studie von Monzo et al. (2008). Hier wird
ein Ubereinstimmendes mIiRNA Profil zwischen humanem embryonalem Colon und
colorektalem Krebs mit Regulation der Zellproliferation beschrieben. Die Autoren
schlussfolgern daraus, dass den miRNAs nicht nur bei der Entartung des Colonepitels eine
entscheidende Rolle zukommt, sondern auch wahrend der embryonalen Darmentwicklung.
Einen weiteren Hinweis liefert eine Studie von Park et al. (2011), in der glatte Muskelfasern
des Gastrointestinaltraktes mit gestdrter miRNA Biogenese in einem Mausmodell eine
verstarkte Zerstérung und Dilatation aufweisen, einhergehend mit verminderter Kontraktilitat.
Sharbati et al. (2010) beschreiben die Expression von 332 miRNAs im porcinen Darm. Dies
gibt Anlass zu der Vermutung, dass miRNAs auch im porcinen Gastrointestinaltrakt eine
groRe Bedeutung bei der Regulierung vielféltiger Darmfunktionen zukommt. Da auch die
Phase des Absetzens vom Muttertier mit deutlichen morphologischen Veréanderungen der
Darmmukosa sowie einem veranderten immunologischen Status einhergeht (Hampson et al.
1986, Bailey et al. 2005) sind miRNAs auch hier als potentielle Regulatoren anzusehen. Die
Rolle von miRNAs wahrend der adaptiven sowie angeborenen Immunantwort ist erst in den
letzten Jahren naher charakterisiert worden. Beispielsweise ist hier bekannt, dass miR-223
fur die Funktion von Neutrophilen von enormer Bedeutung ist. MiR-223 defiziente Mause
weisen erhohte inflammatorische Lungenlasionen nach Endotoxinbelastung aufgrund einer
Hyperfunktionalitdt der Neutrophilen auf (Johnnidis et al. 2008). Des Weiteren ist fur die miR-
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29a beschrieben, dass sie die IFNy-Produktion direkt durch Degradation der IFNy-mRNA
hemmt (Ma et al. 2012). Viele miRNAs, wie beispielsweise miR-155 und miR-146a,
regulieren die akute Immunantwort nach Erkennung der Pathogene durch Toll-Like
Rezeptoren (Quinn & Neill 2011). In einer Studie von Guenin-Mace et al. (2011) wird
beschrieben, dass Mycolacton, ein Macrolid produziert vom Mycobacterium ulcerans, die
Expression von L-Selektin auf primaren humanen T-Zellen supprimiert sowie zu einer
verringerten Expression von let-7b fiihrt. Eine Inhibierung von let-7b geht mit einer
Inhibierung von L-Selektin einher, eine Uberexpression von let-7b mit einer
Heraufregulierung von L-Selektin. Eine Sequenzkomplementaritdt zwischen let-7b und L-
Selektin konnte nicht nachgewiesen werden. Guenin-Mace et al. (2011) gehen deshalb von
einer let-7b abhangigen Aktivierung einer Kaskade aus, die in ihrem Verlaufe die L-Selektin
Expression moduliert. Den am besten charakterisierten Selektin-Liganden stellt der Selektin-
P-Ligand (SELPLG) dar. Dies gibt Anlass zu der Vermutung, dass auch SELPLG unter der
Kontrolle von miRNAs stehen kénnte und dahingehende Untersuchungen sinnvoll
erscheinen. Bis heute ist jedoch keine Studie Uber eine post-transkriptionelle Regulierung
von SELPLG durch miRNAs bekannt.

1.3 Selektin-P-Ligand (SELPLG)

SELPLG interagiert mit allen bisher bekannten Selektinen, dem Lymphozyten (L)-,
Endothelialem (E)- sowie mit der hdchsten Affinitdt mit Thrombozyten (P)-Selektin. Fur die
Bindung an Selektine ist eine Sulfatierung von mindestens einem Tyrosinrest in der Nahe
des N-Terminus von SELPLG nétig (Moore 2003). SELPLG ist vorwiegend auf allen Myeloid-
und Lymphatischen Zellen exprimiert, eingeschlossen den Dendritischen Zellen. Nach Eintritt
in sekundéar lymphatische Organe findet eine Herabregulierung des Selektin-P-Liganden statt
(Laszik et al. 1996). Auch in nicht hamatopoetischen Zellen konnte eine Expression von
SELPLG nachgewiesen werden. In einem Mausmodell mit chronischer lleitis wurde SELPLG
beispielsweise auf Endothelzellen des Dinndarms und Mesenteriallymphknoten identifiziert
(Rivera-Nieves et al. 2006). Exprimiert wird SELPLG als disulfid-verlinkter Homodimer mit
zwei 120 kDa Untereinheiten (Moore et al. 1992).

SELPLG spielt eine herausragende Rolle in der Leukozyten-Adhasionskaskade. Nach dem
,Einfangen“ von Leukozyten an Endothelzellen, vermittelt durch eine Bindung von SELPLG
an Selektine, kommt es zu einem ,Rollen” der Leukozyten Uiber die Endothelzelloberflache.
Dies ermdglicht einen engen Kontakt zur Zelloberflaiche und somit eine Interaktion von
Chemokinen, die am Endothel gebunden sind, mit Chemokinrezeptoren der Leukozyten. Die
Bindung zu Chemokinen und Selektinen fihrt daraufhin zu einer Aktivierung der von
Leukozyten exprimierten Integrinen (Alon & Ley 2008), die daraufhin mit
Zelladhasionsmolekiilen wechselwirken. Das Integrin asB; interagiert mit dem mukosalen
vaskularen Adhasionsmolekiil (MAdACAM-1), das Lymphozyten-Funktionsassoziierte Antigen-
1 (LFA-1) mit dem interzellularen Adhasionsmolekil (ICAM-1) und das a4f34 Integrin (VLA-4)
mit dem vaskuldren Zelladhdsionsmolekil (VCAM-1), was zu einer Verminderung des
,Rollen®, sowie einer festen Bindung am Endothel fuhrt (Ley et al. 2007). Gefolgt wird dies
durch ein parazelluléres oder transzelluléres Ubertreten ins Gewebe am Ort der Entziindung.
Eine weitere Funktion von SELPLG neben der Anheftung von Leukozyten an Endothelzellen
stellt die Aktivierung von Signalkaskaden dar. Beispielsweise flhrt eine Selektin-P Bindung
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an SELPLG zu einer Aktivierung der p85-Phosphatidylinositol-3-kinase abhéngigen
Phosphorylierung des Nef Aktivierungsfaktors (naf) (Wang et al. 2007). Lipid raft
gebundenes SELPLG induziert Tyrosin Phosphorylierung von Ezrin und Moesin sowie
Rekrutierung und Aktivierung der Milz-Tyrosinkinase (Syk). Naf und Syk Aktivierung fuihrt
wiederum zu einer partiellen Aktivierung von LFA-1 und VLA-4 Integrinen (Atarashi et al.
2005, Ma et al. 2004).

2009 wurde von Kum et al. in SELPLG defizienten Mausen eine verstarkte Salmonella
Typhimurium Infektion nachgewiesen. Die SELPLG defizienten Mause wiesen dabei eine
erhdhte Morbiditdt sowie Mortalitdt verbunden mit einer hoéheren Bakterienlast und
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie TNFa, MCP-1 und IL-6 auf. Des Weiteren
wurde eine héhere Neutrophileninfiltration im Caecum beobachtet, sowie eine erhéhte a,B-
Integrin- und MAdCAM-1-Expression. Folgend wurde postuliert, dass die erhéhte MAdCAM-
1 Expression zu der Uberschieflenden Neutrophilen-Rekrutierung bei gleichzeitigem Fehlen
von SELPLG fihrt und damit die Salmonelleninfektion triggert. Diese Studie deutet darauf
hin, dass SELPLG eine bedeutende Rolle bei der Wirtsantwort gegenuber Salmonellen
zukommt. Dies muss jedoch noch weitergehend untersucht werden.

1.4 Salmonellen

Salmonellen sind gram-negative Stédbchenbakterien, die zur Familie der Enterobacteriaceae
gehodren. Salmonella enterica subspecies enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium)
gehdrt zu den Serovaren der Salmonella enterica. Wie alle Vertreter der Subspezies enterica
besitzt es das O-Antigen. S. Typhimurium ist ein zoonotischer Erreger und stellt eine
Hauptursache fur Lebensmittelvergiftungen beim Menschen dar (WHO Fact sheet No. [139]
2013). Die Hauptansteckungsquelle liegt bei Produkten aus der landwirtschaftlichen
Nutztierhaltung. Insbesondere ist hier die Kontaminierung von Schweinefleisch zu nennen.
Neuere Studien geben den Anteil an lebensmittelbedingten Salmonellosen aufgrund des
Verzehrs von Schweinefleisch auf 20 % an (Meyer et al. 2004). Die Pravalenz von
Salmonella in Schweinezuchtbetrieben in der EU im Jahr 2008 lag laut Angaben der
European Food Safety Authority (EFSA) bei 31,8 % (EFSA 2009). Der Erreger persistiert
haufig jahrelang in den Schweinebetrieben, ohne dass die Tiere selbst erkranken. Erst mit
Eintritt in die Lebensmittelkette stellt es eine Gefahr fiir die menschliche Gesundheit dar. In
den letzten Jahren werden deshalb groRe Anstrengungen unternommen, die Pravalenz der
Salmonellen in den Schweinebetrieben zu senken.

Seit dem EU-weiten Verbot von Fitterungsantibiotika im Jahr 2006 (Soulsby 2008) sowie der
stetig wachsenden Resistenz von Bakterien gegeniber einer Vielzahl von Antibiotika
(Soulsby 2008) werden dringend Alternativen gesucht, die Salmonellose in
Schweinebetrieben erfolgreich zu bekdmpfen. Als viel versprechende Méglichkeit wird hierfir
die Anwendung von Probiotika gesehen (Stein & Kil 2006). Probiotika, abgeleitet aus dem
Griechischen pro bios = ,fur das Leben®, sind lebende Mikroorganismen, die, wenn sie in
ausreichender Menge verabreicht werden, dem Wirtsorganismus einen gesundheitlichen
Nutzen bringen (Expertenkommission zur Anwendung von Milchsaurebakterien der Food
und Agriculture Organisation (FAO) und der WHO, 2001). Schon seit langerer Zeit werden
Aufzuchtferkeln Bakterien, wie Enterococcus faecium (E. faecium) als probiotischer
Futterzusatzstoff verabreicht, um die Durchfallhaufigkeit, Lebendmassezunahme und
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Futteraufnahme positiv zu beeinflussen (Taras et al. 2006). Der als Hauptmechanismus
angesehene Weg, Uber den Probiotika ihre Wirkung entfalten, ist die positive Beeinflussung
der mikrobiotischen Homeostase. Erreicht wird dies unter anderem durch eine Beeinflussung
von Anzahl und Viabilitdt von Pathogenen durch Produktion inhibitorischer Substanzen (Corr
et al. 2009). Zum anderen koénnen Probiotika eine kompetitive Hemmung der bakteriellen
Adhasion hervorrufen sowie Nahrungskonkurrenten darstellen (Szab6 et al. 2009). Nach
Gabe des Probiotikastammes E. faecium wurde eine Zunahme der Propion- und Milchsaure
beschrieben, die eine wirksame Barriere gegenlber der Adharenz von Pathogenen an die
Darmmukosa darstellen (Strompfova et al. 2006). Ein weiterer Mechanismus besteht in der
Stimulation der Immunantwort durch Interaktion von Mikroorganismen assoziierten
molekularen Mustern (MAMPs) der Probiotika mit Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) des
Wirtes (Rolfe et al. 2000). Die diesen Prinzipen zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen sind noch nicht ausreichend beschrieben. Besonders (iber die molekularen
Mechanismen wahrend einer Infektion mit spezifischen Pathogenen wie Salmonella ist wenig
bekannt. Ein positiver Effekt von Probiotika wahrend einer Infektion mit S. Typhimurium in
Absetzferkeln ist bereits beschrieben. Die Gabe einer Probiotikamixtur aus finf
verschiedenen Stdmmen (Laktobazillen und Pediokokken) fuhrt hier zu einer deutlich
verringerten Schwere, Inzidenz sowie Dauer einer Salmonellen induzierten Diarrhoe (Casey
et al. 2007). In einigen Studien wurde der positive Effekt des Probiotikums E. faecium
wahrend einer Salmonella enteritidis-, Campylobacter jejuni- sowie Chlamydieninfektion in
verschiedenen Wirten beschrieben (Theppangna et al. 2006, Rinkinen et al. 2003, Pollmann
et al. 2005). In vitro Studien zeigen eine verringerte Invasion von S. Typhimurium in die
porcine intestinale Epithelzelllinie IPEC-J2 nach Gabe von E. faecium (Szabd et al. 2009). In
einer Studie von Szabd et al. (2009) ist ein verstarkter Infektionsverlauf nach Gabe von E.
faecium an S. Typhimurium infizierte Ferkeln mit gleichzeitig verstarkter Produktion von
Salmonellen-spezifischen Antikérpern beobachtet worden. Die Studien deuten auf einen
stark Pathogen- und Wirts-abhangigen Effekt von E. faecium hin. Hier miUssen genauere
molekulare Wirkmechanismen noch beschrieben werden, um ein besseres Verstandnis der
Interaktion zwischen Wirt-Pathogen und Probiotikum zu erhalten.

Eine weitere Methode der erfolgreichen Bekdmpfung von Pathogenen stellt die genauere
Erforschung des Pathogens und seiner Interaktion mit dem Wirt dar, um daraus folgend
therapeutische Anséatze entwickeln zu kénnen. Zu diesen Interaktionen gehért zum Beispiel
auch die genauere Charakterisierung der veranderten miRNA Expression wahrend einer
Pathogeninfektion und die daraus resultierende verénderte Kontrolle der Genregulation.
Die Beteiligung von miRNAs an einer spezifischen Wirtsantwort auf bakterielle Pathogene ist
erst in neuesten Studien beschrieben worden. Dabei ist eine Charakterisierung des
Einflusses auf die Pathogenese von Salmonellen nur in wenigen Studien erfolgt. Schulte et
al. (2011) beschreiben eine signifikant verringerte Expression der let-7 Familie nach
Salmonelleninfektion in murinen Makrophagen und HelLa Zellen, was wiederum zu einem
verstarkten mRNA Level von IL6 und IL10 durch Wegfall der negativen post-
transkriptionellen Regulierung fuhrt. In murinen Makrophagen findet zusatzlich eine
verstarkte Expression von den NF-kB assozierten miRNAs mir-21, miR-146a/b und miR-155
statt. Eine verstarkte Expression von miR-146a/b sowie eine verringerte Expression von
miR-23b ist im Verlaufe einer Salmonelleninfektion in humanen Monozyten von Sharbati et
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al. (2012) beschrieben, des Weiteren wurde hier eine verstarkte Expression von miR-155,
miR-21, miR-23b, miR-24. miR-27a und miR-29a im Laufe einer Monozytenaktivierung
nachgewiesen.

Die Pathogenitatsstrategie der Salmonellen beruht auf der Penetration von nicht-
phagozytierenden Enterozyten durch induzierte Endozytose (Hardt et al. 1998). In Abb. 2 ist
die Interaktion von Salmonellen mit Enterozyten dargestellt.

IL-18

Makrophage

Abb. 2: Salmonelleninteraktion mit Enterozyten: Darstellung der Internalisierung von Salmonellen mittels
Makropinozytose und beteiligte zelluldare Pathways, provoziert durch Effektorproteine des Typ Il
Sekretionsapparates der Salmonellen nach Haraga et al. 2008

Die Adhésion der Salmonellen an Enterozyten geschieht durch Kontaktaufnahme mit
Fimbrien an der apikalen Seite (Abb. 2-1). Salmonellen sind daraufhin in der Lage mittels
ihres Typ lll Sekretionsapparates Effektorproteine in das Cytoplasma zu schleusen (Abb. 2-
2) (Hansen-Wester & Hensel 2001). Die Effektorproteine SopE, SopE2, SopB aktivieren
RhoGTPasen (CDC42, Rac1 und RhoG) (Abb. 2-3), woraus eine Rekrutierung des Aktin-
related Protein 2/3 (Arp2/3) und damit verbundener Umbau des Aktin-Zytoskeletts resultiert.
Als Folge werden sog. Membranruffles gebildet, die das Bakterium mittels Makropinozytose
internalisieren (Abb. 2-4) (Hardt et al. 1998). Weitere Effekte sind die Aktivierung des MAPK
Signalwegs mit resultierender Aktivierung der Transkriptionsfaktoren Activator Protein 1 (AP-
1) und nuclear factor-kB (NF-kB) (Abb. 2-5), was zu einer erhéhten Produktion von pro-
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inflammatorischen Zytokinen wie IL-8 mit Stimulierung von polymorphkernigen Neutrophilen
(PMN) fihrt (Abb. 2-6) (Hobbie et al. 1997). Die aktivierten RhoGTPasen flhren des
Weiteren zur Zerstérung von Tight Junction Proteinen (Abb. 2-7), dies ermdglicht den PMNs
ins Darmlumen zu migrieren, den Salmonellen Kontakt zur basolateralen Seite aufzunehmen
und erhoht den parazellularen Flussigkeitsstrom. SopB erhéht die Chlorid Sekretion von
Enterozyten. Direkte Interaktion der Salmonellen mit Makrophagen fiihrt Uber das
Effektorprotein SipB zu einer vermehrten Sekretion der pro-inflammatorischen Zytokine wie
IL-1R und IL-18 (Abb. 2-8). Kurze Zeit nach Invasion der Bakterien liegt das Aktinnetzwerk
wieder in der normalen Architektur vor. Hierflir scheint das Effektorprotein SptP
verantwortlich zu sein, welches die RhoGTPasen, sowie den MAPK Signalweg inaktiviert (Fu
et al. 1999). Die Effektorproteine AvrA und SspH1 filhren dabei zu einer Inhibierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB (Haraga et al. 2003).

Neben den Virulenzfaktoren der Salmonellen scheinen Wirtseinflisse wie Cholesterol und
Lipid rafts eine entscheidende Rolle bei der Aufnahme von Salmonellen zu spielen. Hayward
(2005) zeigt, dass eine Interaktion zwischen Cholesterol und dem Typ Il Sekretionsapparat
essentiell ist fur die Bindung an Wirtszellmembranen und der Einschleusung von
Virulenzfaktoren in das Cytoplasma. Lim et al. (2009) beschreiben eine Caveolin 1 (CAV1)
abhangige Salmonelleninvasion in humane M-Zellen.

1.5 Caveoline

Caveoline sind integrale Proteine, die zusammen mit Cholesterol, Glycosphingolipiden und
GPI verankerten Proteinen spezialisierte Lipid raft Domanen, die sog. Caveolae bilden.
Es sind drei Caveolinproteine beschrieben, CAV1, 2 und 3. CAV1 und 2 werden gemeinsam
als hetero-oligomer in der Plasmamembran vieler Zelltypen exprimiert (Smart et al. 1999),
wobei die CAV2 Expression CAV1 abhangig zu sein scheint. CAV1 fungiert hierbei als
Chaperon fur CAV2 und transportiert dieses zur Zelloberflache. In Abwesenheit von CAV1
wird CAV2 im Golgi Apparat abgebaut (Parolini et al. 1999). Die CAV3 Expression ist bis
heute nur in Muskelgewebe nachgewiesen (Tang et al. 1996). Caveolinproteine sind
vorwiegend in der Zellmembran zu finden, aber auch im Cytosol und in Vesikeln. Die
vielféltigen Funktionen von Caveolinproteinen reichen von der Lipid raft vermittelten
Endocytose Uber die Beeinflussung der Wirtsimmunitat gegeniiber Pathogenen bis hin zur
Regulation von vielen Signalkaskaden durch Interaktionen mit Signalproteinen wie
beispielsweise G-Proteinen, Integrinen oder Proteinkinase C (Goetz et al. 2009, Nethe et al.
2011). CAV1 ist in Blasenepithelkarzinomzellen in direkter Co-Lokalisation mit der GTPase
RhoA, jedoch nicht mit CDC42 nachgewiesen, was auf einen direkten Zusammenhang der
Signaltransduktion von CAV1 und GTPasen hindeutet (Gingras et al. 1998).

Bei der Aufnahme von Viren, Parasiten und Bakterien ist ebenfalls die Beteiligung von
Caveolinproteinen beschrieben, die genaue Rolle von CAV2 bei der Endocytose ist bis jetzt
jedoch noch unbekannt. E. coli ist beispielsweise in der Lage, Uber Lipid raft vermittelte
Endocytose in Blasenepithelzellen einzudringen, eine verringerte CAV1 Expression fihrt
dabei zu einer verminderten Aufnahme (Duncan et al. 2004). Eine Pseudomonas aeruginosa
Invasion in alveolare Epithelzellen ist deutlich verringert nach verminderter CAV1 sowie
CAV2 Expression. Des Weiteren scheint die Aufnahme vom Phosphorylierungszustand von
CAV2 beeinflusst zu sein (Zaas et al. 2005). Die Rolle von CAV1 bei der Invasion von S.
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Typhimurium in M-Zellen ist 2009 von Lim et al. beschrieben worden. Hier fihrt eine durch
siRNA vermittelte Herabregulierung von CAV1 zu einer signifikant verringerten Invasion von
S. Typhimurium in M-Zellen. In nicht phagozytierende Zellen erfolgt eine erhéhte Invasion
von S. Typhimurium nach Uberexpression von CAV1. Dies setzen die Autoren in Bezug zu
einer erhohten Infektanfalligkeit alterer Mause, bei denen eine erhéhte CAV1 Expression in
Peyerschen Platten sowie der Milz nachgewiesen werden konnte (Lim et al. 2010).
Interessanterweise ist ebenfalls beschrieben, dass die Aufnahme von Bakterien geblockt
werden kann durch eine Interaktion von phosphoryliertem CAV1 mit dem Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktor VAV2 und damit einhergehender Aktivierung ihres Substrates der GTPase
RhoA (Boettcher et al. 2010). Die Rolle von Caveolinen und der Wirt-Pathogeninteraktion
scheint somit Pathogen-abhéngig zu sein und muss dahingehend noch weiter untersucht
werden.

Caveoline spielen neben der Aufnahme von Pathogenen auch eine bedeutende Rolle
wahrend der Wirtsimmunantwort. CAV1 agiert beispielsweise als inhibierender Regulator der
endothelialen Stickoxidsynthetase und reguliert damit inflammatorische Signalkaskaden.
CAV1 defiziente Mause zeigen sich bei einem Sepsisgeschehen resistent gegenlber einer
Lungeninfektion und weisen eine signifikant verringerte Mortalitat auf (Garrean et al. 2006).
In Mausmodellen konnte ebenfalls gezeigt werden, dass CAV1 defiziente Mause eine
verstarkte Belastung von S. Typhimurium in der Milz und anderen Geweben besitzen, eine
verstarkte Produktion von inflammatorischen Zytokinen im Vergleich zum Wildtyp aufweisen
und damit einhergehend eine erhéhte Mortalitdtsrate. Eine verringerte Aufnahme von S.
Typhimurium konnte in dieser Studie nicht beobachtet werden (Medina et al. 2006).

Kirzlich verdffentlichte Studien beschreiben eine post-transkriptionelle Regulierung von
CAV1 und CAV2 durch miRNAs, beispielsweise durch miR-199a-3p oder miR-203 (Shatseva
et al. 2011, Grom et al. 2012). Shatseva et al. 2011 beschreiben dabei eine erhdhte
Proliferationsrate von Virus immortalisierten Rattenendothelzellen sowie Gehirntumorzellen,
verursacht durch eine miR-199a-3p vermittelte Herabregulierung von CAV2. Eine verstarkte
Migrationsféhigkeit konnte in den Gehirntumorzellen nachgewiesen werden jedoch nicht in
Rattenendothelzellen. Die Uberexpression von CAV2 fiihrt hingegen zu einer verringerten
Proliferationsrate. Gleichzeitig wurde eine Uberexpression von CDC42 beschrieben und die
Vermutung aufgestellt, dass die Regulation der Proliferation und Migration zurtickzufiihren ist
auf eine direkte Verbindung zwischen miR-199a-3p, CAV2 und CDC42. Ein direkter
Zusammenhang zwischen CAV1 und CDCA42 ist bereits in Pankreaszellen nachgewiesen
worden, bei denen CAV1 als CDC42 Guanin-Nukleotid-Dissoziations-Inhibitor (GDI) wirkt
(Nevins et al. 2006). Die Autoren identifizierten eine 10 AS lange Sequenz (FTVTKYWFYR;
AS 92-101) mit hoher Ubereinstimmung zu anderen Sé&ugetier GDI's mit bekannter
Interaktion zu CDC42.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle intestinaler miRNAs und der durch sie
regulierten Gene bei der postnatalen Darmentwicklung wahrend einer experimentellen
Salmonelleninfektion sowie bei gleichzeitiger Applikation des Probiotikums E. faecium in
Ferkeln zu charakterisieren.

Im ersten Schritt erfolgte eine entwicklungsspezifische Expressionsanalyse, die zum
besseren Verstandnis der postnatalen Darmentwicklung bei Ferkeln, insbesondere wahrend
der Absetzphase, beitragt. Anhand einer korrelativen Analyse von mRNA und miRNA
Expressionsprofilen wurden potentielle Regulatoren der postnatalen Darmentwicklung und
ihre spezifischen Signalwege identifiziert. Dies bietet die Moglichkeit, generelle Regulatoren
zellularer Vorgange im Darmgewebe studieren zu kénnen.

Im zweiten Schritt erfolgte eine Charakterisierung des Einflusses einer Salmonelleninfektion
auf Anderungen der Expressionsprofile wéahrend der Absetzphase, um Pathogen-assoziierte
Reaktionen der Tiere studieren zu kénnen. Nachfolgend wurden miRNAs und ihre Zielgene
mit entsprechenden Signaltransduktions- und Stoffwechselwegen, die wahrend einer
Salmonelleninfektion eine Rolle spielen, identifiziert. Hierbei wurden generelle Regulatoren
einer S. Typhimurium Infektion im Darmgewebe charakterisiert, um damit die Grundlage fiir
neue therapeutische Ansadtze bei Pathogen-assoziierten Entzindungen wahrend der
Absetzphase legen zu kdnnen.

Zusétzlich wurde der protektive Einfluss des kommerziell eingesetzten Probiotikums E.
faecium wahrend einer Salmonelleninfektion untersucht.

AnschlieBend an diese Vorstudien erfolgte eine Identifizierung ausgewahlter Regulatoren
und ihrer Zielgene sowie eine Charakterisierung hinsichtlich ihrer Funktionalitat in vivo sowie
in vitro.

Die Analyse wurde auf die Darmabschnitte lleum und Colon ascendens beschrankt, da
Vorstudien vor allem in diesen beiden Abschnitten auf entwicklungsspezifische
Genexpressionsunterschiede hindeuteten (Scholven et al. 2009) und eine Manifestation
einer Salmonelleninfektion vor allem in diesen Darmabschnitten auftritt (Waldmann & Wendt
2001).
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2. Material und Methoden
2.1. Reagenzien

Substanz Bezugsquelle

2-Propanol Carl Roth, Berlin, DE

5x RT Puffer Fermentas, St.Leon Rot, DE
Accutase PAA, Colbe, DE

Acid-Phenol:CHCI; 5:1 Lésung pH 4,5

Albumin Fraktion V

Bromphenolblau

Calcein-AM

DAPI 2,5 mg/ml

DEPC

di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat = 99,5 %

DMEM HAM's F12 1:1; w stable Glutamine, low endotoxine

dNTP Mix, 10 mM

Dulbecco’s PBS (1x)

EDTA, 50 mM

Ethanol Rotisolv HPLC Gradient Grade
Ethanol, konzentriert
Ethidiumbromidiésung 1 % 10 mg/ml
FBS Superior

Formaldehyd

Gentamicin 10 mg/ml
Glutardialdehyd

Glycerin Rotipuran 2 99,5 %

Glycin 2 99 % zur Synthese
Gryomaxx

Hamalaunlésung sauer nach Meyer
HCI 1 mol/l

HCI 32 %

KCI (max. 0,005 % Br)

LB Medium

LE Agarose

Methanol

MOPS

N,N-Dimethylformamid Rotipuran = 99,8 %
NaOH

NGS

Ambion, Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE

Sigma Aldrich, Hamburg, DE

Roche, Mannheim, DE

Sigma Aldrich, Hamburg, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Biochrom AG, Berlin, DE
Bioline, Luckenwalde, DE
PAA, Célbe, DE
Fermentas

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Biochrom AG, Berlin, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Biochrom AG, Berlin, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
PAA, Célbe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Biozym, Hessisch Oldendorf, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Cell Signaling Technology
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Protease Inhibitor Cocktail

Random Hexamer Primer 0,2 pg/ pl
Reaktionspuffer fir DNase | mit MgCL,
RNAse Away

Roti®Mount

Roticlear®

RotiLoad | 4x konz.

RotiLoad Il 4x konz. Nicht reduzierend
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)

Rotiphorese Gel 40 (37,5:1)

RPMI Medium; w 2,0 g/l NaHCO; w/o L-Glutamine, low endotoxine
Salmonellen/Shigellen Agar

SDS Pellets

SSC Puffer 20x concentrate, 0,2 ym filtered
TAE Puffer 50x Rotiphorese

TEMED

TRIS Pufferan® = 99,9 %

Triton-X-100

Tween 20

Wasser Rotisolv® HPLC Gradient Grade

Sigma Aldrich, Hamburg, DE
Fermentas, Schwerte, DE
Fermentas, Schwerte, DE
Thermo Scientifics

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Biochrom AG, Berlin, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Sigma Aldrich, Hamburg, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Sigma Aldrich, Hamburg, DE
Sigma Aldrich, Hamburg, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

2.2. Enzyme
Methode Produktname Bezugsquelle
DNA-Verdau DNAse | RNAse free 1 U/pl Fermentas, Schwerte, DE
Proteinextraktion Benzonase 250 U/pl Sigma Aldrich, Hamburg, DE
Real-Time-PCR 2x SensiMix SYBR Hi-Rox Bioline, Luckenwalde, DE

Reverse Transkription

Revert Aid™ Reverse Transcriptase 200 U/l

Fermentas, Schwerte, DE

2.3. Kits

Methode Produktname Bezugsquelle

cDNA Labeling Super Script Plus Indirect cDNA Labeling Invitrogen, Darmstadt, DE
System

DNA-Aufreinigung Invisorb Spin DNA Extraction Kit Invitek, Berlin, DE

G-LISA Cdc42 G-LISA® Cdc42 Activation Assay Biochem Cytoskeleton, Dever, USA
Kit™ (Colorimetric Based)

G-LISA Rac1 G-LISA® Rac1 Activation Assay Biochem Kit™  Cytoskeleton, Dever, USA

(Absorbance Based)

DAKO EnVision'" Detection Systems
Peroxidase/DAB, Mouse/Rabbit
NucleoBond Xtra Midi Plus EF Kits

Immunhistologie

Plasmid-DNA
Extraktion

Proteinquantifizierung  2-D Quant Kit

DAKO, Hamburg, DE
Macherey-Nagel, Dirren, DE

GE Healthcare, Solingen, DE
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Reporterassay

RNA-Extraktion
Transfektion

Western Blot
Detektion

2.4. Antikérper

Bio Lux Assay Kits

mirVana miRNA Isolation Kit
Nucleofactor™ Kit R + L

ECL Advance Western Blotting Detection Kit

Main, DE
Lonza, Koéln, DE

Solingen, DE

Ambion, Kaufungen, DE

Amersham Biosiences,

NEB GmbH, Frankfurt am

Antikorper Bezugsquelle Bestellnummer
Rabbit-CAV2 Abcam, Cambridge, UK ab2911
Rabbit-CDC42 Abcam, Cambridge, UK ab64533
Rabbit-SELPLG SantaCruz, Heidelberg, DE ssc-71940
Rabbit-MADCAM-1 Abbiotec, San Diego, USA 250743
Mouse-GAPDH Abcam, Cambridge, UK ab8245
Mouse-ACTB SantaCruz, Heidelberg, DE sc-47778

ECL Rabbit IgG, HRP GE Healthcare, Solingen, DE NA934VS

ECL Mouse IgG, HRP GE Healthcare, Solingen, DE NA931VS

Goat Anti-Rabbit IgG Dylight 594 AbDSerotec, Erlangen, DE 35561

Goat Anti-Mouse IgG Dylight 488 AbDSerotec, rlangen, DE STAR117D488GA

2.5. Rezepte

Reinstwasser wurde durch Umkehrosmose und lonenaustausch gewonnen, im Folgenden
als ddH,0 bezeichnet. Sofern nicht anders angegeben, wurden die Puffer und Losungen mit

ddH,0 angesetzt.

Puffer / Lésungen

Zusammensetzung

Agarose Gel (1,5 %):
Anodenpuffer
APS 10%

Bouinsche Lésung

Citratpuffer 10 mM

DEPC-H,0O

SDS- Elektrodenpuffer
Entfarben Acrylamidgele
Farben Acrylamidgele
Fixierldsung Acrylamidgele
Kathodenpuffer
Microarray-Waschpuffer 1

Microarray-Waschpuffer 2

6 g Agarose + 400 mL 1x TAE

0,2 M Tris, pH 8,9

10 % in ddH,O

4 % Pikrinsaure (w/v), 2,5 % Kupferacetat (w/v), 3,5 %
Formaldehyd

Lésung A: 21 g Zitronensaure in 1000 ml ddH,O
Lésung B: 29,4 g Na-Citrat in 1000 ml ddH,O
10 ml Lésung A + 40 ml Lésung B, pH 6,0

1 % DEPC in ddH20

25 mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1 % SDS, pH 8,3
10% Essigsaure, 1% Ethanol

0,1 % Coomassie G250

40% Isopropanol, 10% Essigsaure

0,1 M Tris, 0,1 M Tricin, 0,1 % SDS, pH 8,25

2x SSC, 0,5 % SDS

1x SSC, 0,5 % SDS
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Microarray-Waschpuffer 3 0,5% SSC, 0,5 %SDS

Microarray-Waschpuffer 4 0,1% SSC, 0,2 % SDS

Mild stripping buffer 200 mM Glycin, 3,5 mM SDS, 1 % Tween 20, pH 2,2

Nukleinsaure- Ladepuffer 25 mg Orange G, 5 mL 100 % Glycerin, 40 yl EDTA (0,5 M),
1 ml 10x TAE, 3,96 ml ddH,O

PBS 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,4, 2 mM KH,PO, pH
7,4

PBS-T 1x PBS, 0,1 % Tween 20 pH 7,4

Pre-hybridisierungspuffer 5x SSC, 0,1 % SDS, 1 % BSA

Proteinlysispuffer 50 mM Tris/HCI pH 6,8, 2% (w/v) SDS

Puffer flr Primer 10 mM TRIS, 1 mM EDTA pH 8,0; Primer Stammlésung: 100

pmol; working solution: 10 pmol

Sammelgelpuffer 1M TRIS pH 6,8

TBS 150 mM NaCl, 50 mM TRIS, pH 7,5

TBS-T 1x TBS, 0,1 % Tween 20 pH 7,5

Towbin Puffer 25 mM Tris, 192 mM Glycine, 20 % MeOH, pH 8,3
Trenngelpuffer 1,5M TRIS pH 8,8

TRIS-HCL-SDS Puffer 36,4 g TRIS, 0,3 g SDS in 100 ml ddH,O; pH 8,45
Zelllyse Salmonelleninvasion 0,1 %Triton X-100

2.6 Tierexperimente

Die Tierexperimente wurden nach international anerkannten Richtlinien durchgefiihrt und
vom Landesamt fiir Gesundheit und Soziales (LAGeSo) tiberwacht (No. G0037/02).

15 Wiirfe mit Ferkeln der Hybridrasse (EUROC x Pietrain) wurden in drei Gruppen eingeteilt:
Kontroll- (C), Salmonellen- (S) und Salmonellen/Probiotikagruppe (SP). Die Versuche der
Kontrollgruppe erfolgten im Institut fir Tiererndhrung des Fachbereichs Veterindrmedizin der
Freien Universitdt Berlin. Die Salmonelleninfektion wurde im Bundesinstitut fur
Risikobewertung (BfR, Berlin) durchgefiihrt. Ferkel aller Gruppen hatten freien Zugang zu
Wasser und Futter. Vom Tag 14 bis 28 post natum (p.n.) erhielten die Ferkel Saugferkel-
Starterfutter (Mischung aus Weizen, Sojaextraktionsschrot und Milchpulver) sowie
anschlieRend von Tag 29 bis 56 p.n. Alleinfutter fir Absatzferkel (Mischung aus Weizen und
Sojaextraktionsschrot). Das Futter wurde am Institut fir Tiererndhrung gemischt. Das Futter
der SP-Gruppe wurde zusatzlich mit dem probiotischen Keim Enterococcus faecium NCIMB
10415 (Cylactin, Charge: ED0231, Cerbios-Pharma, Barbengo, Switzerland) angereichert
(Saugferkelfutter: 7,5 x10° probiotische Zellen/g, Absatzferkelfutter: 4,4 x10® probiotische
Zellen/g Futter). Alle Ferkel wurden am 28 d p.n. abgesetzt. Direkt nach dem Absetzen
erfolgte mittels intragastraler Applikation nach Sedation mit 1,0 mg/kg Azaperon
intramuskular in der S- und SP-Gruppe die Infektion mit Salmonellen (Salmonella enterica
subspezies enterica serovar Typhimurium DT104, 5-10 x 10° CFU/Ferkel). Ein Ferkel je Wurf
der C-Gruppe wurde am Tag 7, 14, 28, 31, 35 und 56 p.n. getétet. In der S- und SP-Gruppe
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wurden zum Zeitpunkt 28, 29, 31 und 56 Tage p.n. je zwei Tiere getotet. Tab. 1 gibt einen
Uberblick tber die Anzahl der getdteten Tiere. Die Versuche wurden im Rahmen der DFG
Forschergruppe 438 durchgefihrt.

Tab. 1: Wurfanzahl und Anzahl getoteter Tiere je Zeitpunkt und Gruppe

Versuchsgruppe C S SP
Anzahl der Wiirfe/Versuchsgruppe 5 5 5
Toétung Anzahl getotete Tiere/Wurf
post natum (p.n.) post infectionem (p.i.) (o3 S SP
7d - 1 - -
14 d - 1 - -
28d 3h 1 2 2
- 1d - 2 2
31d 3d 1 2 2
35d - 1 - -
56 d 28d 1 2 2%
2 aller Tiere 30 40 38
*nur 4 Wiirfe

2.7 Probenentnahme

Die Toétung der Ferkel erfolgte nach Narkose mit Ursotamin® (Wirkstoff: Ketamin-
Hydrochlorid, 150 mg/ml, Serumwerk, Bernburg) und Stresnil® (Wirkstoff: Azaperon,
40 mg/ml, Jannsen-Cilag) mittels intraperitonealer Verabreichung von Eutha® 77 (Wirkstoff:
Pentobarbitalum natricum, 400 mg/ml, Essex). Nach Offnung des Abdomens wurden
ungeféhr 5 cm lange Darmstiicke entnommen. Das lleum direkt am Ubergang vom Jejunum
am Ende der Plica ileocaecales sowie das Colon ascendens 10 cm nach Beginn der ersten
zentrifugalen Windung. Entnommene Darmgewebe wurden sofort in flissigem Stickstoff
schock-gefroren und bei -80 °C langfristig gelagert. Die Probenentnahme erfolgte im
Rahmen der Doktorarbeit von Jutta Sharbati (2010) innerhalb der DFG Forschergruppe 438.

2.8 Zellen

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete porcine intestinale Epithelzelllinie (IPEC-J2)
wurde vom Friedrich-Loeffler-Institut der Insel Riems zur Verfligung gestellt. Die humane
Kolonkarzinomzelllinie (HT-29) stammt aus dem Institut fir klinische Physiologie der Charité
Berlin AG Fromm sowie die humane Zervixkarzinomzelllinie von ATCC (ATCC Number:
CCL-2™). Alle Zellinien (IPEC-J2, HT-29 und Hela) wurden bei 37 °C und einem CO,
Gehalt von 5 % in 25 oder 75 cm? Kulturflaschen (Sarstedt) kultiviert. Die IPEC-J2 Zellen
wurden in DMEM HAM's F12 mit 10 % FBS Superior (Biochrom), die HT-29 sowie die HelLa
Zellen in RPMI Medium mit 10 % FBS Superior (Biochrom) kultiviert. Gentamicin (Biochrom)
wurde in einer Endkonzentration von 10 pg/ml zum Medium hinzugefiigt. Ein Medienwechsel
erfolgte bei allen Zellen alle drei Tage. Eine Passagierung der Zellen erfolgte mittels
Accutase (PAA) (0,04 ml/cm? Kulturflasche), bei den IPEC-J2 und Hela Zellen alle
funf Tage, die HT-29 Zellen wurden alle neun Tage passagiert.
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2.9 Bakterienstamme

Der verwendete Salmonellenstamm (Salmonella enterica subspecies enterica serovar
Typhimurium DT104) wurde von Dr. Pawel Janczyk vom BfR zur Verfligung gestellt. Die
Salmonellen wurden auf Salmonellen/Shigellen Agar (Carl Roth) angezogen (24 h, 37 °C),
eine Kolonie in LB Medium bei 37 °C bis zu einer ODgy von 1,5 kultiviert. Das nach
Zentrifugation (3000 g, 10 min) erhaltende und mittels PBS gewaschene Bakterienpellet
wurde in Glycerin/PBS im Verhaltnis 2/8 aufgenommen. Die CFU der Bakteriensuspension
wurde mittels einer Verdinnungsreihe von 10° bis 107 bestimmt. Die
Salmonellensuspension wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C
gelagert.

Das verwendete Probiotikum Enterococcus faecium NCIMB 10415 wurde in
mikroverkapselter Form als kommerzieller Futterzusatzstoff Cylactin LBC ME10 (Cerbios-
Pharma, Barbengo, Schweiz) verabreicht.

2.10 Molekularbiologische Techniken

Allgemeine molekularbiologische Techniken wurden anhand der Standardtechnikprotokolle
von Green & Sambrook (2012) durchgefiihrt oder gemafR der Angaben des
Herstellerprotokolls der verwendeten Kits und Enzyme.

2.11 Gesamt-RNA lIsolierung, Quantitat und Integritat
2.11.1 Darmgewebe

Um reprasentative Expressionsergebnisse zu erhalten, wurden aus jedem Darmabschnitt
drei ca. 2 mm breite Scheiben, wie in Abb. 3 dargestellt, entnommen und zu einer Probe
vereinigt (Scholven et al. 2009). Das Darmgewebe wurde anschlieBend mittels eines
automatisierten Homogenisierers (FastPrep Homogenisierer, Qbiogene/MPBiomedicals)
lysiert.

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mit dem mirVana Isolation Kit (Applied Biosystems,
Ambion) gemaR dem Herstellerprotokoll. Die finale RNA Elution erfolgte in 100 pl
Elutionspuffer. Der mirVana Kit ermdglichte die gleichzeitige Extraktion kleiner RNA Molekiile
(<30 Nukleotide).

vereinigt zu einer Probe

Abb. 3 Poolgenerierung fiir die RNA Isolierung: Um reprasentative Expressionsergebnisse zu erhalten,
wurden aus jedem Darmabschnitt drei ca. 2 mm breite, nahe beieinander liegende Scheibe zu einer Probe
vereinigt (Scholven et al. 2009).

Die Quantitatsmessung der Gesamt-RNA wurde photometrisch bei einer Wellenlange von
260 nm mittels eines NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spektralphotometer (NanoDrop
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Technologies) durchgefiihrt. Nukleinsauren absorbieren bei einer Wellenlange von 260 nm,
die aromatischen Reste der Aminosauren hingegen bei 280 nm. Der Quotient aus 260/280
stellt somit ein Maf fiir die Reinheit der RNA dar und sollte ungefahr bei zwei liegen. Die
Bestimmung der RNA Integritat erfolgte mit Hilfe des Agilent 2100 Bioanalyser und dem RNA
6000 Nano Kit gemaR dem Herstellerprotokoll. Anhand eines internen Standards konnte die
GroRe der enthaltenen RNA Molekile bestimmt werden, sowie das Verhaltnis von 18S zu
28S rRNA. Mittels der RNA Integritdtsnummer (RIN) lieB sich eine Aussage uber die
Integritat treffen, wobei eine RIN von 10 die héchste Integritat darstellte. Fir die Tauglichkeit
der RNA wurde in der vorliegenden Arbeit eine RIN Untergrenze von 8 definiert. Aus allen
RNA Proben wurden Poole fiir die Microarrayversuche generiert, um die Anzahl der zu
untersuchenden Proben zu minimieren (Tab. 2). Hierzu wurden je 6 yg Gesamt-RNA je
Zeitpunkt jeder Gruppe und jedes Darmabschnittes vereinigt.

Tab. 2: RNA Poole

Pool Gruppe Darm- Zeitpunkt Pool Gruppe  Darmabschnitt Zeitpunkt
abschnitt

p-n. p.i. p-n. p.i.

1 C lleum 7d - 15 C Colon ascendens 7d -

2 C lleum 14d - 16 C Colon ascendens 14d -

3 Cc lleum 28d * - 17 C Colon ascendens 28d * -

4 Cc lleum 31d - 18 C Colon ascendens 31d -

5 Cc lleum 35d - 19 C Colon ascendens 35d -

6 Cc lleum 56d - 20 C Colon ascendens 56d -
7 S lleum 28d ** 3h 21 S Colon ascendens 28d ** 3h
8 S lleum 29d 1d 22 S Colon ascendens 29d 1d
9 S lleum 31d 3d 23 S Colon ascendens 31d 3d
10 S lleum 56d 28d 24 S Colon ascendens 56d 28d
11 SP lleum 28d ** 3h 25 SP Colon ascendens 28d ** 3h
12 SP lleum 29d 1d 26 SP Colon ascendens 29d 1d
13 SP lleum 31d 3d 27 SP Colon ascendens 31d 3d
14 SP lleum 56d 28d 28 SP Colon ascendens 56d 28d

* Ferkel wurden vom Muttertier abgesetzt
** Ferkel wurden vom Muttertier abgesetzt und mit S. Typhimurium infiziert

Eine gemeinsame Referenz (CR) wurde aus Vereinigung je 30 pg jeder isolierten Gesamt-
RNA gebildet. Eine CR wurde gewahlt, um alle Poolproben untereinander vergleichen zu
kénnen.

2.11.2 Zellen

Die RNA Extraktion aus Zellen sowie die Quantitatsbestimmung erfolgte wie unter 2.11.1
beschrieben. Im Gegensatz zum Darmgewebe wurde die Lyse der Zellen direkt im
Kulturgefall durchgefiihrt. Die Integritdt der RNA wurde mit Hilfe eines 1 %igen
denaturierenden RNA-Agarosegels bestimmt. 2 ug Gesamt-RNA wurden mit RNA-
Probenpuffer versetzt, 10 min bei 70 °C denaturiert und fiir 2 h bei 70 V elektrophoretisch
aufgetrennt. Das Ethidiumbromid interkalierte mit der RNA und konnte mittels eines
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Transiluminators sichtbar gemacht werden. Qualitativ hochwertige RNA zeichnet sich durch
gut sichtbare 18S rRNA und 28S rRNA Banden aus, wobei Letztere doppelt so intensiv sein
sollte wie Erstere.

2.12 cDNA Synthese

Im initialen Schritt der cDNA Synthese wurde noch verbliebene genomische DNA verdaut.
Hierzu wurden 2 uyg Gesamt-RNA in einem Gesamtendvolumen von 60 ul mit 3 U RNAse
freie DNAse und dem mitgelieferten 10x Reaktionspuffer mit MgCL, (Fermentas) fir 30 min
bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von EDTA mit einer Endkonzentration
von 2,5 nmol/pl und Inkubation bei 65 °C fir 10 min gestoppt. Im Weiteren fand die Reverse
Transkription statt, bei der im ersten Schritt die Gesamt-RNA mit 0,6 ug random hexamer
Primer (Fermentas) fir 5min bei 70 °C versetzt wurde. AnschlieRend erfolgte eine
Inkubation mit 400 U RevertAid Reverse Transcriptase (Fermentas), 60 nmol dNTPs
(Fermentas) und dem mitgelieferten 5x RT Puffer fir 10 min bei 25 °C, gefolgt von 60 min
bei 42 °C und 10 min bei 70 °C. RT-Negativkontrollen bildeten Ansatze, zu denen bei der
reversen Transkription kein RT Enzym zugesetzt wurde, sie dienten somit als Kontrolle des
initialen Verdaus genomischer DNA. Synthetisierte cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.13 Oligonucleotid-Microarray

Genexpressionsstudien wurden mit Hilfe des Oligonucleotid Microarrays Pigoligoarray
(www.pigoligoarray.org) durchgefiihrt. Der Pigoligoarray ist ein Gesamt-Genom Microarray
bestehend aus 20400 porcinen 70 mer Oligonukleotiden. Als Negativkontrollen beinhaltete
der Microarray sechs Mismatchproben sowie 60 Oligos, die weder im bovinen noch im
porcinen Genom enthalten sind. 214 Oligos gerichtet gegen das porcine Genom mit
100 %iger Ubereinstimmung zum bovinen Genom dienten als Kontrolle fir Spezies-
Kreuzreaktionen.

15 ug Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des Super Script Plus™ Indirect cDNA Labelling System
(Life technologies) nach Angaben des Herstellerprotokolls mittels aminomodifizierter Basen
in cDNA konvertiert, an die anschlieBend die Ankopplung von Alexa Fluor® Dyes (Life
technologies) erfolgte. Die Hybridisierung wurde als Zwei-Farben-Experiment durchgefiihrt,
in dem die jeweilige Probe (Pool 1-28, Tab. 2, Seite 27) mit dem Alexa Fluor 647° (rote
Emission) und die CR mit dem Alexa Fluor 555° (griilne Emission) gekoppelt wurde und
beide gleichzeitig auf demselben Objekttréager hybridisiert wurden. Vor der eigentlichen
Hybridisierung wurden die Objekttrager zuerst re-hydratisiert, in dem diese fir ca. 10 sec
Uber ein 50 °C Wasserbad geschwenkt und sofort auf einem Heizblock bei 65 °C fir 5 sec
getrocknet wurden. AnschlieRend erfolgte das UV-Quervernetzen in einem Stratalinker bei
180 mJ. AbschlieRend wurden die Objekttrager in 0,1 % SDS fiir 5 min gewaschen, in bi-
destilliertes Wasser getaucht und sofort fur 3min in 100 % Ethanol transferiert. Die
abschlieRende Trocknung erfolgte durch Zentrifugieren bei 500 rpm fir 3 min. Die
fluoreszenzgekoppelten Proben wurden vor der Hybridisierung bei 95°C fir 5 min
denaturiert und mit dem SlideHyb buffer #1 (Ambion) vereinigt. Die Pre-hybridisierung,
Hybridisierung und die Waschschritte wurden automatisiert in der aHyb™ Hybridisation
station (Miltenyi Biotec) durchgefiihrt. Die Pre-hybridisierung erfolgte bei 45 °C fiir 5 min mit
dem Pre-hybridisierungspuffer (5x SSC, 0,1% SDS, 1% BSA). AnschlieRend erfolgte die
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Hybridisierung fir 16 h bei 50 °C mit einer Pumpgeschwindigkeit von 1 ml/min. Die
abschlieRenden Waschschritte wurden mit Puffern in aufsteigender Stringenz durchgefiihrt.
Der erste Waschschritt mit Waschpuffer 1 (2x SSC, 0,5% SDS) erfolgte fiir 1 min bei 50 °C,
gefolgt von Puffer 2 (1x SSC, 0,5% SDS), Puffer 3 (0,5% SSC, 0,5% SDS) sowie Puffer 4
(0,1% SSC, 0,2% SDS) fir jeweils 1 min bei Raumtemperatur. Im Anschluss an die
Hybridisierung wurden die Objekttrager sofort aus der Hybridisierungsstation entfernt und
mehrere Male in bi-destilliertes Wasser getaucht sowie getrocknet durch eine kurze
Zentrifugation. Um farbstoffspezifische Hybridisierungseffekte auszuschlieBen, wurden
Uberkreuzmarkierungsexperimente durchgefiihrt, bei denen die Probe mit dem Alexa Fluor
555® und die CR mit dem Alexa Fluor 647° gekoppelt wurde. Das Scannen der Microarray
Objekttrager erfolgte mit Hilfe des GenePix 4000B Scanner (Molecular Devices) mit einer
Auflésung von 10 pm.

Die Auswertung des gescannten Bildes erfolgte mittels dem GenePix Pro 6.1 Programm
(Molecular Devices). Um schwache und unregulierte Gene auszuschlielen, wurden Kriterien
definiert, durch die nur Signale mit in die Auswertung gelangten, bei denen > 70 % der Pixel
eine Intensitat in einem Kanal aufwiesen, die gréf3er als 2x SD der Intensitat des jeweiligen
Hintergrundes waren. Des Weiteren wurden nur Signale einbezogen, die ein Signal zu
Rauschverhaltnis von > 3 aufwiesen, das Signal zu Rauschverhéltnis gab die Zuverlassigkeit
an, mit der ein Signal quantifizierbar war. AnschlieBend erfolgte eine ratio-based
normalisation. Erhaltene log2 Ratios wurden mittels dem Multi experiment viewer (MEV;
http://www.tm4.org/mev/) ausgewertet.

2.14 Gradienten RT-gPCR mittels SYBR Green

Um die beste Anlagerungstemperatur fir jedes Primerpaar zu ermitteln, wurde eine
Gradienten PCR im StepOnePlus qPCR Gerat (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Hierbei
wurde eine Temperaturdifferenz zwischen 57 °C bis 62 °C in 1 °C Schritten gewahlt. Die
Matritze wurde unverdiinnt sowie in einer 1:5 Verdiinnung eingesetzt. Die Durchfiihrung der
PCR erfolgt wie unter 2.18 beschrieben. Die so erhaltenden Amplifikationsprodukte wurden
mittels Agarosegelelektrophorese (2.15) weiter untersucht. Mit Hilfe der in der RT-gPCR
erhaltenden Amplifikationskurven konnten Aussagen Uber die Brauchbarkeit des
Primerpaares sowie die optimale Anlagerungstemperatur getroffen werden. Die Cg-Werte
sollten < 25 sein, es wurde die Temperatur als optimal angesehen, die den geringsten Cqg-
Wert aufwies. Die Schmelzkurve dieser Temperatur sollte nur einen einzelnen Peak
aufweisen, ansonsten lag die Vermutung von Mehrfachamplifikaten vor. Bei allen
Primerpaaren ergab die 1:5 Verdiinnung Amplifikationskurven, bei denen die logarithmische
Phase deutlich ausgepragter war, so dass diese Verdiinnung fir die spateren RT-gPCR
Versuche beibehalten wurde.

2.15 Agarosegelelektrophorese

PCR-Reaktionsprodukte wurden mit einem 5x Nukleinsaure-Ladepuffer versetzt und in
einem 1,5 %igen Agarosegel (0,9 g Agarose in 60 ml 1x TAE Puffer + 6 pl Ethidiumbromid).
fir 1 h bei einer Spannung von 80 V elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA wurde mittels
eines Transiluminators sichtbar gemacht und die spezifischen Banden aus dem Gel
ausgeschnitten, um die DNA aufzureinigen.
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2.16 DNA Gelextraktion

Die Aufreinigung der aus dem Gel ausgeschnittenen PCR Produkte erfolgte mittels Invisorb
Spin DNA Extraction Kit (Invisorb) laut Herstellerprotokoll. Die DNA Elution erfolgte in 50 pl
Elutionspuffer. Die Quantitdtsmessung wurde photometrisch bei einer Wellenlange von
260 nm mittels eines NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spektralphotometer (NanoDrop
Technologies) durchgefiihrt. Der Quotient aus 260/280 sollte bei reiner DNA Uber 1,8 liegen.
Die aufgereinigten PCR Produkte wurden in der Sequenzierung wund als
Quantifizierungsstandard in der RT-qPCR eingesetzt.

2.17 Sequenzierung

Die Sequenzierung der PCR-Produkte (2.16) bzw. Plasmid DNA (2.29.1) erfolgte mittels des
Kettenabbruchverfahrens nach Sanger et al. (1977). Die enzymatische Reaktion sowie die
Kapillar-Elektrophorese wurden von der Firma GATC (Konstanz) durchgefiihrt. Hierzu
wurden 10-50 ng/ul der PCR Produkte oder 30-100 ng/ul Plasmid DNA mit 10 pmol/ul des
spezifischen Primers eingesandt. Die Auswertung der erhaltenen Sequenzen erfolgte mittels
DNASTAR Lasergene (DNASTAR).

2.18 RT-gPCR mittels SYBR Green

Synthetisierte cDNA wurde mittels der RT-gPCR mit Hilfe der SYBR Green Methode (2x
SensiMix SYBR Hi-Rox, Bioline) quantifiziert. SYBR Green ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der
nach Interkalierung mit doppelstrangiger DNA Licht bei einer Wellenlange von 494 nm
absorbiert sowie bei 521 nm emittiert. Dies ermdglichte die Messung des Fluoreszenzsignals
in jedem Zyklus, das proportional zur Amplifizierung der DNA anstieg. Durch Mitfiihrung
einer Verdiinnungsreihe von 10°-10"" eines aufgereinigten spezifischen PCR Produktes
(Standard) konnte im Anschluss eine Kalibrierungskurve erstellt werden.

1 ul cDNA Probe bzw. Negativkontrolle 1:5 verdinnt (0,1 ng), H,O oder Standard wurden mit
dem RT-gPCR Reaktionsansatz (1x SensiMix, 250 nM Primer fw sowie rev im
Gesamtvolumen von 10 ul) in einer 96 PCR-Mikrotiterplatte (MicroAmp® Fast 96-Well
Reaction Plate; Applied Biosystems) vereinigt. Alle Proben wurden als Duplikat, wenn
moglich als Triplikat, gemessen. Die PCR Platte wurde mit einer durchsichtigen
selbstklebenden Folie (MicroAmp® Optical Adhesive Film; Applied Biosystems) versiegelt.
Die Messung erfolgte im StepOnePlus RT-gPCR Gerat (Applied Biosystems). Nach einer
initialen Aktivierung der DNA Polymerase bei 95 °C fiir 10 min erfolgte die Denaturierung bei
95 °C fur 15 sec, sowie die Anlagerung fir 20 sec bei einer Temperatur, die flr jedes
Primerpaar individuell ermittelt wurde (Tab. 3). Die Elongation erfolgte fiir 30 sec bei 72 °C,
wahrend dessen das Fluoreszenzsignal detektiert wurde. Denaturierung, Anlagerung und
Elongation wurden 40 Mal wiederholt. Um die Spezifitdt der Amplifikate zu bestimmen, wurde
im Anschluss die Schmelzkurve der DNA ermittelt. Hierzu erfolgte eine Denaturierung fir
15 sec bei 95 °C, gefolgt von der Anlagerung fir 1 min bei 60 °C und einer schrittweisen
Erhéhung der Temperatur von 0.5°C/15sec bis auf 95°C, wahrend dessen das
Fluoreszenzsignal gemessen wurde. Der H,O-Ansatz diente als RT-gPCR Negativkontrolle
und durfte wie die RT-Negativkontrolle (cDNA Negativkontrolle) keine spezifischen
Amplifikate erzeugen, damit die RT-qPCR mit in die vorliegende Arbeit einging. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe der StepOnePlus Software. Diese kalkulierte fir jede Probe
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den Cqg-Wert, welcher angab, ab wann das Fluoreszenzsignal erstmalig Uber das
Hintergrundfluoreszenzrauschen hinaus trat und sich in der exponentiellen Phase befand.
Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe einer Kalibrierungskurve, die durch Auftragung des
Logarithmus der Standardverdiinnungen (10°-10"") gegen dessen Cg-Wert erhalten wurde.
Durch Einsetzen des Cg-Wertes jeder unbekannten Probe in die Geradengleichung x= (Cg-
b)/m konnte die Ausgangsmenge ermittelt werden. Der ermittelte Korrelationskoeffizient lag
bei allen in der vorliegenden Arbeit einbezogenen RT-qPCR >0,98 und die Effizienz bei >
85 %. Die Normalisierung der Quantitdtswerte der Zielgene erfolgte mit Hilfe der
Referenzgene ACTB, GAPDH, UBC sowie 18S rRNA. Mittels des Programmes geNorm
(Vandesompele et al. 2002) wurde die Expressionsstabilitat der Referenzgene (M-Wert)
ermittelt und nur solche fiir die Kalkulierung von Normalisierungsfaktoren herangezogen, die
einen M-Wert < 1,5 aufwiesen.

2.19 Mikrofluide microRNA Microarrays

Die mikrofluiden Microarrays wurden durch die Firma febit biotech GmbH (Heidelberg)
durchgeflihrt. Kommerzielle Microarrays wurden mittels des Geniom One Device und des
Standard shortmer Kits fir Oligonukleotid Synthese (febit biotech GmbH) produziert. Die
Licht-aktivierte in situ Oligonukleotid Synthese erfolgte mittels eines digitalen
Flachenlichtmodulators Micromirror Device (Texas Instrument) im Geniom One Instrument
(Baum et al. 2003). Das verwendete Microarray Design beinhaltete 489 im Vorhinein
beschriebene und validierte porcine miRNAs (Sharbati et al. 2010). Jede miRNA wurde in 12
Replikaten in situ synthetisiert, wodurch eine Gesamtanzahl von 5868 Features resultierte.
Fir jeden Microarray wurden 250 ng der Gesamt-RNA des jeweiligen Pools in miRNA
Hybridisierungspuffer (febit biotech GmbH) suspendiert. Die Hybridisierung erfolgte
automatisiert fir 16 h bei 42 °C im Geniom RT-Analyzer (febit biotech GmbH). Im Anschluss
an stringente Waschschritte wurde die miRNA mittels biotinylierter Nukleotide durch einen
mikrofluid basierten Assay gekennzeichnet. (Vorwerk et al. 2008) Nach weiteren
Waschschritten wurden die biotinylierten Nukleotide mittels Streptavidin-Phycoerythrin
detektiert. Der Hintergrund wurde durch eine globale Hintergrundsubtraktion sowie Intraarray
Effekte mittels Varianz Stabilisierungsnormalisierung korrigiert (Huber et al. 2002).
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Tab. 3: Ubersicht Giber die in der RT-gPCR verwendeten Primerpaare und deren optimale Anlagerungstemperatur

Material und Methoden

Gen Spezies Sequenz 5°-3" Ende GroRe PCR Produkt [bp] | EMBL Acc. No. Anlagerungstemperatur [°C]

5s rRNA ssc/hsa fw  GCCCGATCTCGTCTGATCT 93 60
rev._ AGCCTACAGCACCCGGTATT

18s rRNA ssC fw  AATCGGTAGTAGCGACGG 276 AY265350 60
rev._ AGAGGGACAAGTGGCGTTC

ACTB ssC fw  CAACTGGGACGACATGGAG 234 AY550069 60
rev._ GAGTCCATCACGATGCCAG

APOA1 ssc fw  CCGATCAAAGACAGTGGCAGA 168 L00626.1 62
rev. TTTCCAGGTTGTCCCAGAAC

CAL1L ssc fw  ACTGGTCCAGGTCCTTCATT 188 XM_001929618.1 60
rev._ AATGCCGTCTCAAATGGAACA

CAV2 ssc fw  CCTAACGGTGTTCCTGGCTA 177 NM_001123091.1 59
rev. GTACACAAGGGGGCAATGAC

CAV2 hsa fw  AGTTCCTGACGGTGTTCCTG 193 NM_001233.3 60
rev. CGTCCTACGCTCGTACACAA

CDC42 ssc/hsa fw  ACGACCGCTGAGTTATCCAC 237 NM_001039802.1 60
rev GCCAGCTTTTCAGCAGTCTC NM_001078680.1

COL4A1 ssc fw  ACCTCAAGATGAAGCGTGGT 239 pigoligoarray: 60
rev. GGAGCCAGTGTCCCTAATCA 3116_CL1Contig1

GAPDH ssc fw  ATTCCACCCACGGCAAGTTC 225 NC_010447.4 60
rev. AAGGGGCAGAGATGATGACC

GPX2 ssC fw  TCAACATCGAGCCTGACATC 135 DQ898282 62
rev. CTCAGTGTTCTGAGGGCACA

HBD ssC fw  GGCTCAGACTTGGGATGAGA 246 pigoligoarray: 60
rev. GGCTCCTCCTGGAAATCAG 13883:1123_CL1Contig1:r

HLA-F ssC fw  ACGGCTTTCGGAGTCATAGA 234 pigoligoarray: 60
rev. GTCTGTTTGCTTGTGCTCCA 1138_CL1Contig26

Iga2C SsC fw  TGAGGAGAAGCTGGTGGAGT 242 pigoligoarray: 60
rev. CCGTGTTCTGGGAGTTGTCT 15889_CL1Contig104

IL6 ssc fw  AAGGTGATGCCACCTCAGAC 151 M80258.1 62
rev. TCTGCCAGTACCTCCTTGCT

IL8 ssc fw  GGCAGTTTTCCTGCTTTCTG 153 NM_213867.1 60
rev. CAGTGGGGTCCACTCTCAAT
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ITGAL (CD11a) ssc fw  TTTCCGTCTTTCACCCTGTC 246 NM_001044608.1 61
rev. ATTTCCAACCTGCAGGACAC

ITGA4 (CD49d) ssc fw  TGGTCGTTTGGTGTTGAATG 199 pigoligoarray: 61
rev GTAGCCGAACAAGGTTTTGG 1798_CL4Contig1

ITGB1 (CD29) ssc fw  GGGGATGAGGTTCAGTTTGA 199 NM_213968.1 62
rev. CACACTCAAACGTCCCATTG

ITGB2 (CD18) ssc fw  GCAGAAGGCCTTGTCTTCAC 164 NM_213908.1 61
rev. CTGACCCACCTGAGTGACCT

ITGB7 ssc fw  TCGGCTCTCAGTGGAAATCT 203 pigoligoarray: 62
rev. TCTCCATCCCAGAGAAGAGC 3518_CL3Contig1

MadCAM-1 ssC fw  CCCTGTGTCACAACCTCCTT 178 NM_001037998.1 61
rev. CCTCACACAGCAACTCCAGA

MCP1 (CCL2) ssc fw  TCTCCAGTCACCTGCTGCTA 185 NM_214214.1 61
rev. TCCAGGTGGCTTATGGAGTC

RNU6 ssc/hsa Fw CGCTTCGGCAGCACATATAC 89 58
rev. GCTTCACGAATTTGCCTGTC

SELE sscC fw  CTGGGAACCTCCAAACTTGA 166 NM_214268.1 61
rev. ATTCCCCGACTGGAGAGTTT

SELL ssc fw  AAGACTCCGGGAAGTGGAAT 187 NM_001112678.1 60
rev. GGCTCACACTGAGTCACGAA

SELP sscC fw  ATCAGCCCTCCCGATAGACT 156 NM_214078.1 60
rev. AAGGGGCAGTGGGTAGAGTT

SELPLG ssc fw  TACTGCAGGGACTGCAACAC 153 NM_001105307.1 61
rev. TCTTTGGTCAGAGGGTCCAG

SNORDA47 ssc/hsa Fw TGATGTRATGATTCTGCCAAATG 69 NR_002746.1 56
rev. CCTCAGAATCAAAATGGAACG

TCR ssc fw  ATCCATCAATGGCCAGCTAC 194 AB079521.1 60
rev. GAGGCGTTGAAGTTCTGGAG

UBC ssc fw  CAGTCGCTTCTGAACACTGC 228 pigoligoarray: 60
rev AGGAGCAGAACAACCTGGAA 629 15179314

VCAM1 ssc fw  AAGCTGAGGGATGGGAATCT 163 NM_213891.1 60
rev GATCTTTTGGAGCAGCTTGG

WAP-1 ssc fw  ATTGGAAAGCCGATGAGAGAG 243 NM_001123215.1 60

CGCTGAGCAATCCCTCTAAC
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2.20 miR-Q

Das Expressionslevel von miRNAs wurde mittels RT-gPCR (miR-Q) (Sharbati et al. 2008)
ermittelt (Abb. 4). Die Quantifizierung der miRNAs wurde durch Kalkulierung einer
Standardkurve aus 50 ng E. coli Gesamt-RNA als Hintergrund, versehen mit synthetischer
miRNA, in Verdinnungen von 100 fmol bis 0,1 amol in 10" Schritten, ermdglicht. Hierzu
wurde die mIiRNA zuerst mit Hilfe eines spezifischen Primers (RT6-Primer;
Endkonzentration: 25nM) in cDNA konvertiert und dabei gleichzeitig mit einem 5°Uberhang
versehen (Abb. 4a). Als Negativkontrolle diente E. coli Gesamt-RNA. Wahrend einer
Inkubation bei 70 °C fir 5 min fand hierbei die Primerhybridisierung statt. Die Elongation
folgte nach Zugabe von 5x RT Puffer (Fermentas), 100 U RT MMuLV Enzym (Fermentas)
sowie dNTPs (Endkonzentration von 1 mM) bei Inkubationen von 37 °C fiir 5 min, gefolgt von
42 °C fur 60 min. AnschlieBend erfolgte die Enzyminaktivierung fiir 10 min bei 70 °C (Abb.
4b). Die finale Quantifizierung wurde durch real-time PCR Messungen mit SYBRGreen
ermdglicht. Mittels miRNA spezifischer Primer (short-miR-X-rev Primer; 4nM), die ebenfalls
mit einem 5 Uberhang versehen waren, erfolgte dabei die Elongation (Abb. 4c). Die finale
Amplifizierung wurde mittels universeller Primer (Mp fw und Mp rev; 100nM), die in den
beiden eingefiihrten Uberhdngen banden, ermdglicht (Abb. 4c). Die real-time PCR
Messungen wurden im StepOne Plus (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Die einzelnen
Reaktionsschritte waren wie folgt: 95 °C fiir 10 min, gefolgt von 40 Zyklen mit 15 sec bei
95 °C, 10 sec bei der miRNA spezifischen Anlagerungstemperatur und 20 sec bei 72 °C. Das
Fluoreszenzsignal wurde bei 72 °C aufgenommen. Die optimale Anlagerungstemperatur fuir
jede miRNA (Tab. 4) wurde durch eine vorgeschaltete Gradienten RT-qPCR (53-65 °C)
ermittelt. Jede Verdunnung der synthetischen miRNA sowie die Proben wurden als Triplikat
gemessen. Die ermittelten Cg-Werte wurden mittels der miRNA spezifischen
Kalibrierungskurve in fM umgewandelt. Die Normalisierung der erhaltenen Quantitatswerte
erfolgte mittels der Referenzgene RNU6, SNORD47 sowie 5s rRNA mit geNorm wie unter
2.18 bereits beschrieben.

N\

Abb. 4: miR-Q (Sharbati et al. 2008): (a-c) Reverse Transkription mittels miRNA spezifischer Hexamere mit
5'Uberhang (d) SYBR Green qPCR
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Tab. 4: Ubersicht tber die in der miR-Q verwendeten Primer und deren optimale Anlagerungstemperatur

miR-29a

RT6 Primer Sequenz 5°- 3° Ende TGTCAGGCAACCGTTCACCGTGAGTGGTTAACCG

short-miR-X-rev Primer Sequenz 5°- 3" Ende | CGTCAGATGTCCGAGTAGAGGGGGAACGGCGTAG
CACCATCTGAAAT

Anlagerungstemperatur [°C] 55

miR-34a

RT6 Primer Sequenz 5°- 3° Ende TGTCAGGCAACCGTATTCACCGTGAGTGGTACAACC

short-miR-X-rev Primer Sequenz 5°- 3" Ende | CGTCAGATGTCCGAGTAGAGGGGGAACGGCGTGGC
AGTGTCTTAGCTGGT

Anlagerungstemperatur [°C] 60

universal miR-Q oligos

Mp fw TGTCAGGCAACCGTATTCACC

Mp rev CGTCAGATGTCCGAGTAGAGG

2.21 miR-Q Array

Fir die Multiplex RT (miR-Q Array, Sharbati et al. 2012) wurde ein Pool aus RT-6 Primern
von allen miRNAs und den Referenz-miRNAs (Tab. 5) gebildet, zu einer Endkonzentration
von 100 pM. 1 pg Gesamt-RNA wurde mit 1 yM des RT-6 Pools bei 70 °C fir 5 min inkubiert.
Anschlielend erfolgte die Elongation nach Zugabe von 5x RT Puffer (Fermentas), 200 U RT
MMuLV Enzym (Fermentas) sowie dNTPs (Endkonzentration von 10 mM) bei Inkubationen
von 42 °C fir 120 min. AnschlieBend erfolgte die Enzyminaktivierung fiir 5 min bei 95 °C. Die
cDNA wurde mit ddH,O 1:5 verdiinnt.

Die finale Quantifizierung wurde durch gPCR Messungen mit SYBRGreen ermdglicht. Ein
Mastermix aus je 100 nM universellen Primern (Mp fw und Mp rev), 2x SensiMix SYBR Hi-
Rox (Bioline) und verdiinnter cDNA wurde zu je 9ul in eine MicroAmp® Fast 96-
Mikrotiterplatte (Life Technologies) vorgelegt und 1 pl jedes 50 nM short-miR-X-rev Primers
(Tab. 5) im Triplikat hinzugegeben. Die real-time PCR Messungen wurden im StepOne Plus
(Applied Biosystems) durchgefiihrt. Die einzelnen Reaktionsschritte waren wie folgt: 95 °C
fir 10 min, gefolgt von 40 Zyklen mit 15 sec bei 95 °C, 20 sec bei 60 °C und 20 sec bei
72 °C. Das Fluoreszenzsignal wurde bei 72 °C aufgenommen. Die Normalisierung erfolgte
mit Hilfe der miR-191 und miR-16. Nach Berechnung des Cq Mittelwerts jeder Referenz-
miRNA wurde das geometrische Mittel der Cq Mittelwerte aller Referenz-miRNAs gebildet.
Der ACqProbe oder ACqCaIibramr wurde Wie f0|gt bereChnet CqProbe'ngeometrisches Mittel Referenz.
Anschlielend erfolgte die Bestimmung des AACq (ACQprone- ACQcaiibrator)- Die Darstellung der
Werte erfolgte als Fold difference (27 24<9).

Tab. 5: Ubersicht tiber die im miR-Q Array verwendeten Primer

miR-21

RT6 Primer Sequenz 5°- 3’ Ende TGTCAGGCAACCGTATTCACCGTGAGTGGTTCAACA

short-miR-X-rev Primer Sequenz 5°- 3" Ende | CGTCAGATGTCCGAGTAGAGGGGGAACGGCGTAGCT
TATCAGACTGA

miR-23b

RT6 Primer Sequenz 5°- 3° Ende TGTCAGGCAACCGTATTCACCGTGAGTGCTGGTAAT

short-miR-X-rev Primer Sequenz 5°- 3" Ende | CGTCAGATGTCCGAGTAGAGGGGGAACGGCGATCAC
ATTGCCAGGG
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miR-29a

RT6 Primer Sequenz 5°- 3" Ende TGTCAGGCAACCGTTCACCGTGAGTGGTTAACCG

short-miR-X-rev Primer Sequenz 5°- 3" Ende | CGTCAGATGTCCGAGTAGAGGGGGAACGGCGTAGCAC
CATCTGAAAT

miR-143

RT6 Primer Sequenz 5°- 3" Ende TGTCAGGCAACCGTATTCACCGTGAGTGGTTGAGCT

short-miR-X-rev Primer Sequenz 5°- 3" Ende | CGTCAGATGTCCGAGTAGAGGGGGAACGGCGTGAGA
TGAAGCACTGT

miR-146a

RT6 Primer Sequenz 5°- 3" Ende TGTCAGGCAACCGTATTCACCGTGAGTGGTAACCCA

short-miR-X-rev Primer Sequenz 5°- 3" Ende | CGTCAGATGTCCGAGTAGAGGGGGAACGGCGTGAG
AACTGAATTCCA

miR-296-3p

RT6 Primer Sequenz 5°- 3" Ende TGTCAGGCAACCGTATTCACCGTGAGTGGTAGGARAG

short-miR-X-rev Primer Sequenz 5°- 3" Ende | CGTCAGATGTCCGAGTAGAGGGGGAACGGCGGAGGGTT
GGGYGGAGGC

miR-423-3p

RT6 Primer Sequenz 5°- 3" Ende TGTCAGGCAACCGTATTCACCGTGAGTGGTTGAGGG

short-miR-X-rev Primer Sequenz 5- 3" Ende | CGTCAGATGTCCGAGTAGAGGGGGAACGGCGAGCTC
GGTCTGAGGC

let-7e

RT6 Primer Sequenz 5°- 3" Ende TGTCAGGCAACCGTATTCACCGTGAGTGGTAACTAT

short-miR-X-rev Primer Sequenz 5'- 3" Ende | CGTCAGATGTCCGAGTAGAGGGGGAACGGCGTGAGG
TAGGAGGTTGT

miR-16

RT6 Primer Sequenz 5°- 3° Ende TGTCAGGCAACCGTATTCACCGTGAGTGGTCGCCAA

short-miR-X-rev Primer Sequenz 5°- 3" Ende | CAGATGTCCGAGTAGAGGGGGAACGGCGTAGCAGCA
CGTAAATA

miR-191

RT6 Primer Sequenz 5°- 3" Ende CAGGCAACCGTATTCACCGTGAGTGGTAGCTGC

short-miR-X-rev Primer Sequenz 5°- 3" Ende | CAGATGTCCGAGTAGAGGGGGAACGGCGCAACGGAA
TCCCAAAA

2.22 Proteinisolierung, Quantifizierung
2.22.1 Darmgewebe

Um reprasentative Expressionslevel zu erhalten, wurden aus dem Darmgewebe Poole
generiert (Abb. 3, Seite 26). Auch die Homogenisierung des Gewebes erfolgte wie unter 2.11
bereits beschrieben. Der Proteinlysispuffer wurde 1:100 mit Protease Inhibitor Cocktail
(Sigma Aldrich) und Benzonase (Endkonzentration 384 U/ul; Sigma Aldrich) versehen. Im
Anschluss an die Homogenisierung und eine 30 minltige Inkubation auf Eis erfolgte eine
Zentrifugation (5 min bei 13000 rpm). Der Uberstand wurde erneut fiir 15 min bei 13000 rpm
zentrifugiert und bei -20 °C gelagert. Wie unter 2.11.1 beschrieben wurden im Anschluss
Poolproben generiert (Tab. 2, Seite 27), bei denen je 200 ug jeder Proteinprobe vereinigt
wurden.

2.22.2 Zellen

Adharente Zellen wurden direkt im Kulturgefal lysiert. Die Inkubation auf Eis und die
Zentrifugation erfolgte wie unter 2.22.1 beschrieben.
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2.22.3 Proteinquantifizierung mittels 2-D Quant Kit

Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellerprotokolls, das Probenvolumen
betrug 2 pl. Alle Proben sowie die Standardreihe wurden als Duplikat gemessen.

2.23 Western Blot

Western Blot ist eine Methode, bei der ein Proteingemisch elektrophoretisch der GroRe
entsprechend aufgetrennt, auf eine PVDF- bzw. Nitrocellulosemembran ubertragen und
mittels Antikérper ein spezifisches Protein detektiert wird.

2.23.1 Gelelektrophorese-SDS PAGE

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte mittels Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid
Gelelektrophorese (SDS PAGE), abhangig von der GréR3e der zu detektierenden Proteine mit
Tricingelen (Proteine < 19 kDa) oder 12 %igen Polyacrylamidgelen (Proteine > 19 kDa).
(Tab. 6)

Tab. 6: Rezepte fiir 12 %iges Polyacrylamidgel und Tricingel

12 %iges Polyacrylamidgel Tricingel
.. . Trenngel Sammelgel | Lésungen in Trenngel
Losungen in ml 12% 5% ml Tricingel Sammelgel
Acrylamid Acrylamid
37,51; 40 % 2,25 0.63 37,511, 30 % 25 0,243
Tris/HCL-
ddH20 3,23 3,63 SDS-Puffer 1,67 0,47
Trenngelpuffer 1,88 - ddH,0 0,3 1,17
Glycerol
Sammelgelpuffer - 0,63 100 % 0,53 -
SDS 10 % 0,075 0,05 APS 10 % 0,025 0,01
APS 10 % 0,03 0,03 TEMED 0,023 0,011
TEMED 0,01 0,01

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte mit der SE 250-Apparatur (GE Amersham) unter
Kuhlung (10 °C). Bei Verwendung der 12 %igen Polyacrylamidgele wurde mit einem
Einpuffersystem (Elektrodenpuffer) gearbeitet. Bei Verwendung der Tricingele wurde mit
einem Zweipuffersystem (Kathoden- sowie Anodenpuffer) gearbeitet. Die Proteinproben
wurden auf 20 pg/ul mit dem Proteinlysispuffer verdiinnt, mit dem 4-fach konzentrierten
Probenpuffer versehen und bei 95° C denaturiert. Reduzierende Bedingungen lieferte der
Probenpuffer RotiLoad | (Carl Roth) sowie nicht reduzierende der RotiLoad Il (Carl Roth). Als
GroRenkontrolle diente der Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Die
Auftrennung erfolgte fiir 20 min bei 50 V, 150 mA und 10 W gefolgt von 150 V, 150 mA und
10 W, so lange bis die Lauffront am Ende des Gels angekommen war. Die Gesamtlaufzeit
fiir die Tricingele betrug 3 h, fiir die 12 %igen Acrylamidgele 1,5 h.
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2.23.2 Blotten und Proteindetektion

Der Western Blot wurde mit Hilfe des Amersham TE 77 Semi-dry Transfersystems
durchgefiihrt. Die verwendete PVDF Membran (Amersham Hybond ECL PVDF Transfer
Membran 0,45 pm, GE Healthcare) wurde in 100 % Methanol und Towbin Puffer aktiviert, die
Nitrocellulosemembran (Amersham Hybond ECL 0,2 um Nitrocellulose, GE Healthcare)
hingegen nur in ddH,O und Towbin Puffer. Blotpapier (1,5 mm; Whatman) wurde in Towbin
Puffer bei 4 °C equilibriert. Der Aufbau der Blottingapparatur ist in Abb. 5 dargestellt.

! J Kathode

1 Blotpapier
........................................ Gel
Membran

2 Blotpapiere
Anode

I 1
Abb. 5: Western Blot: Ubersicht iiber den Aufbau der Blottingapparatur

Das Blotten erfolgte fir 15 min bei Nitrocellulose- sowie 45 min bei PVDF Membranen bei
100 V, 150 mA und 10 W. Eine Ausnahme bildete das Blotten fiir den Selektin-P-Liganden
(SELPLG), das aufgrund der Proteingrée von 270 kDa fir 2 h durchgefiihrt wurde. Im
Anschluss wurde das Gel mit Coomassie G250 gegengefarbt, bis die einzelnen
Proteinbanden deutlich sichtbar hervortraten.

Bei der Nitrocellulosemembran wurden die kleinen Proteine mit 0,25 % Glutaraldehyd in
PBST fiir 30 min fixiert und anschlieBend mit PBST gewaschen. Die weiteren Schritte
(Blockierung, Antikérperinkubation sowie Detektion) erfolgten mit Hilfe des Amersham ECL
Advance Western Blotting Detection Kit (GE Amersham) nach Angaben des
Herstellerprotokolls. Die Blockierung erfolgte in 2 %iger Milchpulverlésung (ECL
Blockierlésung) in TBST fiir 2 h. Die Inkubation mit dem Primarantikdrper erfolgte bei 4 °C
liber Nacht. Der Sekundarantikérper wurde fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. In Tab. 7
sind die verwendeten Antikdrper und die entsprechenden Verdinnungen aufgefiihrt. Die
Detektion der Signale erfolgte nach 5 minitiger Inkubation in der ECL Detektion Lésung und
Einschlagen der Membran zwischen zwei durchsichtige Folien im Chemilumineszenzimager
SL4 -4000 (Vilber Lourmat).

Tab. 7: Im Western Blot verwendete Antikorper und deren eingesetzte Verdiinnungen

Primérantikorper Sekundarantikorper
Bezeichnung Spezies | Verdiinnung Bezeichnung Verdiinnung | Produktgrofe
Rabbit-CAV2 Schwein 1:250 ECL Rabbit IgG, HRP 1:3000 19kDa
(Abcam) Mensch 1:500 (GE Healthcare) 1:4000
Rabbit-CDC42 Schwein 1:750 ECL Rabbit IgG, HRP 1:5000 21kDa
(Abcam) (GE Healthcare)
Mouse-GAPDH Schwein 1:20000 ECL Mouse IgG, HRP 1:10000 40 kDa
(Abcam) Mensch 1:10000 (GE Healthcare) 1:5000
Mouse-SELPLG Schwein 1:200 ECL Mouse IgG, HRP 1:1000 270 kDa
(Santa Cruz) (GE Healthcare)
Mouse-ACTB Schwein 1:500 ECL Mouse IgG, HRP 1:1000 43 kDa
(Santa Cruz) (GE Healthcare)
Mouse-MADCAM-1 | Schwein 1:300 ECL Mouse IgG, HRP 1:6500 56 kDa
(Abbiotec) (GE Healthcare)
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Die Membranen wurden im Anschluss an die Detektion in TBST gewaschen, getrocknet und
bei 4 °C aufbewahrt. Zum erneuten Inkubieren mit dem Referenzantikorper (GAPDH bzw.
ACTB) wurden die Membranen aktiviert sowie zur Entfernung der Antikérper 2x je 15 min in
einem milden Stripping Puffer nach Abcam (200 mM Glycin, 3,5 mM SDS, 1 % Tween 20,
pH 2,2) bei 37 °C inkubiert. Zur Entfernung von Pufferresten erfolgten zwei Waschungen in
PBS fiir 10 min sowie in TBST flr 15 min. Die folgende Blockierung sowie die Inkubation im
Primar- und Sekundarantikorper erfolgten wie oben beschrieben.

2.24 Immunhistochemie

Die fiir die Immunhistochemie verwendeten Gewebeschnitte wurden vom Institut fiir
Veterinar-Anatomie des Fachbereichs Veterindrmedizin der Freien Universitat Berlin
hergestellt. Die Fixierung der Gewebeschnitte erfolgte hierfir in modifizierter Bouin’scher
Lésung bei Raumtemperatur tber Nacht. Das Gewebe wurde in 70 % (v/v) Ethanol
gewaschen, dehydratisiert und in Paraffin eingebettet. Paraffinschnitte mit einer Dicke von
5 pm wurden auf silanisierten Objekttragern fixiert.

Zum Entparaffinieren wurden die Objekttrager fir 45 min bei 60 °C im Trockenschrank und
anschlieBend in Xylol (RotiClear) inkubiert. Es folgte die Rehydratisierung in einer
absteigenden Alkoholreihe (99 %, 96 %, 80 %, 70 %, 50 %) und zweimaligem Waschen in
ddH,O sowie PBS (pH 7,0) fir je 10 min. Alle Waschschritte wurden unter standigem
Schwenken durchgefihrt. Zur Demaskierung der Antigene wurden die Objekttrager 2 min in
Citratpuffer (pH 6,0) gekocht und 20 min im Puffer stehen gelassen, gefolgt von dreimaligem
Waschen in PBS. Endogene Peroxidasen wurden mit Hilfe des Peroxidase Blocks (DAKO
EnVision™ Detection Systems Peroxidase/DAB, Mouse/Rabbit) blockiert, je Schnitt wurden
20 pl Blockierlésung fur 10 min verwendet, gefolgt von drei weiteren Waschschritten in PBS.
Die Blockierung von unspezifischen Antikérperbindungsstellen erfolgte mittels 10 % Ziegen
Normalserum (NGS) in 5 % PBS/BSA fiir 60 min bei 37 °C. Der Primarantikdrper wurde in
der Blockierldsung verdinnt und die Gewebsschnitte (ber Nacht bei 4 °C mit dem
Primérantikérper inkubiert. Eine Ubersicht tiber die verwendeten Primarantikérper und deren
Verdiinnungen zeigt Tab. 8. Die Negativkontrolle erfolgte mit einem monoklonalem IgG
Antikérper von Mausen (SantaCruz). Vor der Inkubation mit dem Horseradish Peroxidase
(HRP) gekoppelten Sekundarantikdrpers wurden die Schnitte in PBS-T bzw. PBS
gewaschen. Zwei Tropfen des Sekundarantikérper (DAKO EnVision™ Detection Systems)
wurden fir 30 min bei Raumtemperatur auf dem Schnitt inkubiert, gefolgt von
Waschschritten in PBS-T bzw. PBS. Diaminobenzidin (DAB) diente als Substrat, welches
durch Reaktion mit dem HRP zu einer braunen Farbung flihrte. Nach weiteren
Waschschritten in PBS-T bzw. PBS erfolgte die Gegenfarbung mit Hdmalaun nach Mayer
(Mayer 1891). Nach einer initialen Inkubation fir 4 min wurde unter flieRendem
Leitungswasser fir 5 min gebldut und in ddH,O fur 5 min inkubiert. Vor dem finalen
Eindecken mit Roti®Mount (Carl Roth) erfolgte die Entwisserung mit Hilfe einer
aufsteigenden Alkoholreihe (50 %, 70 %, 80 %, 96 %, 99 %) sowie Xylol. Die
Mikroskopierung der Schnitte erfolgte im Axioskop Mikroskop (Zeiss).



40 Material und Methoden

Tab. 8: Ubersicht iiber die in der Inmunhistochemie verwendeten Primérantikérper und deren Verdiinnungen

Bezeichnung Primérspezies | Verdiinnung
Rabbit-CAV2 (Abcam) Schwein 1:1500
Rabbit-CDC42 (Abcam) Schwein 1:250

2.25 Immunzytologie

Zellen wurden auf Deckglaschen (Durchmesser: 10 mm) in einer 24er Mikrotiterplatte
angezogen, abhangig von der Zelllinie und der Vorbehandlung der Zellen fiir 24-72 h bei
37 °C und 5 % CO,. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, fir 15 min in 4 % Formaldehyd
fixiert und anschlieend mit PBS gewaschen. Die Blockierung von unpezifischen
Bindungsstellen erfolgte mittels 1 % BSA in PBS fiir 30 min. Der primare Antikérper wurde in
der Blockierungsl6sung verdinnt und die Inkubation erfolgte fiir 60 min bei Raumtemperatur,
gefolgt von Waschschritten in PBS. Die Inkubation mit dem Sekundarantikérper, der
ebenfalls in der Blockierungslésung verdinnt wurde, erfolgte fir 60 min bei Raumtemperatur.
Eine Ubersicht liber die hier verwendeten Antikérper und Verdiinnungen gibt Tab. 9. Nach
weiteren Waschschritten erfolgte die Anfarbung der Zellkerne mit 200 ng/ml DAPI (Roche) in
1x PBS fiur 3 min, gefolgt von weiteren Waschschritten. Die Deckglaschen wurden auf
Objekttragern mit 50 % Glycerol in PBS fixiert und im Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt.

Tab. 9: Ubersicht iiber die in der Inmunzytologie verwendeten Antikdrper sowie deren Verdiinnungen

Primérantikorper Sekundérantikorper

Bezeichnung Primérspezies | Verdiinnung | Bezeichnung Verdiinnung

Rabbit-CAV2 (Abcam) Schwein 1:50 Goat Anti-Rabbit IgG DyLight 594 | 1:400
Mensch 1:100 Goat Anti-Rabbit IgG DyLight 594 | 1:400

Rabbit-CDC42 (Abcam) | Schwein 1:200 Goat Anti-Rabbit IgG DyLight 594 | 1:400
Mensch 1:200 Goat Anti-Rabbit IgG DyLight 594 | 1:400

2.26 In-vitro Salmonelleninvasionsstudien

HT-29 Zellen wurden mit einer Zelldichte von 1x10° Zellen pro Kavitat in einer
24er Mikrotiterplatte ausgesat. Nach einer 24 stiindigen Gentamicin-freien Kultivierung bei
37 °C und einer CO, Konzentration von 5 % erfolgte die Salmonelleninfektion. Die Inkubation
mit den Salmonellen erfolgte fiir 2 h bei 37 °C, CO, 5 % mit einer Multiplizitdt der Infektion
(MOI) von 5. Im Anschluss wurden die Zellen mit RPMI Medium gewaschen und fir 1 h mit
RPMI Medium mit 10 % FBS und 50 pg/ml Gentamicin inkubiert, um extrazellulare
Salmonellen abzutéten. Daraufhin erfolgten drei Waschschritte mit RPMI Medium, der letzte
Waschschrittiiberstand wurde auf Salmonellen/Shigellen Agar ausplattiert, um die Abtétung
der extrazellularen Salmonellen sicherzustellen. Um eine Normalisierung der intrazelluldren
Salmonellen bezlglich der Zellzahl zu ermdglichen, wurden die Zellen mit Accutase abgeldst
und die Zellkonzentration bestimmt. Die Zellsuspension wurde bei 10000 rpm fiir 15 min
zentrifugiert und das verbliebende Zellpellet mit 0,1 %Triton X-100/ddH;O lysiert. Je 100 pl
dieser Losung wurden im Triplikat auf Salmonellen/Shigellen Agar ausplattiert und bei 37 °C
20 h inkubiert. Die CFU wurde bestimmt, in dem alle schwarzen Kolonien einer Platte
ausgezahlt wurden, und mit Hilfe der Zellzahl normalisiert.
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2.27 Generierung eines CAV2 Expressionsplasmids

Humanes CAV2 wurde von der Firma Invitrogen (GeneArt Synthesis) mit einer Optimierung
der Codon Usage synthetisiert und in den Gateway® Vektor pDONR™221 kloniert.

Mittels der Restriktionsenzyme Clal (Promega) und Hindlll-HF (NEB GmbH) wurden 500 ug
Plasmid sowie humanes CAV?2 linearisiert. AnschlieBend wurde das humane CAV2 in das
Expressionsplasmid pMIREXO (Bohmer et al., unpublizierte Daten) bei 20 °C fir 45 min,
gefolgt von einer Hitzeinaktivierung bei 65 °C fir 10 min, ligiert. Die Transformierung erfolgte
anhand der Methode von Hanahan (Hanahan 1983) in E. coli K12. Anhand der Ampicillin-
Resistenz des Plasmids konnten positive Klone selektiert und mittels eines Verdaus mit Clal
und Hindlll-HF die erfolgreiche Ligation Uberpriift werden. Die Sequenzierung erfolgte wie
unter 2.17 beschrieben. Endotoxin-freies Reporterplasmid (pMIREXCAV2) wurde mittels des
NucleoBond Xtra Midi Plus EF Kits (Macherey Nagel GmbH & Co. KG) gemafl dem
Herstellerprotokoll gewonnen.

2.28 Transfektionen
2.28.1 Allgemeine Transfektionsbedingungen

Die Transfektionen erfolgten mittels Elektroporation, mit Hilfe der Amaxa Nucleofactor
Technologie (Lonza), bei der die Zellmembran durch Spannungsimpulse fir Nukleinsauren
permeabel gemacht wurde. Die zu transfizierenden Zellen wurden drei Tage vor der
Transfektion so ausgesat, dass sie am Tag der Transfektion eine Konfluenz von ca. 80 %
aufwiesen. Die Transfektion erfolgte nach Angaben des Herstellerprotokolls. Um die Zellen
zu regenerieren, wurde im Anschluss an die Transfektion in jede Kivette RPMI Medium
ohne FBS gegeben und anschlieRend in Eppendorfgefale Uberfiihrt und fir 20 min bei 37 °C
inkubiert. Erst danach wurden die Zellen in ihrem normalen Medium + FBS aufgenommen.
Eine Ubersicht liber die speziellen Transfektionsbedingungen gibt Tab. 10.

Tab. 10: Spezielle Transfektionsbedingungen der einzelnen Zelllinien

Programm Losung in der
Zellzahl 3 Tage vor Nucleofactor | Zellen transfiziert
Zelllinie Transfektion Zellzahl/Transfektion Gerat wurden
HeLa 3x10° Zellen/cm® 5x10° 1-013 R
HT-29 3x10* Zellen/cm? 1x10° W-017 R
IPEC-J2 2x10° Zellen/cm® 5x10° A-020 L

2.28.2 miR-29a Transfektion

HT-29 Zellen sowie IPEC-J2 Zellen wurden wie unter 2.28.1 beschrieben transfiziert. Die
einzelnen Transfektionsansatze sind in Tab. 11 dargestellt.

Tab. 11: miR-29a Transfektionsansatze

Ansatz Transfektionsreagenz Konzentration
1 | miR-29a 100 pmol
2 | Anti-miR-29a 100 pmol
3 | nonsense 100 pmol
4 | siRNA CAV2 100 pmol
5 | pMIREXCAV2 1 g
6 | pMIREXO 1 Mg
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Um endogenes miR-29a zu binden und damit zu inhibieren, wurde im Ansatz #2 mit einem
Anti-miR™ miRNA Inhibitor (Ambion) gegen miR-29a transfiziert. Um unspezifische
Reaktionen ausschliefien zu kénnen, wurde im Ansatz #3 mit einer nonsense miRNA (Pre-
miR miRNA Precursor Negative Control #1, Life technologies) transfiziert, die kein Zielgen
besitzt. Mittels des Ansatzes #4 wurde die Translation von endogenem CAV?2 inhibiert. Durch
Transfektion mit dem Plasmid pMIREXCAV2, welches humanes CAV2 enthalt, wurde CAV2
in der Zelle angereichert. Das Plasmid pMIREX0 diente ebenfalls als Kontrolle
unspezifischer Reaktionen.

2.29 Reporterassays
2.29.1 Reporterplasmide
2.29.1.1 CAV2 Reporterplasmid

Zur Generierung von Reporterplasmiden wurden 100 pmol synthetische einzelstrangig-
komplementare Oligonukleotide, die die miR-29a Bindungsstelle des humanen bzw. porcinen
CAV2 enthielten (sCAV2-as, sCAV2-s bzw. hCAV2-as, hCAV2-s, Abb. 6) fir 1 min bei 90 °C
denaturiert. Durch eine schrittweise Verringerung der Temperatur auf 22 °C in 1 °C Schritten
im 10x NEB Ligationspuffer, folgte die Hybridisierung der Oligonukleotide. In einem weiteren
Ansatz wurden Oligonukleotide hybridisiert, die mutagenisierte Nukleotide in der miR-29a
Bindungsstelle enthielten (sCAV2m-as, sCAV2m-s bzw. hCAV2m-as, hCAV2m-s, Abb. 6).
Die hybridisierten Nukleotide wurden anschlieBend in pTK-Gluc (NEB GmbH) mittels der
Restriktionsenzyme Notl und Xhol (NEB GmbH) kloniert. Das Plasmid pTK-Gluc enthalt die
kodierende Sequenz fiir die sekretierende Gaussia luciferase unter der Kontrolle des Herpes
Simplex Virus Thymidinkinase Promoters zur konstitutiven Expression in Saugetierzellen.
Die G-Luc Sequenz wird gefolgt von einer multiplen Klonierungsstelle (MCS) mit Ansatz fir
mehrere Restriktionsenzyme (Abb. 7A). Mittels Notl und Xhol wurde das Plasmid linearisiert
(Abb. 7B), in die MCS konnte im Anschluss die miR-29a Bindungsstelle von CAV2 ligiert
werden. Die Ligation erfolgte mittels 200 ng des linearisierten pTK-Gluc und 150 ng der
hybridisierten miR-29a Bindungsstelle in einem Gesamtvolumen von 20 ul mittels der T4
DNA Ligase (NEB GmbH) fir 30 min bei 22 °C, gefolgt von einer Hitzeinaktivierung bei 65 °C
fur 10 min. Die Transformierung erfolgte anhand der Methode von Hanahan (Hanahan 1983)
in E. coli K12. Positive Klone, die die miR-29a Bindungsstelle von CAV2 beinhalteten,
wurden anhand der Ampicillin Resistenz des pTK-GLuc Vektors selektiert und sequenziert.
Die Sequenzierung erfolgte wie unter 2.17 beschrieben. Endotoxin-freie Reporterplasmide
(pTKGhCAV2, pTKGhCAV2m bzw. pTKGsCAV2, pTKGsCAV2m) wurden mittels des
NucleoBond Xtra Midi Plus EF Kits (Macherey Nagel GmbH & Co. KG), gemal dem
Herstellerprotokoll, gewonnen.
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5" GGCCGCTCCTATTGATT TTTCACTACCTTCAAGTAATATTGGTGCTATTCAC 3 sCAV2-s
A FECERRERREET e e e e e e e e e e e e v e e e eert
3’ CGAGGATAACTAAAAAGTGAT GGAAG TTCATTAT AACCACGATAAGTGAGC T'5 SCAV2-as
5’ GGCCGCTCCTATTGATT TTTCACTACCTTC AAGTAATATCAACCGATTTCAC 3 sCAVZm-s
POVEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e el
B 3° CGAGGATAACTAAAAAGTGATGGAAGTTCATTATAGTTGGCTAAAGTGAGC T 5 SCAV2m-as
5" GGCCGCCTATTAATGTC TCAC TTTACTTTCAAGTAATATTGGTGCTATTTAC 3 hCAV2-s
c TEEEREEEREERE e e eeree eer e e e e e eeere el
3" CGGATAAT TACAGAGTGAAAT GAAAGTTCATTATAACCACGATAAATGAGC T* 5 hCAVZ-as

5’ GGCCGCCTATTAATGTC TCAC TTTACTTTCAAGTAATATCAACCGATTTTAC 3 hCAV2m-s
D PEEEEREEEERr e e e e e e e e e e el hCAV2
3” CGGATAAT TACAGAGTGAAAT GAAAGTTCATTATAGTTGGCTAAAATGAGC T' 5 m-as

Abb. 6: Hybridisierung der miR-29a-Bindungsstelle enthaltenden Oligonukleotide porcin (A) bzw. human (C),
Hybridisierung der mutagenisierten miR-29a Bindungsstelle (rote Nukleotide) porcin (B) bzw. human (D), gelbe
Uberhangnukleotide komplementér zur Klonierungsregion in pTKGLuc (A-D)
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Abb. 7: (A) pTK-GLuc Vektor (NEB GmbH) mit enthaltener kodierender Sequenz fiir Gaussia Luciferase und der
multiplen Klonierungsstelle (MSC) (B) Ausschnitt aus der MSC mit enthaltener Schnittstelle fir die
Restriktionsenzyme Notl sowie Xhol, gelbe Nukleotide: Erkennungssequenz fiir Notl, griine Sequenz fir Xhol;
rote Pfeile die jeweilige Position der Schnittstelle (Ba), linearisiertes Plasmid mit 3’sowie 5'Uberhang
komplementér zu Hybridisierungsprodukten der Oligonukleotide mit enthaltener miR-29a Bindungsstelle von
CAV2 (Bb)
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2.29.1.2 SELPLG Reporterplasmid

Die Generierung der SELPLG Reporterplasmide (pTKGhSELPLG, pTKGhSELPLGm,
pTKGSSELPLG, pTKGsSELPLGm) erfolgte wie unter 2.29.1.1 bereits fir pTKGCAV2
beschrieben wurde. Eine Ubersicht Giber die verwendeten Oligonukleotide gibt Abb. 8.

5’ GGCCGCGAAAAT TCCTGCCGCCACCCCCAC TGCCATTTTCTTC 3 SSELPLG-s
A FUREEEEEREEE R e ittt
3’ CGCTTTTAAGGAC GECGGTGGGGGTGACGGTAAAAGAAGAGCT 5 SSELPLG-as
5" GGCC GCGAAAATTCCTGCCGCCACCCCACACTAGCTTTTCTTC 3 SSELPLGM-s
TERREELEEREEE P ee e e e e el
B 3" CGCTTTTAAGGAC GGCGGTGGGGTGT GATC GAAAAGAAGAGCT ' 5 sSELPLGm-as
5 GGCC GCAGCTCCCCCATCCCACACGCACTGCACTGCCATTGTCTTC 3 hSELPLG-s
C PERETEEEEERr P e eer e e e e e e e et
3 CGTC GAGGGGGTAGGGT GTGC GTGAC GTGACGGTAACAGAAGAGCT ' 5 hSELPLG-as
5’ GGCC GCAGCTCCCCCATCCCACACGCACTGACAC TAGC TTGTCTTC” 3
hSELPLGM-s
D FECRRERERTER e E e r ee e v e et e e e e e ee el
3’ CGTCGAGGGGGTAGGGTGTGC GTGAC TGTGATCGAACAGAAG "5 hSELPLGMm-as

Abb. 8: Hybridisierung der miR-34a Bindungsstelle von SELPLG enthaltenden Oligonukleotide porcin (A) bzw.
human (C), Hybridisierung der mutagenisierten miR-34a Bindungsstelle (rote Nukleotide) porcin (B) bzw. human
(D), gelbe Uberhangnukleotide komplementér zur Klonierungsregion in pTKGLuc (A-D)

2.29.2 Transfektion
2.29.2.1 CAV2 Reporterassay

Die Reporterplasmide pTKGhCAV2, pTKGsCAV2 bzw. pTKGhCAV2m, pTKGsCAV2m
wurden co-transfiziert mit dem Pre-miR miRNA Precursor hsa-miR-29a bzw. nonsense
miRNA Pre-miR miRNA Precursor Negative Control #1 (Life technologies) und dem pTK-
CLuc Plasmid (NEB GmbH). Die Transfektion der HeLa bzw. IPEC-J2 Zellen erfolgte wie
unter 2.28.1 beschrieben. Die Transfektion mit der nonsense miRNA bzw. dem pTK-Gluc mit
der mutagenisierten miR-29a Bindungsstelle von CAV2 diente als Kontrolle der Spezifitat der
Interaktion. Tab. 12 gibt einen Uberblick (iber die Bedingungen (Zelllinien, eingesetzte
Konzentrationen) der einzelnen Transfektionsansatze.
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Tab. 12: Transfektionsansatze CAV2- miR-29a Reporterassay
Transfektion Transfektion Transfektion Transfektion
#1 #2 #3 #4 Zelllinie
hCAV2-hsa-miR29a Hela
hsa-miR29a 100 pmol 100pmol - -
nonsense - - 100pmol 100pmol
pTKGhCAV2 1800 ng - 1800 ng -
pTKGhCAV2m - 1800 ng - 1800 ng
pTKCLuc 86ng 86ng 86ng 86ng
sCAV2-hsa-miR29a IPEC-J2
hsa-miR29a 100 pmol 100pmol - -
nonsense - - 100pmol 100pmol
pTKGsCAV2 1800 ng - 1800 ng -
pTKGsCAV2m - 1800 ng - 1800 ng
pTKCLuc 86ng 86ng 86ng 86ng

Nach einer 24 stiindigen Kultivierung bei 37 °C und 5% CO, wurde der Uberstand der
adharenten Zellen abgenommen. Die Messung der Gaussia und Cypridina Luciferase
Aktivitdt erfolgte mit Hilfe des Bio Lux Assay Kits (NEB GmbH) nach Angaben des
Herstellerprotokolls. Je 15 ul Uberstand wurden als Triplikat in einer weiRen
96er Mikrotiterplatte (Greiner Bio-One GmbH) im automatisierten Luminometer FLUOstar
OPTIMA (BMG Labtech) gemessen. Von allen Messwerten wurde die Eigenlumineszenz des
Mediums subtrahiert und mittels der CLuc-Aktivitdt, die ein MaR fir die
Transfektionseffizienz darstellt, normalisiert.

2.29.2.2 SELPLG Reporterassay

Die Co-Transfektion der Reporterplasmide pTKGhSELPLG, pTKGSSELPLG bzw.
pTKGhSELPLGmM, pTKGSSELPLGmM mit dem Pre-miR miRNA Precursor hsa-miR-34a bzw.
nonsense MiRNA Pre-miR miRNA Precursor Negative Control #1 (Life technologies) und
dem pTK-CLuc Plasmid (NEB GmbH) erfolgte wie unter 2.29.2.1 beschrieben. Tab. 13 gibt
einen Uberblick tiber die Transfektionsbedingungen.

Tab. 13: Transfektionsansatze SELPLG-miR-34a Reportersassay

Transfektion Transfektion Transfektion Transfektion
#1 #2 #3 #4 Zelllinie
hSELPLG-hsa-miR34a Hela
hsa-miR34a 100 pmol 100pmol - -
nonsense - - 100pmol 100pmol
pTKGhSELPLG 1000 ng - 1000 ng -
pTKGhSELPLGm - 1000 ng - 1000 ng
pTKCLuc 86ng 86ng 86ng 86ng
sSELPLG-hsa-miR34a IPEC-J2
hsa-miR29a 100 pmol 100pmol - -
nonsense - - 100pmol 100pmol
pTKGSSELPLG 1000 ng - 1000 ng -
pTKGsSELPLGm - 1000 ng - 1000 ng
pTKCLuc 86ng 86ng 86ng 86ng
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2.30 Proliferationsassay

Das Xcelligence RTCA System (Roche) ermdglichte Echtzeitmessungen von proliferierenden
Zellen. Mit Hilfe von speziellen E-Plates, deren Boden mit Goldelektroden beschichtet waren,
lieRen sich Impedanzmessungen vornehmen. Uber den sogenannten Zellindex, der einen
dimensionslosen Parameter darstellt und sich aus der relativen Anderung der Impedanz
ergab, lieBen sich Aussagen Uber den Zellstatus treffen. Die Impedanz und damit auch der
Zellindex waren abhangig von der Zellkonzentration, der Zellgrof’e sowie der Starke der
Interaktion zwischen Zellen und Boden.

Zu Beginn jedes Versuches wurde eine Hintergrundmessung mit jeweils 50 pyl Medium +
FBS/Kavitat durchgefihrt, um die Qualitdt der E-Plate zu messen. Nach jeder Zugabe von
Medium oder Zellen wurde die Platte zunachst fir 20 min bei 37 °C, 5 % CO, inkubiert, um
die Einstellung des pH Wertes des Mediums zu gewahrleisten. Je Kavitdt wurde eine, in
Vorversuchen ermittelte, optimale Zellkonzentration von 2 x10* Zellen ausgesat. Als
Kontrolle diente Medium + FBS ohne Zellen. Die Impedanzmessung erfolgte fiir 120 h alle
10 min, nach 24h sowie 48h wurde das Medium erneuert. Mittels dieses
Proliferationsassays sollte der Einfluss der miR-29a, Anti-miR-29a, nonsense miRNA, CAV2
siRNA sowie einer Uberexpression von CAV2 auf das Proliferationsverhalten von HT-29 und
IPEC-J2 Zellen untersucht werden. Hierzu wurden die Zellen wie unter 2.28.2 beschrieben
transfiziert. Jeder Transfektionansatz wurde als 6-fach Ansatz gemessen. Die Messung
erfolgte fir 120 h bis der Zellindex die Plateauphase erreicht hatte.

2.31 G-LISA Cdc42 und Rac1 Aktivierungs-Assay

CDC42 und Rac1 sind Rho GTPasen und kénnen in einer GTP gebunden aktiven Form
sowie in einer GDP gekoppelt inaktiven vorliegen. Im Western Blot wurde lediglich die
Gesamtmenge an CDC42 nachgewiesen. Um jedoch eine Aussage Uber die Menge des
aktiven CDC42 und Rac1 treffen zu kénnen, wurde ein G-LISA durchgefuhrt. Dieser
ermdglichte den spezifischen Nachweis der GTP gebundenen Form von CDC42 bzw. Rac1.
Hierzu wurden HT-29 Zellen, wie unter 2.28.2 beschrieben, mit der miR-29a, Anti-miR-29a,
nonsense MiRNA, siRNACAV2, pMIREXCAV2 und pMIREXO transfiziert. Im Anschluss an
die Transfektion wurden die Zellen in einer Konzentration von 6 x10° Zellen/Kavitét in einer
6er Mikrotiterplatte ausgesat und fur 48 h kultiviert (37 °C, 5 % CO,). Die Zellen wurden
anschlieRend mit je 100 pl Lysispuffer/Kavitat lysiert. Die Durchfiihrung des G-LISA erfolgte
mit dem G-LISA® Cdc42 Activation Assay sowie des G-LISA® Rac1 Activation Assay
(Cytoskeleton) gemaR dem Herstellerprotokoll. Fir den CDC42 G-LISA wurden je 0,5 mg/ml
und fir den Rac1 G-LISA je 1 mg/mL Gesamtprotein eingesetzt. Die Absorption bei 490 nm
wurde mit Hilfe des FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech) gemessen. Von der gemessenen
Absorption jeder Probe wurde die Absorption der Hintergrundkontrolle subtrahiert.
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3. Ergebnisse
3.1 Microarray Validierung
3.1.1  mRNA-Microarray

Die mittels Microarray erhaltenen Genexpressionsdaten wurden mit Hilfe von RT-gPCR
Analysen verifiziert. Hierzu wurden 2 Referenzgene (GAPDH, UBC), 3 prominent exprimierte
Gene (WAP-1, GPX2, HBD) in 5 Poolproben sowie die Common reference (CR) mittels RT-
gPCR quantifiziert. Die Korrelation zwischen der Ratio Quantity (Quantity Poolprobe/Quantity
CR) gegeniber der Ratio Fluoreszenz, welche aus der Microarrayanalyse erhalten wurde,
wird in Abb. 9 gezeigt. Eine Korrelationsanalyse ergab einen Regressionskoeffizienten von
0,7969 (Pearson) und wies damit eine Linearitat zwischen beiden Analysemethoden auf.

4

Ratio Quantity
(Quantity Probe/ Quantity CR)
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(Median F635.8635/Median F532-B532)

Abb. 9 Validierung der Microarrayanalyse: Korrelationsanalyse zwischen der Ratio Quantity, erhalten mittels
RT-qPCR, gegeniiber der Ratio Fluoreszenz erhalten aus der Microarrayanalyse.

3.1.2 miRNA-Microarray

Die mittels Microarray generierten miRNA Expressionsdaten wurden mit Hilfe eines RT-
gPCR Arrays validiert. Die Quantifizierung erfolgte anhand von acht miRNAs (miR-21, miR-
23b, miR-29a, miR-143, miR-146a, miR-296-3p, miR-423-3p sowie let-7e). Die Korrelation
der fold change des RT-gPCR Arrays gegenuber der fold change der Microarrayanalyse wird
in Abb. 10 gezeigt. Eine Korrelationsanalyse ergab einen Regressionskoeffizienten von
0,8511 (Pearson) und wies damit eine Linearitat zwischen beiden Analysemethoden auf.
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Abb. 10: Validierung der miRNA Microarrayanalyse: Korrelationsanalyse zwischen der fold change der RT-
qPCR Arrays gegeniiber der fold change der Microarrayanalyse.

Im Folgenden werden die Ergebnisse aus den Microarrayversuchen dargelegt. Hierbei wurde
auf die postnatale Darmentwicklung im lleum und Colon ascendens gemeinsam
eingegangen. Ebenfalls wurden die Expressionsanderungen im Verlaufe einer
Salmonelleninfektion betrachtet, wobei die Darmabschnitte lleum und Colon ascendens
getrennt voneinander untersucht wurden.
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3.2 Postnatale Darmentwicklung im lleum und Colon ascendens
3.2.1 mRNA-Microarrayanalyse

Zur besseren Verdeutlichung der =zeitlich unterschiedlichen Genexpression in den
Darmabschnitten lleum und Colon ascendens wurden hier beide Darmabschnitte gemeinsam
betrachtet. Eine getrennte Auswertung vom lleum und Colon ascendens ergab die gleichen
hier dargelegten Ergebnisse. In die Auswertung wurden die Zeitpunkte 7 d, 14 d, 28 d, 31 d,
35d und 56 d post natum (p.n.) einbezogen. Insgesamt waren 278 Gene bei diesen
Zeitpunkten differentiell reguliert, mit einer log2 Ratio zwischen -3,1 bis +2,93 (fold change
0,12 bis 7,62). Die optimale Clusteranzahl, ermittelt anhand des Figure of Merrit (FOM)
Algorithmus, lag bei 6. Die mittels der anschlieRenden K-Means Clusteranalyse (KMC)
erhaltenen 6 Cluster beinhalteten zwischen 17-103 Gene. Im lleum zeigten sich in
vier Clustern entwicklungsabhéangige Expressionsunterschiede, absetzspezifische
Unterschiede konnten in drei Clustern nachgewiesen werden. Im Colon ascendens wurden
in allen Clustern entwicklungs- sowie absetzspezifische Expressionsunterschiede
nachgewiesen.

Eine Pathwayanalyse mittels DAVID (Huang et al. 2009) wurde mit allen Clustern
durchgefiihrt, um eine Akkumulation von Genen der jeweiligen Cluster in Pathways
nachweisen zu kénnen. Eine Ubersicht (ber alle 6 Cluster und die Beteiligung der
Clustergene an KEGG Pathways gibt Tab. 14.

Tab. 14: Ubersicht (iber generierte Cluster und die Beteiligung an KEGG Pathways wéhrend der postnatalen
Darmentwicklung

Anzahl
Cluster | Cluster- KEGG Pathway, p-value Gene
gene
Antigen processing and presentation | Hsp90ab1, CD74
1 34 p<0.08
2 32 Ribosome p<0,0001 RPL10, RPL18a, RPL28a, RPL8, RPS16, RPS19,
RPS27a, RPSA9, RPLPO, RPLP2
pathogenic E. coli Infection p<0,002 ACTB, ACTG1, TUBA1B, TUBA1C
oxidative Phosphorylation p<0,02 ATP5G2, ATP5B, ATP6V0C, PPA2
3 17 Glutathione metabolism p<0,085 GSTP1, MGST3
Ribosome p<0,0001 RPL12, RPL14, RPL23, RPL23a, RPL24, RPL27,
4 58 RPL30, RPL36, RPL36a, RPL37, RPL38, RPL6,
RPL7, RPLY, RPS11, RPS12, RPS13, RPS15a,
RPS23, RPS24, RPS25, RPS29, RPS3A, RPS4X
oxidative Phosphorylation p<0,0001 ATP5E, CYTB, NDUFAB1, NDUFS1, NDUFS3,
NDUFS4, NDUFS5, NDUFS6, COX7B, COX7C,
COX6B1
5 102 | Lysine degradation p<0,03 WHSC1L1, EHMT2, HADH
ECM receptor interaction p<0,09 COL1A1, COL4A1, DAG1
6 35 -

Gene des Clusters 1 zeigten beispielsweise eine Beteiligung im KEGG Pathway ,Antigen
processing and presentation” (p<0,08), wie zum Beispiel Iga2C. In Cluster 1 befanden sich
Gene, die Uber den Zeitverlauf in beiden Darmabschnitten gleich reguliert waren, jedoch mit
unterschiedlicher Expressionshéhe. Bei friihen Entwicklungszeitpunkten stieg die Expression
signifikant 1,4-fach an, fiel zum Absetzen 0,57-fach ab und stieg anschliefend wieder an.
Der Cluster 2 beinhaltete Gene, die kurz nach dem Absetzen vom Muttertier (31 d p.n.) einen
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signifikanten 1,3-fachen Anstieg in der Expression zeigten. Im Zeitraum vor dem Absetzen
waren die Gene zum Zeitpunkt 7 d p.n. 2-fach hoher exprimiert als 14 d p.n. Gene des
Clusters 2 waren in folgenden KEGG Pathways akkumuliert: ,pathogenic E. coli Infection”
(p<0,002), ,Ribosome* (p<0,0001) und ,oxidative Phosphorylation* (p<0,02). In Abb. 11 sind
Heat maps der Cluster 1 und 2 dargestellt. Ein Uberblick (iber die log2 Ratio aller Cluster
bietet Abb. 41 im Anhang (Seite 107).

Cluster 1
lleum Colon ascendens

7d 14d 28d 31d 35d 56d 7d 14d 28d 31d 35d 56d

Cluster 2

-3.0 0.0 3.0
Abb. 11: Heat maps mit integriertem Centroid Graphen: Heatmaps von zwei mRNA Clustern (Cluster 1 + 2).
Farbskala von log2 Ratio -3 bis +3; griin: verringerte Genexpression; rot: erhohte Genexpression. Jede Spalte
eines Heat maps symbolisiert die einzelne Hybridisierung (Gruppe je Zeitpunkt), sowie die Zeilen die einzelnen
Gene. Signifikanzen jeweils zum vorhergehenden Zeitpunkt berechnet mittels Mann-Whitney U-Test * p<0,05,
** p<0,01, *** p<0,001.

Ausgewahlte Kandidatengene (CAL1L, GPX2, APOA1, COL26A1; Iga2C, TCR und HLA-F),
die mittels der Microarrayanalyse identifiziert wurden und wahrend der postnatalen
Darmentwicklung eine entscheidende Rolle spielen kénnten, wurden mittels RT-gPCR
quantifiziert und bestatigten entwicklungs- und absetzspezifische Expressionsunterschiede
wahrend der postnatalen Darmentwicklung (3.2.1.1-3.2.1.3).

3.2.1.1 Entwicklungs-- und Absetzeffekte bei CAL1L und GPX2

Im Colon ascendens zeigte CAL1L eine stetige Abnahme der Expression Uber den Verlauf
der Entwicklung bis diese 31d p.n. stagnierte (Abb. 12D). Im lleum war die Expression
7 d p.n. am héchsten, fiel zum Zeitpunkt 14 d p.n. signifikant 1,9-fach ab und zeigte direkt
zum Absetzen eine weitere 1,3-fache Abnahme der Expression (Abb. 12C). Das
Expressionsniveau lag im Colon ascendens 4-fach hoher im Vergleich zum lleum. GPX2
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zeigte in beiden Darmabschnitten einen Effekt wahrend des Absetzens. Im lleum stieg die
Expression 35 d p.n. 1,7-fach an (Abb. 12A). Im Colon ascendens fiel sie hingegen 31 d p.n.
1,5-fach ab und stieg im Anschluss wieder auf das Ausgangsexpressionsniveau an, welches

10-fach hoher lag als im lleum (Abb. 12B). Das mittels Microarray erhaltene
Expressionsprofil konnte hier bestatigt werden.

lleum Colon ascendens

relative GPX2 Expression
g § &>

relative CAL1L Expression

Abb. 12: RT-gPCR Expressionsdaten von GPX2 (A,B) und CAL1L (C,D) im lleum und Colon ascendens wahrend

der postnatalen Darmentwicklung (7 d bis 56 d p.n.). Statistische Analysen wurden mittels Mann-Whitney U-Test
durchgefiihrt * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

3.2.1.2 Entwicklungseffekte bei APOA1 und COL26A1

Das Apolipoprotein A1 (APOA1) und Collagen 26A1 (COL26A1) zeigten ein &hnliches
Expressionsmuster. In beiden Darmabschnitten sank die APOA1 Expression im Verlauf der
postnatalen Darmentwicklung 57- bzw. 4-fach ab. Im lleum blieb sie bereits ab 14 d p.n.
konstant, im Colon ascendens erst ab 31 d p.n. (Abb. 13A/B). Das Expressionsniveau war im
lleum 7d p.n. 100-fach hoher, zu spateren Zeitpunkten 5-fach hoher als im Colon
ascendens. Die COL26A1 Expression sank im lleum 14 d und 28 d p.n. signifikant 10-fach
ab (Abb. 13C). Im Colon ascendens verringerte sich die Expression stetig bis 56 d p.n. (Abb.

13D). Das Expressionsniveau lag im lleum 7 d und 14 d p.n. 100-fach héher im Gegensatz
zum Colon ascendens.

lleum Colon ascendens
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Abb. 13: RT-gPCR Expressionsdaten von APOA1 (A,B) und COL26A1 (C,D) im lleum und Colon ascendens

wahrend der postnatalen Darmentwicklung (7 d bis 56 d p.n.). Statistische Analysen wurden mittels Mann-
Whitney U-Test durchgefihrt * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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3.2.1.3 Entwicklungs- und Absetzeffekte bei Genen der adaptiven Immunantwort

Das Immunglobulin A (IgA2C), welches auf Schleimhduten sezerniert wird, zeigte in beiden
Darmabschnitten einen signifikanten Anstieg im Expressionsniveau im Verlaufe der
Entwicklung. Im lleum lag dieser bei einer 9-fachen Erhéhung und stagnierte ab 28 d p.n.
(Abb. 14A). Im Colon ascendens konnte eine 166-fach verstarkte Expression bis 56 d p.n.
nachgewiesen werden (Abb. 14B). Der T Zellrezeptor (TCR) war im lleum bis 35d p.n.
konstant exprimiert und stieg 56 d p.n. 2-fach an (Abb. 14C). Im Colon ascendens hingegen
war 7 d p.n. die Expression am geringsten und blieb ab 14 d p.n. konstant (Abb. 14D). Auch
hier konnte ein entwicklungsbedingter Einfluss nachgewiesen werden. In beiden Genen
wurden jedoch keine Absetzeffekte nachgewiesen. HLA-F, das zum Majorhisto-
kompatibilititskomplex Klasse | gerechnet wird, wies im lleum kein differentielles
Expressionsmuster auf (Abb. 14E), im Colon ascendens wurde ein Absetzeffekt beobachtet.
28 d p.n. stieg die Expression 3-fach an und fiel danach auf Anfangsniveau zuriick (Abb.
14F). Das mittels Microarray ermittelte Expressionsprofil von Cluster 1 (Abb. 11, Seite 49)

konnte somit ebenfalls bestatigt werden.
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Abb. 14: RT-gPCR Expressionsdaten von Kandidatengenen der adaptiven Immunantwort: Iga2C (A,B), TCR
(C,D), HLA-F (E,F) im lleum und Colon ascendens wahrend der postnatalen Darmentwicklung (7 d bis 56 d p.n.).
Statistische Analysen wurden mittels Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

3.2.2 miRNA-Microarrayanalyse

In die Auswertung wurden analog zur mRNA Microarrayauswertung die Zeitpunkte 7 d, 14 d,
28d, 31d, 35d und 56 d p.n. beider Darmabschnitte einbezogen. Insgesamt waren 105
miRNAs exprimiert, mit einer log2 Ratio zwischen -3,23 und +3,5 (fold change 0,11 bis 11,3).
Die FOM Analyse ergab eine optimale Clusteranzahl von 5. Die anhand der KMC Analyse
erhaltenden 5 Cluster enthielten zwischen 9-27 miRNAs. Auffallend ist hier, dass die
miRNAs Uber den Verlauf der postnatalen Darmentwicklung sowie zum Zeitpunkt des
Absetzens wenig differentiell reguliert waren. Nur in Cluster 2, 3 und 5 konnten signifikante
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Expressionsunterschiede beschrieben werden (Abb. 15). In Cluster 2 befanden sich
miRNAs, die zum Zeitpunkt des Absetzens im lleum signifikant 1,5-fach héher exprimiert
waren. MiRNAs aus Cluster 3 zeigten zu friilhen Zeitpunkten (7d und 14dp.n.) eine
differentielle Regulierung in beiden Darmabschnitten. Im lleum zeigte sich ein Anstieg, im
Colon ascendens ein Abfall der Expression. Zum Zeitpunkt des Absetzens stieg die
Expression 1,2-fach im Colon asendens an. In Cluster 5 befanden sich miRNAs, die im lleum
zum Absetzen 1,3-fach verstarkt exprimiert waren. Cluster 1 und 4 zeigten keine differentielle
Expression (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 15: miRNA Centroid Graphen: Ubersicht iiber die durchschnittlichen log2 Ratios der Cluster 2, 3 und 5,

generiert aus den miRNA-Expressionsdaten, im Verlauf der postnatalen Darmentwicklung (7 d bis 56 d p.n.).
Violette Kurve: lleum; griine Kurve: Colon ascendens. Signifikanzen jeweils zum vorhergehenden Zeitpunkt
berechnet mittels Mann-Whitney U-Test, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Um den Einfluss der miRNAs, die zum Zeitpunkt des Absetzens differentiell reguliert waren,
besser zu charakterisieren, wurden diejenigen miRNAs ermittelt, die im Bereich des
Absetzens (28 d — 35d p.n.) ein differentielles Expressionsprofil aufwiesen. Mittels MAGIA
Query (Sales et al. 2010) erfolgte mit diesen 17 miRNAs eine Targetanalyse, mit Hilfe der
Algorithmen TargetScan und miRanda. Dies fiihrte zur Ermittlung von 548 potentiellen
Zielgenen. Eine Pathwayanalyse dieser 548 potentiellen Zielgene mittels DAVID ergab
Pathways, die ebenfalls wahrend der Absetzphase durch mRNA angesprochen wurden.
Hierbei handelte es sich um den ,Pathway in cancer® (p<0,0001), ,Regulation of actin
cytoskeleton® (p<0,0006), ,focal adhesion“ (p<0,0009), ,Fc gamma R-mediated
phagocytosis® (p<0,004), ,Endocytosis” (p<0,01) und ,MAPK signaling pathway“ (p<0,005)
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Des Weiteren wurden die Pathways ,Calcium signaling pathway“ (p<0,003), sowie ,,Adherens
junction” (p<0,004) angesprochen.

3.2.3 Integrative Analyse der generierten mRNA und miRNA Expressionsprofile

Eine integrative Analyse der mRNA und miRNA Datensatze wurde mit Hilfe der
Internetplattform MAGIA (Sales et al. 2010) ermdglicht. MAGIA ermittelt aus generierten
miRNA sowie mRNA Expressionsprofilen diejenigen, die negativ zueinander korrelieren.
Gleichzeitig integriet MAGIA die theoretischen Vorhersagen (ber miRNA-Zielgen
Interaktionen anhand von TargetScan, PITA sowie miRanda. MAGIA ist bis jetzt nur fir
humane miRNA Vorhersagen ausgelegt, fir porcine miRNAs besteht die Moglichkeit eines
solchen Tools nicht. Aus diesem Grund sind in die MAGIA Auswertung nur miRNAs mit
einbezogen worden, die Spezies Ubergreifend konserviert waren. Zur Vorhersage potentieller
Interaktionen wurde der Algorithmus TargetScan sowie PITA verwendet. Die Analyse ergab
701 potentielle Interaktionen. Von diesen wurden nur die in die weitere Auswertung mit
einbezogen, die einen Regressionskoeffizienten (Pearson r) von < -0,5 aufwiesen. Einen
Uberblick (ber die potentiellen miRNA-Zielgen Interaktionen gibt Tab. 17 (Seite 108, im
Anhang).

Die resultierenden 73 Interaktionen von 27 miRNAs und 34 Zielgenen wurden mittels
Cytoscape (Cline et al. 2007) in Abb. 16 graphisch dargestellt. Eine Pathwayanalyse mit den
34 Zielgenen ergab eine Beteiligung der Gene FLT1, ACTG1 und IGF1 im KEGG Pathway
sfocal adhesion (p<0,037) sowie der Gene RALBP1, IGF1 und RUNX1T1 im Pathway
LPathway in cancer (p<0,09). Die hier angesprochenen Pathways zeigten somit ebenfalls
eine Ubereinstimmung zu den wéhrend der Absetzphase aus mRNA und miRNA erhaltenen.
Die miRNAs let-7a/d, miR-30b/c/d, miR-26a, miR-27b, miR-130a, miR-152, miR-148a, miR-
215 und miR-361-5p zeigten im Colon ascendens eine absetzspezifische Zunahme der
Expression (Abb. 15 Cluster 3, Seite 52), ein potentielles Zielgen stellt der insulindhnliche
Wachstumsfaktor (IGF1) dar. IGF1 steuert Uber den AKT signaling Pathway das
Zellwachstum und die Proliferation. Aktin-gamma 1 ist in die Zellmotilitat involviert und wurde
potentiell Gber die miR-145 reguliert. Das ralA Bindungsprotein (RALBP1) spielt eine Rolle
bei der Rezeptor-vermittelten Endozytose. Ermittelt anhand der integrativen Analyse, stellten
die miR-145, miR-130a und miR-152 potentielle Regulatoren von RALBP1 dar (Abb. 16).
Hier konnten anhand der integrativen Analyse Vorhersagen liber potentielle Regulatoren von
zellularen Vorgangen, die insbesondere wahrend der Absetzphase von Bedeutung sind,
beschrieben werden.
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Abb. 16: Cytoscape Netzwerk: graphische Darstellung der Interaktionen erhalten aus der MAGIA Analyse.
Dreiecke: miRNA; Kreise: Zielgene; tiirkise Kreise: Gene aus KEGG Pathway ,focal adhesion®, rote Kreise:
Gene aus KEGG Pathway ,Pathway in cancer®. Schwarze Linien: Interaktionen durch MAGIA hervorgesagt.

3.3. Experimentelle Salmonelleninfektion-Colon ascendens
3.3.1. mRNA-Microarrayanalyse

In die Auswertung wurden die Zeitpunkte 3 h, 1d, 3 d sowie 28 d post infectionem (p.i.)
einbezogen. Zum Zeitpunkt 1 d p.i. waren keine Proben der Kontrollgruppe verfigbar, der
Zeitpunkt wurde jedoch in die Colon ascendens Auswertung mit einbezogen, da Analysen
der Expressionsprofile besonders zu diesem Zeitpunkt eine differentielle Expression
zwischen der Salmonellen (S) und Salmonellen/E. faecium Gruppe (SP) zeigten. Insgesamt
waren 534 Gene zu diesen Zeitpunkten differentiell reguliert, mit einer log2 Ratio zwischen
-4,0 bis +3,0 (fold change 0,063 bis 8). Die optimale Clusteranzahl, ermittelt anhand des
FOM Algorithmus, lag bei 10. Die mittels der anschlieBenden KMC Analyse erhaltenen 10
Cluster beinhalteten zwischen 21-86 Gene. Einen Uberblick (iber alle 10 Cluster und deren
mittlere log2 Ratios gibt Abb. 42 im Anhang (Seite 110). Besondere Beachtung wurde den
Clustern 4,6 und 9 geschenkt, da diese deutliche Expressionsunterschiede im Verlaufe der
Samonelleninfektion im Colon ascendens zeigten. Heat maps dieser Cluster sind in Abb. 17
dargestellt.
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Abb. 17: Heat maps mit integriertem Centroid Graphen: der Cluster 4, 6 und 9. Farbskala von log2 Ratio -3
bis +3; grin: verringerte Genexpression; rot: erhohte Genexpression. Griine Gene: Beteiligung in
immunologischen Pathways, orange Gene: Beteiligung im KEGG Pathway ,Regulation of actin cytoskeleton* und
pathogener E. coli Infektion, violette Gene: KEGG Pathway ,Ribosome®, graue Gene: KEGG Pathway ,oxidative
Phosphorylierung“. Signifikanzen gegenuber der Kontrollgruppe mittels Kruskal Wallis Test und Dunns Post Test
ermittelt * p<0,05,** p<0,01, *** p<0,001.

Um eine Akkumulation von Genen der jeweiligen Cluster in Pathways nachzuweisen, wurde
eine Pathwayanalyse mittels DAVID mit allen Clustern durchgefiihrt. Eine Ubersicht iiber alle
10 Cluster und die Beteiligung der Clustergene an KEGG Pathways gibt Tab. 15. Gene des
Clusters 4 akkumulierten beispielsweise in den KEGG Pathways ,pathogenic E. coli
Infection”, “gap junction”, “Ribosome”, “Antigen processing and presentation” sowie
“Regulation of actin cytoskeleton”. Das Expressionsmuster von Cluster 4 zeigte zum
Zeitpunkt 1d p.i. eine signifikante 1,5-fach verstarkte Expression in der S-Gruppe im
Vergleich zur SP-Gruppe. Zum Zeitpunkt 3d p.i. zeigte die S-Gruppe eine 1,7-fach
verstarkte sowie die SP-Gruppe eine 1,3-fach erhdhte Expression im Gegensatz zur
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Kontrolle. Gene des Clusters 6 waren Uber den gesamten Verlauf in der S-Gruppe im
Vergleich zur Kontrolle differentiell exprimiert, die SP-Gruppe hingegen zeigte kein
verandertes Expressionsmuster. Zum Zeitpunkt 1 d p.i war die Expression in der S-Gruppe
im Vergleich zur SP-Gruppe signifikant (0,27-fach) verringert und 3 d p.i. im Vergleich zur
Kontrolle (0,32-fach). Eine Pathwayanalyse ergab hierbei eine Beteiligung im KEGG
Pathway ,Cell adhesion molecules” (p<0,02). Gene des Clusters 9 akkumulierten in den
KEGG Pathways ,Ribosome* und ,oxidative Phosphorylation“ und waren in der S-Gruppe zu
friihen Infektionszeitpunkten (1 d und 3 d p.i.) signifikant verstarkt exprimiert, im Gegensatz
zur Kontrolle bzw. SP-Gruppe (1,8-fach sowie 1,6-fach). Die Expression in der SP-Gruppe
war dem hingegen ebenfalls 3 d p.i. signifikant zur Kontrolle verringert (0,45-fach). Zum
spaten Zeitpunkt war die Expression im Vergleich zur Kontrolle in der S-Gruppe 0,5-fach
verringert und in der SP-Gruppe 1,4-fach verstarkt.

Tab. 15: Ubersicht {ber generierte Cluster und die Beteiligung an KEGG Pathways wéhrend einer

Salmonelleninfektion im Colon ascendens

Cluster cl Anzahl KEGG Pathway; p-value Gene
ustergene
1 59 focal adhesion (p<0,005) IGF1, TLN1,
THBS4, VAV1
2 21 - -
Ribosome (p<0,0001) RPL10a, RPL11,RPL23, RPL34,
RPL36a, RPL37, RPL37a, RPL4,
3 64 RPL9, RPL6, RPL7, RPS11, RPS13,
RPS16, RPS17, RPS23, RPS29,
RPS3a, RPS4x, RPS6, RPS8, RPS5,
RPSA
oxidative Phosphorylation (p<0,0001) ATP5L, CYTB, CYTC, NDUFAB1,
NDUFS1, NDUFS2, NDUFS3,
NDUFS4L,NDUFS5, NDUFS6,
COX7C, COX6C
4 43 pathogenic E. coli Infection (p<0,0001) ACTG1, TUBA1B, ARPC2/3, RHOA,
TUBA4A, TUBA1C, TUBB2A
gap junction (p<0,0005) GNAS, TUBA4A, TUBA1C, TUBB2A,
TUBA1B
Ribosome (p<0,006) RPL3, RPL8, RPS27a, RPLPO
Antigen processing and presentation (p<0,05) CD74, B2M, HLA-DQA1
Regulation of actin cytoskeleton (p<0,06) ACTG1, ARPC2/3, CFL1, RAC2
5 46 Glutathione metabolism (p<0,02) GSTP1, GPX2, MGST3
6 86 cell adhesion molecules (p<0,02) HLA-DMA1, SELPLG, VCAM1
7 81 Antigen processing and presentation (p<0,0001) gTSB, HLA-B, HLA-E, HLA-F, HLA-
cell adhesion molecules (p<0,02) HLA-B, HLA-E, HLA-F, HLA-G
Endocytosis (p<0,05) HLA-B, HLA-E, HLA-F, HLA-G
focal adhesion (p<0,06) ELK1, ACTB, COL1A1,COL4A1
8 64 ECM-resceptor interaction (p<0,02) COL3A1, DAG1
Ribosome (p<0,0001) RPL10, RPL12, RPL15, RPL18a,
RPL23a, RPL24, RPL27, RPL27a,
9 46 RPL28, RPL36, RPL38, RPL7a,
RPS10, RPS12, RPS15a, RPS19,
RPS24, RPS25, RPS9, RPSP2
oxidative Phosphorylation (p<0,001) ATP5G3, COX4/1, COX7B, COX5B,
COX6B1, UQCRQ
10 70 cell adhesion molecules (p<0,05) CD8b, L1CAM
Wnt signaling pathway (p<0,07) CER1, NKD1, PPP2R5D
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3.3.2. miRNA-Microarrayanalyse

In die Auswertung wurden die Zeitpunkte 3 h, 1 d, 3 d sowie 28 d p.i. einbezogen. Insgesamt
waren 113 miRNAs exprimiert, mit einer log2 Ratio zwischen -3 und +3 (fold change 0,13 bis
8,57). Die FOM Analyse ergab eine optimale Clusteranzahl von 5. Die anhand der KMC
Analyse erhaltenden 5 Cluster enthielten zwischen 18-29 miRNAs. Generell war
festzustellen, dass vor allem miRNAs in der SP-Gruppe zum Zeitpunkt 3d und 28 d p.i.
differentiell reguliert waren im Vergleich zur S- und C-Gruppe. Der Anteil von unregulierten
miRNAs im Verlaufe der Infektion in der SP-Gruppe lag bei 35 %, in der S-Gruppe sogar bei
61 %. Nur Cluster 1 und 2 zeigten Gene die in SP-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle
signifikant reguliert waren (Abb. 18). In der S-Gruppe konnte im Vergleich zur Kontrolle in
keinem Cluster signifikante Expressionsunterschiede nachgewiesen werden. Cluster 2 zeigte
miRNAs, die tber den Verlauf der Infektion in der SP-Gruppe signifikant verringert exprimiert
waren, in der S-Gruppe war eine verringerte Expression zum Zeitpunkt 3 d p.n. nachweisbar.
Cluster 1 beinhaltete miRNAs, die im Vergleich zur Kontrolle in der SP-Gruppe zum
Zeitpunkt 3 d und 28 d p.i. verringert (0,5-fach) exprimiert waren. Die S-Gruppe zeigte keinen
Unterschied zur C-Gruppe.

3h 1d 3d 28d p.i. 3h 1d 3d 28d p.i.
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Cluster 1-23 miRNAs Cluster 2 -29 miRNAs

Abb. 18 miRNA Centroid Graphen im Colon ascendens: Ubersicht (iber die durchschnittlichen log2 Ratios von
Cluster 1 und 2, generiert aus den miRNA-Expressionsdaten, im Verlauf der Salmonelleninfektion (rot), der
Kontrollgruppe (griin) sowie der Salmonellen-Probiotikum Gruppe (blassrosa) (3 h bis 28 d p.i.). Signifikanzen
gegentber der Kontrollgruppe zu 3 h, 3 d und 28 d p.i., zum Zeitpunkt 1 d p.i. im Vergleich zur SP-Gruppe mittels
Kruskal Wallis Test und Dunns Post Test ermittelt, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Um die Bedeutung der unterschiedlichen miRNA Regulierung zu spaten Zeitpunkten in der
SP-Gruppe deuten zu kdénnen, wurden Targetanalysen der miRNAs mit differentiellem
Expressionsmuster im Gegensatz zur S- und C-Gruppe durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte
dabei mittels MAGIA Query mit 42 miRNAs, die zwischen Mensch und Schwein konserviert
waren, wobei mit einer Ubereinstimmung von TargetScan und miRanda gearbeitet wurde.
Hierbei konnten 20 miRNAs und 492 potentiell von ihnen regulierte Zielgene identifiziert
werden. Anhand einer Pathwayanalyse mittels DAVID konnten die Zielgene folgenden
Pathways zugeordnet werden ,Pathways in cancer* (p<0,0001), ,Endocytosis® (p<0,005),
,Regulation of actin cytoskeleton* (p<0,005) sowie ,focal adhesion* (p<0,01).
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3.3.3. Integrative Analyse der generierten mRNA und miRNA Expressionsprofile

Die Integrative Analyse wurde, wie bereits unter 3.2.3, beschrieben, durchgefihrt. Die
Gesamtheit der mRNA und miRNA Expressionsprofile wurde in die Auswertung einbezogen.
Die Analyse ergab 1015 potentielle Interaktionen. Von diesen wurden nur die in die weitere
Auswertung einbezogen, die einen Regressionskoeffizienten (Pearson r) von <-0,5
aufwiesen. Tab. 18 (Seite 110, im Anhang) gibt einen Uberblick (iber die potentiellen miRNA-
Zielgen Interaktionen.

Die resultierenden 55 Interaktionen von 24 miRNAs und 25 Zielgenen wurden mittels
Cytoscape graphisch dargestellt (Abb. 19). Eine Pathwayanalyse mit den 25 Zielgenen ergab
eine Beteiligung der Gene COL4A1, ELK1 und IGF1 im KEGG Pathway ,focal adhesion®
(p<0,01) sowie der Gene COL4A1, IGF1 und RUNX1T1 im ,Pathway in cancer* (p<0,05).
COL4A1 ist Bestandteil der Basalmembran und wurde potentiell durch die miR-21, miR-
23a/b, miR-29a und let-7a/d reguliert. Die Transkriptionsfaktoren ELK1 und RUNX1T1
wurden potentiell durch miR-185 bzw. miR-23b/c reguliert. Die miR-152 stellte einen
potentiellen Regulator fir IGF1 dar.

Bl
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Abb. 19 Cytoscape Netzwerk Colon ascendens: graphische Darstellung der Interaktionen erhalten aus der
MAGIA Analyse. Dreiecke: miRNA; Kreise: Zielgene; tiirkise Kreise: Gene aus KEGG Pathway ,focal
adhesion®; rote Kreise: Gene aus KEGG Pathway ,Pathway in cancer®. Schwarze Linien: Interaktionen durch
MAGIA hervorgesagt.

Eine Quantifizierung einiger hier dargestellter miRNAs (miR-21, miR-23b und miR-29a)
mittels eines miRNA spezifischen RT-gPCR Arrays (Abb. 20) ergab fir die miR-29a eine
sigifikant verringerte Expression in der S- und SP-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle (3 h p.i.
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0,46 bzw. 0,4 fach sowie 3d p.. 0,66 fach). Das mittels Microarray erhaltene

Expressionsprofil konnte somit bestatigt werden.
A

relative miR-29a
Expression

3h 1d 3d

Abb. 20: miR-Q-Array: relative miRNA Expression im Verlauf einer Salmonelleninfektion (3 h bis 3d p.i.).
Expression mittels der miR-16 und miR-191 normalisiert. (A): miR-29a. Statistische Analysen wurden mittels
Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

3.3.4. Veranderte Expression von Genen des KEGG Pathways ,Cell adhesion molecules*

Um eine nahere Charakterisierung der anhand der Microarrayversuche festgestellten
verringerten Expression in der S-Gruppe sowie der Restitution in der SP-Gruppe von
Vertretern des KEGG Pathways ,Cell adhesion molecules® vorzunehmen (siehe Abb. 17
Seite 55, Cluster 6), wurden Gene dieses Pathways quantifiziert (Abb. 21). Das vaskulare
Zelladhasionsmolekil (VCAM-1) zeigte zu allen Zeitpunkten eine signifikant 1,6 bis 1,8-fach
verstarkte Expression in der SP-Gruppe im Vergleich zur S- und C-Gruppe (Abb. 21A). Das
Integrin beta-1 (CD29), welches zusammen mit dem Integrin alpha 4 (CD49d) das Very late
Antigen (VLA-4) auf Leukozyten bildet und an VCAM-1 bindet, zeigte das gleiche
Expressionsprofil wie VCAM-1 (Daten nicht gezeigt). Der Selektin P Ligand (SELPLG) war
3h und 1d p.i. in der SP-Gruppe signifikant 1,4 bis 1,75-fach verstarkt exprimiert. Die
Expression in der S-Gruppe war 3 d p.i. 0,5-fach verringert im Vergleich zur C- und SP-
Gruppe (Abb. 21B). Die Zelladhasionsmolekile SELP, SELE und SELL, an die der SELPLG
bindet, wiesen keine differentiellen Expressionsunterschiede auf (Daten nicht gezeigt).

Das interzellulare Zelladhasionsmolekil (ICAM-1) zeigte 3 h p.i. eine signifikant 1,7-fach
verstarkte Expression in der SP-Gruppe. 28 d p.i. war die Expression in der S-Gruppe
signifikant 0,74-fach zur C-Gruppe und 0,47-fach zur SP-Gruppe verringert. Die Expression
in der SP-Gruppe war zu diesem Zeitpunkt 1,6-fach verstarkt im Vergleich zur Kontrolle
(Abb. 21C). Das Integrin alpha L (CD11a) und das Integrin beta-2 (CD18) bilden zusammen
das Lymphocyte function associated Antigen 1 (LFA-1), welches an ICAM-1 bindet. Das
Expressionsprofil beider Integrine war das gleiche wie von ICAM-1 (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 21: RT-gPCR Expressionsdaten von Kandidatengenen des KEGG Pathways ,cell adhesion molecules” im
Verlaufe einer Salmonelleninfektion (3 h bis 28 d p.i.). (A) VCAM-1, (B) SELPLG, (C) ICAM-1. Statistische
Analysen wurden mittels Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Die anhand der Microarrayversuche ermittelte verstarkte Expression in der SP-Gruppe im
Vergleich zur S-Gruppe zum Zeitpunkt 1 d p.i. konnte in allen untersuchten Kandidatengenen
nachvollzogen werden. Zum Zeitpunkt 3 d p.i. konnte nur beim SELPLG die verringerte
Expression im Vergleich zur Kontrolle sowie eine Restitution in der SP-Gruppe bestatigt
werden. Der Effekt der verringerten Expression in der S-Gruppe mit gleichzeitiger Restitution
in der SP-Gruppe konnte zum spaten Zeitpunkt (28 d p.i.) bei ICAM-1 beobachtet werden.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde im Folgenden die SELPLG Expression im Verlaufe einer
Salmonelleninfektion naher charakterisiert (3.3.5.-3.3.7.)

3.3.5. SELPLG und MAdCAM-1 Expression im Verlaufe einer Salmonelleninfektion

Proteinexpressionsstudien zeigten im Vergleich zur Kontrolle zum Zeitpunkt 3 h p.i. eine
signifikant 0,45-fach verringerte Expression in der S-Gruppe. Zu spateren Zeitpunkten
konnten keine signifikanten Unterschiede beschrieben werden (Abb. 22A/C). Aufgrund einer
Studie von Kum et al. (2009), in der SELPLG defiziente Mause eine verstarkte MAdACAM-1,
IL-6, TNFa und MCP-1 Expression verbunden mit einer erhdéhten Mortalitdt und
Salmonellenlast aufwiesen, erfolgte eine Charakterisierung von MAdACAM-1 und einiger pro-
inflammatorischer Zytokine.

Ein ahnlicher Effekt mit verringerter SELPLG Expression konnte hier, wie oben beschrieben,
auf Transkriptomebene zum Zeitpunkt 3 d p.i. und auf Proteinebene 3 h p.i. in der S-Gruppe
beschrieben werden. Die Untersuchung der MAdCAM-1 Expression zeigte eine signifikant
1,44 bis 2,8-fach erhéhte Genexpression zu den Zeitpunkten 3 h, 3 d und 28 d p.i. in der S-
und SP-Gruppe, im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 23D). Auf Proteinebene konnte 3 d p.i. eine
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signifikant 2,5-fach verstarkte Expression in der S- und SP-Gruppe bestatigt werden (Abb.
22B/C).
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Abb. 22: Western Blot Analysen: Proteinexpresssion normalisiert mittels ACTB als Referenzprotein. Relative
Proteinexpression ermittelt aus dem geometrischen Mittel von drei einzelnen Western Blot Analysen (A) SELPLG;
(B) MAACAM-1, sowie beispielhafte Darstellung jeweils eines Blotes (C). Statistische Analysen wurden mittels
Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt * p<0,05, **p<0,01.

Die Integrine alpha-4 und beta-7, die an MAdCAM-1 binden, zeigten lber den Verlauf der
Infektion keine Expressionsunterschiede (Daten nicht gezeigt). 3 d p.i. konnte hier somit auf
Transkriptomebene eine verringerte SELPLG Expression mit gleichzeitig verstarkter
MAdCAM-1 Expression in der S-Gruppe bestéatigt werden. Auf Proteinebene war dieser
Effekt zu verschiedenen Zeitpunkten wéhrend der Infektion zu beobachten (3 h p.i. bei
SELPLG und 28d p.i. bei MAdACAM-1). Die hier untersuchten pro-inflammatorischen
Zytokine zeigten unterschiedliche Expressionsmuster. IL8 war zu den Zeitpunkten 3 h, 3 d
und 28 d p.i. signifikant zwischen 1,6 bis 3,7-fach im Vergleich zur Kontrolle in der S- und
SP-Gruppe erhoht (Abb. 23A). Das pro-inflammatorische Zytokin TNFa war wahrend der
gesamten Salmonelleninfektion signifikant 1,52 bis 2,3-fach erhéht exprimiert. Gleichzeitig
konnte eine Restitution in der SP-Gruppe nachgewiesen werden (Abb. 23B). MCP-1 zeigte
zum friihen Infektionszeitpunkt (3 h p.i.) eine 0,35 bzw. 0,6-fach verringerte Expression in der
S- und SP-Gruppe im Vergleich zur C-Gruppe. Zu spateren Zeitpunkten war die Expression
im Vergleich zur Kontrolle in der S-Gruppe 1,66 bis 2,62-fach verstarkt. In der SP-Gruppe
blieb sie Uber den Verlauf im Vergleich zur Kontrolle 0,5-fach vermindert (Abb. 23C). Das
pro-inflammatorische Zytokin IL6 zeigte keine veranderte Expression liber den Verlauf der
Infektion (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 23: RT-gPCR Expressionsdaten der pro-inflammatorischen Zytokine IL8 (A), TNFa (B) und MCP-1 (C)
sowie des Zelladhdsionsmolekiles MAdACAM-1 (D) im Verlaufe einer Salmonelleninfektion (3 h bis 28 d p.i.).
Statistische Analysen wurden mittels Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Alle hier untersuchten pro-inflammatorischen Zytokine, ausgenommen IL6, zeigten somit
eine verstarkte Expression im Verlauf der Salmonelleninfektion einhergehend mit
verminderter SELPLG sowie verstarkter MAdJCAM-1 Expression.

3.3.6. SELPLG ist ein direktes Zielgen der miR-34a

Um einen potentiellen Regulator von SELPLG zu identifizieren, der Einfluss auf die
Expressionsunterschiede wahrend der Salmonelleninfektion nehmen konnte, wurden die
mRNA und miRNA Microarrayexpressionsprofile verglichen. Dabei konnte zwischen SELPLG
und der miR-34a ein anti-korrelierendes Expressionsmuster nachgewiesen werden.
Analysen der humanen und porcinen SELPLG 3°'UTR auf potentielle Bindungsstellen fiir die
miR-34a mittels RNAhybrid ergaben bei beiden Spezies Bindungsstellen flr die konservierte
miR-34a seed Sequenz. Die minimale freie Energie lag bei der humanen Interaktion bei
-23,8 kcal/mol, sowie bei der porcinen bei -23,2 kcal/mol. Abb. 24 zeigt die mittels RNAhybrid
ermittelte Targetinteraktion.

hSaSELPLG 5° € UC  CAC cu U3’ SSCSELPLG 5° U C ccec u 3
CA CCA  GC A GCACUGCCA GC GCCA CACUGCCA
[N (AR RN RN HEEAR [TTEITT
GU GGU CG U UGUGACGGU UG UGGU GUGACGGU

mir-34a 3" u U A UC 5 mirR-34a 37 u CGAUUCU 5

Abb. 24: humane bzw. porcine SELPLG-miR-34a Targetinteraktion ermittelt durch RNAhybrid
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Reporterassays wurden durchgefiihrt, um die Interaktion zwischen der miR-34a und
SELPLG zu zeigen. Hierzu wurden HelLa sowie IPEC-J2 Zellen co-transfiziert mit einem
Gaussia Luciferase Plasmid, welches mit der miR-34a oder der mutagenisierten
Bindungsstelle fusioniert wurde, sowie mit miR-34a mimics oder nonsense miRNA. Ein
mitgeflihrtes Kontrollplasmid kodierte fir die Cypridina Luciferase.

Die Transfektion mit der miR-34a und der SELPLG Bindungsstelle fir die miR-34a ergab im
humanen sowie porcinen System eine signifikante ca. 40 % ige Herabregulierung im
Vergleich zur mutagenisierten Bindungsstelle. Die Co-Transfektion der nonsense miRNA und
der Bindungsstelle sowie der mutagenisierten Bindungstelle zeigten keine veranderte
Luciferaseaktivitat (Abb. 25).

A human B porcine

100

:Luccynrhﬂm
o
8

Lucﬁ:unl:
Aktivitat [%]

0:

Nonsense - - + + Nonsense - -
miR-34a + + - - miR-34a + + -

pTKGhSELPLG + - + - PTKGSSELPLG + - + -
PTKGhSELPLGm - + - + PTKGSSELPLGM - + - +
pTK-Cluc + + + + pTK-Cluc + + + +

Abb. 25: Reporterassay: relative Luciferase Aktivitdt nach Co-Transfektion in HeLa Zellen (A) sowie IPEC-J2
Zellen (B). Statistische Analysen wurden mittels paired T-Test durchgefiihrt; **p<0,01

In beiden Spezies konnte so gezeigt werden, dass SELPLG ein direktes Zielgen der miR-34a
darstellt.

3.3.7. miR-34a Expression im Verlaufe einer Salmonelleninfektion im Colon ascendens

Um die Beobachtung, dass die miR-34a die Expression von SELPLG im Zellsystem reguliert,
zu bekraftigen und im porcinen Darmgewebe nachzuvollziehen sowie die erhobenen
Microarraydaten zu bestatigen, wurden RT-gPCRs zur Quantifizierung von intestinalem
miR-34a im Verlauf einer Salmonelleninfektion durchgefiihrt. Dieses Expressionsmuster
wurde mit RT-qPCR Ergebnissen von SELPLG verglichen (Abb. 21B, Seite 60). Wie aus
Abb. 26 hervorgeht, war die miR-34a zu friihen Infektionszeitpunkten (3 h p.i.) in der S- und
SP-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle 1,9- bzw. 2,5-fach hochreguliert. Zum Zeitpunkt 3 d p.i.
zeigte sich eine signifikante 2- bzw. 3-fach verstarkte miR-34a Expression in der S- und SP-
Gruppe im Vergleich zur Kontrolle. 28 d p.i. wurde ebenfalls eine 1,7- bzw. 2,2-fach erhoéhte
miR-34a Expression im Vergleich zur Kontrolle in der S- und SP-Gruppe nachgewiesen. Die
miR-34a Expression war zu den Zeitpunkten 3 d und 28 d p.i. ebenfalls signifikant erhéht im
Vergleich zur S-Gruppe.
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relative miR-34a Expression

3h 1d 3d 28d

Abb. 26: RT-gPCR Expressionsdaten der miR-34a im Verlaufe einer Salmonelleninfektion (3 h bis 28 d p.i.).
Statistische Analysen wurden mittels Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt * p<0,05, **p<0,01, ***p=<0,001.

Eine negative Korrelation zwischen den SELPLG und miR-34a Expressionsdaten konnte nur
zwischen der C- und S-Gruppe ermittelt werden, jedoch nicht zur SP-Gruppe.

3.4. Experimentelle Salmonelleninfektion-lleum
3.4.1. mRNA-Microarrayanalyse

In die Auswertung wurden die Zeitpunkte 3 h, 3 d sowie 28 d p.i. einbezogen. Insgesamt
waren 835 Gene bei diesen Zeitpunkten differentiell reguliert mit einer log2 Ratio zwischen
-4,5 bis +3,5 (fold change 0,04 bis 11). Mit Hilfe des FOM Algorithmus konnte gezeigt
werden, dass fur diese Datensatze eine KMC Analyse mit 12 Clustern zur grofiten
Aussagekraft fihrte. Die aus der KMC Analyse erhaltenden Cluster beinhalteten zwischen
35-114 Gene. Generell waren vor allem in der friihen Infektionsphase (3 h p.i.) die Gene
zwischen der S- und C-Gruppe differentiell exprimiert. Um eine Beteiligung der Clustergene
in speziellen Pathways zu ermitteln, wurde eine DAVID Analyse durchgefiihrt. Eine Ubersicht
Uber alle 12 Cluster und die Beteiligung der Clustergene an KEGG Pathways gibt Tab. 16. In
Abb. 27 sind Heat Maps der Cluster 5 und 9 dargestellt, die wahrend des friilhen
Infektionszeitpunktes zwischen den Gruppen differentielle Expressionsmuster zeigten.

Gene des Clusters 5 waren zum Zeitpunkt 3 h p.i. nach Salmonelleninfektion im Vergleich
zur Kontrolle 0,4-fach verringert exprimiert, gleichzeitig zeigte die SP-Gruppe eine 1,4-fache
Hochregulierung. Zum spaten Zeitpunkt (28 d p.i) waren die Clustergene in der S-Gruppe im
Vergleich zur Kontrolle 3,8-fach sowie in der SP-Gruppe 3-fach geringer exprimiert. Cluster 5
wies eine Beteiligung an den Pathways ,Ribosome® und ,Oxidative Phosphorylation“ auf.
Cluster 9 enthielt zum Zeitpunkt 3 h p.i. deutlich starker exprimierte Gene nach
Salmonelleninfektion (2,4-fach) im Gegensatz zur C- und SP-Gruppe. Die Expression in der
SP-Gruppe war im Vergleich zur Kontrolle 1,4-fach erhéht. Gene des Clusters 9 zeigten
dabei eine Beteiligung an folgenden KEGG-Pathways: ,Antigen processing and
presentation”, ,Cell adhesion molecules”, ,Regulation of actin cytoskeleton®, ,Fc gamma
mediated phagocytosis®, ,focal adhesion® sowie ,pathogenic E. coli Infektion®. Im Pathway
JAntigen processing and presentation® waren vorwiegend Gene des Majorhisto-
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kompatibilititskomplexes | vertreten. Einen Uberblick tber alle 12 Cluster und deren mittlere
log2 Ratios gibt Abb. 43 im Anhang (Seite 112).

Cluster 5 Cluster 9
3h 3d 28d 3h 3d 28d
S CSP S CSP S C SP

S CSP S CSP S C SP

Abb. 27: Heat maps mit integriertem Centroid Graphen: Heatmaps zweier mRNA Cluster (Cluster 5 + 9).
Farbskala von log2 Ratio -2 bis +2 bzw. -3 bis +3; griin: verringerte Genexpression; rot: erhdhte Genexpression.
orange Gene: Beteiligung im KEGG Pathway ,Regulation of actin cytoskeleton“ und pathogener E. coli Infektion,
violette Gene: KEGG Pathway ,Ribosome*, graue Gene: KEGG Pathway ,oxidative Phosphorylierung®, tiirkise
Gene: KEGG Pathway ,focal adhesion®. Signifikanzen mittels Kruskal Wallis Test und Dunns Post Test ermittelt,
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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Tab. 16: Ubersicht Uber generierte Cluster und deren Beteiligung an

Salmonelleninfektion im lleum

KEGG Pathways wahrend einer

Anzahl
Cluster Clustergene Angesprochene KEGG, p-value Clustergene des Pathways
1 41 - .
2 101 Antigen processing and presentation (p<0,06) | CD8b, HSP5, MHCIIDQb
cell adhesion molecules (p<0,15) CD8b, MHCIIDQb, VCAM1
signaling in immune response (p<0,39) CD8b, MHCIIDQb, VCAM1, C3,
C4A
3 90 colorectal cancer (p<0,08) Bax, FZD8, Tcf7I1
ECM Receptor interaction (p-<0,08) COL1A1, COL3A1, COL4A1
Apoptosis (p<0,087) Bax, CFLAR, CSF2RB
circadian rhythmus (p<0,07) CRY2, Per1
4 95 - -
Ribosome (p<0,0001) RPS11, RPS12, RPS16,
RPS20, RPS21, RPS23,
RPS24, RPS25, RPS29,
RPS3a, RPS4, RPS8, RPL10a,
5 14 RPL11, RPL12, RPL14, RPL23,
RPL27, RPL30, RPL34,
RPL35a, RPL36, RPL37,
RPL37a, RPL38, RPL6, RPL7,
RPL9, RPL17, RPL21,
RPS26L1, RPL35
oxidative Phosphorylation (p<0,0001) UBLS5, NDUFS3, ATP5G1,
ATP5H, MIB2, CYTB, ACP1,
NDLFA4, ND5, UQCRQ
6 57 Antigen processing and presentation (p<0,058) | B2M, HSPA8, MHCIIDQa
7 35 - -
Ribosome (p<0,0001) RPL10, RPL15, RPL18, RPL28,
8 62 RPL4, RPL8, RPS10, RPS19,
RPS27a, RPS6, RPS9, RPSA,
RPLPO
Antigen processing and presentation (p<0,007) | CD74, HSP90, HLA-A3, HLA-
CAM (p<0,05) B18, HLA-J, Ig alpha 1 chain C,
9 53 )
Ig gamma-4 chain C, Ig kappa
chain C
focal adhesion (p<0,074) PXN, PIP5K1C, ELK1
pathogenic E. coli infection (p<0,0001), ACTA1, ACTA2, ACTB, ARP2/3
regulation of actin cytoskeleton (p<0,0005) subunit 1B, ARP2/3 subunit 5,
CFL-1, EZR, CAPZB, Hcls1,
TUBB2
FcyR-mediated phagocytosis (p<0,01) ARP2/3 subunit 1B, ARP2/3
subunit 5, CFL-1
10 38 Pyruvate metabolism (p<0,09) GRHPR, PDHB
1 74 gene expression (p<0,02) EEF2, FUS, HNRNPF, MED25,
RPL21, SNRNP70
processing of capped intron containing pre FUS, HNRNPF, SNRNP70
mRNA (p<0,09)
12 75 Antigen processing and presentation (p<0,053) | CTSB, MHCIIDMb, TAB2
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3.4.2. miRNA-Microarrayanalyse

In die Auswertung wurden die Zeitpunkte 3 h, 3 d sowie 28 d p.i. einbezogen. Insgesamt
waren 131 miRNAs exprimiert, mit einer log2 Ratio zwischen -3 und +3 (fold change 0,13 bis
8,57). Anhand der FOM Analyse wurde eine optimale Clusteranzahl von 8 ermittelt. Die
mittels der anschlieBenden KMC Analyse erhaltenen 8 Cluster enthielten zwischen 9-25
miRNAs. Generell zeigten miRNAs vor allem zu den Zeitpunkten 3 h und 3 d p.i. in der S-
und SP-Gruppe ein differentielles Expressionsmuster im Vergleich zur Kontrolle. Der Anteil
der unregulierten miRNAs Uber den Verlauf der Salmonelleninfektion lag in der S- und SP-
Gruppe bei 17 %. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen konnten nur in den
Clustern 1, 2 und 8 beschrieben werden (Abb. 28). Cluster 1 zeigte miRNAs mit einer 2-fach
erhdhten Expression zum Zeitpunkt 3 h p.i. sowie 3 d p.i. in der S- und SP-Gruppe. Zum
Zeitpunkt 28 d p.i. waren keine Expressionsunterschiede zwischen den miRNAs
nachweisbar. In Cluster 2 und 8 befanden sich miRNAs, die zu friihen Infektionszeitpunkten
(3 hund 3d p.i.) in der S- und SP-Gruppe verstarkt exprimiert waren, zum spaten Zeitpunkt
(28 d p.i.) war die Expression im Vergleich zur Kontrolle verringert.
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Abb. 28 miRNA Centroid Graphen im lleum: Ubersicht Giber die durchschnittlichen log2 Ratios der Cluster 1, 2
und 8, generiert aus den miRNA-Expressionsdaten, im Verlauf der Salmonelleninfektion (rot), der Kontrollgruppe
(griin) sowie der Salmonellen-Probiotikum Gruppe (blassrosa) (3 h bis 28 d p.i.) Signifikanzen gegeniber der
Kontrollgruppe mittels Kruskal Wallis Test und Dunns Post Test ermittelt, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Um Pathways zu identifizieren, die von miRNAs beeinflusst wurden, welche wahrend der
Salmonelleninfektion differentiell reguliert waren, wurden Targetanalysen durchgefihrt.
Hierzu wurden 49 miRNA ausgewahlt, die zwischen Mensch und Schwein konserviert waren
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sowie mittlere log2 Ratios von <-0,5 und = 0,5 zwischen der C-Gruppe und der S- bzw. SP-
Gruppe zu friihen Infektionszeitpunkten (3 h und 3 d p.i.) aufwiesen. Die Targetanalyse
wurde mittels MAGIA Query durchgefiihrt, hierbei wurde eine Ubereinstimmung zwischen
TargetScan und miRanda ausgewahlt. Dies resultierte in 24 miRNAs mit 695 von ihnen
potentiell regulierten Zielgenen. Die erhaltenden Zielgene wurden mittels DAVID einer
Pathwayanalyse unterzogen. Die meisten Zielgene sind in KEGG-Pathway beteiligt, die
ebenfalls anhand der mRNA Microarrays identifiziert wurden. 29 Zielgene spielten eine Rolle
im ,Pathway in cancer”, 20 Zielgene im ,MAPK signaling Pathway“ und 19 Gene im ,focal
adhesion® (p<0,0001) Pathway sowie ,Regulation of actin cytoskeleton® (p<0,0003).

3.4.3. Integrative Analyse der generierten mRNA und miRNA Expressionsprofile

Die integrative Analyse wurde, wie bereits unter 3.2.3, beschrieben, durchgefiihrt. Die
Gesamtheit der mMRNA und miRNA Expressionsprofile wurde in die Auswertung einbezogen.
Die Analyse flihrte zu 842 potentiellen Interaktionen. Aus den Interaktionen wurden
diejenigen herausgesucht, die einen Korrelationskoeffizienten (Pearson r) von unter -0,5
aufwiesen. Tab. 19 (Seite 112, im Anhang) gibt einen Uberblick iiber die hervorgesagten
miRNA-Zielgen Interaktionen. Eine Pathwayanalyse der 89 Gene ergab fir 4 Gene
(COL4A1, IGF1, MYLK und PAK4) eine Beteiligung im ,focal adhesion* KEGG Pathway. Die
Gene ENAH, PAK4 und MYLK waren Bestandteil des Pathways ,Regulation of actin
cytoskeleton®. Die miR-29a wies hierbei Interaktionen mit sieben Zielgenen auf,
beispielsweise ENAH. Um die identifizierten Interaktionen, die in den Pathways ,focal
adhesion” und ,Regulation of actin cytoskeleton” eine Rolle spielten, besser charakterisieren
zu koénnen wurden alle ersten Netzwerknachbarn (miRNAs) von COL4A1, ENAH, IGF1,
MYLK und PAK4 ausgewahlt. Des Weiteren wurden potentielle, durch TargetScan
hervorgesagte miR-29a Zielgene, die in den beiden Pathways eine Rolle spielten, erganzt.
Das resultierende Netzwerk bestand aus 45 Zielgenen, die in fokaler Adhasion und
Regulation des Aktin-Zytoskeletts involviert waren, sowie 26 regulierenden miRNAs (Abb.
29). Um davon die wahrscheinlichsten Interaktionen zu bestimmen, wurden jeweils miRNA-
mRNA Hybridisierungen mittels RNAhybrid (Kriiger et al. 2006) durchgefiihrt. Die resultierten
Interaktionen wurden visualisiert mittels PathVisio 2 (van lersel et al. 2008). Der KEGG
Pathway ,focal adhesion* wurde dabei als Grundgerlst gewahlt (Abb. 44, Seite 115 im
Anhang). Es wurden 36 signifikante Interaktionen zwischen fokalen Adhasionsproteinen und
den miRNAs (miR-29a, miR-152, miR-744 und miR-15b) identifiziert. Die meisten
Interaktionen konnten mit der miR-29a nachgewiesen werden, beispielsweise interagiert
miR-29a mit Vinculin (mfe=-20 kcal/mol, p<0.05) und CAV2 (mfe=-19,4 kcal/mol, p< 0.05).
Die miR-29a stellte hier somit einen potentiellen Hauptregulator der Pathways ,focal
adhesion® und ,Regulation of actin cytoskeleton® wahrend einer Salmonelleninfektion dar.
Die meisten miR-29a Zielgene im Pathway ,focal adhesion®, wie beispielsweise CAV2, waren
hierbei in extrazellularen Matrix Rezeptor Interaktionen involviert. Aus diesem Grund wurde
die Interaktion zwischen miR-29a und CAV2 wahrend einer Salmonelleninfektion in den
folgenden Analysen naher betrachtet und charakterisiert (3.4.4.-3.4.6.)
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Abb. 29: Cytoscape Netzwerk: erste Netzwerknachbarn (miRNAs, griine Dreiecke) von COL4A1, ENAH, IGF1,
MYLK und PAK4 (tiirkise Kreise) sowie miR-29a Zielgene (gelbe Kreise), die in den KEGG Pathways ,focal
adhesion“ und ,Regulation of actin cytoskeleton“ eine Rolle spielen. Schwarze Linien: mittels MAGIA

hervorgesagte Interaktionen; graue Linien: mittels TargetScan und RNAhybrid hervorgesagte miR-29a
Interaktionen.

3.4.4. CAV2ist ein direktes Zielgen der miR-29a

Analysen der humanen und porcinen CAV2 3'UTR auf potentielle Bindungsstellen fir die
miR-29a mittels RNAhybrid ergaben bei beiden Spezies Bindungsstellen fiir die konservierte
miR-29a seed Sequenz. Die Bindungsstellen zeigten eine 83,3 %ige Ubereinstimmung in
beiden Spezies. Die minimale freie Energie lag bei der humanen Interaktion bei

-19,5 kcal/mol (p<0,058), sowie bei der porcinen bei -21,4 kcal/mol (p<0,091). Abb. 30 zeigt
die mittels RNAhybrid ermittelte Targetinteraktion.
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Abb. 30: humane bzw. porcine CAV2-miR-29a Targetinteraktion ermittelt durch RNAhybrid

Zur weiteren Bestatigung der Interaktion zwischen der miR-29a und CAV2 wurden
Reporterassays durchgefiihrt. Hierzu wurden HelLa sowie IPEC-J2 Zellen co-transfiziert mit
einem Gaussia Luciferase Plasmid, welches mit der miR-29a oder der mutagenisierten
Bindungsstelle fusioniert wurde, sowie mit miR-29a mimics oder nonsense miRNA. Ein
mitgeflhrtes Kontrollplasmid kodierte fiir die Cypridina Luciferase.

Die Co-Transfektion mit der miR-29a sowie dem humanen bzw. porcinen Reporter ergab
eine signifikante 0,53-fach verringerte Luciferase Aktivitdt im Vergleich zur muatgenisierten
Bindungsstelle im humanen sowie eine 0,21-fache im porcinen System. Die Co-Transfektion
der Bindungsstelle mit der nonsense miRNA zeigten keine veranderte Luciferaseaktivitat
(Abb. 31).

A human B porcine

nonsense + - - nonsense + - -
miR-29a = + + miR-29a - + +
pTKGhCav2 + + - pTKGsCav2 + + =
pTKGhCav2m - - + pTKGsCav2Zm - - +
PTK-Cluc + + + pTK-Cluc + + 2k

Abb. 31: Reporterassay: relative Luciferase Aktivitat nach Co-Transfektion in HelLa Zellen (A) sowie IPEC-J2
Zellen (B). Statistische Analysen wurden mittels paired T-Test durchgefiihrt; * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

In beiden Spezies konnte so gezeigt werden, dass CAV2 ein Zielgen der miR-29a darstellte.

Diese Reporterassayergebnisse wurden anhand von knock-down Versuchen des
intrinsischen  CAV2 in HT-29 Zellen Uberprift. Hierzu wurden RNAi- sowie
Uberexpressionsstudien durchgefiihrt. HT-29 Zellen wurden mit der miR-29a, einer Anti-miR-
29a, nonsense MiRNA, einer siRNA spezifisch fiir CAV2, einem Expressionsplasmid fiir die
humane CAV2 Bindungsstelle sowie einem Kontrollplasmid transfiziert. AnschlieRend wurde
anhand von Western Blot Experimenten die intrinsische CAV2 Expression ermittelt. Abb. 32
zeigt die CAV2 Proteinexpression, hierbei war eine deutlich erhohte Expression nach
Transfektion mit der Anti-miR-29a im Gegensatz zur nonsense miRNA zu beobachten. Die
Anti-miR-29a band an endogenes miR-29a und inhibierte dieses. Nach Transfektion mit der
miR-29a sowie der siRNA CAV2 war eine deutlich verringerte CAV2 Expression im Vergleich
zur nonsense MiRNA nachzuweisen. Die CAV2 Expression nach Transfektion mit dem CAV2
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Expressionsplasmid war im Vergleich zum Kontrollplasmid deutlich erhdht.
Park et al. (2009) beschrieben CDC42 als direktes Zielgen der miR-29a. Western Blot
Untersuchungen auf die intrinsische CDC42 Proteinexpression nach miR-29a- und CAV2-
Uberexpressionsstudien ergaben keine Verdnderung in der intrinsischen CDC42 Expression
in HT-29 Zellen in Abhangigkeit von der miR-29a und CAV2 Expression (Abb. 32).
nonsense
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Abb. 32 Western Blot: CAV2, GAPDH sowie CDC42 Expression in HT-29 Zellen nach Transfektion mit der miR-
29a, einer Anti-miR-29a, CAV2 siRNA, nonsense miRNA, einem Expressionsplasmid fir die humane CAV2
Bindungsstelle und einem Kontrollplasmid; GAPDH diente als Referenzprotein.

Die mittels Western Blot generierten Ergebnisse wurden anhand von immunzytologischen
Farbungen von intrinsischem CAV2 validiert. Hierzu dienten HT-29 und IPEC-J2 Zellen. In
beiden Zelllinien war nach Transfektion mit der miR-29a und der CAV2 spezifischen siRNA
ein deutlich verringertes CAV2 Fluoreszenzsignal zu beobachten. Die Anti-miR-29a sowie
das CAV2 Expressionsplasmid hingegen fuhrten zu einem deutlich verstarkten CAV2 Signal.
Das intrinsische CDC42 Level nach Transfektion war nicht verandert (Abb. 33).
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CAV2 CDC42
|IPEC-J2 IPEC-J2

pMIREXCAV2 pMIRE X0 siRNA CAV2 miR-29a anti-miR-29a nonsense

NC

Abb. 33 Immunzytologische Markierung von CAV2 und CDC42 in HT-29 und IPEC-J2 Zellen nach
Transfektion mit der miR-29a, einer Anti-miR-29a, CAV2 siRNA, nonsense miRNA, einem Expressionsplasmid fiir
die humane bzw. porcine CAV2 Bindungsstelle und einem Kontrollplasmid. Rote Fluoreszenz: spezifischer CAV2
bzw. CDC42 Proteinnachweis; blaue Fluoreszenz: Kernfarbung DAPI

MaRstabsbalken grofe Bilder: 10 ym; kleine Bilder: 20 ym
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3.4.5. miR-29a und CAV2 Expression im Verlaufe der Salmonelleninfektion im lleum

Um die festgestellte Beobachtung, dass die miR-29a die Expression von CAV2 im
Zellsystem reguliert, ebenfalls im porcinen Darmgewebe nachzuvoliziehen, wurden RT-
gPCRs zur Quantifizierung von intestinalem miR-29a und dem vorhergesagten Zielgen
CAV2 im Verlauf einer Salmonelleninfektion durchgefiihrt. Wie aus Abb. 34A hervorgeht, war
die miR-29a zu frihen Infektionszeitpunkten (3 h p.i.) in der S- und SP-Gruppe im Vergleich
zur Kontrolle 1,5-fach hochreguliert. Zum Zeitpunkt 3 d p.i. zeigte sich eine signifikante 1,4-
fach verstarkte miR-29a Expression in der S-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle. 28 d p.i.
waren keine Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen zu erkennen. Im Vergleich
hierzu zeigt Abb. 34B die relative CAV2 Expression in den gleichen Gruppen. 3 h p.i. zeigte
sich eine 0,52-fach verringerte CAV2 Expression in der S-Gruppe sowie eine 0,66-fach
verringerte in der SP-Gruppe. 3 d nach der Infektion war die CAV2 Expression 0,52-fach
signifikant in der S-Gruppe verringert. Zum Zeitpunkt 28 d p.i. zeigten sich keine
Unterschiede zwischen den Gruppen. Die miR-29a und CAV2 Expression war zum Zeitpunkt
3 h p.i. in der S-Gruppe deutlich anti-korreliert (Pearson r -0,8; p<0,05 two-tailed).
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Abb. 34: RT-gPCR von miR-29a (A) und CAV2 (B) in porcinem ilealem Gewebe im Verlaufe einer
Salmonelleninfektion (3 h bis 28 d p.i.). Statistische Analysen wurden mittels Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt
* p<0,05; ** p<0,01

Die CDC42 Expression im porcinen ilealem Gewebe zeigte zum Zeitpunkt 3 h p.i. in der S-
Gruppe eine 0,65-fach signifikant verringerte CDC42 Expression im Vergleich zur Kontrolle.
Zu sehr friihen (3 h p.i.) und spéaten (28 d p.i.) Infektionszeitpunkten konnte kein Unterschied
zwischen den Gruppen nachgewiesen werden (Abb. 35).
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Abb. 35: RT-qPCR von CDC42 in porcinem ilealem Gewebe im Verlaufe einer Salmonelleninfektion (3 h bis
28 d p.i.). Statistische Analysen wurden mittels Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt * p<0,05
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Die RT-gPCR Ergebnisse bekraftigten somit die Beobachtung, dass CAV2 ein direktes
Zielgen der miR-29a darstellt. Die miR-29a—CDC42 Interaktion konnte im Darmgewebe, im
Gegensatz zum Zellsystem, nachvollzogen werden, stellte sich jedoch nicht so deutlich dar,
wie die miR-29a—CAV2 Interaktion.

Die posttranskriptionelle Regulierung durch miRNAs kann einerseits zu einer Degradation
der mRNA fiihren, sowie zu einer Hemmung der Translation. Aus diesem Grund wurden
Proteinexpressionsanalysen durchgefiihrt. Abb. 36 zeigt die mittlere relative CAV2 sowie
CDC42 Expression, ermittelt aus vier Western Blot Analysen. Zum friihen Infektionszeitpunkt
war die CAV2 Expression in der S-Gruppe signifikant um 0,54-fach im Vergleich zu C-
Gruppe verringert. 3 d p.i. war die Expression sowohl in der S- als auch in der SP-Gruppe
signifikant um 0,36 bzw. 0,44-fach im Vergleich zur Kontrolle erniedrigt. Zum Zeitpunkt
28 d p.i. zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen.

Die CDC42 Expression war 3 h p.i. in der S-Gruppe signifikant zur Kontrolle 2,7-fach
verstarkt. Zu den weiteren Zeitpunkten traten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen auf.

Anhand des Proteinexpressionsmusters lie3 sich ebenfalls die Beobachtung bekraftigen,
dass CAV2 ein direktes Zielgen der miR-29a darstellte. Bei CDC42 konnte auf Proteinebene
keine Anti-Korrelation zur miR-29a Expression ermittelt werden.
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Abb. 36 Western Blot Analysen: Proteinexpresssion normalisiert mittels GAPDH als Referenzprotein. Relative
Proteinexpression ermittelt aus dem Mittel von vier einzelnen Western Blot Analysen sowie beispielhafte
Darstellung jeweils eines Blotes. (A) CAV2; (B) CDC42. Statistische Analysen wurden mittels Mann-Whitney U-
Test durchgefiihrt * p<0,05.

Eine Lokalisierung der CAV2 und CDC42 Proteinexpression im Gewebe wurde mittels
immunhistologischer Untersuchungen vollzogen. Abb. 37 zeigt die spezifische Anfarbung
von CAV2 und CDC42. CAV2 war vorwiegend in lymphatischen Zellen der Mukusschicht
sowie vereinzelt in Zellen der Lamina propria nachweisbar. CDC42 war zytoplasmatisch in
Enterozyten nachweisbar.



Ergebnisse 75

3.4.6 miR-29a-CAV2 Interaktion in intestinalen Zellen

Im Folgenden wurden Einflisse der miR-29a-CAV2 Interaktion auf humane sowie porcine
Darmzellen naher charakterisiert.

3.4.6.1 Proliferationshemmung

Um den Einfluss von CAV2 auf die Proliferation von humanen und porcinen intestinalen
Zellen ndher zu charakterisieren, wurden knock-down Experimente in HT-29 und IPEC-J2
Zellen durchgefiihrt. Hierzu wurden Transfektionen mit einer siRNA gegen CAV2, der miR-
29a sowie zur Uberexpression von CAV2 mit einem Expressionsplasmid fiir CAV2 und der
Anti-miR-29a durchgefiihrt. Die Proliferationsrate wurde im Anschluss an die Transfektion mit
dem xCELLigence Sytem in Echtzeit gemessen und aufgezeichnet. In HT-29 Zellen war die
Proliferation nach Transfektion mit der CAV2 spezifischen siRNA nach 30 h vollstandig zum
Erliegen gekommen. Bis zum Messende nach 90 h stieg die Proliferation hier nicht mehr an.
Die miR-29a zeigte ahnliche Tendenzen wie die siRNA; verringerte Zellproliferation im
Gegensatz zur nonsense miRNA nach 50 h. Eine Transfektion mit der Anti-miR-29a flihrte zu
einer verstarkten Zellproliferation 60 h nach Transfektion (Abb. 38A). Eine ebenfalls erhdhte
Zellproliferation war, im Gegensatz zum Kontrollplasmid, 70 h nach Transfektion mit dem
Expressionsplasmid flir CAV2 zu beobachten (Abb. 38B). Die Proliferationsrate der IPEC-J2
Zellen wird in Abb. 38C und D gezeigt. Auch hier konnte die verringerte Zellproliferation nach
Transfektion mit der siRNA CAV2 und miR-29a, sowie die erhdhte Proliferationsrate im
Anschluss an die Transfektion mit dem CAV2 Expressionsplasmid und der Anti-miR-29a
beobachtet werden.
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Abb. 38: Zellproliferation mittels xCELLigence System ermittelt. Aufzeichnung des Zellindex direkt im Anschluss
an die Transfektion mit der miR-29a, CAV2 siRNA, einer Anti-miR-29a, nonsense miRNA, einem
Expressionsplasmid fir die CAV2 Bindungsstelle und einem Kontrollplasmid. Die Aufzeichnung erfolgte bis 90 h
nach der Transfektion. (A) HT-29 Zellen: RNAi Versuche; (B) HT-29 Zellen: CAV2 Uberexpression; (C) IPEC-J2
Zellen: RNAI Versuche; (D) IPEC-J2 Zellen: CAV2 Uberexpression

3.4.6.2 Salmonelleninvasion

Um den Einfluss von CAV2 auf die Aufnahme von Salmonellen naher zu charakterisieren,
wurden in vitro Invasionsstudien in HT-29 Zellen durchgefihrt. Hierzu wurden RNAI Studien
mittels miR-29a, Anti-miR-29a, nonsense mMIiRNA und CAV2 siRNA durchgefiihrt. Des
Weiteren wurden HT-29 Zellen, die transient CAV2 exprimieren, verwendet. Die Infektion mit
Salmonellen erfolgte 48 h nach Transfektion um einen deutlichen knock-down sicher zu
stellen. 2 h nach Infektion wurde die Anzahl intrazellularer Salmonellen ermittelt.

Eine erhohte CAV2 Expression, hervorgerufen mittels Anti-miR-29a und transienter
Transfektion mit einem CAV2 Expressionsplasmid, flihrten zu einer verringerten Aufnahme
von Salmonellen. Die Aufnahme verringerte sich dabei zur jeweiligen Kontrolle bei der Anti-
miR-29a auf 66 % (+20) und beim CAV2 Expressionsplasmid auf 70 % (+25). Eine verstéarkte
Aufnahme von Salmonellen konnte hingegen nach einer verringerten CAV2 Expression
durch miR-29a (175 % +36) und siRNACAV2 (190 % +99) Transfektion beobachtet werden
(Abb. 39). Die Ergebnisse zeigten eine direkte Beteiligung von CAV2 bei der Aufnahme von
Salmonellen in humane intestinale Epithelzellen.
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Abb. 39: Salmonelleninvasion: 48 h nach der Transfektion erfolgte fir 2 h die Infektion mit Salmonellen und
anschlieBend die Bestimmung der relativen CFU (CFU/lebende Zellen). Statistische Analyse mittels Mann-
Whitney U-Test * p<0,05 ** p<0,01

3.4.6.3 Aktivierungszustand von CDC42 und Rac1

Eine Sequenzanalyse von humanem und porcinem CAV2 ergab eine Region vergleichbar
zur GDI von CAV1, mit einer Sequenzlbereinstimmung von 40 %. Die Region in CAV2 ist in
beiden Spezies bis auf eine Aminosaure an Position 84 gleich. Beim Schwein befindet sich
hier ein Isoleucin anstelle eines Methionins (FEISKYV (porcin I) MYK; AS 77-86). Dieses
Ergebnis legte die Vermutung nahe, dass auch CAV2 als CDC42 GDI wirkt. Zur Uberpriifung
dieser Hypothese wurden CDC42 G-LISA Versuche mit HT-29 Zellen durchgefihrt. Mit Hilfe
des G-LISAs wurde spezifisch die Menge an GTP gebundenem (aktiven) CDC42 sowie Rac1
ermittelt. Der G-LISA erfolgte im Anschluss an RNAi- (miR-29a, Anti-miR-29a, nonsense
miRNA und CAV2 siRNA) und CAV2 Uberexpressionsstudien (pMIREXCAV2, pMIREX0). Ein
signifikant verstarkter Aktivierungsgrad vom CDC42 Protein (GTP gebunden) konnte nach
einer verringerten CAV2 Expression beobachtet werden. Hervorgerufen wurde die
verringerte CAV2 Expression durch eine miR-29a sowie siRNACAV2 Transfektion und
erhéhte die GTP gebundene CDC42 Fraktion um 163 % (+38) durch miR-29a sowie 144 %
(£39) durch die siRNACAV2. (Abb. 40). Eine erhdhte CAV2 Expression, erhalten mittels
transienter Transfektion mit Anti-miR-29a und einem CAV2 Expressionsplasmid, fihrten zu
einem verringerten Aktivierungsgrad vom CDC42 Protein, im Vergleich zur jeweiligen
Kontrolle. Bei der Anti-miR-29a verringerte sich der Aktivierungsgrad auf 75 % (+37) und
beim CAV2 Expressionsplasmid auf 37 % (+23). Wie bereits beschrieben, hatte CAV2 bzw.
miR-29a nach Western Blot Untersuchungen keinen Einfluss auf das Gesamt-CDC42 Protein
(aktiv und inaktiv) (Abb. 40). Die Ergebnisse bekraftigen somit die Vermutung, dass CAV2 als
GDI fur CDCA42 agierte.
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Abb. 40: CDC42 G-LISA 48 h nach der Transfektion erfolgte der Nachweis von aktivem GTP gebundenem
CDC42. Statistische Analyse mittels Mann-Whitney U-Test * p<0.05.

Des Weiteren wurde der Einfluss von CAV2 auf den Aktivierungszustand der RhoGTPase
Rac1 untersucht, da es wie CDC42 wahrend der Aufnahme von Salmonellen eine
entscheidende Rolle spielt (Hardt et al. 1998). Rac1 G-LISA Untersuchungen ergaben
jedoch keinen Einfluss von CAV2 auf den Aktivierungszustand von Rac1 (Daten nicht
gezeigt).
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4. Diskussion

4.1. Postnatale Darmentwicklung

4.1.1. Microarraystudien belegen kritische Phasen innerhalb der postnatalen
Darmentwicklung

Mukosale Oberflachen des Darmes sind kontinuierlich mit harmlosen Umweltantigen sowie
kommensalen Bakterien, die in symbiontischer Gemeinschaft mit dem Wirt zusammenleben,
in Kontakt. Die homoostatische Balance zwischen Toleranz und Immunitat reprasentiert
hierbei eine einzigartige regulatorische Aufgabe, die das Darmimmunsystem zu erfiillen hat.
Hierzu muss gegeniiber Kommensalen eine sog. immunologische Hyporesponsivitat
ausgebildet werden, um die immunologischen Kapazitdten gegeniiber Pathogenen zu
schonen. Kommt es jedoch zur Stérung dieser Homdostase, kdnnen eine Vielzahl von
Entzliindungsgeschehen die Folge sein, wie beispielsweise Futtermittelallergien, chronisch
entzlindliche Darmerkrankungen (IBD) sowie Darmtumore (Artis 2008). Die postnatale
Phase stellt dabei einen kritischen Punkt fiir die Kolonisierung des Darmtraktes dar und steht
deshalb im besonderen Fokus gegenuber der Ausprédgung der Krankheitsgeschehen. Das
Absetzen vom Muttertier sowie die ersten Tage post natum werden hierbei in der Ausbildung
der homdostatischen Balance als besonders kritisch angesehen, da hier die Exposition mit
neuen Antigenen, insbesondere aus der Nahrung, stark zunimmt. Zu diesen Zeitpunkten ist
die Immunitat noch sehr unzureichend ausgebildet und beglinstigt damit die Empfindlichkeit
gegenuber Pathogenen (Bailey et al. 2005).

Anhand von Microarraystudien konnten diese beiden kritischen Phasen wahrend der
postnatalen Darmentwicklung in der vorliegenden Arbeit belegt werden. Es wurde ein
Gencluster identifiziert, der in beiden Darmabschnitten eine verringerte Genexpression zu
frihen Phasen der postnatalen Darmentwicklung sowie zum Zeitpunkt des Absetzens
aufwies und eine Rolle in der adaptiven Immunantwort spielte. In den RT-gPCR Studien
konnten Entwicklungs- und absetzeffektbasierte Unterschiede in Vertretern der adaptiven
Immunantwort bestatigt werden. Insbesondere beim Immunglobulin A wurde die zu friihen
Zeitpunkten der postnatalen Darmentwicklung noch unzureichend ausgebildete mukosale
Immunantwort sichtbar. Immunglobulin A wird vom mukosalen Immunsystem sezerniert und
dient als protektives Molekdl in der ersten Abwehrstrategie. Scharek et al. beschrieben 2005
einen Abfall der Gesamt-IgA Konzentration im Kot von Schweinen bis 56 d p.n., gefolgt von
einem Anstieg. In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass im lleum die Immunglobulin
A2 Expressionsrate zu frihen Zeitpunkten stark verringert war und bereits nach 28 d p.n.
signifikant erhoht vergleichbar zu spéaten Zeitpunkten. Im Colon ascendens wurde dieses
Expressionslevel hingegen erst nach 35d p.n. erreicht. Dies deutet daraufhin, dass die
beiden Unterklassen der Immunglobuline wahrend der postnatalen Darmentwicklung
unterschiedlich reguliert werden. Deutliche absetzeffektbasierte Expressionsunterschiede
konnten bei HLA-F nachgewiesen werden, welches dem Majorhistokompatibildtskomplex |
angehort (Goodridge et al. 2010) und eine zentrale Rolle bei Funktionen des Immunsystems
spielt. Die Expressionsprofile von IgA2 und HLA-F verdeutlichten somit besonders in den
beiden kritischen Phasen der Entwicklung die erhdhte Anfalligkeit der Tiere gegenlber
Pathogenen, durch die hier aufgetretene unzureichende Entwicklung des Immunsystems.
Bekraftigt werden konnte dies ebenfalls anhand von Genen, die zu diesen Zeitpunkten
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verstarkt exprimiert waren, und im Zusammenhang mit einer pathogenen E. coli Infektion
und des Glutathionmetabolismus standen.

Glutathion stellt einen der wichtigsten antioxidativen Stoffe der intestinalen Epithelzellen dar
und scheint dabei eine wichtige Rolle in der intestinalen Barriere zu spielen (van Ampting et
al. 2009). Eine Inhibierung des antioxidativen Systems durch verminderte Expression von
antioxidativen Enzymen wie SOD und GSH-Px wurde in Absetzferkeln beschrieben (Zhu et
al. 2012). Eine Aktivierung der Glutathion-S-transferase (GST), die organische, kérperfremde
Substanzen zur  Entgiftung auf Glutathion Ubertragt, konnte zum frihen
Entwicklungszeitpunkt und zum Absetzen beobachtet werden. RT-gPCR Studien der
Glutathion Peroxidase 2 (GPX2) hingegen wiesen wahrend des Absetzens auf eine
Inhibierung des antioxidativen Systems hin. Glutathionperoxidase stellt das wichtigste
antioxidative Enzym fir die Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies dar und fihrt zur
Aufrechterhaltung der Zellmembranintegritdt gegeniiber Schadigungen durch oxidativen
Stress. Ahnliche Ergebnisse mit verminderter Expression der Glutathionperoxidase und
verstarkter Expression der GST wurden wahrend einer Salmonelleninfektion in Ratten
beschrieben (Mehta et al. 1998, van Ampting et al. 2009). Dies lie den Schluss zu, dass der
Verlust der zelluldren Integritdt durch verminderte Expression der GPX wahrend der
Absetzphase die Anfélligkeit gegeniiber Pathogenen forderte. Der Einfluss einer verstarkten
Expression der GST wahrend der Absetzphase muss hingegen noch naher charakterisiert
werden.

Die Gene ACTB, ACTG1, TUBA1B und TUBA1C akkumulierten in einem Gencluster, der
eine gegensatzliche Genregulation zu Vertretern der adaptiven Immunantwort aufwies. Bei
einer pathogenen E. coli Infektion kommt es Ulber TUBA zu einer Zerstdérung des
mikrotubuldren Netzwerkes und damit einhergehend zu einer Regulierung des Aktin-
Zytoskeletts, gefolgt von einer starken Zelldeformation. Stérungen in der intestinalen
Zellstruktur sowie die Bildung von Enterotoxinen durch das Bakterium sind die vorwiegenden
Ausléser fur die Ausbildung einer Diarrhoe. Eine pathogene E. coli Infektion stellt dabei einen
der wichtigsten Ausl6ser fir absetzbasierte Diarrhoe in Ferkeln dar (Fairbrother et al. 2005).
Diese Ergebnisse verdeutlichen den direkten Zusammenhang zwischen einer vermindert
ausgebildeten Immunantwort mit der erhéhten Infektanfalligkeit gegenliber Pathogenen wie
beispielsweise E. coli.

Ein weiterer Faktor, der mit der erhdhten Infektanfalligkeit in den kritischen Phasen der
postnatalen Darmentwicklung in Verbindung gebracht werden konnte, stellte das
Apolipoprotein A1 (APOA1) dar. APOA1 ist die primare Proteinkomponente vom Lipoprotein
hoher Dichte (HDL). Aktuelle Studien zeigten einen anti-inflammatorischen Effekt von
APOA1 durch Hemmung des CD11a auf aktivierten humanen neutrophilen Leukozyten. Des
Weiteren trat eine Inhibierung der Leukozyten-Rekrutierung in einem in vivo
Entziindungsmausmodell auf (Murphy et al. 2011). In Makrophagen inhibierte APOA1 die
durch das l6sliche CD40L ausgeldéste Immunantwort (Yin et al. 2012). APOA1 zeigte in
beiden Darmabschnitten eine stark erhdhte Expression post natum. Dieser anti-
inflammatorische Effekt von APOA1 kdnnte somit eine weitere Erklarungsmdglichkeit fiir die
hohe Infektanfalligkeit darstellen. Zu diesem Zeitpunkt war das Immunsystem noch
unzureichend ausgebildet und der anti-inflammatorische Effekt des APOA1 verscharfte diese
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Situation noch zusatzlich, als Folge war der Darmtrakt nicht in der Lage angemessen auf
Pathogene zu reagieren.

Ein Hinweis, auf den verstarkten Umbau bzw. Aufbau von Gewebe im Verlaufe der
postnatalen Darmentwicklung wurde anhand der Microarraystudien sowie der RT-gPCR
erhalten. Die Kollagene COL4A1, COL1A1 und COL26A1 zeigten eine Regulierung uber den
Verlauf der postnatalen Darmentwicklung. Die Kollagene COL4A1 und COL1A1 zeigten
hierbei eine stetige Zunahme der Expression mit kurzzeitigem Abfall zum Zeitpunkt des
Absetzens, wohingegen COL26A1 in beiden Darmabschnitten eine Abnahme in der
Expression aufwies. In einer Studie von Sato et al. (2002) zeigte COL26A1 im Hoden, im
Ovar und im Nierengewebe von Mausen, vergleichbar zu der vorliegenden Arbeit, in friihen
Entwicklungsphasen die hochste Expression sowie mit fortlaufender Entwicklung eine
Expressionsabnahme. Das COL26A1 scheint somit in frihen Entwicklungszeitpunken eine
wichtige Rolle bei der intakten Ausbildung von elastischen Fasern zu spielen. Die COL4A-
Familie wurde als wichtiger Bestandteil bei der Aufrechterhaltung der strukturellen Integritat
von Basalmembranen insbesondere zu spateren Zeitpunkten der Organentwicklung und bei
einer erhéhten mechanischen Belastung beschrieben (Pdschl et al. 2004). COL4A1 zeigte in
der vorliegenden Arbeit in beiden Darmabschnitten eine verringerte Expression zum
Zeitpunkt des Absetzens. Dies kénnte zu einer Destabilisierung des Gewebes fihren, was
besonders in dieser Phase als kritisch anzusehen war, da durch die vermehrte Aufnahme
von strukturiertem Futter die mechanische Beanspruchung des Gewebes noch zunahm. Die
hierbei verstarkt auftretende Zerstérung des Gewebes kodnnte die zu diesem Zeitpunkt
verstarkt auftretende Anfalligkeit gegentiber Pathogenen erklaren.

4.1.2. miRNAs als Regulatoren der postnatalen Darmentwicklung

Diese komplexen Vorgange wahrend der postnatalen Darmentwicklung werden durch eine
hierarchische Genexpressionsregulierung gesteuert. Hierbei stellen miRNAs potentielle
Regulatoren dar, ihre Bedeutung bei der Entwicklung von Vertebraten ist hinléanglich bekannt
(Wienholds et al. 2005).

In dieser Arbeit konnte erstmalig das miRNA Expressionsmuster im porcinen lleum und
Colon ascendens wéhrend dieser Phase aufgezeigt werden. Uber den gesamten
untersuchten Verlauf der postnatalen Darmentwicklung konnten nur wenige miRNAs
identifiziert werden, die ein differentielles Expressionsmuster aufwiesen. Vor allem konnten
miRNAs identifiziert werden, die als potentielle Regulatoren wahrend der Absetzphase eine
entscheidende Rolle spielen konnten. Differentiell regulierte miRNAs nahmen hierbei Uber
ihre potentiellen Zielgene Einfluss auf die Regulierung des Aktin-Zytoskeletts, spielten ein
Rolle bei fokalen Adhasionen und Endozytose. Damit stellen sie ein Indiz dar, das auf die
erhdhte Infektanfalligkeit gegenlber Pathogenen hinweist. Die Beteiligung im ,Pathway in
cancer” wies auf die veranderte Zellproliferation und den vermehrten Umbau des Gewebes
hin. Diese Ergebnisse verdeutlichten den mdglichen Einfluss der miRNAs auf zellulare
Prozesse, die auch mittels Microarrayanalyse wahrend der Absetzphase als besonders
bedeutend identifiziert wurden.

Die integrative Analyse stellte eine wichtige Grundlage zur Darstellung der post-
transkriptionellen Genregulation wahrend der postnatalen Darmentwicklung dar. Bis heute
sind keine Studien bekannt, die den Einfluss von miRNAs auf die Genexpression in dieser
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kritischen Phase beim Schwein untersucht haben. Die Identifikation von Regulatoren kdnnte
wichtige Aufschliisse bezilglich von Ansatzpunkten zur Behandlung von Erkrankungen
geben, die im Zusammenhang mit dieser kritischen Entwicklungsphase des Darmes
gesehen werden. Ein besonderer Einfluss konnte anhand der integrativen Analyse auf das
Zellwachstum, die Zellproliferation und die Zellmotilitdtt wahrend der postnatalen
Darmentwicklung belegt werden. Hiermit konnten erstmalig potentielle Regulatoren wahrend
der komplexen Umbauvorgédnge im Verlaufe der postnatalen Entwicklung vorhergesagt
werden. Die miR-145 wurde dabei als potentieller Regulator von RALBP1 und ACTG1
vorhergesagt. Interessanterweise wurde eine verminderte Expression der als
Tumorsuppressor beschriebenen miR-145 in neueren Studien in Verbindung gebracht, mit
einer Pradisposition fir die ulcerative Colitis (UC) sowie einem erhohten Risiko der
neoplastischen Entartung des Gewebes (Pekow et al. 2012). In der vorliegenden Arbeit
konnte eine verminderte Expression des miR-145/143 Clusters im lleum post natum sowie
direkt zum Zeitpunkt des Absetzens identifiziert werden. Das potentielle Zielgen RALBP1
wurde in verschiedenen Tumorzelllinien verstarkt exprimiert, unter anderem im kolorektalen
Krebs (Mollberg et al. 2012). Die vorliegende Arbeit stellte somit die erste Vorhersage der
moglichen Interaktion der miR-145 mit RALBP1 dar und ihre potentielle Bedeutung wahrend
der Entstehung von UC und Krebserkrankungen wéhrend der postnatalen Darmentwicklung.
Die mdgliche Regulation von RALBP1 kénnte ebenfalls durch Beinflussung der
Rezeptorvermittelten Endozytose direkten Einfluss auf die Invasion von Pathogenen
nehmen. Einen weiteren Hinweis auf die bedeutende Rolle der miRNAs auf die Entstehung
von Krebsgeschehen in dieser sensiblen Phase gab die Vorhersage der Regulation des
Insulindhnlichen Wachstumsfaktors (IGF1). Der IGF1/IGF1R Signaltransduktionsweg wurde
im Zusammenhang mit der Entwicklung, dem Uberleben sowie der Metastasierung von
humanem kolorektalen Krebs beschrieben (Hakam et al. 1999). In der vorliegenden Arbeit
konnte eine erhohte Expression von IGF1 im lleum zum Absetzen hin beschrieben werden.
Die hier vorhergesagten potentiellen Regulatoren (miR-148a/152 und miR-215) wurden im
kolorektalen Krebs vermindert exprimiert und legten damit die Wirkung als Tumorsuppressor
nahe (Chen et al. 2010, Faltejskova et al. 2012). Die postnatale Phase stellt einen besonders
kritischen Prozess dar, bei dem komplexe Umbauvorgénge der Darmmukosa stattfinden und
mit der Entstehung von einer Vielzahl von Entziindungsgeschehen in Verbindung gebracht
werden. Eine abnorme miRNA Expression kénnte somit besonders in dieser Phase die
Enstehung von Entziindungsgeschehen beglnstigen. In der vorliegenden Arbeit konnten
erstmalig Vorhersagen uber die wahrend der postnatalen Darmentwicklung und
insbesondere zum Zeitpunkt des Absetzens zugrunde liegenden regulatorischen miRNA
abhangigen Vorgéange, die die Entstehung von UC, die Besiedlung mit Pathogenen und der
Entartung des Gewebes beglnstigen, getroffen werden. Damit liefern diese Vorhersagen
neue Ansatzpunkte die Darmbesiedlung mit Pathogenen, wie beispielsweise Salmonellen, zu
verhindern. Eine Infektion mit Salmonellen die zum Zeitpunkt der Geburt und wahrend der
postnatalen Darmentwicklung sattfindet bleibt haufig auch bei alteren Tieren bestehen
(Berends et al. 1996). Da sich Schweine in der Regel latent infizieren, stellen sie eine
Hauptursache fiir lebensmittelbedingte Infektionen beim Menschen dar. Bestrebungen, die
Infektion bei Schweinen schon zu friihen Entwicklungsphasen zu bekampfen, sind daher
winschenswert.
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4.2. Salmonelleninfektion
4.2.1 Darmabschnittsspezifische miRNA Expression wahrend einer S. Typhimurium

Infektion

Zur Charakterisierung des Einflusses einer Pathogeninfektion zum Zeitpunkt des Absetzens
wurden Infektionsstudien mit S. Typhimurium an Absetzferkeln durchgefiihrt. Der Darmtrakt
stellt hierbei mit seiner enormen Oberflache das grofite Grenzorgan des Organismus dar
(Beckmann 2000), womit ihm eine entscheidende Rolle zukommt, das Eindringen von
Pathogenen zu verhindern. Pathogene wie Salmonellen haben Mechanismen entwickelt, die
zelluldre Integritdt zu stéren, dem Wirt damit zu schadigen und somit eine
Gesundheitsgefahr darzustellen. Salmonellen sind in der Lage, nach oraler Aufnahme das
saure Milieu im Magen, durch ihre Sauretoleranz zu Uberstehen und den Dinndarm zu
besiedeln. Dort penetrieren sie die intestinale Mukusschicht, mit eingebetteter autochtoner
Darmflora, weichen den Wirtsabwehrmechanismen wie beispielsweise Verdauungsenzymen,
Gallensalzen, sekretorischen IgA, dem darmassoziierten Immunsystem und antimikrobiellen
Peptiden aus und befallen die Darmepithelzellen (Haraga et al. 2008). Die Darmepithelzellen
separieren dabei das Wirtsbindegewebe von der Umwelt und stehen somit im besonderen
Fokus bei der Aufrechterhaltung der intestinalen Barriere.

Im weiteren Verlauf der Infektion besiedeln die Salmonellen weitere Abschnitte des Darms
und innere Organe. Durch die Interaktion der Salmonellen mit den Enterozyten kommt es zu
vielfaltigen Umbauvorgéngen der Zelle und Aktivierung von zellularen Signalkaskaden. In
den meisten Studien, die sich mit der verdnderten Genexpression wahrend einer
Salmonelleninfektion im porcinen Darmtrakt beschaftigten, sind vor allem Anderungen in der
Immunantwort im Diinndarm charakterisiert worden (Meurens et al. 2009, Collado-Romero et
al. 2010). Der Dickdarm stellt jedoch ebenfalls einen wichtigen Ort der Besiedlung durch
Salmonellen dar. In Tieren der vorliegenden Arbeit konnte 1d und 3d p.i. die héchste
Salmonellenbelastung im Colon, vor allem in der SP-Gruppe, nachgewiesen werden (Szabd
et al. 2009). Dies korrelierte mit den hier generierten Microarrayexpressionsdaten, in denen
Gene der pathogenen E. coli Infektion sowie des Aktin-Zytoskeletts im lleum bereits 3 h p.i.
verstarkt exprimiert waren, im Colon ascendens jedoch erst ab 1d p.i. Im Verlaufe einer
Salmonelleninfektion produzieren Salmonellen spezifische Effektorproteine, die daraufhin
RhoGTPasen aktivieren, wodurch eine Rekrutierung von ARP2/3 resultiert (Hardt et al.
2008). In der vorliegenden Arbeit konnte eine Induktion der RhoGTPasen RhoA und Rac2
sowie von ARP2/3 nachvollzogen werden. Der damit einhergehende Umbau des Aktin-
Zytoskeletts wurde sichtbar anhand der Induktion von tubuldaren Genen wie TUBA1B,
TUBA4A, TUBA1C und TUBB2A. Dies spiegelte somit die zu diesem Zeitpunkt
stattgefundene Salmonelleninfektion wieder. E. faecium behandelte Tiere zeigten ebenfalls
eine Induktion dieser Gene, was auch in diesen Tieren fir eine stattgefundene
Salmonelleninfektion sprach. Des Weiteren waren Gene der Immunantwort im lleum bereits
3 h p.i. differentiell exprimiert, im Colon ascendens erst ab 1d p.i. Im Colon ascendens
wurden vor allem Komponenten des Majorhistokompatibilitdtskomplex | verstarkt exprimiert,
dies deutete auf eine in erster Linie T-Zellvermittelte Immunantwort hin.

Dass jeder Darmabschnitt ganz individuell auf die Besiedlung mit Pathogenen reagiert,
wurde bereits beschrieben (Collado-Romero et al. 2010). Dabei spielt auch der
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unterschiedliche histologische Aufbau des Dlnn- und Dickdarms eine entscheidende Rolle.
Im Dickdarm sind beispielsweise keine Darmzotten mehr vorhanden. Aufgrund der
darmabschnitts-spezifischen Reaktionen auf Salmonellen wurden beide Darmabschnitte in
der vorliegenden Arbeit getrennt voneinander betrachtet. Collado-Romero et al. (2010)
beschrieben bereits unterschiedliche darmabschnittsspezifische Expressionsmuster von
Genen der Immunantwort im Verlaufe einer S. Typhimurium Infektion im Schwein. Im lleum
wurde beispielsweise eine verminderte Expression oder die fehlende Induktion einiger pro-
inflammatorischer Zytokine beschrieben. Ahnliche Beobachtungen konnten in der
vorliegenden Arbeit beschrieben werden. B2M, eine Komponente des MHCI, sowie HLADQA
waren im lleum vermindert exprimiert, wogegen im Colon ascendens eine erhdhte
Expression wahrend der Salmonelleninfektion nachgewiesen werden konnte. CD8b zeigte im
lleum eine verstarkte, im Colon ascendens hingegen eine verminderte Expression. Auch
wurden verschiedene Signaltransduktionskaskaden darmabschnittsspezifisch angesprochen.
Im Colon ascendens konnte eine Beteiligung im Glutathion Metabolismus und ,Wnt Signaling
Pathway“ im Verlaufe der Salmonelleninfektion nachgewiesen werden.

Der ,Wnt Signaling Pathway“ spielt eine entscheidende Rolle bei gastrointestinaler
Epithelzellproliferation und Immunantwort (Liu et al. 2011). In einer Studie von Duan et al.
(2007) rief S. Typhimurium eine Degradation von RB-Catenin, einem Zielgen des ,Wnt
signaling Pathways" hervor (Solberg et al. 2012) mit einhergehender Aktivierung des NFkB-
Transkritpionsfaktors ~ mit ~ folgender  Produktion  pro-inflammatorischer ~ Zytokine.
Interesssanterweise waren die Gene CER1 und NKD1 in der vorliegenden Arbeit im Colon
ascendens im Vergleich zur Kontrolle in der S- und SP-Gruppe verstarkt exprimiert. Beide
Gene stellen einen Inhibitor des ,Wnt signaling Pathways” dar und unterstiitzten somit die
Ergebnisse der Studie von Duan et al. 2007. Im lleum zeigte der Transkriptionsfaktor Tcf3 zu
frihen Infektionszeitpunkten eine erhdohte Expression. Tcf3 stellte einen Repressor von R-
Catenin dar und spielt moéglicherweise in der Kaskade der Inhibierung des ,Wnt signaling
Pathways" ebenfalls eine Rolle.

Eine Beteiligung am Glutathionmetabolismus wahrend einer Salmonelleninfektion wurde von
Mehta et al. (1998) beschrieben. Im salmonelleninfizierten Rattenileum wurde eine
verminderte Expression von Enzymen des Glutathionmetabolismus (GSH, SOD, GSH-Px,
GSR und G6PDH) sowie eine verstarkte Expression von GST nachgewiesen. Die Autoren
schlussfolgerten daraus einen Pathogenitdtsmechanismus der Salmonellen durch einen
verringerten endogenen intestinalen Schutz gegeniber reaktiven Sauerstoffspezies. Eine
Depletion von Glutathion erschwerte ebenfalls die ileale Entziindung in Salmonella infizierten
Ratten (van Ampting et al. 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde im Colon ascendens eine
dazu passende verminderte Expression der Gene GSTP1, GPX2 und MGST3
nachgewiesen.

Die Regulation von ribosomalen Proteinen war wahrend der Salmonelleninfektion ebenfalls
spezifisch im lleum und Colon ascendens. Der Einfluss einer S. choleraesuis Infektion auf
die Expression ribosomaler Proteine in porcinen Mesenteriallymphknoten wurde 2008 von
Wang et al. beschrieben. Die Autoren beschrieben eine verringerte Expression dieser Gene,
korrelierend zu den Microarrayexpressionsdaten der vorliegenden Arbeit im lleum. Im Colon
ascendens hingegen wurde eine Induktion nach Salmonelleninfektion nachgewiesen. Diese
Ergebnisse verdeutlichten, dass die unterschiedlichen Darmabschnitte ganz individuell und
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zu unterschiedlichen Zeitpunkten auf eine Salmonelleninfektion reagierten. Was ebenfalls
deutlich wurde anhand von Genen die zu den ECM Komponenten gerechnet werden (DAG,
COL3A1, COL1A1, COL4A1). Im Colon ascendens wurde im Verlaufe der
Salmonelleninfektion eine Zerstérung dieser Komponenten nachgewiesen, wobei im lleum
eine Induktion der Gene auftrat. Eine Zerstérung von ECM Komponenten wie Kollagene und
Laminin durch einige Pathogene zur besseren Adhasion und Induktion der Wirtsimmunitat ist
bereits beschrieben (Singh et al. 2012).

Des Weiteren gab es Hinweise auf eine im lleum zu frihen Infektionszeitpunkten
stattfindende Induktion der Apoptose. Die Induktion der Apoptose stellt zum Einen einen
Pathogenitadtsmechanismus dar, der den Bakterien hilft, den Wirt besser attackieren und ins
Gewebe eindringen zu konnen (Grassmé et al. 2001). Auf der anderen Seite gilt die
Apoptose als evolutionar konservierte Immunatwort des Wirtes, um infizierte Zellen
eliminieren zu kénnen. Flr einige Bakterien wie beispielsweise Mycobakterien wurde eine
Inhibierung der Apoptose tber Modifizierung des Bcl2 Pathways als méglicher Mechanismus
beschrieben der Wirtsimmunantwort zu entkommen (Zhang et al. 2005). Im lleum zeigte sich
zu frihen Infektionszeitpunkten in Salmonella infizierten Tieren eine erhdhte Bax Expression,
die sich im Verlaufe der Infektion verringerte. Dies deutet zu friihen Zeitpunkten auf eine
damit einhergehende Apoptoseférderung mit gefolgter Apoptoseinhibierung hin. Die
angenommene anféngliche Apoptoseforderung legt die Vermutung nahe, dass Salmonellen
dadurch vermehrt in der Lage sind ins Gewebe einzudringen, sowie durch die anschlieRende
Apoptoseinhibierung der Wirtsimmunitat zu entkommen, um sich im Gewebe manifestieren
zu kénnen. Intressanter Weise war die Bax Expression in SP-Tieren Uber den gesamten
Verlauf vermindert. Dies kénnte zu einer verminderten Aufnahme von Salmonellen ins
Gewebe gefiihrt haben.

Anhand des mIiRNA Expressionsprofils wurden die individuellen Reaktionen der
Darmabschnitte wahrend einer Salmonelleninfektion ebenfalls sichtbar. Gleichzeitig konnten
unterschiedliche Einflisse des Probiotikums E. faecium charakterisiert werden. Im lleum
wurden miRNAs beschrieben, die in der S- und SP-Gruppe gleich reguliert waren. Der
Einfluss der Salmonelleninfektion auf die differentielle Expression ist hier ibereinstimmend
mit den mRNA Profilen. Im Colon ascendens hingegen wurden vorwiegend miRNAs
differentiell in der SP-Gruppe ab 3 d p.i. nachgewiesen. Die durch die Zielgene der miRNA
angesprochenen Pathways ,Endocytosis®, ,Regulation of actin cytoskeleton“ ,focal adhesion®
LMAPK signaling pathway“ und ,Pathway in cancer wiesen darauf hin, dass die
untersuchten miRNAs eine Rolle wahrend der Pathogen-Wirt-Interaktion sowie bei
Zelldifferenzierungs- und Proliferationsvorgangen spielten. Hierdurch wurde deutlich, dass im
Colon ascendens das miRNA Profil durch die Salmonelleninfektion nicht signifikant verandert
wurde, jedoch der Einsatz des Probiotikums die miRNAs, welche regulatorisch wéahrend der
Infektion wirken, signifikant in ihrer Expression verandert hat und damit férdernd auf eine
Salmonella Infektion wirkte. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen von Szab¢ et al.
2009, in denen die Autoren in den gleichen Tieren feststellten, dass die Ferkel der SP-
Gruppe nach Gabe von E. faecium eine erhéhte Ausscheidung von Salmonellen zeigten,
sowie eine hdhere Kolonisierung in Organen vor allem auch im Colon ascendens. Dies
resultierte wiederum in einer friilheren und starkeren humoralen Immunantwort (Szabé et al.
20009).
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Anhand der miRNA Expressionsprofile wurde deutlich, dass vor allem das Colon ascendens
einen entscheidenden Beitrag bei der verstarkten Reaktion auf die Salmonelleninfektion in
der SP-Gruppe leistete. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig das miRNA
Expressionsmuster im porcinen lleum und Colon ascendens wahrend einer
Salmonelleninfektion und der Einfluss des Probiotikums E. faecium aufgezeigt werden. Bis
heute gibt es nur Studien, die den Einfluss einer S. Typhimurium Infektion auf das
Expressionsprofil einiger ausgewahlter miRNAs in humanen Monozyten, murinen
Makrophagen und Hela Zellen charakterisierten (Sharbati et al. 2012, Schulte et al. 2011).

Die integrative Analyse der mRNA und miRNA Expressionsprofile verdeutlichte zusatzlich die
darmabschnittspezifischen Reaktionen. Wahrend im Colon ascendens weitaus weniger
proteinkodierende Gene unter der Regulation von miRNAs standen, konnten im lleum 248
potentielle Interaktionen nachgewiesen werden. Trotz der unterschiedlichen Anzahl der
Interaktionen wurden in beiden Darmabschnitten ahnliche Pathways angesprochen. Hier
standen vor allem Gene im Vordergrund, die in Verbindung mit einer Salmonelleninfektion
und des stattgefundenen Gewebeumbaus standen. COL4A1 war beispielsweise in der
Regulation des Aktin-Zytoskeletts und in fokalen Adhasionen involviert. In beiden
Darmabschnitten konnten gemeinsame potentielle Regulatoren identifiziert werden, unter
anderem die miR-23b. Dies stellte auch die erste Vorhersage der regulativen Wirkung von
miR-23b auf COL4A1 dar. In der Literatur sind weitere Regulatoren von COL4A1
beschrieben worden, wie miR-21 und miR-29a. In proximalen Nierentubuluszellen (HK-
Zellen) fand unter dem Einfluss von Glukose/TGFbeta eine COL4A1 Regulation durch
miR-29a statt (Du et al. 2010). Die miR-21 wirkte in humanen Granulosazellen regulatorisch
auf COL4A1 (Mase et al. 2012). Beide beschriebenen Interaktionen konnten in der
vorliegenden Arbeit spezifisch im Colon ascendens nachvollzogen werden. Der Vergleich der
Microarrayexpressionsdaten von COL4A1 und der miR-29a Expression im lleum ergab eine
negative Korrelation und damit eine Bekréaftigung dieser Interaktion. Ubereinstimmungen
konnten ebenfalls zu den Vorhersagen aus der integrativen Analyse aus den Daten der
Absetzphase gefunden werden. IGF-1 wurde im Colon ascendens und wahrend der
Absetzphase potentiell durch die miR-152 reguliert sowie im lleum und wahrend der
Absetzphase durch miR-30c, miR-27b, miR-361-5p und miR-26a. Alle vorhergesagten
Interaktionen stellten erstmalige Vorhersagen dar.

4.2.2. Eine Salmonelleninfektion fihrt zu einer veranderten SELPLG und miR-34a
Expression im Colon ascendens

Nach der Kontaktaufnahme von Salmonellen mit Enterozyten werden mittels des Typ-lll
Sekretionsapparates Effektorproteine ins Cytoplasma der Enterozyten eingeschleust. Dies
aktiviert eine Vielzahl von Signalkaskaden, die nicht nur die Aufnahme der Salmonellen
hervorrufen, sondern auch komplexe immunologische Abwehrmechanismen des Wirtes in
Gang setzen. Die Aktivierung des MAPK Pathway resultiert in einer Aktivierung von AP-1 und
NF-kB, was wiederum zur Produktion pro-inflammatorischer Zytokine, wie IL-8, fuhrt. Diese
pro-inflammatorischen ~ Zytokine  stimulieren eine PMN  Transmigration  sowie
Entzindungsreaktionen im infizierten Gewebe (Haraga et al. 2008). Der Sinn einer
Immunantwort liegt dabei in der Unschadlichmachung eines eingedrungenen Antigens
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(Mikroorganismus oder Fremdkorper) und damit Schutz vor einer systemischen Infektion. Da
die Salmonellen aber durch ihre Effektorproteine selbst in der Lage sind, die Immunantwort
zu beeinflussen, sehen neuere Studien genau darin einen Pathogenitdtsmechanismus der
Salmonellen, ihre Uberlebenschancen im Darm zu erhdhen. Diskutiert wird dabei der
Einfluss auf die kommensale Mikrobiota des Darms. In einer gesunden intestinalen Mukosa
besteht eine Homdstase zwischen dem Immunsystem und kommensalen Mirkroorganismen.
Pathogene missen die autochtone Mikrobiota zerstéren, um kolonisieren zu kénnen. Dies
realisieren Salmonellen direkt durch Salmonellen-Kommensalen-Interaktion, mittels
Aktivierung der Wirtsimmunitat oder durch Kombination beider Mechanismen (Barman et al.
2008). Die Zerstérung der autochtonen Mikrobiota ermdglicht den Salmonellen daraufhin zu
kolonisieren und den Darmtrakt zu Uberwachsen. Die Aktivierung der Wirtsimmunitat durch
Salmonellen konnte in der vorliegenden Arbeit anhand der Microarrayanalyse in beiden
Darmabschnitten nachvollzogen werden. CD74 und HSP90 zeigten beispielsweise eine
Induktion nach Infektion, wogegen in der physiologischen Entwicklung zum gleichen
Zeitpunkt kurz nach dem Absetzen eine Verringerung der Expression auftrat. Ein weiterer
Mechanismus, wie Salmonellen die Wirtsimmunitat fir ihre Zwecke nutzen, ist von Winter et
al. (2010) beschrieben worden. Aktivierte Immunzellen bilden als Abwehrstrategie reaktive
Sauerstoffspezies, dabei wird Thiosulfat zu Tetrathionat oxidiert. Salmonellen sind in der
Lage, das Tetrathionat als Sauerstoffersatz zu nutzen, um tber Garung Energie zu gewinnen
und sich damit gegeniiber der autochtonen Mikrobiota einen Uberlebensvorteil zu sichern.
Diese Studien belegen die Theorie, dass Salmonellen die Immunantwort des Wirtes
beeinflussen, um ihr eigenes Uberleben zu férdern; eine ndhere Charakterisierung weiterer
Mechanismen muss hierzu aber noch erfolgen.

Eine Idee eines mdglichen weiteren Mechanismus lieferte eine Studie von Kum et al. (2009)
in Verbindung mit Ergebnissen, die in der vorliegenden Arbeit beschrieben wurden. In der
Studie von Kum et al. (2009) wurde der Einfluss einer verdanderten Immunantwort auf die
Salmonelleninfektion charakterisiert. In SELPLG defizienten Mausen wurde eine erhdhte
Mortalitét, Salmonellenlast und Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6, TNFa
und MCP-1 beschrieben. In der vorliegenden Arbeit konnte eine ahnliche Feststellung
getroffen werden. Im Colon ascendens wurde eine verminderte SELPLG Expression auf
transkriptioneller und translationeller Ebene in salmonelleninfizierten Schweinen
beschrieben. Eine erhéhte TNFa und MCP-1 Expression wurde ebenfalls beobachtet. Dies
deutet auf einen durch Salmonellen hervorgerufenen Effekt hin, der zum Ziel hat, eine
erhdhte Entziindungsreaktion und damit einhergehende verstarkte Salmonelleninvasion
auszuldésen. SELPLG stellt den wichtigsten Selektin Liganden dar und ist fur die Leukozyten
Rekrutierung von entscheidender Bedeutung. Kum et al. fanden in den SELPLG defizienten
Mausen zusétzlich eine erhéhte Expression von MAdCAM-1 und dem auf; Integrin. Die
vermehrte Neutrophileninfiltration konnte in diesen Mausen vermindert werden, nach
Blockierung des a,4B; Integrins. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass ein Alternativweg,
Uber MAACAM-1 vermehrt ablief und damit zu einer verstarkten Entziindungsreaktion fiihrte.
Dies forderte die vermehrte Zerstérung von Gewebe, was ein besseres Eindringen der
Salmonellen gewahrleistete. Interessanterweise wurde in der vorliegenden Arbeit ebenfalls
eine erhohte MAJCAM-1 Expression, verbunden mit einer Verminderung der SELPLG
Expression beobachtet. Dies lasst die Vermutung zu, dass es sich hierbei um einen
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Mechanismus der Salmonellen handelt, das Wirtsimmunsystem zu ihren Gunsten zu
beeinflussen. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu einer Studie, in der keine
veranderten Expressionsverlaufe von MAACAM-1 wahrend einer S. Typhimurium Infektion in
porcinen Jejunalschleifen nachgewiesen wurden (Meurens et al. 2008). Erstaunlicherweise
verringerte sich die transkriptionelle und translationelle SELPLG Expression in
salmonelleninfizierten Tieren, die zusatzlich mit dem Probiotikum E. faecium behandelt
wurden, nicht. Die Beobachtung kénnte anhand der Studie von Kum et al. jedoch die
Schlussfolgerung zu lassen, dass durch eine normale SELPLG Expression weniger
Salmonellen im Vergleich zur Salmonelleninfizierten Gruppe einwandern konnen,
hervorgerufen durch eine Verhinderung der Uberschiessenden Entzlindungsreaktion und
damit einhergehenden verringerten Zerstérung des Gewebes. Fir diese These sprach das
TNFa Expressionsprofil in dem von uns untersuchten Darmgewebe.

TNFa wird im Laufe einer bakteriellen Entziindung verstarkt exprimiert, fuhrt Gber die
Induktion von Chemokinen und Adhasionsmolekiilen zu einer verstarkten Rekrutierung von
Leukozyten und erhéht damit die Entziindungsreaktion des Gewebes. Die TNFa Expression
war signifikant in der S-Gruppe wahrend der Infektion erhéht, in der SP-Gruppe wurde
hingegen keine veranderte Expression beschrieben. Das gleiche Expressionsprofil wies das
pro-inflammatorische Zytokin MCP-1 auf. MCP-1 wird wahrend einer Infektion durch TNFa
induziert und foérdert die Chemotaxis von Monozyten und neutrophilen Leukozyten
(Watanabe et al. 2004). Die Expressionsprofile dieser beiden pro-inflammatorischen Zytokine
implizieren eine verringert ablaufende Immunantwort gegeniiber Salmonellen in der SP-
Gruppe. Kontrare Ergebnisse lieferten jedoch in der vorliegenden Arbeit die
Expressionsprofile des pro-inflammatorischen Zytokins IL-8, sowie der Adhasionsmolekiile
VCAM-1, MAdCAM-1 und ICAM-1. Hier zeigte sich eine verstarkte Expression in der SP-
Gruppe. Dies zeigte, dass trotz scheinbar verringerter Immunantwort eine Infektion mit
Salmonellen, durch ihre Effektorproteine vor allem eine IL-8 Induktion hervorrief. Hier traten
somit einerseits eine Aktivierung der Entziindungsreaktion durch eine verstarkte Expression
von IL-8, VCAM-1, ICAM-1 und MAJCAM-1 sowie andererseits eine Dampfung der
Immunantwort durch verminderte TNFa und MCP-1 Expression auf. Szabé et al. (2009)
beschrieben in den Ferkeln der SP-Gruppe eine verstdrkte Ausprdgung von
Krankheitserscheinungen mit Diarrhoe und vermehrtem Fieber, sowie einer erhdhten
Salmonellenlast im Colon. Diese Beobachtungen lieBen die Schlussfolgerung zu, dass die
Salmonellen, wie in der SP-Gruppe zu beobachten gewesen ist, eine ausgeglichene
Immunantwort des Wirtes bendtigten, um sich im Darm langfristig vermehren zu kénnen und
im Endeffekt somit zu einer Manifestierung der Infektion fiihrten.

Interessanterweise sorgen Salmonellen im Laufe der Infektion selbst fur eine Dampfung der
Immunantwort durch Effektorproteine des Typ Il Sekretionsapparates. Die Effektorproteine
SspH1 und AvrA inhibieren den durch die Effektorproteine SopE, SopE2 und SopB
aktivierten NF-kB Transkriptionsfaktor. Dies fihrt zu einer verminderten Produktion von IL-8.
(Collier-Hyams et al. 2002, Haraga & Miller 2006). Das Probiotikum E. faecium schien durch
den Einfluss auf einige pro-inflammatorische Zytokine wie TNFa oder MCP-1 die
Immunantwort zu dampfen, was wiederum den Salmonellen half, im Darm zu Uberleben, und
in einer verstarkten Salmonelleninfektion miindete.
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Die molekularen Wirkungsmechanismen von Probiotika sind noch unzureichend
charakterisiert. Erklarungsansatze sind beispielsweise, die Blockierung der Bindungsstellen
fur das Kolonisieren von Pathogenen durch Besiedlung des Mukus mit probiotischen Keimen
sowie die Induktion der Wirtsimmunitat. Fir E. faecium (SF68) wurde eine Stimulierung der
Immunantwort in Hunden beschrieben (Benyacoub et al. 2003). In einer Studie von Choi et
al. (2012) wurde in Peritonealmakrophagen von Listeria monocytogenes infizierten Mausen
eine erhdhte NO, IL-18 und TNFa Expression wahrend einer E. faecium Gabe beschrieben.
Dies resultierte in einer verstarkten Bekampfung des Pathogens. Demgegeniiber konnte in
einer Studie von Scholven et al. (2009) keine Induktion der TNFa Expression nach
Applikation von E. faecium in Absetzferkeln beobachtet werden. Ahnliche Ergebnisse wurden
in Mausen beschrieben, bei denen nach Besiedlung des Darmtraktes mit E. faecium und
Induktion einer Pseudomonas aeruginosa Pneumonie keine erhéhten TNFa, IL-6 und MCP-1
Level auftraten und damit keine verbesserte Immunantwort gegeniber P.aeruginosa zu
beobachten gewesen war (Leendertse et al. 2009). Vahjen et al. (2003) konnten ebenfalls
keinen eindeutigen Vorteil von E. faecium in Hunden beschreiben. Nach Gabe von
E. faecium wurde hier eine erhdhte Besiedlung mit Salmonella spp. und Clostridium spp.
sowie eine Reduktion von Campylobacter spp. nachgewiesen. Verbunden mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, die eine verringerte TNFa Expression durch E. faecium
wahrend einer Salmonelleninfektion beschrieben, verdeutlicht dies die sehr unterschiedliche
Reaktion auf die Applikation von E. faecium, die speziesabhangig sowie abhangig vom Co-
infizierten Keim zu sein scheint.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals ein potentieller Regulator (miR-34a) von SELPLG
identifiziert werden, der im beschriebenen Geschehen regulativ Einfluss nehmen kénnte.
MiRNAs sind schon lange als Regulatoren der Immunantwort identifiziert, beispielsweise
kénnen sie eine Rolle bei der Regulation der Bildung von Entziindungsmediatoren spielen
(Lindsay 2008). Auch eine regulatorische Beteiligung bei der Expression von
Adhasionsmolekilen wie VCAM-1, ICAM-1 oder auch Selektin-E ist beschrieben (Harris et
al. 2008, Harris et al. 2010, Suaréz et al. 2010). Eine evolutionar hohe Konservierung konnte
durch das Vorkommen der miR-34a-SELPLG Interaktion im humanen und porcinen System,
mittels Luciferaseassay belegt werden. Interessanterweise wurde die Rolle von miR-34a
wahrend Entziindungsprozessen in neueren Studien beschrieben (Liu et al. 2011), wahrend
die Beteiligung als Tumorsuppressor seit langem bekannt war. Die in der vorliegenden Arbeit
festgestellte erhéhte miR-34a Expression nach Salmonelleninfektion in der S- und SP-
Gruppe stand im Widerspruch zu einer Studie von Jiang et al. (2012). Die Autoren
beschrieben hier eine verminderte miR-34a Expression durch LPS Stimulierung in
Makrophagen, einhergehend mit einer erhéhten Produktion pro-inflammatorischer Zytokine
wie TNFa und IL-6 durch eine miR-34a-Notch1 Interaktion. Eine LPS induzierte NF-kB
Aktivierung wurde durch miR-34a deutlich reduziert.

Ausgehend von der Annahme, dass die Salmonellen eine Balance zwischen Aktivierung und
Dampfung des Immunsystems bendtigen, kdnnte in der SP-Gruppe postuliert werden, dass
die miR-34a hierbei einen entscheidenden Einfluss nahm. Die miR-34a Expression war, wie
erwahnt, in der SP-Gruppe erhoht, ein direkter Einfluss auf SELPLG konnte nicht
nachgewiesen werden. Die erhéhte mir-34a Expression kdnnte jedoch zu einer verminderten
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TNFa Expression gefiihrt haben mit gefolgter verminderter Aktivierung von MCP-1, die damit
dampfend auf das Immunsystem wirkte und damit Einfluss auf die Starke der
Salmonelleninfektion nahm. In der S-Gruppe konnte ein gegensatzliches Expressionsprofil
zwischen miR-34a und SELPLG nachgewiesen werden. Eine verminderte TNFa Expression
einhergehend mit der erhohten miR-34a Expression, konnte demgegeniber nicht
nachgewiesen werden. Schlussfolgernd |aRt sich sagen, dass entweder das Probiotikum
E. faecium Einfluss auf die miR-34a-SELPLG Interaktion nahm und diese verhinderte, oder
dass die miR-34a-SELPLG Interaktion in diesem System keinen Einfluss hatte und die
gegensatzliche Regulation in der S-Gruppe einen Zufallsbefund darstellte. Deshalb misste
diese Interaktion weiter charakterisiert werden, indem beispielsweise eine transiente miR-
34a Transfektion von Monozyten erfolgt mit anschlieBender Bestimmung der SELPLG
Expression.

4.2.3 Eine Salmonelleninfektion fiihrt zu einer miR-29a induzierten CAV2 Regulation im
lleum

Bei der Aufrechterhaltung der intestinalen Barriere, einem entscheidenden Faktor bei der
Abwehr von Pathogenen, stellen die Zellmigration und Zellproliferation wichtige
Mechanismen dar. Der dynamische Auf- und Abbau von fokalen Adhasionen stellt wiederum
einen Hauptmechanismus in der Regulierung der Zellmigration dar, der durch die
kontinuierlich ablaufenden Erneuerungsprozesse der Epithelzellen gewahrleistet wird. Die
Epithelzellproliferation findet dabei in den Darmkrypten statt, mit anschlieRender Migration zu
den Villi, wo die Zellen durch Apoptose abgeschilfert werden (Radtke et al. 2005). Fokale
Adhasionen sind hoch dynamische Strukturen, die das Aktin-Zytoskelett mechanisch an die
extrazelluldre Matrix koppeln und gekennzeichnet sind durch ein kontinuierliches
Austauschen von Proteinen wie beispielsweise der focal adhesion Kinase (FAK), Vinculin
und Paxillin (Goetz et al. 2009). Interessanterweise zeigte Paxillin in der vorliegenden Arbeit
in den Microarrayanalysen im lleum eine verstarkte Expression zu friihen Phasen der
Salmonelleninfektion. Die férdernde Wirkung der FAK auf die Wundheilung durch Regulation
der intestinalen Epithelzellproliferation und das Uberleben durch verstirkte Expression von
Cyclin D1 wurde erst kirzlich beschrieben (Owen et al. 2011). Ein weiteres fokales
Adhasionsprotein, das Tyrosin phosphorylisierte Caveolin 1 (pY14CAV1), ermdglicht
Zellmigration und Zellsignalkaskaden durch Stabilisierung der FAK in fokalen Adhasionen,
was wiederum zu erhéhtem Umsatz und Abbau der fokalen Adhasionen flhrt (Goetz et al.
2008). PY19CAV2 wurde in Co-Lokalisierung mit aktivierter FAK in fokalen Adhasionen
beschrieben, dies impliziert ahnliche Funktionen in der Signaltransduktion wie pY14CAV1
(Lee et al. 2002). Diese Studien heben hervor, dass auch Caveoline eine lang bekannte
Proteinfamilie der fokalen Adhasionen darstellen, ihre Funktion als Signalmolekil ist aber
noch nicht vollstandig aufgeklart (Goetz et al. 2009). Ebenso scheint ihre Beteiligung an
Signalkaskaden zellabh&ngig zu sein.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein CAV2 knock-down oder eine
forcierte CAV2 Expression die Proliferation von humanen sowie porcinen intestinalen
Zelllinien direkt férderte bzw. reduzierte. Kurzlich wurde gezeigt, dass CAV2 vielseitige
Effekte auf die Proliferation von Tumorzellen besitzt. Die Autoren zeigten hierbei, dass eine
CAV2 Expression in Neuroblastom- und Leberzellkarzinomzellen zu einer verminderten
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Proliferation fiihrte, wo hingegen ein knock-down von CAV2 in Gliomzellen den gleichen
Effekt hervorrief (Lee et al. 2011). Durch eine in der vorliegender Arbeit belegte miR-29a-
CAV2 abhangige Verminderung der epithelialen Zellproliferation kdnnte die epitheliale
Zellerneuerung gehemmt werden und damit einhergehend auch die Wundheilung von
infiziertem Gewebe. Um diese These zu stiitzen sind hierfiir jedoch weitere in vivo Studien
notig. Die Proliferationsunterschiede im Vergleich zur nonsense Kontrolle fielen in IPECJ-2
Zellen jedoch geringer aus als in den HT-29 Zellen; ursachlich ist hier die Uniformitat der
kolorektalen Karzinomzellen (HT29) zu sehen, die zu einer geringeren Standardabweichung
fihrte und damit Proliferationsunterschiede deutlicher sichtbar wurden.

Fokale Adhéasionen stellen nicht nur Zellverankerungen dar, sondern fungieren als
bidirektionale mechanische Biosensoren, die es ermdéglichen die Umwelt wahrzunehmen und
somit die Zelle Gber den Zustand der extrazellularen Matrix zu informieren, um daraufhin
angemessen reagieren zu koénnen. Sie integrieren dabei intrazelluldre und extrazellulare
Stimuli (Goetz et al. 2009). Wahrend Enterozyten basolateral mit der Lamina propria
mucosae kommunizieren, missen sie apikal Kontakt zur Umwelt aufnehmen. Dies legt die
Ausbildung von fokalen adhéasionsahnlichen Strukturen nahe, um diese Aufgabe zu erfiillen.
Solche Strukturen zwischen Enterozyten und Salmonellen sind ebenfalls wichtig fir die
Aufnahme von Salmonellen auf der apikalen Seite von intestinalen Zellen, die frei von
Integrinen sind. Es wurde bereits gezeigt, dass FAK und p130CAS wichtig sind fir die
bakterielle Aufnahme durch Formation von fokalen adhésionsahnlichen Strukturen (Ly et al.
2007).

Die integrative Analyse von mRNA und miRNA Expressionsprofilen in ilealem, intestinalem,
Salmonella infiziertem Gewebe zeigten, dass fokale Adhasionsproteine wie Vinculin und
CAV2 aber auch in der Formation von fokalen Adhasionen involvierte ECM Proteine unter
der Kontrolle von miRNAs standen. Vorwiegend wurde hier eine Regulation durch miR-29a
beschrieben. Interessanterweise wurde die miR-29a bereits im Zusammenhang mit der
Regulation von IFNy in natlrlichen Killerzellen und T Zellen wahrend einer L.monocytogenes
und M.bovis BCG Infektion beschrieben (Ma et al. 2012), sowie bei der Herabregulierung
von CASP7 wahrend einer M.avium Infektion in humanen Makrophagen mit gefolgter
Inhibierung der Apoptose (Sharbati et al. 2011). Des Weiteren wurde beschrieben, dass miR-
29a die dentritische Dorn Morphologie durch Regulation von Arp2/3 beeinflusste (Lippi et al.
2011). Eine frihe Heraufregulierung von miR-29a in Salmonella infizierten Tieren im lleum
mit gleichzeitiger Herabregulierung ihres Zielgens CAV2 konnte in der vorliegender Arbeit
gezeigt werden. Eine evolutiondr hohe Konservierung konnte durch das Vorkommen der
miR-29a-CAV2 Interaktion im humanen und porcinen System belegt werden. Dies wiederum
spricht fir die Regulierung einer basalen zelluldren Signalkaskade, die wahrend der
Séaugetierevolution unmodifiziert geblieben ist.

Bei Tieren, denen das Probiotikum E. faecium verabreicht wurde, konnte im Vergleich zu den
Kontrollen keine veranderte CAV2, CDC42 und miR-29a Expression nachgewiesen werden.
Der molekulare Mechanismus, der hinter der Wirkweise von Probiotika steht, ist noch wenig
verstanden. Ein vermuteter Mechanismus beruht auf der Konkurrenz um Bindungsstellen
zwischen Pathogenen und probiotischen Bakterien oder der Stimulation von
Epitelzellbarrieren (Corr et al. 2009). Basierend auf dieser Idee kdnnte die Vermutung
aufgestellt werden, dass die Konkurrenz zwischen E. faecium und Salmonella einen
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physischen Kontakt der pathogenen Bakterien mit den intestinalen Epithelzellen verhinderte,
einhergehend damit zu einer Verminderung der Ausbildung von fokalen adhasionsahnlichen
Strukturen fiihrte und die Aufnahme hemmte. AbschlieBend lasst sich jedoch auch in der
vorliegenden Arbeit nur ein sehr ambivalenter Nutzen von E. faecium feststellen. Im lleum
scheint es Uber den dargestellten Mechanismus der eventuellen Aufnahmehemmung von
Salmonellen einen positiven Nutzen zu besitzen, im Colon ascendens hingegen konnte lber
die SELPLG Interaktion eher eine fordernde Wirkung auf die Salmonelleninfektion
beschrieben werden.

In einer neueren Studie konnte gezeigt werden, dass miR-199a-3p den Umsatz der
Zellproliferation sowie das Uberleben der Zellen durch eine CAV2 Regulation moduliert
(Shatseva et al. 2011). Des Weiteren wurde CDC42 als Zielgen von miR-199a-3p
vorhergesagt. CAV2 und CDC42 besalRen dabei in der Tumorzelllinie MT1 eine negativ
korrelierende Expression. Shatseva et al. vermuteten urséchlich transkriptionelle Effekte von
CAV2 auf CDC42. Neben CDC42 stellt Rac1 die Haupt-RhoGTPase dar, die wahrend einer
zelluldren Salmonelleninfektion durch Salmonelleneffektorproteine aktiviert wird und zu einer
Aufnahme der Salmonellen flhrt (Ly & Casanova. 2007).

In der vorliegender Arbeit konnten anti-korrelierende Effekte zwischen miR-29a und CAV2
auf transkriptioneller oder translationeller Ebene bestatigt werden, aber keine Effekte auf
CDC42. Eine CAV2 Herabregulierung mittels spezifischer siRNA sowie eine Uberexpression
von CAV2 in humanen und porcinen intestinalen Epithelzellen hatten keinen Effekt auf die
CDCA42 Expression auf translationeller und transkriptioneller Ebene. Die miR-29a wurde als
Regulator fir CDC42 bereits in HeLa Zellen beschrieben (Park et al. 2009). Es konnte aber
kein Effekt von mir-29a auf CDC42 nachgewiesen werden, wahrend CAV2 in gleichen Zellen
signifikant verringert exprimiert gewesen war. Dieses Ergebnis legte die Vermutung nahe,
dass die Regulation von CDC42 durch miR-29a zell- oder gewebespezifisch ist und daher
naher charakterisiert werden muss. Sehr interessant war die Beobachtung, dass eine CAV2
Manipulation direkt verkniipft war mit einer verdnderten bakteriellen Aufnahme. Da wie
erwahnt die CDC42 Expression in den Zellen unverandert gewesen war, scheint das CDC42
Level keinen direkten Einfluss auf die Salmonellenaufnahme zu haben. Dies legt die
Vermutung nahe, dass CAV2 direkt in die Aufnahme von Salmonellen involviert war oder
eine Rolle in Signaltransduktionen spielte, die eine wichtige Rolle bei der Aufnahme von
Salmonellen Ubernahmen, wie beispielsweise die Regulation des Aktin-Zytoskeletts. Wie
schon erwahnt, spielt CAV2 eine wichtige Rolle in der FAK Signaltransduktion (Lee et al.
2002).

Zusatzlich ist bekannt, dass CAV1 als CDC42 GDI wirkt (Nevins et al. 2006). Deshalb wurde
hier untersucht, ob CAV2 in der Lage ist, den Aktivierungszustand von CDC42 zu andern.
Die Ergebnisse zeigten eine direkte Beteiligung von CAV2 am Aktivierungszustand von
CDC42, jedoch nicht von RAC1 und konnten somit die erhdhte Salmonellenaufnahme
wahrend einer verminderten CAV2 Expression erklaren. Dies kénnte einen neuen mdglichen
Pathogenitatsmechanismus zur vermehrten bakteriellen Aufnahme der Salmonellen
aufzeigen. Eine erhdhte miR-29a Expression wirde hierbei Uber eine verminderte CAV2
Expression zu einem erhdhten Aktivierungsgrad von CDC42 durch den Wegfall des CAV2
GDI Effektes auf CDC42 fiihren. Aktiviertes CDC42 wirde daraufhin die Aktin-Zytoskelett
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Signalkaskade stimulieren und damit zu einer erhdhten Salmonellenaufnahme in
Enterozyten fiihren.

Die Suche nach Molekiilen, die den CAV2 Signalweg unterbrechen oder das spezifische
Herstellen von therapeutischen siRNA kdnnte die Mdglichkeit bieten neue Therapieanséatze
fir den Menschen und das Tier zu schaffen.
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5. Zusammenfassung

Die Rolle intestinaler microRNAs und ihrer Zielgene in der postnatalen Darmentwicklung von
Ferkeln insbesondere wéhrend der Absetzphase und nach Pathogen- sowie Probiotika-
Pathogen-Exposition

Infektionen von Ferkeln wahrend der Absetzphase kdnnen besonders kritisch sein und mit
erhdhter Mortalitat einhergehen. Der protektive Effekt der Milch fallt weg und die Ferkel
werden zusatzlich groBen Mengen neuer Nahrungs- und mikrobieller Antigene ausgesetzt.
Wahrend dieses Zeitraumes finden essentielle morphologische und funktionelle
Veranderungen der Darmmukosa statt, die Uber eine Regulierung der Genexpression
gesteuert werden. MiRNAs werden hierbei als bedeutende Regulatoren der Genexpression
auf post-transkriptioneller Ebene angesehen. Ihre Beteiligung bei Zelldifferenzierungs-
vorgangen, der Organentwicklung und bei Pathogen-Wirt Interaktionen wurde bereits
beschrieben.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, eine entwicklungsspezifische
Expressionsanalyse von mRNA sowie miRNA durchzufiihren, die zum besseren Verstandnis
der postnatalen Darmentwicklung bei Ferkeln, insbesondere wahrend der Absetzphase
beitragt. Hierzu wurden Darmproben (lleum und Colon ascendens) an sechs Zeitpunkten (7-
56 d post natum) gewonnen. Die Genexpressionsanalyse der mRNA sowie miRNA erfolgte
auf transkriptioneller Ebene mittels Microarrayanalysen, gefolgt von einer integrativen
Analyse beider Datensatze. Erstmalig konnte innerhalb dieser Arbeit das miRNA
Expressionsmuster im porcinen lleum und Colon ascendens aufgezeigt werden. MiRNAs, die
zum Zeitpunkt des Absetzens differentiell reguliert gewesen waren, zeigten vor allem eine
Beteiligung bei Signalkaskaden, die Einfluss bei Wirt-Pathogen-Interaktionen sowie
Zellproliferationsvorgdngen haben. Des Weiteren wurden erstmalig Regulatoren
vorhergesagt, die wahrend der postnatalen Darmentwicklung insbesondere bei der
Ausbildung von Entziindungsgeschehen wie beispielsweise chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen oder Darmkrebs eine entscheidende Rolle spielen konnten. Auf
Grundlage dieser Erkenntnisse kénnten Ansatzpunkte zur Behandlung von Erkankungen, die
in dieser kritischen Entwicklungsphase des Darmes auftreten, gefunden werden.

Schweine, die sich zum Zeitpunkt der Geburt und wahrend der postnatalen Darmentwicklung
mit Salmonellen infizieren, bleiben hdufig auch in spateren Entwicklungsphasen infiziert. Da
sich Schweine in der Regel latent infizieren, stellen sie eine Hauptursache flr
lebensmittelbedingte Infektionen beim Menschen dar. Bestrebungen, die Infektion bei
Schweinen schon zu friihen Entwicklungsphasen zu bekdmpfen, sind daher wiinschenswert.
Aus diesem Grund bestand ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit, in der
Charakterisierung des regulatotorischen Einflusses von miRNAs wahrend einer
experimentellen S. Typhimurium Infektion sowie bei gleichzeitiger Applikation des
Probiotikums E. faecium wahrend der postnatalen Darmentwicklung. Die Charakterisierung
erfolgte zu den Zeitpunkten 3 h-28 d post infectionem (28-56 d p.n.). Erstmalig wurde das
miRNA Expressionsprofil im porcinen lleum und Colon ascendens wahrend einer
experimentellen Salmonelleninfektion sowie nach Applikation des Probiotikums E. faecium
beschrieben. Hierbei zeigte sich, zum ersten Mal, die darmabschnittsspezifische zeitlich
unterschiedliche Beeinflussung von Salmonella-spezifischen Signalkaskaden durch miRNAs.
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Beide Darmabschnitte wurden aus diesem Grund getrennt voneinander betrachtet. Im Colon
ascendens wurden v.a. miRNAs identifiziert, die wahrend einer Salmonelleninfektion
differentiell reguliert waren und Einfluss auf die adaptive Immunantwort nahmen. Eine RT-
gPCR Analyse zeigte eine verstarkte miR-34a Expression nach Salmonella Infektion, das
potentielle Zielgen der Selektin-P-Ligand (SELPLG) hingegen eine verminderte Expression.
Reporterassaystudien bestatigten diese Interaktion im humanen sowie porcinen Zellmodell
und dies stellt damit die erstmalige Beschreibung dieser Interaktion dar. Die integrative
Analyse der mRNA und miRNA Expressionsprofile im lleum ergab vor allem einen
regulatorischen Einfluss der miRNAs wahrend der Salmonelleninfektion auf fokale
Adhasionen und Aktin-Zytoskelett-Signalkaskaden. Die miR-29a Ubernahm dabei eine
herausragende regulatorische Funktion, beispielsweise wurde Caveolin 2 (CAV2) von ihr
reguliert. Mittels RT-gPCR Studien konnte eine Hochregulierung der miR-29a nach
Salmonella Infektion nachgewiesen werden, wohingegen das potentielle Zielgen CAV2 eine
verminderte Expression zeigte. Reporterassaystudien sowie RNAi und CAV2
Uberexpressionsstudien, bestatigten CAV2 als direktes Zielgen der miR-29a. Dies stellt die
erstmalige Charakterisierung dieser Interaktion dar. Ein knock-down von CAV2 resultierte in
einer Proliferationshemmung von porcinen sowie humanen intestinalen Zellen. Des Weiteren
konnte eine erhéhte Salmonelleninvasion in humane intestinale Zellen durch Regulierung
des Aktivierungsstatus der RhoGTPase CDC42 nachgewiesen werden.

Eine gleichzeitige Applikation des Probiotikums E. faecium resultierte in keiner veranderten
Expression von CAV2 und miR-29a im lleum. Mdglicherweise verhindert die Konkurrenz
zwischen E. faecium und Salmonella den physischen Kontakt von Salmonellen mit
intestinalen Epithelzellen, einhergehend mit verminderter Expression von fokalen
adhasionsahnlichen Strukturen und damit verringerter bakterieller Aufnahme. Die
vorliegende Arbeit ermoglicht die Identifikation neuer Therapiemdglichkeiten beziglich
entzlindlicher Vorgange im Darm wahrend der postnatalen Darmentwicklung, durch
beispielsweise die Entwicklung von siRNAs, die spezifische Signalwege unterbrechen. Auch
liefert sie durch die Beschreibung, wie miRNAs direkt Einfluss nehmen kénnen auf die
Invasion von Salmonellen in intestinale Zellen sowie die Beeinflussung der
Wirtsimmunantwort neue Ansatzpunkte bei der Salmonellenbekampfung.
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6. Summary

The role of intestinal microRNA’s and their targets during porcine intestinal postnatal
development focussing on the weaning phase and pathogen- as well as pathogen-probiotic-
exposition

Infections of piglets during the weaning period can be fatal and thus leading to increased
mortality. During that period, the protective effect of milk is missing and piglets are exposed
to new antigens, as for instance feed antigens. Furthermore, due to the essential change in
intestinal mucosal function and morphology during that period, the intestine is extremely
stressed. Regulation of gene expression is essential for growth and development of intestinal
mucosa. A major class of mammalian gene modulators is constituted by miRNAs. It is known
that miRNAs play a major role in cell differentiation processes, organ development and
pathogen-host-interactions.

The aim of this study was to characterise the regulative influence of miRNAs during the
porcine postnatal intestinal development focusing on the weaning phase. For this purpose
intestinal tissue samples (lleum and ascending colon) from healthy piglets were collected
within 7-56 d post natum. Gene expression analyses of mMRNA and miRNA were conducted
by microarray analysis, followed by integrative analysis of both datasets. For the first time it
was shown, in this work, the expression of miRNAs in the porcine ileum and ascending
colon. Particularly at weaning differentially regulated miRNAs were involved in host-
pathogen-interactions and cell proliferation pathways. Furthermore this study represents the
first characterisation of major gene expression regulators during the porcine postnatal
development, which are mainly involved in intestinal inflammation for example inflammatory
bowel disease or cancer. Based on these findings approaches to treating diseases that occur
during this critical phase of development of the intestine, could be found.

At birth and during the postnatal development with Salmonella infected pigs often remain
infected in later development phases. Pigs are usually latently infected with Salmonella;
thereby they are a major cause of food-borne infections in humans. Efforts to fight the
infection in pigs are therefore desirable already at early stages of development.

For this reason a further aim of this study was to characterise the regulative influence of
miRNAs during S. Typhimurium infection. This was done in animals with and without
additional treatment with the probiotic strain E. faecium. Samples from both groups were
taken 3 h—-28 d post infection (28-56 d p.n.). For the first time, the miRNA expression profile
has been described in porcine ileum and ascending colon during experimental Salmonella
infection as well as after administration of the probiotic strain E. faecium. The results
showed, for the first time, that the influence of Salmonella-specific pathways is time
dependant and differentially regulated in both loci. Therefore both parts of intestine were
considered separately. In ascending colon the identified miRNAs mainly regulate the
adaptive immunity. RT-qPCR studies showed an increased miR-34a expression directly after
Salmonella infection. In contrast the potential target Selectin-P-Ligand (SELPLG) showed a
decreased expression. Reporter gene assays in human and porcine cell lines confirmed
SELPLG as a miR-34a target and thus represents the first characterization of this interaction.
Integrated expression analysis with target prediction in ileum identified miRNAs that mainly
regulate focal adhesion as well as actin cytoskeleton pathways. MiR-29a was involved in
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most calculated interactions including Caveolin 2 (CAV2). RT-qPCR experiments verified up-
regulation of miR-29a after infection while its predicted target CAV2 was significantly down-
regulated as shown by RT-gPCR and immuno detection. Reporter gene assays as well as
RNAI experiments confirmed CAV2 as miR-29a target in human and porcine intestinal cells.
This represents the first characterization of this interaction. Knock-down of CAV2 in human
intestinal epithelial cells resulted in retarded proliferation and in increased bacterial uptake by
regulating the activation state of the small Rho GTPase CDC42. A simultaneous application
of the probiotic strain E. faecium resulted in no change in expression of miR-29a and CAV2
in the ileum. Maybe the competition between E. faecium and Salmonella prevented physical
contact of Salmonella with intestinal epithelial cells, accompanied by reduced expression of
focal adhesion structures and associated reduced intake. These results show, for the first
time, that during Salmonella infection the influence of miRNA differs depending on the
intestinal subdivision. The study provides the identification of new therapy strategies with
respect to the inflammatory bowel disease during postnatal development by searching for
molecules interrupting signaling pathways or the specific delivery of therapeutic siRNA. In
addition this study gives new ideas for the control of Salmonella infection by the description
of how miRNAs could regulate cellular uptake of Salmonella and by manipulation of host
immunity.
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Abb. 41: Centroid Graphen postnatale Darmentwicklung: Ubersicht (iber die durchschnittlichen log2 Ratios
der 6 Cluster, generiert aus den Genexpressionsdaten, im Verlauf der postnatalen Darmentwicklung (7 d — 56 d
p.n.). Violette Kurve: lleum; griine Kurve: Colon ascendens. Signifikanzen jeweils zum vorhergehenden Zeitpunkt
berechnet mittels Mann-Whitney U-Test, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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Tab. 17: MAGIA-Interaktionen wahrend der postnatalen Darmentwicklung im lleum und Colon ascendens mit
einer Pearsonkorrelation <- 0.5

Entrez Gene Pearson | Entrez  Gene Pearson
Gene ID Symbol miRNA r Gene ID Symbol miRNA r

4781 NFIB ssc-mir-532-3p -0,85 7009 TMBIM6 ssc-mir-27a -0,63
283149 BCLOL ssc-mir-532-3p -0,84 4781 NFIB ssc-mir-106b -0,63
7009 TMBIM6 ssc-mir-125b -0,81 3479 IGF1 ssc-mir-30b -0,63
25960 GPR124 ssc-mir-145 -0,79 23263 MCF2L ssc-mir-93 -0,63
3479 IGF1 ssc-mir-26a -0,79 9185 REPS2 ssc-mir-93 -0,62
3479 IGF1 ssc-mir-130a -0,78 25960 GPR124 ssc-mir-30d -0,62
3479 IGF1 ssc-mir-27b -0,76 81609 SNX27 ssc-mir-24 -0,61
23213 SULF1 ssc-mir-93 -0,76 10238 DCAF7 ssc-mir-199a-5p -0,61
3479 IGF1 ssc-mir-152 -0,75 65249 ZSWIM4 ssc-mir-532-3p -0,61
10928 RALBP1 sSc-mir-24 -0,74 22877 MLXIP ssc-mir-93 -0,61
84301 DDI2 ssc-let-7a -0,74 9757 MLL4 ssc-mir-106b -0,60
4983 OPHN1 ssc-mir-145 -0,73 10928 RALBP1 ssc-mir-145 -0,59
10928 RALBP1 ssc-mir-130a -0,72 4983 OPHN1 ssc-mir-24 -0,59
22877 MLXIP ssc-mir-532-3p -0,72| 154881 KCTD7 ssc-mir-532-3p -0,59
4983 OPHN1 ssc-mir-214 -0,71 3479 IGF1 ssc-let-7d -0,59
81786 TRIM7 ssc-mir-532-3p -0,71| 221002 RASGEF1A ssc-mir-532-3p -0,58
3479 IGF1 ssc-mir-27a -0,71 71 ACTG1 ssc-mir-145 -0,58
4983 OPHN1 ssc-mir-27a -0,71 784 CACNB3 ssc-mir-532-3p -0,58
4781 NFIB ssc-mir-93 -0,71| 221002 RASGEF1A ssc-mir-106b -0,58
2321 FLT1 ssc-mir-532-3p -0,71 4781 NFIB ssc-mir-107 -0,58
147912 SIX5 ssc-mir-532-3p -0,70 3479 IGF1 ssc-mir-148a -0,57
10928 RALBP1 ssc-mir-152 -0,70 81609 SNX27 ssc-mir-152 -0,56
221002 RASGEF1A ssc-mir-93 -0,69 55766 H2AFJ ssc-mir-145 -0,56
3479 IGF1 ssc-mir-30d -0,69 5980 REV3L ssc-mir-145 -0,55
862 RUNX1T1  ssc-mir-215 -0,69 81609 SNX27 ssc-mir-199a-5p -0,55
10238 DCAF7 ssc-mir-24 -0,68 3479 IGF1 ssc-mir-30c -0,55
3479 IGF1 ssc-mir-361-5p -0,68 862 RUNX1T1  ssc-mir-107 -0,54
8462 KLF11 ssc-mir-93 -0,68 10284 SAP18 ssc-mir-25 -0,54
25960 GPR124 ssc-mir-199a-5p -0,68 9185 REPS2 ssc-mir-106b -0,53
51246 SHISA5 ssc-mir-532-3p -0,68 11083 DIDO1 ssc-mir-99b -0,53
4983 OPHN1 ssc-mir-27b -0,67 | 389421 LIN28B ssc-mir-195 -0,53
7009 TMBIM6 ssc-mir-27b -0,67 10928 RALBP1 ssc-mir-148a -0,53
9757 MLL4 ssc-mir-93 -0,67 10396 ATP8A1 ssc-mir-148a -0,53
3479 IGF1 ssc-let-7a -0,66 81609 SNX27 ssc-mir-130a -0,52
79026 AHNAK ssc-mir-93 -0,66 55766 H2AFJ ssc-mir-23a -0,52
84301 DDI2 ssc-let-7d -0,65 130 ADH6 ssc-mir-423-5p -0,51
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Abb. 42 Centroid Graphen Colon ascendens: Ubersicht iiber die durchschnittlichen log2 Ratios der 10 Cluster,
generiert aus den Genexpressionsdaten, im Verlauf der Salmonelleninfektion (rot), der Kontrollgruppe (griin)
sowie der Salmonellen-Probiotikum Gruppe (blassrosa) (3h — 28 d p.i.) im Colon ascendens. Signifikanzen
gegentliber der Kontrollgruppe zu 3 h, 1 d und 28 d p.i., zum Zeitpunkt 1 d p.i. im Vergleich zur SP-Gruppe mittels
Kruskal Wallis Test und Dunns Post Test ermittelt, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Tab. 18: MAGIA-Interaktionen im Verlaufe einer Salmonelleninfektion im Colon ascendens mit einer
Pearsonkorrelation <- 0.5
Entrez Gen Pearson | Entrez Gen Pearson
Gene ID Symbol miRNA r Gene ID  Symbol miRNA r
830 CAPZA2  ssc-mir-23a -0,86 6416 MAP2K4 ssc-mir-29a -0,58
7009 TMBIM6  ssc-mir-17 -0,85 151194 FAM119A  ssc-mir-199a-5p  -0,58
830 CAPZA2  ssc-mir-23b -0,82 4199 ME1 ssc-mir-30b -0,58
414 ARSD ssc-mir-185 -0,76 6416 MAP2K4 ssc-mir-199a-5p  -0,56
7009 TMBIM6  ssc-mir-125b -0,74 9332 CD163 ssc-mir-16 -0,56
9332 CD163 ssc-mir-23a -0,72 84503 ZNF527 ssc-mir-423-5p -0,56
6416 MAP2K4  ssc-mir-16 -0,71 1282 COL4A1 ssc-mir-21 -0,55
9332 CD163 ssc-mir-23b -0,715 7009 TMBIM6 ssc-mir-106b -0,55
1508 CTSB ssc-mir-195 -0,71 283149 BCLOL ssc-mir-23a -0,55
10103 TSPAN1  ssc-mir-16 -0,70 6416 MAP2K4 ssc-mir-145 -0,54
361 AQP4 ssc-mir-29a -0,69 151194 FAM119A  ssc-mir-25 -0,54
830 CAPZA2  ssc-mir-16 -0,67 1282 COL4A1 ssc-let-7a -0,54
9751 SNPH ssc-mir-720 -0,67 862 RUNX1T1  ssc-mir-23b -0,53
151194 FAM119A  ssc-mir-29a -0,67 4605 MYBL2 ssc-mir-29a -0,53
1282 COL4A1 ssc-mir-23a -0,64 151194 FAM119A  ssc-mir-125b -0,52
151194 FAM119A  ssc-mir-185 -0,63 6416 MAP2K4 ssc-mir-25 -0,52
1282 COL4A1 ssc-mir-29a -0,62 283149 BCLIL ssc-mir-29a -0,52
6416 MAP2K4  ssc-mir-27b -0,62 23650 TRIM29 ssc-mir-744 -0,52
9332 CD163 ssc-mir-195 -0,62 283149 BCLOL ssc-mir-23b -0,52
151194 FAM119A  ssc-mir-720 -0,62 1282 COL4A1 ssc-let-7d -0,51
994 CDC25B  ssc-mir-16 -0,61 9751 SNPH ssc-mir-145 -0,51
527 ATP6VOC ssc-mir-199a-5p -0,60 2002 ELK1 ssc-mir-185 -0,51
151194 FAM119A ssc-mir-151-5p  -0,60 7009 TMBIM6 ssc-mir-27a -0,51
10105 PPIF ssc-mir-195 -0,60 3479 IGF1 ssc-mir-152 -0,50
154881 KCTD7 ssc-mir-185 -0,59 132720 C4orf32 ssc-mir-29a -0,50
1282 COL4A1 ssc-mir-23b -0,59 862 RUNXI1T1  ssc-mir-23a -0,50
6416 MAP2K4  ssc-mir-27a -0,58 4199 ME1 ssc-mir-30d -0,50
4983 OPHN1 ssc-mir-744 -0,58
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Abb. 43 Centroid Graphen lleum: Ubersicht {iber die durchschnittlichen log2 Ratios der 12 Cluster, generiert
aus den Genexpressionsdaten, im Verlauf der Salmonelleninfektion (rot), der Kontrollgruppe (griin) sowie der

Salmonellen-Probiotikum Gruppe (blassrosa)

@3h

- 28dpi)

im lleum. Signifikanzen gegenuber der

Kontrollgruppe mittels Kruskal Wallis Test und Dunns Post Test ermittelt, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Tab. 19: MAGIA-Interaktionen im Verlaufe einer Salmonelleninfektion im lleum mit einer Pearsonkorrelation

r<-0.5

Entrez  Gen Pearson | Entrez Gen Pearson

Gene ID  Symbol miRNA r Gene ID Symbol miRNA r
84301 DDI2 ssc-let-7a -0,98 25960 GPR124 ssc-mir-145 -0,66
4810 NHS ssc-mir-93 -0,97 10628 TXNIP ssc-mir-15a -0,66
23085 ERC1 ssc-mir-24 -0,94 23326 USP22 ssc-mir-30c -0,66
4810 NHS ssc-mir-148a -0,94 129303 TMEM150A  ssc-mir-145 -0,66
84301 DDI2 ssc-let-7d -0,94 23162 MAPKS8IP3 ssc-mir-378 -0,66
80144 FRAS1 ssc-let-7d -0,94 3479 IGF1 ssc-mir-195 -0,66
23085 ERC1 ssc-mir-103 -0,94 94239 H2AFV ssc-mir-744 -0,65
55691 FRMD4A  ssc-mir-106b -0,93 55740 ENAH ssc-mir-27b -0,65
84447 SYVN1 ssc-mir-125b -0,93 4810 NHS ssc-mir-361-5p -0,65
55066 PDPR ssc-mir-103 -0,93 55740 ENAH ssc-mir-195 -0,65
55066 PDPR ssc-let-7a -0,93 2690 GHR ssc-let-7a -0,65
25960 GPR124 ssc-mir-103 -0,93 55740 ENAH ssc-mir-29a -0,65
80144 FRAS1 ssc-let-7a -0,92 3479 IGF1 ssc-mir-21 -0,65
64114 TMBIM1 ssc-mir-484 -0,92 55740 ENAH ssc-mir-145 -0,64
23085 ERC1 ssc-mir-484 -0,92 55740 ENAH ssc-mir-30c -0,64
23085 ERC1 ssc-mir-93 -0,91 55740 ENAH ssc-mir-484 -0,64
80144 FRAS1 ssc-mir-93 -0,91 25828 TXN2 ssc-mir-423-5p -0,64
23085 ERC1 ssc-mir-720 -0,91 25828 TXN2 ssc-mir-15b -0,64
23085 ERC1 ssc-mir-185 -0,91 1808 DPYSL2 ssc-mir-130a -0,64
23085 ERC1 ssc-mir-25 -0,9 1995 ELAVL3 ssc-mir-296-5p -0,64
55066 PDPR ssc-mir-24 -0,9 10105 PPIF ssc-mir-23b -0,64
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25960 GPR124 ssc-mir-185 -0,9 6601 SMARCC2 ssc-mir-145 -0,64
55066 PDPR ssc-mir-185 -0,9 10413 YAP1 ssc-mir-15b -0,63
1739 DLG1 ssc-mir-29a -0,9 784 CACNB3 ssc-mir-296-5p -0,63
23085 ERC1 ssc-mir-125b -0,89 5901 RAN ssc-mir-107 -0,63
55066 PDPR ssc-let-7d -0,89 55740 ENAH ssc-mir-27a -0,62
4810 NHS ssc-mir-17 -0,87 23326 USP22 ssc-mir-143 -0,62
23085 ERC1 ssc-mir-17 -0,87 55740 ENAH ssc-mir-16 -0,62
23085 ERC1 ssc-mir-27a -0,87 10960 LMAN2 ssc-mir-23b -0,62
51621 KLF13 ssc-mir-143 -0,86 1112 FOXN3 ssc-mir-23b -0,62
5660 PSAP ssc-mir-214 -0,86 9811 KIAA0427 ssc-mir-195 -0,61
55066 PDPR ssc-mir-15a -0,86 10628 TXNIP ssc-mir-16 -0,61
2355 FOSL2 ssc-mir-185 -0,86 55740 ENAH ssc-mir-199a-5p  -0,61
8884 SLC5A6 ssc-let-7d -0,85 10628 TXNIP ssc-mir-130a -0,61
4810 NHS ssc-mir-26a -0,85 10628 TXNIP ssc-mir-93 -0,61
25960 GPR124 ssc-mir-15a -0,85 1808 DPYSL2 ssc-mir-30d -0,61
5980 REV3L ssc-mir-25 -0,84 64061 TSPYL2 ssc-mir-16 -0,61
4810 NHS ssc-mir-106b -0,84 55740 ENAH ssc-mir-720 -0,61
2355 FOSL2 ssc-mir-25 -0,84 23162 MAPKS8IP3 ssc-mir-145 -0,61
55066 PDPR ssc-mir-93 -0,84 23162 MAPKS8IP3 ssc-mir-27b -0,61
55066 PDPR ssc-mir-720 -0,84 64061 TSPYL2 ssc-mir-195 -0,61
55066 PDPR ssc-mir-484 -0,84 3312 HSPAS8 ssc-mir-130b -0,61
84447 SYVN1 ssc-mir-185 -0,83 221395 GPR116 ssc-mir-130a -0,6
25960 GPR124 ssc-mir-93 -0,82 5980 REV3L ssc-mir-92a -0,6
25960 GPR124 ssc-mir-484 -0,82 396 ARHGDIA ssc-mir-214 -0,6
4810 NHS ssc-mir-30d -0,82 51421 AMOTL2 ssc-mir-107 -0,6
55066 PDPR ssc-mir-16 -0,82 1808 DPYSL2 ssc-mir-93 -0,6
55066 PDPR ssc-mir-25 -0,82 283149 BCLIL ssc-mir-23b -0,6
80144 FRAS1 ssc-mir-125b -0,81 3479 IGF1 ssc-mir-152 -0,6
51421 AMOTL2 ssc-mir-423-5p  -0,81 55740 ENAH ssc-mir-130a -0,6
55066 PDPR ssc-mir-125b -0,81 25960 GPR124 ssc-mir-92a -0,6
23085 ERC1 ssc-mir-145 -0,81 55349 CHDH ssc-mir-24 -0,59
25960 GPR124 ssc-mir-16 -0,81 10169 SERF2 ssc-mir-744 -0,59
5980 REV3L ssc-mir-29a -0,81 4810 NHS ssc-mir-30c -0,59
25960 GPR124 ssc-mir-30d -0,8 64061 TSPYL2 ssc-mir-15a -0,59
25960 GPR124 ssc-mir-25 -0,8 51621 KLF13 ssc-mir-378 -0,59

830 CAPZA2 ssc-mir-15b -0,8 2280 FKBP1A ssc-mir-15b -0,59
80144 FRAS1 ssc-mir-29a -0,8 10586 MAB21L2 ssc-mir-23b -0,59
55066 PDPR ssc-mir-15b -0,8 9811 KIAA0427 ssc-mir-145 -0,59
23085 ERC1 ssc-mir-199a-5p -0,8 863 CBFA2T3 ssc-mir-423-5p -0,59
5980 REV3L ssc-mir-30d -0,79 1951 CELSR3 ssc-mir-99b -0,59
8884 SLC5A6 ssc-let-7a -0,78 6549 SLC9A2 ssc-mir-17 -0,59
1808 DPYSL2 ssc-mir-30c -0,78 84545 MRPL43 ssc-mir-125b -0,59
25960 GPR124 ssc-mir-15b -0,78 53637 S1PR5 ssc-mir-296-5p -0,59
55066 PDPR ssc-mir-17 -0,78 7975 MAFK ssc-mir-214 -0,59
94239 H2AFV ssc-mir-423-5p  -0,77 55740 ENAH ssc-mir-23a -0.59
55691 FRMD4A  ssc-mir-29a -0,77 1611 DAP ssc-mir-214 -0,58
55691 FRMD4A  ssc-mir-93 -0,77 4010 LMX1B ssc-mir-214 -0,58
55066 PDPR ssc-mir-151-5p  -0,77 6549 SLC9A2 ssc-mir-25 -0,58
4810 NHS ssc-mir-27a -0,76 2690 GHR ssc-let-7d -0,58
2690 GHR ssc-mir-15b -0,76 55740 ENAH ssc-mir-378 -0,58
6653 SORL1 ssc-mir-532-3p  -0,76 22877 MLXIP ssc-mir-214 -0,58
10169 SERF2 ssc-mir-423-5p  -0,76 10238 DCAF7 ssc-mir-199a-5p  -0,58
23085 ERC1 ssc-mir-92a -0,75 2550 GABBR1 ssc-mir-423-5p -0,58

863 CBFA2T3  ssc-mir-15b -0,75 23213 SULF1 ssc-mir-214 -0,58
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55066 PDPR ssc-mir-497 -0,75 994 CDC25B ssc-mir-214 -0,57
1808 DPYSL2 ssc-mir-145 -0,74 5901 RAN ssc-mir-106b -0,57
55766 H2AFJ ssc-mir-744 -0,74 23524 SRRM2 ssc-mir-532-3p -0,57
84545 MRPL43 ssc-mir-92a -0,74 5467 PPARD ssc-mir-152 -0,57
4638 MYLK ssc-mir-15b -0,74 55740 ENAH ssc-mir-24 -0,57
25960 GPR124 ssc-mir-497 -0,74 1876 E2F6 ssc-mir-27a -0,56
7862 BRPF1 ssc-mir-296-5p  -0,74 11083 DIDO1 ssc-mir-214 -0,56
55349 CHDH ssc-mir-25 -0,73 10298 PAK4 ssc-mir-744 -0,56
10221 TRIB1 ssc-mir-23b -0,73 1371 CPOX ssc-mir-361-5p -0,56

221395 GPR116 ssc-mir-152 -0,73 81786 TRIM7 ssc-mir-214 -0,56
1808 DPYSL2 ssc-mir-17 -0,73 23326 USP22 ssc-mir-145 -0,56
10238 DCAF7 ssc-mir-497 -0,72 55740 ENAH ssc-let-7d -0,55
4810 NHS ssc-mir-130a -0,72 4983 OPHN1 ssc-mir-103 -0,55
1951 CELSR3 ssc-mir-423-5p  -0,72 55740 ENAH ssc-mir-30d -0,55
80144 FRAS1 ssc-mir-145 -0,71 10238 DCAF7 ssc-mir-720 -0,55
55691 FRMD4A  ssc-mir-30d -0,71 1951 CELSR3 ssc-mir-744 -0,55
1876 E2F6 ssc-mir-27b -0,71 6549 SLCY9A2 ssc-mir-93 -0,55
2355 FOSL2 ssc-mir-92a -0,71 221395 GPR116 ssc-mir-148a -0,55
10628 TXNIP ssc-mir-17 -0,71 3479 IGF1 ssc-mir-27b -0,55
3479 IGF1 ssc-mir-30c -0,71 64061 TSPYL2 ssc-mir-130a -0,54
1282 COL4A1 ssc-mir-23b -0,71 6549 SLC9A2 ssc-mir-92a -0,54
55740 ENAH ssc-mir-92a -0,7 84948 TIGD5 ssc-mir-152 -0,54
23085 ERC1 ssc-mir-361-5p  -0,7 1808 DPYSL2 ssc-mir-24 -0,54
55349 CHDH ssc-mir-484 -0,7 414 ARSD ssc-mir-296-5p -0,54
55691 FRMD4A  ssc-mir-17 -0,69 10238 DCAF7 ssc-mir-15b -0,53
1282 COL4A1 ssc-mir-152 -0,69 10238 DCAF7 ssc-mir-24 -0,53
11176 BAZ2A ssc-mir-214 -0,69 10238 DCAF7 ssc-mir-151-5p -0,53
4810 NHS ssc-mir-27b -0,69 11176 BAZ2A ssc-mir-532-3p -0,53
55066 PDPR ssc-mir-199a-5p -0,69 23326 USP22 ssc-mir-199a-5p  -0,52
1739 DLG1 ssc-mir-23a -0,69 6929 TCF3 ssc-mir-532-3p -0,52
64114 TMBIM1 ssc-mir-151-5p  -0,69 10628 TXNIP ssc-mir-148a -0,52
2280 FKBP1A ssc-mir-423-5p  -0,69 10385 BTN2A2 ssc-mir-744 -0,52
10628 TXNIP ssc-mir-195 -0,68 55740 ENAH ssc-mir-103 -0,52
55740 ENAH ssc-mir-15a -0,68 10238 DCAF7 ssc-mir-29a -0,52
3479 IGF1 ssc-mir-361-5p  -0,68 2690 GHR ssc-mir-16 -0,52
10411 RAPGEF3 ssc-mir-423-5p -0,68 11255 HRH3 ssc-mir-423-5p -0,52
25960 GPR124 ssc-mir-199a-5p -0,67 55740 ENAH ssc-mir-23b -0,52
51621 KLF13 ssc-mir-152 -0,67 55766 H2AFJ ssc-mir-423-5p -0,52
54904 WHSC1L1 ssc-mir-130b -0,67 3479 IGF1 ssc-mir-26a -0,51
10628 TXNIP ssc-mir-152 -0,67 653121 ZBTB8A ssc-mir-107 -0,51
51421 AMOTL2 ssc-mir-744 -0,67 65249 ZSWIM4 ssc-mir-296-5p -0,51
10385 BTN2A2 ssc-mir-423-5p  -0.67 4781 NFIB ssc-mir-361-5p -0,51
10928 RALBP1 ssc-mir-152 -0,67 6528 SLC5A5 ssc-mir-744 -0,51
29942 PURG ssc-mir-130a -0,67 6549 SLC9A2 ssc-mir-130a -0,5
9811 KIAA0427  ssc-mir-92a -0,66 55766 H2AFJ ssc-mir-296-5p -0,5
1808 DPYSL2 ssc-mir-29a -0,66 7975 MAFK ssc-mir-532-3p -0,5
5980 REV3L ssc-mir-145 -0,66 25960 GPR124 ssc-mir-30c -0,5

160 AP2A1 ssc-mir-296-5p  -0,66 10238 DCAF7 ssc-mir-195 -0,5
10791 VAMP5 ssc-mir-152 -0,66 55809 TRERF1 ssc-mir-214 -0,5
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Abb. 44 Path Visio 2 Netzwerk: Der fokale Adhasionspathway wurde als Grundgeriist gewahlt. Interaktionen
zwischen miRNAs und Genen des Pathways ,focal adhesion“ wurden mittels RNAhybrid anhand des P-Werts
(*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001) ermittelt. Die miR-29a zeigte eine herausragende Rolle in der Regulation von
Genen des Pathways ,focal adhesion*.
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