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1.Einleitung
1.1 Der Darm und das enterische Nervensystem

Der Darm spielt mit seiner Gesamtlange von ungefahr flinf Metern eine entscheidende Rolle
im menschlichen Koérper (Helander, 2014). Eine optimale Darmfunktion wird durch die
Zusammenarbeit von mehreren Komponenten, darunter das Epithel, das Mikrobiom und das
enterische Nervensystem, gewahrleistet. Das Darmepithel, kennzeichnet sich durch eine
saulenartig geformte Struktur, die an ihrer Basis ein Zylinderepithel (Lamina epithelialis
mucosae) enthalt. Zur Verbesserung des Stoffaustausches und der VergréRBerung der
Resorptionsflache ist das Darmepithel mit Darmzotten ausgestattet (Zemper, 2018). Eine
Selbstverdauung des Darmepithels wird durch die Glykokalyx vermieden. Die Glykokalyx
setzt sich aus Proteoglykanen und Glykosaminglucanen zusammen und bildet eine diinne
Schutzschicht Giber dem Darmepithel (N L Pillinger, 2017).

In Form von exokrinen und intestinalen Sekreten erfolgt die Verwertung von Nahrstoffen
und die Elimination von schadlichen Stoffen. Durch Kontraktion der glatten Muskulatur im
Darmtrakt wird die Fortbewegung der Nahrung und auch das mechanische Vermischen der
Nahrung erreicht (S K Sarna, 1989). Das Darmepithel wird taglich gesdubert. Somit kann
einerseits das Darmepithel von Nahrungsresten befreit werden und andererseits kann
dadurch das Uberwachsen von Bakterienstimmen unterbunden werden. Ist eine Nahrung
fir den Korper unverwertbar, so wird sie unter Zusammenarbeit des enterischen
Nervensystems, des zentralen Nervensystem, der glatten Muskelzellen und des Zwerchfells,
ausgestollen (S K Sarna, 1989). Dabei wird ein Brechreiz ausgeldst und somit wird das
Brechzentrum im Gehirn aktiviert und die Nahrungsbestandteile stoRartig nach aullen
transportiert (Carey D. Balaban, 2016).

Das enterische Nervensystem besteht aus einer Vielzahl von Neuronen und Gliazellen und
hat motorische und sensorische Funktionen im Kérper. Verglichen mit den Asterozyten im
zentralen Nervensystem sind die Gliazellen, im Verhiltnis zu den Neuronen, in Uberzahl (1:4-
1:10) (Nathalie Vergnolle, 2018). Das enterische Nervensystem kann auch unabhangig vom
zentralen Nervensystem arbeiten. Mittels Versuche an isolierten Darmstlicken konnte dieses
Phanomen nachgewiesen werden (W. M. Bayliss, 1899).

Das enterische Nervensystem ist gekennzeichnet durch zwei Schichten, die sich aus

Neuronen und Gliazellen zusammensetzen. Der Plexus myentericus befindet sich zwischen



den ringférmigen und den longitudinalen Muskelfasern. Der Plexus submucosus hingegen
befindet sich in den oberen Schichten des Darms somit zwischen der Schleimhaut und den
zirkularen Muskeln. Gemeinsam koordinieren beide Nervenfasergeflechte die Feinmotorik

und Peristaltik des Darms (G S Taylor, 1988).

= b > Mikrovilli

e i3 — Darmzotte

Krypten

— Plexus Submucosus
~— Zirkuldre Muskelschicht

—  Plexus myentericus
~ Longitudinale Muskelschicht

Abbildung 1 Schematische Darstellung des enterischen Nervensystems und des Darms

Sichtbar sind verschiedene Zelltypen im Bereich der Darmzotte (blau, orange, tiirkis und gelb (oranger Zellkern)). Oberhalb
des Plexus submucosus befindet sich die Darmzotte mit den Mikrovillis. Ebenfalls sichtbar sind die Gliazellen (gelbe und

orange kugelige Knduel) Quelle: (Zemper, 2018)

Die Kommunikation zwischen dem Epithel und dem enterischen Nervensystem beruht auf
parakrinen Signalmechanismen Die Kommunikation der enterischen Neuronen mit den
Gliazellen beruht auf Purinen, die von einem Pannexin-Kanal freigesetzt werden und auf die

benachbarten Gliazellen wirken (Werend Boesmans, 2019).

1.1.1 Zellen und Mediatoren des enterischen Nervensystems

Da die Funktionsweise des enterischen Nervensystems auf Reizweiterleitung beruht, ist
Acetylcholin einer der wichtigsten Neurotransmitter. Bei der Proliferation der Schleimhaut
und synaptischen Nerven haben Noradrenalin und das Serotonin (5HT-3) ebenfalls eine

bedeutende Funktion (Zemper, 2018).
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Das Serotonin wurde erstmals mittels Chromsalzen (Heidenhain, 1870) in Sekretgranula der
enterochromaffinen Zellen des Darms nachgewiesen und bekam den Namen ,Enteramin®.
Serotonin gehort zu den biogenen Aminen. Serotonin ist im Kérper an einer Vielzahl von
physiologischen, aber auch pathophysiologischen Prozessen beteiligt (L F Mohammad-
Zadeh, Pubmed, 2008). Die Hauptfunktion des Serotonins besteht darin, in Zusammenarbeit
mit dem enterischen Nervensystem die Motilitdt des Gastrointestinaltrakt (GIl-Trakt) zu

steuern (Damien J Keating, 2018).

1.1.2 Das serotonerge System und der Serotonin Wiederaufnahme Transporter
(SERT)
Studien weisen darauf hin, dass das serotonerge System in einer Vielzahl von alltaglichen
Ereignissen und Krankheiten involviert ist (Dubravka Svob Strac, 2016). Serotonin fungiert im
Darm als Neurotransmitter (D Sarrouilhe, 2015). Ebenfalls reguliert Serotonin den Schlaf,
den Appetit, die Schmerzempfindung und motorische Aktivitdten (Dubravka Svob Strac,
2016). Die Wirkung vom Serotonin im Korper basiert auf der Modulation von verschiedenen
Neuronentypen. Zu diesen Neuronentypen gehoren die dopaminergen, cholinergen und
GABAergen Neuronen. Serotonin kann die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren. Daher wird
das Serotonin im zentralen Nervensystem aus Vorstufen synthetisiert (D. Jokisch, 2005). Die
Synthese des Serotonins geht von der Aminosaure Tryptophan aus. Zwei Enzyme spielen bei
der Synthese von Serotonin eine wichtige Rolle: Tryptophanhydroxylase und Decarboxylase
(Diego J Walther, 2003). Serotonin wird im Magen-Darm-Trakt zur Synthese von Melatonin
verwendet. Melatonin hingegen antagonisiert die Wirkung des Serotonins im
Gastrointestinaltrakt (Sarah J MacEachern, 2018).
Es sind viele Serotonin-Rezeptoren bekannt: 5HT1-7. Bis auf 5HT3 sind alle Serotonin-
Rezeptoren G-Protein gekoppelt. Beim 5HT3 Rezeptor handelt es sich um einen
ligandengesteuerten lonenkanal. 5-HT1A-, 5-HT1B- und 5-HT1D sind prasynaptisch lokalisiert
und fiihren zu einer Hyperpolarisation. Die 5-HT2A und 5-HT4 Rezeptoren haben hingegen
eine depolarisierende Wirkung auf die Serotoninweiterleitung. Beim 5HT2C Rezeptor
handelt es sich um einen spezifischen Rezeptortyp, der nur im zentralen Nervensystem
vorkommt (George K. Papadimasa, 2012).
Wird dem Darm eine erhohte Konzentration von kurzkettigen Fettsduren zugefihrt, so

reagiert das enterische Nervensystem mit einer erhdhten Freisetzung von 5-HT3 (Serotonin)
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aus enterochromaffinen Zellen des Darms. Damit verbunden wird eine Signalkaskade
gestartet und am Ende dieser Kaskade wird vermehrt Acetylcholin (Ach) aus dem Myenteric
Plexus freigegeben und dieses fiihrt dann zu einer Muskelkontraktion im Darmtrakt (Satoshi
Fukumoto, 2003).

Serotonin wird in den enterochromaffinen Zellen (EC) des Darms synthetisiert und in
Sekretgranula gespeichert. Die enterochromaffinen Zellen befinden sich vor allem in der
Darmschleimhaut (Sonja Bialowas, 2016). Das aus den enterochromaffinen Zellen des Darms
ausgeschittete Serotonin kann mittels Serotonin-Wiederaufnahme-Transporter (SERT)
wieder in die Zellen aufgenommen werden. Dieses findet zwischen dem prasynaptischen
und synaptischen Spalt statt. Das Grundgertist des SERT besteht aus zwei Sialinsdureresten
die auf zwei Oligosacharridmolekilen verankert sind (Jonathan A Coleman E. M., 2016).

Das Gen SLC6A4 kodiert fir den SERT und ist auf dem Chromosom 17 lokalisiert. Einige
Krankheiten, darunter Autismus, sind mit der Expressionsrate des SERT direkt verbunden.
(James S. Sutcliffe, 2005). Der SERT besitzt 12 transmembrandre Domanen und gehort zu
der Gruppe der Na*/Cl - abhadngigen Transportproteinen (Rudnick, 2000). Friihere
Publikationen zeigten, dass SERT-Knockout Méause nach einer achtwdchigen fructosereichen
Fltterung mit einer Abnahme an SERT reagierten. Die Abnahme der intestinalen SERT ist

einer der moglichen Griinde fiir eine Fettleber (Synia Haub G. K., 2010).

1.1.3 Enterochromaffine Zellen des Darms

Die enterochromaffinen Zellen sind fiir die Ausschittung von Histamin und Serotonin
zustandig. Uber 90% des Gesamtserotonins, welches fiir die Motilitit und Peristaltik des
Darms verantwortlich ist, wird von den EC-Zellen produziert. Diese regulieren den pH-Wert
im Darmbereich (Andromeda Linan-Rico, 2016). Die enterochromaffinen Zellen des Darms
sind bis heute nicht eindeutig klassifizierbar, da sie sowohl neuronalen Ursprungs (Catherine
S. Lee, 2002), aber auch endodermalen Ursprungs (M Skipper, 2000) sein konnen. Als Modell
flir die enterochromaffinen Zellen des Darms werden BON-Zellen eingesetzt. Serotonin greift
aktiv ins Wachstum der BON-Zellen ein, indem es mittels SR1A-1B (zustandiges Gen) tiber
ein cAMP-Signalweg das Zellwachstum reguliert (Courtney M. Townsend, 2009).

Fructose beeinflusst ebenfalls die Serotoninsynthese in den enterochromaffinen Zellen des

Darms. Ab einer Konzentration von 50mM hat Fructose keinen positiven Einfluss auf die
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Serotoninsynthese (M Kim, Pubmed, 2001). Dies ist darauf zurilickzufiihren, dass Fructose zu
einer Abnahme des SERT fihrt und somit die Serotoninwiederaufnahme hemmt (Synia Haub
G. K., 2010). Galaktose hingegen lieferte bei derselben Konzentration Hinweise auf eine

Stimulation der Serotoninsynthese (M Kim, Pubmed, 2001).

Abbildung 2: BON-Zellen als Modell fiir enterochromaffine Zellen des Darms

Die sekretgefillten Granula (kugelige Strukturen mit schwarzen Punkten) sind deutlich zu erkennen. Quelle:

Selbstaufnahme
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1.2 Kurzkettige Fettsauren und ihre physiologische Bedeutung in der intestinalen
Homobostase

Der Intestinaltrakt spielt eine lebensnotwendige Rolle, wenn es um die Verwertung und
Aufnahme von Nahrstoffen geht. Es gibt Hinweise darauf, dass etwa 1000 verschiedene
Bakterienstamme den menschlichen Intestinaltrakt besiedeln (Martha Douglas-Escobar,
2013). Unter Mithilfe von Bakterien und koérpereigenen Enzymen werden I6sliche
Ballaststoffe und unverdauliche Starken zu kurzkettigen Fettsauren weiterverarbeitet
(Medha Priyadarshini, 2019). Zu den wichtigsten kurzkettigen Fettsduren gehoren Butyrat,
Propionat und Acetat. Vor allem das Butyrat ist an einer Vielzahl an physiologischen
Vorgangen im Korper beteiligt (Henagan, 2017).

Die kurzkettigen Fettsauren werden im Korper durch das Vorhandensein bestimmter
Rezeptoren in den Epithelzellen des Darms aufgenommen und ins Blutsystem abgegeben
und zu verschiedenen Stellen des Kérpers transportiert. Die Aufnahme erfolgt vor allem ber
die Fettsaurerezeptoren ,free fatty acid receptor 3“ (FFAR3) und FFAR2. Diese beiden
Rezeptoren gehoren zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (Zhiwei Ang, 2017). FFAR3
besitzt im Vergleich eine hohere Affinitdt zum Propionat als zum Butyrat und Acetat. Sowohl
FFAR3 als auch FFAR2 kommen auch in anderen Organen auflerhalb des Intestinaltrakt vor (C
S Byrne E. S., 2015).

Der Transport von Butyrat erfolgt durch den Monocarboxylat-Transporter (MCT1). Dieser
Transporter ist ebenfalls der Transporter von L-Lactat. Somit konkurrieren diese beiden
Substanzen miteinander um die Bindungsstellen. Buytrat wird jedoch beim Vorhandensein
von L-Lactat bevorzugt (Armin Ritzhaupt, 1998). In den Epithelzellen des Colons ist der MCT1
vor allem auf der luminalen Seite der Membran exprimiert und bei hoheren Konzentrationen
an Butyrat konnte auch eine erhdhte Expression von diesem Transporter auf der luminalen
Seite der Kolonmembran nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu haben Acetat und
Propionat keine Auswirkung auf die Expression von MCT1 (Mark A Cuff, 2002).

Durch die Bindung von kurzkettigen Fettsduren kommt es zur Aktivierung des G-Protein-
gekoppelten-Signalwegs und es werden weitere Mediatoren wie endokrinen Hormone
(glucagonartig-Peptid 1 (GLP-1) und Peptid YY (PYY)) freigegeben (Gwen Tolhurst, 2012).
Kurzkettige Fettsauren sind Alkylmonocarboxylate, die unverzweigt und gesattigt sind und
meist eine Lange von 6 Kohlenstoffatomen nicht (iberschreiten (Brian T Layden, 2013).

Kurzkettige Fettsauren spielen bei Chemotaxis (Jian Tan, 2014) und bei der Produktion von

14



reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) eine Rolle. Ebenfalls sind sie an der Zellproliferation
beteiligt und haben anti-entziindliche, antikarzinogene und antimikrobielle Effekte und
regulieren die intestinale Homdostase (R.Mackay Laurence Macia, 2014).

Kurzkettige Fettsauren, insbesondere Butyrat, wirken praventiv bei der Entstehung von
Kolonkarzinomen, da sie als Histondeacetylaseinhibtor (HDACi) fungieren und somit
kanzerosen Kolonzellen mittels Apoptose gezielt eliminieren (Bultman, 2015).

Da die Produktion der kurzkettigen Fettsauren im Darm vor allem durch die Erndhrung
reguliert wird, sieht man anhand der erhéhten Pravalenz von entziindlichen Erkrankungen in
westlichen Landern, dass moglicherweise mit den Jahren die Ballaststoffmenge in der
Nahrung zuriickgegangen ist. Hierfur fehlen jedoch noch nahere Informationen (R.Mackay
Laurence Macia, 2014).

Studien weisen darauf hin, dass auch die oral zugefiihrten kurzkettigen Fettsduren (SCFA)
aquivalent zu den fermentativ hergestellten kurzkettigen Fettsdauren verwendet werden. Die
orale Zufuhr von Butyrat erhéht demnach die Insulinsensitivitat und senkt die
Wahrscheinlichkeit an Adipositas zu erkranken (Henagan, 2017).

Die hochste Konzentration an kurzkettigen Fettsauren konnte vor allem im ersten und
zweiten Abschnitt (Caecum Colon und Ascending Colon) des menschlichen (post mortem)
Dickdarms mit 131 mmol/kg (Caecum c.) und 123mmol/kg (Ascending c.) nachgewiesen
werden. Die Produktion der kurzkettigen Fettsauren sinkt demnach in den letzten zwei
Abschnitten des Dickdarms: Colon Descendes (absteigender Teil des Colons) und Colon
Sigmoideum (letzter Abschnitt des Dickdarms vor dem Rectum) mit 80mmol/kg und
100mmol/kg. Der Dunndarm ist ein ungeeigneter Produktionsort fur kurzkettige Fettsauren
(13mmol/kg). Der ph-Wert der Darmabschnitte hat einen direkten Einfluss auf die
Produktion von kurzkettigen Fettsauren. Fir die fermentative Herstellung der kurzkettigen
Fettsduren sind vor allem die Bifidobakterien und die Faecalibakterien zustandig (Jean Guy
LeBlanc, 2017). So besiedeln diese Bakterienstamme eher den Dickdarm, da dort die besten
Bedingungen fiir ihre Vermehrung herrschen. Die relativen Werte flir die Zusammensetzung
der erzeugten kurzkettigen Fettsaure im Blinddarm (Caecum) sind wie folgt (siehe Tabelle 1)

(J H CUMMINGS, 1987):
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Tabelle 1: Verhdltnis der SCFA’s im Caecum von Menschen (post mortem) (J H CUMMINGS, 1987):

Acetat 69 mmol/kg Propionat 25mmol/kg  Butyrat 26mmol/kg

Das grampositive Bakterium Faecalibacterium prausnitzii ist mit seinem ungefahr 5%
Gesamtkeimzahl (S Miquel 1, 2013) im gesamten Koérper fiir die fermentative Herstellung
von Buytrat zustandig. Bei der Erndhrung von vier Bakterienstammen mit Fructose konnte
nur Faecalibacterium prausnitzii Fructose zum Butyrat verstoffwechseln (Frédéric Moens,
2016).

Eine gesunde Darmflora ist fiir den vollstandigen Erhalt der Darmfunktion unentbehrlich. So
wurde bei Kindern, die im Laufe des Lebens eine Atopie entwickelten, ein erhéhter Gehalt an
Clostridien nachgewiesen, wobei bei Kindern ohne Atopie, die Zahl der Bifidobakterien (im
Gegensatz zu Clostridien) und damit direkt verbunden eine héhere Produktionsrate an

kurzkettigen Fettsduren nachgewiesen werden konnte (M Kalliomaki, 2001).

1.3 Das enterische Nervensystem und kurzkettige Fettsauren

Das hauptsachlich im Blinddarm und im aufsteigenden Teil des Colons gebildete Butyrat und
Propionat haben stimulierende Auswirkungen auf die Darmmotilitdt in Hunden (P S Kamath,
1987). Eine hochdosierte (500mM) Zufuhr von SCFA’s (kurzkettige Fettsduren) senkt die
Darmmotilitat. Senkt man die Konzentration von SCFA’s jedoch auf 50- 100mM so wird die
Darmmotilitat wieder gesteigert (Mark P Rondeau, 2003). Dieses Phdnomen beruht auf die
dosisabhangige Regulation des enterischen Nervensystem. Wird eine erh6hte Konzentration
von Butyrat zugefiihrt, so reagiert das enterische Nervensystem mit einer erhdhten
Freisetzung von 5HT3 (Serotonin) aus enterochromaffinen Zellen des Darms (Satoshi
Fukumoto, 2003). Damit verbunden wird eine Signalkaskade gestartet und am Ende dieser
Kaskade wird vermehrt Acetylcholin aus dem Myenteric Plexus freigegeben und dieses fihrt
dann zu einer Muskelkontraktion im Darmtrakt (Satoshi Fukumoto, 2003).

Kurzkettige Fettsduren haben eine positive Auswirkung auf die Energiehomdostase (C S
Byrne E. S., 2015). Die orale Zufuhr von kurzkettigen Fettsauren zeigte sich in
Mausversuchen als praventiv gegen die Ausbildung von nichtalkoholischem Steatohepatitis
(Cheng Jun Jin, 2015).

Obwohl die kurzkettigen Fettsauren, chemisch gesehen eine dhnliche Struktur haben, sind

sie in der Wirkung auf die Motilitat (konzentrationsabhangig) doch unterschiedlich. Bei
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einem Versuch mit mannlichen Wistar Ratten konnte mit einer je 5mM konzentrierten
oralen Natrium-Acetat-, Natrium-Propionat- und Natrium-Butyrat-Zufuhr unterschiedliche
Effekte nachgewiesen werden. Natrium-Acetat fiihrte zu einer Abnahme der Darmmotilitat,
wobei Natrium-Propionat zu einer Erh6hung der Darmkontraktion und das Natrium-Butyrat

zu einer voribergehenden Kontraktion fiihrten (Sean M. McNabney, 2017).

Kurzkettige Fettsduren

¥~ Gehirn

Weiterleit
ung des
Skgnals ins
Gehirn

Regulation der

Energie
Hombostase
- ' GLP-1/PYY Freisetrung
Enterisches Mervensystem e p
N L *_ Colon

Woeiterleiten des Reizes ins ZNS

Abbildung 3: Schematische Darstellung fiir die Regulation der Energie-Homéostase

Nach der Bindung von kurzkettigen Fettsduren kommt es zur Bindung dieser an FFAR2/3. Dadurch werden
erhoéht GLP-1/PYY aus den Epithelzellen freigesetzt. Das enterische Nervensystem registriert diesen Reiz und
leitet ihn mittels Vagusnerven ins zentrale Nervensystem. Daraufhin wird das Colon vom Gehirn zur
Regulierung der Energie-Homoostase beauftragt.

Quelle: Eigenproduktion
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Studien weisen darauf hin, dass Fructose und Natriumbutyrat die Freisetzung des Serotonins
im Darm modulieren kdénnen.
Bisher sind jedoch die molekularen Mechanismen, die sowohl die Wirkung der Fructose als

auch des Butyrat auf das intrinsische serotonerge System wenig untersucht.

Ausgehend von diesem Hintergrund war das Ziel dieser Arbeit, den Einfluss von Natrium-
Butyrat und Fructose auf die Produktion von Serotonin im in vitro Modell (BON-Zellen) der
enterochromaffinen Zellen und die Expressionsrate von SERT bei C57BL/6J-Mausen, zu

ermitteln.

Folgende Fragestellungen sollen durch diese Arbeit beantwortet werden:
1. Wie beeinflussen Natriumbuytrat und Fructose die Serotoninkonzentration in den
BON-Zellen?
2. Gibt es eine dosisabhangige Beeinflussung des Serotonins bei der Behandlung mit
unterschiedlichen Mengen an Natriumbuytrat und Fructose?
3. Welche Auswirkungen haben eine orale Supplementation von Natriumbuytrat auf die
Expression des Serotonintransporters im Duodenum in Fructose-gefiitterten

C57BL/6J-M3usen?
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2. Materialien

2.1 Zellkultur

BON-Zellen

DMEM:F12
Penicillin:Streptomycin
Serologische Pipetten
(5ml, 10ml, 25ml)
Zellschaber

Zihlkammer

Pipetten (1-1000pl)
Zellkultur-Bench

Mikroskop

Wasserbad

Trypsin/EDTA

FBS

Fructose

Natriumbutyrat
Serologische Pipetten
(5ml, 10ml, 25ml)
Pipettenspitze

Laborhandschuhe

Mikrofilter (0,21 pm)

Wird noch ergdnzt

PAN-Biotech GmbH
PAN-Biotech GmbH
Sarstedt AG& Co KG

Sarstedt AG& Co KG
Neubauer Zahlkammer
Marienfeld 0,00025mm?
Eppendorf Research Plus
Labogene Scandinavian by
Design

Mars 1800

Zeiss Primovert

Inverses Mikroskop

Kottermann FO19

PAN Biotech

PAN Biotech

Carl Roth GmbH + CO KG
D- (-)Fructose
Laborbestand

Sarstedt AG& Co KG

Sarstedt AG& Co KG
Microflex Xceed Powder
Free

Carl Roth GmbH + CO KG

19

Wird noch ergdnzt
Aidenbach/Deutschland
Aidenbach/Deutschland

Nimbrecht/Deutschland

Numbrecht/Deutschland

unbekannt

Hamburg/Deutschland

Danemark/ Allergd

China/Shanghai

Deutschland/ Uetze

Aidenbach/Deutschland

Aidenbach/Deutschland

Karlsruhe/Deutschland

Nimbrecht/Deutschland

Nimbrecht/Deutschland

Brissel/Belgien

Karlsruhe/Detuschland



Spritzen (fur
Membranfilter)

Becherglaser

Analysenwaage

12er Well-Platten

Serotonin ELISA
Mikrotiterplatte (96-
Wells)

Serologische Pipetten
(5ml, 10ml, 25ml)
Serotonin Antiserum
Serotonin Biotin
Pipettenspitze
Enzymkonjugat (1:100 mit
Assaypuffer verdiinnt)
Standarts A-G

Kontrolle 1

Kontrolle 2 (aus 0,5ml
doppeldestilliertem
Wasser hergestellt)

Eppis
Acylierungsreagenz
Assaypuffer (1:10 mit
bidest. Wasser verdiinnt)
Waschpuffer (1:20 mit
bidest. Wasser verdiinnt)

Substrat

BRAUN Omnifix Luer Lock
Solo

ILMABOR SCHOTT

WR BRAND

Sartorius MC410 S
Sarstedt AG & Co KG

2.2 Messung der Serotoninkonzentration mittels ELISA

IBL International GmbH

IBL International GmbH

Sarstedt AG& Co KG

IBL International GmbH

IBL International GmbH
Sarstedt AG& Co KG

IBL International GmbH

IBL International GmbH

IBL International GmbH

IBL International GmbH

Sarstedt AG& Co KG

IBL International GmbH

IBL International GmbH

IBL International GmbH

IBL International GmbH
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Melsungen/Detuschalnd

Deutschland

Gottingen/Deutschland

Nimbrecht/Detuschland

Hamburg/Deutschland
Hamburg/Deutschland

Numbrecht/Deutschland
Hamburg/Deutschland

Hamburg/Deutschland
Nimbrecht/Deutschland

Hamburg/Deutschland

Hamburg/Deutschland

Hamburg/Deutschland
Hamburg/Deutschland

Numbrecht/Deutschland
Hamburg/Deutschland
Hamburg/Deutschland

Hamburg/Deutschland

Hamburg/Deutschland



Reagenzglaser (klein)

Glaswarenfabrik Karl Hecht

GmbH & Co KG

Stoplosung
Vortex-Mixer

Photometer

IBL International GmbH
Heidolph REAX2000

Molecular Devices

SpectraMax M3

Stoppuhr

Thermo-Shaker

Vortex-Mixer
Immunohistochemie Set

Mikroskope

Orbitalschiittler

Deckglaser

Objekttrager

Feuchte Kammer

Roti Histol
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumdihydrogenphosphat
Triton X-100

Tween 20

Ethanol/Methanol
Wasserstoffperoxid

PBS

Destilliertes Wasser

Leitungswasser

Carl Roth GmbH & Co KG

Biosan PST-60HL

Heidolph REAX2000
Alamone Labs

Leica DM6 B

Zeiss Lab A1 AXIO
Digital Orbital Shaker
Laborbestand
Laborbestand

Simport

Laborbestand

Carl Roth GmbH + Co KG
Carl Roth GmbH + Co KG
Carl Roth GmbH + Co KG
Carl Roth GmbH + Co KG
Laborbestand
Laborbestand
Laborbestand

Laborbestand

Laborbestand
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Sondheim vor der Rhon

/Deutschland

Hamburg/Deutschland
Schwabach/Deutschland

Deutschland

Nimbrecht/Deutschland

Riga/Lettland

2.3 Immunohistochemische Farbung von Dinndarmgewebe der C57BL/6J Mause

Schwabach/Deutschland
Jerusalem/Israel
Wetzlar, Deutschland
Minchen/Detuschland

Rugby/United Kingdom

Canada/QC J3G 4S5

Karlsruhe/Deutschland
Karlsruhe/Deutschland
Karlsruhe/Deutschland

Karlsruhe/Deutschland



2.4 Analyse der Genexpression

Photometer

Trizol

Darmgewebe
Vortex-Mixer
Gewebelyse

Chloroform

Isopropanol

Ethanol 75%

Zentrifuge

Wasser (Nuklease-frei,
steril filtriert, autoklaviert)
Aus Gewebe extrahierte
RNA

Filtertips

Wasser (Nuklease-frei,
steril filtriert,
autoklaviert)

Thermal Cycler
Mastermix

Thermal Cycler

RQ1 Stop Solution

RQ1 RNase-Free DNase
10x Reaction Buffer

RQ1 RNase-Free DNase
Primer

iTaq Universal SYBR Green
Supermix

Hard-Shell PCR Plates 96-
Well, diinner Wand

Molecular Devices
SpectraMax M3
VWR Life Science
Laborbestand
Heidolph REAX2000
Qiagen TissueLyser Il
Laborbestand
Laborbestand
Laborbestand
Hermle Z 216 MK
Carl Roth GmbH & Co. KG

TIP ONE Starlab Group
Carl Roth GmbH & Co. KG

Bio-Rad Laboratories
Laborbestand

Bio-Rad Laboratories
Promega Corporation

Promega Corporation
Promega Corporation
Eurofins Genomics

Bio-Rad Laboratories

Bio-Rad Labartories
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Deutschland

Leuven/Belgium

Schwabach/Deutschland
Hilden/ Deutschland

Wehingen/Deutschland
Aidenbach/Deutschland

Hamburg/Deutschland
Aidenbach/Deutschland

Minchen, Deutschland

Minchen, Deutschland

Madison/USA

Madison/USA

Madison/USA

Ebersberg, Deutschland

California/USA

Munchen/Deutschland



Tabelle 2: Verwendete Primersequenzen

Gen

Verwendete Primersequenz

Slc64A

Forward: 5°- tgg ata gta cgt tcg cag

Reverse: 5°- cat acg ccc ctc ctg atg tc -3’

gc-3’

18S

Forward: 5’-gta acc cgt tga acc cca
Reverse: 5'- cca tcc aat cgg tag tag

tt-3°
cg -3’

2.5 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Serologische Pipetten (5ml,

10ml, 25ml)
Pipettenspitze

Eppis
Kolbenhubpipetten
Ethanolfeste
Permanentstifte
Wasserfeste
Permanentstifte
Zellkulturflaschen (50ml,
100ml)

Pasteur Pipetten (Glas)
Aluminiumfolie

Laborhandschuhe

Ethanol (70%)
Falcons
Plastikwannen und
Wageschiffchen
CO2-Flasche

Wasser-Bidest.

Firma

Sarstedt AG& Co KG

Sarstedt AG& Co KG
Sarstedt AG& Co KG
Sarstedt AG& Co KG

Micronova LabMarker

STAEDTLER Mars GmbH &
Co. KG
Sarstedt AG &CO KG

Carl Roth GmbH + Co KG
Carl Roth GmbH + Co KG
Microflex Xceed Powder
Free

Laborbestand

Sarstedt AG & CO KG

Laborbestand

Air Liquide
Rotipuran

Carl Roth GmbH + CO KG
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Herkunft

Nimbrecht/Deutschland
Nimbrecht/Deutschland
Nimbrecht/Deutschland
Nimbrecht/Deutschland
California/USA
Nlrnberg/Deutschland
Nimbrecht/Deutschland
Karlsruhe/Deutschland

Karlsruhe/Deutschland

Brussel/Belgien

Nimbrecht/Deutschland

Schwechat/Osterreich

Karlsruhe/Deutschland



Glasflaschen (1L, 500mli,
250ml, 100ml, 50ml)

2.6 Allgemeine Gerate

Geratschaften

Kiihlschrank
Zentrifuge
Eppi-Zentrifuge
Mikrotom

Pipettor (automatisch)
Pipettor (mechanisch)
Vakuumpumpe
Eiswiirfelerzeuger
Tiefkiihler
Heizschrank

Stoppuhr

Mikroskope

Orbitalschittler

Carl Roth GmbH + Co KG

Firma

Liebherr Premium
Hermle 2446 K
Hermle Z216 MK
Leica RM2245
DLAB Levo ME
BRAND Macro
DLAB Safevac

Hoshizaki HydroCarbonFreze

Eppendorf CryoCube F570h

WTC Binder

Carl Roth GmbH & Co KG
Leica DM6 B

Zeiss Lab A1 AXIO

Digital Orbital Shaker
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Karlsruhe/Deutschland

Herkunft

Ochsenhausen/Deutschland

Wehingen/Deutschland
Wehingen/Deutschland
Deutschland
Kalifornien/USA
Wertheim/Deutschland
California/USA
Amsterdam/Niederlande
Hamburg/Deutschland
Tuttlingen/Deutschland
Nimbrecht/Deutschland
Wetzlar, Deutschland
Miinchen/Detuschland

Rugby/United Kingdom



2.7 Software

Applikation

Graphpad Prism 7
Microsoft Word
Microsoft Excel
Plattenreader Software
Analyse der
immunohistochemischen
Farbung
Schmelzkurvenanalyse

Bestimmung der RNA-Integritat

Firma

Graphpad Software
Microsoft Office
Microsoft Office
SoftMax Pro 7.0
LAS X, LAS V4.5

Bio Rad CFX Manager

Image Lab 5.0
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3. Methoden

3.1 Kultivierung von BON-Zellen

Die BON-Zellen gehoren zu den adharenten Zellen. Dieses Charakteristikum ist flir die
Auswahl der Zellkulturflasche von groRRer Bedeutung. Die bei -180 Celsius gelagerten BON-
Zellen werden durch das langsame Herabsetzen der Umgebungstemperatur (Eis-Box)
geschont aufgetaut und nachfolgend im frischen Nahrmedium aufgenommen und
anschlieend bei Raumtemperatur und 200RCF fiir 5 Min zentrifugiert. Nach dem
Zentrifugieren werden die Zellen in eine kleinen Kulturschale (Volumen: 25cm3) mit 3ml
Ndhrmedium und 2ml FBS aufgenommen. Fiir die gréRere Kulturschale (Volumen: 75cm?3)
werden die BON-Zellen in eine Mischung aus 5,4ml Nahrmedium und 3,6ml FBS
aufgenommen. Dies entspricht einer Konzentration von 40% FBS zu 60% Nahrmedium (89%
DMEM:F12, 1% Streptomycin/Penicillin und 10% FBS). Der hohe Anteil an FBS ist vor allem
am Anfang des Auftauprozesses sehr wichtig, um den Zellen eine optimale Bereitstellung
notwendiger Nahrstoffe zu gewahrleisten.

Die BON-Zellen werden in einer 1:1 Mischung von DMEM:F12 kultiviert. Zur
Nahrmediumflissigkeit werden andere Substanzen wie 10% fetales bovines Serum (fétales
Rinder Serum) und 1% Penicillin und Streptomycin zugesetzt. Die Zellen werden bei 5% CO2
Atmosphare und bei 37° Celsius kultiviert.

Es werden 10° Zellen in die Kulturschale tibergefiihrt und tiber die Nacht im Brutschrank
inkubiert. Am darauffolgenden Tag erfolgt der Mediumwechsel. Die Zellen werden mit 5ml
DPBS gespiilt und gewaschen. Nachdem die Zellen vollstandig mit DPBS gewaschen wurden,
wird das frische Ndhrmedium (bestehend aus DMEM: F12/FBS/Streptomycin: Penicillin) in
die Zellkulturflasche gefullt.

Nachdem die Konfluenz des Zellkulturbodens zu 80% erreicht wurde, muss ein Splittvorgang
erfolgen. Das verbrauchte Nahrmedium wird mittels Vakuumpumpe entfernt. Danach
werden die Zellen jeweils mit 5ml PBS gewaschen und die gebrauchte PBS-Losung wird
verworfen. Es werden 3ml (25cm3) und 5ml (75cm3) Trypsin/EDTA dazugegeben. Die
Mischung aus Trypsin/EDTA l6st sowohl die Zell-Zellverbindungen als auch die Zell-
Kulturschalenbodenverbindungen erfolgreich. Falls das nicht der Fall ist, wird ein Zellschaber
verwendet. Eine Einwirkzeit von fliinf Minuten wird eingehalten, um die Zellen abzuldsen.

Die Reaktion wird mit etwa 5ml Ndhrmedium (25cm3) und mit 9ml Ndhrmedium (75cm3)
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unterbrochen. Die Zellen werden resuspendiert und in 10ml Falcons tbergefihrt und fiir 10
Minuten bei 300 RCF zentrifugiert.

AnschlieRend wird das Nahrmedium entfernt und die Zellen in 1 ml frischem Zellmedium
Ubergefiihrt und nach der Bestimmung der Zellzahl in die neuen Zellkulturflaschen ausgesat.
Zur Bestimmung der Zellzahl werden 20ul Zellsuspension in ein kleines Reagenzgefald
gegeben. Danach erfolgt das Farben der Zellen mit 20 pl Trypanblau (1:1) und anschlieBend
wird mittels einer Neubauer-Zdhlkammer die Anzahl der Zellen bestimmt. Das
Funktionsprinzip der Neubauer-Zahlkammer beruht darauf, dass auf einem Objekttrager-
dhnlichen Trager eine gefarbte Losung von Zellen und Farbstoff aufgetragen wird. Auf der
Zahlflache befinden sich 4x4 0,25mm groRe Quadrate. AbschlieBend wird die Zellzahl mittels
folgender Formel berechnet:

Zellzahl/ml = Mittelwert x Verdinnungsfaktor (2) x 10000

Dann wird die nétige Anzahl an Zellen in die Kulturschale ausgesat. Zur Kontrolle werden die
Kulturschalen unter dem Mikroskop betrachtet. Diese Methode farbt vor allem die toten
Zellen blau, da der saure Farbstoff Trypanblau nur die geschadigte oder tote Zellmembran
durchdringen kann. Lebende Zellen zeichnen sich durch eine leuchtende Farbe aus.

Die Zellen werden nach dem Waschen mit PBS in Ndhrmedium (89% DMEM:F12, 1%
Streptomycin/Penicillin und 10% FBS) aufgenommen. AnschlieRend erfolgt der Zdhlvorgang
und danach wird fiir 10 Minuten bei 300RCF (20°) zentrifugiert.

Die Zellen werden in einer DMSO/FBS-Mischung (1:10) aufgenommen und resuspendiert
und in Kryoréhrchen tbergefiihrt. Um ein Schockfrieren zu vermeiden werden die
Kryordhrchen in einem Behalter mit Isopropanol zundchst stufenweise (-20°) eingefroren

und am nachsten Tag erfolgt der Transfer in -150°-Atmosphare.
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3.2 Herstellung der Stammlésungen

3.2.1 Natriumbutyrat Stammldsung

Fir die Versuche werden folgende Konzentrationen festgelegt: 3 mM, 0,3 mM und 0,03 mM.
Die erforderliche Menge an Natriumbutyrat wird mittels einer Prazisionswaage abgewogen.
Um die Stabilitat des Natriumbutyrats zu gewahrleisten, wird die abgewogene Substanz in
einem 15ml Falcon dicht verschlossen und unter Lichtschutz (mittels Alufolie) aufbewahrt.
Es werden 16,51mg Natriumbutyrat abgewogen und im 50ml| Nahrmedium, welches 89%
DMEM:F12, 1% Streptomycin/Penicillin und 10% FBS enthalt, gelost.

Die Natriumbutyratlésungen werden mit einem Filter (PorengréRe 0,2 um) steril filtriert. Die
Herstellung der niedriger konzentrierten Natriumbutyratlésungen erfolgt aus dem
Verdiinnen der steril filtrierten Natriumbutyratlosung. Hierfiir werden 5ml von der 3mM
NaB-Lésung entnommen und mit Ndhrmedium (89% DMEM:F12, 1% Streptomycin/Penicillin
und 10% FBS) auf 50ml aufgefillt (0,3mM NaB-Losung). Fir die 0,03mM konzentrierte NaB-
Losung werden 5ml 0,3mM NaB-Losung mit 45ml Nahrmedium (89% DMEM:F12, 1%
Streptomycin/Penicillin und 10% FBS) auf 50ml aufgefiillt.

Rechnung:

M= 110,09 g/mol

3mM-> 330,27mg in 100m| Nahrmedium (110,09x3=330,27mg)
Oder 16,51mg in 50m| Nahrmedium

Somit gilt:

3mM-->16,51mg in 50m| Nahrmedium*
0,3mM-->5ml 3mM NaB-Losung+ 45ml Nahrmedium*
0,03mM-->5ml 0,3mM NaB-Losung+45ml Ndhrmedium*

*Ndhrmedium: (89% DMEM:F12, 1% Streptomycin/Penicillin und 10% FBS)
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3.2.2 Fructose-Stammlosung

Fir die Versuche werden folgende Konzentration festgelegt: 50mM, 25mM, 10mM, 5mM,
2,5mM. Die festgelegte Menge an Feststoff wird mittels einer Prazisionswaage abgewogen
und in ein 15 ml Falcon Ubergefiihrt und dann im 10mI Nahrmedium (89% DMEM:F12, 1%
Streptomycin/Penicillin und 10% FBS) geldst und gevortext. Die Fructoselosung (50mM) wird
abschlieRend mit einem Filter (PorengroBe 0,2 um) sterilfiltirert. Die Herstellung der 25mM,
10mM, 5mM und 2,5mM konzentrierten Fructose-Losungen erfolgte durch das Verdiinnen

der 50mM Fructose Stammlésung.

Rechnung:

M (Fructose)= 180,16g/mol
50mM->9,008g auf 1Liter
Oder 90,08mg auf 10ml

Somit gilt:

50mM-->90,08mg in 10ml Nahrmedium*

25mM--> 5ml 50mM Fructose-Lésung+ 5ml Nahrmedium*
10mM-->4ml 25mM Fructose-Losung+ 6ml Nahrmedium*
5mM-->5ml| 10mM Fructose-Losung+ 5ml Nahrmedium*

2,5mM--> 5ml 5mM Fructose-Losung+ 5ml Nahrmedium*

*Ndahrmedium: (89% DMEM:F12, 1% Streptomycin/Penicillin und 10% FBS)
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3.3 Behandlung von BON-Zellen

Sowohl fiir die Versuche mit Fructose-Stammldsungen als auch fiir die Versuche mit
Natriumbutyrat-Stammldsungen werden Zellen in einem Altersbereich von Passage 6 bis 14
eingesetzt. Ebenfalls werden bei beiden Versuchen festgestellt, dass 12 Wellplatten fir die

Versuchsdurchfiihrung am besten geeignet sind.

0,3mM 0,03mm
MNaB MNaB

3mM
NaB
10° Zellen

OO OO0
O OO0

Kontrolle

10°Zellen

10°Zellen 10°Zellen

Abbildung 4: Behandlungsschema mit Natriumbutyrat und eine Vorschau fiir die Plattenbelegung
Die Behandlung der Zellen mit Natriumbutyrat erfolgte mit zwei unterschiedlichen Inkubationszeiten (2
Stunden und 18 Stunden).

Quelle: Eigenproduktion
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10°Zellen Fruc.
10%Zellen 10°Zellen 10%Zellen

OO
O C

Abbildung 5 Behandlungsschema mit Fructose-Lésungen und eine Vorschau fiir die Plattenbelegung

S5mM 2,5mM

Fruc. Fruc.
10°Zellen 10°Zellen

Es wurden zwei unterschiedliche Inkubationszeiten (2 Stunden und 18 Stunden) verwendet.

Quelle: Eigenproduktion

3.4 Messung der Serotoninkonzentration mittels ELISA

Fir die Messung werden die Zellliberschiisse verwendet. Die Zelllberschiisse stammen von
Proben, die mit NaB (3uM/0,3uM/0,03uM) und mit Fructose (50mM/25mM/10mM/5mM/
2,5mM) behandelt wurden. Fiir den Versuch mit dem Serotonin-Kit ist es erforderlich einen
verdlinnten Assay Puffer herzustellen, damit die Konzentration des Serotonins so weit
erniedrigt wird, dass das ELISA-Kit diese problemlos innerhalb des Registrierungsbereichs
erkennen kann. Es werden 20ul Kontrolle und 20ul Probe zuerst mit dem hergestellten und
verdinnten Assay-Puffer nach dem Protokoll verdiinnt. AnschlieRend erfolgte die Acylierung
mit dem Acylierungsreagenz.

Nach der Erwdarmung wird die Flissigkeit in jedem Rohrchen mit einem Assay-Puffer
verdlinnt. Die hierfiir erforderliche Menge ist vom ELISA-Kit abhangig und ist in der
Gebrauchsanweisung zu finden. Dann wird die verdiinnte Losung fiir 10 Minuten bei 1500
RCF zentrifugiert. Etwa 50ul der zentrifugierten Losung wird in die Wells pipettiert. Ebenfalls

werden sieben unterschiedlich konzentrierte Standardlosungen und eine Kontrollldsung (die
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Losung wird durch das Losen eines lyophiliserten Pulvers mit 0,5ml zweifach destilliertem
Wasser hergestellt) mitdetekiert.

Die Konzentration der Standartlésungen ist bereits bekannt. Zu jedem Well werden 50ul
Serotonin-Biotin und 50ul Serotonin-Antiserum dazugegeben. Die Wellplatte wird mit einem
Orbitalschiittler bei 500 RPM fiir 90 Min bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach dem
Schuttelvorgang werden die gefillten Wells mit einer Waschpuffer-Losung gewaschen. Der
Waschvorgang wird dreifach wiederholt, um die restliche Loésung (Assaypuffer, Serotonin-
Biotin und Serotonin-Antiserum) zu entfernen. Um die Reaktion zu katalysieren und spater
sichtbar zu machen, wird nach dem Waschen der Wells ein 1:100 (mit Assaypuffer verdiinnt)
verdlinntes Enzymkonjugat dazugegeben und wiederum bei Raumtemperatur und 500 RPM
fir 60 Min geschittelt. Anschliefend erfolgt die Zugabe von 200ul Substratlésung in jedes
Well, um den kolorimetrischen Nachweis durchzufiihren. Nach der Zugabe der
Substratlésung wird ein drittes Mal bei Zimmertemperatur geschittelt. AnschlieBend wird
die Reaktion mit 50ul Stoppldsung (pro Well) gestoppt.

Die Messung der Konzentration von Serotonin erfolgt mit einem Photometer. Dazu wird bei
zwei unterschiedlichen Wellenlangen (405nm und 600nm Referenzwellenldange) gemessen.
Die Auswertung der Ergebnisse erfolgt mit dem Programm ,Graphpad 7“. Dabei werden die
Konzentrationen der Standards (A-G) in die X-Spalte eingetragen und die Extinktionen der
Standards, der Proben und die Extinktionswerte der Kontrolle in die Y-Spalte eingetragen.
Durch anschlieBende Log-Transformierung der X-Werte und Analyse der nichtlinearen
Regression werden die Ergebnisse erhalten. Um die Ergebnisse nachvollziehbar darzustellen,

werden die Parameter transformiert und die Kurven in einer Excel-Datei zusammengefasst.

3.5 Immunohistochemische Farbung von Diinndarmgewebe der C57BL/6J Mause

Das Funktionsprinzip der Immunohistochemie basiert auf der Reaktion eines Antikorpers mit
einem Antigen. Erfolgt die Interaktion zwischen diesen beiden Komponenten, so erfolgt eine
Farbereaktion, die eine visuelle Sichtbarkeit ermoglicht. Die Auswahl des primaren
Antikorpers ist von grofRer Bedeutung. Eine Kontrollgruppe wird ebenfalls mitbestimmt,

damit eine Farbereaktion deutlich von einer Negativkontrolle unterschieden werden kann.
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Abbildung 6: lllustration eines immunohistochemischen Nachweises
Nach dem Andocken des sekundaren Antikorpers an den primaren Antikorper kommt es zu einer

Signalverstarkung. Quelle: Morphisto

Bei den verwendeten Darmabschnitten handelt es sich um C57BL/6J M&usen, die mit einer
fructosereichen Flissigdiat und natriumbutyratreichen Flussigdiat geftittert wurden. Die
Konzentration des Natriumbutyrats betrug 0,6 g/kg KG/d. Die Dauer des Versuchs betrug 13
Wochen und fir die Versuche wurden drei Monate alte Mause verwendet. Es wurden
mannliche Mause verwendet. Die Gewebeschnitte lagen bereits vor und miissen fiir den
immunohistochemischen Nachweis zurechtgeschnitten werden. Zuvor tiefgefrorene
Dinndarmabschnitte der C57BL/6J Mausen, die in Form von Paraffinblocken konserviert
wurden, werden mittels eines Mikrotoms in 0,2um dicke Schnitte geschnitten und fiir den
Nachweis vorbereitet. Die Schnitte werden in zwei aufeinanderfolgenden Schritten mit Roti-
Histol entparaffiniert. Hierflir werden die Gewebeschnitte mittels eines Orbitalschittlers
gleichmaRBig in Bewegung gehalten. AnschlieRend erfolgt die stufenweise Entfernung des
Roti-Histols und des Molekularwassers, welches in den Zellzwischenraumen enthalten ist,
mit absteigender Ethanolkonzentration (100%,95%,70%) fur jeweils zehn Minuten. Um das
Uberschiissige Ethanol zu entfernen, werden die Gewebeschnitte im letzten Schritt mit
destilliertem Wasser fir finf Minuten gewaschen.

Nach der Entparaffinierung und Dehydrierung der Gewebeschnitte erfolgt die
Antigendemaskierung. Flr die Antigendemaskierung wird eine Mischung folgender
Substanzen verwendet: 0,2% Wasserstoffperoxidlosung in 0,1M Phosphatpuffer (auf pH 7,3
eingestellt), 0,05% Triton X-100 und 20% Methanol tropfenweise aufgetragen. Die

33


https://www.morphisto.de/service/immunhistochemie/

Gewebeschnitte werden anschliefend fir 25 Minuten in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur inkubiert.

Anschliefend werden die Gewebeschnitte in einem Behalter mit 0,02 M PBS fiir flinf
Minuten geschittelt. Nach finf Minuten wird der Vorgang wiederholt. Nach dem Abstoppen
der Reaktion wird der priméare Antikorper (Anti-Serotonin Transporter) in einer
Konzentration von 1:400 auf die Gewebeschnitte ibertragen und eine Stunde bei
Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubiert. Eine Stunde spater wird die feuchte
Kammer mit den Gewebeschnitten bei 4°C Gber Nacht im Kiihlschrank inkubiert. Am
nachsten Tag werden die Gewebsschnitte mit 0,02 M PBS flinf Minuten lang gewaschen.
Nach finf Minuten wird der Vorgang wiederholt.

Nach dem Waschen erfolgt die Inkubation mit einem sekundaren Antikérper. Dieser
Antikorper ist ein Anti-HRP-Rabbit und die Gewebeschnitte werden fiir 30 Minuten
inkubiert. Nach der erfolgten Inkubation werden wiederum zwei Mal mit 0,02 M PBS fir
jeweils flinf Minuten gewaschen.

Um eine Detektierbarkeit der moglichen Antigen-Antikorper-Bindung zu gewahrleisten, wird
eine Mischung aus Chromogen und Substratlosung hergestellt (1Tropfen Chromogen und 1
ml Substrat) und auf die Gewebeschnitte aufgetragen. Mit einem Testversuch und der
Beurteilung unter dem Mikroskop wurden zehn Sekunden als optimale Einwirkzeit
festgelegt. Die Gewebeschnitte werden danach ins destillierte Wasser eingetaucht, um die
Reaktion zu beenden. Im Anschluss erfolgt die Gegenfarbung mit Hamatoxylin. Hierfiir
werden die Gewebeschnitte fiir 20 Sekunden in einem Behalter mit Himatoxyllin
eingetaucht. Nach 20 Sekunden werden die Gewebeschnitte in einen Behélter mit
Leitungswasser Gibergefiihrt. Dieser Schritt ist zum Blauen der Gewebeschnitte noétig. Dieser
Vorgang wird mit frischem Leitungswasser wiederholt und anschlieBend wird die Reaktion
mit destilliertem Wasser unterbrochen.

Im Anschluss erfolgt die Rehydrierung der Gewebeschnitte mit aufsteigenden
Konzentrationen von Ethanol (70%,95%,100%). Nach dem Rehydrierungsschritt erfolgt die
Wiederaufnahme der gefarbten Gewebeschnitte im Roti-Histol. AnschlieRend werden die
Gewebeschnitte mit Entellan eingedeckt. Die Objekttrager werden fiir ca. zwei bis drei
Stunden unter dem Abzug getrocknet und danach wird die Farbung unter dem Mikroskop

beurteilt.
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Unter dem Mikroskop werden mittels eines Programms mehrere Fotos gemacht. Die Fotos
werden vor allem von der Basis der Darmzotten gemacht. Beurteilt wird die Farbung

bezogen auf den verwendeten Erndhrungsplan der C57BL/6J) Mause.

3.6 Analyse der Genexpression

Die in diesem Versuch verwendeten Diinndarmstiicke stammen von Mausen, die mit
fructosereicher oder natriumbutyratreicher Fllssigdiat geflttert wurden. Die Gewebestlicke
werden bis zum Zeitpunkt der Verwendung in einem Tiefkihlgerat aufbewahrt.

Die Diinndarmstiicke werden in 500ul Trizol aufgenommen und mittels einer Gewebe
Grinder (TissueLyzer Il Frequenz: 300 Schwingungen/Minute) homogenisiert. Das in Trizol
enthaltene Guanidinisothiocyanat lysiert die Zellen und macht so die RNA leichter
zuganglich. Nach der Homogenisation wird fiir 30 Sekunden gevortext und anschlieBend fiinf
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im nachsten Schritt werden die Proben mit 200ul
Chloroform versetzt und zuerst mit der Hand geschiittelt und nachfolgend mit einem
Vortexer fur 15 Sekunden gevortext. Danach wird das Homogenat fiir zehn Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliefend fiir zehn Minuten bei 12000 RCF und 4° Celsius
zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren erfolgen die weiteren Schritte auf Eis. Die obere klare
Phase enthalt die benotigte RNA und wird separat in einem Behaltnis aufgefangen und mit
500ul Isopropanol versetzt und anschlieBend fiir 15 Minuten auf Eis inkubiert. Das
Isopropanol fallt die RNA und ermdoglicht so die Trennung der RNA-Phase von der fliissigen
Phase. Nach der Inkubation erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (10 min, 12000 RCF,
4°C). Der Uberstand wird vorsichtig in ein anderes Behiltnis (ibergefiihrt. Das Pellet wird mit
1ml 75% Ethanol gewaschen und anschlieBend acht Minuten lang bei 7500 RCF und 4°
Celsius zentrifugiert und nach dem Zentrifugieren wird der Uberstand verworfen und neues
Ethanol wird dazugegeben. Dieser Vorgang wird ein zweites Mal wiederholt. Nach dem
Waschschritt erfolgt das Trocknen der Pellets. Nachdem die Pellets vollstandig
luftgetrocknet sind, werden die Pellets mit 10-20 pl DNase- und RNase- freiem Wasser bei
55° Celsius und fiir zehn Minuten gel6st. Die Integritat der RNA wird mittels
Gelelektrophorese (1,5% Agarose-Gel, 130ml Puffer, 45 Min bei 110V) bestimmt und
anschlieffend wird die RNA-Konzentration gemessen. Hierflir werden 5ul RNA mit 95pl
RNase- und DNase-freiem Wasser (pro Well) verdiinnt. Ebenfalls wird ein Blankwert als 100
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ul destilliertem Wasser festgelegt. Die Absorption wird bei jeweils 230nm, 260 nm und 280
nm gemessen.

Durch das Einsetzen in folgende Formel wird abschliefend die RNA Konzentration bestimmt:

C [ng/mL] = A260 x Verdiinnungsfaktor x Extinktionskoeffizient.

Das Ergebnis lieferte einen Wert zwischen 1,8 und 2,0 (ein Nachweis flir sauber extrahierte
RNA)

Flr die cDNA-Synthese wurden 1,11 ug RNA eingesetzt.

Die so erhaltene Menge an RNA wird mittels cDNA-Synthese in eine cDNA umgewandelt.
Zunachst wird mittels eines Photometers die Konzentration der RNA bestimmt. Hierflr
werden 5ul RNA mit 95ul RNase- und DNase-freiem Wasser (pro Well) verdiinnt. Ebenfalls
wird ein Blankwert als 100 ul destilliertem Wasser festgelegt. Mit dem Photometer
bestimmte man anschlieflend die Absorption bei 260-280 nm. Somit wird 1,11 ug in cDNA
umgeschrieben.

AnschlieBend wird ein DNase-Verdau durchgefiihrt. Hierfiir werden folgende

Konzentrationen pipettiert (siehe Tabelle 1):

Tabelle 3: Ablauf des DNase-Verdaus

DNase-Verdau

1l RQ1 RNase-freies DNase 10x

Reaktionspuffer

1l RQ1 RNase-Free DNase

Inkubation bei 37° und fur 30 Minuten

Nach dem DNase-Verdau wird die Reaktion mit der Zugabe von 1 ul RQ1 DNase Stop Solution
und anschlieRender Inkubation bei 65° C fiir 10 Minuten abgestoppt.

Fiir die cDNA Synthese wird ein Mastermix mit folgendem Ansatz hergestellt (siehe Tabelle 4):
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Tabelle 4: Herstellung einer Mastermix fiir die cDNA-Synthese

Mastermix

4 ul | 25mM MgClI2

2 ul | Reverse Transkriptase Puffer

2 pl | 10mM dNTP Mix

0,5 pul | RNAsin

1 ul | Oligo(dt)Primer

0,6 ul | 15 Units AMV Reverse Transkriptase

10,1 pl Mastermix wird zu jeder Probe pipettiert. Nach dem Pipettieren wird mittels

Thermocycler mit folgendem Ansatz cDNA synthetisiert (siehe Tabelle 4):

Tabelle 5: Synthesetemperaturen fiir cDONA

10 Minuten 25°C

15 Minuten 42°C

5 Minuten 95°C

5 Minuten 4°C

AbschlieBend wird zu jeder Probe 80ul reines Wasser dazugegeben und die erhaltenen cDNA-

Fragmente werden bei -20°C gelagert.
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Fiir die Bestimmung der Genexpression wird eine Real-time-RT-PCR durchgefiihrt. Die
Besonderheit der Real-time-RT-PCR ist, dass eine Quantifizierung der Ergebnisse mittels
Messung der Fluoreszenzintensitat erfolgt, wahrend die PCR-Zyklen in Echtzeit ablaufen. Die
Intensitat der Fluoreszenz nimmt mit Anzahl der Vervielfaltigungsschritte des
interessierenden Gens proportional zu.

Dabei wird ein sogenanntes Interessensgen mithilfe eines Primers gebunden und
vervielfdltigt. Der Primer (ein Oligonucleotid) dient dabei als Startpunkt fiir die Polymerase
und somit flr den Start der Vervielfaltigung. Das iTaq Universal SYBR Green dient als
Fluoreszenzmarker und bindet an DNA-Doppelstrang und die Fluoreszenzintensitat wird von
einem Detektor gemessen.

Fiir die Messung ist das Slc64A-Gen das Interessensgen. Das SLC6A4-Gen codiert flir den
Serotonintransporter, welches ein integrales Membranprotein ist und fiir die
Wiederaufnahme des Serotonins in die Zelle verantwortlich ist. Als Referenzgen wird das
sogenannte Housekeeping-Gen 18S verwendet. Dieses Referenzgen dient der
Normalisierung der gemessenen Expression.

Ein Mastermix wird mit folgendem Ansatz hergestellt:

Tabelle 6: Herstellung des Mastermix fiir Real-Time-PCR

Slc6A4/18S
iTaq Polymerase | 10 pl
DEPC-Wasser 3ul
Primer forward 1l
Primer reverse 1l

Somit werden 15 pl Mastermix in jedes Well pipettiert und 5 ul cDNA werden ebenfalls in die
Wells pipettiert. Nach dem Pipettieren des Mastermix und der cDNA wird die Genexpression

gemessen. Dafiir wurden folgende Bedingungen festgelegt und angewendet:
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Tabelle 7: Bedingungen fiir die Messung der Genexpression

Enzymaktivierung 10 Sekunden bei 95°C
Amplifizierung 5 Sekunden bei 95°C

Annealing fiir das SIc6A4 30 Sekunden bei 60°C
Annealing fiir das Referenzgen 185 | 30 Sekunden bei 55°C

Innerhalb der Amplifizierung wurden die Zyklen 39 Mal wiederholt. AnschlieRend erfolgt
nach der Messung der Genexpression eine Schmelzkurvenanalyse. Dieses Verfahren
eliminiert etwaige mutierte Gene oder Gene, die nicht detektiert werden sollen, mittels
Schmelzen. Der gebundene Anteil an Interessensgen schmilzt erst bei héheren

Temperaturen.

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit folgenden Formeln:

ACT = CT Zielgen — CT Referenzgen

AACT = ACT Behandlung — ACT Kontrolle

Ratio = 2-AACT

Die CT-Werte kennzeichnen jenen Schwellenwert, bei dem der Reporterfluoreszenz den

Hintergrundfluoreszenz eindeutig Gbersteigt.
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3.7 Statistische Auswertung

Sowohl bei den Ergebnissen der ELISA als auch bei den Ergebnissen der PCR wurde auf
AusreiRer Gberprift. Zur Ermittlung bestehender signifikanter Unterschiede wurden one-
way ANOVA (ELISA) und two-way ANOVA (rt-PCR) durchgefiihrt. Der Bartlett’s Test wurde
fiir die Bestimmung der Varianzhomogenitit verwendet. Nachdem die Uberpriifung auf
Varianzhomogenitat keinen signifikanten Unterschied lieferte wurden die Daten mittels
Logarithmieren transformiert. Die Unterschiede wurden ab einem p-Wert <0,05 als
signifikant erkannt. Zur Veranschaulichung der Ergebnisse wurden diese als Balkendiagramm

dargestellt. Die gesamte statistische Auswertung wurde mit GraphPad Prism 7 durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

4.1.1 Einfluss von Natriumbutyrat auf die Serotoninkonzentration in BON-Zellen

Um zu untersuchen, ob Natriumbutyrat die Freisetzung vom Serotonin in BON- Zellen
moduliert, werden BON-Zellen je 2 und 18 Stunden mit 0-3 mM Natriumbutyrat behandelt
und die Serotoninkonzentration in Zellkulturiiberstand mittels ELISA gemessen. In Abb. 7
und 8 sind die Ergebnisse nach 2 Stunden bzw. nach 18 Stunden zusammengefasst.

Die Inkubation der BON-Zellen mit 0,03mM und 0,3mM Natriumbutyrat fihrt zu einer
deutlichen Erhohung der Serotoninkonzentration im Zellkulturliberstand, wobei nur die
Inkubation mit 0,3mM Natriumbutyrat zu einer signifikanten Erhéhung flihrt (0,03mM
p=0,07; 0,3mM p<0,05). Im Gegensatz dazu resultiert die Inkubation mit 3mM
Natriumbutyrat zu keiner signifikanten Veranderung der der Serotoninkonzentration im

Zellkulturtuberstand.

09

Serotonin-Koncentration
(rafml)

Abbildung 7: Serotoninkonzentration in Zellkulturiiberstinden der BON-Zellen, die fiir 2 Stunden mit
0-3mM Natriumbutyrat behandelt wurden (n=5).
a: p< 0,05 im Vergleich zu K
d: p<0,05 im Vergleich zu 3mM Natriumbutyrat

Die Ergebnisse werden als Mittelwert +/- SEM angegeben.
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Auch nach 18 Stunden fihrt die Inkubation mit 0,3mM Natriumbutyrat zu einer signifikanten
Erh6hung der Serotoninkonzentration im Zellkulturiiberstand im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen, aber auch im Vergleich zu den mit 0,03mM und 3 mM
Natriumbutyrat behandelten Zellen. Auch nach 18 Stunden konnte eine deutliche Erhéhung
(nicht signifikant) der Serotoninkonzentration im Zellkulturiberstand der mit 0,03mM
Natriumbutyrat behandelten BON-Zellen, im Vergleich zu den unbehandelten Zellen, gezeigt

werden.
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Abbildung 8 Serotoninkonzentration in Zellkulturiiberstanden der BON-Zellen, die fiir 18 Stunden mit 0-
3mM Natriumbutyrat behandelt wurden (n=5).
a: p<0,05 im Vergleich zu 0OmM Natriumbutyrat
b: p<0,05 im Vergleich zu 0,03mM Natriumbutyrat
d: p<0,05 im Vergleich zu 3mM Natriumbutyrat

Die Ergebnisse werden als Mittelwert +/- SEM angegeben.
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4.1.2 Einfluss von Fructose auf die Serotoninkonzentration in BON-Zellen

Um zu untersuchen, ob auch Fructose die Freisetzung von Serotonin in BON-Zellen
verandert, werden die Zellen abermals fiir je 2 Stunden und 18 Stunden mit 0-50mM
Fructose inkubiert. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 9 und 10 zusammengefasst. Bei
keiner der verwendeten Fructosekonzentrationen kommt es nach 2 Stunden oder 18
Stunden zu einer Anderung der Serotoninkonzentration im Zellkulturiiberstand. Eine leichte
Erhéhung (nicht signifikant) konnte im Zellkulturiiberstand der BON-Zellen, die mit 25mM

Fructose behandelt wurden, gezeigt werden.

501

Serotonin-Konzentration

Fructose

Abbildung 9 Serotoninkonzentration in Zellkulturiiberstinden der BON-Zellen, die fiir 2 Stunden mit
0-50mM Fructose-L6sung behandelt wurden (n=6).

Die Ergebnisse werden als Mittelwert +/- SEM angegeben.
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Auch nach 18 Stunden fuhrt die Inkubation der BON-Zellen mit 0-50mM Fructose zu keiner
signifikanten Anderung in der Serotoninkonzentration im Zellkulturiiberstand. Die

Serotoninkonzentration im Zellkulturiberstand wurde mit ELISA gemessen.

60 5

40 5

209

Serotonin-Konzentration
(ng/ml)

Fructosa

Abbildung 10 Serotoninkonzentration in Zellkulturiiberstinden der BON-Zellen, die fiir 18 Stunden mit
0-50mM Fructose-L6sung behandelt wurden (n=6).

Die Ergebnisse werden als Mittelwert +/- SEM angegeben.
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4.2 Expression von SLC6A4 (SERT) mRNA im proximalen Diinndarm von Fructose-
gefltterten C57BL/6J Mausen

Nach der Bestimmung der Serotoninkonzentration in den Zelliiberstanden der BON-Zellen,
wird die Genexpression von SLC6A4 im Diinndarmgewebe der C57BL/6J Mausen bestimmt,
um zu untersuchen, ob Fructose (30% Fructose im Trinkwasser) und Natriumbutyrat
(0,6mg/kg) in vivo auch eine Auswirkung auf die SERT-Expression haben. Die C57BL/6)
Mause wurden flir acht Wochen nach dem jeweiligen Didtplan erndhrt. Die Ergebnisse sind
in der Abbildung 11 zusammengefasst. Kein signifikanter Unterschied konnte zwischen den

Gruppen nachgewiesen werden.
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Abbildung 11 mRNA Expression vom SLC6A4-Gen bei Mausen, die mit Standarddidt+Natriumbutyrat
(n=4), Standarddiat+Fructose (n=4) und mit einer Mischung aus Standarddiat+Fructose+Natriumbutyrat
(n=6) fiir acht Wochen behandelt wurden.

Die Ergebnisse werden als Mittelwert +/- SEM angegeben.
F=Standarddidt+Fructose But=Standarddiat+Natriumbutyrat K=Standarddiat (Kontrolle)

Standarddidt= fructosereiche Nahrung
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Zusatzlich zur Untersuchung der mRNA Expression werden reprasentative Farbungen von
Paraffinschnitten, aus dem Dinndarmgewebe der C57BL/6J Mause, angefertigt. Auch hier ist
kein bemerkenswerter Unterschied zu beobachten (siehe Abbildungen A-D). In den
Abbildungen A sind die gefarbten SERT-Proteine der C57BL/6J Mausen, die eine Standarddiat
erhielten, zu sehen. Eindeutig sichtbar sind die braun-gelblich gefarbten Mikrovilli, die SERT
exprimieren. Die C57BL/6J Mause, die zusatzlich 0,6g/kg KG Natriumbutyrat erhielten,
zeigen eine dhnliche und zum Teil auch eine schwachere Intensitat in der SERT-Farbung
(siehe Abbildungen B). Bei den C57BL/6J Mausen, die zusatzlich 30%ige Fructoselosung
erhielten, kann man eine schwache Farbung beobachten (siehe Abbildungen C)

Bei den C57BL/6J Mausen, die zusatzlich 30%ige Fructoseldsung und 0,6g/kg KG
Natriumbutyrat erhielten, wurde eine starke Farbung des SERT beobachtet (siehe
Abbildungen D). Eine densitometrische Auswertung ist aufgrund der intensiven und
ungleichmalligen Verteilung der Farbung in vielen Schnitten im Bereich der Zotten nicht
moglich. Ein weiterer limitierender Faktor, fiir die Nicht-Durchflihrung der
densitometrischen Farbung, sind qualitative Mangel des alten Gewebes, die in manchen

Schnitten zu unregelmaRiger Verteilung der Farbung flihrte.
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Abbildung 12 Einfluss von Standarddiat, Standarddiat +Natriumbutyrat, Standarddiat +Fructose,
Standarddiat+Fructose+Natriumbuytrat auf die SERT-Proteinkonzentration im proximalen Diinndarm

der fiir acht Wochen behandelten C57BL/6J Mausen.

5. Diskussion

Die NAFLD stellt inzwischen die haufigste Lebererkrankung weltweit dar. Trotz aller
Bemiihungen sind jedoch die genauen Ursachen fiir die NAFLD noch nicht abschlieend
geklart. Frihere Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe weisen darauf hin, dass
Natriumbutyrat die Entwicklung einer nichtalkoholischen Fettleber abschwacht (Baumann et
al, 2020). Diese Ergebnisse stammen aus einem Mausmodell mit acht Wochen alten C57BL /
6J-Mausen, die mit einer fettreichen und fructosereichen Diat gefiittert wurden. Nach acht
Wochen erhielten die Mause zusatzlich eine Natriumbutyratsupplementierung. Mause, die
eine Fett-Fructose-Cholesterinreiche Didt (FFC-Diat) erhielten, entwickelten eine
nichtalkoholische Steatohepatitis, mit einer signifikanten Erhéhung der
Entziindungsparameter TNFo und IL-6 in der Leber (Baumann et al, 2020). Mit
Natriumbutyrat geflitterte Mause zeigten wesentlich geringere Entziindungswerte, ebenfalls
in der Leber. Die Natriumbutyratsupplementierung hatte jedoch keinen Einfluss auf den
durch die FFC-Diat verursachten Verlust der Tight-Junctions - und damit die
Darmbarrierefunktion - im Diinndarm (Baumann et al, 2020). Yabut et al konnten mit ihrer
Studie eine positive Wirkung von Fettsdauren und Glukose auf die Serotoninproduktion in den
enterochromaffinen Zellen des Darms nachweisen (Julian M Yabut, 2019).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Natriumbutyrat und/oder Fructose einen
Einfluss auf die Serotoninkonzentration in einem Modell der enterochromaffinen Zellen

(BON-Zelllinie) hat.

5.1 Die BON-Zelle als Modell der EC-Zellen des Darms

Die enterochromaffinen Zellen des Darms sind zum GroRteil an der Synthese des
kdrpereigenen Serotonins beteiligt (Nicholas W. Bellono, 2018). Bis zu 95% des
Gesamtgehalts an Serotonin im Kérper wird von den enterochromaffinen Zellen
bereitgestellt (Ravinarayan Raghupathi, 2016). Die BON-Zelllinie hat ihren Ursprung in den
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EC-Zellen des Darms und kann Serotonin produzieren und sezernieren. Das genaue
Funktionsprinzip ist bis heute unklar. Wahrscheinlich besitzt hierbei die Zusammenarbeit
verschiedener Dopaminrezeptoren eine groRe Bedeutung (K Lemmer, 2002). Schafermeyer
et al konnten in der eigenen Studie zeigen, dass die BON-Zellen in Stimulationsexperimenten
dhnliches Verhalten aufweisen (Schafermeyer, Isolierung und funktionelle Charakterisierung
der enterochromaffinen Zellen im Diinndarm, 2005). Dieses dhnliche Verhalten ist ein grolRer
Vorteil um die Auswirkungen von bestimmten Stimuli im Modell der EC-Zellen des Darms zu
untersuchen. Die BON-Zellen kénnen in Inkubationsgeraten, unter Einhaltung der
Bedingungen fiir das optimale Wachstum (siehe Material-Teil), aufbewahrt werden und fir
einige Zeit kultiviert werden. Durch die Simulation der EC-Zellen des Darms werden weniger
Tiere fur die Versuche bendétigt. Als Modell fiir die enterochromaffinen Zellen stellen die
BON-Zellen daher ein angemessenes System dar. Die BON-Zelllinie wurde urspriinglich aus
einem 28-jahrigen Pankreastumor-Patient gewonnen und eine kontinuierliche Zelllinie
wurde etabliert. Der Name ,,BON“ ist willkiirlich gewahlt und hat keine eindeutige

Bedeutung (B M Evers, 1994).

5.2 Einfluss von Natriumbutyrat und Fructose auf die Serotoninkonzentration in

BON-Zellen

Natriumbutyrat steigert signifikant die Serotoninkonzentration in BON-Zellen.
Fructose fiihrt zu keiner signifikanten Verdnderung der Serotoninkonzentration in BON-

Zellen.

Serotonin hat eine grofRe Bedeutung fiir einige Ablaufe im Kérper. Die Hauptfunktion des
Serotonins im enterischen Nervensystem besteht darin die Motilitdt des Gl-Trakts zu steuern
(Narek Israelyan, 2019) (Synia Haub G. K., 2010). Dariiber hinaus werden der periphere und
der zentrale Gefalltonus mitreguliert. Eine Stérung des Serotoninstoffwechsels konnte auch
als ein Grund fiir die Entstehung des Reizdarmsyndrom diskutiert werden (Duo-Chen lJin,
2016). Auch bei Bluthochdruck wurden einige Auswirkungen des Serotonins auf den Korper
beobachtet (L F Mohammad-Zadeh, Pubmed, 2008). Im Gastrointestinaltrakt erfolgt,
aufgrund der Einwirkung von Stimuli (beispielsweise: Natriumbutyrat, Bombesin,

Noradrenalin) die Einwanderung von Ca2+ vom Extrazelluldarraum in den Intrazellularraum
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und damit verbunden wird Serotonin vermehrt freigesetzt (Leah Zelkas, 2015). Serotonin (5-
HT) reguliert ebenfalls die Permeabilitdt des Darms und Translokation von Endotoxinen (Ina
Bergheim et al, 2008). Die Freisetzung und Wiederaufnahme des Serotonins erfolgt tGiber
einen spezifischen Serotonintransporter. Ist dieser Transporter in seiner Funktion gestort, so
kann Serotonin seine physiologische Wirkung nicht austiiben und es entstehen, damit
verbunden, Krankheiten in vielen Organen - darunter auch in der Leber (Synia Haub G. K.,
2010).

Siddique et al. konnten zeigen, das verschiedene Substanzen eine stimulierende Wirkung auf
die Serotoninsynthese haben. Die BON Zellen konnten nach der Stimulation mit
Isoproterenol (900nM), Cholecystokinin(130nM), PACAP (0,12nM
Hypophysenadenylatcyclase-aktivierendes Polypeptid), Bombesin (15nM) und Acetylcholin
(0,2nM) die Serotoninsyntheserate erhohen. Somatostatin wirkt inhibierend auf die
Serotoninproduktion in den BON-Zellen (Zakiya-Luna Siddique, 2009). Ein signifikanter
Anstieg der Serotoninkonzentration konnte durch die Inkubation von BON-Zellen mit
unterschiedlich konzentrierten Glukoselésungen von 10-150mM erzielt werden (M Kim,
Pubmed, 2001). Glukose konnte auch nach 12-stiindiger Inkubation in einem
Konzentrationsbereich von 50mM-150mM die Serotoninkonzentration in den BON-Zellen
erhdhen. Die maximale Serotoninkonzentration wurde bei der Inkubation der BON-Zellen
mit 50mM Glukosel6sung erzielt. In derselben Arbeit konnten Mannitol (10mM-150mM) und
Fructose (50mM, 20 Minuten Inkubationszeit) zu keiner Anderung der
Serotoninkonzentration fihren (M Kim, Pubmed, 2001). Die Anwendung hoherer
Fructosekonzentration (300mM) fiihrte bei 8-16 Woche alten C57BL/6 Md&use zu einer
signifikanten Zunahme in der Serotoninkonzentration im Diinndarm der Tiere (Alyce M.
Martin A. L., 2017). Einem tierexperimentellen Versuch zufolge konnten Silva et al. an 4-6
Woche alten athymischen Nacktmausen zeigen, dass die Asnwendung von absteigenden
Konzentrationen des PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten)
zu einer Zunahme der Serotoninkonzentration fithren (Scott R. Silva, 2011). Schafermeyer et
al konnten in ihrer Studie mit BON-Zellen, durch die Stimulation mit Noradrenalin (1mM) fir
60 Min, die Serotoninkonzentration signifikant erhéhen. Der Versuch, die
Serotoninfreisetzung mit 1ml Chromoglycinsaureldsung (200pg) zu hemmen lieferte dabei
keine positiven Ergebnisse (Schafermeyer, Isolierung und funktionelle Charakterisierung der

enterochromaffinen Zellen im D ,nndarm , 2005).
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen einen signifikanten Einfluss von
Natriumbutyrat auf die Serotoninkonzentration. Eine Inkubation mit 0,3mM Natriumbutyrat
steigert sowohl nach 2 Stunden als auch nach 18 Stunden die Serotoninkonzentration im
Zellkulturmedium der BON-Zellen. Eine Dosis-Wirkungs-Beziehung ist sichtbar. Somit wird
gezeigt, dass Natriumbutyrat die Serotoninproduktion in enterchromaffinen Zellen des
Darms steigert. Bislang wurden keine dhnlichen Arbeiten iber den Einfluss von
Natriumbutyrat auf die Serotoninkonzentration in den BON-Zellen durchgefiihrt.

In keinen der obigen Literaturen liegen weiteren Indizien vor, die zeigen, dass bei einer
niedrigeren Fructosekonzentration die Serotoninproduktion beeinflusst werden kann. Daher
wurde bei dieser Arbeit ein Konzentrationsbereich von 2,5mM- 50mM Fructose angewandt.
Die Ergebnisse zeigen, dass nach 2 Stunden Inkubationszeit, Fructose zu keiner signifikanten
Verdanderung in der Serotoninkonzentration im Zellkulturmedium der BON-Zellen gefiihrt
hat. Nach 18 Stunden konnte bei 2,5mM und bei 10mM eine Abnahme in der
Serotoninkonzentration im Zellkulturmedium beobachtet werden, jedoch war die Abnahme
nicht signifikant. Somit konnte gezeigt werden, dass Fructose bei keiner Konzentration die

Serotoninkonzentration signifikant beeinflusst.
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5.3 Expression von SLC6A4 (SERT) mRNA im proximalen Diinndarm von
C57BL/6J) Méausen

Fructose und Natriumbutyrat fiihren zu keinem Unterschied in der Expression des SLC6A4

mMRNA im proximalen Diinndarm von C57BL/6J-Mciusen.

In der vorliegenden Arbeit flihrte die chronische Aufnahme von Fructose zu keiner
Veranderung in der SERT-Expression. Die Bestimmung der Genexpression von SLC6A4 (SERT)
mMRNA im proximalen Dinndarm von Fructose-geflitterten C57BL/6J Mausen liefert keine
signifikante Anderung aufgrund der Streuung der Daten innerhalb der Gruppe, die mit
Fructose geflttert wurden.

Der Serotonin-Wiederaufnahme-Transporter (SERT) reguliert das Gleichgewicht der
Neurotransmitter im gesamten Korper (Jonathan A Coleman D. Y.-C., 2019). Ein
Funktionsverlust des SERT kann zu schweren Leberstérungen, darunter die nichtalkoholische
Fettleber, fihren (Synia Haub G. K., 2010). Studien weisen darauf hin, dass die genetische
Deletion von SERT in den C57BL/6J Mausen die Entstehung von NAFLD beglnstigt (Synia
Haub G. K., 2010). Die in der Arbeit von Haub et al beschriebene Veranderung in der
Expression von SERT in fructosegeflitterten Mausen konnte nicht bestatigt werden, da das
benutzte Darmgewebe, aufgrund der langerfristigen Aufbewahrung bei kiihlen
Temperaturen, deutlich verdandert war. Jin et al. konnten mit ihrer Arbeit aus dem Jahr 2016
zeigen, dass das Reizdarmsyndrom moglicherweise durch ein gestortes serotonerges System
verursacht sein konnte (Duo-Chen Jin, 2016). Coates et al. konnten zuvor zeigen, dass bei
Menschen mit einem Reizdarmsyndrom eine geringere Expression von SERT in Darmmukosa
zu finden ist (Matthew D Coates, 2004). Durch die geringe Expression des SERT wird weniger
Serotonin aus dem prasynaptischen Spalt im Lamina proporia im Darmmukosa
aufgenommen und somit steigt die Konzentration des Serotonins im Darmlumen (Duo-Chen
Jin, 2016).

Esmaili et al. konnten durch die Infektion der Caco-2 Zellen mit enterohepatischen E.coli
zeigen, dass die SERT-Aktivitat abnimmt (Ali Esmaili, 2009). Akiba et al. konnten in ihrer
durchgefiihrten Studie zeigen, dass eine orale Supplementierung von L-Tryptophan zu einer
Abnahme der Leberlipide, insbesondere Triglyceride, fihrt (Y Akiba, 1992). Eine orale
Supplementierung des Tryptophans fiihrte des weiteren, in einem Mausversuch mit

C57BL/6J-Mé&usen auch zu einem erniedrigten Auftreten von NAFLD (nicht alkoholische

52



Fettleber). Die erniedrigten Entziindungswerte (Interleukin 6, Tumornekrosefaktor alpha)
deuteten auf ein vermindertes Auftreten von NAFLD hin (Eder Marcolin, 2012). Dass eine
gestorte Darmbarrierefunktion eine wichtige Ursache fiir die Entwicklung einer NAFLD ist,
wurde bereits mehrfach belegt (Synia Haub G. K., 2010) (Yvonne Ritze G. B., 2014). Die
Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppen zeigten, dass unter der Zufuhr von oralen
Natriumbutyrat die Entziindungswerte in der Leber im Mausmodell abnehmen und damit
direkt verbunden auch die Wahrscheinlichkeit einer NAFLD minimiert wird (Baumann et al,
2020). In einem Mausmodell (C57BL-6 Méause) konnten Ritze et al. zeigen, dass die
Anwendung von einfach ungesattigter oder gesattigter Fettsaure die Entwicklung einer
Fettlebererkrankung fordern (Yvonne Ritze M. B., 2013). Jegatheesan et al. zeigten eine
Zunahme des oxidativen Stress, der zur Erhohung der Entziindungswerte in der Leber fihrt
(Prasanthi Jegatheesan, 2017). Die Arbeit der eigenen Arbeitsgruppe zeigte zuvor einen
ahnlichen Anstieg in den Entziindungswerte unter einer fructosereichen Diat in SERT-
knockout Mausen (Synia Haub G. K., 2010). Eine Studie aus dem Jahr 2014 zeigte, dass eine
orale Supplementierung von Tryptophan in 8 Woche alten C57BL/6J-Mé&use zu einer
gesteigerten Synthese des tight junctions protein ,,Occludin” fihrt, welche fiir die normale
Darmbarrierefunktion von groRer Bedeutung ist (Yvonne Ritze G. B., 2014). Ebenfalls konnte
die minimalen SERT-Expressionen durch die orale Supplementierung von Tryptophan wieder
normalisiert werden. Die daflir verantwortlichen Mechanismen fiir diesen Prozess sind
jedoch bis heute nicht geklart. Wahrscheinlich besteht ein kausaler Zusammenhang bei der
Entstehung einer NAFLD zwischen einem gestorten serotonergen System im enterischen
Nervensystem und der Abnahme der Darmbarrierefunktion (Yvonne Ritze G. B., 2014).
Lowette et al konnten in einer Studie zeigen, dass chronische Fructosezufuhr zu einer
Abnahme der SERT-Konzentration in madnnlichen Mausen gefiihrt haben (K Lowette, 2016).
Nach einer 6-wdchigen Fructosediat wurden dabei die Genexpression und enterische
neuronale Aktivitat mittels RT-gPCR und Ca?*-Imaging bestimmt (K Lowette, 2016). Auch die
Anzahl an serotoninabhdngigen Neuronen ist signifikant gesunken (K Lowette, 2016).

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Immunohistochemische Farbung des
Darmgewebes von Fructose-gefiitterten C57BL-6 Mause lieferte keine eindeutigen
Ergebnisse da eine densitometrische Auswertung, aufgrund der intensiven und
ungleichmaRigen Verteilung der Farbung in vielen Gewebsschnitten im Bereich der Zotten,

nicht moglich war.
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Insgesamt ist eine Steigerung der SERT-Expression im Darm der C57BL/6J-Mause, die
zusatzlich eine Natriumbutyrat-Diat erhalten haben, zu erkennen. Die vorliegende Arbeit
unterstitzt somit, die Ergebnisse von Baumann et al. Die Erhohung der SERT durch
Natriumbutyrat im Dinndarm kénnte womaoglich zu einer Abschwachung der Progression
des NAFLD fihren. Da die Erhdhung der SERT-Expression in diesen Mausen nicht signifikant

war, kann jedoch keine sichere Aussage getroffen werden.
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Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass Natriumbutyrat ein
Modulator der endogenen Serotoninsynthese im Darm sein konnte. Da jedoch in der
vorliegenden Arbeit ein in vitro Modell der enterochromaffinen Zellen verwendet wurde,
sind weitere Untersuchungen nétig, um zu Gberprifen, ob Natriumbutyrat auch in vivo
einen Effekt auf die Serotoninsynthese im Darm hat. Die Ergebnisse weisen jedoch auf
darauf hin, dass oral aufgenommenes Natriumbutyrat oder auch rektal zugefiihrtes
Natriumbutyrat einen Einfluss auf Essgewohnheit und Peristaltik haben kann. Ob hier ein
Kontext mit der Wirkung von Natriumbutyrat auf das Serotonin in der vorliegenden Arbeit
besteht, muss noch geklart werden.

Fructose hingegen hatte nach 2 Stunden Inkubationszeit keinen signifikanten Einfluss auf die
Serotoninsynthese im Zellkulturmedium der BON-Zellen. Nach 18 Stunden konnte jedoch
eine Abnahme der Serotoninkonzentration (besonders bei 2,5mM Fructosel6sung und
10mM Fructoselosung) im Zellkulturmedium beobachtet werden. Die Hypothese, dass
Fructose die Serotoninkonzentration signifikant erhéht, (Alyce M. Martin A. L., 2017) wurde
sowohl im Zellkulturmodell als auch im Mausmodell teilweise widerlegt. Fiir eine
abschlielende Bewertung fehlen jedoch weitere Ergebnisse mit dem Zellkulturmodell.

Auch Natriumbutyrat geflitterte C57BL/6J Mause (Standarddiat+Natriumbutyrat) zeigen
einen leichten Anstieg der SERT-Expression. Dieses Ergebnis konnte zuvor auch durch die
eigene Arbeitsgruppe bestatigt werden (Baumann et al, 2020). Ein moglicher Grund, dass der
Einfluss von Natriumbutyrat auf die SERT-Expression nicht signifikant erhoht ist, kdnnte sein,
dass nur wenig eingefrorenes Gewebe zur Beurteilung herangezogen wurde. Fir eine
abschlieende Beurteilung fehlen auch hier weitere Daten. Eine densitometrische Analyse
der Diinndarmgewebe von C57BL/6J-Mause konnte nicht durchgefiihrt werden, da das

eingesetzte Gewebe nicht in allen Bereichen der Zotten einheitliche Farbung lieferte.

Fir die Beurteilung, ob Natriumbutyrat in Zukunft fir die Therapie von NAFLD eingesetzt
werden kann, liefert die vorliegende Arbeit jedoch neue Ansatzpunkte fiir weitere
Forschungen. Schlussfolgernd kann man sagen, dass das Natriumbutyrat in der vorliegenden

Arbeit stimulierend auf die Serotoninkonzentration

55



Zusammenfassung

Die molekularen Mechanismen, die bei der Entstehung der NAFLD zugrunde liegen, sind
bisher noch nicht abschlieRend geklart. Studien weisen darauf hin, dass Veranderungen der
intestinalen Mikrobiota und der Darmbarrierefunktion hier von Bedeutung sind. In diesem
Kontext werden auch Storungen in der Serotoninsynthese und des Serotonin Reuptake
Transporter diskutiert. Studien der eigenen Arbeitsgruppe weisen darauf hin, dass hier
Fructose von Bedeutung sein kénnte und das Natriumbutyrat diesen beeinflussen kénnte.
Dass die SERT-Expression, durch die Zufuhr von Fructose in C57BL/6J-Mausen, abnimmt
konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Weitere Studien sind notwendig, um diesen
Effekt untersuchen zu kénnen. Die Behandlung des funktionsgestérten SERT kdnnte in

Zukunft eine mogliche Therapieoption fiir die Behandlung von NAFLD sein.

Um den Einfluss von Fructose und Natriumbutyrat auf die Serotoninsynthese zu
untersuchen, wurden BON-Zellen jeweils fiir 2 Stunden und 18 Stunden mit 0-3mM
Natriumbutyratlésung und 0-50mM Fructoseldsung inkubiert. Nur die Zellen, die ein Alter
von Passage 6-14 besitzen, wurden fiir die Durchfiihrung der Messungen herangezogen. Die
Messung der Serotoninkonzentration erfolgte mit einem Serotonin-ELISA-Kit.

Fir die Untersuchung der Auswirkungen von Natriumbutyrat und Fructose auf die SERT-
Expression wurden vorhandene Diinndarmstiicke von C57BL/6J-Mause, die fiir 8 Wochen
mit einer Standarddiat (Western-style Diat) und gleichzeitig mit Natriumbutyrat (0,6g/kg
KG/d) oder Fructose+Natriumbutyrat oder Fructose gefiittert wurden, verwendet. Die
Messung der Genexpression wurde mit einer Realtime-RT-PCR durchgefiihrt. Fiir die
Beurteilung der SERT-Expression im Diinndarm wurde eine immunohistochemische Farbung

der zuvor erwdhnten Dinndarmstiicke von C57BL/6J Mause durchgefiihrt.

Die Inkubation der BON-Zellen mit Natriumbutyrat fihrte sowohl nach 2 Stunden
Inkubationszeit als auch nach 18 Stunden Inkubationszeit zu einer signifikanten Erhéhung
der Serotoninkonzentration im Zellkulturmedium. Im Gegensatz dazu hatte Fructose nach 2
Stunden Inkubationszeit keinen signifikanten Einfluss auf die Serotoninkonzentration. Nach
18 Stunden konnte eine Abnahme in der Serotoninkonzentration im Zellkulturmedium

beobachtet werden.
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Die Messung der SERT-Expression mittels Realtime-RT-PCR im Diinndarm der C57BL/6J-
Mause zeigte eine Zunahme der SERT-Expression in der Gruppe der Mause, die mit
Standarddiat+ Natriumbutyrat behandelt wurden. Bei den Mausen, die mit Standarddiat+
Fructose+ Natriumbutyrat behandelt wurden, konnte eine Abnahme in der SERT-Expression

festgestellt werden.

Ob Natriumbutyrat eine direkte Auswirkung auf die Genexpression von SERT besitzt, sollte in
weiteren Untersuchungen geklart werden. Weitere Studien sind notwendig, um die gleichen
Auswirkungen von Natriumbutyrat auf die Serotoninkonzentration und die SERT-Expression

im menschlichen Kérper untersuchen zu kénnen.
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Summary

The molecular mechanisms underlying the development of NAFLD have not yet been
completely resolved. Studies suggest that alterations in the intestinal microbiota and gut
barrier function are also of significance. In this context, disorders in serotonin synthesis and
the serotonin reuptake transporter are also discussed. Studies of own working group
indicate that fructose could be of importance and that sodium butyrate could influence
SERT. That SERT expression is decreased by fructose in C57BL/6J mice could not be
confirmed in this work. Further studies are needed to investigate this effect. Treatment of
the dysfunctional SERT may be a potential therapeutic option for the treatment of NAFLD in

the future.

To investigate the effect of fructose and sodium butyrate on serotonin synthesis, BON cells
were incubated with 0-3mM sodium butyrate solution and 0-50mM fructose solution each
for 2 hours and 18 hours. Only the cells possessing an age of passage 6-14 were used to
perform the measurements. Serotonin concentration was measured using a serotonin ELISA-
Kit.

To study the effects of sodium butyrate and fructose on SERT expression, available small
intestinal pieces from C57BL/6J mice fed a standard diet (Western-style diet) for 8 weeks
additional to sodium butyrate (0.6g/kg BW/d) or fructose+sodium butyrate or fructose were
used. Measurement of gene expression was performed using real-time RT-PCR. For
assessment of SERT expression in the small intestine, immunohistochemical staining of the

previously mentioned small intestinal sections of C57BL/6J mice was performed.

Incubation of BON cells with sodium butyrate resulted in a significant increase in serotonin
concentration in the cell culture medium after both 2 hours of incubation and 18 hours of
incubation. In opposite, fructose had no significant effect on serotonin concentration after 2
hours of incubation. After 18 hours, a decrease in serotonin concentration was observed in
the cell culture medium.

Measurement of SERT expression by real-time RT-PCR in the small intestine of C57BL/6)J

mice showed an increase in SERT expression in the group of mice treated with standard
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diet+ sodium butyrate. A decrease in SERT expression was seen in the mice treated with

standard diet+ fructose+ sodium butyrate.

Whether sodium butyrate has a direct effect on SERT gene expression should be clarified in

further studies. Additional further studies are needed to investigate the same effects of

sodium butyrate on serotonin concentration and SERT expression in the human body.
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