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Abstract

Background and aims: Pathological bacterial translocation (PBT) is an important factor
contributing to multiple complications in liver cirrhosis including spontaneous bacterial
infections of which most are caused by Enterobacteriaceae such as E. coli. Three main
barriers keep bacteria at bay from entry into the host: the secretory compartment consisting
of mucus and antimicrobial peptides, the epithelium and the gut-associated lymphatic tissue.
However, in liver cirrhosis all three barriers seem dysfunctional subsequently leading to PBT.
Whether this translocation happens mainly through the lymphatics or through the portal
venous circulation currently remains unclear. It is also not clear which cells phagocytose and
transport bacteria from the intestine to mesenteric lymph nodes (mLN) or to the liver, and
whether there is also a cell-free passage of bacteria. This study thus aims to characterize a)
the primary route of PBT from the ileum and b) the cell-population which carries E. coli from

the ileum to the mLN.

Methods: Animal models used were as for cirrhosis either bile duct ligation (BDL) or CCLs-
inhalation-induced liver cirrhosis, for pre-hepatic portal hypertension but unaffected liver

function portal vein ligation (PPVL).

An intestinal loop technique was utilized with injection of GFP-E. coli or 4 kDa FITC-Dextran
into terminal ileum of mice and assessing translocation to mLN and/or liver after 1 h of

incubation time.

Results: Physiological translocation from the ileum is noted to mLN but not the liver in
healthy mice. Chronic portal hypertension did not associate with increased translocation of
neither 4 kDa FITC-Dextran nor GFP-E. coli to mLN and/or liver as compared to healthy
controls. Bacterial translocation to the mLN was significantly increased in liver cirrhosis as
compared to portal hypertension alone and healthy control animals. Moreover, as for GFP-E.
coli translocation to the liver was more abundant than to the mLN in cirrhotic mice. The
cellular fraction of mLNs and peyer’s patches from BDL mice have more GFP-E. coli
internalized than those from portal hypertensive mice and healthy controls. Subgroup
analysis of GFP-E. coli transporting cells shows, that mainly CD11c*/CD11b cells
phagocytose GFP-E. coli in the peyer’s patches and transport them to the mLN. In the
supernatant from peyer’s patches but not mLNs from BDL mice high amount of free GFP-E.
coli could be detected, indicating cell-independent passage and translocation through peyer’s

patches.

Conclusion: Chronic pre-hepatic portal hypertension in absence of liver cirrhosis is not

sufficient to induce PBT indicating that mechanisms other than portal pressure cause PBT in



liver cirrhosis. PBT in liver cirrhosis appears dominant via the portal venous route but is
likewise present via the lymphatics into mLN. Permeation of E. coli from ileal lumen to mLN
occurs largely via phagocytosis into CD11b*/CD11c* cells but can occur also freely cell-
independent in peyer’s patches. Whether the latter can be the source for increases in portal-
venous translocation into the liver rather than orchestrated cellular transport into mLN

deserves further studies.



Einfiihrung

Ein Mensch tragt im Darm rund 100 Billionen Mikroorganismen, wohingegen er selbst aus
nur rund 10 Billionen humaner Zellen besteht.! Der grosste Teil der Mikroorganismen im
Darm sind Bakterien. Diese immense Menge an Bakterien ist fir den Menschen, der sie
tragt, in verschiedenster Weise wichtig. So verhindern Bakterien, welche an das Okosystem
Darm gut angepasst sind, die Kolonisation mit pathogenen Keimen, welche Infektionen
hervorrufen kénnen (Kolonisationsresistenz)?® und helfen beim Aufschluss und der
Aufnahme wichtiger Vitamine wie Thiamin, Riboflavin und Vitamin K und produzieren fur den
Menschen essenzielle Aminosauren.*® Gewisse Darmbakterien sind in der Lage, durch
ihren Stoffwechsel Vitamine herzustellen und den menschlichen Kérper damit zu versorgen.
Durch den Abbau von unverdaulichen Kohlenhydraten durch mehrere in Serie arbeitende
Bakterien werden kurzkettige Fettsauren gebildet, welche durch Darmepithelzellen
aufgenommen und verstoffwechselt werden kénnen.>® So helfen Darmbakterien mit, die
Enterozyten mit Energie zu versorgen. Selbst auf das Kérpergewicht scheinen die
Darmbakterien bzw. ihre genaue Zusammensetzung einen Einfluss zu haben.”® Umgekehrt
hat aber auch die Nahrungszusammensetzung einen Einfluss auf das Mikrobiom des
Darmes.®° Darmbakterien spielen mitunter eine wichtige Rolle als Modulatoren des
menschlichen Immunsystems.'® Das wichtigste hierbei ist die Aufrechterhaltung einer fein
regulierten und balancierten Homdostase, welche Protektion gegen pathogene Bakterien
und gleichzeitig Toleranz gegenuber den nitzlichen Bakterien gewahrleistet. So soll eine
Immunreaktion gegen nutzliche Bakterien mdglichst unterdriickt werden (Toleranz),
wohingegen pathogene Bakterien wirkungsvoll bekdmpft werden missen. Eine
ungenigende Toleranz des Immunsystems gegeniber nitzlichen Darmbakterien kann zu
chronischen Entziindungen fihren und spielt womaéglich bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen wie Morbus Crohn eine Rolle."" Eine ungeniigende Abwehr pathogener
Bakterien im Gegensatz kdnnte zu Infektionen fuhren, insbesondere wenn die Bakterien sich

ausbreiten und nicht mehr auf das Lumen des Darmes beschrankt sind.

Die meisten Darmbakterien sind unter Kulturbedingungen nicht anzlichtbar.® Aus diesem
Grund war es lange nicht mdglich, anzugeben, wie viele verschiedene Spezies zum
menschlichen Mikrobiom des Darmes gehdren. Mittels 16s rRNA-Sequenzierung ist es heute
moglich, die verschiedenen Spezies zu differenzieren.>'2 Da die 16S rRNA zwischen den
verschiedenen Bakterienspezies hoch konserviert ist, kann sie gut fir phylogenetische
Analysen herbeigezogen werden. Auf diese Weise erkannte man, dass im menschlichen
Darm zwischen einigen hundert bis zu 40'000 verschiedene Bakterien-Spezies vorkommen.
Die in der grossten Zahl vorkommenden Bakterien-Phyla sind Firmicutes und Bacteroidetes.

Sie machen rund 80 % der Bakterien im Darm aus'3, wohingegen sich die restlichen 20 %



aus Vertretern der Proteobacteria, Fusobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia und

Spirochaetes zusammensetzen.'®-"°

Verschiedenste endogene und exogene Faktoren haben einen Einfluss auf das Mikrobiom
des Darmes. Veranderungen der Erndhrung fuhren relativ rasch zu einer Veranderung der
Zusammensetzung der Darmflora.® Aber auch andere exogene Faktoren wie Stress oder

Alkoholkonsum kénnen die Zusammensetzung der Darmflora beeinflussen.®

Veranderungen in der Darmflora kénnen zu Krankheiten fihren oder den Verlauf von
Erkrankungen beeinflussen.? Sehr gut beschrieben ist dies fiir Clostridium difficile-
Infektionen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass besonders Mause mit einem durch den
Einsatz von Antibiotika gestorten Darm-Mikrobiom anfallig sind fur eine Infektion mit
Clostridium difficile.’” Eine Clostridium difficile-Infektion geschieht klinisch meist auf dem
Boden einer vorangegangenen Antibiotikatherapie, bei welcher ein grosser Teil der
Darmflora zerstért wurde, was zu einem Ungleichgewicht der verschiedenen
Bakterienstamme fuhrt und die Moglichkeiten der Kolonisationsresistenz vermindert. Dies
ermoglicht Clostridium difficile das Uberschiessende Wachstum, welches zur
Infektionserkrankung fiihrt.'® Bei Patienten mit entzlindlichen Darmerkrankungen konnte eine
Abnahme von Bacteroidetes und Firmicutes, den beiden Hauptvertretern der Darmflora,
sowie eine Zunahme von Escherichia coli, welches zu den Proteobacteria gehort, gezeigt
werden.'” Bei Patienten mit entzlindlichen Darmerkrankungen, welche Antibiotika erhalten
hatten, zeigten sich starkere Veranderungen der Darmflora als bei gesunden Personen.'®
Dies kénnte darauf hinweisen, dass Antibiotika die zugrunde liegenden Ursachen dieser

Erkrankungen verstarken.'®

Die Gut-Liver-Axis

Zwischen dem Darm mit seinen Milliarden von Bakterien und Tausenden von Nahr- und
Giftstoffen und dem Korper steht die Leber. Sie halt die hauptsachliche Verantwortung
daruber, was aus dem Darm Uber die Pfortader weiter in die systemische Blutzirkulation
gelangt und was detoxifiziert oder metabolisiert wird."® Die Leber erhalt Nahrstoffe,
bakterielle Produkte und Toxine sowie Metaboliten aus dem Darm. Sie entfernt mikrobielle
Produkte und Toxine sehr effizient aus dem portalvendsen Blut. Entscheidend hierfir ist das
retikuloendotheliale System der Leber.?’ Dieses besteht aus Sinusendothelzellen, welche
verschiedenste Makromolekile aufnehmen und abbauen kénnen, sowie den Kupffer-Zellen,
welche Uber Komplementrezeptoren und Scavenger-Rezeptoren opsonisierte Bakterien und

apoptotische Zellen aus dem Blutstrom entfernen konnen.?'

Bakterien tragen auf ihrer Oberflache Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs).?

Dies sind Strukturmotive, welche charakteristisch sind fir ein breites Spektrum von



Mikroorganismen. Oftmals sind diese Strukturmolekule hoch konserviert, weswegen sie vom
Immunsystem genutzt werden, um eindringende Bakterien sowie weitere Mikroorganismen
zu erkennen. Bei PAMPs kann es sich um Zuckermolekile, Zellwandkomponenten, Peptide
oder auch um Nukleinsauren handeln.?>-2* Das Immunsystem erkennt diese PAMPs (ber
Pattern-recognition receptors (PRRs) und phagozytiert anschliessend das erkannte
Pathogen als Teil der angeborenen Immunitat.?? Dabei schitten die Zellen des
Immunsystems Zytokine aus wie Tumornekrosefaktor (TNF), Interleukin-1 (IL-1) und IL-6.23
Neben den Pathogen-associated molecular patterns existieren auch Damage-associated
molecular patterns (DAMPs), welche bei Zellschadigung ohne eingedrungene
Mikroorganismen freigesetzt werden und ebenfalls tGber Pattern-recognition receptors

detektiert werden.? Entsprechend fiihren auch sie zu einer Entziindungsreaktion.

Bakterielle Translokation ist laut Berg et al. definiert als Translokation von Bakterien
und/oder bakteriellen Produkten (Lipopolysaccharide, Peptidoglykane, Muramyl-Dipeptide,
bakterielle DNA etc.) vom Darm in die mesenterialen Lymphknoten.?® Dieser Prozess findet
physiologischerweise statt und flhrt zu keiner nennenswerten Entziindungsreaktion weder in
der Leber noch im Darm. Im Gegensatz dazu findet man im Zustand der Leberzirrhose eine
pathologische bakterielle Translokation.?” Diese zeigt ein erhohtes Mass an Translokation.
Bei pathologischer Translokation scheinen die Entzindungszellen in der Leber nicht mehr in
der Lage zu sein, die ankommenden PAMPs ohne Ausschuttung von Entzindungsmarkern
zu entfernen. Die Immunzellen schitten vermehrt TNF, IL-1 und IL-6 aus.'® Dieses
inflammatorische Milieu fihrt wiederum zur verstarkten Ausschittung von reaktiven
Sauerstoffspezies durch Leberzellen, was die ohnehin schon geschadigte Leber weiter

schadigt und die Fibrosierung Uber Aktivierung von hepatischen Sternzellen vorantreibt.'%28

Zum Eindammen der bakteriellen Translokation im Darm scheinen vier Barrieren vorhanden

Zu sein:2"2°

e Sekretorische Barriere (Mukus, Defensine, sekretorische IgA und weitere)
e Epitheliale Barriere
e "Gut associated lymphatic tissue" (GALT) (darmassoziiertes Immunsystem)

e "Gut-vascular barrier" (Darm-Gefass-Schranke)

Sekretorische Barriere

Die sekretorische Barriere des Darmes ist die erste Barriere und steht in direktem Kontakt
mit den Mikroorganismen der Darmflora. Sie besteht hauptsachlich aus Muzinen, der
mengenmassig bedeutendste Vertreter ist das Mucin 2 (MUC2).2° Mucin 2 ist ein
Glykoprotein, welches im Golgi-Apparat von Becherzellen stark glykosyliert und

anschliessend ins Darmlumen sezerniert wird.3%-33 Diese Glykoproteine geben dem Mukus
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des Darmes seine Struktur, indem sie grosse Mengen Wasser einlagern. Die Mukusschicht
ist im Darm raumlich organisiert. So enthalt die innere Schicht Mukus keine Bakterien,
wahrenddem die dussere, lockere Mukus-Schicht von sehr vielen Bakterien besiedelt ist.3*
Auf diese Weise fuhrt der Mukus zu einer réumlichen Separation der intestinalen Bakterien
vom Epithel. Die sekretorische Barriere enthalt verschiedene antimikrobielle Peptide (AMPs)
wie a- und B-Defensine, Cathelicidin LL-37 und Lysozyme, wobei die Defensine vermutlich
die wichtigste Rolle spielen.*>3¢ Viele dieser antimikrobiellen Peptide, besonders a-
Defensine, werden von Paneth-Zellen produziert und bei Kontakt mit Mikroorganismen an
Pattern-recognition-receptors sezerniert.?” Die Epithelzellen des Diinn- und Dickdarms
produzieren B-Defensine.®® De Gottardi et al. konnten in Paneth-Zell-dezimierten Ratten mit
experimenteller Leberzirrhose bzw. portaler Hypertension eine verringerte portale
Hypertension sowie reduzierte portosystemische Shunts nachweisen verglichen mit
Kontrollratten mit normaler Anzahl Paneth-Zellen. Sie folgern daraus, dass Paneth-Zellen
nach Kontakt mit Mikroorganismen neben AMPs auch proangiogenetische Signalmolekile
ausschitten und somit einen Einfluss auf die portale Hypertension ausiiben kdnnen.*
Daneben enthalt die sekretorische Barriere viele IgA-Antikorper, welche Bakterien effektiv
aggregieren und so die Adharenz und Kolonisation von pathogenen Bakterien am Epithel
verhindern und gleichzeitig die Kolonisation durch kommensale Mikroorganismen
begtinstigen.®4! Der Mukus verhindert auch mechanischen oder chemischen Schaden am
Epithel, indem er einerseits als Schmiermittel wirkt und andererseits aggressive chemische

Stoffe vom Epithel fernhalt.243

Epitheliale Barriere

Das Epithel des Darmes ist ein einschichtiges Zylinderepithel mit Becherzellen. Es besteht
zum gréssten Teil aus Enterozyten, welche einen apikalen Birstensaum aus Mikrovilli
aufweisen. Diese Mikrovilli sind im Dinndarm langer als im Kolon. Im Dunndarm wird durch
Zottenbildung eine Oberflachenvergrésserung erreicht, im Kolon finden sich nur Krypten
ohne Zotten. Neben den Enterozyten befinden sich im Darmepithel auch Becherzellen,
besonders viele im Kolon. Ihre Hauptfunktion ist die Produktion und Sekretion von Mucinen.
Die Enterozyten des Epithels sind untereinander tber Tight Junctions verbunden. Diese
Verbindungen sind sehr dicht und verhindern den parazellularen Transport von lonen und
Flissigkeit. Somit kdnnen Bakterien bei intaktem Epithel nicht an den Enterozyten vorbei
eindringen.*344 Zusatzlich zu den Enterozyten und den Becherzellen finden sich auch
endokrine Zellen verstreut in der Mukosa des Dinn- und Dickdarmes. Im lleum sowie im
Colon kommen solitare Lymphfollikel innerhalb der Mukosa vor, diese werden im lleum

Peyer-Patches genannt.*®
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Gut associated lymphatic tissue (GALT)

Das gut associated lymphatic tissue (GALT, darmassoziiertes Immunsystem) ist das grésste
lymphatische Organ des menschlichen Korpers. Es enthalt mehr als die Halfte aller
lymphoiden Zellen des Kérpers, darunter viele Plasmazellen, Makrophagen, neutrophile
Granulozyten, Paneth-Zellen und M-Zellen.?” Bakterien, welche das Epithel Gberwunden
haben, werden vom GALT aufgrund ihrer PAMPs Gber pattern recognition receptors (PRR)
erkannt. Diese pattern recognition receptors befinden sich sowohl auf der Zelloberflache und
in endosomalen Kompartimenten der Zellen des GALT. Das gut associated lymphatic tissue
stellt somit eine weitere Barriere dar, welche eindringende Bakterien und

Bakterienbestandteile aufnimmt und an der freien Translokation hindert.*3

Das Immunsystem versucht jedoch nicht, Bakterien um jeden Preis ausserhalb des Epithels
zu halten. Uber verschiedene Wege nimmt es gezielt Mikroorganismen aus dem Darmlumen
auf. Einerseits senden dendritische Zellen der Lamina propria ihre Fortsatze zwischen den
Enterozyten ins Lumen des Darms und phagozytieren gezielt Bakterien. Anderseits werden
Bakterien durch M-Zellen in Peyer-Patches aktiv durch das Epithel geschleust und auf der
basalen Seite von antigenpréasentierenden Zellen phagozytiert.*® Schlussendlich kénnen
Bakterien und bakterielle Produkte aber auch durch beschadigtes Epithel in die Submukosa

gelangen.

Die dendritischen Zellen (DCs) der Lamina propria des Darmes setzen sich aus zwei
Subgruppen zusammen, CD103*/CX3CR1- DCs, welche regulatorische T-Zellen induzieren
und CD103/CX3CR1* DCs, welche ahnlich wie Makrophagen TNF produzieren und die
Entwicklung von Th1/Th17 T-Zellen anregen.*¢*” Beide Subgruppen sind CD11c" und
mehrheitlich CD11b*/CD8a .*® Es konnte gezeigt werden, dass diese CD11c" DCs
transepitheliale Dendriten aussenden.*® Im gesunden Zustand werden Bakterien Uber die
dendritischen Zellen bis in die mesenterialen Lymphknoten transportiert und dort zerstort.
Dies fiihrt jedoch zu keiner systemischen Immunitat.*> Wurden die mesenterialen
Lymphknoten jedoch chirurgisch entfernt, transportieren die dendritischen Zellen die
phagozytierten Bakterien in die Milz, was zu einer spezifischen Immunantwort mit folgender

systemischer Immunitat flihrt.*°

Immunfluoreszenz-Studien in Mausen zeigen, dass es in den Peyer-Patches drei
Populationen von CD11c¢* dendritischen Zellen (DCs) gibt. CD8a*/CD11b'° DCs wurden im
Bereich der T-Zell-reichen interfollikularen Region der Peyer-Patches gefunden,
wahrenddem CD11b* DCs im Bereich der subepithelialen Dome der Peyer-Patches
gefunden wurden und enge Kontakte mit epithelialen M-Zellen aufweisen, welche luminale
Antigene aufnehmen. Eine dritte Gruppe an DCs in Peyer-Patches war doppelt negativ, wies
also weder CD8a noch CD11b auf.®®
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In den mesenterialen Lymphknoten von Mausen wurden drei Populationen von dendritischen
Zellen beschrieben, eine CD8a/CD11b*, eine CD8a"/CD11b™ und eine CD8a*/CD11b".%! Ein
Teil der DCs in den mLN ist CD103* und zeigt phanotypisch eine grosse Ahnlichkeit mit den
CD103* DCs in der Lamina propria.*’ Die genaue Herkunft der CD103* DCs in den mLN ist
jedoch noch nicht geklart.%?

Milling et al. untersuchten mittels Kanullierung des Ductus thoracicus direkt die migrierenden
dendritischen Zellen. Sie entfernten die mesenterialen Lymphknoten, damit die im Ductus
thoracicus gesammelte Lymphe aquivalent der afferenten Lymphe ist und somit mehr
dendritische Zellen enthalt, als wenn die mesenterialen Lymphknoten in situ belassen
wurden. In ihren Untersuchungen zeigte sich, dass die migrierenden dendritischen Zellen in
Mausen wie auch in Ratten sich in zwei Gruppen aufteilen. Die eine Gruppe ist
CD11c*/CD11b* und CD8a, die andere Gruppe ist CD11¢c*/CD11b" und CD8a*. Da die
dendritischen Zellen direkt aus der Lymphe entnommen wurden, sind sie per definitionem

migratorisch.%®

Zurzeit ist es noch unklar, welche Zellen genau bei der pathologischen bakteriellen
Translokation im Zustand der Leberzirrhose die Bakterien transportieren.?” Interessant ware
es insbesondere zu wissen, welche der zwei Gruppen an migratorischen dendritischen
Zellen die Bakterien bei Leberzirrhose hauptséachlich transportieren oder ob sich die

Bakterien auf beide Zellgruppen gleichmassig aufteilen.

Zur Differenzierung verschiedener Zelltypen mittels Durchflusszytometrie werden
Oberflachenmarker eingesetzt. Diese werden mittels spezifischer farbstoffgekoppelter
Antikdrper markiert und so differenziert. Ein gebrauchlicher Oberflachenmarker zur
Differenzierung myeloischer Zellen ist Gr-1, welcher auf Granulozyten und Monozyten
vorkommt, jedoch nicht auf Makrophagen.>* CD11c ist ein relativ spezifischer Marker fiir
dendritische Zellen, jedoch kénnen auch gewisse Makrophagen und Monozyten CD11c¢
exprimieren.®® CD11b kann als Marker fir alle myeloiden Zellen verwendet werden und wird
besonders von Makrophagen und Monozyten exprimiert, sowie auch von adulten nattrlichen

Killerzellen und CD103* dendritischen Zellen.%®

Gut-vascular barrier

Spadoni et al. beschreiben als erste die gut-vascular barrier (GVB, Darm-Gefass-Schranke),
eine Barriere ahnlich der Blut-Hirn-Schranke.?® Nahrungsmittel-Antigene erreichen vom Darm
aus die mesenterialen Lymphknoten (mLNs) sowie den Blutstrom, welcher sie zur Leber
transportiert. Im Gegensatz dazu erreichen Mikroorganismen aus dem Darm weder die
Leber, noch kdnnen sie die Milz erreichen, sofern die mLNs nicht entfernt worden sind.*'4°

Spadoni et al. nehmen folglich an, dass es einen aktiven Mechanismus in den
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Endothelzellen des Darmes gibt, welcher den Zugang zum Blutstrom reguliert und den
Eintritt von Bakterien verhindert. Untersuchungen mit intravends injiziertem Fluorescein-
Isothiocyanat-Dextran (FITC-Dextran) zeigten, dass die GVB eine Grdssenselektivitat
aufweist. Sie verhindert bei gesunden Mausen den Durchtritt von FITC-Dextran mit 70 kDa
(Kilodalton) Molekulmasse, erlaubt jedoch den Durchtritt von FITC-Dextran mit 4 kDa
Molekllmasse. Eine Infektion mit Salmonella enterica Serovar Typhimurium fihrte zum
Durchtritt von 70 kDa FITC-Dextran durch die Gefasswande. Aus weiteren Experimenten
folgern sie, dass die Permeabilitdt der GVB abhangig ist vom B-Catenin-Signalweg, welcher
die Permeabilitat mindert und den Durchtritt von Bakterien und grésseren Molekulen durch
die Endothelzellen verhindert. Salmonella Typhimurium kann mithilfe des salmonella
pathogenicity island 2 (Spi2) den 3-Catenin-Signalweg in Endothelzellen des Darmes
hemmen und die GVB so durchlassiger machen. Dies erlaubt schlussendlich die

systemische Dissemination von Salmonella Typhimurium nach oraler Infektion.?®

Uberwinden der Barrieren bei Leberzirrhose

Die Leberzirrhose ist Endpunkt verschiedenster Erkrankungen. Sie ist definiert als das
Vorhandensein von Ubermassiger Fibrose und in der Folge entstehenden Regeneratknoten
aus Hepatozyten.?! Die Leberzirrhose entwickelt sich tber die Leberfibrose durch eine
chronische Entziindungsreaktion, welche zur Aktivierung von hepatischen Sternzellen fihrt.
Diese aktivierten Sternzellen beginnen Bindegewebe zu produzieren, welches den Disse-
Raum auffillt und die Blutzirkulation in den Sinusoiden der Leber einschrankt. Diese
Einschrankung des Blutflusses fuhrt zu einer Druckerhéhung in der Vena portae und
reduziert den Stoffaustausch zwischen portalem Blut und den Hepatozyten.?! Gleichzeitig
geschieht bei der Leberzirrhose auch eine Vasodilatation im Splanchnicusgebiet, welche den
Blutfluss Uber die Vena portae und somit auch den Druck weiter erhdht. Diese Vasodilatation
findet im gesamten Kdérper statt, was den arteriellen Blutdruck senkt und das
Herzminutenvolumen ansteigen lasst. Die Ursachen hierfir sind vermutlich einerseits zu
hohe Konzentrationen an systemischen Vasodilatatoren (proinflammatorische Zytokine und
NO), welche im Rahmen der Entziindungsantwort bei der pathologischen bakteriellen
Translokation ausgeschiittet werden®® und andererseits eine verminderte Reaktion der

Gefasse auf Vasokonstriktoren.57-%8

Es wurden verschiedenste Mechanismen vorgeschlagen, um zu erklaren, wie Bakterien aus
dem Darm die verschiedenen beschriebenen Barrieren Uberwinden kénnen und
schlussendlich zu pathologischer bakterieller Translokation flihren kénnen. Diese wiederum
hat einen direkten Einfluss auf die Leber, da die Bakterien und Bakterienbestandteile wie
auch die Zytokine, welche vom darmassoziierten Immunsystem produziert werden, wenn

Mikroorganismen das Epithel in GUbermassigem Rahmen Uberschreiten, die hepatischen
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Sternzellen und Kupffer-Zellen aktivieren konnen. Dies treibt die Prozesse der Entziindung,
Fibrogenese und Karzinogenese in der Leber an.*® Neuere Untersuchungen zeigen
entsprechend eine Korrelation zwischen den Entziindungsparametern im Blut von Patienten
mit Leberfibrose und dem Grad der Leberfibrose.®® Andererseits konnen diese
translozierenden Bakterien zu Infektionen fuhren, wie beispielsweise einer spontanen

bakteriellen Peritonitis."®

Ein erster Schritt, um Zugang zum Epithel zu erhalten, ist die Penetration der ansonsten
sterilen inneren Mukus-Schicht. Dies kann erleichtert werden, wenn die in die innere Mukus-
Schicht eingelagerten antimikrobiellen Substanzen (AMPs wie Defensine, Lysozym), welche
vom Epithel und von Paneth-Zellen produziert werden, in zu geringer Konzentration
vorliegen. Auch eine verringerte Produktion von Mukus kénnte dazu flihren, dass diese erste
Barriere des Epithels durchgangig wird und die Bakterien Kontakt mit dem Epithel herstellen

konnen.

Die Enterozyten des Darmepithels sind untereinander mittels Tight Junctions verbunden.
Diese limitieren den parazellularen Transport von Stoffen auf solche, die eine Molekiilmasse
von weniger als 2 kDa aufweisen.?” Somit sind Bakterien und Makromolekiile wie
Lipopolysaccharide nicht fahig, unter normalen Bedingungen parazellular durchs Epithel zu
gelangen. Die Funktion der Tight Junctions ist dynamisch und wird von Signalmolekilen wie
der Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK) reguliert.?' Studien in Mdusen mit cholestatischer
Lebererkrankung (bile duct ligation, BDL) zeigen eine erhéhte MLCK-Aktivierung mit
entsprechend erhohter Durchlassigkeit der Tight Junctions.®? Dies konnte zu Bereichen in
der Mukosa fiihren, in denen Bakterien parazellular durchs Epithel gelangen konnten.
Vermutlich viel wichtiger als die parazellulare Route ist die transzellulare Route. Besonders
fur E. coli konnte gezeigt werden, dass der transzellulare Transport durch Enterozyten
unabhangig von Veranderungen der parazellularen Permeabilitat vorkommt.®®* Gerade
Epithelzellen unter Stress transportieren Bakterien vermehrt transzellular aus dem Lumen in

die Lamina propria.®*

In die Lamina propria eindringende Bakterien werden normalerweise von Monozyten und
Granulozyten des GALT phagozytiert, ohne dass grossere Mengen an
Entziindungsmediatoren ausgeschiittet werden.?%5% Wenn nun aber zu viele Bakterien die
Lamina propria erreichen, wie dies bei beeintrachtigtem Mukus bzw. Epithel der Fall sein
kann, werden vermehrt Monozyten in die Lamina propria rekrutiert. Es konnte gezeigt
werden, dass mehr Monozyten in der Lamina propria zu mehr TNF-Freisetzung
(Tumornekrosefaktor) flinren.®"%2 Dies fliihrt zu verminderter Expression von Tight Junction-
Proteinen und aktiviert die Myosin-Leichte-Ketten-Kinase (MLCK), was die Durchlassigkeit

der Tight Junctions wiederum erhoht.®" Auf diese Weise fiihren infiltrierende Monozyten zu
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einer verstarkten Durchlassigkeit des Epithels, was wiederum die Rekrutierung von
Monozyten fordert.®2

Die Phagozytose von Bakterien flhrt nicht zwangslaufig zur Zerstérung der phagozytierten
Bakterien.*> Gerade bei fortgeschrittener Leberzirrhose zeigte sich, dass die angeborene
Immunantwort in der Lamina propria des Darmes nur eingeschrankt funktioniert. Dies
aussert sich in einer verminderten Fahigkeit mononuklearer Zellen zur Phagozytose und dem

Abtdten von Bakterien.66.67

Welche Mechanismen die «Gut-Vascular-Barrier» beeintrachtigen, ist zurzeit noch nicht klar.
Es muss angenommen werden, dass Veranderungen im Wnt/B-Catenin-Signalweg einen
Einfluss auf die Durchlassigkeit der «Gut-Vascular-Barrier» haben. Wie sich dies im Rahmen
der Leberzirrhose oder der portalen Hypertension darstellt ist Gegenstand aktueller
Forschung. Ein Zusammenhang zwischen der Stérung der «Gut-Vascular-Barrier» und der
Weiterentwicklung einer nichtalkoholischen Fettlebererkrankung (NAFLD) in eine

nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH) konnte kirzlich nachgewiesen werden.58

Die Translokation von Bakterien ist grundsatzlich abhangig von der Schwere der
Lebererkrankung.?’ Es ist anzunehmen, dass die Schwere der Lebererkrankung den
grésseren Einfluss auf die pathologische Translokation von Bakterien hat, da in
Tiermodellen, welche Leberinsuffizienz ohne portale Hypertension entwickeln, haufiger
bakterielle Translokation nachgewiesen werden konnte als in Tiermodellen, welche portale

Hypertension ohne Leberinsuffizienz entwickeln.®®

Klinische Bedeutung

Bei Patienten mit einer Leberzirrhose ist das Risiko, eine bakterielle Infektion zu entwickeln,
stark erhoht gegeniiber Patienten ohne Leberzirrhose.”® Die Pravalenz bakterieller
Infektionen bei hospitalisierten Patienten mit Leberzirrhose betragt laut Caly et al. 47 %. Die
haufigsten Infektionen dabei sind spontane bakterielle Peritonitis mit einer Pravalenz von

31 %, Infekte der ableitenden Harnwege mit 25 % und Pneumonie mit 21 %. In 72 % der
Falle fanden sich gramnegative Bakterien am Infektionsfokus. In der Gruppe der Patienten
mit einer bakteriellen Infektion lag die Mortalitat bei 30 %, wahrenddem sie in der Gruppe
ohne bakterielle Infektion bei 5,5 % lag. Neuere Daten einer prospektiven Studie von
Fernandez et al. zeigen, dass die Inzidenz bakterieller Infektionen bei Patienten mit
Leberzirrhose bei Spitaleintritt oder wahrend der Hospitalisation rund 25-35 % betragt. Die
Studie zeigt weiter, dass die Infektionen mit grampositiven Bakterien zugenommen haben
und aktuell (2002) rund 53 % der Infektionen bei Patienten mit Leberzirrhose ausmachen.
Sie versuchen diese Veranderung gegentber der Studie von Caly et al. damit zu begrinden,
dass Patienten mit Leberzirrhose zunehmend mehr mit invasiven Methoden Gberwacht und

therapiert werden.”"


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0270913902984429#!
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Heute sind bakterielle Infektionen bei Patienten mit Leberzirrhose eine der haufigsten
Ursachen fiir die Hospitalisation.”? Die haufigsten Infektionen sind spontane bakterielle
Peritonitis und Infekte der ableitenden Harnwege, gefolgt von Pneumonie, Haut- und
Bindegewebe-Infektionen sowie Bakteriamie.”" Risikofaktoren fir Infektionen sind schlechte
Leberfunktion, Varizenblutung, tiefe Konzentration von Protein im Aszites, vorhergehende
spontane bakterielle Peritonitis sowie Hospitalisation. Bakterielle Infektionen erhéhen die
Mortalitat bei Patienten mit dekompensierter Leberzirrhose um den Faktor 3.75, was zu einer
1-Jahres-Mortalitat von 63 % fiihrt.”® Die Mehrzahl bakterieller Infektionen bei Zirrhose
werden durch Enterobakterien und Streptokokken hervorgerufen. Zur Pravention von
Infektionen bei Leberzirrhose werden deshalb B-Lactame und Chinolone eingesetzt.”>™* Dies
zusammen mit vermehrt invasiven Methoden, die bei Patienten mit Leberzirrhose eingesetzt

werden, verandert die Epidemiologie bakterieller Infektionen bei Leberzirrhose.”

Bakterielle Infektionen sind des Weiteren eine haufige Ursache flir die Dekompensation einer
Leberzirrhose.” Hierbei gibt es zwei grosse Gruppen von Patienten. Diejenigen mit
dekompensierter Zirrhose ohne zusatzliche neu aufgetretene Organinsuffizienz und
diejenigen mit dekompensierter Zirrhose und zusatzlich neu aufgetretener Organinsuffizienz
(acute-on-chronic liver failure, ACLF). Gerade Patienten mit bakterieller Infektion und ACLF
haben ein hohes Mortalitatsrisiko.” Es ist auch bekannt, dass bakterielle Infektionen bei
Leberzirrhose Trigger sind fur die Entwicklung einer Niereninsuffizienz. Diese wiederum
erhoht das Mortalitatsrisiko und Komplikationsrisiko vor und nach Lebertransplantation.®®
Selbst die hepatische Enzephalopathie kann durch bakterielle Infektionen getriggert werden,

wobei die genauen Mechanismen noch unklar sind.”®
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Fragestellung

Trotz zunehmender Forschung im Bereich der bakteriellen Translokation sind aktuell noch

viele Fragen unbeantwortet.

Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass eine physiologische Translokation von
Bakterienteilen und bakterieller DNA aus dem Darm in die mesenterialen Lymphknoten
besteht.?¢2” Ebenfalls konnten im Zustand der dekompensierten Leberzirrhose positive
Bakterienkulturen aus portalvendsem Blut entnommen werden.”” Dies deutet darauf hin,
dass die Translokation von Bakterien bei dekompensierter Leberzirrhose auch Uber die

hamatogene Route fihrt. Unklar ist aktuell,

a) ob die lymphatische oder die portalvendse Route diejenige ist, Gber welche sich der
Hauptteil der Translokation bei Leberzirrhose vollzieht und

b) welche Subpopulation der mononuklearen Zellen fiir den Transport pathologisch
translozierender E. coli aus dem terminalen lleum in die mesenterialen Lymphknoten

primar verantwortlich ist.

Milling et al. wiesen nach, dass es zwei primare Gruppen von Uber die Lymphe migrierenden
dendritischen Zellen aus dem Intestinum gibt. Eine ist CD11¢*/CD11b* und CD8ar, die
andere ist CD11¢*/CD11b  und CD8a*.5® Was jedoch noch unklar bleibt, ist, welche dieser
beiden Gruppen die translozierenden E. coli in sich tragt. Man kénnte argumentieren, dass
es die CD11c¢*/CD11b* Gruppe sein musste, da diese in den Immunfluoreszenzstudien in
raumlicher Nahe zu den M-Zellen gefunden wurden, welche bekanntlich Antigene aus dem
Darmlumen aufnehmen.®® Jedoch sind die genauen Wege, wie E. coli bei dekompensierter
Leberzirrhose die Darmwand Uberschreitet noch nicht eingehend geklart.?” Somit konnte bei
dekompensierter Leberzirrhose auch ein parazellularer Transport von E. coli Gber das

Darmepithel vorherrschend sein.

Weiter ist unklar, ob die Translokation von E. coli sowohl im Gesunden, bei portalvendser
Hypertension und bei dekompensierter Leberzirrhose Gber die gleiche Zellgruppe geschieht
oder ob sich die Zellgruppe, welche in diesen Zustanden hauptsachlich die E. coli aus den
Peyer-Patches in die mesenterialen Lymphknoten transportiert, unterscheidet. Ebenfalls ist
nicht vollstandig geklart, ob der Transport der E. coli von den Peyer-Patches des lleums bis
in die mesenterialen Lymphknoten in allen Fallen zellgebunden geschieht oder ob in

gewissen Krankheitssituationen eine Translokation freier E. coli vorhanden ist.
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Hypothesen

A) Route der Translokation aus dem lleum bei gesunden, portal-hypertensiven und

zirrhotischen Mausen:

1.

Im Gesunden findet physiologischerweise eine Translokation von 4 kDa FITC-
Dextran sowie gelegentlich von E. coli aus dem lleum zu den mesenterialen

Lymphknoten, nicht jedoch in die Leber, statt.

Bei chronischer portalvenéser Hypertension ist die Translokation von 4 kDa
FITC-Dextran und von E. coli aus dem lleum zu den mesenterialen
Lymphknoten nicht erhdht und eine Translokation in die Leber ist ebenfalls

von unbedeutender Quantitat.

Bei Leberzirrhose jedoch ist die Translokation von 4 kDa FITC-Dextran sowie
E. coli aus dem lleum zu den mesenterialen Lymphknoten und der Leber

pathologisch erhdht, die primare Route der Translokation ist die lymphatische.

B) Transport translozierender E. coli aus dem lleum und involvierte Zellen bei gesunden,

portal-hypertensiven und zirrhotischen Mausen:

1.

Physiologischerweise phagozytieren dendritische Zellen E. coli in den Peyer-
Patches des lleums und transportieren diese E. coli in die mesenterialen

Lymphknoten.

Bei chronischer portalvenoser Hypertension phagozytieren dendritische Zellen
E. coliin den Peyer-Patches des lleums und transportieren diese E. coli in die
mesenterialen Lymphknoten. Die Menge an translozierenden E. coli ist

identisch mit dem physiologischen Zustand.

Bei Leberzirrhose phagozytieren dendritische Zellen E. coli in den Peyer-
Patches des lleums und transportieren diese E. coli in die mesenterialen
Lymphknoten. Zusatzlich finden sich E. coli «frei», nicht
intrazellular/phagozytiert, in den Peyer-Patches, da die phagozytotische
Funktion der mononuklearen Zellen bei Leberzirrhose eingeschrankt und die
Menge an translozierenden E. coli pathologisch gesteigert ist.6” Die Menge an
translozierenden E. coli ist erhdht, verglichen mit dem physiologischen

Zustand und demjenigen der chronischen portalvenésen Hypertension.
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Zielsetzung

A) Definieren der primaren Route der Translokation fir 4 kDa FITC-Dextran sowie E. coli

aus dem terminalen lleum im Gesunden, bei chronischer portalvendser Hypertension

sowie bei Leberzirrhose.

B) Charakterisieren und Quantifizieren der Subpopulation der mononuklearen Zellen,

welche die Translokation von E. coli aus dem terminalen lleum in die mesenterialen

Lymphknoten vermittelt.
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Material und Methoden

Maiuse und Modelle

Fur das Experiment wurden weibliche C57BL/6J Mause von ENVIGO (Horst, Niederlande)
genutzt. Dieser Stamm wurde urspringlich im Jackson Laboratory, Bar Harbour, Maine
isoliert. Heute sind dies die meistverwendeten Laborméause weltweit.”® Sie wurden in der
Central Animal Facility der Universitat Bern unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen
(SPF, specific pathogen-free) gehalten. Dies bedeutet, dass die Mause auf bestimmte
vordefinierte Krankheitserreger, opportunistische Krankheitserreger und Kommensalen
untersucht werden, welche sie nicht aufweisen sollen. Die vollstandige Liste der gesuchten
Mikroorganismen und Viren findet sich hier.? Alle Tierexperimente wurden von der
kantonalen Tierversuchskommission Bern bewilligt und so durchgefihrt, dass das Leid der

Tiere auf ein Minimum begrenzt blieb.

Gallengangligatur (bile duct ligation, BDL)
Das Ziel der Gallengangligatur (bile duct ligation) ist es, den Fluss der Galle aus der Leber in

den DUnndarm zu stoppen. Dazu wird der Ductus choledochus mittels eines Fadens ligiert
und der Gallefluss folglich gestoppt. Dies flihrt abhangig von der Dauer der Obstruktion des
Gallenganges zu verschiedenen Zustanden. Kurz nach der Ligatur fehlt die Galle in Dinn-
und Dickdarm und staut sich im Gallenwegsystem der Leber an. Im Verlauf von zehn Tagen
nach Ligatur entwickelt sich eine portalvendse Hypertension bei einer noch nicht
zirrhotischen Leber. Innerhalb von drei bis sechs Wochen nach Ligatur entwickelt sich
aufgrund der durch die Cholestase entstehenden Entziindung eine zunehmende
Leberfibrose, welche im Verlauf dieser drei bis sechs Wochen in eine Leberzirrhose
fortschreitet.”® Die Experimente wurden jeweils zwei Wochen nach Gallengangligatur
durchgefuhrt, somit hat sich noch keine Leberzirrhose ausgebildet, jedoch ein

cholestatischer Zustand mit beginnender Leberfibrose und portalvendser Hypertension.

Fir die Gallengangligatur wurde die Maus in steriler Umgebung auf eine Warmeplatte bei
37 °C gelegt und die Anasthesie mittels Isofluran (isocare 100 % w/v, Animalcare Ltd, York,
UK) gestartet, bis keine Reaktion mehr auf Schmerzstimuli erfolgte. Anschliessend wurde
das Abdomen rasiert, desinfiziert und Buprenorphin 60 pg/kg Kérpergewicht intraabdominal
injiziert. Nun wurde das Abdomen durch eine Mittellinien-Laparotomie eréffnet und das
Peritoneum entlang der Linea alba durchtrennt. Das Operationsgebiet wurde mittels
Wundspreizer offengehalten und die intraabdominalen Organe mittels eines feuchten
Wattestabchens zur Seite gedrangt. Nun erfolgte unter dem Operationsmikroskop bei 16-

facher Vergrésserung die Visualisierung des Leberhilus und darin des Gallenganges. Dieser

@ https://david-stutz.ch/dissertation/
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wurde stumpf frei prapariert und lebernahe durch zwei Ligaturen mit nicht resorbierbarem
Faden abgebunden sowie leberfern mit einer dritten Ligatur. Der Gallengang wurde nun
zwischen der 2. und der 3. Ligatur reseziert. Anschliessend wurden die Fadenenden kurz
abgeschnitten, die intraabdominalen Organe wieder in ihre anatomische Position gebracht
und die Cavitas peritonealis mittels sterilen NaCls 0,9 % gespdilt. Nun erfolgte der Verschluss
des Peritoneums mittels Einzelknopfnahten und der Verschluss der Subcutis und Cutis
mittels Stapler. Das Vorgehen bei den Sham-operierten Mausen entspricht dem oben
beschriebenen mit Ausnahme des Setzens der Ligaturen und der Durchtrennung des

Gallenganges, was nicht durchgeflihrt wurde.

Partielle Portalvenenligatur (partial portal vein ligation, PPVL)
Im Unterschied zur Gallengangligatur fihrt die partielle Portalvenenligatur nicht zu einer

Leberzirrhose, sondern zu einer alleinigen Hypertonie im portalvenésen System, ohne die
Leber gross zu beeintrachtigen. Dies ist insofern interessant, da so die Wirkung der durch
eine Leberzirrhose entstehenden portalvenésen Hypertension losgel6st von der
Lebererkrankung untersucht werden kann. Dies erlaubt die Differenzierung der
Auswirkungen der Leberzirrhose von denjenigen der portalvendsen Hypertension, welche
konsekutiv durch die Leberzirrhose ausgelost wird. Nach PPVL steigt der portalvendse Druck
schnell an und erreicht am Tag zwei bis vier nach der Operation den hochsten Wert.
Anschliessend bleibt er Uber die nachsten zwei Wochen pathologisch erhéht, nimmt mit der
Zeit aber langsam ab. PPVL-Mause entwickeln keine Fibrose oder Zirrhose, die Leber bleibt

normal.8°

Wir nutzten im Grunde die Methode, welche von Chojkier und Groszmann 1980 bei Ratten
beschrieben worden war.?" Fur die partielle Portalvenenligatur wurde die Maus in steriler
Umgebung auf eine Warmeplatte bei 37 °C gelegt und die Anasthesie mittels Isofluran
(isocare 100 % w/v, Animalcare Ltd, York, UK) gestartet, bis keine Reaktion mehr auf
Schmerzstimuli erfolgte. Anschliessend wurde das Abdomen rasiert, desinfiziert und
Buprenorphin 60 pg/kg Kérpergewicht intraabdominal injiziert. Nun wurde das Abdomen
durch eine Mittellinien-Laparotomie erdffnet und das Peritoneum entlang der Linea alba
durchtrennt. Das Operationsgebiet wurde mittels Wundspreizer offengehalten und die
intraabdominalen Organe mittels eines feuchten Wattestdbchens zur Seite gedrangt. Nun
erfolgte die Visualisierung des Leberhilus und die Identifizierung der Vena portae, welche
stumpf freiprapariert wurde. Nun wurde eine 20 Gauge Nadel parallel zur Vena portae gelegt
und ein 3-0 nicht resorbierbarer Faden um die Nadel und die Vena portae geknotet.?? Dabei
wurde darauf geachtet, die Vena portae beim Knoten des Fadens nicht zu verletzen. Im
Anschluss wurde die Nadel entfernt und die Vena portae konnte sich auf die normierte

Grdsse ausdehnen. Anschliessend wurden die Fadenenden kurz abgeschnitten, die
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intraabdominalen Organe wieder in ihre anatomische Position gebracht und die Cavitas
peritonealis mittels sterilen NaCls 0,9 % gesplult. Nun erfolgte der Verschluss des
Peritoneums mittels Einzelknopfnahten und der Verschluss der Subcutis und Cutis mittels
Stapler. Das Vorgehen bei den Sham-operierten Mausen entspricht dem oben

beschriebenen mit Ausnahme des Setzens der Teil-Ligatur um die Vena portae.

Tetrachlormethan-induzierte Leberzirrhose (carbon tetrachloride-induced liver
cirrhosis, CCL4)

Bei der Tetrachlormethan-induzierten Leberzirrhose wird Tetrachlormethan Uber die Atemluft
appliziert. Dieses wird intrahepatisch via Cytochrom P450 in Trichlormethyl (CCL3) umgebaut
und schadigt als freies Radikal die Leberzellen direkt. Um die toxische Wirkung von CCL4 auf
die Leber zu verstarken, wird dem Trinkwasser der Mause Phenobarbital (0,3 g/l)
beigemischt. Dies ist ein Induktor von Cytochrom P450, was dann zu einer verstarkten
Metabolisierung von CCL4 zu CCL; flhrt und den Leberschaden verstarkt. Nach 12 bis 16
Wochen CCLs-Inhalation entwickeln die Mause eine mikronodulare Zirrhose, portalventse
Hypertension mit portosystemischen Shunts sowie einen hyperdynamischen zirkulatorischen
Zustand (hyperdynamic circulatory state, HCS).8-85 Die Experimente wurden jeweils nach 16
Wochen CCLs-Inhalationen durchgeflhrt.

In einem ersten Schritt wurde dem Trinkwasser der Mause Phenobarbital in der
Konzentration 0,3 g/l zugesetzt. Nach einer Woche wurden die CCLs-Inhalationen gestartet.
Die Mause wurden drei Mal pro Woche in eine Gaskammer gesetzt. Es wurde Druckluft
durch eine Flasche mit CCL4 geblasen, dass sich die Luft mit CCL4 anreichert und diese
anschliessend uber einen Durchflussmesser in die Gaskammer geleitet. Der Luftfluss wurde
auf 2 I/min justiert. Anschliessend konnten die Mause Frischluft atmen, welche direkt in die
Gaskammer eingeblasen wurde. In der ersten Woche des Experimentes atmeten die Mause
jeweils eine Minute lang CCL4-angereicherte Luft ein, in der zweiten Woche 1,5 Minuten und
anschliessend 2 Minuten Uber den Rest des Experimentes. Im Verlaufe des Experimentes
wurde die Anzahl der Inhalationen in der Gaskammer wie folgt gesteigert: In den ersten 3
Wochen wurde jede Woche 3 Mal 1 Inhalationszyklus durchgefiihrt wie oben beschrieben, in
der 4. Woche wurden 3 Mal 2 Inhalationszyklen durchgefuhrt (mit 10 Minuten Pause in
Raumluft zwischen den Inhalationszyklen) und in den folgenden Wochen jeweils 3 Mal 3
Inhalationszyklen (mit jeweils 10 Minuten Pause in Raumluft zwischen den
Inhalationszyklen).8%8¢ Diese CCL4-Inhalationen wurden flr die Dauer von 16 Wochen

durchgefiihrt. Die Kontroll-Mause erhielten keine CCLs-Inhalationen.
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Tetrachlormethan-

induzierte
Leberzirrhose
(CCLs)

Partielle
Portalvenenligatur
(PPVL)

Gallengangligatur
(BDL)

16 Wochen

2 Wochen

3 Tage

2 Wochen

> 4 Wochen

Ja

Nein

Nein

Nein

Ja

Ja

Ja

Nein

Ja

Ja

Reduziert

Normal

Nicht vorhanden

Nicht vorhanden

Nicht vorhanden

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die verschiedenen verwendeten Modelle, die Zeit vom

Beginn des Experimentes bis zum Téten der Maus, ob eine Leberzirrhose und/oder eine

portalvendse Hypertension innerhalb dieser Zeit auftritt und ob bei diesem Modell intestinale

Galle vorhanden ist oder nicht.28¢ Die Mause nach PPVL entwickeln eine reine portalventse

Hypertension bei unbeeintrachtigter Leber, wahrenddem Mause nach BDL zusatzlich zur

portalvendsen Hypertension einen beginnenden cholestatischen Leberschaden mit

Entzindung aufweisen. Zusatzlich fehlt nach BDL die Galle im Darm. Nach 16 Wochen

CCLs-Inhalationen weisen diese Mause eine mikronodulare Leberzirrhose mit portalvendser

Hypertension auf.
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Intestinaler Loop in vivo

Die Mause wurden mittels Isofluran (isocare 100 % w/v, Animalcare Ltd, York, UK)
anasthesiert bis keine Reaktion mehr auf Schmerzstimuli erfolgte. Zum Temperaturerhalt
lagen die Mause auf einer 37 °C warmen Warmeplatte. Auf eine rektale Temperaturmessung
wurde verzichtet, um den Darm nicht zu irritieren. Anschliessend wurde das Abdomen mittels
Ethanol 70 % (Alcosuisse, Schweiz) desinfiziert, durch eine Mittellinien-Laparotomie erdffnet
und das Peritoneum entlang der Linea alba durchtrennt. Nach dem Zurtuckschlagen des
Omentum majus wurde das terminale lleum identifiziert. Nun wurde eine Ligatur am aboralen
Ende gesetzt, rund 1 cm vom Caecum entfernt. Anschliessend wurde eine zweite Ligatur

1 cm oral der ersten Ligatur gesetzt (Vicryl 6-0, Ethicon, Johnson & Johnson, Spreitenbach,
Schweiz). In das so ligierte 1 cm lange Stuick terminales lleum wurden nun 8 mg 4 kDa
Fluorescein-Isothiocyanat-Dextran (FITC-Dextran) (Sigma-Aldrich) oder 10° koloniebildende
Einheiten (CFU) GFP-E. coli Uber eine feine Nadel (Omnican 50, B. Braun, Meisungen)
injiziert, jeweils aufgeldst in 200 pl NaCl 0,9 %. Nach erfolgter Injektion wurde das
Wundgebiet mittels feuchter Gazetupfer abgedeckt. Eine Stunde nach der Injektion wurde
Blut retrobulbar entnommen und die Mause mittels kraniozervikaler Dislokation euthanasiert.
Anschliessend wurden Leber, mesenteriale Lymphknoten (mLN), Milz und der intestinale
Loop enthommen. Leber und Milz wurden in Methanol-Carnoy-L6ésung fixiert. Aus dem
intestinalen Loop wurden die Peyer-Patches mittels einer Schere enthommen und zweimalig
in Isocove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) (Thermo Fisher Scientific) gewaschen, um
eine allféllige mechanische Kontamination mit GFP-E. coli aus dem ligierten Darmabschnitt

zu entfernen. Die mesenterialen Lymphknoten (mLN) wurden ebenfalls in IMDM gegeben.

GFP-E. coli

Fur das Experiment wurde der E. coli-Stamm K-12 MG1655 verwendet. Dieser hat grosse
Ahnlichkeit mit Wildtyp E. coli-Stammen und weist nur minimale genetische Veranderungen
auf.8"88 Es wurde bewusst kein starker pathogener E. coli-Stamm verwendet, da mit diesem
Stamm eher Aussagen Uber das Verhalten der normalerweise im menschlichen oder
tierischen Darm anzutreffenden E. coli gemacht werden kénnen.®° Der E. coli-Stamm wurde
mittels des Plasmides pGLO (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA) transformiert.
Dieses Plasmid enthalt das Gen flir grin fluoreszierendes Protein (GFP) der Qualle
Aequorea victoria, das Gen Bla, welches fir eine Beta-Laktamase codiert, sowie araC, eine
Promoter-Region, welche die Expression von GFP bei Vorhandensein von Arabinose
induziert. Die Beta-Laktamase gibt den transformierten Bakterien eine Resistenz gegen
Beta-Laktam-Antibiotika wie Ampicillin. Wenn ein Bakterium das Plasmid verliert, verliert es

auch die Resistenz gegen Ampicillin.
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Die GFP-E. coli wurden im Labor bereits mehrfach verwendet und wurden fir jede
Anwendung neu aus einem bei -70 °C tiefgeklhlten Vorrat kultiviert. Dazu wurden einige
tiefgefrorene Bakterien in ein Nahrmedium bestehend aus 30 ml LB-Medium mit 0,1 pg/ml
Ampicillin Ubertragen und Gber Nacht bei 37 °C und 220 Umdrehungen pro Minute auf dem
Rutteltisch inkubiert. Aus bisherigen Experimenten im Labor ist bekannt, dass bei Inkubation
Uber Nacht die E. coli auf diese Art eine Konzentration von ca. 5*10* CFU/100 ul
(koloniebildende Einheiten, colony forming units) erreichen. Am Folgetag wurde das
Nahrmedium bei 4'000 rpm (Umdrehungen pro Minute) zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet in PBS-Lésung (phosphatgepufferte Salzlésung, phosphate-
buffered saline) aufgeldst. Die so entstandene GFP-E. coli-Suspension wurde auf Eis gestellt

und gleichentags in den intestinalen Loop injiziert.

4 kDa Fluorescein-Isothiocyanat-Dextran
Verwendet wurde Fluorescein-Isothiocyanat-Dextran (FITC-Dextran) mit einem

durchschnittlichen Molekulargewicht von 4'000 Dalton (Sigma-Aldrich, Katalog-Nr. 60842-46-
8, Missouri, USA). Dabei handelt es sich um Dextran mit einem definierten Molekulargewicht,
welches mittels Fluorescein-Isothiocyanat fluoreszenzmarkiert ist. Experimente in unserem
Labor zeigten, dass FITC-Dextran mit einem Molekulargewicht von 4 kDa in gesunden
Mausen die Leber nicht erreicht, bei Leberzirrhose jedoch erreicht 4 kDa FITC-Dextran die
Leber.® Die von Spadoni et al. beschriebene Darm-Gefass-Schranke zeigt eine
Grossenselektivitat. Sie lasst 4 kDa FITC-Dextran frei Uber die Endothelzellen passieren,
unterbindet aber den Transport von 70 kDa FITC-Dextran.?® Intaktes Darmepithel Iasst

Molekiile von mehr als 2 kDa nicht frei passieren.?”

Histologische Untersuchung der Leber und der mesenterialen Lymphknoten
Fixation, Entwissern, Einbetten

Die entnommenen Proben wurden fiir 24 Stunden in Methanol-Carnoy-L6sung bei
Raumtemperatur fixiert. Anschliessend wurden sie zweimal in wasserfreiem Methanol fir je
30 Minuten, zweimal in 100 % Ethanol fur je 20 Minuten und zweimal in 100 % Xylol fir je 15
Minuten gewaschen. Nun wurden die Proben in Paraffin (TEK Il Processing and Embedding

Wax, Sakura Finetek Europe B.V.) gelegt und bei 60 °C wahrend 24 Stunden eingebettet.
Methanol-Carnoy-Lésung:

e 60 % (v/v) Methanol wasserfrei
e 30 % (v/v) Chloroform

e 10 % (v/v) Essigsaure wasserfrei
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Formen der Paraffinblocke
Die nun mit Paraffin gesattigten Proben wurden aus dem flussigen Paraffin entnommen und

in eine vorgewarmte Form gelegt. Dann wurde flissiges Paraffin zugegeben, bis die Form
voll war. Jetzt wurde die gefiillte Form auf eine Kihlplatte gelegt, wo das Paraffin erstarrte
und so die Probe raumlich fixierte. Fur diese Arbeit wurde das Shandon Histocentre 3 der
Thermo Electron Corporation verwendet. Die erstarrten Paraffinblocke wurden bei

Raumtemperatur im Dunkeln gelagert.

Schneiden am Mikrotom
Die in Paraffin eingebetteten Proben wurden nun in 5 ym dicke Scheiben geschnitten. Die

Paraffinblécke wurden dazu erst im Kihlschrank auf einer Aluminiumplatte gekuhlt mit der
Schnittflache nach unten. Anschliessend wurden die Blocke ins Mikrotom HM355S von
Fisher Scientific eingespannt und mit 20 yum angeschnitten, bis das Gewebe mitgeschnitten
wurde. Nun wurden die Blécke erneut im Kuhlschrank gekuhlt, da beim Schneiden lokal
Warme freigesetzt wird und das Paraffin weich wird, was das Schneidergebnis
verschlechtert. Nach erneutem Abkuhlen des Blockes wurde dieser wieder eingespannt und
es wurden jeweils ein bis drei Schnitte von 5 uym Dicke gemacht, welche auf ein Wasserbad
Ubertragen wurden (37 °C, vollentsalztes Wasser). Es wurden jeweils zwei bis drei auf dem
Wasser schwimmende Schnitte auf einen Objekttrager aufgezogen (Menzel-Glaser
Superfrost® Plus, Thermo Scientific, Gerhard Menzel B.V. & Co. KG, Braunschweig,
Deutschland). Uberschiissiges Wasser zwischen Paraffinschnitt und dem Objekttréager wurde
entfernt und die Objekttrager mit den Proben in einem Rack bei 37 °C im Ofen wahrend 48
Stunden getrocknet. Die Temperatur im Ofen wurde mit einem Thermometer Uberwacht. Die
maximal gemessene Temperatur am gleichen Ort, wie die Objekttrager trockneten, betrug
39,0 °C. Die Gewebeschnitte wurden wo immer mdglich im Dunkeln verarbeitet, damit das
darin vorhandene GFP bzw. FITC nicht ausbleicht.

Von jedem Block (mLN sowie Leber) wurde ein Objekttrager angefertigt mit zwei bis drei
Schnitten darauf. Die getrockneten Schnitte wurden bei 4 °C im Dunkeln gelagert, die

Paraffinblocke bei Raumtemperatur im Dunkeln.

Farben mittels DAPI
Die Gewebeschnitte auf den Objekttragern wurden nun mit DAPI (4',6-Diamidin-2-

phenylindol) gefarbt, das Vorgehen ist unten beschrieben. DAPI ist ein DNA-Farbestoff,
welcher die Nuklei der Zellen sichtbar macht, indem es sich in AT-reiche Regionen der DNA

einlagert.®

Die Gewebeschnitte wurden in Xylol entparaffiniert und anschliessend in einer absteigenden
Alkoholreihe hydriert (100 %, 90 %, 70 %, 50 % Ethanol in vollentsalztem Wasser) und zum
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Schluss in TBS-Puffer (Tris-buffered saline) gewaschen. Anschliessend wurden 300 ul DAPI
mit einer Konzentration von 1 ug/ml in TBS-Puffer auf die Objekttrager aufgetragen und fir
60 Sekunden belassen. Danach wurden die Gewebeschnitte wieder in TBS-Puffer
gewaschen, um nicht gebundenes DAPI zu entfernen. Die Gewebeschnitte wurden nun mit
Eindeckmedium (Dako Faramount Aqueous Mounting Medium Ready-to-use, Dako North
America Inc, Ca, USA) und einem Deckglas (Biosystems, Muttenz, CH) versiegelt. Die
gefarbten Gewebeschnitte wurden im Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt und gleichentags

digitalisiert.

Digitalisierung der Proben

Die Digitalisierung ganzer Objekttrager erfolgte mit dem Pannoramic 250 FLASH Il von
3DHISTECH. Die Gewebeschnitte wurden auf dem Objekttrager mit schwarzem Filzstift
umkreist, damit sie vom Scanner einfacher und vollstandig erkannt werden. Es wurden bei
allen Proben die gleichen Beleuchtungszeiten und -intensitaten mit den gleichen Filtern
verwendet, damit Unterschiede zwischen den experimentellen Gruppen quantifiziert werden
kénnen. Zur Visualisierung von DAPI wurde der voreingestellte Filter fir DAPI verwendet mit
einer Beleuchtungszeit von 25 Millisekunden bei maximaler Beleuchtungsstarke. Zur
Visualisierung von FITC wurde der voreingestellte Filter fir FITC verwendet mit einer
Beleuchtungszeit von 85 Millisekunden bei maximaler Beleuchtungsstarke. Diese
Einstellungen wurden so gewahlt, um mdglichst keine Uberbelichtung hervorzurufen und
gleichzeitig méglichst alle vorhandenen GFP-E. coli sichtbar zu machen. Die Daten wurden
im proprietaren Format MRXS gespeichert und konnten mit dem CaseViewer von
3DHISTECH analysiert und betrachtet werden.

Quantitative Auswertung
Um quantitativ einen Unterschied zwischen den verschiedenen experimentellen Gruppen

nachzuweisen, musste erst eine Analysemadglichkeit entwickelt werden. Der genaue Vorgang

der Auswertung wird nachfolgend beschrieben.

Die digitalisierten Objekttrager wurden mit dem CaseViewer gedffnet. Um lymphoides
Gewebe (bei den mLN) sowie um Lebergewebe (bei der Leber) wurde eine Markierung
gezogen. Alles, was in der spateren Analyse stéren wirde, musste sich ausserhalb dieser
Markierung befinden. Dazu gehort alles, was nicht lymphatisches Gewebe bzw.
Lebergewebe ist (grosse Blutgefasse, Fett, schlecht fokussierte Bereiche, Fremdkorper auf
dem Objekttrager, beschadigte Gewebebereiche etc.) wie Abbildung 1 zeigt. Alles, was sich
innerhalb der roten Linie befindet, wird spater fir die Analyse verwendet. Grosse Gefasse
konnen die Analyse beeinflussen, da die eventuell noch darin vorhandenen Erythrozyten im
grunen Fluoreszenzkanal eine Autofluoreszenz aufweisen oder falls keine Erythrozyten mehr

darin vorhanden sind, handelt es sich um leere Rdume, welche weder Hepatozyten noch
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Abbildung 1 - Lebergewebe, bei welchem grosse Blutgefasse sowie Gewebedefekte durch die
Markierung (rot) ausgeschlossen sind. Blau DAPI, Griin FITC, Skala 500 pm

Lymphozyten enthalten und somit auch kein GFP-E. coli oder FITC-Dextran aufweisen.
Beides wirde die Messung verfalschen. Kleinere Gefasse wurden aus praktischen Griinden
nicht von der Analyse ausgeschlossen, diese enthielten jeweils keine Erythrozyten mehr. Die
eingekreisten Bereiche durften nicht zu gross sein, da in den weiteren Verarbeitungsschritten

zu grosse Dateien nicht verarbeitet werden konnten.

Die eingekreisten Bereiche wurden nun mittels des SlideConverters in verlustlos

komprimierte 8-Bit TIFF-Dateien konvertiert, wobei sowohl fiir den DAPI- als auch fir den

Abbildung 2 — Graustufen TIFF-Datei des FITC-Kanals des ungefahren Bereiches von
Abbildung 1. Die schwarzen Bereiche sind nicht als Pixel gespeichert, die grauen Bereiche
zeigen die Intensitat des griinen Bildkanals (je heller, desto intensiver ist das Signal). Der
schwarze Bereich in der Mitte entspricht den ausgeschnittenen Blutgefassen. Grau FITC, Skala
500 pm
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FITC-Kanal eine eigene Datei erstellt wurde. Die TIFF-Datei des FITC-Kanals wurde nun in
Imaged gedffnet, wozu das bioFormats Plugin verwendet wurde, welches grosse TIFF-
Dateien in ImageJ importieren kann.? Abbildung 2 zeigt die so verarbeitete TIFF-Datei fiir

den FITC-Kanal der in Abbildung 1 dargestellten Region.

Nun wurde kontrolliert, ob es sich bei der eingegebenen Datei um eine 8-Bit Datei handelt
und falls nicht, wurde die Datei nach 8-Bit konvertiert. Anschliessend wurde die gesamte
Anzahl Pixel dieser Datei gemessen. Dabei wurden nur diejenigen Bereiche gemessen,
welche sich innerhalb der urspriinglichen Markierung auf dem digitalen Objekttrager
befinden. Die anderen Bereiche wurden nicht berticksichtigt. Anschliessend wurde ein

Grenzwert angewandt und danach erneut gemessen. Jetzt wurden nur noch diese Pixel

gemessen, deren Wert grosser gleich der eingegebene Grenzwert war. Zum Schluss wurden

Abbildung 3 — Gleiche Region wie in Abbildung 2 nach Anwenden des Grenzwertes. Weiss:
Pixel, deren Wert grosser oder gleich gross wie der Grenzwert ist, Schwarz: Pixel, deren Wert
kleiner als der Grenzwert ist. Skala 500 pm

diejenigen Pixel, deren Wert grésser gleich der eingegebene Grenzwert war, weiss gesetzt
und alle anderen Pixel schwarz und das entstandene Bild unter neuem Namen gespeichert.
So konnte das Resultat der Berechnung grafisch dargestellt werden. Abbildung 3 zeigt die

gleiche Region wie in Abbildung 1 und 2 mit angewandtem Grenzwert.

Aus den gemessenen Pixelwerten aller Bilder einer untersuchten Maus wurde der Anteil
positiver Pixel verglichen mit allen Pixeln pro Maus berechnet. Dieser sogenannte positive
Pixelanteil ist umso grésser, je mehr Pixel oberhalb des definierten Grenzwertes sind und er
ist umso kleiner je weniger Pixel oberhalb dieses definierten Grenzwertes liegen. Durch die

Nutzung des Anteils und nicht mehr der absoluten Anzahl von Pixeln kbnnen verschiedene

b https://imagej.net/Bio-Formats
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Mause miteinander verglichen werden, selbst wenn die analysierte Flache an histologischem
Gewebe nicht identisch ist. Der Grenzwert wurde anhand einiger digitalisierter Objekttrager
definiert, sodass nur diejenigen Regionen als positiv gewertet werden, welche auch

makroskopisch sichtbares Signal aufweisen.
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ImageStream®-Analyse

Grundlagen der Durchflusszytometrie
Ein Durchflusszytometer ist ein Gerat, welches einzelne Zellen in einer Zellsuspension

aufgrund ihrer Fluoreszenzintensitat analysieren und gruppieren kann. Der grundsatzliche

Aufbau eines Durchflusszytometers ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt.

SSC  side scatter,
Seitwartsstreulicht

FSC forward scatter,
Vorwartsstreulicht

FL1-4 Fluoreszenkanale 1-4

’Filter 530 nm

— teildurchldssige Spiegel

Filter 488 nm

Filter 585 nm

Filter 661 nm

‘ Filter 670 nm
Filter 488 nm
Laser 488 nm ‘ FSC-Diode

Messkiivette

t
2 X
e Tragerfliissigkeit

Abbildung 4 - Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers mit einem
488 nm Laser und vier Fluoreszenzkanalen. nm: Nanometer.

Mit freundlicher Genehmigung von Fabian K.
(https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:Duchflusszytometer.png)

Ein Durchflusszytometer besitzt eine Messkuvette, welche aus Glas oder Quarz besteht und
so dinn ist, dass die Zellen in der Lé6sung nacheinander diese Messkulvette passieren
mussen. Die Zellen gelangen in den Messbereich des Laserstrahls, welcher die
Fluoreszenzfarbstoffe, mit welchen gewisse Strukturen der Zelle oder Zellpopulationsmarker
gefarbt worden sind, anregt, woraufhin diese Licht mit einer definierten Wellenlange
aussenden. Dieses Licht wird anschliessend tber Spiegel und Filter zu Messdioden geleitet,
welche die Intensitat des emittierten Lichtes messen und zur Auswertung speichern. Wenn
eine untersuchte Zelle mehrere Fluoreszenzfarbstoffe gebunden hat, so wird Licht mit

verschiedenen definierten Frequenzen emittiert, welches von verschiedenen Messdioden
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wahrgenommen und aufgezeichnet wird. Auf diese Weise wird fur jede Zelle die
entsprechende Intensitat in allen untersuchten Frequenzspektren des Lichts gespeichert.
Aufgrund dieser Intensitatsmessung kann bei der Auswertung des Datensatzes fir jede Zelle
die relative Menge an gebundenem Fluoreszenzfarbstoff angegeben werden. Als
Fluoreszenzfarbstoffe werden entweder Stoffe eingesetzt, welche direkt an die DNA von
Zellen binden (z. B. DAPI) oder die Fluoreszenzfarbstoffe werden an Antikdrper gekoppelt,
welche ihrerseits spezifisch flr ein bestimmtes Epitop sind. Haufig werden Antikdrper gegen
Antigene des Cluster of Differentiation (CD) verwendet, dies sind immunphanotypische
Oberflachenmerkmale von Zellen. Anhand dieser kdnnen Zellen nach Funktion oder
Aktivitatsgrad eingeteilt werden. Jeder Durchflusszytometer zeichnet sich durch eine
unterschiedliche Anzahl von anregenden Lasern unterschiedlicher Wellenlange sowie eine
unterschiedliche Anzahl von Messdioden aus, welche Licht unterschiedlicher Wellenlange
wahrnehmen und aufzeichnen. Je mehr verschiedene anregende Laser und analysierende
Messdioden vorhanden sind, desto mehr verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe kbnnen

voneinander unterschieden werden.?’

Jeder Fluoreszenzfarbstoff wird durch Licht eines definierten Wellenlangenbereiches
angeregt (Exzitationsspektrum). Falls einer der Laser des Durchflusszytometers Licht in
einer Wellenlange aussendet, durch welches der entsprechende Fluoreszenzfarbstoff
angeregt wird, emittiert dieser Licht einer anderen definierten Wellenlange
(Emissionsspektrum). Exzitationsspektrum und Emissionsspektrum sind fur jeden

Fluoreszenzfarbstoff charakteristisch.

DAF|
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Abbildung 5 — Exzitationsspektrum (gestrichelte Linie) und Emissionsspektrum
(durchgezogene Linie) von DAPI. Senkrechte schwarze Linie: Laser mit 355 nm Wellenlénge,
violettes Rechteck: Emissionsfilter. (Fluorescence SpectraViwer, Thermo Fisher)

DAPI beispielsweise kann durch Licht mit einer Wellenlange von ca. 300 nm bis 400 nm

angeregt werden, woraufhin es Licht mit einer Wellenlange von 400 nm bis 600 nm emittiert,
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wie Abbildung 5 zeigt. Im Beispiel erfolgt die Anregung von DAPI mittels eines Lasers mit
einer Wellenlange von 355 nm. Dieser regt DAPI im besten Bereich seines
Exzitationsspektrums an. Daraufhin emittiert DAPI Licht in einer anderen Wellenlange. Da
das Emissionsspektrum von DAPI relativ breit ist und sich mit anderen Emissionsspektren
Uberlagern kann, wird ein Emissionsfilter verwendet, welcher nur Licht mit einer Wellenlange
von 400 nm bis 480 nm zur Messdiode passieren lasst. Durch die korrekte Auswahl von
Fluoreszenzfarbstoffen, Exzitationslasern sowie Emissionsfiltern lassen sich verschiedene
zellulare Ziele in einer Zelle gleichzeitig untersuchen, ohne sich gegenseitig stark zu
beeinflussen.

Da die Emissionsspektren verschiedener verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe sich jedoch
teilweise Uberlagern kénnen, konnte dies zu falschen Messungen flhren, wie folgendes
Beispiel in Abbildung 6 zeigt.
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Abbildung 6 — Exzitations- und Emissionsspektren von DAPI (blau) und PE (gelb). Violettes
Rechteck: Exzitationsfilter fur DAPI, gelbes Rechteck: Exzitationsfilter fiir PE.
PE: Phycoerythrin. (Fluorescence SpectraViwer, Thermo Fisher)

Man kann sehen, dass das Emissionsspektrum von DAPI und das Emissionsspektrum von
PE (Phycoerythrin) sich in einem relativ weiten Bereich zwischen 550 nm und 600 nm
Uberlagern.c Die Uberlagerung ist jedoch nur dann ein Problem, wenn sie im Bereich des
Emissionsfilters eines der beiden Uberlagernden Fluoreszenzfarbstoffe auftritt. Hier passiert
diese Uberlagerung hauptséachlich im Emissionsfilterbereich von PE (TRITC-Filter). DAPI

¢ Fir die Darstellung und Berechnung der Exzitations- und Emissionsspektren sowie der
Exzitationslaser und Emissionsfilter wurde der Fluorescence SpectraViewer von Thermo Fisher
verwendet: https://www.thermofisher.com/ch/en/homel/life-science/cell-analysis/labeling-
chemistry/fluorescence-spectraviewer.htmi



https://www.thermofisher.com/ch/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-chemistry/fluorescence-spectraviewer.html
https://www.thermofisher.com/ch/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-chemistry/fluorescence-spectraviewer.html
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emittiert also auch etwas Licht im Bereich des Emissionsfilters flr PE. Dieses emittierte Licht
kann vom Durchflusszytometer nicht vom emittierten Licht von PE unterschieden werden, da
beide die gleiche Wellenlange haben und somit den Emissionsfilter fir PE (TRITC-Filter)
passieren kdnnen. Der Durchflusszytometer wiirde also ein starkeres Signal fir PE

aufzeichnen, als es der Realitat entsprechen wirde.

Aus diesem Grund muss eine sogenannte Kompensation durchgefuhrt werden. Dabei
werden Zellen mit nur einem Fluoreszenzfarbstoff gefarbt und im Durchflusszytometer
analysiert. Wenn man die Zellen nur mit DAPI farbt und sie analysieren Iasst, zeigt der
Durchflusszytometer in obigem Beispiel fiir diese Zellen auch ein schwaches Signal bei PE
an (da das Emissionsspektrum von DAPI den Emissionsfilter fur PE erreicht). Dieses
Phanomen nennt man Spillover. Die Intensitat des Signals bei PE ist hier direkt proportional
zum Signal von DAPI. Aufgrund dieser Proportionalitat kann die Analyse-Software nun
anhand des gemessenen DAPI-Signals das PE-Signal um den gemessenen Spillover
reduzieren und beide Fluoreszenzfarbstoffe kénnen im Experiment eindeutig voneinander
unterschieden werden. Die Kompensation wird relevanter, wenn mehrere starker
Uberlappende Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt werden. Aus diesem Grund ist eine saubere
Kompensation aller im jeweiligen Experiment verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe notwendig.

Andernfalls ware eine saubere Trennung der Farbstoffe bei der Auswertung nicht méglich.®’

Grundlagen des ImageStream®
Der ImageStream Mark Il Imaging Flow Cytometer® stellt eine Kombination aus

Durchflusszytometer und Mikroskop dar. Vom Aufbau her entspricht er grundsatzlich einem
Durchflusszytometer wie Abbildung 7 zeigt. Er besitzt 5 Exzitationslaser plus ein System fur
die Hellfeldbelichtung der Probe. Insgesamt besitzt er 6 Bildkanale, welche mittels
vorgelagerter Emissionsfilter nur Licht mit gewisser Wellenlange passieren lassen (ahnlich
den Messdioden in konventionellen Durchflusszytometern). Im Unterschied zu
konventionellen Durchflusszytometern misst der ImageStream® jedoch nicht nur die
Gesamtintensitat des emittierten Lichtes in einem bestimmten Frequenzbereich, sondern er
nimmt ein zweidimensionales Bild der zu untersuchenden Zelle im entsprechenden
Wellenlangenbereich auf. Diese Aufnahme passiert fur alle zu untersuchenden
Wellenlangenbereiche sowie im Hellfeldmodus simultan. Das emittierte Licht der
untersuchten Zelle wird entsprechend seiner Wellenlange aufgeteilt und in unterschiedliche
Bereiche der Kamera gelenkt, wo flr jeden der 6 Bildkanale ein Bild der Zelle aufgenommen
wird. Der ImageStream® nutzt eine komplexe, proprietéare spektrale Entmischung, mit
welcher der simultan genutzte Hellfeldkanal von den Fluoreszenzkanalen getrennt analysiert
werden kann, obwohl die zu untersuchende Zelle gleichzeitig durch die Exzitationslaser und

die Hellfeldlichtquelle belichtet wird.
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Abbildung 7 — Schematische Darstellung des ImageStream Mark Il Imaging Flow Cytometers®
von Amnis®, graue Bereiche sind im verwendeten Gerit nicht eingebaut, Copyright by Amnis®

Die Daten werden mittels der Software INSPIRE® als Rohdaten am ImageStream®
aufgenommen und gespeichert. Erst im Anschluss wird bei der Analyse die notwendige
Fluoreszenz-Kompensation digital auf die Rohdaten gerechnet. Somit kann die Analyse der
Kompensationsproben vor oder nach der Analyse der experimentellen Proben stattfinden.
Bereits bei der Analyse der Zellen und der Aufnahme der Daten kann selektiert werden, was
aus der Probe gespeichert werden soll und was verworfen werden soll. Wenn eine Probe
viele kleine Fragmente (beispielsweise zerfallene Zellen) enthalt, kann dies von der
Aufnahme ausgeschlossen werden, um den Aufnahmecomputer nicht zu Gberlasten. Im hier
durchgefiihrten Experiment wurden alle vom Gerat erkannten Objekte gespeichert und fiir
die weitere Analyse verwendet, da der Algorithmus, welcher Zellen von kleinen Fragmenten
unterscheidet, auch allfallige frei vorhandene GFP-E. coli verworfen hatte. Der Nachteil
dieses Vorgehens liegt jedoch darin, dass sehr viele Bilddaten gespeichert werden missen,

was bei der Analyse einen grossen Rechenaufwand bedeutet.

Bei der Analyse der Daten mittels IDEAS® wird im Grundsatz ahnlich vorgegangen wie bei
der Analyse von Daten aus konventionellen Durchflusszytometern. Der genaue Vorgang der

Analyse wird im Kapitel Analyse der Daten mittels IDEAS® naher erlautert.
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Test der Nachweisbarkeit von GFP-E. coli mittels ImageStream®
Da in der Literatur keine bisherigen Experimente gefunden werden konnten, bei welchen

GFP-E. coli mittels ImageStream® detektiert werden, musste erst tiberpriift werden, ob dies
prinzipiell funktioniert. Es wurde ein Protokoll erstellt, um einerseits herauszufinden, ob GFP-
E. coli im Blut von M&usen mittels ImageStream® nachgewiesen werden kénnen und ob eine
Zentrifugationsgeschwindigkeit von 2°000 rpm ausreicht, um die GFP-E. coli zu pelletieren,

oder ob ein betrachtlicher Anteil im Uberstand verbleibt.

Es wurden 100 ul Blut von 3 verschiedenen Mausen retrookular enthommen und in EDTA-
Sammelréhrchen gegeben. Anschliessend wurde das Blut mit 10* CFU GFP-E. coli beimpft
und bei 37 °C fur eine Stunde in den Warmeschrank gestellt. Im Anschluss an die Inkubation
wurden die Proben mittels FACS-Puffer gewaschen und bei 2'000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde bei 4'000 rpm zentrifugiert und in 50 yl FACS-Puffer aufgeldst. Das
Blutpellet wurde in BD FACS lysis solution (1 zu 10 mit deionisiertem Wasser verdinnt)
aufgeldst (BD Biosciences, San Jose, California, USA). Wahrend 10 Minuten wurden die
Erythrozyten so lysiert. Im Anschluss wurde mit FACS-Puffer gewaschen und erneut bei
2'000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in FACS-Puffer
aufgeldst. Jetzt wurde die Zellsuspension wie auch der erste Uberstand am ImageStream®

analysiert.
FACS-Puffer:

e 500 ml DPBS (Dulbecco's phosphate-buffered saline, Dulbecco’s phosphatgepufferte
Salzlésung) (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, California, USA)

e 10 ml FCS (Fetal Calf Serum, fetales Kalberserum)

¢ 10ml 0.5 M EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

Unter sterilen Bedingungen hergestellt und bei 4 °C gelagert. Allenfalls kann FACS-Puffer

durch Zugabe von 0,5 g NaNs (Natriumazid) langer konserviert werden.

Die am ImageStream® analysierten Suspensionen von GFP-E. coli in Blut von Mausen
wurden mit IDEAS® analysiert. Es wurde versucht, die GFP-E. coli eindeutig zu identifizieren,
um ihre Nachweisbarkeit zu bestatigen. Bei der Auswertung zeigte ein Grossteil der Zellen,
welche im GFP-Kanal Fluoreszenz zeigten, ebenfalls starke Fluoreszenzsignale in den
benachbarten Kanalen. Folglich gelang die Identifikation einzelner GFP-E. coli nicht mit
genugender Prazision. Im GFP-Kanal wurde bei vielen Proben die maximal messbare
Intensitat des Signals erreicht. Bei dieser Analyse war der 488 Nanometer Laser auf eine

Leistung von 85 mW eingestellt und der 405 Nanometer Laser auf eine Leistung von 90 mW.
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Abbildung 8 — ImageStream® Aufnahme eines GFP-E. coli-Bakteriums. Kanal 1-4 sowie 6 sind
die Fluoreszenzkanile, Kanal 5 ist der Hellfeldkanal. Rot markiert sind gesattigte Pixel im GFP-
Kanal (Ch02).

In Abbildung 8 ist ersichtlich, dass aufgrund der starken Exzitation durch die Laser zu viel
Signal im GFP-Kanal aufgenommen wird und es zur Sattigung einzelner Pixel kommt. Die
starke Exzitation fihrt zu einer derart starken Emission von Licht, dass selbst weit entfernte

Fluoreszenzkanale Signal auffangen, wie hier der Kanal 06.

In einem zweiten Test wurde die Intensitat des 405 Nanometer Lasers sowie des 488
Nanometer Lasers stark reduziert (405 nm Laser: 50 mW; 488 nm Laser: 5 mW), was die
Fluoreszenz der GFP-E. coli reduzierte, dass es zu keiner Sattigung mehr kam, wie
Abbildung 9 zeigt.

Ch01
110

=== 10 pm

Abbildung 9 - ImageStream® Aufnahme eines GFP-E. coli-Bakteriums. Kanal 1-4 sowie 6 sind
die Fluoreszenzkanile, Kanal 5 ist der Hellfeldkanal. Im GFP-Kanal (Kanal 2) ist ein GFP-E. coli
sichtbar, ebenso im Hellfeldkanal.

Anhand der Daten dieses Testes wurde die Analysevorlage erstellt, welche die GFP-E. coli
aus dem Uberstand der ersten Zentrifugation darstellen soll. Die angepassten

Lasereinstellungen wurden fir alle folgenden Experimente ibernommen.

Der Test zeigte auch, dass ein relevanter Anteil GFP-E. coli im Uberstand der ersten
Zentrifugation verbleibt. Somit ist es notwendig, den ersten Uberstand separat zu

analysieren, um nicht frei flotierende GFP-E. coli zu verpassen.

ImageStream® des intestinalen Loops in vivo

Fur die ImageStream®-Analyse wurden nur Proben aus den Intestinalen-Loop-Experimenten
mit Injektion von GFP-E. coli verwendet, da vorhergehende Experimente in unserem Labor

zeigten, dass GFP-E. coli im ImageStream® einzeln nachweisbar sind.

Die exzidierten Gewebe (mesenteriale Lymphknoten und Peyer-Patches) wurden in IMDM
(Isocove’s Modified Dulbecco’s Medium, Gibco, Life Technologies, Carlsbad, California,
USA) in kleine Stucke geschnitten. Anschliessend wurde der Zellverband durch Zugabe von
Collagenase IA 1 mg/ml (Clostridium histolyticum, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland) und DNAse | 0,1 mg/ml (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland)
in IMDM plus 2 % fetalem Kalberserum (FCS) bei 37 °C auf dem Ratteltisch wahrend 30
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Minuten aufgeldst. Nun wurden die Lésungen durch einen 100 um Zellfilter gefiltert, um
grébere Rickstande zu entfernen. Die Funktion der Collagenase IA und der DNAse | wurde
nun mittels Zugabe von 20 ml EDTA 2 mM in IMDM plus 2 % FCS blockiert. Nach
Zentrifugation bei 4 °C wurde das Pellet in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) (Thermo
Fisher Scientific) aufgeldst und in eine 96-Loch-Platte Ubertragen. Der bei der Zentrifugation
entstandene Uberstand wurde ein weiteres Mal bei héherer Geschwindigkeit zentrifugiert
und das Sediment in 50 ul FACS-Buffer aufgeldst und fiir die Analyse am ImageStream® bei
4 °C kuhl gestellt.

Das Blut wurde direkt nach der Entnahme in FACS-Puffer gegeben. Nach Zentrifugation
wurde das Pellet in BD FACS lysis solution (1 zu 10 mit deionisiertem Wasser verdinnt)
aufgeldst, um die Erythrozyten zu lysieren. Der Uberstand wurde aufgefangen, bei hdherer
Geschwindigkeit zentrifugiert, durchlief dann ebenfalls die Lyse mittels BD FACS lysis
solution und wurde anschliessend in 50 ul FACS-Puffer aufgelést und fir die Analyse am
Image-Stream bei 4 °C kuhl gestellt. Anschliessend wurde die lysierte Blut-Suspension mit
FACS-Puffer gewaschen, in phosphatgepufferter Salzlésung aufgeldst und in eine 96-Loch-

Platte Ubertragen.

Im Anschluss wurden die Zellen in der 96-Loch-Platte zuerst mittels fixable viability dye
eFluor450 1:1'000 verdunnt gefarbt. Anschliessend erfolgte die Blockierung frei liegender Fc-
Rezeptoren mittels Fc-Block 1:1'000 verdiinnt. Nun wurde die Antikérper-Mischung
zugegeben. Diese setzt sich aus den in Tabelle 2 aufgeflihrten Antikérpern zusammen.
Anschliessend wurden die Zellen mittels BD Cytofix Fixation Buffer fixiert, in FACS-Puffer

aufgeldst und furr die Analyse am ImageStream® bei 4 °C kiihl gestellt.

Tabelle 2 — Eingesetzte Antikorper mit den gebundenen Fluoreszenzfarbstoffen

Epitop Fluoreszenz- Klon Produzent Verdiinnung
Farbstoff

Gr-1 (Ly6G + PE (Phycoerythrin) RB6-8C5 BD 1:100

Ly6C)

CD11c PE-CF594 HL3 BD 1:50

CD11b PE-Cy7 M1/70 BioLegend 1:100

Das im Experiment eingesetzte ImageStream®-Modell verfugt (iber sechs Bildkanale und funf
Exzitationslaser. Ein Bildkanal wurde fir die Hellfeld-Betrachtung der Zellen genutzt. Somit
konnten nur finf verschiedene Fluoreszenzmarker eingesetzt werden. Dies waren:
eFluor450 fur die Differenzierung lebender von toten Zellen, GFP in den GFP-E. coli, PE-
CF594-markiertes CD11c fur die Differenzierung von dendritischen Zellen, PE-Cy7-
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markiertes CD11b fur die Differenzierung von myeloiden Zellen sowie naturlichen Killerzellen
und PE-markiertes Gr-1 (Ly6G + Ly6C) fur die Differenzierung von neutrophilen

Granulozyten sowie Monozyten.%®

Die simultane Aufnahme zweidimensionaler Bilder in allen Bildkanalen beim ImageStream®
erlaubt neben der Analyse der Intensitat eines Signals auch die Analyse der raumlichen
Position des Signales in Bezug auf die raumliche Position anderer Signale innerhalb einer
Zelle. So werden Analysen zur Phagozytose mdglich, weswegen in diesem Experiment
ImageStream® verwendet wurde. Verwendet wurde der ImageStream Mark |l Imaging Flow
Cytometer® von Amnis® (EMD Millipore, Seattle, Washington, USA).

Zum Betrieb des ImageStream® Flow Cytometers wurden folgende Lésungen verwendet:

e Amnis® SpeedBead® Kit for ImageStream® (EMD Millipore, Seattle, Washington,
USA)

e Sterilisationslosung: 0,4 % Kaliumhypochlorit

e Reinigungslésung: Coulter Clenz® (Beckman Coulter Switzerland, Nyon, Schweiz)

e Debubbler (entfernt Luftblasen aus dem System): 70 % Isopropanol (VWR
International, Radnor, Pennsylvania, USA)

e Spullésung: CytoFLEX Sheath Fluid (Katalog-Nummer B 51503, Beckman Coulter
Switzerland, Nyon, Schweiz)

e Hullstrom-Lésung: PBS pH 7,4 Flow Cytometry Grade (Gibco, Life Technologies,
Carlsbad, California, USA)

Bei jedem Neustart des Systems wurden entsprechend den Herstelleranweisungen
samtliche automatisch ablaufenden Kalibrierungen durchgefiihrt und Aufnahmen erst dann
gestartet, wenn samtliche gepruften Werte innerhalb des jeweiligen Toleranzbereiches

lagen.

Die Beleuchtungseinstellungen der Exzitationslaser am ImageStream® wurden wie folgt
gewahlt und bei allen Experimenten identisch gehalten: 405 nm-Laser mit 50 mW, 488 nm-
Laser mit 5 m\W, 561 nm-Laser mit 200 mW und der 642 nm-Laser mit 150 mW, zusatzlich
wurde der Hellfeld-Kanal verwendet. Alle Daten wurden als Rohdaten unkompensiert
aufgenommen und die aufgenommene Kompensation wurde nachtraglich auf die Daten

gerechnet, um den Aufnahme-Computer nicht zu Uberlasten.

Da der ImageStream® die Zellsuspension Uiber eine Spritze aufzieht und in die Messkiivette

injiziert, kann er die genaue Menge an analysierter Fllissigkeit messen. So kann direkt aus
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den Daten die Konzentration von Zellen sowie die absolute Zellzahl in der Probe errechnet

werden.

Am ImageStream® wurde zuerst der Uberstand, welcher wie zuvor beschrieben vorbereitet
worden ist, analysiert. Dieser wurde nicht fixiert, um Fixationsartefakte an den GFP-E. coli zu
vermeiden, weswegen er schnellstmdglich analysiert worden ist. Anschliessend wurden die
mittels Antikdrper-Mix gefarbten und fixierten Zellen analysiert. Pro Probe wurden jeweils 2
Mal 1'000'000 Objekte analysiert, oder wenn die Konzentration geringer war, wurde wahrend
55 Minuten analysiert. Im Anschluss wurden die errechneten Zellzahlen auf das totale

Volumen der untersuchten Probe hochgerechnet.

Am ImageStream®wurde bei den Einstellungen zum Flussigkeitssystem die maximale
Sensitivitat mit einer Grésse des Kernstromes von 10 um gewahlt. Im Kernstrom werden die
zu untersuchenden Zellen fokussiert und durch die Messkuvette geleitet. Die Fokussierung
der Optik auf die Zellen und die Zentrierung des Kernstromes wurden automatisch durch die
Software INSPIRE® for the ISX MKII Version 200.1.614.0 geregelt.

Die aufgenommenen Daten wurden mittels IDEAS® Version 6.2.183.0 bearbeitet. Zuerst
wurde aus den Kompensationsdateien der einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe eine
Kompensationsmatrix erstellt. Diese Matrix enthalt von jedem Fluoreszenzkanal die
Information, wie viel Spillover er in den anderen Fluoreszenzkanalen verursacht. Um eine
solche Matrix errechnen zu kdnnen, mussen fir jeden verwendeten Fluoreszenzfarbstoff
bzw. Fluoreszenzkanal Proben analysiert werden, welche einzig mit dem entsprechenden
Fluoreszenzfarbstoff gefarbt worden sind. Aus den Signalen in den benachbarten
Fluoreszenzkanalen misst die Software, wie viel Spillover pro Fluoreszenzfarbstoff

vorhanden ist.

Die aufgenommenen Rohdaten wurden zuerst durch die Software mittels dieser
Kompensationsmatrix kompensiert und als kompensierte Version gespeichert. Nun kénnen
die Daten sinnvoll dargestellt werden. Erst jetzt kann begonnen werden, die Daten zu gaten,
das bedeutet, sie anhand der einzelnen aufgenommenen Werte in Gruppen gleicher Zellen
zu sortieren. Die Gating-Strategie des ImageStream® unterscheidet sich deutlich von der
Gating-Strategie konventioneller Durchflusszytometer, denn es konnen auch grafische
Faktoren wie die Rundheit des Objektes oder die Uberlagerung verschiedener
Fluoreszenzmarker eingesetzt werden. Die Gating-Strategie wurde fir jedes untersuchte
Organ (mesenteriale Lymphknoten, Peyer-Patches, sowie Blut) einzeln optimiert und diese
Gating-Strategie dann fur alle jeweiligen Organe genutzt, um vergleichbare Gruppen von

Zellen zu erzeugen.
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Abbildung 10 zeigt einen groben Uberblick Gber die Gating-Strategie. Zuerst werden
diejenigen Zellen ausgewahlt, welche im Fokus aufgenommen worden sind, anschliessend
werden alle Einzelzellen ausgewahlt, dann samtliche toten Zellen ausgeschlossen und im
Anschluss diejenigen Zellen ausgewahlt, welche ein GFP-Signal im Bild aufweisen. Diese
GFP positiven Zellen werden anschliessend mittels der Internalisationsanalyse in Zellen,
welche GFP internalisiert haben und Zellen, welche GFP ausserhalb der oder an der
Plasmamembran angehangt haben, aufgeteilt. Nun werden diese beiden Gruppen sowie
diejenigen Zellen, welche nirgendwo GFP aufweisen, anhand der Marker CD11c sowie
CD11b weiter unterteilt. Anschliessend werden die CD11c¢ positiven (CD11¢*) und
gleichzeitig CD11b negativen (CD11b") Zellen (CD11c*/CD11b" Zellen) anhand der Intensitat
des Markers Gr-1 weiter unterteilt in eine Gr-1" und eine Gr-1- Gruppe. Im Folgenden wird

auf die einzelnen Schritte dieser Gating-Strategie naher eingegangen.



ImageStream® Gating-Strategie
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Abbildung 10 — Uberblick iiber die Gating-Strategie der am ImageStream® aufgenommenen
Daten. Die einzelnen Diagramme werden nachfolgend genauer erlautert.
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Fokus-Gate

Der erste Schritt in der Analyse der Daten besteht darin, diejenigen Aufnahmen zu
selektieren, welche das Objekt scharf abgebildet haben. Dazu stellt IDEAS® den
sogenannten Gradient RMS zur Verfiigung. Dieser Wert wird standardmassig im Hellfeld-
Kanal berechnet. Er bezeichnet den Intensitatsunterschied zwischen zwei Pixel innerhalb
des Bildes, welche 3 Pixel voneinander entfernt sind. Je grosser der Gradient RMS ist, desto

grosser sind also die Signalunterschiede innerhalb des Bildes.

All
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Abbildung 11 - Dargestellt sind alle vom ImageStream® aufgenommenen Daten als Histogramm
mit dem Gradient RMS als x-Achse und der relativen Haufigkeit als y-Achse. Die gelbe Linie
stellt das Gate dar, mit welchem die scharf abgebildeten Zellen weiterverwendet werden. Der
Rest wird verworfen.

Da ein unscharf aufgenommenes Bild nur verschwommene Ubergénge von hell zu dunkel
aufweist, ist der Gradient RMS bei einem unscharf aufgenommenen Bild niedrig. Ein scharf
aufgenommenes Bild weist gréssere Intensitatsunterschiede zwischen nahe
beieinanderliegenden Pixeln auf, weshalb der Gradient RMS dort hoher ist. IDEAS® zeigt fur
jede Saule im Histogramm die darin enthaltenen Objekte an.
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So kann morphologisch definiert werden, ab welchem Gradient RMS-Wert die Objekte scharf

abgebildet sind. Dieser Wert wurde anschliessend fur die Analysen verwendet und das Gate,
wie in Abbildung 11 dargestellt, gesetzt.

Abbildung 12 - Hoher Gradient RMS, Abbildung 13 - Niedriger Gradient RMS,
scharfes Bild, Hellfeldaufnahme unscharfes Bild, Hellfeldaufnahme

Einzelzellen-Gate

Im nachsten Schritt werden Zellpaare, Zellabfall sowie kleine Fragmente und sehr grosse
Partikel von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die Zellsuspensionen enthalten oftmals
viele Fragmente zerstorter Zellen oder Uberreste der extrazellularen Matrix, die nicht
vollstdndig abgebaut worden ist. Das Ziel ist es, méglichst nur einzelne Zellen im Gate zu
haben. Im Streudiagramm der Abbildung 14 wird als x-Achse die Flache der Objekte im

Hellfeldkanal und als y-Achse der Aspect Ratio (der Quotient der kurzen Achse geteilt durch

In Focus
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Abbildung 14 - Streudiagramm der Objekte im Fokus. x-Achse: Flache des Objektes im
Hellfeldkanal, y-Achse: Aspect Ratio des Objektes im Hellfeldkanal. Die Farbe gibt die Dichte

der Objekte im Streudiagramm wieder (blau gering, rot hoch). Jeder farbige Punkt entspricht
einem Objekt.
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die lange Achse des Objektes) gewahit. IDEAS® erstellt von jedem Objekt automatisch eine
Maske, welche die Umrisse des Objektes abbildet. Anhand dieser Maske wird die Flache des

Objektes, seine lange und kurze Achse sowie der Aspect Ratio berechnet.

Abbildung 15 zeigt auf, wie das Flache zu Aspect Ratio Streudiagramm die einzelnen
Objekte anhand ihrer Form und Grdsse voneinander unterscheiden kann. Ein Objekt mit
grosser Flache sowie einem hohen Aspect Ratio ist oben rechts zu finden und kann
beispielsweise ein Konglomerat mehrerer Zellen oder ein grosseres Konglomerat von
Zellabfall sein. Ein Objekt mit grosser Flache sowie einem niedrigen Aspect Ratio ist unten
rechts zu finden und ist folglich diinn und lang. Ein Objekt mit kleiner Flache und niedrigem
Aspect Ratio, im Streudiagramm unten links zu finden, ist klein und langlich. Ein Objekt mit
kleiner Flache und hohem Aspect Ratio ist oben links zu finden, es ist klein und rund. Zellen
in einer Suspension sind meist rundlich bei einer mittleren Flache, also im Streudiagramm
oben in der Mitte zu finden. Um sicherzugehen, dass die korrekten Objekte ausgewahlt

werden, werden die hinterlegten Bilder der Objekte beurteilt.

Flache / Aspect Ratio

ellfeld

Aspect Ratio Hi

Fliche Hellfeld

Abbildung 15 — In der Mitte das in Abbildung 14 dargestellte Streudiagramm. Die Pfeile zeigen,
wo die dargestellten Objekte in diesem Streudiagramm positioniert sind. Aufnahmen im
Hellfeldkanal.
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Gate fiir lebende Zellen

Im nachsten Schritt werden alle toten Zellen ausgeschlossen. Dies geschieht anhand der
Intensitat des Fluoreszenzsignals im Kanal 1 durch den Fixable Viability Dye eFluor 450.
Untergegangene oder untergehende Zellen binden vermehrt eFluor 450, wodurch die
Fluoreszenzintensitat dieser Zelle im Kanal 1 zunimmt. Es werden folglich diejenigen Zellen
ausgewahlt, welche eine geringe Fluoreszenzintensitat im Kanal 1 aufweisen. Anhand der
Hellfeld-Bilder wird wiederum verifiziert, dass die als lebend eingestuften Zellen korrekt

ausgewahlt wurden und das Gate wenn notwendig angepasst.
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Abbildung 16 - Histogramm der Intensitat der Fluoreszenz von eFluor 450 von allen
Einzelzellen. x-Achse: Fluoreszenzintensitit von eFluor 450, y-Achse: relative Haufigkeit
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GFP* Zellen

Die lebenden Zellen werden nun aufgeteilt in solche, welche GFP irgendwo im Bild
aufweisen und solche, die kein GFP aufweisen. Dazu wird ein Streudiagramm angelegt,
welches die Intensitat des GFP-Signals aller Pixel der jeweiligen Zelle auf der x-Achse und

die Intensitat des hellsten Pixels im GFP-Kanal dieser Zelle auf der y-Achse darstellt.
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Abbildung 17 — Streudiagramm der lebenden Zellen. x-Achse: Intensitat des GFP-Signals aller
Pixel, y-Achse: Intensitat des hellsten Pixels im GFP-Kanal. Jeder Punkt entspricht einer Zelle.

Daraus werden diejenigen Zellen ausgewahlt, welche sowohl ein hohes Gesamt-GFP-Signal
als auch ein hohes maximales GFP-Signal aufweisen. So werden die beiden Mdglichkeiten
abgedeckt, dass ein kleines, aber sehr helles Bakterium vorhanden ist sowie die Moglichkeit,
dass ein internalisiertes Bakterium sein GFP in einem zellularen Lysosom verteilt hat und
somit punktuell weniger hell ist, dafir in einem grosseren Bereich Signal emittiert. Die
visuelle Darstellung der hier ausgewahlten Zellen zeigt, dass diese ein deutliches GFP-
Signal enthalten.
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Abbildung 18 — Darstellung der durch die in Abbildung 17 gezeigten Gate ausgewahlten Zellen.
Die Spalten entsprechen den bezeichneten Fluoreszenzkanalen sowie dem Hellfeldkanal
(Brightfield). Jede Spalte zeigt eine analysierte Zelle.
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Internalisationsanalyse

Als Nachstes wird untersucht, ob die GFP+ Zellen das GFP-E. coli-Bakterium internalisiert
haben oder ob es ausserhalb der Zellmembran liegt. Dazu wird die Internalisationsanalyse
verwendet. Diese nutzt die von IDEAS® erstellte Maske der Zelle. Diese Maske wird
automatisch fir jedes Objekt erstellt und unterscheidet im aufgenommenen Bild zwischen
dem Obijekt selbst und seiner Umgebung. Die Maske wird aus dem Bild des Hellfeldkanales
berechnet. Sie ist in diesem Experiment so eingestellt, dass sie moglichst genau die Zelle
abbildet. Alle Pixel innerhalb der Maske sind folglich entweder Plasmamembran oder interne
Zellorganellen der Zelle. In diesem Experiment wurden keine Zellorganellen spezifisch
gefarbt, weshalb diese nicht weiter unterteilt werden kdnnen. Die Pixel ausserhalb der Maske
sind Raum ausserhalb der Zelle. Fur die Unterscheidung zwischen internalisiertem GFP und
angehangtem GFP (ausserhalb der Zellmembran) wird die errechnete Maske erst um vier
Pixel verkleinert, damit die gesamte Plasmamembran als extrazellular angesehen wird. Nur
so kénnen an der Plasmamembran haftende GFP-E. coli von internalisierten GFP-E. coli
differenziert werden. Jetzt wird die mittlere Intensitat des GFP-Signals innerhalb dieser
verkleinerten Zellmaske verglichen mit der mittleren Intensitat des GFP-Signals der
gesamten Zellmaske (inklusive Plasmamembran und etwas Raum ausserhalb der
Plasmamembran). Dieses Verhaltnis wird als Logarithmus ausgegeben. Je héher der Wert,
desto mehr GFP-Signal ist innerhalb der Zelle, je tiefer der Wert, desto mehr GFP-Signal ist

im Bereich der Zellmembran lokalisiert. Im Histogramm von Grafik 19 zeigen sich zwei
Singlets GFP+

25

20

Frequency
o
1

GFP attached GFP Intemalized

-1I0 - ('I) ' 15
Internalization_Erode(M05, 4) GFP
Abbildung 19 — Histogramm des Verhaltnisses zwischen intrazellularem GFP-Signal und GFP-
Signal der gesamten Zelle inklusive Plasmamembran als Logarithmus. Dargestellt sind auch
die beiden Gates fiir internalisiert (rechts) und angehangt (links).



49

Peaks, wobei der rechte Zellen entspricht, welche GFP-E. coli internalisiert haben und der
linke solchen, welche GFP-E. coli an ihrer Plasmamembran angeheftet haben. Anhand der
Bilder und der Uberlagerung des Hellfeld- sowie des GFP-Kanales wird (iberpriift, ob die
Gates fir internalisiert bzw. angehangt korrekt gesetzt sind, also ob die als internalisiert

markierten Zellen auch tatsachlich GFP internalisiert haben.

Abbildung 20 - Die obere Zelle hat GFP internalisiert, die untere Zelle hat GFP aus§erhalb der
Plasmamembran angeheftet. Links Hellfeldkanal, Mitte GFP-Kanal (griin), Rechts Uberlagerung
von Hellfeld- und GFP-Kanal.

CD11b/ CDI1Ic Streudiagramm, Gr-1 Histogramm

Jetzt wird jede Zelle anhand ihrer Fluoreszenzmarker weiter in Gruppen unterteilt. Dabei
werden diejenigen Zellen, welche GFP internalisiert haben, diejenigen, welche GFP
angeheftet haben und diejenigen, welche kein GFP aufweisen, separat nach den gleichen
Gates sortiert. Als erster Schritt wird ein Streudiagramm mit der Intensitat der Farbung far
CD11c auf der x-Achse und der Intensitat der Farbung fir CD11b auf der y-Achse erstellt,
wie es Abbildung 21 zeigt. Es wurde die mittlere Intensitat im jeweiligen Fluoreszenzkanal im

Bereich der Zellmaske gewahlt. So wurde die mittlere Intensitat kleiner Zellen nicht

Intensity MC_CD11b

: ' . .
-1e3 0 1e3 1e4 1e5
Intensity_MC_CD11¢c

Abbildung 21 — Streudiagramm der Intensitat der Farbung von CD11c auf der x-Achse und der
Intensitat der Farbung von CD11b auf der y-Achse. Dargestellt sind die drei Gates, jeder Punkt
entspricht einer Zelle.



50

unterschatzt und die mittlere Intensitat grosser Zellen nicht Uberschatzt, denn die Maske
passt sich der Zellgrésse an. Hier werden drei Populationen ausgewahit: die CD11b/CD11c*
Zellen, die CD11b*/CD11c* Zellen und die CD11b*/CD11c” Zellen. Die Zellen unten links im
Streudiagramm zeigen keine Farbung fir CD11c oder CD11b und werden nicht weiter

analysiert.

eFluor 450 Brightfield
2222

mmem 10 UM

eFluor 450
45207

maem 10 UM

Abbildung 22 — Oben: Beispiel einer CD11b/CD11c* Zelle. Unten: Beispiel einer CD11b*/CD11c*
Zelle. Dargestellt sind alle Fluoreszenzkanale sowie der Hellfeldkanal.

Die CD11b*/CD11c" Zellen werden anschliessend weiter unterteilt in diejenigen, die Gr-1*
sind und diejenigen, die Gr-1" sind (Siehe Abbildungen 23 und 24). Dies geschieht mittels
eines Histogrammes, bei dem auf der x-Achse die Intensitat der Farbung mittels Gr-1
aufgeflihrt ist. Es zeigen sich zwei Populationen, eine CD11b*/CD11c/Gr-1" sowie eine
CD11b*/CD11¢c/Gr-1".

CD11b+

CD11b+, Gri-

Frequency

: T - ; - —_— —r —
-1ed -1e3 o] 1e3 1e4 1e5 1e6
Intensity_MC_Gr-1

Abbildung 23 — Histogramm mit der Intensitét der Farbung fiir Gr-1 auf der x-Achse und der
relativen Haufigkeit auf der y-Achse. Dargestellt sind die beiden Gates fiir Gr-1* sowie Gr-1-.
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eFluor 450 - Brightfield
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Abbildung 24 - Oben: Beispiel einer CD11b*/CD11¢c/Gr-1* Zelle. Unten: Beispiel einer
CD11b*/CD11c’/Gr-1- Zelle. Dargestellt sind alle Fluoreszenzkanale sowie der Hellfeldkanal.
Die hier gezeigten Gates wurden fir die einzelnen Organe angepasst, die grundsatzliche
Gating-Strategie blieb jedoch dieselbe. Fir verschiedene Proben eines Organes in
verschiedenen experimentellen Bedingungen wurden die identischen Gates verwendet,

damit ein quantitativer Vergleich zwischen den einzelnen Gruppen mdglich ist.

Gating-Strategie im Uberstand

Nach dem Auflésen der Gewebeverbande in der Vorbereitung der Zellen fur die
Untersuchung wurde der Uberstand der ersten Zentrifugation aufgefangen und bei hdherer
Drehzahl erneut zentrifugiert. Das dabei entstehende Pellet wurde aufgeldst und am
ImageStream analysiert. Darin finden sich keine Zellen mehr, sondern allenfalls frei
flotierende GFP-E. coli sowie Zelldetritus. Zur Detektion dieser GFP-E. coli wurde folgende
Gating-Strategie angewandt. Diese unterscheidet sich stark von der oben beschriebenen
Gating-Strategie, weil es sich hierbei nicht um Mausezellen handelt, sondern lediglich um
einzelne Bakterien. In Abbildung 25 ist ein Uberblick liber die Gating-Strategie dargestellt,

welche spater ausflhrlicher beschrieben wird.
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E. Coli Gating-Strategie
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Abbildung 25 - Uberblick iiber die Gating-Strategie zur Detektion von GFP-E. coli im Uberstand.
Die einzelnen Diagramme werden nachfolgend genauer erlautert.

Zuerst wurden diejenigen Objekte ausgewahlt, welche im griinen Fluoreszenzkanal ein
helles Signal abgaben. Der grosse Peak in Abbildung 26 kommt durch Zelldetritus zustande

und soll fir die weitere Analyse ausgeschlossen werden.
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Abbildung 26 — Dargestellt sind alle aufgenommenen Daten als Histogramm mit der Intensitét
im griinen Fluoreszenzkanal als x-Achse und der relativen Haufigkeit als y-Achse. Die blaue
Linie stellt das Gate dar, mit welchem GFP+ Objekte selektiert werden.
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Als nachster Schritt wurden diejenigen Objekte ausgewahlt, welche nicht nur eine hohe

mittlere Intensitat im grinen Fluoreszenzkanal aufweisen, sondern ein intensives hellstes

Pixel im Bild haben, wie in Abbildung 27 dargestellt.
GFP+

MNormalized Frequency

maxPixel

" | " \ g | g | g |
0 500 1e3 1,5e3 2e3 2,5e3
Max Pixel_MC_GFP

Abbildung 27 — GFP+ Objekte als Histogramm mit der Intensitat des hellsten Pixels im Bild als
x-Achse und der relativen Haufigkeit als y-Achse. In orange ist das Gate dargestellt, welches
nur diejenigen Objekte auswahlt, welche ein helles Pixel im GFP-Kanal aufweisen.

Im nachsten Schritt werden nun im Flache zu Aspect Ratio-Diagramm diejenigen Objekte

ausgewahlt, welche eine geringe Flache haben, also klein sind (siehe Abbildung 28).

maxPixel

0,8+

o
o
1

Aspect Ratio_M02

o
=
|

0,2 -

0 300 600
Area_M02

Abbildung 28 — Streudiagramm der gegateten Objekte aus Abbildung 27. x-Achse: Flache des
Objektes im Hellfeldkanal, y-Achse: Aspect Ratio des Objektes im Hellfeldkanal.
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Zum Schluss werden noch alle Objekte ausgeschlossen, welche in anderen
Fluoreszenzkanalen neben dem griinen Fluoreszenzkanal ein Signal abgeben. Dazu wurden
Gates definiert, welche nur Zellen selektionieren, die in den Fluoreszenzkanalen 3, 4 und 6
kein Signal abgeben, wie in Grafik 29 dargestellt ist. Im Kanal 5 wurde das Hellfeld-Bild

aufgenommen, somit kann dieser nicht ausgeschlossen werden.

R1 Low non-GFP Fluorescence 1 1

MC_Cho4
MC_Ch0&

Intensity_|
Intensity_|

Low non-GFP Fluorescence 2

-300 0 300 600 900 - 300 600
Intensity_MC_Ch03 Intensity_MC_Ch04

Abbildung 29 - Streudiagramm der gegateten Objekte aus Abbildung 28. Die Achsen zeigen die
Intensitaten in den Fluoreszenzkanalen 3, 4 und 6 dar. Das rechte Streudiagramm verwendet
die Objekte des Gates aus dem linken Streudiagramm.

Grafik 30 zeigt die durch obige Gating-Strategie aus dem Uberstand von Peyer-Patches
gewonnenen GFP-E. coli. Durch die grafische Darstellung im Hellfeldkanal (Kanal 5) kann
verifiziert werden, dass es sich um bakterienahnliche Objekte handelt. Dazu haben sie im

GFP-Kanal eine deutliche Fluoreszenz.

wmen 10 pm

Abbildung 30 — Beispiele von gegateten GFP-E. coli. Dargestellt sind alle Fluoreszenzkanale
und der Hellfeldkanal (Ch05).
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Statistik
Fir die statistische Auswertung und die grafische Darstellung wurden sowohl Excel als auch

GraphPad Prism Version 8.3.0 verwendet.

Um statistisch signifikante Unterschiede zwischen den experimentellen Gruppen der
ImageStream®-Analyse zu finden, wurde der one-way-ANOVA (One-way analysis of
variance) eingesetzt.®? Zur genauen Bestimmung der statistischen Signifikanz dieser
Unterschiede wurde der Bonferroni's multiple comparisons test eingesetzt.®* Um die
statistische Signifikanz von Unterschieden zwischen den experimentellen Gruppen in der
histologischen Untersuchung zu errechnen, wurde der t-Test genutzt. Resultate werden
angegeben als Differenz der Mittelwerte zweier Gruppen mit dem zugehdrigen p-Wert.
Grafiken zeigen den Mittelwert mit der zugehdrigen Standardabweichung. Die statistische
Signifikanz der Differenz der Mittelwerte zweier Gruppen wird grafisch angegeben:

* = p<0,05, ** =p<0,01, *** =p<0,001, **** =p<0,0001. Andere Darstellungsweisen sind

entsprechend gekennzeichnet.
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Resultate

A) Route der Translokation: Detektion von 4 kDa FITC-Dextran bzw. GFP-E.
coli in mesenterialen Lymphknoten und der Leber im Ileum-Loop-Experiment

In diesem Abschnitt werden die Resultate der histologischen und immunfluoreszenz-
Untersuchung von Leber und mesenterialen Lymphknoten vorgestellt. Dargestellt wird
jeweils der positive Pixelanteil, also der relative Anteil der Pixel, welche oberhalb des
definierten Grenzwertes liegen. Verwendet wurde ein Grenzwert von 100 fir alle
Auswertungen. Dieser Grenzwert definiert, welche Pixel dartiber liegen (positive Pixel) und
welche darunter (negative Pixel). Anschliessend wird daraus der positive Pixelanteil

errechnet.

1. GFP-E. coli
Die Unterschiede zwischen Leber und mesenterialen Lymphknoten sind nur in der CCLs-

Gruppe statistisch signifikant (p=0,0477). In der Kontrollgruppe unterscheiden sich die
Mittelwerte von Leber und mesenterialen Lymphknoten um 0,1389 bei einem p-Wert von
0,0651. In der PPVL-Gruppe unterscheiden sich die Mittelwerte von Leber und
mesenterialen Lymphknoten um 0,01122 bei einem p-Wert von 0,2815. In der BDL-Gruppe
unterscheiden sich die Mittelwerte ebenfalls nicht statistisch signifikant voneinander, wie
Abbildung 31 zeigt.
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Abbildung 31 - Positiver Pixelanteil von Leber und mLN der BDL-Gruppe.
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GFP positive Pixel in Leber und mLN, CCL4
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Abbildung 32 -Positiver Pixelanteil von Leber und mLN der CCL4-Gruppe. * = p<0,05

Bei der CCL4-Gruppe in Abbildung 32 zeigt sich ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen Leber und mLN, wobei der Mittelwert der Leber hdher ist als derjenige der mLN (p=
0,0477). Bei der Leber gibt es einen Einzelwert, welcher deutlich tiefer ist als die anderen
drei Werte. Dieser Wert kann statistisch nicht als eindeutiger Ausreisser klassifiziert werden,
weshalb er in die Auswertung miteinbezogen worden ist. Die Experimente in den Proben der
Leber zeigten eine grosse Streuung der Ergebnisse, welche in der Ctrl- und der PPVL-
Gruppe am ausgepragtesten ist und bei der BDL- und der CCL4-Gruppe deutlich geringer
ausfallt. Diese Streuung war bei den mLN deutlich kleiner ausgefallen, die Resultate lagen in

allen experimentellen Gruppen viel naher beieinander.
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Abbildung 33 zeigt die Unterschiede des positiven Pixelanteils innerhalb der mesenterialen
Lymphknoten in den verschiedenen experimentellen Gruppen. Auffallend ist, dass die Werte
in der Ctrl- sowie der PPVL-Gruppe eher homogen und tief sind und in der BDL- sowie der
CCL4-Gruppe heterogener verteilt sind und einen héheren Mittelwert aufweisen. Dabei
unterscheiden sich die PPVL- und die CCL4-Gruppe statistisch signifikant (p= 0,0311,
Bonferroni's multiple comparisons test). Die Ctrl und die CCL4-Gruppe unterscheiden sich
nicht signifikant (p=0,22), die weiteren Gruppen unterscheiden sich ebenfalls nicht signifikant
voneinander.

GFP positive Pixel in mLN in allen Gruppen
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Abbildung 33 — Positiver Pixelanteil in den mesenterialen Lymphknoten fiir alle untersuchten
experimentellen Gruppen des intestinalen Loops mit Injektion von GFP-E. coli. Ctrl: Kontrolle,
PPVL: Partielle Portalvenenligatur, BDL: Gallengangligatur, CCL4: Tetrachlormethan-induzierte
Leberzirrhose. * = p<0,05

2.4 kDa FITC-Dextran

Bei den intestinalen Loop-Experimenten mit Injektion von 4 kDa FITC-Dextran sind drei
experimentelle Gruppen vorhanden: Ctrl, PPVL und BDL. Bei diesen fallt auf, dass die
Einzelwerte der Leber deutlich heterogener verteilt sind als diejenigen der mesenterialen
Lymphknoten. Die Verteilung ist in der Kontrollgruppe am heterogensten, gefolgt von der
PPVL-Gruppe. In der BDL-Gruppe sind die Werte der Leber am wenigsten heterogen verteilt.
Die Werte sind bei den mLN deutlich homogener verteilt. In allen experimentellen Gruppen
unterscheiden sich Leber und mLN nicht statistisch signifikant voneinander. Der p-Wert
(Vergleich Leber mit mLN) fir die Ctrl-Gruppe betragt 0,1380, derjenige fur die PPVL-Gruppe
betragt 0,0646 und derjenige fur die BDL-Gruppe betragt 0,2169. Abbildung 34 zeigt den

positiven Pixelanteil in mLN der verschiedenen experimentellen Gruppen bei Experimenten
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mit Injektion von 4 kDa FITC-Dextran in den intestinalen Loop. Die Unterschiede zwischen

den Gruppen sind nicht signifikant.

4 kDa-FITC positive Pixel in mLN in allen Gruppen
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Abbildung 34 - Positiver Pixelanteil in den mesenterialen Lymphknoten fiir alle untersuchten
experimentellen Gruppen des intestinalen Loops mit Injektion von GFP-E. coli. Ctrl: Kontrolle,
PPVL: Partielle Portalvenenligatur, BDL: Gallengangligatur
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B) Transport translozierender E. coli aus dem Ileum und involvierte Zellen bei
gesunden, portal-hypertensiven und zirrhotischen Mausen

Im folgenden Abschnitt werden die Resultate aus dem intestinalen Loop-Experiment mit
Injektion von GFP-E. coli vorgestellt. Der Abschnitt ist unterteilt in die drei untersuchten
Organe beziehungsweise Gewebe (mesenteriale Lymphknoten, Peyer-Patches, Blut) sowie
den Uberstand der ersten Zentrifugation. Es werden jeweils die Ergebnisse der drei
verschiedenen experimentellen Gruppen Gallengangligatur (bile duct ligation, BDL), partielle
Portalvenenligatur (partial portal vein ligation, PPVL) sowie der Kontrollgruppe (Ctrl) gezeigt.
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Abbildung 35 — Relative Haufigkeit GFP positiver Zellen in Proben der mesenterialen
Lymphknoten (mLN) fiir die drei experimentellen Gruppen BDL (Gallengangligatur), PPVL
(partielle Portalvenenligatur) und Ctrl (Kontrolle). ** = p<0,01

Abbildung 35 zeigt die relative Anzahl GFP positiver Zellen in BDL, PPVL und Ctrl. Dies stellt
diejenige Gruppe an Zellen dar, welche im Anschluss mittels der Internalisationsanalyse
weiter differenziert wird in Zellen, welche GFP internalisiert haben und Zellen, welche GFP
angehangt haben. Die Differenz der Mittelwerte zwischen BDL und PPVL sowie Ctrl ist
statistisch signifikant bei einem p-Wert von 0,0023 fiir BDL gegen Ctrl und einem p-Wert von
0,0090 fir BDL gegen PPVL. Die Variabilitat der Daten ist in der BDL-Gruppe am grdssten,

die Werte in der Ctrl- sowie der PPVL-Gruppe sind homogener verteilt.
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Abbildung 36 — Relative Haufigkeit der Zellen, die GFP internalisiert (int) beziehungsweise
angehangt (att) haben fiir die drei experimentellen Gruppen BDL, PPVL und Ctrl. * = p<0,05,

** = p<0,01, *** = p<0,001

Abbildung 36 zeigt die Aufteilung der Zellen nach der Internalisationsanalyse in diejenigen,

die GFP angehangt und diejenigen, die GFP internalisiert haben fiir die drei experimentellen

Gruppen. Wiederum sind die Werte in der BDL-Gruppe heterogener verteilt als in der PPVL-

und Ctrl-Gruppe. Bei den Zellen, welche GFP angehangt haben, unterscheiden sich die

BDL- und die Ctrl-Gruppe signifikant voneinander mit einem p-Wert von 0,0451. Bei den

Zellen, welche GFP internalisiert haben, unterscheidet sich die BDL-Gruppe signifikant von
der Ctrl- sowie von der PPVL-Gruppe (p=0,0005 und p=0,008). Die relative Anzahl Zellen,

welche GFP internalisiert haben, ist in der BDL-Gruppe deutlich héher als in den beiden

anderen Gruppen. Die gleichen experimentellen Gruppen unterscheiden sich zwischen

angehangt und internalisiert nicht signifikant voneinander. Ebenfalls unterscheiden sich die

Ctrl- und die PPVL-Gruppe sowohl bei GFP internalisiert als auch bei GFP angehangt nicht

signifikant voneinander.

Die weitere Aufteilung derjenigen Zellen, die GFP internalisiert haben anhand der

Fluoreszenzmarker CD11b, CD11c sowie Gr-1 ergibt folgende relative Haufigkeit der

entsprechenden Zellen wie in Abbildung 37 dargestellt.
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mLN, GFP internalisiert, Subgruppen
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Abbildung 37 — Relative Haufigkeit der Zellen aus mLN, welche GFP internalisiert haben
aufgeteilt in die vier Subgruppen anhand der Marker CD11b, CD11c sowie Gr-1 wie im Kapitel
«Analyse der Daten mittels IDEAS®» beschrieben. Fiir jede der Subgruppen ist die relative
Haufigkeit der Zellen in den drei experimentellen Gruppen dargestellt. *** = p<0,001,

**** = p<0.0001

Abbildung 37 zeigt nur Daten von Zellen, welche GFP internalisiert haben. In der Subgruppe
der CD11b*/CD11c* Zellen unterscheidet sich die BDL-Gruppe signifikant von der PPVL-
(p=0,0006) sowie der Ctrl-Gruppe (p<0,0001). Die PPVL- und die Ctrl-Gruppe unterscheiden
sich nicht signifikant voneinander. In der Subgruppe der CD11b*/CD11c’/Gr-1* Zellen
unterscheidet sich die BDL-Gruppe ebenfalls signifikant von der PPVL- (p<0,0001) sowie der
Ctrl-Gruppe (p<0,0001). Die PPVL- und die Ctrl-Gruppe unterscheiden sich auch hier nicht
signifikant voneinander. In der Subgruppe der CD11b*/CD11c/Gr-1" Zellen unterscheiden
sich die experimentellen Gruppen nicht signifikant voneinander. Auch in der Subgruppe der
CD11b/CD11c"* Zellen unterscheiden sich die experimentellen Gruppen nicht signifikant
voneinander. Des Weiteren fallt auf, dass die Zellen der Subgruppe CD11b*/CD11c* mit

Abstand am haufigsten vertreten sind, tber alle experimentellen Gruppen hinweg.
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mLN, GFP angehangt, Subgruppen
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Abbildung 38 - Relative Haufigkeit der Zellen aus mLN, welche GFP angehadngt haben aufgeteilt
in die vier Subgruppen anhand der Marker CD11b, CD11c sowie Gr-1 wie im Kapitel «Analyse
der Daten mittels IDEAS®» beschrieben. Fiir jede der Subgruppen ist die relative Hiufigkeit der
Zellen in den drei experimentellen Gruppen dargestellt. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001

Abbildung 38 zeigt nur Daten von Zellen, welche GFP an der Aussenseite der
Plasmamembran angehangt haben. In der Subgruppe der CD11b*/CD11c* Zellen
unterscheidet sich die BDL-Gruppe signifikant von der PPVL-(p= 0,0008) sowie der Ctrl-
Gruppe (p= 0,0004). Die PPVL- und die Ctrl-Gruppe unterscheiden sich nicht signifikant
voneinander. In der Subgruppe der CD11b*/CD11c/Gr-1* Zellen unterscheidet sich die BDL-
Gruppe ebenfalls signifikant von der PPVL- (p= 0,0046) sowie der Ctrl-Gruppe (p= 0,0032).
Die PPVL- und die Ctrl-Gruppe unterscheiden sich auch hier nicht signifikant voneinander. In
der Subgruppe der CD11b*/CD11¢c/Gr-1- Zellen unterscheiden sich die experimentellen
Gruppen nicht signifikant voneinander. In der Subgruppe der CD11b/CD11c¢* Zellen
unterscheidet sich die BDL-Gruppe signifikant von der PPVL-(p= 0,0204) sowie der Ctrl-
Gruppe (p= 0,0332). Auch hier fallt auf, dass die Zellen der Subgruppe CD11b*/CD11c* am

haufigsten vertreten sind, Gber alle experimentellen Gruppen hinweg.
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mLN, Kein GFP, Subgruppen
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Abbildung 39 - Relative Haufigkeit der Zellen aus mLN, welche kein GFP enthalten, aufgeteilt in
die vier Subgruppen anhand der Marker CD11b, CD11c sowie Gr-1 wie im Kapitel «Analyse der
Daten mittels IDEAS®» beschrieben. Fiir jede der Subgruppen ist die relative Haufigkeit der
Zellen in den drei experimentellen Gruppen dargestellt. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001

Die Abbildung 39 zeigt nun diejenigen Zellen, welche kein GFP enthalten, aufgeteilt in die

vier Subgruppen. Diese Zellen weisen nirgendwo im Bild ein GFP-Signal auf.

In der Subgruppe der CD11b*/CD11c* Zellen unterscheidet sich die BDL-Gruppe signifikant
von der Ctrl-Gruppe (p= 0,0327). Die BDL-Gruppe unterscheidet sich jedoch nicht signifikant
von der PPVL-Gruppe und die Ctrl- sowie die PPVL-Gruppe unterscheiden sich ebenfalls
nicht signifikant voneinander. In der Subgruppe der CD11b*/CD11¢c/Gr-1- Zellen
unterscheidet sich die BDL-Gruppe signifikant von der PPVL-(p= 0,0065) als auch von der
Ctrl-Gruppe (p= 0,0005). Die PPVL und die Ctrl-Gruppe unterscheiden sich nicht signifikant.
In der Subgruppe der CD11b*/CD11c/Gr-1- Zellen unterscheidet sich die PPVL-Gruppe
signifikant von der BDL-(p= 0,0008) sowie der Ctrl-Gruppe (p= 0,0040). Die BDL- und die
Ctrl-Gruppe unterscheiden sich hier nicht signifikant voneinander. In der Subgruppe der
CD11b/CD11c* Zellen unterscheidet sich die PPVL-Gruppe signifikant von der BDL-Gruppe
(p= 0,0455), jedoch nicht von der Ctrl-Gruppe. Die BDL- und die Ctrl-Gruppe unterscheiden

sich nicht signifikant voneinander.

Die relative Haufigkeit der Zellen ohne GFP ist Uber alle experimentellen Gruppen hinweg

deutlich hoher als die relative Haufigkeit der Zellen mit GFP.
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Abbildung 40 - Relative Haufigkeit GFP positiver Zellen in Proben der Peyer-Patches (PP) fiir
die drei experimentellen Gruppen BDL (Gallengangligatur), PPVL (partielle Portalvenenligatur)
und Ctrl (Kontrolle). * = p<0,05

Abbildung 40 zeigt die relative Anzahl GFP positiver Zellen in der Zellsuspension aus Peyer-
Patches des lleums in BDL, PPVL und Ctrl. Diese GFP* Zellen werden anschliessend flr die
Internalisationsanalyse weiterverwendet. Die unterschiedliche Probenanzahl zwischen den
Gruppen kommt dadurch zustande, dass in BDL und PP nicht bei allen Mausen
makroskopisch abgrenzbare Peyer-Patches identifiziert werden konnten. Die BDL-Gruppe
unterscheidet sich signifikant von der PPVL-(p= 0,0281) sowie der Ctrl-Gruppe (p= 0,0186).
Die Ctrl- und die PPVL-Gruppe unterscheiden sich nicht signifikant voneinander. Vergleicht
man Abbildung 40 mit Abbildung 35, so fallt auf, dass die Variabilitat der Werte in der Ctrl-
und PPVL-Gruppe in den Peyer-Patches-Proben grosser ist als in den mLN-Proben. Die

Variabilitat in den BDL-Proben ist in beiden Geweben relativ gross.
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Abbildung 41 - Relative Haufigkeit der Zellen aus Peyer-Patches, die GFP internalisiert (int)
beziehungsweise angehangt (att) haben fiir die drei experimentellen Gruppen BDL, PPVL und
Ctrl. ** = p<0,01

Abbildung 41 zeigt die Aufteilung der Zellen nach der Internalisationsanalyse in diejenigen,
die GFP angehangt und diejenigen, die GFP internalisiert haben fiir die drei experimentellen
Gruppen. In der Subgruppe der Zellen, welche GFP angehangt haben, unterscheiden sich
die drei experimentellen Gruppen nicht signifikant voneinander und die Werte sind in allen
Gruppen ahnlich verteilt mit einem Ausreisser nach oben in der PPVL-Gruppe. In der
Subgruppe der Zellen, welche GFP internalisiert haben, unterscheidet sich die BDL-Gruppe
signifikant von der PPVL-(p= 0,0072) sowie der Ctrl-Gruppe (p= 0,0046). Hier sind die Werte
in der PPVL- und der Ctrl-Gruppe deutlich homogener verteilt als in der BDL-Gruppe und der

gesamten Subgruppe der Zellen, welche GFP angehangt haben.

Die Aufteilung der Zellen, welche GFP internalisiert haben in die Subgruppen anhand der

Fluoreszenzmarker ist in Abbildung 42 ersichtlich.
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Abbildung 42 - Relative Haufigkeit der Zellen aus Peyer-Patches, welche GFP internalisiert
haben aufgeteilt in die vier Subgruppen anhand der Marker CD11b, CD11c sowie Gr-1 wie im
Kapitel «Analyse der Daten mittels IDEAS®» beschrieben. Fiir jede der Subgruppen ist die
relative Haufigkeit der Zellen in den drei experimentellen Gruppen dargestellt. ** = p<0,01

Bereits in Abbildung 41 war zu sehen, dass in der BDL-Gruppe am meisten Zellen
vorhanden sind, die GFP internalisiert haben. In Abbildung 42 zeigt sich nun, dass diese
Zellen zum gréssten Teil positiv sind flir CD11b und CD11c. In der Subgruppe der
CD11b*/CD11c* Zellen unterscheidet sich die BDL-Gruppe signifikant von der PPVL-(p=
0,0026) sowie der Ctrl-Gruppe (p= 0,0017). In den anderen Subgruppen unterscheiden sich
die experimentellen Gruppen nicht signifikant voneinander. In der Subgruppe der
CD11b*/CD11¢c/Gr-1* Zellen sind die Ctrl- sowie die PPVL-Gruppe homogen verteilt bei
Werten um 0 Zellen/1000 lebende Zellen, in der BDL-Gruppe gibt es jedoch einen erhéhten
Wert sowie zwei Werte, welche ebenfalls um 0 Zellen/1000 lebende Zellen liegen. Der
erhdhte Wert stammt aus dem gleichen Versuchstier, welches den zweithochsten Wert in der
BDL-Gruppe in der Subgruppe der CD11b*/CD11c* Zellen aufweist. Die Werte in der
Subgruppe der CD11b*/CD11c/Gr-1" sowie der CD11b/CD11c* Zellen liegen alle im Bereich
um 0 Zellen/1000 lebende Zellen.
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Abbildung 43 - Relative Haufigkeit der Zellen aus Peyer-Patches, welche GFP angehangt haben
aufgeteilt in die vier Subgruppen anhand der Marker CD11b, CD11c sowie Gr-1 wie im Kapitel
«Analyse der Daten mittels IDEAS®» beschrieben. Fiir jede der Subgruppen ist die relative
Haufigkeit der Zellen in den drei experimentellen Gruppen dargestelit. * = p<0,05

In Abbildung 41 zeigten sich keine Unterschiede zwischen den experimentellen Gruppen bei
den Zellen, welche GFP angehangt haben. Nach Aufteilung dieser Zellen in die
verschiedenen Subgruppen anhand ihrer Fluoreszenzmarker zeigt sich in Abbildung 43 ein
statistisch signifikanter Unterschied in der Subgruppe der CD11b*/CD11c* Zellen zwischen
der BDL-Gruppe und der PPVL-(p= 0,0152) sowie der Ctrl-Gruppe (p= 0,0115). In den
anderen Subgruppen unterscheiden sich die experimentellen Gruppen nicht statistisch
signifikant voneinander. Auffallig sind die Werte eines BDL-Versuchstieres, welche in drei
der vier Subgruppen deutlich hdher sind als die Werte der anderen BDL-Versuchstiere. Es
handelt sich dabei um das gleiche Versuchstier, welches in Abbildung 42 in der Subgruppe
der CD11b*/CD11c/Gr-1* Zellen einen erhdhten Wert aufweist. Die relative Haufigkeit der
Zellen, welche GFP angehangt haben, ist hier tief verglichen mit der relativen Haufigkeit der

Zellen, welche GFP internalisiert haben.
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Abbildung 44 - Relative Haufigkeit der Zellen aus Peyer-Patches, welche kein GFP enthalten,
aufgeteilt in die vier Subgruppen anhand der Marker CD11b, CD11c sowie Gr-1 wie im Kapitel
«Analyse der Daten mittels IDEAS®» beschrieben. Fiir jede der Subgruppen ist die relative
Haufigkeit der Zellen in den drei experimentellen Gruppen dargestelit. * = p<0,05, ** = p<0,01

Die Aufteilung der Zellen ohne GFP-Signal in die Subgruppen ergibt die in der Abbildung 44
dargestellten Werte. In der Subgruppe der CD11b*/CD11c¢* Zellen unterscheidet sich die
BDL-Gruppe statistisch signifikant von der PPVL-(p= 0,0046) sowie der Ctrl-Gruppe (p=
0,0040), wobei sich die PPVL- und die Ctrl-Gruppe nicht signifikant voneinander
unterscheiden. In der Subgruppe der CD11b*/CD11c’/Gr-1* Zellen unterscheidet sich die
BDL-Gruppe ebenfalls statistisch signifikant von der PPVL-(p= 0,0370) sowie der Ctrl-
Gruppe (p= 0,0279), wobei sich die PPVL- und die Ctrl-Gruppe wiederum nicht signifikant
unterscheiden. In der Subgruppe der CD11b*/CD11c/Gr-1" Zellen unterscheiden sich alle
drei experimentellen Gruppen nicht statistisch signifikant voneinander. Auffallig ist die
Subgruppe der CD11b7/CD11c* Zellen. Hier unterscheidet sich die BDL-Gruppe statistisch
signifikant von der PPVL-(p= 0,0019) und von der Ctrl-Gruppe (p= 0,0017), wahrenddem

sich die Ctrl- und die PPVL-Gruppe nicht statistisch signifikant voneinander unterscheiden.
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Im peripheren Blut konnten keine GFP-E. coli morphologisch identifiziert werden. Die
wenigen als GFP* identifizierten Zellen wurden anhand der Bilder gepriift und als

unspezifisch positiv befunden.

Blut, Kein GFP, Subgruppen
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Abbildung 45 - Relative Haufigkeit der Zellen aus peripherem Blut, welche kein GFP enthalten,
aufgeteilt in die vier Subgruppen anhand der Marker CD11b, CD11c sowie Gr-1 wie im Kapitel
«Analyse der Daten mittels IDEAS®» beschrieben. Fiir jede der Subgruppen ist die relative
Haufigkeit der Zellen in den drei experimentellen Gruppen dargestellt. *** = p<0,001, n.s.: nicht
signifikant

Werden die Zellen, welche kein GFP aufweisen, in ihre Subgruppen differenziert, zeigen sich
Unterschiede wie in Abbildung 45 aufgefuhrt. In der Subgruppe der CD11b*/CD11¢/Gr-1*
Zellen unterscheidet sich die BDL-Gruppe statistisch signifikant von der PPVL-(p= 0,0001),
wie auch von der Ctrl-Gruppe (p= 0,0002). Die anderen Gruppen unterscheiden sich jeweils
nicht statistisch signifikant voneinander. Auffallend ist, dass die Subgruppen der
CD11b*/CD11c* Zellen sowie der CD11b/CD11c* Zellen praktisch keine Zellen enthalten,
wahrenddem die Subgruppe der CD11b*/CD11¢/Gr-1* am meisten Zellen enthalt, gefolgt

von der Subgruppe der CD11b*/CD11¢c/Gr-1" Zellen.
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Abbildung 46 — Relative Haufigkeit von GFP-E. coli im Uberstand der ersten Zentrifugation aus
mLN, PP und Blut fiir die drei experimentellen Gruppen BDL, PPVL und Ctrl. *** = p<0,001,
***% = p<0.0001, n.s.: nicht signifikant

Der Uberstand der ersten Zentrifugation nach der Auflésung der Gewebeverbande wurde
separiert, bei hdherer Drehzahl erneut zentrifugiert und das aufgeloste Pellet am
ImageStream® gleichentags analysiert (siehe Abschnitt «\Vorbereitung der Zellen» flr weitere
Informationen hierzu). Die Gating-Strategie flr die GFP-E. coli ist im Abschnitt «Gating-
Strategie im Uberstand» beschrieben. Abbildung 46 zeigt die Resultate dieser Analyse in
Anzahl GFP-E. coli pro 1000 Zellen der korrespondierenden Zellsuspension, denn der

Uberstand enthalt keine Zellen mehr.

In den mLN-Proben konnten keine GFP-E. coli nachgewiesen werden. Die wenigen positiven
Signale erwiesen sich bei der morphologischen Beurteilung als falsch-positive Signale.

Ebenfalls konnten in den Blutproben keine GFP-E. coli nachgewiesen werden.

In den Peyer-Patches konnten GFP-E. coli nachgewiesen werden. Dabei weist die BDL-
Gruppe am meisten GFP-E. coli im Uberstand der Peyer-Patches auf und unterscheidet sich
statistisch signifikant von der PPVL-(p=<0,0001) wie auch von der Ctrl-Gruppe (p=0,0001).
Die PPVL- und die Ctrl-Gruppe der Peyer-Patches unterscheiden sich nicht statistisch

signifikant voneinander.
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Diskussion

Die zwei Ziele dieser Arbeit sind es, a) die primare Route der Translokation von FITC-
Dextran sowie E. coliim Gesunden, bei chronischer portalvendser Hypertension sowie bei
Leberzirrhose zu charakterisieren und b) die Subpopulation mononuklearer Zellen zu
charakterisieren und quantifizieren, welche die Translokation von E. coli in die mesenterialen

Lymphknoten vermittelt.

Die histologischen Untersuchungen liessen erkennen, dass das Lebergewebe eine
unterschiedlich starke Hintergrundfluoreszenz aufweist. Bei der Betrachtung der
digitalisierten Objekttrager zeigt sich, dass die Fluoreszenz nicht lokalisiert auftritt, sondern
ein gleichmassig verteiltes Muster aufweist. Faszinierenderweise ist diese
Hintergrundfluoreszenz in einigen Proben intensiver als die Autofluoreszenz der
Erythrozyten, von welchen bekannt ist, dass sie im grinen Fluoreszenzkanal eine deutliche
Autofluoreszenz aufweisen.®*% Es ist auch bekannt, dass die Leber grundsatzlich eine
schwache Autofluoreszenz im griinen Fluoreszenzkanal aufweist.?® Mit Ausnahme einiger
Proben (insbesondere in der Kontrollgruppe) ist diese Autofluoreszenz jedoch deutlich
geringer als das aufgefangene GFP-Signal. Weshalb es einen Unterschied in der Intensitat
der Autofluoreszenz des Lebergewebes zwischen den experimentellen Gruppen gibt, ist
unklar. Die grosse Streuung der Werte in der Kontrollgruppe kann hinweisend darauf sein,
dass es sich eher um eine verfahrenstechnische Verfalschung der Ergebnisse handelt als
um einen tatsachlichen Unterschied. Dann namlich sollten die Werte in der Kontrollgruppe
allesamt erhoht sein, was nicht der Fall ist. Diese Autofluoreszenz ist perivasal betont, wie

Abbildung 47 zeigt. Studien an Ratten zeigten unterschiedliche Autofluoreszenzmuster in
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Abbildung 47 - Autofluoreszenz im Lebergewebe, Ctrl-Gruppe, intestinaler Loop mit Injekt
von GFP-E. coli, Blau: DAPI-Filter, Griin: FITC-Filter, Skala 50 pm
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unterschiedlichen metabolischen Zustéanden, doch die gemessenen Unterschiede waren
deutlich geringer als die hier gemessenen.*®’ Bei der Analyse der Fluoreszenzintensitat der
Proben mit 4 kDa FITC-Dextran zeigt sich ein dhnliches Muster wie bei der Analyse der
Proben mit GFP-E. coli. Auch hier ist das Fluoreszenzmuster eine eher gleichmassige
Verteilung in der Kontrollgruppe. Bisherige Studien untersuchten die Unterschiede der
Autofluoreszenz zwischen Kontrolle und CCL4. Diese zeigten Unterschiede in der
Autofluoreszenz, welche mittels Algorithmen des maschinellen Lernens erkannt werden
kénnen und so die Diagnose einer Leberzirrhose unterstitzen kdnnen. Jedoch zeigen diese
Studien keinen derart grossen Unterschied zwischen Kontrolle und CCL4 wie er hier

gemessen wurde.%®

A) Route der Translokation

Eine Aussage dariber, ob die portalvendse oder die lymphatische Route die primare ist fur
die Translokation ist aufgrund der hier gezeigten Daten nicht abschliessend mdglich, doch
zeigt sich die Tendenz, dass bei Leberzirrhose die Translokation von GFP-E. coli in die
Leber starker ausgepragt ist als die Translokation in die mLN. Besonders ausgepragt ist
dieser Effekt in der CCL4-Gruppe, welche die starkste Leberschadigung aufweist. In der
BDL-Gruppe ist eine leichte Tendenz zu mehr Translokation in die Leber zu erkennen,
jedoch sind die Resultate nicht statistisch signifikant. Diese Erkenntnisse favorisieren die

portalvendse Route als primare Route der bakteriellen Translokation bei Leberzirrhose.

Das Hauptproblem bei der Interpretation liegt im hohen Signalbackground im griinen
Fluoreszenzkanal der Leber, welcher in den verschiedenen experimentellen Gruppen nicht
gleich gross war und allfallige Unterschiede zwischen den Gruppen vermutlich zu
Uberdecken vermochte. Dieser Background war sowohl bei den Experimenten mit Injektion
von GFP-E. coli als auch bei Injektion von 4 kDa FITC-Dextran und der Kontrolle ohne GFP
oder FITC-Dextran vorhanden und somit tatsachlich als Background des Lebergewebes zu
werten. Durch die Methodik der automatisierten Analyse mittels eines fixen Grenzwertes
konnten diese Unterschiede nicht kompensiert werden, da der Grenzwert Gber alle
experimentellen Gruppen hinweg gleich gewahlt wurde. In Experimenten von Sorribas et al.
mit Injektion von GFP-E. coli in den intestinalen Loop zeigte sich im Gesunden kein
mikrobiologisches Wachstum von GFP-E. coli in Proben der Leber und bei in-vivo-
Mikroskopie der Leber konnten keine GFP-E. coli in der gesunden Leber nachgewiesen
werden.® Bei Leberzirrhose jedoch zeigte sich eine deutliche Translokation von GFP-E. coli

in die Leber.8¢

Diese Hintergrundfluoreszenz der Leber im grinen Farbspektrum zeigt in diesem Experiment
Unterschiede zwischen den experimentellen Gruppen Ctrl, PPVL, BDL und CCL4, wobei sie

bei BDL und CCLs am geringsten ausgepragt ist. Da diese Hintergrundfluoreszenz der Leber
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in CCL4 und BDL am geringsten ist konnten die GFP-E. coli dort am spezifischsten
nachgewiesen werden, weshalb der Vergleich zwischen Leber und mLN in diesen Gruppen
durchgeflihrt werden konnte.

Ein nachstes Experiment, welches die Fragestellung der primaren Route der Translokation
zu beantworten sucht, konnte anstelle von GFP das rot fluoreszierende Protein drFP583 in
E. coli einsetzen. Diese rot fluoreszierenden E. coli kdnnen anschliessend in den intestinalen
Loop injiziert werden.% Dies sollte das Problem der Autofluoreszenz beheben, da die Leber
praktisch keine Autofluoreszenz im roten Spektrum aufweist. Analog kénnte auch ein
Dextran verwendet werden, welches mit einem anderen Fluorophor verknlpft ist, welches im
roten Spektrum fluoresziert. Falls jedoch dieser andere Fluorophor wahrend der
Translokation verandert wird (beispielsweise durch die Phagozytose des Bakteriums),
konnten auch mittels Radionuklid markierte Bakterien beziehungsweise Dextran eingesetzt
werden. Eine derartige Veranderung ist in diesem Experiment mit GFP nicht beobachtet

worden.

Lymphknoten zeigen praktisch keine Autofluoreszenz im griinen Fluoreszenzkanal. Somit ist
hier aufgefangenes Signal eindeutig den GFP-E. coli bzw. dem 4 kDa FITC-Dextran
zuzuordnen. Hier zeigt sich ein Unterschied zwischen den Stadien ohne Leberschadigung
und den Stadien mit kompensierter bzw. dekompensierter Leberzirrhose. Die Ctrl- sowie die
PPVL-Gruppe zeigen geringere Werte als die BDL- und die CCL4-Gruppe (Abbildung 33).
Diese Resultate deuten darauf hin, dass die Translokation von E. coli in die mesenterialen
Lymphknoten im Gesunden sowie bei portalvendser Hypertension von gleicher Quantitat ist.
Im Zustand der Leberzirrhose ist die bakterielle Translokation von E. coli in die
mesenterialen Lymphknoten erhdht. Die gleiche Tendenz ist bei Injektion von 4 kDa FITC-
Dextran in den intestinalen Loop zu beobachten. Auch hier ist die Translokation von 4 kDa
FITC-Dextran in die mesenterialen Lymphknoten im Gesunden sowie bei portalvendser
Hypertension von gleicher Quantitat. Bei Leberzirrhose jedoch ist die Translokation von 4
kDa FITC-Dextran in die mesenterialen Lymphknoten erhéht (Abbildung 34). Weitere
Experimente in unserem Labor zeigen, dass im Gesunden kein 4 kDa FITC-Dextran in die

Leber gelangt, was mit den hier gezeigten Resultaten in Einklang steht.®

B) Transport translozierender E. coli und involvierte Zellen

Die Resultate der ImageStream®-Analyse geben Aufschluss tber die Subpopulation
mononuklearer Zellen, welche die Translokation von GFP-E. coli vermitteln. Entsprechend
der Resultate von Milling et al. ist dieses Experiment darauf ausgerichtet, die Zellpopulation
der dendritischen Zellen in die beiden Gruppen CD11¢*/CD11b* sowie CD11¢*/CD11b" zu
differenzieren. Denn diese beiden Gruppen von dendritischen Zellen migrieren lymphatisch

aus dem Intestinum in die mesenterialen Lymphknoten.%?
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Grundsatzlich konnte gezeigt werden, dass mit dem ImageStream® eine sinnvolle
Méglichkeit vorhanden ist, wie die Internalisation von Bakterien in murinen Zellen
nachgewiesen werden kann. Auch konnte gezeigt werden, dass der Nachweis einzelner

fluoreszenzmarkierter Bakterien in einer Suspension problemlos mdglich ist.

1. Physiologischer Zustand
Die Resultate legen nahe, dass in gesunden Mausen GFP-E. coli von CD11b*/CD11c* Zellen

phagozytiert und in die mesenterialen Lymphknoten transportiert werden. Die Menge dieser
Translokation ist gering. In gesunden Mausen phagozytieren und transportieren
CD11b*/CD11c Zellen keine GFP-E. coli. In den Peyer-Patches konnten in gesunden
Mausen keine Zellen nachgewiesen werden, welche GFP internalisiert haben. Somit stellt
sich die Frage, ob in gesunden Mausen schlichtweg nur wenige E. coli Gber die Peyer-
Patches aufgenommen werden, weshalb sie in dieser Untersuchung nicht darstellbar sind
oder ob das Sampling von E. coli hier in der normalen Lamina propria stattfindet. Es zeigt
sich jedoch eine Population von CD11b*/CD11c* Zellen in den Peyer-Patches, welche
geringe Mengen an GFP-E. coli an ihrer Plasmamembran angehangt haben. Moéglicherweise
sind diese Zellen gerade dabei, die GFP-E. coli zu phagozytieren, wurden in diesem Prozess
jedoch durch die Gewebeaufarbeitung unterbrochen. Dies ware hinweisend darauf, dass das
Sampling und die Phagozytose luminaler E. coliim Gesunden ein langsamer Prozess ist, wie

bestehende Experimente bereits zeigen.?""2

2. Chronische portalvendse Hypertension
In Mausen mit chronischer portalvenéser Hypertension (PPVL-Gruppe) zeigt sich ein sehr

ahnliches Bild wie bei den gesunden Mausen, es ist keine pathologisch gesteigerte
Translokation messbar. Die GFP-E. coli werden durch CD11b*/CD11c* Zellen phagozytiert
und in die mesenterialen Lymphknoten transportiert. Die Menge dieser Translokation ist nicht
signifikant hoher als bei gesunden Mausen. In den Peyer-Patches zeigen sich keine
Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der PPVL-Gruppe. Auch hier zeigt sich eine
Population von CD11b*/CD11c* Zellen in den Peyer-Patches, welche geringe Mengen GFP-
E. coli an ihrer Plasmamembran angehangt haben. Die relativen Zellzahlen der Zellen ohne
GFP-E. coli sind bei gesunden Mausen sowie bei chronischer portalvendser Hypertension

nahezu identisch.

3. Leberzirrhose
Die Resultate zeigen, dass bei bilidrer Leberzirrhose (BDL-Gruppe) signifikant mehr GFP-E.

coli aus dem intestinalen Loop in die mesenterialen Lymphknoten gelangen als in der
Kontroll- und der PPVL-Gruppe. Diese E. coli sind hauptsachlich in CD11b*/CD11c* Zellen
internalisiert, jedoch in geringerem Masse auch in CD11b*/CD11¢c/Gr-1* Zellen. Ein

ebenfalls kleiner Anteil an GFP-E. coliist an CD11b*/CD11c* Zellen angehangt, eventuell
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hinweisend auf einen noch nicht abgeschlossenen Internalisationsprozess. In den Peyer-
Patches zeigt sich, dass bei Leberzirrhose deutlich mehr GFP-E. coliin CD11b*/CD11c*
Zellen internalisiert sind sowie auch mehr GFP-E. coli an CD11b*/CD11c* Zellen angehangt

sind.

Es kommen in den Peyer-Patches bei Leberzirrhose deutlich mehr CD11b*/CD11c* Zellen,
sowie CD11c*/CD11b" Zellen vor, verglichen mit dem gesunden Zustand. Ersteres erscheint
nachvollziehbar, da diese die eingedrungenen GFP-E. coli phagozytieren und in die
mesenterialen Lymphknoten transportieren, Letzteres deutet darauf hin, dass auch
CD11c*/CD11b" Zellen in die Peyer-Patches rekrutiert werden. Da diese Zellpopulation
jedoch keine GFP-E. coli in die mesenterialen Lymphknoten transportiert, konnte sie eine
lokale Abwehrfunktion innerhalb der Peyer-Patches ibernehmen. Die Funktion dieser
CD11c*/CD11b" Zellen im Zustand der Leberzirrhose ist noch ndher zu untersuchen. Weitere
durchflusszytometrische Untersuchungen der Peyer-Patches kénnen diese CD11¢c*/CD11b"
Zellpopulation weiter differenzieren und deren Einfluss auf die bakterielle Translokation
genauer untersuchen. Ebenfalls kommen in den Peyer-Patches bei Leberzirrhose mehr
CD11b*/CD11c/Gr-1* Zellen vor. Dies deutet auf eine lokale Infiltration mit Granulozyten hin,

welche im Rahmen der Entziindungsreaktion in die Peyer-Patches rekrutiert werden.

Bei Leberzirrhose konnten in den Peyer-Patches freie GFP-E. coli nachgewiesen werden.
Dies war im Gesunden sowie bei chronischer portalvendser Hypertension nicht der Fall. In
der Tat zeigen sich etwa 10-fach mehr GFP-E. coli im Uberstand (unabhéngig von zellularem
Transport) als beispielsweise gesamthaft in mLN detektierbar waren. Es ist anzunehmen,
dass durch eventuell verminderte phagozytotische Kapazitat der mononuklearen Zellen bei
Leberzirrhose eine gewisse Menge E. coli trans- oder gar parazellular in die Peyer-Patches
einzudringen vermag, welche nicht sofort phagozytiert werden kénnen.%67:9 Uber welche
Wege und Mechanismen E. coli bei Leberzirrhose in die Peyer-Patches gelangen, ist aktuell
noch offen. Ein bekannter Faktor ist die Entziindungsreaktion, welche die Integritat des
intestinalen Epithels beeintrachtigen kann.®? Es konnte gezeigt werden, dass die Peyer-
Patches bei Leberzirrhose ein wichtiges Einfallstor fUr translozierende E. coli darstellen.
Weitere Experimente sollten untersuchen, ob diese E. coli von den Peyer-Patches aus in das
portalvendse Blut oder in die Lymphe gelangen kénnen und so ein Transport freier E. coli,

welche nicht phagozytiert worden sind, vorhanden sein kdnnte.

Die erhdhte Anzahl Zellen ohne GFP der Subgruppe CD11b*/CD11¢c/Gr-1* im peripheren
Blut von BDL-Mausen kénnte hinweisend auf eine systemische Aktivierung und Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten sein (siehe Abbildung 45). Es ist bekannt, dass BDL-Mause
eine systemische Aktivierung von neutrophilen Granulozyten innerhalb der ersten drei Tage

nach der Operation entwickeln.'®



77

Im peripheren Blut sowie den mesenterialen Lymphknoten konnten keine freien GFP-E. coli
nachgewiesen werden. Somit muss angenommen werden, dass die Translokation von E. coli
in allen hier untersuchten Fallen zellgebunden geschieht oder dass die E. coli in der Leber
beziehungsweise den mesenterialen Lymphknoten vollstandig aus dem Blutstrom
beziehungsweise der Lymphe gefiltert werden. Hier ware es interessant, bei Experimenten
mit Injektion von fluoreszenzmarkierten E. coli in den intestinalen Loop nach abdominaler
Lymphadenektomie Proben direkt aus dem Ductus thoracicus zu entnehmen und allfallige
Bakterien mittels ImageStream® nachzuweisen. Aufgrund der hohen Sensitivitat dieser
Methode bei nur wenig bendétigtem Material kdnnte genau differenziert werden, ob die
Bakterien nur intrazellular oder auch frei in der Lymphe transportiert werden. Problematisch
ist hierbei die Kandullierung des Ductus thoracicus, welcher bei Mausen sehr fein ist. Im
gleichen experimentellen Setting kdnnte auch eine allfallige Translokation von
fluoreszenzmarkierten E. coli Uber die Portalvene untersucht werden, indem die Portalvene
kandlliert wird und Proben direkt entnommen werden. Auf diese Weise ware es moglich,
direkt die Menge an translozierenden E. coli im Lymphsystem und Blutsystem zu messen
und dasjenige System zu identifizieren, Gber welches der grésste Teil der pathologischen

bakteriellen Translokation geschieht.
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Key-Findings

A) Route der Translokation aus dem lleum bei gesunden, portal-hypertensiven und

zirrhotischen Mausen:

1.

Im gesunden Zustand findet sich fur 4 kDA FITC-Dextran wie auch GFP-E. coli
keine Translokation aus dem lleum in die Leber, gering aber nachweisbar
dagegen in die mesenterialen Lymphknoten. Dies unterstreicht die fur diese
Agentien physiologisch relevante lymphatische Route der Translokation entgegen

einer dahingehend restriktiv regulierten portalvenésen Route zur Leber.

Die Translokation von E. coli sowie von 4 KDA FITC-Dextran aus dem terminalen
lleum in die mesenterialen Lymphknoten wie auch in die Leber ist bei isolierter
chronischer portalvendser Hypertension gegentber gesunden Kontrollen nicht
erhoht. Damit ist bei chronischer Erhéhung die portale Hypertension kein
wesentlicher pathogenetisch beitragender Faktor zur Veranderung der

Translokation bei Leberzirrhose (s. unten).

Bei Leberzirrhose ist die Translokation von 4 kDA FITC-Dextran wie auch GFP-E.
coli in die mesenterialen Lymphknoten gegeniber gesunden Kontrollen deutlich
erhoht und auch in die Leber nachweisbar. Fur E. coli ist hierbei die dominante
Route die portal-vendse, da sich signifikant mehr GFP-E. coli intrahepatisch als in

den mesenterialen Lymphknoten finden.

B) Transport translozierender E. coli aus dem lleum und involvierte Zellen bei gesunden,

portal-hypertensiven und zirrhotischen Mausen:

1.

Mittels ImageStream® kann die Internalisation von GFP-E. coli in Zellen
verschiedener Gewebe untersucht werden. Ebenfalls ist die Detektion weniger bis

einzelner GFP-E. coli in FlUissigkeiten moglich.

Im physiologischen Zustand sowie bei isolierter chronischer portalvendser
Hypertension werden E. coli in den Peyer-Patches vornehmlich von
CD11b*/CD11c* Zellen phagozytiert und vermutlich hierliber in die mesenterialen

Lymphknoten transportiert.

Bei biliarer Leberzirrhose findet sich fur translozierende E. coli aus dem lleum in
die mLN eine gesteigerte Bindung an und Aufnahme in CD11b*/CD11c* Zellen, in
geringerem Masse auch CD11b*/CD11¢c/Gr-1* Zellen. Da sich in den Peyer-
Patches dieselbe gesteigerte Bindung an und Aufnahme in CD11b*/CD11¢*
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Zellen, in geringerem Masse auch CD11b*/CD11c/Gr-1* Zellen zeigt, welche den
entsprechenden Phagozytose-Prozess widerspiegeln dirfte, ist vom Transport der
E. coli (wenigstens teilweise) via dieser Zellpopulation vom ilealen Lumen in die

mLN auszugehen.

Die Gesamtzahl an CD11b*/CD11c* sowie CD11b*/CD11c/Gr-1* Zellen ist in mLN
wie auch in Peyer-Patches bei biliarer Leberzirrhose signifikant erhdht gegentber
gesunden Kontrolltieren. Dies durfte eine kompensatorische Steigerung der innate-
basierten Immunantwort als Reaktion auf die pathologisch gesteigerte bakterielle

Translokation widerspiegeln.

E. coli kbnnen bei bilidrer Leberzirrhose, nicht jedoch bei chronischer portaler
Hypertension oder gesunden Kontrollen in Peyer-Patches auch zellungebunden,
dh. «frei», nicht phagozytiert, nachgewiesen werden. Unter Berucksichtigung der
gezeigten Zahl an E. coli in diesem «freien» Kompartiment l1asst dies zum einen
eine im Bereich der Peyer-Patches bekanntermassen erleichterte, frihzeitige und
daher bei bilidrer Zirrhose dominant gesteigerte Route der Translokation
annehmen, sowie zum anderen eine trotz kompensatorisch gesteigerter Zahl an
phagozytierenden Zellen (s. oben) in den Peyer-Patches bei bilidrer Zirrhose
ungenigende Fahigkeit, die translozierenden Keime zellular zu bekdmpfen und zu
transportieren. Dies deckt sich auch mit der bekanntermassen bei Leberzirrhose
reduzierten und eingeschrankten phagozytotischen Funktion der mononuklearen

Zellen.

Im peripheren Blut sowie den mesenterialen Lymphknoten konnten keine solchen
«freien» E. coli nachgewiesen werden. Dies unterstreicht die effiziente
antibakterielle Immunantwort, die auch bei biliarer Zirrhose in dem hier gewahlten
Modell ausreichend erscheint, um eine zell-unabhangige Bakteriamie zu

verhindern.
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Abkiirzungsverzeichnis

Die in dieser Arbeit verwendeten Abkirzungen werden hier in alphabetischer Abfolge naher

erlautert.

Abkiirzung

pm Mikrometer

ACLF Acute-on-chronic liver failure, akut-auf-chronisches Leberversagen

ANOVA Analysis of variance

att attached, angehangt

BDL Bile duct ligation, Gallengangligatur

CCL; Trichlormethyl

ccL, CarborT tetrachloride, Tetrachlormethan bzw. Tetrachlormethan-induzierte

Leberzirrhose

cb Cluster of Differentiation

CcD103 Cluster of Differentiation 103, Integrin alpha E

CD11b Integrin a-M

CD11c Integrin a-X

CD8a Cluster of differentiation 8a

CFU Colony forming unit, koloniebildende Einheit

Ctrl Kontrolle

CX3CR1 (1:;(3C chemokine receptor 1, fractalkine receptor oder G-protein coupled receptor
Cy7 Cyanin 7

DAMPs Damage-associated molecular patterns (Schadigungsassoziierte molekulare Muster)
DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

DCs Dendritische Zellen

DNA Desoxyribonukleinsaure

DPBS Dulbecco's phosphate-buffered saline, Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlésung
E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FACS Fluorescence-activated cell sorting

Fc Fragment crystallisable
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FCS Fetal Calf Serum, fetales Kalberserum

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

GALT Gut associated lymphatic tissue (darmassoziiertes Immunsystem)
GFP Grin fluoreszierendes Protein

GVB Gut-vascular barrier (Darm-Geféss-Schranke)

HCS Hyperdynamic circulatory state, hyperdynamischer zirkulatorischer Zustand
IgA Immunglobulin A

IL-1 Interleukin-1

IL-6 Interleukin-6

IMDM Isocove's Modified Dulbecco's Medium

int internalized, internalisiert

kDa Kilodalton

LB Lysogeny broth Nahrmedium

Ly6C Lymphocyte antigen 6 complex locus C

Ly6G Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D

MLCK Myosin-leichte-Ketten-Kinase

mLN / mLNs | Mesenteriale Lymphknoten

MRXS MIRAX Virtual Slide File

MucC2 Mucin 2

mW Milliwatt

Nacl Natriumchlorid-L6sung

NAFLD Nichtalkoholische Fettlebererkrankung

NaN; Natriumazid

NASH Nichtalkoholische Steatohepatitis

nm Nanometer

PAMPs Pathogen-associated molecular patterns (Pathogen-assoziierte molekulare Muster)
PBS Phosphate-buffered saline, phosphatgepufferte Salzlosung

PE Phycoerythrin

PP Peyer-Patches

PPVL Partial portal vein ligation, partielle Portalvenenligatur
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PRRs Pattern-recognition receptors

RMS Root mean square, quadratisches Mittel

rpm Revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute

rRNA Ribosomale Ribonukleinsdure

SPF Specific pathogen-free, spezifisch pathogenfrei

Spi2 Salmonella pathogenicity island 2, Salmonella Pathogenitatsinsel 2
TBS Tris-buffered saline, Trisaminomethan-gepufferte Salzlésung
Th-Zellen T-Helferzellen

TNF Tumornekrosefaktor

TRITC Tetramethylrhodamin
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Abbildung 3 — Gleiche Region wie in Abbildung 2 nach Anwenden des Grenzwertes. Weiss: Pixel,
deren Wert grésser oder gleich gross wie der Grenzwert ist, Schwarz: Pixel, deren Wert kleiner
als der Grenzwert ist. SKala 500 JM .....ooooiiiiiiii e 29

Abbildung 4 - Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers mit einem 488 nm Laser und vier
Fluoreszenzkanalen. nm: Nanometer. Mit freundlicher Genehmigung von Fabian K.
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Abbildung 6 — Exzitations- und Emissionsspektren von DAPI (blau) und PE (gelb). Violettes Rechteck:
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Abbildung 7 — Schematische Darstellung des ImageStream Mark |l Imaging Flow Cytometers® von

Amnis®, graue Bereiche sind im verwendeten Gerét nicht eingebaut, Copyright by Amnis® ....... 35

Abbildung 8 — ImageStream® Aufnahme eines GFP-E. coli-Bakteriums. Kanal 1-4 sowie 6 sind die
Fluoreszenzkanale, Kanal 5 ist der Hellfeldkanal. Rot markiert sind gesattigte Pixel im GFP-Kanal
(2 210722 SRR 37

Abbildung 9 - ImageStream® Aufnahme eines GFP-E. coli-Bakteriums. Kanal 1-4 sowie 6 sind die
Fluoreszenzkanale, Kanal 5 ist der Hellfeldkanal. Im GFP-Kanal (Kanal 2) ist ein GFP-E. coli
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Abbildung 10 — Uberblick tber die Gating-Strategie der am ImageStream® aufgenommenen Daten.

Die einzelnen Diagramme werden nachfolgend genauer erlautert. ...........ccccooviiiiiiiene e, 42

Abbildung 11 - Dargestellt sind alle vom ImageStream® aufgenommenen Daten als Histogramm mit
dem Gradient RMS als x-Achse und der relativen Haufigkeit als y-Achse. Die gelbe Linie stellt
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Abbildung 12 - Hoher Gradient RMS, scharfes Bild, Hellfeldaufnahme .............cccccooviiiis 44
Abbildung 13 - Niedriger Gradient RMS, unscharfes Bild, Hellfeldaufnahme ...................ccccovviieeeee. 44

Abbildung 14 - Streudiagramm der Objekte im Fokus. x-Achse: Flache des Objektes im Hellfeldkanal,
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Abbildung 15 — In der Mitte das in Abbildung 14 dargestellte Streudiagramm. Die Pfeile zeigen, wo die

dargestellten Objekte in diesem Streudiagramm positioniert sind. Aufnahmen im Hellfeldkanal. 45

Abbildung 16 - Histogramm der Intensitat der Fluoreszenz von eFluor 450 von allen Einzelzellen. x-

Achse: Fluoreszenzintensitat von eFluor 450, y-Achse: relative Haufigkeit...........ccccccevvveeeennn. 46

Abbildung 17 — Streudiagramm der lebenden Zellen. x-Achse: Intensitat des GFP-Signals aller Pixel,

y-Achse: Intensitat des hellsten Pixels im GFP-Kanal. Jeder Punkt entspricht einer Zelle. ......... 47

Abbildung 18 — Darstellung der durch die in Abbildung 17 gezeigten Gate ausgewahlten Zellen. Die
Spalten entsprechen den bezeichneten Fluoreszenzkanalen sowie dem Hellfeldkanal

(Brightfield). Jede Spalte zeigt eine analysierte Zelle...........c.coocuvieieiiiiiiie e, 47

Abbildung 19 — Histogramm des Verhaltnisses zwischen intrazellularem GFP-Signal und GFP-Signal
der gesamten Zelle inklusive Plasmamembran als Logarithmus. Dargestellt sind auch die beiden

Gates fir internalisiert (rechts) und angehangt (liNkS).........oooiiiiii e, 48

Abbildung 20 - Die obere Zelle hat GFP internalisiert, die untere Zelle hat GFP ausserhalb der
Plasmamembran angeheftet. Links Hellfeldkanal, Mitte GFP-Kanal (griin), Rechts Uberlagerung
von Hellfeld- und GFP-Kanal............cooiiiiii e 49

Abbildung 21 — Streudiagramm der Intensitat der Farbung von CD11c auf der x-Achse und der

Intensitat der Farbung von CD11b auf der y-Achse. Dargestellt sind die drei Gates, jeder Punkt
ENESPFICHE @INEI ZEIIE. ...t e e e e e e 49

Abbildung 22 — Oben: Beispiel einer CD11b/CD11c* Zelle. Unten: Beispiel einer CD11b*/CD11c*

Zelle. Dargestellt sind alle Fluoreszenzkanale sowie der Hellfeldkanal. .............ccccccvvvvivneeennnnnn. 50

Abbildung 23 — Histogramm mit der Intensitat der Farbung fiir Gr-1 auf der x-Achse und der relativen

Haufigkeit auf der y-Achse. Dargestellt sind die beiden Gates fir Gr-1* sowie Gr-1-................... 50
Abbildung 24 - Oben: Beispiel einer CD11b*/CD11c/Gr-1* Zelle. Unten: Beispiel einer CD11b*/CD11¢c

/Gr-1- Zelle. Dargestellt sind alle Fluoreszenzkanale sowie der Hellfeldkanal. ........................... 51
Abbildung 25 - Uberblick liber die Gating-Strategie zur Detektion von GFP-E. coli im Uberstand. Die

einzelnen Diagramme werden nachfolgend genauer erlautert.............ocooeiii e, 52
Abbildung 26 — Dargestellt sind alle aufgenommenen Daten als Histogramm mit der Intensitat im

grunen Fluoreszenzkanal als x-Achse und der relativen Haufigkeit als y-Achse. Die blaue Linie
stellt das Gate dar, mit welchem GFP+ Objekte selektiert werden. ...........cccooiiiiiiii, 52

Abbildung 27 — GFP+ Objekte als Histogramm mit der Intensitat des hellsten Pixels im Bild als x-
Achse und der relativen Haufigkeit als y-Achse. In orange ist das Gate dargestellt, welches nur

diejenigen Objekte auswahlt, welche ein helles Pixel im GFP-Kanal aufweisen.......................... 53
Abbildung 28 — Streudiagramm der gegateten Objekte aus Abbildung 27. x-Achse: Flache des
Objektes im Hellfeldkanal, y-Achse: Aspect Ratio des Objektes im Hellfeldkanal. ...................... 53

Abbildung 29 — Streudiagramm der gegateten Objekte aus Abbildung 28. Die Achsen zeigen die
Intensitaten in den Fluoreszenzkanélen 3, 4 und 6 dar. Das rechte Streudiagramm verwendet die

Objekte des Gates aus dem linken Streudiagramm. .........c.ccoeeeiiiiiiie e 54

Abbildung 30 — Beispiele von gegateten GFP-E. coli. Dargestellt sind alle Fluoreszenzkandle und der
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Abbildung 31 - Positiver Pixelanteil von Leber und mLN der BDL-Gruppe. .........cccccveeiiiiieeneniiiiieenn, 56
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Abbildung 33 — Positiver Pixelanteil in den mesenterialen Lymphknoten fir alle untersuchten
experimentellen Gruppen des intestinalen Loops mit Injektion von GFP-E. coli. Ctrl: Kontrolle,
PPVL: Partielle Portalvenenligatur, BDL: Gallengangligatur, CCL4: Tetrachlormethan-induzierte
Leberzirrhose. * = P<0,05.. .. e e e e e 58

Abbildung 34 - Positiver Pixelanteil in den mesenterialen Lymphknoten fir alle untersuchten
experimentellen Gruppen des intestinalen Loops mit Injektion von GFP-E. coli. Ctrl: Kontrolle,

PPVL: Partielle Portalvenenligatur, BDL: Gallengangligatur .............cccccceiiiiiiiiieiiniiiec e, 59

Abbildung 35 — Relative Haufigkeit GFP positiver Zellen in Proben der mesenterialen Lymphknoten
(mLN) fur die drei experimentellen Gruppen BDL (Gallengangligatur), PPVL (partielle
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Abbildung 36 — Relative Haufigkeit der Zellen, die GFP internalisiert (int) beziehungsweise angehangt
(att) haben fur die drei experimentellen Gruppen BDL, PPVL und Ctrl. * = p<0,05, ** = p<0,01,
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Abbildung 37 — Relative Haufigkeit der Zellen aus mLN, welche GFP internalisiert haben aufgeteilt in
die vier Subgruppen anhand der Marker CD11b, CD11c¢ sowie Gr-1 wie im Kapitel «Analyse der
Daten mittels IDEAS®» beschrieben. Fiir jede der Subgruppen ist die relative Haufigkeit der

Zellen in den drei experimentellen Gruppen dargestellt. *** = p<0,001, **** = p<0.0001 ............. 62

Abbildung 38 - Relative Haufigkeit der Zellen aus mLN, welche GFP angehangt haben aufgeteilt in die
vier Subgruppen anhand der Marker CD11b, CD11c sowie Gr-1 wie im Kapitel «Analyse der
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Abbildung 39 - Relative Haufigkeit der Zellen aus mLN, welche kein GFP enthalten, aufgeteilt in die
vier Subgruppen anhand der Marker CD11b, CD11c¢ sowie Gr-1 wie im Kapitel «Analyse der
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Abbildung 40 - Relative Haufigkeit GFP positiver Zellen in Proben der Peyer-Patches (PP) fir die drei
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Abbildung 41 - Relative Haufigkeit der Zellen aus Peyer-Patches, die GFP internalisiert (int)
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Abbildung 42 - Relative Haufigkeit der Zellen aus Peyer-Patches, welche GFP internalisiert haben
aufgeteilt in die vier Subgruppen anhand der Marker CD11b, CD11c sowie Gr-1 wie im Kapitel
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Abbildung 43 - Relative Haufigkeit der Zellen aus Peyer-Patches, welche GFP angehangt haben
aufgeteilt in die vier Subgruppen anhand der Marker CD11b, CD11c sowie Gr-1 wie im Kapitel
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«Analyse der Daten mittels IDEAS®» beschrieben. Fiir jede der Subgruppen ist die relative

Haufigkeit der Zellen in den drei experimentellen Gruppen dargestellt. * = p<0,05 ..................... 68

Abbildung 44 - Relative Haufigkeit der Zellen aus Peyer-Patches, welche kein GFP enthalten,
aufgeteilt in die vier Subgruppen anhand der Marker CD11b, CD11c sowie Gr-1 wie im Kapitel
«Analyse der Daten mittels IDEAS®» beschrieben. Fiir jede der Subgruppen ist die relative

Haufigkeit der Zellen in den drei experimentellen Gruppen dargestellt. * = p<0,05, ** = p<0,01 . 69

Abbildung 45 - Relative Haufigkeit der Zellen aus peripherem Blut, welche kein GFP enthalten,
aufgeteilt in die vier Subgruppen anhand der Marker CD11b, CD11c sowie Gr-1 wie im Kapitel
«Analyse der Daten mittels IDEAS®» beschrieben. Fiir jede der Subgruppen ist die relative
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Abbildung 46 — Relative Haufigkeit von GFP-E. coli im Uberstand der ersten Zentrifugation aus mLN,
PP und Blut fiir die drei experimentellen Gruppen BDL, PPVL und Ctrl. *** = p<0,001,
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Abbildung 47 - Autofluoreszenz im Lebergewebe, Ctrl-Gruppe, intestinaler Loop mit Injektion von
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