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1. Einleitung

1.1. Grundlagen des Fruktosestoffwechsels

Fruktose ist ein Monosaccharid, das naturlicherweise in Obst, Gemuse und Honig vorkommt und
aufgrund seiner hohen SuBkraft, als auch aufgrund ihrer geringen Kosten sowie ihrer Fahigkeit
allgemeine Qualitatsmerkmale des Endprodukts zu verbessern, haufig in der
Lebensmittelindustrie eingesetzt wird [1]. Des Weiteren kommt Fruktose auch als Teil eines
Disaccharids, Saccharose, mit Glukose im Verhéltnis von 1:1 vor [2]. Sie spielt insbesondere als
Bestandteil von Saccharose sowie in Form von Maissirup mit hohem Fruktosegehalt (high-
fructose corn syrup, HFCS) eine zentrale Rolle in der industriellen Lebensmittelproduktion. So
wurde vor allem in den USA Saccharose in den letzten Jahrzehnten zunehmend durch das
kostengunstigere HFCS ersetzt [3]. HFCS ist eine Mischung aus Fruktose und Glukose, wobei
verschiedene Formulierungen erhaltlich sind, die je im Fruktosegehalt variieren. Die
gebrauchlichsten Varianten sind HFCS-42 (42% Fruktose und 58% Glukose), HFCS-55 (55%
Fruktose und 45% Glukose) und HFCS-90 (90% Fruktose und 10% Glukose) [4], [5], [6]. Wahrend
in den Vereinigten Staaten HFCS aufgrund seiner wirtschaftlichen Vorteile haufig anstelle von
Saccharose verwendet wird, ist der Konsum in den meisten europaischen Landern
vergleichsweise gering [7], [8]. Die Weltgesundheitsorganisation empfiehlt die Aufnahme von
freiem Zucker idealerweise auf weniger als 5 - 10 % der Gesamtenergieaufnahme zu begrenzen
[9]. Dennoch liegt die durchschnittliche Zuckeraufnahme in vielen Landern, darunter die USA,
Lateinamerika und Europa, Uber den empfohlenen Grenzwerten, was gesundheitliche

Implikationen nach sich ziehen kann [10].

1.1.1. Absorption und Metabolismus

Aufnahme, Verteilung

Fruktose wird, wie andere Nahrstoffe auch, im Dunndarm aufgenommen [8]. Wird Fruktose als
Teil von Saccharose aufgenommen, wird sie zunachst von blrstensaumstandigen Saccharasen
(Glukosidasen) in ihre Bausteine, Glukose und Fruktose, hydrolysiert[11], [12]. Die Aufnahme und
der Transport von Fruktose erfolgen hauptsachlich durch erleichterte Diffusion Uber
Glukosetransporter (GLUTs), die sich auf beiden Seiten der Enterozytenmembran befinden. Die
Absorption von Fruktose erfolgt durch GLUT5, das sich auf der apikalen Membran des Enterozyten
befindet [7] und ist im Gegensatz zu Glukose, welche aktiv durch den Natrium-Glukose-
Cotransporter 1 (SGLT1) unter Energieaufwand absorbiert wird, ein insulin- und
natriumunabhangiger Prozess ohne Adenosintriphosphat (ATP)-Verbrauch [10]. Ein Teil der

Fruktose wird in den Enterozyten direkt in Glukose metabolisiert. Wenn jedoch groBe Mengen




Fruktose konsumiert werden, gelangt Fruktose in die Leber und den Dickdarm. Die Leber stellt
den primaren Ort des Fruktosestoffwechsels dar. Fruktose kann jedoch auch von der Niere, dem

Skelettmuskel und dem Fettgewebe verstoffwechselt werden [10].

Der Transport in den portalen Blutkreislauf erfolgt durch GLUT2, das sich auf der basolateralen
Membran der Enterozyten befindet [7]. Die Fruktosekonzentrationen im peripheren Plasma liegen
bei gesunden Erwachsenen typischerweise bei etwa 0,04 mM und kdnnen nach dem Konsum von
Fruktose akut auf um das 10-fache ansteigen [13], [14]. Wahrend der Transporter GLUT5, der eine
hohe Affinitdt fur Fruktose hat, im Dinndarm, in den Nieren, im Fettgewebe, der
Skelettmuskulatur und auch im Gehirn stark exprimiert wird, kommt er in der Leber jedoch kaum

vor. Daher wird der Fruktosetransport dort in erster Linie durch GLUT2 vermittelt [8].

Stoffwechsel

Der Fruktosestoffwechsel beginnt im Dunndarm, der eine zentrale Rolle in der
Fruktoseverarbeitung spielt [15]. Alle fruktolytischen Enzyme werden im Dinndarm, besonders
im Jejunum, stark exprimiert. Dort werden auch die héchsten GLUT5-Werte beobachtet. Ahnlich
wie bei GLUTS5 steigt bei Aufnahme von Fruktose auch die intestinale Expression fruktolytischer
und glukogener Enzyme, abhangig von der GLUT5 und Ketohexokinase -Aktivitat [16]. Bei niedriger
Fruktosezufuhr (<0,5 g/kg) kann der Darm etwa 90 % der aufgenommenen Fruktose
verstoffwechseln und hauptsachlich in Glukose und organische Sduren umwandeln, wodurch nur
geringe Mengen in den portalen Kreislauf gelangen [7], [15]. Die Kapazitat zur Fruktoseaufnahme
bei gesunden Erwachsenen variiert zwischen <5 g und >50 g pro Portion. Wird diese Kapazitat
Uberschritten, gelangt Uberschussige Fruktose in die Leber [15]. Eine hohe Fruktoseaufnahme (=1
g/kg) kann zudem gastrointestinale Beschwerden wie Blahungen, Bauchschmerzen und Durchfall
verursachen [7]. Daher stellt der Dunndarm nicht nur einen Ort fur die Absorption und
Verstoffwechselung von Fruktose dar, sondern fungiert auch als Barriere, um zu verhindern, dass
groBe Mengen an Fruktose in die Leber gelangen, was potenziell toxische Auswirkungen hatte

[15].

Der Fruktosestoffwechsel in der Leber (Abbildung 1) unterscheidet sich grundlegend vom
Glukosestoffwechsel, obwohl beide Zucker strukturell ahnlich sind [8]. Wahrend Glukose durch
die Glukokinase (GK) zu Glukose-6-Phosphat phosphoryliert wird, wird Fruktose durch die
Ketohexokinase (KHK), unter ATP-Verbrauch, zu Fruktose-1-Phosphat (F1P) phosphoryliert [15],
[17]. KHK liegt in zwei Isoformen vor: KHK-A, die ubiquitar exprimiert wird, und KHK-C, die vor
allem in der Leber, dem Darm und den Nieren vorkommt und eine hohe Affinitat fur Fruktose
besitzt [10]. Die Phosphorylierungsrate von KHK ist etwa 10-mal hoher als die von GK. Diese

schnelle Phosphorylierung fuhrt dazu, dass Fruktose bevorzugt in die Leber aufgenommen und




metabolisiert wird, da KHK-C keine negative Rickkopplungshemmung besitzt [10], [18]. Die
unregulierte Fruktolyse in der Leber ermdglicht bei hoher Fruktosezufuhr eine schnelle
Anreicherung von Hexose- und Triosephosphaten, wodurch zentrale

Kohlenstoffstoffwechselwege vermehrt mit Substraten versorgt werden konnen [16].

@ ATP
ADP — AMP— — Harnséure

Fruktose-1-P

@ \ ENZYME
@ Fruktokinase (Ketohexokinase)

Glycerinaldehyd

@ R @ Aldolase B
f’ADP @ Triosekinase
Dihydroxyaceton Glycerinaldehyd- (4) Triosephosphatisomerase
phosphat ~_—~_  3-Phosphat
® M
b
1
vl
Glycerin-3-Phosphat Pyruvat ——— Laktat
1\ FA
Glycerin
TCA-Zyklus
Triglyceride

Abbildung 1: Fruktosestoffwechsel in der Leber

Fruktose wird in der Leber zu Fruktose-1-phosphat (F1P) phosphoryliert und durch Aldolase B in
Glycerinaldehyd und Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) gespalten. Diese Metabolite werden in
Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) Uberfuhrt und in die Glykolyse, Glukoneogenese, Lipogenese oder
Triglyceridsynthese eingeschleust [19], [20], [21], [22]. GLUT2: Glukosetransporter 2; ADP:
Adenosindiphosphat; ATP: Adenosintriphosphat; AMP: Adenosinmonophosphat; Fruktose-1-P: Fruktose-1-
Phosphat; FA: Fettsauren; TCA-Zyklus: Tricarbonsaurezyklus. Erstellt in https://BioRender.com

Nach der Phosphorylierung wird F1P durch das Enzym Aldolase B in Glycerinaldehyd und
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) gespalten [16], [19], [20]. Beide Metabolite konnen in einer
weiteren Reaktion zu Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) phosphoryliert werden. DHAP und GAP
stellen dabei zentrale intermediare Verbindungen dar, die sowohlin die Glykolyse als auch in die
Glukoneogenese eingeschleust werden kénnen [19], [21]. DHAP kann zudem reversibel durch die
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase in Glycerin-3-phosphat uberfihrt werden. Dieser

Metabolit dient als Vorstufe in der de-novo-Lipogenese (DNL), wodurch die Synthese freier




Fettsduren und Triglyceride ermaoglicht wird [19], [20], [21], [22]. GAP kann wiederum zu Pyruvat
abgebaut werden, das anschlieBend entweder zu Laktat reduziert und in den systemischen
Kreislauf abgegeben oder zu Acetyl-CoA oxidiert wird. Acetyl-CoA fungiert als zentraler Metabolit
in der Lipogenese, der Triglyceridbiosynthese sowie im Tricarbonsaurezyklus (TCA-Zyklus) [20],

[21], [22].

Ein Uberschuss an Fruktose kann aufgrund der fehlenden Rickkopplungshemmung zu einer
Uberproduktion metabolischer Zwischen- und Endprodukte fihren, die typischerweise an der
Glykolyse, der Lipogenese und der Triglyceridsynthese beteiligt sind, und somit zur Entstehung

metabolischer Stérungen beitragen kénnen [20], [21].

1.2. Das menschliche Immunsystem und bakterielle Erreger

1.2.1. Grundlagen des angeborenen Immunsystems

Das Immunsystem des Menschen stellt ein hochkomplexes Abwehrsystem dar, das den Koérper
vor Pathogenen schutzt. Es besteht aus zwei Hauptkomponenten: dem angeborenen
Immunsystem, das eine schnelle und unspezifische erste Verteidigungslinie bildet, und dem
adaptiven Immunsystem, das spezifische, langanhaltende Immunantworten vermittelt. Das
angeborene Immunsystem umfasst physikalische Barrieren wie Haut und Schleimhaute, losliche
Proteine und bioaktive kleine Molekulle, wie Komplementproteine und Zytokine sowie eine
Vielzahl von Immunzellen, darunter Granulozyten und Monozyten sowie die sich aus ihnen
differenzierenden Makrophagen. Eine entscheidende Funktion dieser Immunzellen bestehtin der
Erkennung und Eliminierung von Pathogenen [23]. Hierbei spielen Mustererkennungsrezeptoren
(Pattern Recognition Receptors, PRRs), die auf Zellen des angeborenen Immunsystems
exprimiert werden, eine zentrale Rolle. Zu den wichtigsten PRRs gehdren die Toll-like Rezeptoren
(TLRs), welche konservierte molekulare Strukturen von Mikroorganismen erkennen, sogenannte
Pathogen-assoziierte molekulare Muster (Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) [24],
[25]. Die Bindung eines PAMPs an einen TLR fuhrt zur Aktivierung von intrazellularen Signalwegen,
die eine proinflammatorische Immunantwort auslosen. Dies geschieht durch die Induktion von
Zytokinen wie TNF-qa, IL-6 und IL-18, die eine entscheidende Rolle in der Immunabwehr spielen

[26].

1.2.2. Bakterielle Infektionen und grampositive Bakterien: Struktur und Pathogenitat

Bakterielle Infektionen stellen weiterhin eine globale Belastung flur das Gesundheitssystem dar.
Im Jahr 2019 waren sie fur jeden achten Todesfall verantwortlich und machten somit 13,6% aller

Todesfalle weltweit aus. Mit insgesamt 13,7 Millionen Todesfallen stellten bakterielle Infektionen




2019 die zweithaufigste Todesursache dar. Davon konnten 7,7 Millionen Todesfalle mit 33
bakteriellen Erregern in Verbindung gebracht werden und lediglich funf dieser untersuchten
bakteriellen Krankheitserreger (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus
pnheumoniae, Klebsiella pneumoniae und Pseudomonas aeruginosa) waren fur etwa 54,9% der

Todesfalle verantwortlich [27].

Der Einsatz konventioneller Antibiotika zur Behandlung bakterieller Infektionen verliert aufgrund
der zunehmenden Resistenzbildung von Bakterien seine Wirkung. Antimikrobiell resistente und
multiresistente Bakterien treten zunehmend auf und stellen ein immer gréBer werdendes
Problem dar [28], [29]. Schatzungen zufolge konnten 2021 4,71 Millionen Todesfalle mit
antimikrobiell resistenten Bakterien in Verbindung gebracht werden, darunter 1,14 Millionen

Todesfalle, die direkt auf bakterielle antimikrobielle Resistenz zurtckzufuhren waren [30].

Zu den besonders problematischen Bakterien zahlt Staphylococcus aureus, ein grampositives
Bakterium, das 2019 fur mehr als 1 Millionen Todesfalle verantwortlich war [27]. Grampositive
Bakterien besitzen eine komplexe, mehrschichtige Zellhllle, die ihnen Schutz vor externen
Einflissen bietet [31]. Diese Zellhille besteht aus zwei Hauptstrukturen: einer zytoplasmatischen
Lipiddoppelschichtmembran und einer daruber liegenden Zellwand [32]. Die Lipidmembran
enthalt meist groBe Mengen an Phosphatidylglycerol und Cardiolipin sowie zahlreiche
Transmembranproteine und Lipoproteine, die an der Synthese der Zellhllle, dem Transport von
Zellhullenvorlaufern oder dem Export toxischer Substanzen beteiligt sind [31]. In der
Zellmembran sind zudem Lipoteichonsauren (LTA) verankert, ein wichtiges anionisches Polymer,
das zusammen mit Wandteichonsauren (WTA) die Zellwandstruktur verstarkt [31], [33]. Die
Zellwand selbst wird von einer dicken Schicht Peptidoglykan (auch Murein oder Sacculus
genannt) gebildet [32], welche 30 bis 100 nm dick sein kann [33]. Dieses Peptidoglykan besteht
aus B-1,4-verknlpften Disaccharideinheiten von N-Acetylglucosamin und N-
Acetylmuraminsaure, die Uber Peptidseitenketten netzartig verknupft sind [31], [33]. Dartber
hinaus sind Peptidoglykanschichten kovalent mit  Wandteichonsauren sowie
Kapselpolysacchariden verbunden [31]. Die Kapsel stellt die auBerste Schicht vieler
grampositiver Bakterien dar und besteht meist aus Polysacchariden oder Polypeptiden, die das

Bakterium in einer dicken, amorphen Schicht umhdullen [31], [33].

1.2.3. Toll-like Rezeptoren und deren Rolle im angeborenen Immunsystem

Das angeborene Immunsystem verfligt Uber die Fahigkeit, Bestandteile pathogener
Mikroorganismen uber PRRs wie die TLRs zu erkennen. Beim Menschen sind bislang zehn

verschiedene TLRs identifiziert worden [24], [34], [35]. TLRs sind integrale Transmembran-




Glykoproteine, die sich aus drei funktionellen Doméanen zusammensetzen: einer extrazellularen
Ektodomane mit leucinreichen Wiederholungssequenzen (leucine-rich repeats, LRRs), welche
die Erkennung von PAMPs vermittelt, einer Transmembrandomane sowie einer
zytoplasmatischen Toll/IL-1-Rezeptor-(TIR)-Domane, die die intrazelluldre Signalweiterleitung
initiiert [24], [26], [35], [36]. Die Ektodoméane von TLRs besitzt eine charakteristische
hufeisenformige Struktur. Die PAMP-Erkennung erfolgt meist durch Homo- oder
Heterodimerisierung des TLRs in Kombination mit Korezeptoren oder akzessorischen Molekulen
[35], [36]. Nach Ligandenbindung rekrutieren TLRs TIR-Doméanen-haltige Adapterproteine wie
MyD88 (Myeloid Differentiation Primary Response 88) oder TRIF (TIR-domain-containing adapter-
inducing interferon-f) [26], [35]. Diese aktivieren nachgeschaltete Signaltransduktionskaskaden,
die zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (nuclear factor kappa B), IRFs (interferon
regulatory factors) oder MAP-Kinasen (mitogen-activated protein kinases) fuhren. In der Folge
werden proinflammatorische Zytokine, Chemokine sowie Typ-I-Interferone exprimiert, die eine

effektive Abwehr gegen Mikroorganismen vermitteln [26], [34], [35].

Bei der Immunantwort auf grampositive Bakterien (Abbildung 2) spielt besonders der TLR2 eine
zentrale Rolle. TLR2 wird in einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert, darunter Immunzellen (z.B.
Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen), aber auch Endothel- und Epithelzellen [24], [36],
[37]. Nach der Erkennung und Bindung eines Liganden bildet TLR2 entweder ein Homo- oder
Heterodimer, was die nachgeschaltete Signaltransduktion initiiert. In der Regel geht TLR2
Heterodimere mit TLR1 oder TLR6 ein, abhangig von der molekularen Struktur des Liganden. Das
TLR2/1-Heterodimer erkennt bevorzugt triacylierte Lipopeptide, die hauptsachlich in
gramnegativen Bakterien vorkommen [37], [38]. Die Dimerisierung mit TLR6 erfolgt hingegen in
Reaktion auf diacylierte Lipopeptide, wie Lipoteichonsauren aus grampositiven Bakterien [24],
[37], [38], [39]. Seltener erfolgt eine Dimerisierung mit TLR10. Daruber hinaus existieren Hinweise
darauf, dass TLR2 auch als Homodimer oder sogar als Monomer fungieren kann, wobei die Rolle
von TLR2 als Homodimer bislang nicht eindeutig erforscht ist [38]. An der Ligandenprasentation
sind zusatzlich Korezeptoren wie das Glykoprotein CD14 und der Rezeptor CD36 beteiligt. Der
Korezeptor CD14 erleichtert die Prasentation des Liganden an den TLR2/6-Komplex und verstarkt
so dessen Aktivierung [40]. Besonders fur die Bindung von LTA ist, dass zusatzlich der Korezeptor
CD36 in ahnlicher Weise wie CD14, an der Bildung und Funktionalitat des Rezeptorkomplexes
beteiligt ist [24], [39], [41].
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Abbildung 2: TLR2-Signalkaskade

Nach Bindung von LTA an das TLR-Heterodimer, vermittelt durch Korezeptoren wie CD14 und CD36, erfolgt eine
Aktivierung der intrazellularen TIR-Domane [24], [38], [39], [40], [41]. Diese rekrutiert tUber MAL das Adapterprotein
MyD88, woraufhin ein Komplex aus den Kinasen IRAK1/2/4 gebildet wird [26], [36], [42], [43]. Der nachgeschaltete
Signalweg aktiviert uber TRAF6 und TAK1 sowohl den NF-kB- als auch den MAPK-Signalweg [26], [35], [36]. Dies fuhrt
zur Aktivierung inflammatorischer Transkriptionsfaktoren (NF-kB, AP-1, CREB) und zur Expression
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-1B und IL-6 [35], [36], [40], [42].

LTA: Lipoteichonsaure; CD: Cluster of differentiation; TLR: Toll-like receptor; TIRAP: TIR-Doméane enthaltendes
Adaptermolekul; MYD88: Myeloid Differentiation Primary Response 88; IRAK: IL-1-Rezeptor-assoziierte Kinase; TRAF6:
TNF receptor-associated factor 6; TAB: TAK1-binding protein; TAK1: Transforming growth factor-beta activated kinase 1;
NEMO: NF-kB essential modulator; IKK: 1kB kinase; NF-KB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells; MKK: Mitogen kinase kinase; JNK: c-Jun N-terminal kinase; AP1: Activator protein-1; CREB: cAMP response
element-binding protein. Erstellt in https://BioRender.com



Die Ligandenbindung an den TLR2/6-Komplex l6st vermutlich eine Konformationsanderung aus,
welche die intrazellulire TIR-Domane von TLR2 aktiviert. Uber homotypische TIR-TIR-
Wechselwirkungen werden nach aktuellem Kenntnisstand die Adapterproteine MyD88 und das
MyD88-Adapter-like-Protein (MAL), auch bekannt als TIRAP (TIR domain containing adaptor
protein), rekrutiert [26], [42]. MAL fungiert dabei offenbar als Brickenmolekul zwischen TLR2 und
MyD88 und erleichtert so die Signalweiterleitung [44]. Nach Bindung rekrutiert MyD88 die IL-1-
Rezeptor-assoziierten Kinasen (IRAK): IRAK4, IRAK1 und IRAK2. Diese bilden zusammen mit
MyD88 einen Komplex, der als Myddosom bezeichnet wird. Es wird angenommen, dass IRAK4
durch MyD88 aktiviert wird und anschlieBend IRAK1 und IRAK2 phosphoryliert, die sich daraufhin
an mehreren Stellen autophosphorylieren [26], [36], [43]. Im nachsten Schritt bindet IRAK1 an den
E3-Ubiquitin-Ligase TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6). Gemeinsam mit den Ubiquitin-
konjugierenden Enzymen UBC13 und UEV1A katalysiert TRAF6 die K63-gebundene
Polyubiquitinierung von sich selbst und des TAK1-Komplexes (Transforming growth factor-beta
activated kinase 1) [35], [36]. TAK1 ist ein Mitglied der MAPKKK-Familie (mitogen-activated protein
kinase kinase kinase) und bildet mit den Adapterproteinen TAB (TAK1-binding protein) 1, TAB2 und
TAB3 einen aktivierbaren Proteinkomplex, der durch die Bindung an Polyubiquitinketten aktiviert

wird [26], [35].

Das aktivierte TAK1-Protein induziert zwei zentrale Signalwege: den NF-kB- und den MAPK-
Signalweg [26], [35], [36]. Der NF-kB-Weg wird Uber die Phosphorylierung des IKK-Komplexes
aktiviert, was zum Abbau des Inhibitorproteins IkBa und zur Translokation von NF-kB in den
Zellkern fuhrt. Dort reguliert NF-kB die Transkription zahlreicher inflammatorischer Gene [26],
[35], [36]. Parallel aktiviert TAK1 uber MAPK-Kinasen Mitglieder der MAPK-Familie wie JNK (c-Jun
N-terminal kinase), p38 und ERK (extracellular-signal regulated kinases) 1/2, die wiederum
Transkriptionsfaktoren wie AP-1 (Activator protein-1) und CREB (cAMP response element-binding
protein) aktivieren und so ebenfalls zur Expression entzindungsrelevanter Gene beitragen [35],

[36].

Die kombinierte Aktivierung von NF-kB und AP-1 resultiert in der verstarkten Expression
proinflammatorischer Mediatoren wie TNF-a, IL-1B, IL-6 sowie Chemokinen wie IL-8. Diese
fordern die Rekrutierung und Aktivierung weiterer Immunzellen, wie neutrophile Granulozyten und
Makrophagen, und stellen einen essenziellen Bestandteil der ersten Abwehrlinie gegen

grampositive bakterielle Infektionen dar [26], [36], [40], [42].




1.3. Fruktose und das Immunsystem: Modulation und potentielle

Auswirkungen auf Infektionskrankheiten

In den vergangenen Jahren ist das wissenschaftliche Interesse an der Wechselwirkung zwischen
Ernahrung und Immunfunktion deutlich gestiegen. Studien zeigen, dass die westliche
Ernahrungsweise nicht nur mit der Entstehung metabolischer Erkrankungen assoziiert ist,
sondern auch den Immunstatus moduliert und sowohl an der Pathogenese als auch am Verlauf
einer Sepsis beteiligt sein kann [45]. Insbesondere ein UbermaBiger Konsum von Fruktose, wie er
typischerweise in westlichen Ernahrungsformen erfolgt, wird zunehmend mit der Entstehung
metabolischer Erkrankungen wie Adipositas, Insulinresistenz, Typ-2-Diabetes und mit
metabolischer Dysfunktion assoziierter steatotischer Lebererkrankung (MASLD) in Verbindung
gebracht [2], [8], [15], [46], [47]. Diese Erkrankungen sind ihrerseits mit einem chronisch
niedriggradigen Entzindungszustand verbunden. Dabei befindet sich das angeborene
Immunsystem in einem Zustand, indem es dauerhaft aktiviert ist, was allmahlich zu

Immunseneszenz fuhren kann [48], [49], [50], [51].

Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass Menschen mit metabolischen Stérungen nicht nur ein
erhohtes Risiko fur kardiovaskulare Komplikationen tragen, sondern auch anfalliger fur bakterielle
Infektionen sind, z.B. flir Harnwegsinfekte, Lungenentzindungen oder postoperative
Wundinfektionen [52], [53], [54], [55]. Ein UbermaBiger Konsum von Fruktose kann
moglicherweise dazu fuhren, dass Fruktose und ihre Metabolite (z.B. Urat, Laktat, freie
Fettsduren) eine Umprogrammierung immunologischer Signalwege in Immunzellen wie
Monozyten und Makrophagen auslosen, welche letztlich in einer UbermaBigen Produktion
proinflammatorischer Zytokine (IL-1B, TNF-a, IL-6) und gleichzeitig beeintrachtigter
Pathogenabwehr flihren [56], [57]. Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe zeigten bereits
eine erhdohte mRNA-Expression von TLR2, TLR4 und MYD88 in humanen peripheren
mononukledren Blutzellen (PBMCs) nachdem Probanden hohe Mengen an Fruktose
aufgenommen haben [58]. Auch in weiteren Studien in Tiermodellen und in humanen Zellkulturen
(v.a. Monozyten und dendritische Zellen) fuhrt Fruktose zu einer gesteigerten Aktivitat von TLR2
und TLR4 sowie zu einer mTORC1-vermittelten Hochregulation translationaler Prozesse, die die
Immunantwort auf bakterielle Liganden wie Lipopolysaccharide (LPS) deutlich verstarken kénnen

[56], [59].

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass es Hinweise darauf gibt, dass ein hoher
Fruktosekonsum uber metabolische Dysfunktion nicht nur Entzindungsprozesse fordern kann,

sondern moglicherweise auch direkt in immunologische Signalwege eingreift, z.B. Uber TLR2. Die




zugrunde liegenden Mechanismen und potenziellen Folgen sind bislang jedoch nicht

abschlieBend geklart und bedurfen weiterer Forschung.

1.4. Fragestellung und Zielsetzung

Ein UbermaBiger Fruktosekonsum wird zunehmend mit der Entstehung metabolischer
Erkrankungen wie Adipositas, Typ-2-Diabetes und MASLD in Verbindung gebracht [8], [15], [46],
[47], [60]. Diese Erkrankungen gehen wiederum haufig mit einem erhdéhten Infektionsrisiko einher
[52], [53], [54], [55], was auf eine mdgliche Beeinflussung der Immunfunktion durch Fruktose
hindeutet. Tatsachlich gibt es mehrere Hinweise darauf, dass Fruktose immunmodulatorische
Effekte in verschiedenen Zelltypen austben kann, wie unter anderem von Cheng et al. [61] in
einem Review dargestellt wurde. Die genauen molekularen Mechanismen dieser Effekte sind

bislang jedoch nur unzureichend verstanden.

Nier et al. [58] zeigten bereits, dass ein erhdhter Fruktosekonsum in PBMCs zu einer signifikanten
Hochregulation der TLR2-mRNA fuhrt, wahrend Glukose diesen Effekt nicht hervorrief. TLR2 spielt
eine zentrale Rolle in der angeborenen Immunantwort, insbesondere bei der Erkennung
grampositiver bakterieller Komponenten wie LTA [24], [36]. Der Transkriptionsfaktor SP1 ist an der
Regulation der TLR2-Expression beteiligt und interagiert zudem mit weiteren immunrelevanten

Signalwegen wie NF-kB [62], [63].

Ausgehend von diesen Erkenntnissen war das Ziel der vorliegenden Arbeit, den Einfluss von
Fruktose auf die TLR2-vermittelte Immunantwort ndher zu charakterisieren und potenzielle
Regulationsmechanismen durch SP1 zu untersuchen. Daruber hinaus sollte gepruft werden, ob

eine Inhibition von SP1 die zellulare Reaktion auf eine LTA-Stimulation beeinflusst.
Im Rahmen dieser Masterarbeit werden daher folgende Fragestellungen untersucht:

1. Wie beeinflusst Fruktose die TLR2-vermittelte Immunreaktion in humanen Monozyten?
2. Fuhrt die Inhibition von SP1 zu einer verdnderten Sensitivitat gegenuber einer LTA-

vermittelten Stimulation?
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2. Materialien

2.1. Allgemeine Verbrauchsmaterialien und Gerate

Destilliertes Wasser

Zentrifugenréhren, 15mL, 50mL
(Falcon)

Feinwaage

Eisbereiter FM-120KE-50-HC

Glastrichter

Rotiprotect® Nitril-Handschuhe
StarGuard® Nitril-Handschuhe
Glasflasche Simax

Becherglas

Magnetrihrer PCE-MSR 100
Magnetrihrstabchen ROTILABO®
pH Meter Orion Model 420A

Omnifix Luer Lock Solo

Syringe Filter, 0,22 um
Messzylinder

Pipettenspitzen, 1000 uL, 200 pL,
100 pL, 20 pL, 10 pL

Vortex Laborschittler

ReaktionsgefaBstander -ROTILABO®

Réhrchengestell
Laborstift
Labortlicher - Kimtech
MikroreaktionsgefaBe

Zentrifuge Z 216 MK/ Zentrifuge Z
446 K

Stoppuhr

Mehrkanalpipette Research Plus®
(100 pL, 300 pL)

Mixing Block MB - 102

Pufferwanne Kunststoff

Laborbestand

SARSTEDT AG & Co. KG, Niumbrecht, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Hoshizaki Europe B.V. - HQ, Amsterdam,
Niederlande

CarlRoth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
CarlRoth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland

Zeller GmbH, Hohenems, Osterreich
Laborbestand

PCE Deutschland GmbH, Meschede, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA

B. Braun Austria GmbH, Maria Enzersdorf,
Osterreich

Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland
BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland

Phoenix Instrument GmbH, Garbsen, Deutschland
CarlRoth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Laborbestand

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Kimberly-Clark GmbH, Koblenz, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht, Deutschland

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,
Deutschland

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

Hangzhou Bioer Technology Co., Hangzhou, China

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
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Research Plus® Pipetten (2,5 pL, 10
pL, 20 pyL, 100 uL, 200 pL, 1000 pL)

Schere

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

TipOne Filterspitzen

Vortex REAX 2000

Wasserbad
Wiegeschalen

Pipettierhilfe

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Laborbestand

SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland

STARLAB International GmbH, Hamburg,
Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Kottermann GmbH, Uetze, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
DLAB Scientific Inc., Beijing, China

2.2. Fruktose-Messungim Plasma

Chemikalien/Lésungen

Abnova Fructose Assay Kit, KA1668

Verbrauchsmaterialien und Gerate

SpectraMax M3 Multi-Mode

96-Well Microplates, Clear Bottom

Abnova GmbH, Heidelberg, Deutschland

Molecular Devices GmbH, Biberach an der
RiB, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

2.3. Zellisolation primarer Immunzellen

2.3.1. Zellisolation von PBMC’s

Chemikalien/Losungen

Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (DPBS)

Pancoll

TRItidy G™ Trizol

Verbrauchsmaterialien und Gerate

Mikroskop

Sicherheitswerkbank Heraeus Typ
HS 12/2

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

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschlad

Deutschland Heraus Instruments, Hanau,
Deutschland
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2.3.2. Zellisolation von Monozyten

Chemikalien/Lésungen

Buffy-Coat

Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (DPBS)

Monocyte Spin Medium (pluri-spin)

Penicillin-Streptomoycin
FBS Good

RPMI-1640 Medium, R8758
Trypan Blau 0,5%

Verbrauchsmaterialien und Gerate

Neubauer Zahlkammer
Mikroskop

pluriMate® Il Zentrifugenrohren,
15mL

Sicherheitswerkbank Heraeus Typ
HS 12/2

CO:; Incubator MCO-17AIC-PE

Zellkultur Suspensionsplatte (24
Well)

Rotes Kreuz, Blutspendezentrale, Wien, Osterreich

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

Pluriselect Life Science UG & Co. KG, Leipzig,
Deutschland

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

VWR International GmbH, Wien, Osterreich
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland

pluriSelect Life Science UG & Co. KG, Leipzig,
Deutschland

Deutschland Heraus Instruments, Hanau,
Deutschland

PHC Holdings Corporation, Tokyo, Japan
Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Deutschland

2.3.3. Zellisolation von T- und B-Lymphozyten

Chemikalien/Lésungen

Buffy-Coat
RPMI-1640 Medium ohne Phenolrot
Percoll™

EDTA-Solution pH 8,0 (0,5 M)

Penicillin-Streptomoycin
RPMI-1640 Medium

FBS Good

10x PBS

Rotes Kreuz, Blutspendezentrale, Wien, Osterreich
Sigma-Aldrich, Co., St. Louis,USA
Cytiva Sweden AB, Uppsala, Sweden

PanReac AppliChem ITW Reagents, Darmstadt,
Deutschland

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

pluriSelect Life Science UG & Co. KG, Leipzig,
Deutschland
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Verbrauchsmaterialien und Gerate

Sicherheitswerkbank Heraeus Typ Deutschland Heraus Instruments, Hanau,
HS 12/2 Deutschland
CO:; Incubator MCO-17AIC-PE PHC Holdings Corporation, Tokyo, Japan

2.4. Stimulation der Immunzellen

Chemikalien/Lésungen

D(-)-Fruktose (CsH120s) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Mithramycin A Cayman Chemical, Michigan USA

Lipoteichonsaure (LTA) Merck Life Science UK Limited,
Gillingham, Vereinigtes Konigreich

TRItidy G™ (Trizol) PanReac AppliChem ITW Reagents, Darmstadt,
Deutschland

Penicillin-Streptomoycin PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland

RPMI-1640 Medium Sigma-Aldrich, Co., St. Louis,USA

FBS Good PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland

Verbrauchsmaterialien und Gerate

Sicherheitswerkbank Heraeus Typ Deutschland Heraus Instruments, Hanau,
HS 12/2 Deutschland
CO; Incubator MCO-17AIC-PE PHC Holdings Corporation, Tokyo, Japan

2.5. mRNA-Expression

2.5.1. RNA-Isolation

Chemikalien/Losungen

Chloroform (CHCL;s) =2 99,5% Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol (C2HeO) = 99,8% Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Isopropanol (C3HsO) = 99,5% Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Nuklease-freies Wasser Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Autoklaviert, DEPC-behandelt
TRItidy G™ Trizol AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
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2.5.2. cDNA-Synthese (Reverse Transkription)

Chemikalien/Lésungen

Reverse Transcription System Kit Promega Cooperation, Madison, USA

Verbrauchsmaterialien und Geréate

DLAB Mini Zentrifuge Typ D1008 DLAB Scientific Co., Ltd., Beijing, China
LifeECO Thermal cycler Hangzhou Bioer Technology Co., Hangzhou, China
Multiply® pStrip Pro 8-strip, 0,2 pL Sarstedt AG & Co, Niumbrecht, Deutschland

2.5.3. Quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion

Chemikalien/Lésungen

iTagTM Universal SYBR® Green Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Nuklease-freies Wasser Promega Cooperation, Madison, USA
Primer (forward, reverse): 18S, Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland

GLUT5, TLR2, TNF-q, IL-6, IL-13, SP1
(Sequenzen siehe Tabelle 8)

Verbrauchsmaterialien und Gerate

CFX ConnectTM Real- Time System Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

DLAB Mini Zentrifuge Typ D1008 DLAB Scientific Co., Ltd., Beijing, China

Microseal 'B' PCR Plate Sealing Film Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Hard Shell PCR Plates 96 well Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Zentrifuge Z 446 K HERMLE Labortechnik GmbH, Wehingen,
Deutschland

2.6. Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Chemikalien/Lésungen

Human IL-1B/IL-1F2 DuoSet® ELISA R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

Human IL-6 DuoSet® ELISA R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

Human TNF-a DuoSet® ELISA R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

Tween® 20 (Polyoxyethylen-20- CarlRoth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
sorbitanmonolaurat)

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Kaliumchlorid (KCL) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
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di-Natriumhydrogenphosphat
(NaHPO,)

Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2POy)

Albumin Fraktion V (BSA)

Stabilisierte Peroxid (H20,) Losung
(Color Reagent A)

Tetramethylbenzidin
(Color Reagent B)

2N Schwefelsaure (H.SO,)

Verbrauchsmaterialien und Gerate
Rotilabo®- Abdeckfolien fur
Mikrotestplatten, Polyester, steril

SpectraMax M3 Multi-Mode

iMark™ Microplate Absorbance
Reader

Thermo-Shaker PST-60 HL
Mikrotestplatte 96-Well

2.7. Western-Blot
Chemikalien/Losungen

2-B-Mercaptoethanol (C,Hs0S)
37% konzentrierte Salzsaure (HCl)
Acrylamid/Bis (30%) (CsHsNO)

Ammoniumpersulfat (APS)
((NH4)2820s)

Bromphenolblau (C1gH1oBr,OsS)
1,4-Dithiothreitol (C4H100,S,)

Essigsaure 100% (C,H.0,)
Glycerol (C3HsO3)

Glycin (C,HsNOy)

Magermilchpulver

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Molecular Devices GmbH, Biberach an der RiB,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

BioSan SIA, Riga, Lettland
R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

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

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

PanReac AppliChem, Darmstadt, Deutschland
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Methanol (CH;OH)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdodecylsulfat (SDS)
(NaC12H25304)

Ponceau S (C22H16N4O13S4)
Precision Plus Protein Standard
Priméarantikorper SP1
Primarantikorper B-Actin

Sekundérantikorper Anti-Mouse I1gG
(HRP-linked)

SuperSignal™ West Dura Extended
Duration Substrate

Tetramethylethylendiamin (CsH1sN2)
(TEMED)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
(Tris base )(C4H11NO3)

Tween® 20 (Polyoxyethylen-20-
sorbitanmonolaurat)

Verbrauchsmaterialien und Gerate

ChemiDoc™ Imaging Systems
(XRS+System)

Extra Thick Blot Paper
Gel Releasers
Impuls SchweiBgerat PM-FS-200-S

Mini-PROTEAN® Casting Stand
Gaskets

Mini-PROTEAN® Glass Plates

Mini-PROTEAN® Spacer Plates
(1,5mm)

Mini-PROTEAN® System Comb 15
well

Mini-PROTEAN® Tetra Cell Casting
Stands & Clamps

Mini-PROTEANZ® Tetra Electrode
Assembly

Mini-PROTEANZ® Tetra Vertical

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

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

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, USA

Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, USA

Cell Signaling Technology, Leiden, Niederlande

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
ALLPAX GmbH + Co. KG, Papenburg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
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Electrophoresis Cell for Mini Precast

Gels

Multifunktionsrotor PS-M3D
Orbi-Blotter™
Plastikkassetten

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-
Membran

PowerPac™ HC High-Current Power
Supply

Schlauchfolie zum EinschweiBen

Trans Blot Turbo Transfer System

2.7.1. Proteinextraktion

Chemikalien/Lésungen

1,4-Dithiothreitol (C4H100.S,)
2-Propanol (CsHsO)

Ethanol (99,5% Ph.Eur. reinst)
(C2Hs0)

Guanidinumchlorid (CHsNsHCL)
Harnstoff (CH4N,0)

Protease Inhibitor Cocktail

Phosphatase Inhibitor Cocktail 2

Phosphatase Inhibitor Cocktail 3

2.8. Statistische Auswertung

Software

CFX Manager™ Software Version 3.1

GraphPad Prism 7.0
Microsoft Office 365

SoftMax Pro7 Software

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Grant Instruments Ltd, Cambridge, UK
Benchmark Scientific Inc, Sayreville, USA
Laborbestand

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

ALLPAX GmbH + Co. KG, Papenburg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

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

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

BIO-RAD Laborator Inc., Hercules, USA
GraphPad Software, Inc., San Diego, USA
Microsoft Corporation, Redmon, USA

Molecular Devices GmbH, San Jose, USA
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3. Methoden

3.1. Humanstudien

Zusatzlich zu den selbst erhobenen Daten werden in dieser Arbeit weitere relevante Daten der
eigenen Arbeitsgruppe, welche im Rahmen der ENDO-META (Effect of Monosaccharides on
Intestinal Barrier Function) Studie erhoben wurden, betrachtet und diskutiert. Bei diesen Daten
handelt es sich um die Fruktosekonzentration im Plasma sowie der GLUT5-mRNA-Expression in
PBMCs nach Aufnahme einer fruktosereichen Diat. Die Studie ist bei ClinicalTrials.gov registriert
(NCT03482284) und durch die Ethikkommission des Universitatsklinikums Jena (4588-11/15)
genehmigt. Das Studiendesign wird im Folgenden kurz zusammengefasst. Fur die Durchfuhrung
weiterer Experimente wurden zudem Monozyten aus Vollblut von Spendern isoliert, was durch die
Ethikkommission der Universitat Wien (Referenznummer: 00586) genehmigt wurde. Zudem
wurden Monozyten und Lymphozyten aus Buffy Coats anonymer Spender isoliert, welche vom

Osterreichischen Roten Kreuz bezogen wurden.

Studiendesign

Probanden im Alter von 21 — 33 Jahren erhielten fur 4 Tage eine standardisierte Diat gefolgt von
einer Diat, bei der komplexe Kohlenhydrate entweder mit Fruktose oder Glukose (25 % der
Gesamtenergiezufuhr) fur 3 Tage ersetzt wurden. Nach der ersten Intervention folgte eine 3-
wochige Auswaschphase bevor der Ablauf mit der zweiten Intervention wiederholt wurde. Den
Probanden wurde dabei zu Studienbeginn und jeweils nach Aufnahme der standardisierten Diat

und der Intervention Blut abgenommen.

3.2. Fruktose-Messungim Plasma

Die Fruktosekonzentration wurde im Plasma der Probanden der ENDO-META Studie einmal
nudchtern und einmal postprandial, im Anschluss an die Fruktose-Intervention gemessen. Hierzu

wurde ein kommerziell erhaltlicher Assay verwendet der in Folge kurz beschrieben wird.

Tabelle 1: Herstellung der Fruktose-Standardreihe

Standard | 1000 yM STD (uL) H.O (uL) Fruktose [pM]
1 100 0 1000
2 60 40 600
3 30 70 300
a 0 100 0

STD (Standard)

Zunachstwurden die Plasmaproben in einem Verhaltnis von 1:2 mitdH,O verdunnt. AnschlieBend

wurde die Standardreihe vorbereitet. Dazu wurde zunachst eine 1000 uM Stocklosung hergestellt
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indem 12 pL Standard (20 mM) mit 228 yL dH,O verdunnt wurden. Daraus konnte dann wie in
Tabelle 1 dargestellt die Standardreihe hergestellt werden. Darauffolgend wurden die verdunnten
Proben und Standards in eine 96-Wellplatte pipettiert. Danach wurden je 80 pyL Farbreagenz (56
pL Assay Puffer, 1 yL Enzym, 14 yL PMS-L6sung, 14 pL MTT-Lésung) in die Wells zu den Proben
und Standards vorgelegt. Nach einer einstiindigen Inkubation im Dunklen bei Raumtemperatur
wurde die Absorption bei 565 nm im Photometer gemessen. Mit Hilfe der Standardgerade lie sich

die Fruktose-Konzentration berechnen.

3.3. Zellisolation primarer Immunzellen

3.3.1. Zellisolation von PBMCs aus Vollblut

Die Isolation von PBMCs erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation aus dem Vollblut der
Probanden der ENDO-META-Studie. Das genaue Vorgehen ist in Nier et al. [58] beschrieben und
wird im Folgenden nur kurz zusammengefasst. Zundchst wurde Pancoll (Dichte: 1,077 g/mL) in
die Falcons vorgelegt und das Blut, im Verhaltnis 1:1 mit DPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered
Saline) verdunnt, vorsichtig darauf geschichtet. AnschlieBend wurden die Proben fur 30 Minuten
bei 800 rcf und Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden die
PBMCs abgenommen und in ein neues Falcon uberfuhrt. Es folgten zwei Waschschritte, wie sie
unter 3.3.2 bei der Isolation von Monozyten beschrieben werden. SchlieBlich wurden die Zellen in

TRItidy G™ (Trizol; AppliChem) aufgenommen und bei —80°C gelagert.

3.3.2. Zellisolation von Monozyten aus Vollblut oder Buffy-Coat

Die Isolation humaner Monozyten erfolgte entweder aus Vollblut gesunder Spender oder aus
Buffy-Coats, die vom Wiener Roten Kreuz bezogen wurden. Die Entnahme des Vollbluts erfolgte
nach Einwilligung der Spender und mit Zustimmung der zustandigen Ethikkommission der

Universitat Wien (Referenznummer: 00586). Die Buffy-Coats wurden anonymisiert bereitgestellt.

Zunachst wurden jeweils 4,5 ml des Dichtegradientenmediums (Monocytes Spin Medium) in 15
mL pluriMate ll-Falcons vorgelegt und fur zehn Sekunden bei 1000 rcf zentrifugiert. Der
Uberstand, der Uiber der Barriere im Falcon verblieb, wurde verworfen, und das Blut gleichmaBig
auf die Falcons verteilt. AnschlieBend wurden die Falcons fur 15 Minuten bei 800 rcf zentrifugiert,
um die verschiedenen Zellfraktionen voneinander zu trennen. Das Plasma (die oberste Phase)
wurde verworfen, und die Monozyten in der darunter liegenden Phase in einem neuen 15 mL
Falcon gesammelt. Es folgten zwei Waschschritte: Dazu wurde das Falcon mit den Monozyten auf
15 mL mit DPBS aufgefullt und fur 10 Minuten bei 300 rcf und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach

jedem Waschschritt wurde der Uberstand abgenommen. Nach dem zweiten Waschschritt wurde
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das Zellpellett in 1 mL DPBS resuspendiert und das Falcon, abhangig von der PellettgroBe, auf 5
bis 10 mL mit DPBS aufgefullt.

Berechnung der Zellzahl

Zum Zahlen der Monozyten wurde die Zellsuspension in einer 1:3 Verdinnung, bestehend aus 10
pL Zellsuspension, 10 yL DPBS und 10 pL Trypanblau, auf eine Neubauer Zahlkammer
aufgetragen. Unter dem Lichtmikroskop wurden die Zellen anschlieBend in den vier Quadraten
gezahlt und der Mittelwert gebildet, sodass die Gesamtzellzahl wie folgt berechnet werden

konnte:

Y Zellzahl der Quadrate
Anzahl der Quadrate

* VF * 10000 * Volumen der Zellsuspension

Der Verdunnungsfaktor (VF) betrug 3 und das Volumen der Zellsuspension 5 -10 mL.

Ausséden der Zellen

Das Falcon mit der Zellsuspension wurde anschlieBend erneut bei 300 rcf fur 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellett in 1 mL RPMI-1640
Kulturmedium (Herstellung siehe Tabelle 2) resuspendiert. AnschlieBend wurde noch so viel
Kulturmedium hinzugefugt, dass 300.000 Monozyten in einem Volumen von 350 uL in einer 24-
Well Suspensionsplatte ausgesaht werden konnten. Die Zellkulturplatte wurde flur eine Stunde

bei 37°C und 5% CO, in den Inkubator gestellt.

Tabelle 2: Herstellung des RPMI-1640 Mediums

Substanz Volumen
RPMI-1640 (with L-glutamine and sodium bicarbonate) 445 mL
Hitzeinaktiviertes' FBS (10%) 50 mL
Pen/Strep (1%) 5mL

FBS: fetal bovine serum; Pen/Strep: penicillin/streptomycin
'FBS flir 35 Minuten bei 56°C im Wasserbad erhitzen.

3.3.3. Zellisolation von T- und B-Lymphozyten aus Buffy-Coat

Die T- und B-Lymphozyten wurden aus Buffy-Coats anonymer Blutspender isoliert, die vom
Wiener Roten Kreuz bezogen wurden. Zunachst wurden alle bendtigten Reagenzien gemal
Tabelle 3 hergestellt. In einem 50 mL Falcon wurden 15 mL Pancoll (Dichte: 1,077 g/mL) pipettiert
und anschlieBend 15 mL Buffy-Coat vorsichtig darauf geschichtet. Danach wurden die Proben fur
30 Minuten bei 400 g und Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert. Die PBMC-Fraktion wurde

anschlieBend abgenommen und in ein neues Falcon Uberfuhrt. Es folgten zwei Waschschritte, bei
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denen das Falcon mit PBS-EDTA (1 mM) auf bis zu 40 mL aufgefullt und far 10 Minuten bei 300 g
ohne Bremse zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde nach jedem Waschschritt abgenommen.
Nach dem zweiten Waschschritt wurden die Zellen in 20 mL RPMI-1640 Medium (ohne Phenolrot;
+ 10% FBS) resuspendiert. In einem neuen Falcon wurden zunachst 25 mL iso-osmotische
Percoll-Losung pipettiert, und die PBMC-Fraktion vorsichtig darauf geschichtet. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt bei 550 g fir 30 Minuten ohne Bremse wurde der Uberstand
abgenommen, das Zellpellet in 1 mL PBS-EDTA resuspendiert und in ein neues 50 mL Falcon
Uberfuhrt. Das Falcon wurde erneut mit PBS-EDTA auf 40 mL aufgefullt und fir 10 Minuten bei 400
g ohne Bremse zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen, und das Pellet in 15
mL RPMI-1640 Medium mit Phenolrot aufgenommen. Die Bestimmung der Zellzahl sowie das

Aussaen der Zellen erfolgten wie bei den Monozyten (siehe 3.3.2).

Tabelle 3: Losungen zur Isolation von T- und B-Lymphozyten.

Lésung Vorgehen
250 mL PBS
PBS-EDTA (1mM)
+ 0,5 mL EDTA (0,5 M)
RPMI-1640 ohne Phenolrot + 50 mL RPMI-1640 ohne Phenolrot
10% FBS +5mLFBS

1. 23,13 mL Percoll + 1,87 mL 10x PBS

2. 23 mL Percoll-PBS-Lésung + 27 mL RPMI-1640 (mit Phenolrot)
+10% FBS
50 mL FBS 35 Minuten bei 56 °C im Wasserbad erhitzen

2. 5 mL Penicillin-Streptomycin (P/S) auftauen

3. 445 mL RPMI-1640 + 50 mL hitzeinaktiviertes FBS + 5 mL P/S

46% Iso-osmotische Percoll-
Lésung

RPMI-1640 mit Phenolrot + 10%
FBS + 1% P/S

PBS: Phosphate buffered saline; EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure; FBS: fetal bovine serum; Pen/Strep:
penicillin/streptomycin

3.4. Stimulation der Immunzellen

Um zu untersuchen, ob der Einfluss von Fruktose auf die Immunreaktion unter anderem durch die
Regulation von TLR2 vermittelt wird und ob die Inhibition von SP1, einem Transkriptionsfaktor, der
die Expression von TLR2 reguliert, zu einer erhohten Sensitivitat gegenuber LTA fihrt, wurden
isolierte Monozyten mit 50 uM Fruktose und 0,1 nM bis 100 nM Mithramycin A, einem SP1-

Inhibitor, behandelt und anschlieBend mit 10 pg/ml LTA stimuliert.

In einem ersten Experiment wurden die Monozyten mit Fruktose sowie verschiedenen

Konzentrationen von Mithramycin A behandelt. Nachdem eine effektive Konzentration von

Mithramycin A bestimmt worden war, erfolgte in einem zweiten Experiment eine erneute

Behandlung der Monozyten mit Fruktose und Mithramycin A, gefolgt von einer Stimulation mit LTA.

Der genaue Versuchsablaufist in Abbildung 3 dargestellt.
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Zusatzlich wurden B- und T-Lymphozyten fur zwei, sechs und zwolf Stunden mit Fruktose

behandelt, um zu prufen, ob auch in diesen Zellen eine Reaktion auf Fruktose beobachtbar ist.

300.000 Monozyten/ Well

(1) +Fru(50 pm) +LTA (10 I
" XMIT (0,1 nM: 1nM: 5 nm; 10 nM: 50 nM; 100 nM) 2) £LTA(10 pg/mi)

Fructose |2 QOOOQ0O X 6h/ 12h Inkubation o % 2h / 6h Inkubation

»
»
> b

¥
Mithramycin A

S CAN . . "
(3) zellsuspension abnehmen | 4 Zellen in Trizol lésen

/- NN AN
-9

A Zellen pelletieren —
YOO + Uberstand abnehmen
—p —_—

Abbildung 3: Zellstimulation: Monozyten
LTA: Lipoteichonsaure; Fru: Fruktose; MIT: Mithramycin A.
Erstellt mit BioRender.com

Die Monozyten wurden mit 50 pM Fruktoselosung sowie Mithramycin A in verschiedenen
Konzentrationen (0,1 nM, 1 nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM, 100 nM) behandelt. Die Zellen wurden
anschlieBend fir sechs bzw. zwolf Stunden bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurde die Zellsuspension in ein 1,5 mL ReaktionsgefaB Uberflihrt und flur funf
Minuten bei 2000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und bei -80 °C gelagert, und zur Lyse der Zellen wurden 500 pL Trizol auf die Zellpellets pipettiert.
Nach kurzem Vortexen und einer funfminutigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die

lysierten Zellen ebenfalls bei -80 °C gelagert.

Im zweiten Experiment wurden die Monozyten erneut mit Fruktose (50 pM) und Mithramycin A (10
nM, 50 nM) behandelt. Nach einer Inkubationszeit von zwd6lf Stunden bei 37 °C und 5 % CO,
wurden einige Zellen zusatzlich fur zwei Stunden mit LTA (10 pg/mL) stimuliert. Die Entnahme der

Zellen nach Versuchsende erfolgte wie zuvor beschrieben.

Im Experiment mit den Lymphozyten erfolgte eine Behandlung mit Fruktose (50 uM) flr zwei,

sechs und zwolf Stunden. Alle Versuchsbedingungen sind in Tabelle 4 dargestellt.
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Tabelle 4: Versuchsbedingungen fiir die Zellstimulation

Monozyten Lymphozyten
Versuch 1 Versuch 2 % (2,6,12h)
¥ (6;12h) ¥ (12h)

Unstimuliert Unstimuliert Unstimuliert
50 uM Fruktose 50 uM Fruktose 50 uM Fruktose
50 uM Fruktose + 0,1 nm MIT 10 pg/mL LTA
50 uM Fruktose + 1 nm MIT 50 uM Fruktose + 10 ug/mL LTA
50 UM Fruktose + 5 nm MIT 50 uM Fruktose + 10 nM MIT
50 uM Fruktose + 10 nm MIT 50 uM Fruktose + 10 nM MIT + 10 pg/mL LTA
50 uM Fruktose + 50 nm MIT 10 nM MIT +10 pg/mL LTA
50 pM Fruktose + 100 nm MIT 50 pM Fruktose + 50 nM MIT

50 uM Fruktose + 50 nM MIT + 10 pg/mL LTA

50 nM MIT + 10 pg/mL LTA

10 nM MIT

50 nM MIT

MIT: Mithramycin A; LTA: Lipoteichonséaure
Die Stimulation mit LTA erfolgte fur 2 Stunden

3.5. mRNA-Expression

3.5.1. RNA-Isolation

Die Extraktion der Ribonukleinsdure (RNA) wurde unter Verwendung des kommerziell erhaltlichen
Reagenz TRItidy G™ (Trizol; AppliChem) durchgefiuhrt, das auf der Methode der sauren
Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion basiert. Diese Methode wurde 1987 von
Chomczynski und Sacchi entwickelt und ermoglicht die gleichzeitige Extraktion von RNA, DNA
und Proteinen durch eine Flussig-Flussig-Extraktion. Das Prinzip dieser Methode besteht darin,
dass die RNA nach der Extraktion mit einer sauren Losung, die Guanidiniumthiocyanat,
Natriumacetat, Phenol und Chloroform enthalt, und anschlieBender Zentrifugation von der DNA
getrennt wird. Unter sauren Bedingungen verbleibt die RNA in der oberen wassrigen Phase,
wahrend DNA und Proteine in der Interphase bzw. in der unteren organischen Phase verbleiben

[64].

Die in Trizol lysierten Zellen wurden zunachst aufgetaut, bevor zu jeder Probe 200 pyL Chloroform
hinzugefliigt wurden. Die Proben wurden daraufhin etwa 15 Sekunden geschuttelt und
anschlieBend 10 Sekunden gevortext. Nach einer 10-minutigen Inkubation bei Raumtemperatur
wurden die Proben bei 12.000 rcf und 4 °C fur 10 Minuten zentrifugiert. In diesem Schritt erfolgte
die Trennung in eine wassrige, eine Inter- und eine organische Phase. Die obere farblose Phase,
die die RNA enthalt, wurde in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefa uberfuhrt. AnschlieBend wurden

500 pL Isopropanol hinzugefugt, die Proben gevortext und fur 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach
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einer weiteren Zentrifugation bei 12.000 rcf und 4 °C folgten zwei Waschschritte. Dazu wurde
75%iger Ethanolin die ReaktionsgefaBe pipettiert. Diese wurden kurz gevortext und fir 8 Minuten
bei 7500 rcf und 4 °C zentrifugiert, wobei der Uberstand jeweils verworfen wurde. Nach dem
letzten Waschschritt wurden die MikroreaktionsgefaBe gedffnet und uber Kopf fur 10 Minuten auf
einem Papiertuch getrocknet. Zum Ldsen der RNA wurden jeweils 9 pL nukleasefreies Wasser
hinzugefugt, und die Proben wurden fir 10 Minuten bei 55 °C und 300 rpm auf einem Heizblock

inkubiert. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei -80 °C gelagert.

3.5.2. cDNA-Synthese (Reverse Transkription)

Um die Expression verschiedener Gene auf mRNA-Ebene messen zu kdnnen, muss die isolierte
RNA zunachst durch Reverse Transkription in cDNA (complementary DNA) umgeschrieben
werden. Im ersten Schritt wurde ein DNase-Verdau durchgefuhrt, um maglicherweise noch
vorhandene DNA zu degradieren. Im zweiten Schritt erfolgte die Umschreibung der RNA in cDNA
mittels der Reversen Transkriptase AMV (avian myeloblastosis virus) [65]. Da aufgrund der
geringen Zellzahl nur eine geringe RNA-Ausbeute zu erwarten war, wurde auf die RNA-
Konzentrationsmessung verzichtet, und stattdessen die maximale Menge an RNA flr die cDNA-

Synthese verwendet.

Far den DNase-Verdau wurden zunachst 8 pL RNA in spezielle cDNA-ReaktionsgefaBe uberfuhrt.
Zu jeder Probe wurden jeweils 1 uyL RQ1 RNase-Free DNase 10x Reaction Buffer und RQ1 RNase-
Free DNase hinzugeflgt. Nach kurzem Vortexen und Zentrifugieren mit einer Mini-Zentrifuge
wurden die ReaktionsgefaBe fur 30 Minuten bei 37 °C im Thermocycler inkubiert. Um die Reaktion
zu stoppen, wurde zu jeder Probe 1 yL RQ1 DNase Stop Solution pipettiert. Die ReaktionsgefalBe
wurden erneut gevortext und zentrifugiert, bevor sie fir eine 10-minutige Inkubation bei 65 °C
wieder in den Thermocycler gestellt wurden. Wahrenddessen wurde der Mastermix fur die

anschlieBende cDNA-Synthese, wie in Tabelle 5 beschrieben, vorbereitet.

Tabelle 5: Mastermix (cDNA-Synthese)

Reagenz Volumen pro Probe
MgCl; (25 mM) 4L
Reverse Transkriptase Puffer (10 x) 2L
dNTP-Mix (10 mM) 2uL
RNAsin 0,5pL
Random Primer (500 pg/mL) 1L
AMV Reverse Transkriptase (15 U) 0,6 pL

Nach der Inkubation im Thermocycler wurden die Proben kurz zum Abkuhlen auf Eis gestellt,

bevor 10,1 yL Mastermix zu jeder Probe hinzugefligt wurden. Die Proben wurden erneut gevortext
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und zentrifugiert, bevor sie wieder in den Thermocycler gestellt und das Programm zur cDNA-
Synthese, wie in Tabelle 6 dargestellt, gestartet wurde. SchlieBlich wurde den Proben 80 pL
DNase- und RNase-freies Wasser hinzugegeben und kurz zentrifugiert. Die fertige cDNA wurde bei

-20 °C gelagert.

Tabelle 6: Temperaturprofil der cDNA-Synthese im Thermocycler

Zeit (Minuten) Temperatur (°C)
10 25
15 42
5 95
5 4

3.5.3. Quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion

Die Methode der quantitativen Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (real-time qPCR) ermdglicht
es sowohl einstréngige als auch doppelstrangige DNA zu vervielfaltigen. Durch den Einsatz des
fluoreszierenden Farbstoffes SYBR Green kann die Amplifikation der DNA in Echtzeit verfolgt und
die Genexpression in der Ausgangs-DNA (Template) quantifiziert werden. Fur die Durchfuhrung
werden zwei spezifische Oligonukleotid-Primer, dNTPs (Desoxynukleotide), eine hitzestabile
Polymerase, Magnesium-lonen sowie ein Puffer bendtigt. Die Reaktion erfolgt durch drei sich
wiederholende Temperaturzyklen in einem Thermocycler. Im ersten Zyklus, der Denaturierung,
werden die beiden Strange der DNA aufgetrennt und die Polymerase aktiviert. AnschlieBend folgt
die Anlagerung (Annealing) der Primer an das Template bei geringerer Temperatur. Im letzten
Schritt, der Elongation, erfolgt die Synthese der komplementaren Strange unter Verwendung der
dNTPs bei einer fur die Polymerase geeigneten Temperatur. In dieser Phase lagert sich auch der
Farbstoff SYBR Green an die DNA an, wodurch ein fluoreszierendes Signal erzeugt wird, das die
Menge der gebildeten DNA widerspiegelt [66]. Da die vorher generierte cDNA als Template
verwendet wird, kann anhand der Menge der amplifizierten cDNA auf die Menge der

entsprechenden mRNA in der Ausgangsprobe geschlossen werden.

Tabelle 7: Mastermix fur die RT-qPCR

Substanz Volumen/ Probe [pL]
iTagTM Universal SYBR® Green 10
nuklease-freies Wasser 3
Primer forward' 1
Primer reverse’ 1

'fur eingesetzte Konzentrationen der entsprechenden Primer siehe
Tabelle 8
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Zunachst wurde der Mastermix entsprechend Tabelle 7 hergestellt. Die eingesetzten Primer sowie

deren Sequenzen sind in Tabelle 8 aufgefihrt.

Tabelle 8: Primersequenzen und eingesetzte Primerkonzentration

Primersequenz (5> 3¢) pmol

fw GGGCCCGAAGCGTTTACTTT

185 rv CGCCGGTCCAAGAATTTCAC 8
fw AAGGGAGGCTGACGCTTGTG

GLUT5 3
rv TGAGCAGTGCTGGGGAGTTG
fw ATTGTGCCCATTGCTCTTTC

TLR2 rv CTGCCCTTGCAGATACCATT 3
fw GAAGGAGAAGAGGCTGAGGAACAAG

TNF-a rv AAAACAACCCTCAGACGCCACAT 6

IL-6 fw CGAGCCCACCGGGAACGAAA 3
rv GTGGCTGTCTGTGTGGGGCG
fw CAAGGGCTTCAGGCAGGCCG

IL-18 rv TGAGTCCCGGAGCGTGCAGT 3
fw AGAACCCACAAGCCCAAACA

SP1 rv TGCACCTGGATTCCTAAACA 3

18S: 18S ribosomale RNA; GLUT5: Glucosetransporter 5; IL-1B: Interleukin 18; SP1: Transkriptionsfaktor SP1,
Spezifitatsprotein 1; TLR2: toll-like receptor 2; IL-6: Interleukin 6; TNF-a: Tumornekrosefaktor a; fw: forward; rv:
reverse

Jeweils 15 pL des Mastermixes wurden in die bendtigten Wells einer 96-Well-Platte vorgelegt.
AnschlieBend wurden 5 pL der cDNA, die als Template dient, in Doppelbestimmung hinzugeflgt.
Zusatzlich wurde eine Negativkontrolle (non-template control, NTC) durchgeflhrt, bei der
nukleasefreies Wasser anstelle der cDNA in Doppelbestimmung hinzugefiugt wurde. Die Platte
wurde mit einer Folie versiegelt und in den Thermocycler eingesetzt. SchlieBlich wurde das

entsprechende Programm (siehe Tabelle 9) eingestellt und gestartet.

Tabelle 9: Temperaturprofile der real-time qPCR

Gen In|t|a}le Denaturierung Anneallpgl Schmelzkurve Zyklen
Denaturierung Elongation (n)
18S
95°C,10s
GLUT5
IL-1B 95°C, 30 s 95°C,5s 64°C,30s 65°C,5s 39
95°C
SP1
95°C,10s
TLR2
IL-6 95°C, 30 s 95°C,5s 64°C,30s 65°C,5s 49
95°C
95°C,10s
TNF-a 95°C, 30 s 95°C,5s 60°C, 30 s 65°C,5s 49
95°C

18S: 18S ribosomale RNA; GLUT5: Glucosetransporter 5; IL-1B: Interleukin 1B; SP1: Transkriptionsfaktor
SP1, Spezifitatsprotein 1; TLR2: toll-like receptor 2; IL-6: Interleukin 6; TNF-a: Tumornekrosefaktor a
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Die Quantifizierung der relativen mRNA-Expression erfolgte durch die 2 22Ct-Methode [67],

wobei die Cr-Werte des 18S-Housekeeping-Gens als Referenz dienten.

3.6. Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Der Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein biochemischer Test, der auf dem
spezifischen Bindungsverhalten von Antigenen und Antikorpern basiert. Diese Methode
ermoglicht den hochsensitiven Nachweis und die Quantifizierung von Antigenen wie Proteinen,
Peptiden oder Hormonen in Flussigkeitsproben. Durch die Verwendung von enzymmarkierten
Antikorpern, die nach Bindung an das Zielantigen eine Farbanderung des Substrats bewirken,
kann das Vorhandensein dieser Molekule visuell oder fluorometrisch erfasst werden. ELISA wird
sowohl in der biomedizinischen Forschung als auch in der Diagnostik eingesetzt und ermdglicht

den Nachweis von Biomolekulen in sehr geringen Konzentrationen [68].

Zur Ermittlung der Proteinkonzentration in den Zelliberstdanden von Monozyten wurden
kommerziell erhaltliche ELISA-Kits (Duoset® ELISA Development System Kit, R&D Systems) fir
die Zytokine IL-1p3, IL-6 und TNF-a verwendet. Die Durchfuhrung des Assays, die Herstellung aller
bendtigten Reagenzien sowie das Ansetzen aller mitgelieferten Substanzen erfolgte gemaB den
Angaben des Herstellers [69], [70], [71]. Die Zusammensetzung und Herstellung von PBS sind im

Anhang in Tabelle 15 aufgelistet.

Zunachst wurden 100 pL Capture Antibody in die benotigten Wells der ELISA-Platte pipettiert und
Uber Nachtinkubiert. AnschlieBend wurde die Platte gewaschen und 300 pL Reagent Diluent (RD)
zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen pro Well hinzugefligt. Nach einer Stunde wurde
die Platte erneut gewaschen, 100 pL der Standards und verdinnten Proben (siehe Tabelle 10)
aufgetragen und flr zwei Stunden inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt, die Zugabe von
100 pL Detection Antibody und eine zweistindige Inkubation. Nach dem erneuten Waschen
wurden 100 pL Streptavidin-HRP hinzugefliigt und nach 20 Minuten erneut gewaschen.
AbschlieBend wurde 100 pyL Substratlosung pro Well zugegeben und nach einer letzten 20-
minutigen Inkubation die Reaktion durch Zugabe von 50 pL 2N Schwefelsaure gestoppt. Die
Absorption wurde bei 450 nm im Photometer gemessen. Alle Inkubationen wurden im Dunkeln, in

einem Platteninkubator, bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Tabelle 10: Probenverdiinnungen fiir den ELISA

TNF-a IL-6 IL-1B
Proben ohne LTA unverdinnt unverdinnt unverdinnt
Mit LTA stimulierte Proben 1:75 1:75 1:20

TNF-a: Tumornekrosefaktor a; IL-6: Interleukin 6; IL-1B: Interleukin 18
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3.7. Western-Blot: Proteinbestimmung von SP1 in humanen Monozyten

Die Western-Blot-Methode ermoglicht den Nachweis und die Quantifizierung spezifischer
Proteine in einer Probe. Zunachst wird das Gesamtprotein isoliert. AnschlieBend erfolgt die
Auftrennung der Proteine in einer SDS-PAGE-Gelmatrix (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)
durch Anlegen eines elektrischen Feldes im Rahmen einer Gel-Elektrophorese. Die aufgetrennten
Proteine werden durch halbtrockenes Blotting von dem Gel auf eine feste Tragermatrix, eine
PVDF-Membran (Polyvinylidendifluorid), transferiert. Dies geschieht durch das Anlegen eines
weiteren elektrischen Feldes, das senkrecht zum Gel ausgerichtet ist. Nach der Inkubation mit
spezifischen Antikdrpern kann das Zielprotein in einem letzten Schritt mittels Immunodetektion
durch Chemilumineszenz quantifiziert werden [72]. Abbildung 4 fasst den Ablauf der Western-
Blot-Methode zusammen. Die Zusammensetzung aller fur diese Methode bendtigten Losungen

kann Tabelle 16 im Anhang entnommen werden.

1) SDS-PAGE Elektrophorese 2) Proteintransfer (Blotting) 3) Blockieren
© s
|—Fi|ler paper ) AN
= /—Ge\ f > _\
- - = —Membrane \,‘
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4) Antikérper Inkubation 5) Detektieren
Substrate  Signal ‘-;i'-
o I
%Enzyme /
Primary ,JL\ is;gggsw
\’ antibody -
1) Inkubation mit primaren 1) Inkubation mit sekundéren
Antikdrper Antikdrper

Abbildung 4: Arbeitsablauf Western-Blot
Erstellt mit BioRender.com

Proteinextraktion

Zur Proteinextraktion aus den Monozyten wurde TRItidy G™ (Trizol; AppliChem) verwendet. Die

Zusammensetzung aller benétigten Losungen kann Tabelle 11 entnommen werden.

Als Ausgangsmaterial diente die Trizolphase, die nach der Phasentrennung bei der RNA-Extraktion

zuruckblieb. Um die Proteinausbeute zu maximieren, wurden die Proben aus zwei bis drei
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Versuchsansatzen zusammengefihrt. Zunachst wurden 300 yL 100% Ethanol zu den gepoolten
Trizolphasen hinzugefligt. Die Proben wurden gevortext und fur zwei bis drei Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Danach erfolgte eine Zentrifugation fur 15 Minuten bei 2000
rcf und 4 °C. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaB uberfuhrt, und etwa 1 mL
Isopropanol hinzugefligt. Die Proben wurden geschuttelt und gevortext. Nach einer 10-mindtigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben fur 10 Minuten bei 12.000 rcf und 4 °C
zentrifugiert, und der Uberstand entfernt. AnschlieBend wurde das Proteinpellet dreimal
gewaschen. Dazu wurden 2 mL 0,3 M Guanidinhydrochlorid in 95% Ethanol auf das Pellet
pipettiert. Die Proben wurden fur 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und danach fur 5
Minuten bei 7500 rcf und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Nach dem letzten
Waschschritt wurden 2 mL 100% Ethanol zum Pellet gegeben. Die Proben wurden erneut fur 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend fur 5 Minuten bei 7500 rcf und 4 °C
zentrifugiert. Nach vollstandigem Entfernen des Ethanols wurden die Pellets fiir 5 - 10 Minuten an
der Luft getrocknet. In der Zwischenzeit wurde die Harnstoff/DTT-Losung mit je 1 pyL Protease-
Inhibitor-Cocktail, Phosphatase-Inhibitor-Cocktail 2 und Phosphatase-Inhibitor-Cocktail 3 pro ml
Harnstoff/DTT-Losung versetzt. AnschlieBend wurden je 25 pL dieser Losung zu den
Proteinpellets pipettiert. Das Pellet wurde durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren solubilisiert
und flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Proben flr 5 Minuten bei
100 °C auf einem Heizblock erhitzt, gevortext und fir 10 Minuten bei hochster Geschwindigkeit
zentrifugiert. SchlieBlich wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaB liberfiihrt und bei -80

°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
Tabelle 11: Losungen fiir die Urea/DTT Proteinextraktion

10 M Harnstoff/ 50 mM DTT (1,4-Dithiotreit) 0,3 M Guanidinhydrochlorid in 95% Ethanol

1,5015 g Harnstoff
+0,01925 g DTT
- auf 2,5 mL mit dH,0 auffillen

5,7318 g Guanidin-HCl
+200 mL 95% EtOH

SDS-PAGE Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese wurden Polyacrylamidgele bestehend aus einem 8% Trenngel und

einem 4% Sammelgel verwendet (siehe Tabelle 12).

Die Gele wurden in einem Gestell fixiert und in der Elektrophoresekammer platziert, die mit 1x
Elektrophoresepuffer gefullt und auf Eis gestellt wurde. Vor dem Auftragen der Proben wurden
diese durch Zugabe von SDS und DTT sowie durch Erhitzen bei 95 °C fur finf Minuten vorbereitet.

Diese Schritte sind notwendig, um die Proteine zu denaturieren, Disulfidbindungen aufzubrechen
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und den Proteinen eine gleichmaBige negative Ladung zu verleihen [73]. Da eine genaue
Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford-Assay nicht moglich war, wurden die
Proben nicht weiter im Extraktionspuffer verdinnt, um die maximale Proteinmenge aufzutragen.
Nach der Aufbereitung der Proben wurden die Gele mit jeweils 1,5 pL Proteinladder und 10 pL der
Proben beladen. Die Elektrophorese wurde bei 110 V gestartet und die Proteine wurden in etwa

1,5 Stunden aufgetrennt.

Tabelle 12: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel

Reagenz 8% Trenngel (pL) 4% Sammelgel (pL)

dH,0 4500 1575

1,5 M Tris (pH 8,8) 2600 -

0,5 M Tris (pH 6,8) - 625

30% Acrylamid/Bis 2700 250

10% SDS 100 25

10% APS 100 25

TEMED 6 3

(Angaben fir 2 Gele, bei 1 mm Spacer)

Blotten + Ponceau S Farbung

Nach der Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer GréBe wurde die Ubertragung der Proteine
von dem Gel auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran durchgeflhrt. Zunachst wurde die
Membran in Methanol aktiviert und anschlieBend, ebenso wie die Polyacrylamidgele und zwei
Filterpapiere, fur etwa 10 Minuten im Transferpuffer auf dem Schuttler inkubiert. Danach wurde
das Blottingsandwich zusammengebaut und flr 30 Minuten bei 25V im Turboblotter platziert. Die

Membran wurde anschlieBend fir mindestens eine Stunde getrocknet.

Zur Uberpriifung des Proteintransfers durch die Farbung mit Ponceau S wurde die Membran
zunachst erneut in Methanol aktiviert. AnschlieBend wurde die Membran fur 3 Minuten in

Ponceau S geschwenkt und dreimal in destilliertem Wasser gespult.

Immundetektion: Inkubation mit primadrem und sekundadrem Antikorper

Die auf der Membran gebundenen Proteine sollten nun durch die Immundetektion sichtbar
gemacht werden. Der Ablauf ist in Tabelle 13 zusammengefasst und wird im Folgenden genauer

beschrieben.
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Tabelle 13: Ablauf der Immundetektion

Protokollschritt

Reagenz/ Losung

Dauer/ Bedingung

Blockieren unspezifischer
Bindungsstellen

Blockierldsung

60 Minuten, Raumtemperatur,
auf Schuttler

Spezifische Bindung des Antikorpers
an Zielprotein

Primar-Antikorper

Uber Nacht, 4 °C,
Rotationstisch

Waschschritt

1xTBST

3x 10 Minuten

Bindung von sekundarem Antikorper

Sekundar-Antikorper

90 Minuten, Raumtemperatur,
auf Schuttler

Waschschritt

1xTBST

3x 10 Minuten

Inkubation mit Chemilumineszenz-
Substrat

Detektionslosung

5 Minuten, Dunkelheit

Sichtbarmachung des Proteins

Detektionsgerat

Bei dem Zielprotein handelt es sich um SP1 und als sogenanntes Housekeeping-Protein wurde f3-
Actin verwendet. Der Blot wurde entsprechend mit den spezifischen Antikérpern inkubiert. Die
Verdunnungen der Antikorper sowie die Zusammensetzung der Blockierldsung sind in Tabelle 14

dargestellt.

Tabelle 14: Antikérperbedinungen fir den Westernblot

Priméarer Antikorper | Verdiinnung Blockierlésung in 1xXTBST Sekundarer Antikorper
(1:5000)
SP1 1:100 2,5 % MMP Anti-Maus
B-Actin 1:2000 2,5 % MMP Anti Maus

SP1: Transkriptionsfaktor SP1, Spezifitatsprotein 1; MMP: Magermilchpulver

Bevor die Membran mit dem primaren Antikorper inkubiert wurde, war es notwendig,
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Dazu wurde die Membran fur 60 Minuten in
Blockierlosung bei Raumtemperatur auf dem Schuttler inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation mit dem primaren Antikorper bei 4 °C uber Nacht auf einem Rotationstisch. Am
folgenden Tag wurde die Membran dreimal fur 10 Minuten in 1xTBST gewaschen, um
ungebundene und unspezifisch gebundene Antikdrper zu entfernen. Danach folgte die Inkubation
mit dem Sekundar-Antikorper fuir 90 Minuten auf dem Schuttler bei Raumtemperatur. Die
Membran wurde erneut dreimal fur 10 Minuten in 1xXTBST gewaschen und anschlieBend fur 5
Minuten in Detektionslosung (Peroxidase-Puffer und Luminol/Enhancer Solution im Verhaltnis
1:1) im Dunkeln inkubiert. SchlieBlich wurde die Membran im Detektionsgerat platziert und die
Chemilumineszenz-Detektion des Proteins durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte durch eine
densitometrische Analyse der Bandenintensitat mit der Software Image Lab 3.0. Die Signale des

Zielproteins wurden zuletzt mit denen des Housekeeping-Proteins normalisiert.
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3.8. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und grafische Darstellung der Daten erfolgte mittels GraphPad Prism
7.0. Zur ldentifikation von AusreiBern wurde der Grubbs-Test verwendet, und diese wurden von
der Analyse ausgeschlossen. Die Normalverteilung der Daten wurde Uberpruft, und bei fehlender
Varianzhomogenitat wurden die Daten transformiert. Zum Vergleich der Gruppen wurden der
gepaarte und ungepaarte t-Test sowie der Wilcoxon-Test durchgefuhrt. Wenn keine
Normalverteilung vorlag, kam der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test zum Einsatz. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert (MW) * Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben, und

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn der p-Wert < 0,05 lag.
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4. Ergebnisse

4.1. Einfluss einer fruktosereichen Erndhrung auf die
Fruktoseplasmakonzentration und die GLUT5-mRNA-Expression in

PBMCs

Um den Einfluss einer fruktosereichen Erndhrung auf die Fruktoseaufnahme und den
Fruktosemetabolismus in PBMCs genauer zu untersuchen, wurden die Fruktosekonzentration im
Plasma sowie die GLUT5-mRNA-Expression in isolierten PBMCs der Probanden der ENDO-META-

Studie nach dreitagiger Aufnahme einer fruktosereichen Kost gemessen.
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Abbildung 5: Fruktosekonzentration im Plasma und GLUT5-mRNA-Expression in PBMCs von
Probanden der ENDO-META-Studie nach der einmaligen Aufnahme von 40g Fruktose und der
dreitagigen Aufnahme einer fruktosereichen Erndhrung (25 E% der Gesamtkalorienzufuhr).

(A) Fruktosekonzentration im Blutplasma nlchtern und 3 Stunden nach einem, 40g Fruktose
beinhaltendem, Frihstucks. n = 12. (B) GLUT5-mRNA-Expression in PBMCs nach dreitagiger Aufnahme
einer fruktosereichen Erndhrung (25 E% der Gesamtkalorienzufuhr). n =10. *p < 0,05. Daten sind als MW =
SEM dargestellt. GLUT5: Glukosetransporter 5; Fru: Fruktose.

Die Messungen der Fruktosespiegel im Plasma ergaben einen signifikanten, etwa 1,4-fachen
postprandialen Anstieg der Fruktosekonzentration (Abbildung 5A). Zudem konnte eine, ebenfalls
signifikante, etwa 8,1-fach erhohte GLUT5-mRNA-Expression in PBMCs nach dreitagiger

fruktosereicher Erndhrung festgestellt werden (Abbildung 5B).
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4.2. Einfluss der Behandlung mit Fruktose auf die mRNA-Expression von

GLUTS in Monozyten und B- und T-Lymphozyten

Nachdem eine signifikante Erhohung der GLUT5-mRNA-Expression in PBMCs nach der Aufnahme
einer fruktosereichen Ernahrung nachgewiesen worden war, wurde untersucht, in welchen
Blutzellen diese veranderte Expression auftritt. Dazu wurden Monozyten sowie B- und T-
Lymphozyten aus Buffy-Coats isoliert und fur 2, 6 und 12 Stunden mit 50 uM Fruktose behandelt.
Wahrend in B- und T-Lymphozyten die GLUT5-mRNA-Expression unter der Nachweisgrenze lag,
zeigte sich in Monozyten nach 6 Stunden und nach 12 Stunden eine signifikant héhere Expression

im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abbildung 2).
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Abbildung 6: GLUT5-mRNA-Expression in Monozyten sowie B- und T-Lymphozyten nach 2, 6 und 12-
Stiindiger Inkubation mit Fruktose (50 pM).
*p £ 0,05. n=4. Daten sind als MW = SEM dargestellt. GLUT5: Glukosetransporter 5; Fru: Fruktose

4.3. Einfluss der Behandlung mit Fruktose und Stimulation mit LTA auf die

MmRNA-Expression pro-inflammatorischer Zytokine in Monozyten

Frihere Ergebnisse der Arbeitsgruppe zeigten eine erhdhte TLR2-mRNA-Expression in PBMCs
nach einer fruktosereichen Erndhrung [58]. Um die Auswirkungen einer Fruktosebehandlung in
Kombination mit LTA, einem TLR2-Liganden, auf die Immunantwort von Monozyten zu
untersuchen, wurden Monozyten aus Buffy-Coats oder von gesunden Spendern isoliert und

zunachst mit Fruktose (50 pM) vorbehandelt. AnschlieBend wurden die Zellen 2 Stunden lang mit
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LTA (10 pg/mL) stimuliert und die Konzentration proinflammatorischer Zytokine im Zellliberstand

gemessen.
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Abbildung 7: mRNA-Expression pro-inflammatorischer Zytokine nach 12-Stiuindiger Vorbehandlung
mit 50 pM Fruktose und 2-Stiindiger Stimulation mit 10 pg/mL LTA in Monozyten.
mRNA-Expressionvon (A) TNF-q, (B) IL-1B und (C) IL-6. n =6. *p < 0,05. Daten sind als MW + SEM dargestellt.
LTA: Lipoteichonsaure; TNF-a: Tumornekrosefaktor a; IL-6: Interleukin 6; Fru: Fruktose.

In den mit LTA-stimulierten und zuvor mit Fruktose-behandelten Zellen konnte eine signifikant
erhdhte Expression um das ca. 2,7-, 1,4- und 1,4-Fache von TNF-q, IL-1B und IL-6 im Vergleich zu
nur mit LTA-stimulierten Zellen nachgewiesen werden. Eine ausschlieBliche Fruktosebehandlung
fuhrte hingegen zu keiner signifikanten Veranderung in der Expression der gemessenen Zytokine

(Abbildung 7).
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4.4. Einfluss der Behandlung mit Fruktose und Stimulation mit LTA auf die
Proteinkonzentration pro-inflammatorischer Zytokine in Monozyten
Nachdem die mRNA-Expression verschiedener Zytokine in Monozyten nach der Behandlung mit

Fruktose und anschlieBender Stimulation mit LTA erhoht war, wurde untersucht, wie sich die

Proteinkonzentration der Zytokine unter denselben Bedingungen verandert.
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Abbildung 8: Proteinkonzentration pro-inflammatorischer Zytokine nach Vorbehandlung mit Fruktose
und Stimulation mit LTA in Monozyten.

Proteinkonzentration in Monozyten nach 12-Stlindiger Vor-Inkubation mit Fruktose (50 pM) und
anschlieBender Stimulation mit LTA (10 pg/mL) fir 2 Stunden von (A) TNF-a, (B) IL-1B und (C) IL-6. n =5. *p
< 0,05. Daten sind als MW * SEM dargestellt. LTA: Lipoteichonsaure; TNF-a: Tumornekrosefaktor a; IL-6:
Interleukin 6; Fru: Fruktose.

Die gemessenen Proteinkonzentrationen der Zytokine zeigten Veranderungen zwischen den
Gruppen, wobei die Daten eine deutliche Streuung aufwiesen. Nach Stimulation mit LTA und
Fruktose wiesen die Zellen fur TNF-a und IL-1B tendenziell hohere Konzentrationen auf als nach
alleiniger Behandlung mit LTA (TNF-a: p = 0,3962; IL-1B: p = 0,3011). Flr IL-6 zeigte sich hingegen
eine leicht niedrigere Konzentration fur Zellen die mit LTA und Fruktose behandelt wurden (p =

0,6304). Keine der beobachteten Unterschiede erreichten statistische Signifikanz (Abbildung 8).

4.5. Effekt von Mithramycin A auf die Fruktose-vermittelte Expression von
TLR2 und der Einfluss von Fruktose auf die Proteinkonzentration und
mRNA-Expression von SP1

Da SP1 als Regulator der TLR2-Expression beschrieben ist [74], [75], wurde im nachsten Schritt

untersucht, ob und inwiefern Fruktose die Expression von SP1 und TLR2 beeinflusst. Hierzu

wurden Monozyten neben Fruktose zusatzlich mit Mithramycin A, einem spezifischen SP1-
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Inhibitor, ko-stimuliert. AnschlieBend wurden in Fruktose behandelten Zellen die mRNA- und
Proteinkonzentration von SP1 im Vergleich zu unbehandelten Zellen bestimmt. Zudem wurde in
Fruktose behandelten Zellen sowie in Zellen, die zusatzlich den Inhibitor erhielten, die Expression

der TLR2-mRNA analysiert.
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Abbildung 9: SP1-mRNA- und Proteinkonzentration in Monozyten nach der Inkubation mit Fruktose
sowie die TLR2-mRNA-Expression in Monozyten nach der Inkubation mit Fruktose * Mithramycin A.
(A) Einfluss einer 12-Stlindigen Inkubation von Monozyten mit Fruktose (50 pM) auf die SP1-mRNA-
Expression sowie der (B) SP1-Proteinkonzentration. (C) TLR2-mRNA-Expression in Monozyten nach
Inkubation mit Fruktose (50 uM) und MIT (10 nM) flr 12 Stunden. n = 3-4. *p < 0,05. Daten sind als MW =
SEM dargestellt. MIT: Mithramycin A; SP1: Transkriptionsfaktor 1; TLR2: Toll-like Rezeptor 2.

Im Vergleich zu unbehandelten Zellen zeigten Fruktose behandelte Zellen eine signifikant erhdhte

SP1-mRNA-Expression (Abbildung 9A) sowie eine gesteigerte SP1-Proteinkonzentration
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(Abbildung 9B). Die Proteinkonzentration war etwa 1,4-fach und die mRNA-Expression rund 4,5-

fach erhoht.

Um zu prufen, ob die durch Fruktose induzierte TLR2-Expression SP1-abhangig ist, wurden
Monozyten zusatzlich mit dem SP1-Inhibitor behandelt. Dabei zeigte sich, dass Zellen, die sowohl
Fruktose als auch Mithramycin A erhielten, eine signifikant reduzierte TLR2-Expression im
Vergleich zu ausschlieBlich Fruktose behandelten Zellen aufwiesen. Die Expression lagin diesen

Zellen nur etwa 1,2-fach uber dem Niveau unbehandelter Kontrollzellen (Abbildung 9C).
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5. Diskussion

Der Konsum von Fruktose ist in den vergangenen Jahrzehnten deutlich angestiegen und steht
zunehmend im Fokus der Forschung [76]. Zahlreiche Studien belegen, dass ein UbermaBiger
Fruktosekonsum mit der Entstehung metabolischer Erkrankungen, wie Adipositas,
Insulinresistenz und MASLD assoziiert ist [8], [15], [46], [47], [60]. Diese Krankheitsbilder sind
haufig von chronischen, niedriggradigen Entzindungsprozessen begleitet, die mit einer erhdhten
Anfalligkeit fur Infektionen einhergehen [52], [53], [54], [55]. Vor diesem Hintergrund wird
diskutiert, dass Fruktose selbst immunmodulatorische Effekte entfalten kdnnte. Erste
experimentelle Arbeiten stltzen diese Annahme und zeigen, dass Fruktose die Funktion
menschlicher Immunzellen verandert und proinflammatorische Signalwege aktiviert [77]. Die
zugrunde liegenden molekularen Mechanismen sind jedoch bislang nur unzureichend
verstanden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, den Einfluss von Fruktose auf die TLR2-
vermittelte Immunantwort in humanen Monozyten zu untersuchen und die Rolle des

Transkriptionsfaktors SP1 als potenziellen Regulator dieser Prozesse zu charakterisieren.

5.1. Fruktose ist ein Regulator von GLUT5-mRNA in Monozyten

Im Rahmen der »ENDO-META-Studie* konnte durch die Messung der
Fruktoseplasmakonzentration zwei Stunden nach einmaliger Aufnahme von 40g Fruktose ein
signifikanter Anstieg nachgewiesen werden, was die effektive Aufnahme und systemische
Verfugbarkeit von Fruktose im systemischen Kreislauf bestatigt. Dieser Befund deckt sich mit
frGheren Studien, die gezeigt haben, dass Fruktose rasch intestinal Uber den spezifischen
Transporter GLUTS resorbiert wird [78], [79] und nach oraler Aufnahme groBerer Mengen auch
systemisch verfugbar ist [80], [81], [82]. Darluber hinaus wurde eine erhohte GLUT5-mRNA-
Expression in PBMCs der Probanden nach einer dreitagigen fruktosereichen Diat (25 E% Fruktose)
festgestellt. Dies deutet auf eine adaptive Antwort der Zellen auf die gesteigerte

Substratverfugbarkeit hin.

Um zu klaren, in welchen Zelltypen Fruktose zu einer Induktion der GLUT5-mRNA fuhrt, wurden
Zellen aus Buffy-Coats gesunder Spender isoliert, mit Fruktose (50 uM) behandelt und inkubiert.
In unbehandelten Monozyten konnte bereits eine geringe Menge GLUT5-mRNA nachgewiesen
werden, die nach Fruktoseexposition signifikant zunahm. Auch Fu et al. konnten GLUT5-mRNA in
unbehandelten Monozyten nachweisen [83]. Eine weitere Studie, die den Einfluss von Fruktose
auf den Metabolismus und die Funktion humaner Monozyten sowie muriner Makrophagen
untersuchte, stlitzt ebenfalls das Vorhandensein von GLUT5 in diesen Zellen [84]. Zwar wurde der

Transporter dort nicht direkt quantifiziert, jedoch lassen sich die beobachteten
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fruktosespezifischen metabolischen Veranderungen nur durch einen aktiven Fruktosetransport
plausibel erklaren, wobei GLUT5 als einziger etablierter spezifischer Transporter [78], [85] den
wahrscheinlichsten Mechanismus darstellt. Diese Annahme wird durch die eigenen Ergebnisse
gestutzt, in denen GLUT5-mRNA direkt in Monozyten nachgewiesen werden konnte. Im Gegensatz
dazu war in den untersuchten Lymphozyten keine GLUT5-mRNA nachweisbar. Dieser Befund
widerspricht den Ergebnissen von Fu et al., die geringe Mengen GLUT5-mRNA auch in
Lymphozyten feststellen konnten [83]. Eine mogliche Erklarung hierfir kdnnten methodische
Unterschiede im Versuchsaufbau sein, insbesondere die deutlich hohere eingesetzte Zellzahl (ca.
5,8-fach). Andernfalls konnte das Ausbleiben der Expression in Lymphozyten auch auf

zellspezifische Unterschiede in der Regulation von GLUT5 hindeuten.

Insgesamt legen die Ergebnisse nahe, dass Monozyten in der Lage sind, systemisch verfligbare
Fruktose uber GLUT5 aufzunehmen. Fur Lymphozyten konnte dies unter den hier gewahlten
Bedingungen hingegen nicht bestatigt werden, was an der geringen Zellzahl gelegen haben

konnte.

5.2. Fruktose moduliert die TLR2-vermittelte Immunantwort tiber SP1-

abhangige Mechanismen

Zunehmende Evidenz deutet darauf hin, dass ein erhdhter Fruktosekonsum entzundliche
Prozesse in Immunzellen foérdern kann. So zeigten Jaiswal et al.,, dass hohe
Fruktosekonzentrationen im Vergleich zu Glukose in vitro zu einer Aktivierung humaner
dendritischer Zellen fuhren, was sich in einer gesteigerten Produktion der proinflammatorischen
Zytokine IL-6, IL-1B und TNF-a widerspiegelte. Darliber hinaus wurde eine verstarkte Sekretion
von INF-y durch T-Zellen beobachtet, was auf mogliche indirekte Effekte von Fruktose auf die
adaptive Immunantwort hinweist [77]. Auch in humanen Monozyten konnte nach
Fruktosebehandlung eine erhohte mRNA-Expression flir TNF-a und IL-13 festgestellt werden [86].
Diese Befunde verdeutlichen, dass Fruktose direkt zur Induktion entzindlicher Signalwege
beitragen kann. Weniger untersucht ist hingegen die Frage ob Fruktose Immunzellen auch far
bakterielle Stimuli sensibilisiert. In diesem Zusammenhang berichten Jones et al., dass murine
Makrophagen und humane Monozyten nach kurzzeitiger Fruktoseexposition ex vivo eine
verstarkte Reaktion auf LPS zeigten, die sich in einer signifikant hdheren Sekretion von IL-18 und

TNF-a im Vergleich zu glukosebehandelten Zellen duBerte [84].

In der vorliegenden Arbeit wurden Monozyten zunachst fir 12 Stunden mit Fruktose (50 puM)
vorbehandelt und anschlieBend fur 2 Stunden mit LTA (10 pg/mL) stimuliert. Die kombinierte

Behandlung fuhrte zu einer signifikant erhohten mRNA-Expression von IL-1B3, IL-6 und TNF-a im
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Vergleich zu Zellen, die ausschlieBlich mit Fruktose behandelt wurden. Diese Befunde sprechen
fur eine durch Fruktose induzierte Sensitivierung gegenuber bakteriellen Bestandteilen wie LTA.
Die Ergebnisse stehen im Einklang mit friheren Studien und deuten darauf hin, dass Fruktose die

inflammatorische Reaktionsbereitschaft von Monozyten verstarken kann.

Auf Proteinebene spiegelten sich die Ergebnisse so jedoch nicht direkt wider. Zwar waren die
mittleren Sekretionswerte von IL-18 und TNF-a in den mit LTA stimulierten Zellen leicht erhohtim
Vergleich zu den ausschlieBlich fruktosebehandelten Zellen, allerdings erreichte dieser
Unterschied keine statistische Signifikanz. Fir IL-6 lieB sich dieser Trend jedoch nicht
beobachten. Dies kdnnte daran liegen, dass TNF-a tendenziell friher sezerniert wird als andere
Interleukine wie IL-6 [87]. Diskrepanzen zwischen mRNA- und Proteinebene sind nicht
ungewohnlich und kdnnen unter anderem durch (post)transkriptionale Mechanismen,
Translationskontrolle oder Abbauprozesse erklart werden [88]. Zudem koénnte der gewahlte
Messzeitpunkt von 2 Stunden nach Stimulation zu frih gewesen sein, um Unterschiede auf
Proteinebene detektieren zu kdnnen. Der maximale Ausschuttungspunkt von Zytokinen tritt
haufig erst spater auf. So erreicht TNF-ain humanen Monozyten erst nach etwa 12 Stunden seinen
Peak, wahrend IL-6 Uber 24 Stunden hinweg langsamer, aber konstant ansteigt [87]. Letztlich ist
denkbar, dass ein fruktoseinduzierter Einfluss auf den zellularen Energiestoffwechsel, wie etwa
ATP-Depletion, die Translation zusatzlich beeinflusst. Ein solcher Mechanismus konnte erklaren,
warum trotz erhohter mRNA-Spiegel keine signifikante Zunahme der Proteinsekretion beobachtet
wurde. Eine mogliche ATP-Depletion durch den Fruktosestoffwechsel konnte uber AMPK-
vermittelte Signalwege die Translation beeinflussen, was zu einer reduzierten Proteinproduktion

beitragen kann [89], [90], [91], [92], [93].

Trotz dieser Einschrankungen weisen die beobachteten Veranderungen auf mRNA-Ebene darauf
hin, dass Fruktose die inflammatorische Reaktionsbereitschaft von Monozyten grundsatzlich
erhoht. Um die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen dieser Sensitivierung zu
identifizieren, wurde in einem nachsten Schritt untersucht, ob Fruktose die Expression von TLR2
moduliert. Ergebnisse frUherer Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe zeigten bereits, dass ein
erhohter Fruktosekonsum, nicht jedoch Glukose, mit einer gesteigerten Expression von TLR2-
mMRNA in PBMCs assoziiert ist [58]. In den hier prasentierten Experimenten konnte dieser Befund
auch in isolierten Monozyten bestatigt werden. Eine 12-stindige Inkubation mit Fruktose (50 uM)
fuhrte zu einer signifikant hdheren TLR2-mRNA-Expression im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollzellen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die fruktoseinduzierte Sensitivierung
gegenuber LTA zumindest teilweise auf eine Hochregulation von TLR2 beruht. Zur weiteren
Aufklarung der zugrunde liegenden Signalwege wurde der Transkriptionsfaktor SP1 als

potenzieller Mediator untersucht.
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SP1 ist ein ubiquitar exprimierter Transkriptionsfaktor [94], der an die Promotorregion zahlreicher
Gene bindet, darunter TLR2 [74], [75] und IL-6 [95], [96]. Zudem bestehen Hinweise auf eine
funktionelle Interaktion von SP1 mit NF-kB [63], [96]. Fruhere Arbeiten belegen, dass die Aktivitat
von SP1 durch metabolische Stressoren wie Hyperglykdmie oder oxidativen Stress moduliert
werden kann [97], [98]. Fur Fruktose lag ein solcher Zusammenhang bislang nicht vor. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten jedoch darauf hin, dass Fruktose Uber SP1-vermittelte
Mechanismen die Expression von TLR2 reguliert. So kam es zu einer signifikanten Zunahme
sowohl der SP1-mRNA als auch der Proteinexpression nach Fruktoseexposition (50 pM). Zudem
fuhrte die Inhibition von SP1 durch Mithramycin A (10 nM) zu einer Normalisierung der TLR2-
mMRNA-Spiegel, was auf eine kausale Beteiligung von SP1 an der fruktosevermittelten TLR2-

Hochregulation hinweist.

Ein moéglicher Mechanismus hierflr konnte in der durch Fruktose gesteigerten Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) liegen [99]. Es gibt Hinweise darauf, dass SP1 empfindlich auf ROS
reagiert, wobei seine DNA-Bindungsaktivitdt durch redoxabhangige Modifikationen
posttranslational reguliert werden kann. Hierbei scheint besonders das Thioredoxin-System eine
wichtige Rolle einzunehmen, da es die Aktivitat von SP1 moduliert und damit die Expression
zahlreicher Zielgene beeinflusst [100]. Da der Fruktosemetabolismus mit einer erhdhten ROS-
Produktion einhergehen kann [99], [101], ist eine redoxabhangige Kontrolle von SP1 auch in
Monozyten denkbar. Darlber hinaus konnten epigenetische Mechanismen beteiligt sein. So
induzierte akute Fruktosezufuhr Histonacetylierungen am GLUT5-Gen in Mausen [102], wahrend
chronischer Fruktosekonsum mit DNA-Methylierungsdnderungen metabolischer Gene wie
PPARa und CPT1A verknupft wurde [103]. Ob solche Mechanismen auch die SP1-abhéangige
Regulation immunologischer Gene wie TLR2 beeinflussen, bleibt bislang ungeklart und

Gegenstand zukunftiger Untersuchungen.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Daten, dass Fruktose die proinflammatorische
Reaktionsbereitschaft von Monozyten erhoht, indem sie Uber eine SP1-abhangige Hochregulation
von TLR2 zu einer Sensitivierung gegenuber bakteriellen Stimuli beitragt. Diese Mechanismen
konnten im Kontext bakterieller Infektionen, insbesondere durch grampositive Erreger, zu einer
UberschieBenden oder dysregulierten Immunantwort fuhren. Auch wenn Hinweise auf einen
Zusammenhang zwischen Fruktoseexposition und immunologischen Dysfunktionen bestehen,
sind die zugrunde liegenden Mechanismen bislang nicht vollstandig verstanden. Weitere Studien

sind erforderlich, um diese Zusammenhange im pathophysiologischen Kontext einzuordnen.
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5.3. Fazitund Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern deutliche Hinweise darauf, dass Fruktose
immunmodulierende Effekte auf Monozyten entfalten kann. Dies auBert sich sowohl in einer
vermehrten Expression des Fruktosetransporters GLUT5 als auch von TLR2 sowie in einer
gesteigerten Expression proinflammatorischer Zytokine. Daruber hinaus konnte gezeigt werden,
dass Fruktose die Sensitivitat der Zellen gegenuber LTA erhoht und so eine verstarkte
Immunantwort hervorruft. Ein weiterer Befund dieser Arbeit ist, dass die fruktoseinduzierte
Hochregulation von TLR2 offenbar vom Transkriptionsfaktor SP1 abhangig ist. Wie Fruktose oder
dessen Metabolite die Aktivitdt von SP1 beeinflussen, ist bislang unklar. Denkbar ware eine
Modulation Uber epigenetische Mechanismen oder redoxabhangige Veranderungen, was jedoch

in weiteren Studien Uberpruft werden muss.

Zukunftige Arbeiten sollten die hier gewonnen Erkenntnisse in vivo validieren, etwa in
Tiermodellen mit fruktosereicher Diat oder in Patientenkohorten mit metabolischem Syndrom.
Zudem sollte die Rolle von SP1 weiter untersucht werden, insbesondere im Hinblick auf
epigenetische Regulation. Auch die Beteiligung anderer Transkriptionsfaktoren wie NF-kB, AP-1
oder ChREBP sollte gepruft werden. SchlieBlich kdnnte eine Ausweitung der Analysen auf weitere
Immunzelltypen (z.B. dendritische Zellen, Neutrophile) zusatzliche Aufschlisse Uber die

fruktoseabhangige Immunmodulation liefern.
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Zusammenfassung

In den letzten Jahren hat das wissenschaftliche Interesse an der Verbindung zwischen Erndhrung
und Immunfunktion deutlich zugenommen. Insbesondere der UbermaBige Konsum von Fruktose
wird mit der Entstehung metabolischer Erkrankungen in Verbindung gebracht. Diese sind haufig
durch einen chronisch niedriggradigen Entzindungszustand und erhohter Infektanfalligkeit
gekennzeichnet. Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass Fruktose Entzindungsprozesse
nicht nur indirekt Uber metabolische Dysfunktionen foérdern kann, sondern auch direkt in
immunologische Signalwege eingreift. Dabei rlickte insbesondere der Toll-like-Rezeptor 2 (TLR2)
in den Fokus, der die Immunantwort auf grampositive bakterielle Toxine vermittelt. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es daher, den Einfluss von Fruktose auf die TLR2-vermittelte
Immunantwort in humanen Monozyten zu charakterisieren und die Rolle von SP1 als potenziellen
Regulator naher zu untersuchen. Die experimentellen Arbeiten basierten auf zwei Ansatzen. Zum
einen wurden Daten aus einer Humanstudie der eigenen Arbeitsgruppe ausgewertet, in der die
Plasmafruktosekonzentration nach einmaliger Aufnahme von 40g Fruktose sowie die GLUT5-
mMRNA-Expression in PBMCs nach dreitdgiger fruktosereicher Erndhrung (25 E% der
Gesamtkalorien) bestimmt wurden. Zum anderen wurden Buffy-Coats gesunder Spender
verwendet, um Monozyten und Lymphozyten zu isolieren und in vitro zu untersuchen. Monozyten
und Lymphozyten wurden mit Fruktose (50 uM) behandelt und fur 12 Stunden inkubiert. Dabei
zeigte sich, dass die Expression von GLUT5-mRNA in Monozyten, nicht jedoch in Lymphozyten
nachweisbarwar und in Monozyten nach Fruktoseinkubation signifikant erhoht vorlag. In weiteren
Versuchen an Monozyten wurden diese zum einen fur 12 Stunden mit Fruktose (50 uM) gefolgt von
einer 2-Stindigen Stimulation mit Lipoteichonsaure (10 pg/ml) und zum anderen fur 12 Stunden
mit Fruktose (50 pM) = Mithramycin A (0,1 - 100 nM) behandelt. Fruktose verstarkte die durch LTA
ausgeloste Immunantwort, was sich in einer gesteigerten Expression der proinflammatorischen
Zytokine IL-1B, IL-6 und TNF-a auf mRNA-, nicht jedoch auf Proteinebene zeigte. SchlieBlich
konnte gezeigt werden, dass Fruktose die Expression von SP1 erhoht und dass die Inhibition von
SP1 durch Mithramycin A die fruktoseinduzierte TLR2-Expression normalisiert.
Zusammenfassend liefern die Ergebnisse dieser Arbeit deutliche Hinweise darauf, dass Fruktose
immunmodulierende Effekte auf Monozyten entfalten kann. Diese Effekte auBern sich in einer
verstarkten Expression des Fruktosetransporters GLUT5, einer SP1-abhangigen Hochregulation
von TLR2 sowie einer gesteigerten Produktion proinflammatorischer Zytokine. Darlber hinaus
sensibilisiert Fruktose die Zellen gegentber bakteriellen Stimuli wie LTA und verstarkt so die
Immunantwort. Die molekularen Mechanismen, uber die Fruktose oder ihre Metabolite die

Aktivitat von SP1 beeinflussen, sind bislang unklar und bedurfen weiterer Forschung.
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Summary

In recent years, scientific interest in the relationship between nutrition and immune function has
grown significantly. Specifically, excessive fructose consumption has been linked to the
development of metabolic diseases. These conditions are often characterised by a state of
chronic low-grade inflammation and increased susceptibility to infection. Previous studies have
shown that fructose can promote inflammatory processes not only indirectly via metabolic
dysfunction, but also directly by interfering with immunological signalling pathways. The focus
has been in particular on Toll-like receptor 2 (TLR2), which mediates the immune response to
Gram-positive bacterial toxins. The aim of the present study was therefore to characterise the
effect of fructose on the TLR2-mediated immune response in human monocytes and to
investigate the role of SP1 as a potential regulator in more detail. The experimental work was
based on two approaches. Firstly, data from a human study conducted by our own research group
was analysed, in which plasma fructose concentrations were determined after a single intake of
40 g fructose, as well as GLUT5 mRNA expressions in PBMCs after three days of a fructose-rich
diet (25 E% of total calories). Secondly, buffy coats from healthy donors were used to isolate
monocytes and lymphocytes for in vitro experiments. Monocytes and lymphocytes were treated
with fructose (50 uM) and incubated for 12 hours. The results showed that GLUT5 mRNA was
detectable in monocytes but not in lymphocytes and was significantly increased in monocytes
after fructose incubation. In further experiments, monocytes were (1) treated for 12 hours with
fructose (50 puM) followed by a 2 hour long stimulation with lipoteichoic acid (10 pg/ml) and (2)
treated for 12 hours with fructose (50 pM) = mithramycin A (0.1 - 100 nM). Fructose enhanced the
LTA-induced immune response, which was reflected in increased expression of the
proinflammatory cytokines IL-1B, IL-6 and TNF-a at the mRNA level, but not at the protein level.
Finally, it was shown that fructose increases the expression of SP1 and that inhibition of SP1 by
mithramycin A normalises fructose-induced TLR2 expression. In summary, the results of this
study provide clear evidence that fructose can exert immunomodulatory effects on monocytes.
These effects manifest themselves in increased expression of the fructose transporter GLUT5,
SP1-dependent upregulation of TLR2, and increased production of proinflammatory cytokines. In
addition, fructose sensitises cells to bacterial stimuli such as LTA, thereby enhancing the immune
response. The molecular mechanisms by which fructose or its metabolites influence SP1 activity

remain unclear and require further research.
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Anhang

Tabelle 15: Anleitung zur Herstellung von 1L PBS (Phosphate buffered saline) fiir den ELISA

Substanz Zielkonzentration Menge

NaCl (Natriumchlorid) 137 mM 8,00628g
KCl (Kaliumchlorid) 2,7mM 0,2013g
Na,HPO, (di-Natriumhydrogenphosphat) 8,TmM 1,149876g
KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat) 1,5mM 0,204135¢g

Alles in 800 mL dH20 6sen und den pH auf 7,2 - 7,4 einstellen;

- Auf 1000 mL mit dH20 auffillen

- mit einem 0,22 pm Filter filtrieren

Tabelle 16: Herstellung der Reagenzien fiir den Western-Blot

Lésung Herstellung

Tris 1.5 M 18,15 g Tris (base) in 80 mL dH,O lésen; pH 8,8 mit HCl einstellen
ns i > mit dH.0 auf auf 100 mL auffiillen

Tris 0.5 M 6,05 g Tris (base) in 90 mL dH,0 lésen; pH 6,8 mit HCl einstellen
ns o > mit dH.0 auf 100 mL auffiillen

10% SDS 10 g SDSin 100 mL dH,0 lésen

10% APS 100 mg Ammoniumpersulfatin 1 mL dH,O l6sen

100 MM DTT 0,85 mgDTTin 2 mL dH,O lésen

10 X Elektrophoresepuffer

30,28 g Tris (base); 144,13 g Glycin; 10 g SDS
- in einem Endvolumen von 1000 mL dH,0 lésen (pH 8,5 -8,7)
(Vor Gebrauch auf 1X Elektrophoresepuffer verdiinnen)

4 X SDS-Ladepuffer

5,217 mL Tris 1,5 M (pH auf 6,8 einstellen); 2,5 g SDS; 12,5 mL Glycerol;
5 mL 2-B-Mercaptoethanol; 12,5 mg Bromphenolblau
- mit dH,0 auf 25 mL auffillen

Towbin-Transferpuffer

14,4 g Glycin; 3,03 g Tris (base); 200 ml Methanol
- auf 1000 ml mit dH,0 auffillen (pH: 8,1 -8,5)

0,1 g Ponceau S; 500 pL Essigsaure (100%),

PonceauS. - auf 50 mL mit dH,O auffillen

24,2 g Tris (base); 80 g NaCl
10 X TBS - in 900 mL dH,0 lésen; pH auf 7,6 einstellen

- mit dH,0 auf 1000 mL auffillen

10x TBS auf 1x verdiinnen: 100 mL 10xTBS in 900 mL dH,0 verdlinnen
1xTBST

- 0,5 mL Tween 20 dazu pipettieren

57



	Leere Seite



