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1. Einleitung
1.1 Altern - Demografische Trends und Altersforschung zur Pravention einer

dynamischen Abwartsspirale

1.1.1 Definition des Begriffs ,,Altern

Es gibt unterschiedliche Definitionen des Alterns, die nach Fachbereichen
unterschieden werden. In Osterreich gilt eine Person als alt, wenn sie das
Regelpensionsalter (Bundesarbeiterkammer, 2024) erreicht hat (60 Jahre flr Frauen und
65 Jahre fur Manner). Nach den Vereinten Nationen (UN) gilt eine Person als alt, wenn sie
das Alter von Uber 60 Jahre erreicht hat. (United Nations, 2017) Evolutionsbiologisch ist
Altern als ,eine unvermeidliche fortschreitende Verschlechterung der physiologischen
Funktionen mit zunehmendem Alter, die demografisch durch einen altersabhangigen
Anstieg der Sterblichkeit und einen Ruckgang der Fruchtbarkeit gekennzeichnet ist”,
definiert. (Bronikowski & Flatt, 2010) Diese Definition wurde fluir den Menschen spezifisch
erweitert, sodass Altern als eine ,zeitbedingte Funktionsstérung” bezeichnet werden
kann. Konkret bedeutet dies, dass Menschen im Laufe der Zeit und aufgrund
verschiedener Faktoren nicht vollstdndig reparable Schaden erleiden, die zu
Degenerationen auf allen physiologischen sowie sozialen Ebenen und damit zu einem

Funktionsverlust des Menschen fuhren. (Kyriazis, M., 2020; Leitdo et al., 2022)

1.1.2 Die demografische Entwicklung der Bevolkerung in Osterreich

Im Jahr 2023 waren 20 % der Osterreichischen Bevolkerung = 65 Jahre alt (Abbildung
(Abb.) 1). Die durchschnittliche Lebenserwartung betrug 2023 fur Frauen geschatzt 83,9
Jahre und fur Manner 79,1 Jahre. (STATISTIK AUSTRIA, 2024b) Prognosen zufolge soll der
Anteil an Giber 65-Jahrigen in Osterreich bis 2050 auf ~ 28 % steigen. (STATISTIK AUSTRIA,
2024a) Doch die geschatzte ,gesunde Lebensspanne“ der Osterreicher aller
Geschlechter liegt bei durchschnittlich 64 Jahren (Stand 2019). Man gehtdavon aus, dass
altere Menschen rund 15 bis 20 Jahre ihres Lebens in einer subjektiv mittelmaBigen oder
schlechten gesundheitlichen Verfassung verbringen. (STATISTIK AUSTRIA, 2020) Diese
werlorenen“ gesunden Jahre werden in der Statistik als DALYs (disability-adjusted life

years) bezeichnet, ein QuantifizierungsmaB der Krankheitsbelastung. Diese driicken



die verlorenen Jahre aufgrund vorzeitigen Todes, die gelebten Jahre mit Krankheit oder

Behinderung bis hin zur Genesung oder des Todes aus. (Oxford University Press, 1993)
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Abbildung 1: Bevélkerungspyramiden Osterreichs nach Geschlecht fiir die Jahre 2023 und
2050. Im Jahr 2023 (links) lag der Anteil der Uber 65-lJahrigen bei 20 % der
Gesamtbevolkerung. Die Prognose fur 2050 (rechts) zeigt einen Anstieg der
osterreichischen Bevolkerung, wobei der Anteil der Gber 65-Jahrigen auf 28 % steigen wird.
Die Abbildung wurde nach (STATISTIK AUSTRIA, 2023) modifiziert.

1.1.3 Die Altersforschung zur Pravention eines zeitbedingten Funktionsverlustes

Das Wohlbefinden der alteren Bevolkerung ist fur Regierungen und deren
Gesundheitsférderungen eine groBe Herausforderung. (Yeung et al., 2021) Ahnlich wie
bei der Altersforschung liegt der Fokus hier nicht mehr auf klassischer Alterspravention
oder Langlebigkeit, sondern vielmehr auf Strategien zur Verlangerung und Erhaltung der
gesunden Lebensjahre. (Stuck et al., 1993; Yeung et al., 2021) Daher sind fur ein
»gesundes” Leben derErhalt der Kognition, Lokomotion, Physiologie und Vitalitat oberste
Prioritat. (Beard et al., 2016) Somit befasst sich dieses Modell eher mit der Optimierung

der Fahigkeiten des Einzelnen wahrend des Alterns. (World Health Organization, 2017).

Nichtsdestotrotz ist der Alterungsprozess sehr individuell und lasst sich nicht als
einheitliches Muster zusammenfassen. Folgende metabolische Stérungen

beziehungsweise (bzw.) Krankheiten werden in Studien haufig mit ,Altern“ assoziiert:



Hyperglykamie, Hypercholesterinamie, Hypertonie, Diabetes mellitus Typ 2, Sarkopenie,
kardiovaskulare Erkrankungen, Krebs et cetera (etc.). (Freid et al., 2012; Kyriazis, M.,

2020; Partridge et al., 2018; Singh et al., 2012)

Es handelt sich dabei meistens um Krankheiten, die mit der Erndhrung des Menschen
bzw. mit seinem Lebensstil in Verbindung gebracht werden kdnnen. Allerdings wird die
Erndhrung der Menschen meist im hohen Alter beeinflusst, weil Geruchs- und
Geschmacksknospen abnehmen und abgebaut werden (Boyce & Shone, 2006), Kau- und
Schluckstérungen (Britton & MclLaughlin, 2013) zunehmen und die Hunger-
Sattigungsregulation beeintrachtigt ist. (Johnson et al., 2020) All diese Faktoren kédnnen
den Erndhrungsstatus beeinflussen und eine Malnutrition beglnstigen. (Johnson et al.,

2020)

Neben physischer Aktivitat gelten die Ernahrungsgewohnheiten zu dem wichtigsten
modifizierbaren Lebensstilfaktor flr die Pravention von altersbedingten und/oder
metabolischen Erkrankungen und zum Erhalt eines guten Gesundheitszustandes im
Alter. (Kiefte-De Jong et al., 2014) In der Regel werden im Zusammenhang mit der
Pravention von degenerativen Veranderungen eher Erndhrungsmuster als einzelne
Nahrstoffe, aber auch Krankheiten im Alter diskutiert. (Jacques & Tucker, 2001) Die
mediterrane Diat, die ,,Dietary Approach to Stop Hypertension (DASH)“-Diat oder die
»Okinawan Diet“ haben sich als wirkungsvoll gegen die Verkirzung der Telomere
erwiesen (Boccardi et al., 2013), reduzieren das Risiko fur kardiometabolische
Erkrankungen (Khalatbari-Soltani et al., 2020), verbessern die Blutfettwerte (Neth et al.,
2020) oder fordern den Erhalt der Psyche und Kognition (Chou et al., 2019) im Alter.
(Leitdo et al., 2022) Obwohl das Zusammenspiel der Nahrstoffe in der Ernahrung groBere
Bedeutung gewonnen hat, gilt es dennoch zu untersuchen, wie sich einzelne Nahrstoffe

auf den alteren Menschen auswirken konnen. (Yeung et al., 2021)



1.2 Fructose - Biochemische Eigenschaften, globale Verbreitung und Risiken
des Uberkonsums

1.2.1 Die biochemischen Eigenschaften

Fructose wie auch Glucose gehoren zu den wichtigsten Vertretern der Monosaccharide.
Diese unterscheiden sich nicht anhand der chemischen Summenformel CgH1,0s,
sondern anhand der Position der Carbonylgruppe innerhalb bzw. am Ende der Kette (Abb.
2). Fructose wird der Gruppe der Ketohexosen zugeteilt, wahrenddessen Glucose den

Aldohexosen zugeordnet wird. (Febbraio & Karin, 2021)

Die Monosaccharide sind universell in der Nahrung und Natur vertreten, sei es als
Disaccharide, wie Lactose, Maltose oder Saccharose oder als Polymer wie Starke.
Zusammen bilden sie die wichtigsten Grundsteine der Kohlenhydrate, die sowohl in der

Natur als auch im Stoffwechsel als Energietrager dienen. (Cummings & Stephen, 2007)

i T

C—H H— C —H

§ |
H—(ll)—OH ?z=o

HO— (|:i_H HO — (|23—H

H—TJ—OH H—C‘:A—OH
H—(lli—OH H—(|ZG—OH
H—C—H H—C—H

|ﬁ ‘6

OH OH

Glucose
ein Aldehyd

Fructose
ein Keton

mit 6 C-Atomen
= Ketohaxose

mit 6 C-Atomen
= Aldohexose

Abbildung 2: Valenzstrichformeln der Monosaccharide Glucose und Fructose. Obwohl
die beiden Hexosen Glucose (links) und Fructose (rechts) dieselbe Summenformel
besitzen, unterscheiden sich ihre Valenzstrichformeln: Glucose tragt am C,-Atom der
Kette eine Aldehydgruppe und wird daher als Aldohexose bezeichnet, wahrend Fructose
am C,-Atom eine Ketogruppe aufweist und als Ketohexose gilt. Die Abbildung basiert auf
(Helmich, U., 2021) und wurde nach (Febbraio & Karin, 2021) modifiziert.

1.2.2 Der Stoffwechsel der Fructose

Obwohl die Monosaccharide sich in der Struktur nicht deutlich unterscheiden, werden
sie vom Menschen unterschiedlich aufgenommen und metabolisiert. Naheres zum

Glucosestoffwechsel kann der Abb. 3 enthommen werden. Fructose wird im Duinndarm



an der apikalen Membran energieunabhangig und entlang eines
Konzentrationsgradienten uber den Glucosetransporter 5 (GLUTS) in die Enterozyten
aufgenommen. (Herman & Birnbaum, 2021) Die Ketohexokinase (auch Fructokinase)
(Geidl-Flueck & Gerber, 2017) phosphoryliert unter Adenosintriphosphat (ATP)-
Verbrauch Fructose zu Fructose-1-Phosphat (F-1-P). F-1-P wird Uber die Aldolase B zu
Dihydroxyaceton-Phosphat (DHAP) und Glycerinaldehyd (GA) metabolisiert.
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Abbildung 3: Aufnahme und Stoffwechsel von Glucose (G) und Fructose (F) im
Enterozyten. An der apikalen Membran des Enterozyten gelangt Fructose Uber den
Glucosetransporter 5 (GLUTS) in die Zelle, wahrend Glucose Uber den natriumabhangigen
Glucosetransporter 1 (SGLT1) aufgenommen wird. Fructose wird anschlieBend (1) durch
die Ketohexokinase (KHK) unter Verbrauch von Adenosintriphosphat (ATP) zu Fructose-1-
Phosphat (F-1-P) phosphoryliert und dann (2) durch die Aldolase B zu
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) und Glycerinaldehyd (GA) metabolisiert. Letzteres wird
durch die Triokinase unter ATP-Verbrauch zu Gylcerinaldheyd-3-Phosphat (G3P)
phosphoryliert, das als Vorlaufer flr die Pyruvat-Synthese dient und ein Baustein flrr die
Synthese von Laktat, Citrat, ATP oder “Very Low-Density Lipoprotein® (VLDL) ist. Glucose
wird hingegen durch eine Hexokinase unter ATP-Verbrauch zu Glucose-6-Phosphat (G-6-P)
phosphoryliert und (3) durch die Glucose-6-Phosphat-Isomerase zu Fructose-6-Phosphat
(F-6-P) umgewandelt. F-6-P wird weiter (4) durch die Phosphofruktokinase 1 unter ATP-
Verbrauch zu Fructose-1,6-Bisphosphat (FBP) phosphoryliert. ADP — Adenosindiphosphat;
AMP - Adenosinmonophosphat.Die Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt,
basierend auf (Merino et al., 2020) und modifiziert nach (Staltner et al., 2023).



Letzteres wird von einer Triokinase weiter zu Glycerin-3-Phosphat (G3P) phosphoryliert
und wirkt als Vorlaufer fur die Pyruvat-Bildung, welches weiter Nutzen in der Laktat-,
Citrat- oder ATP-Produktion und als Vorlaufersubstanz fur die Triglycerid-Synthese findet.
(Febbraio & Karin, 2021; Herman & Birnbaum, 2021; Zhao et al., 2016) Die nicht
metabolisierte Fructose wird Uber die basolaterale Membran der Enterozyten durch den
Glucosetransporter 2 (GLUT2) in die Pfortader transportiert und dann systemisch verteilt.
(Ferraris et al., 2018) In einer Mausstudie konnte nachgewiesen werden, dass niedrige
Dosen (5 g) an Fructose, wie sie zum Beispiel (z. B.) im Obst zu finden sind, bereits im
Dunndarm zu Glucose, Laktat und Glycerat verstoffwechselt werden, bevor sie weiter zur

Leber transportiert werden. (Jang et al., 2018)

1.2.3 Einsatz in der Lebensmittelindustrie

Fructose kommtin natlrlicher Form in Pflanzen — Gemiuse, Obst und Friichte — (Hosseini-
Esfahanietal., 2011; Kelishadi et al., 2014) vor, ist Bestandteil des Honigs und wegen der
hohen SuBkraft (Aoun et al.,, 2022; Cummings & Stephen, 2007) ebenfalls als
SuBungsmittel in verarbeiteten Speisen sehr beliebt. Sie wird in der Industrie als
Monosaccharid oder als Disaccharid — in Form von Saccharose - in zuckergesuBten
Getranken, die sogenannten ,Sugar sweetened beverages“ (SSB), in Obstséaften,
Marmeladen und Backwaren eingesetzt. (Cummings & Stephen, 2007; Hosseini-

Esfahanietal., 2011)

Somit wird Fructose nicht unbedingt nur Uber Obst oder Fruchtsafte aufgenommen,
sondern auch als zugesetzter Zucker bzw. ,freier Zucker®. (Park & Yetley, 1993; Rana et
al., 2021) Freie Zucker sind laut Weltgesundheitsorganisation (WHQO) Zucker, die
naturlicherweise in Honig, Sirups, Obstsaften und -konzentraten vorkommen, aber auch
die von den Herstellern bzw. Konsumenten hinzugefligten Zucker. (World Health
Organization, 2015) Die WHO spricht flr diese Art von Zucker und fur nattrlich
vorkommenden Zucker eine maximale Empfehlung aus. So sollte bei einer
durchschnittlichen, taglichen Energieaufnahme von 2.000 kcal die Aufnahme von freiem
Zucker 10 Energieprozent (En%) des taglichen Bedarfs, was ungefahr 50 g taglich
entspricht, nicht Uberschreiten, um als sicher vor metabolischen Problemen eingestuft

werden zu kdonnen. (World Health Organization, 2015)



1.2.4 Globale Fructoseaufnahme - Ein Uberblick

Tabelle 1: Uberblick tiber die Fructoseaufnahme &lterer Studienteilnehmerlnnen in

ausgewahlten Landern

Erstautorin, Zeitraum Zielpopulation Durchschnittliche Hauptquellen von
Jahr, Land Fructoseaufnahme Fructose
[g/d]
Park & 1977-1978 USDA Nationwide >50J).:37x0,4 Mehlspeisen, Obst und
Yetley, (1993) Food Consumption Obsterzeugnisse
USA Survey
(n=230.667)
Vos et al., 1988-1994 NHANES 1988- 51-70J).:44,1£1,0 Obst/Safte, Mehlspeisen,
(2008), 1994 Kohorte >70)J.:38,4+0,8 gesuBte Getranke,
USA 51-70).: 3.478 SuBigkeiten
>701)J.:2.370
Marriott et 1994-2004 NHANES 1994- 251).: Obst, gesliBte Getranke,
al., (2009), 2004 Kohorte Manner:41+1,5 Mehlspeisen
USA (n=25.165) Frauen: 32 +0,8
Sunetal., 1999-2006 NHANES 1999- 19-801.: 48,07 Nicht angegeben
(2011), 2006 Kohorte
USA (n=25.506)
Van Rossum 2007-2010 Allgemeine 50-69 J.: Softdrinks, Safte, Obst,
et al., (2011), Bevolkerung Manner: 43 = 21 Kuchen/Kekse
NL (n=3.817) Frauen: 39+ 17
Debras et 2009-2019 NutriNet-Santé 18,37 £ 9,56 SuBigkeiten, Obst, SSB
al., (2020), Kohorte
FR (n=101.279)
Pang et al., 2010-2012 Stadt vs. Stadt: 11,6 Stadt: Obst/Gemuse
(2021), Landbevolkerung Land: 7,6 (69,02 %)
CN =245, Land: Obst, Gemuse,
(n=25.528) Weizen (73,45 %)

Werte sind dargestellt als Mittelwert = Standardabweichung des Mittelwertes. CN - China; FR -

Frankreich; J. — Jahre; NL — Niederlande; SSB — zuckergesuBte Getranke; USA — Vereinigte Staaten

In den letzten funf Jahrzehnten wurde der Zuckerkonsum bzw. der Fructosekonsum der

Bevolkerung im Rahmen nationaler Erndhrungserhebungen in verschiedenen Landern

erhoben

(zusammengefasst in Tabelle

(Tab.)

1 sind die Daten fur die altere



Zielpopulation). Nach naherer Betrachtung der Studienergebnisse kristallisieren sich bei
der alteren Bevolkerung Obst und dessen Erzeugnisse, Feingeback und Knabbereien als
Hauptquellen der Fructose heraus. (Debras et al., 2020; Marriott et al., 2009; Pang et al.,
2021; Park & Yetley, 1993; Sun et al., 2011; van Rossum et al., 2020; Vos et al., 2008) Im
Landervergleich wiesen die Vereinigten Staaten (USA) einen etwas hoheren
Fructosekonsum auf als die Niederlande, Frankreich oder China. Jedoch blieb jede

Nation unter der 50g-Empfehlung der WHO. (World Health Organization, 2015)

Die Methodik der nationalen Erndhrungserhebungen steht in der Kritik, da Nahrstoffe wie
Fructose oft nicht als eigenstandige Variable erfasst werden. In vielen Studien wird die
Fructoseaufnahme stattdessen aus der Gesamtzuckeraufnahme oder aus dem Verzehr
bestimmter Lebensmittelgruppen wie Obst oder SSBs extrapoliert. Dieser Ansatz liefert
zwar eine grobe Schéatzung, bietet jedoch keine prazise Ubersicht der tatséchlichen

Fructoseaufnahme. (Vos et al., 2008)

1.2.5 Die Problematik des Uberkonsums von Fructose

Wie bereits oben erlautert, wird Fructose haufig als Zusatzstoff in die Erndhrung der
westlichen Welt eingefuihrt. Die Quellen sind hochverarbeitete Lebensmittel, Backwaren
und zuckergesuBte Getranke, Lebensmittel, die in der Regel sehr kalorienreich und wenig
nutritiv sind. (Febbraio & Karin, 2021) Die Hauptquelle in der westlichen Welt,
insbesondere in den Vereinigten Staaten (White, J. S., 2008), bildet das ,,High-Fructose-
Corn-Syrup“ (HFCS) mit einem durchschnittlichen Anteil von 25 bis 50 % mehr Fructose
als Glucose. (White, 2008)

Der iibermaBige Konsum von energiedichten Lebensmitteln sowie ein hoher Konsum von
HFCS stehen im Zusammenhang mit Adipositas, Diabetes Mellitus Typ 2,
kardiovaskularen Erkrankungen und mit einer metabolisch-assoziierten
Fettlebererkankung (MAFLD). (Sellmann et al., 2015) Letztere wird im Rahmen eines
erhohten Fructosekonsums besonders diskutiert, denn Mause, die chronisch mit einer
fructosereichen Diat gefuttert wurden, wiesen eine erhohte Endotoxinkonzentration in

der Pfortader und in der Leber auf. Dies kann die Aktivierung der ,toll-like receptor®-



abhangigen Signalkaskade fordern. (Spruss et al., 2009; Wagnerberger et al., 2012)
Ahnliche Resultate ergab eine Studie, bei der es um die Auswirkungen einer chronisch
erhdhten Fettaufnahme ging. Die erhohten Endotoxinlevel im Blut deuteten darauf hin,
dass solche Diaten die Darmbarriere storen. Dies wurde ebenfalls mit einer reduzierten
Tight Junction (TJ)-Konzentration im Dinndarm bestatigt. (Gabele et al., 2011; Sellmann

etal., 2015; Suzuki & Hara, 2010a; Volynets et al., 2010a; Ye et al., 2012)

1.3 Die Darmbarriere und die altersassoziierten Veranderungen

1.3.1 Der Aufbau der Darmbarriere

Der Gastrointestinaltrakt (GIT) gehort zu den wichtigsten Organen, die fr die Versorgung
des Menschen mit Nahrstoffen verantwortlich sind, und bildet noch vor der Haut die
groBte Oberflache, die von auBeren Faktoren beeinflusst werden kann. Deswegen
braucht es ein wichtiges Schutzsystem, welches von der Darmbarriere erfullt wird.
(Untersmayr et al.,, 2022) Die Dunndarmbarriere besteht aus unterschiedlichen
Schichten. Diese werden nach Mikrobiota-, Mukus-, Epithelzell- und

Immunzellschichten unterschieden (Abb. 4).

Die Mikrobiota- und die Schleimschicht, bestehend aus der intestinalen Bakterienflora,
Mucinen, antimikrobiellen Peptiden und Antikdrper der Immunzellen, bilden gemeinsam
eine biochemische und immunologische Barriere. (Untersmayr et al., 2022) Gemeinsam
wirken sie als erste Schutzbarriere gegen pathogene Keime und schitzen die
Epithelzellschicht vor auBeren Einflissen, die zu Schaden oder Infektionen flhren

wdurden. (Turner, J. R., 2009; Vancamelbeke & Vermeire, 2017)

Die nachste Schicht wird von den Epithelzellen im Dunndarm, bestehend aus
Enterozyten, Becherzellen, M-Zellen oder enteroendokrinen Zellen, gebildet. Im
Dunndarm sind diese Zellen in Krypten angeordnet und tragen zur Nahrstoffabsorption
und im Zusammenspiel mit der Mikrobiota- und der Mukusschicht zum Schutz der
Barriere bei. (Umar, S., 2010; Untersmayr et al., 2022) Diese Zellen werden jeweils an den
apikalen und basolateralen Membranen der Zellen von Junction-Proteinen

zusammengehalten. Die TJ, wie z. B. Zonula Occludens-1 (ZO-1), Occludin oder Claudin



regulieren den parazelluldren Transport der Nahrstoffe und sorgen flr die Permeabilitat
der Darmwand. (Moonwiriyakit et al., 2023; Untersmayr et al.,, 2022) An den
basolateralen Membranen sind die Desmosomen und Adherens Junctions lokalisiert, die
wie die TJ fur Stabilitat und den Schutz der Zellen und des Menschen sorgen. (Meng &

Takeichi, 2009)

bakterielles

’ O «ﬁ’. Endotoxin
\ f antimikrobielle b “M Lumen
. Peptide
I6A  |apd= o/ o
’
® -
Epithelzellen
M-Zellen . Paneth-Zellen Enterozyten Becher-Zellen Enteroendokrine
-«\‘E Zellen
-
Dendritische =
Zellen ‘ Db
Lamina propria

\ Plasmazellen 2y .
T-Zellen "

j Makrophagen

Mastzellen Sa= IgA

B-Zellen { antimikrobielle
. Peptide

bakterielles
o Endotoxin

Abbildung 4: Schematische Darstellung der intestinalen Dunndarmbarriere. Die
intestinale Barriere setzt sich aus einer mikrobiellen, biochemischen, physischen und
immunologischen Schicht zusammen, die gemeinsam agieren. Im Lumen stellt die
biochemische Schicht, bestehend aus der intestinalen bakteriellen Flora, Mukus,
antimikrobiellen Peptiden und Antikorpern (IgA), die erste Verteidigungslinie gegen
Fremdeinflisse dar. Die physische Barriere bildet sich durch Enterozyten, Becherzellen,
enteroendokrine Zellen, Paneth-Zellen und M-Zellen. Sie bilden zusammen die
Epithelbarriere. In der Lamina propria unterhalb der Epithelzellen sorgen immunologische
Zellen wie B-Zellen, Makrophagen und dendritische Zellen flr zuséatzlichen Schutz und
interagieren mit der Darmbarriere. IgA - Immunglobulin A; TJ - Tight Junction. Die
Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt, basierend auf (Konig et al., 2016; Tyszka et
al., 2021; Vancamelbeke & Vermeire, 2017) und modifiziert nach (Untersmayr et al., 2022).

Die Interaktion der TJ und der Epithelzellen ist entscheidend fur den Erhalt einer
gesunden Epithelbarriere sowie den Erhalt der Permeabilitat. (Untersmayr et al., 2022)
Eine Storung dieser Interaktion kann fur den Menschen/Organismus Folgen haben. Denn

durch die Schaden an der Darmwand und die daraus folgende erhdhte Permeabilitat
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kénnen bakterielle Endotoxine, pathogene Keime sowie antinutritive Stoffe parazellular

besser aufgenommen werden. (Camilleri, M., 2019)

Die immunologische Schicht, bestehend aus den Immunzellen, bildet das Darm-
assoziierte lymphatische Gewebe und befindet sich direkt unterhalb der Epithelzellen in
der Lamina propria. Diese Zellen sind fur die Immunudberwachung und die Abwehr von
pathogenen Keimen und Fremdstoffen zustandig und versorgen ebenfalls das Lumen mit

sekretorischen Antikdrpern. (Mowat, A. Mcl., 2003)

1.3.2 Die altersassoziierte Veranderung der Darmbarriere

Wie bereits oben erlautert, kann Altern als ,,zeitbedingte Funktionsstdérung“ bezeichnet
werden. Davon ist auch der GIT betroffen. (Untersmayr et al., 2022) Obwohl in Studien
bisher keine bedeutenden morphologischen Veranderungen im Epithelgewebe des
Dunndarmes festgestellt worden sind, konnte bereits belegt werden, dass die Expression
der TJ-Proteine z. B. ZO-1 und Occludin mit dem Alter abnimmt. (Tran & Greenwood-Van
Meerveld, 2013; Untersmayr et al.,, 2022) Beobachtet wurde ebenfalls eine
altersbedingte gestdrte Stickstoffmonoxid (NO)-Homoostase in den Epithelzellen.
(Brandt et al., 2022) Bei gesunden oder jungen Organismen spielt NO eine wichtige Rolle
in der Regulation der epithelialen TJ-Proteine. (Mu et al., 2019) Seine antioxidative
Wirkung schutzt die Dunndarmbarriere vor oxidativem Stress und verhindert eine
Dysfunktion der Barriere. (Katsube et al., 2007) Im Gegensatz zu den jungen Mausen
zeigen altere Mause (24 Monate) eine reduzierte NO-Konzentration im Dunndarm und

folglich eine gestorte Darmbarriere. (Brandt et al., 2022)

Konkret bedeutet dies, dass Reduktionen der TJ-Konzentration und NO-Konzentration
eine Zunahme der Darmpermeabilitat fordern und eine erleichterte Eintrittspforte fur
Nahrstoffe, fur bakterielle Toxine und pathogene Keime bilden, welche die Atiologie vom
»Leaky-Gut“-Syndrom, Reizdarmsyndrom und Kolonkrebs férdern kénnte. (Camilleri, M.,
2019; Hollander & Tarnawski, 1985; Katz et al., 1987; Kiihn et al., 2020; Turner, J. R., 2009)
Um die Mechanismen dieser Veranderungen verstehen zu kénnen, braucht es noch

weitere Studien am alteren Organismus.
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1.3.3 Der Einfluss der Fructose auf die altersinduzierte Veranderung des Darmes

Mit der Zunahme der alternden Bevolkerung bis 2050 und dariber hinaus ist es wichtig,
Wege zu finden, um die Gesundheitssysteme zu entlasten. Dies erfordert
l6sungsorientierte  Antworten der Gesundheitsforderung, aber auch die
Weiterentwicklung der Altersforschung. (De Winter, G., 2015) Forschungen zur Wirkung
von Fructose auf den alternden Organismus, insbesondere im Dinndarm, konnten
Losungsansatze fur dieses Problem liefern. In einer Studie mit Caenorhabditis elegans
(C. elegans) wurde bereits gezeigt, dass niedrige Dosen (10 g) die Lebensdauer
verlangern, wahrend hohe Dosen (100 g) sie verklrzen. (Zheng et al., 2017) Taylor et al.
(2021) entdeckten zudem, dass bei Mausen, die Uber 4 Wochen ad libitum eine 25%ige
HFCS-Diat erhielten, die Anzahl der Dinndarmepithelzellen sowie die Zottenlange
erhdht war. (Taylor et al., 2021) Weitere Belege von Baumann et al. (2022) zeigen, dass
Fructose oder ihre Metabolite in den Epithelzellen des Dunndarms vor der
Verstoffwechslung die intestinale Barriere bei jungen Mausen beeinflussen kdnnen und
sich zudem positiv auf die NO-Synthese auswirken. (Baumann et al., 2022; Cho et al.,
2021; Spruss et al., 2011; Staltner et al., 2023) Es fehlen jedoch noch Nachweise dafur,

dass Fructose im alternden Organismus ahnliche Effekte hat.

1.4 Fragestellung

Ausgehend davon, dass eine beeintrachtigte Darmbarrierefunktion eine Schlusselrolle
bei der Entstehung altersassoziierter degenerativer Prozesse spielt und Fructose auf die
Darmbarrierefunktion wirkt, wird in dieser Arbeit folgende Hypothese untersucht:
Fructose verlangsamt den Alterungsprozess bei Mdusen durch einen schiitzenden

Effekt auf die Darmbarrierefunktion.

Die Hypothese soll anhand der folgenden Fragestellungen untersucht werden:
1. Beeinflusst Fructose die Marker der Zellalterung?
2. Hat Fructose einen Effekt auf altersassoziierte Verdnderungen der

Diinndarmbarriere und auf Marker der NO-Homoostase?
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2. Material- und Reagenzieniibersicht

2.1 Allgemeine Labormaterialien

Material Hersteller

96-well-Platten VWR International, LLC, Radnor, Vereinigte
Staaten

Aluminiumblock Laborbestand, Universitat Wien, Wien,
Osterreich

Aluminiumfolie Rotilabo®

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

destilliertes Wasser (dH.0O)

Laborbestand, Universitat Wien, Wien,

Osterreich

Dewar-TransportgefaB

(Flussigstickstoffbehaélter)

KGW-Isotherm Karlsruher Glastechnisches

Werk —Schieder GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Doppelt destilliertes Wasser (ddH,0) Laborbestand, Universitat Wien, Wien,
Osterreich

Eppendorf Research® Kolbenhubpipetten Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

(2,5 pL; 10 pL; 20 pL; 100 pL; 200 pL; 1000 pL)

Ethanol 70 % Laborbestand, Universitat  Wien, Wien,

(C2He0) Osterreich

Feinwaage VWR International, LLC, Radnor, Vereinigte
Staaten

Flockeneisbereiter EF 103 Scotsman Industries Inc., Vernon Hills,

Vereinigte Staaten

Fliissigstickstoff

Universitat Wien, Wien, Osterreich

Inkubator Heratherm™

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Vereinigte

Staaten

KIMTECH™ Science, Labortiicher - wei

Kimberly-Clark Worldwide, Inc.,

Koblenz/Rheinhafen, Deutschland

Laborhandschuhe GroBe L

Magnetstabchen Rotilabo®

Laborbestand, Universitat Wien, Wien,

Osterreich
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
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Mehrkanalpipette (100 pL; 200 pL; 300 pL)

SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Messzylinder 1000 mL Laborbestand, Universitat Wien, Wien,
Osterreich
Mikro-Schraubrohre 2 mL SARSTEDT AG & Co. KG, Niumbrecht,

Deutschland

Mixing Block MB-102

BIOER Technology, Zhejiang, China

Orion pH-Meter Five Easy

Mettler-Toledo GmbH, Columbus, Vereinigte

Staaten

Palm Micro Centrifuge D1008

DLAB SCIENTIFIC CO., LTD, Peking, China

PCE MSP-100 Magnetic Stirrer

PCE-Instruments, Meschede, Deutschland

Peleusball DLAB SCIENTIFIC CO., LTD, Peking, China

Permanent Marker — alkoholbestandig SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Pinzette Laborbestand, Universitat  Wien, Wien,
Osterreich

Pipettenspitzen (10 pL; 200 pL; 300 pL; 1000 SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht,

pL) Deutschland

Plastik-Wiegeschalen Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Plastik-Pasteurpipetten VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Precellys 24touch Bertin  Technologies  SAS, Montigny-le-
Bretonneux, Frankreich

Rasierklinge Laborbestand, Universitat Wien, Wien,
Osterreich

Reagenzglasschiittler RS-VA10 PHOENIX Instrument GmbH, Garbsen,
Deutschland

ReagiergefaBstander Rotilabo® Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

SafeSeal ReagiergefaBe (0,5 mL; 1,5 mL; 2mL) SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Schere Laborbestand, Universitat  Wien, Wien,
Osterreich
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Schraubréhren mit Spitzboden (15 mL; 50

mL)

SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht,

Deutschland

Schraubrohrenstander

Laborbestand, Universitat Wien, Wien,

Osterreich

Schutzbrille

Eigenbedarf

Serologische Pipette (5 mL; 10 mL; 25 mL)

SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht,

Deutschland

Stainless Steel Beads, 5 mm

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Stoppuhr Laborbestand, Universitat Wien, Wien,
Osterreich

Styroporboxen Laborbestand, Universitat Wien, Wien,
Osterreich

Wiegebesteck Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Zentrifuge Z 216 MK HERMLE Labortechnik GmbH, Wehingen,
Deutschland

2.2 Die Versuchstierhaltung

Material Hersteller

Abnehmspritzen

Laborbestand, Universitat Wien, Wien,

Osterreich

C57BL/6J-Méause (méannlich)

Janvier S.A.S., Le-Genest-Saint-Isle, Frankreich

D (+)-Fructose

(CSH1206)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Ketamidor® 100 mg/mL (Ketamin)

Richter Pharma AG, Wels, Osterreich

Nerfasin® vet 100 mg/mL (Xylazin)

Dechra Veterinary Products GmbH, Dornbirn,

Osterreich

Standardpellets (V1534-300)

ssniff Spezialitditen GmbH, Soest, Deutschland
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2.3 Die histologische Gewebepraparation -

Anfertigung von Diinndarmschnitte

Verbrauchsmaterialien und Laborgeréate

Paraffineinbettung und

Material

Brutschrank

Hersteller
Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach,

Deutschland

Einbettschalen

Weckert Labortechnik, Kitzingen, Deutschland

Einbettstation: Cry Console, Dispensing Microtom International GmbH, Walldorf,
Console, Thermal Console AP250 Deutschland
Filterpapier Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Gewebekassetten

Mikrotom Leica RM2245

Sanova Pharma GesmbH, Wien, Osterreich
Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Objekttrager Superfrost® plus
Paraffin-Streckbad GFL 1052

Labxperts GmbH, Klosterneuburg, Osterreich
LAUDA DR. R. WOBSER GMBH & CO. KG, Lauda-

Konigshofen, Deutschland

SB Einwegklingen

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch,

Deutschland
Reagenzien und Lésungen
Reagenz/Losung Hersteller
Dinatriumhydrogenphosphat =99 %, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
wasserfrei Deutschland
(Na;HPO,)
Ethanol = 99,8 %, vergallt Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
(C2HeO) Deutschland
Ethanol 96 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
(C2H60) Deutschland
Formaldehydlosung saurefrei 37 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Kaliumchlorid 299,5 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
(KC\l) Deutschland
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Kaliumdihydrogenphosphat = 99 %,
wasserfrei

(KH2PO,)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Natriumchlorid 299,9 %
(NaCl)

Paraffin-Paraplast® Plus™

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

Deutschland

Salzsaure =237 %

(HCY

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

2.4 Die Gesamtproteinbestimmung nach Bradford mit BioRad-Farbreagenz

Verbrauchsmaterialien und Laborgeréate

Material

Hersteller

Farbwanne

Laborbestand, Universitat Wien, Wien,

Osterreich

iMark™ Microplate Reader

Reagenzien und Lésungen

Reagenz/L6ésung

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte

Staaten

Hersteller

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent
Concentrate

Bovines Serumalbumin (BSA)

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte
Staaten
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

2.5 Der Semi-Dry Western Blot - Die Bestimmung von p16 und Albumin in

Plasmaproben von C57BL/6J-Mausen

Verbrauchsmaterialien und Laborgeréte

Material

Hersteller

ChemiDoc™ MP Imaging System

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte

Staaten
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Extra thick filter paper for western blotting

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Vereinigte

Staaten

Grant Bio™ PS-M3D Multifunktions-3D-
Schiittler
Immun-blot® Polyvinylidendifluorid (PVDF)

Membranes for Protein Blotting

Grant Instruments Ltd, Royston, Vereinigtes
Koénigreich
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte

Staaten

ImpulsschweiBgerat

ROTEK Handels GmbH, Hagenbrunn, Osterreich

Laborschiittler RK-30 Shaker

Premiere® (OCS.tec GmbH& Co. KG, Neuching,

Deutschland)

Lineal Laborbestand, Universitat  Wien, Wien,
Osterreich

Membran-Pinzette Laborbestand, Universitat Wien, Wien,
Osterreich

Mini-PROTEAN® Casting Stand Gaskets

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte

Staaten

Mini-PROTEAN® Glass Plates

Mini-PROTEAN® Spacer Plates (1,5 mm)

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte
Staaten
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte

Staaten

Mini-PROTEAN® System Comb 15 well, 1.0

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte

Staaten

Mini-PROTEANZ® Tetra Cell Casting Stands &
Clamp

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte

Staaten

Mini-PROTEAN® Tetra Vertical

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte

Electrophoresis Cell Staaten

Plastikschidlchen mit Deckel (2 GroBen) Laborbestand, Universitat Wien, Wien,
Osterreich

Plastikschalen Laborbestand, Universitat Wien, Wien,
Osterreich

PowerPac™ HC High-Current Power Supply

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte

Staaten

Schere Laborbestand, Universitat Wien, Wien,
Osterreich

Schlauchfolie ALLPAX GmbH & Co. KG, Papenburg,

Deutschland
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Schwimmteil-Schaumstoff

Laborbestand, Universitat Wien, Wien,

Osterreich

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System

Ultraschallbad Sonorex Digitec DT

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte
Staaten

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin,

Deutschland

Reagenzien und Losungen

Reagenz/Losung Hersteller

2-B-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

(C2Hs0S) Deutschland

Acrylamid/Bis 30 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

((NH4)2S205)

Deutschland

Anti-Rabbit IgG, Horseradish peroxidase

Cell Signaling Technology, Danvers, Vereinigte

(HRP)-linked Antibody (Sekundarantikorper) Staaten

Bovines Serumalbumin (BSA) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Bromophenolblau Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

(C19H10Br,05S) Deutschland

Detektionslésung (Clarity™ Western ECL-
Substrate)
- Luminol/enhancer solution

- Peroxide solution

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte

Staaten

Dithiothreitol (DTT)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

(C4H1002S>)

Essigsaure 100 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
(C2.H,40,) Deutschland

Glycerol Sigma Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
(C3Hs03) Deutschland

Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
(C2HsNO,) Deutschland

Magermilch-Pulver (MMP)

ITW Reagents, Darmstadt, Deutschland

19



Methanol Sigma Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
(CH,0) Deutschland
N, N, N N‘-Tetramethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
(CeH1eN2) Deutschland
Natriumchlorid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
(NaCl) Deutschland
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
(C12H25Na0,S) Deutschland
Ponceau S Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
(C22H12N4sNa,013S,) Deutschland

Precision Plus Protein Dual Color Standards

(Proteinladder)

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte

Staaten

CDKN2A (p16) antibody
(p16-Primarantikorper)

Albumin antibody

biorbyt Ltd., Durham, Vereinigte Staaten

Cell Signaling Technology, Danvers, Vereinigte

(Albumin Primarantikorper) Staaten

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
PUFFERRAN® = 99,9 % Deutschland

(C4H11NO3)

Tween® 20 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
(CssH114026) Deutschland

2.6 Die D-Xylose-Permeationsmessung im ex vivo Everted-Sac-Modell

Verbrauchsmaterialien und Laborgeréte

Material

Hersteller

CLARIOstar® Plus Microplate Reader

BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland

Duodenum von C57BL/6J-Mausen

Eigenzucht der SPF-Tierhaltung der Universitat

Wien, Wien, Osterreich

Einmal-Injektionskaniile Sterican®

Einmalspritze MAXIMA® (1 mL)

B. Braun Austria GmbH, Maria Enzersdorf,
Osterreich
Services GmbH,

Henry Schein Langen,

Deutschland
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Gavage-Nadeln Laborbestand, Universitdt Wien, Wien,
Osterreich

Gefahrenstoffschrank Duperthal Sicherheitstechnik GmbH& Co. KG,
Karlstein, Deutschland

Gewebeschere Laborbestand, Universitat Wien,  Wien,
Osterreich

Glaspasteurpipetten Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Lineal Laborbestand, Universitat  Wien, Wien,
Osterreich

Mixing Block MB-102

BIOER Technology, Zhejiang, China

Nahfaden, Extra Stark M 782, 100 % Polyester

Gutermann GmbH, Gutach-Breisgau,

Deutschland

Orion pH-Meter Five Easy

Mettler-Toledo GmbH, Columbus, Vereinigte

Staaten

Petrischalen Laborbestand, Universitat Wien, Wien,
Osterreich

Pinzetten Laborbestand, Universitat  Wien, Wien,
Osterreich

Wasserbad, Inkubationsbad

GFL Gesellschaft fur Labortechnik GmbH,

Burgwedel, Deutschland

Wiegeschalchen Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Reagenzien und Lésungen

Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

V=98 % Deutschland

Benzoesiure Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

(C;He0>) Deutschland

Calciumchlorid-Dihydrat (anhydrous) =99 %

Chemische Fabrik Budenheim KG, Budenheim,

(CaCl,x 2 H,0) Deutschland
D (+)-Fructose >99,5 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
(CeH1206) Deutschland

D (+)-Xylose
(CsH100s)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Dulbecco’s phosphatgepufferte
Kochsalzlosung (DPBS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Essigsaure 100 %
(C2H,0,)
Gasgemisch (95 % 0., 5 % CO,)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Air Liquide Austria GmbH, Schwechat,

Osterreich

HEPES (PUFFERAN®) = 99,5 %

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

(CsH1sN20,S) Deutschland
Kaliumchlorid 299,5 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
(KCl) Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat = 99 %
(KH2PO,)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Lipopolysaccharide aus Escherichia coli
055:B5
Magnesiumsulfat, wasserfrei 2 99,5 %

(MgSO0.)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

ThermoFisher GmbH, Kandel, Deutschland

Natriumchlorid
(NaCly)
Natronlauge 6 N
(NaOH)

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

Deutschland

Phloroglucin-Dihydrat = 98 %
(CSHGO;;X 2 HzO)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Salzsaure, rauchend 37 %

(HCY

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

2.7 Die Nitrit-Messung im oberen Dinndarm nach Griess

Verbrauchsmaterialien und Laborgeréte

Material

Hersteller

CLARIOstar® Plus Microplate Reader

Reagenzien und Lésungen

Reagenz/Losung

BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland

Hersteller

Dulbecco‘s Modified Eagle Medium (DMEM)

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland
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N-(1-Naphthyl)ethylendiamin (NED)

Promega GmbH, Walldorf, Deutschland

Nitrit-Standard 0,1 M

Promega GmbH, Walldorf, Deutschland

Sulfonilamid-Lésung

Promega GmbH, Walldorf, Deutschland

2.8 Die Zonula Occludens-1-Proteinfarbung im oberen Dinndarm

Verbrauchsmaterialien und Laborgeréte

Material Hersteller

Aufrechtes Mikroskop Leica DM6 B mit Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,

Kamera Deutschland

Deckglaser 24x50 mm Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Entellan Sigma Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,

Fettfester Stift (A-PAP Pen)

Deutschland

Daido Sangyo Co., Ltd, Tokio, Japan

Glaseinsatz fur Farbetrog — Farbegestell

Sanova Pharma GesmbH, Wien, Osterreich

Glasfarbetrog Sanova Pharma GesmbH, Wien, Osterreich

Glasstab Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Kunststofffarbetrog Sanova Pharma GesmbH, Wien, Osterreich

Inkubator Heratherm™

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Vereinigte

Staaten

Objekttrager Superfrost® plus

Labxperts GmbH, Klosterneuburg, Osterreich

Objekttrager Tablett (Plastik & Karton)

Laborbestand, Universitat  Wien, Wien,

Osterreich

Orbital-Shaker

Heathrow Scientific, Vernon Hills, Vereinigte

Staaten

StainTray™ (Farbesystem fiir Objekttréger)

Simport Scientific Inc., Saint-Mathieu-de-

Beloeil, Kanada

Immersol® Immersions6l 518 N

Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH,

Oberkochen, Deutschland
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Reagenzien und Losungen

Reagenz/Losung Hersteller

DAKO Sekundarantikorper [EnVision+ Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,

System-HRP labelled Polymer (Anti-Rabbit)]  Vereinigte Staaten

DAKO Liquid 3,3‘-Diaminobenzidin Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,

(DAB)+Substrate Chromogen System Vereinigte Staaten

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Ethanol =2 99,8 %, vergallt Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

(C2Hs0) Deutschland

Ethanol 95 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

(C2Hs0) Deutschland

Ethanol 70 % Laborbestand, Universitdt Wien, Wien,

(C2Hs0) Osterreich

Hamatoxylin-Losung Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Kaliumchlorid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

(KCl) Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

(KH2PO,) Deutschland

Leitungswasser Laborbestand, Universitat Wien, Wien,
Osterreich

Natriumchlorid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

(NaCl) Deutschland

Primarantikorper Zonula Occludens 1 (ZO-1) Invitrogen lifetechnologies, Thermofisher

Scientific Inc, Waltham, Vereinigte Staaten

Protease from Streptomyces griseus Sigma Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Deutschland
Roti-Histol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
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2.9 Softwares

Software

Hersteller

BioRender.com

BioRender, Toronto, Kanada

GraphPad Prism 7.0

GraphPad Software Inc., La Jolla,

Vereinigte Staaten

Image Lab 3.0 Software

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte

Staaten

Leica application suite 4.5 Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Leica application suite X (LAS X) Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

MARS Data Analysis Software

BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland

Microplate Manager®

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, Vereinigte

Staaten

Microsoft Office 365

Microsoft Corporation, Redmond, Vereinigte

Staaten
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3. Methodik

3.1Das Versuchsdesign

Samtliche Gewebeproben, die in dieser Arbeit verwendet und analysiert wurden,
stammen aus einem von den Mitgliedern der Arbeitsgruppe Bergheim durchgefuhrten
Tierexperiment. Der Tierversuch (Genehmigungsnummer: 2023-0691.173) wurde vom
osterreichischen Bundesministerium far Bildung, Wissenschaftund Forschung (BMBWF)

bewilligt. Im Folgenden ist der Tierversuch kurz beschrieben.

Die Mause wurden in einer spezifisch pathogenfreien (SPF) Tierhaltung der Universitat
Wien unter standardisierten Bedingungen (12 Stunden Hell-Dunkel-Zyklus,
Raumtemperatur 23-24 °C, Luftfeuchtigkeit ~55 %) aufgezogen. Insgesamt wurden fur
die Generierung der Daten Proben von 28 mannlichen C57BL/6J-Mausen verwendet,
wobei 8 Mause nur als junge Vergleichsgruppe dienten. Diese wurden mit 8 Wochen
erworben und bis zu ihrem Lebensende —weitere 2 Monate — mit Standardpelletfutter und
Wasser ad libitum geflttert. Die weiteren 14 Mause waren am Tag des Erwerbs 10 Monate
alt und sind bis zur Feststellung einer Darmbarrierestorung mit Standardpelletfutter und
Wasser ad libitum geflttert worden. Nachfolgend wurden sie in 2 Gruppen randomisiert,
wobei die Kontrollgruppe weiterhin mit dem Standardfutter und Wasser ad libitum
gefuttert wurde und die Behandlungsgruppe flr 7 Monate bis Versuchsende ad libitum

Zugang zu Standardfutter und 5 % fructosehaltigem Wasser hatte.

Nach der Intervention wurden die Mause mit 100 mg/kg Kdérpergewicht (KG) Ketamin
(Ketamidor®) und 16 mg/kg KG Xylazin (Nerfasin® vet) narkotisiert und aus der Pfortader
wurde Blut entnommen. AnschlieBend wurden die Mause mittels zervikaler Dislokation
getotet. Teile des Dunndarms wurden entnommen, in flussigem Stickstoff
schockgefroren und bei-80 °C gelagert oder in 4 % phosphatgepufferter Salzsaure (PBS)-

gepufferter Formaldehydlésung fixiert.
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3.2 Die histologische Gewebepraparation - Paraffineinbettung und

Anfertigung von Diinndarmschnitte

Die histologische Gewebepraparation wurde von einer Mitarbeiterin der Arbeitsgruppe
Bergheim angefertigt. Mithilfe eines Mikrotoms wurden 4 um dinne Schnitte aus dem in
Paraffin eingebetteten Gewebe hergestellt. AnschlieBend wurde die Histologie
untersucht bzw. mit spezifischen Antikdorpern gefarbt. Im Folgenden sind die
wesentlichen Schritte des Einbettverfahrens und das Herstellen der Praparate kurz
zusammengefasst. Nach der Entnahme wurden die Dunndarme gespult, in
Einbettkassetten UberfUhrt und in 4 % PBS-gepuffertem Formalin fixiert, mit kaltem
Leitungswasser gewaschen und mit einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert. Das
Gewebe wurde mit Paraffin eingebettet und Uber Nacht bei Raumtemperatur

ausgehartet. In der Tabelle 2 sind die Hauptschritte aufgelistet.

Tabelle 2: Verfahren zum Einbetten von Gewebe mit Paraffin

Inkubationszeit Losung
Fixierung
= 48 Stunden 4 % PBS-gepuffertes Formalin
Waschen
15 Minuten FlieBendes, kaltes Leitungswasser
Dehydrierung
Jeweils = 1 Stunde - 75% Ethanol

- 85 % Ethanol

Uber Nacht 95 % Ethanol

= 3 Stunden 100 % Ethanol

Uberfiihren in Intermedium

30 Minuten Roti-Histol & 100 % Ethanol (1:1)

=2 Stunden Roti-Histol

Paraffinuiberfiihrung

Jeweils 30 Minuten Bei60°Cin:
- Paraffin 1
- Paraffin 2
- Paraffin 3
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3.3 Die Gesamtproteinbestimmung nach Bradford mit BioRad-Farbreagenz

Die Gesamtproteinmenge der Proben wird experimentell mittels der Methode nach
Bradford bestimmt. Es handelt sich dabei um eine einfache Methode, die auf der
Verschiebung des Absorptionsmaximums des Bradford-Reagenz - das Bio-Rad
Farbreagenz-von 465 nm auf 595 nm basiert. Der Farbstoff Coomassie® Brilliant Blue G-
250 - ein rot-brauner Farbstoff — andert im sauren Milieu nach Bindung an die basischen
und aromatischen Reste der Proteine die Farbe zu Blau. Dabei ist die Intensitat der Farbe
proportionell zur Proteinkonzentration. Nach der photometrischen Messung kann
anhand einer Protein-Standard-Kalibrierungskurve die Proteinkonzentration der Proben
bestimmt werden. (Bio-Rad Laboratories, 2024; Bradford, M. M., 1976; Goldring, J. P. D.,
2019; Kielkopf et al., 2020)

Je nach verwendetem Probenextrakt mussten verschiedene Verdinnungen der Proben
bzw. des Extraktionspuffers hergestellt werden. Eine Ubersicht der Verdiinnungen samt

Extraktionspuffer sind in der Tab. 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Ubersicht der Verdiinnungsfaktoren der Proben & Puffer nach Methode und

Farbreagenz
Methode Verdlinnungsfaktor* Extraktionspuffer*
Nitritmessung 1:5 DMEM

(Kapitel 3.6)

Bestimmung von CDKN2A 1:200 dH,0
(p16) & Albumin im Plasma

(Kapitel 3.4)

BioRad-Farbreagenz 1:5 -

*mit dH20

Der Proteinstandard mit BSA wurde nach der unten angefihrten Tab. 4 hergestellt. In
einer 96-well-Platte wurden im Triplikat jeweils 5 pL der verdiinnten Standardreihe und
der verdunnten Proben pipettiert. Mit einer Mehrkanalpipette wurde 200 pL verdinntes
Farbreagenz hinzugefligt. Die Platte wurde anschlieBend fur 5 Minuten bei

Raumtemperatur geschuttelt und die Extinktionen bei einer Wellenlange A = 590 nm
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photometrisch gemessen (iMark™ Microplate Reader). Die Proteinkonzentration konnte
anhand einer auf Microsoft Excel erstellten Standardgeraden berechnet werden.

(Kielkopf et al., 2020)

Tabelle 4: Herstellung der BSA-Standardreihe flir die Proteinbestimmung

BSA-Standardreihe Verdiinnter BSA-Konzentration
Probenpuffer [mg BSA/mL]
A 2 yL BSA-Aliquot* 198 puL 1,0
B 100 uL A 100 pL 0,5
C 100 uLB 100 pL 0,25
D 100puLC 100 pL 0,125
E 100 puL D 100 pL 0,0625
F - 100 pL 0

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

3.4 Der Semi-Dry Western Blot - Die Bestimmung von p16 und Albumin im

Plasma

Der Western Blot vereint verschiedene Methoden, um spezifische Proteine in einer
flissigen Probe zu identifizieren. Das Prinzip dieser Methode beruht auf drei
wesentlichen Schritten: das Auftrennen der Proteine nach ihrem Molekulargewicht unter
elektrischer Spannung mittels einer Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE), das Ubertragen der aufgetrennten
Proteine auf einen Festkorpertrdger und die Identifikation der spezifischen Proteine
mithilfe der Interaktion zwischen Antikdrper und Zielprotein und einer Detektionslosung.

(Hidayat & Wulandari, 2021)

In den folgenden Abschnitten werden die Schritte des Semi-Dry Western Blot fur die
Bestimmung des Altersmarkers p16 und des Housekeeping-Protein Albumin erklart. Die
Herstellung der bendtigten Puffer und Losungen kann im Anhang — Seite 73, Tabelle 14 -

nachgelesen werden.
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Das SDS-Gel

Fur die Gelherstellung wurde zunachst die 10 %-APS-Losung hergestellt. Die GroBe der
spezifischen Proteine bestimmt die Acrylamidkonzentration der Gele. (abcam, 2022) Da
p16 und Albumin eine ProteingroBe von 55 kDa bzw. 67 kDa haben, sind die
10 %- und 12 %-Gele am besten geeignet. Die Tabelle 5 fasst die Reagenzien fur die

Herstellung der SDS-Gele zusammen.

Tabelle 5: Reagenzien-Liste fur die Herstellung von 10 %- und 12 %-Trenngel und 5 %-

Sammelgel
TRENNGEL 10 % 12% SAMMELGEL 5%
Komponenten fiir 1 Gel [pL]
ddH.O 2085 1750 ddH.O 756,25
1,5 M Tris pH 8,8 1300 1300 0,5 M Tris pH 8,8 312,5
30 % AcrylU/Bis 1665 2000 30 % Acryl/Bis 156,25
10 % SDS 50 50 10% SDS 12,5
10 % APS'’ 50 50 10% APS’ 12,5
TEMED' 3 3 TEMED' 1,5

'Das APS und das TEMED missen die letzten Reagenzien sein, die hinzugefiugt werden.

(Hidayat & Wulandari, 2021)

Zwei saubere Glasplatten (Mini-PROTEAN® Glass Plates und Mini-PROTEAN® Spacer
Plates (1,5 mm)) wurden in eine Plastikhalterung (Mini-PROTEAN® Tetra Cell Casting
Stands & Clamp) eingespannt. Das Trenngel wurde nach der Tabelle 5 hergestellt und mit
einer Pipette bis zu dem griinen Steg der Glashalterung aufgefullt, danach mit 70%igem
Ethanol (EtOH) Uberschichtet. Das Gel polymerisierte fur ungefahr 30-45 Minuten. Nach
der Inkubationszeit wurde das 5 %-Sammelgel hergestellt und mit einer Pipette bis zum
Ende der Glasplatte aufgefillt. Der Spalt wurde anschlieBend mit einem Plastikkamm
(Mini-PROTEAN® System Comb 15 well, 1.0), der die Taschen fiur die Proben bildet,
luftblasenfrei versiegelt. Es folgte ein weiterer Polymerisierungsschritt von 30-45

Minuten.
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Die Vorbereitung der Proben

Vor Beginn der Methode wurde das Gesamtprotein der Plasmaproben nach der Bradford-
Methode bestimmt (siehe Kapitel 3.3). Zur Bestimmung der beiden spezifischen Proteine
wurden die geeigneten Konzentrationen in Vorversuchen ermittelt und auf 0,8 pg/uL far
Albumin sowie 0,05 pg/uL fur p16 festgelegt. Fur die p16-Bestimmung wurde den
Plasmaproben 30 pL 4x SDS-Ladepuffer, 88,39 pyL ddH,0 und 18 uL DTT hinzugefugt, sie
wurden durchmischt (Reagenzglas-Schuttler RS-VA10), abzentrifugiert (Palm Micro
Centrifuge D1008) und anschlieBend im Ultraschallbad (Sonorex Digitec DT) 3-mal fur 20
Sekunden erhitzt. AnschlieBend wurden die Proben fur maximal 5 Minuten bei 95 °C
erhitzt und geschuttelt (Mixing Block MB-102). Diese Schritte dienen zur Verdinnung der
Proteine sowie zu einer verstarkten Denaturierung. Folglich werden die Aminosduren
negativ geladen, was das Wandern im elektrischen Feld ermdglicht. (Hidayat &

Woulandari, 2021)

Far die Albumin-Bestimmung wurde den Proben 17,58 uL ddH.0, 6,25 uL 4x SDS-
Ladepuffer und 3,75 pyL DTT hinzugefugt. Danach wurden sie wie die p16-Proben
aufbereitet. Die Plasmaproben waren nun auf 0,8 pg/pL fur p16 bzw. 0,05 pg/pL fur

Albumin eingestellt.

Die SDS-Page

Die Gele wurden in die Elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN® Tetra Vertical
Electrophoresis Cell) eingespannt, die Kammer wurde mit 1x Elektrophoresepuffer
aufgefullt und die Gele wurden anschlieBend mit 1,5 pL Precision Plus Protein Dual Color
Standards (Proteinladder) und 10 uL Probe beladen. Die Elektrophoresekammer wurde
auf Eis gestellt und das Auftrennen der Proteine lief bei 110 V fiir 1 Stunde und 30 Minuten

ab (PowerPac™ HC High-Current Power Supply).

Die Proteinlibertragung — Das Blotten
Nachdem das Auftrennen der Proteine abgeschlossen war, erfolgte die Ubertragung der
aufgetrennten Proteine auf eine PVYDF-Membran — das Blotten. Die nachsten Schritte, die

vor dem Blotten ndétig sind, werden in der Tabelle 6 zusammengefasst.
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Tabelle 6: Vorbereitung des Blotting-Sandwichs

SCHRITT BESCHREIBUNG
GELENTNAHME Das Sammelgel abtrennen und 10 Minuten im Towbin-Transferpuffer
schutteln™*.

MEMBRANAKTIVIERUNG | Aktivierung der Membran in Methanol fur 10 Sekunden. Schutteln* der
Membran fur 10 Minuten in Towbin-Transferpuffer.

AUFBAU DES BLOTTING- | Filterpapier-Membran-Gel-Filterpapier

SANDWICHS

*Alle Materialien werden auf dem Laborschuttler RK-30 Shaker geschuttelt

Das Sandwich wurde in eine Kassette (Trans-Blot® Turbo™ Transfer System) gelegt und
nach dem Standard-SD-Programm (25 V, 1 A, 30 Minuten) geblottet. Die negativ
geladenen Proteine sollten in Richtung der Anode migrieren, wurden jedoch von der

Membran aufgefangen (Abb. 5).(abcam, 2024)

Filterpapier

Kathode

Gel
Transferrichtung
PVDF-Membran

Filterpapier Anode

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Aufbaus des Blotting-Sandwichs und Ablauf
des Blottings. Das Blotting-Sandwich wird folgendermaBen zusammengebaut: Filterpapier
— PVDF-Membran - Gel - Filterpapier. Wegen der elektrischen Spannung wandern die
Proteine Richtung Anode, werden von der Membran aufgefangen. PVDF -
Polyvinylidendifluorid. Die Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt und nach (abcam,
2022) modifiziert.

Nach der Ubertragung wurde die Membran fiir 1 Stunde getrocknet, um anschlieBend fir

die Detektion der Proteine verwendet zu werden.
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Die Ponceau-S-Farbung

Die Ponceau-S-Farbung, eine reversible Farbung, ist eine Methode zur Uberpriifung der
totalen Proteinubertragung auf die Membran. (abcam, 2024; Goldman et al., 2016;
Stochaj et al., 2006) Der Ponceau-S-Farbstoff, ein Diazo- und Anionenfarbstoff, erlaubt
es aufgrund seiner negativen Ladung elektrostatisch mit den positiv geladenen Gruppen
der Proteine auf der Membran zu interagieren. Ein Ponceau-S-Protein-Komplex entsteht
und hellrosa-rote Banden erscheinen auf der Membran. (Sander et al., 2019) Die
Membran wurde 5 Sekunden in dH,O gewaschen und 3 Minuten in Ponceau S
geschwenkt (Laborschuttler RK-30 Shaker). AnschlieBend wurde sie 3-mal in frischem
dH,O gespult und mittels kolorimetrischer Messung (ChemiDoc™ Imaging System) die

Ladungsubertragung der Proben Uberpruft.

Die Inkubation mit dem Priméar-Antikorper

Die folgenden Schritte sind fur die Inkubation mit p16- oder Albumin-Primarantikdrpern
gleich, nur die Herstellung der beiden Blockierlosungen unterscheidet sich. Das
Blockieren der Membran mit einem Waschpuffer wie Tris-gepufferter Salzlésung mit
Tween® 20 (TBST) verhindert die unspezifische Bindung der Primarantikorper an der
Membran. Zudem konkurrieren die Blockierungsstoffe wie BSA oder MMP um die
Bindungsstellen an der Membran. (Hidayat & Wulandari, 2021) Die wichtigsten Schritte

fur die Antikorper-Inkubation sind in der Tabelle 7 zusammengefasst.
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Tabelle 7: Inkubationsschritte

Schritt Beschreibung

Blockieren der Membran 1 Stunde mit:
- 5%BSAInTBST (p16)
- 5% MMPin TBST (Albumin)

Herstellung der 1:500 Verdinnung in Blockierlésung

Primarantikérper-L6sung

Inkubation mit Die Membran eingeschweiBt in Schlauchfolie mit spezifischer
Primarantikorper Giber Nacht Primarantikoérper-Losung bei 4 °C im Kihlschrank in konstanter

Rotation (Grant Bio™ PS-M3D Multifunktions-3D-Schiittler)

Waschvorgang 3-mal fur 10 Minuten in frischem TBST geschuttelt*

Herstellung der Anti-Rabbit-Antikdrper wird 1:5000 in Blockierlosung verdunnt

Sekundarantikérper-Losung

Inkubation mit 1 Stunde und 30 Minuten in jeweiliger Sekundarantikorper-
Sekundarantikorper Ldsung in einer Plastikschale geschuttelt*
Waschvorgang 3-mal fur 10 Minuten in frischem TBST geschuttelt*

*(Laborschuttler RK-30 Shaker)

Die Detektion

Das Clarity™ Western ECL-Substrate (Detektionslosung) bestehend aus 2 Reagenzien
wurde nach einem 1:1 Schema hergestellt. Diese Losung interagiert mit dem HRP-
konjugierten Anti-Rabbit-Antikorper und erzeugt ein Signal. (Hidayat & Wulandari, 2021)
Die Membranen wurden fur 5 Minuten im Dunkeln in einer Plastikschale mit ~1 mL
Detektionslosung inkubiert. AnschlieBend wurden die Banden detektiert (ChemiDoc™
Imaging System). Die Banden der jeweiligen Proteine wurden mit der Image Lab Software
ausgewertet. Hierzu wurden die Bandenvolumina von p16 pro Probe auf die

Bandenvolumina von Albumin pro Probe normalisiert.

3.5 Die Bestimmung der intestinalen Permeabilitdt mittels D-Xylose-

Permeationsmessung im ex vivo Everted-Sac-Modell

Die fur diese wissenschaftliche Arbeit verwendeten Ergebnisse wurden von einer
Studierenden der Arbeitsgruppe Bergheim generiert. Die intestinale Permeabilitat der

Dunndarme von C57BL/6J-Mausen wurde ex vivo mit der Everted-Sac-Methode
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untersucht. Hiermit wird die Durchlassigkeit bzw. die Absorption eines Stoffes von der
Mucosa in die Serosa untersucht. Diese Methode wird Ublicherweise mit einer D-Xylose-
Permeationsmessung kombiniert. Der D-Xylose-Assay wurde nach dem Protokoll von
Hayashi et al. (2000) durchgefuhrt. Die Methode basiert auf der von Douglas (1981)
modifizierten photometrischen Quantifikation des gefarbten Niederschlags
Phloroglucid, der aus der unten beschriebenen Reaktion (Abb. 6) resultiert. (Douglas, S.

G., 1981; Hayashi et al., 2000; Ismay, D., 1950; Kiszonas et al., 2012; Wilson & Wiseman,

1954)
Hitze & Saure
CsHy 05 > CsH,0, + 3H,0
D-Xylose Furfural Wasser
C5H402 + C6H603 _— C11H804 + Hzo
Furfural Phloroglucinol Phloroglucid Wasser

Abbildung 6: Reaktionsgleichung der D-Xylose-Permeationsmessung. Xylose wird unter
Hitze und Saure-Zusatz in Furfural umgewandelt, um mit Phloroglucinol das gefarbte
Prazipitat Phloroglucid zu bilden. Die Abbildung wurde nach (Kiszonas et al., 2012)
modifiziert.

3.6 Die Nitrit-Messung im oberen Dinndarm nach Griess

Mithilfe der Nitritmessung nach Griess wird das Stickstoffmonoxid indirekt bestimmt.
Griess beschrieb 1879 erstmals die Diazotierungsreaktion in einem flussigen, sauren
Medium. Fur die Messung wurde das GRIESS® Reagent System (Promega) verwendet.
Das Reagent System basiert auf der unten angefuhrten Diazotierungsreaktion (Abb. 7) mit
den GRIESS®-Reagenzien Sulfanilamid und NED, die im weiteren Verlauf durch eine
photometrische Messung bei A = 540 nm die Quantifizierung des Nitritgehaltes erlaubt.

(Promega Corporation, 2009; Tsikas, D., 2007)
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Abbildung 7: Diazotierungsreaktion im Griess-Assay. Das GRIESS®-Reagenzsystem beruht
auf der Reaktion von Nitrit (NO-,) und Sulfanilamid im sauren Milieu mithilfe von N-1-
Naphthylethylendiamindihydrochlorid (NED) zu einer Azo-Verbindung (farbiges Prazipitat).
Die Abbildung wurde nach (Promega Corporation, 2009) modifiziert.

Kleine Dunndarmstlcke der Mause wurden fur diese Methode mit 200 pL Medium
(DMEM) fir 10 Sekunden bei 4500 rpm homogenisiert (Precellys 24touch) und
anschlieBend fur 20 Minuten bei 4 °C und 7000 g zentrifugiert (Zentrifuge Z 216 MK), um
sie in ihre einzelnen Bestandteile zu trennen. Der fliissige Uberstand wurde in weiteren
Schritten verwendet und zwischenzeitlich auf Eis gelegt. Der vom Hersteller gelieferte
Nitrit-Standard wurde 1:1000 mit DMEM verdunnt. Die Verdunnung der Standardreihe
erfolgte nach dem Schema der unten angeflhrten Tabelle 8 im Triplikat in der 96-well-

Platte. Vom Uberstand wurden jeweils 40 pL im Duplikat auf die Platte pipettiert.

Mit einer Mehrkanalpipette wurde in jedes Well 40 pL Sulfonilamid-Losung hinzugefugt.
Nach diesem Schritt erfolgte im Dunkeln fur 10 Minuten eine Inkubation der Platte bei
Raumtemperatur. Nach der ersten Inkubation wurde mit einer Mehrkanalpipette in jedes
Well 40 pL NED-L6sung hinzugefugt und wieder fur 10 Minuten im Dunkeln bei

Raumtemperatur inkubiert.
Nach der letzten Inkubation war eine Farbumstellung erkennbar (pink-violett) und die

Extinktionen wurden bei einer Wellenlange von A = 540 nm photometrisch (CLARIOstar

Plus Microplate Reader) gemessen.
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Tabelle 8: Herstellung der Nitrit-Standardreihe

Nitrit-Standardreihe Medium™* [pL] Nitritstandard-Konzentration
[uM]
A 80 uL Nitritstandard - 100
B 40 yLA 40 50
C 40 uL B 40 25
D 40pLC 40 12.5
E 40 uLD 40 6.25
F 40 yLE 40 3.13
G 40 uLF 40 1.56
H - 40 0

*DMEM - Dulbecco‘s Modified Eagle Medium

Die Nitritkonzentration konnte anhand einer auf Microsoft Excel erstellten
Standardgeraden berechnet und in einem weiteren Schritt auf die jeweilige
Proteinkonzentration, die nach der Bradford-Methode bestimmt wurde (siehe Kapitel

3.3), normalisiert werden.

3.7 Die Zonula Occludens-1-Proteinfarbung im Duodenum

®.% DAB

HRP-Polymer ﬂ ®e

®_ @ braunes

Sekundarantikorper
P k °Q Prazipitat
Primarantikdrper \
Zielprotein N Gewebeschnitt
Ve

Zonula Occludens-1

V4

Abbildung 8: Vereinfachte Darstellung einer Antigen-Antikorper-Komplex-Detektion. DAB -
Diaminobenzidin; HRP - Horseradish Peroxidase. Die Abbildung wurde mit BioRender.com
erstellt und nach (Kim et al., 2016) modifiziert.
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Die ZO-1-Proteinfarbung in den Dinndarmschnitten ist eine immunhistochemische
Technik, dessen Grundlage auf der Interaktion zwischen Antikdrper und Zielprotein
beruht. Sichtbar werden diese Interaktionen durch unterschiedliche Detektionssysteme
(Abb. 8). AnschlieBend werden die Reaktionen anhand eines Mikroskops visualisiert.
(Kimetal.,2016; Schacht & Kern, 2015; Taylor & Burns, 1974) Im Anhang (Seite 74, Tabelle
15) kann die Herstellung des Waschpuffers nachgelesen werden. Die Objekttrager mit
den 4 pym dunnen Dunndarmschnitte wurden, wie in Tabelle 9 zusammengefasst, fur

diese Methode (1) entparaffiniert und (2) rehydriert.

Tabelle 9: Aufbereitungsschritte fur Gewebeschnitte
1* - 10 Minuten in Roti-Histol
- 5Minutenin:
o 100 % Ethanol
o 95 % Ethanol
o 70 % Ethanol

2* - 10 Minutenin dH,O

*Die Schnitte werden wéhrend der angegebenen Dauer bei 55 rpm geschuttelt (Orbital-Shaker).

Wahrenddessen wurde die Feuchtkammer (Staintray™) fur die Schnitte vorbereitet. Es
erfolgte die erste Inkubation mit der Protease (protease from Streptomyces griseus).
Diese verstarkt die Prasenz der spezifischen Zielproteine/Antigene, die aufgrund der
Formalinfixierung verandert wurden. (Schacht & Kern, 2015) Laut Protokoll werden 2 mg
Protease pro mL PBS eingewogen. Ebenfalls wurde das Gewebe auf den Schnitten mit
einem Fettstift (A-PAP Pen) umrandet, um ein Auslaufen der flissigen Reagenzien
wahrend der Behandlungsschritte zu verhindern. (Rocklands Immunochemicals Inc.,
2018) Es wurden jeweils ein paar Tropfen Protease-Losung auf das Gewebe pipettiert und

anschlieBend fir 10 Minuten bei 37 °C inkubiert (Inkubator Heratherm™).

Nach der Inkubation erfolgte ein 10-minutiger Waschschritt der Schnitte in PBS, um die
Proteaselosung abzuwaschen. (Visikol Inc., 2024) Wahrenddessen wurde die
Primarantikorperlosung hergestellt, daflir wurde der aliquotierte ZO-1-Antikorper (AK)

1:500 mit PBS verdiunnt. Die Mitlaufkontrolle diente als (a) Positiv- und (b)
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Negativkontrolle. (a) wurde wie eine normale Probe behandelt, und mit Primarantikorper
inkubiert, (b) wurde mit einem Tropfen PBS inkubiert. Der Vergleich (a) zu (b) war bei
einem weiteren Schritt ndtzlich. (Schacht & Kern, 2015) Auf die restlichen
Gewebeschnitte wurde Primar-AK-Losung verteilt und sie wurden uber Nacht bei 4 °C im
Kuhlschrank inkubiert. Am Folgetag erfolgten folgende Schritte wie in der Tabelle 10

beschrieben.

Tabelle 10: Ubersicht der Vorbereitung fiir die Inkubation mit dem Sekundarantikérper

- 9 Minuten in PBS waschen und schiitteln
- Inkubation mit einem HRP-markierten Polymer konjugiert am Sekundarantikorper fir

10 Minuten bei 25°C (Inkubator Heratherm™') (Agilent Technologies Inc., 2022a)

- 9 Minuten waschen in PBS

PBS - phosphatgepufferte Salzlosung; HRP — horseradish peroxidase

Fur die Inkubation mit dem DAB-Chromogen-Substrat wurde in einem mit Alufolie
abgedunkelten Gefa 1 Tropfen Chromogen mit 1 mL Substrat durchmischt. Die
Oxidation des DAB durch die HRP wird am Zielprotein, dem ZO-1, ein braunes Endprodukt
bilden. (Agilent Technologies Inc., 2022b)

Zunachst wurde mit der Mitlaufkontrolle die Inkubationszeit des Substrats getestet.
Dafur wurde ein Tropfen Substrat gleichzeitig auf (a) und (b) verteilt. Sobald (a) sich im
Gegensatz zu (b) verfarbte, wurde die Reaktion in dH,O abgestoppt. Die Reaktionszeit, im
Durchschnitt waren es 1-10 Sekunden, wurde auch bei den restlichen Schnitten
angewendet. AnschlieBend erfolgten die Gegenfarbung mit Hamatoxylin und die
Blauungsschritte in Leitungswasser, welche eine bessere Unterscheidung des Gewebes
vom gefarbten Zielprotein ermdglichten. (Carl Roth GmbH + Co. KG, 2022; Kim et al.,
2016; Schacht & Kern, 2015) In den Tabellen 11 und 12 sind die Gegenfarbung und die

Fixierung zusammengefasst.
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Tabelle 11: Gegenfarbung mit Hamatoxylin

Lésung Zeit

Hamatoxylin 20 Sekunden
Leitungswasser 10 Sekunden
Leitungswasser 10 Sekunden

dH.O Abstoppen der Reaktion

Tabelle 12: Fixierungsschritte

*Dehydrierung - 10 Sekundenin:
o 70 % Ethanol
o 95 % Ethanol
o 100 % Ethanol

- 10 Minuten in Roti-Histol

Versiegelung - Eindecken der Schnitte mit einem Tropfen Entellan und einem

Deckglas

*bei 55 rpm geschuttelt (Orbital-Shaker)

Am Folgetag konnen diese unter dem Mikroskop bei 630-facher VergroBerung betrachtet

werden.

3.8 Die statistische Auswertung

Die Datenanalyse und die grafische Aufbereitung der generierten Ergebnisse erfolgten
mit Hilfe von GraphPad Prism 7. Die Daten wurden mit dem Grubb’s Test auf AusreiBer
getestet und, wenn prasent, aus der weiteren Analyse ausgeschlossen. Statistische
Unterschiede wurden mit einem einseitigen ungepaarten t-Test Uberprift, wobei die
Normalverteilung der Daten als Voraussetzung galt. AuBerdem wurden die 4 Monate
alten Mause aus der statistischen Analyse ausgeschlossen. Sie dienten nur zum
Vergleich. Samtliche Ergebnisse wurden als Mittelwert (MW) = Standardfehler des

Mittelwertes (SEM) mit einem Signifikanzniveau p < 0,05 dargestellt.
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4. Ergebnisse

Basierend auf der bestehenden Datenlage zum Effekt von Fructose auf die
Dunndarmbarrierefunktion werden hier die Ergebnisse des Tierversuchs vorgestellt, der
den Effekt einer 5%igen Fructoseanreicherung im Trinkwasser auf altersinduzierte
Verdnderungen der oberen Dunndarmbarriere und Marker der Zellalterung darstellt und
beschreibt. Da in der vorliegenden Arbeit nur Teile der Studie analysiert wurden, wurden
aus Griinden der Ubersicht in der unten angefiihrten Tabelle 13 die durchschnittlichen
Korper- und Lebergewichte sowie die Verhaltnisse von Leber- zu Kérpergewicht der 3

Mausgruppen angefuhrt.

Tabelle 13: Korpercharakteristika der Mduse nach dem Versuch

Gruppen
4 Monate 24 Monate 24 Monate +
Fructose
*Korpergewicht [g] 29,24 + 0,60 34,63+0,85 34,13+ 0,98
*Lebergewicht [g] 1,60 £ 0,05 1,92 0,11 1,70+ 0,10
*Leber-/
Koérpergewichtsratio [%] 5,47 0,10 5,28 +0,12 4,97 £0,21

*Werte dargestellt als MW = SEM

4.1 Der Einfluss einer Fructoseanreicherung im Trinkwasser auf die Marker

der Zellalterung

Um den Einfluss einer 5%igen Fructoseanreicherung im Trinkwasser auf das Altern von
C57BL/6J-M&ausen zu untersuchen, wurde die Proteinkonzentration von Alboumin und des
Altersmarkers p16 im Pfortaderplasma bestimmt. Die jeweiligen Banden wurden bei 67
kDa (Albumin) und 55 kDa (p16) detektiert. AnschlieBend wurde die p16-Konzentration

auf die Albuminkonzentration normalisiert und quantifiziert.
Obwohl die Ergebnisse der 4 Monate alten C57BL/6J-Mause nicht mit in die statistische

Analyse eingeflossen sind, war zu beobachten, dass deren p16-Konzentration im Plasma

im Vergleich zu den 24 Monate alten Kontroll- und Interventionsmausen um 141 % bzw.
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82 %, also deutlich erniedrigt war (Abb. 9). Die p16-Konzentration der mit Fructose
behandelten Mause war um 60 % geringer als in der Kontrollgruppe, erreichte jedoch
aufgrund der relativ hohen Streuung innerhalb der alteren Kontrollgruppe keine

statistische Signifikanz (p = 0,1).

A B

4 Mo. 24Mo. 24Mo.
+ Fructose

]
e 67kDa WS S S Albumin
z s
'e
g=
£ 55 kDa § 0. % pi16
3
3
<=
2
o=
Q

4 Mo. 24 Mo. 24 Mo.
+ Fructose

Abbildung 9: Der Einfluss einer Fructoseanreicherung im Trinkwasser auf die Parameter
der Zellalterung. A Die relative p16-Konzentration im Plasma normalisiert auf die
Albuminkonzentration von 4 Mo., 24 Mo. und 24 Mo. + Fructose alten C57BL/6J-Mausen.
Der p-Wert betragt 0,1 im Vergleich zu 24 Monate alten Mausen. Die Daten sind als
Mittelwert (MW) £ Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. (n = 7-8 pro Gruppe)
B Ein reprasentativer Western Blot der p16- und Albuminkonzentration im Plasma.
Mo. — Monate; kDa — kilo Dalton

4.2 Der Einfluss einer Fructoseanreicherung im Trinkwasser auf die
altersbedingten Veranderungen der Darmbarriere und Marker der NO-
Homoostase

Um herauszufinden, ob eine 5%ige Fructoseanreicherung Uber das Trinkwasser die
altersbedingten Veranderungen der Dunndarmbarriere beeinflussen kann, wurde in
Gewebeschnitte des oberen Dlinndarms der C57BL/6J-Mause das Tight Junction-Protein

Z0O-1 immunhistochemisch gefarbt.
Die Analyse der reprasentativen Bilder bei 630-facher VergroBerung (Abb. 10 A) zeigte,

dass bei den 24 Monate alten Kontrollmausen im Vergleich zu den jungen Mausen eine

optische Reduktion der ZO-1-Verteilung zwischen den Enterozyten der Darmzotten pro 10
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Zellen zu erkennen war (mit Pfeilen gekennzeichnet). Im Gegensatz dazu wurde bei den
fructosegefitterten Mausen im Vergleich zur gleichaltrigen Kontrollgruppe pro 10

Enterozyten keine optische Verdnderung festgestellt.

A 4 Mo. 24 Mo. 24 Mo.
+ Fructose
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+ Fructose + Fructose

Abbildung 10: Der Einfluss einer Fructoseanreicherung im Trinkwasser auf die Parameter
der Dinndarmbarriere A Représentative Bilder der ZO-1-Proteinfarbung im Duodenum der
4 Mo. & 24 Mo. alten Kontrollgruppen und der 24 Mo. alten Interventionsgruppe
(VergroBerung 630x). Die Pfeile kennzeichnen Z0O-1 zwischen den Enterozyten der
jieweiligen Bildabschnitte. B Der Effekt einer oralen 5%igen Fructosebehandlung liber das
Trinkwasser auf die D-Xylose-Permeation im ex vivo Everted-Sac-Modell von 24 Monate
alten C57BL/6J-Méausen. *Ein p < 0,05 im Vergleich zu 24 Monate alten Mausen. C Der
Effekt einer oralen 5%igen Fructosebehandlung Uber das Trinkwasser auf die
altersinduzierten Verdnderungen der NO,-Konzentration im oberen Dinndarm. *Ein p <
0.05 im Vergleich zu 24 Monate alten Mausen. Die Daten sind als Mittelwert (MW) =
Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. (n = 5-8 pro Gruppe) ZO-1 — Zonula
Occludens-1; Mo. — Monate
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Des Weiteren wurde ex vivo in Everted-Sac-Modellen des oberen Dinndarms bei den 24
Monate alten Kontroll- und fructosegefutterten Mausen der Einfluss auf die Permeabilitat
des oberen Dinndarms untersucht, indem die D-Xylose-Konzentration bestimmt, wurde.

(Abb. 10 B)

Die Daten zeigen, dass die orale Fructoseanreicherung Uber das Trinkwasser bei den 24
Monate alten Interventionsmausen im Everted-Sac-Modell (Abb. 10 B) zu einer
signifikanten Verringerung der D-Xylose-Permeation und somit zu einer Reduktion der D-

Xylose-Konzentration gefuhrt hat (p < 0,05).

Zur Untersuchung des Effektes von Fructose auf den NO-Stoffwechsel wurde die
Nitritkonzentration im oberen Dinndarm von C57BL/6J-Mausen gemessen. Das
Experiment (Abb. 10 C) deutet darauf hin, dass die 4 Monate alten C57BL/6J-Mause die
hochste Nitritkonzentration aufwiesen — wobei ihre Ergebnisse nicht in die statistische
Auswertung einbezogen wurden. Bei den 24 Monate alten fructosegefttterten Mausen
zeigte sich im Vergleich zu den gleichaltrigen Kontrollmausen eine mit 34 % signifikante

Erhohung der Nitritkonzentration (p < 0,05).
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5. Diskussion

Metabolische Erkrankungen, Mangelernahrung und kognitive sowie neurologische
Einschrankungen sind Krankheitsbilder, deren Erkrankungsrisiko in alternden
Organismen wie Mausen oder Menschen erkennbar werden. (Jun Jin et al., 2020; Kritsilis
et al.,, 2018; Salazar et al.,, 2013) Als Atiologie dieser Krankheiten wird eine
altersassoziierte Veranderung der Dunndarmbarrierefunktion mit einer erhohten
intestinalen Permeabilitat diskutiert. In der vorliegenden Tierstudie wurde untersucht, ob
eine 5%ige Fructoseanreicherung Uber das Trinkwasser die Marker der Zellalterung, die
intestinale Permeabilitat, die NO-Homdostase und somit die degenerativen Prozesse der

Dunndarmbarriere im Alter beeinflussen konnte.

5.1 Einfluss von Fructose auf die Zellalterung: Altersabhéangige Effekte und

potenzielle Mechanismen

Zellseneszenz ist ein irreversibler Stillstand des Zellzyklus, gefolgt von verschiedenen
zellularen Veranderungen wie der Akkumulation nicht-funktioneller Mitochondrien und
Proteinaggregationen. (Kaufman, R. J., 2002; Nuss et al.,, 2008) Eigentlich dient
Zellseneszenz als Schutzfunktion gegen unkontrollierten Zellwachstum (Mufioz-Espin &
Serrano, 2014), ist jedoch auch ein typisches Kennzeichen eines alternden Organismus.
(Howcroft et al., 2013; Karin et al., 2019) Das Tumor-Suppressorgen p16, ein Inhibitor der
cyclin-abhangigen Kinasen im Zellzyklus (Rayess et al., 2012), ist in seneszenten Zellen
hochreguliert und verhindert somit deren Proliferation. (Qian & Chen, 2013) Dies fuhrt
unter anderem zur Verkimmerung lebenswichtiger Organe wie Herz und Nieren und
verkUlrzt die Lebensspanne von Mausen und Menschen. (Baker et al., 2016) p16 eignet
sich daher als Marker fur Zellseneszenz und damit auch fur zellulare Alterung. (Baker et

al., 2016; Karin et al., 2019; Safwan-Zaiter et al., 2022)

Obwohl die Ergebnisse dieser Studie in der alten Kontrollgruppe stark streuen, zeigte sich
im Vergleich zur gleichaltrigen Kontrollgruppe eine geringere p16-Konzentration im
Pfortaderplasma der fructosegefutterten Mause, was darauf hinweisen konnte, dass die
regelmaBige Aufnahme kleiner Mengen Fructose den Alterungsprozess verlangsamt. Im

Gegensatz dazu beobachteten Jang et al. (2019) bei weiblichen Mausen, die eine
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fettreiche Diat (60 % Fett) und eine 20%ige Fructoseldosung erhielten, eine
Hochregulation des Zellalterungsmarkers p16 im Hippocampus. (Jang et al., 2019)
Wesentliche Unterschiede zwischen den Studien sind das Alter der Mduse und weitere
Erndhrungsbestandteile wie das Fett: Wahrend in der vorliegenden Arbeit altere Mause
(24 Monate) verwendet wurden, waren die Mause in der Studie von Jang et al. (2019)
lediglich funf Monate alt. AuBerdem wurden die Mause aus der vorliegenden Arbeit nicht
mit einer fettreichen Diat gefuttert. Dies legt nahe, dass die Zellalterungsprozesse durch
Fructose madglicherweise auch vom Lebensalter und der allgemeinen Erndhrung der

Mause beeinflusst werden. (Petito et al., 2023)

Tierstudien mit jungen Mausen weisen darauf hin, dass Fructose in Kombination mit
weiteren Stressoren, wie z. B. freie Sauerstoffradikale und oxidativer Stress, eine pro-
seneszente Wirkung entfalten kénnte (Biala et al., 2015; Bratic & Larsson, 2013; Hajam
et al., 2022), wahrend sie in alteren Organismen — unter bestimmten Bedingungen -
protektive Effekte auf die Zellalterung haben konnte. (Taylor et al., 2021; Zheng et al.,
2017) Die vorliegenden Ergebnisse unterstreichen, dass die Effekte von Fructose auf
Seneszenzmarker wie p16 nicht nurvon der Gewebeart, sondern auch vom biologischen

Alter abhangen kdénnten, jedoch ergibt sich daraus weiterer Forschungsbedarf.

5.2 Altersbedingte Veranderungen der Dinndarmbarriere: Die Rolle von Tight

Junctions und der potenzielle Einfluss von Fructose

Eine defekte Dunndarmbarrierefunktion und die damit verbundene erhohte
Permeabilitat werden haufig mit Darmerkrankungen wie z. B. chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen (CED) (Barmeyer et al., 2017) oder dem Reizdarmsyndrom (Piche et
al., 2009; Schoultz & Keita, 2020) in Verbindung gebracht. Besonders im Alter spielt eine
defekte DUnndarmbarriere eine wesentliche Rolle, da sie das Eindringen von Pathogenen
erleichtert und somit Entzindungen gefdordert werden kénnen. Diese Entzindungen
stehen wiederum mit neurodegenerativen und kognitiven Stérungen oder Erkrankungen
wie Alzheimer oder Demenz in Zusammenhang (Brandt et al.,, 2023), was auf die
komplexe Wechselwirkung zwischen Darm und Hirn hinweist. (Socata et al., 2021; Wang

etal., 2023)
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Eine erhohte Permeabilitat wird oft durch strukturelle Schaden an den Epithelzellen,
genauer an den TJ-Proteinen, hervorgerufen. Die Zellen werden von den TJ-Proteinen wie
Z0-1 zusammengehalten und kontrollieren/regulieren den parazelluldren Transport von
Substanzen. (Matter & Balda, 2003) Mit dem Alter nimmt die Expression von ZO-1 haufig
ab, was zu einer Schwachung der intestinalen Barriere fuhrt. In einer Tierstudie mit 24
Monate alten Ratten wurde eine niedrigere ZO-1-Expression im Dunndarm festgestellt
(Ren et al.,, 2014), welche die erhdhte Permeabilitdt im Alter erklart. Diese
Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen dieser Arbeit Uberein, die in
reprasentativen Bildern eine geringere ZO-1-Verteilung in der alteren Kontrollgruppe im

Vergleich zur jungen Kontrollgruppe zeigen. (Abb. 10 A)

Obwohl der Effekt des Alterns und die Ernahrung fir die menschliche Gesundheit schwer
vergleichbare Faktoren sind, zeigten Studien, dass eine chronische fett- und
fructosereiche Diat, ahnlich wie beim Alterungsprozess, die Konzentration von TJ-
Proteinen wie ZO-1 im Dunndarm senkte. (Suzuki & Hara, 2010b; Volynets et al., 2010b)
Bestatigt wurde dies anhand einer Studie, in der Mause 8 bis 16 Wochen lang eine Diat
mit 30%iger Fructoseanreicherung im Trinkwasser und einer fettreichen Diat (60 % Fett)
gefressen haben, was zu einer signifikanten Abnahme der ZO-1-Konzentration bei jungen
Mausen (8 bzw. 16 Wochen) fuhrte. Die Kombination von Fett und Fructose in der Diat
deutete auf eine erhdhte Schadigung der intestinalen Barriere mit erhohten Endotoxin-
Konzentrationen in der Pfortader. (Sellmann et al., 2015) Im Gegensatz dazu wurde in
dieser Studie festgestellt, dass eine 5%ige Fructoselosung bei alteren Mausen die ZO-1-
Konzentration im Dinndarm nicht reduzierte. Die abnehmende Permeation von D-Xylose
im ex vivo Everted-Sac-Modell (Abb. 10 B) unterstlitzt zudem einen potenziellen

protektiven Effekt von Fructose auf die altersbedingte Stérung der DiUnndarmbarriere.

Eine mogliche Erklarung fur die Schwachung der TJ-Proteine im Alter kdnnte die Aktivitat
der Protein-Phosphatase 2 A (PP2A) sein. PP2A wirkt der atypischen Proteinkinase C
(aPKC) entgegen, die im Epithelgewebe eine Schllsselrolle bei der Zellpolaritat und der
Bildung von Adherens Junctions und TJ-Proteinen wie ZO-1 spielt. (Moonwiriyakit et al.,
2023) Aufgrund von Dephosphorylierung verhindert PP2A die Aktivierung von aPKC und

destabilisiert bestehende TJ-Proteine, was die parazelluldre Permeabilitat erhdht. (Matter
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& Balda, 2003) In einer Zellstudie zeigte die Hemmung von PP2A eine verbesserte
Stabilitat der TJ, Occludin und ZO-1 und zugleich eine reduzierte Permeabilitat von Inulin.
(Seth et al., 2007) Dies deutet darauf hin, dass PP2A als negativer Regulator der TJ
fungieren konnte. (Moonwiriyakit et al., 2023) Ob eine Hochregulation der PP2A im Alter
tatsadchlich die Bildung von Tight Junctions verhindern kann, muss in einem

weiterfUhrenden Forschungsvorhaben Uberprift werden.

Taylor et al., (2021) zeigten, dass Fructose im Dunndarmepithel als Wachstumsfaktor
wirkt und Zellwachstum eine Verldngerung der Darmzotten fordert, was wiederum die
Absorptionsflache fur Nahrstoffe erhohen kann. (Taylor et al., 2021) lhre Studie
beschreibt, dass Fructose nach Aufnahme im Enterozyten zu Fructose-1-Phosphat
verstoffwechselt wird und die Pyruvat-Kinase M 2 (PKM2) binden kann, ein Enzym der
Glykolyse, das auch in Tumorzellen vorkommt. (Gupta & Bamezai, 2010; Luo & Semenza,
2012; Mazurek, 2011; Mazurek et al., 2005; Taylor et al.,, 2021) Diese Bindung
transaktiviert den hypoxieinduzierten Faktor 1a (HIF1a), was Zellwachstum und Schutz
vor hypoxischem Zelltod auslost. (Li et al., 2015; Taylor et al., 2021) Nichtsdestotrotz
muss in weiterfUhrenden Untersuchungen geprift werden, wie Fructose im Alter

molekulare Mechanismen der Darmbarriere beeinflussen konnte.

5.3 Fructose und die altersbedingte Regulierung der NO-Homoostase:

Auswirkungen auf die Darmbarrierefunktion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Nitritkonzentration im oberen Dlinndarm nach der
Fructoseintervention gemessen, um so einen indirekten Marker fur die NO-Konzentration
zu haben. NO fungiert als Botenstoff und erflllt eine Rolle in der TJ-Regulation der
intestinalen Epithelzellen. (Mu et al., 2019) Die NO-Produktion wird bei gesunden
Organismen in den Epithelzellen durch die NO-Synthasen 1 und 3 (NOS1 und 3) reguliert
(Korhonen et al., 2005), wahrend die induzierte NOS (iNOS) hingegen bei entzundlichen
Prozessen durch Zytokine hochreguliert wird (Salim et al., 2016; Salzman et al., 1995;
Soufli et al.,, 2016; Vilar et al.,, 2014) und erhdhte Mengen an NO, das als

Immunmodulator wirkt, produziert. (Mu et al., 2019)
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Chronische Entziindungen kénnen eine Uberexpression von iNOS verursachen, was eine
Uberproduktion von NO und eine Schwachung der Barriere zur Folge hat. (Salzman etal.,
1995) Stressoren wie hohe Alkohol- oder Fructosemengen sind in der Lage, eine
Dysfunktion der Darmbarriere und eine Hochregulation der iNOS auszulésen, was zu
Defekten in TJ-Proteinen wie ZO-1 fuhrt. (Tang et al., 2015) Eine ahnliche Dysregulation
wurde in einer Studie von Baumann et al.,, (2022) beobachtet: Mause, die eine
cholesterin- und fructosereiche Diat erhielten, hatten nach 13 Wochen reduzierte ZO-1-
Spiegel und erhdhte Nitritwerte im DlUnndarm sowie eine erhohte iINOS-Konzentration in
der Leber. Die Kontrollgruppe hingegen zeigte niedrigere Nitritwerte, eine erhdhte ZO-1-
Expression und eine vergleichsweise niedrigere iINOS-Konzentration in der Leber.
(Baumann et al., 2022) Obwohl in dieser Tierstudie die Mause nicht mit einer fettreichen
Diat gefuttert wurden, waren nach der 7-monatigen Fructosediat bei den alten Mausen

erhohte Nitritwerte zu beobachten.

Wahrend in der vorliegenden Arbeit die iINOS-Konzentration nicht gemessen wurde,
stutzen frUhere Untersuchungen, dass eine chronische Fructoseaufnahme die iNOS-
Expression und die NO-Synthese im Dunndarm fordert und so die Darmbarriere
schadigen kann. (Mu et al., 2019; Spruss et al., 2011) Des Weiteren wurde in Studien
gezeigt, dass mit dem Alter die Nitritkonzentration im DUnndarm abnimmt und somit eine
erhohte Darmpermeabilitat fordert. (Baumann et al., 2021; Ren et al., 2014; Tran &
Greenwood-Van Meerveld, 2013; Tremblay et al., 2017) Ein Grund daflr kénnte die

Hochregulation der Arginase-Aktivitat sein. (Brandt et al., 2022)

Die Arginase ist ein Enzym, das im Harnstoffzyklus den letzten Schritt katalysiert, indem
es L-Arginin in L-Ornithin und Harnstoff umwandelt. (Wu & Morris, 1998) Eine
hochregulierte Aktivitat der Arginase kann die NO-Synthese beeintrachtigen, da zu viel L-
Arginin abgebaut wird. Dadurch steht der NOS weniger L-Arginin zur Verfugung, was die
Bildung von NO verringert. (Caldwell et al., 2018) Hinzu kommt, dass der verstarkte
Abbau von L-Arginin durch die Arginase nicht nur die Verfugbarkeit von L-Arginin far die
NO-Synthese reduziert, sondern auch die Expression der iNOS herunterreguliert. Zudem

hemmt die Arginase die iINOS-vermittelte NO-Produktion direkt durch die Bildung von
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Harnstoff, was die Synthese von NO weiter beeintrachtigt. (El-Gayar et al., 2003; Lee et
al., 2003; Prabhakar et al., 1997)

Studien weisen darauf hin, dass die Aktivitat der Arginase im Darm altersbedingtinduziert
ist. Dies zeigte sich zumindest in endothelialen Zellen der Aorta von alten Ratten (24
Monaten), wo Arginase 1 hochreguliert war und die NOS herunterreguliert war. (Berkowitz
et al., 2003) Diese altersbedingte Abnahme der NO-Konzentration und eine erhdhte
Arginase-Aktivitat werden durch Beobachtungen von Brandt et al., (2022) bestatigt, die
bei alten Mausen (24 Monate) niedrigere Nitritwerte, eine niedrigere iINOS-mRNA-
Expression, eine erhdohte Arginase-Aktivitat, reduzierte ZO-1-Konzentrationen und ex vivo
eine erhohte D-Xylose-Permeation im Everted-Sac-Modell fanden und somit eine
altersbedingte geschadigte Darmbarriere mit erhdhter Permeabilitat induziert wurde.

(Brandt et al., 2022)

Wie oben bereits erwahnt, wurde in dieser Studie weder die Expression noch die Aktivitat
von NOS und iNOS sowie die Aktivitdt der Arginase bestimmt. Aber hier wurde
festgestellt, dass alte gesunde Mause (24 Monate) im Vergleich zur jungen Kontrollgruppe
(4 Monate) niedrigere Nitritspiegel aufwiesen. Diese altersbedingte Abnahme der NO-
Konzentration bestéatigt die Beobachtungen von Brandt et al., (2022). Die Ergebnisse
dieser Studie deuten darauf hin, dass Fructose im Alter einen Einfluss auf die NO-
Homobostase haben konnte. Allerdings fehlen bislang umfassende Studien, um diesen

Effekt und seine Mechanismen im Detail zu verstehen. (Staltner et al., 2023)

Trotz dieser Erkenntnisse gibt es zu dieser Studie einige zu berlcksichtigende
Limitationen, die die Aussagekraft und Ubertragbarkeit der Ergebnisse einschrinken.
Hierzu zahlen: die StichprobengroBe, das Geschlecht der Tiere, die Dauer der
Intervention, die Dosis und die Darreichungsform (Mastrocola et al., 2018) der

Fructoseintervention.
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6. Fazit

Angesichts der alternden Bevolkerung und der damit verbundenen Zunahme
altersbedingter Gesundheitsprobleme ist es von Bedeutung, die Mechanismen der
altersinduzierten degenerativen Prozesse der DUnndarmbarrierefunktion zu untersuchen
und zu verstehen. Dies kdnnte nicht nur die Altersforschung voranbringen, sondern auch

neue Ansatze zur Gesundheitsforderung ermaglichen.

Die Ergebnisse der Arbeit deuten darauf hin, dass eine 5%ige Fructoseanreicherung im
Trinkwasser moglicherweise Alterungsprozesse verlangsamen kénnte, nahegelegt durch
die Reduktion des Zellalterungsmarkers p16. Zudem hat die Fructoseintervention einen
protektiven Effekt auf die DiUnndarmbarriere gezeigt, belegt durch eine unveranderte ZO-
1-Expression und eine im ex vivo Everted-Sac-Modell verringerte D-Xylose-Permeation.
Die erhdhten Nitritspiegel bei fructosegefutterten Mausen konnten eine Rolle bei der

Regulierung der NO-Homoostase spielen und somit die Barrierefunktion unterstutzen.

Die Analyse der bestehenden Literatur hat gezeigt, dass die vorliegende Arbeit neuartige
Aspekte beleuchtet. Wahrend der Einfluss von Fructose auf Lebensdauer,
Darmpermeabilitat und NO-Homoostase bereits untersucht wurde, ist dies die erste
Arbeit, die in diesem Zusammenhang altersbedingte Veranderungen der
Dunndarmbarriere und der intestinalen Permeabilitat bei alteren Mausen betrachtet.
Dennoch bleiben die molekularen Prozesse, einschlieBlich der Rolle weiterer Tight
Junction-Proteine (z. B. Occludin) sowie die Enzym-Aktivitaten der Arginase und (i)NOS,

weitgehend ungeklart.

Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dass Fructose bei alteren Organismen
potenziell protektive Effekte auf die Darmbarrierefunktion und die NO-Homoostase
haben kann. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Effekte von Fructose auf
die molekularen Mechanismen des Alterns und die intestinale Permeabilitat vollstandig

zu verstehen.
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7. Zusammenfassung

Die zunehmende Alterung der globalen Bevdlkerung geht mit einer steigenden Pravalenz
altersassoziierter Gesundheitsprobleme einher, darunter degenerative Veranderungen
des Dunndarms. Um die Gesundheit und die Lebensqualitat im Alter zu erhalten, sind
neue praventive Strategien von entscheidender Bedeutung. Wahrend Studien darauf
hinweisen, dass ein Uberkonsum an Fructose im Tiermodell und beim Menschen die
Darmbarrierefunktion beeintrachtigen kann, wurde bislang nicht untersucht, ob eine
geringe Fructosezufuhr die altersassoziierten Storungen der Dunndarmbarriere
beeinflussen kénnte. Die vorliegende Studie untersuchte in einem Mausmodell, ob eine
5%ige Anreicherung des Trinkwassers mit Fructose altersinduzierte Verdnderungen der
Dunndarmbarrierefunktion beeinflussen kdnnte. 28 mannliche C57BL/6J-Mause wurden
in eine junge (2 Monate alte) Kontrollgruppe und in alte (17 Monate alte) Kontroll- und
Interventionsgruppen aufgeteilt. Sowohl die junge als auch die alte Kontrollgruppe
wurden mit Standard-Pelletfutter und Trinkwasser ad libitum geflttert, wahrenddessen
die Behandlungsgruppe Uber 7 Monate hinweg mit 5 % fructosehaltigem Trinkwasser und
Standard-Pelletfutter ad libitum gefUttert wurde. Zur Analyse der Hypothese wurden
Marker der Zellalterung (p16) im Pfortaderplasma mittels der Semi-Dry-Western-Blot-
Methode bestimmt, Marker der intestinalen Permeabilitat (ZO-1) immunhistochemisch
gefarbt, die Permeation von D-Xylose ex vivo im Everted-Sac-Modell sowie die
Nitritkonzentration im Duodenum als Marker der NO-Homdoostase nach dem GRIESS-
Assay bestimmt. Die Mause, die eine 5%ige Fructoseanreicherung tUber das Trinkwasser
erhielten, wiesen im Vergleich zu den Mausen, die einfaches Trinkwasser erhielten,
geringere p16-Plasmakonzentrationen auf. Zudem wurde in der ex vivo-Untersuchung
eine geringere Permeation von D-Xylose nachgewiesen, unterstutzt durch einen
geringeren Verlust des Tight Junction-Proteins ZO-1 im oberen Dinndarm. Zusatzlich ging
die Fructoseintervention mit einer Erhohung der NO-Spiegel im Dinndarm einher. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass ein geringer Fructosekonsum im Alter schltzende
Effekte auf die altersinduzierten Veranderungen der Dinndarmbarriere haben kdnnte.
Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen des Alterns zu untersuchen und die potenzielle Ubertragbarkeit auf den

Menschen zu verstehen.
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8. Summary

The increasing age of the global population is associated with a rising prevalence of age-
related health problems, including degenerative changes in the small intestine. To
maintain health and quality of life in old age, new preventive strategies are of crucial
importance. While studies show that excessive fructose intake can alter the intestinal
barrier function in both animal and human models, it has not yet been investigated
whether moderate fructose consumption could influence age-related disruptions of the
small intestinal barrier. This study examined in a mouse model whether the 5 % fortified
fructose of drinking water will affect age-induced changes in small intestinal barrier
function. Twenty-eight male C57BL/6J mice were divided into a young (2 months) control
group and old (17 months) control and intervention groups. Both the young and the old
control groups received a standard chow diet and drinking water ad libitum, while the
intervention group was provided with 5 % fructose-fortified drinking water and standard
chow diet ad libitum over a period of seven months. In order to examine the hypothesis,
markers of cellular senescence (p16) were measured in portal vein plasma using the
semi-dry Western Blot method, markers of intestinal permeability (ZO-1) were
determined immunohistochemically, while D-xylose permeability was determined with
an ex vivo everted gut sac model, and nitrite concentration as a marker of NO
homeostasis was measured with a GRIESS assay. Mice that received the 5 % fructose-
fortified water had lower p16 plasma concentrations compared to those given regular
water. Additionally, employing an ex vivo everted gut sac model showed improved D-
xylose permeability supported by reduced loss of the tight junction protein ZO-1 in the
duodenum. The fructose intervention was also associated with increased levels of nitrite
inthe duodenum. These findings suggest that a low fructose consumption in old age may
have protective effects on age-induced changes in the small intestinal barrier. Further
studies are needed to explore the underlying molecular mechanisms of ageing and to

assess the potential transferability to humans.
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10. Anhang

Tabelle 14: Herstellung der Puffer und Lésungen flir den Semi-Dry Western Blot

Lésung Chemikalie(n) Menge

Tris (0,5 M) pH =6,8 Tris PUFFERRAN® = 99,9 % 6,05¢

in 90 mL ddH.O gelost

pH eingestellt

auf 100 mL mit ddH.O

auffiillen

Tris (1,5M) pH =8,8 Tris PUFFERRAN® = 99,9 % 18,15¢g

in 80 mL ddH,0 gelost

pH eingestellt

auf 100 mL mit ddH.O

auffiillen

SDS (10 %) SDS 10¢g

in 100 mL ddH.O lésen

Acrylamid (30%) - -

Lésung aus dem Handel

APS (10 %) APS 100 mg

in 1 mL dH.O lésen

TEMED - -

Lésung aus dem Handel

DTT 100 mM DTT 30,85 mg

in 2 mL dH.O lésen

10x Elektrophoresepuffer Tris PUFFERRAN® = 99,9 % 30,26 ¢

pH =8,5-8,7 SDS 10,00 g

in 1000 mL ddH.O lésen Glycin 144,13 g

1x Elektrophoresepuffer - -

100 mL 10x

Elektrophoresepuffer in 900

mL ddH,0 verdiinnen

4x SDS-Ladepuffer 1,5MTris pH 6,8 5,217 mL

mit 25 mL ddH,0 auffiillen SDS 25¢g
Glycerol 12,5mL
2-B-Mercaptoethanol 5mL
Bromophenolblau 12,5mg

10x TBS pH =7,64 Tris (base) 24,2 ¢

In ca. 950 mL l6sen NaCl 80¢g

pH einstellen
mit ca. 50 mL auffiillen

1x TBS -
100 mL 10x TBS in 900 mL
ddH,0 verdiinnen
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1x TBST Tween® 20 500 uL
100 mL 10x TBS in 900 mL
ddH,0 verdiinnen

Towbin Transferpuffer Tris PUFFERRAN® = 99,9 % 14,4¢g
pH=8,1-8,5 Glycin 3,03¢g
Auf 1000 mL mit dH.O Methanol 200 mL
auffillen

Ponceau S Ponceau S 0,1g
Auf 50 mL ddH.0 auffiillen Essigsaure 100 % 500 pL
Blocking-solution 5% MMP in TBST -

5% BSA in TBST

Tabelle 15: Herstellung von 10x PBS und PBS

Losung Chemikalie(n) Menge
10x PBS, pH 7,4 NaCl 80¢g
in 800 mL dH,0 auflésen KCl 2g
*pH einstellen Na;HPO4 7,62¢
auf 1000 mL auffiillen KH2PO4 0,77 ¢
1x PBS - -
100 mL 10x PBS in 900 mL

ddH,0 verdiinnen

*gegebenenfalls mit konzentrierter HCl oder NaOH einstellen
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Abbildung 11: Die reprasentativen Bilder der Western Blots fur die Bestimmung der p16-
und Albuminkonzentration im Pfortaderplasma. A Die Detektion des Altersmarkers p16
im Plasma von 4 und 24 Mo. alten Kontrollmausen und 24 Mo. alten
fructosebehandelten Mausen. Die eingestellte Proteinkonzentration betrédgt 0,8 ug/uL. B
Die Detektion von Albumin im Plasma von 4 und 24 Mo. alten Kontrollmausen und 24
Mo. alten Interventionsméausen. Die eingestellte Proteinkonzentration betragt 0,05
pg/uL. jK — 4 Monate; K — 24 Monate; F — 24 Monate + Fructose; kDa - kilo Dalton (n = 7-
8/Gruppe)
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