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1. Einleitung

1.1. Fructose in der Erndhrung des Menschen

Quellen

Fructose ist ein einfaches Monosaccharid, das in pflanzlichen Quellen, wie Friichten und
Gemiise, sowie in Honig vorkommt [1, 2]. Im Handel erhaltliche Lebensmittel wie Soft Drinks,
Ketchup aber auch Brot, kénnen Fructose auchin Form von ,high fructose corn syrup” (HFCS),
bestehend aus 55-95% Fructose und der entsprechender Menge Glucose, enthalten [1].
AuRRerdem ist Fructose auch in Saccharose enthalten, ein Disacharid, welches zu gleichen
Teilen aus Fructose und Glucose besteht, die lber eine a-1,2-glykosidische Bindung verknipft
sind [2,3]. Insbesondere in den USA wird HFCS im groRen Umfang verwendet, wohingegen in

Europa in verarbeiteten Lebensmitteln Uberwiegend Saccharose verwendet wird [3].

Konsum

Fructose ist neben Glukose und Saccharose, der am haufigsten konsumierten Zucker [3]. Im
Laufe der Zeit hat die Aufnahme von Fructose in den USA immer mehr zugenommen [4, 5].
Allerdings existiert eine limitierte Datenlage fir den Konsum von Fructose in Europa [6]. Die
World Health Organisation (WHO) empfiehlt sowohl fir Kinder als auch fir Erwachsene die
Aufnahme von freiem Zucker auf <10 % der taglichen Gesamtenergiezufuhr zu reduzieren
(,strong recommendation®) [7]. Jedoch bezieht sich die Empfehlung nicht auf den Zucker in
frischem Obst und Gemiuse und den natlrlich vorhandenen Zucker in der Milch, da es derzeit
keine evidenzbasierten schadlichen Auswirkungen zu dem Verzehr dieser Zucker gibt [7, 8].
Die weltweite Aufnahme von freien Zuckern variiert je nach Alter, Umgebung und Land. So
liegt die Aufnahme bei Erwachsenen in Ungarn und Norwegen bei etwa 7-8 % [9] der
Gesamtenergieaufnahme, wohingegen fir Landern wie Spanien und dem Vereinigten
Konigreich bei ca. 16-17 % [9]. Studien weillen darauf hin, dass die Aufnahme von Zucker bei
Kindern wesentlich hoher ist. So weisen Untersuchungen darauf, dass in den Landern
Danemark, Slowenien und Schweden der Zuckerkonsum von Kindern bei etwa 12 % und in

Portugal bei fast 25 % liegt [9].



Aufnahme und Stoffwechsel von Fructose

Aufnahme

Durch die Nahrung wird Fructose entweder als freie Fructose, Saccharose oder Fruktan
aufgenommen [6]. Die Aufnahme freier Fructose in die Enterozyten erfolgt entlang ihres
Konzentrationsgradientens  durch carriervermittelte passive Diffusion Uber den
Glucosetransporter 5 (GLUTS), der sich an der apikalen Seite der Enterozyten befindet [6,10].
GLUTS5 wird als spezifischer Fructose-Transporter diskutiert [11, 12]. AuRerdem wurde auch
gezeigt, dass GLUT5 unabhangig von der Natrium Absorption bzw. von sodium-dependent-
glucose-cotransporters (SGLTs) ist und im Gegensatz zu SGLT1 keine Adenosintriphosphat-
(ATP)-Hydrolyse benétigt [10, 14]. Ahnlich wie die Glucose wird die Fructose durch
erleichterte Diffusion Uber den Glucosetransporter 2 (GLUT2), der sich in der basolateralen
Membran der Enterozyten befindet, in die systemische Zirkulation exportiert [13] (siehe
Abbildung 1). Die Mechanismen der Aufnahme sowie des Transports von Fructose sind nicht

abschliefend geklart.

Na Glucose

Darmlumen
Glucose Fructose

=)
GLUTS
Enterozyten
Na :%3{ Glucose Fructose — Glucose
K K
Na/K ATPase
Nucleus Nucleus
&Lun J GLUT2 J
F) - & >
Blut & Glucose = @ Fructose Glucose ?

Abbildung 1: Absorption von Fructose in den Enterozyten (modifiziert nach [13]). Fructose
wird Uber GLUTS in die Enterozyten aufgenommen und lber GLUT2 in die systemische
Zirkulation exportiert. Die Mechanismen der Aufnahme und des Transports von Fructose sind
nicht abschliefend geklart. GLUT2 (Glucostetransporter 2), GLUT5 (Glucostetransporter 5),
SGLT1 (sodium dependent glucose transporter 1).



Stoffwechsel

Anhand neuer Studien wurde gezeigt, dass die Fructose nicht nur in der Leber und dem Darm,
sondern auch systemisch metabolisiert wird und zu physiologischen Prozessen beitragen kann
[15]. Eine Studie von Jang et al zeigte, dass die Enterozyten im Mausmodell niedrigere Dosen
von Fructose (0,5 g Fructose/ kg Korpergewicht (KG), entsprechen ~0,5 % der taglichen
Kalorienzufuhr oder 3 g Fructose beim Menschen) fast vollstandig (~90%) Uber Fructokinase
abbauen und in Glucose und organischen Sduren umwandeln konnen [16]. Des Weiteren
wurde auch gezeigt, dass hohe Fructosedosen (> 1g Fructose/ kg KG) die intestinale Kapazitat
Uberfordern und es zu einem ,,Spillover” von Fructose in die portale Zirkulation bzw. in die
Leber (~30%) kommt [16]. Trotzdem ist die Rolle der Enterozyten bei der Bestimmung der
Stoffwechselprozesse von Fructose nicht eindeutig geklart [13]. AuBerdem wurde die
Expression von GLUT5 in humanen Immunzellen wie Monozyten, Makrophagen und
Lymphozyten nachgewiesen, dennoch ist die Funktion der erhéhten GLUT5 Expression in
diesen Zellen unklar [17]. Besonders die Rolle von den Blutzellen bzw. den Immunzellen bei
dem Fructose Stoffwechsel, sowie die immunologischen und genetischen Einfliisse von
Fructose, vor allem auf humane Immunzellen sind jedoch bisher nicht weitgehend erforscht.
Nach derzeitigem Kenntnisstand ist der Stoffwechsel von Fructose nur in der Leber genauer
beschrieben, aber die intrazelluldren Prozesse von Fructose in den verschiedenen Geweben

und die Frage, ob sie regulatorische Signale austlibt, bedarf weiterer Forschung.

In folgenden wird der Stoffwechsel von Fructose kurz zusammengefasst (siehe Abbildung 2
fir Uberblick). Fructose wird zuerst durch die Fructokinase, Adenosintriphosphat (ATP)-
abhangig, in Fructose-1-Phosphat (F1P) umgewandelt [18]. F1P hat die Eigenschaft, den ersten
begrenzenden Schritt der Glykolyse umzugehen [19], ohne durch Insulin reguliert oder durch
die ATP-Produktion gehemmt zu werden [13], d.h. die Fructokinase ist unabhangig von Insulin
[5] und die Fructose wird im Gegensatz zu Glucose insulinunabhangig verstoffwechselt [20].
Im Weiteren wird die FI1P durch die Aldolase B zu Glycerinaldehyd und
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) abgebaut. Die Metabolite von F1P kdnnen zu
Glycerinaldehyd-3-Phosphat (G3P) oder Glycerin-3-Phosphat umgewandelt werden [5, 20].
Anschliefend kann G3P in Pyruvat umgewandelt werden, was zum einen Uiber Acetyl-CoA zu

Citrat umgewandelt wird und zum anderem in Laktat umgewandelt und freigesetzt werden



kann [10]. Glycerin-3-Phosphat kann fir die Bildung von Acyl-CoA und fiir die Lipidsynthese
genutzt werden [5]. Auch das gebildete Acetyl-CoA Uber Pyruvat aus G3P kann ohne die
Gewahrleistung des Insulins zur Lipidsynthese beitragen [20]. Die Umwandlung von Fructose
in F1P erfordert ATP als Co-Substrat [21, 22]. Studien weisen darauf hin, dass bei einer
erhohten Fructose Zufuhr die ATP-Depletion zu einer Stimulation der Adenosinmonophosphat
(AMP)-Deaminase und folglich zu einer erhéhten Produktion von Harnsaure fihren kann [21,

22].

ATP )
>1 Fructokinase
AMP «— ADP

AMP-Deaminase l Fructose-1-P
" Aldolase B
Harnsaure

Glycerinaldehyd

Dihydroxyaceton-P <«—» Glycerinaldehyd-3-P
|
/ v

Glycerin-3-P Pyruvat <«— Laktat

! !

Triglyceridle <«—— Acyl-COA +— AcetyI-CoA —— Citrat

#
4

002 + ATP
VLDL

Abbildung 2: Metabolismus von Fructose* (modifiziert nach [10]). Fructose (FRU) wird durch
die Fructokinase und Aldolase B verstoffwechselt. Entstehende Metabolite der Fructose wie
G3P oder DHAP kénnen Uber Pyruvat weiter fiir die Bildung von Citrat, Laktat, ATP und very

low density lipoprotein (VLDL) genutzt werden. ADP (Adenosindiphosphat). *Die Abbildung
wird auf der S.3-4 erklart.



1.2. Bakterielle Infektionen

Weltweit sind bakteriellen Infektionen haufig und kénnen zu lebensgefahrlichen
Erkrankungen flihren [23]. Antibiotika sind immer noch die erste Wahl bei der Behandlung der
meisten bakteriellen Erkrankungen [23], jedoch haben viele Erreger mit der Zeit Resistenz
gegen Antibiotika und verschiedene Therapeutika entwickelt, was eine Herausforderung in
der Therapie darstellt [24]. Laut dem Centers for Disease Control and Prevention (CDC) treten
in den USA jedes Jahr mehr als 2,8 Millionen antibiotikaresistente Infektionen und 35.000
Todesfalle auf der Folge auf [25]. Laut der Schatzungen von Murray et al. wurden imJahr 2019
weltweit 4,95 Millionen Todesfdlle mit bakteriellen antibiotikaresistenten Infektionen
assoziiert [26]. Andere Faktoren wie Ubergewicht und metabolische Krankheiten haben auch
einen Einfluss auf den Schwergrad des Verlaufs sowie den Outcome der bakteriellen

Infektionen [27].

In  Entwicklungslandern  betreffen die  nosokomialen Infektionen  bzw. die
Krankenhausinfektionen durch Bakterien weltweit eine groRe Zahl an Patienten, wodurch die
Mortalitat und die finanziellen Verluste erheblich ansteigen [28]. Laut der WHO schwankt
weltweit die Pravalenz von Krankenhausinfektionen zwischen 5,7 % und 19,1 % und die
gepoolte Pravalenz liegt bei 10,1 % [29]. Bakterien sind die haufigsten Krankheitserreger, die
fir nosokomiale Infektionen verantwortlich sind. Einige gehdren zur natiirlichen Darmflora
und verursachen nur dann eine Infektion, wenn das Immunsystem geschwacht und die
Infektanfalligkeit des Patienten erhoht wird [28]. Andere gehéren zu den
antibiotikaresistenten Gram positiven Bakterien wie Methicillin-resistente Staphylococcus
aureus (MRSA), Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE) und Streptococcus pneumoniae
(Pneumococcus) [28-30]. Diese Mikroorganismen koénnen stunden- bis monatenlang
Uberleben, stellen ein globales Resistenzproblem dar und belasten die globale Gesundheit

erheblich [30, 31].



1.2.1. Gram positive Bakterien und ihre immunmodulierende Wirkung: Die LTA und TLR2-

Signalkaskade

Aufgrund ihres charakteristischen Zellwandaufbaus kann man die Bakterien in zwei
verschiedenen Gruppen unterteilen, namlich in Gram negative und Gram positive Bakterien
[32]. Gram positiven Bakterien haben einen Zytoplasmamembran aus einer zweilagigen
Lipidschicht mit eingelagerten Proteinen (siehe Abbildung 3 fir den Wandaufbau). AuRerdem
haben sie eine monoderme Zellwand, die eine dicke Murein- bzw. Peptidoglykanschicht
aufweist [33]. Daraus ragen kovalent verankerten Zellwand-Glykopolymere (CWGs), wie z.B.
die Teichon- (TA) oder Lipoteichonsauren (LTA), heraus [34]. Es gibt immer mehr Hinweise
darauf, dass LTA von Gram positiven Bakterien Interaktionen mit Wirtsrezeptoren vermitteln
und eine wesentliche Rolle bei Infektionen spielen, die durch wichtige menschliche
Krankheitserreger wie Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae und Mycobacterium

tuberculosis verursacht werden [35].

Teichonséaure (TA) Lipoteichonséaure (LTA)

Murein
Zellwand - (Peptidoglykan)
Plasma-
membran

Abbildung 3: Wandaufbau der Gram positiven Bakterien (modifiziert nach [33]). Insgesamt
konnen die Zellwand-Glykopolymere (CWGs) mehr als 60 % der Masse der Gram positiven
Zellwand ausmachen [36]. Wahrend die TA an das Peptidoglykan gebunden ist, ist die LTA in
den Membranlipiden verankert [37]. Anhand ihrer Oberflachenstrukturen kénnen die Gram
positiven Bakterien eine immunmodulierende Wirkung haben [35].



Die immunmodulierende Wirkung der Bakterien wird durch die Erkennung von pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) (iber die pattern-recognition recopters (PPRs) wie die
toll-like receptors (TLRs) und ihren Signalkaskaden vermitteln [35]. Zudem spielt besonders
der TLR2 fir die Gram positiven Bakterien eine wichtige Rolle [38]. Der TLR2 wird in
verschiedenen humanen Immunzellen wie Neutrophilen, Monozyten, Makrophagen und

Dendritische Zellen (DC) exprimiert [39].

LPB Q LTA
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CD14

BRRR N
SEEEEEEES

TLR2 (heterodimer)
TLR1/TLR6

BRRERR
EEEEEEES

MyD88
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TRAF6
/ \
IKK MAPK

Nucleus

DNA

}

Proinflammatorische Zytokine: Transkription

TNF-a, IL-18, IL-6 & If & Translation
freie Radikale

Abbildung 4: Die TLR2-Signalkaskade* (zusammengestellt nach [35, 38-45] mit Microsoft
Word & teilweise mit Smart Servier Medical Art (lizenziert unter , Creative Commons
Attribution 3.0 unported license”)). LTA aktiviert Gber TLR2 den myeloid differentiation factor
88 (MyD88) Signalweg, was zu einer erhohten Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen fiihrt. Im folgenden Textabschnitt wird die Abbildung 4 im Detail erklart. * Die
Abkirzungen sind im folgenden Textabschnitt erklart.



Unter pathogenen Bedingungen interagiert ein |6sliches Plasmaprotein, das
Lipopolysaccharide (LPS)-bindende Protein (LBP), mit LTA und bindet sich daran. Der gesamte
LTA-LBP-Komplex bindet zusammen mit dem Co-Rezeptor cluster of differentiation 14 (CD14)
an den TLR2 [40] und aktiviert dadurch den myeloid differentiation factor 88 (MyD88)-
Signalweg [38] (siehe Abbildung 4 fiir Uberblick). Im Gegensatz zur LPS-TLR4-Signalkaskade ist
myeloid differentiation factor 2 (MD2) fiir die Aktivierung der LTA-TLR2-Signalkaskade nicht
erforderlich[41]. TLR2 bildet ein Heterodimer mit TLR1 oder TLR6 zur Erkennung von LTA [38].
LTA bindet an LBP und wird auf CD14 Uibertragen, was anschlieBend zur Aktivierung der TLR2-
LTA-Signalkaskade und dadurch die Aktivierung von MyD88 fiihrt [42, 43].

Durch die Signaltransduktion werden bei dem MyD88 Signalweg verschiedene
Adapterproteine rekrutiert (In der Abbildung nicht gezeigt). MyD88 aktiviert TNF receptor
associated factor (TRAF6) und somit kann sowohl Uber die IkB Kinase (IKK) den nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-xkB) als auch Uber die mitogen-activated
protein kinase (MAPK) den activator protein-1 (AP1) induzieren [38]. Infolgedessen werden
die Transkription bzw. die Translation von proinflammatorischen Mediatoren wie
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin (IL)-1B, IL-6 und andere Zytokine in verschiedenen

Immunzellen wie Monozyten und Makrophagen reguliert [44, 45].



1.3. Fructose als Modulator von Infektionskrankheiten

Genaue Analyse, in welcher 13 kontrollierten Interventionsstudien untersucht wurden,
analysierte den Einfluss von Fructose-, HFCS-, Saccharose- und Glucosekonsum auf
verschiedene inflammatorischen Biomarker wie hochsensitives CRP (hsCRP), IL-6, TNF-a usw.
[46]. Die Auswirkungen von Nahrungszucker auf hsCRP wurde fiir zwei Untergruppen je nach
Art der Zuckerintervention und Kontrolle, Fructose vs. Glucose und HFCS vs. Saccharose,
analysiert. Aufgrund der Heterogenitdt und geringer Stichprobenanzahl der analysierten
Interventionsstudien konnten allerdings keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen
Gruppen festgestellt werden. Nichtsdestotrotz konnte vor kurzem gezeigt werden, dass
Fructose zur erhohten Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1RB, IL-6 in
humanen DCs in vitro im Vergleich zur Glukose fiihrt [47]. AuRerdem wurde auch gezeigt, dass

Fructose die Expression von IL-6 und TNF-a in Monozyten in vitro induziert [48].

In der Studie von Jones et al. wurde charakterisiert, wie humane Monozyten und
Makrophagen aus Madusen unter LPS-induzierter Entziindung, metabolisch und funktionell auf
Fructose reagieren [49]. Die Ergebnisse der Studie zeigten, dass die Aufnahme von Fructose
Stoffwechselwege zelluldr zur Glutaminolyse ,umprogrammiert” und mit einem oxidativen
Stoffwechselweg einhergeht, ob dass die Fructose direkt oder indirekt macht, ist nicht jetzt
klar. Aktivierte Monozyten waren in der Lage, Fructose Uber GLUTS5 in die Zelle zu
transportieren und verstoffwechseln [49]. Aulerdem produzierten mit Fructose behandelten
Monozyten im Vergleich zur Behandlung mit Glukose signifikant erhohte Mengen an
Zytokinen, wie IL-1pB, IL-8, IL-10 und TNF-a [49]. Jedoch sind die Mechanismen noch nicht

weitgehend geklart.



1.4. Fragestellung und Zielsetzung

Studien bei Menschen und in Tiermodell weisen darauf hin, dass der Fructosekonsum im
Zusammenhang mit vielen Erkrankungen wie z.B. non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) [3],
type 2 diabetes (T2DM) [50-52], Adipositas [1, 52] und chronic kidney disease (CKD) [53] von
Bedeutung sein kann. Jedoch ist die Rolle der Fructose in der Pathogenese bakterieller
Infektionen und Sepsis noch wunklar. Nach derzeitigem Kenntnisstand wird davon
ausgegangen, dass erhohter Fructosekonsum die Immunantwort in humanen Immunzellen

modulliert [47-49].

Ausgehend von diesem Hintergrund ist das Ziel der vorliegenden Arbeit, den Einfluss von
Fructose auf die LTA-vermittelte Stimulation von humanen Monozyten, sowie moglich

beteiligte Mechanismen in vitro zu untersuchen.

Folgende Fragen sollen hierbei beantwortet werden:

1. Wie beeinflusst Fructose die mRNA-Expression von Parametern des Fructose- und des
ATP-Metabolismus, sowie die Expression von TLR2 in humanen Monozyten in einem

Co-Kulturmodell? (Cancer coli-2 (CaCo-2) Zellen in Co-Kultur mit Monozyten)
2. Beeinflusst Fructose die LTA-vermittelte Stimulation von humanen Monozyten im Co-

Kulturmodell? Kommt es durch Fructose zu einer Modulation der mRNA-Expression

und Freisetzung von den proinflammatorischen Zytokine TNF-a & IL-115?
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2. Materialien

2.1. Zellkultur

Chemikalien

DMEM (w: 4,5 g/L Glucose, L-Glutamine,
Sodium pyruvate, 3.7 g/L NaHCO3)
DPBS

Ethanol (70%)

FBS Good

Fisherbrand-stabil
(Stabilisierungskonzentrat fir
Thermostate und Warmwasserbader
MEM NEAA Non-Essential Amino Acid
Solution w/o: L-Glutamine

Pen/Strep

Trypan Blau 0,5%

Trypsin/EDTA (10x) (0,5%/0,2% in PBS)

Wasserbadschutz Aqua Care

Gerate und Verbrauchsmaterialen

CO2- Inkubator MCO-170AIC

Handzahler

Hamozytometer (Zahlkammer)

Mikroskop

Sicherheitswerkbank (Mars Scanlaf)

TC-Platte (12-Well)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

PAN Biotech, Aidenbach Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Schwerte,

Deutschland

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Sigma-Aldrich, Co., St. Louis,USA

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Panasonic Healthcare Co, Ltd., Gunma,
Japan

Tamaco Industrial Co, Ltd., Taichung,
Taiwan

VWR International GmbH, Wien,
Osterreich

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschlad

LaboGene Aps, Lillergd, Danemark
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,

Deutschland
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TC-Inserts (Zellkultureinsatze) 12-Well

Vakuumpumpe SafeVac
Wasserbad

Zellkulturflaschen (75 cm?)

2.2. Isolation von Monozyten aus Buffy-Coat

Chemikalien

Buffy-Coat

DPBS

FBS Good

Monocyte Spin Medium (pluriSpin)

Pen/Strep
RPMI-1640 Medium, R8758 500 ml
Trypan Blau 0,5%

Gerate und Verbrauchsmaterialen

Handzahler

Hamozytometer (Zahlkammer)

Mikroskop

pluriMate II-15 ml Falcons

Sicherheitswerkbank Heraeus Typ HS 12/2

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht,
Deutschland

DLAB Scientific Inc., Beijing, China
Kotterman GmbH, Uetze, Deutschland
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Deutschland

Rotes Kreuz, Blutspendezentrale, Wien,
Osterreich

Sigma-Aldrich, Co., St. Louis,USA

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Pluriselect Life Science UG
(haftungsbeschrankt) & Co. KG, Leipzig,
Deutschland

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Sigma-Aldrich, Co., St. Louis,USA
Sigma-Aldrich, Co., St. Louis,USA

Tamaco Industrial Co, Ltd., Taichung,
Taiwan

VWR International GmbH, Wien,
Osterreich

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschlad

Pluriselect Life Science UG
(haftungsbeschrankt) & Co. KG, Leipzig,
Deutschland Heraus Instruments, Hanau,

Deutschland
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2.3. Stimulation und Behandlung von CaCo-2 Zellen und Monozyten

Chemikalien

D(-)-Fructose (CeH120s)

DPBS

FBS Good
Lipoteichonsdure (LTA)
peqGOLD Trifast™ (Trizol)

Pen/Strep
RPMI-1640 Medium, R8758 500 ml

Gerate und Verbrauchsmaterialen

CO2- Inkubator MCO-170AIC

Einmalspritze Omnix Luer Lock Solo 20 ml
Prazisionwage MC410S
Sicherheitswerkbank Heraeus Typ HS 12/2
Sotilabo Spritzenfilter, PVDF, steril

TC-Platte (12-Well)

TC-Inserts (Einsatze) 12-Well

Wasserbad

2.4. Untersuchungen in Monozyten

RNA-Extraktion

Chemikalien

Chloroform (CHCI3) 2 99,5%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Co., St. Louis,USA

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Sigma-Aldrich, Co., St. Louis,USA
VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Sigma-Aldrich, Co., St. Louis,USA

Panasonic Healthcare Co, Ltd., Gunma,
Japan

B. Braun AG, Melsungen, Deutschland
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Heraus Instruments, Hanau, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht,
Deutschland

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,
Deutschland

LAUDA-GFL Gesellschaft fir Labortechnik

GmbH, Burgwedel, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
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Ethanol (C2H60) 2 99,8%

Isopropanol (C3H80) > 99,5%

ROTIPURAN® Wasser

Gerate und Verbrauchsmaterialen

PocketBloc Thermomixer

cDNA-Synthese

Chemikalien

AMV Reverse Transcriptase (15U)
dNTP Mix (10mM)
Magnesiumchlorid (MgCI2) (25 mM)

Random Primer

Reverse Transkriptase Puffer
RNAsin

ROTIPURAN® Wasser

RQ1 DNase Stop Solution

RQ1 RNase-Free DNase

RQ1 RNase-Free DNase 10x Reaction
Buffer

Gerate und Verbrauchsmaterialen
DLAB Mini Zentrifuge Typ D1008

LifeECO Thermal cycler

Multiply® uStrip Pro 8-strip, 0,2 pl

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch

Oldendorf, Deutschland

Promega Cooperation, Madison, USA
Promega Cooperation, Madison, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Promega Cooperation, Madison, USA
Promega Cooperation, Madison, USA
Promega Cooperation, Madison, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Promega Cooperation, Madison, USA
Promega Cooperation, Madison, USA

Promega Cooperation, Madison, USA

DLAB Scientific Co., Ltd., Beijing, China
Hangzhou Bioer Technology Co.,
Hangzhou, China

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,

Deutschland



Real Time Quantitative Polymerase Chainreaction (RT-qPCR)

Chemikalien

iTaqg™ Universal SYBR® Green Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

ROTIPURAN® Wasser Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Primer (Tabelle 1) Eurofins MWG Operon, Ebersberg,

Deutschland

Tabelle 1: Primersequenzen fiir RT-qPCR

Gen Sequenzen

185 fw. 5 GGG CCCGAAGCG TTTACTTT 3’

rv. 5 CGCCGG TCCAAGAATTTCAC 3
GLUT-5 fw 5 AAG GGA GGC GCACGCTTGTG ¥

rv 5 TGA GCAGTG CTG GGG AGTTG 3’
P2RX7 fw 5 TGT GTA CAT CGG CTCAACCC?3’

rv 5 CTC CAC AAT GGA CTC GCACTY’
CD39 fw 5 GGT GGTTCAGCATAGTCCCAY

rv 5" GTCCTT GCCATAGAG GCG AA5’
TNF-a fw 5 GAA GGA GAA GAG GCT GAG GAACAAGY3

rv 5 AAA ACA ACCCTCAGA CGCCACAT 3
IL-183 fw 5 CAA GGG CTT CAGGCAGGC CG ¥

rv 5 TGA GTC CCG GAG CGT GCAGT 3’
TLR2 fw 5 CTGCCCTTG CAGATACCATT 3

rv 5 ATTGTG CCCATTGCTCTTTC3

CD39 (cluster of differentiation 39), fw (forward), GLUT5 (Glucostetransporter5), IL-1R (Interleukin 1
R), P2RX7 (purinoceptor 7), RT-qPCR (real time quantitative polymerase chainreaction), rv (reverse),
TLR2 (toll-like receptor2), TNF-a (Tumornekrosefaktoralpha)

Gerate und Verbrauchsmaterialen

CFX Connect™ Real- Time System Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
DLAB Mini Zentrifuge Typ D1008 DLAB Scientific Co., Ltd., Beijing, China
Microseal 'B' PCR Plate Sealing Film Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
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96 Well PCR Platte, farblos

Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISAs)

Human IL-1R/IL-1F2 DuoSet® ELISA
Gerdte und Verbrauchsmateriale
Mehrkanalpipette

Rotilabo®- Abdeckfolien fir
Mikrotestplatten, Polyester, steril

SpectraMax M3 Multi-Mode

Thermo-Shaker PST-60 HL
96-Well ELISA Platte

ATP-Messung

Chemikalien

CellTiter-Glo® 2.0 Assay

Gerate und Verbrauchsmaterialen

SpectraMax M3 Multi-Mode

96-Well Microplates, Clear Bottom

2.5. Fructose Messung
Chemikalien

Abnova Fructose Assay Kit, KA1668
Gerate und Verbrauchsmaterialen

SpectraMax M3 Multi-Mode

96-Well Microplates, Clear Bottom

Biozym Scientific GmbH, Hessisch

Oldendorf, Deutschland

R&D Systems Europe Ltd., UK &Europe

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Molecular Devices GmbH, Biberach an der
RiB, Deutschland

BioSan SIA, Riga, Lettland

R&D Systems Europe Ltd., UK &Europe

Promega Cooperation, Madison, USA

Molecular Devices GmbH, Biberach an der
RiR, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Abnova GmbH, Heidelberg, Deutschland

Molecular Devices GmbH, Biberach an der
RiB, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland
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2.6. Allgemeine Materialien
Chemikalien
Destilliertes Wasser

Ethanol (= 99,8%)

Verbrauchsmaterialien und Gerate

Deckglaser

Eppendorf Reaktionsgefalle (0,5 ml, 1,5 ml,
2 ml) Falcons (Rohre) (15ml & 50 ml)

Laborstifte

Mehrkanalpipette

Pasteurpipetten

Pipetten Boxen

Pipetten

Pipettenspitzen/Filterspitzen

Pipettierhilfe

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

SpectraMax M3 Multi-Mode

Stoppuhr

Vortexxer REAX 2000

Zentrifuge Z 216 MK / Zentrifuge Z 446 K

Laborbestand

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht,
Deutschland

Micronova Manufacturing INC.
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
VWR International GmbH, Wien,
Osterreich

GLW Storing Systems GmbH, Wirzburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,
Deutschland,

Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland
DLAB Scientific Inc., Beijing, China
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,

Deutschland,

Molecular Devices GmbH, Biberach an der

RiR, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
Heidolph Instruments GmbH & CO. KG,

Schwabach, Deutschland

HERMLE Labortechnik GmbH, Wehingen,

Deutschland



Software

CFX Manager™Software Version 3.1
GraphPad Prism 7.0

Microsoft Office 365

SoftMax Pro7 Software

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

GraphPad Software, Inc., San Diego, USA

Microsoft Corporation, Redmon, USA

Molecular Devices GmbH, San Jose, USA
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3. Methoden

3.1. Kultivierung von CaCo-2 Zellen und Aussaat im Transwell-System

Hintergrund

In den 1970er Jahren wurden mehrere epitheliale Zelllinien aus gastrointestinalen Tumoren
hergestellt. Ziel war es, die Mechanismen der Krebsentwicklung und die Auswirkungen der
Zytostatikaherapie zu untersuchen. Die so genannten, ,,Cancer coli-2” (Caco-2) Zellen, die von
Jorgen Fogh am Sloan-Kettering Cancer Research Institute aus einem humanen kolorektalen
Adenokarzinom hergestellt worden, sind in der Lage spontan auszudifferenzieren, sobald die

Zellen Konfluenz erreichen [54].

Kultivierung

Flr die Zellkulturversuche wurden CaCo-2 Zellen (American Type Culture Collection (ATCC),
Cat.Nr: HTB-37TM) (Passage Nr: 60-69) im Inkubator bei 37 °C und 5% CO: in einer 75 cm?
Zellkulturflasche kultiviert. Wenn die Zellen zu etwa 90%-95% konfluent waren, wurden sie
gesplittet. Flr das Splitting wurde zuerst das verbrauchte Medium abgesaugt. Dann wurden
die Zellen mit 10 ml DPBS gewaschen und fir 2 min in den Inkubator gestellt. Das DPBS wurde
abgesaugt und 4,5 ml Trypsin/EDTA in die Flasche gegeben. Nach 2 min wurde Trypsin/EDTA
entfernt. Die Zellen wurden anschlieRend noch mal mit 4,5 ml Trypsin/EDTA fur 10 min im
Inkubator inkubiert, bis sie sich vom Boden geldst hattten. AnschlieBend wurde 10 ml frisches
Medium (siehe Tabelle 2 fir die Zusammensetzung des Mediums) dazugegeben, um so das
Trypsin zu deaktivieren. Die abgel6sten Zellen wurden in ein 15 ml Falcon transferiert und bei

300 rcf bzw. 1200 rpm flr 5 min zentrifugiert.

Tabelle 2: Zusammensetzung des CaCo-2-Mediums

Substanz Volumen

DMEM (w: 4,5 g/L Glucose, L-Glutamine, 400 ml
Sodium pyruvate, 3,7 g/L NaHCO3)

FBS (20%) 100 ml
Pen/Strep (1%) 5 ml
MEM NEAA (1%) 5 ml

DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium), FBS (fetale bovine serum), MEM NEAA (non-essential
amino acid solution w/o: L-Glutamine), Pen/Strep (penicilin/streptomycin)
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Nach der Zentrifugation wurde den Uberstand entfernt und das Zellpellet in 10 ml frisches
Medium vollstandig resuspendiert. 20 pl Zellsuspension wurden entnommen und mit 20 pl
DPBS fiir die Zellzédhlung verdiinnt. Mithilfe einer Neubauer-Ziahlkammer wurde die Zellzahl
bestimmt. Die berechnete Menge an Zellsuspension, die fiir eine Zielkonzentration von
2,43*10° an Zellen/ 75 cm? Zellkulturflasche notig war, wurde in eine neue Zellkulturflasche
mit 10 ml frischem Medium pipettiert, um so eine neue , Laufflasche” fiir den Erhaltder Zellen

zu bekommen (siehe Abbildung 6 fiir den weiteren Ablauf der Kultivierung).

Aussaat im Transwell-System
Fir die Zellversuche wurde ein Transwell-System verwendet. Nach dem Splitting wurde eine
Zellkonzentration von 1,35* 10° Zellen/ 500 pl Medium in die Transwell Inserts (TC-Inserts)
bzw. indie 12-Well Zellkultureinsatze in einer 12-Wellplatte (siehe Abbildung 5) ausgesat und
kultiviert (siehe Abbildung 6).

A B Tag 3 Tag 9 ab Konfluenz

)

0.0Q0.Q

7= = basolateral

Abbildung 5: (A) Ein Foto der 12-Wellplatte und der Inserts sowie (B) ein schematisches Bild
der Kultivierung der CaCo-2 Zellen in Transwell Inserts (modifizert nach [55-58]). A: Die
Inserts haben einen Porendurchmesser von 0,4 um [58]. Die Arbeistvolumina betrugen in
einem Insert 0,5 mlund in einem Well 1,5ml. B: Nach der Aussaat erreichten die CaCo-2 Zellen
die Konfluenz in drei Tagen und es wurde eine Zellmonolayer gebildet. Nach neun Tagen
erschienen die CaCo-2 Zellen mit Mikrovilli, die fur die Enterozyten des
Diinndarmscharakteristisch sind, wodurch im Transwell-System eine apikale und eine
basolaterale Seite entstand [57].
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Splitting & Aussaat

Tag 1l

12- Wellplatte Zellkulturflasche (75 cm?)

Tag 3: Tag4 & 6:

* Konfluenz (100%) im TC-Insert * Das Zellkulturmedium (10 ml) wurde gewechselt.

Tag 4: Tag 8:

* Apikales Medium (500 pl) wurde gewechselt. * Die Zellen wurden gesplittet.

Tag 6:'k | i leszalatersi g * AnschlieRend wurden eine neue 12-Wellplatte und
Apikales (500 ) & basolaterales (1,5 mi) Medium eine neue Zellkulturflasche fiir die weitere Versuche
wurde gewechselt. -

ausgesat.
Tag 8 & 11:

* Apikales Medium (500 pl) wurde gewechselt.

Tag 12: Versuchstag
* Die CaCo-2 Zellen wurden vollstiandig zu Epithelzellen
ausdifferenziert.

Abbildung 6: Schematische Zusammenfassung des Ablaufs der Kultivierung der CaCo-2
Zellen nach dem Splitting & der Aussaat (zusammengestellt mit Microsoft PowerPoint). Das
Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt. Je nach der Bedingung kann es sein, dass die
Zellen schneller bzw. langsamer wachsen. Deswegen wurde immer Uberprift, wie konfluent
die Zellen waren. Ab einer Konfluenz von 100% differenzieren die Zellen zu Diinndarmzellen
aus [59]. TC-Insert (Transwell Inserts).

3.2. Isolation von Monozyten aus Buffy-Coat

Fir die Isolation von den Monozyten wurden Buffy-Coats verwendet, die vom Wiener Roten
Kreuz bezogen wurden. Zuerst wurde die Gesamtblutmenge bestimmt, indem der ganze
Buffy-Coat in ein 50 ml Falcon transferiert wurde. Die Blutmenge betrug meistens zwischen
ca. 30-40 ml. Die PluriMate - Falcons (15ml) wurden jeweils mit 4,5 ml Monozyten Spin
Medium versetzt. Entsprechend der Blutmenge wurde der Buffy-Coat auf 5-6 pluriMate -
Falcons zu gleichem Teilen aufgeteilt. Anschliefend wurden die Falcons fiir 15 min bei 800 rcf
und Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Zundchst wurde die obere orange Phase (Plasma)
abgenommen bzw. entfernt und die helle untere Phase (Monozyten) wurde in ein neues 10
ml Falcon Uberflhrt und auf 10 mI mit DPBS aufgefiillt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fir
10 min bei 300 rcf und RT. Dann wurde der Uberstand bis zur 1 ml Makierung abgenommen

und das Falcon noch mal mit DPBS auf 10 ml aufgefillt. Nach dem zweiten
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Zentrifugationsschritt fiir 10 min bei 300 rcf und RT wurde der ganze Uberstand entfernt. Das
verbliebene Zellpellet wurde in 1 ml DPBS resuspendiert und das Falcon wurde mit DPBS auf
10 ml aufgefillt. Infolgedessen wurden die Zellzahl mithilfe der Neubauer-Zahlkammer durch
die Verdinnung (1:3) von der 10 ul Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau und 10ul DPBS
bestimmt. AnschlieBend wurden die Monozyten zum letzten mal fir 10 min bei 200 rcf und
RT abzentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde das Monozytenpellet dreifach mit 1 ml
RPMI-1640 Medium (siehe Tabelle 3 fir die Zusammensetzung des RPMI-1640 Mediums)
resuspendiert und in ein neues 50 ml Falcon transferiert. Am Ende wurde das Falcon mit der

restlichen Menge an nétigen RPMI-1640 Medium abgefullt.

Tabelle 3: Zusammensetzung des RPMI-1640 Mediums

Substanz Volumen

RPMI-1640 (with L-glutamine and sodium 445 ml
bicarbonate)

Hitzeinaktivertes FBS (10%) * 50 ml
Pen/Strep (1%) 5 ml

FBS (fetale bovine serum), Pen/Strep (penicilin/streptomycin). *Fir die Hitzeinaktiverung wurden 50
ml FBS fiir 35 min bei 56°C im Wasserbad erhitzt.

3.3. Stimulation und Behandlung von CaCo-2 Zellen und Monozyten im Co-Kulturmodell

Um zu untersuchen, ob Fructose einen Einfluss auf die LTA-vermittelte Stimulation von
Monozyten hat, sowie moglich beteiligte Mechanismen zu untersuchen, wurden
ausdifferenzierte CaCo-2 Zellen im Co-Kultur mit humanen primaren Monozyten mit LTA *

Fructose behandelt. In folgenden ist der Versuchsaufbau im Detail beschrieben.

Vorbereitung der Co-Kultur

Nach der Isolation von den Monozyten aus dem Buffy-Coat wurde die 12-Wellplatte mit
ausdifferenzierten CaCo-2 Zellen vorbereitet, wobei das Medium apikal und basolateral
abgesaugt wurde. Zunachst wurden je Well basolateral 300.00 Monozyten in 350 ul RPMI-
1640 Medium uberfuhrt.
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Experiment 1

Versuchsdurchfiihrung

Frisches RPMI-1640 Medium wurde entsprechend der Bedingungen in das basolaterale
Kompartiment zugegeben (siehe Abbildung 7 fiir Studiendesign). Es folgte die apikale Gabe
von 0-10 mM steril filtrierter Fructosel6sung und frischem CaCo-2-Medium entsprechend der
Bedingungen. Die Zellen wurden fir 14h oder 24h bei 37 °C und 5% CO; inkubiert. Nach der
Inkubationszeit von 14h bzw. 24h wurden zuerst die CaCo-2 Zellen und dann die Monozyten

abgenommen.

Versuchsende

Nach 14h bzw. 24h wurde das apikale Medium in 500 ml ReaktionsgefaR Uberfihrt und bei
-80 °C gelagert. Da die TC-Inserts semipermeabel sind, wurden nur die CaCo-2 Zellenin eine
neue 12-Wellplatte transferiert, und anschlieRend mit 500 ul Trizol fir 20 min versetzt.
Danach wurde der Zelllysat mehrmals (10- bis 12-mal) vorsichtig resuspendiert und in 500 ml
Reaktionsgefal liberfiihrt. Die ReaktionsgefdRRe wurden zunachst fiir 10 sek gevortext und fir
5 min bei RT inkubiert und anschlieend bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80 °C gelagert. Der
Inhalt des basolateralen Kompartiments wurde gut gemischt und in 1,5 ml Reaktionsgefald
Uberfihrt. Dann wurden sie fir 5 min bei 2000 rpm, RT zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wurde der Uberstand in 2 ml ReaktionsgefiRe {iberfiihrt und bei -80 °C gelagert. Das Zellpellet
wurde mit 1 ml DPBS gewaschen und erneut fiir 5 min bei 2000 rpm, RT zentrifugiert. Danach
wurde der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 500 pl Trizol resuspendiert, fiir 10
sek gevortext, fir 5 min im RT inkubiert und anschlieBend entweder bei -80 °C gelagert oder

direkt weiter fur die RNA-Extraktion verwendet.

Experiment 2

Versuchsdurchfiihrung

In das basolaterale Kompartiment wurde frisches RPMI-1640 Medium entsprechend der
Bedingungen zugegeben (siehe Abbildung 7 flr Studiendesign). In das apikale Kompartiment
wurde 0-10 mM steril filtrierte Fructoselosung und frisches CaCo-2-Medium entsprechend der
Bedingungen zugegeben. Die Zellen wurden zunachst fur 14h bei 37 °C und 5% CO; inkubiert.
Nach der Inkubationszeit von 14h wurden nur die CaCo-2 Zellen abgenommen und

anschlieBend wurden die Monozyten basolateral mit +LTA (10 pg/ml) fur 2h weiter im
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Inkubator stimuliert. Nach dieser Inkubationszeit wurden letztendlich auch die Monozyten
entnommen.
Versuchsende

Nach den Inkubationszeiten erfolgte das Vorgehen der Versuchsende analog zu Experiment 1.

A B
Fructose: 0, 5, 10 mM Fructose: 0, 5, 10 mM

+ LTA 10 pg/ml

ausdifferenzierte
L CaCo-2 Zellen

—— Monozyten
basolateral basolateral

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Versuchsbedingungen im Co-Kulturmodell
(zusammengestellt mit Microsoft Word & teilweise mit Smart Servier Medical Art (lizenziert
unter ,Creative Commons Attribution 3.0 unported license”)). Die Zugabe der Fructose
erfolgte apikal tiber die CaCo-2 Monolayer, wahrend die LTA-Stimulation von Monozyten nur
basolateral erfolgte. A: Im Rahmen von Experiment 1 wurden die Monozyten apikal mit 0-10
mM Fructose fir 14h und 24h stimuliert. B: Im Rahmen von Experiment 2 wurden die
Monozyten apikal mit 0-10 mM Fructose fur 14h und anschlieRend basolateral mit + LTA
(10p/mL) fur 2h stimuliert. LTA (Lipoteichonsaure).

3.4. Fructose Messung

Fir die Messung der Fructose wurde ein kommerziell erhaltliches Kit, welches fiir die direkte
Verwendung in Zellkulturmedium geeignet ist, nach Angeben des Herstellers (Abnova
Fructose Assay Kit, KA1688) verwendet. Das Fructose Assay Kit reagiert direkt und spezifisch
mit der in Medien vorhandenen Fructose. Die Glucose und die Galactose interferieren nicht.
Die Farbintensitdt des gebildeten Komplexes ist direkt proportional zur Fructose
Konzentration in der Probe und sie kann photometrisch bei 565nm gemessen werden [60]. In

folgenden ist der Ablauf der Messung kurz zusammengefasst.

Die Proben wurden zundchst mit dH20 in einem Verhdltnis von 1:5 verdinnt (20 ul
Gesamtvolumen) Dann wurde 12 pl Standard (20mM) mit 228 pl dH20 gemischt und aus
dieser Stocklosung (1000uM Fructose) eine Standardreihe nach dem Pipettierschema, das in

Tabelle 4 dargestellt ist. Zundachst wurden 20 pl der verdiinnten Standards und der
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verdinnten Proben in eine 96-Wellplatte (clear bottom) pipettiert. AnschlieBend wurde 80 pl
der Farbreagenz (56 ul Assay Buffer, 1 ul Enzyme, 1 pul PMS-Solution und 14 pul MMT-Solution)
in jedes Reaktion-Well gegeben. Die 96-Wellplatte wurde im Dunkeln bei RT fir 1h inkubiert
und letztendlich wurde die Absorption bei 565 nm im Photometer gemessen. Anhand der

Standardgerade wurde die Fructose Konzentration berechnet.

Tabelle 4: Herstellung der Standardreihe fiir die Fructose Messung

No 100 uM STD+H20 Vol (ul) Fructose (LM}
1 100 pl + Opl 100 1000

2 60 pl + 40pl 100 600

3 30 pl + 70pl 100 300

4 0 ul + 100yl 100 0

STD (Standard), Vol (Volumen)

3.5. Bestimmung der Expression von Markern des Fructose- bzw. ATP-Metabolismus und

der Entziindung in isolierten Monozyten

RNA Extraktion

Trizol ist eine einphasige Losung aus Phenol und Guanidiniumisothiocyanat, die gleichzeitig
biologisches Material auflost und Proteine denaturiert, wobei diese auch inhibiert. Mit dieser
Methode kann nicht nur Ribonukleinsdaure (RNA), sondern auch Desoxyribonukleinsdure

(DNA) und Protein aus einer Probe isoliert werden [61].

Die Proben wurden auf Eis aufgetaut und anschliefend 200 pL Chloroform hinzugefiigt. Die
Reaktionsgefdalle wurden fir 10 sek gevortext und fir 10 min bei RT inkubiert. Nach der
Inkubation wurden sie fiir 10 min bei 12000 rcf und 4°C zentrifugiert. Die obere Phase wurde
in ein neues 1,5 ml Reaktiongefal® Uberfiihrt. Die Proben wurden mit 500 uL Ispopropanol
versetzt, fir 10 sek gevortext und fur 15 min auf Eis inkubiert. Danach wurden sie nochmal fir
10 min bei 12000 rcf und 4°C zentrifugiert. Der Ubertstand wurde vorsichtig verworfen und
das Pellet mit 1 ml Ethanol (75%) gewaschen, kurz gevortext und fir 8 min bei 7500 rcf und
4°C zentrifugiert. Nach dem Verwerfen vom Uberstand wurde der Waschritt erneut

wiederholt. AnschlieBend wurden die ReaktiongefafRe fiir 10 min bei RT getrocknet und es
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wurde 9 uL DNase- RNase- freies Wasser zupipettiert. Anhand eines Heizblocks wurde das
Pellet fir 10 min bei 55 °C und 300 rpm vollstandig gel6st. Danach wurden die Reaktiongefalie

sofort auf Eis gesetzt und entweder bei -80°C gelagert, oder direkt weiter verwendet.

cDNA Synthese
Ziel der ,komplementdare DNA” (cDNA) Synthese ist es die RNA in einzelstrangige cDNA
umzuschreiben. Als erster Schritt wird hierbei ein DNAse Verdau durchgefiihrt, um die

mogliche DNA-Molekile aus der extrahierten RNA zu entfernen [62].

Fir die Synthese wurden cDNA-ReaktionsgefdaRe verwendet, in die gesamte isolierte RNA
zugesetzt wurde. Dann wurden 1 pl RNAse-Free DNase 10xReaction Buffer und 1ul RQl
RNase-Free DNase in Reaktionsgefdlle pipettiert, gevortext und kurz zentrifugiert.
Anschliefend wurden die ReaktionsgefdalRe fir 30 min bei 37°C im Thermocycler inkubiert.
Danach wurde 1 ul RQl DNase Stop Solution in jedes Reaktionsgefal} pipettiert und die
Reaktiongefdlle noch mal gevortext. Es folgte eine Inkubation im Thermocycler fir 10 min bei
65°C, um die DNase zu inaktivieren. Wie in Tabelle 5 dargestellt wird, wurde ein Mastermix
fir die cDNA Synthese hergestellt. Die ReaktionsgefalRe wurden jeweils mit 10,1 ul Mastermix
versetzt und wurden noch mal gevortext. Danach erfolgte die cDNA-Synthese im
Thermocycler (siehe Tabelle 6). Nach der Synthese wurde intron freie, stabile cDNA, welche
in der real time gPCR quantifiziert werden kann, 80 ul DNase- RNase- freies Wasser zugegeben

und bei -20°C gelagert.

Tabelle 5: Mastermix fiir die cDNA Synthese

Substanz Volumen / Probe
MgCl2 (25mM) 4 ul

Reverse Transkriptase Puffer 2 ul

dNTP Mix (10 mM) 2 ul

RNasin 0,5 ul

Random Primer 1l

AMV Reverse Transkriptase (15U) 0,6 ul
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Tabelle 6: cDNA-Synthese im Thermocycler

Zeit (min) Temperatur (°C)
10 25

15 42

5 95

5 4

oo 4
RT-qPCR

»Real time- quantitative polymerase chain reaction” (RT-gPCR) ist ein technisches Verfahren

zur exponentiellen Amplifikation von der umgeschriebenen cDNA, wobei die Quantifizierung

in Echtzeit verfolgt werden kann [63]. Das Prinzip beruht auf einem zyklischen Prozess. Fiir

jede Wiederholung von einem Zyklus erhdlt man eine Verdopplung der DNA. Die

Vervielfdltigung erfolgtin 3 Schritten:

1. Denaturierung: Trennung der doppelstrangigen DNA (=Template) in zwei Einzelstrange

bei 95 °C

2. Annealing: Anlagerung der Primer an die DNA-Einzelstrange bei

(Primerhybridisierung)

°C

3. Elongation: Verlangerung der Primer in Anwesenheit von Desoxynukleotiden (dNTPs)

komplementar zur Ausgangs-DNA durch DNA-Polymerase

Wahrend der Elongation bindet ein Farbstoff bzw. SYBR Green an die doppelstrangige DNA

und emittiert ein Fluoreszenzsignal, welches letztendlich quantifiziert wird. Hier korreliert der

s.g. ,threshold cycle” bzw. Ci-Wert mit der Menge der cDNA [64].

Zuerst wurde ein Mastermix fiir die Durchfiihrung der PCR hergestellt. (siehe Tabelle 7)

Tabelle 7: Mastermix fiir die RT-gPCR

Substanz

Volumen/Probe

iTagTM Universal SYBR® Green
ROTIPURAN® Wasser (nuklease frei)
Primer fw *

Primerrv *

10 pl
3ul
1l
1l

fw (forward), rv (reverse), RT-qPCR (real time quantitative polymerase chain reaction). *Die Konzentration

von den Arbeitslésungen betrug je 3pmol/ul, auBer bei den Primern von TNF-a (6pmol/ul).
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Von diesem Mastermix wurden 15 pl in jedes , Well” pipettiert und je 5 puL der cDNA Losung
hinzugegeben. Die Proben wurden in Doppelbestimmung gemessen. Die PCR-Platte wurde
kurz zentrifugiert und anschlieend in den PCR Thermocycler gestellt (siehe Tabelle 8 fiir das

Programm).

Zur Auswertung wird die delta-delta Ct-Methode verwendet, d.h. die Expression des Zielgens
wird mit der Expression des Referenzgens 18S von der gleichen Probe normalisiert. Grund
dafir ist, dass die spezifischen Storfaktoren ausgeschlossen werden und dadurch die
Fehlinterpretation der ermittelten Expressionsprofile vermieden werden kann [65].
AuBerdem wird eine ,non template control” (NTC), die keine cDNA-Probe enthalt, zur
Kontrolle mitgefiihrt, um die moglichen falsch-positiven Ergebnisse bestimmen zu kdnnen.
SYBR Green kann an alle DNA-Bestandteile binden und dadurch kann es zur Bildung von
spezifischen und unspezifischen PCR-Fragmenten kommen. Deswegen ist es wichtig eine

Schmelzkurvenanalyse durchzufiihren, um eine Spezifitat sicherzustellen [66].

Tabelle 8: Das Programm im Thermocycler fiir RT-qPCR

Initiale . . .
Gen Denaturierung Denaturierung Annealing/Elongation Schmelzkurve Zyklen(n)

95°, 10s
18S 95°C,30s 95°C,5s 64 °C,30s 65°C,5s 39
95°C
GLUTS 95°C,10s
IL-118 95°C,30s 95°C,5s 64°C,30s 65°C,5s 39
TLR2 95°C
95°C,10s
PgDR;(;’ 95°C,30s 95°C,5s 64 °C,30s 65°C,5s 45
95°C
95°, 10s
TNF-a 95°C,30s 95°C,5s 60°C,30s 65°C,5s 39
95°C

CD39 (cluster of differentiation 39), fw (forward), GLUT5 (Glucosetransporter 5), IL-18 (Interleukin 1
R), P2RX7 (purinoceptor 7), RT-qPCR (real time quantitative polymerase chainreaction), rv (reverse),
TLR2 (toll-like receptor2), TNF-a (Tumornekrosefaktoralpha)
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3.6. Bestimmung biochemischer Parameter im Zellkulturiiberstand isolierter Monozyten

IL-1f3 ELISA
»,Enzyme linked immunosorbent assay” (ELISA) ist eine serologische Untersuchungsmethode

zum Nachweis von Proteinen bzw. Antikérpern, die im Blut und in Sekreten, wie z.B. Speichel

vorkommen [67].

Im Rahmen dieser Masterarbeit wurde neben dem RT-qPCR, ein ELISA fiir das Zytokin IL-1R
durchgefihrt. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Zellliberstand des basolateralen
Kompartiments bzw. der Monozyten des Experiments 2 quantifiziert. Fir die Quantifizierung
wurde ein kommerziell erhéltliches Kit (Human IL-1R/IL-1F2 DuoSet® ELISA, R&D Systems)
nach Angeben des Herstellers verwendet. In folgenden ist die Durchfihrung kurz

zusammengefasst.

Am Anfang wurden alle nétigen Reagenzien nach Angeben des Herstellers (Human IL-1R/IL-
1F2 DuoSet® ELISA, R&D Systems) hergestellt bzw. vorbereitet. Zunachst wurde die 96-
Wellplatte Ubernacht mit ,Fangerantikorper” beschichtet. Nach der Erstellung eines
Pipettierschemas wurde eine Standardreihe hergestellt und danach wurden je 100 ul der
Proben bzw. der Standards in die Wells pipettiert und fiir 2h bei RT inkubiert. Alle nicht
hochaffin gebundenen Bestandteile wurden durch Waschen entfernt. Danach wurde ein
Detektionantikorper je Well dazupipettiert und wieder fiir 2h bei RT inkubiert. Nach dem
anschlieRenden Waschvorgang wurde der enzymatische Marker Streptavidin-HRP
dazugegeben. Letztendlich wurde nach 20 minitiger Inkubation bei RT und einem
Waschvorgang, das Substratlosung dazugegeben und es entstand eine blaue Farbreaktion,
deren Intensitdt proportional zur gesuchten Zytokinmenge ist. Die Auswertung erfolgte nach
Zugabe der Stopplosung 2 NH2S04 mit Hilfe eines Photometers bei 450 nm und 540 nm. Der
tatsachliche IL-1B-Gehalt der Probe ergab sich direkt aus der Standardgeraden [68, 69].

ATP-Messung

Mithilfe eines kommerziell erhdltlichenKit (CellTiter-Glo® 2.0 Assay, Promega) wurde die ATP-
Konzentration nach Angaben des Herstellers bestimmt. Das Prinzip der Messung beruht auf
der Mono-Oxygenierung von Luciferin, was durch das Enzym Luciferase katalysiert wird,

wobei die Anwesenheit von Cofaktoren wie Mg?2*, ATP, was von lebensfahigen Zellen gebildet
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wird, und molekulare Sauerstoff notig sind [70]. In folgenden ist die Durchfiihrung kurz

beschrieben.

Die Proben bzw. das apikale Medium von CaCo-2 Zellen (siehe Tabelle 2 fir die
Zusammensetzung) und das basolaterale Medium von Monozyten (siehe Tabelle 3 fir die
Zusammensetzung) wurden fir die Messung unverdiinnt verwendet. Um eine ATP-
Standardkurve zu erstellen, wurde ausgehend von einem 10 mM ATP-Standard eine serielle
Verdiinnung vorgenommen. Je nach Probe wurde der ATP-Standard im Verhéltnis von 1:10 im
CaCo-2-Medium bzw. im RPMI-1640 Medium verdiinnt. Insgesammt wurde 8 Standards
hergestellt. Nach der Herstellung der Standards wurden je 100 pl der Proben und der
Standards mit einem Blank (bzw. nur das Zellkulturmedium) in eine 96-Wellplatte (clear
bottom) pipettiert. Zundachst wurden 100 ul Cell-Titer Glo Lumineszenzreagenz in jede Well
dazupipettiert. Infolgedessen wurde die 96-Wellplatte mit einer Aluminiumfolie abgedeckt,
um sie vor natirlichem Licht zu schiitzen, und fir 5 min auf dem Orbitalschiittler geschiittelt.
Anschlieend wurde das Lumineszenzsignal (relative fluoresence unit (RFU)) mit einer

Integrationszeit von 1000 ms am Photometer gemessen.

3.7. Statistische Auswertung

Im Rahmen dieser Masterarbeit wurden die statische Auswertung und die grafische
Darstellung der Daten mit dem Programm GraphPad Prism 7.0 durchgefiihrt. Anhand des
Grubb’s Tests wurden die AusreiBer identifiziert und ebenfalls von der Analyse
ausgeschlossen. Die Signifikanz der Ergebnisse wurden mittels One-Way-ANOVA untersucht.
Die Ergebnisse wurden auf Varianzhomogenitat Gberprift. Falls keine Varianzhomogenitat
vorlag, wurden die Werte transformiert. Zum Vergleich von 2 Gruppen wurde der nicht-
parametrische Mann-Whitney U-Test angewendet. Die Daten sind als Mittelwert (MW) *
Standardfehler (SEM) angegeben. Bei jenen die Signifikanz bzw. der p-Wert von < 0,05

ermittelt wurde, wurde ein Unterschied zwischen den Ergebnissen als signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1. Vorversuch zur Untersuchung des Fructosetransports durch ausdifferenzierter CaCo-2
Zellen

Im Rahmen dieser Masterarbeit wurde zunachst im Vorversuch untersucht, ob Fructose in
nachweisbare Menge durch eine ausdifferenzierten CaCo-2 Monolayer gelangt. Zu diesem
Zweck wurden CaCo2-Zellen, wie im Punkt 3.1. erklart, im Transwell-System ausdifferenziert.
AnschlieRend wurden den Transwells apikal Fructose in Konzentration von 5-20 mM fiir 2h

zugesetzt und die Fructose Konzentration in basolateralen Kompartiment gemessen.

Die Fructose Konzentration (LM) im basolateralen Kompartiment des Transwell-Systems nach
der apikalen Gabe von unterschiedlichen Fructose Konzentrationen (mM) ist in Abbildung 8
dargestellt. Nach der apikalen Gabe von 20 mM Fructose war die basolateral messbare
Fructose Konzentration signifikant hoher, im Vergleich zu allen anderen Gruppen (p < 0,05).
Auch die apikale Gabe von 10 mM Fructose zeigte einen signifikanten Unterschied bei der
Fructose Konzentration im basolateren Kompartiment im Vergleich zur Kontrolle (p =0,0223).
Die Exposition der Zellen gegeniliber 5 mM fiihrt zwar zu einem Anstieg der im basolateralen
Kompartiment nachweisbare Konzentration von Fructose, jedoch streuten die Werte deutlich

und der Anstieg war deutlich geringer.
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Abbildung 8: Einfluss der apikalen Exposition von ausdifferenzierten CaCo-2 Zellen
gegeniiber 0-20 mM Fructose fiir 2h auf die Fructose Konzentration in basolateralen
Kompartiment des Transwell-Systems. Fructose Konzentration in uM. Die Daten sind
dargestellt als MW+SEM (n=3). 2p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle. Pp < 0,05 im Vergleich zur
Fructose 5mM. p < 0,05 im Vergleich zur Fructose 10mM. FRU = Fructose.

31



4.2. Einfluss von Fructose auf die mRNA-Expression von Parametern des

Fructosemetabolismusin Monozyten in Co-Kulturmodell

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die Behandlung mit Fructose in Co-Kulturmodell auf die
MRNA-Expression von Parametern des Fructosemetabolismus in Monozyten hat, wurde im
Rahmen des Experiments 1 (siehe Kapitel 3.3. Abbildung 7 firr Studiendesing) die mRNA-
Expression von GLUT5 in Monozyten in basolateralen Kompartiment gemessen. Die CaCo-2

Zellen wurden 14 bzw. 24h mit 0-10 mM Fructose inkubiert.

Nach 14h fihrte die Inkubation der CaCo-2 Zellen mit 10 mM Fructose zu einer leichten,
jedoch aufgrund der Streuung nicht signifikanten, Erhéhung der mRNA-Expression von GLUT
5 in den Monozyten, die sich unter der CaCo-2 Zellen befinden (p = 0,2105). Im Gegensatz
dazu war die GLUT5 mRNA-Expression 24h nach der Exposition signifikant geringer als bei den

unstimulierten Zellen (5 mM p = 0,0023 bzw. 10 mM p =0,0034 im Vergleich zur Kontrolle).
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Abbildung 9:Einflussder apikalen Gabe von 0-10 mM Fructose aufdie Expression von GLUT5
in Monozyten in basolateralen Kompartiment in Co-Kulturmodell. mRNA-Expression in %
iber Kontrolle. Die Daten sind dargestellt als MW+SEM (n=3-4). 9p < 0,05 im Vergleich zur
Kontrolle nach 24h-Inkubation. FRU = Fructose, GLUTS5 = Glucosetransporter 5.
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4.3. Einfluss von Fructose auf die ATP-Konzentration im apikalen CaCo-2-Medium und

basolateralen Monozyten-Medium

Um den Einfluss von Fructose auf die ATP-Konzentration zu untersuchen, wurden im Rahmen
des Experiments 1 (siehe Kapitel 3.3. Abbildung 7) sowohl im apikalen CaCo-2-Medium als

auch im basolateralen Monozyten-Medium die ATP-Konzentration gemessen.

Bezogen auf die unbehandelte Kontrolle (0 mM Fructose) kam es zu einer signifikanten
Reduktion der ATP-Konzentration im apikalen CaCo-2-Medium bei allen Gruppen nach 14h
sowie 24h (p < 0,05) (siehe Abbildung 10). Die ATP-Konzentration im basolateralen
Monozyten-Medium zeigten nach 14h einen leichten Anstieg der Konzentration durch 5 mM
Fructose Behandlung und eine leichte Reduktion der Konzentration durch 10 mM Fructose
Behandlung. Dennoch wiesen die Konzentrationen hier keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich zur Kontrolle auf. Nach 24h fand sich einer Steigerung der ATP-Konzentration bei
allen Gruppen, jedoch war die Erhohung, bezogen auf die jeweilige Kontrolle, lediglich in
Zellkulturmedium von Monozyten mit10 mM Fructose Behandlung signifikant unterschiedlich

(p =0,0141) (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 10: Einfluss der apikalen Gabe von 0-10 mM Fructose auf die ATP-Konzentration
in apikalen CaCo-2-Medium in Co-Kulturmodell. RFU in % Uber Kontrolle. Die Daten sind
dargestellt als MW+SEM (n=3-5). 2p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle nach 14h-Inkubation. 9p
< 0,05 im Vergleich zur Kontrolle nach 24h-Inkubation. ATP = Adenosintriphosphat, FRU =
Fructose, RFU = relative fluoresence unit.
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Abbildung 11: Einfluss der apikalen Gabe von 0-10 mM Fructose auf die ATP-Konzentration
in basolateralen Monozyten-Medium in Co-Kulturmodell.RFU in % Uiber Kontrolle. Die Daten
sind dargestellt als MW+SEM (n=4-6). 9p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle nach 24h-
Inkubation. ATP = Adenosintriphosphat, FRU = Fructose, RFU = relative fluoresence unit.

4.4. Einfluss von Fructose auf die mRNA-Expression von Parametern des ATP-Metabolismus

in Monozyten in Co-Kulturmodell

Zur Untersuchung der Auswirkungen der apikalen Fructose Behandlung im Co-Kulturmodell
auf den ATP-Metabolismus in Monozyten wurden im Rahmen des Experiments 1 (siehe Kapitel
3.3. Abbildung 7) die mRNA-Expression des ATP-Rezeptors Purinoceptor 7 (P2RX7) und der
ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolasen (ENTPDase) cluster of differentiation 39
(CD39) mithilfe der RT-qPCR bestimmt.

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle war die mRNA-Expression von P2RX7 in den
Monozyten, die sich in basolateralen Kompartiment der mit 5 bzw. 10 mM Fructose
stimulierte CaCo-2 Zellen befinden, vermindert (5 mM 56,6 % bzw. 10 mM 40,4% im Vergleich
zur Kontrolle). Ahnlich verhielt es sich auch nach 24h. In den Monozyten, die sich unter der
CaCo-2 Zellen befinden, kam es mit 5 mM Fructose Behandlung bzw. 10 mM Fructose
Behandlung zur verringerten mRNA-Expression von P2RX7 um 31,5% bzw. 47,6% im Vergleich

zur jeweiligen Kontrolle (n.s.).
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Abbildung 12: Einfluss der apikalen Gabe von 0-10 mM Fructose auf die Expression von
P2RX7 in Monozyten in basolateralen Kompartimentin Co-Kulturmodell. mRNA- Expression
in % Uber Kontrolle. Die Daten sind dargestellt als MWSEM (n=5-6). FRU = Fructose, P2RX7 =
purinoceptor 7.

Nach 14h fihrte die Inkubation der CaCo-2 Zellen mit 5 bzw. 10 mM Fructose zu keinen
signifikanten Unterschieden der mRNA-Expression von CD39 in Monoyzten. Im Gegensatz
fihrte die Stimulation der CaCo-2Zellenmit5 mM und 10 mM Fructose nach 24h, im Vergleich

zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle zu einer signifikanten Reduktion der CD39 mRNA-

Expression in Monozyten (5mM p=0,0116 bzw. 10 mM p =0,0367 im Vergleich zur Kontrolle).
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Abbildung 13:Einflussder apikalen Gabe von 0-10 mM Fructose aufdie Expression von CD39
in Monozyten in basolateralen Kompartiment in Co-Kulturmodell. mRNA-Expression in %
iber Kontrolle. Die Daten sind dargestellt als MW+SEM (n=4-6). 9p < 0,05 im Vergleich zur
Kontrolle nach 24h-Inkubation. CD39 = cluster of differentiation 39, FRU = Fructose.

35



4.5. Einfluss von Fructose auf die mRNA-Expression von TLR2 in Monozyten in Co-

Kulturmodell

Nach 14h der Inkubation mit 0, 5 bzw. 10 mM Fructose ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen. AuRerdem zeigte sich nach 24h eine Induktion der
MRNA-Expression in sowohl mit 5 mM als auch mit 10 mM Fructose behandelten Monozyten,
jedoch erreichten die Unterschiede das Signifikanzniveau von p < 0,05 nicht (5 mM p =0,1950

bzw. 10 mM p =0,4852 im Vergleich zur Kontrolle).
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Abbildung 14:Einfluss der apikalen Gabe von 0-10 mM Fructose auf die Expression von TLR2
in Monozyten in basolateralen Kompartiment in Co-Kulturmodell. mRNA-Expression in %
Uber Kontrolle. Die Daten sind dargestellt als MW+SEM (n=3-6). FRU = Fructose, TLR2 = toll-
like receptor 2.

4.6. Einfluss von Fructose auf die LTA vermittelte Stimulation von Monozyten in Co-

Kulturmodell: mMRNA-Expression und Freisetzung von TNF-a, IL-1R

Um den Einfluss der Fructose Behandlung in Co-Kulturmodell auf die LTA vermittelte
Stimulation von Monozyten zu untersuchen, wurden im Rahmen eines 2. Experiments (siehe
Kapitel 3.3. Abbildung 7) die mRNA-Expression von proinflammatorischen Zytokinen von TNF-

a und IL-1B, sowie die Freisetzung des IL-1B, in Monozyten nach der apikalen Gabe von 0-10
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mM Fructose flur 14h und anschlieRender basolateralen LTA-Stimulation (10 pg/mL) fur 2h

gemessen.

Wie erwartet flihrte die Stimulation der Monozyten mit LTA zu einer Induktion der TNF-a
MRNA-Expression in Monozyten (p < 0,05 naive vs. LTA, Mann-Whitney U- Test). In den
Monozyten, die unter CaCo-2 Zellen mit Fructose Exposition kultiviert wurden, verstarkt sich

der Effekt von LTA auf den mRNA-Expression von TNF-a deutlich. (5 mM =0,0114 bzw. 10 mM

p= 0,0012)
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Abbildung 15: Einfluss der apikalen Gabe von 0-10 mM Fructose auf die LTA-vermittelte
Stimulation (10 pg/mL) von Monozyten in Co-Kulturmodell auf die Expression von TNF-atin
Monozyten. mRNA-Expression in % Uber Kontrolle. Die Daten sind dargestellt als MW+SEM
(n=4-5). 2p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle. FRU = Fructose, LTA = Lipoteichonsdure, TNF-a =
Tumornekrosefaktor-a.

Wie erwartet, war die mRNA-Expression von IL-18 in den mit LTA-stimulierten Monozyten
hoher (p < 0,05 naive vs. LTA, Mann-Whitney U- Test) als in den naiven Zellen. Ahnlich verhielt
es sich auch fiur die Zellen, die in den Well mit CaCo-2 Zellen, die mit 5 bzw. 10 mM Fructose
behandelt wurden und mit LTA stimuliert wurden. Jedoch erreichte nur der Vergleich ,Naive”
vs 10 mM Fructose das Signifikanz Niveau (p = 0,0293). Hingegen ergaben sich bei der
Proteinkonzentration an IL-18 keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Es
kam zu einer Steigerung der Freisetzung von IL-18, durch die Vorbehandlung mit der Fructose
und LTA-Stimulation, allerdings konnten hier aufgrund der hohen Streuung keine signifikanten

Unterschiede erreicht werden.

37



>
w

150001 8000 4
c
°
0 0
o S a 5 6000
a = 10000 o 5
X c o €
w o ~ O
< ¥ o ¥ 4000 4
i o } o
Q 5000 a
E = =2 2000 1
| S
- < N
2
0~ 0~
FRU (mM) - - 5 10 FRU (mM) - - 5 10
LTA (10 pg/mL) - + + + LTA (10 pg/mL) - + + +

Abbildung 16: Einfluss der apikalen Gabe von 0-10 mM Fructose auf die LTA-vermittelte
Stimulation (10 pg/mL) von Monozyten in Co-Kulturmodell auf die Expression von IL-18 in
Monozyten und auf die IL-18 Proteinkonzentration im basolateralen Monozyten-Medium.
A: IL-18 mRNA-Expression (n=5-6), B: IL-1B8 Proteinkonzentration (n=5). mMRNA-Expression in
% Uber Kontrolle. Die Daten sind dargestelltals MWxSEM. 2p < 0,05 im Vergleichzur Kontrolle.
FRU = Fructose, IL-1R = Interleukin 1B, LTA = Lipoteichonsaure.
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5. Diskussion

In den letzten Jahren ist der Fructosekonsum in den USA gestiegen [4, 5]. Der Verzehr von
Zucker und insbesondere Fructose wird immer wieder als einer der Hauptfaktoren fiir die
Entstehung von verschiedenen Krankheiten diskutiert [6]. Bakterielle Infektionen sind haufig
und kénnen zu lebensbedrohlichen Erkrankungen fihren, die langfristige und kostenintensive
Therapien erfordern konnen [23]. Im Laufe der Zeit haben viele Erreger Resistenz gegen
verschiedene Therapeutika und Antibiotika entwickelt, was eine Herausforderung in der
Therapie darstellt [24]. Die Rolle der Erndhrung und hierbei insbesondere einzelner
Nahrungsbestandteile wie Fructose in der Pathogenese von Infektionen und Erkrankungen ist
bisher nicht geklart. Nichtsdestotrotz gibt es Hinweise, dass Fructose ein Modulator der
Immunantwort und Entziindung sein konnte [47-49]. In in vitro Studien wurden gezeigt, dass
Fructose zur Induktion der mRNA-Expression von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a
und IL-18 in humanen Immunzellen flhrt [47-49]. AuBerdem wurde auch darauf hingewiesen,
dass die Aufnahme von Fructose Stoffwechselwege =zelluldar zur Glutaminolyse
Lumprogrammiert” und mit einem oxidativen Stoffwechselweg einhergeht [49]. Die diesen
Effekt der Fructose zugrunde liegende Mechanismen sind bisher weitgehend ungeklart. Vor
diesem Hintergrund war das Ziel der vorliegenden Arbeit den Einfluss von Fructose auf die
LTA-vermittelte Stimulation von humanen Monozyten, sowie moglich beteilige Mechanismen

in vitro zu untersuchen.

5.1. Das Co-Kulturmodell: Fructose wird durch die CaCo-2 Monolayer transportiert

Den Transwells wurden apikal Fructose in Konzentration von 5-20 mM fir 2h zugesetzt. Die
basolateral messbare Fructose Konzentrationen waren nach der apikalen Gabe von
verschiedenen Fructose Konzentrationen signifikant bzw. deutlich unterschiedlich im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Fructose gelangt durch das Transwell, aber nur ca.
10%. Diese Konzentration in basolateralen Kompartiment ist dhnlich wie in vivo. Andere
Metabolite von Fructose hadtten hier auch einen Einfluss auf der messbaren Fructose
Konzentration haben kénnen. Jedoch sind weitere Studien nétig, um genau zu klaren, was mit

der restlichen Fructose passiert.
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5.2. Fructose moduliert die mRNA-Expression von GLUT5 und von Markern des ATP-

Metabolismus, sowie der TLR2 Expression in humanen Monozyten in Co-Kulturmodell

Die Expression von GLUT5 konnte bereits in humanen Monozyten nachgewiesen werden,
jedoch ist die physiologische Rolle der erhohten GLUTS Expression in diesen Zellen noch unklar
[17]. In der Studie von Fu et al. wurde darauf hingewiesen, dass GLUT5 mdglicherweise neben
Fructose auch andere Substrate transportieren konnte, die fir phagozytotischen Zellen wie
Makrophagen von Bedeutung sein konnten [17]. In der vorliegenden Arbeit konnte in
Monozyten in Co-Kulturmodell durch die Inkubation mit 10 mM Fructose nach 14h eine
leichte, aber keine signifikante Erhohung der mRNA-Expression von GLUTS5 gezeigt werden.
Jedoch war die GLUT5 mRNA-Expression 24h nach der Exposition mit 5 bzw. 10 mM Fructose
signifikant verringert im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Anhand dieser Ergebnisse
scheint die Modulation der GLUT5 Expression einen zeit- und dosisabhdngigen Verlauf in
Monozyten zu haben. Ein wichtiger Unterschied zu anderen Studien ist, dass in der

vorliegenden Arbeit die Zellen in einem Co-Kulturmodell stimuliert wurden.

Die Enterozyten konnen, die fiir den Fructose Stoffwechsel bendtigte Enzyme exprimieren
[71]. Studie von Jang et al. zeigte, dass im Mausmodell niedrigere Dosen von Fructose (0,5 g
Fructose/ kg Korpergewicht (KG), entsprechen ~0,5 % der taglichen Kalorienzufuhr oder 3 g
Fructose beim Menschen) fast vollstandig (~90%) von den Enterozyten Uber Fructokinase
abgebaut und in Glucose und organischen Sauren umgewandelt werden [16]. Darlber hinaus
wurde auch gezeigt, dass hohe Fructosedosen (> 1g Fructose/ kg KG) die intestinale Kapazitat
Uberfordern und es zu einem ,,Spillover” von Fructose in die portale Zirkulation bzw. in die
Leber (~30%) kommt [16]. Da die Caco-2 Zellen Eigenschaften von Enterozyten zeigen [9],
konnte anhand dieser Daten abgeleitet werden, dass moglicherweise CaCo-2 Zellen auch die
Fructose verstoffwechseln koénnten. In der vorliegenden Arbeit zeigten die Ergebnisse der
ATP-Messung, dass es nach 14 und 24h zu einer signifikanten Reduktion der ATP-
Konzentration im apikalen CaCo-2-Medium bei allen Gruppen im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle kam. Die signifikant verminderte ATP-Konzentration im apikalen Medium kénnte ein
Hinweis auf Veranderungen des Fructose Stoffwechsels in den CaCo-2 Zellen sein, da die
Umwandlung von Fructose in Fructose-1-Phosphat ATP als Co-Substrat erfordert[21, 22]. Dies

konnte zu der Fructosemenge im basolateralen Kompartiment beitragen und dadurch einen
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Effekt auf GLUTS Expression haben, was die signifikant verminderte Expression nach 24h
erklarenkoénnte. Im Vorversuch wurde gezeigt, dass Fructose in nachweisbaren Mengen durch
die ausdifferenzierten CaCo-2 Monolayer gelangt. Jedoch betrug die Exposition nur 2h. Es ist
unklar, welche Rolle die CaCo-2 Zellen bei dem Fructose Stoffwechsel sowie Transport bei
einer langeren Exposition fiir 14 bzw. 24h mit der Fructose spielt. Im Gegensatz zu der apikalen
ATP-Konzentration fand sich nach 24h einer Erhéhung der ATP-Konzentration in basolateralen
Monozyten-Medium bei allen Gruppen, jedoch war sie nur bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle, in Zellkulturmedium von Monozyten mit 10 mM Fructose Behandlung signifikant
unterschiedlich. Die Ergebnisse der Studie von Jones et al. zeigte, dass Fructose-Kohlenstoff
in humanen Monozyten sowohl in der Glykolyse als auch im Citrat-Zyklus verwertet werden
kann [49]. Die mRNA-Expression von GLUTS5 war nach 24h signifikant niedriger, was mit der
signifikanten Erhéhung der ATP-Konzentration nach 24h im basolateralen Monozyten-
Medium einhergeht. Diese Ergebnisse konnte darauf hinweisen, dass nach 24h die Monozyten
Fructose schon aufgenommen bzw. schon verstoffwechselt hdatten und daher kein ATP mehr
bendtigen, um Fructose zu verstoffwechseln, was letztendlich zur Akkumulation von ATP in
extrazelluldaren Raum fihren konnte. Jedoch sind weitere Untersuchungen auf Proteinebene

noétig, um das klaren zu konnen.

Purinergic Rezeptoren (P2XRs) sind beteiligt an dem ATP-Transport in den extrazellularen
Raum und alle Immunzellen kénnen diese Plasmamembranrezeptoren exprimieren [72-75].
In der vorliegenden Arbeit war die mRNA-Expression von P2RX7 14h bzw. 24h nach der
Exposition mit 5 bzw. 10 mM Fructose im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle vermindert.
Dieser Effekt von Fructose auf die PR2X7 mRNA-Expression in Monozyten war jedoch nicht
signifikant. Im extrazellularen Milieu aktiviert ATP die P2X Rezeptoren und wird von
ENTPDasen wie CD39 zu Adenosindiphosphat (ADP) hydrolysiert [72]. In der vorliegenden
Arbeit fihrte nach 14h die Inkubation der CaCo-2 Zellen mit 5 bzw. 10 mM Fructose zu keinen
signifikanten Unterschieden der mRNA-Expression von CD39 in Monoyzten. Im Gegensatz
flhrte die Stimulation der CaCo-2 Zellen mit 5 bzw. 10 mM Fructose nach 24h, im Vergleich
zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle zu einer signifikanten Reduktion der CD39 mRNA-
Expression in Monozyten, was mit der signifikanten Erhohung der ATP-Konzentration nach
24h im basolateralen Monozyten-Medium einhergeht. Normalerweise erhéht eine CD39-

Hemmung die lokale ATP/ADP Konzentration, und l6st damit die Aktivierung der P2RX7 aus
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[72]. Die Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass nach 24h in Monozyten eine reduzierte ATP-
Hydrolyse durch CD39 stattfindet. Dies sollte eigentlich zur Aktivierung der P2RX7 fiihren,
jedoch war die P2RX7 Expression auf der Monozyten Membran reduziert, was darauf
hindeuten konnte, dass die nach 24h erhohte extrazellulare ATP-Konzentration in Monozyten-
Medium, vielleicht nicht aus den Monozyten stammt, sondern aus dem freigesetzten
Fructose-Metaboliten von den CaCo-2 Zellen stammen koénnten. Weiterfihrende

Untersuchungen sind notig, um diese Kenntnisse zu gewinnen.

In der vorliegenden Arbeit ergabensich nach 14h der Inkubation mit 0, 5 bzw. 10 mM Fructose
keine signifikanten Unterschiede in der mRNA-Expression von TLR2 zwischen den Gruppen.
Im Gegensatz dazu zeigte sich nach 24h nur eine leichte Induktion der mRNA-Expression in
sowohl mit 5 mM als auch mit 10 mM Fructose behandelten Monozyten. Die Unterschiede
erreichten allerdings das Signifikanzniveau von p <0,05 nicht. Insgesamt kam es durch die
Exposition von Zellen mit Fructose zwar zu einer leichten, aber keiner stabilen, Induktion von
TLR2.Ob Fructose das direkt oder indirekt durch Metaboliten macht, ist jedoch nicht ganzklar.
Um diesen Mechanismen und andere moglich beteiligten Signalwege besser verstehen zu
konnen, sind weitere Studien, in welcher vielleicht andere Methoden verwendet werden,

notig.

5.3. Fructose und LTA wirken additiv und fiihren zu einer erhohten mRNA-Expression von

proinflammatorischen Zytokinenin Monozyten in Co-Kulturmodell

Eine Studie von Jones et al. hat bereits Hinweise geliefert, wie die Aufnahme von Fructose in
humanen Monozyten unter LPS-induzierter Stimulation, metabolisch und funktionell wirken
kann [49]. Die Ergebnisse der Studie zeigten, dass die Monozyten, die mit Fructose behandelt
wurden, unter LPS-induzierter Stimulation im Vergleich zur Behandlung mit Glukose
signifikant erhéhte Mengen an Zytokinen, wie TNF-a und IL-1B produziert haben [49]. Durch
die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde wie erwartet sowohl eine Induktion der
TNF-a als auch der IL-16 mRNA-Expression beobachtet, wenn die Monozyten mit LTA
stimuliert wurden. Im Einklang mit den Ergebnissen von Jones et al. wurde in der vorliegenden
Arbeit gezeigt, dass in den Monozyten, die unter CaCo-2 Zellen mit Fructose Exposition

kultiviert wurden, sich der Effekt von LTA auf die mRNA-Expression von TNF-a deutlich
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verstarkt. Des Weiteren wurde ein dhnlicher Effekt fiir die mRNA-Expression von IL-11
nachgewiesen, obwohl aufgrund der hohen Streuung hier nur der Vergleich , Naive“ vs. 10
mM Fructose das Signifikanz Niveau erreicht hatte. Die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen wurden auch auf der Proteinebene beobachtet. Einhergehend mit der erhdhten
MRNA-Expression von IL-18 wurde durch die Vorbehandlung mit der Fructose und LTA-
Stimulation eine erhohte Freisetzung von IL-1R beobachtet. Jedoch konnten hier aufgrund der
hohen Streuung keine signifikanten Unterschiede erreicht werden. In Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen dieser Arbeit konnte in der Arbeit von Lin et al. gezeigt werden, dass 2 mM
Fructose Stimulation von humanen Monozyten in vitro fir 4h zur Induktion von TNF- a und IL-
1R, sowie von oxidativem Stress gefiihrt hat [48]. Allerdings wurde in der Studie von Lin et al.
eine unterschiedliche Fructose Konzentration und Inkubationszeit eingesetzt. Auch in der
Studie von Jones et al. wurde eine Fructose Konzentration von 11,1 mM fir 24h eingesetzt.
Ein anderer wesentlicher Punkt, welcher zu beachten ist, dass diese Arbeiten die Monozyten
direkt und nicht im Co-Kulturmodell mit Fructose stimuliert haben. Trotzdem wurde dhnliche

Ergebnisse erbracht.

Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Fructose und LTA additiv
wirken und zu einer erhohten mRNA-Expression der proinflammatorischen Zytokine TNF-a
und IL-1B in Monozyten in Co-Kulturmodell fihren. Ob Fructose ihre modulierende Wirkung
in die Monozyten direkt oder indirekt Gber Metaboliten auslibt, ist derzeit noch unklar. In
einer Studie von Paustian et al. wurde gezeigt, dass ATP und LTA synergistisch auf Monozyten
wirken und somit spezielle proinflammatorische Zytokine induzieren kénnen [76]. Wahrend
einer Entziindung kdnnen mehrere ,Danger Signale” in den extrazelluldren Raum freigesetzt
werden [74], darunter nicht nur ATP, sondern auch Ca?*, beide koénnen die Reaktion
verschiedener Zellen des Immunsystems regulieren [77, 78]. Es wurde auch beschrieben, dass
mehrere zweiwertige Kationen, insbesondere Ca?*, die Bindung von ATP an den P2X7-
Rezeptor allosterisch inhibieren konnen [79, 81]. Wie oben schon ausgefiihrt (siehe Punkt 5.2.)
konnte der ausbleibende Effekt von P2RX7 auch moglicherweise dadurch oder durch andere
Mechanismen bedingt sein. AuRerdem koénnte die Dosis-Effekt Beziehungen auch eine Rolle

spielen. jedoch wurde dies in Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht vollstandig geklart.
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Fazit

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weist darauf hin, dass Fructose auf die LTA-vermittelte
Stimulation von humanen Monozyten in vitro modulierend wirkt. Fructose wird durch die
CaCo-2 Monolayer transportiert, jedoch nur ca. 10%. Die Ergebnisse deueten darauf hin, dass
Fructose oder auch Metabolite, die durch transportiert sind, die mRNA-Expression von GLUT5
verdandern. Die genauen Mechanismen der Modulation von GLUT5 konnten allerdings nicht
vollstandig geklart werden. Weiterfliihrende Untersuchungen auf der Proteinebene sind nétig,
um diesen Effekt besser verstehen zu konnen. Die Ergebnisse zeigen, dass Fructose oder auch
Metabolite die Immunantwort auf die LTA-Stimulation verstarken. Welche molekularen
Mechanismen diesen Effekt zugrunde liegen, konnten jedoch durch die Ergebnisse dieser
Arbeit nicht vollstindig geklart werden. Die Frage, ob eine Ubertragbarkeit auf Menschen
moglich ist, bleibt noch offen. Zudem bedarf auch die Anpassung der Fructose Dosis in vivo
weiterer Forschung. Insgesamt sind weitere Studien mit unterschiedlicher Dosis, sowie mit
anderen Methoden und Untersuchungen auf der Proteinebene notwendig, um den Einfluss
der Fructose auf die LTA-vermittelte Stimulation und die moglich beteiligten molekularen

Mechanismen besser verstehen und erklaren zu konnen.
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Zusammenfassung

Weltweit sind die bakteriellen Infektionen eines der wichtigsten Probleme in der globalen
Gesundheit. In Entwicklungslandern betreffen die bakteriellen Infektionen eine groRe Zahl an
Patienten, wodurch die Mortalitdt und die finanziellen Probleme erheblich ansteigen.
Aufgrund der stetig steigenden Zahl von Antibiotikaresistenz ist ein besseres Verstandnis der
Mechanismen, die einem schweren negativen Verlauf unterliegen, wichtig. Die Rolle der
einzelne Nahrungsbestandteile wie Fructose in bakteriellen Infektionen ist weitgehend
ungeklart. Es gibt Hinweise aus humanen zell- bzw. tierexperimentellen Studien, dass Fructose
ein moglicher Modulator der Immunantwort und Entziindung darstellt. Vor diesem
Hintergrund war das Ziel der vorliegenden Arbeit, den Einfluss von Fructose auf die LTA-
vermittelte Stimulation von humanen Monozyten sowie moglich beteilige Mechanismen in
vitro zu untersuchen. Dazu wurden ausdifferenzierte CaCo-2Zellen im Co-Kultur mit humanen
primaren Monozyten mit LTA (10 pg/ml) £ 0-10 mM Fructose fir 14 bzw. 24h behandelt. Im
Rahmen von Zellkulturexperimente wurden die mRNA-Expression von Parametern des
Fructose- und des ATP-Metabolismus wie GLUT5, P2RX7, CD39, sowie die Expression von TLR2
in humanen Monozyten in Co-Kultur mittels RT-qgPCR gemessen. Aullerdem wurde die mRNA-
Expression der proinflammatorischen Zytokinen TNF-a & IL-1RB, sowie die Freisetzung von IL-
1R mittels ELISA gemessen. Die Exposition der Monozyten mit Fructose fihrte zu einer
Veranderung der GLUT5 mRNA Expression. Die Ergebnisse der ATP-Konzentration in apikalen
und basolateralen Kompartiment des Co-Kulturmodells, sowie der mRNA-Expression von
P2RX7 und CD39, weisen darauf hin, dass moglicherweise auch die Metabolite der Fructose
an der Modulation von GLUT5 mRNA Expression in Monozyten eine Rolle spielen kdnnen.
Jedoch konnte dies in Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht vollstandig geklart werden. Wie
erwartet flihrte die Exposition der Zellengegeniiber LTAzu einer Induktion der Expression von
TNF-a und IL-1R in Monozyten. Darlber hinaus zeigendie Ergebnisse, dass Fructose oder auch
Metabolite das Immunantwort auf die LTA-Stimulation verstarken. Weiterfiihrende Studien
sind nétig, um den Einfluss der Fructose auf die LTA-vermittelte Stimulation sowie die moglich

beteiligten molekularen Mechanismen besser verstehen und erklaren zu kénnen.
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Summary

Worldwide, bacterial infections are one of the most important problems in global health. In
developing countries, bacterial infections affect many patients, significantly increasing
mortality and financial problems. Due to the ever-increasingincidence of antibiotic resistance,
a better understanding of the mechanisms underlying severe adverse progression is
important. The role of individual dietary components such as fructose in bacterial infections
is largely unclear. There is evidence from human cell or animal studies that fructose is a
potential modulator of immune response and inflammation. Based on this background, the
present work aimed to investigate the influence of fructose on LTA-mediated stimulation of
human monocytes, as well as possible mechanisms involved in vitro. For this purpose,
differentiated CaCo-2 cells in co-culture with human primary monocytes were treated with
LTA (10 pg/ml) = 0-10 mM fructose for 14 or 24h. In cell culture experiments, the mRNA
expression of fructose and ATP metabolism parameters such as GLUT5, P2RX7, and CD39, as
well as the expression of TLR2 in human monocytes in co-culture were measured by RT-gPCR.
In addition, the mRNA expression of proinflammatory cytokines TNF-a & IL-18, as well as the
release of IL-18 was measured by ELISA. Exposure of monocytes to fructose resulted in a
change in GLUT5 mRNA expression. The results of ATP concentration in apical and basolateral
compartments of the co-culture model and the mRNA expression of P2RX7 and CD39
indicated that metabolites of fructose may also play a role in modulating GLUT5 mRNA
expression in monocytes. However, this could not be fully elucidated in the present work. As
expected, exposure of cells to LTA resulted in the induction of TNF-a and IL-1R expression in
monocytes. Moreover, the results show that fructose or even metabolites enhance the
immune response to LTA stimulation. Further studies are needed to better understand and
explain the effect of fructose on LTA-mediated stimulation and the possible molecular

mechanisms involved.
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