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1. Einleitung
1.1 Alter und altersassoziierte Veranderungen in Leber und Darm

1.1.1 Definition des Begriffs ,Altern” und physiologische Veranderungen im
Alter

Altern ist ein fortschreitender biologischer Prozess, der durch die fortlaufende Ansammlung
molekularer und zellularer Schaden zu funktionellem Abbau, hoherem Krankheitsrisiko und
schlieBlich zum Tod fuhrt (WHO, 2024a). Ab wann ein Mensch als ,,alt” gilt, hangt vom Kontext
ab: Wahrend die World Health Organization (WHO) keine feste Altersgrenze definiert, wird in
Medizin, Demografie sowie im Rahmen von Ruhestand und Sozialversicherung haufig das 65.
Lebensjahr als Beginn des hoheren Lebensalters angesetzt (Sabharwal et al., 2015). Laut
United Nations Population Division lag der weltweite Anteil der Uber 65-Jdahrigen 2024 bei
rund 10,3 % (United Nations Population Fund, o.J.). Prognosen zufolge wird dieser Anteil
weiter steigen, sodass kiinftig mehr adltere Menschen als Kinder leben werden (WHO, 2024a).
Auch in Osterreich ist der demografische Wandel deutlich erkennbar: 2025 waren 20,2 % der
Bevolkerung 65 Jahre oder élter (Statista Research Deparment, 2025), bis 2060 wird ein
Anstieg auf etwa 29 % erwartet (STATISTIK AUSTRIA, 2024) (siehe Abbildung 1). Die gesunde
Lebenserwartung (Health-Adjusted Life Expectancy) liegt jedoch deutlich unter der
durchschnittlichen: Fiir 2022 wurden bei Geburt 71,5 Jahre fiir Frauen und 70,3 Jahre fir
Manner berechnet (GBD 2021 Forecasting Collaborators, 2024), wahrend die
Gesamtlebenserwartung 2021 bei 84,1 bzw. 79,2 Jahren lag (GBD 2021 Demographics
Collaborators, 2024). Dies bedeutet, dass viele iltere Menschen in Osterreich mehrere Jahre
mit gesundheitlichen Einschrdankungen leben. Zu den haufigsten erndhrungsassoziierten
Erkrankungen zdhlen dabei Bluthochdruck und Fettstoffwechselstérungen, wie die
Osterreichische Gesundheitsbefragung 2019 zeigt (STATISTIK AUSTRIA, 2020).

Auf molekularer Ebene ist Altern mit verschiedenen biologischen Prozessen assoziiert, den
sogenannten ,Hallmarks of Aging” (siehe Abbildung 2). Dazu zdhlen Telomerverkiirzung,
epigenetische Veranderungen, mitochondriale Dysfunktion, DNA-Schaden, verringerte
Stammzellregeneration, Verlust der Proteostase, gestorte Nahrstoffwahrnehmung, zelluldre
Seneszenz, beeintrachtigte Makroautophagie, veranderte Zellkommunikation, Dysbiose und

chronische Entziindungen (Lopez-Otin et al., 2023). Dieser chronische, niedriggradige



Entziindungszustand ohne akute Infektion, der altersassoziierte Erkrankungen férdern kann,

wird auch als ,Inflammaging”

bezeichnet

(Franceschi &

Campisi,

2014).

Diese Veranderungen betreffen auch spezifische Organsysteme wie Leber und Darm, deren

physiologische Alterung in den folgenden Kapiteln ndaher beleuchtet wird.

A B
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Abbildung 1: Bevolkerungsprognose Osterreichs 2025 & 2060

A: Osterreichische Bevélkerungsprognose fiir das Jahr 2025. Der Anteil der 2 65-Jdhrigen lag 2025 bei 21 %. B:

Osterreichische Bevdlkerungsprognose fiir das Jahr 2060. Laut Prognosen soll der Anteil der > 65-J3hrigen im

Jahr 20260 auf 29 % steigen. Die Abbildung wurde nach (STATISTIK AUSTRIA, 2024) modifiziert.
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Abbildung 2: Die Kennzeichen des Alterns - "Hallmarks of Aging"



Altern ist gekennzeichnet durch verschiedene biologische Prozesse, darunter Telomerverkiirzung, epigenetische
Veranderungen, mitochondriale Dysfunktion, DNA-Schdden, verringerte Stammzellregeneration, Verlust der
Proteostase, gestorte Nahrstoffwahrnehmung, zelluldre Seneszenz, beeintrachtigte Makroautophagie,
veranderte Zellkommunikation, Dysbiose und chronische Entziindungen. Die Abbildung wurde nach (L6pez-Otin

et al., 2023) modifiziert.

1.1.2 Altersassoziierte Veranderungen der Leberfunktion

Die Leber Gbernimmt zentrale Stoffwechselfunktionen, darunter die Verstoffwechslung von
Nahrstoffen, die Regulation des Blutvolumens, die Modulation endokriner Prozesse sowie die
Unterstlitzung der Immunantwort (Yao et al.,, 2025). Mit zunehmendem Alter lassen sich
strukturelle und funktionelle Veranderungen beobachten, die mdglicherweise die
Organleistung und Krankheitsanfalligkeit beeinflussen (Trefts et al., 2017; Asrani et al., 2019).
Dazu zahlen unter anderem ein reduziertes Lebervolumen und eine verringerte Durchblutung,
Lipofuszin-Akkumulation in Hepatozyten, verminderte Dichte des glatten endoplasmatischen
Retikulums sowie eine Abnahme der Gallensdauresekretion und Regenerationsfahigkeit
(Schmucker, 2005; Tajiri & Shimizu, 2013).

Tierexperimentelle Studien deuten darauf hin, dass selbst bei altersbedingter ,gesunder”
Leberdegeneration inflammatorische Prozesse und fibrotische Veranderungen auftreten
konnen, die unter anderem mit erhohter Translokation bakterieller Endotoxine infolge einer
gestorten Darmbarriere sowie der Aktivierung von Toll-like-Rezeptor-(TLR)-4-abhangigen
Signalkaskaden assoziiert sind und zur Aufrechterhaltung des Inflammaging beitragen (Jin et
al., 2020) (siehe Abbildung 3). Auch epigenetische Verdanderungen, wie etwa veranderte DNA-
Methylierungsmuster in differentiell methylierten Regionen, scheinen inflammatorische
Signalwege zu beeinflussen (Field et al., 2018). Darliber hinaus wird angenommen, dass
altersbedingte Telomerverkiirzung genomische Instabilitat und Zellzyklusarrest begiinstigen
konnte (Penrice et al., 2024), wahrend seneszente Hepatozyten durch die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine die regenerative Kapazitat weiter einschranken (Watanabe et
al., 2017). Erhohte Spiegel reaktiver Sauerstoffspezies konnten oxidativen Stress, DNA-
Schaden und mitochondriale Dysfunktion fordern (Szeto, 2006). Studien weisen auch
daraufhin, dass eine Uberaktivierung des Hedgehog-Signalwegs zusitzlich zur Hemmung von
Zellproliferation und Regeneration beitragt (Yao et al., 2025).

Insgesamt wird diskutiert, dass neben den natirlichen degenerativen Veranderungen diese

molekularen Anpassungen das Risiko flir chronische Lebererkrankungen und erhéhte

3



Mortalitat im Alter steigern kdonnte (Fontana et al., 2013). Ein besseres Verstiandnis der
zugrunde liegenden Mechanismen konnte daher eine Grundlage fir praventive und

therapeutische Strategien zum Erhalt der Leberfunktion im héheren Lebensalter bieten.

Normale } Erhohte
Endotoxinwerte : Endotoxinwerte
Entziindung
Tlr-4-Signalgebung
Fibrose
Apoptose

Abbildung 3: Altersbedingte Degeneration des Lebergewebes

Wahrend bei jungen Tieren mit ,gesunder” Leberstruktur normale Endotoxinwerte vorliegen, zeigen altere Tiere
erhohte Endotoxinwerte, die mit Entziindung, Aktivierung der Toll-like-Rezeptor(TLR)-4-Signalgebung, Fibrose
und Apoptose assoziiert sind. Diese Prozesse tragen wesentlich zur Aufrechterhaltung des Inflammaging bei. Die

Abbildung wurde nach (Jin et al., 2020) modifiziert.

1.1.3 Altersassoziierte Veranderungen der Darmbarriere

Die intestinale Barriere tragt wesentlich zur Aufrechterhaltung der Homdoostase bei, indem sie
vor pathogenen Mikroorganismen, Toxinen und anderen potenziell schadlichen Substanzen
schiitzt, wahrend sie gleichzeitig die selektive Aufnahme von Nahrstoffen, Wasser und
Elektrolyten ermdglicht (Turner et al., 2009). Sie besteht aus einer schiitzenden Mukusschicht,
dem intestinalen Epithel mit interzellullaren Tight Junctions sowie immunologischen
Komponenten wie Becherzellen, Paneth-Zellen, intraepithelialen Lymphozyten und
antigenprasentierenden Zellen (Shemtov et al., 2022; Untersmayr et al., 2022).

Obwohl die Gesamtarchitektur des Epithels auch im Alter weitgehend erhalten bleibt (Brandt
et al., 2022), deuten verschiedene Befunde auf funktionelle Veranderungen hin. So wurde
berichtet, dass die Expression von Tight-Junction-Proteinen wie Z0O-1, Occludin und JAM-A mit
zunehmendem Alter abnimmt, wahrend die permeabilitatsférdernde Expression von Claudin-
2 sowie die Hochregulation von microRNA-29a zunehmen kénnen (Tran & Greenwood-Van
Meerveld, 2013; Ye et al., 2011). Auch eine Stérung der Stickstoffmonoxid-(NO)-Homdbostase

wurde beschrieben, die in Kombination mit dem Verlust von Tight-Junction-Proteinen die



Barriere zusatzlich beeintrachtigen konnte (Brandt et al., 2022). Diese Verdanderungen fiihren
zu einer erhohten parazelluliren Permeabilitdit, wodurch mikrobielle Bestandteile,
insbesondere Lipopolysaccharide (LPS), aus dem Darmlumen in die Zirkulation gelangen (Jin
et al., 2020; Untersmayr et al., 2022). Dieses Phanomen wird als ,,metabolische Endotoxamie”
bezeichnet (Ghosh et al.,, 2020). In diesem Zusammenhang wurden auch erhohte
Konzentrationen von LPS-bindendem Protein (LBP) und l6slichem CD14 (sCD14) im Serum
beschrieben, die eine endotoxinvermittelte Immunaktivierung anzeigen kénnen (Walker et
al., 2019). Dariber hinaus wird ein Zusammenhang zwischen der altersbedingten Dysbiose der
Darmmikrobiota und der gestorten Barrierefunktion im Kolon diskutiert (Nagpal et al., 2018).
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass selbst bei einer Transplantation der
Mikrobiota von juvenilen Mdusen in alte Mause die Barrierefunktionsstorung bestehen bleibt,
was auf intrinsische, altersabhdngige Verdanderungen im Darmepithel hinweisen kdnnte
(Brandt et al.,, 2022). Zusammenfassend deuten zahlreiche Studien darauf hin, dass die
Darmbarriere mit zunehmendem Alter geschwacht sein konnte. Diese Verdanderungen werden
mit einer erhdhten Anfalligkeit flir gastrointestinale Erkrankungen in Verbindung gebracht

und kdnnten zur systemischen Inflammationslast im Alter beitragen.

1.2 Alkoholkonsum und Alkoholmetabolismus

1.2.1 Konsumverhalten von Jugendlichen und jungen Erwachsenen:
Entwicklungen und Trends

Alkohol ist das am haufigsten konsumierte Suchtmittel unter Jugendlichen und jungen
Erwachsenen. Weltweit gaben 27 % der Jugendlichen fiir das Jahr 2018 an, im letzten Monat
Alkohol konsumiert zu haben (WHO, 2018). Spatere regionale Daten legen nahe, dass diese
Zahl in Europa 2022 bei etwa 37 % lag (WHO/Europe, 2024). Alkohol ist die einzige
psychoaktive Substanz mit erheblichem Einfluss auf die globale Gesundheit, die international
nicht durch rechtlich bindende Regulierungsinstrumente erfasst ist (WHO, 2024b). Ein
Konsum in jungen Jahren erhdoht zudem das Risiko, spater eine Abhédngigkeit zu entwickeln
(Ventura-Cots et al., 2017).

Die Adoleszenz, die Entwicklungsphase zwischen Kindheit und Erwachsenenalter, gepragt von
Wachstum, pubertdrer Reifung und neurobiologischen Veranderungen, geht mit erhéhter

Anfalligkeit fir exogene Einflisse wie Alkohol einher (Windle et al., 2008). Haufig treten in



dieser Lebensphase riskante Konsummuster auf, darunter Rauschtrinken (Binge-Drinking),
definiert vom National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism (NIAAA) als Trinkmuster, bei
dem die Blutalkoholkonzentration innerhalb von etwa zwei Stunden auf mindestens 0,08 g/d|I
steigt. Dies entspricht bei Erwachsenen mindestens flinf Standardgetranken fir Manner bzw.
vier fur Frauen (siehe Abbildung 4). Jugendliche erreichen diesen Wert oft schon aufgrund
geringerer Kérpermasse und geringerer Stoffwechselkapazitat bereits nach drei bis fiinf Drinks
(NIAAA, 2025).

Studien weisen darauf hin, dass junge Menschen Uberproportional von alkoholbedingten
Folgen betroffen sind. So waren im Jahr 2019 13 % aller Todesfdlle der 20- bis 30-Jahrigen
alkoholbedingt (siehe Abbildung 5). In den USA berichteten 2023 rund 28,7 % der 18- bis 25-
Jahrigen von Rauschtrinken im letzten Monat; bei Vollzeitstudierenden waren es 27,9 %
(WHO, 2024b). In Osterreich konsumieren 53 % der 15-J4hrigen Alkohol, deutlich tiber dem
HBSC-Durchschnitt von 37 %, der aus der internationalen WHO-Studie (HBSC) stammt. Der
Alkoholkonsum steigt mit zunehmendem Alter, variiert nach soziokonomischem
Hintergrund, und Jungen berichten haufiger regelmaRligen Konsum als Madchen (Felder-Puig
et al., 2024).

Diese Daten verdeutlichen, dass riskante Trinkmuster, insbesondere Binge-Drinking, trotz teils
ricklaufiger Trends weiterhin eine erhebliche Herausforderung fir die 6ffentliche Gesundheit
darstellen. Die Auswirkungen wiederholter Ethanolexposition im Jugendalter auf Leber- und
Darmfunktionen im Hinblick auf die altersassoziierten Verdanderungen im Erwachsenenalter

sind bislang jedoch kaum untersucht.

Abbildung 4: Definition von Rauschtrinken (Binge-Drinking) nach NIAAA
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Beschrieben wird ein Trinkmuster, bei dem die Blutalkoholkonzentration innerhalb von etwa zwei Stunden auf
> 0,08 g/dl steigt, was bei Frauen dem Konsum von mindestens vier und bei Mannern von mindestens fiinf

Standardgetrdanken entspricht. Die Abbildung wurde nach (NIAAA, 2025) modifiziert.
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Abbildung 5: Prozentsatz der alkoholbedingten Todesfdlle an den Gesamttodesfallen nach
Altersgruppe und WHO-Regionen und der Welt, 2019

Weltweit war Alkohol im Jahr 2019 fiir 6,7 % aller vorzeitigen Todesfalle verantwortlich. Jiingere Menschen
waren im Vergleich zu alteren Menschen (berproportional von Alkohol betroffen, wobei der Anteil der
alkoholbedingten Todesfille an allen Todesfallen bei Personen im Alter von 20 bis 39 Jahren am hochsten war;
13,0 % aller Todesfélle unter diesen Personen waren auf Alkoholkonsum zurlickzufiihren. Global = Weltweit, AFR
= Afrika, AMR = Amerika, EMR = Ostliches Mittelmeer, EUR = Europa, SEAR = Siidostasien, WPR = Westpazifik.
Die Abbildung wurde nach (WHO, 2024b) modifiziert und Ubersetzt. Diese Ubersetzung wurde nicht von der
WHO erstellt. Die WHO ist nicht fiir den Inhalt oder die Richtigkeit dieser Ubersetzung verantwortlich. Die

englische Originalausgabe ist verbindlich und authentisch. Lizenz: CC BY-NC-SA 3.0 IGO.

1.2.2 Abbauwege von Ethanol und toxische Zwischenprodukte

Die gesundheitsschadlichen Wirkungen des Alkoholkonsums beruhen in erster Linie auf dem
Ethanolgehalt. Ethanol (EtOH) entfaltet seine Effekte (iber drei Hauptwege: Durch direkte
toxische Wirkungen auf Organe und Gewebe, durch seine psychoaktiven Eigenschaften, die
zu Rauschzustanden mit Beeintrachtigungen von Kognition, Motorik und Verhalten fiihren,
sowie durch die Entwicklung einer Abhangigkeit, die schadliche Konsummuster begilinstigt

(WHO, 2007; Rehm et al., 2017). Weitere Bestandteile alkoholischer Getrdnke wie



Acetaldehyd, Methanol, Ethylcarbamat oder Schwermetalle tragen zuséatzlich zur Toxizitat bei
(Pal et al., 2020).

Nach oraler Aufnahme wird EtOH Uberwiegend im Dinndarm durch passive Diffusion
aufgenommen und gelangt lber die Pfortader in die Leber (Levine et al., 2020). Ein kleiner
Anteil wird bereits im Magen von Schleimhautenzymen wie der Alkoholdehydrogenase (ADH)
metabolisiert (First-Pass-Effekt). Der Hauptabbau von EtOH erfolgt in den Hepatozyten:
Ethanol wird primar im Zytosol durch ADH zu Acetaldehyd oxidiert (Baraona et al., 2001; Osna
et al.,, 2022) und bei hohen Konzentrationen zusatzlich (iber das mikrosomale Ethanol-
oxidierende System (CYP2E1) abgebaut (Jiang et al., 2020) (siehe Abbildung 6). Das
entstandene  Acetaldehyd wird anschlieRend in den Mitochondrien durch
Aldehyddehydrogenase (ALDH) zu Acetat umgewandelt, das Uber Acetyl-CoA in den
Energiestoffwechsel eingeschleust wird (Levine et al., 2020). Die Ethanoloxidation verschiebt
das Redoxverhaltnis zugunsten von NADH (Levine et al., 2020), hemmt Glukoneogenese,
Glykolyse und Citratzyklus und steigert die Fettsdauresynthese, die ein wesentlicher
Mechanismus der alkoholbedingten Fettleber ist (Osna et al., 2022; Zakhari & Li, 2007).
CYP2E1 tragt bei chronischem Konsum zusatzlich zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
bei (Ekstrom & Ingelman-Sundberg, 1989; Wang et al., 2009), reduziert die antioxidative
Kapazitat durch Glutathionmangel (Wu & Cederbaum, 1999; Wang et al., 2009) und aktiviert
potenziell Prokarzinogene, wodurch Leberschaden und Karzinogenese gefordert werden (Wu
& Cederbaum, 1999; Guengerich et al., 1991). Der Darm spielt ebenfalls eine Rolle:
Chronischer Alkoholkonsum kann zur Dysbiose fiihren, die Darmpermeabilitat erhéhen und
die Translokation bakterieller Toxine wie LPS in den Pfortaderkreislauf beglinstigen (Chung et
al., 2025; Jin et al. 2020). In der Leber erkennen Kupffer-Zellen diese tiber Toll-like-Rezeptoren,
aktivieren NF-kB und proinflammatorische Zytokine wie TNF-a, verstarken ROS-Bildung (Jung
et al., 2023) und tragen zur Entstehung alkoholbedingter Lebererkrankungen bei (Albano,
2008). Die Kombination aus direkter chemischer Toxizitdt, Redoxverschiebung,
Fettakkumulation und immunologischer Entziindungsreaktion macht Ethanol besonders

schadlich fir Leber und Darm.
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Abbildung 6: Uberblick iiber den Ethanolabbau in der Leber

Ethanol wird im Zytosol primar durch die Alkoholdehydrogenase (ADH) zu Acetaldehyd oxidiert, welches in den
Mitochondrien durch die Aldehyddehydrogenase (ALDH) weiter zu Acetat metabolisiert wird. Acetat wird zu
Acetyl-CoA umgewandelt und kann in den Citratzyklus (TCA-Zyklus) eingeschleust oder fiir die Synthese von
Fettsauren, Aminosauren und Glucose genutzt werden. Zusatzlich katalysiert das Cytochrom P450 2E1 (CYP2E1)
im endoplasmatischen Retikulum ebenfalls die Umwandlung von Ethanol, wobei reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
entstehen, die durch Glutathion (GSH) entgiftet werden konnen. Akkumulierendes Acetaldehyd sowie ROS
beglinstigen die Bildung von DNA- und Proteinaddukten, was zur hepatotoxischen Wirkung von Alkohol beitragt.

Die Abbildung wurde nach (Molina et al., 2014) modifiziert.

1.3 Einfluss von Alkohol auf den Alterungsprozess

1.3.1 Altersabhdngige alkoholbedingte Leberschadigung

Als zentrales Organ im Ethanolstoffwechsel scheint die Leber besonders anfillig fir
alkoholinduzierte Schadigungen und toxische Zwischenprodukte zu sein (Osna & Kharbanda,
2016). Hinweise aus tierexperimentellen Arbeiten deuten darauf hin, dass diese
Empfindlichkeit im hoheren Alter zunehmen kénnte. In verschiedenen Tiermodellen wurde
beobachtet, dass altere Mause und Ratten nach Alkoholexposition teils ausgepragtere
Leberschaden, verstarkte Entziindungsreaktionen und eine starkere Fibroseentwicklung
zeigen als jlingere Tiere (Bellamkonda et al., 2025; Ramirez et al.,, 2017). Als mogliche

Ursachen werden eine erhohte Bildung von ROS und ein daraus resultierendes Redox-
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Ungleichgewicht diskutiert, das mit oxidativem Stress, mitochondrialer Dysfunktion, Stress
des endoplasmatischen Retikulums sowie einer Beeintrachtigung liberlebensfordernder
Signalwege in Hepatozyten verbunden sein konnte (Ramirez et al., 2017; Idelfonso-Garcia et
al., 2024). Diese Prozesse scheinen zur Aktivierung von Phagozyten und adaptiven
Immunreaktionen beizutragen und koénnten (ber die Aktivierung hepatischer Sternzellen
(HSCs) die Freisetzung profibrotischer Zytokine fordern, was eine beschleunigte
Fibroseentwicklung beglinstigen wirde (Albano, 2008; Michalak et al., 2021). Auch
Veranderungen in der Expression regulatorischer Proteine kénnten eine Rolle spielen. So
weisen einige tierexperimentelle Studien darauf hin, dass die altersabhangige
Herunterregulierung des Sirtuin-1-Proteins (SIRT1) in Hepatozyten und HSCs nach
Alkoholbelastung starker ausgepragt ist als bei jlingeren Tieren (Ramirez et al., 2017). Da SIRT1
normalerweise protektiv wirkt, indem es inflammatorische und fibrotische Signalwege
hemmt, konnte dessen Abnahme zu einer verstarkten Progression alkoholbedingter
Leberschadigungen beitragen (Ren et al., 2020).

Zusammenfassend deuten tierexperimentelle Befunde darauf hin, dass Alterungsprozesse die
Schwere und Progression alkoholbedingter Leberschadigungen (ALD) verstarken kdnnten.
Offene Fragen bestehen jedoch insbesondere hinsichtlich der Ubertragbarkeit auf den
Menschen sowie dariiber, ob Alkoholkonsum im jungen Erwachsenenalter dhnliche

pathophysiologische Kaskaden anstof3t, die sich erst spater manifestieren.

1.3.2 Altersabhangige alkoholbedingte Darmschadigung

Im Rahmen des Alterungsprozess konnte Alkoholkonsum eine zusatzliche Belastung fir die
Darmbarriere darstellen, was wiederum indirekte Auswirkungen auf die Leber haben kdnnte.
Tierexperimentelle Daten deuten darauf hin, dass dltere Mause im Gegensatz zu jlngeren
nach moderater Ethanolexposition (1,25-1,5 g/kg Korpergewicht (KG) an drei
aufeinanderfolgenden Tagen pro Woche liber vier Wochen) eine erhéhte Darmpermeabilitat
aufweisen. Hinweise darauf ergeben sich aus Befunden einer gesteigerten bakteriellen
Translokation, erhohten Serumspiegeln des intestinal fatty acid-binding protein (iFABP) sowie
einem vermehrten Austritt von FITC-Dextran aus dem Darm (McMahan et al., 2021).

Zusatzlich legen experimentelle Arbeiten aus In-vitro-Modellen (Caco-2-Zellen) nahe, dass
Ethanol und seine Metaboliten die Expression von Tight-Junction-Proteinen beeinflussen

kénnen (Rao, 2008). Ahnliche Effekte wurden in Tierstudien an Ma&usen und Ratten
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beobachtet, wobei sowohl die mechanischen Komponenten der Barriereschicht (Tight
Junctions) als auch antimikrobielle Peptide (AMPs) betroffen sein kénnten (Wang et al., 2016;
Yan et al., 2011). Diskutiert wird, dass solche Veranderungen das Eindringen von mikrobiell
assoziierten molekularen Mustern (MAMPs) in mesenteriale Lymphknoten und die Leber
erleichtern kdnnten, was wiederum zu entziindlichen Reaktionen fihrt (Yan et al., 2011;
Hartmann et al., 2015). Auch in einem Rattenmodell mit chronischer Ethanolfiitterung (ca. 20
% Ethanol in der Trinklosung Uber mehrere Wochen) wurden bei dlteren Tieren eine
reduzierte Expression von Tight-Junction-Proteinen im lleum und erhdohte Serum-
Endotoxinspiegel beschrieben (Bellamkonda et al., 2025). Diese Endotoxinbelastung konnte
Uber die Darm-Leber-Achse potenziell Entzindungen und womdglich fibrotische
Veranderungen in der Leber fordern (Szabo & Bala, 2010). Da solche Effekte bisher
Uberwiegend in alteren Tieren beobachtet wurden, ldsst sich ableiten, dass Alterungsprozesse
die Empfindlichkeit des Darms gegentiber Ethanol erh6hen kénnten.

Diese Befunde verdeutlichen die potentielle synergistische Wirkung von Alkoholkonsum und
Alterungsprozessen. Wahrend bei adlteren Organismen der Konsum von Alkohol die
strukturelle und funktionelle Belastung dieser Organe durch den Alterungsprozess deutlich
verstarkt, bleibt bislang weitgehend unerforscht, ob Alkoholexposition im jungen
Erwachsenenalter bei spaterer Abstinenz dhnliche Verdanderungen einleitet. Diese Frage wird

in der vorliegenden Arbeit weiter untersucht.
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Ein hoher Alkoholkonsum im Jugend- und jungen Erwachsenenalter stellt weltweit ein
relevantes gesundheitliches Problem dar, da er mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeit fur
akute Schadigungen wie Intoxikationen und Unfallen sowie fiir die Entwicklung chronischer
Erkrankungen assoziiert ist (WHO, 2024; NIAAA, 2025). Wahrend die unmittelbaren
Auswirkungen von Alkohol auf Organe wie die Leber durch klinische Beobachtungen und
tierexperimentelle Studien bereits gut beschrieben sind, ist bislang unzureichend geklart, ob
und in welchem Ausmald ein friiher Alkoholkonsum auch langfristige Folgen auf zentrale
Organsysteme wie Leber und Darm hat. Besonders wenig erforscht ist, inwiefern
Alkoholexposition in einer frithen Lebensphase den Verlauf altersassoziierter struktureller und
funktioneller Veranderungen dieser Organe beeinflussen kdnnte.

Vor diesem Hintergrund war das Ziel der vorliegenden Masterarbeit, zu untersuchen, wie sich
juveniler Alkoholkonsum mit spdterer Abstinenz auf den natlrlichen Alterungsprozess von

Leber und Darm auswirkt und welche molekularen Mechanismen daran beteiligt sind.

Zur Uberpriifung dieser Fragestellung sollen insbesondere folgende Punkte adressiert werden:

1. Beeinflusst Alkoholkonsum im jungen Erwachsenenalter die altersassoziierte
Gewebeschadigung und Entzlindung in der Leber?

2. Hat juveniler Alkoholkonsum Auswirkungen auf die altersassoziierten Veranderungen

der intestinalen Barrierefunktion?
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2. Material- und Reagenzieniibersicht

2.1 Allgemeine Labormaterialien und Geriate

Material/Gerit

Hersteller

96-Well-Platten

VWR International, LLC, Radnor, Vereinigte

Staaten

Aluminiumblock

Laborbestand, Universitdt Wien, Wien,

Osterreich

Aluminiumfolie Rotilabo®

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Bioer Mixing Block MB-102

Bioer Technology Co., Ltd., Zhejiang, China

Destilliertes Wasser (dH,0)

Laborbestand, Universitdt Wien, Wien,

Osterreich

Eppendorf Research® Kolbenhubpipetten
(2,5 pL, 10 pL, 20 pL, 100 pL, 200 pL,
1000 pL)

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Feinwaage

VWR International, LLC, Radnor, Vereinigte

Staaten

Flockeneisbereiter EF 103

Scotsman Industries Inc., Vernon Hills,

Vereinigte Staaten

FlUssigstickstoff

Air Liquide Austria GmbH, Schwechat,

Osterreich

FlUssigstickstoffbehalter

KGW:-Isotherm Karlsruher Glastechnisches
Werk Schwieder GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

Heidolph REAX 2000 Vortexer

Heidolph Instruments GmbH & Co.,

Schwabach, Deutschland

KIMTECH™ Science, Labortiicher — weif3

Kimberly-Clark Worldwide, Inc.,

Koblenz/Rheinhafen, Deutschland

Laborhandschuhe GroRRe M

Starlab International GmbH, Hamburg,

Deutschland
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Magnetriihrer — PCE-MSR 100

PCE Deutschland GmbH, Meschede,

Deutschland

Magnetstabchen Rotilabo®

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Mehrkanalpipette (100 pL, 200 pL, 300 L)

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Messzylinder (100 mL, 1 1)

Laborbestand, Universitat Wien, Wien,

Osterreich

Microplate Reader SpectraMax M3

Molecular Devices GmbH, San Jose, USA

Mikroreaktionsgefafie (0,5 mL, 1,5 mL,
2 mL)

SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht,

Deutschland

Permanent Marker — alkoholbestandig

SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht,

Deutschland

pH-Meter 420 A

Orion Research Inc., Jacksonville, USA

Pinzetten

Laborbestand, Universitdt Wien, Wien,

Osterreich

Pipettenspitzen (10 uL, 20 uL, 100 pL,
300 pL, 1000 uL)

SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht,

Deutschland

Plastik-Wiegeschalen

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Pufferwanne Kunststoff

VWR International, LLC, Radnor, Vereinigte

Staaten

Reagenzglasschittler RS-VA10

PHOENIX Instrument GmbH, Garbsen.

Deutschland

ReagiergefalRstander Rotilabo®

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Reaktionsgefallstander

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

SafeSeal ReagiergefaRRe (0,5 mL, 1,5mL,
2mL)

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht,

Deutschland
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Schere Laborbestand, Universitat Wien, Wien,

Osterreich

Schraubréhren mit Spitzboden (15 mL, 50 SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht,

mL) Deutschland
Schutzbrille Laborbestand, Universitat Wien, Wien,
Osterreich

Serologische Pipetten (5 mL, 10 mL, 25 mL)  SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht,

Deutschland

Stoppuhr Laborbestand, Universitdt Wien, Wien,
Osterreich

Styroporboxen Laborbestand, Universitdt Wien, Wien,
Osterreich

TipOne Filterspitzen Starlab International GmbH, Hamburg,

Deutschland

Ultraschallbad SONOREX Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlin,

Deutschland

Wiegebesteck Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Wiegeschalen Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Zentrifuge HERMLE Z 216 MK HERMLE Labortechnik GmbH, Wehingen,

Deutschland

2.2 Histologische und immunhistochemische Farbungen

Material/Geréat Hersteller

Behilter (fiir Losungen wie C;HgO, Roti- Laborbestand, Universitat Wien, Wien,

Histol etc.) Osterreich

Deckglas VWR International, LLC, Radnor, Vereinigte
Staaten

Digital Orbital Shaker Heathrow Scientific, Vernon Hills,

Vereinigte Staaten
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Farbekasette

Laborbestand, Universitat Wien, Wien,

Osterreich

Farbepipette

VWR International, LLC, Radnor, Vereinigte

Staaten

Fettstift (A-PAP Pen)

Sigma Aldrich Chemistry GmbH, Steinheim,

Deutschland

Glaskiivette

Laborbestand, Universitdt Wien, Wien,

Osterreich

Glasstab

Laborbestand, Universitdt Wien, Wien,

Osterreich

Kihlschrank

Laborbestand, Universitdt Wien, Wien,

Osterreich

Mikroskop (200-fache VergroBerung)

Leica, DM6 B, Leica, Wetzlar, Deutschland

Mikrowelle

Laborbestand, Universitdt Wien, Wien,

Osterreich

Objekttrager Superfrost® plus

Reagenz/Losung

Labxperts GmbH, Klosterneuburg,

Osterreich

Hersteller

Bovines Serumalbumin (BSA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

DAKO Liquid DAB+ Substrat Chromogen

System

Agilent Technologies, Santa Clara,

Vereinigte Staaten

DAKO REAL Peroxidase-Blockierungslosung

Agilent Technologies, Santa Clara,

Vereinigte Staaten

dH.0 Laborbestand, Universitat Wien, Wien,
Osterreich
Entellan Sigma Aldrich Chemistry GmbH, Steinheim,

Deutschland

Ethanol 30 %, 70 %, 95 %, 100 % (C2HeO)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
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Hamatoxylin

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Leitungswasser

Laborbestand, Universitat Wien, Wien,

Osterreich

PBA:
1 % BSA in PBST

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

1x PBS:

Natriumchlorid (NacCl)

Kaliumchlorid (KCI)
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Roti-Histol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Tween®20 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

2.2.1 Sirius-Red-Farbung von Leber- und Diinndarmgewebe

Reagenz/Losung

Hersteller

Fast Green (0,1 % Fast Green in 1 %iger

Essigsaure)

Sigma Aldrich Chemistry GmbH, Steinheim,

Deutschland

Sirius Red (0,1 %iger Sirius Red Losung in

Pikrinsdaure)

Sigma Aldrich Chemistry GmbH, Steinheim,

Deutschland

Angesauertes Wasser (5 mL Essigsaure in

1L dH-0)

2.2.2 Ly6G-Farbung von Lebergewebe

Reagenz/Lésung

Sigma Aldrich Chemistry GmbH, Steinheim,

Deutschland

Hersteller

Anti Rabbit HRP Polymer (sekundarer

Antikorper)

Cell IDx, San Diego, USA
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Ly6G Primarantikorper Abcam Limited, Cambridge, Vereinigtes

Konigreich

Tris-Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Laborbestand, Universitat Wien, Wien,

Osterreich

2.2.3 Cleaved Caspase-3-Farbung von Lebergewebe

Reagenz/Losung Hersteller

Anti Rabbit HRP Polymer (sekundéarer Cell IDx, San Diego

Antikorper)

Cleaved Caspase-3 Primarantikorper Cell Signaling, Leiden, Niederlande

Mono-Natriumcitrat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

2.3 Biochemische Analysen

2.3.1 Triglycerid-Extraktion aus Lebergewebe (FOLCH-Methode) einschlieRlich
Gesamtproteinbestimmung nach Bradford

Material/Gerit

Hersteller

Becherglas DURAN®

DWK Life Sciences, Wertheim, Deutschland

CLARIOstarPtys

BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland

Concentrator Plus

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

iMark™ Microplate Reader

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

Vereinigte Staaten

MiniBatch D-9 Homogenisier & Dispergierer

MICCRA GmbH, Buggingen, Deutschland

Ultraschall-Homogenisator SONOPULS HD
2070

Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlin,

Deutschland

Ultraschallbad SONOREX

Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlin,

Deutschland

Zirkonoxidperlen

BioCat GmbH, Heidelberg, Deutschland
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Reagenz/Losung Hersteller

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
Concentrate Vereinigte Staaten
BSA Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Chloroform > 99,9 % (CHCLs) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

dH.0 Laborbestand, Universitat Wien, Wien,
Osterreich

Leitungswasser Laborbestand, Universitat Wien, Wien,
Osterreich

Methanol = 99,9 % (CH40) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

1x PBS Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

TRIGS — Triglycerid Kit Randox Laboratories Ltd., Crumlin, Irland

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 RNA-Extraktion aus Diinndarmgewebe

Material/Gerit Hersteller

Chemidoc™ MP Imaging System Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

Vereinigte Staaten

EasyPhor Midi96 Gelelektrophorese Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Kammer Oldendorf, Deutschland
Parafilm® M Amcor, Zirich, Schweiz

PowerPac™ HC High-Current Power Supply  Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

Vereinigte Staaten

Precellys 24touch Bertin Technologie SAS, Montigny-le-

Bretonneux, Frankreich

Zirkonoxidperlen BioCat GmbH, Heidelberg, Deutschland
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Reagenz/Losung

Hersteller

Agarose VWR International, LLC, Radnor, Vereinigte
Staaten
CHCL3299,9 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

DNA-Dye NonTox

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

C2HsO 75 %

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Isopropanol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

TRIS-Borat-EDTA-Puffer

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Trizol

TRItidy G™, AppliChem GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Wasser — BioScience Grade, DEPC-

behandelt, steril, Nuklease-frei, autoklaviert

2.4.2 cDNA-Synthese

Material/Geriat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Hersteller

DLAB D1008 Palm Micro Centrifuge

DLAB Scientific Co., Ltd., Beijing, China

Multiply®-uStrip Pro 8er Kette

SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht,

Deutschland

Thermocycler LifeECO

Bioer Technology Co., Ltd., Zhejiang, China

UV-STAR® Microplatten

Reagenz/Losung

Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Hersteller

Reverse Transcription System

Promega Corporation, Madison, USA

RQ1 DNase Stop Solution

Promega Corporation, Madison, USA

RQ1 RNase-Free DNase

Promega Corporation, Madison, USA
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RQ1 RNase-free DNase 10x Reaction Buffer

Promega Corporation, Madison, USA

Wasser — BioScience Grade, DEPC-

behandelt, steril, Nuklease-frei, autoklaviert

2.4.3 PCR-Analysen

Material/Gerat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Hersteller

CFX Connect™ Real-Time system

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

Vereinigte Staaten

DLAB D1008 Palm Micro Centrifuge

DLAB Scientific Co., Ltd., Beijing, China

Hard-Shell PCR Plates 96-well, thin wall

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

Vereinigte Staaten

Microseal® ‘B’ seal Seals

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

Vereinigte Staaten

Zentrifuge Z 446 K

Reagenz/Losung

HERMLE Labortechnik GmbH, Wehingen,

Deutschland

Hersteller

iTag™ Universal SYBR® Green Supermix

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

Vereinigte Staaten

Primer forward (18S, COL1A1)

Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland

Primer reverse (18S, COL1A1)

Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland

Wasser — BioScience Grade, DEPC-

behandelt, steril, Nuklease-frei, autoklaviert

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

2.5 Eingesetzte Software und Analyseprogramme

Software

Hersteller

BioRender.com

BioRender, Toronto, Kanada

Canva.com

Canva, Perth, Australien
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CFX Manager™ Software Version 3.1

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

Vereinigte Staaten

GraphPad Prism 7.0

GraphPad Software Inc., La Jolla, Vereinigte

Staaten

Leica application suite 4.5

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Leica application suite X (LAS X)

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Microsoft Office 365

Microsoft Corporation, Redmond,

Vereinigte Staaten
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3. Methodik

3.1 Das Versuchsdesign

Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Gewebeproben stammen aus
tierexperimentellen Versuchen, die bereits vor Beginn der Masterarbeit von Mitgliedern der
Arbeitsgruppe Bergheim durchgefiihrt wurden. Die Experimente wurden vom
Osterreichischen Bundesministerium fir Bildung, Wissenschaft und Forschung (BMBWF)
genehmigt (2021-0.464.120). Die Haltung der Tiere erfolgte unter spezifisch pathogenfreien
(SPF) Bedingungen in den Tierrdumlichkeiten der Universitat Wien. Die Mause wurden unter
standardisierten Bedingungen (12-Stunden-Hell-Dunkel-Zyklus, Raumtemperatur 23-24 °C,
relative Luftfeuchtigkeit ca. 55 %) gehalten und hatten uneingeschrankten Zugang zu Futter
und Trinkwasser.

Insgesamt wurden Gewebeproben von 35 mannlichen C57BL/6J-Méausen (Eigenzucht)
verwendet (siehe Abbildung 7). Neun dieser Tiere erhielten ab einem Alter von drei Monaten
Uber einen Zeitraum von vier Wochen zweimal pro Woche zusatzlich zum Standardfutter eine
orale Gabe von Ethanol in einer Dosierung von 6 g/kg KG. Die Kontrollgruppe (n =9) erhielt in
diesem Zeitraum eine isokalorische Menge an Maltodextrin (42 kcal/kg KG) per Schlusssonde.
Nach der einmonatigen Alkohol- bzw. Maltodextrinexposition wurden alle Tiere unter
Standardbedingungen weitergehalten und bis zu einem Alter von 24 Monaten gealtert. Zur
Unterscheidung alkoholinduzierter Effekte von altersbedingten Veranderungen wurden
zusatzlich Gewebeproben von vier Monate alten, unbehandelten (naiven) C57BL/6J-Mausen
herangezogen (n = 8). Am Versuchsende wurden die Mduse mit Ketamin (Ketamidor®,
100 mg/kg KG) und Xylazin (Nerfasin® vet, 16 mg/kg KG) narkotisiert und mittels zervikaler
Dislokation getotet. Im Anschluss erfolgte die Blutentnahme aus der Pfortader und Leber
sowie Diinndarm wurden entnommen. Die Gewebe wurden entweder in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80 °C gelagert oder in 4 % mit PBS-gepufferter Formaldehydlésung

fixiert, um sie fur weitere histologische und molekularbiologische Analysen vorzubereiten.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des tierexperimentellen Versuchsdesigns

Dargestellt sind die Gruppeneinteilung der C57BL/6J-Mause, die Behandlungsphase mit Ethanol bzw.
isokalorischem Maltodextrin, die anschlieBende Alterung bis 4/24 Monate sowie die Zeitpunkte der Gewebe-

und Blutentnahme. Die Abbildung wurde mit Canva.com erstellt.

3.2 Praparation von Leber- und Diinndarmgewebe fiir histologische und
immunhistochemische Farbungen

Die histologische Aufarbeitung der Gewebeproben erfolgte durch eine Mitarbeiterin der
Arbeitsgruppe Bergheim, die bereits zuvor die Paraffineinbettung der Leber- und
Diinndarmproben durchgefiihrt hatte. Aus den eingebetteten Geweben wurden mithilfe eines
Mikrotoms feine Schnitte mit einer Dicke von 4 um angefertigt. Nach dem Auftragen auf
Objekttrager erfolgte eine Trocknung der Schnitte Uber drei Tage bei 37 °C. Die so
vorbereiteten Prdparate wurden anschliefend entweder histologisch untersucht oder im
Rahmen immunhistochemischer Farbungen mit spezifischen Antikorpern analysiert. Alle
Schritte zur Entparaffinierung, Rehydrierung, Dehydrierung und Differenzierung erfolgten auf

dem Schiittler (Orbital Shaker) bei 80-100 rpm.
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3.3 Histologische Farbungen

3.3.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung von Lebergewebe

Die Hamatoxylin-Eosin-(HE)-Farbung wurde an den paraffineingebetteten Leberschnitten von
Mitarbeitenden der Arbeitsgruppe Bergheim durchgefiihrt. Ziel dieser routinemaRigen
Farbung war die Beurteilung der Gewebemorphologie sowie potenzieller pathologischer
Veranderungen, wie Zellschadigungen, Infiltrationen oder strukturelle Umbauprozesse. Die
HE-Farbung stellt Zellkerne blau-violett und das Zytoplasma sowie extrazellulare Matrixanteile
rosa dar, wodurch eine differenzierte histologische Beurteilung des Lebergewebes ermdoglicht

wird (Feldman & Wolfe, 2014).

3.3.2 Sirius-Red-Farbung von Leber- und Darmgewebe

Zur Darstellung von fibrillarem Kollagen im Lebergewebe wurden die Gewebeproben nach der
Entparaffinierung und Rehydrierung mit Sirius Red gefarbt und durch eine zusatzliche
Gegenfarbung mit Fast Green differenziert. Sirius Red ist ein stark anionischer Farbstoff, der
spezifisch an kollagene Fasern bindet und dadurch eine zuverldssige Visualisierung und
Quantifizierung von fibrotischen Verdanderungen im Gewebe ermdoglicht (Bhutda et al., 2017).
Die Gegenfarbung mit Fast Green hebt nicht-kollagene Strukturen kontrastreich hervor und
erleichtert so die Abgrenzung der kollagenhaltigen Areale (Segnani et al., 2015). Die Sirius-
Red-Farbung des Diinndarmgewebes erfolgte in Anlehnung an die bereits beschriebene
Methode fiir Lebergewebe. Dabei wurden die Schnitte analog entfarbt, rehydratisiert und
gefarbt. Abweichend zur Leberfarbung betrug die Farbedauer mit Sirius Red 60 Minuten.
AnschlieBend wurde das Uberschissige Farbemittel zweimal fiir je 2 Minuten mit
angesduertem Wasser entfernt, gefolgt von einem kurzen Spillgang mit leicht flieBendem
destilliertem Wasser. Auf die Gegenfarbung mit Fast Green, die zur besseren Kontrastierung
im Lebergewebe verwendet wurde, wurde bei der Diinndarmfarbung vollstandig verzichtet.

Die einzelnen Schritte des Farbeprotokolls sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tabelle 1: Protokoll der Sirius-Red-Férbung in Leber- und Diinndarmgewebe

Verfahrensschritt

Lebergewebe

Diinndarmgewebe

Entparaffinierung

20 Minuten Roti-Histol

20 Minuten Roti-Histol

Rehydrierung Je 2 Minuten: 100 %, 95 %, Je 2 Minuten: 100 %, 95 %,
70 %, 30 % EtOH 70 %, 30 % EtOH

Spllung Kurz in dH,0 Kurz in dH,0

Farbung mit Sirius Red 30 Minuten 60 Minuten

Entfernung Gberschissiger

Farbe

4 Minuten in flieBendem

Leitungswasser

2x 2 Minuten in
angesauertem Wasser, dann

kurz in dH,0

Gegenfarbung

15 Sekunden mit Fast Green

Differenzierung

2x kurz Leitungswasser

Dehydrierung Je 2-3 Sekunden: 30 %, 70 Je 2-3 Sekunden: 30 %, 70
%, 95 %, 100 % EtOH %, 95 %, 100 % EtOH

Klarung 10 Minuten Roti-Histol 10 Minuten Roti-Histol

Eindecken Entellan + Deckglas Entellan + Deckglas

Nach dem Farbeprozess wurden die Praparate mit Entellan bedeckt und mit einem Deckglas

versehen, um sie fur die mikroskopische Auswertung zu konservieren.

Fir die Auswertung der Sirius-Red-Farbung wurden pro Schnitt acht reprasentative
Bildausschnitte bei 200-facher VergroRerung aufgenommen. Die Analyse erfolgte mithilfe der
Software Leica Application Suite 4.5. Dabei wurden die rot gefarbten, kollagenhaltigen
Bereiche durch das System automatisch erkannt und als fibrotische Areale markiert. Um die
Analyse auf interstitielle Kollageneinlagerungen zu fokussieren, wurden GefaBbereiche
moglichst vermieden. AnschlieBend wurde deren Flache in Bezug auf die
Gesamtgewebeflache berechnet und als prozentualer Anteil dokumentiert.

Bei der Auswertung der Dinndarmproben wurden in jedem Bild drei kollagenhaltige Bereiche
ausgewahlt und die Dicke der Kollagenanlagerungen manuell vermessen (um), um die

fibrotischen Veranderungen quantitativ zu erfassen.
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3.4 Immunhistochemische Farbungen

3.4.1 Ly6G- und Cleaved Caspase-3-Farbungen von Lebergewebe

Zur Detektion neutrophiler Granulozyten wurde eine immunhistochemische Farbung mit
einem Antikorper gegen Lymphocyte Antigen 6 Complex, Locus G (Ly6G) durchgefiihrt. Ly6G
ist ein spezifischer Oberflichenmarker, der nahezu ausschlieBlich auf neutrophilen
Granulozyten exprimiert wird und somit eine gezielte Identifikation dieser
Immunzellpopulation im Gewebe ermdoglicht (Pollenus et al., 2019). Die Paraffinschnitte
wurden zunadchst entfarbt und durch eine aufsteigende Alkoholreihe rehydratisiert.
AnschlieBend erfolgte eine Antigen-Retrieval-Behandlung (Antigendemaskierung), um die
Epitope fur die Antikdrperbindung zuganglich zu machen. Darauf folgten Blockierungsschritte
zur Minimierung unspezifischer Bindungen, gefolgt von der Inkubation mit dem spezifischen
Primarantikorper gegen Ly6G und anschliefend mit einem passenden Sekundarantikorper.
Der Nachweis des Antikorper-Antigen-Komplexes erfolgte mittels 3,3'-Diaminobenzidin
(DAB)-Farbung, wobei sich positiv gefarbte Zellen durch eine braune Farbung darstellen. Eine
abschlieRende Gegenfarbung mit Himatoxylin diente der Kontrastierung der Zellkerne.

Die detaillierten Arbeitsschritte sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Um apoptotische Prozesse im Lebergewebe nachzuweisen, wurde zusatzlich eine Farbung
gegen Cleaved Caspase-3 durchgefiihrt. Diese Farbung dient der Identifikation von Zellen, in
denen die Caspase-3 in ihre aktive, gespaltene Form Uberflihrt wurde — ein etablierter Marker
fiir programmierte Zellalterung bzw. -tod (Akram et al., 2024).

Die Durchfiihrung orientierte sich am bereits beschriebenen Protokoll der Ly6G-Farbung,
wobei einige protokollspezifische Anpassungen vorgenommen wurden: Statt der
Antigenmaskierung in Tris-EDTA-Puffer (siehe Anhang, Tabelle 6) wurde hier Mono-
Natriumcitrat (siehe Anhang, Tabelle 7) verwendet. Die Objekttrager wurden dabei insgesamt
viermal in der Mikrowelle erhitzt: Zwei Durchldaufe bei 800 Watt fiir jeweils 2 Minuten und 20
Sekunden, jeweils mit einer 3-mindtigen Abkiihlphase dazwischen, gefolgt von zwei weiteren
Durchldufen bei 500 Watt, ebenfalls mit entsprechender Abkiihlung. Nach dem Blockieren
wurde die Inkubation mit dem Primarantikérper gegen Cleaved Caspase-3 im Unterschied zur
Ly6G-Farbung tGber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Der verwendete
Sekundarantikorper wurde anschlieRend fiir 30 Minuten appliziert. Die Farbung mit DAB zur

Sichtbarmachung der Antikorperbindung erfolgte in diesem Fall fiir 1 Minute, bevor die
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Reaktion durch Spilen in Wasser gestoppt und die Gegenfirbung mit Hamatoxylin

durchgeflihrt wurde. Die detaillierten Arbeitsschritte sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Protokoll der Ly6G- und Cleaved Caspase-3-Farbung

Verfahrensschritt

Ly6G-Farbung

Cleaved Caspase-3-Farbung

Entparaffinierung

20 Minuten Roti-Histol

20 Minuten Roti-Histol

Rehydrierung

Je 5 Minuten:
100 %, 95 %,

70 % EtOH

10 Minuten dH20

Je 5 Minuten:
100 %, 95 %,
70 % EtOH

10 Minuten dH20

Antigenmaskierung

Tris-EDTA, Mikrowelle bis
Aufkochen, 20 Minuten
abkihlen

Mono-Natriumcitrat,
Mikrowelle: 2x 2:20
Minuten bei 800 W + 2x
2:20 Minuten bei 500 Watt,
20 Minuten abkuhlen +

dazwischen 3 Minuten

abkuhlen
Spiilen 10 Minuten dH20 10 Minuten dH,0
Umranden der Schnitte mit ~ Umranden der Schnitte mit
Fettstift Fettstift
Waschen 10 Minuten PBST 10 Minuten PBST

Proteinblockade mit PBA

15 Minuten bei RT in

feuchter Kammer

15 Minuten bei RT in

feuchter Kammer

Primarantikorper

1,5 Stunden mit Ly6G-
Antikorper bei RT in

feuchter Kammer

Uber Nacht bei 4 °Cin
feuchter Kammer mit
Cleaved Caspase-3-

Antikorper

Waschen

10 Minuten PBST

10 Minuten PBST

DAB-Farbung

4 Minuten Inkubation mit

DAB
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Abstoppen & Spiilen

In dH,0 stoppen, dann

durchspilen

In dH,0 stoppen, dann

durchspulen

Gegenfarbung 20 Sekunden Hamatoxylin 20 Sekunden Hamatoxylin
10 Sekunden 10 Sekunden
Leitungswasser | Leitungswasser |
10 Sekunden 10 Sekunden
Leitungswasser I Leitungswasser I
10 Sekunden dH20 10 Sekunden dH20
Klarung 10 Minuten Roti-Histol 10 Minuten Roti-Histol
Eindecken Entellan + Deckglas Entellan + Deckglas

Nach dem Farbeprozess wurden die Praparate mit Entellan bedeckt und mit einem Deckglas

versehen, um sie fur die mikroskopische Auswertung zu konservieren.

Die Auswertungen der Ly6G- und Cleaved Caspase-3-Farbungen erfolgten jeweils
mikroskopisch bei 200-facher VergroRerung. Fir die Ly6G-Farbung wurden pro Leberschnitt
acht reprasentative Bildfelder ausgewahlt und manuell analysiert. Dabei wurde die Anzahl der
Ly6G-positiven Zellen, erkennbar an der braunen Farbung, bestimmt. Die Ergebnisse wurden
als durchschnittliche Zellzahl pro Bildfeld angegeben und fiir die statistische Auswertung
herangezogen.

Die Analyse der Cleaved Caspase-3-Farbungen erfolgte bildgestiitzt mithilfe der Software
Leica Application Suite 4.5. Auch hier wurden pro Leberschnitt acht reprasentative Bildfelder
aufgenommen und ausgewertet. Die Software identifizierte die braun gefarbten
apoptotischen Areale, die als Cleaved Caspase-3-positive Regionen definiert wurden. Der
Anteil dieser Positivbereiche wurde anschlieRend in Relation zur Gesamtflache berechnet und

als prozentualer Wert angegeben.
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3.5 Biochemische Analysen

3.5.1 Triglycerid-Extraktion aus Lebergewebe (FOLCH-Methode) einschlie3lich
Gesamtproteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung des Triglyceridgehalts im Lebergewebe wurde eine modifizierte FOLCH-
Methode angewandt (Folch et al., 1957). Zunachst wurden 500 uL 2x PBS (siehe Anhang,
Tabelle 8) auf Eis vorgelegt und ein zuvor abgewogenes Stiick gefrorenes Lebergewebe
hinzugegeben. Die Homogenisierung erfolgte fiir 10 Sekunden, gefolgt von der Zugabe
weiterer 500 plL 2x PBS und kurzem Vortexen. AnschlieBend wurde die Probe zweimal fir je
20 Sekunden ultraschallhomogenisiert (100 % Amplitude, 0,7 Zyklen), dazwischen jeweils kurz
gevortext. Von dem Homogenisat wurden 500 pL fir die Lipidextraktion entnommen und der
Rest wurde auf Eis flir die spatere Proteinbestimmung zurlickgestellt. Die entnommene Probe
wurde fiir 5 Minuten bei 80 °C erhitzt und anschlieRend 10 Minuten auf Raumtemperatur (RT)
abgekiihlt. Zur Lipidextraktion wurden 250 uL Methanol zugegeben und nach zweimaligem
10-sekiindigem Vortexen 5 Minuten im Ultraschallbad (RT) inkubiert. Danach wurden 500 pL
Chloroform ergdnzt und erneut je zweimal 10 Sekunden gevortext. Es folgte eine 10-mintige
Ultraschallbehandlung bei Raumtemperatur, unterbrochen von weiteren Vortexschritten.

Die Proben wurden anschlieBend 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und danach bei
20 °C fur 5 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Von der entstandenen
Zweiphasenlosung wurden 200 plL der unteren, lipidreichen Phase abgenommen und in ein
neues Eppendorfgefall Gberfihrt. Diese wurden im Vakuumkonzentrator vollstandig
eingedampft. Das getrocknete Lipidpellet wurde in 200 puL 5 % BSA geldst, gevortext und fur
10 Minuten bei 55 °C erhitzt. Nach anschlieRender Ultraschallhomogenisierung wurden die

Proben erneut fiir 1 Stunde bei 55 °C inkubiert und iber Nacht bei -80 °C eingefroren.

Am Folgetag wurden die Proben erneut fir 10 Minuten bei 55 °C erwarmt, gevortext,
ultraschallhomogenisiert und anschlieSend ein weiteres Mal fir 1 Stunde bei 55 °C inkubiert.
Zur guantitativen Bestimmung der Triglyceride wurden 2 uL Probe, Standard und Leerwert
jeweils in eine 96-Well-Platte pipettiert, mit 200 uL eines enzymatischen Reagenzes versetzt
und fir 10 Minuten bei 37 °C im Plattenleser inkubiert. Die photometrische Messung erfolgte

bei einer Wellenldange von 500 nm.
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Zur Normierung der Triglyceridwerte wurde die Gesamtproteinmenge des
Leberhomogenisats durch einen Bradford-Assay bestimmt (Bradford, 1976). Hierzu wurde das
verbleibende Homogenisat fir 5 Minuten bei 4°C bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. Mit destilliertem Wasser wurde der Uberstand im Verhiltnis 1:4 und das
Farbreagenz zuvor 1:5 verdiinnt. Der verwendete Extraktionspuffer (2x PBS) wurde im
Verhaltnis 1:40 verdiinnt, um als Referenzlésung zu dienen.

Als Proteinstandard diente eine BSA-Standardreihe (siehe Tabelle 3). In eine 96-Well-
Mikrotiterplatte wurden je 5 uL der BSA-Standards sowie der zu analysierenden Proben als
Triplikat pipettiert. Anschlieend wurden pro Well 200 pL des verdiinnten Farbreagenzes
zugegeben. Nach 5-minttigem Schitteln im Plattenreader wurde die Absorption bei 590 nm
gemessen. Die Proteinmengen der Proben wurden anhand der Standardkurve berechnet und

zur Normierung der Triglyceridwerte verwendet (ug Triglycerid pro mg Gesamtprotein).

Tabelle 3: Herstellung der BSA-Standardreihe fiir die Proteinbestimmung

BSA-Standardreihe Verdiinnter BSA-Konzentration
Extraktionspuffer (mg BSA/mL)

A 2 pL BSA-Aliquot* 198 uL 1,0

B 100 uL A 100 pL 0,5

C 100 uL B 100 pL 0,25

D 100 uLC 100 pL 0,125
E 100 uL D 100 pL 0,0625
F 100 pL 0

*100mg BSA/mL in dH;0; BSA = bovines Serumalbumin

3.5.2 Bestimmung der ALT-Konzentration im Pfortaderplasma

Die Bestimmung der Alanin-Aminotransferase-(ALT)-Aktivitdt im Pfortaderplasma erfolgte
durch ein Routinelabor der Veterinidrmedizinischen Universitat Wien (Wien, Osterreich). Die
Analyse wurde nach standardisierten diagnostischen Verfahren durchgefiihrt, um

Riickschliisse auf mogliche leberzelluldre Schadigungen zu ermoglichen.
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3.5.3 Bestimmung der TLR2- und TLR4-Liganden-Konzentration im
Pfortaderplasma

Zur Bestimmung der Konzentration funktionell aktiver TLR2- und TLR4-Liganden im
Pfortaderplasma wurde ein zellbasierter Reportergen-Assay (HEK-Blue™ hTLR2 und hTLR4,
InvivoGen) verwendet (Jung et al., 2021). Die Messung der SEAP-Aktivitat erfolgte nach 18-
24-stindiger Inkubation der Proben (10 pL) mit den jeweiligen Zellen mithilfe des
Farbreagenzes QUANTI-Blue™. Die absorbierten Werte wurden bei 620-655 nm
photometrisch bestimmt. Die Durchflihrung des Assays sowie die Auswertung erfolgten durch

Mitarbeitende der Arbeitsgruppe Bergheim.

3.6 Molekularbiologische Methoden

3.6.1 RNA-Extraktion aus Diinndarmgewebe

Die Extraktion von RNA stellt einen essenziellen ersten Schritt zur Analyse der Genexpression
dar. Durch die Isolierung der Gesamt-RNA aus Gewebeproben kann mittels nachgeschalteter
Verfahren wie der reversen Transkription und der quantitativen Real-Time PCR (qPCR) die
Expression spezifischer Gene untersucht werden. Um zuverldssige Ergebnisse zu erzielen, ist
die Gewinnung von qualitativ hochwertiger, intakter RNA entscheidend, da degradierte oder
kontaminierte RNA die Aussagekraft molekularbiologischer Analysen erheblich
beeintrachtigen kann (Rio et al., 2010).

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus Diinndarmproben wurde ein modifiziertes Trizol-Protokoll
angewendet. Pro Ansatz wurden in einem 2 mL-EppendorfgefaR 1 mL Trizol-Reagenz sowie
zwei Zirkonoxidperlen vorgelegt und auf Eis gehalten. AnschlieRend wurde ein gefrorenes
Stick Dinndarmgewebe entnommen und direkt in das vorbereitete Reaktionsgefald gegeben.
Die Homogenisierung erfolgte mittels Tissuelyser Il fir 30 Sekunden, gefolgt von einer kurzen
Pause zur Kiihlung und einer zweiten 30-sekiindigen Homogenisierungsphase. Danach wurde
die Probe 10 Sekunden gevortext und fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um eine
vollstandige Zelllyse zu gewahrleisten. Im nachsten Schritt wurden 200 uL Chloroform
zugegeben, erneut 30 Sekunden homogenisiert sowie 10 Sekunden gevortext. Nach weiteren
10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Phasentrennung durch Zentrifugation
bei 120.000 x g (RCF) fiir 10 Minuten bei 4 °C durchgefiihrt. Die farblose, obere wassrige Phase

wurde vorsichtig in ein neues 1,5 mL-Eppendorfgefald iberfiihrt.
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Zur RNA-Fallung wurden 500 pL Isopropanol hinzugegeben und die Probe kurz gevortext. Nach
einer 15-min(tigen Inkubation auf Eis erfolgte eine weitere Zentrifugation unter denselben
Bedingungen (120.000 x g, 10 Minuten, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen, und das RNA-
Pellet wurde durch Zugabe von 900 pL 75 % Ethanol gewaschen. Anschliefend wurde das
Pellet durch Vortexen vollstandig in Ethanol suspendiert und fiir 8 Minuten bei 7.500 x g und
4 °C zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Nach Entfernung des
Ethanols wurde das RNA-Pellet Gber Kopf auf ein steriles Filterpapier gestellt und ca. 10
Minuten luftgetrocknet. Abhangig von seiner Grofle wurde das Pellet anschlieBend in 20-
100 uL DNase- und RNase-freiem Wasser resuspendiert. Die Auflosung erfolgte durch
Inkubation bei 55 °C flir 10 Minuten bei 300 rpm. Fir samtliche Schritte des Protokolls wurden
ausschlieRlich sterile Filterspitzen verwendet, um Kontaminationen zu vermeiden.

Zur Uberpriifung der RNA-Integritdt wurde anschlieRend eine qualitative Kontrolle mittels
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Hierfir wurden 4 uL der aufgelésten RNA-Probe mit 1 uL
DNA-Dye auf Parafilm gemischt und auf ein Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte tGber 1 Stunde bei 110 V in einer mit 1x TBE-Puffer (sieche Anhang, Tabelle 9) gefiillten
Gelkammer. Die Visualisierung der RNA erfolgte im Anschluss Gber UV-Detektion mit dem

ChemiDoc™ MP Imaging System.

3.6.2 cDNA-Synthese

Die Synthese von komplementadrer DNA (cDNA) stellt eine grundlegende Voraussetzung fiir
die Analyse der Genexpression dar, da viele molekularbiologische Verfahren wie die gPCR eine
DNA-Vorlage bendétigen. Da mRNA instabil ist und nicht direkt fiir PCR-basierte Analysen
verwendet werden kann, wird sie mittels reverser Transkription in stabile cDNA
umgeschrieben. Die Qualitat und Quantitdt der cDNA ist dabei entscheidend fiir die
Aussagekraft nachfolgender Expressionsanalysen (Milhardt, 2013).

Fiir die cDNA-Synthese wurde die aus Dinndarmproben isolierte RNA in einer 1:50-
Verdinnung (2 uL RNA + 98 pL RNase- und DNase-freies Wasser) auf eine UV-Platte tberfihrt.
Als Leerwert diente ein Blank mit 100 uL RNase- und DNase-freiem Wasser. Die gesamte
Synthese wurde ausschliefllich mit Filterspitzen durchgefiihrt, um Kontaminationen zu
vermeiden. Die RNA-Konzentration wurde spektrophotometrisch bei 230 nm, 260 nm und
280 nm bestimmt. AnschlieRend wurde die RNA so verdiinnt, dass 1,11 pg RNA in 8 pL RNase-
und DNase-freiem Wasser enthalten waren. Zur Entfernung moéglicher DNA-Kontaminationen
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wurden 1 pL 10x DNase-Reaktionspuffer und 1 uL RNase-freie DNase zugegeben und die
Mischung fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die DNase wurde anschliefend durch Zugabe
von 1 pL Stopplésung und eine 10-mindtige Inkubation bei 65 °C inaktiviert. Wahrenddessen
wurde ein Mastermix auf Eis hergestellt, bestehend aus MgCl,, Reverse Transcriptase Buffer,
einem dNTP-Mix, RNasin, Random Primern und AMV Reverse Transcriptase. Nach der
Inaktivierung wurde der Mastermix zur RNA-Probe gegeben, und die Reverse Transkription im
Thermocycler durchgefiihrt. Die Reaktion erfolgte tGber drei Temperaturstufen: zunachst 10
Minuten bei 25 °C zur Primeranlagerung, anschlieRend 15 Minuten bei 42 °C zur Synthese der
cDNA und abschlieRend 5 Minuten bei 95 °C zur Enzyminaktivierung. Die Reaktion wurde bei
4 °C beendet. Zur Verdlinnung der entstandenen cDNA wurden 80 uL RNase-freies Wasser
zugegeben. Die fertige cDNA wurde anschlieflend bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C

gelagert.

3.6.3 PCR-Analysen

Zur Analyse der Genexpression wurde eine gPCR unter Verwendung des SYBR Green-Systems
durchgefiihrt, die der Vervielfaltigung spezifischer Nukleinsduren und der Quantifizierung der
amplifizierenten DNA dient (Arya et al., 2005). Pro Reaktion wurden 10 pL iTaq Universal SYBR
Green Supermix mit 3 pL RNase- und DNase-freiem Wasser, 1 uL Forward-Primer und 1 uL
Reverse-Primer des jeweiligen Zielgens gemischt. Von dieser Reaktionsmischung wurden
15 pL in Duplikat in eine 96-Well-Platte pipettiert und jeweils mit 5 uL cDNA ergénzt. Als
Negativkontrolle (Non-Template Control, NTC) wurden 5 pL RNase- und DNase-freies Wasser
anstelle von cDNA verwendet. Nach dem Aufbringen einer optisch versiegelnden Folie wurde
die Platte kurz zentrifugiert und in das CFX-Real-Time-PCR-Gerat uberfihrt. Die
Temperaturprofile wurden gemdld den optimalen Bedingungen der jeweiligen Primer
festgelegt (siehe Tabelle 4 sowie Abbildung 8 und 9). Die Amplifikation wurde zyklusabhangig
mittels SYBR Green-Fluoreszenz verfolgt. Die Bestimmung der relativen Genexpression
erfolgte unter Verwendung der AACt-Methode, wobei das Referenzgen 18S zur
Normalisierung diente. Samtliche Pipettierschritte wurden unter Verwendung von

Filterspitzen durchgefiihrt, um Kontaminationen zu vermeiden.
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Tabelle 4: Temperaturprofil der Real-Time qPCR

Temperatur Zeit Zyklen
Polymerase 95 30
Aktivierung
Denaturierung 95 5
Annealing/Elongation
18S 55 30 40
COL1A1 64 30 49
95 10
Schmelzkurvenanalyse 65-95 5

L]

< % x

Abbildung 8: Temperaturprofil fiir 18S
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Abbildung 9: Temperaturprofil fiir COL1A1

3.7 Datenauswertung und Statistik

Die Datenanalyse sowie die grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgten mit GraphPad
Prism (Version 7). Zur Identifikation potenzieller AusreiBer wurde der Grubb’s-Test
angewendet; identifizierte AusreiBer wurden von der weiteren Auswertung ausgeschlossen.
Statistische Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurden mittels ungepaartem t-Test
geprift, vorausgesetzt die Daten wiesen eine Normalverteilung auf. Waren die Daten nicht
normalverteilt wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Alle Ergebnisse werden als
Mittelwert (MW) * Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt; ein p-Wert < 0,05

wurde als statistisch signifikant gewertet.
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4. Ergebnisse

Zur Untersuchung des Einflusses von Ethanol auf den Leberstatus der Mause wurden
verschiedene histologische und entziindungsbezogene Parameter erfasst. Im Rahmen der
Probenentnahme wurden das Korper- sowie das Lebergewicht der Tiere bestimmt, um
anschliefend das Leber-zu-Kérpergewichtsverhaltnis zu berechnen. Zwischen der Ethanol-
behandelten Gruppe und der Kontrollgruppe, die Maltodextrin erhielt, zeigten sich weder im
Korpergewicht noch im Leber-/Koérpergewichtsverhaltnis signifikante Unterschiede (siehe
Tabelle 5). Zur besseren Einordnung altersabhangiger Veranderungen wurde zusatzlich eine

Gruppe vier Monate alter, unbehandelter (naiver) Mause als Referenz herangezogen.

Tabelle 5: Kérpergewicht und Leber-/Kérpergewichtsratio der C57BL/6J-Mause

4 Monate 24 Monate + 24 Monate + EtOH

Maltodextrin

Kérpergewicht [g] 31.8+0.6 35.5+£0.5 354+1.1

Leber- 5.2+0.2 54+0.2 55+0.2
/Korpergewichtsratio [%]

Werte sind als Mittelwerte + SEM angegeben, n = 8-9.

4.1 Einfluss von juvenilem Alkoholkonsum auf die altersassoziierte
Veranderung der Leberhistologie, Parameter der Leberschadigung und
Entziindung

Zur Bewertung des Einflusses juvenilen Alkoholkonsums auf altersassoziierte Veranderungen
der Leberstruktur wurde eine HE-Farbung an histologischen Leberpraparaten durchgefiihrt.
Die reprasentativen Schnittbilder zeigten keine deutlich verdnderten Strukturen in der
Ethanolgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der anhand der Farbungen erhobene Liver
Score deutete jedoch auf einen Trend hin, der auf mogliche histologische Unterschiede

hindeutet (siehe Abbildung 10).

Zur Untersuchung der hepatischen Lipidakkumulation wurde eine Triglycerid-Extraktion mit
anschlieender photometrischer Quantifizierung durchgefiihrt. Dabei ergab sich kein

Unterschied zwischen den beiden Gruppen (siehe Abbildung 11).
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Um zu Uberpriifen, ob die anhand der HE-Farbung festgestellten Verdanderungen mit einer
entzlindlichen Reaktion im Lebergewebe einhergehen, wurde die Anzahl neutrophiler
Granulozyten mittels Ly6G-Farbung quantifiziert. In der mit Ethanol behandelten Gruppe
zeigte sich eine signifikant erhohte Zahl neutrophiler Granulozyten im Vergleich zur

Kontrollgruppe (p < 0,05; siehe Abbildung 12).

Zur weiterfihrenden Bewertung der Entziindungsaktivitat und zur Validierung der Ly6G-
Ergebnisse wurden zusatzlich Marker der Apoptose im Lebergewebe analysiert. Die
Quantifizierung apoptotischer Zellen erfolgte durch immunhistochemischen Nachweis
aktivierter Cleaved Caspase-3. Auch hier zeigte die Ethanolgruppe eine signifikant héhere
Anzahl apoptotischer Zellbereiche im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Maltodextrin (p < 0,05;
siehe Abbildung 12).

Ergdanzend erfolgte eine quantitative Analyse potenzieller Leberschdaden durch Bestimmung
der Kollagenanreicherung mittels Sirius-Red-Farbung sowie der ALT-Aktivitdit im
Pfortaderplasma. Die Sirius-Red-Farbung, als Marker fir fibrotische Veranderungen, zeigte
eine signifikant starkere Kollagenanreicherung im Vergleich zur isokalorisch mit Maltodextrin
behandelten Kontrollgruppe (p < 0,05; siehe Abbildung 13). Die vierwdchige Ethanolgabe im
Jugendalter flihrte im Alter auBerdem zu einer signifikant erhéhten ALT-Aktivitat im

Pfortaderplasma (p < 0,05; siehe Abbildung 13).
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Abbildung 10: Auswirkungen eines 4-wochigen ,Binge-Drinking” im friihen
Erwachsenenalter auf die Leberhistologie von 24 Monate alten Mausen

Untersucht wurden 24 Monate alte Tiere, die im Alter von 3—4 Monaten zweimal wochentlich 6 g/kg KG Ethanol
oder Maltodextrin erhalten hatten, sowie 4 Monate alte naive Mause. (A) Reprasentative Bilder der Hamatoxylin-
Eosin-(HE)-Farbung (200x VergroRerung).
(B) Histologischer Leberscore zur Bewertung von Gewebeverdanderungen.

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM; n = 8-9 pro Gruppe; * p <0,05.
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Abbildung 11: Auswirkungen eines 4-wochigen ,Binge-Drinking” im friihen
Erwachsenenalter auf hepatische Lipidakkumulation von 24 Monate alten Mdusen
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Untersucht wurden 24 Monate alte Tiere, die im Alter von 3—4 Monaten zweimal wochentlich 6 g/kg KG Ethanol
oder Maltodextrin erhalten hatten, sowie 4 Monate alte naive Méause. (A) Quantifizierung der hepatischen

Triglyceridkonzentration. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt; n = 8-9 pro Gruppe; * p < 0,05.
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Abbildung 12: Auswirkungen eines 4-wodchigen ,Binge-Drinking” im friihen
Erwachsenenalter auf Entziindungs- und Apoptosemarkern in der Leber von 24 Monate
alten Mdusen

Untersucht wurden 24 Monate alte Tiere, die im Alter von 3—4 Monaten zweimal wochentlich 6 g/kg KG Ethanol
oder Maltodextrin erhalten hatten, sowie 4 Monate alte naive Mause. (A) Reprasentative Bilder der Ly6G-
Farbung zur Darstellung neutrophiler Granulozyten (200x VergroRerung), (B) Reprasentative Bilder der Cleaved
Caspase-3-Farbung zur Darstellung apoptotischer Zellbereiche (200x VergroRerung),

(C) Quantifizierung der Neutrophilen pro mikroskopischem Sichtfeld in Leberschnitten, (D) Quantifizierung der
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Cleaved Caspase-3-positiven Areale als prozentualer Anteil der Gesamtgewebeflache. Schwarze Pfeile zeigen

Neutrophile an. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt; n = 8-9 pro Gruppe; * p <0,05.
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Abbildung 13: Auswirkungen eines 4-wodchigen ,Binge-Drinking” im friihen
Erwachsenenalter auf fibrotische Verdanderungen und Leberschadigungsmarker in der Leber
von 24 Monate alten Mausen

Untersucht wurden 24 Monate alte Tiere, die im Alter von 3—4 Monaten zweimal wochentlich 6 g/kg KG Ethanol
oder Maltodextrin erhalten hatten, sowie 4 Monate alte naive Mause. (A) Reprasentative Bilder der Sirius-Red-
Farbung des Lebergewebes (200x VergroRerung), (B) Quantifizierung der Sirius-Red-positiven Areale (% der BL6),
(C) Aktivitat der Alanin-Aminotransferase (ALT) im Pfortaderplasma als Marker hepatozelluldrer Schadigung. Die

Daten sind als Mittelwert £ SEM dargestellt; n = 8-9 pro Gruppe; * p < 0,05.
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4.2 Einfluss von juvenilem Alkoholkonsum auf die Darmbarriere

Zur Untersuchung, ob die juvenile ,Binge-Drinking Phase” langfristig die Darmbarriere
beeintrachtigt und mit einer erhéhten Translokation mikrobieller Bestandteile assoziiert ist,
wurden die Spiegel von TLR2- und TLR4-Liganden im Pfortaderplasma gemessen. Dabei
zeigten Mause der Ethanolgruppe eine signifikant erhohte Konzentration an TLR2-Liganden
im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Maltodextrin (p < 0,05). Die TLR4-Ligandenkonzentration

unterschied sich hingegen nicht signifikant zwischen den Gruppen (siehe Abbildung 14).

Ergdnzend wurde eine Sirius-Red-Farbung durchgefiihrt, um Kollagenablagerungen im
Gewebe sichtbar zu machen. In der Ethanolgruppe zeigte sich eine signifikant hohere
Kollagenanreicherung im Dinndarm im Vergleich zur Kontrollgruppe (p <0,05; siehe

Abbildung 15).

Zur Beurteilung moglicher fibrotischer Veranderungen im Dinndarm wurde die
Genexpression von COL1A1 als Marker flr Kollagensynthese mittels qPCR analysiert. Zwischen
den beiden Gruppen konnte hierbei kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (siehe

Abbildung 16).
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Abbildung 14: Auswirkungen eines 4-wodchigen ,Binge-Drinking” im frithen
Erwachsenenalter auf Marker der intestinalen Barrierefunktion von 24 Monate alten
Mausen
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Untersucht wurden 24 Monate alte Tiere, die im Alter von 3—4 Monaten zweimal wdchentlich 6 g/kg KG Ethanol
oder Maltodextrin erhalten hatten, sowie 4 Monate alte naive Mause. (A) Konzentration von TLR2-Liganden und

(B) TLR4-Liganden im Pfortaderplasma. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt; n = 8-9 pro Gruppe; *

p <0,05.
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Abbildung 15: Auswirkungen eines 4-wochigen ,Binge-Drinking” im frithen
Erwachsenenalter auf die Kollagenanreicherung im Diinndarm von 24 Monate alten Mausen
Untersucht wurden 24 Monate alte Tiere, die im Alter von 3—4 Monaten zweimal wochentlich 6 g/kg KG Ethanol
oder Maltodextrin erhalten hatten, sowie 4 Monate alte naive Mause. (A) Reprasentative Sirius-Red-Farbungen
(200x VergroRerung).
(B) Quantifizierung kollagenpositiver Areale (% der Gesamtflache), basierend auf manueller Messung in drei

Bildbereichen. Daten als Mittelwert + SEM; n = 8-9 pro Gruppe; * p < 0,05.
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Abbildung 16: Auswirkungen eines 4-wochigen ,Binge-Drinking” im friihen
Erwachsenenalter auf die Genexpression von COL1A1 im Diinndarm als Marker fibrotischer
Aktivitat von 24 Monate alten Mausen

Untersucht wurden 24 Monate alte Tiere, die im Alter von 3—4 Monaten zweimal wochentlich 6 g/kg KG Ethanol
oder Maltodextrin erhalten hatten, sowie 4 Monate alte naive Mause. (A) Relative mRNA-Expression von COL1A1
im Dinndarm ménnlicher C57BL/6J-M4&use. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt; n = 8-9 pro Gruppe;
*p<0,05.
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5. Diskussion

Die Weltbevolkerung altert rasch. Derzeit sind rund 10,3 % (iber 65 Jahre alt (United Nations
Population Fund, o. J.). Prognosen deuten darauf hin, dass der Anteil alterer Erwachsener
weltweit den von Kindern Ubersteigen wird (WHO, 2024b). Im Gegensatz zur gesunden
Lebensspanne nimmt die im ,,ungesunden” Zustand verbrachte Lebenszeit Gberproportional
zu (GBD 2021 Demographics Collaborators, 2024; GBD 2021 Forecasting Collaborators, 2024).
Parallel nehmen die gesundheitlichen Folgen von Alkohol im jungen Erwachsenenalter zu (Yeo
et al., 2022). So sind in der Altersgruppe der 20- bis 30-Jahrigen etwa 13 % der Todesfalle
alkoholbedingt (WHO, 2024b). Die langfristigen Folgen des juvenilen Binge-Drinkings mit
anschlieBender Abstinenz auf Leber und Darm sind jedoch im Hinblick auf altersassoziierte
Veranderungen noch unzureichend untersucht. Vor diesem Hintergrund untersuchten wir in
der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen juveniler Ethanolexposition auf die Alterung von
Leber und Darm in einem Mausmodell, das sowohl das Trinkmuster als auch den

Alterungsprozess abbildet.

5.1 Das Mausmodell zur Untersuchung molekularer Mechanismen des
juvenilen Binge-Drinking auf den Alterungsprozess

Tiermodelle wie Maus und Ratte sind flr Alkohol- und Alterungsforschung etabliert. Sie bieten
genetische Homogenitat und gute Reproduzierbarkeit, bilden relevante Aspekte menschlicher
Pathophysiologie ab und erlauben die Analyse komplexer Prozesse unter kontrollierten
Bedingungen (Delire et al., 2015; Farrell et al., 2018). Aufgrund des vergleichsweise kurzen
Lebenszyklus lassen sich alterstypische Verdnderungen rasch untersuchen. Der Stamm
C57BL/6) ist hierfiir gut charakterisiert und robust (Flurkey & Currer, 2004). Alte mannliche
C57BL/6J-Mause zeigten selbst ohne spezifische Eingriffe Zeichen einer Leberdegeneration,
die den beim Menschen beschriebenen Verdnderungen dhneln (Jin et al., 2020). In der
vorliegenden Arbeit erfolgte die Ethanolexposition im Alter von drei bis vier Monaten, was
beim Menschen etwa 20 bis 30 Jahren entspricht (Flurkey & Currer, 2004). Die
Nachbeobachtung endete mit 24 Monaten und liegt damit im Bereich Gber 65 Jahren beim
Menschen (Flurkey & Currer, 2004).

Alternative Systeme wie Zellkulturen oder Organoide sind fiir die Bearbeitung dieser

Fragestellung ungeeignet, da sie die komplexe Interaktion verschiedener Organsysteme nicht
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adaquat abbilden kénnen (Starkel & Leclercq, 2011). Humanstudien sind durch ethische und
methodische Einschrankungen sowie fehlende Langzeitgewebe limitiert (Farrell et al., 2018).
Registerdaten wie bei Hagstrom et al. (2018) liefern Hinweise auf Langzeiteffekte, erlauben
aber keine mechanistische Einordnung. Darliber hinaus variiert die Alkoholeliminationsrate
erheblich zwischen den Spezies. Tierexperimentelle Studien zeigten bereits, dass Nagetiere
Alkohol bis zu flinfmal schneller als Menschen metabolisieren kdnnen (Nelson et al., 1957).
Wahrend beim Menschen Konzentrationen von bis zu 6 g/kg schwere Intoxikationen oder Tod
verursachen koénnen, tolerieren Mause solche Dosen gut (Hege et al., 2018; Landmann et al.,
2017). So lassen sich Blutalkoholspiegel erreichen, die exzessivem Konsum beim Menschen
entsprechen.

Daten aus Osterreich zeigen zwar mehr Binge-Drinking bei Jungen, dennoch sind
Geschlechtsunterschiede wesentlich (Felder-Puig et al., 2024). Frauen haben aufgrund von
Korperzusammensetzung und hormonellen Faktoren eine andere Pharmakokinetik und teils
hohere Vulnerabilitat gegentiber Organschaden (Erol & Karpyak, 2015). Ein Vergleich der hier
gezeigten Effekte bei weiblichen Mausen ist daher ein wichtiger nachster Schritt. Gleichzeitig
muissen die Limitationen tierexperimenteller Ansdtze berlicksichtigt werden. Mause
tolerieren hohere Dosen als Menschen und das Modell erfasst Einfliisse wie Genetik,
Erndahrung, Bewegung und Umwelt nur bedingt (Farrell et al., 2018). Trotz dieser
Einschréankungen bietet das gewéahlte Modell mannlicher C57BL/6J-Mause mit wiederholter
Ethanolexposition eine geeignete Grundlage, um jugendliches Binge-Drinking und dessen
langfristigen Effekte im Kontext der Alterung zu untersuchen, da die Mause insbesondere
hepatisch humanahnliche histologische Veranderungen zeigen. Es ermoglicht die Analyse
molekularer Mechanismen, bildet den Alterungsprozess ab und bleibt durch die Wahl
mannlicher Tiere mit friiheren Arbeiten der Arbeitsgruppe vergleichbar. Diese

Rahmenbedingungen sind fir die Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit entscheidend.
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5.2 Einfluss von juvenilem Binge-Drinking auf die altersassoziierte
Leberveranderung im Mausmodell

Die Gabe von 6 g/kg KG Ethanol im Jugendalter, zweimal pro Woche iiber 4 Wochen, fiihrte
bei mannlichen C57BL/6) Mausen im Alter zu verstiarkter altersassoziierter

Gewebeschadigung und Entziindung der Leber.

Die Triglyceridgehalte unterschieden sich in der vorliegenden Arbeit nicht zwischen den
Gruppen. Obwohl die Steatose als erste Reaktion der alkoholischen Leber gilt (Thomes et al.,
2021), sind unsere Ergebnisse angesichts des langen Intervalls zwischen Exposition im dritten
bis vierten Lebensmonat und Probenahme im 24. Lebensmonat plausibel, da
alkoholinduzierte Fettablagerungen typischerweise rasch abgebaut werden (Wagnerberger et
al., 2013; Thomes et al., 2019). Unsere Daten sind damit vereinbar mit Arbeiten, die bei
moderater Dosis keine Steatose fanden (McMahan et al., 2021). Bei hdheren Expositionen
wurden hingegen vermehrt kleine Fetttropfchen beschrieben (Yang et al., 2024), die als friihe
steatotische Veranderung grundsatzlich rickbildungsfahig sind und somit ebenfalls mit den
im hohen Alter fehlenden Triglyceridunterschieden vereinbar bleiben.

Histologisch deutete der Liver Score der HE-Farbung auf einen nicht signifikanten Trend hin,
der vor allem durch parallel nachgewiesene entziindliche Veranderungen gestitzt wurde. Bei
alten Méusen beschrieben McMahan et al. (2021) fokale entziindliche Herde und erhdhte
Interleukin-1B-mRNA, wahrend junge Tiere unauffdllig blieben. Die dort beobachteten
hepatischen Ansammlungen entziindungsrelevanter Zellen, vorwiegend Neutrophilen und
Monozyten, deuteten auf friihe Stadien einer Leberentziindung hin (McMahan et al., 2021).
Unsere Daten zeigten darliber hinaus, dass diese Entziindungsaktivierung trotz jahrelanger
Abstinenz fortbesteht: In den Ly6G-Farbungen fanden sich in der Ethanolgruppe signifikant
mehr neutrophile Granulozyten, was der bislang verbreiteten Annahme widerspricht, eine
alkoholinduzierte Entziindung bilde sich nach Beendigung des Konsums vollstandig zurtick.
Unterschiede zu McMahan et al. (2021) lassen sich unter anderem durch die dort niedrigere
kumulative Ethanoldosis erklaren (30 g/kg weniger). Flr zukiinftige Arbeiten sollte daher
gezielt die akute Reaktion auf eine binge-ahnliche Ethanoldosis in jungen Mausen (hdher als
bei McMahan et al., 2021, innerhalb des binge-relevanten Bereichs) charakterisiert werden,
um diese unmittelbaren Effekte direkt mit den von uns im Alter beobachteten Veranderungen

vergleichen zu kénnen.
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Neben Entziindung zeigte sich eine signifikant erhohte Apoptose, nachweisbar lber die
Cleaved Caspase-3-Farbung. Dies weist auf aktivierte apoptotische Signalwege hin und stimmt
mit friiheren Befunden (iberein, dass alkoholinduzierte Schadigung langfristig Zellschadigung
fordert und so die Progression von ALD unterstitzt (Miyata & Nagy, 2020; Zhou et al., 2001).
Die Sirius-Red-Farbung war ebenfalls signifikant verstarkt, was vermehrte Kollagenablagerung
und fibrotische Umbauten anzeigt. Zwar ist eine gewisse Fibroseentwicklung im hoheren Alter
nicht ungewohnlich (Schmucker, 2005; Tajiri & Shimizu, 2013), die ethanolbehandelten Tiere
zeigten jedoch im Vergleich zu altersentsprechenden Kontrollen eine ausgepragtere
Kollagenablagerung. Fibrose gilt als zentrale Vorstufe schwerer alkoholbedingter
Lebererkrankungen (Lackner & Tiniakos, 2019). Dass fibrotische Signaturen trotz Abstinenz
nachweisbar waren und in der Ethanolgruppe starker ausfielen, spricht dafiir, dass der juvenile
Alkoholkonsum altersassoziierte Fibroseprozesse vorverlagert oder in ihrer Ausprdagung
verstarkt und Uber die Abstinenz hinaus aufrechterhalt. Auch biochemisch spiegelten sich
diese Befunde wider: die ALT-Aktivitat war bei den mit Ethanol behandelten Mausen erhoéht.
Adoleszentes Binge-Drinking geht experimentell und klinisch mit Transaminasen-Anstieg
einher (Ojeda et al., 2015; Gallego-Lépez et al., 2025; Binder et al., 2016), einer frihen
biochemischen Veranderung bei alkoholischer Lebererkrankung (Cui et al., 2014). Die
Persistenz erhohter ALT trotz Abstinenz spricht fiir eine nachhaltige Schadigung.

Unterstltzt werden unsere Ergebnisse durch die schwedische Registerstudie von Hagstrom et
al. (2018). Diese zeigte bei Uber 43.000 jungen Mannern Uber nahezu 40 Jahre einen
dosisabhangigen Zusammenhang zwischen Alkoholkonsum im Jugendalter und schweren
Lebererkrankungen, mit dem hochsten Risiko ab zwei Getranken pro Tag und einem Trend
bereits unterhalb vermeintlich sicherer Schwellen (Hagstrom et al., 2018). Binge-Drinking liegt
deutlich Gber den aktuellen Osterreichischen Empfehlungen von < 20 g pro Tag (24 g fur
Manner und 16 g fir Frauen), entsprechend 0,5 L Bier oder 0,25 L leichter Wein
(Sozialministerium AT). Der Body-Mass-Index unterschied sich kaum zwischen
Konsumgruppen (Hagstrom et al., 2018), im Einklang mit unseren unveranderten
Korpergewichten. Vetreno et al. (2021) fanden nach intermittierender juveniler
Ethanolexposition bei Wistar-Ratten ebenfalls keine Unterschiede in Korper- und
Lebergewicht. Im Gegensatz zu Hagstrom et al. (2018) argumentierten Askgaard et al. (2015),
dass der aktuelle Alkoholkonsum ein starkerer Risikofaktor fir die Entwicklung einer

alkoholischen Zirrhose sei als eine frithere Alkoholexposition. Unsere Ergebnisse stehen daher
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im Gegensatz zu diesen Beobachtungen und legen nahe, dass bereits friihe Schaden langfristig
bestehen bleiben.

Insgesamt stitzen unsere Daten die Annahme, dass juveniles Binge-Drinking eine
Vorschadigung in der Leber induziert, die im Alter auch natirlich auftretende entziindliche
und fibrotische Veranderungen zusatzlich verstarkt. Friih im Lebensverlauf gesetzte Schaden
scheinen also nicht nur kurzfristig, sondern auch langfristig die Lebergesundheit negativ zu

beeinflussen, was auch nach langer Abstinenz sichtbar blieb.

5.3 Einfluss von juvenilem Binge-Drinking auf die altersassoziierte
Veranderung der Darmbarriere im Mausmodell

Die Gabe von 6 g/kg KG Ethanol im Jugendalter, zweimal pro Woche iiber 4 Wochen, fiihrte

bei mannlichen C57BL/6J Méusen im Alter zur Stérung der Darmbarriere.

Unsere Daten sprechen dafiir, dass juveniler Alkoholkonsum eine langfristige
Beeintrachtigung der intestinalen Barriere beginstigt, die bis ins Alter fortbesteht. Bereits
frihe Arbeiten zeigten akute Schleimhautschaden nach Ethanol (Szabo et al., 1985). In
unserem Modell fanden wir im Diinndarm eine signifikant erhéhte Sirius-Red-Signalstarke bei
ethanolbehandelten Mausen, was flr vermehrte Kollagenablagerung spricht. Dies ist mit einer
Typ-lll-dominierten Frihfibrose oder einem reduzierten Kollagenabbau vereinbar und muss
nicht von einem Anstieg der COL1A1-mRNA begleitet sein (Rieder et al., 2017). Im Einklang
damit unterschied sich die COL1A1-Expression im Duodenum zwischen Kontroll- und
Ethanolgruppe nicht. Wahrend Sirius Red eingelagerte, langlebige Kollagenfasern (v. a. Typ
I/111) auf Gewebeebene nachweist (Lopez De Padilla et al., 2021), erfasst die gPCR fur COL1A1
die momentane mRNA eines einzelnen Kollagen-Gens im Gesamthomogenat (Bustin et al.,
2009). Erganzende Analysen auf COL3A1 kdnnten die Befunde stiitzen und die Diskrepanz der
vorliegenden Ergebnisse erkldren (Ballengee et al., 2019). Die Wahl des Duodenums war
methodisch begriindet, da bereits friihe Befunde gezeigt haben, dass Ethanol primar den
oberen Dinndarm schadigt (Bode & Bode, 2003).

Auf Ebene der angeborenen Immunitdt quantifizierten wir im Pfortaderplasma die
Konzentrationen von TLR2- und TLR4-Liganden. In der Ethanolgruppe waren dabei nur die
TLR2-Liganden, nicht jedoch die TLR4-Liganden, signifikant erhoht. Das passt zu einer

mikrobiell getriebenen Storung der Barrierefunktion, bei der bakterielle Produkte
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Mustererkennungsrezeptoren (PRR) aktivieren und eine entziindliche Antwort fordern
(Spencer et al., 2019). Frihere Arbeiten der Arbeitsgruppe wiesen im Alter erhohte
Endotoxinspiegel und eine Induktion TLR4-abhangiger Signalwege nach (Jin et al., 2020). Beim
Menschen wurden unter jugendlichem Binge-Drinking erhohte Endotoxine sowie TLR4/NF-kB-
Aktivierung mit proinflammatorischen Zytokinen, oxidativem Stress und Lipidperoxidation
beschrieben (Orio et al., 2017). Ahnliche Befunde zeigten Pascual et al. (2016) nach akuter
Intoxikation bei jungen Erwachsenen. Interessanterweise beeinflusste das Geschlecht das
Ausmall der Entziindungsreaktion, teils mit starkerer peripherer Aktivierung bei Frauen
(Pascual et al., 2016), was zukiinftig weitere Forschung erfordert.

Die selektive Erhéhung der TLR2-, nicht jedoch der TLR4-Liganden, lasst sich durch
Kompartimentierung entlang des Darmtrakts, zeitliche Effekte oder Unterschiede in der
Mikrobiomzusammensetzung erklaren und unterstreicht die Heterogenitat PRR-vermittelter
intestinaler Antworten (Price et al., 2018; Joeris et al., 2017). Insgesamt passt dies zu dem
oben beschriebenen Mechanismus: Eine beeintrachtigte Barriere erleichtert die Translokation
mikrobieller Molekiile und triggert PRR-abhangige Signalwege mit Zytokinfreisetzung
(Spencer et al., 2019), was die verstarkte hepatische Entziindung in der Ethanolgruppe erklart.
Die Literatur Uber Alkoholkonsum und Mikrobiom stitzt diesen Mechanismus. Bei Wistar-
Ratten fiihrte adoleszente Binge-Exposition zu voriibergehender und anhaltender Dysbiose
sowie zu langfristigen Veranderungen enterischer Neurotransmitter (Vetreno et al., 2021).
Eine Querschnittsstudie am  Menschen, die sich auf Rauschtrinken ohne
Alkoholkonsumstérung fokussierte, um potenzielle friihe Marker zu identifizieren, zeigte
ebenfalls Veranderungen im Darmmikrobiom junger Rauschtrinker auf (Carbia et al., 2023).
Segovia-Rodriguez et al. (2022) identifizierten auch alkoholbedingte Assoziationen im
Darmmikrobiom von Universititsstudenten. Ahnlich wie Carbia et al. (2023) wurden keine
Unterschiede in der Alpha-Diversitat festgestellt, es gab jedoch Unterschiede in der Beta-
Diversitdat zwischen Personen mit gelegentlichem starkem Alkoholkonsum und
Kontrollpersonen. Demgegeniiber steht, dass moderate Ethanoldosen bei jungen Mausen
darmschitzende Transkriptionsverdanderungen induzierten (McMahan et al.,, 2021). Die
unterschiedlichen Befunde sprechen fiir eine Dosis- und Musterabhangigkeit. Auch wenn
Entzug in einigen Studien Barriereparameter teilweise normalisierte (Leclercq et al., 2014;
Kirpich et al., 2017), berichteten andere Uber unvollstandige Erholung des Mikrobioms und

persistierende Effekte (Mutlu et al., 2012). Vor diesem Hintergrund ist bemerkenswert, dass
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in unserem Langzeitsetting trotz jahrelanger Abstinenz histologische Zeichen eines
anhaltenden Umbaus der extrazelluldren Matrix (ECM) fortbestanden. Zusammengefasst
deuten unsere Befunde darauf hin, dass juveniles Binge-Drinking eine langanhaltende Stérung
der Darm-Leber-Achse induziert, charakterisiert durch Barriere-Dysfunktion mit fokaler
Kollagenablagerung im Duodenum, eine TLR2-Aktivierung und die daraus resultierende
entzlindliche Antwort in der Leber.

Um die zeitliche Dynamik zwischen Exposition und Altersendpunkten besser zu verstehen,
sollten zusatzliche Zwischenzeitpunkte mit Messungen der ALT-Aktivitat und der TLR-
Aktivierung eingeplant werden. Die Diskrepanz zwischen Sirius-Red und COL1A1-qPCR spricht
fir eine erweiterte ECM-Charakterisierung sowie fiir Analysen der regionalen Heterogenitat.
Ergdnzend dazu waren Messungen von Matrixmetalloproteinasen sinnvoll, um Kollagenabbau
und Remodeling abzubilden. Offen bleiben zudem Geschlechtsunterschiede sowie Dosis- und

Musterabhangigkeiten der Ethanolexposition.
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6. Fazit und Ausblick

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine kurzfristige, binge-dhnliche Ethanolexposition im
Jugendalter bei mannlichen C57BL/6J-Mausen langfristige Spuren in Leber und Darm
hinterlasst, die noch im hohen Alter nachweisbar sind. In der Leber duRerte sich die friihere
Exposition in einer anhaltend starkeren Infiltration von Neutrophilen, vermehrter Apoptose,
erhohter ALT-Aktivitdat und einer ausgepragteren Kollagenablagerung. Damit verstarkt
juveniler Alkoholkonsum im Alter die ohnehin altersassoziierten entziindlichen und
fibrotischen Prozesse. Auf Darmebene deuten die fokale Kollagenzunahme sowie die
erhohten TLR2-Liganden auf eine mikrobiell vermittelte Barrierestérung mit nachgeschalteter
Immunaktivierung hin und sprechen fiir eine dauerhaft veranderte Darm-Leber-Achse. Das
eingesetzte Modell bildet ein klinisch relevantes Binge-Trinkmuster ab, erlaubt eine
kontrollierte Langzeitbeobachtung bis ins hohe Mausalter und unterstreicht die Relevanz
jugendlichen Rauschtrinkens als Risikofaktor flr spatere Organfolgen.

Zur weiteren Einordnung sollten zusatzliche Zwischenmessungen (ALT, Entziindungs- und
Apoptosemarker, TLR-Liganden) den zeitlichen Verlauf abbilden. Erganzend sind funktionelle
Permeabilitdatsassays und Analysen von Tight-Junction-Proteinen sinnvoll, ebenso eine
erweiterte Charakterisierung der extrazellularen Matrix, etwa durch zusatzliche Kollagen-
Isoformen und Matrixmetalloproteinasen. Kiinftige Studien sollten zudem weibliche Tiere
einbeziehen, um mogliche Geschlechtsunterschiede zu erfassen. Es ist zu beachten, dass die
Mechanismen innerhalb der verdnderten Darm-Leber-Achse mit den vorliegenden Daten
nicht vollstandig geklart werden konnten und die Auswirkungen jugendlichen Binge-Drinkings
im Alter auf weitere Organe noch systematisch untersucht werden missen. Ein Abgleich mit
humanen Biomarkern und Kohortendaten kann die Ubertragbarkeit der Befunde stirken.
Insgesamt legt die vorliegende Arbeit nahe, dass bereits kurze binge-artige Ethanolepisoden
im Jugendalter dauerhafte Spuren in Leber und Darm hinterlassen. Pravention und Aufklarung
sollten diese Langzeitperspektive kiinftig starker berilicksichtigen, zumal Binge-Drinking bei
jungen Menschen verbreitet ist und die empfohlenen Konsummengen deutlich iberschreitet.
Vor dem Hintergrund, dass Jugendliche und junge Erwachsene eine zentrale Zielgruppe der
Suchtpravention sind, sprechen unsere Ergebnisse dafiir, dass juveniles Binge-Drinking
unmittelbare und bleibende Schaden verursachen kann, die bislang haufig als reversibel

eingeschatzt wurden.
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Zusammenfassung

Der demografische Wandel ist durch einen zunehmenden Anteil dlterer Menschen und einer
Zunahme alkoholbedingter Gesundheitsschaden bei Jugendlichen und jungen Erwachsenen
gekennzeichnet. Wahrend altersbedingte Umbauprozesse (,Inflammaging”) in Leber und
Darm gut beschrieben sind, ist unzureichend untersucht, ob friiher Alkoholkonsum diese
Veranderungen im spateren Leben beeinflusst. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die
Auswirkungen von juvenilem Alkoholkonsum auf die altersassoziierten Leber- und
Darmschaden im Mausmodell zu untersuchen.

Mannliche C57BL/6J-Mause erhielten im Alter von drei bis vier Monaten achtmal einen
sogenannten , Alkoholbinge” (6 g/kg Ethanol), jeweils zweimal wochentlich Gber vier Wochen.
Die Kontrollgruppe bekam isokalorisch Maltodextrin. Die Nachbeobachtung erfolgte bis zum
24. Lebensmonat, wodurch sich Effekte friiher Exposition auf Endpunkte im hohen Alter
erfassen lieen. Anschliefend wurden histologische, biochemische und immunologische
Marker in Leber und Darm erhoben.

Im hohen Alter zeigten ethanolexponierte Tiere gegeniiber Kontrollen eine anhaltend starkere
Infiltration von Neutrophilen in der Leber (Ly6G), vermehrte Apoptose (Cleaved Caspase-3),
erhohte ALT-Aktivitdit sowie ausgepragtere Kollagenablagerungen (Sirius Red). Die
hepatischen Triglyceridgehalte unterschieden sich nicht zwischen den Gruppen. Im
Duodenum ethanolbehandelter Tiere wurde eine fokale Zunahme von Kollagen beobachtet
(Sirius Red), ohne begleitenden Anstieg der Collal-mRNA. Im Pfortaderplasma zeigte sich eine
selektive Erhéhung von Toll-like Rezeptor (TLR)2-Liganden (TLR4 nicht signifikant).

Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass bereits kurzfristige binge-artige
Ethanolexpositionen im Jugendalter im hohen Alter zu einer Verstarkung altersassoziierter
entzlindlicher und fibrotischer Veranderungen in Leber und Darm fiihren kénnen. Die
beobachteten Effekte sprechen fiir eine persistierende Beeintrachtigung der Darm-Leber-
Achse, moglicherweise vermittelt durch mikrobielle Barrierestérungen und eine Aktivierung
immunologischer Mustererkennungsrezeptoren (PRR). Diese Befunde unterstreichen die
potenziell langfristigen Konsequenzen jugendlichen Alkoholkonsums fiir die Organalterung.
Zuklnftige Studien sollten die zugrundeliegenden Mechanismen dieser Veranderungen weiter

untersuchen und deren Ubertragbarkeit auf den Menschen evaluieren.
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Summary

The demographic shift is characterized by an increasing proportion of elderly individuals and
a rise in alcohol-related health damage among adolescents and young adults. While age-
related remodeling processes (“inflammaging”) in the liver and intestine are well described, it
remains insufficiently studied whether early alcohol consumption influences these changes
later in life. The aim of the present study was to investigate the effects of juvenile alcohol
consumption on age-associated liver and intestinal damage in a mouse model.

Male C57BL/6J mice received eight “alcohol binges” (6 g/kg ethanol) at the age of three to
four months, twice weekly over four weeks. The control group received isocaloric
maltodextrin. Follow-up continued until 24 months of age, allowing assessment of the effects
of early exposure on endpoints in old age. Subsequently, histological, biochemical, and
immunological markers in liver and intestine were analyzed.

In old age, ethanol-exposed animals showed a persistently stronger infiltration of neutrophils
in the liver (Ly6G), increased apoptosis (cleaved Caspase-3), elevated ALT activity, and more
pronounced collagen deposition (Sirius Red) compared to controls. Hepatic triglyceride levels
did not differ between groups. In the duodenum of ethanol-treated animals, a focal increase
in collagen was observed (Sirius Red) without a concomitant rise in Collal mRNA. Portal vein
plasma showed a selective increase in Toll-like receptor (TLR) 2 ligands (TLR4 was not
significantly altered).

These findings suggest that even short-term, binge-like ethanol exposure during adolescence
may exacerbate age-associated inflammatory and fibrotic changes in the liver in later life. The
observed effects point to a persistent impairment of the gut-liver axis, potentially mediated
by microbial barrier disruption and the activation of immune pattern recognition receptors
(PRRs). These results highlight the potential long-term consequences of adolescent alcohol
consumption for organ aging. Future studies should further investigate the underlying

mechanisms of these changes and assess their relevance for humans.
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Anhang

Tabelle 6: Zusammensetzung Tris-EDTA-Puffer

Substanz Menge (pro Liter)
Tris Base 121¢g

EDTA 0,37g

dH,0 1L

Tween®20 500 uL

pH-Wert von 9 mit HCl oder NaOH eingestellt

Tabelle 7: Zusammensetzung Mono-Natriumcitrat

Substanz Menge (pro Liter)
Na-Citrat 2,1411g
dH,0 1L

pH-Wert von 6 mit HCl oder NaOH eingestellt

Tabelle 8: Zusammensetzung 10x PBS

Substanz Menge (pro Liter)
NaCl 80¢g

KCl 2g

Na;HPO4 7,62¢

KH2PO4 0,77 g

pH-Wert von 7,4 mit HCl oder NaOH eingestellt
1x PBS: 100 mL 10x PBS + 900 mL dH,0
2x PBS: 200 mL 10x PBS + 800 mL dH,0

Tabelle 9: Zusammensetzung TBE-Puffer

Substanz Menge (pro Liter)
5x TBE 200 mL
dH,0 800 mL
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Tabelle 10: Zusammensetzung PBST

Substanz Menge (pro Liter)
10x PBS 100 mL

dH20 900 mL
Tween®20 500

Tabelle 11: Verwendete Verdiinnungsfaktoren und Extraktionspuffer der Methoden

Methode Verdiinnungsfaktor Extraktionspuffer

Triglycerid-Extraktion 1:30 2x PBS
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