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1. Zusammenfassung

Einleitung Das Reizdarmsyndrom ist eine haufige Erkrankung, unter der fast jeder zweite
Patient mit gastrointestinaler Symptomatik leidet. Die Patienten leiden unter Stuhl-
gangsveranderungen (Diarrhd und/oder Obstipation) und abdominellen Beschwerden
(diffuse Schmerzen, Meteorismus). Bei Patienten mit Reizdarmsyndrom (RDS) scheint
eine verstarkte motorische Darmaktivitat und eine viszerale Hypersensitivitat eine Rolle
in der Pathogenese zu spielen. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erforschung weiterer
pathophysiologischer Mechanismen der Diarrhé bzw. Verstopfungsmechanismen beim
Reizdarmsyndrom vom Mischtyp (RDS-M).

Methoden Es wurden Sigmabiopsien von Patienten mit Reizdarmsyndrom entnommen
und in Ussing-Kammern elektrophysiologisch untersucht, um die Transport- und Barrie-
reeigenschaften des Kolons funktionell zu charakterisieren. Auch war die Erforschung der
Aktivitat des epithelialen Natriumkanals (EnaC) wichtig, da eine Storung des EnaC als
Diarrh6-Mechanismus bei chronisch entzindlichen Erkrankungen beschrieben wurde.
Zudem wurde die Permeabilitat des Darmgewebes gegenuber kleinen Makromolekuilen
untersucht. Mittels Western Blotting erfolgte die Expressionsanalyse von Tight Junction-
Proteinen sowie die Darstellung der subzellularen Lokalisation dieser Proteine mit Hilfe
der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie. Fur ein besseres Verstandnis der Patho-
physiologie wurde zuletzt mit Hilfe von Next Generation Sequencing die Analyse relevan-
ter Genexpressionsmuster und Signalkaskaden durchgefuhrt.

Ergebnisse Bei RDS-M-Patienten zeigte sich eine Tendenz zur Abnahme des epithelia-
len Widerstands (allerdings nicht statistisch signifikant). Bei Patienten mit RDS-M war die
parazellulare Permeabilitat fur Fluorescein und FITC-Dextran 4000 im Vergleich zur Kon-
trollgruppe erhoht. Dies weist auf strukturelle Veranderungen der parazellularen Durch-
lassigkeit des Epithels hin, die durch eine veranderte Expression von Tight Junction Pro-
teinen erklart werden kann. Tatsachlich zeigte die Western-Blot-Analyse eine Abnahme
der Proteinexpression von Occludin, wahrend andere Tight Junction-Proteine wie Clau-
dine in ihrem Expressionslevel nicht signifikant verandert waren. Bei reduzierter Occlu-
din-Expression im Western Blot und erhohtem Flux fur 4 kDa-FITC-Dextran und Flu-
orescein bot sich auch eine andere Erklarung an, namlich eine veranderte Lokalisation
von Tricellulin im Darmepithel, die durch Occludin gesteuert wird. In der Tat zeigte sich

dann auch in der Folge, dass in der RDS-M-Gruppe eine geringere Co-Lokalisierung des



Tricellulin-Signals mit ZO-1 in der trizellularen Tight Junction im Vergleich zu den Kon-
trollen vorlag und somit eine Heraussortierung von Tricellulin aus der trizellularen Tight

Junction angenommen werden konnte.

Schlussfolgerungen Die vorliegende Arbeit zeigt erstmalig, dass eine verminderte Ex-
pression von Occludin zu einer Umverteilung von Tricellulin aus der trizellularen Tight
Junction heraus fuhrt, die dann in einer erhohten Makromolekulpermeabilitat resultiert.
Dies konnte einen wichtigen Pathomechanismus fur das Reizdarmsyndrom vom ge-
mischten Typ (RDS-M) darstellen, der zu einem Antigeneinstrom mit Entzindungsreakti-
onen in der Darmschleimhaut fuhren kann, die entlang des Leaky Gut-Konzepts patho-
physiologisch zur Permission der Erkrankung beitragt.
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Summary

Introduction Irritable bowel syndrome is a very common disease, affecting almost every
second patient with gastrointestinal symptoms. Patients mainly suffer from bowel
changes (diarrhea and/or constipation) and abdominal discomfort (diffuse pain, meteor-
ism). In patients with irritable bowel syndrome (IBS), increased intestinal activity and vis-
ceral hypersensitivity appear to play a role in the pathogenesis. The aim of the present
work was to explore further pathophysiological mechanisms of diarrhea or constipation in

mixed-type irritable bowel syndrome (IBS-M).

Methods To perform the study, sigmoid biopsies were obtained from patients with IBS
and were electrophysiologically studied in Ussing chambers to functionally characterize
the transport and barrier properties of the colon. Also, exploration of epithelial sodium
channel (EnaC) activity was important, as disruption of EnaC has been described as a
diarrhea mechanism in chronic inflammatory diseases. In addition, the permeability of
intestinal tissue to small macromolecules was investigated. Western blot was used to
analyze the expression of tight junction proteins and to visualize the subcellular localiza-
tion of these proteins by confocal microscopy. Lastly, for a better understanding of the
pathophysiology, analysis of relevant gene expression patterns and signaling cascades

was performed using next generation sequencing.

Results In IBS-M patients, there was a tendency for the epithelial resistance to be de-
creased, which did not reach statistical significance. Subepithelial resistance was not al-
tered, suggesting the absence of subepithelial changes such as inflammation. In patients
with IBS-M, the permeability of fluorescein and FITC-dextran was increased compared

with the control group.

Such an increased paracellular permeability indicates structural changes in the tight junc-
tion and may be explained by altered tight junction protein expression. Indeed, Western
blot analysis showed a decrease in protein expression of occludin, whereas other clau-
dins were not significantly altered. With reduced occludin expression in the Western blot
and increased flux for 4 kDa FITC-dextran and fluorescein, we also considered an altered
localization of tricellulin. In the IBS-M group, there was less co-localization of tricellulin
with ZO-1 in the tricellular tight junction compared with controls indicating a redistribution

of tricellulin off the tricellular tight junction.
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Conclusions The present work shows that decreased expression of occludin in IBS-M
leads to a redistribution of tricellulin, which then results in increased macromolecular per-
meability. This may represent an important pathomechanism for IBS-M that leads to an-
tigen influx with inflammatory responses in the intestinal mucosa, which pathophysiolog-
ically contributes to the permission of the disease along the leaky gut concept.
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2. Einleitung
2.1. Transport- und Barrierefunktion im Kolon
Das Kolon beginnt mit dem Blinddarm (Caecum) und geht distal in den Mastdarm (Rec-
tum) Uber.
Man untergliedert das Kolon in vier Abschnitte:
e Colon ascendens (aufsteigendes Kolon)
e Colon transversum (Querdickdarm)
e Colon descendens (absteigendes Kolon)

e Colon sigmoideum (Sigma)

Das Kolon weist zwei Bewegungsmuster auf: Erstens, die Haustren resultieren aus Kon-
traktionen der Ringmuskelschicht (Segmentation). Hierdurch wird der Darminhalt durch-
mischt sowie zurlckgehalten. Im Zuge dessen kommt es zum Teil zu einer Ruckfihrung
des Inhalts in das Colon ascendens und Caecum. Das zweite Bewegungsmuster umfasst
die Massenbewegungen. Sie schieben den Inhalt des Darms zwei- bis dreimal am Tag

um 20 bzw. 30 cm vor.

Der Darm enthalt Bakterien u.a. andere Mikroorganismen, die in ihrer Summe die Mikro-
biota (friher als Darmflora bezeichnet) ausmachen. Die Bakterien gehen dabei mit ihrem
Wirt eine Symbiose ein, indem sie u.a. unverdauliche Nahrungsbestandteile dem Wirts-
organismus zuganglich machen. Viele dieser Bakterien arbeiten anaerob, d. h. unter Aus-
schluss von Sauerstoff, und dieser Vorgang zahlt zu den Vergarungsprozessen (Fermen-

tation).

An dieser Stelle werden bei der Vergarung des Chymus mit ihrer Hilfe in erster Linie

kurzkettige Fettsauren produziert, die vom Epithel des Dickdarms resorbiert werden.

Das Kolon ist dafur zustandig, Elektrolyte und Wasser aus dem Darmlumen zu resorbie-
ren wodurch der Chymus eingedickt und als Stuhl fur die Ausscheidung vorbereitet wird.
Das Kolon verarbeitet pro Tag etwa 1,5 bis 2 L Chymus, welcher aus dem Dinndarm
zugefuhrt wird. Im Bereich zwischen dem Zokalpol und dem Rektum werden mit Hilfe der
Dickdarmmukosa ca. 1,4 bis 1,9 L Wasser mit Elektrolyten resorbiert, sodass pro Tag
etwa 100 ml Faeces ausgeschieden werden (Piper, 2012: 374). Hierbei kommt es mit
Hilfe von Transportproteinen, die in der apikalen und basolateralen Membran der Epithel-
zellen lokalisiert sind, durch resorptive Transportprozesse zur Aufnahme von Elektrolyten
und Flussigkeit aus dem Darmlumen in den Organismus. Gleichzeitig spricht man bei
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jenen Prozessen, die in die entgegengesetzte Richtung ablaufen, von sekretorischen
Prozessen. Sofern physiologische Bedingungen vorherrschen, erfolgt innerhalb des Ko-
lons eine Netto-Resorption von Elektrolyten und Wasser, was bedeutet, dass in der
Summe mehr resorptive als sekretorische Transportvorgange stattfinden. Dadurch
kommt es zu einer hoheren Aufnahme von elektrolytreicher Flussigkeit in den Korper,
wahrend lediglich eine kleine Menge Flussigkeit mit dem Stuhl ausgeschieden wird. Zu
den resorbierten Elektrolyten gehéren Natrium (Na*), Chlorid (CI') und Calcium (Ca?*).
Kalium (K*) und Bicarbonat (HCOz3") werden hingegen sezerniert (Piper, 2012: 374). Zu
den quantitativ wichtigsten resorptiven Transportprozessen im Kolon gehdren die elekt-
roneutrale Na*- und ClI"Resorption sowie die elektrogene Na*-Resorption. Hierbei ist zu
beachten, dass aufgrund von pathologischen Vorgangen eine Stérung der Homdostase
auftreten kann, die einen Verlust von Elektrolyten und Wasser zur Folge hat.

Fiar die Aufrechterhaltung jener Homoostase ist insbesondere die Schutzfunktion der
Epithelschicht mit ihren abdichtenden Eigenschaften relevant. Diese wird durch den spe-
ziellen Aufbau der Tight Junctions (TJ) bedingt. Der aus den Epithelzellen bestehenden
Barriere obliegen hierbei zwei wesentliche Funktionen: Einerseits schutzt sie den Orga-
nismus vor dem Eindringen von Antigenen und andererseits vor dem Verlust von Elekt-
rolyten und Wasser ins Darmlumen. Kommt es auf Ebene der epithelialen Barriere zu
pathologischen Veranderungen, kann dies zu einer Regulationsstorung des Elektrolyt-
und Flussigkeitstransports und zu einer Beeintrachtigung des Elektrolyt- und Wasser-

haushaltes des Organismus fuhren (Kunzelmann and Mall, 2002).

2.1.1. Die elektroneutrale Resorption von Na* und CI

Innerhalb aller Abschnitte des Kolons und dort vor allem im Oberflachenepithel findet die
elektroneutrale Na*/Cl- Resorption statt. Die Expression der Na*/Cl Transporter ist ent-
lang des Kolons durch eine schrittweise abnehmende Aktivitat von proximal nach distal
gekennzeichnet (Farkas et al., 2011, Kunzelmann and Mall, 2002, Singh et al., 1995). Mit
Hilfe dieser spezifischen Form der Stoffaufnahme, die aus einem kombinierten Na*/H*
und CI/HCO3-Austausch resultiert, kann im Kolon der Grofteil der luminalen Resorption
von Na* und CI- gewahrleistet werden. In diesem Zusammenhang gelten die in der api-
kalen Membran befindlichen Na*/H*-Austauscher Typ 2 sowie vor allem Typ 3 (NHEZ2/3)
als die relevantesten Transportproteine, die fur den Transfer von Na* und H* zustandig

sind.
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In Knockout-Maus-Modellen konnte belegt werden, dass eine verminderte Expression
von NHE3 durch eine verminderte Resorption von Na* aus dem Lumen das Auftreten
einer Diarrh0 begunstigen kann. Dieser Effekt konnte nicht fur das Transportprotein
NHE2 belegt werden. (Ledoussal et al., 2001, Schultheis et al., 1998).

Daher kam es vorrangig zu Untersuchungen von NHES3 hinsichtlich der Regulation der
elektroneutralen Na*/Cl- Resorption unter pathologischen Bedingungen, fur deren Regu-

lation eine Reihe von Aspekten von Bedeutung ist.

Neben Prozessen der Signaltransduktion wie z.B. Interaktionen mit dem Zytoskelett und
Clathrin-vermittelte Endozytosen sind weitere Vorgange von Relevanz. Hierzu gehoren
Protein-Protein Interaktionen wie solche mit Scaffoldern (z.B. NHERF1-4) oder uber
Phosphorylierungen, die z.B. durch die Proteinkinase A (PKA) oder Serum- und Glu-
cocorticoid induzierbare Kinase 1 (SGK1) vermittelt werden. Des Weiteren spielt die Re-
gulation der Transkription eine Rolle, die u.a. uber Mineralo- und Glukokortikoide, entero-
pathogene Bakterienprodukte und Zytokine beeinflusst wird (He and Yun, 2010).

2.1.2. Die elektrogene Na*-Resorption

Hauptsachlich lokalisiert im distalen Kolon handelt es sich bei der elektrogenen Na*-Re-
sorption um einen Prozess, der auf die oberen Abschnitte der Krypten und das Oberfla-
chenepithel begrenzt ist (Kunzelmann and Mall, 2002). Der epitheliale Na*-Kanal (EnaC)
vermittelt den elektrogenen Na*-Transport und besteht aus den a-Untereinheiten, die
konstitutiv in Kolonozyten in der apikalen Membran vorkommen, und der 3- und y-Un-
tereinheiten, deren Einbau in die apikale Membran und deren Expression durch Stimula-
tion mit Glukokortikoiden oder Mineralokortikoiden (Aldosteron) ermdglicht wird (Firsov et
al., 1998, Jasti et al., 2007).

Fur die Regulation der elektrogenen Na*-Resorption, bedarf es inhibitorischer und akti-
vierender Elemente, die miteinander spezifisch kombiniert werden. Im Hinblick auf diese
komplexe Interaktion sind der E3-Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 und der Raf-1-MEK1/2-
ERK1/2-Signalweg von Bedeutung. Kommt es zu keiner Stimulation (z.B. durch niedrigen
Kortikoidspiegel), dann kann eine erhohte Aktivitat der inhibitorischen Proteine Raf-1 und
Nedd4-2 gemessen werden. In dem EnaC regulierenden Komplex (ERC) (Kyriakis,
2007), einem Multi-Protein-Komplex, werden die einzelnen Elemente der MEK1/2-
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ERK1/2-Signalkaskade organisiert sowie an dieser Stelle die Inhibition des EnaC medi-
iert. Durch die Aktivierung der MEK1/2-ERK1/2-Signalkaskade wird Raf-1 aktiviert
(Soundararajan et al., 2012). Die Hemmung der EnaC-Untereinheiten wird mit Hilfe von
Nedd4-2 aufgehoben, das fur diesen Prozess am C-terminalen Ende phosphoryliert wird.
Daruber hinaus kommt es zwischen Nedd4-2 und ERC ebenfalls zur Interaktion. Der in-
hibierende Einfluss von Nedd4-2 und ERK1/2 kann jedoch aufgehoben werden, indem
eine erhohte Expression der EnaC stimulierenden Proteine GILZ1, CNK3 und SGK1 un-

ter der Einwirkung von Aldosteron vorliegt.

2.1.3. Die Tight Junction und ihr molekularer Aufbau

Die Barrierefunktion im Kolonepithel wird durch eine intakte TJ-Verbindung zwischen den
Epithelzellen gebildet. Die TJs bestehen aus retikularen Zell-Zell-Verbindungen, die zwi-
schen den Epithelzellen in TJ-Strangen durch die Aneinanderreihung von unterschiedli-
chen TJ-Proteinen organisiert sind. TJs befinden sich an der apikalen Seite der lateralen
Membran, wo sie in Ringform die Epithelzellen umschlie3en. Die Funktion der TJs be-
steht in der Verhinderung der freien Diffusion von Soluten und Wasser zwischen vasku-
larem Kompartiment und Darmlumen sowie der Verhinderung des Eindringens von lumi-
nalen Antigenen in den Organismus. Durch den molekularen Aufbau der TJs wird die
Dichtigkeit des Epithels mafgeblich beeinflusst. Grundsatzlich ist von folgendem Sach-
verhalt auszugehen: Je hoher die Dichtigkeit des Epithels, desto grofer sind auch die
sich aufbauenden Konzentrationsunterschiede Uber dem Epithel, gegen die der Trans-
port der Solute erfolgt. Im Bereich des Kolons handelt es sich um ein einschichtiges
Epithel mit hochprismatischem Aufbau. Des Weiteren handelt es sich um ein semidichtes
Epithel, das in seinem Aufbau von proximal nach distal in seiner Dichtheit zunimmt.
Dadurch ist der aktive Transport von Soluten sogar gegen hohe Konzentrationsgefalle
moglich.

TJs sind in Form von Strangen aus Transmembranproteinen aufgebaut. Im Jahr 1993
erfolgte die Identifikation des ersten TJ-Proteins Occludin (Furuse et al., 1993). Des Wei-
teren zeigten Studien eine Interaktion von Occludin in den TJs mit speziellen TJ-assozi-
ierten Molekulen (Zonula occludens protein = ZO; ZO-1 und Z0O-2), sowie dessen Ver-
bindung mit dem Zytoskelett (Furuse et al., 1994). Daneben existiert eine weitere Gruppe
von TJ-Proteinen, die gegenuber Occludin keine Sequenzhomologie aufweisen: die Clau-
dine. Bei der Transmembranprotein-Superfamilie der Claudine handelt es sich um eine
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multigene Molekulgruppe, die im Jahr 1998 durch eine Forschergruppe in Japan erstmals
Erwahnung fand. Zum heutigen Zeitpunkt findet man bei Saugetieren 27 verschiedene
Claudine — nicht alle davon jedoch im Darm (Furuse et al., 1998)

Die Claudine bilden das Gerust der TJs und sind dabei fur verschiedene Funktionen ver-
antwortlich. Unterschieden wird hier zwischen sog. Barrierebildnern bzw. Kanalbildnern
und den Nicht-Barriere bzw. Nicht-Kanalbildnern. Barrierebildner bzw. Kanalbildner fuh-
ren hierbei eine Art Einlasskontrolle (engl. Gate function) durch. Nicht-Barrierebildner
bzw. Nicht-Kanalbildner sind an verschiedenen Prozessen (z. B. Signaltransduktion,
Proliferation, Differenzierung, Rezeptorfunktion und Motilitat bzw. Migration) beteiligt. Da-
neben Uben sie aullerdem eine Zaun-Funktion (engl. Fence function) aus, deren Aufgabe
darin besteht, einer Durchmischung der Proteine der apikalen und lateralen Membran der
Epithelzelle entgegenzuwirken. Demnach haben die Claudine die Funktion, den parazel-
lularen Transport der Solute und des Wassers zu kontrollieren und daneben den Orga-
nismus vor dem Eindringen von luminalen Antigenen zu schitzen. Des Weiteren finden
hier auch die selektive parazellulare Permeation sowie kontrollierte resorptive und sekre-
torische Prozesse statt (Krug et al., 2014).

2.2. Formen der Diarrho

Unter Diarrho versteht man eine erhohte Stuhlfrequenz, welche mit erhdhtem Wasseran-
teil und/oder erhohten Gewicht des Stuhls einhergehen kann, dessen Auftreten durch
pathophysiologische Prozesse des Darmes bedingt ist. Je nachdem, welcher pathophy-
siologische Prozess im Darm auftritt, werden verschiedene Typen von Diarrhd unter-
schieden. Zusammengefasst ist allerdings festzuhalten, dass alle Formen der Diarrho —
ausgenommen der motilitatsbedingten Diarrhd — durch osmotische Prozesse mediiert
sind. Hierbei kommt es aufgrund eines vermehrten Auftretens von osmotisch wirksamen
Soluten innerhalb des Darmlumens — was beispielsweise aufgrund von verminderter Re-
sorption oder vermehrter Sekretion stattfinden kann — zu einem gesteigerten Austritt von

Wasser ins Lumen sowie dessen Ausscheidung in den Faeces.

Die folgenden Unterkapitel beschaftigen sich mit den unterschiedlichen Formen der Di-
arrh6 nach pathophysiologischer Klassifikation.
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2.2.1. Osmotische Diarrho

Zu einer osmotischen Diarrho im engeren Sinne kommt es, wenn es im Darmlumen zu
einer Anreicherung nicht resorbierbarer Stoffe kommt. Im klinischen Alltag zur Darmrei-
nigung in Vorbereitung vor einer Koloskopie werden folgende Stoffe eingesetzt: Laktu-
lose, Magnesiumsalze oder auch synthetische, hygroskopische Substanzen wie Po-
lyethylenglykol (PEG, Macrogol) (Puckett and Soop, 2012). Charakteristisch fur die os-
motische Diarrho ist au3erdem, dass nach dem Einstellen der Zufuhr von nicht resorbier-
baren Stoffen es zu einer Linderung der Symptome kommt.

2.2.2. Motilitatsbedingte Diarrho

Zu motilitatsbedingten Diarrhden kommt es, wenn entweder einer Hyper- oder eine Hy-
pomotilitat des Darmes vorliegt. Von einer hypermotilen Diarrho spricht man, wenn es
aufgrund von einer erhohten Kontraktilitat des Darmes zu einer verkurzten Transitzeit des
Chymus und somit zu einem verminderten Kontakt des aus dem Dinndarm einge-
schleusten Chymus mit der Kolonmukosa kommt. Hierbei kommt es aufgrund der Ver-
kirzung der Kontaktzeit zu einer verminderten Resorption, sodass den Faeces durch die
Mukosa lediglich eine geringe Menge an Soluten und Wasser entzogen werden kann und
der Stuhl nicht ausreichend eingedickt wird (Spiller, 2006). Die motilitdtsbedingte Diarrhd
stellt haufig eine Begleitsymptomatik verschiedener Krankheitsbilder, wie etwa Hyperthy-
reose und Karzinoidsyndrom dar. Bei der hypomotilitatsbedingten Diarrh6 liegt primar
eine pathologisch verlangerte Transitzeit des Chymus vor. Hierdurch kommt es zu bak-
teriellen Garungs- und Zersetzungsprozessen, die zu einer Verflussigung des Stuhlgangs
mit resultierender Diarrh6 fuhren. Eine Hypomotilitat des Darmes kann u.a. durch eine
autonome Neuropathie hervorgerufen werden, wobei auch nach atiologischen Gesichts-
punkten der Diabetes mellitus eine tragende Rolle spielt. Die Diarrhé entsteht dann hier
durch bakterielle Fehlbesiedlung des Dinndarms.

2.2.3. Malabsorptive Diarrho
Malabsorptive Diarrhden sind durch eine unvollstandige Resorption potentiell resorbier-
barer Substanzen bedingt, die auf den folgenden zwei Mechanismen basiert:

1. gestorte Transportmechanismen:
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z. B. Glukose-Galaktose-Malabsorption — hierbei liegt innerhalb des Natrium-/Glukose-
Cotransporters (SGLT1) ein Defekt vor (Xin and Wang, 2011).

2. verminderte Resorptionsflache:

z. B. bei Zoliakie — hierdurch kommt es zu einer verminderten Resorption osmotisch wirk-

samer Substanzen.

Auch die maldigestive Diarrhd zahlt zur Gruppe der malabsorptiven Diarrhden. Hierbei
wird der Nahrungsbrei nicht bzw. nicht ausreichend in resorbierbare Bestandteile aufge-
spalten — z. B. bei Laktasemangel oder bei exokriner Pankreasinsuffizienz (Brelian and
Tenner, 2012).

2.2.4. Sekretorische Diarrho

Sekretorische Diarrhden treten auf, wenn es im Darmlumen zu einer aktiven transepithe-
lialen Elektrolytsekretion — besonders von Anionen wie ClI- und HCO3" kommt. Die Folge
davon besteht in der Bindung von Wasser durch die Elektrolyte und einer anschlielfenden
wassrigen Diarrh6, was z. B. durch Bakterientoxine wie bei der Cholera bedingt sein
kann. Bei der Besiedlung mit Vibrio cholerae kommt es aufgrund der Cholera-Toxinwir-
kung zu einer starken Erhohung der aktiven Cl-Sekretion, wodurch typische flussige und
weillich-trub verfarbte Stuhle auftreten konnen (sog. Reiswasserstuhle). Ohne entspre-
chenden substitutiven Ausgleich des so entstehenden Flussigkeitsverlustes mittels oraler
oder parenteraler Rehydratationslosung kann eine Infektion mit Vibrio cholerae todlich
enden (Harris et al., 2012).

2.2.5. Leckflux-Diarrho

Von einer Leckflux-Diarrhd spricht man, wenn die Funktion der epithelialen Barriere ge-
stort ist. Die TJ kann dabei die Abdichtung des Epithels nicht mehr gewahrleisten und die
parazellulare Permeabilitat fur Solute und Wasser ist hoher als normal. Dieser Zustand
fuhrt zum parazellularen Verlust von Elektrolyten und Wasser, und, wenn die Schadigung
des Epithels starker ist, kdnnen auch groRere Molekule durchtreten. Diese Veranderung
kann in der Folge dann auch durch intakte transzellulare lonentransportprozesse nicht
mehr ausgeglichen werden. Schlielllich kommt es dadurch zu einer parazellularen Ver-
schiebung von Flussigkeiten und Soluten in das Darmlumen. Dies fuhrt letztendlich zur
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Diarrh6. Eine Form der Leckflux-Diarrh6 ist zum Beispiel die Kolitis bedingt durch eine

Infektion mit Campylobacter jejuni (Bucker et al., 2018).

2.3. Reizdarmsyndrom

Das Reizdarmsyndrom (RDS, englisch: irritable bowel syndrome, IBS) ist eine chronische
Funktionsstorung des Magen-Darm-Trakts, die durch abdominelle Beschwerden sowie
Veranderungen des Stuhlgangs (Diarrh6 und/oder Obstipation) charakterisiert ist. Fur die
Diagnose ist u.a. der Ausschluss somatischer Erkrankungen durch laborchemische, bild-

gebende und mikrobiologische Befunde erforderlich (Ausschlussdiagnostik fur das RDS).

Erkrankungen wie Angstzustande, schwere Depressionen und das chronische Fatigue-
Syndrom sind bei Patienten mit einem RDS haufiger anzutreffen.

Der Aufbau einer Arzt-Patienten-Beziehung und die Kontinuitat der Versorgung sind fur
die Behandlung aller Patienten mit RDS von entscheidender Bedeutung. Bei Patienten
mit leichter Symptomatik konnen eine Anpassung des Lebensstils und eine Ernahrungs-

umstellung genugen.

Bei Patienten mit leichten bis mittelschweren Symptomen, die nicht auf die anfangliche
Behandlung ansprechen, und bei Patienten mit mittelschweren bis schweren Sympto-
men, die die Lebensqualitat beeintrachtigen, wird eine pharmakologische Therapie als
Zusatzbehandlung empfohlen (S3-Leitlinie, DGVS, 2011).

2.3.1. Epidemiologie, Klinik und Diagnostik des Reizdarmsyndroms

In westlichen Industriestaaten liegt die Pravalenz fur RDS in der Bevolkerung bei 11 %.
Die Pravalenz schwankt aber je nach Diagnosekriterien, Alter, Geschlecht und geogra-
phischer Region zwischen 1,1 % und 45 % (Hungin et al., 2003). Frauen sind haufiger

als Manner betroffen.

Dieser relative Unterschied spiegelt einen absoluten Pravalenzunterschied von ungefahr
5 % zwischen den Geschlechtern wider. Die Pravalenz bei Frauen und Mannern betragt
14 bzw. 9 %. Bei Frauen ist die Wahrscheinlichkeit, dass Obstipation dominiert hoher als
bei Mannern. Der Einfluss der Sexualhormone auf den Gastrointestinaltrakt wird als mog-
liche Ursache diskutiert (Lovell and Ford, 2012a). Die Pravalenz von RDS ist bei Uber 50-
jahrigen um 25 % niedriger als in der jungeren Bevolkerungsgruppe (Lovell and Ford,
2012b).
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RDS ist durch chronische Bauchschmerzen und Stuhlgangsveranderungen gekenn-

zeichnet:

Chronische Bauchschmerzen:

Die abdominellen Schmerzen werden normalerweise als krampfend mit periodischen
Exazerbationen beschrieben. Die Lokalisation und die Intensitat kdnnen stark variieren
((Longstreth et al., 2006)). Der Schmerz steht oft in Verbindung mit der Defakation. Wah-
rend bei einigen Patienten die Bauchschmerzen durch Deféakation gelindert werden, be-
richten andere Patienten von einer Verschlechterung der Schmerzen. Emotionaler Stress
und Mahlzeiten konnen den Schmerz exazerbieren (Simren et al., 2017). Patienten mit
RDS berichten auch haufig von Blahungen oder Aufstolden.

Stuhlgangsveranderungen:

Zusatzlich treten bei RDS-Patienten Stuhlgangsveranderungen im Sinne einer Diarrho,
Obstipation oder einer Mischung aus Diarrh6 und Obstipation auf.

Die Diarrho beim RDS ist in der Regel als hochfrequenter, breiiger oder wassriger Stuhl
mit geringem bis mittlerem Volumen gekennzeichnet. Den meisten Stuhlgangen gehen
Schmerzen, Dringlichkeit und das Gefuhl einer unvollstandigen Entleerung oder eines
Tenesmus voraus. Etwa die Halfte aller RDS-Patienten klagt uber Schleimabsonderung
mit dem Stuhl (Manning et al., 1978). Blutiger Stuhl, nachtlicher Durchfall und fettiger
Stuhl sind nicht mit RDS assoziiert.

Bei Obstipation sind die Stuhle oft hart und klumpig. Bei den Patienten kann es auch zu

Tenesmen kommen, wenn das Rektum leer ist.

Wegen des Fehlens von biologischen Markern wurden mehrere symptombasierte Frage-
bogen entwickelt, um die Diagnose von RDS zu standardisieren. Am weitesten verbreitet
sind dabei die Kriterien nach Rom Il (S3-Leitlinie, DGVS, 2011).

Gemal diesen Kriterien wird RDS als wiederkehrender Bauchschmerz definiert, der in
den vorhergehenden drei Monaten durchschnittlich an mindestens einem Tag pro Woche
auftritt und mit zwei oder mehr der folgenden Kriterien in Verbindung gebracht wird
(Mearin et al., 2016):

e Stuhlgang

e Anderung der Stuhlfrequenz

21



e Veranderung der Stuhlkonsistenz

Die Erkennung von RDS-Subtypen basiert auf der vom Patienten angegebenen vorherr-

schenden Stuhlkonsistenz an Tagen mit abnormalem Stuhlgang.
RDS-Subtypen werden flr die klinische Praxis wie folgt definiert:

e RDS mit vorherrschender Verstopfung (RDS-O, RDS — Obstipation) — Der Patient
berichtet, dass anormale Stuhlgédnge normalerweise Verstopfungen sind.

e RDS mit vorherrschendem Durchfall (RDS-D, RDS — Diarrhd) — Der Patient be-

richtet, dass anormale Stuhlgange normalerweise als Durchfall imponieren.

e RDS mit gemischten Darmgewohnheiten (RDS-M, RDS — Mischtyp) — Patienten
berichten, dass anormale Stuhlgéange sowohl Verstopfung als auch Durchfall sein

konnen.

¢ RDS nicht klassifiziert (RDS-U, RDS-unklassifiziert) — Patienten, die die diagnos-
tischen Kriterien fur RDS erfullen, aber nicht genau in einen der drei anderen Sub-

typen eingeteilt werden konnen.

Neben der Erhebung des Fragebogens sind zur Diagnostik von RDS eine grundliche
Anamnese und eine korperliche Untersuchung unerlasslich. Des Weiteren ist ein kleines
Blutbild erforderlich, sowie eine Koloskopie mit Biopsieenthnahme, um eine mikroskopi-

sche Kolitis auszuschliel3en.

Bei RDS-D Patienten wird oft das CRP bestimmt sowie eine serologische Diagnostik der

Zoliakie durchgefuhrt.

2.3.2. Atiopathogenese des Reizdarmsyndroms
Die zugrundeliegende Pathophysiologie des RDS bleibt bislang unvollstandig geklart. Es
wird als Darmstorung angesehen, die aus einer Wechselwirkung zwischen einer Reihe

von Faktoren resultiert.

Der bisherige Fokus von Erklarungsansatzen lag auf Veranderungen der gastrointestina-
len Motilitat und der viszeralen Hypersensitivitat. Neuere Studien haben nun die Rolle
von Entzindungen und Veranderungen der Darmflora untersucht. Ob eine genetische

Veranlagung vorliegt, wird ebenfalls gepruft.
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Veranderungen der gastrointestinalen Motilitat:

Zu den beobachteten Veranderungen zahlen eine erhohte Haufigkeit und Unregelmalig-
keit von Darmkontraktionen, eine verlangerte Transitzeit bei vorwiegend obstipations-do-
minantem RDS und eine Ubertriebene motorische Reaktion auf Mahlzeiten bei vorwie-
gend Diarrho-dominantem RDS (Agrawal et al., 2009, Chey et al., 2001, Kumar and
Wingate, 1985, Schmidt et al., 1996, Simren et al., 2000). Die Relevanz dieser motori-
schen Funktionsveranderungen fur die RDS-Symptomatik ist noch ungeklart (Caldarella
et al., 2002).

Viszerale Hypersensitivitat:

Viszerale Hypersensitivitat ist ein haufiger Befund bei Patienten mit Reizdarmsyndrom.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass bei RDS-Patienten die Schmerzen, die durch
Distension einer Darmschlinge verursacht werden, im Vergleich zu Kontrollen bei niedri-
geren Dehnungsvolumina auftreten, was auf eine Uberempfindlichkeit der Rezeptoren
hindeutet (Bouin et al., 2002). Die Rektaldehnung bei Patienten mit RDS erhohte auch
die zerebrale kortikale Aktivitat starker als bei gesunden Probanden (Lawal et al., 2006).

Ungefahr die Halfte der RDS-Patienten (hauptsachlich RDS-O) weist eine messbare Zu-
nahme des Bauchumfangs auf, die mit Vollegefuhl einhergeht, obwohl dies moglicher-
weise nicht mit dem Darmgasvolumen zusammenhangt (Houghton et al., 2006). Patien-
ten, die Uber Vollegefuhl und Gasuberschuss klagen, hatten tatsachlich Gasvolumina im
Verdauungstrakt ahnlich wie bei asymptomatischen Patienten, zeigten jedoch eine Be-

eintrachtigung des Transits von Darmgas (Lasser et al., 1975).

Intestinale Inflammation:

Immunhistologische Untersuchungen ergaben, dass es zur Aktivierung des mukosalen
Immunsystems bei einigen RDS-Patienten kommt. Bei diesen Patienten wurde uber eine
erhohte Anzahl an Lymphozyten im Dickdarm und Dinndarm berichtet. Eine Studie, in
der bei zehn Patienten mit schwerem RDS Jejunalbiopsien durchgefuhrt wurden, ergab
bei neun Patienten einen Anstieg der Lymphozyteninfiltration im Plexus myentericus und

bei sechs Patienten eine Neuronendegeneration (Tornblom et al., 2002).

Stuhluntersuchungen bei Patienten mit RDS-D ergaben eine hohe Serin-Protease-Akti-
vitat. Ein Stuhlextrakt aus diesen Patienten erhohte bei intrakolonialer Infusion in Mausen
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die zellulare Permeabilitat des Dickdarms und die viszeralen Schmerzen in den Mausen.
Diese Effekte wurden durch Serin-Protease-Inhibitoren verhindert. Die Rolle von intesti-
nalen Serinproteasen in der Pathophysiologie von RDS wird weiterhin untersucht (Gecse
et al., 2008), (Ceuleers et al., 2018).

Mastzellen sind Effektorzellen des Immunsystems. Diese Zellen setzen Mediatoren (His-
tamin und Proteasen) frei, die das enterische Nervensystem stimulieren konnen und zu
abnormaler motorischer Aktivitat des Darms fuhren. Eine erhohte Anzahl von Mastzellen
wurde im terminalen lleum, Jejunum und Dickdarm von RDS-Patienten nachgewiesen
(Guilarte et al., 2007) (Barbara et al., 2006). Studien haben eine Korrelation zwischen
Bauchschmerzen bei RDS und dem Vorhandensein aktivierter Mastzellen in der Nahe
von Dickdarmnerven gezeigt (Barbara et al., 20006).

Bei Patienten mit RDS wurden zudem erhdhte Spiegel an proinflammatorischen Interleu-
kinen im Plasma beobachtet (Liebregts et al., 2007) (Dinan et al., 2006). Daruber hinaus
produzieren periphere mononukleare Blutzellen von IBS-Patienten hohere Mengen an
Tumornekrosefaktor als gesunde Kontrollen.

Postinfektioses RDS:

Die Entwicklung eines RDS nach infektioser Kolitis wurde klinisch vermutet, basierend
auf der Vorgeschichte einer akuten Diarrho, die bei einigen Patienten vor dem Auftreten
von Reizdarmsymptomen auftrat. Zwei Metaanalysen zeigten ein erhohtes Risiko fur
RDS bei Patienten, bei denen eine akute Gastroenteritis auftrat (Halvorson et al., 2006,
Thabane et al., 2007).

Die Ursache der Symptomatik nach einer akuten Infektion ist nicht geklart, obwohl ver-

schiedene Theorien vorgeschlagen wurden:

e Malabsorption — Nach enterischen Infektionen wurde die Entwicklung einer Gal-
lensauremalabsorption beobachtet, die zu einer Durchfallerkrankung fuhren kann
(Niaz et al., 1997, Sinha et al., 1998).

o Aktivierung enteroendokriner Zellen / Lymphozyten — Eine Zunahme von Seroto-
nin-haltigen enteroendokrinen Zellen und T-Lymphozyten wurde nach akuter
Campylobacter-Enteritis nachgewiesen (Spiller et al., 2000).
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¢ Antibiotikabehandlung — Es wurde beobachtet, dass der Einsatz von Antibiotika
bei Magen-Darm-Erkrankungen oder anderen Infektionen ein Risikofaktor fur die
Entwicklung funktioneller Darmsymptome ist (Maxwell et al., 2002).

Nahrungsmittelunvertraglichkeit:

Die Rolle der Ernahrung in der Pathophysiologie des RDS ist ebenfalls nicht klar. Einige
Patienten mit RDS berichten postprandial Uber eine Verschlechterung der Symptome und
nehmen eine Nahrungsmittelunvertraglichkeit gegeniber bestimmten Nahrungsmitteln
wahr (Monsbakken et al., 2006, Simren et al., 2001).

Mehrere Faktoren sollen zur Empfindlichkeit gegenluber Lebensmitteln bei RDS-Patien-
ten beitragen. Die Untersuchungen konzentrierten sich auf lebensmittelspezifische Anti-
korper, Kohlenhydrat-Malabsorption und Glutenempfindlichkeit.

Lebensmittelallergie:

Studien mit Schwerpunkt auf IgG-Antikorpern, die die normale Immunantwort auf Lebens-
mittel darstellen, haben jedoch gezeigt, dass die Eliminierung bestimmter Lebensmittel
bei RDS-Patienten, bei denen die IgG-Titer in Verbindung mit diesen Lebensmitteln er-
hoht sind, die gastrointestinalen Symptome verringern kann (Atkinson et al., 2004).

Malabsorption von Kohlenhydraten:

Eine theoretische Atiologie von RDS legt nahe, dass Symptome mit einer beeintrachtig-
ten Absorption von Kohlenhydraten zusammenhangen kdonnen. Die Theorie besagt, dass
Oligo-, Di- und Monosaccharide sowie Polyole (FODMAPs) bei RDS-Patienten in den
distalen Dunndarm und Dickdarm gelangen, wo sie fermentiert werden, was zu Sympto-
men wie Bauchschmerzen und Stuhlgangsveranderungen, sowie zu erhohter Darmper-
meabilitdt und subklinischer bis klinischer Inflammation fuhrt (Gibson and Shepherd,
2005).

2.2. Therapie des Reizdarmsyndroms

2.2.1. Ernahrungsumstellung
Eine sorgfaltige Anamnese kann Symptome aufzeigen, die sich auf bestimmte Lebens-

mittel beziehen. RDS-Patienten konnen vom Ausschluss gaserzeugender Lebensmittel
(z.B. Bohnen, Zwiebeln, Sellerie, Karotten, Rosinen, Bananen, Aprikosen, Pflaumen und
Rosenkohl), also einer Diat mit wenig FODMAPs sowie in ausgewahlten Fallen von der

Vermeidung von Gluten profitieren.
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Eine Diat, die wenig FODMAPs enthalt, ist bei RDS-Patienten, die trotz Meiden von gas-
erzeugenden Lebensmitteln noch Symptome haben, empfehlenswert. Diese kurzkettigen
Kohlenhydrate werden schlecht resorbiert und sind im Darmlumen osmotisch aktiv, wer-
den zudem fermentiert, was zu Blahungen und Schmerzen fuhrt. Eine Low-FODMAP-
Diat beinhaltet den Verzicht auf High-FODMAP-Lebensmittel, die fruktosehaltig sind, z.
B. Honig, Apfel, Birnen, Mangos, Kirschen oder Oligosaccharide einschlieBlich Weizen
(Shepherd et al., 2013).

21.1.1. Medikamentdse Therapie

Wie oben erwahnt konnen Patienten mit mittelschweren bis schweren Symptomen des
Reizdarmsyndroms (RDS), die die Lebensqualitat beeintrachtigen, mit pharmakologi-
schen Wirkstoffen behandelt werden. Da sich RDS im Allgemeinen als Symptomkomplex

darstellt, sollte die Behandlung auf dem vorherrschenden Symptom und Subtyp basieren.

Obstipation:

e Osmotische Laxantien
Bei Patienten mit RDS-O, bei denen eine ballaststoffreiche Ernahrung keine Besserung
erzielt hat, wird eine Therapie mit Polyethylenglykol (PEG) empfohlen. Mit PEG behan-
delte Patienten haben signifikant mehr spontane Stuhlgange sowie eine Verbesserung
der Stuhlkonsistenz (Chapman et al., 2013).

e Lubiproston

Patienten mit anhaltender Verstopfung trotz Behandlung mit PEG konnen z.B. mit
Lubiproston behandelt werden. Lubiproston ist ein lokal wirkender Chloridkanalaktivator
(CIC-2 im oberen Teil des Jejunums), der die chloridreiche Sekretion von Darmflissigkeit

verbessert und dadurch eine Verflissigung des Stuhls ermoglicht.

In zwei multizentrische, placebokontrollierte Studien wurden 1154 Erwachsene (92 %
Frauen) mit RDS-O 12 Wochen lang mit Lubiproston oder Placebo behandelt. Patienten,
die nach dem Zufallsprinzip zu Lubiproston randomisiert wurden, erreichten signifikant

haufiger ein Gesamtansprechen (Drossman et al., 2009).

e 5-Hydroxytryptamin (Serotonin) 4-Rezeptoragonisten

Agonisten des 5-Hydroxytryptamin-4 (5-DANN4) — Rezeptors stimulieren die Freisetzung
von Neurotransmittern und erhohen die Kolonmotilitat. Tegaserod reduziert Bauch-
schmerzen bei RDS und verbessert Verstopfung (Scott and Perry, 1999).
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e Natrium / Wasserstoff-Austauscher 3 (NHE3)-Hemmer

Tenapanor, ein Natrium / Wasserstoff-Austauscher 3, reduziert die Absorption von Nat-
rium und Phosphat und verbessert das Volumen und den Transit der Darmflussigkeit.
Eine Behandlung mit Tenapanor fuhrte in klinischen Studien zu einer Verbesserung so-
wohl des durchschnittlichen wochentlichen vollstandigen spontanen Stuhlgangs als auch
der Bauchschmerzen im Vergleich zu Placebo (Chey et al., 2020)

Diarrho:

Bei Patienten mit RDS-D ist der Stuhl charakteristisch weich bei erhdhter Stuhlfrequenz,
weist jedoch ein normales tagliches Gesamtvolumen auf. Bei Patienten mit vorwiegend
durchfallbedingten Symptomen wird eine Therapie mit Antidiarrhoika (z. B. Loperamid)
als Erstbehandlung und Gallensaure-Sequestriermittel als Zweitlinientherapie empfoh-

len.

e Loperamid

Loperamid ist das einzige Mittel gegen Durchfall, das in randomisierten Studien bei Pati-
enten mit RDS-D untersucht wurde. Eine systematische Uberpriifung umfasste drei kon-
trollierte Studien zur Bewertung von Loperamid bei der Behandlung von RDS (Cann et
al., 1984) (Hovdenak, 1987) (Efskind et al., 1996). Insgesamt deuteten die Studien darauf
hin, dass Loperamid bei der Behandlung von Durchfall durch Verringerung der Stuhlfre-
quenz und -konsistenz wirksamer ist als Placebo, jedoch nicht bei Blahungen oder
Bauchbeschwerden.

e Gallensaure-Sequestriermittel

Bei Patienten mit anhaltendem Durchfall trotz Antidiarrhoika werden u.a. Gallensaure-
Sequestriermittel (z. B. Cholestyramin) eingesetzt.

Der Grund fur die Verwendung von Gallensaure-Sequestriermitteln bei Patienten mit
RDS-D ist, dass bis zu 50 Prozent der Patienten mit RDS-D eine Gallensauremalabsorp-
tion aufweisen (Wedlake et al., 2009). Gallensauren verursachen Diarrhd, indem sie die

Darmsekretion und -motilitat stimulieren.
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e 5-Hydroxytryptamin (Serotonin) 3 -Rezeptorantagonisten
Alosetron, ein 5-Hydroxytryptamin-3-Rezeptor (5HT-3)-Antagonist, ist fur die Behandlung
von schwerem, durch Diarrh6 vorherrschendem RDS bei weiblichen Patienten zugelas-
sen, deren Symptome sechs Monate andauerten. Alosetron moduliert die viszerale affe-
rente Aktivitat des Magen-Darm-Trakts, wodurch die Motilitat und Sekretion des Dick-
darms verringert wird (Prior and Read, 1993).

Spasmolytika:
Spasmolytika sollten nach Bedarf verabreicht werden. Spasmolytikalindern die Symp-
tome von Bauchschmerzen bei Patienten mit RDS kurzfristig, ihre langfristige Wirksam-

keit wurde jedoch nicht nachgewiesen.

Krampflosend sind solche, die die Entspannung der glatten Darmmuskulatur direkt be-
einflussen (z. B. Mebeverin und Pinaverin), und solche, die Uber ihre anticholinergen oder
antimuskarinischen Eigenschaften wirken (z. B. Dicyclomin und Hyoscyamin) (Brandt et
al., 2009)

Antidepressiva:

Trizyklische Antidepressiva (TCAs) verlangsamen uber ihre anticholinergen Eigenschaf-
ten auch die Darmtransitzeit, was bei RDS-D von Vorteil sein kann (Gorard et al., 1995).
Aufgrund ihrer Auswirkung auf den Darmtransit sollten TCAs bei Patienten mit Obstipa-

tion mit Vorsicht angewendet werden.

Antibiotika:

Wahrend Antibiotika nicht routinemallig bei allen Patienten mit RDS empfohlen werden
sollten, kdnnen sie bei Patienten mit mittelschwerem bis schwerem RDS ohne Obstipa-
tion, insbesondere bei Patienten mit Blahungen, die nicht auf andere Therapien ange-
sprochen haben z. B. eine Diat mit wenig FODMAPSs, antispasmolytische Mittel und TCAs
eingesetzt werden. In diesen Fallen kann eine zweiwdchige Therapie mit Rifaximin erfol-

gen (Menees et al., 2012).

2.2. Zielstellung der Arbeit

Die Pravalenz des RDS ist hoch und die Therapieoptionen und -erfolge begrenzt. Durch
die unterschiedlichen Genesen der RDS-Subgruppen, die zum Teil Uberlappen, ist die
Charakterisierung der Pathophysiologie des RDS, die zu Diarrh6é und Obstipation fluhrt,
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von hohem Interesse. Um Pathomechanismen zu beschreiben ist die Analyse des
Darmepithels hinsichtlich Barriere- und Transportfunktion maf3geblich, die beim RDS bis-
lang nicht ausreichend untersucht wurden. Da die Epithelforschung am menschlichen
Darm relevante Ergebnisse fur das Krankheitsbild des RDS liefern konnte, stellte sich die
Frage welche Diarrho- und Obstipationsmechanismen beim RDS auftreten, die patho-
physiologisch charakterisierbar sind, und welche weiteren pathologischen Veranderun-
gen am Darmepithel von RDS-Patienten zu finden sind.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es somit, die pathophysiologischen Mechanismen
der Diarrh6 bzw. Verstopfungsmechanismen beim Reizdarmsyndrom vom Mischtyp zu
erforschen. Zu diesem Zweck wurden wahrend der Koloskopie von Patienten mit
Reizdarmsyndrom Biopsien aus dem Colon sigmoideum entnommen. Diese Patienten
erhielten noch keine Therapie. An diesen Proben wurden elektrophysiologische Messun-
gen in Ussing-Kammern durchgefuhrt, um die Transport- und Barriereeigenschaften des
Kolons funktionell zu charakterisieren. Es wurde dabei auch die Aktivitat des epithelialen
Natriumkanals (EnaC) gemessen, da eine Storung des EnaC einen Diarrh6-Mechanis-

mus erklaren kdnnte.

Zur Untersuchung der epithelialen Barrierefunktion wurde neben der Impedanzspektro-
skopie in Ussing-Kammern auch die Permeabilitat des Darmgewebes gegenuber kleinen
Makromolekullen wie Fluorescein und 4 kDa FITC-Dextran untersucht. Des Weiteren er-
folgte die molekulare Untersuchung der Barrierefunktion mittels Expressionsanalyse von
Tight Junction-Proteinen sowie die Darstellung der subzellularen Lokalisation dieser Pro-
teine mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie.

Zudem interessierte uns die Erforschung relevanter Genexpressionsmuster und Signal-
kaskaden, die uns ein besseres Verstandnis der Pathophysiologie ermoglichen konnte.

Auch wenn fur das Gesamtverstandnis der Erkrankung die Untersuchung aller RDS-Sub-
typen wiunschenswert ware, beschrankt sich diese Arbeit auf die Untersuchung des
Reizdarmsyndroms des gemischten Typs (RDS-M).
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3. Material und Methoden
3.1. Material

3.1.1. Gerate und Verbrauchsmaterialien

Agarosegel-Elektrophoresekammern
DAKO Pen

Deckglaser
Falcon-Rohrchen (15 ml, 50 ml)

Ldsungsreservoire

Magnetruhrer
Magnetruhrstabchen
Mini Zentrifuge
Objekttrager
Pipetten
Silikonscheibe

Skalpelle

Spitzen 10 pl, 100 pl, 1000 pl
Tecan Infinite 200
Ussing-Kammern

Vortex-Gerat
Wasserbad
Zeiss LSM 510 META

3.1.2. Chemikalien

50 x TAE-Puffer
Acrylamid
Agarose

Biorad, Minchen

DAKO, Agilent Technologies, Santa
Clara, Kalifornien, USA
Menzel-Glaser, Deutschland
Sarstedt, Deutschland

Forschungswerkstatt der Charité

Ika-Combimag, Deutschland
Merck, Deutschland

Labnet International, USA
Menzel-Glaeser, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Forschungswerkstatt der Charité
Campus Benjamin Franklin
Feather Safety Razor Co., Japan
Eppendorf, Deutschland

Tecan Group Ltd., Schweiz
Institut far Klinische Physiologie, Charité

Berlin

Pharmacia, Freiburg
Haake, Deutschland
Carl Zeiss AG, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
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Aldosteron

Amilorid

Ammoniumpersulfat (APS)
BCA-Protein Assay Reagenz A + B
Bromphenolblau (Laemmli)
BSA

Bumetanid

Carbachol

DAPI

Dulbecco’s PBS mit Mg/Ca PAA
Dulbecco’s PBS ohne Mg/Ca PAA
Ethanol

Ethidiumbromid

FCS (fetal calf serum)
FITC-gelabelte Dextrane (4 kDa)
Formalin

Fluorescein

Glycerol

Glycin

Lumilight Western Blotting Kit
Methanol

Natriumchlorid

Prostaglandin E2 (PGE>)
Protein-Marker PageRuler

Pro Tags Mount Fluor
RNA-later

TAE 50 x

TEMED

Theophyllin

Tissue Tek

Triton X-100

TUNEL-Assay

Tween 20

Sigma-Aldrich Co., Deutschland
Sigma-Aldrich Co., Deutschland
Sigma-Aldrich Co., Deutschland
Pierce, USA

Amersham, Minchen

AppliChem, Deutschland
Sigma-Aldrich Co., Deutschland
Sigma-Aldrich Co., Deutschland
Boehringer-Mannheim, Deutschland
Laboratories GmbH, Colbe
Laboratories GmbH, Colbe

J.T. Backer, Deventer, Niederlande
Invitrogen, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

Sigma, Taufkirchen

Sigma-Aldrich Co., Deutschland
Sigma, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe

Serva, Deutschland

Roche, Mannheim

Merck, Berlin

Serva, Heidelberg

Boehringer Ingelheim, Heidelberg
Fermentas, Leon-Rot

Biocyc GmbH & Co. KG, Deutschland
Qiagen, Deutschland

Serva, Heidelberg

Life Technologies

Sigma, St. Loius, MO, USA

Sakura Finetek Europe, Niederlande
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Sigma, Taufkirchen
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3.1.3. Puffer und Losungen

Badlosung fiir elektrophysiologische Experimente

140 mmol Na*

123,8 mmol CI

5,4 mmol K*

1,2 mmol  Ca?*
1,2 mmol  Mg?*
2,4 mmol  HPO4%
0,6 mmol H2PO4
21 mmol HCO3"

ad 1 | Aqua bidest.

Blockierungslosung (Immunfluoreszenzfarbung der Biopsie)

10 % Goat serum

3 % Bovines Serumalbumin (BSA) in Phosphat-buffered saline (PBS)

BSA-Blockierungsreagenz (Western Blot)

25¢g BSA
5mil 2 % Natriumazid

ad 500 ml PBS/Tween

Elektrophoresepuffer

500 ml 10 x Puffer West
50 ml 10 % SDS

ad 5| Aqua bidest.
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Gebrauchslosung (Proteinquantifizierunq) je Probe

196 pl Pierce BCA Protein Assay Reagenz A

4 ul Pierce BCA Protein Assay Reagenz B

Gesamtlysepuffer

10 mM Tris-Cl pH 7,5
150 mM NaCl

0,5 % Triton X

0,1 % SDS

pro 10 ml Zugabe einer Tablette Complete (Roche)

PBS/Tween
2 Tabl. PBS
1 ml Tween 20

ad 1 | Aqua bidest.

Permeabilisierungslosung (Immunfluoreszenzfarbunqg Biopsie)

0,5 % Triton — X'in PBS
Sammelgel

4,9 ml Sammelgel-Stammlésung

50 pl 10 % SDS

50 pl APS

5yl TEMED
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Sammelgel-Stammlosung

85 ml 30 % Acrylamid
125 ml 0,5 M Tris pH 6,8
ad 500 ml Aqua bidest.

Substrate fur das Epithel

10 mmol D(+)-Glukose
0,5mmol  B-OH-Butyrat
2,5 mmol Glutamin

10 mmol D(+)-Mannose

ad 1 | Aqua bidest.

TBS/Tween
100 ml 10 x TBS
1 mi Tween 20
ad 1 | Aqua bidest.
Transferpuffer
100 ml 10 x Puffer West
100 ml Methanol abs.

ad 1 | Aqua bidest.

Trenngel (12,5 % - Claudine)

8,2 ml Acrylamid
4,7 ml Aqua bidest.
7 ml 1M Tris pH 8,8
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200 pl
200 pl

10 pl

10 % SDS

APS

TEMED

Trenngel (10 % - Occludin und Tricellulin)

6,66 ml
7 ml

7 ml
200 pl
200 pl

10 pl

10 x Puffer-West

144 g

30,4 g

10 x TBS
804g

12,1 g

Acrylamid
Aqua bidest.
1M Tris pH 8,8
10 % SDS
APS

TEMED

Glycin
Tris HCI

ad 1 | Aqua bidest.

1,37 M NaCl
Tris Base

ad 1 | Aqua bidest.

5 x Laemmli Puffer

0,32 M
44 %

25 %

Tris pH 6,8
Glyzerol

ss-Mercaptoethanol
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12,5 % SDS (Sodium dodecyl sulfate)

0,001 % Bromphenolblau

3.1.4. Antikorper

Alexa Fluor 488 Goat-Anti-rabbit Invitrogen, USA
Alexa Fluor 594 Goat-Anti-mouse Invitrogen, USA
Rabbit-Anti-Claudin-1 Zymed, USA
Rabbit-Anti-Claudin-2 Zymed, USA
Rabbit-Anti-Claudin-3 Zymed, USA
Rabbit-Anti-Claudin-4 Zymed, USA
Rabbit-Anti-Claudin-5 Zymed, USA
Rabbit-Anti-Claudin-8 Zymed, USA
Rabbit-Anti-Occludin Zymed, USA
Mouse-Anti-ZO-1 Zymed, USA
Mouse-Anti-B-Actin Sigma-Aldrich Co., Deutschland

3.1.5. Software

Impedanzspektroskopie Fiebig, Deutschland

Microsoft Office Microsoft Corporation, USA

LSM 510 Carl Zeiss, Deutschland

Image J 1.52d Rasband, NIH, Bethesda, Maryland,
USA

freeware, http://rsb.info.nih.gov/ij/

3.2. Methoden

3.2.1. Biopsieentnahme aus menschlichem Sigma

In der vorliegenden Arbeit wurden RDS-Patienten des Mischtyps (RDS-M) untersucht.
Als Einschlusskriterien des zu untersuchenden Patientenkollektivs zwischen 18 und 70

Jahren wurde die Diagnose eines Reizdarmsyndroms nach Rome llI-Kriterien zugrunde
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gelegt (Drossman, 2006). Dabei wurde sichergestellt, dass andere Ursachen der intesti-
nalen Symptomatik, makroskopische Entziundung der Darmschleimhaut oder NSAID-
oder Kortikosteroid-Therapien ausgeschlossen wurden.
Bei der Kontrollgruppe handelte es sich um Patienten, die in der Regel im Rahmen einer
Vorsorgeuntersuchung koloskopiert wurden und weder makroskopisch noch mikrosko-

pisch pathologische Veranderungen an der Dickdarmschleimhaut aufwiesen.

Die Patienten mit Reizdarmsyndrom waren im Durchschnitt 35 Jahre und die Kontrollpa-
tienten 49 Jahre alt. Das Verhaltnis w:m betrug fur das Reizdarmsyndrom 5:1 und fur die

Kontrollen 2:1.

Die untersuchten Personen wurden Uber das Studienziel, die Inhalte und Risiken mund-
lich und schriftlich informiert, und dass zu Forschungszwecken zusatzliche Biopsien ent-
nommen werden. Sie stimmten dem schriftlich zu. Die Studie zur Entnahme fur zusatzli-
che Biopsien fur Forschungszwecke wurde durch die Ethikkommission der Charité unter
der Antragsnummer des Ethikvotums EA4/015/13 bewilligt.

Die Forschungsbiopsien wurden am Ende der Routine-Untersuchung nach dem Zuruck-
ziehen des Koloskops bis 30 Zentimeter ab ano im Colon sigmoideum (Sigma) entnom-
men. Die entnommenen Biopsien wurden dann zur Messung der Transport- und Barrie-
refunktion direkt in Ussing-Kammern verbracht oder parallel fir molekulare Untersuchun-

gen wie Western Blot, RNA-Sequenzierung oder Mikroskopie fixiert.

3.2.2. Transport, Praparation und Einspannen der Biopsien
Die Biopsien wurden nach Entnahme unmittelbar in physiologische Kochsalz-Losung
uberfuhrt und umgehend ins Labor transportiert. Dort wurden die Biopsien prapariert und

in die vorbereiteten Ussing-Kammern eingebracht.

Zur Praparation vor Einbau der Probe wurden die Biopsien mit der serosalen Seite nach
oben liegend auf einer glatten Oberflache ausgebreitet. Danach wurde ein mit Gewebe-
kleber benetzter Kunststoffstring (lichter Innendurchmesser 2,5 mm) auf die serosale
Oberflache der Biopsie geklebt. Um die Fixierung des Epithels in der Ussing-Kammer mit
einer suffizienten Abdichtung zu gewahrleisten, wurde gemeinsam mit dem Kunststoffring
ein Silikondichtring in dem Epithelcontainer eingesetzt (Gitter et al., 1997). Der Container
besteht aus zwei runden Plexiglasscheiben mit einer Offnung von jeweils 2,5 mm Durch-

messer im Zentrum. Diese Offnung definiert die exponierte Flache in der Messkammer
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auf 0,049 cm?. Zwischen der Enthahme der Biopsie und dem Einspannen in die Ussing-

Kammer lagen in der Regel etwa 30 Minuten.

3.2.3. Prinzip der elektrochemischen Transport- und Barriere-Messung

Es wurde ein biologisch-physikalisches System zur Charakterisierung der intestinalen
Transport- und Barriere-Funktion verwendet. Dieses beinhaltet in der vorliegenden Arbeit
menschliche Darmpraparate, welche mit der von Ussing und Zerahn eingefuhrten Ver-
suchsanordnung (Ussing and Zerahn, 1951) vermessen wurden. Das Prinzip und der
Versuchsaufbau sind im Folgenden beschrieben. Zwischen zwei Flussigkeitskomparti-
menten, die eine Losung mit Ubereinstimmender Zusammensetzung enthalten (meist
Ringerldsung), wird ein lebendes Darmepithel wie eine ,trennende Membran® eingefugt.
Die Potenzialdifferenz, die Uber dem Epithel durch passive und aktive Transportprozesse
entsteht, wird durch Anlegen eines externen Kurzschlussstromes (lsc) kurzgeschlossen.
Dies geschieht Uber eine externe Spannungsquelle und bewirkt, dass die Potenzialdiffe-
renz uber dem Epithel auf 0 mV gebracht wird. Dadurch werden alle treibenden Krafte fur
passive Transportprozesse, also alle elektrochemischen Gradienten, nivelliert. Folglich
sind alle nunmehr zwischen den Flussigkeitskompartimenten beobachteten Netto-Teil-
chentransfers stets durch aktiven Transport hervorgerufen. Der so gemessene Kurz-
schlussstrom stellt demnach die Summe aller aktiven elektrogenen lonenverschiebungen
uber das Epithel dar. Werden Wechselstrome verschiedener Frequenz in diesem System
angelegt, ermdoglicht dies eine Differenzierung zwischen dem epithelialen und dem sub-
epithelialen Anteil des Gesamtwiderstandes des eingebauten Gewebspraparates (Gitter
et al., 1998). Das Prinzip der Unterscheidung beruht dabei auf den unterschiedlichen
elektrischen Eigenschaften von Epithel und Subepithel. Wahrend die Epithelzellschicht,
die den epithelialen Widerstand darstellt, elektrisch wie ein RC-Glied wirkt, gleicht das
subepitheliale Gewebe einem rein ohm’schen Widerstand (vgl. Kapitel 3.4) (Fromm et al.,
1985)

3.3. Ussing-Kammer
3.3.1. Messkammer und Warmetauscher
Die Messkammern, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, waren in zwei sym-

metrischen Halften aufgebaut, die durch das eingespannte Epithel voneinander getrennt
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waren (Abb. 1). Dabei wurde das Epithel mit einer Badlosung umspult. Bei den Kammer-
halften handelte es sich um zylindrische Acrylglaskonstruktionen. Die offene Basis war
medial zum Epithel gerichtet. Das Volumen des Innenraums betrug 0,5 ml und umspulte
das Epithel mit der auf 37°C erwarmten Badlosung. Es gab in der Arbeit 2 Kammertypen.
Die hier beschriebene ,Fluxkammer® und die unter 3.3.2 weiter unten beschriebene ,Im-
pedanzkammer®, was jeweils die in den Kammern vorrangig erfassten Mess-Signale be-

zeichnet.

In der ,Fluxkammer® gab vier Kanale, die jede Kammerhalfte durchzogen. Die zwei Ka-
nale, die sich oben befanden, dienten der Befestigung von elastischen Verbindungs-
schlauchen zwischen der Kammer und dem BadlGsungsreservoir, das der Temperierung
der Badlosung diente. Im dritten Kanal, der sich seitlich einer Kammerhalfte befand, be-
fanden sich die Spannungselektroden und im vierten seitlich plazierten Kanal die epithel-

fernen Stromelektroden.

Als Badlosereservoir fungierte eine doppelwandige Glaskonstruktion, bestehend aus
zwei nebeneinander liegenden Hohlzylindern (ein sog. Gas-Lift). Zwei Offnungen, die
sich in den epithelnahen, dinnlumigen Kanalen befanden, dienten der Begasung der
Badlosung mit 95 % O2 und 5 % CO:. Die Begasung |0ste einerseits die Umwalzung der
Badlosung aus und andererseits stellte sie die Konstanz des pH-Werts sicher. Die Bega-
sung ermoglichte somit eine dauerhafte Exposition mit Sauerstoff und in der Losung ent-
haltenen Nahrstoffen bei konstantem pH, wodurch einer frihzeitigen Beeintrachtigung
der Viabilitat des Epithels entgegengewirkt wurde. Durch diesen komplex aufgebauten
Warmetauscher erfolgte die konstante Temperierung der Badlosung auf 37 °C. In der
doppelten Wandung des Gerats zirkulierte dafur Wasser, das uber einen Schlauch mit

dem Pumpensystem verbunden war.
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Abbildung 1 Ussing-Versuchsstand mit Warmetauscher, integrierter Begasung und
Umwalzung

Das Epithel ist in der Ussing-Kammer zwischen den zwei Kammerhélften, als “Trenn-
membran” aufgespannt und von einer 37 °C warmen Badl6sung umgeben. Die (ber den
,Gas-Lift* aufsteigenden Blaschen, bestehend aus 95 % O2 und 5 % COo, halten die Zir-
kulation und die CO2- und O2-Partialdriicke in der L6sung aufrecht. Die Badlésung wird
tuber einen Wérmetauscher erwédrmt. In der doppelten Wandung des Wérmeaustauschers
befindet sich Wasser, welches Uber ein temperiertes Warmebad umgewélzt wird (Gitter et
al., 1997).

3.3.2. Elektrische Messanordnung

Bei der elektrophysiologischen Messanordnung der Ussing-Kammer kann man zwischen
.otrom-, und ,Spannungselektroden® unterscheiden. Durch die Spannungselektroden
wurde die transepitheliale Potenzialdifferenz gemessen. Um die Dicke der Flussigkeits-
schicht zwischen Epithel und Elektrodenspitze mdglichst gering zu halten, waren diese
so nahe wie moglich am Epithel angebracht (Abstand < 2 mm). Im Gegensatz dazu wur-
den die Stromelektroden so epithelfern integriert, wie es die Geometrie der Kammer mog-

lich machte. Ihre Aufgabe war die Einspeisung des Kurzschlussstroms. Sie befanden sich
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in einem Abstand von 20 mm zum Epithel. Bei dieser Entfernung war das elektrische Feld
im Bereich des Epithels weitgehend homogen.

Jede der Spannungselektroden bestand aus einer Glaskapillare, die mit 3 g/dl Agar-Agar
in 0,5 mol/l KCI gefullt war. Durch einen Mikroelektrodenhalter, der ebenfalls mit 0,5 mol/|
KCI gefullt war und zentral die Spannungselektrode fasste, wurde der elektrische Kontakt
sichergestellt. Zur Applikation des Kurzschlussstroms diente das zweite mit 3 g/dl Agar-
Agar in 0,5 mol/l KCI geflllte, epithelferne Elektrodenpaar.

Uber eine computergesteuerte Spannungsklemmeinrichtung (Typ CVC6 und CVC8; Fie-
big, Berlin) wurden die Stromimpulse aus der Kammer in vorgegebenen Zeitintervallen
an einen Computer geleitet. Dort wurden die aufgezeichneten Messungen angezeigt und
gespeichert. Gemessen wurden der Gesamtwiderstand des Epithels, die zum Kurzschlie-
Ren des Epithels notwendige Stromstarke und die transepitheliale Spannung.

manuelle oder elektro- T
nische Rickkopplung

: < Spannungs-
. H

Ussing-Kammer

regelbare @ Qm .
Stromquelle | messung Ubergang zwischen ionaler

und metallischer Leitung

Abbildung 2 Elektrische Messanordnung bei den Ussing-Experimenten

Die transepitheliale Spannung wurde Uber die epithelnahen Spannungselektroden ge-
messen. Eine Applikation des Kurzschlussstroms erfolgte (iber die epithelfernen Elektro-
den. Mittels Ag/AgCl-Elektroden wurde der Ubergang zwischen ionaler und elektrischer
Leitung gewéhrleistet. (modifiziert nach Christian Barmeyer Diss. 2002)
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3.4. Impedanzspektroskopie

3.4.1. Prinzip der Impedanzmessung

Durch die Impedanzspektroskopie ist die Diskriminierung zwischen dem epithelialen und
dem subepithelialen Anteil am Gesamtwiderstand der Darmwand mdglich. Der sube-
pitheliale Widerstand und alle nicht-epithelialen Anteile der Biopsie entsprechen einander
dabei.

Deshalb gilt:
Rt - Repi + Rsub
Rt Gesamtwiderstand des Epithels

RePl Widerstand des Epithels
Rsu  Widerstand des Subepithels

Die Basis fur die Wechselstrom-Impedanzanalyse bildet ein 3-Parameter-Modell, anhand
dessen das elektrische Verhalten der Darmwand abgebildet werden kann ((Schifferde-
cker and Fromter, 1978). Das Modell beschreibt die Darmwand als einen elektrischen
Ersatzschaltkreis. Der epitheliale Widerstand gleicht einem ohm’schen Widerstand, wel-
cher parallel zu einem Kondensator (RC-Glied) und in Reihe zu einem den subepithelia-
len Widerstand reprasentierenden ohm’schen Widerstand geschaltet ist.

Hierbei werden die kapazitiven Charakteristiken der apikalen und der basolateralen Zell-
membranen, als apparente Kapazitat des Kondensator-Glieds dargestellt (Moore, 1975).

Auch subepitheliale Zellen wie Fibroblasten, Lymphozyten, Makrophagen und andere so-
wie die extrazellulare Matrix, verfugen Uber eine Kapazitat. Da diese aber nicht Uber Zell-
verbindungen miteinander verknupft sind, kann der Strom durch den subepithelialen
Raum — entlang des geringsten Widerstandes — flieRen. Das bewirkt die KurzschlieRung
der subepithelialen Kapazitat, weshalb sie elektrisch auch nicht in Erscheinung tritt.

Wenn man bei einem eingespannten Darmstiuck Wechselstrome unterschiedlicher Fre-
quenzen appliziert, misst man ein Frequenzspektrum beginnend von 0 Herz, einen end-
los grof3en kapazitiven Blindwiderstand. In diesem Zustand flie3t der gesamte Strom Uber
den R-Teil des RC-Gliedes, der dem epithelialen Widerstand entspricht und dann weiter
uber den seriell geschalteten Widerstand. Weist der eingespeiste Wechselstrom hinge-
gen sehr grol3e Frequenzen auf — quasi reprasentiert die Schnittstelle des Teilkreises im
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Nyquist-Diagramm mit der x-Achse im hohen Frequenzbereich die Extrapolation gegen
die Messfrequenz « — geht der kapazitive Blindwiderstand Richtung 0. Unter diesen Um-
standen fliel3t der gesamte Strom uber den Kondensator, vorbei am kurzgeschlossenen
Parallelwiderstand, durch den nachfolgenden Serienwiderstand. Der Widerstand, der
dann gemessen wird, gleicht dem subepithelialen Anteil des Gesamtwiderstandes.

Durch ein sogenanntes Nyquist-Diagramm kann die Impedanzanalyse des Epithels gra-
phisch veranschaulicht werden ((Cole and Cole, 1941). Die x-Achse dieses Diagramms
bildet den Realteil der komplexen Impedanz ab. Dieser gleicht dem ohm’schen Wider-
stand des Epithels. Auf der y-Achse befindet sich der Imaginarteil der Impedanz, welcher
die kapazitiven Charakteristiken des Epithels widergibt, namlich die Phasenverschiebung
von Strom und Spannung. Die Messung der Wechselstrome in der vorliegenden Arbeit,
wurde zwischen den Frequenzen 0 bis 65 kHz ausgefuhrt.

Ein Teilkreis wurde nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate an die einzelnen
Messpunkte angepasst. Dabei entspricht der Schnittpunkt dieses Teilkreises mit der x-
Achse bei der Frequenz 0 Hz dem Gesamtwiderstand des Gewebes R!. Der Schnittpunkt
bei 65 kHz stellt den subepithelialen Widerstand Rs" dar.

Durch die Oberflachengeometrie wie Einfaltungen und Inhomogenitaten wie z.B. auf-
grund verschiedener Zelltypen im Epithelzellverband des eingespannten Gewebesticks
werden Verformungen, des im Nyquist-Diagramm abgebildeten Teilkreises, verursacht.
Diese Verformungen sind flir die Bestimmung von Re' und Rs‘® nicht relevant. Hierfir
sind lediglich die Schnittpunkte mit der x-Achse von Bedeutung.

43



Z = Rsub Z 0= Rsub 4+ Repi

—>® >

} Z }

>

Zlm

C = 1l(c°|zim|max Repi)

Abbildung 3 Nyquist-Diagramm einer Modellmessung

Messwerte aus der Impedanzspektrometrie, die aus verschiedenen Wechselstrom-Fre-
quenzen resultieren, werden in der graphischen Darstellung als Teilkreis angezeigt. Der
Realteil Z, ergibt bei hohen Frequenzen (w = «) den subepithelialen Widerstand Rs“%. Bei
niedrigen Frequenzen (w - 0) hingegen erreicht er den transepithelialen Widerstand Rt =
Rsub + RePi. Dje Kapazitét C ist durch die Frequenz des Kreisbogenminimums berechenbar
(mit freundlicher Genehmigung von Krug (2009)).

3.4.2. Impedanz-Versuchsstand

Der Unterschied der Messkammer des Impedanz-Versuchsstandes zu den konventionel-
len miniaturisierten Ussing-Kammern fur Biopsien, lag lediglich in der Geometrie der oben
beschriebenen Kammern und in der Abschirmung der Spannungselektroden durch einen
aulleren Kupfermantel. Der elektrische Aufbau der Impedanz-Kammer glich ebenfalls der
4-Elektroden-Technik, angelehnt an (Ussing and Zerahn, 1951). Als Stromelektroden
dienten bei der ,Impdedanzkammer® zwei Silberdrahtringe und als Spannungselektroden
zwei, mit 0,5 mol/l KCI geflllte, Glaskapillaren. Die elektrische Signalerzeugung und Sig-
nalverarbeitung wird in den folgenden Unterkapiteln beschrieben.
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3.5. Versuchsablauf

3.5.1. Badkorrektur und Elektrodenasymmetrie

Obwohl die Spannungselektroden moglichst nahe am Epithel angeordnet wurden, lag
zwischen eingespanntem Epithel und den Elektroden, eine Flussigkeitsschicht bestimm-
ter Dicke als zusatzlicher Serienwiderstand zum Epithel. Diese verursachte einen zusatz-
lichen Spannungsabfall zwischen den Spannungselektroden. Dieser Spannungsabfall in
der Messstrecke entstand demnach in Summe aus einem transepithelialen und einem
unerwunschten Anteil, der durch die Flussigkeitsschicht der Badlosung wirkte. Bevor das
Epithel eingespannt wurde, wurde zur Korrektur des zu hohen Widerstandsabfall, der
ohm’sche Widerstand der Badlosung in der leeren Kammer bestimmt und wahrend der
Untersuchung von den Messwerten subtrahiert. Auch die Asymmetrie der Elektroden, die
durch die hervorgerufene Potentialdifferenz bedingt wurde, wurde zur Korrektur abge-

speichert und im Versuchsverlauf von den gemessenen Spannungen abgezogen.

3.5.2. Messung des Kurzschlussstroms

Im Laufe der Experimente wurden minutlich die transepitheliale Spannung, der elektri-
sche Widerstand und der Kurzschlussstrom aufgezeichnet. Damit der elektrische Gradi-
ent Uber dem Epithel ausgeschaltet wird, wurde externer Strom in passendem Ausmal}
appliziert, um die Potentialdifferenz Uber dem Epithel auf 0 mV zu verringern (sog. Kurz-

schluss bzw. Klemme).

Alle elektrochemischen und hydrostatischen Gradienten, wurden durch identische Mi-
schung der Badlosung und gleiche Fullhdhe der Kammern ausgeschaltet. Dadurch ent-
sprach dieser Kurzschlussstrom der Summe aller aktiven elektrogenen lonentransporte
durch das Epithel. Er kann als Strom pro Flache in yA-cm, aber auch als Flux einwertiger
lonen pro Flache in ymol-h-'-cm? angefiihrt werden.

1 -2y — 96487 M _ * M
Strom A(uA*cm ) Seo0 ¥ 1oa 26,8 —
M 1 —2y = 3600 I _ w1
Flux — (umol * h=' x cm™%) sernr ¥ 3 0,037 "
I Stromstarke
A Flache
M Menge transportierter lonen
t Zeit
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Faraday-Konstante F=96487 Coulomb/mol

Uber die kurzzeitige Uberlagerung des aktuellen Kurzschlussstroms mit rechteckigen
Stromimpulsen, wurde der transepitheliale elektrische Widerstand registriert. Diese Im-
pulse verursachten entsprechende Veranderungen in der Spannung. Der transepitheliale
Widerstand wurde nach dem Ohm’schen Gesetz folgendermaRen berechnet: R' =
AVms/Alsc

3.5.3. Messung der elektrischen Impedanz des Epithels

Zur Diskriminierung zwischen dem epithelialen und dem subepithelialen Widerstand, wur-
den wie bereits oben erwahnt, sinusformige Wechselstrome eingesetzt. Diese wurden
bei 48 Frequenzen im Bereich von 1,3 Hz und 65 kHz Uber Stromelektroden in der Kam-
mer appliziert. Mittels phasenempfindlichen Verstarkersystem (Electrochemical Interface,
Typ 1286; Frequency Response Analyser, Typ 1250, Fa. Schlumberger, Grafelfing) wur-
den die Spannungsantworten Uber dem Epithel registriert. Die Steuerung dieser Gerate
sowie die Aufnahme, Berechnung und Speicherung der Daten, erfolgte mit einem Com-

puter.

Aus den einzelnen 48 Spannungsantworten wurde die komplexe elektrische Impedanz
berechnet. Dabei wurde sowohl die Phasenverschiebung von Strom und Spannung als
auch die Korrektur des Badwiderstandes und der Elektrodenasymmetrie berucksichtigt.
Die gemessenen Impedanzwerte wurden anschlielend im Nyquist-Diagramm zu einem
Teilkreis zusammengesetzt. Der transepitheliale und der subepitheliale Widerstand des
Epithels, wurden aus den Schnittpunkten des Teilkreises mit der x-Achse bestimmt und
daraus der epitheliale Widerstand errechnet (Gitter et al., 1998). Es wurden je Epithel vier

Messungen im funfzehnminutigen Abstand gemacht.

3.5.4. Bestimmung des aktiven elektrogenen Natrium-Transports an huma-
nen Sigmabiopsien

Der elektrogene Natrium-Transport ist primar ein aktiver lonentransport. Dieser bewirkt
im distalen Kolon die Eindickung des Stuhls und wird hauptsachlich von dem Mineralo-
kortikoid Aldosteron sowie von Glukokortikoiden stimuliert. Aldosteron wirkt aufgrund der
dosisabhangigen Zunahme der Zahl an epithelialen Na*- Kanalen (EnaC). In der Zelle
wird durch die basolateral lokalisierte Na*/K*-ATPase ein Konzentrationsgradient fur Nat-
rium produziert. Uber den in der apikalen Membran lokalisierten EnaC wird dann dem
elektrochemischen Gradienten folgend Natrium in die Zelle aufgenommen.
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Daraus folgt ein elektrogener transepithelialer Natrium-Transport. Das bedeutet, ein
Transport von Teilchen, verbunden mit einer Verschiebung von Nettoladung. Die Latenz-
zeit des Anstiegs nach Stimulation mit Steroidhormonen betragt fur diesen Transport
etwa eine Stunde. Nach sechs bis acht Stunden wird dann das Maximum erreicht ((Epple
et al., 1995)). Der EnaC kann durch das K*-sparende Diuretikum Amilorid hochselektiv
gehemmt werden (Benos, 1982). Durch eine Konzentration von 10 mol/l, wird der aktive
Natrium-Transports beinahe ganzlich gestoppt.

Fur die Bestimmung des elektrogenen Natrium-Transports hatte die elektrogene Chlo-
ridsekretion keine Relevanz. Aus diesem Grund wurde sie kurz nachdem das Epithel ein-
gespannt wurde, auf der serosalen Seite gehemmt. Diese Hemmung wurde durch die
Zugabe des Schleifendiuretikums Bumetanid, in einer Konzentration von 10-° mol/l, er-
zeugt. Durch Untersuchungen am menschlichen Rektumepithel wurde bereits gezeigt,
dass stabil-hohe Kurzschlussstrome um ca. 50 % gesenkt werden konnten, wenn man
Bumetanid hinzufugt. Schlussfolgernd entspricht dieser Anteil des Kurzschlussstroms im
nicht-stimulierten Zustand, einer spontanen elektrogenen Chlorid-Sekretion des Dickdar-
mes in der in vitro Anordnung (Sandle, 1989). Die Substanz Bumetanid wird als Diureti-
kum eingesetzt und blockiert den Na* 2CI- K*-Symporter selektiv. Dieser Kanal befindet
sich nicht nur im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife der Niere, wo Bumetanid
therapeutisch als Diuretikum angreift, sondern er ist auch im Dunndarm und im gesamten
Dickdarm angesiedelt. Die basolaterale Aufnahme von Natrium-, Kalium- und Chlorid-
lonen in die Zelle, wird durch Blockieren des Na*2CI'K*-Symporters gehemmt. Folglich
sinkt die intrazellulare Chloridkonzentration und somit auch die treibende Kraft fur die
aktive elektrogene Chlorid-Sekretion.

Etwa funf bis zehn Minuten nachdem das Darmstlck in der Kammer eingespannt wurde,
wurde die elektrogene Natrium-Resorption stimuliert. Dies wurde durch das Zugeben von
Aldosteron in einer Konzentration von 3-10° mol/l stimuliert, jeweils auf der mukosalen
und der serosalen Seite. Nach acht Stunden Inkubationszeit wurde, ebenfalls beidseitig,
der EnaC gehemmt. Die Hemmung wurde durch die Gabe von Amilorid in einer Konzent-
ration von 10 mol/l erreicht. Der Kurzschlussstrom sank innerhalb von 5-10 Minuten ab.
Der aktive elektrogene Natrium-Transport Iasst sich quantitativ bestimmen, indem die Dif-
ferenz des Kurzschlussstromes kurz vor und 20 Minuten nach der Zugabe von Amilorid
berechnet wird.
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Abbildung 4 Aktiver elektrogener Natrium-Transport im Kolon

Durch Aldosteron nimmt die Zahl und Aktivitét der epithelialen Natrium-Kanéle (ENaC) in
der apikalen Membran zu. Das férdert den Einstrom von Natrium in die Zelle. Das Kon-
zentrationsgefélle, das dafiir bendtigt wird, wird von der basolateralen Na*/K*-ATPase
produziert. Diese ist ebenso durch Aldosteron stimulierbar. Durch Amilorid ist dieser
transzellulére Transport vollstédndig hemmbar. Aus dem Unterschied des Isc zwischen
maximaler Stimulation und Hemmung errechnet sich der ENaC-abhéngige Na* Transport
(modifiziert nach Fromm M (2004)).

3.5.5. Epitheliale Permeabilitat fiir kleine Makromolekile

Um die Permeabilitat fur Markermolekule unterschiedlicher Gro3e zu bestimmen, die
Epithelien Gber den parazellularen Weg passieren, wurden in Ussing-Kammern Fluxmes-
sungen durchgefuhrt. Gleichzeitig konnte wahrend des Versuchs der elektrische Wider-

stand gemessen werden.

3.5.5.1. Messung von Fluorescein-Fluxen
Nach dem Einspannen der Biopsien in Ussing-Kammern, wurden die beiden Kammer-

halften mit je 10 ml Badlésung angefiillt. Nach der Aquilibierungsphase von etwa 15 min,
nachdem konstante Widerstande erreicht wurden, wurde die Leerwert-Probe in der sero-
salen Losung abgenommen (300 pl) und mit entsprechendem Volumen neuer Badldsung
aufgefullt. Es wurde ein Kurzschluss angelegt (,closed circuit®-Betrieb; ,Klemme®) und in
der mukosalen Seite 10 yl 332 Da Fluorescein (aus 100 mM Fluorescein Stammlosung)

48



der Badlosung hinzugefugt. 15, 30, 45 und 60 Minuten nach Hinzufigen des Fluoresceins
wurden jeweils 300 ul-Proben serosal abgenommen und wieder mit Badldsung ersetzt.
Die Ermittlung der Fluorescein-Konzentration der Proben, erfolgte bei 520 nm photomet-
risch am Spektrometer (Tecan SpectroPhotometer, Tecan infinite M200, Tecan, Manne-

dorf, Schweiz) und zur Berechnung der Fluxe wurde folgende Formel herangezogen:

J _ (c2-c1)*Vkammer
- VZugabe
At*AFilter*—V
Kammer

Uber den Zusammenhang der Konzentration, ergibt der Flux die Permeabilitat. Deshalb
konnte anschlielend die Permeabilitat flr Fluorescein bestimmt werden:

p=2L
Ac

J Flux
c1, c2 Konzentrationen zum Zeitpunkt 1, bzw. 2
At Zeitdifferenz von t1 zu t2
Vv Volumen der Kammer; Zugabevolumen
A zugangliche Flache (Flache der Biopsie)
Ac Konzentrationsdifferenz
P Permeabilitat

3.5.5.2. Messung von FITC-Dextran-Fluxen
Die Vorgehensweise zur Bestimmung der Permeabilitat fur grofiere Molekule wie Flu-

oresceinisothiocyanat (FITC)-Dextran ahnelte jener flr Fluorescein. Es wurden 100 pl
von 4 kDa FITC-Dextran (aus 20 mM Stammldsung) in 5 ml mukosaler Badlésung zuge-
geben und die serolsalen Proben wurden zu den Zeitpunkten 0, 30, 60, 90 und 120 Mi-
nuten abgenommen. Das FITC-Dextran wurde bereits vor Versuchsbeginn dialysiert, um
zu vermeiden, dass kleinere FITC-Dextranfragmente falschlicherweise mit analysiert wer-
den. Die FITC-Dextran-Konzentrationen wurden photometrisch am Spektrometer (Tecan

49



infinite M200, Tecan, Mannedorf, Schweiz) bei 520 nm gemessen. Anschlielend wurden
die Messwerte zur Berechnung der Fluxe und Permeabilitaten, analog zu 2.6.5.1., her-

angezogen.

3.5.6. Uberpriifung der Viabilitit des Gewebes

An den humanen Sigmabiopsien wurde parallel auch die Viabilitat des untersuchten
Epithels wahrend der Ussing-Experimente Uberpriuft. Zu diesem Zweck stimulierten wir
die aktive elektrogene Chlorid-Sekretion und hemmten sie wieder, um eine adaquate
Sekretionsleistung der Kolonozyten darzustellen.

Um die aktive Chlorid-Sekretion des Gewebes in der Ussing-Kammer zu stimulieren,
wurde zunachst Prostaglandin E2 (PGE2, 10® mol/l) auf der serosalen Seite und Theo-
phyllin (102 mol/l) auf beiden Seiten der Kammer hinzugegeben. Beide Substanzen zu-
sammen l6sen durch eine Erhohung des intrazellularen cAMP-Gehaltes eine Chlorid-
Sekretion aus.

Im Anschluss wurde durch das Hinzufiigen von Carbachol (10 mol/l), einem direkten
Parasympathomimetikum, das Epithel auf der serosalen Seite der Kammer fortsetzend
stimuliert, wodurch die Ca?*-abhangige Chloridsekretion stimuliert wird und es, zusam-
men mit der Stimulation durch PGE2 und Theophyllin, zu einer maximalen Sekretionsleis-
tung kommt. Danach wurde serosal Bumetanid hinzugegeben. Das bewirkte schlief3lich
die Hemmung des elektrogenen Chlorid-Transports. Die Viabilitat des untersuchten Ge-
webes, wurde durch ein Ansteigen des Kurzschlussstroms nach Stimulation mit PGE-,
Theophyllin und Carbachol sowie ein Absinken des Kurzschlussstroms, nach Hemmung
der Chlorid-Sekretion mit Bumetanid, dargestellt.

3.6. Molekularbiologische Methoden

3.6.1. Protein-Extraktion aus humanen Colon sigmoideum-Biopsien

Um die Expression von Occludin, Tricellulin sowie von Claudin-1 bis -5 und Claudin-8 zu
untersuchen, wurde die Western Blot-Technik eingesetzt. Die Methode, die hier beschrie-
ben wird, zielt insbesondere auf die Proteinextraktion aus endoskopisch entnommenen
Kolon-Biopsien und die Darstellung der Proteinfraktionen, die Tight Junction-Proteine
enthalten, ab. Nach der endoskopischen Entnahme wurden die Biopsien zunachst in 1,5

ml Reaktionsgefalien in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C aufbewahrt. Zur
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Proteinpraparation wurden die Biopsien auf Eis aufgetaut. Jeweils eine Biopsie wurde in
ein Homogenisator-Réhrchen gegeben und mit 300 pl, 4 °C kaltem und 0,5 % Triton X-
100 enthaltenem Gesamtlysepuffer versetzt. Das Darmgewebe wurde mechanisch ho-
mogenisiert. Eine weiterer Homogenisierungschritt der entstandenen Suspension, wurde
durch jeweils zehnmaliges Pressen der Suspension durch eine 20 Gauge-Kanule sowie
einer 26 Gauge-Insulinkanule durchgefuhrt. Anschliel3end erfolgte eine funfminutige
Zentrifugation der Zelltrimmer bei 200 x g und 4 °C. Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefald Uberfuhrt. Nach einer dreilsigminiutigen Inkubation auf Eis wurde eine
weitere Zentrifugation fur 15 Minuten bei 15.000 x g und 4 °C, durchgefuhrt. Der daraus
resultierende Uberstand, das Gesamtlysat, wurde abgenommen und der Proteingehalt
der Proben wurde bestimmt. Zum Schluss wurden diese bei -80 °C asserviert.

3.6.2. Proteinquantifizierung nach Pierce

Bei der Proteinkonzentrationsbestimmung nach Pierce, verwendet man die Reaktion von
Proteinen mit Kupfer bei alkalischem pH-Wert. Dadurch entsteht ein farbiger Kupferkom-
plex, welcher durch Absorptionsmessung bei 562 nm zur Berechnung der enthaltenen
Proteinkonzentration benutzt wird. Dabei wird mit einer Eichreihe bekannter Proteinkon-
zentrationen verglichen. Eine andere Bezeichnung fur diese Methode ist BCA-Assay.

Die Bestimmung der Proteine erfolgte in Mikrotiterplatten. Der Proteingehalt der Proben
wurde photometrisch, mittels einer Eichgeraden von Proteinen des Rinderserumalbumins
(BSA) bestimmt. Deren Konzentrationen waren 0 mg BSA/ml, 0,2 mg/ml, 0,8 mg/ml und
1,2 mg/ml BSA. Pro Well wurden 10 ul Probe bzw. die Standardreihe pipettiert und 190
ul der BCA-LOsung hinzugefugt.

Zur Kontrolle wurden 10 pl Lysepuffer, ebenfalls mit 190 pl BCA-Losung versetzt. Fur die
Kontrolle, die Proben und die Standardreihe wurden jeweils Doppelbestimmungen durch-
gefuhrt. Die Mikrotiterplatte wurde nach dem Pipettieren fur 30 Minuten bei 37 °C im Brut-
schrank inkubiert. Danach wurde die Extinktion bei 562 nm im Tecan Spectra Mikrotiter-
platten-Photometer gemessen. Der Extinktionswert des Lysepuffers wurde von den Mit-
telwerten der Proben abgezogen. Mit der Eichgeraden wurde der Proteingehalt der Pro-

ben quantifiziert.
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Tabelle 1 Pipettierschema zur Bestimmung des Proteingehalts mit dem Tecan

Spectra Mikrotiterplatten-Photometer

1 2 3 4
A 0.0 mg/ml BSA | 0.0 mg/ml BSA Probe 1 Probe 1
B 0.2 mg/ml BSA | 0.2 mg/ml BSA Probe 2 Probe 2
C 0.8 mg/ml BSA | 0.8 mg/ml BSA Probe 3 Probe 3
D 1.2 mg/ml BSA | 1.2 mg/ml BSA Probe 4 Probe 4
E Lysepuffer Lysepuffer Probe 5 Probe 5
F Probe 6 Probe 6
G Probe 7 Probe 7
H Probe 8 Probe 8

3.6.3. Proteinauftrennung durch SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese
Durch die SDS-Polyacrylamidgel Elektrophorese, kurz SDS-PAGE, wurden die Protein-
gemische getrennt und bestimmt. Proteine wandern, aufgrund ihres Ladungs- und Mas-
severhaltnisses, in einer definierten Gelmatrix aus Acryl- und Bisacrylamid in einem
elektrischen Feld. Fur die Trenngele werden in einer Kettenreaktion durch Acrylamid
lange Polymere gebildet, die Polymerisation wird durch freie Radikale (Radikalbildner:
Ammoniumpersulfat, kurz APS) und einen Katalysator (N, N, N’, N’-Tetramethylethylen-
diamin, kurz TEMED) unterstutzt.

Das Natriumdodecylsulfat (SDS) im Gel, bindet an Proteine, denaturiert diese und fuhrt
zu einer gleichmalig negativen Ladung. Somit ist die Wanderung der Proteine im Gel
unabhangig von der Gesamtladung oder Konformation der Proteine. Je kleiner die Mole-
kulgrofe, je groRer die angelegte Spannung und je niedrigprozentiger das Polyacrylamid-
gel ist, desto schneller wandern die Proteine durch die Gelmatrix.

Um Occludin und Tricellulin (64 kDa) auftrennen zu kdnnen, braucht man ein zehnpro-
zentiges Gel, fur die Claudine (~22 kDa) ein 12,5-prozentiges Trenngel. Das Gel wurde
zwischen zwei Glasscheiben gegossen, die durch einen 1,5 mm dicken Abstandshalter

voneinander getrennt in einer entsprechenden Halterung befestigt waren.
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Zunachst wurde das Trenngel als erste Gelfraktion luftblasenfrei zwischen die Glasschei-
ben bis etwa 1,5 cm unterhalb der oberen Kante der Glasplatte pipettiert. Sie wurde au-
Rerdem mit 1 ml absolutem Alkohol Uberschichtet, um eine glatte Oberflache entstehen
zu lassen. Der Alkohol wurde nach dreiRigminutiger Polymerisation abgegossen. Die
Reste davon wurden mit Filterpapier entfernt. Das Sammelgel, also die zweite Fraktion,
wurde schliel3lich auf das Trenngel aufgetragen. Zudem wurde ein Kamm mit 15 Zacken
eingesteckt. Das ergab im weiteren Verlauf 15 Vertiefungen fur die Probenzugabe.

Der Kamm wurde, nach erneuter Polymerisation von 30 Minuten entfernt. Das Gel wurde
dann in einer Elektrodenhalterung fixiert und in eine Elektrophoresekammer eingesetzt.
Die Kammer wurde mit Elektrophoresepuffer gefullt. Die praparierten Proben sowie 6 pl
eines Protein Grollen-Markers, wurden in die Probentaschen des Gels pipettiert.

Es wurde fur jede Tasche ein Proteingemisch von 15 ul hergestellt. Dieses setzte sich
zusammen aus 3 ul 5x Laemmli- Puffer, einem Volumenanteil der Probe sowie Lysepuffer

zum Auffullen auf 15 pl.

Pro Tasche betrug der Proteingehalt 10 ug. Zuvor wurden die Proteine bei 95 °C fur 5
Minuten in einem Heizblock denaturiert. Unter konstanter Spannung von 100 V, fand nach
dem Beladen der Proben auf das Gel fur etwa 90 Minuten die Elektrophorese statt.

3.6.4. Western Blot

Bei einem Western Blot werden Proteine durch eine Bindung eines spezifischen Pri-
marantikorpers gegen das Protein nachgewiesen. Ein zur Detektion benutzter Sekun-
darantikorper gegen den Primarantikorper enthalt eine Peroxidase, welche mit den Subs-
traten eine detektierbare Lumineszenz verursacht. Zuvor mussen die Proteine aber aus

dem Gel auf eine Membran transferiert werden.

Der Transfer der Proteine auf die Western Blot Membran wurde auf eine Nitrocellulose-
membran durchgefuhrt. Zunachst erfolgte die Inkubation der Membran in absolutem
Ethanol und anschlieRend die Aquilibrierung in Transferpuffer. Es wurden alle Kompo-
nenten in Transferpuffer aquilibriert und luftblasenfrei zusammengestellt. Diese Sandwi-
ches (siehe unten) wurden im Anschluss in einen Transfereinsatz fur Elektrophoresekam-
mern integriert (schwarzes Panel zu schwarzer Seite) und gemeinsam mit einem Kuhl-
akku und einem Ruhrfisch, in der Kammer fixiert. Sie wurde zudem, unter Ruhren mit

einem Magnetruhrer, fur eine Stunde an eine Spannung von 100 Volt angeschlossen.
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Hierbei wanderten die Proteine, ahnlich wie bei der Elektrophorese, zur Anode, in diesem

Fall zur Membran.
Folgender Aufbau wurde bei der Sandwich-Technik angewandt:
klares Panel
Schwamm
Whatman-Filter
Membran
Gel
Whatman-Filter
Schwamm
schwarzes Panel

Nach dem Transfer fand der eigentliche Western Blot statt. Dabei wurde die Membran,
nach kurzem Spulen in PBS/Tween, fur zwei Stunden in einer BSA-Blockierungslosung
bei Raumtemperatur (alternativ o/n 4 °C) geschwenkt. Da die BSA dabei freie Proteinbin-
dungsstellen auf der Membran besetzte, reduzierte sie die unspezifische Bindung der
Antikorper. Die Membran wurde nach diesem Blockierungsschritt mit dem Primarantikor-

per gegen das Protein, welches untersucht wurde, inkubiert.

Dieser Antikorper wurde meist in einer Verdunnung, im Verhaltnis 1:2000, in BSA-Blo-
ckierungslosung angesetzt. Die Membran wurde, nachdem sie zwei Stunden bei Raum-
temperatur (alternativ o/n 4 °C) inkubiert wurde, gewaschen. Zwei Mal fur je zehn Minuten
in PBS/Tween und dann ein Mal fur ebenfalls zehn Minuten in TBS/Tween. Daraufhin
wurde die Inkubation mit dem Sekundarantikorper, der gegen den Primarantikorper ge-
richtet war, vollzogen. Die Ansetzung dieses Antikorpers erfolgte in einer 1:1000-Verdun-
nung in einer Blockierungslosung aus 1 %-Blockingreagenz (Lumi-Light-PLUS Western
Blotting Kit, Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz) in TBS/Tween. Die Membran
wurde, nach einer etwa siebzigminutigen Inkubation bei Raumtemperatur, abermals zwei

Mal in PBS/Tween (je 10 min) und einmal in TBS/Tween (10 min) gereinigt.
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Dann folgte die funfminutige Inkubation der Membran in einer LumiLight-Losung (1:1 Mi-
schung von Lésung 1 und 2) im Dunkeln. Danach wurde sie zwischen zwei Transparent-
folien platziert und die entstehende Lumineszenz im Western Blot Detektionssystem Fu-
sion FX (Vilber, Eberhardzell, Deutschland) detektiert.

Die quantitative Analyse der vorhandenen Menge des zu untersuchenden Proteins wird
durch die Intensitaten der Lumineszenz ermoglicht. Diese konnte mit Hilfe der Software
(AIDA, Advanced Image Data Analyzer, Raytest, Straubenhardt, Deutschland) ausge-

wertet werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde an einem Patientenkollektiv mit unbehandeltem RDS,
die Expression von Occludin, Tricellulin, Claudin-1, -2, -3, -4, -5 und -8 analysiert und mit
Proben der Kontrollpatienten verglichen. Die Auswertung der Signale fur Occludin, Tri-
cellulin und fur die jeweiligen Claudine wurde mit den Signalen fur das B-Actin auf dem
gleichen Blot verglichen. Zur Normierung der Tight Junction Proteine bezogen auf den
Gesamtproteingehalt auf einem Blot diente B-Actin. Die Mittelwerte der mit B-Actin nor-
mierten und auf einem Blot detektierten Signale fur Occludin, Tricellulin und fur die jewei-
ligen Claudine des Kontrollkollektivs wurden fur die Auswertung auf 100 % gesetzt und
mit den Signalen der erkrankten Patienten prozentual in Bezug zum Mittelwert der Kon-

trollen berechnet.

3.7. Farbemethoden

3.7.1. Fixierung, Einbettung und Schnittverfahren

Nachdem die Biopsien in physiologischer NaCl-Losung transportiert wurden, wurden sie
spatestens nach 20 Minuten in Formalin fixiert. Nach 24-stindiger Fixierung wurde die
Einbettung mit der Paraffintechnik umgesetzt. Dabei wurden die Biopsien mit Paraffin
durchtrankt und danach in einem Paraffinblock eingesetzt. Mit einem Schlittenmikrotom
wurden nach Ausharten der Blocke, 3-5 ym dunne Schnitte aus diesen geschnitten. Bei
den folgenden Farbeverfahren kamen nur Praparate zum Einsatz, bei denen die Schnitt-
fuhrung parallel zu den Dickdarmkrypten verlief. Um die SchnittfUhrung eines jeden
Schnitts zu Uberpriufen, wurde mit der Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung gearbeitet.
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3.7.2. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung stellt eine Routinefarbung der konventionellen Histologie
dar (Tabelle 2). Bei dieser Art der Farbung werden Gewebestrukturen durch den Kern-
farbstoff Hamatoxylin (blau) und durch den Plasmafarbstoff Eosin (rot) angezeigt.

Tabelle 2 Protokoll der Hamatoxylin-Eosin-Farbung an Paraffinschnitten

Substanz Wirkdauer
Xylol und absteigende Alkoholreihe 40 min
PBS 5 min
Methanol 10 min
PBS 5 min
Hamatoxylin 10s
Leitungswasser 25 °C 30s

Aqua bidest 30 s

Aufsteigende Alkoholreihe (30 %, 70 %, 96 %) | 30 s pro LOsung

Ethanol 1 % 3s
Ethanol 96 % 10s
Ethanol 100 % 30s

3.7.3. Zellkernfarbung

Die Farbung der Zellkerne in einem Gewebsschnitt wurde mittels Inkubation mit dem
Farbstoff DAPI (DAPI = 4’,6-Diamidin-2’-phenylindol-dihydrochlorid) fir 10 min (1:1000)
bei 37 °C durchgefuhrt. Sie wird auch zur Bestimmung von Apoptosen genutzt. Es han-
delt sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, der an DANN bindet. Er hat ein Absorptionsma-
ximum von A=340 nm und ein Emissionsmaximum von A=405 nm. Die Zellkerne lassen
sich im Fluoreszenzmikroskop mit DAPI gut darstellen. Die DAPI-Kernfarbung wurde in
dieser Arbeit nicht zur Bestimmung der Apoptoserate, sondern nur zur Darstellung der
Epithelzellen im konfokalen Mikroskop eingesetzt.

3.7.4. Apoptose-Farbung
Apoptotische Zellen kdnnen durch den TUNEL-Assay (terminal transferase dUTP nick

end labeling) spezifisch angefarbt. DANN-Fragmente, die bei der Apoptose durch En-

56



donucleasenaktivitat entstehen, werden hierbei mit fluoreszenzmarkierten dUTP-Nucle-
otiden markiert, die durch eine Terminal-Transferase mit 3'-OH-Bruchenden verknupft
werden. Die Zellen konnen anschlief3end durch ein Fluoreszenz-Mikroskop sichtbar ge-
macht und gezahlt werden.

Die TUNEL-Farbung fand an Paraffinschnitten statt. Diese wurden zunachst mittels einer
absteigenden Alkoholreihe und Xylol entparaffiniert. Die Permeabilisierung der Schnitte
erfolgte nach zweimaligem Spulen mit PBS-Losung fur je funf Minuten. Die Schnitte wur-
den mit der 0,1 %-igen Triton-Losung (20 pg/ml Proteinase K in Tris-HCI) fur 20 Minuten
bei 37 °C in einer Feuchtkammer permeabilisiert. Dann folgten abermals zwei Spulungen
der Schnitte mit PBS-Losung. Unspezifische Bindungsstellen wurden anschliefend mit
einer Losung aus 5 % BSA und 20 % FKS in PBS fur 30 Minuten bei Raumtemperatur
blockiert. Nachdem die Schnitte noch zwei weitere Male in PBS-L6sung gespult wurden,
wurden sie mit etwa 50 pl TUNEL-Reagenz (Roche, Mannheim, Deutschland) (Puffer/TU-
NEL-Reagenz 1:10) bedeckt und in einer abgedunkelten Feuchtkammer fur 60 Minuten
bei 37 °C inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten folgte fur die Objekttrager kurz
das Schwenken in Aqua bidest. Und danach in absolutem Alkohol. Anschliel’end wurden

sie mit Pro Tags Mount Fluor (Biocyc, Luckenwalde, Deutschland) eingedeckt.

Die apoptotischen Epithelzellen wurden in 200-facher Vergrof3erung analysiert. Hochkon-
densierte, stark fluoreszierende und mehrfach segmentierte Kerne galten als Apoptosen.
Die Apoptoserate ist gleich dem prozentualen Anteil apoptotischer Epithelzellen an allen
Epithelzellen, die im Gesichtsfeld (~150 Epithelzellen/Gesichtsfeld) erkennbar sind. Die
Apoptoserate wurde fur jeden Patienten als Mittelwert aus mindestens funf verschiede-
nen Gesichtsfeldern bestimmt.

3.8. Immunfluoreszenz und konfokale Mikroskopie

3.8.1. Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenzmikroskopie dient der genauen Darstellung von Strukturen in Ge-
weben und Zellen mit Hilfe von Antikorpern. Zielproteine werden durch spezifische Pri-
mar-Antikorper gebunden. Damit die Bindung sichtbar wird, werden fluoreszenzmarkierte
Sekundar-Antikorper eingesetzt, die spezifisch an die Fc-Teile der Primarantikorper an-
docken (indirekte Immunfluoreszenz). Alternativ konnen die strukturspezifischen Antikor-

per selbst auch an ein Fluorophor gebunden sein (direkte Immunfluoreszenz).
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In dieser Arbeit wurde die subzellulare Lokalisation der Tight Junction-Proteine im Colon
sigmoideum mittels der Immunfluoreszenz analysiert. Zunachst wurden die Sigmabiop-
sien fur 60 Minuten bei RT in 1 %-igem Paraformaldehyd fixiert. Danach wurden sie in
PBS*@Mg gespiilt und flr finf Minuten in 25 mM Glycin inkubiert. Nachdem sie ein wei-
teres Mal in PBS*2Mg gewaschen wurden, folgte eine sukzessive Entwasserung der Bi-

opsien durch eine ansteigende Sucrose-Reihe.

Das Gewebe wurde hierzu fur jeweils 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zuerst
in 10 %-iger und dann in 20 %-iger Sucroseldsung. Uber Nacht folgte bei 4 °C eine wei-
tere Inkubation in 30 %-iger Losung. Zur Herstellung der Kryoblocke, wurden die so pra-
parierten Biopsien in mit fluissigem Stickstoff gekuhltem Methylbutan gefroren, dann in
TissueTek eingelegt und anschlie3end bei -80 °C gelagert. Es wurden durch einen Kry-
ostaten Gewebeschnitten in 5 ym Dicke erstellt. Diese wurden vor dem Farben auf be-

schichteten Objekttragern bei -20 °C fur 12-24 Stunden eingefroren.

Nachdem die Schnitte aufgetaut worden waren, wurden sie mit dem DAKO-Fettstift
(DAKO-Pen, Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien, USA) umrandet und mit
PBS*CaMg gespiilt. Danach erfolgte die zehnminlitige Permeabilisierung des Gewebes
mit der 0,5 %-iger Triton-X-Losung bei Raumtemperatur. Anschliellend wurden unspezi-
fische Bindungen mit Blockierungslosung (10 % Goat serum, 3 % BSA, 0,05 % Triton X-
100) blockiert. Dieser Vorgang dauerte 60 Minuten bei Raumtemperatur. Uber Nacht fand
schlieBBlich die Inkubation zunachst mit dem primaren Antikorper (1:100) bei 4 °C statt.
Nach der 1. Inkubation folgten drei Waschschritte und dann wurde mit dem fluoreszie-
renden Sekundar-Antikorper (1:500) fur 120 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach jeder In-
kubation wurde eine Spulung mit Blockierungslosung durchgefuhrt. Um die Zellkerne dar-
zustellen, wurden alle Gewebeschnitte mit DAPI (1:1000) gefarbt und danach mit
PBS*@Mg gewaschen. Die Gewebeschnitte wurden nach der Zellkernfarbung mit Aqua
bidest. Und Ethanol gewaschen. Dann wurden sie schlie3lich mit Pro Tags Mount Fluor
auf dem Objekttrager eingedeckt.

3.8.2. Konfokale Mikroskopie

Um die Tight Junction-Proteine zu lokalisieren, wurde die konfokale Laser-Scanning Mik-
roskopie an fluoreszenzgefarbten Gewebeschnitten eingesetzt. Dabei wurde das Zeiss
LSM 510 META Mikroskop verwendet (Zeiss, Jena, Deutschland).
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Durch das Verwenden einer punktformigen Lichtquelle, dem Laser, und durch den Ein-
satz von Lochblenden kann in einem konfokalen Lasermikroskop das Streulicht so weit
unterdruckt werden, dass eine klare Abbildung einzelner Punkte in einer Objektebene
moglich ist. Damit mit diesem Vorgang eine Darstellung eines groReren Ausschnitts einer
Ebene umsetzbar ist, muss der Laser diese Punkt fur Punkt entlang der XY-Koordinaten
scannen. Die optischen Signale werden durch die Photomultiplier-Detektoren in elektri-
sche umgewandelt, die dann an einen Computer weitergeleitet werden. Die erreichte
Bildqualitat kann, durch abermaliges Abtasten jedes Punktes und Mitteln der gewonne-

nen Information noch mehr verbessert werden.

Durch den Laser wird Licht einer bestimmten Wellenlange auf das fluoreszenzgefarbte
Praparat projiziert. Dadurch werden die Fluoreszenzfarbstoffe angeregt und geben ihrer-
seits Licht eines bestimmten Spektrums ab. Von den Photodetektoren wird das Signal
registriert, das die maximale Emission durch passend gewahlte Farbteiler passiert. Uber-
lagerungen zwischen den einzelnen Laser-Kanalen kdnnen so weitestgehend verhindert

werden.

Den Sekundarantikérpern entsprechend wurden die Wellenlangen 594 nm (rot) und 488
nm (grun) sowie 358 nm (blau fur DAPI) benutzt. Die Aufnahmen entstanden mit 40x und
63x NA 1,4 Plan-Apochromat Plan-Neofluor-Objektiven. Um die Farbungen auszuwerten
und aufzunehmen, wurde die LSM-Software (IM Version 3.2, Carl Zeiss Microlmaging,

Gottingen, Germany) benutzt.

3.9. Morphologische Veranderungen

Unter der Annahme, dass bei entzindlichen Darmerkrankungen haufig die Architektur
der Mukosa verandert sein kann, war es wichtig die mukosale Oberflache bei RDS-M im
Vergleich zum Kontrollkollektiv zu berechnen. Denn die resorptiven und sekretorischen
Eigenschaften des Darmepithels werden u.a. von einer veranderten mukosalen Oberfla-
che beeinflusst. In dieser Arbeit wurde die mukosale Oberflache der Krypten beim RDS-

M berechnet.

HierfUr wurden wie oben erwahnt HE-Schnitte angefertigt. Diese Schnitte wurden licht-

mikroskopisch mit einem 10x-Objektiv untersucht und pro Praparat wurden mindestens
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drei reprasentative Areale ausgesucht. Die mit dem Mikroskop erstellten Bilder wurden
weiter mit der Software Image J bearbeitet.

Mit Hilfe dieser Software konnte durch die Aktivierung der Funktion ,Free Line selection®
die mukosale Oberflache berechnet werden. Hierfur musste man mit dem Cursor entlang
der apikalen Membran und der Muscularis mucosae fahren. Die errechneten Werte von
apikaler und basaler Membran wurden in Relation gesetzt. Die Werte aus den untersuch-
ten Arealen pro HE-Schnitt wurden zuletzt gemittelt.

3.10. Sequenzierung

Zur differentiellen Genexpressionsanalyse verwendeten wir die Technik der RNA-Se-
quenzierung mit anschlielfender bioinformatischen Signalwegs-Analyse. Gesamt-RNA
wurde aus den Sigmabiopsien unter Verwendung des mirVanaTM RNA-Isolierungskits
gewonnen (Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Die RNA-Sequenzierung
wurde mit der TrueSeq Stranded-Total-RNA-Methode auf einem lllumina NovaSeq 6000
Sequenzierungssystem mit RNA-Qualitatswerten von =280 % durchgefuhrt.

Die aus RNA-Seq erhaltenen RNA-Sequenzen wurden gegen das Humangenom
GRCh38 Release 97 gemappt und mit dem STAR-Aligner Version 2.7.1a in einem Zwei-
Pass-Modus sortiert. Beim First-Pass Read Mapping wurden Koordinaten aus Ensembl
Annotation Release 97 als Rahmen verwendet. Beim Second-Pass-Mapping wurden
Spleillstellen hinzugefugt, die im ersten Durchlauf gefunden wurden. Die Gene-count-
Tabellen mit den “gene-read coverages” wurden unter Verwendung der Funktion ,Counts
Function® des Bioconductor-Pakets Rsubread mit Koordinaten aus der oben erwahnten
Ensembl-Annotation und Standardparametern erstellt.

Das Bioconductor-Paket DESeq2 wurde zur Quantifizierung der differentiellen Expres-
sion von Genen zwischen zwei Zustanden in Form von log2-fachen Veranderungen mit

ihren entsprechenden P-Werten verwendet.

Die Signalweg-Analyse und der Upstream Regulator Analyse wurde mit der Software
Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Qiagen Silicon Valley, Redwood, CA, USA) durchge-
fuhrt. Fastg-Dateien, die die unverarbeiteten Rohdaten aus der Sequenzierung und eine
Rohdaten-Matrixtabelle enthalten, sind hinterlegt auf der Datenbank European Genome-
Phenome Archive (EGA) unter der Datensatznummer EGADO00001006646. (https://ega-
archive.org/datasets/EGAD00001006646)
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3.11. Statistik

Die Erstellung der Dateitabellen, Abbildungen und die statistische Auswertung erfolgten
mit folgenden Anwendungen: Microsoft Excel, Microsoft Word, Microsoft Powerpoint und
GraphPad Prism 8.

Die Messwerte wurden als arithmetische Mittelwerte + SEM (standard error [ Ift he mean)
angegeben. Um Signifikanzen zu berechnen, kam Student's t-Test zum Einsatz. Die An-
zahl der Versuche (Patienten) wurde durch n ausgedrickt. Als statistisch signifikant
wurde eine Fehlerwahrscheinlichkeit P<0,05 gewertet (* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001).

4. Ergebnisse

Um den pathophysiologischen Mechanismen der Stérungen am Epithel des Dickdarms,
die zu Diarrh6 oder Verstopfung fuhren konnen, auf den Grund zu gehen, wurden die
Barriere- und Transporteigenschaften im Colon sigmoideum von Reizdarmsyndrom-Pa-
tienten mit Hilfe von funktionellen Messungen in der Ussingkammer sowie durch moleku-

lare Analysen untersucht.

4.1. Epitheliale Barrierefunktion beim Reizdarmsyndrom vom Misch-
typ (RDS-M)

4.1.1. Impedanzspektroskopische Analyse der epithelialen Barrierefunktion

des Kolons

Zur Beurteilung der epithelialen Barrierefunktion des Kolons bei RDS-M wurden an hu-
manen Sigmabiopsien mit Hilfe der Impedanzspektroskopie der epitheliale und der sub-
epitheliale Widerstand ermittelt.

Es konnten Sigmaproben von 18 Studienteilnehmern erfolgreich in der Ussingkammer
vermessen werden (7 RDS-M, 11 gesunde Kontrollen). Bei den RDS-M-Patienten zeigte
sich eine Tendenz zur Abnahme des epithelialen Widerstands (R®"'), die jedoch die sta-
tistische Signifikanz verfehlte (Abbildung 5, P=0,077). Der subepitheliale Widerstand war
nicht verandert, was darauf hindeutet, dass keine subepithelialen Veranderungen wie
Entzindungsgeschehen vorliegen (Tabelle 3).
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Abbildung 5 Epithelialer Widerstand im menschlichen Sigma

Impedanzspektroskopie-Messung des epithelialen Widerstands ReP bei Kontrollen und
RDS-M in Q-cm?. Keine statistische Signifikanz im Student‘s t-Test. Dargestellt sind die
Mittelwerte £ SEM

In Tabelle 3 sind die einzelnen Ergebnisse der Impedanzspektroskopie dargestellt. Der
Gesamtwiderstand des Gewebes, der sich aus der Summe von Epithelwiderstand und
Subepithelwiderstand ergibt, dient zur Berechnung des Korrekturfaktors RYR®P!, der die
Unterschatzung des tatsachlichen aktiven Transports durch die gemessene Transport-
rate (wie Isc-Werte) in der Ussingkammer bezeichnet. Da sich dieser Faktor aber beim
RDS-M nicht von den Kontrollen unterschied, konnten wir auf die Anwendung dieses Kor-
rektur-Algorithmus in der vorliegenden Arbeit verzichten.

Tabelle 3 Elektrische Widerstande im menschlichen Sigma

Repi Rsub RYRePi n
(Q-cm?) (Q-cm?)
Kontrolle 45+ 3 14 +3 1,3+£0,1 11
RDS-M 3812 111 1,3+£0,1 7

Epithelialer Widerstand R und subepithelialer Widerstand R“* bei Kontrollen und RDS-
M in Q-cm?. Keine statistischen Unterschiede zwischen den Gruppen im Student’s t-Test.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.

Die Abbildung 6 zeigt exemplarisch zwei originale Impedanz-Ortskurven (Nyquist-Dia-
gramme) und zwar jeweils eines Praparates von einer Kontrolle und eines vom

Reizdarmsyndrom vom Mischtyp (RDS-M).
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Abbildung 6 Originale Impedanz-Ortskurven (Nyquist-Diagramme)

Zreal Stellt die ohm’sche, Zimaginary die reaktive Komponente der elektrischen Impedanz
dar. Die Schnittpunkte des Kreissegmentes mit der x-Achse bei niedrigen und hohen
Frequenzen ergaben R! und RS“*. ReP' errechnet sich durch R! - RS>, A: Kontrolle,

B: RDS-M.
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4.1.2. Parazellulare Permeabilitat beim RDS-M

Far die Ermittlung der Molekul-Permeabilitat des Darmes beim Reizdarmsyndrom wurden
Fluxe parazellularer Marker verschiedener Gro3e gemessen und zwar mit einem Mole-

kulargewicht von 332 Da oder 4 kDa.

Fur das Kontrollkollektiv (n = 10) zeigte sich fur Fluorescein (332 Da) eine Permeabilitat
von 0,5 + 0,2 - 10® cm/s. Bei der Gruppe der RDS-M-Patienten ergab sich im Vergleich
dazu eine erhohte Permeabilitat fur Fluorescein (n = 6, *P< 0,05) (Abbildung 7 A).

Die Makromolekul-Permeabilitat fur 4 kDa-Dextran (FITC-Dextran 4000 im Kontrollkol-
lektiv (n = 8)) lag bei 0,3 + 0,1 - 10°® cm/s. Die Permeabilitat war bei Patienten mit
Reizdarmsyndrom des Mischtyps, verglichen mit der Kontrollgruppe, auf 1,1 £ 0,2 - 10°
cm/s erhoht (n =8, **P< 0,01) (Abbildung 7 B). Es liegt also bei dem RDS-M-Kollektiv

eine Storung der Barrierefunktion im Sigma fur kleine Makromolekule vor.
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Abbildung 7 Permeabilitat fiir parazellulare Marker

(A) Beim RDS-M (n = 7; *P< 0,05) zeigt sich flir 332 Da-Fluorescein eine erhbhte Per-
meabilitdt gegeniiber der Kontrolle (n=10) (B) Fur FITC-Dextran 4000 (4 kDa) ergab sich
beim RDS-M (n = 8; **P< 0,01) eine in Bezug auf die Kontrollgruppe gestiegene Perme-
abilitdt gegeniiber der Kontrolle (n=8). Alle Werte reprdsentieren Mittelwerte und SEM.
Der statistische Vergleich erfolgte mit dem Student’s t-Test flir unpaarige Stichproben.

64



4.2. Epitheliale Transportfunktion des Dickdarms beim Reizdarmsyn-
drom (RDS-M)

4.2 1. Natrium-Transport bei RDS-M und Kontrollen

Die Ussing-Experimente an Biopsien aus dem Sigma dienten parallel auch dazu, die ak-
tive elektrogene Natrium-Resorption bei Reizdarmsyndrom-Patienten im Vergleich zu
Kontrollpatienten zu bestimmen. Da eine Storung des EnaC mit einer resultierenden feh-
lenden Na*-Resorption eine Diarrh6 begunstigen kann, war eine Untersuchung der
EnaC-Funktion im Hinblick der Erforschung von Diarrhdmechanismen bei Patienten mit
RDS-M wichtig.

Abbildung 8 zeigt exemplarisch die Kurzschlussstromwerte (Isc) einer Kontrollperson und
eines Patienten mit Reizdarmsyndrom vom Mischtyp (RDS-M) im Zeitverlauf. Die Einzel-
versuche wurden der statistischen Analyse zugefuhrt und die Daten des aktiven elektro-

genen Transports von Natrium sind in Abbildung 9 dargestellt.

Die Darmproben der Patienten in den Ussingkammern wurden mit Aldosteron stimuliert
und nach 8 Stunden mit 104 mol/l Amilorid behandelt, um den Kurzschlussstrom zu hem-
men. Auf diese Weise wurde der aktive elektrogene Natriumtransport ermittelt, welcher
der Differenz Aisc zwischen dem maximal stimulierbaren Kurzschlussstromwert direkt vor
und 20 Minuten nach der Gabe von Amilorid entspricht. Die Messung in der Kontroll-
gruppe ergab keinen Unterschied zur Gruppe mit RDS-M (Abbildung 9). Es ist also davon
auszugehen, dass die EnaC-abhangige Aufnahme von Na* im distalen Kolon dieses Pa-
tientenkollektivs mit RDS-M nicht beeintrachtigt ist und dies somit als ein Pathomecha-

nismus nicht relevant zu sein scheint.

Der basale Kurzschlussstrom von 76 + 19 yA/cm?, der sich nach der Gabe von Amilorid
bei Patienten mit RDS-M zeigt (Kontrollkollektiv: 94 + 19 pA/cm?), ist nicht signifkant un-
terschiedlich und hat in der Analyse wenig Bedeutung, da die maximal stimulierten Werte
fur die Bestimmung der Aktivitat des EnaC herangezogen werden mussen.

65



Amilorid

600-
1 —o— Kontrolle
c —= RDS-M
& _ o
g 400 E
< 2 Alsc RDS-M
= o
& 2004 | < Alsc Kontrolle

) ) ) N N Q
Zeit (min)

Abbildung 8 Zeitverlauf des Kurzschlussstroms (Isc) im Sigma beim
Reizdarmsyndrom vom Mischtyp (RDS-M) nach Stimulation mit Aldosteron

Eine Messung des aktiven elektrogenen Natriumtransports erfolgte acht Stunden nach
Stimulation mit 3-10° mol/l Aldosteron, durch Messung des Kurzschlussstroms, vor und
nach Hemmung des epithelialen Natriumkanals (EnaC) mit 104 mol/l Amilorid. Der Wert
auf der Ordinate (Alsc) stellt die Differenz zwischen dem Kurzschlussstromwert unmittel-
bar vor und 20 Minuten nach Gabe von Amilorid dar. Die Darstellung umfasst Einzelver-
suche, die exemplarisch jeweils einen Patienten mit Reizdarmsyndrom und eine Kontroll-

person repréasentieren.

400
Il Kontrolle (n=8)

300 1 RDS-M (n=7)
&
£ 1
< 200-
=
Q
(72)
3 100

0- T

66



Abbildung 9 Aktiver elektrogener Natrium-Transport (Alsc) im Sigma bei Kontrollen

und Reizdarmsyndrom vom Mischtyp (RDS-M)

Die EnaC-Aktivitat im Dickdarm, also den aktiven elektrogenen Natrium-Transport, misst
man durch den Kurzschlussstromwert 20 Minuten nach der Gabe von Amilorid, abgezo-
gen von dem Wert unmittelbar vor der Gabe von Amilorid. Die Darstellung gibt die Mittel-
werte + SEM wieder. Keine statistische Signifikanz zwischen den Gruppen im Student’s
t-Test.

4.2.2. Elektrogene Chloridsekretion

Die Darmbiopsien der Patienten in den Ussingkammern erhielten ca. 6 bis 8 Minuten
nach Beginn des Ussing-Versuchs 102 mol/l Bumetanid, um die aktive Chloridsekretion
durch Inhibition des Na*-2CI'K*-Cotransporters zu hemmen. Der elektrogene Chlorid-
transport wurde auf diese Weise ermittelt, welcher der Differenz zwischen den Kurz-
schlussstromwerten (Alsc) direkt vor und 10 Minuten nach der Gabe von Bumetanid ent-

spricht.
Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich jedoch nicht nur keine Stimulation, sondern
sogar eine Verringerung der Chloridsekretion bei den RDS-M-Patienten (Abbildung 10).
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Abbildung 10 Aktiver elektrogener Chlorid-Transport (Alsc) im Sigma bei Kontrollen
und beim RDS-M

Der aktive elektrogene Chlorid-Transport wurde ermittelt, indem der Kurzschlussstrom-
wert 10 Minuten nach der Gabe von Bumetanid von dem unmittelbar vor der Gabe abge-
zogen wurde. Student’s t-Test. *P<0,05 beim Vergleich der Kontrollen vs. RDS-M. Die
Darstellung umfasst die Mittelwerte + SEM.
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4.3. Molekulare Analyse der epithelialen Barriere

4.3.1. Expressionsveranderungen der Tight Junction-Proteine beim RDS-M

In elektrophysiologischen Versuchen liefl3 sich durch die Fluxmessungen eine beeintrach-
tigte Barriereeigenschaft des Kolonepithels beim RDS-M feststellen. Daraufhin wurde die
Expression von Strang-bildenden Tight Junction-Proteinen wie Occludin, Claudin-1,
Claudin-2, Claudin-3, Claudin-4 Claudin-5, Claudin-8, Tricellulin und ZO-1 im Western
Blot untersucht. Hiermit sollte ermittelt werden, ob Veranderungen der Expression der
Tight Junction-Proteine einen Beitrag zum erhohten Flux insbesondere des Makromole-
kils FITC-Dextran beim RDS-M leisten.

In Abbildung 11 ist die Protein-Expression von Occludin bei RDS-M-Patienten im Ver-
gleich zu Kontrollen dargestellt. Die auf dem Blot ermittelten Signale wurden mit 3-Aktin
normalisiert. Bei der Auswertung wurden die Mittelwerte der Kontrollen auf 100 % gesetzt.
Dann wurden die Signale der Tight Junction-Proteine aus der RDS-M Gruppe dazu in
Relation gesetzt.

In Abbildung 12 ist die Expression von Claudin-1, -2, -3, -4, -5, -8 und Tricellulin von RDS-
M-Patienten im Vergleich zu Kontrollen beispielhaft dargestellit.

Die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung und der statistischen Analyse der Ex-
pressionsmuster finden sich in Abbildung 12. Occludin zeigte eine erniedrigte Proteinex-
pression bei den Patienten mit RDS-M, aber keines der anderen hier analysierten Tight
Junction-Proteine zeigte in der Densitometrie der Western Blots eine Expressionsande-
rung (Abbildung 12).

Kontrolle RDS-M

Occludin =~ WS & 0 = =  60kDa

Abbildung 11 Darstellung der Expression von Occludin bei Kontrollen und RDS-M

Gezeigt ist ein Western Blot fiir Occludin. Dieser stammt von fiinf Kontrollen und vier RDS-
M-Patienten.
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Abbildung 12 Expressionsanalyse von Tight Juntion-Proteinen bei Kontrollen und
Reizdarmsyndrom vom Mischtyp (RDS-M)

(A) Gezeigt sind Western blots fiir die Claudine 1,2,3,4,5 und 8 sowie Tricellulin bei Kon-

trollen und RDS-M. Diese stammen von sechs Kontrollen und sechs RDS-M-Patienten.

(B) Ergebnisse der densitometrischen Analyse der Western Blots. Gezeigt sind Mittel-
werte £+ SEM der spezifischen Proteinexpressionssignale von Kontrollpersonen (n = 5-
6) und Erkrankten mit RDS-M (n = 4-6). Dabei wurde die Expression der Proteine von
Kontrollpersonen auf 100 % gesetzt.

Anhand der densitometrischen Analyse konnte beim RDS-M bei Occludin eine redu-
zierte Expression von 57 = 10 % (*P< 0,05) im Vergleich zur Kontrolle festgestellt wer-
den. Keine signifikante Modifikation zeigte sich dagegen bei den Tight Junction-Protei-
nen Claudin-1 (80 £ 13 %), Claudin-2 (168 + 61 %, ns), Claudin-3 (220 + 65 %, ns),
Claudin-4 (103 £ 19 %;, ns), Claudin-5 (82 + 30 %, ns), Claudin-8 (72 £ 19 %; ns) und
Tricellulin (165 £ 77 %, ns). *P< 0,05 beim Vergleich zwischen Kontrolle und RDS-M in
Student’s t-test.

4.3.2. Subzellulare Lokalisation der Tight Junction Proteine

Neben der quantitativen Bestimmung von Tight Junction-Proteinen im Western Blot ist es
notwendig, die subzellulare Lokalisation der Tight Junction-Proteine zu bestimmen. Unter
der Pramisse, dass lediglich die Proteine, die in der Zellmembran verankert sind, ihre
Funktion als Barrierebildner ausuben konnen, ist es bei dem Leck-Flux-Pathomechanis-
mus der Diarrho relevant, wenn eine intakte Lokalisation der Tight Junction-Proteine nicht
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gegeben ist. Denn Proteine, die nicht membrangebunden und in der Tight Junction-Do-

mane organisiert sind, tragen auch nicht zur Barrierefunktion bei.

Zur Ermittlung der Lokalisation der Tight Junction Proteine dienten fluoreszenzgefarbte
Gewebeschnitte von vier Kontrollen und vier RDS-M-Patienten, die mit der Methode der

konfokalen Laser-Scanning Mikroskopie untersucht wurden.

Angesichts der Resultate der Western Blot-Analyse mit verminderter Expression von Oc-
cludin wurde zunachst die subzellulare Lokalisation von Occludin im konfokalen Laser-
Scanning Mikroskop untersucht. In Abbildung 13 ist die Lokalisation von Occludin mit
dem zytoplasmatischen Tight Junction Protein ZO-1 und ihrer Co-Lokalisation dargestelit.
Hierbei zeigte sich beim RDS-M eine leichte Verringerung des Signals von Occludin in
Co-Lokalisation mit ZO-1 im Vergleich zu den Kontrollen, entsprechend dem verringerten
Signal von Occludin im Western Blot.

Bei einer verminderten Expression von Occludin im Western Blot und einem erhohten
Flux fur 4 kDa-FITC-Dextran beim RDS-M, hielten wir auch eine veranderte Lokalisation
von Tricellulin fur moglich, das eine Abdichtung gegenuber kleinen Makromolekulen ver-
mittelt. Deshalb erfolgte als nachstes die Immunfluoreszenz-Untersuchung von Tricellulin
und ZO-1. Hier zeigte sich beim RDS-M insgesamt weniger Co-Lokalisation des Tricellu-
lin-Signals mit ZO-1 im Vergleich zu Kontrollen und zusatzlich insbesondere eine Her-
aussortierung von Tricellulin aus der trizellularen Tight Junction heraus (Abbildung 14).

Kontrolle

DAPI
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Abbildung 13 Immunfluoreszenz-Analyse von Occludin und ZO-1 im konfokalen
Laser- Scanning Mikroskop

Abgebildet sind Krypten von je einer Kontroll-Biopsie (A) und einer RDS-M-Biopsie (B).
Occludin ist griin gefarbt, ZO-1 ist rot geférbt, die Zellkerne sind blau geférbt und die Co-
Lokalisation des Occludins und ZO-1 erscheint gelb (sog. merge). Insgesamt erscheint
die Occludinférbung in der Tight Junction beim RDS-M im Vergleich zur Kontrolle abge-
schwécht zu sein (das rote Signal (iberwiegt).

Kontrolle

- Tricellulin - Z0-1

Abbildung 14 Immunfluoreszenz-Analyse von Tricellulin und ZO-1 im konfokalen
Laser-Scanning Mikroskop

Abgebildet sind Oberfléchen-nahe Zellen im Kryptenhals der Colonbiopsien von je einer
Kontrolle (A) und einem RDS-M Patienten (B). Tricellulin ist griin geférbt und ZO-1 ist
rot geférbt. Die Co-Lokalisation von Tricellulin und ZO-1 erscheint gelb (merge). Die
Pfeile (links) deuten auf Co-Lokalisationen und der Kreis (rechts) exemplarisch auf eine

Heraussortierung aus der trizelluléren Tight Junction.
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4.3.3. Epitheliale Apoptoserate beim RDS-M

Im Darmepithel sind vermehrte Apoptose-Events ganz allgemein Barriere-relevant.
Apoptosen wurden analysiert, da bereits Einzel-Zell-Apoptosen im Epithel zu einer lokal
erhohten Leitfahigkeit fUhren kdnnen und sogar die Permeabilitat fur kleine Makromole-

kule erhbhen kdnnen.

Epitheliale Apoptosen bei Probanden der Kontrollgruppe und Patienten mit RDS-M sind
in Abbildung 15 in der Fluoreszenz-Mikroskopie gezeigt.

Die Untersuchung der Apoptosenanzahl im Epithel ergab fur das Kontrollkollektiv eine
durchschnittliche Apoptoserate von 1,0 £ 0,7 % (n=5) und fir das RDS-M-Kollektiv eine
Rate von 1,1 £ 0,6 % (n=5, n.s.). Das bedeutet, dass sich zwischen gesunden Patienten
und Patienten mit Reizdarmsyndrom bezuglich der epithelialen Apoptoserate keine Un-
terschiede zeigten. Angegeben ist der mittlere Prozentsatz + SEM der apoptotischen
Epithelzellen unter den im Gesichtsfeld insgesamt zu erkennenden Epithelzellen (=150
Epithelzellen/Gesichtsfeld).

Kontrolle
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Abbildung 15 TUNEL- und DAPI-Farbung

TUNEL-Féarbung zur Darstellung von Apoptosen in Biopsien aus dem Colon sigmoideum
von (a) gesunden Probanden und (b) RDS-M-Patienten. Die Apoptosen sind als konden-
sierte Chromatinfragmente und segmentierte Kerne zu erkennen (Pfeil). Zellkerne sind
mit DAPI blau geférbt.

4.3.4. Morphologische Veranderungen

In der vorliegenden Arbeit wurde die resorptive Oberflache bei RDS-M Patienten im Ver-
gleich zu Kontrollen bestimmt. Mikroskopisch analysiert wurden die Lange der mukosalen
Oberflache des Epithels inklusive Krypten in um und die Lange der Basalmembran in
H&E-Farbungen der Kolonproben. Der Quotient aus beiden Werten (Langen apikal / ba-
sal) zeigt einen korrigierten Wert fur die epitheliale Oberflachen. Dies dient dazu eventuell

Veranderungen im Subepithel mit einzubeziehen.

Nach Analyse der mukosalen Oberflache zeigten sich keine Unterschiede in den korri-
gierten epithelialen Oberflachen zwischen Kontrollpatienten (4,57 + 0,58; n=5) und Pati-
enten mit RDS-M (4,97 + 0,70; n=5, ns).

4.3.5.RNA-Expressionsanalyse der Colonmucosa

Um Veranderungen zu verfolgen, die fur Transport und Barriere des Kolons auch auf
RNA-Expressionsebene eine Rolle spielen konnten, wurde an Sigma-Proben von drei
RDS-M Patienten und vier Kontrollen eine RNA-Sequenzierung (RNA-Seq) durchgefuhrt.
Die Sequenzdaten sind bei der Datenbank European Genome-Phenome Archive (EGA)
unter der Nummer EGAD00001006646 hinterlegt. Hierbei konnten wir die zuvor gezeigte
unveranderte Expression der Tight Junction-Proteine auch in der unveranderten Expres-
sion auf RNA-Ebene nachvollziehen. Die mMRNA-Expression zeigte keine Veranderungen
bei Claudin-1 (p-Wert: 0,83), Claudin-3 (p-Wert: 0,58), Claudin-4 (p-Wert: 0,05), Claudin-
5 (p-Wert: 0,80), Claudin-7 (p-Wert: 0,29), Claudin-8 (p-Wert: 0,91). Auch far Tricellulin
(p-Wert: 0,83) sowie Occludin (p-Wert 0,40) wurde keine unterschiedliche RNA-Expres-
sion im Vergleich zu den Kontrollen festgestellt. Claudin-2 konnte in der Analyse nicht
detektiert werden. Interessanterweise konnte die Abnahme des Occludins im Western
Blot (Abbildung 11 & 12) nicht auf RNA-Ebene gezeigt werden, was also auf ein post-
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transkriptionelles Geschehen in Richtung Protein-Spaltung oder Protein-Umverteilung

hindeutet.

Zudem zeigte sich fur die Messung der Transportfunktion auf mMRNA-Ebene keine tran-
skriptionellen Veranderung der Untereinheit des EnaC (a, B, y) im Vergleich zu Kontrollen
(SCNN1A p-Wert: 0,91; SCNN1B p-Wert: 0,90; SCNN1G p-Wert: 0,95), was auch den
funktionellen Ergebnissen aus Abbildung 9 entspricht.

Nach unserer Analyse scheinen einige Gene, die fur intestinale Transportproteine codie-
ren in ihrer Expression gemindert zu sein. Die unten aufgefuhrten mRNA fur Transporter
sind in der RNA-Seq Analyse bei RDS-M verringert exprimiert (Tabelle 4).

Tabelle 4 Auszug einiger Gene aus dem RNA-Seq Datensatz mit Relevanz fiir RDS

Genname Expressionsande- p-value
rung

(log2 fold change)

SLC12A2 (NKCC1, Basolateral Na-K-Cl Sym- -1.8 0,0005
porter)

CLCA1 (calcium-activated chloride channel reg- | -1.9 0,002
ulator 1)

CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conduct- | -1.4 0,003

ance regulator)

Der Datensatz aus der RNA-Seq wurde einer bioinformatischen Signalwegs-Analyse zu-
gefuhrt, der Ingenuity Pathway Analysis (IPA) Software. Hiermit konnen Vorhersagen
Uber aktivierte oder inhibierte Signalwege aufgrund des RNA-Expressionsmusters von
Genen getroffen werden. Auch kann berechnet werden, welche Mediatoren in der Probe
eine vorherrschende Rolle gespielt haben, was mit der Upstream Regulator Analyse dar-
gestellt wird. Die Upstream Regulator Analyse zeigte, dass Zytokine und Lipopolysac-
charid (LPS) die Effektoren mit den meisten aktivierten Signalwegen ihrer downstream
Zielgene sind (Tabelle 5).
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Tabelle 5 Upstream — Regulator Analyse

Upstream | p-value | Target molecules

regulator

TNF-a 4,95E°7 | ABTB2,ADM,ASS1,BCL10,BCL2L1,BIRC5,BMP2,BUB1B,CC
L20,CDKN1A

LPS 5,42E% | ABCC4,ABCG1,ADM,ASS1,BCL10,BCL2L1,BMP2,CCL20,C
DKN1A,DDIT3

IL-5 5,79E% | ASS1,BCL2L1,CDKN1A,DUSP5,DUSP6,GK,LMNB1,LMO?7,
METRNL,PIM1

IL-18 8,82E% | ACHE,ADM,ASS1,BCL2L1,BMP2,CCL20,CDKN1A,DDIT3,D
USP5,ERRFI1

IL-6 2,86E%* | ADM,BCL2L1,BIRC5,BMP2,BUB1B,CCL20,CCNA2,CDKN1A
,DUSP6,ERRFI1

IFN-¢ 3,09E% | CDKN1A,HSD11B1,ISG15,PLAAT4,SLC2A1

IFN-y 5,15E%¢ | ADM,ASS1,BCL2L1,BUB1B,CCL20,CCL23,CCNA2,CCNO,C
DKN1A,CLIC5

Top Upstream-Regulatoren, Lipopolysaccharid (LPS) und proinflammatorische Zytokine
mit Aktivierung ihrer Downstream-Targets in Kolonproben von Patienten mit IBS-M (3
Patienten vs. 4 Kontrollen). Spalte 1: Gen-Name des vorgeschalteten Regulators. Spalte
2: P-Wert der Uberlappung des Downstream-Zielgen-Datensatz und des Signalweg-Da-
tensatz. Spalte 3: Zielmolekiile. Die Sequenzdaten sind bei der Datenbank European
Genome-Phenome Archive (EGA) unter der Nummer EGAD00001006646 hinterlegt. Die
RNA-seq Daten wurden mit Ingenuity Pathway Analysis ausgewertet. Der Uberlappungs-
P-Wert zeigt, ob es eine statistisch signifikante Uberlappung zwischen den Genen des
Datensatzes und den Genen gibt, die von einem vorgeschalteten Transkriptionsregulator

reguliert werden.

Abkirzungen: TNFa, Tumor-Nekrose-Faktor-alpha. LPS, Lipopolysaccharid; IL-5, Inter-
leukin 5; IL-18, Interleukin — 1 beta; IL-6; Interleukin 6; IFNe, Interferon-epsilon; IFNYy,

Interferon-gamma.
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Zudem scheint in der IPA auch die Calcitriol (aktives Vitamin D)-abhangige Regulation
aktiviert zu sein (z-score = 2,769, p-value of overlap = 1,76 *e%). Calcitriol als Upstream
Regulator zeigte demnach einen vergleichbaren Aktivierungsgrad mit LPS.

Auch Prostaglandin E2 ist in unserem Datensatz als Upstream Regulator aktiviert (z-
score = 2,01, p-value of overlap = 1,29*¢"?) und auch Glutamin zeigt in der Analyse eine
Veranderung allerdings zeigte sich hier eine Inhibition der downstream Signalwege (z-
score = -0,468, p-value of overlap = 3,44 * e03).

Weitere Signalwege in Abhangigkeit von Medikamenten oder funktionellen Nahrungsbe-
stanteilen wie etwa Curcumin und Quercetin scheinen ebenfalls verandert zu sein (Cur-
cumin: z-score = 1,48, p-value of overlap 1,24*e%%; Quercetin: z-sore = -0,254, p-value
of overlap = 4,67 *e°?). Dies bedeutet im Umkehrschluss, dass die Zugabe der entspre-
chenden Substanzen eine regulatorische Wirkung in den Patienten erzielen konnte, die
sich moglicherweise positiv auf das Krankheitsbild auswirkt. Diese bioinformatischen Vor-
hersagen bieten aber nur erste Hinweise auf mogliche Substanzen zur Behandlung und

bedurfen der weiteren Konfirmation.

5. Diskussion

Das Reizdarmsyndrom ist eine eigenstandige Erkrankung, die von anderen entzundli-
chen Darmerkrankungen gut zu unterscheiden ist. Ihre Atiopathogenese ist bisher weit-
gehend ungeklart. Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Erforschung der
pathophysiologischen Mechanismen der Diarrh6é beim RDS. Bei den in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Patienten mit einem RDS-M wurden dazu an endoskopisch entnom-
menen Biopsien aus dem Colon sigmoideum die Transport- und Barriereeigenschaften
des Darmgewebes untersucht. Vordergrindig wurde hierbei der aktive elektrogene Nat-
rium-Transport untersucht, aber aus den Messungen des basalen Kurzschlussstromes
am Beginn des Ussing-Experiments konnten auch Ruckschlisse auf die aktive Anionen-
Sekretion gezogen werden. Anhand der Wechselstrom-Impedanzspektroskopie und mit
dem Einsatz von Fluorescein und FITC-Dextran 4000 wurden aul3erdem als Schwerpunkt
dieser Studie die Eigenschaften der epithelialen Barriere analysiert. Hier zeigte sich eine
Barrierestorung fur die von uns untersuchten kleinen Makromolekule, aber keine Erho-
hung der ionalen Leitfahigkeit. Eine Analyse der Tight Junction-Protein-Expression wurde
ebenso wie die immunhistochemische Charakterisierung der subzellularen Verteilung der
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Tight Junction-Proteine zur Erganzung durchgefuhrt und zeigte die Umverteilung von Tri-
cellulin aufgrund einer verminderten Prasenz von Occludin als das molekulare Korrelat

zur funktionellen Barrierestorung.

5.1. Epitheliale Storung der Barrierefunktion beim Reizdarmsyndrom

Eine aulRerst wirksame Barriere zwischen dem intestinalen Lumen und dem hochperme-
ablen Endothel der Blutkapillaren wird durch eine intakte einschichtige Epithelzellschicht
des Darms dargestellt. Diese Schicht ubt abhangig von der Lokalisation verschiedene
Eigenschaften aus. Sie ist im Dunndarm beim Massentransport der Nahrstoffabsorption
stark durchlassig. Hier vermittelt sie auch eine osmotische Teilchen- und Wasserauf-
nahme Uber den parazellularen Weg (solute and solvent drag). Im Dickdarm sorgt sie als
mitteldichtes Epithel eher fur die Aufrechterhaltung von Teilchengradienten, die zur Re-

sorption von Wasser und lonen genutzt werden.

Tight Junctions verhindern den unkontrollierten Austausch von Wasser, Elektrolyten und
sonstigen Substanzen. Des Weiteren wird von ihnen prinzipiell auch der Einstrom von
luminalen Antigenen begrenzt. Durch strukturelle oder quantitative Veranderungen bei
den Tight Junction-Proteinen kann es zu einer Reduktion des transmuralen Widerstands

und damit zu einer Stérung der epithelialen Barrierefunktion kommen.

Far die chronisch entzindlichen Darmerkrankungen wurde bereits eine epitheliale Barri-
erestorung beschrieben. Beispielsweise wurde fur die Colitis ulcerosa mittels konventio-
neller Ussing-Messverfahren unter Gleichstrom-Bedingungen eine Verminderung des

Gesamtwiderstands um circa 50 % gezeigt (Sandle et al., 1990).

Spatere Untersuchungen mit der Wechselstrom-Impedanzspektroskopie ergaben bei der
Colitis ulcerosa sogar eine Reduktion des epithelialen Widerstands um 79 % (Schmitz et
al., 1999). Dies kam dadurch zustande, dass der starke Epithelwiderstandsabfall bei der
konventionellen Messung mit Gleichstrom zum Teil durch den entzindlich bedingten An-
stieg des subepithelialen Widerstands maskiert wird (Schmitz et al., 1999). Weniger stark
beeintrachtigt war die Barrierefunktion fur den Morbus Crohn. Der Epithelwiderstand in

der Impedanzspektroskopie war um 40 % reduziert (Zeissig et al., 2007).

Bei entzundlichen Darmerkrankungen kann, wie oben erwahnt, durch eine entzindliche
Verdickung des Gewebes der subepitheliale Widerstand (Rsub) erhoht sein, sodass der

Gesamtwiderstand nicht verandert erscheint, wenn man bedenkt, dass der erhohte Rsub
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den eventuell erniedrigten epithelialen Widerstand (Repi) maskiert. Nur mit der Technik
der Impedanzspektroskopie konnen solche Veranderungen aufgelost und identifiziert
werden, die mit einfachen Messungen des transmuralen Gesamtwiderstands nicht mog-

lich sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die Schlussleistendichtheit mittels Wechsel-
strom-Impedanzspektroskopie untersucht. Beim Reizdarmsyndrom vom Mischtyp (RDS-
M) wurde bislang die Diskriminierung des epithelialen und des subepithelialen Wider-
standsanteils am Gesamtanteil des Darmgewebes mit dieser Ussing-Kammer-Technik
zuvor nie untersucht. Hier fand sie nun Anwendung, um eventuell maskierte Anderungen

in den transmuralen Widerstanden beim RDS genauer analysieren zu kdnnen.

Repi war bei unseren Untersuchungen bei Patienten mit RDS-M nicht reduziert, auch
zeigte sich keine Anderung im Rsu,. Zwar zeigte sich eine Tendenz zur Verringerung des
epithelialen Widerstands, die jedoch die statistische Signifikanz verfehlte. Es liegen also
fur den Repi keine funktionell relevanten Unterschiede zu Darmgesunden vor. Mogliche
systematische Grunde, die zudem dafur verantwortlich sein konnten, dass nur eine Ten-
denz ohne eine Signifikanz gemessen wurde, sind z.B. die Heterogenitat des Patienten-
kollektivs bei Patienten mit Reizdarmsyndrom, was insbesondere die Unterschiede der
dominierenden Symptomatik zum Zeitpunkt der Untersuchung betrifft (wie Obstipation
oder Diarrho).

So wurden mehrere Patienten mit RDS-M in der Diarrho-freien Phase der Erkrankung
untersucht, was eventuell dazu gefuhrt hat, dass sich keine Veranderung des Repi zeigte.
Insofern kdnnte die Fallzahl der untersuchten RDS-M Patienten aufgrund der Heteroge-
nitat der Erkrankung zu niedrig gewesen sein, wahrend bei anderen chronischen Dar-
merkrankungen wie z.B. der Colitis ulcerosa diese Fallzahl fur Signifikanzen in den Er-
gebnissen der Impedanzanalyse ausreichte.

Neben den elektrophysiologischen Messungen wurde die parazellulare Permeabilitat des
Epithels als Korrelat der Barrierestorung mittels FITC-Dextran 4000- und Fluorescein-
Fluxmessungen untersucht. Dabei konnte beim RDS-M eine gesteigerte parazellulare
Permeabilitat fir Fluorescein festgestellt werden, die um 4-fach hoher war als bei den
Kontrollen. Zudem zeigte sich auch eine um den Faktor 3 gesteigerte Permeabilitat fur
FITC-Dextran 4000 im Vergleich zu den Kontrollen.
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Mit diesen Untersuchungsergebnissen konnte erstmals fur das Patientenkollektiv
RDS-M am Kolon gezeigt werden, dass eine erhohte parazellulare Permeabilitat fur Mak-
romolekule ein entscheidender Aspekt in der Pathogenese der Erkrankung ist. Eine er-
hohte Permeabilitat fir Makromolekulle kann eine chronische mukosale Inflammation, wie
sie ja auch bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen bekannt ist, begunstigen
(Ahmad et al., 2017).

5.2. Natrium-Transport beim RDS-M

Fur die elektrogene Natrium-Resorption in zahlreichen Geweben ist der epitheliale Nat-
rium-Kanal (EnaC) ein zentraler Bestandteil des aktiven Transportsystems. An der Niere
und am Darm regulieren Mineralokortikoide, insbesondere Aldosteron und Glukokor-
tikoide, die EnaC-Aktivitat. Die dosisabhangige Zunahme der Anzahl der epithelialen Nat-
rium-Kanale in der apikalen Enterozytenmembran wird bestimmt durch die Wirkung des
Aldosterons. Dies geschieht unter anderem durch eine gesteigerte mMRNA-Synthese
(transkriptionelle Regulation), aus der eine vermehrte Proteinsynthese und damit konse-
kutiv auch ein vermehrter Proteineinbau in die apikale Membran resultieren. Es sind je-
doch auch weitere Schritte der Regulation an Einbau, Aktivierung und Hemmung der
Ubiquitinierung beteiligt. Im Besonderen ist die Wirkung von Aldosteron eine erhohte
MRNA-Expression der 3- und y-EnaC-Untereinheit im Kolon; die a-Untereinheit wird un-
verandert exprimiert (Epple et al., 2000, Amasheh et al., 2004). Durch den vermehrten
Einbau des EnaCs wird die Leitfahigkeit von Natrium an der apikalen Membran erhoht
und so die luminale Natrium-Aufnahme des aktiven elektrogenen Natrium-Transports ini-
tiilert. Der Transport steigt jedoch nicht direkt an, sondern mit einer Latenzzeit von circa
einer Stunde. Dies spiegelt die Zeitschiene der Prozesse wider, die daran beteiligt sind.
Dazu gehoren Transkription, Translation und Einbau in die Plasmamembran der Zelle.

Nach sechs bis acht Stunden ist das Maximum erreicht (Epple et al., 1995).

Der epitheliale Natrium-Kanal kann durch das K*-sparende Amilorid hochselektiv ge-
hemmt werden (Benos, 1982) Eine Konzentration von 10 mol/l bewirkt ein schnelles und
annahernd vollstandiges Sistieren des aktiven Natrium-Transports. Dies aul3ert sich in

einem reduzierten Kurzschlussstrom.
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Ein gestorter elektrogener Natrium-Transport — beispielsweise infolge einer gestorten
Proteinsynthese und -insertion des EnaCs in die apikale Membran — fuhrt zu einem ver-
mehrten Verlust von Natrium-lonen fur den Organismus und durch Solvent Drag auch zu
Wasserverlust ins Darmlumen. Fur die Colitis ulcerosa und den Morbus Crohn wurde
dieser malabsorptive Diarrhdmechanismus bereits gezeigt (Amasheh et al., 2004, Zeissig
et al., 2008). Wie Amasheh et al. Zeigten entsteht der verminderte elektrogene Natrium-
Transport bei der Colitis ulcerosa durch eine reduzierte Transkription der y-Untereinheit
des EnaCs. Dieser Effekt wird durch das proinflammatorische Zytokin TNFa ausgelost.
Zeissig und Mitarbeiter fuhrten an einem Rattenmodell Experimente mit TNFa sowie mit
den Inhibitoren der MAP-Kinasen p38, JNK und ERK1/2 durch, um beim Morbus Crohn
den Signaltransduktionsweg des Entziundungsgeschehens zu bestimmen. Sie zeigten,
dass durch die Inhibition der MEK1/2, die die ERK1/2 durch Phosphorylierung aktivieren
kann, eine Disinhibition der verminderten Natrium-Resorption bewirkt wird, die durch

TNFa verursacht wurde.

Bisher wurden keine Untersuchungen des elektrogenen Natrium-Transports fur das
Reizdarmsyndrom durchgefuhrt. Fur uns war die Funktion des EnaCs beim RDS-M vor
allem wegen der Storung des Natrium-Transports bei kollagener Kolitis, die Burgel et al.
Beschreiben, von besonderem Interesse (Burgel et al., 2002).

In unseren Experimenten konnte beim RDS-M, verglichen mit dem Kontrollkollektiv, keine
Veranderung des Amilorid-sensitiven Kurzschlussstroms gezeigt werden. Wir schlussfol-
gerten, dass das EnaC-abhangige aktive elektrogene Natrium-Transportsystem beim
RDS-M nicht gestort ist.

Es fand sich also kein Beleg dafur, dass eine Malabsorption von Na* im Kolon als ein
moglicher Diarrhdmechansimus im Zusammenhang mit dem Reizdarmsyndrom vom
Mischtyp (RDS-M) steht. Dies ist aber auch nicht Uberraschend, wenn man sich vor Au-
gen halt, dass diese Patienten lange Phasen von Obstipation aufweisen, die nur von Zeit

zu Zeit durch I6sende Episoden einer Stuhlverflussigung unterbrochen werden.

Es ist weiter festzuhalten, dass in unseren Experimenten eine Hemmung der elektroge-
nen Chloridsekretion durch Bumetanid erfolgte. Dieser Bumetanid-hemmbare Kurz-
schlussstrom stellt eine aktive Anion-Sekretion wie die von Chlorid oder Bikarbonat dar.
Dass dieser Transport im RDS-M kleiner war als bei den Kontrollen ein weiterer Baustein
in der Erklarung der Obstipationsphase dieser Patienten.
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Im Zusammenhang mit der verminderten intestinalen Sekretion bei RDS-M, funktionell
gemessen in der Ussing-Kammer, wurde auf molekularer Ebene in der RNA-Sequenzie-
rung von einer verringerten Expression von CLCA1, NKCC1 und CFTR begleitet, was

diese Interpretation untermauert.

Der cAMP/cGMP-regulierte CFTR-Kanal (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator) ist der primare Chloridkanal an der apikalen Membran von Darmepithelzellen

und spielt eine wichtige Rolle bei der Sekretion und Homoostase von Darmflussigkeit.

Medikamente oder Toxine, die den intrazellularen cAMP- und/oder cGMP-Spiegel hoch-
regulieren, konnen den CFTR-Kanal hyperaktivieren und so eine ubermafige Flussig-
keitssekretion und sekretorische Diarrh6e verursachen (Moon et al., 2015)

Eine verminderte Aktivierung des CFTR-Kanals, sowie sie in unseren Daten bei Patienten
mit RDS-M gezeigt wurde, konnte die Sekretion von Flussigkeit ins Darmlumen beein-
trachtigen, sodass eine Obstipation begunstigt wird.

Die Funktion des EnaC scheint also nicht verandert zu sein und somit kdnnte man davon
ausgehen, dass auch der Signalweg nicht affektiert ist. In der Datenanalyse von IPA
taucht der Signalweg nicht auf. Mogliche Grande dafur konnten sein, dass die Information
im Datensatz fur eine Vorhersage zu gering ist oder dass der Signalweg nicht reguliert
war, weil EnaC eben nicht betroffen ist.

Vorherrschend bei unseren untersuchten RDS-M-Patienten war eine chronische Obsti-
pation, mediiert durch weniger aktive Anionen-Sekretion und eine unbeeintrachtigte ak-
tive elektrogene Natrium-Resorption. Unsere Hypothese aus den Untersuchungen dieser
Arbeit ist deshalb, dass diese Obstipation hin und wieder sporadisch durch Episoden ei-
ner Diarrh6 als Ausdruck sekretorischer Phanomene kurzzeitig durchbrochen wird und
dann die Obstipation zurlckkehrt. Welche Mechanismen diese sekretorischen Phasen
bedingen, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht geklart werden. In Frage dafur kommen
aber z.B. eine durch Dehnung der Darmwand bei der Obstipation initiierte neuronale Ak-
tivierung VIPerger Sekretomotorneurone oder eine Eindickung (Aufkonzentration) von

Gallensauren.

5.3. Veranderungen in den epithelialen Tight Junctions beim RDS-M

Es wurde vermutet, dass das morphologische Korrelat der erhohten Epitheldurchlassig-
keit beim RDS-M mit einer Veranderung in der Zusammensetzung der epithelialen Tight

82



Junction-Proteine einhergeht. Nicht in jedem Fall jedoch ist die Funktion dieser Proteine
exakt bekannt. Einige der Claudine gelten als abdichtend (Claudin-1, Claudin-3, Claudin-
4, Claudin-5 und Claudin-8), anderen wird eine porenbildende Funktion (Claudin-2, Clau-
din-15) zugesprochen (Sonoda et al., 1999, Van ltallie et al., 2001, Amasheh et al., 2002,
Furuse et al., 2002, Wen et al., 2004). Auch das TJ-Protein Occludin wirkt eher abdich-
tend, jedoch ist seine Funktion nicht essenziell fur die ionale Permeabilitat, da Occludin-
defiziente Tiere keine messbare Epithelwiderstandsveranderung aufwiesen, sondern ist
eher fur die Permeabilitat fur Makromolekule von Bedeutung (Matter and Balda, 1999).

In den vergangenen Jahren nahm das Verstandnis der Bedeutung von Veranderungen
der Tight Junctions fur die epitheliale Barrierefunktion und der Pathogenese von Barrie-
restorungen zu. Es wurden vermehrt Expressionsanalysen der Tight Junction-Proteine
im Kontext chronisch entzandlicher Darmerkrankungen durchgefuhrt. Diese ergaben eine
verminderte Expression von Occludin und Claudin-4 bei der kollagenen Kolitis (Burgel et
al., 2002). Beim Morbus Crohn sind hingegen Claudin-5 und Claudin-8 vermindert, wah-
rend Claudin-2 hochreguliert ist (Burgel et al., 2002, Zeissig et al., 2007). Diese unter-
schiedlichen Expressionsmuster haben bei beiden Erkrankungen eine gestorte Barriere-
funktion zur Folge, die ursachlich an der Diarrho bei den chronisch entzundlichen Dar-
merkrankungen im Sinne einer Leckflux-Diarrho beteiligt ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst eine quantitative Analyse der Membranprote-
ine Claudin-1, Claudin-2, Claudin-3, Claudin-4 Claudin-5, Claudin-8, Occludin, Tricellulin
sowie ZO-1 durchgefuhrt. Die Proteine Claudin-1, Claudin-2, Claudin-3, Claudin-4, Clau-
din-5, Claudin-8 und Tricellulin fanden sich dabei unverandert exprimiert. Beim abdich-
tenden Tight Junction-Protein Occludin konnte hingegen, verglichen mit dem Kontrollkol-
lektiv, eine verminderte Expression festgestellt werden, was die erhohte Permeabilitat far
kleine Makromolekule erklaren konnte.

Diese Ergebnisse flr das Reizdarmsyndrom stimmen nicht mit den von Birgel et al. Uber-
ein, die diese fur die kollagene Kolitis erhoben haben. Bei dieser Erkrankungsform hat
die Veranderung der Tight Junction-Zusammensetzung aber auch einen funktionell an-
deren Effekt. Es kommt zu einem Anstieg der ionalen Permeabilitat, was einen passiven
Verlust von Teilchen und Wasser, also eine Leckflux-Diarrhokomponente, nach sich
zieht, weshalb die kollagene Kolitis anders als das RDS-M durch eine kontinuierliche Di-
arrho charakterisiert ist.
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Wir fuhrten als Erganzung zur Tight Junction-Expressionsanalyse beim RDS-M eine im-
munhistochemische Untersuchung der Veranderungen der subzelluldren Lokalisation
von den Tight Junction-Proteinen Occludin und Tricellulin durch. Dabei zeigte sich, dass
bei Patienten mit RDS-M eine Heraussortierung von Tricellulin aus der trizellularen Tight
Junction (tTJ) vorliegt. Eine verringerte Expression von Tricellulin und Aussortiertung aus
der tTJ ist verantwortlich fur eine erhdohte Permeabilitat fur Makromolekule (Krug et al.,
2009) (Krug et al., 2018). Zudem wird angenommen, dass eine Herunterregulation der
Expression von Occludin zu einer Umverteilung von Trizellulin aus der trizellularen in die

bizellulare Tight Junction beitragen kann (Buschmann et al., 2013).

Somit konnte in dieser Arbeit Anhaltspunkte dafur erhoben werden, dass eine vermin-
derte Expression von Occludin zu einer Umverteilung von Tricellulin fuhrt, die dann in
einer erhdhten Makromolekulpermeabilitat an den trizellularen Tight Junctions (tTJs) re-

sultiert.

5.4. Epitheliale Apoptose

Eine weitere Ursache fur eine strukturelle Barrierestorung des Epithels kann eine erhohte
Apoptoserate sein. Makroskopisch sichtbare Lasionen wie Erosionen und Ulzerationen
sind beim Reizdarmsyndrom per definitionem nicht vorhanden. Daneben kann eine er-
hohte Leitfahigkeit des Epithels bereits durch Einzelzellverluste aufgrund des Zelltodme-
chanismus, der Apoptose, der durch pro-inflammatorischen Zytokine aktiviert werden
kann, verursacht werden (Gitter et al., 2000). Insgesamt wird aber weiterhin kontrovers
diskutiert, inwieweit eine geringe Anzahl von Apoptose-Ereignissen barriererelevant ist.
Es herrschte lange die Ansicht vor, Apoptosen hatten keine Auswirkungen auf die epithe-
liale Integritat, denn bis zu ihrer Extrusion aus dem Zellverband mit den Tight Junctions
bleiben die apoptotischen Zellen mit ihren benachbarten Zellen in Kontakt und die umlie-
genden Zellen schliel3en die entstehende Einzellzellldsion innerhalb von Minuten (Gunzel
et al., 2006). Letztendlich kdnnen die Zellfragmente sogar geregelt von den benachbarten
Zellen aufgenommen werden (Autophagie).

Durch die Conductance Scanning-Methode haben Gitter et al. An einem Zellkulturmodell
gezeigt, dass es auch aufgrund von mehreren apoptotischen Einzelzellverlusten zu einer
passageren lokalen Permeabilitatserhohung im Sinne von fokalen Lasionen (focal leaks)
kommen kann (Gitter et al., 1997). Ebenfalls zeigten sie, dass dieser Effekt bei einer
Stimulation mit TNFa weiter ansteigt, weil durch dieses Zytokin wahrscheinlich die Tight

84



Junction-Expression, die fur die Abdichtung essentiell ist, reduziert wird. Aufgrund dessen
war der Blick auf den Einfluss der epithelialen Apoptosen auf die erhOhte Permeabilitat
des Epithels beim Reizdarmsyndrom interessant, um zu tberprufen, ob die erh6hte Mak-
romolekulpermeabilitat apoptosebedingt ist oder nicht.

Unterschiede in der Apoptoserate zwischen den Kontrollen und dem Reizdarmsyndrom
vom Mischtyp (RDS-M) konnten aber in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden. Sie
unterschieden sich nicht von den darmgesunden Kontrollen. Unsere erhobenen Ergeb-
nisse sind damit vergleichbar mit der unveranderten Apoptoseraten bei der kollagenen
Kolitis (Burgel et al., 2002). Von der Colitis ulcerosa und vom Morbus Crohn unterschei-
den sie sich diesbezuglich insofern erheblich. Hier wurde eine erhohte Apoptoserate
nachgewiesen (Strater et al., 1997, Burgel et al., 2002, Zeissig et al., 2007). Deshalb
scheint eine Heraussortierung von Tricellulin aus der tTJ als Folge einer verminderten
Expression von Occludin die plausibelste Erklarung fur die erhdhte Makromolekulperme-
abilitat bei Patienten mit RDS-M zu sein.

5.5. Mukosale Darmoberflache beim Reizdarmsyndrom

Oftmals ist bei entzindlichen Erkrankungen des Darmes die Schleimhautarchitektur ver-
andert. Dies ist bedingt durch Zytokine, zum einen erklarbar durch Anderungen in der
Struktur des subepithelialen Bindegewebes und zum anderen durch veranderte
Apoptose- und Zellproliferationsraten. Eine Rarefizierung der Krypten der Dickdarm-
schleimhaut, wie beispielsweise bei der Colitis ulcerosa, kann vorhanden sein. Eine ver-
minderte oder vergroRerte mukosale Oberflache wirkt sich selbstverstandlich auf die re-
sorptiven sowie sekretorischen Eigenschaften der Darmwand und auf deren Widerstand

aus.

In der vorliegenden Arbeit wurde, verglichen mit Kontrollen, die mukosale Oberflache der
Krypten beim RDS-M bestimmt. Im Vergleich zum Kontrollkollektiv war keine Verande-

rung der mukosalen Oberflache auszumachen.

5.6. Pathomechanismen beim RDS-M

Die Diarrho entsteht beim RDS-M wie auch bei anderen Durchfallerkrankungen — bei-
spielsweise Morbus Crohn, Colitis ulcerosa oder kollagener Kolitis — im Zusammenwirken

verschiedener Pathomechanismen. Vordergrundig ist der Leck-Flux-Mechanismus, der
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die parazellulare Stromung von Wasser und Soluten ins Lumen moglich macht. Als funk-
tionelles Korrelat ware ein erniedrigter Epithelwiderstand und als molekulares Korrelat ist
eine verminderte Expression von Tight Junction-Proteinen der Claudin-Familie zu erwar-
ten gewesen, was nicht der Fall war. Die von uns untersuchten Patienten gehoren aber
eben auch wie oben ausgefuhrt der RDS-M Gruppe an, weisen also wahrend langerer

Phasen keine Diarrho auf.

Beim RDS-M wurden keine vermehrten Apoptosen als zusatzliche Ursache fur die er-
hohte Makromolekul-Permeabilitat des Epithels ausgemacht. Auch eine Stérung der ak-
tiven elektrogenen Natrium-Resorption im Sinne einer Na*-Malabsorption wurde als Di-
arrh6-Mechanismus (ggf. mitverantwortlich fur Diarrh6-Episoden der RDS-M Patienten)
ausgeschlossen.

Im Gegensatz dazu zeigte sich bei lymphozytarer Kolitis eine Storung des EnaC-vermit-
telten elektrogenen Na*-Transports im menschlichen Sigma. Die Zunahme der y-EnaC-
MRNA-Expression als Reaktion auf Aldosteron war bei Patienten mit lymphozytarer Ko-
litis MEK1/2-abhangig reduziert, da sie durch MEK1/2-Hemmung durch U0126 wieder
normalisiert werden konnte. Parallele Experimente zur Identifizierung der Signalgebung
im distalen Dickdarm von Ratten ergaben, dass MEK1/2 durch einen Zytokincocktail aus
TNFa, IFNy und IL-15 aktiviert wird, die als die wichtigsten Regulatoren in der Upstream-
Regulatoranalyse bei lymphozytarer Kolitis identifiziert wurden (Barmeyer et al., 2017).

Dieses Zytokinprofil und v.a. IL-15 scheint bei RDS-M keine dominierende Rolle in der
Pathogenese zu spielen. Das konnte ein Grund dafur sein, warum der EnaC bei RDS-M

nicht gestort ist.

Zusatzlich zu der hier untersuchten Transport- und Barrierefunktion kdnnen weitere Pa-
thologien zur RDS-Symptomatik beitragen. Wie oben in der IPA erwahnt scheint Prostag-
landin E2 aktiviert zu sein. Dies konnte z.B. ein Mechanismus fur die Entstehung von
Diarrh6-Episoden bei RDS-M Patienten darstellen, namlich in Folge einer dehnungsbe-
dingten Prostaglandin-Freisetzung in der Darmmucosa. Moglicherweise spielt Prostag-
landin E2 auch eine Rolle bei der viszeralen Hypersensitivitat beim RDS-M (Grabauskas
et al., 2020).

Da der Curcumin-abhangige Signalweg in der IPA Pathway-Analyse affektiert ist, kdnnte
Curcumin als supportives Therapeutikum bei Patienten mit RDS-M effektiv sein, da es

zudem barrierestabilisierende und immunmodulatorische Funktionen besitzt (Lobo de Sa
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et al., 2019). Auch Glutamin-abhangige Signalwege scheinen affektiert zu sein. Moglich-

erweise konnte also auch Glutamin beim RDS-M eingesetzt werden.

Auch der Signalweg von Quercetin als Upstream Regulator ist verandert. Moglicherweise
konnte Quercetin also zur Gegenregulation der subklinischen Inflammation beim RDS-M
Anwendung finden, da es eine antiinflammatorische Wirkung besitzt. Zudem soll Quer-
cetin barrierefordernd Uber eine Interaktion mit Claudin 4 wirken. Dies wurde zumindest

in Caco-2-Zellen gezeigt (Amasheh et al., 2008).

5.7. Perspektiven

Parallel zum Projekt RDS-M wurden Biopsien aus dem Sigma von Patienten mit RDS-D
gesammelt. In dieser Arbeit wurde der Fokus auf das RDS-M-Kollektiv gelegt. In einer
weiteren Arbeit kdonnen nun die Pathomechanismen von RDS-D erforscht werden, zu
dem schon erste Daten vorliegen.

Bei einem heterogenen Krankheitsbild wie RDS mit multifaktorieller Genese ist die Erfor-
schung verschiedenster Pathomechanismen, sowie die Sequenzierung von mRNA-Sig-
nalen in Darmbiopsien von einzelnen Patienten nicht hoch genug einzuschatzen, um eine
zielgerichtete Analyse einerseits, aber auch eine individualisierte Therapie andererseits,

in der Zukunft anbieten zu konnen.

Unter der Annahme, dass bei RDS-Patienten eine chronische subklinische Infektion oder
Dysbiose vorliegen konnte, bei der eine Erregersuche mit herkommlichen mikrobiologi-
schen Untersuchungen, wie z.B. durch Stuhlkulturen, oft nicht zielfUhrend ist, ist aber
auch die Erforschung der gesamten Darmmikrobiota durch Mikrobiom-Sequenzierung
denkbar, um die Erkrankung besser zu verstehen und moglicherweise Mikrobiom-basiert

eine individualisierte Therapie zu ermoglichen.
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