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1 Einleitung

1.1 Vorwort

Die Atiopathogenese von chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) mit ihren
beiden Hauptvertretern Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa ist trotz intensiver
Forschung bis dato nicht vollstandig verstanden. Die Aussicht auf eine Heilung ist trotz
hochspezifischer Immuntherapien oft frustran und eine kausale medikamentOse
Behandlung steht nicht zur Verfugung. Patienten mussen in der Regel lebenslang eine
immunsupprimierende Therapie erhalten oder sich Operationen unterziehen. Die
totale Kolektomie bei Colitis Ulcerosa ist die einzige definitive Therapie im Rahmen
einer CED. Dank personalisierter Prazisionsmedizin konnten allerdings immer
effektivere Therapeutika entwickelt werden, die die Notwenigkeit von invasiven
Verfahren begrenzen konnen. Man versteht diese Erkrankungen heute als eine
Dysbalance zwischen verschiedenen Faktoren. Dazu gehdren genetische
Pradispositionen, Umwelteinflusse wie Ernahrung, das Mikrobiom sowie eine
fehlregulierte Immunregulation. Diese Dysbalance fuhrt zu einer Storung der
intestinalen Barriere und begunstigt eine dysregulierte Inflammation.

Diese Arbeit befasst sich mit mikrobiellen Metaboliten, speziell den kurzkettigen
Fettsauren, deren Einfluss auf intestinale Epithelzellen (Intestinal epithelial cells
(IECs)) und ihrer Rolle fur die CED. Sie baut auf der Dissertation von Jacob Hamm
auf, dessen Ergebnisse Teil unserer gemeinsamen Publikation sind [1]. Jacob Hamm
konnte zeigen, dass der Verlust des glykolytischen Enzyms Hexokinase 2 (HK2) im
intestinalen Epithel zu einem protektiven anti-inflammatorischen Phanotyp im murinen
Colitis-Modell fuhrt. Mechanistisch liegt diesem Phanotyp ein veranderter
mitochondrialer Metabolismus und eine verringerte Suszeptibilitat gegentiber dem
Zelltod zugrunde. Zum besseren Verstandnis der Ergebnisse dieser Arbeit werden

zunachst aktuelle Erkenntnisse zum Mikrobiom, CED und HK2 zusammengefasst.



1.2 Das Mikrobiom

1.2.1 Vorwort Mikrobiom

Das Mikrobiom bezeichnet die Gesamtheit aller Mikroorganismen, die eine
okologische Nische besiedeln. Dazu zahlen Bakterien, Archaeen, Pilze, Algen und
Protisten. Im erweiterten Sinne werden auch Viren, Plasmide und Bakteriophagen zum
Mikrobiom gezahlt. Zur Differenzierung werden mitunter die Begriffe Bakteriom,
Mykobiom oder Virom verwendet [2]. Es kommt zu einer standigen Interaktion
zwischen Mikrobiom und Wirt. Nahezu jedes Organsystem interagiert entweder Uber
direkten Kontakt (Haut, Gastrointestinaltrakt, Urogenitaltrakt) mit dem Mikrobiom oder
indirekt Uber mikrobielle Stoffwechselprodukte (Leber, Gehirn). Beispiele hierfur sind
die Mikrobiom-Darm-Gehirn-Achse, die Mikrobiom-Darm-Lungen-Achse oder die
Mikrobiom-Darm-Leber-Achse [3-5]. Die Komposition des Mikrobioms variiert nicht nur
interspezifisch, sondern interindividuell und sogar intraindividuell [6-8]. Neuere
Schatzungen gehen davon aus, dass im menschlichen Korper etwa 3.9 x 10"
bakterielle Zellen leben. Das entspricht in etwa der Anzahl der menschlichen Zellen
[9]. Bestandteile wie Viren, Plasmide oder Bakteriophagen sind in diesen Schatzungen
nicht enthalten. Das Zusammenspiel verschiedener beeinflussender Faktoren wie
Genetik, Umwelt, Erndhrung, Lokalisation, Immunsystem und dem Mikrobiom selbst
fuhrt zu einer grofRen Diversitat [10-14]. Ein Beispiel fur dieses komplexe
Zusammenspiel sind die Unterschiede im Mikrobiom in Zwillingsstudien. Dessen
Komposition wird durch verschiedene Faktoren, wie CED oder Umweltbedingungen,
beeinflusst [15, 16]. Pathogene Erreger werden zwar nicht zum Mikrobiom gezahlt,
aber bestimmte Organismen des Mikrobioms kdonnen unter bestimmten Konditionen
ein pathogenes Potenzial entwickeln und werden als Pathobionten bezeichnet. Jedes
Individuum tragt einen eigenen mikrobiotischen Fingerabdruck. Jedoch wandelt sich
die Komposition des Mikrobiom mit dem Leben seines Wirtes und wird von der Geburt
bis zu seinem Tod durch die verschiedenen Einflusse gepragt [13, 17]. Das Mikrobiom
kann vor Erkrankungen schitzen oder diese verursachen und die Effektivitat
medikamentoser Therapien vermindern oder verstarken [13, 18-21]. Insbesondere der
Einfluss des intestinalen Mikrobioms auf die CED ist fur diese Arbeit von groler
Bedeutung.



1.2.2 Das intestinale Mikrobiom

Das Intestinum, der Darmabschnitt vom Duodenum bis zum Analkanal, beherbergt ein
komplexes Mikrobiom, das aus unzahligen Mikroorganismen besteht. Die Biomasse
des bakteriellen Mikrobioms wird auf 200 g geschatzt [9]. Innerhalb des Intestinums
nimmt die Konzentration der Mikroben von oral nach aboral zu und erreicht im Colon
ihre hochste Dichte [22]. Mit geschatzten 10" - 10"? Mikroorganismen pro ml liegt hier
eine der hochsten bekannten Dichten an Bakterien vor [23]. Das Erbmaterial des
intestinalen Metagenoms ubertrifft das des menschlichen Genoms um das 130-fache
[24]. Das intestinale Mikrobiom setzt sich vorwiegend aus den 5 Phyla der Bacillota
(ehemals Firmicutes), Actinomycetota (ehemals Actinobacteria), Bacteroidota
(ehemals Bacteroidetes), Pseudomonadota (ehemals Proteobacteria) und
Verrucomicrobiota (ehemals Verrucomicrobia) zusammen [25, 26]. Eine neue Studie
beschreibt bis zu 3500 verschiedene bakterielle Spezies im intestinalen Mikrobiom,
wahrend konservative Studien bislang eher von 500-1000 verschiedenen Spezies
ausgingen [27, 28]. Dieses komplexe Okosystem hat eine enge Beziehung zum Wirt
und ist fir dessen Uberleben essenziell. Es unterstiitzt den Wirt bei der Gewinnung
von Nahrstoffen und Energie aus der Nahrung, indem es einzigartige metabolische
Enzyme und Signalwege nutzt [23]. Das intestinale Mikrobiom fordert die Aufnahme
von Aminosauren, Lipiden und Vitaminen und produziert bis zu 1000 verschiedene
Metabolite, die zahlreiche Iokale und systemische Auswirkungen haben kénnen [29,
30]. Beispielsweise fungiert die kurzkettige Fettsdure Butyrat als Hauptenergiequelle
von Enterozyten [22, 31]. Das intestinale Mikrobiom schitzt den Wirt vor pathogenen
Keimen, indem es antimikrobielle Peptide produziert und 6kologische Nischen besetzt
[18, 25, 32]. Es formt die Integritat der Mucosa und moduliert das Immunsystem [33,
34]. Der Einfluss des intestinalen Mikrobioms geht jedoch weit iber den Darm hinaus
und reicht bis ins zentrale Nervensystem. Es wird postuliert, dass das Mikrobiom an
der Entstehung von Morbus Parkinson beteiligt ist [35]. Die metabolische Kapazitat
des Mikrobioms Ubersteigt, die der Leber um das 100-fache [36]. Aufgrund all dieser
Effekte wird in der Wissenschaft kontrovers diskutiert, ob das intestinale Mikrobiom
nicht als eigene Organentitat zu betrachten ist [37-39]. Eine Dysbiose, also ein
Ungleichgewicht im intestinalen Mikrobiom, wird mit verschiedenen Erkrankungen wie
CED oder dem metabolischen Syndrom assoziiert [23, 40, 41]. Aktuelle Forschungen
untersuchen, ob ein ,gesundes“ Mikrobiom als Resilienzfaktor gegen diese
Erkrankungen wirkt, oder die Dysbiose zu ihrer Entstehung beitragen kann [42]. Das



intestinale Mikrobiom begleitet den Wirt Uber sein Leben hinweg und wurde im Laufe
der Menschheitsgeschichte geformt und beeinflusst. [43]. Insbesondere im letzten
Jahrtausend hat das Zeitalter der Industrialisierung zu gro3en Veranderungen in der
mikrobiellen Zusammensetzung gefuhrt [44]. Das intestinale Mikrobiom wachst mit
seinem Wirt und ist standigen aulleren und inneren Einflissen wie Erkrankungen,
Medikamenten, Ernahrung und Umweltfaktoren ausgesetzt. Diese Einflusse fuhren zu
einem stetigen Wandel des Mikrobioms [13, 16, 45]. Die Komplexitat des intestinalen
Mikrobioms in Komposition und Variation wirft viele Fragen auf. Ein Beispiel dafur ist
die wissenschaftliche Diskussion um die Definition eines gesunden bzw. normalen
Mikrobioms [46, 47].

1.2.3 Kurzkettige Fettsauren: Mikrobielle Metabolite mit vielfaltigen Funktionen

Kurzkettige Fettsauren sind unverzweigte, gesattigte Fettsauren mit einer Kettenlange
von 2 bis 6 Kohlenstoffatomen. In der Wissenschaft werden ihre Ester und Salze
synonym verwendet. Zu den wichtigsten Vertretern zahlen Formiat, Acetat, Propionat,
Butyrat, Isobutyrat, Valerat, Isovalerat und Capronat. Kurzkettige Fettsauren
entstehen im Darm als bakterielle Metabolite, fallen jedoch ebenfalls im humanen
zellularen Stoffwechsel an. Dies gilt insbesondere fur Acetat und Proprionat [48]. Im
Colon werden kurzkettige Fettsauren durch die saccharolytische Fermentation von
Ballaststoffen und anderen Kohlenhydraten produziert, die im Dudnndarm nicht
absorbiert wurden. Hierbei entstehen Uberwiegend Acetat, Propionat und Butyrat [49,
50]. Diese fallen im Verhaltnis 60:20:20 an [51]. Insbesondere die Phyla der Bacillota
enthalten viele bekannte Butyrat-Produzenten speziell die Clostridium-Gruppen IV und
XIV und Bifidobacteria aus den Phyla der Actinomycetota [52-54]. Butyrat wird von
Enterozyten aufgenommen und dient ihnen als primare Energiequelle. AnschlielRend
gelangt es in den Pfortaderkreislauf und wird von Hepatozyten verstoffwechselt. Nur
ein geringer Teil steht systemisch zur Verfugung [22, 49, 55]. Propionat wird ebenfalls
groldtenteils von der Leber verstoffwechselt und dient dort insbesondere der
Gluconeogenese. Auch hier steht nur ein geringer Teil systemisch zur Verfugung [55,
56]. Acetat hingegen gelangt nach der Leberpassage zu 36 % systemisch in den
Blutkreislauf [55]. Kurzkettige Fettsauren dienen jedoch nicht nur als Substrate und
Energielieferanten. Sie konnen auch Uuber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
verschiedene zellulare Signalkaskaden auslosen. Bei diesen handelt es sich unter

anderem um den Free fatty acid receptor 2 (FFAR2), den Free fatty acid receptor 3



(FFAR3) oder den Hydroxycarboxylic acid receptor 2 (HCAR2) [57, 58]. Sie werden
von verschiedenen Zellen wie Adipozyten, Pankreas-Inselzellen, enteroendokrinen
Zellen, intestinalen Epithelzellen und Immunzellen exprimiert [59-64]. Neben zellularen
Signalkaskaden konnen sie zudem intrazellular durch die Inhibition von Histon-
Deacetylasen (HDACs) [65, 66] wirken. Dies ermoglicht weitere genregulatorische
Effekte und erklart die vielfaltigen Effekte von kurzkettigen Fettsauren auf den
Organismus. Zahlreiche Studien befassen sich mit den Auswirkungen von kurzkettigen
Fettsauren auf den Wirt und verschiedene Erkrankungen. Es wird jedoch allgemein
ein positiver Effekt auf den Wirt angenommen, insbesondere im Hinblick auf ihre
immunregulatorischen Eigenschaften [67]. Dennoch ist ihre Rolle weiterhin
Gegenstand kontroverser Diskussionen und wissenschaftlicher Diskrepanzen. So
zeigen einige Studien Dbeispielsweise eine Reduktion bestimmter Butyrat-
produzierender Bakterienarten bei CED [68, 69]. Andere Studien wiederum konnten
keine derartigen Reduktionen beobachten [70, 71]. Kurzkettige Fettsauren sind
wichtige Metabolite im Darm mit vielfaltigen Funktionen und Auswirkungen auf den
Wirt. |hre genaue Rolle in verschiedenen Erkrankungen bedarf jedoch weiterer
Forschung.

1.2.4 Miteinander verbunden: Die Interaktionen zwischen Mensch und Mikrobiom

Zahlreiche Studien belegen eine enge Verbindung zwischen dem Mikrobiom und der
Entstehung von Tumoren. Es ist seit langem bekannt, dass bestimmte Viren und
Bakterien, wie das Hepatitis-C-Virus oder Helicobacter pylori, maligne Neoplasien
verursachen und beeinflussen kdnnen. Inzwischen wurde aber auch gezeigt, dass
Pathobionten mit Karzinogenese [72, 73], Metastasierung [74, 75] und Resistenzen
gegenuber Chemotherapeutika [76] assoziiert sind. Enge Zusammenhange wurden
auch zwischen dem Mikrobiom und verschiedenen metabolischen Erkrankungen wie
Diabetes Typ 1 und 2 [77, 78], dem metabolischem Syndrom [23, 79] und chronischen
Lebererkrankungen [80] beschrieben. Hier eréffnen sich neue therapeutische Ansatze.
So kann Dbeispielsweise eine fakale Mikrobiom-Transplantation (FMT) von
ubergewichtigen Mausen in keimfreie Mause eine Zunahme an Korperfett induzieren
[23]. Das Mikrobiom spielt vermutlich auch eine wichtige Rolle bei entzindlichen
Erkrankungen wie CED [41, 71, 81], rheumatoider Arthritis [82], Lupus [83], atopischer
Dermatitis, Psoriasis [84], primar sklerosierender Cholangitis [85] und Asthma [86]. Es
ist eng mit dem Immunsystem des Wirts verbunden und hat vielfaltige

immunregulatorische Funktionen. Unter physiologischen Bedingungen ist die
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Immunantwort des Wirts auf die intestinale Mucosa beschrankt [87]. Intestinale
Epithelzellen, wie Paneth-Zellen, formen die Komposition des Mikrobioms [88].
Dysfunktionen von Paneth-Zellen kdnnen intestinale Entzindungen verursachen [89].
Daruber hinaus gibt es viele weitere Interaktionen zwischen dem Mikrobiom und dem
Immunsystem des Wirts. Wichtige Rollen spielen dabei die Interaktionen von
Mikrobiom und Toll-like Rezeptoren, Myeloid differentation primary response Protein
88, Nucleotide-binding oligomerization domain-like Rezeptoren und die direkte
Interaktion mit den verschiedenen Immunzellen. Eine umfassende Analyse der

immunregulatorischen Funktion wurde von Zheng et al. beschrieben [11].



1.3 Chronisch-entzindliche Darmerkrankungen (CED)

1.3.1 Vorwort CED

CED manifestieren sich durch zwei Hauptformen, Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa.
Im erweiterten Kontext werden auch seltene Erscheinungsformen wie mikroskopische
Colitiden sowie monogene CED und CED-ahnliche Erkrankungen berucksichtigt.
Gemeinsam ist allen CED-Formen ihre charakteristische Eigenschaft, chronische und
immunmodulierende Entzindungen im Gastrointestinaltrakt hervorzurufen. Trotz
intensiver Forschungsbemiihungen bleibt die Atiopathogenese dieses vielschichtigen

Krankheitsspektrums nur teilweise verstanden.

1.3.2 Epidemiologie

Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa werden oft als seltene Erkrankungen betrachtet.
Obwohl dieser Wahrnehmung betragt die Pravalenz von CED knapp 1 %, was haufiger
ist, als gemeinhin angenommen wird. Die hochste Pravalenz findet sich in Europa,
insbesondere in Landern wie Deutschland und Norwegen sowie in Nordamerika. In
diesen Regionen bleibt die Inzidenz weitgehend konstant oder zeigt sogar eine leichte
Abnahme. Andererseits wurde in den letzten Jahrzehnten eine bemerkenswerte
Zunahme der Pravalenz und Inzidenz in einigen afrikanischen, asiatischen und
sudamerikanischen Landern beobachtet, in denen es zur einer Zunahme der
Industrialisierung kam [90, 91]. Die genaue Rolle der Industrialisierung in Bezug auf
die Atiologie von Colitis Ulcerosa und Morbus Crohn ist spekulativ. Es bleibt unklar, ob
die hohen oder steigenden Inzidenzraten mit der verbesserten medizinischen
Versorgung und Diagnostik oder Umweltfaktoren in Verbindung stehen. CED betreffen
Menschen aller Altersgruppen, doch es lassen sich zwei deutliche Haufigkeitsgipfel
identifizieren. Der erste tritt zwischen dem 15. und 35. Lebensjahr auf, wahrend der
zweite zwischen dem 55. und 80. Lebensjahr zu beobachten ist. In einem Viertel der
Falle wird die Diagnose bereits vor dem 18. Lebensjahr gestellt [92]. In Deutschland
wird die Pravalenz von Morbus Crohn auf 100-200 Falle pro 100.000 Einwohner
geschatzt, wahrend fur Colitis Ulcerosa eine Pravalenz von 160-250 Fallen pro
100.000 Einwohner angenommen wird [93]. Die Geschlechterverteilung zeigt keine
signifikanten Unterschiede und wird fir Morbus Crohn mit 53 % weiblich und 47 %

mannlich, bei Colitis Ulcerosa mit 43 % weiblich und 57 % mannlich beschrieben [94].



1.3.3 Atiologie

Die Atiologie von Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa ist noch nicht abschlieend
verstanden. Trotz intensiver Forschung und zahlreicher innovativer Technologien im
Bereich der Molekularbiologie konnten bisher nur Teilaspekte erklart werden. Wie bei
anderen entzundlichen Erkrankungen wird angenommen, dass ein komplexes
Zusammenspiel von Umweltfaktoren wie Ernahrung und Mikrobiom, genetischer
Pradisposition und einer fehlregulierten Immunantwort ursachlich ist. Dies fuhrt zu
einer Storung der intestinalen Barriere und einer pathologischen Entzindung. Dank
genomweiter Assoziationsstudien konnten mittlerweile Uber 200 verschiedene
genetische Risiko-Loci beschrieben werden [95]. Zu den codierenden Risiko-Loci
zahlen beispielsweise Gene wie Autophagy related 16 like 1 Protein, das mit
Prozessen wie Autophagie und der Dysregulation des endoplasmatischen Retikulums
assoziiert ist [96], oder Nucleotide-binding oligomerization domain-containg Protein 2,
ein Pattern-Recognition Receptor, der fur die korrekte Erkennung bakterieller
Zellwandbestandteile verantwortlich ist und somit die mikrobielle Zusammensetzung
beeinflusst [97]. Dies kann zu Dysfunktionen der intestinalen Epithelzellen und
sekundar zu einer Storung der intestinalen Barriere fihren [98, 99]. Darlber hinaus
sind verschiedene monogene Formen von CED beschrieben [100]. Wie bereits
ausfuhrlich erlautert, ist auch eine Dysbiose des Mikrobioms und seiner Metabolite mit
CED assoziiert [41, 81, 101, 102]. Weitere bedeutende Umweltfaktoren sind die
Ernahrung, wobei insbesondere der Einfluss des "westlichen Ernahrungsstils" auf CED
in der Wissenschaft diskutiert wird, da immunregulatorische Effekte in diesem Kontext
beschrieben werden [103, 104]. Auch die Rolle des Rauchens wird diskutiert, da
niedrige Inzidenzen fur Colitis Ulcerosa, aber hohere Inzidenzen fur Morbus Crohn
unter Rauchern beobachtet wurden [105, 106]. Stress kann ebenfalls einen
Krankheitsschub induzieren [107]. Verschiedene Veranderungen im Immunsystem
sind mit CED assoziiert, wobei T-Helferzellen und regulatorische T-Zellen neben
anderen Immunzellen eine entscheidende Rolle zu spielen scheinen [108, 109]. In
ihnrer Gesamtheit fluhren diese Faktoren zu einer Entzindung und einem
Zusammenbruch der intestinalen Barriere, was wiederum zu weiterer Entzindung
fuhrt.



1.3.4 Klinische Manifestationen

Beide Formen der CED sind durch einen Befall des Gastrointestinaltrakts und einen
chronisch wiederkehrenden Verlauf gekennzeichnet, unterscheiden sich jedoch in
ihrem klinischen Erscheinungsbild. Der Morbus Crohn kann den gesamten
Gastrointestinaltrakt betreffen und sehr heterogene Symptome verursachen. Die am
haufigsten betroffenen Lokalisationen sind das terminale lleum und das Colon.
Klassische Symptome sind Diarrhoe, Gewichtsverlust und abdominelle Schmerzen.
Weitere Symptome konnen Fatigue, Anorexie und Mangelernahrung sein. Etwa die
Halfte der Patienten leidet zudem an extraintestinalen Manifestationen, die
beispielsweise Haut, Gelenke und Augen betreffen kdnnen. Zu den Komplikationen
gehoren Fistelbildungen, Fissuren, Abszesse und Stenosen. Schwere Verlaufe
konnen aufgrund der Symptome und Komplikationen lebensbedrohlich sein [110].
Der gastrointestinale Befall durch Colitis Ulcerosa ist in der Regel auf das Colon
beschrankt. In bis zu 10 % der Falle kann es jedoch zu einer sogenannten Backwash
ileitis kommen. Normalerweise tritt eine aufsteigende Entzindung auf, die im Rektum
beginnt. Klassische Symptome sind Hamatochezie, Tenesmen und Stuhldrang.
Weitere Symptome konnen Fatigue und Anamie sein. Auch hier sind ahnliche
extraintestinale Manifestationen wie beim Morbus Crohn vorhanden. Zu den
Komplikationen gehoren insbesondere Ulzerationen, Perforationen, das toxische
Megacolon und ein erhdhtes Risiko fur Colonkarzinome. Auch hier sind
lebensbedrohliche Verlaufe beispielsweise im Rahmen einer perforationsbedingten
Sepsis moglich [110-112].

1.3.5 Diagnostik

Die Diagnose von CED erfolgt durch eine Kombination von Anamnese, klinischer
Untersuchung und typischen laborchemischen, sonographischen, endoskopischen
und histologischen Befunden. In der Anamnese und klinischen Untersuchung sollten
insbesondere eine umfassende Erhebung der Symptomatik sowie Familien-,
Medikamenten- und Reiseanamnese im Fokus stehen. Dies dient dazu, mogliche
Differentialdiagnosen auszuschlieBen und extraintestinale Manifestationen zu
identifizieren. Laborchemisch sollten vor allem Entzindungsparameter und
Mangelernahrungsparameter im Blut analysiert werden. Zusatzlich ist die Analyse
einer Stuhlprobe auf Calprotectin und pathogene Erreger sinnvoll. Sonographisch

sollte auf Anzeichen intestinaler Entzindung geachtet werden, wie etwa den Verlust



der Haustrierung, das Kokarden-Phanomen oder Wandverdickungen, sowie auf
Komplikationen wie Fisteln, Stenosen oder Abszesse. Eine erganzende Bildgebung
mittels MR-Enterografie ist insbesondere beim Morbus Crohn zur Beurteilung von
Fisteln, Stenosen und Abszessen sinnvoll. Endoskopisch sollte eine lleokoloskopie zur
Diagnosestellung zwingend erfolgen und ebenso in regelmalligen Abstanden zur
Verlaufskontrolle. Bei Colitis Ulcerosa kann anstelle der lleokoloskopie auch eine
Sigmoidoskopie zur Verlaufskontrolle durchgefuhrt werden. Beim Morbus Crohn sollte
aufgrund des Verteilungsmusters auch eine Osophagogastroduodenoskopie erfolgen.
Charakteristische endoskopische Zeichen wie Pseudopolypen, das
Gartenschlauchphanomen bei Colitis Ulcerosa oder Skip lesions beim Morbus Crohn
konnen so identifiziert werden. Eine makroskopische Einschatzung der
Krankheitsaktivitat und Ausdehnung ist ebenfalls moglich. Zusatzlich konnen
Ulzerationen oder ein Erythem endoskopische Zeichen fur eine CED sein. Die
Entnahme von Stufenbiopsien zur histologischen Sicherung der Diagnose ist ratsam.
Histologisch zeigen sich generelle Entzindungszeichen. Beim Morbus Crohn zeigt
sich zusatzlich ein transmuraler Befall, eine diskontinuierliche Ausbreitung und nicht-
verkasende Granulome. Bei Colitis Ulcerosa findet sich eine mucosale Entzindung,
ein Verlust der Becherzellen, Kryptenabszesse sowie erosive und ulzerierende
Lasionen. Aus endoskopischen und klinischen Befunden konnen verschiedene
Krankheitsaktivitats-Scores wie der Mayo-Score fur Colitis ulcerosa oder der SES-CD
Score fur Morbus Crohn, erhoben werden. Trotz dieser Diagnostik ist eine eindeutige
Unterscheidung zwischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa nicht immer maoglich. In

solchen Fallen wird die Erkrankung als Colitis indeterminata bezeichnet [113, 114].

1.3.6 Therapie

Die Therapie der CED ist umfangreich und hochst komplex. Sie basiert im
Wesentlichen auf drei Aspekten: der operativen Therapie, der supportiven Therapie
und der medikamentosen Therapie. Die operative Therapie ist insbesondere bei
schweren, therapieresistenten Verlaufen und zur Behandlung von Komplikationen
indiziert. Supportive Therapie kann beispielsweise die Substitution von Vitaminen und
Elektrolyten, eine parenterale Ernéhrung, die Transplantation von Erythrozyten oder
die analgetische Therapie umfassen. Die medikamentose Therapie der CED zielt auf
die Behandlung des akuten Schubes sowie auf die Induktion bzw. den Erhalt einer
Remission ab. Die Wahl der Therapie hangt von der Krankheitsaktivitat und den
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Komorbiditaten ab. Die Therapiemdglichkeiten umfassen Glucocorticoide,
Aminosalicylate, Antimetabolite, JAK-Inhibitoren, Calcineurin-Inhibitoren sowie
Biologika. Abhangig von dem gewahlten Medikament kann die Therapie topisch oder
systemisch appliziert werden. Schwere Schibe, die einen stationaren Aufenthalt
erfordern, mussen in der Regel mit systemischen Glucocorticoiden behandelt werden.
Aufgrund der ausgepragten systemischen Nebenwirkungen einer langanhaltenden
systemischen Steroidtherapie sollten diese jedoch nach Mdglichkeit rasch reduziert
werden, und der Remissionserhalt sollte mit Biologika oder anderweitigen Therapien
induziert werden. Vor jeder Biologika-Therapie sollten zudem bestimmte Infektionen
mit Erregern wie HIV, TBC oder CMV sicher ausgeschlossen werden. Falls eine dieser
Infektionen oder eine andere schwere Infektion vorliegt, sollte diese, wenn mdglich,
vorab mit einer antiinfektiven Therapie behandelt werden. In Deutschland sind fur die
Therapie der CED Integrin-Blocker (Vedolizumab), Interleukin 12/23-Blocker
(Ustekinumab) und TNF-Blocker (Adalimumab, Infliximab, Certolizumab Pegol und
Golimumab) zugelassen. Bei schwersten Verlaufen kann jedoch beim Versagen
konventioneller Therapien auch eine Off-Label-Therapie mit anderen Substanzen
notwendig sein. Diese Indikationen sollten jedoch nur durch interdisziplinare
Fachkonferenzen gestellt werden [113, 114].

1.3.7 Intestinale Homdstase durch intestinale Epithelzellen und ihre Bedeutung fur
CED

Bei CED kommt es zu einer Storung der intestinalen Homdstase [115]. Homodostase
bezeichnet einen Gleichgewichtszustand eines offenen dynamischen Systems, der
durch einen internen regulierenden Prozess aufrechterhalten wird. Die intestinale
Homoostase entsteht durch die Interaktionen zwischen dem Mikrobiom, den Zellen der
Mucosa und dem Immunsystem. Das intestinale Epithel bedeckt eine geschatzte
Flache von 30 m?2 [116]. Uber diese Flache verteilen sich die Zellen des intestinalen
Epithels und interagieren mit dem Mikrobiom sowie den Immunzellen. Das intestinale
Epithel dient als gemeinsame Schnittstelle zwischen diesen Bereichen. Es besteht aus
funf  verschiedenen Zelllinien: Becherzellen, Paneth-Zellen, M-Zellen,
enteroendokrinen Zellen und Enterozyten. Jede dieser Zelllinien tragt zu diesem
sensiblen Gleichgewicht bei. Becherzellen produzieren Mucus, einen der wichtigsten
Bestandteile der intestinalen Barriere. Mucus dient als Energiequelle fur

saccharolytische Bakterien und als Mikrohabitat [115, 117]. Der Verlust von
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Becherzellen ist eines der histologischen Charakteristika fur Colitis Ulcerosa [118]. Die
Mucusproduktion kann unter anderem vom Mikrobiom Uber kurzkettige Fettsauren
moduliert werden [119]. Paneth-Zellen produzieren antimikrobielle Peptide und
kontrollieren dadurch das Mikrobiom, um das Zusammenbrechen der intestinalen
Barriere zu verhindern. Sie konnen das Mikrobiom detektieren und die Produktion von
antimikrobiellen Peptiden entsprechend anpassen [115, 120]. Dysfunktionen von
Paneth-Zellen kdnnen intestinale Entzindungen verursachen [89]. M-Zellen sind auf
die Transzytose spezialisiert und sind Uber Lymphfollikeln und Peyer-Plaques
lokalisiert. Aufgrund ihrer zellularen Beschaffenheit sind sie besonders durchlassig
und dienen als Eintrittspforten flr Bestandteile des Mikrobioms[115, 121].
Enteroendokrine Zellen kdnnen eine Vielzahl bioaktiver Substanzen produzieren und
dadurch unter anderem die Mucusproduktion oder den Stoffwechsel modulieren.
Veranderungen in diesen Zellpopulationen sind ebenfalls mit Colitis assoziiert [115,
122]. Enterozyten sind hauptsachlich fur ihre Funktion in der Absorption von
Nahrstoffen bekannt. Mittlerweile ist jedoch klar, dass sie auch wichtige Funktionen in
der Steuerung von inflammatorischen und anti-inflammatorischen Einflissen habe
[123]. Stoérungen in diesem sensiblen System haben zufolge, dass die Entzindung

aulder Kontrolle gerat.

1.3.8 Das Mikrobiom bei CED

Wie bereits in den vorherigen Kapiteln beschrieben, ist eine Dysbiose des intestinalen
Mikrobioms mit CED, Inflammation und Infektionen assoziiert [15, 24, 41, 70, 71, 81,
101, 124-126]. Zu den charakteristischen Veranderungen zahlen hierbei eine
Reduktion der Diversitat und gleichmaligen Verteilung der bakteriellen
Gemeinschaften [41], die Depletion bestimmter Butyrat-produzierender Bakterien und
die Reduktion anderer Spezies, die mit dem Stoffwechsel von Mineralstoffen,
Gallensaurestoffwechsel und dem Harnstoffzyklus assoziiert sind [126]. Andere
Spezies, die proinflammatorische Substanzen produzieren kdnnen, sind in Patienten
mit CED erhoht [126]. Aufgrund der immensen Diversitat bleibt es jedoch weiterhin
schwierig, charakteristische Mikrobiota in CED zu identifizieren. In der komplexen
Atiopathogenese der CED spielt das Mikrobiom eine wichtige Rolle, ein singuldrer
Bestandteil des Mikrobioms als krankheitsverursachender Faktor konnte jedoch noch
nicht identifiziert werden [16]. Auch im Virom zeigt sich wie im Bakteriom bei Patienten

mit CED eine Reduktion der alpha-Diversitat. Jedoch gibt es in Bezug auf das Virom
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deutlich weniger Studien im Vergleich zum Bakteriom und ein Grol3teil des Virom kann
weiterhin nicht bestimmten Viren zugeordnet werden [127]. Auch Uber das Mykobiom
ist in der Literatur wenig beschrieben. Insbesondere Candida albicans dominiert den
Darm von CED Patienten und spielt eine wichtige immunregulatorische Rolle [128].
2017 prasentierten Sommer et al. eine Hypothese, in der das Mikrobiom als
schutzender Faktor in den Fokus ruckt. Insbesondere wahrend der ersten
Lebensmonate unterliegt das Mikrobiom einem dynamischen Wandel, der sich in der
Adoleszenz zu einem stabilen Gleichgewichtszustand entwickelt. Diese Balance bleibt
Uber die gesamte Lebensspanne hinweg erhalten, und selbst bei erheblichen
Storungen des Mikrobioms findet es durch seine inharente Widerstandsfahigkeit
zurlck zu seinem harmonischen Zustand. Falls die Resilienz des Mikrobioms nicht
ausreicht, manifestiert sich eine andauernde Dysbiose, die zu einem anhaltenden
Ungleichgewicht zwischen Wirt und Mikrobiom fuhrt. Schwerwiegende Storungen des
Mikrobioms bereits in der vulnerablen Phase der ersten Lebensmonate konnten von
Anfang an zu einer bestandigen Dysbiose fuhren. Dies konnte wiederum eine
Pradisposition fur chronische Erkrankungen darstellen, die haufig nach einer
Latenzphase auftreten. Durch diese frihzeitige Veranderung des Mikrobioms konnte
eine robuste Resistenz der Dysbiose entstehen, die selbst gegenuber therapeutischen
Interventionen Bestand hat [42]. Auch wenn weiterhin viel Forschungsbedarf besteht,
zeigt sich, dass das intestinale Mikrobiom eine wichtige Rolle fur die intestinale
Homoostase und dessen Storung bei CED spielt (Abbildung 7-17).
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Abbildung 1-1 Intestinale Homostase unter physiologischen und entziindlichen
Bedingungen.

Aus Sommer et al. Gut 2017 Microbiommarkers in inflammatory bowel diseases: caveats come
with caviar. Mit Genehmigung von BMJ Publishing Group Ltd.
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1.4 Hexokinase 2

1.4.1 Das Mikrobiom reguliert Hexokinase 2

Ein Beispiel fur die wichtige Rolle des intestinalen Mikrobioms in Hinblick auf die
intestinale Homoostase zeigt dessen Regulation von Hexokinase 2 (HK2). Innerhalb
des Gastrointestinaltraktes gibt es einen Expressionsgradienten, welcher von oral
nach aboral zunimmt, mit der hochsten Hk2-Expression im Colon [1]. In Epithelzellen
des Colons zeigt sich, dass HK2 in den verschiedenen Kompartimenten entlang der
Lieberkihn-Krypten unterschiedlich verteilt ist. Dabei ist HK2 insbesondere im
apikalen Epithelverband stark erhoht (Abbildung 7-2) [1]. Der Verlust von HK2 im
intestinalem Epithel fiihrt unter basalen Bedingungen in Hk2*EC-Mausen zu keinen
Veranderungen des Mikrobioms. Umgekehrt zeigt sich jedoch eine deutliche
Beeinflussung von HK2 durch das Mikrobiom. In keimfreien Mausen fehlt die Induktion
von HK2 in den distalen apikalen intestinalen Epithelzellen im Vergleich zu
konventionell gehaltenen Mausen. Die Hk2-Expression in diesem Kompartiment ist auf
einem vergleichbaren Niveau wie dem der Krypten. Die Kolonisation von keimfreien
Mausen mit dem Mikrobiom von konventionell gehaltenen Mausen steigert jedoch
binnen weniger Tage die Hk2-Expression auf das Niveau der konventionell gehaltenen
Mause [1]. Es st Dbereits bekannt, dass auch mikrobielle Metabolite
Stoffwechselprozesse des Wirts, wie die mitochondriale Funktion, beeinflussen
konnen [129]. Interessanterweise sind bestimmte Metabolite wie die kurzkettigen
Fettsauren in der Lage HK2 zu regulieren [130, 131]. Somit ist die Interaktion zwischen
dem Mikrobiom und HK2 ein exzellentes Beispiel fur die komplexe Rolle des

Mikrobioms in Bezug auf die intestinale Homoostase.
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Beta-Catenin

Abbildung 1-2 Immunfluoreszenzfarbung fiur HK2 im murinen Colon.

Immunfluoreszenzfarbung von HK2 im murinen Colon einer unbehandelten C57BL/6j Maus.
HK2 (pink), 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (blau), Beta-Catenin (griin). MafRstableiste
(weil) entspricht 100 um. Zur Verfugung gestellt von Saskia Weber-Stiehl.

1.4.2 Funktion und Vorkommen der Hexokinasen

Hexokinasen (HK) katalysieren die irreversible Phosphorylierung von Hexosen zu
Hexose-Phosphat, beispielsweise Glucose zu Glucose-6-phosphat (G6P). Im
Gegensatz zu Glucose kann G6P die Zelle nicht mehr verlassen. Dies ist der erste und
gleichzeitig einer der limitierenden Schritte der Glykolyse. AnschlieRend dient GGP als
Substrat fur den Pentosephosphatweg, die Glykogensynthese und die Glykolyse.
Hexokinasen bestehen aus einer Familie von 5 Isoenzymen: HK1, HK2, HK3, HK4
(Glucokinase) und HK domain containing protein 1 (HKDC1) [132]. Die Isoformen
unterscheiden sich in ihrer Gewebespezifitat, Lokalisation und enzymatischen
Funktion [133, 134]. HK1 wird ubiquitar im Korper exprimiert. HK3 wird im Verhaltnis
zu den anderen Formen deutlich weniger exprimiert und ist in keinem Gewebe die
dominierende HK-Isoform. Glucokinase wird hauptsachlich in der Leber und im
Pankreas exprimiert [133, 134], HK2 vorwiegend im Herzen, Fettgewebe, Muskulatur,
jedoch auch im Darm [135]. Uber HKDC1 ist noch wenig bekannt, es kommt jedoch
insbesondere in apikalen intestinalen Epithelzellen, im Pankreas und in alveolaren
Makrophagen vor [136]. HK2 gilt als Prototyp der regulierbaren Hexokinasen, da es
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durch verschiedene Umweltfaktoren und Signalwege induziert werden kann [137,
138]. Innerhalb der Zelle kann HK2 im Zytosol vorkommen und an die aullere
mitochondriale Membran gebunden sein [139]. Neuere Arbeiten konnten jedoch
zeigen, dass HK2 sich auch an den Zellkern binden und so genregulatorische Proteine
rekrutieren kann [140].

1.4.3 HK2 in Tumorerkrankungen

Veranderungen des zellularen Metabolismus zahlen zu den Hallmarks of cancer. Sie
beruhen auf spezifischen Expressionsveranderungen der metabolischen Enzyme und
werden als potenzielle therapeutische Angriffspunkte gesehen. Hierunter fallt auch der
Warburg-Effekt. Er beschreibt, dass Tumorzellen ihre Energie hauptsachlich Uber die
Glykolyse beziehen und das Endprodukt nicht dem Citratzyklus zufihren [141]. HK2
agiert hierbei nicht nur in seiner Funktion wahrend der Glykolyse, sondern ist auch in
der Lage, andere Enzyme zu regulieren und hieriber den Wechsel hin zur anaeroben
Glykolyse zu fordern [142]. HK2 ist in verschiedenen Tumorentitaten erhoht. Hierzu
zahlen unter  anderem biliare Karzinome, kolorektale Karzinome,
Mundhdhlenkarzinome, Nierenzellkarzinome, Lungenkarzinome, Prostatakarzinome,
Magenkarzinome, Thymome, Endometriumkarzinome, Osophaguskarzinome,
Glioblastome und Zervixkarzinome [143]. Dabei werden HK2 neben metabolischen
Einflussen auch weitere Funktionen zugeschrieben wie die Tumorinitierung und
Instandhaltung [144].

1.4.4 HK2 als Teil des Immunsystems

Die Rolle von HK2 ist bei weitem nicht auf seine glykolytische Funktion beschrankt.
2016 konnten Wolf et al. zeigen, dass HK2 als Bestandteil des angeborenen
Immunsystems fungiert, indem es in Makrophagen als Pattern-Recognition Receptor
agiert. HK2 erkennt N-Acetylglucosamin, einen Bestandteil der Zellwand von
grampositiven Bakterien wie Staphylococcus aureus. Diese Bindung fuhrt zur
sofortigen Dissoziation von HK2 von der duf3eren mitochondrialen Membran, was zur
Aktivierung eines Inflammasoms fuhrt [145]. Andere Arbeiten konnten zeigen, dass
HK2 wahrend einer Sepsis inhibiert wird, was neben einer Reduktion der Glykolyse
auch zu einer Reduktion der Sekretion proinflammatorischer Zytokine fuhrt [146].
Weiterhin spielt HK2 eine wichtige Rolle in der mitochondrial vermittelten, antiviralen
Antwort [147] und ist mit viralen Infektionen wie SARS-CoV-2 assoziiert [148]. Daruber
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hinaus fuhrt die Inhibition von HK2 zu einer veranderten Immunzellaktivierung und

fordert die Infektion mit Listeria monocytogenes [149].

1.4.5 Die Rolle von HK2 im intestinalen Epithel

Um die Rolle von HK2 im intestinalen Epithel zu untersuchen, kann man das
Villin::Cre+ System nutzen, um HK2 spezifisch im intestinalen Epithel zu deletieren
[150]. Im Gegensatz zur ubquitaren Deletion von HK2, sind Mause mit epithelialer HK2
Deletion (Hk2V-Villin::Cre+, oder Hk2*EC-Mause) lebensfahig [151]. Unter basalen
Bedingungen zeigen Hk2*EC-Mause keinen schwerwiegenden metabolischen,
immunologischen oder inflammatorischen Phanotyp. Sowohl in jungen Mausen (12
Wochen), als auch in alten Mausen (90 Wochen) ergeben sich keine Unterschiede in
Korpergewicht, prozentualen Organgewichten von Leber, Milz, Fett oder der
Darmlange, wie sie bei solchen Phanotypen zu erwarten waren. Auch fuhrt die
Deletion von HK2 im intestinalen Epithel nicht zu kompensatorischen
Expressionsveranderungen der anderen HK Isoformen. Histopathologische
Untersuchungen des Colons zeigen keine Veranderung der basalen Inflammation,
Zelltod oder Proliferation. Auch besteht keine Veranderung der intestinalen Barriere.
Jedoch  zeigen  HK2EC-Mause reduzierte Blutzuckerwerte im  oralen
Glukosetoleranztest. Interessanterweise fuhrt der Verlust von HK2 in Caco-2-Zellen
(Caco-22H%?) entgegen der Erwartung nicht zu einer Veranderung der glykolytischen
Aktivitat im Vergleich zu Caco-2""-Zellen [1].

1.4.6 Intestinale HK2-Deletion schutzt vor Colitis

HK2 kann inflammatorische Reaktionen induzieren [145]. Bei verschiedenen
entzundlichen Erkrankungen ist die Expression von HK2 erhoht. In padiatrischen CED-
Patienten ist HK2 im intestinalen Epithel hochreguliert, sowohl bei Morbus Crohn als
auch in Colitis Ulcerosa. In einer adulten CED-Kohorte, insbesondere im entziindeten
Gewebe der Erkrankten, ist die HK2-Expression nochmals erhdht. Auch bei infektiosen
Colitiden ist die HK2-Expression im inflammatorisch veranderten Gewebe gesteigert
[1]. Ebenfalls findet sich in CED-assoziierten Erkrankungen wie der primar
sklerosierenden Cholangitis eine erhohte HK2-Expression. Um CED im Mausmodel zu
untersuchen, gibt es verschiedene Methoden wie chemisch induzierte Colitiden mittels
Trinitrobenzolsulfonsaure oder Dextran Sulfat-Natriumsalz (DSS), genetische
induzierte Colitiden und immunologisch induzierte Colitiden. Unter diesen Methoden
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ist die DSS Colitis ein etabliertes Modell, welches schnell durchfuhrbar, mit transgenen
Mausen kombinierbar, reproduzierbar und Mikrobiom-abhangig ist [152]. In Mausen
wird HK2 mit der Intensivierung der Inflammation vermehrt induziert. Vergleicht man
diese Tiere mit Hk2*'EC-Mausen, zeigt sich, dass der Verlust von HK2 im intestinalen
Epithel in einem solchen Colitis-Modell protektiv ist. Hk2'EC-Mause verlieren in diesem
Modell deutlich weniger Korpergewicht, haben einen hoheren prozentualen
Korperfettanteil, einen niedrigere Krankheitsaktivitat und niedrigere Werte vom
proinflammatorischen Chemokin (C-X-C-Motiv) Ligand 1 (CXCL1) im Blut. Diese
Ergebnisse lieBen sich auch histologisch bestatigen, da Hk2*EC-Mause deutlich
weniger entzindet waren. Es lasst sich daraus schliel3en, dass der Verlust von HK2

im intestinalen Epithel einen starken anti-inflammatorischen Effekt hat [1].

1.4.7 HK2 Schnittstelle zwischen mitochondrialen Metabolismus mit Zelltod

Mechanistisch liegen dem protektiven Phanotyp ein veranderter mitochondrialer
Metabolismus und eine geringere Suszeptibilitat gegenuber Zelltod zugrunde.
Makroskopisch  zeigen sich unter inflammatorischen Bedingungen keine
Veranderungen der Organgewichte oder Darmlangen. Eine Gene Ontology-Analyse
von Genen mit unterschiedlicher Expression zwischen Hk2*EC- und WT-M&usen in
dem intestinalen Epithel aus der Colitis zeigt unter anderem eine Repression von
Genen, die mit Zelltod, mitochondrial vermitteltem Zelltod und der Regulation der
mitochondrialen Membran assoziiert sind sowie eine Induktion von Genen, die mit der
Interferonantwort und antiviraler Abwehr assoziiert sind. Die beobachteten Effekte
konnten durch histologisch nachgewiesenen verminderten Zelltod im intestinalem
Epithel validiert werden. Mitochondrien spielen in einem Grol3teil der Zelltodprozesse
eine zentrale Rolle. Ein Gen, das im Rahmen der Colitis in Hk2*'E¢-Mausen reduziert
ist, ist die Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase (PPIF). Gleichzeitig kommt es mit
Intensivierung des Krankheitsverlaufs zu einer erhohten Ppif-Expression im
intestinalen Epithel. Unter entziundlichen Bedingungen ist die PPIF Expression auch in
Caco-22Mk2 erniedrigt [1]. Dieses Gen codiert fir Cyclophilin D (CypD), einen
Bestandteil der Mitochondrialen Permeabilitatsibergangspore (MPTP). Sie umspannt
die innere und aufere mitochondriale Membran und verbindet diese. Die exakte
Zusammensetzung ist Gegenstand der aktuellen wissenschaftlichen Diskussion.
Bekannte Proteine sind jedoch spannungsabhangige Anionenkanale (VDAC), die
ATP-Synthase und die ATP-ADP-Translokase [153]. Auch HK2 ist eng mit der MPTP
assoziiert und wird in manchen Studien als ein Bestandteil beschrieben [154]. Eine
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enge direkte Interaktion besteht insbesondere mit VDAC [155]. Eine vermehrte
Offnung der MPTP erhéht die Permeabilitat der inneren mitochondrialen Membran und
erhoht den Ausstrom zelltodinduzierender Signalstoffe [153, 156-160]. Dabei wird
postuliert, dass CypD und HK2 synergistisch Zelltod reduzieren [1, 161].
Interessanterweise fuhrt auch eine Deletion von CypD zu einem deutlich milderen
Krankheitsverlauf im Colitis-Modell und anderen inflammatorischen
Krankheitsmodellen [162-164]. Caco-2Hk?-Zellen  zeigen eine reduzierte
mitochondriale Atmung basal und unter maximaler Kapazitat [1]. Diese
Veranderungen deuten auf ein  Ungleichgewicht der  mitochondrialen
Elektronentransportkette hin, deren Aktivitdt im zellularen Mechanismus mit der
mitochondrialen Permeabilitat korreliert [156, 157, 159, 165, 166].

1.4.8 Zusammenfassung zur Rolle von HK2

Im Rahmen unserer gemeinsamen Publikation und in seiner Dissertation konnte Jacob
Hamm zeigen, dass HK2 in CED und anderen inflammatorischen Erkrankungen erhoht
ist. Der Verlust von HK2 im intestinalen Epithel fuhrt unter basalen Bedingungen zu
keinem relevanten metabolischen, immunologischen oder inflammatorischen
Phanotyp. Im murinen Colitis-Modell fuhrt dieser Verlust jedoch zu einem protektiven,
anti-inflammatorischen Phanotyp. Mutmallich verantwortlich fur diesen Phanotyp ist
die eingeschrankte mitochondriale Funktion, welche mit einer verminderten
mitochondrialen Permeabilitat assoziiert ist. Als mogliches Downstream Target konnte
CypD, ein Bestandteil der MPTP, identifiziert werden. Daruber hinaus induziert das
intestinale Mikrobiom die Hk2-Expression im apikalen Epithelverband, woraus sich ein
potenzieller therapeutischer Nutzen annehmen lasst.
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Abbildung 1-3 Graphische Zusammenfassung der Dissertation von Jacob Hamm

Modifiziert von Hinrichsen et al. 2021 Cell Metabolism. HK2 ist in CED und im murinen
intestinalen Entziindungsmodell erhéht. Der Verlust von HK2 im intestinalen Epithel fuhrt zu
einer Reduktion der mitochondrialen Atmung und der Expression von Ppif und mutmafRlich zu
einer verringerten MPTP Permeabilitdt. Dies flhrt zu einer verringerten Suszeptibilitat

gegenuber Zelltod und damit einhergehend zu einem milderem Krankheitsverlauf von muriner
Colitis. Graphik erstellt mit Biorender.
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1.5 Ziele und Hypothesen der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es herauszufinden, wie das Mikrobiom HK2 reguliert
und zu evaluieren, ob diese mikrobielle Regulation therapeutisch bei CED eingesetzt
werden konnte. In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass HK2 unter entzindlichen
Bedingungen in murinen intestinalen Epithelzellen vermehrt exprimiert wird. Der
Verlust von HK2 unter diesen Bedingungen =zeigt keine phanotypischen
Veranderungen unter basalen Bedingungen, jedoch eine protektive Wirkung unter
entzundlichen Bedingungen. Dieser Mechanismus wird mit Veranderungen in der
mitochondrialen Permeabilitdt und einer daraus resultierenden verminderten
Suszeptibilitat gegenuber Zelltod in Verbindung gebracht.

Basierend auf den Erkenntnissen der Vorarbeiten und im Verlauf dieser Arbeit wurden
drei Haupthypothesen formuliert.

1. HK2 wird durch spezifische mikrobielle Signale reguliert.
Die Identifikation einzelner Mikroben, welche Hk2 modulierten, erfolgte durch gnotobiotischen
Tiermodelle. Mit metabolischen Modellen wurden die Uberstande der Bakterien analysiert, um
bakterielle Metabolite zu identifizieren, welche in der Lage waren HK2 zu regulieren. Im
Anschluss erfolgte die Validierung der bakteriellen Metabolite in vitro (Zellmodell) und in vivo

(Mausmodell).

2. HK2 und mikrobielle Faktoren interagieren Uber einen spezifischen Signalweg.
Zur Analyse des Signalwegs zwischen den bakteriellen Metaboliten und HK2 wurden
verschiedene chemische Inhibitoren und siRNA-Transfektionsmodelle der bekannten

Rezeptoren in vitro (Zellmodell) angewandt.

3. HK2 kann als zielgerichtetes therapeutisches Target genutzt werden.
Zunachst wurde in vitro (Zellmodell) und ex vivo (Organoidmodell) der mitochondriale
Metabolismus, sowie die Suszeptibilitat gegenuber Zelltod untersucht. Mit und ohne Prasenz
der identifizierten bakteriellen Metabolite. Im Anschluss erfolgte in vitro (Mausmodell) eine

Intervention mit den bakteriellen Metaboliten im Rahmen einer DSS-Colitis.
Als translationaler Ansatz wurden zur Beantwortung dieser Hypothesen Zell-, Maus-

und Organoid-Modelle verwendet. Die Auswertung erfolgte mittels klassischer und
moderner molekularbiologischer Methoden.
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2 Materialen und Methoden

2.1 Materialien

Eine Auflistung samtlicher in dieser Arbeit verwendeten Materialien, Organismen,
Software und Gerate befindet sich im Anhang. Antikorper und Primer sind separat im
entsprechenden Abschnitt detailliert aufgefuhrt.

2.2 Zellkultur
2.2.1 Caco-2 Zellkultur

Die Caco-2-Zellen stammen von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ) (Produktnummer: ACC-169). Diese Zellen wurden aus einem
humanen Adenokarzinom des Colons kultiviert. Caco-2""- und Caco-22"k2-Zellen
wurden aus Caco-2-Zellen generiert (2.2.3). Die Zellen wurden unter folgenden
Bedingungen kultiviert: bei 37°C mit 5 % atmospharischem CO2 im Zellinkubator, in
Minimal Essential Medium (MEM) (Thermo Fisher Scientific, Produktnummer: 31095-
052) mit 20 % fotalem Kalberserum (FBS) (Biochrom, Produktnummer: S0115). Das
Zellkulturmedium wurde alle 2 Tage gewechselt. Vor der Aufteilung wurde das Medium
entfernt, und die Zellen wurden mit eiskalter, 1x phosphatgepufferter Kochsalzlésung
(PBS) (Thermo Fisher Scientific, Produktnummer: 10010023) gewaschen, um
Ruckstande des Mediums zu entfernen. AnschlieRend wurden die Zellen mit Trypsin-
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) (Thermo Fisher Scientific, Produktnummer:
25300062) dissoziiert. Nach vollstandiger Ablosung der Zellen wurde das Trypsin
durch Zugabe von Zellkulturmedium neutralisiert. Die Zellsuspension wurde bei 300 g
fur 5 Minuten zentrifugiert und das Uberschissige Medium abpipettiert. Das Zellpellet
wurde in frischem Medium resuspendiert und entsprechend der gewinschten
Konzentration auf die jeweilige Zellkulturplatten (Sarstedt, Produktnummer: 83.3920
(6 Well), 83.3922.005 (24 Well) und 83.3925 (96 Well)) ausplattiert (Tabelle 2.7). Alle
Schritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Far
Stimulationsexperimente wurden die Zellen 24 Stunden vor der Stimulation auf eine
Dichte von 70 % ausplattiert. Proben wurden, sofern nicht ausdrucklich anders
angegeben, 24 Stunden nach der Stimulation enthommen. Die Konzentrationen der
Stimulanzien sind im entsprechenden Ergebnisteil aufgefuhrt.
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Tabelle 2.1 Experimentelles Design, Zellzahl und Nahrmedium Caco-2-Zellen

Experiment Zellkulturplatte Zellzahl/Well Medium/Well [ml]
Proteinlysat 6-Well-Platte 2x10° 2

RNAlysat 24-Well-Platte 0.5x10° 0.5

CRISPR 96-Well-Platte 1 0.1

2.2.2 HT-29 Zellkultur

Die HT-29 Zellen stammen aus der DSMZ (Produktnummer: ACC-299). Diese Zellen
wurden aus einem humanen Adenokarzinom des Colons kultiviert. Sie wurden unter
folgenden Bedingungen Kkultiviert: bei 37°C mit 5 % atmospharischem CO2 im
Zellinkubator, in Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) (Thermo Fisher
Scientific, Produktnummer: 31095-052) mit 10 % fotalem Kalberserum (FBS). Das
Zellkulturmedium wurde alle 2 Tage gewechselt. Vor der Aufteilung wurde das Medium
entfernt, und die Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen, um Ruickstéande des
Mediums zu beseitigen. Anschlie3end wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA dissoziiert.
Nach vollstandiger Ablosung der Zellen wurde das Trypsin durch Zugabe von
Zellkulturmedium neutralisiert. Die Zellsuspension wurde bei 300 g fur 5 Minuten
zentrifugiert und das Uberschissige Medium abpipettiert. Das Zellpellet wurde in
frischem Medium resuspendiert und entsprechend der gewlnschten Konzentration auf
die entsprechenden Zellkulturplatten ausplattiert (Tabelle 2.2). Alle Schritte wurden
unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Fur Stimulationsexperimente wurden die
Zellen 24 Stunden vor der Stimulation auf eine Dichte von 70 % ausplattiert. Proben
wurden, sofern nicht ausdrucklich anders angegeben, 24 Stunden nach der
Stimulation entnommen. Die Konzentrationen der Stimulanzien sind im

entsprechenden Ergebnisteil aufgefuhrt.

Tabelle 2.2 Experimentelles Design, Zellzahl und Nahrmedium HT-29 Zellen

Experiment Zellkulturplatte Zellzahl/Well Medium/Well [ml]
Proteinlysat 6-Well-Platte 2x10° 2
RNAlysat 24-Well-Platte 0,5x 10° 0,5
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2.2.3 Herstellung eines Caco-2*%2 CRISPR Klons

Um eine HK2-defiziente Caco-2-Zelllinie zu generieren, wurde das GeneArt®
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) Nuclease
Vector mit dem CD4 Enrichment Kit (Thermo Fisher Scientific, Produktnummer:
A21175) verwendet. Im Folgenden wird eine pragnante Zusammenfassung der
entscheidenden Schritte prasentiert, gegebenenfalls unter Verweis auf das
entsprechende Herstellerprotokoll. Ein Konstrukt wurde entworfen, um nicht-
kodierende Single-Guide-RNA zur Expression zu bringen, welche die CRISPR-RNA
beeinflusst. Trans-activating crRNA und eine Cas9-Endonuklease wurden in der Caco-
2-Zelllinie transfiziert, um das Zielgen HK2 zu spalten. Zu Beginn wurden einstrangige
DNA-Oligonukleotide entworfen, die fur die CRISPR Ziel-RNA kodieren
(Vorwartsstrang), sowie das komplementare Pendant (Reverserstrang). Diese wurden
basierend auf einer Zielsequenz von 19 bis 20 Nukleotiden konzipiert, die sich in der
Nahe des NCG-Protospacer-Nachbarmotivs am 3’-Ende der Zielsequenz befindet. Die
Auswahl erfolgte mittels dem GeneArt® CRISPR Search and Design Tool
(HK2_CRIS_F, Sequenz (5'zu 3’): TAAGCGGTTCCGCAAGGAGAGTTTT;
HK2_CRIS_R, Sequenz (5'zu 3°): TCTCCTTGCGGAACCGCTTACGGTG). Die
Oligonukleotide des oberen und unteren Strangs wurden hybridisiert, indem sie bei
95°C fur 4 Minuten und bei 25°C fur 5-10 Minuten inkubiert wurden, um
doppelstrangige Oligonukleotide zu generieren. Die dsDNA wurde in den GeneArt®
CRISPR Nuclease Vector kloniert und in One Shot® TOP10 chemisch kompetente E.
coli (Thermo Fisher Scientific, Produktnummer: C404010) transferiert, welche eine
stabile Replikation einer hohen Anzahl an Kopien von Plasmiden mit dem CRISPR
Nuklease Konstrukt ermdglichen. Die transformierten Plasmide wurden mittels
Sanger-Sequenzierung (2.7.1) auf die Einhaltung der gewulnschten
Oligonukleotidsequenz Uberpruft. Klone mit den gewunschten Sequenzen wurden zur
langerfristigen Lagerung in Glycerol konserviert. Die Plasmide wurden mittels des
Lipofectamine® 3000 Transfection Reagent Kits (Thermo Fisher Scientific,
Produktnummer: L3000015) in die Caco-2-Zellen transfiziert, wobei das
Herstellerprotokoll befolgt wurde. Nach 48 Stunden Transfektion wurden die Zellen
mittels des Dynabeads® Cluster of Differentiation 4 Positive Isolation Kits (Invitrogen,
Produktnummer: 11331D) selektiert und gereinigt, gemall dem Herstellerprotokoll.
Eine kurze Zusammenfassung der wesentlichen mechanistischen Schritte wird im

Folgenden prasentiert. Bei erfolgreicher Transfektion exprimieren die Caco-2-Zellen
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CD4. In die Zellsuspension werden ausschliellich magnetische Perlen (Dynabeads)
gegeben, die an das CD4 an der Zelloberflache der Plasmid-positiven Zellen binden.
Die Zellsuspension wird in ein magnetisches Stativ fur Eppendorf-Réhrchen platziert.
Aufgrund des Magnetismus werden Zellen, die an Dynabeads binden, an den Rand
des Eppendorf-Réhrchens bewegt. Der Uberstand, der keine Dynabeads enthalt, wird
verworfen, und die Suspension aus Dynabead-Zellen wird resuspendiert. Dieser
Mechanismus wird in mehreren Waschschritten wiederholt, um die Zellen zu reinigen
und den prozentualen Anteil der erfolgreich transfizierten Zellen zu erhohen. Nach der
Aufreinigung werden die Dynabeads von den Zellen abgelost, und die Zellzahl der
aufgereinigten Losung wird mikroskopisch bestimmt. Anschlie3end werden die Zellen
auf einer 96-Well-Platte in 100 ul MEM ausplattiert. Mikroskopisch wurde Uberpruft,
dass sich in jedem Well nur eine Zelle befand. Falls 2 oder mehr Zellen in einem Well
vorhanden waren, wurden diese aussortiert. Die Zellen wurden gemal den bereits
beschriebenen Verfahren kultiviert (2.2.1). Eine Uberpriifung der selektierten Klone
erfolgte durch Western Blot (2.6.4), wobei der Anti-Hexokinase 2 Antikorper (OTI4C5)
(Novus Biologicals, Produktnummer: NBP2-022272) verwendet wurde. Caco-2-Klone,
die keine HK2-Bande mehr aufwiesen, wurden als HK2-defiziente Zellen betrachtet
und als Caco-2*"%2 bezeichnet. Caco-2-Klone, die eine HK2-Bande aufwiesen, obwonhl
sie denselben Transfektions- und Selektionsprozess durchlaufen hatten, wurden in
Experimenten als Kontrolle genutzt und als Caco-2""-Zellen betitelt. Die Kultur dieser
neu entstandenen Zelllinien erfolgte gemal den bereits ausfuhrlich beschriebenen
Verfahren (2.2.1).

2.3 Intestinale Organoide

2.3.1 Gewinnung von intestinalen Organoiden

Zur Erzeugung intestinaler Organoide wurden intestinale Stammzellen mithilfe einer
EDTA-basierten Ca2+/Mg2+-Chelatierungsmethode isoliert, wie sie erstmalig von
Sato et al. beschrieben wurde [167]. Hierbei erfolgte die Prozedur gemal der
nachfolgenden Ubersicht: Das murine Darmsegment wurde abgesetzt und longitudinal
aufgeschnitten. Nach der Offnung wurde der Darm mehrfach mit eiskaltem PBS
gereinigt. AnschlieRend wurde der ausgewahlte Darmabschnitt in 5 mm lange
Segmente unterteilt und fur 40 Minuten auf Eis in eiskaltes 1x PBS mit 15 mM EDTA
(Sigma-Aldrich, Produktnummer: E9884) (Dinndarm-Organoide) oder 30 Minuten auf
Eis in eiskaltes 1x PBS mit 2,5 mM EDTA (Colon-Organoide) gegeben. Dabei erfolgte
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ein intermittierendes Auf- und Abpipettieren, um die Zellen zu dissoziieren. Nach
Abnahme des Uberstands wurden die Darmabschnitte mit einer neuen PBS-L&sung
aufgefullt. Dieser Waschzyklus wurde insgesamt 4-mal wiederholt. Die resultierende
Krypten-Suspension, die die intestinalen Stammzellen enthielt, wurde durch ein 100
um Zellsieb filtriert und fiir 5 Minuten bei 400 x g bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde entfernt, und das Krypten-Pellet wurde in einer 60:40 (v/v) Mischung aus BD
Matrigel Growth factor reduced, Phenol red free (BD Bioscience, Produkthnummer:
356231) und eiskaltem PBS resuspendiert (Matrigel). Das Verhaltnis betrug 5-10
Krypten/ul Matrigel. FUr die Aussaat wurden 40-50 pl dieser Suspension pro Well auf
eine 24-Well-Platte aufgebracht und bei 37 °C und 5 % (v/v) atmospharischem CO2
fur 15 Minuten inkubiert, um die Polymerisation des Matrigels zu ermdglichen.
AnschlieRend wurden vorsichtig 500 pl des entsprechenden Nahrmediums pro Well
hinzugefugt. Durch das polymerisierte Matrigel konnten die Organoide in einer 3D-
Matrix wachsen, die der Basalmembran des intestinalen Epithels ahnelt. Aus den
Stammzellen innerhalb der isolierten Krypten bildeten sich polarisierte 3D-Organoide
mit einem zentralen Lumen. Die basale Seite des Epithels war nach aulden gerichtet,
wahrend die apikale Seite dem zentralen Lumen zugewandt war [168].

2.3.2 Noggin-konditioniertes Medium

Human Embryonic Kidney (HEK)-293 Zellen (DSMZ, Produktnummer ACC-305)
wurden zur Generierung des Noggin-konditionierten Mediums eingesetzt [169]. Diese
wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Zeissig (Center for Regenerative Therapies,
Technische Universitat Dresden, Deutschland) zur Verfugung gestellt. Nach
Stimulation mit Puromycin (Sigma-Aldrich, Produktnummer: P7255) sekretieren die
HEK-293 Zellen das Protein Noggin. Im Anschluss folgt eine Zusammenfassung des
Verfahrens zur Gewinnung des Noggin-konditionierten Mediums: Die Zellen wurden in
DMEM + 10 % (v/v) FBS aufgetaut. Bei Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen far
drei Zyklen in DMEM + 10 % (v/v) FBS + 10 mg/ml Puromycin kultiviert. Nach
Abschluss des dritten Zyklus wurden die Zellen im Verhaltnis 1:20 verdunnt und in
DMEM + 10 % (v/v) FBS weiter kultiviert. Nach vier Tagen wurde das Medium
gesammelt und zentrifugiert, um die Zellen zu entfernen. Der resultierende Uberstand
wurde aufbewahrt. Die Zellen wurden erneut fur vier Tage in DMEM + 10 % (v/v) FBS
kultiviert. Das Medium der Zellen wurde erneut gesammelt und zentrifugiert, um die

Zellen zu entfernen. Der entstandene Uberstand wurde aufbewahrt. SchlieRlich wurde
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der gesammelte Uberstand aus beiden Chargen zu einem 50 % (v/v) Gemisch
kombiniert und als Noggin-konditioniertes Medium verwendet.

2.3.3 R-Spondin-1-konditioniertes Medium

HEK-293 Zellen dienten der Generierung des R-Spondin-1-konditionierten Mediums
[169] und wurden ebenfalls von der Arbeitsgruppe von Prof. Zeissig zur Verfugung
gestellt. Nach Stimulation mit Zeocin (Thermo Fisher Scientific, Produktnummer: 46-
0509) sezernieren die HEK-293 Zellen das Protein R-Spondin-1. Im Folgenden wird
eine Zusammenfassung des Verfahrens zur Gewinnung des R-Spondin-1-
konditionierten Mediums prasentiert: Die Zellen wurden in DMEM + 10 % (v/v) FBS
aufgetaut. Bei Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen fur drei Zyklen in DMEM +
10 % (v/v) FBS + 300 mg/ml Zeocin kultiviert. Nach Abschluss des dritten Zyklus
wurden die Zellen im Verhaltnis 1:20 verdunnt und in DMEM + 10 % (v/v) FBS weiter
kultiviert. Nach vier Tagen wurde das Medium gesammelt und zentrifugiert, um die
Zellen zu entfernen. Der resultierende Uberstand wurde aufbewahrt. Die Zellen
wurden erneut fur vier Tage in DMEM + 10 % (v/v) FBS kultiviert. Das Medium der
Zellen wurde erneut gesammelt und zentrifugiert, um die Zellen zu entfernen. Der
entstandene Uberstand wurde aufbewahrt. SchlieBlich wurde der gesammelte
Uberstand aus beiden Chargen zu einem 50 % (v/v) Gemisch kombiniert und als R-
Spondin-1-konditioniertes Medium verwendet.

2.3.4 L-WRN-konditioniertes Medium

L-WRN Zellen (ATCC, Produktnummer: CRL-3276) dienten der Generierung des L-
WRN-konditionierten Mediums [169] und wurden von der Arbeitsgruppe von Prof.
Zeissig zur Verfugung gestellt. Nach Stimulation mit Genectin (Thermo Fisher
Scientific, Produktnummer: 10131035) und Hygromycin (Thermo Fisher Scientific,
Produktnummer: 10687010) sezernieren sie Wnt, R-Spondin-1 und Noggin. Im
Folgenden wird eine Zusammenfassung des Verfahrens zur Gewinnung des L-WRN-
konditionierten Mediums prasentiert: Die Zellen wurden in DMEM + 10 % (v/v) FBS
aufgetaut. Bei Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen fur drei Zyklen in DMEM +
10 % (v/v) FBS + 0,4 mg/ml Genectin und Hygromycin 0,5 mg/ml kultiviert. Nach
Abschluss des dritten Zyklus wurden die Zellen im Verhaltnis 1:20 verdunnt und in
DMEM + 10 % (v/v) FBS weiter kultiviert. Nach vier Tagen wurde das Medium

gesammelt und zentrifugiert, um die Zellen zu entfernen. Der resultierende Uberstand
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wurde aufbewahrt. Die Zellen wurden erneut fur vier Tage in DMEM + 10 % (v/v) FBS
kultiviert. Das Medium der Zellen wurde erneut gesammelt und zentrifugiert, um die
Zellen zu entfernen. Der entstandene Uberstand wurde aufbewahrt. SchlieRlich wurde
der gesammelte Uberstand aus beiden Chargen zu einem 50 % (v/v) Gemisch
kombiniert und als L-WRN-konditioniertes Medium verwendet.

2.3.5 Kultur von intestinalen Organoiden

Die in Matrigel-eingebetteten Organoide wurden bei 37 °C unter einer 5 % (v/v) CO.-
Atmosphare im Inkubator kultiviert. Als Nahrmedium fur Dinndarmorganoide wurde
entweder 500 pl IntestiCult™ Organoid Growth Medium (Mouse) (STEMCELL
Technologies, Produktnummer: 06005) oder 500 ul eines Nahrmediums, das mit
Epidermalem Wachstumsfaktor (EGF) (R&D Systems, Produktnummer: 236-EG),
Noggin und R-Spondin-1 (ENR-konditioniertes Medium) supplementiert war,
verwendet. Als Nahrmedium fur Colonorganoide wurde 500 pl eines Nahrmediums,
das mit Wnt, Noggin und R-Spondin-1 (L-WRN-konditioniertes Medium)
supplementiert war, verwendet. Die genaue Zusammensetzung des L-WRN und ENR-
konditionierten Mediums sowie des hierfur benotigten 2x Basal Mediums ist in den
entsprechenden Tabellen aufgefuhrt (Tabelle 2.3, Tabelle 2.4,

Tabelle 2.5). Das 2x Basal Medium besteht aus Advanced Dulbecco's Modified Eagle
Medium/Ham's F-12 (Advanced DMEM/F12) (Thermo Fisher Scientific,
Produktnummer: 12634028), Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) (Thermo Fisher
Scientific,  Produktnummer:  15140-122), 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES) (Thermo Fisher Scientific, Produktnummer: H3375),
GlutaMAX-1 (Thermo Fisher Scientific, Produktnummer: 35050-038) und N-
Acetylcystein (NAC) (Sigma-Aldrich, Produktnummer: A9165-25G). Das Medium
wurde alle 2-3 Tage gewechselt, und die Organoide wurden wochentlich geteilt. Zur
Teilung der Organoide wurde das Medium entfernt, und anschlie®end wurden 500 pl
eiskaltes PBS pro Well hinzugefugt. Das Matrigel wurde mechanisch mit der
Pipettenspitze abgeldst. Die Suspension der Organoide desselben Genotyps wurde in
ein 15 ml Falcon Rohrchen gegeben und bei 400 g fur 3 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, und das Organoidpellet wurde, wie bereits
beschrieben, in Matrigel resuspendiert und in eine 24-Well-Platte ausplattiert. Nach
einer 15-mindtigen Inkubationszeit zur Polymerisation wurde 500 yl des

entsprechenden Nahrmediums hinzugefugt. Vor der Durchfuhrung eines Experiments
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wurden die Organoide fur mindestens 2 Teilungspassagen nach der Isolation bzw.
dem Auftauen kultiviert. Stimulationen wurden Uber einen Zeitraum von 24 Stunden
durchgefuhrt. Fur die Kryokonservierung wurde das Medium abpipettiert, und 500 pl
CryoStor® CS10 (STEMCELL Technologies, Produktnummer: 07930) wurden
hinzugefugt. Die Suspension wurde in ein Kryorohrchen (CryoPure 2.0 ml) (Sarstedt,
Produktnummer: 72.380.002) Uberfuhrt und bei -80 °C in einer CoolCell® Box
(Biocision, Produktnummer: BCS-405) gelagert, um einen schonenden Gefrierprozess
uber 24 Stunden zu ermoglichen. Anschliel3end wurden die Organoide bei -80 °C bis
zur weiteren Nutzung aufbewahrt. Zum Auftauen wurden die Kryorohrchen bei 37 °C
im Wasserbad aufgetaut, und der Inhalt wurde sofort in ein 15 ml Falcon Rohrchen,
das 2 ml Advanced DMEM/F12 enthielt, Uberfuhrt. Das Falcon Réhrchen wurde bei
400 g fur 3 Minuten zentrifugiert, und der Uberstand wurde verworfen. Das
Organoidpellet wurde, wie oben beschrieben, in Matrigel resuspendiert und
ausplattiert.

Tabelle 2.3 Zusammensetzung 2x Basal Medium

2x Basal Medium Stammlosung Finale Volumen (fiir 25 ml)
Konzentration

Advanced DMEM/F12 - - 23.4 ml

Pen/Strep 10 000 U/ml 140 U/ml 500 pl

HEPES 1M 14 mM 500 ul

GlutaMAX-1 200 M 2.8 mM 500 ul

NAC 500 mM 1.4 mM 100 pl

Tabelle 2.4 Zusammensetzung ENR-konditioniertes Medium

ENR-konditioniertes Medium Stammldsung % (viv)
2x Basal Medium 70
Noggin konditioniertes Medium 10
R-Spondin-1 konditioniertes Medium 20
EGF 50 ug/ml 0,1

Tabelle 2.5 Zusammensetzung L-WRN-konditioniertes Medium

L-WRN-konditioniertes Medium Stammldsung % (viv)
2x Basal Medium 35
L-WRN konditioniertes Medium 50
FBS 15
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2.4 Zellbiologische Methoden

2.41 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Um die Zytokinlevel im Mausserum zu bewerten, wurde ein ELISA durchgefuhrt. Zur
Detektion von murinem CXCL1 wurde das CXCL1/KC Duoset ELISA Quantikine (R&D
Systems, Produktnummer: MKCOOB) sowie ein Standard ABTS ELISA Development
Kit von (Peprotech, Produktnummer: 250-11) gemaly den Herstellerprotokollen
verwendet. Die Platten wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur mit einem
antigenspezifischen Capture-Antikorper beschichtet. Anschlielend wurden die Platten
in PBS + 0,05 % (v/v) Polysorbat 20 (Tween) (Carl Roth, Produktnummer: 9127.2)
gewaschen und mit PBS + 1 % (v/v) bovinem Serumalbumin (BSA) (Carl Roth,
Produktnummer: 8076.4) blockiert. Als Sekundarantikorper wurde ein Streptavidin-
gebundener Meerrettichperoxidase (HRP) Antikorper gemald den Herstellerangaben
eingesetzt. Die Absorptionsfahigkeit wurde mit dem Infinite M200 Pro Microplate

Reader von Tecan und der dazugehorigen Tecan i-control™ Software 1.9 gemessen.

2.4.2 Seahorseanalyse Caco-2

Der Seahorse XFe24 Analyzer ermdglicht die Echtzeitmessung der
Sauerstoffverbrauchsrate (OCR). Die OCR von Caco-2-Zellen wurden gemal} den
Herstellerangaben unter Verwendung des Seahorse XF Mito Stress Test Kits (Agilent
Technologies, Produktnummer: 103015-100) erfasst. Hierbei fungiert die OCR als
Maf fur die mitochondriale oxidative Phosphorylierung (OXPHOS). Fur die basale
Messung wurden 4 x 10* Caco-22"K? oder Caco-2"T-Zellen bereits 24 Stunden im
Voraus auf die Seahorse XF24 V7 PS Cell Culture Microplate (Agilent Technologies,
Produktnummer: 100777-004) ausgesat. Um den Effekt von Butyrat zu untersuchen,
wurden die Zellen in derselben Dichte 48 Stunden vorher ausgesat, um eine 24-
stindige Stimulation mit Butyrat zu ermoglichen. Die Messung erfolgte unmittelbar
nach der Butyrat-Stimulation. Bei der Messung mit Butyrat wurde dem Medium 2 mM
Butyrat hinzugefugt. Fur das Seahorse XF Mito Stress Test Kit erfolgte zunachst die
Messung der OCR unter basalen Bedingungen. Oligomycin wurde verwendet, um die
ATP-Synthase Zu inhibieren. Carbonylcyanid-p-
trifluormethoxyphenylhydrazon (FCCP)  induzierte einen  Kollaps des
Protonengradienten entlang der mitochondrialen Membran. Die Reservekapazitat der
Atmungskette wurde als Differenz zwischen maximaler und basaler Zellatmung

berechnet. Zur Unterbindung der mitochondrialen Atmung, die durch Prozesse
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aulderhalb der Mitochondrien induziert wird, wurden Rotenon und Antimycin A als
Negativkontrolle zugesetzt. Fir jedes Experiment wurden 9 Replikate aus 3

unabhangigen Versuchen verwendet.

2.4.3 Seahorseanalyse intestinale Organoide

Der Seahorse XFe24 Analyzer misst die OCR in Echtzeit. Die OCR von intestinalen
Organoiden wurde gemal den Herstellerangaben fur Zellen, wie in Abschnitt 2.4.2
beschrieben, mithilfe des Seahorse XF Mito Stress Test Kits gemessen. Die OCR dient
hierbei als Indikator fur OXPHOS. Fur diese Messung wurde die herkdmmliche
Organoidkultur (2.3.5 ) modifiziert. Anstelle der Seahorse XF24 V7 PS Cell Culture
Microplate wurden Seahorse XF24 V28 PS Cell Culture Microplates (Agilent
Technologies, Produktnummer 100882-004) verwendet. Letztere weisen eine Tiefe
von 812 ym auf, im Gegensatz zu den erstgenannten mit einer Tiefe von 200 ym. Dies
ist von Bedeutung, da bei der Messung der Deckel der Platte durch einen
Injektionsport ausgetauscht wird und bei den herkdmmlichen Platten der Injektionsport
innerhalb der 3D-Matrix der Organoide platziert werden wurde. Weiterhin wurde die
Ausplattierung auf 20 pl pro Well reduziert, im Gegensatz zu den zuvor verwendeten
50 pl. Hierfar wurde pures Matrigel ohne PBS verwendet. Auf diese Weise konnte
sichergestellt werden, dass die Matrix nicht durch die Injektion beschadigt wurde. Die
Dichte von 5-10 Krypten/1 ul Matrigel wurde beibehalten. Die Organoide wurden eine
Woche vor der Messung ausplattiert, um ausreichendes Wachstum zu gewahrleisten.
Das Nahrmedium wurde alle 2 Tage gewechselt. Fur das Seahorse XF Mito Stress
Test Kit wurde zunachst die OCR unter basalen Bedingungen gemessen. Mit
Oligomycin wurde der ATP-Synthase inhibiert. FCCP induzierte einen Kollaps des
Protonengradienten entlang der mitochondrialen Membran. Die Reservekapazitat der
Atmungskette wurde aus der Differenz zwischen maximaler und basaler Zellatmung
berechnet. Rotenon und Antimycin A wurden als Negativkontrolle zugesetzt, um die
mitochondriale Atmung, die von Prozessen aul3erhalb der Mitochondrien induziert
wird, zu unterbinden. Fur jedes Experiment wurden 8 Replikate aus 2 unabhangigen
Versuchen verwendet. Im Gegensatz zum Zellmodell werden die Organoide wahrend
der Messung von basolateral, statt apikal stimuliert. Da die Dichte der Organoide trotz
all dieser Umstande variieren kann, wurde nach der Messung die mRNA isoliert (2.5.1)
und die gemessenen Werte im Verhaltnis zum mRNA-Gehalt normalisiert. Aufgrund
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des hohen Proteingehalts der Matrigelmatrix und der daraus resultierenden

Abweichungen wurde von einer Messung der Proteinkonzentration abgesehen.

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 mRNA-Isolation

Die mRNA-Extraktion erfolgte unter Anwendung des RNeasy Mini Kits (QiaGen,
Produktnummer: 74004) gemald den Herstellervorgaben. Zur Zersetzung und
Homogenisierung von murinem Gewebe kam der TissueLyser Il von QiaGen in 600 pl
RNeasy Lysis Buffer (RLT) (QiaGen, Produktnummer: 79216) mit 1 % (v/v) B-
Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Produktnummer: 444203) zum Einsatz. Die Lyse von
Zellen und Organoiden erfolgte direkt in 350 pl RLT + 1 % (v/v) 3-Mercaptoethanol.
AnschlieRend wurden die Lysate mit 350 yl 70 % EtOH vermischt und in eine RNeasy
Spin Column (aus dem RNeasy Mini Kit) uberfuhrt. Die mRNA-Isolation erfolgte dann
gemald dem Herstellerprotokoll. Der Verdau mit DNAse wurde unter Verwendung des
RNase-free DNase Sets (Qiagen, Produktnummer: 79254) durchgefuhrt. Schlieflich
wurde die mRNA in 30-50 pl RNase-free Water (QiaGen, Produktnummer: 129112)
geldst, und die Konzentration wurde mithilfe des NanoDrop ND-1000
Spectrophotometers gemessen. Die isolierte mRNA wurde entweder zur cDNA-

Synthese verwendet oder sofort bei -80 °C gelagert.

2.5.2 cDNA-Synthese

Es wurden 100-1000 ng mRNA pro Probe mit reverser Transkriptase (RT) in die
komplementare cDNA transkribiert. Hierfur kam das Maxima H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Produktnummer: K1651) zum Einsatz,
wobei das Herstellerprotokoll befolgt wurde. Die verwendeten Materialien stammen,
sofern nicht anders angegeben, aus dem zuvor genannten Kit. Zu Beginn wurden
0,125 yl Oligo-(dt)18-Nukleotide mit 0,5 yl Desoxynukleosidtriphosphat-Mix (jeweils 10
mM) zur isolierten mMRNA hinzugefugt. Diese Mischung wurde mit Nuclease-free Water
(Thermo Fisher Scientific, Produktnummer: AM9916) auf ein Gesamtvolumen von 3 pl
aufgefullt. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation der Probe fur 5 Minuten bei 65 °C in
einem 96-well-Thermocycler, um die Sekundarstruktur der mRNA aufzubrechen. Die
Proben wurden danach bei 4 °C inkubiert, um die Primer-Hybridisierung zu
ermoglichen. Es wurden 2 yl RT-Buffer und 0,5 pyl RT-Enzym hinzugefugt. Die Proben
wurden daraufhin 10 Minuten bei 25 °C, 15 Minuten bei 50 °C, 5 Minuten bei 85 °C
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inkubiert und anschlieRend bei 4 °C, um die reverse Transkription zu ermoglichen. Die
resultierende cDNA wurde mit Nuclease-free Water auf eine Konzentration von
10 ng/pl pro Probe verdunnt. Falls nicht sofort weiterverwendet, wurde die cDNA bei -
20 °C gelagert.

2.5.3 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR)

Die qRT-PCR wurde unter Verwendung von SYBR Green durchgefuhrt, einer
fluoreszierenden Farbemethode, bei der der Farbstoff in die DNA interkaliert wird. Zur
Amplifikation und simultanen Quantifizierung wurden Oligonukleotide eingesetzt, die
die kodierende Region des entsprechenden Gens als Zielstruktur hatten. Die Auswahl
der Primer wurde anhand gangiger Transkriptionsmodelle getroffen, die in der National
Center for Biotechnology Information Database
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/) verfugbar sind. Die ausgewahlten Primer
wurden bei der Microsynth Seqglab GmbH bestellt und wurden entsprechend
vollstandiger Exon-Exon-Abdeckung, einer Lange von 20-25 Basen, einer optimalen
Hybridisierungstemperatur von 60 °C und einer Amplicon-Lange von 200-400
Basenpaaren gestaltet. Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer sind in Tabelle 2.6
aufgefuhrt. Fur die qRT-PCR wurde der SYBR® Select Master Mix (Applied
Biosystems, Produktnummer: 4472920) gemall dem Herstellerprotokoll verwendet.
Dabei wurden 5 pl der cDNA-Probe (1 ng/pl) mit 4,5 pl SYBR® Select Master Mix und
0,5 pl des entsprechenden Primer-Mix, der 5 uM Forward- und Reverse-Primer enthalt,
vermengt. Die Proben wurden in Duplikaten in eine 384-Well-Platte (Sarstedt,
Produktnummer: 72.1984.202) pipettiert. Die qRT-PCR wurde unter Anwendung des
ViiA 7 Real-Time PCR Systems durchgefuhrt. Alle Ergebnisse wurden unter
Normalisierung auf das entsprechende mRNA-Level des Haushaltsgens als relativer

Fold-Change dargestellt. Als Haushaltsgen wurden Beta Actin verwendet.
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Tabelle 2.6 Primer fur qRT-PCR

Primer Gen Organismus Richtung Sequenz (5’ zu 3’)

hu_Actin_F ACTB Human Forward CATGTACGTTGCTATCCAGGC
hu_Actin_R ACTB Human Reverse CTCCTTAATGTCACGCACGAT
hu_HK2_F HK2 Human Forward AAGGCTTCAAGGCATCTG
hu_HK2_R HK2 Human Reverse = CCACAGGTCATCATAGTTCC
hu_PPIF_F PPIF Human Forward TTCGGCTACAAAGGCTCCAC
hu_PPIF_R PPIF Human Reverse TGTGCCATTGTGGTTGGTGA
hu_Ffar2_F FFAR2 Human Forward GTAGCTAACACAAGTCCAGTCCT
hu_Ffar2_R FFAR2 Human Reverse CTAGGTGTTGCTTTGAAGCTTGT
hu_Ffar3_F FFAR3 Human Forward CTAAGGGTATGCGCGCTAAAG
hu_Ffar3_R FFAR3 Human Reverse = AGCCCAATCCATAGTGTGTGG
hu Hcar2 F HCAR2 Human Forward ATGTTGGCTATGAACCGCCAG
hu Hcar2 R HCAR2 Human Reverse GCTGCTGTCCGATTGGAGA
mu_Hk2_F Hk2 Maus Forward CCCTGTGAAGATGTTGCCCACT
mu_Hk2_R Hk2 Maus Reverse CCTTCGCTTGCCATTACGCACG
mu_Actin_F  Actb Maus Forward GGCTGTATTCCCCTCCATCG
mu_Actin R Actb Maus Reverse CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

2.5.4 Transfektion von small interfering RNA (siRNA)

Die Proteinbiosynthese von FFAR3, FFAR2 und HCAR2 wurde mittels RNA-
Interferenz unterdruckt, wobei zur RNA-Interferenz siRNA verwendet wurde. Caco-2-
Zellen wurden simultan mit einer humanen Smart Pool siRNA fur FFAR3 (Horizon,
Produktnummer: M-005572-00-0005), FFAR2 (Horizon, Produktnummer: M-005574-
00-0005) und HCARZ2 (Horizon, Produktnummer: M-006688-03-0005) transfiziert. Als
Kontrolle wurden Caco-2-Zellen mit der mitgelieferten Mock-siRNA (ohne RNA-
Interferenz) transfiziert. Die Transfektion erfolgte mithilfe des Viromer Blue Kits for
siRNA transfection (Lipocalyx, Produktnummer: VB-01LB-00, Anmerkung: Nicht
langer kommerziell verfugbar). Die siRNA wurde 24 Stunden nach dem Ausplattieren
der Zellen mit dem genannten Kit transfiziert. Die Zellzahl wurde gemal} Tabelle 2.1
festgelegt. Fur den Versuch wurde die siRNA gegen FFAR3, FFAR2 und HCARZ2
gleichzeitig eingebracht, wobei jeweils 2,8 yM auf 15 pl gelost verwendet wurden.
Anschliefliend wurden 3 pl Viromer® BLUE (aus Viromer Blue Kit) mit 270 ul Buffer
Blue (aus Viromer Blue Kit) vermischt. Von dieser Mischung wurden 135 ul mit den
15 pl der geldsten siRNA kombiniert und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurden 50 yl der vorbereiteten transfektionsfahigen siRNA auf ein Well der
24-Well-Platte pipettiert. Dieser Ansatz wurde entsprechend der Anzahl der Ziel-RNA
dreifach wiederholt. Als Kontrolle wurde der dreifache Ansatz an Mock-siRNA
verwendet. Um die Interaktion von Butyrat und den genannten Rezeptoren sowie

deren Einfluss auf HK2 zu untersuchen, wurden die Zellen 48 Stunden nach der
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siRNA-Transfektion fur 24 Stunden mit Butyrat stimuliert. Anschlielend wurde die
MRNA der Zellen isoliert, die entweder direkt weiterverarbeitet oder bei -80 °C zur

Lagerung eingefroren wurde.

2.6 Proteinbiochemische Methoden

2.6.1 Proteinisolation aus Zellen und Organoiden

Zunachst wurde das Medium der Zellen und Organoide entfernt, und diese wurden
zweimal grundlich mit eiskaltem PBS gespult. Anschlie3end erfolgte die Lyse der
Zellen bzw. Organoide unter Verwendung von eiskaltem Radioimmunprazipitations
(RIPA) Puffer (Thermo Fisher Scientific, Produktnummer: 89900) und 1 % (v/v) 100x
Halt Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo Fisher Scientific,
Produktnummer: 78452). Die Lysate wurden mittels Ultraschalls denaturiert und
kurzzeitig auf 95 °C erhitzt. Nach dieser Behandlung wurden die Lysate fur 15 Minuten
bei 4 °C mit 16.000 x g =zentrifugiert, um das Proteinlysat zu reinigen und
Uberschiissige Zellreste zu entfernen. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand,
welcher das gereinigte Proteinlysat enthielt, in ein sauberes Mikroreaktionsgefal
uberfuhrt. Diese Proben wurden entweder unmittelbar weiterverarbeitet oder zur

Lagerung bei -80 °C eingefroren.

2.6.2 Messung der Proteinkonzentration

Die Konzentration der Proteine wurde mithilfe des kolorimetrischen detergent
compatible Protein Assay (BioRad, Produktnummer: 500011) gemald der
Herstellervorgaben gemessen. Dieser Assay, ein optimierter Lowry Assay, basiert auf
der Biuret-Reaktion. Molekule mit mindestens 2 Peptidkomponenten bilden in einer
alkalischen Losung einen Komplex mit Kupferionen, was zur Bildung von
monovalenten Kupferionen fuhrt. Diese interagieren wiederum mit dem Folin-Reagenz
des Assays und bewirken durch eine Konformationsanderung einen Farbumschwung
der Losung. Mit zunehmender Proteinmenge wird die Losung dunkelviolett. Die
maximale Absorption tritt bei 750 nm auf [170]. Fur die Proteinkonzentrationsmessung
wurden 5 pl des Lysats mit 5 pl bidestilliertem Wasser verdinnt und mit den
Reagenzien des Assays vermischt. Die Absorption wurde nach einer 15-mindtigen
Inkubation im Dunkeln mit dem Infinite M200 Pro Microplate Reader von Tecan

gemessen. Die Resultate wurden anschliel3end mit der zugehorigen Tecan i-control™
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software 1.9 ausgewertet. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration diente eine BSA-
Standardkurve.

2.6.3 Protein-Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese wurden Polyacrylamid-Gele verwendet, bestehend aus
einem 12 % oder 15 % Acrylamid-Separationsgel und einem 3 % Stacking-Gel
(Tabelle 2.7). Die Lysate wurden entsprechend ihrer Proteinkonzentration mit
Probenpuffer nach Lammli (Sigma-Aldrich, Produktnummer: S3401-10VL) aufgefullt
und auf 95 °C erhitzt. Die gewahlte Proteinkonzentration der Lysate betrug 1 pg/ul.
Anschlieend wurden vorsichtig 10 ul der Probe in die Geltaschen pipettiert. Zur
Grolenbeurteilung der Proteinbanden kam PageRuler™ Plus Prestained Protein
(Thermo Fisher Scientific, Produkthnummer 26619) zum Einsatz, welches einen
Zielbereich von 10 bis 250 kDa abdeckt. Es wurden Standard-SDS-PAGE-
Bedingungen verwendet. Die Gelelektrophorese wurde fur 15 Minuten in 1 X
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)/Glycin/SDS (TGS) (Bio-Rad,
Produktnummer: 1610732) bei 75 Volt (Maximale Stromstarke 300 mA) durchgefuhrt
und anschlieend fur 60 Minuten bei 150 Volt (Maximale Stromstarke 300 mA) im
XCell SureLock Mini Cell System (Thermo Fisher Scientific, Produktnummer EI0001).
Mit dieser Methode wurden die Proteine der Lysate entsprechend ihres
Molekulargewichts und ihrer Ladung separiert.

Tabelle 2.7 Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gele

Bestandteile 3 % Stacking-Gel 12 % Acrylamid Gel 15 % Acrylamid Gel

Bidestilliertes 3,5 ml 2,5ml 1,95 ml

Wasser

Puffer 2,5 ml (Separation) 2,5 ml (Separation) 0,75 ml (Stacking)
30 % 4 ml 5ml 0,3 ml
Bisacrylamid

TEMED 10 wl 10 wl 10 wl

10 % APS 100 pl 100 pl 30 pl

2.6.4 Western Blot Analyse

Die Proteine wurden von den Gelen auf Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membranen (Bio-
Rad, Produktnummer: 162-0177) Ubertragen. Zunachst wurden die Membranen
gemall den Herstellervorgaben aktiviert. Dazu wurden die Membranen fur 10
Sekunden in Methanol (Merck, Produktnummer: 1.06035.1000) geschwenkt und
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anschliefend fur 5 Minuten in destilliertes Wasser eingetaucht, um Uberschiussiges
Methanol zu entfernen. Nach diesem Schritt wurde die aktivierte PVDF-Membran in
den ersten Anodenpuffer gelegt. Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte
mittels Semi-Dry-Blotting mit dem Trans-Blot Turbo™ Transfer System. Hierbei
wurden Puffer aus einem Kathodenpuffer und zwei Anodenpuffern verwendet, deren
Zusammensetzung gemaly dem Herstellerprotokoll erfolgte. Die Transferreaktion
wurde bei 0,3 A und 25 Volt Uber einen Zeitraum von 60 Minuten durchgefuhrt. Die
proteinbeladenen PVDF-Membranen wurden entweder mit 5 % Blotto Non-Fat Dry
Milk (Milchpulver) (Santa Cruz, Produktnummer: sc-2325) oder mit FBS fur eine
Stunde blockiert. Sowohl Milchpulver als auch FBS wurden im Verhaltnis 5 % (w/v) mit
TRIS-gepufferter Kochsalzlosung (TBS) supplementiert mit 0,1 % (v/v) Tween (TBS-
Tween 20) vermischt. Dieser Prozess und die folgenden Inkubationsschritte erfolgten
bei Raumtemperatur unter konstanter Bewegung (Falcon-Roller), um unspezifische
Reaktionen zu minimieren. Anschliel3end wurden die geblockten PVDF-Membranen
dreimal mit TBS-Tween 20 gewaschen. Die geblockten PVDF-Membranen wurden mit
den entsprechenden Primarantikorpern (Tabelle 2.8) und Sekundarantikdrpern
(Tabelle 2.9) inkubiert. Die Antikorper wurden gemaly den Herstellervorgaben in
Milchpulver oder FBS 5 % (w/v) TBS-Tween 20 gelost, wobei darauf geachtet wurde,
dass die korrespondierenden Primar- und Sekundarantikorper jeweils in Milchpulver
oder FBS gel6st wurden. Die Inkubation mit dem Primarantikorper erfolgte Uber Nacht
bei 4 °C. Am folgenden Tag wurde der Primarantikdrper entfernt, und die inkubierte
PVDF-Membran wurde dreimal jeweils fur 10 Minuten mit TBS-Tween 20 gewaschen.
AnschlieBend wurde die Membran fur eine Stunde mit dem entsprechenden
Sekundarantikorper, der an HRP gekoppelt war, inkubiert. Fir Maus-Primarantikorper
wurde Anti-Mouse 1gG (TH Geyer, Produktnummer: NA931V) verwendet, fur
Kaninchen-Primarantikorper wurde Anti-Rabbit (TH Geyer, Produktnummer: NA934V)
eingesetzt, und fur HRP-gekoppeltes Anti-beta-Actin (Abcam, Produktnummer:
ab20271) wurde kein Sekundarantikorper verwendet. Nach Entfernung des
Sekundarantikorpers wurde die inkubierte PVDF-Membran erneut dreimal jeweils fur
10 Minuten mit TBS-Tween 20 gewaschen. Die durch den Sekundarantikorper
gebundenen Proteine wurden mit dem Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate Kit
(Thermo Fisher Scientific, Produktnummer: 32132X3) oder dem ECL™ Western
Blotting Detection Reagents Kit (GE Healthcare UK, Produktnummer: RPN2209)
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nachgewiesen, wobei das Herstellerprotokoll befolgt wurde. Die Entwicklung erfolgte
mit dem ChemiDoc Imaging System.

Tabelle 2.8 Liste der verwendeten Primarantikorper*

Antikorper gegen Klonalitat Wirtspezies RRID

HK2 Monoklonal Maus AB_ 2892669
HRP B-Actin Monoklonal Maus AB_445482
Caspase 3/cCaspae 3 Polyklonal Kaninchen AB_2160739
PARP1/cPARP1 Polyklonal Kaninchen AB_331439

*Informationen (ber Hersteller und Produktnummer (Tabelle 7.1)

Tabelle 2.9 Liste der verwendeten Sekundarantikorper

Antikorper gegen RRID

Maus IgG AB_772210
Kaninchen AB 772206

2.7 In silico Methoden

2.7.1 Sanger-Sequenzierung

Die Sanger-Sequenzierung wurde durchgefuhrt, um die Vollstandigkeit der
hergestellten Plasmide (2.2.3) zu Uberprufen. Die Plasmid-DNA wurde unter
Verwendung des DNeasy Blood and Tissue Kits (Qiagen, Produktnummer: 69504)
gemald den Herstellervorgaben isoliert. Anschlie3end erfolgte die Amplifikation mit
dem 96-well-Thermocycler und dem BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
(Thermo Fisher Scientific, Produktnummer: 4337449). Fur die Amplifikation wurden die
Proben zunachst fur eine Minute bei 95 °C erhitzt und anschlielRend durchliefen sie 29
Zyklen (95 °C fur 10 Sekunden, 50 °C fur 5 Sekunden und 60 °C fur 4 Minuten).
Wahrend dieses Prozesses wurden fluoreszierende Didesoxyribonukleosid-
Triphosphate (ddNTP) in die PCR-Produkte eingebaut. Eine detaillierte Liste aller
verwendeten Materialien ist in Tabelle 2.70 aufgefuhrt. Die amplifizierte DNA wurde
bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Die Sanger-Sequenzierung erfolgte
gemal} der etablierten Methode [171]. Der 3730xI DNA Analyzer wurde verwendet, um
die Fluoreszenz der eingebauten ddNTP zu messen. Zur Analyse der Rohdaten kam
die finchTV Software (Version 1.4.0) zum Einsatz, um die Daten von der
Binarschnittstelle in das FASTA-Format zu konvertieren. Das Ergebnis wurde
anschlie3end mit der beabsichtigten Oligonukleotid-Sequenz verglichen.
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Tabelle 2.10 Reagenzien zur Amplifikation der Plasmid-DNA (pro Well)

Reagenzien Volumen

DNA (300 ng) x ul (Abhangig von Ausgangskonzentration)
5x Sequencing buffer (SB) 1l

Primer (5 uM) 1l

Big Dye 1.5l

Aqua bidest. y ul (Auf insgesamt 10 pl auffullen)
Summe: 10 wl

2.7.2 Quantifizierung von kurzkettigen Fettsauren

Die Umsetzung dieser Methoden und die Erhebung der Rohdaten wurden von Prof.
Philippe Schmitt-Kopplin und seinem Team (Forschungseinheit Analytische
BioGeoChemie, Helmholtz Zentrum Muinchen) durchgefuhrt. Die Interpretation der
Daten erfolgte im Rahmen der Dissertation und wird im folgenden Text naher erlautert.
Die Bakterien aus der oralen mikrobiellen Gemeinschaft (OMM) wurden gemalf}
Abschnitt 2.9.1 kultiviert. Zur Homogenisierung wurde 1 ml des bakteriellen
Uberstandes mit NucleoSpin Bead Tubes Typ A (Macherey-Nagel, Produktnummer:
740786.50) und dem Precellys Evolution Homogenizer behandelt. Der Uberstand
wurde anschlieend fur 10 Minuten bei 4 °C mit 21.000 x g zentrifugiert. Zur Erstellung
eines Vergleichs wurde eine -Standardreihe fur Butyrat, Acetat und Propionat erstellt.
Hierzu wurden Butansaure (Sigma-Aldrich, Produktnummer: B103500), Ethansaure
(Sigma-Aldrich, Produktnummer: A6283) und Propansaure (Sigma-Aldrich,
Produktnummer: P1386) in Methanol geldst, um eine Konzentration von 100 ppm zu
erreichen. Die Derivatisierung der kurzkettigen Fettsauren erfolgte unter Verwendung
von 3-Nitrophenylhydrazin (Sigma-Aldrich, Produktnummer N21804) wie zuvor
beschrieben [172]. Die Konzentrationen der kurzkettigen Fettsauren in den Proben
wurden mittels Ultra-High Performance Liquid Chromatography in Kombination mit
dem amaZon ETD lonTrap Massenspektrometer gemessen. Die Proben wurden unter
Verwendung einer C8-Sdule und einem LoOsungsmittelsystem mit 5mM
Ammoniumacetat (Sigma-Aldrich, Produktnummer: 9691) in Kombination mit 0,1 % pH
4,2 Essigsaure (Biosolve, Produktnummer: 23234101) in Wasser oder Acetonitril
(Sigma-Aldrich, Produktnummer: 1000291000) aufgetrennt. Die
Massenspektrometrie-Analyse erfolgte im negativen Elektrospray-lonisationsmodus.
Die Konzentrationen der kurzkettigen Fettsduren in den bakteriellen Uberstanden
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wurden unter Verwendung der QuantAnalysis-Software (Bruker Daltonics GmbH,

www.bruker.com) berechnet.

2.7.3 Metabolisches Modell der Produktion kurzkettiger Fettsduren durch OMM-
Bakterien

Die Ausfuhrung dieser Methoden und die resultierenden Rohdaten wurden von Prof.
Christoph Kaleta und Dr. rer. nat. Johannes Zimmermann (Institut fUr Experimentelle
Medizin, Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel) durchgefuhrt. Die Interpretation der
Daten im Kontext erfolgte im Rahmen der Dissertation und die entsprechenden Details
werden im folgenden Text erlautert. Die metabolischen Netzwerke wurden mithilfe von
Gapseq (https://github.com/jotech/gapseq) rekonstruiert [173]. Diese
Rekonstruktionen basierten auf den Genomen der einzelnen Bakterien aus der oralen
mikrobiellen Gemeinschaft, die vom NCBI Bioproject PRINA289613 heruntergeladen
wurden, sowie auf dem AMM [174]. Die Bildung der fermentierten Produkte wurde
durch erweiterte Flux Balance Analyse bestimmt [175]. Zur Berucksichtigung der
Variabilitat der Vorhersagen wurde die ACHR-Funktion aus dem R-Paket
(SybilcycleFeeFlux, W = 5000, nPoints = 10000) [176] verwendet, um die Verteilung
der fermentierten Produkte fur jedes Bakterium zu erhalten. Alle vorhergesagten
Fermentationsprodukte wurden dann als erklarende Variablen verwendet, um die

HK2-Expression mittels linearer Regression abzuschatzen.

2.8 Histologie und Immunfarbungen

2.8.1 Verarbeitung und Fixation von Gewebe

Die Gewebeproben wurden uber Nacht bei 4 °C in einer 10 % (v/v) Formalin-Lésung
(Sigma-Aldrich, Produktnummer: HT501128-4L) fixiert. AnschlieRend erfolgte die
Dehydratisierung des Gewebes durch eine Serie von Ethanol-Losungen mit
steigenden Konzentrationen, wobei die letzte Konzentration von Ethanol (Merck,
Produktnummer: E7148) 100 % betrug. Das Gewebe wurde mit ROTI®Histol (Roth,
Produktnummer: 6640.1) entwachst und anschlieBend in Paraffin (Thermo Fisher
Scientific, Produktnummer: 416770020) eingebettet. Mithilfe des RM2255 Mikrotoms
wurden Schnitte mit einer Dicke von 5 ym fur die weitere Bearbeitung angefertigt.
2.8.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)

Die Schnitte wurden entparaffiniert und in einer Serie von Ethanol-LOosungen mit

absteigenden Konzentrationen rehydriert. Anschliellend wurden die Schnitte fur 3
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Minuten in Mayer's Hamalaunl6sung (Merck, Produktnummer: 109249) getaucht, fur 5
Minuten unter flieRendem Wasser gespuilt, fur weitere 3 Minuten mit Eosin Y-L6sung
(Merck, Produktnummer: HT1102128-4L) behandelt und erneut unter flieBendem
Wasser gespult. Hamatoxylin reagiert mit negativ geladenen, basophilen
Zellkompartimenten wie dem endoplasmatischen Retikulum und Nukleinsauren, die in
blauer Farbe erscheinen. Eosin, selbst negativ geladen, reagiert hingegen mit positiv
geladenen Zellkompartimenten wie den Aminogruppen zytoplasmatischer Proteine,
die in rosa Farbe erscheinen. Darauf folgte die Dehydratisierung des Gewebes durch
eine Serie von Ethanol-Losungen mit steigenden Konzentrationen, wobei die letzte
Konzentration von Ethanol 100 % betrug. Die gefarbten Schnitte wurden dann in
Roti®-HistoKit (Roth, Produktnummer: 6638.1) eingelegt. Die Analyse und
Fotodokumentation erfolgten mithilfe des Axioimager Z1 Mikroskops und der Zen Pro
(Blue edition) Software (https://www.zeiss.com).

2.8.3 Histologischer Inflammations-Score

Der durch DSS-induzierte entzundliche Schaden am intestinalen Epithel wurde
anhand eines histologischen Scores analysiert, der von Adolph et al. [89] adaptiert
wurde. Dieser Score basiert auf dem ursprunglichen histologischen Inflammations-
Score von Siegmund et al. [177]. Fur die Analyse wurden Swiss-Rolls des murinen
Colons mit HE gefarbt. Es erfolgte eine Untersuchung auf mononukleare Zellinfiltrate,
Hyperplasie der Krypten, epitheliale Zellschaden und Erosionen, Infiltrationen
polymorphkerniger Zellen sowie transmurale Entzindungen. Jede dieser Kategorien
erhielt willkurliche Einheiten von 0 (keine Auspragung) bis 3 (schwere Auspragung).
Die einzelnen Werte der Kategorien wurden summiert und mit einem Faktor
multipliziert. Der Multiplikationsfaktor entspricht dem Prozentbereich der betroffenen
Mucosa (Tabelle 2.11).
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Tabelle 2.11 Histologischer Inflammations-Score

Hyperplasie Epitheliale Infiltrate Infiltrate Transmurale %
der Krypten Zellschaden/Erosi mononukledr polymorphnukledrer Entziindung Befall
onen er Zellen Zellen
0 Nicht 0 Nicht vorhanden 0 Gelegentlich 0 Gelegentlich inder 0 Nicht vorhanden 1
vorhanden in der Lamina Lamina Propria <10 %
Propria
1 Mild 1 Lymphoepitheliale 1 Vermehrt in 1 Vermehrt in Lamina 1 Beschrankt auf 2
Lasionen Lamina Propria Submucosa 10-25
Propria %
2 Moderat 2 Erosionen und 2 Konfluierend 2 Konfluierend bis 2 Fokaler Befall 3
fokale Ulzerationen  bis Submucosa bis hin zur 25-50
Submucosa Muscularis/Serosa %
3 Schwer 3 Schwerer 3 Transmurale 3 Transmurale 3 Schwere 4
Schaden/ bis in die  Infiltrate Infiltrate Ausdehnung in >50 %
Tiefe Muscularis/Serosa

2.8.4 Immunhistochemie

Um spezifische Proteine und deren Lokalisation im Gewebe nachzuweisen, wurden
immunologische Farbungen unter Verwendung des Vectastain ABC Kits (Vector
Laboratories, Produktnummer: PK-4000) genutzt. Die Schnitte wurden entparaffiniert
und durch eine Serie von Ethanolldsungen in absteigender Konzentration rehydriert.
Anschliellend erfolgte eine 20-minutige Inkubation in Citrat-Puffer (Thermo Fisher
Scientific, Produktnummer: 005000), um die Antigene zu reaktivieren. Nachfolgend
wurden die Schnitte mit 5 % (v/v) Ziegenserum (Thermo Fisher Scientific,
Produktnummer: 50197Z) in PBS inkubiert, um unspezifische Bindungen zu
minimieren. Zur Deaktivierung der naturlicherweise vorkommenden Peroxidasen
wurde 3 % Wasserstoffperoxid (Thermo Fisher Scientific, Produktnummer:
202465000) appliziert. Die Inkubation mit den Primarantikorpern erfolgte Uber Nacht,
wobei die Verdunnung der AntikOrper gemal’ der in 2.6.4 zur Western Blot Analyse
beschriebenen Methode erfolgte. Fur die Farbung von Ki67 wurde ein Antikorper
gegen Ki67 (BD Biosciences, Produktnummer: 556003), der auf 1:500 verdunnt wurde,
verwendet. Bei der Farbung von HK2 wurde der bereits verwendete Antikdrper gegen
HK2 (verdunnt auf 1:1000) benutzt. Als SekundarantikOrper diente der bereits
verwendete AntikOrper gegen murines IgG. Die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper erfolgte Uber 45 Minuten. AnschlieRend wurden die Schnitte mit
3,3'-Diaminobenzidin (DAB) aus dem Vectastain ABC Kit inkubiert. Die DAB-L6sung
wurde durch HRP oxidiert, was zu einer braunen Prazipitation flhrte. Die Auswertung
der Schnitte erfolgte mit dem Axioimager Z1 Mikroskop und der Zen Pro (Blue edition)
Software. Zur Beurteilung und Quantifizierung der HK2-Farbungsintensitat wurde

Image J (Version 1.8.0_172; https://imagej.nih.gov/ij/index.html) benutzt. Die HK2-
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positiven Bereiche wurden automatisch markiert und selektiert. Die Intensitat der
Farbung wurde gemessen, indem das arithmetische Mittel der Grauwerte der
Pixeloberflache ermittelt wurde. Pro Schnitt wurde der Mittelwert aus 20 separaten
Colonabschnitten bestimmt. Das arithmetische Mittel der Grauwerte wurde vom
weilden Hintergrund subtrahiert (255 - Mittelwert des Grauwertes der Probe).

Tabelle 2.12 Liste der verwendeten Primarantikorper in der Histologie

Antikorper gegen Klonalitat Wirtspezies RRID
Ki67 Monoklonal Maus AB_396287
HK2 Monoklonal Maus AB_ 2892669

2.8.5 TUNEL-Farbung

Die Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL)-Farbung
wurde unter Verwendung des ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection
Kits (Sigma-Aldrich, Produkthnummer: S710) gemall den Herstellerangaben
durchgefuhrt. Sofern nicht anders angegeben, stammen die im Folgenden genannten
Substanzen aus diesem Kit. Wahrend des Apoptoseprozesses kommt es zum Bruch
von doppel- und einstrangiger DNA. Diese Bruche wurden in situ nachgewiesen,
indem freie 3’-OH-Termini mit modifizierten Digoxigenin-Nukleotiden markiert wurden.
Dieser Prozess wurde durch die terminale Desoxyribonukleotidyltransferase
katalysiert. Ein Antikdrper gegen Digoxigenin, der mit einem HRP-Reporter gekoppelt
war, wurde verwendet, um ein braunes Prazipitat zu erzeugen. Die Auswertung der
Schnitte erfolgte mithilfe des Axioimager Z1 Mikroskops und der Zen Pro (Blue edition)
Software. Fur jeden Gewebeschnitt wurden die TUNEL-positiven Zellen in 30 Krypten
gezahlt, sofern moglich. Wegen der teilweise ausgedehnten Befunde und der starken
Destruktion durch die Inflammation war dies nicht immer moglich. Aufgrund der HK2-
spezifischen Lokalisation mit Beschrankung auf den apikalen Bereich des Colons

wurden die TUNEL-positiven Zellen in diesem Bereich gezahlt.

2.9 Bakterienkultur

2.9.1 Bestandteile und in vitro Kultur von Bakterien

Die Durchfuhrung dieser Methoden, sowie die daraus resultierenden Rohdaten
erfolgte extern, weiterfUhrende Experimente, Analysen und die Interpretation der
Daten im Kontext erfolgte im Rahmen der Dissertation. Fur den Kontext werden sie im
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folgenden Text aufgefuhrt. Die durchfiUhrenden Personen sind entsprechend
hervorgehoben. Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 [178] und E. Coli W3110 [179]
wurden durch Dr. Jeffrey Gordon (Edison Family Center for Genome Sciences and
Systems Biology, Washington University School of Medicine) bereitgestellt. B. longum
NC 2705 wurde durch Dr. Stephane Duboux (Nestle" Research Center, Lausanne)
zur Verfugung gestellt. Die Kultur dieser Bakterien zur Monokolonialisierung von
keimfreien Mausen erfolgte durch Valentina Tremaroli. In Kirze zusammengefasst:
Flissiges Nahrmedium (TYG, LB und MRS-Bruhe supplementiert mit 0,05 % (w/v)
Cystein) wurde mit Einzelkolonien von Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482, E. coli
W3110 und B. longum NC 2705 aus Agarplatten beimpft und Uber Nacht unter
anaeroben Bedingungen bei 37 °C bis zur stationaren Phase bebrutet. Altered
Schaedler Flora (ASF) besteht aus 8 verschiedenen Bakterien. ASF beinhaltet
Clostridium sp. ASF356 und ASF502, Lactobacillus murinus ASF361 und spec.
ASF360, Mucispirillum schaedleri ASF457, Eubacterium plexicaudatum ASF492,
Parabacteroides spec. ASF519 und ein unbekanntes Firmicutes Bakterium ASF500
[180]. Fur die spater folgenden Versuche (2.10.8) wurden initial ASF-kolonisierte
Mause erworben (Taconic, Produktnummer: ASF-DONOR). Oligo mouse microbiota
(OMM) setzen sich aus 12 verschiedenen Bakterien zusammen. OMM beinhaltet
Bacterioides ceacimuris 148, Muribaculum intestinale YL27, Akkermansia municiphila
YL44, Turicimonas muris YL45, Limosilactobacillus reuteri 149, Enterococcus faecalis
KB1, Blautia coccoides YL58, Clostridium innocuum 146, Flavonifractor plautii YL31,
Enterocloster clostridioforme YL32, Acutalibacter muris KB18 und Bifidobacterium
animalis YL2 [174]. Das OMM wurde durch Prof. Barbel Stecher (Max von Pettenkoffer
Institut der Medizinischen Fakultat der Ludwigs-Maximilians-Universitat Munchen)
bereitgestellt. Die Einzelkultur dieser Bakterien erfolgte durch die Arbeitsgruppe von
Prof. Schmitz-Streit (Institut fur Allgemeine Mikrobiologie, Christian-Albrechts-
Universitat zu Kiel). Kurz zusammengefasst wurden die einzelnen Bakterien aus dem
OMM unter anaeroben Bedingungen im anaeroben Akkermansia Medium kultiviert,
wie bereits zuvor beschrieben [174]. Jeder einzelne OMM-Bakterienstamm wurde in
Reinkultur gewonnen, zentrifugiert und der gewonnene Uberstand, der die Metabolite
des jeweiligen Bakteriums enthielt, wurde steril filtriert (0,2 mm Filter) und flr

Stimulationsexperimente genutzt
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2.10 Tierversuche
2.10.1 Etablierung der Hk2*E¢-Mauslinie

Um die Hk2*EC-Mauslinie zu generieren, wurden kommerziell erhaltliche Mause
verwendet, die floxierte Hk2-Allele trugen (EMMA, Produktnummer: 02074) [145].
Diese Mause wurden mit Mausen gekreuzt, die die CRE-Rekombinase unter der
Kontrolle des Villin-Promoters exprimierten (Stamm: B6.Cg-Tg (Vil1-cre)1000Gum/J,
Stamm #0:21504). Dies wurden kommerziell vom Jackson Laboratory erworben
(Produktnummer: 000664). Als Kontrollmause dienten Wurfgeschwister Hk2! Mause,

im Folgenden als WT-Mause bezeichnet.

2.10.2 Tierhaltung und Tierwohl

Alle Tierversuche wurden von der Tierschutzkommission des Ministeriums fur
Energiewende, Klimaschutz, Umwelt und Natur des Landes Schleswig-Holstein
(MEKUN-SH) genehmigt und entsprachen den nationalen sowie internationalen
Gesetzen und Richtlinien (V 312-72241.121-33 (95-8/11) und V242-62324/2016 (97-
8/16)). Es erfolgte ausschlielllich die Verwendung mannlicher Tiere, um
Geschlechtsspezifische Einflisse zu eliminieren. Die spezifisch pathogenfreien
C57BL/6j-Mause sowie die zuvor erwahnten Hk2*EC- und WT-Tiere wurden in der
zentralen Tierhaltung des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein (UKSH, Kiel)
untergebracht, jeweils in individuell ventilierten Kafigen mit maximal 5 Tieren pro Kafig.
Die Haltungsbedingungen umfassten einen 12-stundigen Tag-Nacht-Rhythmus, eine
relative Luftfeuchtigkeit von 45 % -65 %, und eine konstante Raumtemperatur von 22
°C = 2 °C. Wasser und das mit Gammastrahlen bestrahlte Kontrollfutter (Ssniff special
diets GmbH, Produktnummer: V1534) standen den Tieren ad libitum zur Verfugung.
Die Tiere wurden durch zervikale Dislokation getotet, und nach dem Feststellen

sicherer Todeszeichen wurden Gewebeproben fur weitere Analysen entnommen.

2.10.3 Genotypisierung der Versuchstiere

Die Genotypisierung erfolgte mittels PCR unter Verwendung von Primern fur Hk2 und
VillinCre von Microsynth (Tabelle 2.13). Die DNA wurde aus Schwanz-Biopsien der
Mause extrahiert, wobei die Probe fur eine Stunde bei 94 °C mit 100 pl 50 mM
Natriumhydroxid (Merck, Produktnummer: 655104) inkubiert wurde. Nach einer
Zentrifugation mit 1.000 x g fiir eine Minute wurde der Uberstand, welcher die DNA

enthielt, fur zwei unabhangige PCR-Laufe pro Versuchstier verwendet. Die PCR wurde
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mithilfe der GoTag® Master Mixes (Promega, Produktnummer: M7122) und des
GeneAmp PCR System 9600 durchgefuhrt. Die Grofde der amplifizierten PCR-
Produkte wurde durch Agarose-Gelelektrophorese bestimmt (2.10.4). Alle
verwendeten Reagenzien und Mengen sind in

Tabelle 2.14 aufgefuhrt. Die Proben wurden zu Beginn fur vier Minuten bei 95 °C
erhitzt, und anschlieend wurde der Zyklus 38 Mal durchlaufen (95 °C 30 Sekunden,
59 °C 30 Sekunden und 72 °C 1 Minute). Nach der PCR wurden die Proben bei 4 °C
gelagert.

Tabelle 2.13 Primer der Genotypisierung

Gen Spezies Primer (Vorwarts, Ruckwarts)

Hk2 Maus TGTCTTGGCTCAGATGTGAC,
CCCCTTCGCTTGCCATTAC

Interne Maus GTCATGCTGGAGAGAATGAGCAAGC,

Kontrolle TCATGGAAATCCTACAGCAGGGACC

VillinCre Maus GTGTGGGACAGAGAACAAACC,
ACATCTTCAGGTTCTGCGGG

Tabelle 2.14 Reagenzien der Genotypisierungs-PCR

LoxP-Site PCR (Hk2) Volumen Cre-PCR Volumen
5x Green GoTag® Reaction Puffer 5l 5x Green GoTag® Reaction Puffer 4 pl
dNTPs (1mM) 0,5 ul dNTPs (10mM) 0,5 pl
Vorwarts & Reverser Primer (0,8 uM) 4 pl Vorwarts & Reverser Primer (10 uM) 0,5 pl
DreamTaqg DNA Polymerase (5 U/ul) 0,5 ul DreamTaqg DNA Polymerase (5 U/ul) 0,5 ul
DNA (verdinnt auf 1:10) 1l DNA (verdinnt auf 1:10) 3u

Aqua bidest 14 pl Aqua bidest 11,5 ul

2.10.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die amplifizierten PCR-Produkte wurden auf ein 1 % (w/v) Agarose-Gel (Biozym,
Produktnummer: 840001) in 100 ml 0,5 TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (Sigma-Aldrich,
Produktnummer: T6025-1L) mit 10 x SYBR® Safe DNA gel stain (Thermo Fisher
Scientific, Produktnummer: S33102) geladen. Zur Gelelektrophorese wurde das Bio-
Rad Power Pac 300 power supply System verwendet, welches auf eine Spannung von
100 V fur 30-60 Minuten eingestellt wurde. Die Visualisierung erfolgte anschlielRend
mittels des ChemiDoc Imaging Systems. Zur Bestimmung des Molekulargewichts
wurde ein Vergleich mit der SmartLadder MW-1700-10 (Eurogentec, Produktnummer:
MW-1700-10) herangezogen.
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2.10.5 Basale Phanotypisierung und Organentnahmen

Das Alter der Versuchstiere fur die basale Phanotypisierung lag zwischen 9 und 11
Wochen. Nach der Tétung zur Organentnahme durch zervikale Dislokation erfolgte
zunachst die Blutentnahme aus der Vena cava inferior. Das entnommene Blut wurde
in Lithium-Heparin-Mikrogefalte (Sarstedt, Produktnummer: 41.1503.005) pipettiert
und direkt bei 10.000 x g fur 5 Minuten zentrifugiert. Der Serumuberstand wurde
abgenommen, in Eppendorf-Gefalde Uberfuhrt und bis zu weiterer Verwendung bei —
80 °C gelagert. Als nachstes erfolgte die Enthahme von Leber, Milz und epididymalem
weillem, Fettgewebe (EWAT). Die Organe wurden makroskopisch begutachtet,
gewogen und zur spateren histologischen, proteinbiochemischen und
molekularbiologischen Analyse asserviert. Proben fur die Histologie wurden in 10 %
(v/v) Formalin asserviert. Proben zur spateren Protein- und RNA-Analyse wurden
direkt in Flussigstickstoff eingefroren. Der Darm wurde als komplettes Paket
entnommen, und die Lange von Dunndarm und Dickdarm gemessen. Das Zokum
wurde abgesetzt und gewogen. Jeweils eine Stuhlprobe aus Dunndarm, Z6kum und
Dickdarm wurde entnommen. Proben zur Protein- und RNA-Analyse wurden von
distalem Colon, proximalem Colon, Zokum, lleum und Jejunum entnommen. Der
restiche Dunndarm und Dickdarm wurde mit eiskaltem PBS gespult, um
uberschussige Stuhlreste zu entfernen und die Mucosa nicht zu schadigen. Dann
wurde der Darm vorsichtig aufgeschnitten und aufgerollt (Swiss Roll). Diese Technik
wurde von Moolenbeek et al.[181] beschrieben und ermoglicht eine histologische
Beurteilung des gesamten entnommenen Darmabschnittes. Zuletzt wurde zur
Qualitatskontrolle eine Probe der Schwanzspitze zur erneuten Genotypisierung

entnommen.

2.10.6 DSS-induzierte Colitis

Das DSS-Modell zur Induktion einer murinen Colitis ist ein etabliertes Verfahren zur
Untersuchung von CED. Hierbei wird eine akute chemische Colitis durch DSS (Sigma-
Aldrich, Produktnummer: D8906) induziert, die zu intestinaler Entzindung und
Diskontinuitat der epithelialen Barriere fuhrt [182]. Fur dieses Modell wurden
mannliche Hk2*EC- und WT-M&use im Alter von 10 bis 14 Wochen verwendet. Diese
wurden Uber den gesamten Verlauf des Experiments in den ursprunglich zugeteilten
gemeinsamen Behausungen untergebracht. Zur Induktion der Colitis wurde das
Trinkwasser der Mause fur 7 Tage mit 1,5 % (w/v) DSS in autoklaviertem

Leitungswasser gelost, ausgetauscht. Dabei bestand eine Verfugbarkeit ad libitum.
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Nach der Induktion erhielten die Versuchstiere Trinkwasser fur 3 weitere Tage, bevor
die Tiere fur die Organentnahme getotet wurden. Wahrend des Experiments wurden
die Mause taglich gewogen, und der Disease activity index (DAI) wurde kontinuierlich
erhoben. Der DAl setzt sich aus dem prozentualen Gewichtsverlust, der
Stuhlkonsistenz und dem Auftreten von fakalem Blut zusammen. Er wurde gemaf der
Beschreibung von Aden et al. angewandt [96] und ist im Detail in (Tabelle 2.715)
aufgefuhrt. Zur Detektion vom fakalen Blut wurde der Hamoccult-Test (Beckman
Coulter, Produktnummer: Nicht langer kommerziell verfugbar) verwendet. Am Tag der
Totung zur Organentnahme wurden die Proben, wie in 2.10.5 beschrieben,
entnommen. Wahrend des gesamten Versuchszeitraums erfolgte die tagliche

Bestimmung der vom MEKUN-SH vorgegebenen Abbruchkriterien.

Tabelle 2.15 Disease activity index

Punktzahl Prozentualer Stuhlkonsistenz Rektale Blutung
Gewichtsverlust

0 0-5 % Geformt Negativer Haemoccult

1 5-10 % Geformt aber weich Leicht positiver Haemoccult

2 10-15 % Ungeformt Stark positiver Haemoccult

3 15-20 % - Sichtbares Blut am Stuhl

4 >20 % Diarrhoe Rektale Blutung

2.10.7 Interventionen mit kurzkettigen Fettsauren

Um die Modulation von Hk2 durch kurzkettige Fettsduren zu untersuchen, wurden
Interventionsversuche durchgefuhrt. Im initialen Versuchsaufbau erhielten C57BL/6
Mause entweder eine Intervention mit einzelnen kurzkettigen Fettsauren oder eine
konventionelle Diat ad libitum fur 10 Tage. Dieser Zeitraum wurde gewahlt, um einen
ausreichenden Einfluss der kurzkettigen Fettsduren auf die Genexpression zu
gewabhrleisten. Die Supplementation mit Butyrat erfolgte mit einer Kontrolldiat, die mit
10 % (w/w) Tributansaureglycerolester (Tributyrin) (Sigma-Aldrich, Produktnummer:
W222305) supplementiert wurde. Tributyrin ist ein Polymer von Butyrat, das sich im
distalen Gastrointestinaltrakt in Butyrat spaltet und eine vorzeitige Absorption
verhindert, wie es bei direkter oraler Substitution von Butyrat der Fall ware [183, 184].
Die mit Supplementation mit Acetat bestand aus der Kontrolldiat. Jedoch wurde das
Trinkwasser durch autoklaviertes Leitungswasser ersetzt, das mit 150 mM
Natriumacetat (Sigma-Aldrich, Produktnummer: S2889) supplementiert wurde. Dies
entsprach der gangigen Konzentration, die bereits in friheren Studien erfolgreich
angewendet wurde [185, 186]. Nach Abschluss der Intervention wurden die Tiere zur
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Organentnahme getotet, und die Proben wurden gemal der bereits beschriebenen
Methode aufgearbeitet (2.10.5). In einem weiteren Versuch wurde die Intervention im
Zusammenhang mit Inflammation untersucht. Hierfur wurde eine DSS-Colitis bei
HK2MEC. und WT-Mausen induziert (2.10.6). Bereits 10 Tage vorab wurde, wie zuvor
beschrieben, die Intervention mit Butyrat und Acetat gestartet. Die Kontinuitat der
Intervention mit Butyrat- und Acetat wurde wahrend der DSS-Gabe aufrechterhalten
und dauerte bis zur Totung zur Organentnahme an. Wahrend der DSS-Gabe wurde
dem DSS-haltigen Trinkwasser zusatzlich Acetat beigefugt [186]. Nach Abschluss der
Intervention mit DSS-Colitis wurden die Tiere zur Organentnahme getotet. Die Proben
wurden gemal der bereits beschriebenen Methode aufgearbeitet (2.10.5) und

anschliefend gemal der Fragestellung nach den beschriebenen Methoden analysiert.

2.10.8 Gnotobiotische Tierversuche

Gnotobiotische Tiere werden unter aseptischen Bedingungen geboren und
anschliellend kontinuierlich axenisch gehalten oder mit einem definierten Mikrobiom
beimpft. Dies ermodglicht die gezielte Untersuchung des Einflusses bestimmter,
definierter Bestandteile des Mikrobioms im Zusammenwirken mit dem Wirt. Die
Durchfihrung dieser Methoden sowie die daraus resultierenden Rohdaten erfolgten
extern. Weiterfuhrende Experimente, Analysen und die Interpretation der Daten im
Kontext wurden im Rahmen der Dissertation durchgefuhrt. Die fur den Kontext
relevanten Details sind im folgenden Text aufgefuhrt, wobei die durchfuhrenden
Personen entsprechend hervorgehoben sind. Alle gnotobiotischen Experimente
wurden in den Tierhaltungen der Experimental Biomedicine of Gothenburg (EBM) oder
der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH) durchgefuhrt. Die fur diese Studie
verwendeten gnotobiotischen Experimente aus dem EBM wurden von Prof. Fredrik
Backhed und seiner Arbeitsgruppe durchgefuhrt und zur Verfugung gestellt. Die
gnotobiotischen Experimente aus der MHH wurden von Arbeitsgruppe von Dr. rer. nat.
Marijana Basic durchgefuhrt und bereitgestellt. Alle Tierversuche wurden von den
zustandigen Ethikkomitees, dem Gothenburg Animal Ethics Committee und dem
Niedersachsischen Landesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit,
genehmigt. Die Tierhaltung erfolgte unter etablierten Bedingungen, die bereits
ausfuhrlich beschrieben wurden [187, 188]. Als Haltungsbedingungen wurden ein 12-
stundiger Tag-Nacht-Rhythmus, eine relative Luftfeuchtigkeit von 45 % bis 65 % und
eine durchgangige Raumtemperatur von 22 °C £ 2 °C gewahlt. Wasser und

autoklaviertes Kontrollfutter (Labdiet, Produktnummer: 5001) standen ad libitum zur
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Verfugung. Zur Generierung von Mausen mit einem definierten Mikrobiom wurden 12
Wochen alte keimfreie Mause mit 200 yl Ubernachtkulturen (stationére Phase) von
Bacteroides thetaiotaomicron VP1-5482, Escherichia Coli W3110 oder Bifidobacterium
longum NC 2705 beimpft. Die Beimpfung erfolgte mittels Schlundsonde, und die
Mause wurden 14 Tage nach Kolonisation fur die Organentnahme getotet. ASF- und
OMMe-assoziierte Mause wurden durch gemeinsame Haltung entwohnter keimfreier
Mause mit gnotobiotischen Spendertieren (entweder mit ASF oder OMM besiedelt) fur
4 Wochen generiert. Diese Tiere wurden im Alter von 12 Wochen fur die
Organentnahme getotet.

2.11 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden mithilfe der GraphPad Prism Software (Version 9.2)
von GraphPad Inc (https://www.graphpad.com), MacQIIME v1.9.2
(http://qiime.org/index-giime1.html) oder R Version 3.2.5 (https://www.r-project.org)
durchgefuhrt. Fur die Auswertung von Daten aus zwei Gruppen wurde der Mann-
Whitney U-Test verwendet, wahrend Daten aus mehreren Gruppen mittels one-way
ANOVA oder two-way ANOVA analysiert wurden. Die prasentierten Daten sind als
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Signifikanzniveaus
wurden bei einem p-Wert von <0,05 als (*) signifikant betrachtet, bei p-Werten von
<0,01 (**) und <0,001 (***). Die spezifischen Analysen und Vergleiche sind in der
Legende der korrespondierenden Abbildungen zu finden.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss der Mikrobiota auf die Hk2-Expression: Nicht alle Bakterien sind gleich
Wie bereits in 1.4.5 beschrieben, zeigt sich eine reduzierte Expression von Hk2 im
apikalen Darmepithel von keimfreien Mausen im Vergleich zu konventionell
gehaltenen Mausen. Durch die Besiedlung mit dem Mikrobiom konventionell
gehaltener Mause in keimfreien Mausen konnte ein Anstieg der apikalen Hk2-
Expression beobachtet werden. Interessanterweise fuhrte der Verlust von HK2 im
intestinalen Epithel unter basalen Bedingungen nicht zu einer veranderten
Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms [1]. Diese Erkenntnis legt nahe, dass
die Expression von Hk2 durch das intestinale Mikrobiom moduliert wird, HK2 aber nicht
die Zusammensetzung des Mikrobioms moduliert. Es stellt sich die Frage, ob
spezifische Bakterien fur diesen Effekt verantwortlich sind oder ob eine universelle
Modulation durch das Mikrobiom stattfindet. Zu diesem Zweck kolonisierten die
Arbeitsgruppen von Prof. Fredrik Backhed und Dr. rer. nat. Marijana Basic keimfreie
C57BL6/J Mause mit einzelnen Bakterienspezies oder den minimalen Mikrobiomen
ASF [189] und OMM [174]. Eine qPCR-Analyse der Epithelzellen des Colons am
Institut fur klinische Molekularbiologie aus diesen gnotobiotischen Tierversuchen
ergab, dass sowohl die Kolonisation mit ASF als auch mit OMM die Expression von
Hk2 im intestinalen Epithel induzierte (Abbildung 3-7). Die Monokolonisation mit dem
gramnegativen Bakterium Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 fuhrte ebenfalls zu
einer Induktion der Hk2-Expression. Kennzeichnend fur Bacteroides thetaiotaomicron
ist die besonders hohe fermentierende Aktivitat im Vergleich zu den anderen gezeigten
Spezies [190]. Im Gegensatz dazu zeigte die Monokolonisation mit dem
gramnegativen Bakterium Escherichia coli\W3110 oder dem grampositiven Bakterium
Bifidobacterium longum NC 2705 keine signifikante Erhohung der Hk2-Expression
(Abbildung 3-1). Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Regulation von Hk2
unabhangig von der Zellwandbeschaffenheit und der Erkennung von
Lipopolysacchariden oder Peptidoglykanen erfolgt. Der Mechanismus beruht
wahrscheinlich auf einer spezifischen Interaktion zwischen den intestinalen
Epithelzellen und bestimmten Eigenschaften der Bakterien. Aufgrund der Induktion
durch Bacteroides thetaiotaomicron liegt die Vermutung nahe, dass mikrobielle
Metabolite wie beispielsweise kurzkettige Fettsauren ursachlich fur die Regulation
sind.
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Abbildung 3-1 Hk2-Expression ist abhangig von der Zusammensetzung des
Mikrobioms

Relative Hk2-Expression in keimfreien (GF), konventionell gehaltenen (CR) und
monokolonisierten Mausen mit einzelnen Bakterien (Bacteroides thetaiotaomicron VVPI-5482 -
Gramnegativ, Escherichia coli W3110 - Gramnegativ, oder Bifidobacterium longum NC 2705 -
Grampositiv) sowie den minimalen Mikrobiomen ASF und OMM. Die Daten werden als
Mittelwert + SEM prasentiert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels one-way ANOVA (im
Vergleich zu GF Mausen).

3.2 Die mikrobielle Modulation von Hk2 ist speziesabhangig

Aufbauend auf den vorherigen Ergebnissen wurde beschlossen, den Effekt der
einzelnen OMM-Bakterien auf die HKZ2-Expression genauer zu untersuchen. Zu
diesem Zweck wurden Caco-2-Zellen mit dem sterilfiltrierten Uberstand der einzelnen
OMM-Spezies stimuliert. Die in-vitro-Kultur der OMM-Bakterien wurde von der
Arbeitsgruppe von Prof. Schmitz-Streit durchgefiihrt. Der Uberstand von 8 Bakterien
(Acutalibacter muris KB18, Akkermansia municiphila YL44, Bacterioides ceacimuris
148, Bifidobacterium animalis YL2, Blautia coccoides YL58, Enterocloster
clostridioforme YL32, Limosilactobacillus reuteri 149 und Muribaculum intestinale
YL27) fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung der HK2-Expression. Die beiden
Letzteren sind bekannte Produzenten kurzkettiger Fettsauren [191]. Die Anzucht von

Turicimonas muris YL45 gelang nicht, und somit konnte der Effekt auf die HK2-
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Expression nicht untersucht werden. Es konnte gezeigt werden, dass die HKZ2-
Expression im Gastrointestinaltrakt von oral nach aboral ansteigt [1]. Gleichzeitig steigt
auch die bakterielle Masse an, wobei die hochsten gemessenen Werte im Colon
auftreten [192], wo auch die meisten Fermentationen stattfinden [124]. Da bereits
beschrieben wurde, dass Fettsauren wie Palmitinsaure die Aktivitat von HK inhibieren
konnen [193, 194], ergab sich aus den neuen Erkenntnissen aus diesem Experiment

die Hypothese, dass kurzkettige Fettsauren die Expression von HKZ2 modulieren

konnten.
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Abbildung 3-2 Clostridium innocuum 146 und Flavonifractor plautii YL31
reprimieren die HK2-Expression in Caco-2-Zellen

Relative HK2-Expression in Caco-2-Zellen, stimuliert mit sterilfiltriertem Kulturliberstand von
OMM-Spezies (in vitro kultiviert). Die verwendeten Spezies waren: Acutalibacter muris KB18,
Akkermansia municiphila YL44, Bacteroides ceacimuris 148, Bifidobacterium animalis YL2,
Blautia coccoides YL58, Enterocloster clostridioforme YL32, Clostridium innocuum 146,
Enterococcus faecalis KB1, Flavonifractor plautii YL31, Limosilactobacillus reuteri 149 und
Muribaculum intestinale YL27. Als Kontrolle wurde die HK2-Expression nach Stimulation mit
dem sterilen anaeroben Akkermansia Medium bestimmt. Daten werden als Mittelwert + SEM
dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels one-way ANOVA (vs. Medium).

3.3 Metabolisches Modeling der Produktion kurzkettiger Fettsauren durch OMM
Zur Uberpriifung der Hypothese, erstellten Prof. Christoph Kaleta und Dr. rer. nat.

Johannes Zimmermann basierend auf den erhobenen Daten individuelle metabolische
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Modelle, die die potenzielle Synthese kurzkettiger Fettsauren fur die einzelnen OMM-
Spezies vorhersagten (Abbildung 3-3). Ein lineares Modell der erwarteten HK2-
Expression, basierend auf den gemessenen Werten von Butyrat und Acetat, korrelierte
signifikant mit den per gPCR erhobenen HK2-Expressionen aus den OMM-
Uberstanden (p-Wert = 0,008, Pearson R = 0,75, R? = 0,56, AIC = -8,0) (Abbildung
3-3) (Tabelle 3.7). Die vorhergesagten Level an kurzkettigen Fettsauren der einzelnen
Bakterien aus dem OMM wurden durch Targeted Metabolomics validiert (Abbildung
3-3),
durchgefuhrt wurden. Daraus lief3 sich die Hypothese formulieren, dass die Regulation

welche durch Prof. Philippe Schmitt-Kopplin und seine Arbeitsgruppe

von HK2 mutmaldlich durch die Metabolite des Mikrobioms, insbesondere durch die

Acetat und Butyrat, bedingt wird.

Tabelle 3.1 Statistik des linearen Models der HK2-Expression bedingt durch die
Induktion der Metabolite, durch die einzelnen OMM Bakterien

Formel AIC sigma R2 R p-Wert

Acetat -5,1809804 0,16092295 0,19156729 0,43768401 0,17820082

Butyrat -5,5801726 0,15802932  0,22037951 0,46944596 0,14517284

Proprionat  -2,8925022 0,17856407  0,00460373 0,06785081 0,84287465

SC?tatt & -8,0040261 0,13381316  0,56522852 0,75181681 0,00762065
utyra

AIC steht fur Akaike Information Criteria. Sigma ist die Standardabweichung der Residuen, R?
ist der Koeffizient der Determination, bezogen auf den Anteil der Varianz in der abhangigen
Variable, der von den unabhangigen Variablen vorhergesagt wurde. R steht fiir den Pearson-
Korrelationskoeffizienten der vorhergesagten Metabolitproduktion mit den HK2-
Expressionsdaten
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Abbildung 3-3 HK2-Expression korreliert mit der Acetat- und Butyratproduktion
der einzelnen OMM-Bakterien

(A) Metabolisches Modell der Produktion von Acetat, Butyrat und Propionat durch die
einzelnen OMM-Bakterien, basierend auf ihrer verdéffentlichten Genominformation und den in
vitro-Wachstumsbedingungen, sowie ihre Korrelation mit den Metaboliten zur HK2-
Expression. R bezeichnet den Pearson-Korrelationskoeffizienten. (B) Vorhersage des linearen
Modells, das die Level von Acetat, Butyrat und Propionat beinhaltet, um die beobachteten
Veranderungen der HK2-Expression in Caco-2-Zellen durch die Stimulation mit den
Uberstéanden der bakteriellen Kulturen (Abbildung 3-2) zu erklaren. (C) Quantifizierte Level an
kurzkettigen Fettsduren (Short chain fatty acids (SCFA)) in Uberstdnden der bakteriellen
Kulturen der einzelnen OMM-Bakterien, die in Abbildung 3-2 zur Stimulation genutzt wurden.
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3.4 Kurzkettige Fettsauren verandern die Expression von HK2 in vitro und in vivo

Um die Hypothese, dass kurzkettige Fettsduren fur die Modulation von HK2
verantwortlich sind, in vitro zu Uberprufen, wurden Caco-2-Zellen zunachst mit Butyrat
(Sigma-Aldrich, Produktnummer B5887) und Acetat stimuliert. Wie erwartet fuhrte
Acetat zu einer Steigerung der HK2-Expression. Ebenso fuhrte die Stimulation mit
Butyrat zu einer Repression der HK2-Expression (Abbildung 3-4). Aufgrund des
protektiven Effekts durch den selektiven Verlust von HK2 im intestinalen Epithel [1] lag
der Fokus im Folgenden insbesondere auf Butyrat. Um einen zelltypspezifischen Effekt
auszuschlief3en, wurden HT-29-Zellen mit Butyrat stimuliert. Auch in diesem Modell
fuhrte Butyrat zu einer Repression der HK2-Expression (Abbildung 3-4). Basierend auf
diesen Erkenntnissen wurde die Hypothese in vivo getestet. WT-Mause erhielten fur
10 Tage eine Supplementation mit Butyrat. Im Anschluss wurden die HK2-Level im
Colon dieser Tiere immunhistochemisch quantifiziert. Es zeigte sich eine signifikante
Abnahme der HK2-Level im apikalen Colongewebe (Abbildung 3-4). Somit wurde
nachgewiesen, dass Butyrat die Expression von Hexokinase in vitro und in vivo

moduliert.
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Abbildung 3-4 Kurzkettige Fettsauren modulieren HK2 in vitro und in vivo

(A) Relative HK2-Expression in Caco-2-Zellen nach Stimulation mit Acetat (10 mM Uber 24
Stunden) und Butyrat (2 mM Uber 24 Stunden). Daten werden als Mittelwert + SEM dargestellt.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels one-way ANOVA (vs. PBS). (B) Relative HK2-
Expression in HT-29-Zellen nach Stimulation mit Butyrat (2 mM Uber 24 Stunden). Daten
werden als Mittelwert £+ SEM dargestellt. Zur statistischen Auswertung wurde ein Mann-
Whitney-U-Test gewahlt. (C) Futterungsversuch von WT-Mausen mit einer Supplementation
mit Butyrat, die zu einer Reduzierung der HK2-Proteinexpression im Colonepithel fuhrte. Die
Messung der HK2-Expression erfolgte immunhistochemisch. Daten werden als Mittelwert +
SEM dargestellt. Zur statistischen Auswertung wurde ein Mann-Whitney-U-Test gewahlt.
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3.5 Butyrat induzierte Modulation von HK2 verlauft nicht Uber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren

Die metabolische Aktivitat der Darmmikroorganismen fuhrt zur Produktion von Butyrat
durch die Fermentation von Ballaststoffen [195]. Butyrat wird durch die G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren GPR4 (FFARS3) [57, 196], GPR43 (FFAR2) [57, 58, 197, 198]
und GPR109a (HCAR2) [186, 199] registriert. Die folgenden Untersuchungen zielten
darauf ab, festzustellen, ob die Modulation von HK2 durch Butyrat Uber die zuvor
beschriebenen Signalwege erfolgt. Mit siRNA fur FFARZ2, FFAR3 und HCARZ2 wurde
die Expression dieser Rezeptoren minimiert. Trotz einer signifikanten Reduktion ihrer
Expression, blieb die Repression von HK2 durch Butyrat unbeeinflusst (Abbildung 3-5).
Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlie3en, dass die Modulation von HK2 nicht tber
die bekannte Interaktion von Butyrat mit den genannten G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren erfolgt.
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Abbildung 3-5 Butyrat moduliert HK2 nicht liber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren

(A) Relative HK2-Expression in Caco-2-Zellen nach Transfektion mit einem Mix aus siRNA,
welcher die drei G-Protein-gekoppelte Rezeptoren FFAR2, FFAR3 und HCAR?Z als Zielstruktur
hat, und nachfolgender Stimulation mit Butyrat (2 mM Uber 24 Stunden). (B) Expression von
FFAR2, FFAR3 und HCARZ2 in Caco-2-Zellen (n=8 pro Gruppe) nach Transfektion mit der
entsprechenden siRNA, um den erfolgreichen Knockdown zu Uberprifen. Daten werden als
Mittelwert + SEM dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels one-way ANOVA (vs.
PBS-Kontrolle der jeweiligen siRNA Gruppe(A); vs. Mock siRNA (B)).
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3.6 Butyrat vermindert die Expression von HK2 uber HDACS8

Butyrat interagiert nicht nur mit G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, sondern auch direkt
mit HDACs [200], die als epigenetische Regulatoren fungieren und somit potenziell
auch die Regulation von HK2 beeinflussen kdnnten. Um dies zu untersuchen, wurden
HDACs mit einem Pan-HDAC-Inhibitor gehemmt. Es zeigte sich, dass diese Inhibition
die durch Butyrat vermittelte Repression von HK2 aufhob. HDACs sind in vier Klassen
unterteilt: Klasse 1 umfasst HDAC 1, 2, 3 und 8; Klasse 2a umfasst HDAC 4, 5, 7 und
9; Klasse 2b beinhaltet HDAC 6 und 10; Klasse 3 enthalt die Sirtuine und Klasse 4
umfasst HDAC 11. Durch die Verwendung von Vorinostat (SAHA) (Sigma-Aldrich,
Produktnummer: SML0061-25MG) wurden die Klassen 1, 2 und 4 gehemmt. Dabei
wurde die Regulation von HK2 durch Butyrat aufgehoben. Die spezifischen Inhibitoren
Pimelin-Diphenylamin 106 (TCH) (MedChemExpress, Produktnummer: HY-19348)
und PCI-34051 (PCIl) (MedChemExpress, Produktnummer: HY-15224) blockierten
Klasse 1, TMP 269 Klasse 2, B-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate sodium
salt hydrate (NAM) (Sigma-Aldrich, Produktnummer N0505-1G) Klasse 3 und SIS17
(MedChemExpress, Produktnummer: HY-128918) Klasse 4. Dabei zeigte sich, dass
nur die gemeinsame Hemmung der Klassen 1, 2 und 4 mit SAHA sowie die alleinige
Hemmung von Klasse 1 mit TCH und PCI zu einem Verlust der Repression von HK2
durch Butyrat fuhrten. Die alleinige Hemmung der Klassen 2, 3 und 4 verhinderte diese
Repression nicht. Daher liel3 sich schliefen, dass die Regulation Uber HDACs der
Klasse 1 vermittelt wird. Im nachsten Schritt wurden die einzelnen HDAC der Klasse
1 inhibiert. Valproinsaure (Sigma-Aldrich, Produktnummer: PHR1061-1G) wurde
eingesetzt, um HDAC1, Santacruzamate A/CAY-10683 (MedChemExpress,
Produktnummer HY-N0931) um HDAC2, RGFP966 (MedChemExpress,
Produktnummer HY-13909) um HDAC3 und PCI um HDAC 8 zu inhibieren. Dabei
zeigte sich, dass allein die Inhibition von HDACS8 zu einem Verlust der Repression von
HK2 durch Butyrat fuhrte. Die Inhibition der anderen Mitglieder der HDAC Klasse 1
hingegen hatte keinen Einfluss auf die Repression. Diese Ergebnisse legen nahe, dass
die Regulation von HK2 durch Butyrat von HDAC8 der HDAC Klasse 1 abhangig ist.
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Abbildung 3-6 HDACS reguliert HK2

A) Relative HK2-Expression in Caco-2-Zellen, die zuerst fir 24 Stunden mit allgemeinen oder
spezifischen HDAC-Inhibitoren behandelt und anschlieBend mit Butyrat inkubiert wurden.
HDACI bezieht sich auf eine Mischung aus SAHA (10 mM) und NAM (10 mM), die verwendet
wurde, um alle HDAC-Klassen zu hemmen. Eine Mischung aus PCI (10 mM) und TCH (5 mM)
wurde verwendet, um nur Klasse | HDACs zu hemmen. TMP269 (5 mM), NAM (10 mM) und
SIS17 (50 mM) wurden verwendet, um jeweils Klasse Il, Il und IV zu hemmen. VPA (1 mM),
CAY 10682 (10 mM), RGFP966 (5 mM) und PCI-34051 (10 mM) wurden verwendet, um nur
HDAC1, HDAC2, HDAC3 und HDAC8 zu hemmen. Daten werden als Mittelwert + SEM
dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels one-way ANOVA (vs. DMSO). (B)
Relative HK2-Expression in HT-29 Zellen welche zuerst fir 24 Stunden mit PCI-34051 (10
mM) stimuliert wurden und im Anschluss mit Butyrat (2 mM) fur 24 Stunden stimuliert wurden,
um HDACS zu inhibieren. Daten werden als Mittelwert + SEM dargestellt. Zur statistischen
Auswertung wurde ein Mann-Whitney-U-Test gewahlt.

3.7 Der Verlust von HK2 mindert die Anfalligkeit fur Zelltod ex vivo

Der Verlust von HK2 fuhrte im Mausmodell zu einer Verringerung des Zelltods unter
entzundlichen Bedingungen (1.4.6). Um die molekularen Prozesse weiter zu
erforschen, die bei der durch HK2 vermittelten Schutzfunktion vor Entzindungen
beteiligt sind, wurden intestinale Organoide aus Hk2'EC- und WT-Tieren generiert
(2.3.1,2.3.5) und ihre Reaktion auf die Stimulation mit murinem TNF (Thermo Fisher
Scientific, Produktnummer: PMC3016) untersucht. Die Western-Blot-Analyse (2.6.4)
zeigte hohere HK2-Spiegel nach der TNF-Stimulation in WT-Organoiden. Hk2*EC-
Organoide zeigten im Vergleich zu WT-Organoiden niedrigere Spiegel von
gespaltener Caspase 3 und gespaltener Poly (ADP-Ribose) -Polymerase 1 (PARP1)
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nach Stimulation mit TNF (Abbildung 3-7). Das vermehrte Auftreten dieser beiden
gespaltenen Enzyme deutet auf eine verstarkte Aktivierung von Zelltod hin [158, 160,
201, 202]. Diese Daten unterstitzen daher die Hypothese von einem reduziertem
Zelltod in Abwesenheit von HK2 unter entzindlichen Bedingungen.

WT Hk24"
TNF - + - + kDa

Caspase 3 | «is Es @B & 35

cCaspase 3 15

PARPT — [ o e & | 110
cPARP1—1 90

HK2 - oD 110

Actin T T T - 5

Abbildung 3-7 Verlust von HK2 reduziert Anfalligkeit gegenuiber Zelltod nach
TNF-Stimulation

Western-Blot-Analyse der Proteinlysate aus WT- und Hk2*E°-Organoiden nach Stimulation
mit 100 ng/mL TNF fiur 24 Stunden. Die mit TNF stimulierten Lysate (+) und die unstimulierten
Lysate (-) wurden entsprechend gekennzeichnet. Es wurde der Nachweis von Caspase 3 und
gespaltener Caspase 3, PARP1 und gespaltener PARP1 sowie HK2 durchgeflihrt. Beta-Actin
wurde als Ladungskontrolle verwendet, mit entsprechenden Gré3enangaben in kDa in der
rechten Spalte.

3.8 Keine signifikante Veranderung der mitochondrialen Atmung durch den Verlust

von HK2 in einem biologischen Replikat intestinaler Organoide

Der Verlust von HK2 im verwendeten Zellmodell (Caco-2) manifestierte sich durch eine
substanzielle Verringerung der basalen mitochondrialen Atmung und einer deutlichen

Einschrankung der maximalen mitochondrialen Atmung im Vergleich zu den WT-
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Zellen. Interessanterweise blieb die glykolytische Aktivitat der Zellen unbeeinflusst
(1.4.7). Diese beobachteten Veranderungen deuten auf eine Auswirkung des HK2-
Verlustes auf die mitochondriale Elektronentransportkette hin. Es ist bekannt, dass
Veranderungen in diesem Bereich, insbesondere am Komplex |, mit der Regulation
der mitochondrialen Membranpermeabilitat in Verbindung stehen [156, 157, 159, 165,
166]. Die Erkenntnisse aus den Caco-2-Zellen trugen maf3geblich zur Erstellung der
Hypothese bei, die bereits in der Einleitung skizziert wurde. Diese besagt, dass der
durch HK2 vermittelte mechanistische Schutz vor intestinaler Inflammation
moglicherweise auf eine niedrigere PPIF-Expression zurtuckzufuhren ist, die wiederum
zu einer Verringerung der MPTP-Offnung und der mitochondrialen
Membranpermeabilitat fihren (1.4.7). Die Entscheidung, Caco-2-Zellen zu verwenden,
basierte auf dem Fehlen eines etablierten Modells fur die Nutzung von Organoiden. In
enger Zusammenarbeit mit PD Dr. rer. nat. Kensuke Shima (Klinik fur Infektiologie und
Mikrobiologie, Universitats-Klinikum Schleswig-Holstein, Campus Lubeck) wurde eine
Methode zur Anwendung von Organoiden fur die Seahorse-Analyse entwickelt, wobei
die 3D-Struktur beibehalten wurde (2.4.3). Die Messung der mitochondrialen Aktivitat
erfolgte aus einem biologischen Replikat jedes Genotyps aus unterschiedlichen
Passagezeitpunkten. In diesen Organoiden, die aus dem Colon gewonnen wurden,
zeigte sich ein Trend ahnlich dem Phanotyp der Caco-2-Zellen, der jedoch nicht
signifikant war (Abbildung 3-8).
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Abbildung 3-8 Seahorse-Analyse von Colon-Organoiden zeigen keine
signifikante Anderung der mitochondrialen Atmung.

Bestimmung der relativen OCR als MaR fiir die mitochondriale Atmung von WT- und Hk2"'¥¢-

Organoiden aus dem Colon. Die relative OCR wurde im Verhaltnis zum absoluten RNA-
Gehalt des jeweils gemessenen Wells berechnet. Die Daten werden als Mittelwert + SEM
dargestellt Die Daten werden als Mittelwert £ SEM prasentiert. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels two-way ANOVA.

3.9 Butyrat reduziert die mitochondriale Atmung in Abhangigkeit von HK2

Die bisherigen Untersuchungen verdeutlichen, dass Butyrat die Regulation von HK2
durch HDACS8 beeinflusst. In Caco-2-Zellen fuhrte der Verlust von HK2 zu einer
Beeintrachtigung sowohl der basalen als auch der maximalen mitochondrialen Atmung
im Vergleich zu den WT-Zellen (1.4.7). Um den Einfluss von Butyrat auf die
mitochondriale Atmung zu analysieren, wurden Caco-2""-Zellen 24 Stunden vorab mit
Butyrat stimuliert. Diese zeitliche Vorbehandlung wurde bewusst gewahlt, um eine
ausreichende Reduktion der HK2-Expression zu ermoglichen, was wiederum zu einer
verminderten Translation von HK2 fuhrt. Die Vorbehandlung mit Butyrat fuhrte, ahnlich

wie der Verlust von HK2, zu einer Reduktion der basalen mitochondrialen Atmung
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sowie einer drastischen Verringerung der maximalen mitochondrialen Atmung. Um
sicherzustellen, dass der beobachtete Effekt nicht auf einem HK2-unabhangigen
Mechanismus zuriickzufiihren ist, wurde das Experiment in Caco-22%2-Zellen
wiederholt. In diesem Setting ergaben sich keine signifikanten Veranderungen in der
mitochondrialen Atmung. Weiterhin zeigte sich, dass eine Stimulation mit Butyrat zu
einer Reduktion der PPIF Expression fuhrte, wie sie in vivo durch den Verlust von HK2
beobachtet wurde (Abbildung 3-9). Diese Ergebnisse belegen, dass Butyrat, analog
zum Verlust von HK2 in Caco-2-Zellen, zu einer Beeintrachtigung der mitochondrialen
Atmung fuhrt. Zudem ist diese Regulation abhangig von der Prasenz von HK2, was

auf eine proteinspezifische Rolle in diesem Prozess hinweist.
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Abbildung 3-9 Butyrat reduziert die mitochondriale Atmung

(A) Caco-2""- und Caco-2""*2-Zellen wurden 24 Stunden lang mit 2 mM Butyrat stimuliert. Im
Anschluss erfolgte die Messung der OCR mit dem Seahorse XF Analzyer. Daten werden als
Mittelwert £+ SEM dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels two-way ANOVA. B)
Relative PPIF-Expression von Caco-2-Zellen die 24 Stunden lang mit 2mM Butyrate stimuliert
wurden. Die Daten werden als Mittelwert £+ SEM dargestellt. Zur statistischen Auswertung
wurde ein Mann-Whitney-U-Test gewahlt.

3.10 Kurzkettige Fettsauren modulieren den Verlauf einer murinen Colitis

Nachdem erfolgreich nachweisen wurde, dass kurzkettige Fettsauren HK2 modulieren
und insbesondere Butyrat die mitochondriale Atmung in Abhangigkeit von HK2
reduziert, wurde der Einfluss kurzkettiger Fettsduren auf eine DSS-Colitis im
Mausmodell untersucht. WT-Mause wurden mit drei verschiedenen Interventionen
behandelt: einer Kontrolldiat, einer Supplementation mit Butyrat oder einer
Supplementation mit Acetat (2.10.7). Nach einer 10-tagigen Aufsattigungsphase mit
der entsprechenden kurzkettigen Fettsaure wurde unter fortgesetzter Intervention die

DSS-Colitis durchgefuhrt (2.10.6). Die Aufsattigung mit Butyrat fuhrte bei den WT-
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Mausen zu einem milderem Krankheitsverlauf. Im Detail zeigte sich in dieser Gruppe
im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante Reduktion des Gewichtsverlustes, ein
niedrigerer DAI, niedrigere Serumlevel von KC/CXCL1 und weniger TUNEL-positive
Epithelzellen im Colon. Der histologische Entzundungsscore war im Vergleich zur
Kontrollgruppe reduziert, jedoch nicht in signifikantem Ausmal’ (Abbildung 3-70). Die
Supplementation mit Acetat fuhrte zu einer deutlichen klinischen Verschlechterung des
Krankheitsverlaufes mit signifikanter Zunahme des Gewichtsverlustes und des DAI.
Diese Verschlechterung war so drastisch, dass die Versuchsgruppe aus ethischen
Grinden vorzeitig am Tag 8 der Colitis terminiert wurde. Der histologische
Entzindungsscore zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht, jedoch nicht in
signifikantem Ausmal3. Ebenso waren die Serumlevel von KC/CXCL1 und die Anzahl
der TUNEL-positiven Epithelzellen im Colon im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht
signifikant verandert. Dabei ist zu beachten, dass eine vergleichende Beurteilung zur
Kontrollgruppe aufgrund der vorzeitigen Terminierung nur bedingt moglich ist
(Abbildung 3-70). Immunhistochemisch zeigte sich eine Reduktion von HK2 im
Colonepithel durch die Butyrat-Aufsattigung. Bei der Zugabe von Acetat zeigte sich
keine signifikante Veranderung, wobei auch hier die oben erwahnten Vorbehalte
gelten (Abbildung 3-70). Mit Ausnahme einer reduzierten Colonlange in der Acetat-
Gruppe, was auf eine erhohte Entzindungsaktivitat hinweisen konnte, zeigten sich
keine signifikanten Veranderungen im prozentualen Zékum-, Leber-, Milz- und EWAT-
Gewicht oder der Lange von Colon und Dinndarm. Ebenso gab es keinen Anhalt fur
eine erhdhte Zellproliferation bestimmt durch Ki67-positive Zellen in der Darmmucosa
(Abbildung 3-70). Insgesamt liel3 sich erfolgreich zeigen, dass die Behandlung mit
Butyrat bei WT-Mausen zu einem deutlich milderem Krankheitsverlauf fuhrte, wahrend

die Behandlung mit Acetat zu einem signifikant schwereren klinischen Verlauf fuhrte.
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Abbildung 3-10 Veranderte Krankheitsaktivtat in WT-Mausen durch kurzkettige
Fettsauren

(A-M) WT-Mause erhielten entweder eine Kontrolldiat oder eine Supplementation mit Butyrat
oder Acetat und wurden oral mit DSS behandelt, um eine Colitis zu induzieren. Bei den
verschiedenen erhobenen Parametern handelt es sich um: (A) Kérpergewichtsverlauf, (B) DA,
(C) Serum KC/CXCL1 Level, (D) TUNEL-positive Zellen pro Colonkrypte, (E) Histologischer
Inflammation Score, (F) Immunhistochemisch HK2-Protein-Level im Colonepithel,
prozentuales Organgewicht bezogen auf das Kérpergewicht von (G) Zékum, (H) Leber, (1) Milz
und (J) EWAT, absolute Lange von (K) Dinndarm und (L) Dickdarm sowie (M) Ki67-positive
Zellen pro Colonkrypte. Die statistische Auswertung erfolgte mittels two-way ANOVA (A,B)
und one-way ANOVA (C-M). Die Symbole * bzw. # indizieren statistische Signifikanz in Butyrat
(*) oder Acetat (#) versus Kontrolldiat. Die Daten werden als Mittelwert + SEM dargestellit.
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3.11 Die epitheliale Deletion von HK2 verhindert Butyrateffekt auf Colitis

In vorangegangenen Experimenten konnte erfolgreich nachgewiesen werden, dass
Butyrat die Expression von HK2 reduziert. Zudem zeigte sich, dass die Veranderungen
im mitochondrialen Metabolismus aufgrund des Butyrat-Verlusts in Abhangigkeit von
HK2 stattfinden (3.9). Die Daten deuten darauf hin, dass der Einfluss von Butyrat auf
den Krankheitsverlauf im murinen Colitis-Modell ebenfalls von der Prasenz von HK2
abhangig ist. Das experimentelle Setup aus Abschnitt 3.10 wurde parallel auch mit
HKk2:EC_Mausen durchgefiihrt. Interessanterweise zeigte sich durch die Behandlung
mit Butyrat keine Veranderung der Krankheitsaktivitat im Colitis-Modell im Vergleich
zur Kontrolldiat. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede im Korpergewicht,
im DAI, in den Serumwerten von KC/CXCL1, im histologischen Inflammation Score
oder in der Anzahl der TUNEL-positiven Zellen. Auch die prozentualen Organgewichte
von Zokum, Leber, Milz, EWAT sowie die Langen von Colon und Dunndarm zeigten
keine signifikanten Veranderungen (Abbildung 3-77). Die Behandlung mit Acetat
zeigte lediglich einmalig eine signifikante Reduktion des Korpergewichts im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Zusatzlich zeigten sich ein Trend fur erhohte Werte im DA,
KC/CXCL1 im Serum, histologischem Inflammationsscore und TUNEL-positiven
Zellen in den Colonkrypten, welche jedoch nicht signifikant waren. Auch im EWAT-
Gewicht zeigte sich ein Trend zur Reduktion, der jedoch nicht signifikant war. In keiner
der beiden Gruppen gab es Anzeichen fur eine erhOhte oder erniedrigte
Zellproliferation (Abbildung 3-717). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Acetat in
HKk2MEC_Mausen eine weniger ausgepragte klinische Verschlechterung verursacht,
was zumindest auf eine partielle Abhangigkeit von HK2 hindeutet. Zusammenfassend
zeigt sich, dass eine Supplementation des bakteriellen Metaboliten Butyrat zu einer
Reduktion von HK2 fuhrte, was zu einem deutlich milderem Krankheitsverlauf im
murinen Colitis-Modell fuhrte.
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Abbildung 3-11 Kurzkettige Fettsauren verlieren ihren Einfluss auf den
Krankheitsverlauf bei Hk2*'E¢-Mausen

(A-L) Hk2*E°-Mé&use erhielten entweder eine Kontrolldiat oder eine Supplementation mit
Butyrat oder Acetat und wurden oral mit DSS behandelt, um eine Colitis zu induzieren. Bei
den verschiedenen erhobenen Parametern handelt es sich um: (A) Kérpergewichtsverlauf, (B)
DAI, (C) Serum KC/CXCL1 Level, (D) TUNEL-positive Zellen pro Colonkrypte, (E)
Histologischer Inflammation Score, Prozentuales Organgewicht bezogen auf das
Koérpergewicht von (F) Zékum, (G) Leber, (H) Milz und (I) EWAT, absolute Lange von (J)
Dinndarm und (K) Dickdarm sowie (L) Ki67-positive Zellen pro Colonkrypte. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels two-way ANOVA (A,B) und one-way ANOVA (C-L). Die Symbole
* bzw. # indizieren statistische Signifikanz in Butyrat (*) oder Acetat (#) versus Kontrolldiat. Die
Daten werden als Mittelwert + SEM dargestellt.
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4 Diskussion

HK2 ist nicht nur eines der Schlusselenzyme der Glykolyse, sondern auch maf3geblich
an immunregulatorischen Prozessen des intestinalen Epithels beteiligt [1]. Im Rahmen
der Vorarbeiten konnte belegt werden, dass HK2 im intestinalen Epithel durch
inflammatorische Prozesse hochreguliert wird. Die entzundliche Signatur wurde
sowohl in vitro an Caco-2-Zellen als auch in vivo im Mausmodell und bei Patienten mit
CED repliziert. Der Entzug von HK2 aus diesen Modellen fuhrte zu einem milderen
inflammatorischen Verlauf. Konkret konnte gezeigt werden, dass der Verlust von HK2
in intestinalen Epithelzellen zu einem milderen Krankheitsverlauf im murinen Colitis-
Modell fuhrte. Unter physiologischen Bedingungen zeigten sich durch den Verlust von
HK2 in intestinalen Epithelzellen keine relevanten makroskopischen Unterschiede
zwischen WT- und Hk2*EC-Mausen, weder im Glukosestoffwechsel noch in der
Vitalitat der Epithelzellen. Daraus lasst sich schliefen, dass HK2 in intestinalen
Epithelzellen ein sicheres therapeutisches Ziel darstellen konnte. Mechanistisch
konnte gezeigt werden, dass der protektive Phanotyp in Hk22'EC-M&usen mit einer
Repression von PPIF einherging. Als Bestandteil der MPTP fuhrt eine solche
Repression zu einer verringerten mitochondrialen Permeabilitat und verhindert somit
mitochondrial vermitteltes Zellsterben.

Im Rahmen dieser Dissertation konnte darauf aufbauend gezeigt werden, dass HK2
durch das intestinale Mikrobiom reguliert wird. Dabei stellte sich heraus, dass diese
Regulation nicht auf die ubiquitare Prasenz des Mikrobioms zurlckzuflhren ist,
sondern auf die spezifische Komposition und Aktivitat desselben. Verantwortlich fur
die regulatorischen Effekte sind die Metabolite des Mikrobioms, insbesondere
kurzkettige Fettsauren. Die richtige Komposition dieser kurzkettigen Fettsauren dient
dabei als ,Lichtschalter, der HK2 an- und ausschalten kann. Butyrat zeigte dabei
einen protektiven Effekt durch die Reduktion von HK2, wahrend Acetat einen
schadlichen Effekt durch eine Erhdhung von Hk2 hervorrief. Interessanterweise fuhrte
Butyrat zu denselben Veranderungen wie der Verlust von HK2, zeigte jedoch keine
zusatzlichen Veranderungen in HK2-deletierten Zellen. Daruber hinaus konnten die
beobachtete verminderte Suszeptibilitat gegenuber Zelltod auch ex vivo validiert
werden.

Bislang wurde eine Erhohung von HKZ2 hauptsachlich mit der Aktivierung von
Immunzellen verbunden [137, 138, 203] und nicht fur das intestinale Epithel. Die

Tatsache, dass auch Patienten mit einer infektiosen Colitis eine Erhdhung im Epithel
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zeigen, spricht dafiir, dass HK2 nicht ausschlieRlich in die Atiologie von CED involviert
ist. Eine solche Rolle im Rahmen der generellen intestinalen Entzindung, wuirde
gleichzeitig bedeuten, dass HK2 auch abseits von CED in Erkrankungen wie viralen,
bakteriellen, parasitaren, ischamischen und Therapie-assoziierten Colitiden ein
therapeutisches Ziel bieten konnte. Im Folgenden werden die essenziellen
Erkenntnisse der Arbeit zusammengefasst und die Limitationen dieser aufgelistet. Im
Anschluss werden diese vor dem Hintergrund der aktuellen Kenntnisse interpretiert
und diskutiert.

Intestinale Entziindung Mikrobiom Mildere Erkrankung
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Abbildung 4-1 Graphische Zusammenfassung der Erkenntnisse dieser Arbeit

HK2 ist in humaner und muriner intestinaler Entziindung erhdht. Das Mikrobiom produziert den
Metabolit Butyrat. Butyrat interagiert in intestinalen Epithelzellen mit HDACS8. Diese Interaktion
fuhrt zu einer Reduktion von HK2 und dadurch einer reduzierten mitochondrialen Funktion
sowie Permeabilitat, was im murinen Krankheitsmodell schlussendlich in einer reduzierten
Krankheitsaktivitat miindet. Graphik erstellt mit Biorender.

4.1 ldentifikation der mikrobiellen Regulation von HK2

Hk2 wird vor allem im apikalen Darmepithel des Colons stark exprimiert, wahrend es
in den Krypten des Dickdarms kaum vorkommt (Abbildung 7-2). Dies resultiert in einer
engen raumlichen Nahe zum intestinalen Mikrobiom und seinen Metaboliten [204].
Dieser beobachtete Effekt bleibt in keimfreien Tieren aus. Wenn jedoch keimfreie Tiere

mit Mikroben besiedelt werden, kommt es innerhalb weniger Tage zu einem Anstieg
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der Hk2-Expression auf das Niveau von konventionell gehaltenen Tieren [1]. Die
erhohte Expression im apikalen Epithelverband ist also abhangig von der Prasenz des
intestinalen Mikrobioms.

Basierend darauf ergab sich die Frage, inwieweit die ubiquitare Prasenz des
Mikrobioms oder bestimmter Mikroben innerhalb des Mikrobioms fur die Regulation
verantwortlich ist. Keimfreie Mause, die mit ASF- und OMM Bakterienkonsortien
kolonisiert wurden, zeigten eine Induktion der Hk2-Expression und bestatigten somit
die vorangegangenen Ergebnisse. Zur weiteren Differenzierung wurde die Hk2-
Expression in  monokolonisierten  gnotobiotischen = Mausen  untersucht.
Lipopolysaccharide, Bestandteile der Zellwand gramnegativer Bakterien und bekannte
Induktoren von Inflammation im intestinalen Epithel [205], haben die Fahigkeit, dessen
Genexpression zu beeinflussen [206]. Im gnotobiotischen Mausmodell fuhrte das
gramnegative Bakterium Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 zu einer Induktion
der Hk2-Expression. Jedoch fuhrte die Monokolonisation mit dem gramnegativen
Bakterium Escherichia coli W3110 nicht zu einer erhdhten Expression, sodass
Lipopolysaccharide nicht als Ursache fur die Expressionsanderung in Frage kommen.
Auch Peptidoglykane, Bestandteile der Zellwand beispielsweise von Escherichia coli
W3110 oder Bifidobacterium longum NC 2705, deren Bestandteile HK2-vermittelte
Immunreaktionen hervorrufen kdnnen [145, 155], fuhrten nicht zu einer Induktion von
HK2 (Abbildung 3-7). Die bakterielle Zellwandbeschaffenheit kommt daher nicht fur die
Induktion von HK2 infrage. Daraus lasst sich schlie3en, dass die erhohte Expression
im apikalen Epithelverband kein panmikrobieller Effekt ist, sondern durch spezifische
Bakterien induziert wird.

Innerhalb des intestinalen Epithels zeigen sich deutliche Unterschiede in der
Zusammensetzung der metabolischen Enzyme entlang der Krypt-Villus-Achse [207].
Gleichzeitig zeigen sich zwischen keimfreien und konventionell gehaltenen Tieren
bedeutende Unterschiede im Metabolom [208]. Basierend auf den vorigen
Ergebnissen wurde die Hypothese erarbeitet, dass die regulatorischen Effekte des
Mikrobioms auf HK2 indirekt durch dessen Metabolite und nicht durch die Mikroben
selbst zustande kommen. Hierfur wurden zunachst die einzelnen Spezies der OMM
isoliert und kultiviert, und anschlieRend wurde deren Uberstand mit seinen Metaboliten
asserviert. Die Wahl von OMM fUr diese Experimente beruhte auf der Tatsache, dass
deren Stamme genaustens klassifiziert und sequenziert sind und naturlicherweise im

Mausmikrobiom vorkommen [209, 210]. Interessanterweise war lediglich der
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Uberstand von drei Stimmen aus diesem Konsortium, welches im Mausmodell die
Hk2-Expression erhohte, in der Lage, in vitro in Caco-2-Zellen die HK2-Expression zu
verandern (Abbildung 3-3). Bei diesen drei Spezies handelt es sich um Enterococcus
faecalis KB1 als Hauptinduktor sowie Clostridium innocuum 146 und Flavonifractor
plautii YL31 als Repressoren von HKZ2. Daraus wurde geschlossen, dass die
Regulation Uber die Metabolite der Mikroben vermittelt wird.

Die beiden Repressoren Clostridium innocuum 146 und Flavonifractor plautii YL31 sind
bekannte Produzenten kurzkettiger Fettsauren [191]. Die Expression von Hk2 nimmt
entlang des Gastrointestinaltrakts von oral nach aboral zu [1], wobei die hdchste
Expression im Colon vorliegt. Dort befindet sich auch die hochste Bakterienlast [192].
Das Colon ist zusatzlich die Lokalisation der meisten bakteriellen Fermentation [124].
Es war bereits bekannt, dass die Aktivitat von HK1 durch Fettsauren inhibiert werden
kann [193, 194]. Basierend auf diesem Wissen wurde die Hypothese generiert, dass
kurzkettige Fettsauren fur die Regulation verantwortlich sein konnten. Daraufhin wurde
ein Vorhersagemodell fur das Synthesepotenzial kurzkettiger Fettsduren der einzelnen
OMM-Spezies entwickelt. Hier zeigte sich eine deutliche Korrelation zwischen der
gemessenen Veranderung der HKZ2-Expression in vitro und dem vorhergesagten
Synthesepotenzial von Butyrat und Acetat. Propionat hingegen zeigte in diesem
Modell keinen Einfluss auf die HK2-Regulation. AnschlieRend wurden die die
kurzkettigen Fettsduren aus dem Uberstand mittels Targeted Metabolomics zur
Bestatigung der Hypothese quantifiziert (Abbildung 3-3). Im nachsten Schritt wurden
diese Ergebnisse validiert. In vitro zeigte sich in Caco-2-Zellen durch Stimulation mit
Butyrat eine Repression der HK2-Expression, wahrend Acetat zu einer Induktion
fuhrte. Um die Hypothese auch in vivo und auf Proteinebene zu validieren, erfolgte in
C57BL/6j Mause uber 10 Tage eine Intervention mit Butyrat. In den gewonnenen
Proben zeigten sich immunhistochemisch reduzierte HK2-Level im apikalen
Epithelverband. Zusammenfassend zeigte sich, dass die mikrobiellen Metabolite
(Kurzkettige Fettsauren) ursachlich fur die Expressionsanderungen von Hk2 im
apikalen Darmepithel sind.

4.2 Analyse des Signalwegs zwischen Butyrat und HK2
Butyrat, Propionat und Acetat entstehen hauptsachlich durch die Fermentation der
Mikroben im Dickdarm [49, 50]. Im Colon, dem Hauptort der Verarbeitung kurzkettiger

Fettsauren, dienen sie als bevorzugte Energiequelle fur Enterozyten [22, 31]. Es gibt
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bereits umfangreiche Erkenntnisse Uber die Interaktion zwischen Darmepithel und
kurzkettigen Fettsauren sowie potenzielle Signalwege. Sie interagieren mit den
Wirtszellen Uber verschiedene Signalwege, wobei zwei besonders relevant sind.
Einerseits kdnnen kurzkettige Fettsauren direkt an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
an der Zelloberflache binden, andererseits konnen sie von den Zellen aufgenommen
werden und intrazellular HDACs inhibieren [211]. Die G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren FFAR2(GPR43), FFAR3(GPR41) und HCAR2(GPR109A) stehen im
Fokus der Forschung. Kurzkettige Fettsauren steuern Uber FFAR2
immunregulatorische Effekte wie Chemotaxis [212] und die Funktion von Treg-Zellen
[63]. Dieser Signalweg hat auch im zentral Nervensystem eine hohe Bedeutung, da
kurzkettige Fettsauren Uber diesen Rezeptor die Reifung und Funktion von Mikroglia
beeinflussen [213]. Die Aktivierung von HCARZ2 durch kurzkettige Fettsauren fuhrt zu
einer verminderten intestinalen Entzindung im Colitis-Modell und reduziert die
Colonkarzinogenese [199]. Die Interaktion zwischen kurzkettigen Fettsauren und
HCAR2 sowie FFAR2 im intestinalen Epithel kann zu einer Aktivierung von
Inflammasomen und erhdhten Produktion von IL18 fuhren [186]. Interessanterweise
fuhrt der der Verlust von Inflammasomen und damit einhergehende niedrigere Spiegel
an IL18 im Colitis-Modell zu einer erhohten Krankheitsaktivitat [214]. Auch das
Zusammenspiel von kurzkettigen Fettsduren und FFARS spielt eine wichtige Rolle fur
die Immunfunktion, da daruber beispielsweise die Ausreifung dendritischer Zellen
blockiert werden kann und allergische Atemwegsentzindungen gehemmt werden
[215]. Kurzkettige Fettsauren sind also in der Lage, uber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren Entzindung, Infektion, Karzinogenese und Immunfunktion zu modulieren.
Um zu untersuchen, ob FFAR fur die Interaktion zwischen Butyrat und HK2 relevant
sind, wurde siRNA fur die jeweiligen Rezeptoren verwendet. Die Transfektion mit der
siRNA fuhrte in vitro in Caco-2-Zellen zu einer adaquaten Unterdrickung der RNA des
entsprechenden Rezeptors. Trotz dieser adaquaten Unterdrickung kam es jedoch
weiterhin zu einer unveranderten Reduktion der HK2-Expression durch Butyrat. Das
zeigt, dass der Signalweg zwischen Butyrat und HK2 nicht uber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren verlauft.

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob HDACs an der Regulation von HK2 beteiligt
sind. Wie bereits erwahnt, konnen kurzkettige Fettsduren direkt in intestinalen
Epithelzellen HDACs inhibieren. Es ist bekannt, dass diese Inhibition in Zellen des
blutbildenden Systems zu toleranterer und anti-inflammatorischer Zelldifferenzierung
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fuhrt. Kurzkettige Fettsduren flhren in mononuklearen Zellen und Neutrophilen,
genauso wie globale HDAC-Inhibitoren, zu einer Inaktivierung von NF-kB und einer
Reduktion von TNF [212, 216]. Dieser anti-entzundliche Effekt von kurzkettigen
Fettsduren Uber HDACs wurde auch in weiteren Zelltypen wie Makrophagen und
dendritischen Zellen beschrieben [65, 215, 217, 218]. Butyrat ist dafur bekannt, mit
den HDAC-Klassen 1 und 2a zu interagieren [219]. In Caco-2-Zellen zeigte sich, dass
SAHA, ein Pan-HDAC-Inhibitor (mit Ausnahme von Klasse 3), die Regulation der HK2-
Expression durch Butyrat aufhob. In weiteren Versuchen mit Inhibitionen der
spezifischen HDAC-Klassen zeigte sich, dass allein die Inhibition von HDACs der
Klasse 1 die Regulation verhinderte. Schlussendlich konnte nachgewiesen werden,
dass innerhalb der HDAC Klasse 1 nur HDACS8 diesen Effekt verhinderte; die Inhibition
aller anderen HDACs dieser Klasse fiihrte zu keiner Anderung der Regulation durch
Butyrat (Abbildung 3-6). Die Spezifitat chemischer Inhibitoren kann jedoch nicht zu
100 % garantiert werden und unspezifische Effekte bspw. durch Verunreinigung,
konnen niemals sicher ausgeschlossen werden [220]. In zuklUnftigen Arbeiten sollten
daher genetische Modelle zur Analyse der vermuteten Interaktion zwischen Butyrat,
HK2 und HDAC8 verwendet werden. Basierend auf den Erkenntnissen der
chemischen Inhibition verlauft die Regulation der HK2 Depletion vermutlich spezifisch
uber HDACS. Dieser Signalweg liel3 sich mit den verwendeten Inhibitoren auch in
anderen intestinalen Epithelzellmodellen (HT-29) bestatigen.

4.3 Kurzkettige Fettsauren: HK2-abhangige mikrobielle Therapeutika
Aufgrund des Warburg-Effektes und der induzierten Uberexpression von HK2 in
verschiedenen Tumorgeweben [143] wird bereits in der Onkologie ein moglicher
therapeutischer Ansatz fur Tumorerkrankungen Uber HK2 erforscht [221, 222].
Daruber hinaus gab es jedoch nur begrenzte Untersuchungen zur Rolle von HK2 bei
inflammatorischen Erkrankungen. Angesichts des protektiven Phanotyps, der durch
den Verlust von HK2 im intestinalen Epithel entsteht, sowie der starken Regulation
durch die Metabolite des Mikrobioms, wurde die Idee eines potenziellen
therapeutischen Ansatzes weiterverfolgt. Besonderes Augenmerk lag auf der
Interaktion zwischen Butyrat und HK2, da dessen Repression einen therapeutischen
Effekt hervorrufen sollte.

Um eine direkte Supplementation von Butyrat zu umgehen, die aufgrund der

vorzeitigen Metabolisierung vor Erreichen des Colons nicht effektiv ware, erfolgte die
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Supplementation durch Tributyrin, einem Butyrat-Polymer. Dieses wird erst im Colon
freigesetzt, nachdem es durch das Mikrobiom metabolisiert wurde und wird von den
dortigen Zellen des Epithels aufgenommen [183, 184]. Acetat wurde hingegen im
Trinkwasser der Tiere gelost, wie zuvor mehrfach beschrieben [185, 186]. Die
entsprechende Intervention wurde bereits 10 Tage vor Beginn der DSS-Colitis
eingefuhrt, um den Tieren Zeit zu geben, sich an die Umstellung der Supplementation
zu gewohnen und genregulatorische Effekte durch die kurzkettige Fettsauren zu
ermoglichen.

In WT-Mausen zeigte sich, dass die Behandlung mit Acetat einen so gravierenden
Effekt hatte, dass die Versuchsgruppe bereits 2 Tage vor dem geplanten
Versuchsende aus ethischen Grunden terminiert wurde. Die Verschlechterung
manifestierte sich sowohl im Verlauf des Korpergewichts als auch in der
Krankheitsaktivitdt und der Lange des Colons (Abbildung 3-70). Inflammatorische
Zytokine, TUNEL-positive Zellen sowie weitere Organveranderungen waren nicht
signifikant verandert. Moglicherweise erklart der vorzeitige Abbruch der Acetat-
behandelten Gruppe von Mausen mit einem WT-Genotyp zwei Tage vor dem
Versuchsende das Ausbleiben dieser signifikanten Effekte, einschlieBlich der
fehlenden HK2-Induktion. Hier ist jedoch zusatzlich zu beachten, dass Hk2 im Colon
insbesondere dem Lumen zugewandten apikalen Epithel exprimiert wird. Im Verlauf
einer DSS-Colitis kommt es aufgrund der chemisch-toxischen Wirkung zu erheblichen
Epithelschaden einschliellich Ulzerationen und Erosionen [223]. Diese Schaden
gehen gleichzeitig mit dem Verlust der Epithelzellen einher, die die hochsten HK2-
Level aufweisen und konnten somit eine weitere mogliche Ursache fur den
ausbleibenden Anstieg sein. Es ist zudem zu bedenken, dass bereits die WT-Mause
im Rahmen der DSS-Colitis schwer betroffen waren mit einem Gewichtsverlust von
knapp unter 25 % des Ausgangsgewichts zum Versuchsende. Infolgedessen stellt sich
die Frage, inwieweit eine klinische Verschlechterung und eine Abnahme der
erhobenen Parameter (iberhaupt mit dem Uberleben vereinbar waren oder ob in dieser
Gruppe bereits die maximalen Endpunkte erreicht wurden. Letztendlich zeigte sich
jedoch anhand der erhobenen Parameter, dass Supplementierung von Acetat zu
einem schwerwiegenderen und lebensbedrohlichen Krankheitsverlauf flhrte.

Die Supplementierung mit Butyrat fuhrte zu einer erheblichen Linderung der Colitis. Es
zeigten sich nicht nur signifikante Unterschiede im Verlauf des Korpergewichts,
sondern auch in der Krankheitsaktivitat, den proinflammatorischen Zytokinen und den
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TUNEL-positiven Zellen. Somit offenbarte Butyrat einen ahnlichen Mechanismus wie
der Verlust von HK2. Der HK2-Verlust fuhrte zu einer Veranderung des
mitochondrialen Metabolismus und der mitochondrialen Permeabilitat, was in einer
verringerten Anfalligkeit des intestinalen Epithels fur Zelltod resultierte [1].
Interessanterweise bewirkte auch Butyrat eine Reduktion des Zelltods. Makroskopisch
lieRen sich keine Anzeichen flur eine Beteiligung anderer Organsysteme oder eine
kompensatorisch verstarkte Zellproliferation feststellen (Abbildung 3-70). Die
Supplementation von Butyrat erwies sich als protektiv und fuhrte zu einem milderen
Krankheitsverlauf.

Parallel dazu wurde auch bei Hk2*'EC-Mausen eine Intervention mit kurzkettigen
Fettsauren durchgefuhrt. Dieses experimentelle Setting war von besonderer Relevanz,
da fur Butyrat bereits beschrieben wurde, dass es protektive Effekte in murinen
intestinalen Infektions- [224] und Entzindungsmodellen aufweist [225]. Dies wirft die
Frage auf, ob die in WT-Mausen beschriebenen protektiven Effekte tatsachlich Gber
HK2 im intestinalem Epithel vermittelt werden oder ob diese Effekte unabhangig davon
signalisiert werden. Es zeigte sich, dass Butyrat in Hk2*EC-Mausen zu keiner
Veranderung des Krankheitsverlaufs fuhrte. Weder im Verlauf des Korpergewichts
noch in der Krankheitsaktivitat, den proinflammatorischen Zytokinen, dem Zelltod oder
histologisch gab es, im Gegensatz zu den WT-Mausen, Unterschiede (Abbildung
3-11). Es wird somit deutlich, dass der protektive Effekt von Butyrat in der murinen
intestinalen Entzindung durch eine Reduktion von HK2 vermittelt wird.

Des weiteren konnte in vitro in Caco-2-Zellen gezeigt werden, dass Butyrat zu einer
deutlichen Reduktion von PPIF fuhrt. Dieses Gen kodiert fur Cyclophilin D, einen
Bestandteil der mitochondrialen Permeabilitdtspore, und fungiert als mdgliches
Downstream-Target von HK2 [1]. Die mitochondriale Funktionsbeeintrachtigung, die
durch den Verlust von HK2 in vitro in Caco-2-Zellen hervorgerufen wird, konnte ebenso
durch eine Stimulation mit Butyrat reproduziert werden. Zudem wies die Stimulation
mit Butyrat keine additiven Effekte auf die mitochondriale Atmung in Caco-22"%?-Zellen
auf. Somit fuhrt Butyrat zu einer vergleichbaren Reduktion der mitochondrialen Atmung
wie der Verlust von HK2, was zu einer gesteigerten Widerstandsfahigkeit gegenuber
mitochondrialem Zelltod fuhrt.

Die Behandlung mit Acetat fuhrte hingegen zu einer leichten Verschlechterung des
Krankheitsverlaufs, was sich durch einen einmaligen signifikanten Unterschied im
Korpergewicht am siebten Tag im Vergleich zu unbehandelten Hk2*'EC-Mausen
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manifestierte. Trotzdem zeigten sich Trends, wenn auch statistisch nicht signifikant,
fur eine gesteigerte Krankheitsaktivitat, vermehrte proinflammatorische Zytokine,
sowie erhohten Zelltod und verstarkte histologische Krankheitsaktivitat. Daraus ergibt
sich, dass der schadliche Effekt von Acetat in Hk2*'E¢-Mausen zwar im Vergleich zum
Effekt in WT-Mausen erheblich abgeschwacht ist, jedoch nach wie vor vorhanden ist.
Daraus kann geschlossen werden, dass der schadliche Effekt von Acetat nur teilweise

Uber HK2 vermittelt wird.

4.4 Limitationen der Studie

Im Folgenden werden die Limitationen der angewandten Modelle diskutiert. Ein
Grolteil der Experimente wurde in Caco-2-Zellen durchgefuhrt. Ein Vorteil dieser
Zelllinie liegt darin, dass sie bereits umfassend beschrieben und analysiert wurde
[226]. Im Vergleich zu intestinalen Organoiden sind Caco-2-Zellen deutlich
kostengunstiger in der Kultur, da sie weniger aufwendige Medien, extrazellulare
Matrizen und Zusatze wie Wachstumsfaktoren bendétigen. Darlber hinaus sind Caco-
2-Zellen technisch einfacher zu kultivieren und daher in ihrer Handhabung
unabhangiger von der Erfahrung des Untersuchers im Vergleich zur Kultur von
Primarzellen [168, 227]. Ein Nachteil dieser Methode liegt jedoch in der Herkunft der
Zelllinie. Diese wurde aus humanen Darmkrebszellen abgeleitet und zeigt daher
charakteristische Eigenschaften wie Veranderungen im Metabolismus oder der
Differenzierung [226]. Zudem haben Stimulanzien unterschiedliche Auswirkungen auf
verschiedene Zellen. Beispielsweise kann Butyrat die Proliferation von normalen
Enterozyten induzieren, unterdrickt jedoch die Proliferation von karzinogenen
Enterozyten. Im Gegensatz zu den normalen Enterozyten, die Butyrat als
Hauptenergiequelle nutzen, akkumuliert Butyrat in kanzerogenen Enterozyten, da
diese ihre Energie hauptsachlich aus Glucose beziehen. Dies resultiert in einer starken
Regulation der HDACs, was zu einer Inhibition der Proliferation von kanzerogenen
Enterozyten fuhrt. [228]. Die Wirkung und der Effekt von Butyrat unterscheiden sich je
nach Differenzierungsgrad der Caco-2-Zellen [229]. Obwohl sich Caco-2-Zellen flr
Experimente eignen, ware es ideal, die Ergebnisse in anderen Zelllinien, wie HT29
Zellen, Primarzellen oder in vivo zu reproduzieren, um zell- oder krebszellspezifische
Effekte auszuschlielRen.

Organoide revolutionierten die wissenschaftliche Forschung, seit Sato et al. 2009

erstmals beschrieben, dass sich Organoide aus adulten Stammzellen kultivieren
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lassen [167]. Wie bereits erwahnt, sind ihre Isolation und Kultur sowohl kostenintensiv
als auch technisch anspruchsvoll. Zu den Vorteilen zahlen unter anderem die Kultur
von Primarzellen anstelle von karzinogenen Zelllinien, die Moglichkeit der Gewinnung
biologischer Replikate aus verschiedenen Organismen, die Kultivierung sowohl
humaner als auch muriner Organoide, die simultane Kultur verschiedener Zelltypen in
einer Zusammensetzung, die der physiologischen Umgebung nahekommt, sowie die
Gewinnung von Organoiden aus erkrankten Organismen oder erkranktem Gewebe.
Dennoch spiegeln auch Organoide nicht die in vivo Bedingungen wider, die im Darm
durch ein komplexes Zusammenspiel von Mikrobiom, Epithel- und Immunzellen
gepragt sind [11, 230, 231]. Die Rolle von Organoiden und ihre Limitationen werden
derzeit intensiv in der wissenschaftlichen Gemeinschaft diskutiert [232, 233]. Viele
dieser Limitationen werden bereits angegangen, beispielsweise durch die Kokultur
verschiedener Zellarten [234] und anaerober Mikroorganismen [235], sowie durch die
gezielte Differenzierung in spezifische Zelltypen [236], was auch die Erforschung
seltener Zellpopulationen ermdglicht. Die aktuelle Beliebtheit der Organoid-Kultur
konnte zu einer Ubereilten Verwendung in der Wissenschaft fuhren und sollte aufgrund
der hohen Kosten sowie weiteren Limitierungen eher in Validierungsexperimenten und
nicht als initiales Modell verwendet werden. Ein Beispiel fur Diskrepanzen zwischen in
vitro- und ex vivo-Modellen zeigt sich auch in dieser Arbeit [237]. In Caco-22"%? und in
mit Butyrat stimulierte Caco-2"7-Zellen zeigte sich eine starke Reduktion der
mitochondrialen Funktion. Passend dazu war in intestinalen Epithelzellen von Hk2*'EC-
Mausen unter Entzindung ein verminderter mitochondrialer Metabolismus und
verminderte mitochondriale Permeabilitat im Transkriptom festzustellen. Im Gegensatz
dazu blieb die mitochondriale Funktion in Hk2EC-Organoiden aus dem Colon
unverandert. Diese Diskrepanz konnte aus einer unterschiedlichen Exposition
gegenuber den Stimulanzien resultieren. Bei Caco-2-Zellen interagieren die
Stimulanzien mit der apikalen Seite, wahrend die Zellen aus Organoiden basal
stimuliert wurden. Aufgrund der Kultur von Matrigel wird weiterhin die Diffusion der
genutzten Stimulanzien beeinflusst. Eine weitere mogliche Erklarung konnte der
Mangel an mikrobieller Prasenz sein, welche HK2 massiv induziert (1.4.1). Bei dem ex
vivo Modell der Organoide handelt es sich um eine sterile Kultur von intestinalem
Epithel, welches vergleichbar mit keimfreien Mausen ist. Weitere Experimente mit
mikrobieller Kokultur oder differenzierten Enterozyten-Organoiden sollten in Zukunft
Aufschluss Uber dieses Phanomen geben konnen. Eine weitere Erklarung fur das
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Ausbleiben einer signifikanten Reduktion der mitochondrialen Atmung konnte die
Tatsache sein, dass nur ein biologisches Replikat fur diesen Versuch verwendet
wurden. Dies ist von besonderer Bedeutung fur das Modell der Organoide, da
epigenetisches Imprinting auch nach Isolation und mehreren Passagen erhalten bleibt
und so Faktoren wie das Alter eine immense Rolle spielen kdnnen [238].

Tiermodelle wie das verwendete Mausmodell bieten sowohl verschiedene Vor- als
auch Nachteile. Ein bedeutender Vorteil liegt darin, dass es mdoglich ist, einen
kompletten Organismus inklusive all seiner Organsysteme und Wechselwirkungen zu
untersuchen. Es ermdglicht gezielte lokale Veranderungen, wie die Deletion von HK2
spezifisch im intestinalen Epithel zu induzieren. Dadurch lassen sich die Auswirkungen
auf das gesamte Korpersystem unter verschiedenen Einflissen, wie entzundlichen
Erkrankungen  oder  mikrobieller =~ Regulationen, untersuchen. Obwohl
Mausexperimente unter kontrollierten und standardisierten Bedingungen durchgefuhrt
werden, gibt es bedeutsame Unterschiede. Selbst in unterschiedlichen Tierhaltungen
Deutschlands variiert das Mikrobiom der C57BL/6J Mauslinie [239], was die
Reproduzierbarkeit erhobener Daten erschwert [240]. Zudem stellt sich die Frage,
inwieweit die in dieser Arbeit gewahlten Krankheitsmodelle, wie die DSS-Colitis,
vergleichbar sind, da der Verlauf von verschiedenen Faktoren wie dem
Molekulargewicht und der Charge abhangig ist und selbst Mauslinien, die aus
demselben C57BL6/J-Mausstamm generiert wurden, eine unterschiedliche
Suszeptibilitat gegenuber DSS zeigen [1, 96, 241]. Obwohl nahezu alle neuen
Medikamente auf praklinischen Tierversuchen beruhen, muss erwahnt werden, dass
viele Erkenntnisse aus Tierversuchen nicht immer direkt auf den Menschen
Ubertragbar sind. Selbstverstandlich spiegeln auch Tiermodelle von CED nicht
vollstandig die humane Pathophysiologie wider und kdnnen daher nicht direkt auf den
Menschen ubertragen werden [152]. Daruber hinaus ist das Tierwohl ein wichtiger
ethischer Aspekt, den es als entscheidenden Nachteil gegen Tierversuche zu
beachten gilt. Die Alternative praklinische Studien direkt in Menschen durchzuflhren,
wird jedoch allgemein hin als nicht ethisch vertretbar betrachtet. Mausexperimente
ermoglichen das Studium komplexer Mechanismen, die in vitro und ex vivo nicht
moglich waren. Es ist jedoch wichtig zu bedenken, dass auch dieses Modell
Limitationen hat und Fragestellungen im Sinne des Tierwohls sorgfaltig abgewogen

werden mussen. Aufgrund der Komplexitat der Mechanismen und der verschiedenen
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regulatorischen Kreislaufe dieser Studie, war jedoch der Einsatz von Tierversuchen
unabdinglich.

4.5 Infektion, Entzindung, Tumor — One Size fits all?

Gene und Proteine konnen abhangig vom Organ und der Erkrankung pleiotrope
Effekte entfalten. Ein Beispiel hierfur ist TNF, das als einer der treibenden Faktoren
entzundlicher und autoimmuner Erkrankungen bekannt ist [242]. Gleichzeitig ist TNF
jedoch essenziell fur die korpereigene antiinfektive Abwehr gegen Tuberkulose und
andere Erreger [243, 244]. Des weiteren spielt TNF eine Rolle bei der Induktion von
Tumornekrose und hemmt dadurch unter anderem Tumorerkrankungen [245, 248].
Eine systemische Therapie mit Antikbrpern gegen TNF ist fur verschiedene
inflammatorische  Erkrankungen zugelassen, darunter CED, verschiedene
rheumatische und entzindliche dermatologische Erkrankungen [113, 114, 247].
Obwohl sie in diesen Erkrankungen oft eine Remission induzieren und
aufrechterhalten konnen, kann sie auch schwerwiegende Nebenwirkungen
verursachen, wie beispielsweise die Reaktivierung einer Tuberkulose [248]. Der
anfangliche Verdacht eines erhohten Risikos fur maligne Erkrankungen durch eine
solche Therapie konnte bisher nicht bestatigt werden [249, 250].

Auch fur HK2 sind pleiotrope Effekte beschrieben. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass
der Verlust von HK2 im intestinalen Epithel zu einer verminderten Anfalligkeit fur
Zelltod unter Entzundung fuhrt. Im Gegensatz dazu fuhrt der Verlust von HK2 in
hepatozellularen Tumor-Zelllinien zu einer Induktion von Zelltod [251].
Antiapoptotische Effekte durch HK2 konnten auch in anderen in vitro Modellen
nachgewiesen werden [252, 253]. In in vivo Modellen fur Nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinome und Brustkrebs fuhrte die Depletion von HK2 zu keiner
Veranderung des Zelltods. Hier zeigte sich jedoch ein Einfluss auf die Tumorinitiation
und -erhaltung [144]. Die Induktion oder Inhibition apoptotischer Prozesse durch HK2
ist sehr heterogen verteilt je nach Zelltyp und pathologischer Veranderung. Dieses
Phanomen kann auf eine Vielzahl potenzieller Grinde zurickzufuhren sein. HK2 ist
fur viele maligne entartete Zellen essenziell fur den Energiehaushalt, um Uber den
Warburg-Effekt ausreichend Energie fur den hochregulierten Stoffwechsel
bereitzustellen [254, 255]. Gleichzeitig ist es in vielen Tumorentitaten hoher exprimiert
[143]. FiUr die pro- oder anti-apoptotischen Effekte von HK2 ist insbesondere die
Bindung an die mitochondriale Membran von Bedeutung. Die Dissoziation von HK2
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von der mitochondrialen Membran flhrt im in-vitro-Leukamie-Modell zu einer massiven
Induktion von Zelltod [256]. Eine solche Abldsung von der mitochondrialen Membran
resultiert wiederum in einer Destabilisierung des MPTP, was mit einem verstarkten
Ausstrom proapoptotischer Signalstoffe aus der mitochondrialen Matrix einhergeht
[257]. Diese Dissoziation kann durch bakterielle Zellwandbestandteile, mutmalilich
mikrobielle Metabolite, bestimmte Arzneimittel und andere Molekule induziert werden
[1, 145, 257]. Eine Depletion von HK2 in Zelllinien oder Mausmodellen oder eine
langanhaltende Reduktion von HK2, wie sie durch Butyrat induziert wird, kann daher
nicht bzw. nur in deutlich vermindertem Mal3e zu einer Ablosung von HK2 fuhren. Im
Umkehrschluss kann es in Zellen, die besonders viel HK2 exprimieren, zu einer
erheblich groReren Dissoziation kommen. Dieser Effekt kdnnte zu einer starken
Depolarisation der mitochondrialen Membran und MPTP-Offnung fiihren, was
wiederum zu vermehrtem Zelltod fuhren konnte. In diesem Zusammenhang ware es
interessant, die MPTP-Offnung und die Zelltod-Suszeptibilitat durch die Dissoziation
von HK2 im gleichen Modell bei vermehrter und verminderter Expression zu
untersuchen. Zusatzlich sollte der Einfluss der anderen HK-Isoformen (HK1, HKS,
HK4, HKDC1) auf die Stabilisation der mitochondrialen Membran/MPTP in
Abwesenheit von HK2 untersucht werden, um mogliche kompensatorische oder
additive Mechanismen aufzudecken.

In dieser Arbeit wurde festgestellt, dass HK2 im intestinalem Epithel durch das
intestinale Mikrobiom und seine Metabolite reguliert wird. Zudem gibt es weitere
Studien, die eine Korrelation zwischen HK2 und infektiosen Erregern beschreiben. Die
Expression von HK2 in Hepatozyten steigt beispielsweise durch das Hepatitis C Virus
an [258]. Auch wurden enge Interaktionen mit anderen Erregern beschrieben [145,
259-261]. Die Arbeitsgruppe um Wolf et al. konnte nachweisen, dass HK2 in der Lage
ist, in Makrophagen bakterielle Zellwandbestandteile zu erkennen und durch eine
Dissoziation das Inflammasom zu aktivieren, wodurch eine Immunantwort ausgelost
wird [145]. Im Vergleich zur Dissoziation im Zusammenhang mit Zelltod deutet sich
hier eine andere Funktion an [155]. Es gibt vermehrte Hinweise darauf, dass HK2 eine
bedeutende Rolle in Infektionen spielen kdnnte. Die Prasenz von HK2 scheint dabei
von Relevanz zu sein, da sie eine Immunabwehr induzieren kann. Daher sollte der
Einfluss von HK2, einschlieBlich seiner Depletion und Uberexpression, in
Infektionsmodellen naher untersucht werden. Das Citrobacter rodentium Modell

konnte sich beispielsweise hierfur eignen, da es eine intestinale Entzindung in Form
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einer Colitis induziert [262]. In diesem Modell liel3e sich direkt die Rolle von HK2 im
intestinalen Epithel durch die Verwendung von Hk2*EC-Mausen untersuchen.

Im Vergleich zur Rolle von HK2 in Infektionen gibt es bereits umfassendere Daten
bezuglich der Verbindung von HK2 und Entzindung. HK2 ist in CED, infektioser Colitis
und daruber hinaus auch in anderen entzundlichen Erkrankungen wie rheumatoider
Arthritis [263, 264], entzindlichen neurologischen Prozessen [265, 266] und Psoriasis
[267] erhoht. Eine wichtige Frage ist hierbei, ob HK2 spezifisch an diesen
Krankheitsprozessen beteiligt ist oder im Rahmen der Entziindung als solche vermehrt
exprimiert wird. Dies ist insbesondere entscheidend, um zu verstehen, ob HK2 als Ziel
einer spezifischen Therapie in diesen Erkrankungen erforscht werden kann oder eher
als breites anti-inflammatorisches Ziel betrachtet werden sollte. In diesen
Erkrankungen wird der Verlust von HK2 als positiv fur den Krankheitsverlauf bewertet
[1, 264, 267].

Zudem liegt in der Entzindung ein besonderer Fokus auf der mitochondrialen Bindung
von HK2 [1, 264]. Zusammenfassend zeigt sich, dass HK2 sowohl in
Tumorerkrankungen, Infektionen als auch in Entzindungen eine bedeutende Rolle
spielt. In den letzten Jahren wurden vermehrt Studien durchgefuhrt, die sich mit der
Rolle von HK2 in diesem Themengebiet auseinandersetzen. Es zeigen sich pleiotrope
Funktionen von HK2 in den genannten Pathologien. Eine pauschale Inhibition oder
Induktion von HK2 Iasst sich daher weder als positiv noch negativ bewerten. Allerdings
ist tendenziell eine prokanzerdose und proinflammatorische Genese beschrieben.

Ein Ubergreifendes Thema dieser Studien ist, dass insbesondere die Lokalisation von
HK2 eine entscheidende Rolle fur dessen Funktion spielt. Wenn HK2 an der auleren
mitochondrialen Membran sitzt, stabilisiert es diese. Im Gegensatz dazu fuhrt eine
Dissoziation von HK2 zu einer Destabilisierung der mitochondrialen Membran und
infolgedessen zur Schadigung der Zelle. In diesem Zusammenhang sollte die Rolle
der anderen Hexokinasen auf das Membranpotenzial untersucht werden, um zu
unterscheiden, ob es sich um einen HK2-spezifischen Effekt handelt oder um einen
Effekt, der fur alle Hexokinasen gilt. Obwohl Gemeinsamkeiten Uber verschiedene
Pathologien hinweg zu finden sind, sollte beachtet werden, dass diese nicht pauschal
fur jedes Gewebe und jede Pathologie gelten. Letztendlich Iasst sich jedoch zeigen,

dass die Funktion von HK2 weit Uber seine glykolytische Funktion hinausgeht.
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4.6 Zeitalter der gezielten Mikrobiom-Therapie ?

Die Gruppe der biologischen Therapeutika hat die Medizin des 21. Jahrhunderts
revolutioniert. Seit 1994 wurden insgesamt 198 solcher Therapeutika von der
amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) zugelassen, allein 17 davon im
Jahr 2023 [268]. Im Gegensatz dazu gibt es bisher nur wenige genehmigte mikrobielle
Therapeutika von der FDA. Bis einschlieRlich des Jahres 2019 gab es kein einziges
zugelassenes lebendiges mikrobielles Therapeutikum [269]. Erst im Jahr 2022 und
2023 wurden die ersten beiden Medikamente, die das Mikrobiom behandeln, von der
FDA genehmigt [270-272]. Damit wurde die Ara einer gezielten Mikrobiom-Therapie
eingeleitet. Dies ist nicht Uberraschend, wenn man bedenkt, dass fur nahezu alle
Erkrankungen eine enge Korrelation zum Mikrobiom beschrieben ist und zahlreiche
Studien gezeigt haben, dass eine mikrobielle Therapie wirksam sein kann [21].
Beispielsweise wurde eine Korrelation zwischen Bluthochdruck und dem Mikrobiom
beschrieben [273]. Weitere Analysen dieser Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die
Salzaufnahme die Zusammensetzung des Mikrobioms verandert und dadurch
immunregulatorische Veranderungen induziert, die wiederum den Bluthochdruck
beeinflussen [274]. Auch fur die in dieser Arbeit verwendeten mikrobiellen Metabolite
(Kurzkettige Fettsauren) sind blutdruckregulierende Eigenschaften beschrieben [275)].
Ahnliche Ansatze finden neben CED Anwendung in vielen weiteren Erkrankungen,
darunter Morbus Parkinson [276, 277] Morbus Alzheimer [278], Depression [279],
Clostridiodes difficile Infektionen [224, 280], Leberzirrhose [281], Asthma [282], Typ 1
Diabetes [77] und Typ 2 Diabetes [78]. In den letzten Jahren hat sich das Wissen Uber
die Rolle des Mikrobioms in verschiedenen Erkrankungen betrachtlich erweitert und
es wurden therapeutische Ansatze zur gezielten Beeinflussung des Mikrobioms
entwickelt. Eine Moglichkeit der mikrobiellen Therapie ist die sogenannte fakale
Mikrobiom-Transplantation (FMT). Bis zum Jahr 2022 wurden bereits uber 100
Fallberichte uber FMT verdffentlicht [21]. Jedoch ist zu beachten, dass FMT auch
schwerwiegende Nebenwirkungen bis hin zu einem todlichen Ausgang haben kann.
Die meisten der wenigen letalen Ausgange sind auf Komplikationen im
Zusammenhang mit dem Applikationsverfahren von FMT zurtckzufuhren [283]. Es
gibt auch Berichte Uber Falle, bei denen Patienten durch die Transplantation von
multiresistenten Erregern innerhalb der FMT schwer erkrankten oder verstarben [284].
Daher sollte die Anwendung von FMT kritisch betrachtet werden, insbesondere vor
dem Hintergrund, dass die exakte Zusammensetzung der transplantierten Mikrobiota
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nicht bekannt ist und somit potenzielle nichtbeabsichtigte Wechselwirkungen zwischen
Wirt und Mikroben verursacht werden. Dies gewinnt noch mehr an Bedeutung, wenn
man die Auswirkungen von Mikroben auf die mogliche Atiologie verschiedenster
Erkrankungen berucksichtigt, wie bereits zuvor beschrieben. Insbesondere, da durch
FMT langanhaltende Veranderungen des Mikrobioms induziert werden [2885].
Gleichzeitig erfolgt nicht nur die Ubertragung von Bakterien, sondern auch von Pilzen,
Viren und Bakteriophagen. Uber deren Einfluss auf den Wirt und Erkrankungen sowie
daruber, inwieweit sich Krankheiten auf diese Weise ubertragen konnen, ist nur wenig
bekannt [286, 287]. Gleichzeitig hat sich FMT als wirksame Therapieoption erwiesen
und konnte zur einer verringerten Suszeptibilitat des Mikrobioms gegenuber intestinale
Erkrankungen fuhren [288]. Es sind aber noch viele Aspekte nicht ganzlich verstanden.
Es ist wichtig zu betonen, dass eine FMT nicht zwangslaufig erforderlich ist, um die
gewunschten Effekte zu erzielen. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass zwar
das Mikrobiom HK2 induziert, die Effekte jedoch auf spezifischen Bestandteilen des
Mikrobioms beruhen. Daher ist eine FMT nicht unbedingt erforderlich, um HK2 zu
regulieren. Ein alternativer Ansatz besteht in der direkten Supplementation einzelner
Mikroben oder weniger, kontrollierter Mikroben. Dies ermdglicht eine genauere
Abschatzung bestimmter Interaktionen, da es sich in der Regel um klar definierte
Spezies handelt. In diesem Bereich haben bereits die ersten Therapeutika die
Zulassung erhalten [270-272]. Interessante Arbeiten zeigen beispielsweise, dass sich
durch die Supplementation von Bakterien, die kurzkettige Fettsauren produzieren, die
Level an kurzkettigen Fettsduren erhdohen lassen [101] und sich durch die
Transplantation bestimmter Clostridiales Spezies sogar Tumore behandeln lassen
[289]. Weiterhin hat sich gezeigt, dass die Supplementation bestimmter Butyrat-
produzierender Bakterien die Effektivitat von Immuntherapeutika wie Nivolumab
erhohen kann [290]. Im Gegensatz zur direkten Supplementierung von kurzkettigen
Fettsauren bieten FMT und die Transplantation bestimmter definierter Mikroben den
Vorteil, langanhaltende Veranderungen im Mikrobiom und somit auch langfristige
Auswirkungen auf Erkrankungen zu induzieren [291]. Dadurch entfallt die
Notwendigkeit einer regelmalligen Gabe, wie sie beispielsweise im Rahmen dieser
Arbeit durch kurzkettige Fettsauren erfolgte. In weiterfuhrenden Arbeiten sollte daher
untersucht werden, inwiefern Bakterien, die kurzkettige Fettsauren produzieren, in der
Lage sind, HK2 zu regulieren, wie langanhaltend diese Veranderungen sind, in

welchen Intervallen mogliche Auffrischungsbeimpfungen erfolgen mussten und ob
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eine Supplementation ausreichend fur einen therapeutischen Effekt ist. In der Regel
handelt es sich dabei um semipermanente Veranderungen des Wirt-Mikrobioms, bei
denen zumindest bei Patienten ohne Komplikationen ein Groldteil der Spender-
Mikrobenspezies noch mehrere Jahre nachweisbar ist [292, 293]. Verschiedene
Faktoren beeinflussen den Erfolg von FMT, darunter die Behandlung mit Antiinfektiva.
Sowohl eine antiinfektive Therapie vor als auch nach der Transplantation
verschlechtert die Effektivitat der FMT [294, 295]. Daher stellt sich die Frage, inwieweit
eine FMT oder spezifische Spenderspezies im klinischen Alltag in der Lage waren,
langfristige Therapieerfolge zu gewahrleisten. Obwohl Erfolge zu verzeichnen sind,
bedarf es definitiv weiterer klinischer Studien, insbesondere zur Standardisierung und
Patientensicherheit. Um HK2 gezielt zu modulieren und dadurch intestinale
Entzindungen zu beeinflussen, scheint die direkte Supplementation von Butyrat-
produzierenden Spezies eher geeignet zu sein. Dennoch sollte aufgrund der
proinflammatorischen Effekte von Acetat eine genaue Differenzierung in Bezug auf die
Produktion verschiedener kurzkettiger Fettsauren dieser Bakterien erfolgen.
Besonders interessant ware eine mikrobielle Therapie, die die Butyratproduktion
induziert und gleichzeitig die Acetatproduktion hemmt.

Eine noch spezifischere Herangehensweise bietet die direkte Therapie mit
kurzkettigen Fettsauren. Diese Form der Intervention wird auch als Postbiotika
bezeichnet, und in vorangegangenen Studien konnten bereits protektive Effekte
nachgewiesen werden [125, 275, 296-300]. Wie zuvor erlautert, erscheint eine direkte
Supplementierung von Butyrat im Modell der Colitis wenig sinnvoll, da lediglich
systemische Effekte induziert werden koénnen. Dies resultiert aus der nahezu
vollstandigen Resorption von Butyrat noch vor Erreichen des Colons [183, 212, 216].
Daher ist es nicht Uberraschend, dass eine direkte Zugabe von Butyrat keinen Einfluss
auf eine DSS-Colitis ausubt [301]. Im Rahmen dieser Forschungsarbeit konnten
gezeigt werden, dass durch die orale Supplementation von Tributyrin im Colon eine
erfolgreiche Modulation von HK2 erreicht werden kann, die fur einen therapeutischen
Effekt ausreicht. Es ware sicherlich sinnvoll, mittels Targeted Metabolomics die lokale
Butyrat-Konzentration zu bestimmen, um einen prazisen Zielbereich zu berechnen und
somit die Tributyrin-Dosis auf das erforderliche Minimum zu reduzieren. Die direkte
Therapie mit Butyrat konnte zudem aufgrund moglicher geringer Patienten-
Compliance problematisch sein, da dieser Stoff einen starken Geruch und Geschmack
aufweist [302]. Hier hingegen zeigt sich eine erheblich mildere olfaktorische Belastung
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durch Tributyrin [303]. Alternativ konnte eine wirksame Anwendung durch die direkte
rektale Applikation von Butyrat mittels Klistier erfolgen, welches eine gute Wirksamkeit
zeigt [304, 305]. Allerdings geht die rektale Applikation von Medikamenten in der Regel
mit einer schlechten Therapieeinhaltung durch die Patienten einher [306], weshalb
eine  orale  Applikation, beispielsweise  durch  eine  geruchsneutrale
Medikamentenkapsel, bevorzugt werden sollte. Die Freisetzung von Butyrat im Colon
birgt den Vorteil eines groftenteils lokalen Effekts, da Butyrat als vorrangige
Energiequelle der Enterozyten bereits in erheblichem Mal3e metabolisiert wird und zu
98 % einer splanchnischen Extraktion unterliegt, wahrend lediglich 2 % im Serum
nachweisbar sind [55].

Eine weitere Interventionsmoglichkeit ist der Einsatz von Prabiotika wie resistente
Starke. Diese kann im Gegensatz zu normaler Starke nicht durch die
Verdauungsenzyme des oberen Gastrointestinaltraktes verstoffwechselt werden und
wird erst durch das Mikrobiom des Colons metabolisiert. Die Bereitstellung von mehr
Substrat fuhrt konsekutiv zu einer Erhohung der Synthese von kurzkettigen Fettsauren
durch das Mikrobiom. Dabei fallt insbesondere Butyrat an. Die Endprodukte der
supplementierten resistenten Starke sind jedoch abhangig von deren Ursprungsquelle.
[307]. In Metastudien zeigt sich ein potenzieller protektiver Effekt in CED. Es sind
dennoch weitere Studien notwendig, um die Effekte von resistenter Starke auf
intestinale Entzindung naher zu beschreiben [308].

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass weiterfuhrende Forschung im Bereich
mikrobieller Therapeutika notwendig ist. Diese stellen jedoch ein faszinierendes neues
Forschungsfeld dar, innerhalb dessen die breite Anwendung durch FMT, die
Substitution oder Unterstitzung spezifischer Bestandteile des Mikrobioms sowie die
direkte Substitution von bakteriellen Metaboliten eine bedeutende Rolle spielen
konnen. In diesem Zusammenhang ist auch die vorliegende Arbeit von Bedeutung, da
sie aufzeigt, dass HK2 durch mikrobielle Modulation gezielt durch die kurzkettige
Fettsduren beeinflusst werden kann und dadurch der Verlauf einer intestinalen
Entzindung verandert werden kann.

4.7 Zukunftsvision — HK2 als Biomarker und therapeutisches Ziel.

Die vorliegenden Ergebnisse dieser Studie ermdglichen unterschiedliche
Schlussfolgerungen hinsichtlich der weiteren Rolle von HK2. Angesichts der Tatsache,
dass HK2 im Darmepithel unter entzindlichen Bedingungen sowohl in CED als auch

in murinen in vivo- und ex vivo-Modellen sowie in vitro erhoht ist, drangt sich die Frage
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auf, ob HK2 als potenzieller Biomarker fur Krankheitsaktivitat dienen konnte. Dies wird
durch die Erkenntnis gestutzt, dass HK2 im entzindeten Darmgewebe im Vergleich
zum nichtentzindeten Gewebe derselben Patienten erhoht ist. Somit konnte HK2 in
erster Linie als Indikator fur intestinale Entzindungsaktivitat fungieren. Aufgrund der
differenziellen Verteilung von HK2 im intestinalen Epithel, insbesondere in den
apikalen Epithelverbanden, konnte eine Immunhistochemie von HK2 bspw. als
zusatzliches Beurteilungskriterium fur die Entzindungsaktivitat dienen. Alternativ
konnte auch eine qPCR oder ein Nachweis von HK2-Protein aus dem Gewebe in
Betracht gezogen werden. Eine Bestimmung aus einer Blutentnahme ware wohl
weniger zielfuhrend, da es sich um einen epithelspezifischen Effekt handelt. Die
Starken des spezifischen Epitheleffekts sind gleichzeitig seine Schwachen. Es stellt
sich die Frage, inwiefern HK2 als Biomarker Uber alle Krankheitsstadien von CED
anwendbar ware. Die untersuchten Effekte beziehen sich auf ein murines Colitis-
Modell, wobei das menschliche Pendant die Colitis Ulcerosa ist. Diese Erkrankung
zeichnet sich, wie der Name bereits sagt, durch mikroskopische und makroskopische
Ulzerationen aus [309, 310]. Auch die histologische Beurteilung der Krankheitsaktivitat
in fortgeschrittenen Stadien der Colitis Ulcerosa erfolgt im Wesentlichen durch
Ulzerationen [311, 312]. Bei einer solchen Ulzeration erfolgt die Deletion des Epithels,
einschlieBlich der HK2-positiven apikalen Epithelverbande. Dieses Problem wurde
auch in der histologischen Analyse der Acetat-behandelten Mause mit WT-Genotyp
festgestellt, die trotz erheblicher Krankheitsaktivitat keine erhohten HK2-Level aufwies.
Insbesondere in den milderen Krankheitsstadien der Colitis Ulcerosa, die histologisch
schwerer zu beurteilen sind und zusatzliche Kriterien erfordern, konnte die Anwendung
einer immunhistochemischen HK2-Farbung jedoch als erganzender Biomarker
dienen, der eine detaillierte Differenzierung ermoglicht [313]. Die Verwendung von
HK2 als Biomarker ware daher insbesondere fur entzindliche Erkrankungen des
Colons relevant. Es bedarf jedoch weiterer Studien an humanen Proben aus Colitiden
unterschiedlicher Atiologie, um zu klaren, ob HK2 ausschlieRlich fiir Colitis Ulcerosa
oder auch fur andere Colitiden anwendbar ist. Bisher noch unveroffentlichte Daten aus
der Arbeitsgruppe von PD. Felix Sommer zeigen, dass epitheliales HK2 tatsachlich als
Biomarker fur Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa geeignet sein konnte. Angesichts
der Tatsache, dass HKZ2 auch in anderen entzindlichen Erkrankungen vermehrt
exprimiert wird, wie beispielsweise bei primar sklerosierender Cholangitis, Morbus
Crohn, infektioser Colitis oder rheumatoider Arthritis, kdonnte HK2 auch als potenzieller
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Biomarker fur verschiedene entzundliche Erkrankungen dienen [314] [1]. In diesem
Kontext sollte untersucht werden, ob die HK2-Expression in weiteren entzundlichen
Erkrankungen erhoht ist und insbesondere in welchen Zelltypen. Nach einer solchen
Analyse sollte evaluiert werden, inwiefern HK2 als paninflammatorischer oder
spezifischer Biomarker verwendet werden konnte.

In diesem Kontext ist es von Bedeutung, die Rolle von Butyrat als pradiktivem
Biomarker genauer zu untersuchen, da bereits beschrieben wurde, dass ein
reduziertes Butyrat-Level im Stuhl mit einer erhdhten Krankheitsaktivitat assoziiert ist
[302, 315]. Es ist jedoch anzumerken, dass einige Studien darauf hinzuweisen
scheinen, dass diese Interaktion moglicherweise komplexer ist und nicht direkt mit der
Butyrat-Konzentration zusammenhangt, sondern auch mit der epithelialen
Metabolisierung unter inflammatorischen Bedingungen [316]. Trotzdem konnten
umfangreiche Studien zeigen, dass eine Dysbiose in CED zu einer Reduktion der
Butyrat-produzierenden Bakterien und zu niedrigeren Butyrat-Leveln fuhrt [102]. In
diesem Zusammenhang stellt sich eine weitere Frage, die im Rahmen dieser Studie
auftrat. In allen translational gewahlten Modellen dieser Arbeit wurde eine Therapie
mit Butyrat vor der Induktion eines inflammatorischen Reizes eingeleitet. Dieser
Ansatz (48 Stunden in vitro und ex vivo; 10 Tage in vivo) wurde gewahlt, um die
genregulatorischen Effekte von Butyrat wirken zu lassen und somit eine Reduktion von
HK2 zu erreichen. Daraus lasst sich ableiten, dass Butyrat moglicherweise einen
erfolgreichen praventiven Therapieansatz darstellt. Es bleibt jedoch zu klaren,
inwiefern  Butyrat therapeutisch wirksam ist, wenn es unter akuten
Entzindungsbedingungen eingesetzt wird. Trotz einer milderen
Krankheitsentwicklung fuhrte Butyrat nicht zum vollstandigen Ausbleiben der
Krankheit. Daher sollten weitere murine Colitis-Modelle auf ihre Reaktion auf eine
Butyrat-Therapie untersucht werden. Aufgrund des durch DSS-induzierten schweren
chemischen Epithelschadens ist jedoch nicht zwingend mit einem kompletten
Ausbleiben der Krankheit zu rechnen. Diese Studien sind von essenzieller Bedeutung,
um abschliel3end zu beurteilen, ob es sich bei Butyrat um eine praventive Therapie im
Sinne einer Prophylaxe handelt oder um ein vollwertiges Therapeutikum bzw. lediglich
eine Zusatztherapie. Falls es sich lediglich um einen Zusatzeffekt handelt, der eine
Applikation vor einem Krankheitsschub erforderlich macht, konnte die

Erganzung/Induktion von Butyrat-produzierenden Bakterien eine sinnvolle
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Therapieoption darstellen, um wahrend entzindungsfreier Intervalle die Remission
aufrechtzuerhalten.

Basierend auf der Literatur und den Ergebnissen dieser Studie eroffnen sich zahlreiche
Ansatzpunkte fur die therapeutische Nutzung von HK2. Einer dieser Ansatze, wie
zuvor erlautert, konnte die direkte Substitution von Butyrat bzw. Butyrat-Polymeren
sein, ebenso wie die Substitution oder Induktion von Butyrat-produzierenden
Bakterien. Dies bietet zweifellos den Vorteil einer lokalen Therapie ohne potenzielle
systemische Nebenwirkungen. Im Gegenteil scheint Butyrat positive Auswirkungen auf
verschiedene Bereiche des Korpers zu haben, sodass eher von additiven positiven
Effekten auszugehen ware [55, 224, 275, 296-298, 302, 305].

Ein weiterer therapeutischer Ansatz konnte die direkte Modulation von HDACS sein,
welches auch als attraktives Ziel fur die Therapie maligner Neoplasien,
Schistosomiasis und das Cornelia de Lange Syndrom betrachtet wird [317]. Bereits
zugelassene HDAC-Inhibitoren wie Romidepsin (HDAC-Klasse 1), Vorinostat (Pan-
HDAC), Panobinostat (Pan-HDAC) und Belinostat (Pan-HDAC) konnten potenziell
relevant sein [318, 319]. Insbesondere sollte der Einfluss von Romidepsin als Klasse-
1-Inhibitor in Bezug auf intestinale Entziindung genauer untersucht werden. Uber eine
Induktion von HDACs gibt es in der Literatur zwar keine direkten Informationen, jedoch
gibt es Studien, die beschreiben, dass HDACs Uber ihre Phosphorylierung aktiviert
und deaktiviert werden kdnnen [320]. In diesem Zusammenhang ist es sinnvoll, die
Interaktion zwischen Butyrat und HDAC8 genauer zu analysieren. In dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass Butyrat uber HDACS signalisiert, da eine Inhibition von HDACS,
bzw. der HDAC-Klasse 1 und aller HDACs, die Regulation von HK2 verhinderte. Es
bleibt jedoch zu klaren, wie diese Interaktion genau funktioniert, insbesondere da Uber
Butyrat beschrieben wurde, dass es ebenfalls als HDAC-Inhibitor fungiert [321]. Eine
mogliche Hypothese kdnnte sein, dass die Bindung von Butyrat durch die Inhibition
verhindert wird und sowohl der Inhibitor als auch Butyrat Gber HDAC8 wirken, jedoch
unterschiedliche Downstream-Signalwege inhibieren bzw. aktivieren. Zum Beispiel
katalysiert HDAC8 die Deacetylierung von Hypoxie-induziertem Faktor-1 alpha
(HIF1a) und stabilisiert dadurch die Proteinstabilitat und Transkriptionsaktivitat von
HIF1a [322]. HIF1a wiederum ist ein bekannter Induktor von HK2 [323, 324]. Eine
Inhibition von HDAC8 wirde demnach zu einer Destabilisierung von HIF1a und einer
Repression von HK2 fuhren. In weiteren Studien sollten daher mogliche Downstream-
Signalwege zwischen HDAC8 und HKZ2 untersucht werden, um den genauen
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Signalweg zu identifizieren und weitere potenzielle therapeutische Angriffspunkte
aufzudecken. Auch der exakte Mechanismus, Uber den Butyrat mit HDACS interagiert,
sollte eingehend erforscht werden. Die mdogliche Induktion von HDACS8 sollte mit
kritischem Blick betrachtet werden, insbesondere im Hinblick auf ihr potenzielles
prokanzerogenes Potential bei systemischer Applikation [317, 325]. Weitere
Interventionsmoglichkeiten konnten in niedermolekularen Therapeutika liegen, die
bereits in der Onkologie erforscht werden [221, 222]. Allerdings muss hierbei bedacht
werden, dass im Gegensatz zur oralen Applikation von Butyrat, auch systemische
Nebenwirkungen auftreten konnten.

Im Rahmen onkologischer Grunderkrankungen konnte ebenfalls ein Dissoziations-
Induktor untersucht werden, da die Dissoziation von HK2 von der mitochondrialen
Membran zu dessen Destabilisierung fuhrt und somit zu einer Zelltodinduktion
beitragen kann [156, 256, 257]. Dies ist besonders interessant, da die HK2-Expression
in diesen Geweben erhoht ist, womit ein potenziell erheblicher therapeutischer Effekt
erzielt werden konnte [143]. Allerdings muss dabei berucksichtigt werden, dass ein
solcher Mechanismus bei systemischer Applikation auch zu einem massenhaften
Zelltod im intestinalen Epithel fuhren konnte und somit das Potenzial birgt, eine
schwere Colitis zu induzieren. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass HK2 das
Potenzial hat, als Biomarker in nicht-ulzerierender intestinaler Entziindung zu dienen
und potenziell in weiteren inflammatorischen Erkrankungen. Es gibt zudem viele
interessante Anwendungsmoglichkeiten als therapeutisches Ziel in verschiedenen
Erkrankungen, wobei jedoch viele Fragen bislang ungeklart bleiben und weitere
Studien erforderlich sind. Aufgrund der anti-inflammatorischen und potenziell anti-
kanzerogenen Eigenschaften stellt Butyrat ein attraktives Therapeutikum dar, dessen
Potenz im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht abschliel3end geklart wurde.
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5 Zusammenfassung

Das intestinale Mikrobiom spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation von
Hexokinase 2. Diese regulatorische Interaktion erfolgt durch die Metabolite des
Mikrobioms, insbesondere die kurzkettigen Fettsauren. Acetat induziert die Expression
von Hexokinase 2 und tragt damit zu einem schwerwiegenderen Verlauf im murinen
Colitis-Modell bei. Auf der anderen Seite bewirkt Butyrat eine Depletion von
Hexokinase 2 sowohl in vitro als auch in vivo. Diese Depletion fuhrt zu einem deutlich
milderen Krankheitsverlauf im murinen Colitis-Modell und reduziert die Anfalligkeit fur
Zelltod, sowohl in vivo als auch ex vivo. Die Auswirkungen der Hexokinase 2-Depletion
spiegeln sich in vergleichbaren Einschrankungen der mitochondrialen Funktion wider,
wie sie auch durch den ganzlichen Verlust von Hexokinase 2 entstehen. Der
Signalweg zwischen Hexokinase 2 und Butyrat wird mafigeblich durch die Histon-
Deacetylase 8 vermittelt. Die beschriebenen Effekte der kurzkettigen Fettsduren auf
den Krankheitsverlauf zeigen eine klare Spezifitdt fur Hexokinase 2 in intestinalen
Epithelzellen, da sie keinen Einfluss auf die Krankheitsaktivitat von Mausen, denen
Hexokinase 2 im intestinalen Epithel fehlt, haben. Die Vorarbeiten im Rahmen dieser
Publikation legten nahe, dass der Verlust von Hexokinase 2 in intestinalen
Epithelzellen zu einem protektiven, durch Mitochondrien vermittelten anti-
inflammatorischen Phanotyp fuhrt, was sich in einer verringerten Anfalligkeit fur Zelltod
manifestiert. In chronisch-entzundlichen Erkrankungen, darunter auch chronisch-
entzundliche Darmerkrankungen, ist die Hexokinase 2-Expression in intestinalen
Epithelzellen signifikant erhoht. Diese Erkenntnisse in Betracht ziehend, Iasst sich die
Interaktion zwischen Hexokinase 2 und dem mikrobiellen Metabolit Butyrat als
vielversprechender, neuartiger Therapieansatz  fUr  chronisch-entzindliche
Darmerkrankungen beschreiben.
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7 Anhang

7.1 Angaben uber genutzten Materialien

7.1.1 Antikorper
Tabelle 7.1 Antikorper

Anti-Caspase 3/cCaspase 3  Cell Signaling Technology 9542
Anti-Hexokinase 2 (OTI4C5)  Novus Biologicals NBP2-02272
Anti-Ki67 BD Biosciences 556003
Anti-Mouse IgG TH Geyer NA931V
Anti-PARP1/cPARP1 Cell Signaling Technology 9662
Anti-Rabbit TH Geyer NA934V
HRP Anti-beta Actin Abcam ab20272
7.1.2 Bakterienstamme
Tabelle 7.2 Bakterienstamme
ASF Taconic ASF-DONOR
B. longum NCC 2705 Nestle Research Center, N/A Nicht verfugbar
Lausanne, Switzerland
Bacteroides Edison Family Center fur Nicht verfugbar
thetaiotaomicron VPI1-5482  (Goodman et al., 2009) Genome
Sciences and Systems
Biology, Washington University
School of Medicine
E. coli W3110 Edison Family Center fur (Karow Nicht verfugbar
and Georgopoulos, 1992)
Genome Sciences and Systems
Biology, Washington University
School of Medicine
OMM Max von Pettenkoffer Institut der  Nicht verfugbar
Medizinischen Fakultat der
Ludwigs-Maximilians-Universitat
Munchen
One Shot® TOP10 Thermo Fisher Scientific C404010
chemisch kompetente
E. coli
7.1.3 Biologische Proben
Tabelle 7.3 Biologische Proben
Serum und Gewebe von Hk2*EC-M&usen [1] Nicht verfigbar
Serum und Gewebe von WT-Mausen [1] Nicht verfugbar
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7.1.4 Labormaterialien
Tabelle 7.4 Labormaterialien

(3-Nitrophenyl)-hydrazin -hydrochlorid
0,1 % pH4.2. Ethansaure

10 % (v/v) Formalinlésung

10 x SYBR® Safe DNA gel stain

10 x TGS
100x Halt Protease and phosphatase
inhibitor cocktail

384-Well-Platte fur gRT-PCR

Acetat

Acetonitril

Acutalibacter muris KB18 Uberstand
Advanced DMEM/F12

Agarose-Gel

Akkermansia municiphila YL44
Uberstand

Ammoniumacetat

Bacterioides ceacimuris 148 Uberstand
BD Matrigel Growth factor reduced;
Phenol red free

Bifidobacterium animalis YL2 Uberstand
Blautia coccoides YL58 Uberstand

BSA

Butansaure
Butyrat

Citrat-Puffer

Clostridium innocuum 146 Uberstand
CoolCell® Box

CryoPure 2.0 ml

CryoStor® CS10

DBPS

DMEM

DSS

EDTA

Ignterocloster clostridioforme YL32
Uberstand

Sigma-Aldrich
Biosolve
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Scientific
Bio-Rad
Thermo Fisher
Scientific

Sarstedt
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
(1]

Thermo Fisher
Scientific
Biozym

[1]

Sigma-Aldrich
[1]

BD Bioscience

(1]
(1]
Carl Roth

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher
Scientific

(1]

Biocision
Sarstedt
STEMCELL
Technologies
Life Technologies
GmbH
Thermo Fisher
Scientific
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
[1]

N21804
23234101
HT501128-4L
S33102

1610732
78452

72.1984.202
S2889
1000291000
Nicht verfugbar
12634028

840001
Nicht verfugbar

9691
Nicht verfugbar
356231

Nicht verfugbar
Nicht verfugbar
8076.4

B103500
B5887

005000

Nicht verfugbar
BCS-405
72.380.002
07930
14190136
31095-052
D8906

E9884
Nicht verfugbar



Enterococcus faecalis KB1 Uberstand
Eosin Y-LOsung

Ethanol

Ethansaure

FBS

Flavonifractor plautii YL31 Uberstand
Genectin

GlutaMAX-1

GoTag® Master Mixes

HEPES

Human recombinant EGF Protein,CF
Hygromycin

Immun-Blot PVDF Membrane
IntestiCult™ Organoid Growth Medium
(Mouse)

Limosilactobacillus reuteri 149 Uberstand
Lithium-Heparin-Mikrogefalle

Mayers Hamalaunldsung

MEM

Methanol

Milchpulver

Mouse tumor necrosis factor-alpha
recombinant protein

Muribaculum intestinale YL27 Uberstand
NAC

Natriumhydroxid
Nuclease-free Water

PageRuler™ Plus Prestained Protein
Paraffin

PBS

PCI

Pen/Strep

Probenpuffer nach Lammli
Propansaure

Puromycin

RGFP966

RIPA Puffer
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(1]

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Biochrom

(1]

Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Promega
Sigma-Aldrich
R&D Systems
Thermo Fisher
Scientific
Bio-Rad
STEMCELL
Technologies
(1]

Sarstedt
Merck
Thermo Fisher
Scientific
Merck

Santa Cruz
Thermo Fisher
Scientific

(1]
Sigma-Aldrich
Merck

Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
MedChemExpress

Thermo Fisher
Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
MedChemExpress

Thermo Fisher
Scientific

Nicht verfugbar
HT1102128-4L
E7148

A6283

S0115

Nicht verfugbar
10131035

35050-038

M7122
H3375
236-EG
10687010

162-0177
06005

Nicht verfugbar
41.1503.005
109249
31095-052

1.06035.1000

sc-2325
PMC3016

Nicht verfugbar
A9165-25G
655104
AM9916

26619
416770020
10010023
HY-15224
15140-122
S3401-10VL
P1386
P7255
HY-13909-

10mM
89900



RLT

RNase-free Water
Roti®-HistoKit

ROTI®Histol

SAHA

Santacruzamate A/ CAY-10683

Seahorse XF24 V28 PS Cell Culture
Microplates

Seahorse XF24 V7 PS Cell Culture
Microplate

SIS17

SmartLadder MW-1700-10
3-Mercaptoethanol

SYBR® Select Master Mix
TRIS-Acetat-EDTA-Puffer

TC-H 106

TMP269
Tributyrin

Trypsin-EDTA (0,05 %), phenolrot
Turicimonas muris YL45 Uberstand
Tween 20

Valproinsaure

Wasserstoffperoxid

Zellkulturplatte 24-Well
Zellkulturplatte 6-Well
Zellkulturplatte 96-Well

Zeocin

Ziegenserum

B-Nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate sodium salt hydrate

7.1.5 Kiritische kommerzielle Tests

Tabelle 7.5 Kritische kommerzielle Tests

ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit

CXCL1/KC Duoset ELISA Quantikine

DC Protein Assay
DNeasy Blood and Tissue Kit

QiaGen
QiaGen

Roth

Roth
Sigma-Aldrich

MedChemExpress

Aligent
Technologies
Aligent
Technologies

MedChemExpress

Eurogentec
Sigma-Aldrich

Applied Biosystems

Sigma-Aldrich

MedChemExpress

MedChemExpress

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher
Scientific

(1]

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Scientific
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt

Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

R&D Systems
Biorad
Qiagen

79216

129112

6638.1

6640.1
SML0061-25MG
HY-N0931

100882-004
100777-004

HY-128918
MW-1700-10
444203
4472920
T6025-1L

HY-19348

HY-18360
W222305

25300062
Nicht verfugbar
9127.2
PHR1061-1G
202465000
83.3922.005
83.3920
83.3925
46-0509
50197Z

N0505-1G

S710

MKCO00B
5000111
69504



Dynabeads® CD4 Positive Isolation Kit Invitrogen 11331D
ECL™ Western Blotting Detection GE Healthcare UK RPN2209
Reagents
GeneArt® CRISPR Nuclease Vector with Thermo Fisher A21175
CD4 Enrichment Kit Scientific
H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit  Thermo Fisher K1651
Scientific
Haemoccult® Beckman Coulter Nicht verfugbar
Lipofectamine® 3000 Transfection Thermo Fisher L3000015
Reagent Scientific
NucleoSpin Bead Tubes Type A (50) Macherey-Nagel 740786.50
Pierce ECL Plus Western Blotting Thermo Fisher 32132X3
Substrate Scientific
RNase-free DNase Set QiaGen 79254
RNeasy Mini Kit QiaGen 74004
Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit Aligent 103015-100
Technologies

Standart ABTS ELISA Development Kit Peprotech 250-11
Vectastain ABC kit Vector Laboratories PK-4000
Viromer Blue Kit for siRNA transfection Lipocalyx Nicht verfugbar
BigDye Terminator v1.1 cycle sequencing Thermo Fisher 4337449
Kit Scientific

7.1.6 Zelllinien

Tabelle 7.6 Zelllinien
Caco-2-Zellen DSMzZ ACC-169
Caco-22Hk2.Zellen [1] Nicht verfligbar
Caco-2"T-Zellen [1] Nicht verfligbar
HEK-293 Zellen DSMZzZ ACC-305
HT-29 Zellen DSMZ ACC-299
L-WRN Zellen ATCC CRL-3276

7.1.7 Organismen

Tabelle 7.7 Organismen
C57BL/6j Mause Jackson Laboratory 000664
HKk2MEC Intestinale Organoide [1] Nicht verfligbar
Hk2"EC-Mause [1] Nicht verfligbar
Hk2%" Intestinale Organoide [1] Nicht verfligbar
Hk2 Mause (WT) [1] Nicht verfugbar
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7.1.8 Oligonukleotide
Tabelle 7.8 Oligonukleotide

Primer (PCR)

(Human) Smart Pool

siGenome siRNA FFAR3 Horizon

(Human) Smart Pool

siGenome siRNA HCAR2 Horizon

(Human) Smart Pool

7.1.9 Rekombinante DNA
Tabelle 7.9 Rekombinante DNA

CRISPR Plasmid fur humanes Hk2

7.1.10 Software und Algorithmen

[1]

Tabelle 7.10 Software und Algorithmen

Adobe lllustrater Version Adobe
25.3
Biorender Biorender

finchTV software (version Geospiza’s

1.4.0) FinchTV i

Gapseq Gapseq

Graph-Pad-Prism software, GraphPad

version 9.2

Imaged bundled with Java ImageJ

1.8.0_172

MacQIIME v1.9.2 Qiime

QuantAnalysis Bruker Daltonics
GmbH

R Version 3.2.5 R

Tecan-i.control software 1.9 Tecan
Thermo Fisher
Scientific

ZEN pro (Blue edition) Zeiss

ViiA 7 Real-Time PCR
System
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Tabelle 2.6, Tabelle 2.173  Nicht verfugbar
siGenome siRNA FFAR2 Horizon

M-005574-00-0005
M-005572-00-0005

M-006688-03-0005

Nicht verfugbar

www.adobe.com

www.biorender.com
https://finchtv.software.informer.c
om/1.4/
https://github.com/jotech/gapseq
https://www.graphpad.com

https://imagej.nih.gov/ij/download
.html
http://giime.org/index-qiime1.html
www.bruker.com

https://www.r-project.org
Nicht verfugbar
Nicht verfugbar

https://www.zeiss.com


https://www.graphpad.com/
https://wsr.imagej.net/distros/osx/ij153-osx-java8.zip
https://wsr.imagej.net/distros/osx/ij153-osx-java8.zip
https://www.r-project.org/

7.1.11 Hardware
Tabelle 7.11 Hardware

3730xI DNA Analzyer Thermo Fisher Scientific Nicht verfugbar
96-well-Thermocycler Thermo Fisher Scientific Nicht verfugbar
amaZon ETD lonTrap Bruker Daltonics GmbH Nicht verfugbar
Massenspektrometer

Axioimager Z1 Mikroskop Zeiss Nicht verfugbar
Bio-Rad Power Pac 300  Bio-Rad Nicht verfugbar
power supply

ChemiDoc Imaging Bio-Rad Nicht verfugbar
System

GeneAmp PCR System Applied Biosystems Nicht verfugbar
9600

NanoDrop ND-1000 PeqgLab Biotechnologie GmbH  Nicht verfugbar
Spectrophotometers

Precellys Evolution Bertin Corp Nicht verfugbar
Homogenizer

RM2255 Mikrotom Leica Nicht verfugbar
Seahorse XFe24 Agilent Technologies Nicht verfugbar
Analzyer

Infinite M200 Pro Tecan Nicht verfugbar
Microplate Reader von

Tecan

TissueLyser I QiaGen Nicht verfugbar
Trans-Blot Turbo™ Bio-Rad Nicht verfugbar
Transfer System

Ultra-High Performance Acquity UPLC Nicht verfugbar
Liquid Chromatography

XCell SureLock Mini Cell  Thermo Fisher Scientific E10001

System

7.1.12 Versuchstierdiaten

Tabelle 7.12 Versuchstierdiaten

Butyrat-Diat [1] Nicht verfugbar
Kontrolldiat Ssniff special diets GmbH V1534
Kontrollfutter Gnotobiotik Labdiet 5001
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Hinrichsen F.*, Hamm J.* et al. Microbial regulation of epithelial hexokinase 2 links
mitochondrial metabolism and cell death in colitis. Prasentiert auf dem
internationalen Symposium des Exzellenzcluster Precision Medicine in Chronic
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Hinrichsen F.*, Hamm J.* et al. Microbial regulation of epithelial hexokinase 2 links
mitochondrial metabolism and cell death in colitis. Prasentiert auf der United
European Gastroenterology Week 2020. United European Gastroenterology; 2020,
Oktober 11-13, Online (Geplant Amsterdam, Niederlande). Moderated
Postersession: Colorectal Cancer.
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