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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Mikrobiom

Alle Saugetiere werden von Gemeinschaften von Mikroorganismen bewohnt, die fiir den
Wirt unerlésslich sind. Die Wirtszellen und die mikrobiellen Organismen arbeiten in einem
dynamischen, symbiontischen Gleichgewicht zusammen. Das vielfdltige Konsortium aus
Bakterien, Archaeen, Pilzen, Protozoen, Viren und ihrem kollektiven Genom, das auf und
im Korper zu finden ist, bildet das Mikrobiom. Es leistet einen wichtigen Beitrag zur
Energichomoostase, zum Stoffwechsel, zur Gesundheit des Darmepithels, zur
immunologischen Aktivitdt und zur Neuroentwicklung. Das Mikrobiom ist dynamisch und
unterliegt wihrend des Lebens des Wirts wichtigen Verdnderungen als Reaktion auf eine
Vielzahl von Faktoren wie Erndhrung, Umwelt, medizinischen Eingriffen und
Krankheitszustédnden.(1, 2). Die Interaktionen zwischen Mikrobiom und Wirt hingen von
lokalen Crosstalk-Netzwerken ab, wobei z.B. jede intestinale Nische ihre eigene mikrobielle
Gemeinschaft beherbergt, die an die lokale Umgebung angepasst ist und darauf reagiert. Die
Zusammensetzung der Phyla unterscheiden sich sowohl entlang der Linge und Breite des
Gastrointestinal (GI)-Trakts, als auch innerhalb der verschiedenen Schleimschichten. Das
Ileum und der Dickdarm sind immunologisch viel reaktiver als der proximale Diinndarm (3).
Die Architektur der Wirt-Zell-Mikroben Interaktion ist #duflerst Komplex und die
interagierenden Zellen unterscheiden sich erheblich. In den Krypten des Diinndarms
reguliert das Mikrobiom die Proliferation der Enterozyten, indem es die DNA-Replikation
und die Genexpression beeinflusst, wihrend es an den Zottenspitzen die Expression von
Genen reguliert, die an der Stoffwechsel- und Immunfunktion beteiligt sind (4). Enterozyten
und Paneth-Zellen wiederum regulieren die luminalen Bakterien durch die Produktion von
Mukus und anti-mikrobiellen Peptiden. Im Diinndarm begrenzt der Mukus die Anzahl der
Bakterien, die das Epithel und die Peyer-Plaques erreichen kdnnen. Im Dickdarm trennt die
innere Mukusschicht die kommensalen Bakterien vom Wirtsepithel. Die &ullere
Dickdarmschleimschicht ist der natiirliche Lebensraum der kommensalen Bakterien (5).

Die am Hiufigsten verwendeten Modelle fiir die Untersuchung der Dynamik der Interaktion
zwischen Wirt und Darmmikroben und der Entwicklung von Krankheiten sind Mduse und
Ratten. Sie sind geeignete Modelle fiir die Erforschung von Méglichkeiten zur Entwicklung
neuer mikrobiell-basierter Therapien. Es gibt auch einen zunehmenden Anstieg in der

Verwendung von keimfreien Méusen und Ratten, um das Zusammenspiel von Wirt und
15
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Mikrobiom zu storen, zu orchestrieren und zu erforschen, mit cinem Ausmall an
experimentellen Paradigmen, die beim Menschen nicht méglich sind (6). Um die aus solchen
Modellsystemen gewonnenen Informationen in Bezug auf das menschliche Milieu zu
verstehen und zu interpretieren, ist es jedoch von Bedeutung, die wichtigsten Ahnlichkeiten
und Unéhnlichkeiten zu kennen. Dies ist besonders wichtig, angesichts der groflen
Unterschiede in verschiedenen Bereichen der Genetik, der Darmanatomie, der
Darmphysiologie, des Darmimmunnetzwerks, des Stoffwechsels, des Erndhrungsverhaltens
und anderer Bereiche, die alle auch mit Unterschieden im Mikrobiom korrespondieren

konnen, zwischen Menschen und verschiedenen Tierarten (7).

1.2 Die Aufrechterhaltung der immunologischen Homoostase

Um die Homoostase im GI-Trakt zu gewihrleisten, ist es erforderlich, dass Unterschieden
werden kann zwischen Milliarden symbiontischen Mikroben und einem seltenen,
pathogenen Eindringling. Sowohl angeborene als auch adaptive Immunantworten dienen
dazu, die Besiedlung mit Pathogenen zu verhindern und lokale und systemische
Entziindungsreaktionen angesichts der kontinuierlichen Exposition gegeniiber fremden
mikrobiellen und erndhrungsbedingten Antigenen zu steuern. Das darmassoziierte
lymphoide Gewebe (GALT) stellt den Grofteil der Immuniiberwachung und -abwehr dar.
Lymphoide Follikel, die T-Zellen, B-Zellen und dendritische Zellen enthalten, sind bereit,
je nach den spezifischen mikrobiellen Signalen entweder, eine proinflammatorische oder
eine entziindungshemmende Reaktion einzuleiten. Das Darmepithel wird kontinuierlich
durch pluripotente intestinale epitheliale Stammzellen (pluripotente IESC) erneuert, die sich
an der Basis der Krypten befinden. Hier werden Proliferation und Differenzierung der
epithelialen Zellvorldufer durch die lokale Stammzellnische reguliert (8). Die Mehrheit der
Zellen im Darmlumen bilden Enterozyten, welche an die Stoffwechsel- und
Verdauungsfunktion angepasst sind. Sekretorische intestinale Epithelzellen (IEC)
einschlielich enteroendokriner Zellen, Becherzellen und Paneth-Zellen, sind auf die
Aufrechterhaltung der Verdauungs- oder Barrierefunktion des Epithels spezialisiert. Die
luminale Sekretion von Muzinen und antimikrobiellen Proteinen (AMP) durch Becherzellen
bzw. Paneth-Zellen stellt eine physikalische und biochemische Barriere fiir den Kontakt von
Mikroben mit der Epitheloberfliche und den darunterliegenden Immunzellen dar.
Enteroendokrine Zellen stellen durch die Sekretion zahlreicher Hormonregulatoren der
Verdauungsfunktion eine Verbindung zwischen dem zentralen und dem enterischen
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neuroendokrinen System dar. Zusammengenommen ergeben die vielfdltigen Funktionen der
IEC eine dynamische Barriere zur Umwelt, die den Wirt vor Infektionen und der
kontinuierlichen Exposition gegeniiber potenziell entziindlichen Reizen schiitzt (Abbildung

1) (9, 10).

Small intestine J Colon
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der intestinalen Barriere.

(links) Schematische Darstellung des Diinndarms. Enterozyten, Enteroendokrine Zellen, Becherzellen, Paneth-Zellen und
intestinale epitheliale Stammzellen (IESC) bilden die Darmwand. Es werden antimikrobielle Peptide und Mukus sezerniert.
In der Lamina Propria befinden sich Makrophagen und dendritische Zellen. (rechts) Schematische Darstellung des Kolons.
In der oberen Mukusschicht befinden sich Mikroben, in der unteren Mukusschicht nicht. Auch hier werden AMP von IEC
und Becherzellen sezerniert. Adaptiert aus Peterson et al., (11).

1.3 Die Entziindungsreaktion

Als Entziindungsreaktion werden all jene physiologischen Mechanismen bezeichnet, mit
denen ein Organismus auf Verletzungen und pathogene Keime reagiert. Bei einer
Entziindungsreaktion werden Krankheitserreger bekdmpft und geschiddigtes Gewebe
strukturell und funktionell wiederhergestellt oder abgebaut (12).

Spezifische pattern recognition receptors (PRR), wie z.B. Toll-like-Rezeptoren (TLR), auf
der Oberfliche von Epithel- und Immunzellen, identifizieren sogenannte pathogen-
associated molecular patterns (PAMP) von Krankheitserregern (13). Nach Erkennen der
PAMP wird eine Entziindungsreaktion durch die Ausschiittung von proinflammatorischen
Zytokinen, wie TNF, IL-1B oder IL-6 und Chemokinen wie z.B. CXCL-2 initiiert. Diese

fiihren zu einer weiteren Aktivierung und Rekrutierung von Immunzellen an den Ort der
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Entziindung. Auch Proteine des Komplementsystems wandern in das Gewebe ein. Durch ein
spezifisches Chemokinprofil wird bestimmt, welche Immunzellen zum Ort der Entziindung
rekrutiert werden. Zunédchst wandern hauptsidchlich neutrophile Granulozyten in die
Entziindungsstelle ein, werden jedoch spéter durch Monozyten und Makrophagen ersetzt.
Neutrophile sowie Makrophagen erkennen Pathogene vorwiegend durch Opsonierung, z.B.
durch Antikdrper oder Komplementproteine, phagozytieren diese und zerstdren sie durch
die Bildung von ROS (reactive oxygen species) oder Stickstoffmonoxid (NO).
Antigenprdsentierende dendritische Zellen wandern, nachdem sie {iber PAMP
Krankheitserreger erkannt, aufgenommen und Bestandteile an ihrer Oberfldche présentiert
haben, in die sekundiren lymphatischen Organe, wie z.B. in die drainierenden
Lymphknoten, ein. Dort treffen sie auf T- und B-Zellen und 16sen eine dem Pathogen

entsprechende adaptive Immunantwort aus (14, 15).

1.4 Der Toll-like-Rezeptor (TLR)-vermittelte Signalweg

Die Erkennung von Mikroben beginnt mit den zwei wichtigsten pattern recognition receptor
Systemen (PRR): Toll-like-Rezeptoren (TLR) und nucleotide-binding oligomerization
domain molecules (NOD).
TLR sind single-pass Typ 1-Transmembranproteine, die durch extrazelluldre leucinreiche
Sequenzen und eine intrazelluldire  Toll/interleukin-1-Rezeptor  (TIR)-Doméne
charakterisiert sind. Die TLR gehoren zu den PRR und erkennen pathogen-associated
molecular patterns (PAMP) durch direkte Interaktion mit der Erregermembran und spielen
somit eine wichtige Rolle bei der Unterscheidung zwischen Fremd- und Eigenantigen durch
das angeborenen Immunsystem (16). Im humanen System sind 10 TLR (TLR1-10), in der
Maus sind 12 TLR (TLR1-9, TLR11-13) bekannt (17). Wihrend sich TLR3, TLR7, TLR8
und TLRY intrazelluldr auf Endosomen oder Lysoendosomenmembranen befinden, kommen
TLR1, TLR2, TLR4, TLRS und TLR6 an der Zelloberfliche vor. TLR2 kann mit TLR1 oder
TLR6 Heterodimere bilden (18). Das Heterodimer TLR1/2 erkennt Zellwandkomponenten
gram-positiver Bakterien, wohingegen der TLR4 das Lipopolysaccharid (LPS) gram-
negativer Bakterien identifiziert (16). Die Bindung eines Liganden an den TLR fiihrt zur
Anlagerung eines zytoplasmatischen Adapterproteins, myeloid differentiation primary
response gene 88 (MyD88), an die TIR-Domine. Darauthin wird die ILI- receptor
associated kinase (IRAK1) rekrutiert, die nach einer Autophosphorylierung von MyD88
dissoziiert und TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6) aktiviert. AnschlieBend induziert
18
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TRAF6 die inhibitor of kB (IkB)-Signalkaskade, die letztlich in der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF«xB (nuclear factor kB) resultiert. Nach der Bindung an den
entsprechenden TLR, kommt es zur Ausschiittung eines spezifischen inflammatorischen

Zytokinprofils, das die weitere Immunreaktion steuert und beeinflusst (19, 20).

1.5 Typ I und Typ III Interferone und der JAK/STAT Signalweg

Interferone bilden die erste Verteidigungslinie gegen mikrobielle Infektionen, insbesondere
gegen Viren. Sie verleihen den Zellen antivirale Eigenschaften, indem sie die Expression
von Hunderten von Genen induzieren, die als interferon stimulated genes (ISG) bekannt
sind.
Typ I IFN haben ein breites Spektrum an Funktionen, darunter wirken sie antiviral,
antibakteriell und antimykotisch gegen Pathogene, haben antiproliferative Funktionen und
die Féhigkeit, die angeborene und adaptive Immunantwort zu modulieren (21, 22). Die
Familie besteht aus mehreren Subtypen: 13 IFNa bei Menschen (14 bei Méusen) sowie
IFNB, IFNeg, IFNk und IFNw beim Menschen und IFNC bei Mausen (23). Typ I IFN werden
von Zellen durch die Bindung des heterodimeren Rezeptors, bestehend aus dem IFN a
Rezeptor 1 (IFNAR1) und dem IFN a Rezeptor 2 (IFNAR2), die auf allen kernhaltigen
Zellen exprimiert werden, wahrgenommen (24).
Im Jahr 2003 entdeckten zwei Gruppen gleichzeitig drei neue Zytokine beim Menschen, die
in der Lage waren, eine virale Infektion zu blockieren: IL29, IL28A und IL28B, auch
bekannt als IFNAI, IFNA2 bzw. IFNA3 (25, 26). Ahnlich wie Typ I IFN werden Typ III IFN
von den meisten Zelltypen im Korper exprimiert, jedoch werden sie von einer begrenzteren
Anzahl von Zellen, hauptsdchlich epithelialen Ursprungs, wahrgenommen, was zu
zelltypspezifischen Reaktionen fiihrt (27). Typ III IFN binden an einen heterodimeren
Rezeptor, der aus dem Typ III IFN-Rezeptor (IFNLR1, IL28RA) und dem Interleukin 10
Rezeptor 2 (IL10R2) besteht. Wéhrend IL10R2 in den meisten Zelltypen breit exprimiert
wird, hat IL28RA eine begrenzte Expression und wird in Epithelzellen (z. B. Darm-,
Lungen-, Vaginalepithel und Hepatozyten) (28, 29) und einigen Immunzellen (DCs, pDCs,
NK-Zellen und Neutrophile) gefunden (30-32).
Die Bindung von IFN an ihre Rezeptoren fiihrt zur Aktivierung bestimmter Signalwege,
hauptsichlich des hochkonservierten Janus-Kinase (JAK)/ Signal Transducer and Activator
of Transcription (STAT)-Weges. Durch die Bindung von IFN an dessen Rezeptor, wird ein
transkriptionell aktives STAT1 und STAT2 durch rezeptorgebundene JAK-vermittelte
19



Einleitung

Phosphorylierung von Tyrosin (Y) 701 erzeugt. Nach der Bildung von Heterodimeren
assoziieren diese beiden Proteine mit dem interferon regulatory factor 9 (IRF9), um einen
transkriptionell aktiven interferon stimualted gene factor 3 (ISGF3) zu bilden, der die
Genexpression durch Bindung an interferon stimulated response element (ISRE) kontrolliert

(Abbildung 2) (33).
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Abbildung 2: IFN Typ I und III induzierter JAK/STAT-Signalweg.
Typ I und Typ III Interferone binden spezifische Rezeptoren und aktivieren den JAK/STAT Signalweg. Adaptiert aus
Lazear et al.; (34).

Interferon-induced proteins with tetratricopeptide repeats (Ifit) sind prominente Vertreter
der Interferon stimulierten Gene (ISG). Die murine Ifit-Familie umfasst drei charakterisierte
Mitglieder: [Ifitl, Ifit2 und Ifit3 (35), wohingegen die humane IFIT-Genfamilie aus vier
Genen namens [FITI, IFIT2, IFIT3 und IFIT5 besteht. Die Expression dieser Gene wird
durch Interferon-Behandlung (Typ I und Typ III IFN), eine virale Infektion oder pathogen-
assoziierte molekulare Muster (PAMP) stark erhoht (36).

1.6 Antimikrobielle Peptide

Wichtige Bestandteile des angeborenen Immunsystems sind antimikrobielle Peptide (AMP),
die in einer Vielzahl von Lebensformen und Mikroorganismen bis hin zum Menschen
vorkommen (37). Viele AMP weisen ein auBlerordentlich breites Spektrum an

antimikrobieller Aktivitdt auf, das sowohl gram-positive und gram-negative Bakterien als
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auch Pilze, Viren und einzellige Protozoen umfasst (38). Neben einer direkten
antimikrobiellen Aktivitit zeigen mehrere AMP die Fiahigkeit, die angeborene
Immunantwort des Wirts zu modulieren und dadurch indirekt die Pathogen Abwehr zu
fordern (39). Die Mitglieder der Gruppe der AMP unterscheiden sich stark in ihrer Sequenz
und Struktur, zeichnen sich jedoch alle in erster Linie durch ihre geringe Grofe (10-100
Aminoséuren), ihre positive Molekiilladung und ihren amphipathischen Charakter aus. Je
nach Aminosduren-Zusammensetzung und der daraus resultierenden Sekundirstruktur,
konnen AMP in vier Gruppen unterteilt werden: (1) a-helikale Peptide, (2) B-Faltblatt-
Peptide, die durch zwei bis vier Disulfidbriickenbindungen stabilisiert werden, (3) schleifen-
oder ringformige Peptide mit einer Disulfidbriickenbindung und (4) Peptide mit extended
components Elementen (40). In Sdugetieren befinden sich AMP vor allem in Granula von
Neutrophilen und in Sekreten von Epithelzellen, die Haut- und Schleimhautoberflichen
bedecken (41). Interessanterweise werden viele AMP als inaktive Vorldufer produziert, die
erst nach einer proteolytischen Spaltung durch Proteasen aktiv werden (42). Sie konnen
einerseits konstitutiv exprimiert, in hohen Konzentrationen als inaktive Vorstufen
gespeichert und lokal an Infektions- und Entziindungsstellen freigesetzt werden, andererseits

kann die Expression als Reaktion auf PAMP oder Zytokine induziert werden (43).

1.7 Die Regenerating gene (Reg) Familie

Im Gastrointestinal (GI)-Trakt spielen intestinale Epithelzellen (IEC) eine zentrale Rolle bei
der Aufrechterhaltung der Homdostase zwischen Mikrobiota und Wirt, indem sie eine
Mukusbarriere aufbauen, humorale Immunantworten auslosen oder antimikrobielle Peptide
(AMP) sezernieren (44). C-Typ-Lektine aus der regenerating islet-derived protein type
(Reg) Familie gehoren zu den wichtigsten AMP, die in der Darmschleimhaut produziert
werden (45). Alle Mitglieder der Reg-Familie teilen sich das konservierte Sequenzmotiv der
C-Typ Lektine, die sich durch ihre CA?*-abhingige C-type lectin domain (CTLD), auch
bekannt als carbohydrate-recognition domain (CRD) auszeichnen. Diese CTLD-Struktur
bildet eine ca. 16kDa grole Doppelschleife (‘loop-in-a-loop’), die durch zwei
Disulfidbriickenbindungen stabilisiert wird und kann sowohl hydrophobe als auch polare
Wechselbeziehungen mit Liganden eingehen (46). Je nach Primarstruktur wird die Reg-
Familie in vier Untergruppen unterteilt: Reg I, 11, III, IV (47). Die Mitglieder der Reg III

Untergruppe werden hauptsichlich in den Paneth-Zellen exprimiert. Dabei stellen die
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Paneth-Zellen eine differenzierten Epithelzellgruppen dar, die das Gewebe des Diinndarms
bilden und sich am Fuf3 der Lieberkiihn-Krypten befinden (48).

Im Menschen sind bisher humanes Reg3a (auch hReg3a oder HIP/PAP) sowie das hReg3y
aus der Reg III Gruppe beschrieben worden (49), wohingegen in der Maus vier Reg III
Proteine bekannt sind: mReg3a-0. mReg3y ist das Ortholog zu hReg3a (45, 50). Die
Mitglieder der Reg I1I Familie binden an Peptidoglycan und wirken spezifisch antimikrobiell
gegen gram-positive Bakterien (45). AuBBerdem wird Reg3 an die Mukusschicht des Darms
abgegeben, was einen direkten Kontakt der intestinalen Bakterien mit der Epithelschicht
verhindert (51). Dies ermdglicht eine umfassende Regulation, sowohl der symbiontischen
als auch der pathogenen Bakterien und unterstiitzt somit die Toleranz gegeniiber dem
Darmmikrobiom durch das Immunsystem (11). Wird die Mukusschicht von Bakterien
iiberwunden, wird die Expression der Reg IIl Peptide unter anderem durch den TLR-
Signalweg induziert (52).

Die antimikrobielle Aktivitdt von hReg3a und mReg3y wird durch eine posttranslationale
Modifikation kontrolliert. Das anionische N-terminale Prosegment scheint dabei die positiv-
geladene Kernregion des aktiven Proteins zu maskieren. Erst die Abspaltung des
Prosegments durch das Enzym Trypsin legt die Kernregion frei, sodass diese mit bakteriellen
Zellwandbestandteilen interagieren kann. Die antimikrobielle Aktivitit von hReg3a oder
mReg3y erhoht sich dabei um das ca. 1000-fache. hReg3a totet spezifisch gram-positive
Bakterien, letztlich durch die Ausbildung einer hexameren Pore, die zur Lyse des

Bakteriums fiihrt (Abbildung 3), (53, 54).
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Abbildung 3: Modell der bakteriziden Funktion von Reg3a.
Trypsin spaltet Pro-Reg3a, wodurch das Peptid mit Peptidoglycan interagieren kann und eine hexamere Pore bildet, die
zur Lyse des Bakteriums fiihrt. Adaptiert aus Mukherjee et al.; (53).
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1.8 Endotoxin- und Kreuztoleranz

Vor iiber 70 Jahren wurde das Phinomen der Endotoxin (LPS)-Toleranz das erste Mal
beschrieben (55). Eine wiederholte oder anhaltende Exposition mit nicht-letalen Dosen LPS,
fiihrt zur Resistenz gegen Schock, der durch letale Dosen LPS induziert wird. LPS Toleranz
ist somit ein induzierter Mechanismus des angeborenen Immunsystems zum Schutz des
Korpers vor einer iiberschieBenden Entziindungsreaktion und damit verbundenen
Gewebszerstorung (56). Wie bereits beschrieben erkennen TLR Signaturmolekiile wie
Lipopeptide, Peptidoglycan, LPS, Flagellin und Nukleinsiduren (57). Nach der Erkennung
dieser PAMP 16sen die nachfolgenden Signale eine Entziindungsreaktion aus, charakterisiert
durch die Produktion von Zytokinen, Chemokinen und Adhisionsmolekiilen, welche durch
die Aktivierung des Transkriptionsfaktors nuclear factor (NF)-kB, induziert werden. Im
Gegensatz dazu ist eine pathologische Dysregulation dieses Prozesses ein Kennzeichen von
Gewebsschidden und Autoimmunerkrankungen (58). Daher ist es wichtig, dass die, durch die
TLR-Signalkaskade vermittelte Immunreaktion, streng reguliert wird.

Analog zur LPS Toleranz gibt es die sogenannte Kreuztoleranz. TRIM30oa wurde zum
Beispiel als ein negativer Regulator der TLR-induzierten NF-kB-Aktivierung, als Zielgen
der  LTPR-Signalisierung in  Knochenmarks-Makrophagen  identifiziert.  Die
LTPR-induzierte TRIM30a-Expression hemmt die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen bei TLR4- und TLR9-Restimulation und zeigt damit, dass die LTBR-Aktivierung
eine Kreuztoleranz bei der TLR-induzierten Zytokinproduktion induziert (59).

1.9 Kurzkettige Fettsauren

Immer mehr Hinweise deuten darauf, dass kommensale Darmbakterien, hauptsidchlich
Bacteroidetes, Firmicutes und Actinobacteria entscheidend zur Gesundheit des Wirts und
zur Darm- und Immunhomdostase beitragen. Sie gewinnen Energie aus der Fermentation
und Transformation unverdauter Nahrungsmittel, insbesondere aus der Fermentation von
Kohlenhydraten. Nicht verdauliche Polysaccharide werden zu Monosacchariden abgebaut
und anschlieBend in bakterielle Fermentationsprodukte umgewandelt, insbesondere
kurzkettige Fettsduren (short chain fatty acidc, SCFA) (60, 61). SCFA sind Carbonsduren,
die durch das Vorhandensein eines aliphatischen Endes mit zwei bis sechs Kohlenstoffen
definiert sind. Im Dickdarm, dem Hauptproduktionsort der SCFA, miissen spezifische

Bakterien vorhanden sein, was das Fehlen von SCFA in keimfreien Mausen erklért (62). Die
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wichtigsten SCFA Acetat (C2), Propionat (C3) und Butyrat (C4), die durch die Fermentation
von Ballaststoffen und resistenten Starken freigesetzt werden, werden hauptsidchlich im
proximalen Dickdarm in einer Konzentration von 70-140mM freigesetzt (63). Die Bildung
von Butyrat und Propionat im Darm erfolgt hauptsichlich aus dem
Kohlenhydratstoffwechsel in der Glykolyse, kann aber auch aus dem Stoffwechsel
organischer Sduren und Aminosduren erfolgen (64). Acetat wird aus Acetyl-Coenzym A
(Acetyl-CoA) aus der Glykolyse gebildet und kann durch das Enzym Butyryl-CoA:Acetyl-
CoA-Transferase auch in Butyrat umgewandelt werden (65). Das molare Verhéltnis der
Acetat-, Propionat-, und Butyratproduktion im Dickdarm betrdgt ungefahr 60:25:15 (66).
Dieses Verhiltnis ist jedoch stark abhédngig von verschiedenen Faktoren wie
Zusammensetzung der Mikrobiota, Erndhrung, Ort der Fermentation und Genotyp des Wirts.
Umfangreiche Untersuchungen haben die positiven Auswirkungen von kurzkettigen
Fettsduren bereits beschrieben, wobei die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen

meist noch unklar sind.

1.10 Die Rolle von kurzkettigen Fettsiuren in Krankheiten

Bereits innerhalb eines Tages kann eine Erndhrungsumstellung die Zusammensetzung der
Darmmikrobiota verdndern (67). Das groBite Problem der westlichen Erndhrung, die
typischerweise einen hohen Anteil an Fetten und verdaulichen Sacchariden besitzt, ist, dass
die Nahrstoffe hauptsdchlich im Zwolffingerdarm absorbiert werden und zu wenig Substrate
fiir Bakterien im Kolon iibrigbleiben. Dies fiihrt zu einer Dysbiose, die Beeintridchtigung der
Mikrobiota-Zusammensetzung und -Diversitdt und damit eine erhohte Anfilligkeit fiir
Erkrankungen wie chronisch entziindliche Darmerkrankungen (IBD) oder sogar
Dickdarmkrebs (68). Da Entziindungskrankheiten immer weiter zunehmen, miissen weitere
Ansétze untersucht werden, um diese Krankheitsbilder zu verbessern. Eine Alternative wire
die direkte Verabreichung von niitzlichen Bakteriencocktails einschlielich der SCFA-
Produzenten Bifidobakterien. Eine Studie hat gezeigt, dass die Verabreichung von
Bifidobacterium longum an Méusen die Produktion von Acetat erhoht und ihre Anfilligkeit
fiir Infektionen senkt (69). Eine andere Studie zeigt den positiven Effekt von Probiotika auf.
Probiotika sind lebende Organismen, die in ausreichender Menge verabreicht, dem Wirt
einen gesundheitlichen Nutzen bringen (70). VSL#3 ist eine kommerzielle probiotische
Mischung aus acht Bakterienstimmen, darunter Lactobacillus, Bifidobacterium und einem
Streptococcus Stamm. Interessanterweise wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass
VSL#3 eine tiefgreifende Wirkung auf systemische Erkrankungen des Verdauungssystems
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hat, insbesondere den Magen-Darm-Trakt. AuBBerdem zeigt das Probiotikum eine positive
Wirkung auf Fettleibigkeit und Diabetes, allergische Erkrankungen, Krankheiten des
Nervensystems und Knochenerkrankungen. Genauere Mechanismen und Wirkungsweisen

miissen jedoch noch untersucht werden (71).

1.11 Signalvermittlung der kurzkettigen Fettsiuren

Kurzkettige Fettsduren vermitteln durch zwei Hauptmechanismen Signale in die
Wirtszellen. Erstens kann durch Hemmung der Histon-Deacetylasen (HDAC) die
Genexpression direkt reguliert werden und zweites kann es durch die Bindung von SCFA an
die  G-Protein-gekoppelten = Rezeptoren, FFAR3  (GPCR41/GPR41), FFAR2
(GPCR43/GPR43) und GPR109A, zur Signaliibertragung kommen.

Die Acetylierung von Lysinresten in Histonen induziert die Genaktivierung, indem sie den
Zugang von Transkriptionsfaktoren zu Promotorregionen erleichtert (72). HDAC entfernen
Acetylgruppen von Histonen, daher kann eine Hemmung der HDAC-Aktivitit die
Genexpression erhohen. Auf diese Weise konnen SCFA die Genexpression in einer Vielzahl
von Zellen verdndern (73).

Wenn GPCR durch Liganden aktiviert werden, dissoziieren die o-Untereinheiten
heterotrimerer G-Proteine, die an den Rezeptor gekoppelt sind, von den Py-Untereinheiten
und wirken weiter auf intrazelluldre Signalproteine oder zielen direkt auf funktionelle
Proteine, abhéngig vom Typ der a-Untereinheiten wie Gas, Gaio, Gogi11 und Gaiziz (74).
Der Effektor des Gaio-Weges ist die Adenylatzyklase, ein Enzym, das mit der Erzeugung
von cAMP in Verbindung steht. Die Interaktion mit dem Gaio-Typ hemmt die cAMP-
Bildung. Der Effektor des Gog11-Signalweges ist die Phospholipase C (PLC). Die
Aktivierung von PLC fordert die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(PIP2) in Diacylglycerin und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3), woraufhin die Aktivierung
von [P3-Rezeptoren, die sich am endoplasmatischen Retikulum befinden, zur Freisetzung

von Ca?" aus dem endoplasmatischen Retikulum fiihrt (Abbildung 4) (75, 76).
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Abbildung 4: Signalwege der Rezeptoren fiir kurzkettigen Fettsduren (SCFA).

Kurzkettige Fettsduren (SCFA) aktivieren GPCR41/FFAR3 und GPCR43/FFAR2. Durch die Bindung von FFAR3 kommt
es zum Gai-vermittelten Signalweg und durch die Bindung an FFAR2 kommt es einerseits zum Gai — und andererseits zu
Gag-vermittelten Signalweg. Adaptiert aus Kimura et al.; (77).

Interessanterweise koppelt FFAR3 ausschlieBlich iiber den Pertussis Toxin sensitiven
Guaio-Signalweg, wiahrend FFAR2 eine Kopplung iiber Goi,o- und den Pertussis Toxin
unempfindlichen Gog11-Signalweg zeigt (78). SCFA sind natiirliche Agonisten von FFAR2
und zeigen speziesabhidngige Variationen in der Ligandenantwort. Die Potenzen einzelner
SCFA bei der Aktivierung von FFAR2 beim Menschen werden durch EC50-Werte bestimmt
und sind wie folgt geordnet: C2=C3>C4, wihrend fir den Maus Rezeptor gilt:
C2 > C3 > C 4. Diese Unterschiede in den beiden Spezies konnten darauf zuriickzufiihren
sein, dass der Mausrezeptor ~84% Aminosduredhnlichkeit mit dem menschlichen Rezeptor

teilt (79, 80).
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2 Material

2.1 Gerite

Analysenwaage CP 224S
Bakterienschiittler MaxQ 4000

BD FACSAria™ Ilu

BD FACSCelesta™

BD FACSymphony™ A5 SORP
Begasungsbrutschrank Heracell 2401

Eismaschine Ziegra

Fusion Puls TS

Gefrierschrank -80°C

Gefrierschrank -20°C

Geldokumentation GeneGenius
Geldokumentation ChemiDoc Imaging System
Gelkammer Sub-Cell® GT

ImageQuant LAS4000 mini

Incucyte SX5

Inkubator BBD 6620

Kreisschiittler GFL-3015

Luminometer Glomax®

Magnetrithrer MR2002

Microwelle

Mikroskop Olympus CK2
Mini-PROTEAN® Electrophoresis System
Mini Trans-Blot® Cell

Mr Frosty™ Freezing Container

Multizentrifuge X3FR

Sartorius, Gottingen

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Ziegra Eismaschinen GmbH

Vilber, Eberhardzell

Eppendorf, Hamburg

Liebherr, Biberach

Syngene, Cambridge, UK

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

GE Healthcare, Freiburg

Sartorius AG, Goettingen, Germany
Heraeus, Hanau

Omnilab, Mettmenstetten

Promega, Mannheim

Heidolph, Schwabach

Severin, Sundern

Olympus, Hamburg

Bio Rad, Miinchen

Bio Rad, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

27



Material und Methoden

Nanophotometer

Netzgerit PowerPac 300

Netzgerdt PowerPack P25 T

Neubauer Zdhlkammer

PCR-Gerét T100

pH-Meter Inolab

Pipetten

Pipettierhilfe accu-jet pro®

QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System, 96-
well, 0,1mL

QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System, 384-
well

Sterilbank HER Asafe® 2030i

Stickstofftank MVE 810 Eterne/MVE EuroCyl
Tecan Spark 10M

Thermoblock Bio TDB-100

Thermomixer comfort

ThermoShaker TS-100

Tissue Lyser LT

Ultraschallbad Sonorex RK100H

Vortex Genie 2™

Vortex MS2 Minishaker
Waage PJ400
Wasserbad TW12
Zentrifuge 5417R
Zentrifuge 5424R
Zentrifuge 5810R

2.2 Verbrauchsmaterialien
Eppendorfcups (1,5 und 2ml)
FACS-Réhrchen BD Falcon™
Gel-Blotting-Papier Whatman®

Implen GmbH, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Biometra, Go6ttingen

Brand, Wertheim

Bio-Rad, Miinchen

WTW, Weilheim

Metler-Toledo GmbH, Giellen
Brand, Wertheim

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

German Cryo, Jiichen

Tecan, Schweiz

Biometra, Goéttingen

Eppendorf, Hamburg

A. Hartenstein, Wiirzburg

Qiagen, Hilden

Bandelin, Morfelden-Walldorf
Bender & Hobein AG, Ziirich,
Schweiz

IKA, Staufen

Mettler-Toledo, Giellen

Julabo, Seelbach

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
BD Biosciences, Heidelberg
A. Hartenstein, Wiirzburg
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Gewebekulturschalen
Glas-Pasteurpipetten

Hyperfilm™ MF

Incucyte ImageLock 96-Well Platten
Kaniilen BD Microlance 3™
Kryordhrchen Cryo Tubes™
Microwelltiterplatten MicroWell™ (96-
Well)

Multiwell-Platten (6, 12, 24, 48 und 96-
Well)

PCR Platte 96-/384 Well (farblos)

Petrischalen

Pipettenspitzen (10, 200 und 1000ul)
PVDF Transfermembran Immobilon-P
Reaktionsgefal (1, 1,5, 15 und 50ml)
Safe Seal-Tips professional
Serologische Pipetten (5 und 10ml)
Spritzen BD Plastikpak™ (1, 2, 5, 10 und
20ml)

Stahlkugel, (rostfrei, Smm)

Sterilfilter (0,2uM)

Sterilfilter Bottle Top 75mm Nalgene®
UV-Kiivette micro, Plastibrand®
Zellkulturflaschen (25, 75 und 175c¢m?)
Zellkulturflaschen BD Falcon™ (25, 75
und 175cm?)

Zellschaber (25 und 39cm)

Zellsieb Cell Strainer BD Falcon (40um
und 70uM)

2.3 Chemikalien, Medien und Reagenzien

2-Mercaptoethanol

AB-Gruppen-Serum, human

Greiner Bio-One, Frickenhausen
VWR, Darmstadt

GE Healthcare, Freiburg
Sartorius Group, Bath, UK

BD Biosciences, Heidelberg
Nunc, Langenselbold

Nunc, Langenselbold

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Millipore, Schwalbach

Sarstedt, Niimbrecht

Biozym, Hessisch Oldendorf
Sarstedt, Niimbrecht

BD Biosciences, Heidelberg

Qiagen, Hilden
Sartorius, Gottingen
Nunc, Langenselbold
Brand, Wertheim
Sarstedt, Niimbrecht

BD Biosciences, Heidelberg

Sarstedt, Niimbrecht

BD Biosciences, Heidelberg

PAN Biotech, Aidenbach
PAN Biotech, Aidenbach
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Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese Gel® 30 Roth, Karlsruhe

Agar, bacteriological Affymetrix, Cleveland, OH, USA

Agarose, electrophoresis grade Bio&Sell, Niirnberg

Ampicillin Roche Diagnostics, Mannheim

APS Sigma-Aldrich, Taufkirchen

BD OptEIA™ Substrat Reagent A und B BD Biosciences, Heidelberg

BSA PAA Laboratories, Colbe

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Roche Diagnostics, Mannheim

Tablets EASYpack

Coomassie Brillant Blue R250 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Dextransodiumsulfat (DSS) MP Biomedicals, Illkirch, Frankreich

DMEM Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

DMSO Merck, Darmstadt

DNA Standard (100bp und 1kb Ladder) New England Biolabs, Frankfurt a. M.

dNTP-Mix Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

ECL™ Prime Western Blotting Detection GE Healthcare, Freiburg

Reagent

Ethanol Merck, Darmstadt

FKS PAN Biotech, Aidenbach

Gel Loading Dye Purple (6x) New England Biolabs, Frankfurt a. M

GelRed Linaris, Dossenheim

Ham’s F-12K (Kaighn's) Medium Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Hygromycin B PAA Laboratories, Colbe

Isopropanol Merck, Darmstadt

LB Broth Affymetrix, Cleveland, OH, USA

Lipofectamine™ LTX Reagent with PLUS™ Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Reagent MA, USA

LPS (Salmonella enterica Serotyp abortus equi) Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Magermilchpulver Granovita, Liineburg

Metafectene PRO Biontex, Miinchen

Natrium Acetat Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Natrium Butyrat

Natrium Propionat

Neomycin (G418/G420)

nukleasefreies HO

Pam3CSK4

Penicillin/Streptomycin

PeqGold Trifast

Peroxidase-Blocking Solution, Dako REAL

Pertussis-Toxin

Protein Marker VI (10-245) prestained
Rekombinantes IL-28B/IFN-lambda 3 Protein
RNase AWAY

RNA later™ RNA Stabilisation Reagent
RO8191

RPMI 1640 Fertigmedium

Ruxolitinib

SDS

SOC Medium

TEMED

Trypanblau

Trypsin/EDTA

Tween®20

Universales Typ I IFN

Wash Buffer 10x
YM-254890

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

PAN Biotech, Aidenbach
Promega, Mannheim

InvivoGen, San Diego, CA, USA
PAA Laboratories, Colbe

PegLab, Erlangen

Dako, Carpinteria, CA, USA

List Biological Laboratories,
Campbell, CA, USA

AppliChem, Darmstadt
Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA
Molecular BioProducts, San Diego
Qiagen, Hilden

Biomol GmbH, Hamburg

PAN Biotech, Aidenbach

Biozol, Eching

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

New England Biolabs, Frankfurt a.M.

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
PAN Biotech, Aidenbach
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Enzo Life Sciences, Lausen,
Osterreich

Dako, Hamburg

Biomol, Hamburg

Alle nicht aufgefiihrten Losungsmittel und Feststoffe wurden von den Firmen Merck

(Darmstadt) oder Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen.

2.4 Puffer und Losungen
Abstopplosung fiir ELISA
Blockierlosung fiir ELISA

2N H>SOq4
1% BSA in PBS
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Blockierlosung fiir Western Blot 5% BSA in TBS-T
Blotpuffer (10x) 2M Glycin

250mM Tris
Coomassie-Entfarbepuffer 10% Essigséure

40% Ethanol
Coomassie-Férbepuffer 10% Essigsdure

40% Ethanol

0,2% Coomassie-Brillant Blue R250
Einfriermedium fiir Zellen (2x) 20% DMSO

80% FCS
FACS-Puffer 2% FCS in PBS

ImM EDTA
Lammli-Auftragspuffer (4x) 0,5M Tris-HCI, pH 6,8

40% Glycerin

0,04% B-Mercaptoethanol

4% SDS

0,05% Bromphenolblau
Lammli-Elektrophorese-Puffer (5x) 120mM Tris-Base

0,95M Glycin

0,5% SDS
PBS (pH 7,3) 137mM NaCl

6,5 mM Na;HPO4 x H20

1,5mM KH;PO4

2,7mM KCl
PBS-T 0,05% Tween®20 in PBS
RIPA-Puffer 50mM Tris-HCI, pH 7,5
150mM NaCl
1% Nonidet P40

0,5% Natriumdesoxycholat

0,1% SDS
TAE-Puffer 40mM Tris-Acetat
ImM EDTA
TBS (pH 7,4) 150mM NaCl

2,7mM KCl
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TBS-T
Tris-Puffer fir SDS-PAGE

Trypanblau-Losung (pH 7,4)

25mM Tris-Base
0,05% Tween® 20 in TBS

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

und

1,0M Tris-HCI (pH 6,8)

0,16% (w/v) Trypanblau

150mM NaCl

Zur Herstellung der Puffer und Losungen wurde zweifach entsalztes Wasser aus der

Millipore-Anlage MilliQ (Millipore, Schwalbach) verwendet.

2.5 Kits
BCA™ Protein Assay Kit

eBioscience™ Foxp3/Transcription Factor

Staining Buffer Set

ELISA Duo Sets (TNF und CXCL-2)
innuPREP RNA Mini Kit 2.0
M-MLV-Reverse Transkriptase Kit
PureLink PCR Purification Kit

PureLink Plasmid Midi Kit
PureLink Quick Gel Extraction Kit
PureLink Quick Mini Kit
QIAmp PowerFecal DNA Kit

2.6 Enzyme
GoTaq Polymerase
M-MLV Reverse Transkriptase
Proteinase K

REDTaq® DNA Polymerase
T4 DNA Ligase

Pierce, Rockford, IL, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

R&D Systems, Wiesbaden
Analytic Jena, Jena

Promega, Mannheim

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Qiagen, Hilden

Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
New England Biolabs, Frankfurt
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Takyon Low ROX SYBR 2X MasterMix

2.7 Oligonukleotide

Eurogentech, Liittich, Belgien

Oligonukleotide wurden entweder von der Firma Bio-Rad (Hercules, USA) oder von der

Firma Metabion (Martiensried) bezogen. Oligonukleotide von Metabion wurden 1:20

vorverdinnt.

Reverse Transkription
Oligo (dT) 15 Primer
Mikrobiomanalysen

Firm9434F

Firm1060R
Verl165F
Verl263R
Universal926F
Universal1062R
mRNA-Expression (Maus)
Cxcl-2

Ffar2

Ifitl

Ifit2

Ifit3
IL28b/TFNA
1128ra

Isgl5 for

Isgl5 rev

Mx1

Oasl2

Tnf for

Tnf rev

Housekeeping Gene (Maus)
GAPDH for

STTTTTT TTT TTT TTT 3°

5 2
GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA
3 2

5" AGCTGACGACAACCATGCAC 3’

5> TCAKGTCAGTATGGCCCTTAT 3°

5> CAGTTTTYAGGATTTCCTCCGCC 3’
5> AAACTCAAAKGAATTGACGG 3°

5 CTCACRRCACGAGCTGAC 3’

qMmuCEDO0003897

gMmuCEDO0050403

qMmuCID0012621

qMmuCID0026327

qMmuCID0041372

qMmuCEDO0061471

gqMmuCID0022767

5’GAG CTA GAG CCT GCA GCA AT®
5’TTC TGG GCA ATC TGC TTC TT3’
gqMmuCID0023356

gMmuCED0047823

5’CCA CCA CGC TCT TCT GTC TAC3’
5’AGG GTC TGG GCC ATA GAA CT3’

5’CCTCGTCCCGTAGACAAAATG3’
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GAPDH rev

Ubiquitin C for

Ubiquitin C rev
mRNA-Expression (human)
FFAR2

IFIT1

IFIT2

IFIT3

IFNA1/IFNa

IL28A/TFNA

IL28RA

ISG15 for

ISG15 rev

MXI1 for

MX1 rev

Housekeeping Gene (human)
B2M

RPL37a

S’TCTCCACTTTGCCACTGCAA3Z’
5’AGC CCA GTG TTA CCA CCA AGY’
5’ACC CAA GAA CAA GCA CAA GG¥

qHsaCED0044139

qHsaCED0034841

qHsaCID0012875

qHsaCED0036466

qHsaCEDO0048248

qHsaCEDO0057428

qHsaCID0008583

5’GCG AAC TCA TCT TTG CCA GTA3’
5’CCA GCA TCT TCA CCG TCA G3’
5’CCT GCC TTT AAT GCA CTG G¥’
5’ATG AGC CCT CGA TAA ACC TC3’

qHsaCID0015347
qHsaCEDO0005290

Primer zur Genotypisierung der hReg3atg-Mauslinie

hReg3atg reverse:
hReg3a tg forward:

Sequenzierprimer
T7 Promotor forward

BGH reverse

2.8 Plasmide
hulFNL1 Promotor luciferase eGFP
hulSRE-IFNaf Reporter
mIFIT Promoter 1.3KB_luciferase eGFP
pcDNA3.1 neo
mouse cDNA clone IFIT2 in PCMV6-
Kan/Neo

5" GCA ACG TGC TGG TTATTG TG 3’
5" CCA GAG GGC CGC TTC TGG CAG
G3

5" AAT ACG ACT CACTAT AG 3°
5’ TAG AAG GCA CAG TCG AGG 3°

eigene Herstellung
Geneart, Regensburg, Deutschland

eigene Herstellung

Origene EU, Herford, Deutschland
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mouse cDNA clone IFIT3 in PCMV6-
Kan/Neo

mouse [FIT1 Gene ORF cDNA clone
expression plasmid, C-GFPSpark

tag CMV/Hygro

NFAT Luciferase EGFP

NFAT Luciferase pgl 4.14
pcDNA3.1 3xFLAG IFIT2
pcDNA3.1 3xFLAG IFIT3

pGL4.14 ISRE-STAT1/2_IFNab-
Luciferase Reporter

pSBbi-GN
pSBbi-GN_FL_mouse IFIT1
pSBbi-GN_mIFIT?2

pSBbi-GN_mIFIT3

2.9 Antikorper

Anti-Human CD11b AF488, Klon M1/70

(Ratte)
Anti-Human GPCR43 AF647

Anti-Human HLA-DR BV605, Klon L.243

(Maus)

Anti-Human IFIT1, D2X9Z
Anti-Human Phospho-STAT2; D3P2P
Anti-Human Reg3a

Anti-Human TNF-o PE, Klon Mab11
(Maus)

Anti-Maus TNF-a PE, Klon MP6-XT22

(Ratte)

eBioscience™ Fixable Viability Dye
eFluor™ 506

Rabbit IgG (H+L), AF488 (Ziege)

Origene EU, Herford, Deutschland

Sino Biological, Peking, China

Geneart, Regensburg, Deutschland
eigene Herstellung

Addgene (Cat: #53555), MA, USA
Addgene (Cat: #53553), MA, USA

eigene Herstellung

Addgene (Cat: #60517), Watertown MA,

USA
eigene Herstellung
eigene Herstellung

eigene Herstellung

BioLegend, San Diego, CA, USA

Bioss Antibodies, Woburn, MA, USA
BioLegend, San Diego, CA, USA

Cell Signaling Technology, Frankfurt a. M.

Cell Signaling Technology, Frankfurt a. M.

Origene, Rockville, MD USA
BioLegend, San Diego, CA, USA

BioLegend, San Diego, CA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA

Cell Signaling Technology, Frankfurt a. M.
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2.10 Zelllinien
Zelllinie Beschreibung Kultur
A549 human Lungen- F-12K Medium, 10% FCS,
Epithelzelllinie, adhdrent 1% Pen/Strep
(ATCC: CCL-185)

CMT-93 murine Kolon- RPMI 1640, 10% FCS, 1%
Adenokarzinom-Zelllinie, Pen/Strep
syngen zu C57BL/6,
adhirent (ATCC: CCL-223)

THP-1 humane Blutmonozyten- RPMI 1640, 10% FCS, 1%

Zelllinie, Suspensionszellen Pen/Strep

(ATCC: TIB-202)

2.11 Versuchstiere
C57BL/6N Wildtyp Eigenzucht (D4)
C57BL/6N-Tg(REG3A) bzw. hReg3atg eigene Herstellung

2.12 Software und Internet-Ressourcen

Diese Arbeit wurde mit Microsoft Office Word 2016 erstellt. Die Darstellung der
Abbildungen erfolgte mit Adobe Illustrator 2020. Die Auswertung von Quantitativen Real-
Time PCR wurde durch das Programm QuantStudio™ Design & Analysis Software v1.5.1
unterstiitzt. Statistische Analysen wurden mit Hilfe des Programms GraphPad Prism Version
7 durchgefiihrt. Fiir die Auswertung durchflusszytometrischer Messungen kam die Software
FlowJo v10.6.1 zum Einsatz. Die Archivierung von Literatur und das Erstellen des
Literaturverzeichnisses erfolgte unter Zuhilfenahme von EndNote X9.3.3. Aullerdem wurde
die Internetplattform Pubmed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) fiir die Literaturrecherche

verwendet.
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Isolation von genomischer DNA aus Geweben

Die Isolation genomischer DNA erfolgte aus frischen oder bei -20°C gelagerten
Gewebestlicken. Das zu verarbeitende Material wurde in 500ul Cell Lysis Solution (Qiagen)
aufgenommen und 0,4pg/ul Proteinase K (Promega) hinzugegeben. Die Ansidtze wurden
iiber Nacht bei 56°C schiittelnd bei 700rpm im Thermomixer comfort (Eppendorf) verdaut.
AnschlieBend wurden 200ul Protein Precipitation Solution (Qiagen) hinzugegeben und
mittels eines Vortex MS2 Minishakers (IKA) durchmischt. Nach 10-miniitiger
Zentrifugation bei 1700g wurde der Uberstand zu 700ul 100%igem Isopropanol gegeben
und durch Invertieren gemischt. Darauthin erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei
1800g fiir Smin. Das Pellet wurde anschlieBend in 500ul 70%igem Ethanol gewaschen und
erneut zentrifugiert. Nun konnte das Pellet getrocknet und die DNA in 50ul nucleasefreiem

ddH>O resuspendiert werden. Die Lagerung von genomischer DNA erfolgte bei 4°C.

3.1.2 Isolation von genomischer DNA aus Kot

Mit Hilfe des QIAamp PowerFecal DNA Kit (Qiagen) wurde genomische DNA nach
Herstellerangaben aus Mauskot isoliert. Fiir die Beschaffung der Proben wurden die Miuse
einzeln in Transportboxen gesetzt und nach 30 Minuten (min) ca. 80mg Faeces gesammelt

und bis zur Isolation bei -80°C gelagert.

3.1.3 Isolation von Gesamt-RNA aus Zellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen erfolgte mit Hilfe des innuPrep RNA Mini Kit
2.0 (Analytik Jena). Dazu wurden etwa 1 x 10° bis 1 x 107 Zellen geerntet und die RNA nach
Angaben des Herstellers isoliert. Die RNA wurde zuletzt mit 30ul nukleasefreiem H>O
eluiert und bei -80°C aufbewahrt.

Zum Schutz vor Kontaminationen mit RNasen wurden alle Arbeitsfliche mit RNase AWAY
(Molecular BioProducts) gereinigt. AufBlerdem fanden ausschlieBlich gestopfte
Pipettenspitzen Verwendung. Die Arbeiten mit RNA erfolgten stets auf Eis.
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3.1.4 Isolation von Gesamt-RNA aus intestinalen Epithelzellen (IEC)

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus IEC erfolgte nach Shimada et al.; (81). Das Kolon
wurde dazu longitudinal gedffnet, in kaltem PBS gewaschen und 20min in 5ml HBSS mit
SmM EDTA bei 37°C geschiittelt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension fiir eine Minute
gevortext und 20min bei 2000g und 4°C zentrifugiert. Um die RNA zu isolieren wurde das
Pellet in 1ml PeqGold Trifast (PeqLab) resuspendiert, mit 200ul Chlorophorm versetzt und
nach einer 8-miniitigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur, 15min bei 13400g
zentrifugiert. Die obere Phase wurde in Sdulen des innuPREP RNA mini Kit (Anlaytik Jena)

transferiert und die RNA nach Herstellerangaben isoliert.

3.1.5 Bestimmung der RNA und DNA Konzentration
Die Vermessung von DNA und RNA erfolgte mit dem Nanophotometer (Implen GmbH) bei
einer Wellenldnge von 260nm. Dabei berechnet sich die Nukleinsdure Konzentration

folgendermalien:

Konzentration DNA = 50pg/ml x ODa2go x Verdiinnungsfaktor
Konzentration RNA = 40ug/ml x OD26o x Verdiinnungsfaktor

AuBerdem gibt das Verhiltnis von OD2s0 zu OD2go Aufschluss iiber die RNA-Reinheit der

Losung. Ein Verhéltnis von 1,8 bis 2,0 spricht fiir eine saubere Nukleinsdure Isolation.

3.1.6 Affymetrix GeneChip Microarray
Die Durchfiihrung des Affymetrix GeneChip Microarray erfolgte durch das

Kompetenzzentrum Fluoreszente Bioanalytik (BioPark Regensburg).

3.1.7 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wird eine RNA-abhingige DNA-Polymerase (reverse
Transkriptase) verwendet. Sie synthetisiert DNA-Kopien eines RNA-Molekiils
(complementary DNA oder cDNA).

Fiir die reverse Transkription wurde pro Ansatz 1ug der isolierten Gesamt-RNA aus Zellen
(siehe 3.1.3) in 16,75ul nukleasefreiem Wasser aufgenommen. Nach der Zugabe von 1pl
Oligo(dT)15 Primer (0,5ug) wurde die Probe fiir Smin bei 70 °C denaturiert und fiir Smin auf
Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurden dem RNA-Ansatz folgende Komponenten zugegeben:
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RNA-Ansatz 17,75u1
M-MLYV 5 x Reaction Buffer Sul
dNTP-Mix (10mM) 1,25ul
M-MLYV RT (200 Units) 1ul
25ul

Die cDNA Synthese erfolgte fiir 1h bei 39°C und wurde anschlieBend zur Inaktivierung des
Enzyms fiir 5Smin bei 70°C terminiert. Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei

4°C aufbewahrt. Die Langzeitlagerung erfolgte bei -20°C.

3.1.8 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Fiir die Amplifikation von DNA wurde die Technik der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
angewendet. Hierfiir wurde die benétigte Menge DNA mit nukleasefreiem H2O auf ein
Volumen von 14pl aufgefiillt und in einem PCR-Reaktionsgefdl mit folgendem Mastermix

gemischt:

Mastermix fiir die Polymerase-Kettenreaktion:

10ul RedTaq Ready Mix™ PCR Reaction
Mix (enthdlt 2x RedTaq Puffer mit
Ladepuffer, ANTPs, MgCl, und RedTaq
DNA Polymerase (Sigma-Aldrich)

0,5ul 5¢-Primer (10pmol/pl)

0,5ul 3¢-Primer (10pmol/pl)

Die Amplifikation erfolgte mit folgendem Programm in einem PCR-Cycler:

Programm fiir eine PCR

Ix Initiale Denaturierung 94°C 3min
35x Denaturierung 94°C 30s
Primer-Annealing 54-60°C 30s
Elongation 72°C 1min/1kb
Ix Finale Elongation 72°C 5min
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Die erhaltenen PCR-Produkte wurden anschlieBend auf einem Agarosegel (siche 3.1.9)

analysiert.

3.1.9 Agarosegel-Elektrophorese

Die -elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe von
Agarosegelen. Je nach Grof3e der zu trennenden DNA wurden 1 bis 1,5%ige Agarosegele
verwendet. Zur Farbung der DNA wurde GelRed, ein interkalierender Farbstoff, verwendet.
Die aufzutrennenden DNA-Proben wurden mit einem Auftragspuffer (6x Loading Dye)
versetzt und in die Geltaschen gefiillt. Zur GroBenbestimmung der DNA-Fragmente wurde
ein Standard mit definierten GroBen aufgetragen (100bp bzw. 1kb DNA-Ladder, NEB). Die
Elektrophorese erfolgte in TAE-Puffer bei einer elektrischen Spannung von 5-10V/cm
Gellinge bis zum gewiinschten Auftrennungsgrad. AnschlieBend erfolgte die

Geldokumentation mittels UV-Licht.

3.1.10 Quantitative Echtzeit-PCR (RT-PCR)

Die quantitative Real-Time PCR (RT-PCR) ist eine Vervielfiltigungsmethode fiir
Nukleinsduren, die auf dem Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
beruht, und zusdtzlich die Moglichkeit der Quantifizierung und damit der RNA-
Expressionsanalyse bietet. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen
am Ende jedes PCR-Zyklus ermoglicht. Dazu werden Fluoreszenzfarbstoffe wie z.B. SYBR-
Green genutzt. Dieser bindet unspezifisch an doppelstringige DNA und emittiert durch
Anregung bei 498 nm Licht mit der Wellenlinge 522 nm. Die Fluoreszenz nimmt
proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu, was eine Quantifizierung moglich macht.
Fiir die quantitative Real Time PCR wurde der Takyon™ Low ROX SYBR 2X MasterMix
blue dTTP verwendet, der bereits Puffer, DNA-Polymerase, ANTPs und den SYBR Green-
Farbstoff beinhaltet. Die Proben wurden als Duplikate in 384-Well-Platten pipettiert und im
QuantStudio 5 Real-Time-PCR-System vermessen. Die Reaktionsansitze wurden nach

folgendem Schema pipettiert:
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cDNA (70 ng) 4ul
5’-Primer (5 pmol/ul) 0,5ul
3’-Primer (5 pmol/ul) 0,5ul
Takyon™ Low ROX SYBR 2X MasterM  5ul
10ul

Die Reaktion wurde mit folgender Programmierung des PCR-Gerites durchgefiihrt:

Temperatur Zeit

1. Schritt Denaturierung 95 °C 10 min
2. Schritt Denaturierung 95 °C I5s
(40 Zyklen) Primer-Annealing und Elongation 60 °C 1 min
3. Schritt Termination 95 °C 1 min
4. Schritt Vorbereitung Schmelzkurve 60 °C 1 min
5. Schritt Schmelzkurve 60 °C-95 °C

(in 0,075 °C/s Schritten)

In der RT-PCR wird als Mal} fiir die Quantifizierung der Startmenge der sog. Ct Wert
(threshold cycle) herangezogen. Der Ct-Wert entspricht der Anzahl der Zyklen, die fiir ein
konstant definiertes Fluoreszenzniveau erreicht werden missen, d.h. der Punkt, ab dem sich
die Fluoreszenz signifikant von der Hintergrundfluoreszenz abhebt. Am Ct befindet sich in
allen Reaktionsgefdlen die gleiche Menge an neu synthetisierter DNA. Je mehr Startkopien
in die PCR eingebracht wurden, desto frither wird ein signifikanter Anstieg der Fluoreszenz
gemessen. Eine hohere Ausgangsmenge an cDNA und somit mRNA ergibt demnach einen
fritheren Ct-Wert. Um die relative cDNA Menge pro Probe bestimmen zu kénnen, wird die
Expression des zu untersuchenden Gens auf ein zweites, ubiquitir und homogen
exprimiertes Gen bezogen, das sogenannte housekeeper Gen. Aullerdem legt man innerhalb
der getesteten Proben einen Kalibrator fest, der als 1 definiert wird und in dieser Arbeit
unstimulierte Zellen darstellt. Die Expression des Zielgens wird schlieBlich als Zu- oder
Abnahme relativ zum Kalibrator angegeben. Die Expression der untersuchten RNA kann
nun mittels der ACt Methode relativ zur Expression des housekeeping Gens berechnet
werden. Die Spezifische Amplifikation wurde iiber die Schmelzkurve am PCR-Cycler

verifiziert.
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3.1.11 Restriktionsverdau von DNA

Fiir die Restriktionsverdaue wurden Enzyme der Firma New England Biolabs verwendet.
Dazu wurden jeweils 1U der entsprechenden Enzyme und 5ul des vom Hersteller
empfohlenen Puffers zusammen mit 1ug DNA mit nukleasefreiem H,O auf ein Endvolumen
von 50ul aufgefiillt. Der Verdau erfolgte bei 37°C tiber Nacht. AnschlieBend konnten die

verdauten DNA-Proben in einem Agarosegel aufgetrennt und gereinigt werden (3.1.9).

3.1.12 Isolation von DNA aus Agarosegelen

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels Agarosegel-Elektrophorese (3.1.9).
Die entsprechenden DNA-Banden wurden auf einem UV-Schirm bei einer
Anregungswellenldnge von 312nm ausgeschnitten. Die Isolation von PCR-Produkten bzw.
restriktionsverdauter DNA erfolgte anschlieBend mittels PureLink Quick Gel Extraction Kit

(Thermo Fisher Scientific) nach Herstellerangaben.

3.1.13 Ligation

Der Ligationsansatz enthielt neben 14,5ul des gewiinschten DNA-Fragments und 2ul des
Zielvektors noch 1,5u1 T4 DNA Ligase und 2ul 10x T4 Ligase Puffer (New England
Biolabs). Die Reaktion fand fiir 2h bei RT statt. Das Produkt der Ligation wurde

anschlieBend zur Transformation kompetenter Bakterien verwendet.

3.1.14 Transformation

Zu 50ul kompetenter E. coli DH5a wurden jeweils 1ul DNA aus einer Plasmid-Priparation
oder 20ul eines Ligationsansatzes gegeben und 30min auf Eis inkubiert. Nach 30s
Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad wurden die Bakterien S5min auf Eis gehalten, bevor die
Zugabe von 300ul vorgewédrmten SOC Medium erfolgte. Die Bakterien wurden fiir 45min
bei 37°C schiittelnd inkubiert, ehe 100l des Ansatzes auf LB-Agar-Platten mit 200pg/ml

Ampicillin ausgestrichen und {iber Nacht bei 37°C vermehrt wurden.

3.1.15 Bakterienkultur

Nach der Transformation gewachsene Bakterienkolonien wurden in frisches LB-Medium
mit 200pg/ml Ampicillin iiberimpft und iiber Nacht bei 37°C und 220rpm geschiittelt. Im
Anschluss konnte die Praparation der Plasmid-DNA durchgefiihrt werden.
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3.1.16 Priparation von Plasmid-DNA
Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli DH5a erfolgte mit dem PureLink Quick Mini
Kit oder dem PureLink Plasmid Midi Kit (Thermo Fisher Scientific) nach Herstellerangaben.

3.1.17 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Sequenzierungen wurden von GeneArt (Thermo Fisher Scientific) durchgefiihrt. Fiir einen
Ansatz wurden 300ng DNA sowie 1pl Primer (10uM) verwendet und auf 8ul
Gesamtvolumen mit nukleasefreiem H,O eingestellt. Die verwendeten Sequenzierprimer

sind unter (2.7) aufgelistet.

3.1.18 Mikrobiom-Analyse mittels Next-Generation-Sequencing

Nachdem die genomische DNA aus Kotproben von Méausen isoliert wurde (3.1.2), erfolgte
die Klassifizierung der Bakterien durch Amplifikation spezifischer Regionen in der 16S
ribosomalen RNA mittels des Illumina MiSeq. Die Klassifizierung erfolgte anhand einer
Datenbak mit 16S rRNA Daten. Die Durchfiihrung erfolgte in Kooperation mit Prof. Dr.
Wulf  Schneider (Krankenhaushygiene und Infektiologie, Universitdtsklinikum
Regensburg).

3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Isolation von Proteinextrakten

Zur Extraktion von Gesamtprotein wurden 3 x 10° Zellen bei 300g und 4°C fiir 7min geerntet
und anschlieBend in 50ul RIPA-Puffer lysiert, dem zuvor ein Protease-Inhibitor-Cocktail
(Roche Diagnostics) laut Herstellerangaben hinzugefiigt wurde. Bis zur weiteren

Verwendung wurden die Zelllysate bei -80°C autbewahrt.

3.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der BCA™ Protein Assay Kit von Pierce
(Thermo Fisher Scientific) nach Herstellerangaben verwendet. Die dabei entstandene

Farbreaktion wurde am Nanophotometer (Implen) bei einer ODs49 vermessen.
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3.2.3 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die GroBenauftrennung denaturierter Proteine erfolgte mittels diskontinuierlicher,
eindimensionaler SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli
(Laemmli 1970). Dabei wird durch gebundenes SDS die Eigenladung der Proteine maskiert
und die Auftrennung nach deren Molekulargewicht ermdglicht.

Fiir die SDS-PAGE wurde das Mini-PROTEAN® Electrophoresis System (Bio-Rad)
verwendet und Gele mit einer Konzentration von 4% Acrylamid/Bisacrylamid im
Sammelgel und 10% Acrylamid/Bisacrylamid im Trenngel gegossen.

Vor dem Beladen der Geltaschen wurden die Proteinproben mit 4x Laemmli-Ladepuffer
versetzt und fiir Smin bei 95°C aufgekocht. Zur spiteren Kontrolle der Proteingro3e wurden
neben den Proben stets 3l des Proteinstandards Protein Marker VI (AppliChem, Darmstadt)
aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 180V und 40mA fiir ca. 1h in der
Elektrophoresekammer Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad).

AnschlieBend wurden die aufgetrennten Proteine mit der Western-Blot-Technik (3.2.4) auf

eine PVDF-Membran transferiert.

3.2.4 Western-Blot

Zum immunologischen Nachweis von Proteinen wurden die aufgetrennten Proteine auf dem
SDS-Gel elektrophoretisch  auf eine Polyvinylidendiflourid (PVDF)-Membran
Immobilon™ (Millipore) transferiert.

Fiir den Proteintransfer kam das sogenannte SemiDry-Verfahren zum Einsatz. Hierfiir
wurden 6 Whatman-Papiere und die PVDF-Membran zunédchst auf die Grof3e des SDS-Gels
zugeschnitten. AnschlieBend wurde die PVDF-Membran zur Hydrophilisierung fiir je 2min
in Methanol und Wasser geschwenkt. Die Whatman®-Papiere, das SDS-Gel sowie die
PVDF-Membran wurden in Blotpuffer dquilibriert und abschlieBend der Western-Blot auf
der Blot-Apparatur Fast Blot (Biometra) aufgebaut. Hierfiir wurden 3 Whatman®-Papiere,
die PVDF-Membran, das SDS-Gel und weitere 3 Whatman®-Papiere blasenfrei
aufeinandergelegt. Der Proteintransfer erfolgte fiir 60min bei einer Spannung von 1mA pro
cm?,

Anschliefend konnten iiber die Bindung von spezifischen Antikérpern Proteine auf der
PVDF-Membran nachgewiesen werden. Hierfiir wurde die PVDF-Membran zunéchst fiir 3h
bei RT in 5% BSA/TBS-T geblockt. AnschlieBend wurde die Membran iiber Nacht bei 4°C
in der entsprechenden Verdiinnung Antikérper in BSA/TBS-T inkubiert. Nach dreimaligem

waschen mit TBS-T wurde der sekundire Antikorper, an den das Enzym Meerrettich-
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Peroxidase (HRP) kovalent gebunden war, in BSA/TBS-T fiir 1,5h bei RT zugegeben.
Abschlieflend erfolgten drei zehnminiitige Waschschritte mit BSA/TBS-T ehe das Signal
mittels Chemilumineszenz-Reaktion nachgewiesen wurde. Dazu wurde die Membran fiir
Imin im ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare), welches das
Substrat fiir die Peroxidase enthilt, nach Angabe des Herstellers geschwenkt. Die Detektion
des Signals erfolgte mit Hilfe des Fusion Puls TS (Vilber). Die Expositionslédnge richtete
sich nach der Stirke des Signals.

3.2.5 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Mittels eines ELISAs ist es moglich geringe Antikorper- oder Antigenkonzentrationen in
Losungen wie Seren oder Zellkulturiiberstinden nachzuweisen. In dieser Arbeit wurde das
System des ,,Sandwich-ELISAs* verwendet. Hierfiir werden sogenannte ,,Fang“-Antikorper
an den Boden einer Mikrotiterplatte gebunden, die anschliefend das zu detektierende
Antigen, z.B. ein Zytokin, aus der Probenldsung binden und dabei aufkonzentrieren.
AnschlieBend konnen unspezifische Antigene weggewaschen werden. Danach erfolgt die
Zugabe eines zweiten Detektions-Antikorpers, der ein anderes Epitop des gleichen Antigens
erkennt. Die Auswertung eines ELISA erfolgt mit Hilfe einer Enzymreaktion, die auf der
Meerrettich-Peroxidase (HRP) beruht. Das Enzym wird {iber eine Biotin-Streptavidin-
Bindung zugegeben. Bei der anschlieenden Inkubation mit einem chromogenen Substrat
wird dieses umgesetzt und die resultierende Farbreaktion kann photometrisch bei einer
Wellenldnge von 450nm gemessen werden. Hierzu wurde der Tecan Spark 10M (Tecan)
verwendet.

In dieser Arbeit kamen zur Detektion von Zytokinen in Zellkulturiiberstinden verschiedene
ELISA Duo Sets der Firma R&D Systems zum Einsatz (TNF, CXCL-2). Die Proben wurden
unverdiinnt oder falls notwendig entsprechend verdiinnt eingesetzt. Die Durchfiihrung des

ELISA erfolgte nach Herstellerangaben.

3.2.6 Luciferase Assay

Zur Untersuchung der Expression von Genen und deren Regulation wurde ein Luciferase
Assay durchgefiihrt. Dazu liegt der zu untersuchende Promotor vor einem sogenannten
Reportergen (wie Firefly-Luciferase), dessen Proteinaktivitét leicht nachzuweisen ist. Die
Aktivitdt des Proteins ist dabei proportional zur Aktivitit des Promotors. Der Assay basiert

auf der Enzym-katalysierten Chemilumineszenz, wobei das Firefly-Luciferaseenzym die
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oxidative Decarboxylierung von Luciferin in Gegenwart von ATP, Luftsauerstoff und Mg-
Ionen katalysiert. Die Lichtemission, die bei 562nm gemessen wird, hdngt von der
Konzentration der Luciferaseenzyme ab und ermoglicht die quantitative Bestimmung des
Expressionslevels des Reportergens.

Die Bestimmung der Reportergenaktivitit erfolgte unter Verwendung des Luciferase
Reporter Assay Systems der Firma Promega. Nach stabiler Transfektion (siehe 3.2.10) und
Stimulation (3.2.12) wurden die CMT-93, A549 oder THP-1 Zellen geerntet und die
Aktivitét der Firefly-Luciferase mit dem Luminometer Glomax™ (Promega) gemessen. Die
Aufbereitung der Zellen und die Durchfiihrung des Luciferase Assays fanden nach Angaben

des Herstellers statt.

3.2.7 Zellkulturbedingungen

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden stets unter Verwendung steriler Reagenzien und
Arbeitsmaterialien unter der Sterilbank HERAsafe® 2030i (Thermo Fisher Scientific)
durchgefiihrt. Die verwendeten Zelllinien und Primérzellkulturen wurden mit den
entsprechenden Medien bei einer Temperatur von 37°C, einer CO2-Konzentration von 5%
und einer Luftfeuchtigkeit von 95% im Begasungsbrutschrank HERAcell 2401 (Thermo
Fisher Scientific) kultiviert. Die Zelllinien wurden zwei- bis dreimal wochentlich je nach
Zelldichte in einem Verhéltnis von 1:5 bis 1:20 geteilt. Hierfiir wurden adhérente Zellen
mittels Trypsin/EDTA-Losung vom Boden der Kulturflaschen geldst und in frischem
Medium aufgenommen. Die Zellen wurden bei 300g fiir Smin bei RT zentrifugiert und das
Zellpellet in der bendtigten Losung resuspendiert. Um Zellkulturiiberstinde zu gewinnen,
wurden die Zellen bei 3200g fiir 10min und 4°C abzentrifugiert und das Zellpellet

verworfen.

3.2.8 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Zur langfristigen Lagerung der Zellen in fliissigem Stickstoff wurden diese fiir Smin bei
300g und 4°C pelletiert und in einer Konzentration von ca. 1 x 10% Zellen/ml in kaltem
Einfriermedium (50% RPMI 1640, 40% FKS und 10% DMSO) resuspendiert. AnschlieBend
wurden Aliquots zu je 1ml in Kryordhrchen iiberfiihrt und in einem Mr. Frosty™ Freezing
Container (Thermo Fisher Scientific) bei -80°C tiefgefroren. Nach einigen Tagen wurden

die so behandelten Zellen in den Stickstofftank uberfiuhrt und aufbewahrt.
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Um tiefgefrorene Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurde ein Kryordhrchen der
gewiinschten Zelllinie im 37°C-Wasserbad moglichst schnell aufgetaut und die
Zellsuspension in ein Falcon-Rohrchen mit kaltem Medium pipettiert. Nach einem
Waschschritt mit Medium zur Entfernung des giftigen DMSO wurde das Zellpellet in

frischem Medium resuspendiert und in eine Kulturflasche iiberfiihrt.

3.2.9 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Anzahl lebender Zellen wurde mittels Trypanblau-Ausschlusstest in einer Neubauer-
Zahlkammer (Brand) mikroskopisch bestimmt. Dazu wurden die Zellen zumeist in einem
Verhiltnis von 1:10 mit Trypanblauldosung verdiinnt und auf die Zahlkammer aufgetragen.
Tote Zellen wurden dabei blau gefarbt. Die Zahl an lebenden Zellen, welche nicht durch
Trypanblauldsung angefarbt waren, wurde mikroskopisch ermittelt. Ausgezahlt wurden vier
groBe Quadrate mit jeweils 16 Kleinquadraten, ein Mittelwert gebildet und die

Zellkonzentration nach folgender Formel bestimmt:

Mittelwert der Zellzahl pro GroBquadrat x Verdiinnungsfaktor x 10* = Zellzahl/ml

3.2.10 Stabile Transfektion

Zur Transfektion von Zellen mit Plasmid-DNA wurde das Transfektionsreagenz
Metafectene (CMT-93, THP-1) oder Lipofectamin LTX (A549) nach Herstellerangaben
verwendet. Hierfiir wurden die Zellen in 6-Well-Platten in einer Konzentration von 4 x 10°
Zellen pro Well in 2ml Medium kultiviert und iiber Nacht im Brutschrank HERAcell 2401
(Thermo Fisher Scientific) zum Adhérieren inkubiert. Am nichsten Tag wurde nach einem
Mediumwechsel die Transfektion der Zellen mit 2ug DNA durchgefiihrt. Das Medium
wurde 4h nach der Transfektion erneuert. Zur Selektion der Zellen wurde das Medium 24h

nach der Transfektion durch ein Antibiotikum-haltiges Medium ersetzt.

3.2.11 Generierung von humanen peripheral blood-derived macrophages (PBM)

Die Elutration von peripherer mononukledre Blutzellen (PBMC) sowie die Reifung zu
primdren humanen peripheren Blutmakrophagen (peripheral blood-derived macrophages,
PBM) wurde freundlicherweise mit der Unterstiitzung der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Marina Kreutz (Molekulare Onkologie, Klinik und Poliklinik fiir Innere Medizin III,

Universitéitsklinikum Regensburg) durchgefiihrt.
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3.2.12 Stimulierungen
Fiir Stimulierungen in 12-Well-Platten wurden 3 x 10° Zellen pro Well in 1ml ausgesiit, fiir
Stimulierungen in 96-Well-Platten wurden 1 x 10* Zellen in 100ul ausgesit. Nach Ruhen

der Zellen liber Nacht wurde ein Mediumwechsel vorgenommen.

3.2.12.1 Stimulierung mit kurzkettigen Fettsiuren
Die Stimulierung von CMT-93, THP-1 und A549 Zellen erfolgte fiir 48h bzw. 24h bei
PBMs, wobei CMT-93 und A549 Zellen mit 10mM und THP-1 Zellen und PBMs mit SmM

Natrium Acetat, Natrium Butyrat oder Natrium Propionat stimuliert wurden.

3.2.12.2 Induktion einer Kreuztoleranz in vitro

Zur Untersuchung der Rolle von kurzkettigen Fettsduren (SCFA) in der Kreuztoleranz in
vitro, wurden Zellen mit SCFA (siehe 3.2.12.1) oder dem IFNAR2-Liganden RO8191
vorstimuliert und anschlieend mit einem TLR-Liganden restimuliert. Die niedermolekulare
Verbindung RO8191 wurde in einer Konzentration von 10uM eingesetzt.

Als Kontrolle wurden CMT-93, A549 und THP-1 Zellen 48h mit 200ng/ml LPS oder
50ng/ml Pam3CSK4 vorstimuliert. PBM wurden 24h entweder mit 0,Ing/ml LPS oder
10ng/ml Pam3CSK4 vorstimuliert.

Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die Zellen mit verschiedenen TLR-Liganden, wie
lpug/ml LPS fiir CMT-93, THP-1 und A549 Zellen bzw. Ing/ml fiir PBM oder 250ng/ml
bzw. 50pg/ml Pam3CSK4, fir weitere 2h (CMT-93, A549, THP1-Zellen) oder 4h (PBM)
restimuliert. Bis zur Durchfilhrung eines entsprechenden ELISA (3.2.5) wurden die
Uberstinde bei -20°C gelagert. Zur Lyse der Zellen werden diese einmal mit PBS
gewaschen, anschliefend in RLT Puffer (Analytik Jena) lysiert und bis zur RNA Isolation
bei -80°C weggefroren.

3.2.12.3 Einsatz verschiedener Inhibitoren

Fir eine differenzierte Analyse moglicher Signalmechanismen von SCFA kamen
unterschiedliche Inhibitoren zum Einsatz.

Zur Inhibierung der Signalweiterleitung iiber G Protein-gekoppelter Rezeptoren wurde zum
einen das Pertussis Toxin (PTX) (List Biological Laboratories) verwendet und zum anderen
YM-254890 (Biomol). PTX katalysiert die ADP-Ribosylierung der o-Einheit des

Gi/o-Protein-Komplexes und unterbindet somit dessen Anlagerung an den Rezeptor (Burns
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1988). YM-254890 ist ein selektiver Inhibitor des Gg/11-vermittelten Signalwegs. Die Zellen
wurden 2h mit 100ng/ml PTX oder 15min mit 1pM YM-254890 vorinkubiert, gewaschen
und wie unter 3.2.12.1 stimuliert.

Ein anderer Inhibitor in dieser Arbeit war Ruxolitinib, ein selektiver Inhibitor fiir JAK1/2.

Die Zellen wurden mit 1uM fiir 1h vorinkubiert und darauthin wie unter 3.2.12.1 stimuliert.

3.2.13 Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf der Charakterisierung einzelner Zellen in
Zellsuspensionen. Die Zellen werden hierfiir separat in einem Fliissigkeitsstrom an Lasern
vorbeigeleitet. Durch das Vorwirtsstreulicht (FSC = Forward scatter) kann eine Aussage
iber die Grofe, durch das Seitwértsstreulicht (SSC = Side scatter) {iber die Granularitit der
Zellen getroffen werden. Auch Oberflicheneigenschaften sowie die intrazelluldre
Zusammensetzung einzelner Zellen konnen durch Fluoreszenzmarkierung von Oberfléchen-
und intrazelluldren  Strukturen charakterisiert ~werden. Die  Anregung der
Fluoreszenzfarbstoffe durch einen Laserstrahl fithrt dabei zur Emission einer bestimmten
Wellenldange. Fiir jeden unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoff erhdlt man somit ein
spezifisches Signal.

Die durchflusszytometrische Analyse der Zellen wurde an einem BD FACSCelesta™ oder
an einem BD FACSymphony™ A5 SORP Durchflusszytometer (BD Biosciences)
durchgefiihrt. Die Auswertung der FACS-Daten erfolgte mit dem Programm FlowlJo.

Die Antikorperfarbung wurde mit entsprechender Verdiinnung in 96-Well Rundboden
Platten durchgefiihrt. Das Farbevolumen betrug 50ul und gewaschen wurden die Zellen nach

der Farbung zweimal mit FACS-Puffer.

3.3 Tierexperimentelle Methoden

3.3.1 Tierhaltung
Alle verwendeten Tiere waren entsprechend den Haltungsvorschriften untergebracht, hatten
einen 12h Hell-Dunkel Rhythmus und erhielten die speziesspezifische Standarddidt und

Leitungswasser ad libitum.
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3.3.2 Organentnahmen
Fiir eine Organentnahme wurden die Miuse durch zervikale Dislokation getdtet. Vor dem
Offnen des Bauchraums, wurden die Tiere mit 70%igem Ethanol desinfiziert und

anschliefend das Kolon entfernt und fiir weitere Analysen (siehe 3.1.2und 3.1.4) prozessiert.

3.4 Histologische Methoden

3.4.1 Immunhistochemische Firbung
Das zu untersuchende Gewebe wurde in Paraffin eingebettet und Schnitte mit 3um Dicke
angefertigt. Die immunhistochemische Farbung wurde mit Hilfe des Institutes fiir Pathologie

(Prof. Dr. Matthias Evert, Universitatsklinikum Regensburg) durchgefiihrt.

3.5 Infektion mit VSV basierten Replikon Partikel

3.5.1 VSV*AG(Luc)-Replikon Partikel

Das rekombinante VSV*AG(Luc)-Replikon Partikel basiert auf dem Vesikuldren Stomatitis-
Virus (einzelstrangiger RNA Virus) und kodiert fiir die firefly Luciferase und das enhanced
greenfluorescent protein (GFP). Uber diese zwei Reportergene ist eine Quantifizierung der
Virusinfektion moglich. AuBlerdem fehlt dem VSV*AG(Luc)-Replikon Partikel das
Glykoprotein (G)-Gen. Somit kénnen die die entsprechenden Zielzellen nur einmal
infizieren und es werden keine infektiosen VSV*AG(Luc)-Replikon Partikel neu produziert.
Die VSV*AG(Luc)-Replikon Partikel wurden freundlicherweise von PD Dr. Gert Zimmer

(Institut fiir Virologie und Immunologie, Universitdt Bern) zur Verfligung gestellt.

3.5.2 Infektion mit dem VSV*AG(Luc)-Replikon

Fiir eine Analyse des Einflusses von SCFA auf eine Virusinfektion wurden Zellen mit dem
rekombinante VSV*AG(Luc)-Replikon infiziert. Vor der Infektion wurden 4 x 10* Zellen in
eine Incucyte ImageLock 96-Well Platte ausgesit und die Zellen wie in 3.2.12.1 beschrieben
stimuliert. Als positiv Kontrolle diente 10U/ml IFN Typ I. Die Zellen wurden mit PBS
gewaschen und anschlieend mit einem Verhiltnis von Zelle zu Partikel von 1:5 (MOI=5)
in einem Volumen von 40ul infiziert. Nach 1h Inkubationszeit wurden 60ul des
entsprechendem Medium zugegeben und die Infektion fiir 24h mit Hilfe des Incucyte-
Systems analysiert. Hier wurden stiindlich Fotos iiber 2 verschiedene Kanéle aufgenommen:
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Phasenkontrast Filter und Fluoreszenz Filter (400-480nm) zur Detektion des GFP

Reportergens. Nach 24h wurden die Zellen in einem Luciferase Assay (3.2.6) analysiert.

3.6 Statistik

Alle statistischen Analysen erfolgten mit Hilfe des Programms GraphPad Prism Version 7
unter Verwendung des Mann-Whitney-U-Tests. Die Ergebnisse aus Experimenten sind als
Mittelwerte + Standardabweichungen (SD) angegeben und Werte von p < 0,05 wurden als

statistisch signifikant angesehen und mit * gekennzeichnet.
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4 [Ergebnisse

Aufbauend auf vorangegangene Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe, war das Ziel der
vorliegenden Arbeit, den Einfluss von bakteriellen Metaboliten, insbesondere der SCFA, auf
die angeborene Immunreaktion zu untersuchen. Hierbei gliedert sich die Arbeit in drei
Hauptteile.

1) In der hReg3a transgenen Mauslinie, welche das humane antimikrobielle Peptid hReg3a
in einer Vielzahl von Geweben und Organen iiberexprimiert, wurde mittels 16S rRNA
Sequenzierung und Phyla-spezifischer quantitativer RT-PCR eine Verdnderung in der
mikrobiellen Diversitit des Darmmikrobioms festgestellt. Durch die transgene Expression
von hReg3a kommt es zu einer Abnahme der gram-positiven Phyla der Firmicutes und zur
Zunahme der gram-negativen Phyla der Verrucomicrobia. Diese Verdnderung in der
mikrobiellen Diversitdt korreliert mit verdnderten Konzentrationen an bakteriellen
Metaboliten in den hReg3a transgenen Tieren im Vergleich zu Wildtyp Tieren. In den
transgenen Miusen kam es zu einer erhdhten Expression von interferon stimualted genes
(ISG). Ob diese verdnderte Genexpression in Zusammenhang mit den veridnderten Mengen
an SCFA steht und welche Auswirkungen die verdnderte Genexpression auf den Organismus
hat, wurde in verschiedenen in vitro Experimenten untersucht.

2) Die Stimulation von Epithelzellen, monozytérer Zellen und Makrophagen mit Butyrat und
Propionat fiihrte zu einer Induktion der Expression der IFIT-Genfamilie. Es wurden die
Auswirkungen dieser Genexpression auf verschiedene Zellen untersucht. Die Induktion der
Genexpression von ISG durch Propionat lduft iber den G-Protein-gekoppelten Rezeptor
FFAR2/Gag11-Signalweg in einer IFN-abhidngigen Weise. Interessanterweise konnte
gezeigt werden, dass durch die Stimulation mit der kurzkettigen Fettsédure Propionat und der
dadurch resultierenden Genexpression, eine Toleranz gegeniiber TLR4 (LPS) und TLR1/2
(Pam3CSK4) induziert werden kann. Die IFIT Genfamilie, die liber Propionat induziert
werden kann, scheint in der Regulation der proinflammatorischen Zytokinantwort beteiligt
Zu sein.

3) Sowohl in Epithelzellen als auch in monozytéren Zellen und Makrophagen wurde eine
antivirale Aktivitit durch die Stimulation mit Propionat festgestellt. Wie oben erwdhnt
induziert die Behandlung mit Propionat die Expression von ISG. Neben den bereits
beschriebenen IFIT Genfamilie werden weiter Gene wie ISG15, MX1 oder OASL2 erhoht
exprimiert. All diese Gene sind bekannt fiir ihre antivirale Wirkung. In einem Modelsystem

wurde die antivirale Wirkung von Propionat untersucht und nachgewiesen. Nach der
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Infektion mit VSV*AG(Luc)-Replikon Partikeln, war eine signifikant geringere

Virusinfektion in Zellen, die mit Propionat vorbehandelt wurden gemessen.
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4.1 Charakterisierung der hReg3a transgenen Mauslinie

Eine wichtige Funktion der Reg3-Proteine zur Aufrechterhaltung der Darmbarriere ist die
Abwehr gegen Mikroorganismen. Die Expression des anitmikrobiellen Peptids hReg3a und
des Orthologs der Maus mReg3y, wird unter anderem induziert durch bakterielle Besiedlung
oder entziindliche Darmerkrankungen (82). Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hehlgans (RCI,
Regensburg) hat eine transgene Mauslinie generiert, die humanes Reg3a ubiquitér

tiberexprimiert.

4.1.1 Nachweis der hReg3a Expression auf Proteinebene in Darmepithelzellen von
hReg3a transgenen Miusen
Humane Reg3a transgene Méause exprimieren hReg3a in einer Vielzahl von Organen und
Geweben auf RNA Ebene (Daten nicht gezeigt). Um die Expression von hReg3a auf
Proteinebene nachzuweisen wurden Epithelzellen aus hReg3o transgenen Méiusen
immunhistochemisch auf die Expression von hReg3a untersucht und mit entsprechenden
Proben aus Wildtyp Miusen (WT) verglichen. Die immunhistochemische Analyse von
Dickdarmschnitten zeigt eine deutliche Expression von hReg3a in den transgenen Méusen

im Vergleich zu WT-Madusen (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Immunhistochemische Untersuchung der hReg3a Expression im Dickdarm von Reg3a transgenen

Miusen.

Anti-hReg3a-Féarbung in Paraffinschnitten des Dickdarms von einer hReg3a transgenen Maus im Vergleich zu einer
Wildtyp Maus. Nach Entnahme der Gewebeproben wurde das Gewebe in Paraffin konserviert. AnschlieSend erfolgte die
Anfertigung von 3pm Schnitten und eine Farbung mit einem anti-hReg3a-Antikorper. Die Signalentwicklung (braune
Férbung) erfolgte mit einem Peroxidase-konjugierten sekundéren Antikorper. Die Zellkerne wurden mit Himatoxylin blau
angefarbt. Vergroferung 160x.

4.1.2 Verinderte mikrobielle Diversitiit in hReg3a transgenen Méusen

Interessanterweise wurde festgestellt, dass die transgenen Mause durch die Expression von
hReg3a ein verdndertes Mikrobiom im Vergleich zu Wildtyp Mausen aufweisen. Sowohl
mittels quantitativer RT-PCR (Abbildung 6), als auch mittels Next Generation Sequencing

(in Kooperation mit Prof. Dr. Wulf Schneider, Lehrstuhl fiir Krankenhaushygiene,
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Universitétsklinikum Regensburg) konnte eine Verdnderung in der Zusammensetzung der
bakteriellen Diversitét (auf Ebene der bakteriellen Phyla) detektiert werden. Die Mitglieder
der Reg III Familie binden an Peptidoglykan und wirken dadurch antimikrobiell spezifisch
gegen gram-positive Bakterien (45, 83). In den transgenen Maiusen scheint es durch die
Uberexpression von hReg3a zu einer signifikanten Abnahme des gram-positiven Stammes
der Firmicutes (Abbildung 6 A) und zu einer signifikanten Zunahme des gram-negativen

Stammes der Verrucomicrobia (Abbildung 6 B) zu kommen.
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Abbildung 6: Verinderte mikrobielle Diversitit in hReg3atg Miusen verglichen zu Wildtyp Miusen.

Aus dem Dickdarm von hReg3a transgenen (hReg3atg) Méausen und Wildtyp Méusen wurde Kot entnommen und daraus
die gDNA isoliert. Der Nachweis der bakteriellen Phyla (A) Firmicutes und (B) Verrucomicrobia erfolgte mittel
quantitativer PCR. Die Ergebnisse sind relativ zur Wildtyp Kontrolle dargestellt. Die Daten sind représentativ fiir

mindestens drei unabhéngige Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt.
Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Auch mittels 16S rRNA Sequenzierung (Illumina MiSeq), konnte gezeigt werden, dass der
Stamm der gram-positiven Firmicutes (Abbildung 7 A) abnimmt, wéhrend es zu einer
Zunahme des Stammes der gram-negativen Verrucomicrobia (Abbildung 7 B) kommt. Die
Menge der gram-negativen Bacteroidetes und Proteobacteria ist in den Wildtyp Miusen
und hReg3a transgenen Mdusen unveridndert. Unter Sonstige fallen z.B. Defferibacteres,

Tenericutes oder Cyanobacteria.
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A

Wildtyp Maus

Proteobacteria 3% Sonstige 5,5%

Verrucomicrobia 1,5%

Firmicutes 23% Bacteroidetes 67%

B

hReg3a transgene Maus

ML\”%\ Sonstige 5,5%

Verrucomicrobia 10%

Firmicutes 15% Bacteroidetes 67%

Abbildung 7: Wildtyp Miuse und hReg3o transgene Miuse zeigen eine verinderte Zusammensetzung der
Darmmikrobiota.

Zusammensetzung der Darmmikrobiota von Stuhlproben aus (A) Wildtyp Méusen und (B) hReg3a transgenen Miusen,
wurde mittels 16S rRNA Sequenzierung analysiert. Die Kreisdiagramme zeigen die Verteilung auf Phylum-Ebene. Es
wurden die Daten von je zehn Méusen gemittelt. Die Daten sind reprisentativ fiir mindestens zwei unabhingige
Experimente.

4.1.3 Erhohte Expression von Interferon stimulierten Genen (ISG) in primiiren
intestinalen Epithelzellen von hReg3atg Méusen
Aus dem Dickdarm transgener hReg3a Maédusen sowie aus Wildtyp Méusen wurden
intestinale Epithelzellen (IEC) isoliert, RNA prépariert und in Zusammenarbeit mit dem
Kompetenzzetrum fiir Fluoreszente Bioanalytik, BioPark Regensburg mittels eines
Affymetrix GeneChip Microarrays eine Expressionsanalyse erstellt. Das Ergebnis zeigt eine
starke Induktion der Expression von ISG in hReg3a transgenen Méusen im Vergleich zu
Wildtyp Mausen. Zum Beispiel konnte eine 15fach erhohte Expression von Ifitl in den

hReg3atg Méusen verglichen zu Wildtyp Méusen detektiert werden. (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Genexpressionsanalyse von IEC aus hReg3atg Miusen im Vergleich zu Wildtyp Miusen.

RNA wurde aus intestinalen Epithelzellen von Wildtyp Méusen und hReg3a transgenen Méusen isoliert und eine
Expressionsanalyse mittels eines Affymetrix GeneChip Microarrays durchgefiihrt. Die Abbildung zeigt zehn Gene, deren
Expression am stérksten in den hReg3a transgenen Méusen im Vergleich zu Wildtyp Méusen hochreguliert sind.

Um auszuschlieBen, dass die Induktion der ISG nicht durch eine Infektion der Reg3a
transgenen Mauslinie hervorgerufen ist, wurden mehrere ,,Sentinal Méuse der hReg3a
transgenen Mauslinie und der C57BL/6N Mauslinie aus der Zuchtbarriere bei Charles River
nach FELASA Protokoll auf bakterielle und virale Infektionen untersucht. Alle Mduse waren
negativ auf die getesteten Erreger.

Um die in der Expressionsanalyse erhaltenen Ergebnisse zu bestitigen, wurde die
Expression einzelner ISG in [EC mittels quantitativer RT-PCR analysiert. Sowohl die
Expression aller Mitglieder der murinen IFIT-Genfamilie (Ifitl, Ifit2, Ifit3) als auch weiterer
ISGs, wie Isgl5 und Oasl2 ist in den IECs der hReg3atg Méusen, verglichen zu der
Expression in den IECs der Wildtyp Méusen, signifikant erhoht (Abbildung 9).
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Abbildung 9: ISG Expression in intestinalen Epithelzellen transgener hReg3a Miiuse.

Die RNA Intestinaler Epithelzellen wurden aus dem Kolon von transgenen hReg3a Méusen und Wildtyp Méausen isoliert
und in cDNA umgeschrieben. Der Nachweis der (A) Ifitl mRNA (B) lift2 mRNA (C) Ifit3 mRNA (D) Isgl5 mRNA und
(E) Oasl2 mRNA erfolgte mittels quantitativer RT-PCR. Die Ergebnisse sind relativ zur Wildtyp Kontrolle dargestellt. Die
Daten sind reprasentativ fiir mindestens zwei unabhéngige Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-
Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert £ SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant

angesehen.

Interessanterweise konnte in vorangegangenen Versuchen gezeigt werden, dass die
verdnderte mikrobielle Diversitit in den hReg3a transgenen Tieren einher geht mit
Veridnderungen in den Konzentrationen an kurzkettigen Fettsduren (SCFA). Es konnte
nachgewiesen werden, dass die Konzentration von Acetat und Butyrat im Dickdarm von
hReg3a transgenen Mausen reduziert ist im Vergleich zu Wildtyp Mausen. Demgegeniiber
ist die Propionat Konzentration im Darm der hReg3a transgenen Méusen im Vergleich zu

Wildtyp Méusen stark erhoht (Daten nicht gezeigt).
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4.2 Induktion von ISG und deren Auswirkung auf das angeborene

Immunsystem

Um herauszufinden in wie weit kurzkettige Fettsduren (SCFA) in der Lage sind die
Expression von ISG zu induzieren wurden humane und murine Epithelzellen und
Makrophagen mit Acetat, Propionat und Butyrat stimuliert und die Expression von ISG

analysiert.

4.2.1 Kurzkettige Fettsduren induzieren die Ifit-Genexpression in CMT-93 Zellen
Um den Einfluss von SCFA auf die Genexpression der Zellen des Dickdarms in vitro zu
untersuchen, diente die murine intestinale Epithelzelllinie CMT-93.

Wie in Abbildung 10 gezeigt, wird die Expression von Ifitl (A), Ifit2 (B) und Ifit3 (C) in

CMT-93 Zellen nach einer Stimulation mit Propionat signifikant induziert.
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Abbildung 10: Kurzkettige Fettsduren induzieren die Expression von Ifitl, Ifit2 und Ifit3.

CMT-93 Zellen wurden 48h mit 10mM Natrium Acetat, Natrium Propionat oder Natrium Butyrat stimuliert. Der Nachweis
der (A) Ifitl mRNA (B) lift2 mRNA und (C) Ifit3 mRNA erfolgte mittels quantitativer RT-PCR. Die Ergebnisse sind
relativ zur Aktivitdt der nicht-stimulierten Kontrolle dargestellt. Die Daten sind reprisentativ fiir mindestens vier
unabhingige Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind
als Mittelwert = SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Butyrat induziert ebenfalls die Ifitl Expression in CMT-93 Zellen, wohingegen Acetat die
Genexpression der Ifit-Familie kaum zu induzieren scheint. Wie bereits erwéhnt, ist bekannt,
dass die Expression der Ifit-Genfamilie durch IFN Typ III induziert werden kann.

Nun wurde der unmittelbare Einfluss von Propionat auf die Ifitl-Promotor-Aktivitdt im
Reportergenassay und iiber eine FACS Analyse untersucht. CMT-93 Zellen wurden stabil
mit dem Ifit]-Promotor Firefly-Luciferase/eGFP Plasmid transfiziert und 48h mit Propionat

oder IFNA stimuliert. AnschlieBend wurde einerseits die Aktivitiat der Luciferase, deren
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Bildung unter dem Einfluss des Ifitl-Promotors steht, und andererseits die GFP Expression

ermittelt.
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Abbildung 11: Einfluss von Propionat auf Ifitl-Reportergenaktivitit in CMT-93 Zellen.

CMT-93 Zellen wurden stabil mit dem Ifitl-Promotor Firefly-Luciferase/eGFP Plasmid transfiziert und 48h mit 10mM
Natrium Propionat oder 1ng/ml IFNA stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen (A) auf eGFP Expression hin im FACS
analysiert. (B) Anhand der eGFP Expression wurde die MFI bestimmt. (C) Die Zellen wurden nach Stimulation lysiert und
auf ihre Luciferase-Aktivitdt hin untersucht. Die Ergebnisse sind relativ zur Aktivitdt der nicht-stimulierten Kontrolle
dargestellt. Die Daten sind reprasentativ fiir mindestens drei unabhingige Experimente; die statistische Analyse wurde mit
dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch
signifikant angesehen.

Die Stimulation mit Propionat filihrte, wie die Behandlung mit IFNA, zur
Ifit1-Promotoraktivierung und der daraus resultierenden signifikanten Erh6hung der eGFP
Expression (Abbildung 11 A und B) und der Luciferase-Aktivitit (Abbildung 11 C) im

Vergleich zur nicht-stimulierten Kontrolle.

4.2.2 Kurzkettige Fettsduren induzieren die IFIT-Genexpression in A549 Zellen
Das Ergebnis, dass die Expression bestimmter ISG (IFIT1-3) in murinen Zellen durch
kurzkettige Fettsduren induziert wird, sollte auch unter Verwendung von humanen Zellen

getestet werden. Hierfiir wurde die humane Lungenepithelzelllinie A549 verwendet. Bislang
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konnte die Induktion humaner ISGs nur nach Stimulation mit IFN und PAMP oder durch
Virus Infektionen gezeigt werden. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Stimulation der
humanen A549 Zelllinie mit Propionat und Butyrat die Expression eines ISRE-Luciferase-
Reportergens induziert. Dies konnte flir die Stimulierung mit Acetat nicht nachgewiesen
werden (Abbildung 12). Diese Ergebnisse weisen auf eine Aktivierung des IFN-induzierten
JAK/STAT-Signalwegs in diesen Zellen hin. IFN initiiert eine Signalkaskade, die zur
Induktion einer Untergruppe von Genen fiihrt, die als ISG bezeichnet werden. Diese

Induktion wird durch ein spezifisches DNA-bindendes Element vermittelt, das als /FN-

stimulated response element (ISRE) bezeichnet wird (84).
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Abbildung 12:Einfluss von kurzkettigen Fettsiuren auf ISRE-Reportergenaktivitiit in A549 Zellen.

AS549 Zellen wurden stabil mit dem ISRE-IFNa/B-Reporter transfiziert und fiir 48h mit kurzkettigen Fettsduren stimuliert.
AnschlieBend wurden die Zellen auf ihr Reportergenaktivitit mittels Luciferase Assay untersucht. Die Ergebnisse sind
relativ zur Aktivitdt der nicht-stimulierten Kontrolle dargestellt. Die Daten sind reprisentativ fiir mindestens drei
unabhingige Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind
als Mittelwert + SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Dariiber hinaus wurde die Expression von IFIT1 und IFIT2 nach Propionat Behandlung in
A549 Zellen signifikant induziert (Abbildung 13 A und B). Im Gegensatz dazu scheint
Propionat die IFIT3 Expression auf mRNA Ebene in A549 Zellen nicht zu induzieren

(Abbildung 13 C).
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Abbildung 13: Induktion der IFIT Expression nach Stimulation mit kurzkettigen Fettsiiuren in A549 Zellen.

A549 Zellen wurden 48h mit Natrium Acetat, Natrium Propionat oder Natrium Butyrat stimuliert. Der Nachweis der (A)
IFIT1 mRNA (B) I[FIT2 mRNA und (C) IFIT3 mRNA erfolgte mittels quantitativer RT-PCR. Die Ergebnisse sind relativ
zur Aktivitdt der nicht-stimulierten Kontrolle dargestellt. Die Daten sind représentativ fiir mindestens zwei unabhingige
Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert
+ SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. (D) Western-Blot-Analyse der IFIT1-
Proteinexpression in A549 Zellen nach 16-stiindiger Propionat-Behandlung. Als interne Ladekontrolle diente 3-Actin. Die
Daten sind représentativ fiir vier unabhéngige Experimente.

Um die IFIT1 Proteinexpression in den humanen Epithelzellen zu untersuchen, wurde ein
monoklonales Antiserum gegen humanes IFIT1 verwendet und die IFIT1 Expression nach
Propionat Behandlung analysiert. Propionat fiihrt zu einer Induktion der IFIT1 Expression
auch auf Proteinebene in A549 Zellen (Abbildung 13 D), was die Ergebnisse der mRNA

Expressionsanalyse bestitigt.

4.2.3 Kurzkettige Fettsduren induzieren die IFIT-Genexpression in THP-1 Zellen

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass auch THP-1 Zellen, eine humane
monozytére Zelllinie, nach Propionat Stimulation IFIT1, IFIT2 und IFIT3 hochregulieren.
Nach einer Behandlung mit Butyrat induzierten die Zellen IFIT1 wohingegen Acetat in den
THP-1 Zellen keine IFIT Expression induziert. Die Induktion der IFIT1 Expression durch
Propionat konnte nicht nur auf mRNA Ebene gezeigt werden (Abbildung 14 A-C) sondern
auch auf Proteinebene. Mittels eines monoklonalen Antiserums gegen humanes IFIT1
konnte eine Induktion der IFIT1 Expression nach Stimulierung mit Propionat detektiert

werden (Abbildung 14 D).
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Abbildung 14: Induktion der IFIT Expression nach Stimulation mit kurzkettigen Fettsduren in THP-1 Zellen.
THP-1 Zellen wurden 48h mit SmM Natrium Acetat, Natrium Propionat oder Natrium Butyrat stimuliert. Der Nachweis
der (A) IFIT1 mRNA (B) IFIT2 mRNA und (C) IFIT3 mRNA erfolgte mittels quantitativer RT-PCR. Die Ergebnisse sind
relativ zur Aktivitdt der nicht-stimulierten Kontrolle dargestellt. Die Daten sind représentativ fiir mindestens zwei
unabhingige Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind
als Mittelwert = SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. (D) Western-Blot-Analyse der
IFIT1-Proteinexpression in THP-1 Zellen nach 16-stiindiger Propionat-Behandlung. Als interne Ladekontrolle diente -
Actin.

Des Weitern konnte, wie in der Epithelzelllinie A549, gezeigt werden, dass Propionat die
Expression eines ISRE-abhingigen Luciferase-Reportergens induziert, was auf eine
Aktivierung des IFN-induzierten JAK/STAT-Signalwegs auch in diesen Zellen hinweist
(Abbildung 15 A). Dariiber hinaus induziert die Stimulation von THP-1 Zellen mit Propionat
die Phosphorylierung von Signal Transduced and Activator of Transcription 2 (STAT2),
einem charakteristischen Signaltransduktor, der nach IFN Rezeptor Typ I- und Typ III-
vermittelter Signalgebung durch rezeptorassoziierte Kinasen phosphoryliert wird
(Abbildung 15 B) (85). Diese Daten unterstiitzen unsere Annahme, dass Propionat die IFIT

Expression in einer IFN-abhédngigen Weise in verschiedenen Zelltypen induziert.
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Abbildung 15: Induktion der Ifitl Expression durch Propionat ist IFN-abhéingig.

(A) THP-1 Zellen wurden stabil mit dem ISRE-IFNo/B-Reporter transfiziert und fiir 48h mit SmM Propionat stimuliert.
Anschlieend wurden die Zellen auf ihr Reportergenaktivitit mittels Luciferase Assay untersucht. Die Ergebnisse sind
relativ zur Aktivitdt der nicht-stimulierten Kontrolle dargestellt. Die Daten sind représentativ fiir mindestens zwei
unabhingige Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind
als Mittelwert = SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. (B) Western-Blot-Analyse der
phosphorylierten STAT2-Proteinexpression in THP-1 Zellen nach 16-stiindiger Propionat-Behandlung. IFN Typ I diente
als Positivkontrolle. Als interne Ladekontrolle diente B-Actin.

4.2.4 Kurzkettige Fettsduren induzieren Typ I und Typ III IFN

Aus den bisher erhalten Daten stellt sich die Frage, in wie weit eine SCFA induzierte
Expression von ISG iiber eine induzierte Expression von IFN Typ I und Typ III vermittelt
wird. Dementsprechend wurden CMT-93 Zellen und A549 Zellen mit kurzkettigen
Fettsduren stimuliert und die Genexpression von IFNa und IFNA und deren Rezeptoren
analysiert. Tatsdchlich konnten wir zeigen, dass Propionat und Butyrat zu einer signifikanten
Erhohung der Expression von IFN Typ III und dessen Rezeptor IL28RA in CMT-93 und
AS549 Zellen fiihrt. Acetat hingegen konnte die IL28RA Expression in CMT-93 Zellen kaum
induzieren (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Propionat und Butyrat induzieren Typ III IFN und dessen Rezeptor IL28RA.

(A und B) CMT-93 Zellen und (C und D) A549 Zellen wurden 48h mit Natrium Acetat, Natrium Propionat oder Natrium
Butyrat stimuliert. Der Nachweis der (A und C) IFNA mRNA und (B und D) IL28RA mRNA erfolgte mittels quantitativer
RT-PCR. Die Ergebnisse sind relativ zur Aktivitét der nicht-stimulierten Kontrolle dargestellt. Die Daten sind représentativ
flir mindestens drei unabhéngige Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test
durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

In THP-1 Zellen konnte die Induktion der Expression von IFNa nach Propionat Behandlung
nachgewiesen werden. Acetat und Butyrat hingegen induzierten die Expression von IFN

Type I nicht signifikant im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Propionat induziert Type I IFN in THP-1 Zellen.

THP-1 Zellen wurden 48h mit Natrium Acetat, Natrium Propionat oder Natrium Butyrat stimuliert. Der Nachweis der [IFNa
mRNA erfolgte mittels quantitativer RT-PCR. Die Ergebnisse sind relativ zur Aktivitdt der nicht-stimulierten Kontrolle
dargestellt. Die Daten sind représentativ fiir mindestens zwei unabhdngige Experimente; die statistische Analyse wurde mit
dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch
signifikant angesehen.

4.2.5 Kurzkettige Fettsduren induzieren die IFIT-Genexpression in PBM

Um zu testen, ob auch primére Zellen myeloischen Ursprungs die Expression von IFIT1,
IFIT2 oder IFIT3 nach Behandlung mit kurzkettigen Fettsduren hochregulieren, testeten wir
primire humane Makrophagen, die sieben Tage aus peripheren Blutmonozyten differenziert

wurden (periphere Blutmakrophagen, PBM, Abbildung 18).
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Abbildung 18: FACS Analyse von peripheren Blutmakrophagen.

lebende Zellen

Periphere Blutmonozyten wurden wie in 3.2.11 beschrieben generiert. An Tag 7 wurden die Makrophagen mittels FACS
analysiert. Lebende, CD11b+ und HLA-DR+ Zellen wurden fiir weiter Stimulierungsexperiment eingesetzt.

Interessanterweise konnte die Induktion der IFIT1, IFIT2 und IFIT3 Expression nach

Behandlung mit Propionat oder Butyrat auch in humanen peripheren Blutmakrophagen

(PBM) gezeigt werden. Acetat hingegen induziert die IFIT Genexpression nicht (Abbildung

19).
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Abbildung 19: Induktion der IFIT Expression nach Stimulation mit kurzkettigen Fettsduren in PBM.

PBM wurden 24h mit SmM Natrium Acetat, Natrium Propionat oder Natrium Butyrat stimuliert. Der Nachweis der (A)
IFIT1 mRNA (B) IFIT2 mRNA und (C) IFIT3 mRNA erfolgte mittels quantitativer RT-PCR. Die Ergebnisse sind relativ
zur Aktivitdt der nicht-stimulierten Kontrolle dargestellt. Die Daten sind représentativ fiir mindestens zwei unabhéngige
Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert

+ SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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4.2.6 Kurzkettige Fettsiuren induzieren die Expression von ISG iiber den
FFAR2/Gagni-Signalweg in einer IFN-abhéingigen Weise

Kurzkettige Fettsduren binden an die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren FFAR2 und
FFAR3 und aktivieren diese. Sowohl FFAR?2 als auch FFAR3 vermitteln eine Gi-gekoppelte
Signaliibertragung. FFAR2 Agonisten konnen auflerdem selektiv die Ggii-vermittelte
Signaliibertragung aktivieren (78).

FFAR3 (Daten nicht gezeigt) und FFAR2 werden sowohl auf CMT-93, A549 und THP-1
Zellen als auch auf den PBM exprimiert (Abbildung 20).
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Abbildung 20: FFAR2 Expression auf verschiedenen Zelltypen.
Durchflusszytometrische Analyse von FFAR2 auf CMT-93, A549, THP-1 Zellen und PBM. Die FFAR2 Expression ist
orange gekennzeichnet.

Auflerdem zeigen die Daten, dass eine Behandlung der Zellen mit Propionat zu einer
erhohten FFAR2 Expression auf CMT-93, A549, THP-1 Zellen und PBM fiihrt (Abbildung
21).
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Abbildung 21: Propionat erh6ht die FFAR2 Expression in verschiedenen Zelltypen.

(A) CMT-93 Zellen, (B) A549 Zellen, (C) THP-1 Zellen oder (D) PBM wurden 48h mit 10mM (A und B) oder SmM (C
und D) Natrium Propionat stimuliert. Der Nachweis von FFAR2 auf mRNA Ebene erfolgte mittels quantitativer RT-PCR.
Die Ergebnisse sind relativ zur Aktivitdt der nicht-stimulierten Kontrolle dargestellt. Die Daten sind reprisentativ fiir
mindestens zwei unabhéngige Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt.
Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Uber welchen Signalweg Propionat die Induktion der IFIT Expression vermittelt, konnte
anhand spezifischer Inhibitoren der FFAR2- und FFAR3-Signalwege gezeigt werden. Wir
fanden heraus, dass die Vorinkubation mit dem spezifischen Goi-Signalweg-Inhibitor

Pertussis Toxin (PTX), die IFIT1 Induktion durch Propionat nicht beeinflusst (Abbildung
22).
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Abbildung 22: PTX beeintrichtigt die Propionat-induzierte IFIT1 Expression nicht.

(A) CMT-93 Zellen, (B) A549 Zellen oder (C) THP-1 Zellen wurden 2h mit PTX vorstimuliert und anschlieend 48h mit
10mM (A und B) oder SmM (C) Natrium Propionat stimuliert. Der Nachweis von IFIT1 auf mRNA Ebene erfolgte mittels
quantitativer RT-PCR. Die Ergebnisse sind relativ zur Aktivitét der nicht-stimulierten Kontrolle dargestellt. Die Daten sind
représentativ fiir mindestens zwei unabhingige Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-
Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Im Gegensatz dazu, konnte mittels des spezifischen Guagi1-Siganlweg Inhibitors

YM-254890 gezeigt werden, dass die durch Propionat induzierte IFIT1-Expression von dem
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FFAR2-abhéngigen, Gog/11 gekoppelten Signalweg abhédngig zu sein scheint. Nach einer
Vorstimulierung mit YM-254890 und anschlieBender Stimulation mit Propionat konnte die
IFIT1 Expression in CMT-93 und A549 Zellen nicht induziert werde (Abbildung 23 A und
B).
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Abbildung 23: Die Propionat-induzierte IFIT1 Expression wird durch den Inhibitor YM-254890 gehemmt.

(A) CMT-93 Zellen und (B) A549 Zellen wurden 15min mit 1uM YM-254890 vorstimuliert und anschlieend 48h mit
10mM Natrium Propionat stimuliert. Der Nachweis von IFIT1 auf mRNA Ebene erfolgte mittels quantitativer RT-PCR.
(C) A549 Zellen wurden stabil mit dem NFAT-Luciferase Reportergen transfiziert, 15min mit 1puM YM-254890
vorinkubiert und anschlieend flir 48h mit 10mM Natrium Propionat stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen auf ihr
Reportergenaktivitit mittels Luciferase Assay untersucht. Die Daten sind reprisentativ flir mindestens drei unabhingige
Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert
+ SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Diese Ergebnisse wurden mit Hilfe eines Nuclear Factor of Activated T Cells (NFAT)-
Luciferase Reporter Assays verifiziert. Im Gagi1-gekoppelten — Signalswegs, wird
intrazellulires Ca?" mobilisiert, welches die Calcineurin Aktivierung fordert und die
Dephosphorilierung und Kerntranslokation des Transkriptionsfaktors NFAT zur Folge hat
(86). In Abbildung 23 C ist zu sehen, dass die Aktivitdt des NFAT-Luciferase Reportergens
in A549 Zellen nach Propionat Stimulation erhoht ist. Wie erwartet kommt es zu keiner
Induktion der NFAT-abhéngigen Reportergenaktivitit durch Propionat nach Behandlung der
A549 Zellen mit dem spezifischen Gog/11-Signalweg Inhibitor YM-254890.

Die gezeigten Daten unterstiitzen die Annahme, dass die durch Propionat induzierte
Expression von IFIT1 in CMT-93 und A549 Zellen iiber den FFAR2/Gaq/11-gekoppelten
Signalweg vermittelt wird.

Typ I und Typ III Interferone vermitteln intrazelluldre Signale, indem sie an ihre jeweiligen
Rezeptoren binden und dadurch eine Phosphorylierung und Aktivierung des JAK/STAT-
Signalwegs induzieren. Der IFNa Rezeptor besteht aus zwei Untereinheiten, IFNAR1 und

IFNAR2 und der IFNA Rezeptor besteht aus IL28RA und IL10R. Basierend auf unseren
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Daten, welche zeigen, dass die Stimulation von CMT-93 und A549 Zellen mit Propionat zu
einer Induktion der Typ III IFN und dessen Rezeptor IL28RA fiihrt (Abbildung 16), stellt
sich die Frage, ob die Propionat induzierte IFIT1 Expression, von einer IFN-vermittelten
Signaliibertragung abhéngig ist.

Aus diesem Grund wurden CMT-93 und A549 Zellen vor der Stimulation mit Propionat oder
RO8191, einem spezifischen IFN-Rezeptor-2-Agonisten (87), mit Ruxolitinib, einem
spezifischen JAK1/2 Tyrosinkinaseinhibitor behandelt (88). Wie Abbildung 24 A und B
zeigen, wird die IFIT1 Expression signifikant nach einer Vorstimulation mit Ruxolitinib und
anschlieBender Stimulation mit Propionat gehemmt. In Abbildung 24 C ist zu sehen, dass
der spezifische IFNAR2 Agonist RO8191 die Induktion der IFIT1 Expression stark
induziert, welche durch eine Vorbehandlung mit dem spezifischen JAK1/2
Tyrosinkinaseinhibitor Ruxolitinib vollstindig gehemmt werden konnte. Diese Ergebnisse
zeigen, dass die Propionat induzierte IFIT1 Expression in CMT-93 und A549 Zellen

abhingig ist, von einer IFN vermittelten Signalgebung.
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Abbildung 24: Die Propionat-induzierte IFIT1 Expression ist abhiingig vom JAK/STAT Signalweg.

(A) CMT-93 Zellen oder (B und C) A549 Zellen wurden 2h mit Ruxolitinib vorstimuliert und anschliefend 48h entweder
mit (A und B) 10mM Natrium Propionat oder (C) 10uM RO8191 stimuliert. Der Nachweis von IFIT1 auf mRNA Ebene
erfolgte mittels quantitativer RT-PCR. Die Ergebnisse sind relativ zur Aktivitit der nicht-stimulierten Kontrolle dargestellt.
Die Daten sind représentativ fiir mindestens zwei unabhingige Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-
Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant
angesechen.

4.3 Propionat induziert eine Kreuztoleranz in Epithelzellen und Makrophagen

Kommt es zu einer antiviralen Immunantwort, gehort die IFIT-Genfamilie zu den am
starksten induzierten ISG. Durch die Hemmung der Transkription von viralen Genen, kann
die Replikation der Viren blockiert werden (89). Neuere Ergebnisse deuten jedoch darauf

hin, dass einige Mitglieder der IFIT-Genfamilie auch an der Regulation der
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Entziindungsreaktion  beteiligt zu sein scheinen (90, 91). Ein wichtiges
proinflammatorisches Zytokin ist in diesem Zusammenhang Tumor Necrosis Factor (TNF)
oder das Chemokin Macrophage inflammatory protein 2 (MIP-2/CXCL-2/GRO). Die
Expression der beiden Gene wird unter anderen durch TLR1/2 und TLR4 Agonisten
induziert, wobei TNF ein breites Spektrum biologischer Vorgénge reguliert, welche den
Verlauf und die Stéirke einer Entziindungsreaktion bestimmen. CXCL-2 wird unter anderem

von Zellen des Darmepithels exprimiert und wirkt chemotaktisch fiir Neutrophile (92).

4.3.1 Propionat induziert eine Kreuztoleranz

Da wir bereits zeigen konnten, dass Propionat die Expression von Genen der IFIT-Familie
induziert, sollte nun tiberpriift werden, ob die durch Propionat induzierte IFIT-Expression
die Entziindungsreaktion in verschiedenen Zelllinien reguliert.

Nach Stimulation von murinen CMT-93 Zellen mit dem TLR4-Agonisten LPS (Abbildung
25 A und B) oder mit Pam3CSK4, einem spezifischen Agonisten fiir TLR1/2 (Abbildung
25 C), werden grofBe Mengen TNF (Abbildung 25 A und C) und groBe Mengen Cxcl-2
(Abbildung 25 B) auf mRNA Ebene induziert.
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Abbildung 25: Propionat reguliert die proinflammatorische Immunantwort in CMT-93 Zellen.

CMT-93 Zellen wurden 48h mit (A-C) 10mM Propionat, (A und B) 200ng/ml LPS oder (C) 50ng/ml Pam3CSK4
vorstimuliert und anschlieBend fiir 2h mit (A und B) 1pg/ml LPS oder (C) 250ng/ml Pam3CSK4 restimuliert. Der
Nachweis von (A und C) TNF oder (B) Cxcl-2 auf mRNA Ebene erfolgte mittels quantitativer RT-PCR. Die Ergebnisse
sind relativ zur Aktivitét der nicht-stimulierten Kontrolle dargestellt. Die Daten sind repréisentativ fiir mindestens vier
unabhingige Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind
als Mittelwert = SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Wie erwartet, fiihrt die Vorbehandlung von CMT-93 Zellen mit LPS oder Pam3CSK4 zu

einer signifikanten Suppression der TNF Expression. Auch die Expression des Chemokins
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Cxcl-2 ist gechemmt. Dieses Phianomen ist als LPS-Toleranz bekannt (93). Interessanterweise
fiihrt die Vorstimulation der Zellen mit Propionat ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion
der Expression des proinflammatorischen Zytokins TNF und des Chemokins Cxcl-2 auf
mRNA Ebene, im Vergleich zu Zellen, die nicht mit Propionat vorstimuliert wurden
(Abbildung 25).

Auch in der humanen Lungenepithelzelllinie A549 konnte gezeigt werden, dass eine
Vorstimulation mit Propionat zu einer signifikanten Hemmung der TNF Expression nach
LPS Restimulation fiihrt. Zusétzlich ist in Abbildung 26 zu sehen, dass eine Vorstimulation
von A549 Zellen mit dem spezifischen IFNRA2 Agonisten RO8191 ebenfalls zu einer stark
reduzierten Induktion der TNF Expression in diesen Zellen fiihrt. RO8191 induziert, wie in
Abbildung 24 C zu sehen ist, die IFIT1 Expression. Diese Ergebnisse zeigen erstmals, dass
durch Propionat eine Kreuztoleranz in den verwendeten Zelltypen gegeniiber TLR1/2 und
TLR4 Agonisten induziert werden kann. Ebenfalls neuartig ist der Befund das eine
Vorstimulierung des IFNRA2 zu einer Kreuztoleranz in den getesteten Zellen, gegeniiber

einer TLR4 Restimulierung fiihrt.
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Abbildung 26: Propionat und RO8191 regulieren die proinflammatorische Immunreaktion in AS49 Zellen.
(A) A549 Zellen wurden 48h mit 10mM Propionat, 10pM RO8191 oder 200ng/ml LPS vorstimuliert und anschlieBend fiir
2h mit 1pg/ml LPS restimuliert. Der Nachweis von (A) TNF, (B) IFIT1 oder (C) IFIT2 auf mRNA Ebene erfolgte mittels
quantitativer RT-PCR. Die Ergebnisse sind relativ zur Aktivitét der nicht-stimulierten Kontrolle dargestellt. Die Daten sind
représentativ fiir mindestens drei unabhéngige Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-
Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

In der humanen monozytiren Zelllinie THP-1 konnte sowohl auf mRNA (Abbildung 27 A)
als auch auf Proteinebene (Abbildung 27 B-D) gezeigt werden, dass Propionat eine
Kreuztoleranz gegeniiber TLR4 und TLR1/2 Agonisten induziert. Das heif3t, dass nach einer
Vorinkubation mit Propionat und einer anschlieBenden Restimulation mit LPS oder
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Pam3CSK4, die TNF und CXCL-2 Expression stark gehemmt wird. Als Kontrolle fiir die
Toleranzinduktion wurde jeweils eine Vorstimulierung mit LPS (Abbildung 27 A-C) sowie

eine Stimulierung mit Pam3CSK4 (Abbildung 27 D) durchgefiihrt.
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Abbildung 27: Propionat reguliert die proinflammatorische Immunreaktion in THP-1 Zellen.

THP-1 Zellen wurden 48h mit (A-D) SmM Propionat, (A-C) 200ng/ml LPS oder (D) 50ng/ml Pam3CSK4 vorstimuliert
und anschliefend fiir 2h mit (A-C) 1pg/ml LPS oder (D) 250ng/ml Pam3CSK4 restimuliert. (A) Der Nachweis von TNF
auf mRNA Ebene erfolgte mittels quantitativer RT-PCR. (B-D) Zellkulturiiberstinde wurden gesammelt und die (B und
D) TNF oder (C) CXCL-2 Proteinkonzentration mittels ELISA bestimmt. Die Ergebnisse sind relativ zur Aktivitit der
nicht-stimulierten Kontrolle dargestellt. Die Daten sind reprédsentativ fiir mindestens zwei unabhingige Experimente; die
statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt,
und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Zusitzlich wurde getestet, ob eine Vorstimulierung mit Propionat ebenfalls zur Induktion
einer Kreuztoleranz beziiglich einer liber TLR4 induzierten MHC-Klasse-II (HLA-DR)
Expression auf THP-1 Zellen fiihrt. Wie bereits beschrieben, reduziert die Vorbehandlung
mit LPS (TLR4 Agonist) die Expression von MHC-Klasse-II Molekiilen auf THP-1 Zellen

(94). Tatsdchlich reduziert die Vorstimulierung dieser Zellen mit Propionat in hohem Maf3e
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die tiber TLR4-induzierte Expression von MHC-Klasse-II Molekiilen, im Vergleich zu den
nicht vorstimulierten Zellen (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Die Vorstimulierung mit Propionat hemmt die HLA-DR Expression in THP-1 Zellen.

THP-1 Zellen wurden 48h mit (1) SmM Propionat oder (2) 200ng/ml LPS vorstimuliert und anschlieend fiir 2h mit (1-3)
Ipg/ml LPS restimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen mit einem HLA-DR Antikdrper gefarbt und im FACS
analysiert. Die Zellen sind vorsortiert auf Einzelzellen und lebende Zellen.

4.3.2 Propionat induziert eine IFIT-vermittelte Kreuztoleranz

Um zu identifizieren, welches Mitglied der IFIT-Genfamilie an der Induktion der Hypo-
Responsivitit in Bezug auf die TNF oder Cxcl-2 Expression nach TLR4 Stimulierung
beteiligt ist, transfizierten wir CMT-93, A549 und THP-1 Zellen stabil mit
Expressionsvektoren, die fiir die ¢cDNA von IFIT1, IFIT2 und IFIT3 kodieren, und
bestimmten die TNF und/oder Cxcl-2 Expression nach Stimulation mit LPS.
Interessanterweise zeigen CMT-93 Zellen, die Ifitl, Ifit2 oder Ifit3 iiberexprimieren und mit
LPS stimuliert wurden, eine stark reduzierte TNF Expression im Vergleich zu nicht-
transfizierten Kontrollzellen (Abbildung 29 A). Die quantitative RT-PCR Analyse von
Cxcl-2 in CMT-93 Zellen zeigt jedoch, dass nur Ifitl die Toleranz gegeniiber TLR4 (LPS)
in diesen Zellen induzieren kann (Abbildung 29 B).
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Abbildung 29: Induktion einer Kreuztoleranz in Ifit iiberexprimierenden CMT-93 Zellen.

CMT-93 Zellen wurden mit Expressionsvektoren stabil transfiziert, die entweder fuir Ifitl, Ifit2 oder Ifit3 kodieren. Wildtyp
CMT-93 Zellen (wei3) sowie die Ifit exprimierenden CMT-93 Zellen (Graustufen) wurde mit 1pg/ml LPS restimuliert. Als
positiv Kontrolle wurden CMT-93 Wildtyp Zellen 48h mit 200ng/ml LPS vorstimuliert. Der Nachweis von (A) TNF oder
(B) Cxcl-2 auf mRNA Ebene erfolgte mittels quantitativer RT-PCR. Die Ergebnisse sind relativ zur Aktivitét der nicht-
stimulierten Kontrolle dargestellt. Die Daten sind représentativ fiir mindestens zwei unabhéngige Experimente; die
statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt,
und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Interessanterweise konnte auch in den humanen A549 Zellen gezeigt werden, dass die
Zellen, welche entweder IFIT1, IFIT2 oder IFIT3 {iberexprimieren und mit LPS restimuliert
wurden, eine im hohen Mafle reduzierte TNF Expression im Vergleich zu Wildtyp Zellen
aufweisen. Als Kontrolle dienten nicht transfizierte Zellen, die mit LPS vorstimuliert
wurden. Nach LPS Restimulation kam es zu einer reduzierte TNF Expression (Abbildung

30).
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Abbildung 30: Induktion einer Kreuztoleranz in IFIT iiberexprimierenden AS49 Zellen.

A549 Zellen wurden mit Expressionsvektoren stabil transfiziert, die entweder fiir IFIT1, IFIT2 oder IFIT3 kodieren.
Wildtyp A549 Zellen (weil}) sowie die IFIT exprimierenden A549 Zellen (Graustufen) wurden fiir 2h mit 1pg/ml LPS
restimuliert. Als positiv Kontrolle wurden A549 Wildtyp Zellen 48h mit 200ng/ml LPS vorstimuliert. Der Nachweis von
TNF auf mRNA Ebene erfolgte mittels quantitativer RT-PCR. Die Ergebnisse sind relativ zur Aktivitit der nicht-
stimulierten Kontrolle dargestellt. Die Daten sind représentativ fiir mindestens drei unabhéngige Experimente; die
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statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt,
und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Monozytire THP-1 Zellen wurden ebenfalls mit den IFIT1, IFIT2 oder IFIT3
Expressionsvektoren stabil transfiziert und die TNF Expression nach Restimulation mit LPS
detektiert. Die FACS Analyse in Abbildung 31 zeigt, dass in THP-1 Zellen nur IFIT2 und
IFIT3 nach LPS Restimulation die TNF Expression hemmen und somit eine Toleranz
gegeniiber TLR4 induzieren. Im Gegensatz dazu hemmt die Uberexpression von IFIT1 in
THP-1 Zellen die TNF Expression nicht. Wie zu erwarten, wird die TNF Expression nach
einer Vorinkubation mit LPS und einer zweiten LPS Stimulation in Wildtyp THP-1 Zellen
gehemmt. Diese Ergebnisse zeigen, (1) dass die Uberexpression einzelner Mitglieder der
IFIT Genfamilie auszureichen scheint um die beobachtete Kreuztoleranz in den einzelnen
Zelltypen zu induzieren und (2) das unterschiedliche Mitglieder der IFIT Genfamilie zelltyp-

spezifisch in der Induktion einer Kreuztoleranz beteiligt zu sein scheinen (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Induktion einer Kreuztoleranz in IFIT2 und IFIT3 iiberexprimierenden THP-1 Zellen.

THP-1 Zellen wurden mit Expressionsvektoren stabil transfiziert, die entweder fiir IFIT1, IFIT2 oder IFIT3 kodieren.
Wildtyp THP-1 Zellen (weil) sowie die IFIT exprimierenden THP-1 Zellen (Graustufen) wurde mit 1pg/ml LPS
restimuliert. Als positiv Kontrolle wurden THP-1 Wildtyp Zellen 48h mit 200ng/ml LPS vorstimuliert. AnschlieBend
wurden die Zellen mit einem TNF Antikorper gefarbt und im FACS analysiert. Die Zellen sind vorsortiert auf Einzelzellen
und lebende Zellen. Oben: TNF Expression der THP-1 Zellen; unten: Auswertung mittels Mittlerer Fluoreszenz Intensitét
(MFI). Die Daten sind représentativ fiir mindestens drei unabhingige Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem
Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert = SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch
signifikant angesehen.

4.3.3 Propionat induziert eine Kreuztoleranz in PBM

Um unsere erhaltenen Ergebnisse zu bestétigen, testeten wir primédre humane Makrophagen,
die aus peripheren Blutmonozyten differenziert wurden (Abbildung 18). Grofle Mengen an
TNF sind in den Uberstinden von PBM nach Stimulation mit LPS (Abbildung 32 A) oder
mit Pam3CSK4 (Abbildung 32 C) nachweisbar. Auch wird die Expression von CXCL-2 in
PBM durch LPS induziert (Abbildung 32 B). Wie in den bisherigen Versuchen mit den
entsprechenden Zelllinien (A549 und THP-1), fithrt die Vorbehandlung von PBM mit LPS

oder Pam3CSK4 zu einer signifikanten Reduktion der TNF Expression im Vergleich zu
79



Ergebnisse

nicht vorstimulierten Zellen (Abbildung 32). Werden die Zellen mit Propionat vorbehandelt,
und mit LPS oder Pam3CSK4 restimuliert, wird die Expression von TNF und CXCL-2
gehemmt. Es scheint, als wiirde Propionat in den PBM eine Kreuztoleranz gegeniiber

TLR1/2 und TLR4 induzieren.
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Abbildung 32: Propionat reguliert die proinflammatorische Immunantwort in PBM.

PBM wurden 24h mit (A-C) SmM Propionat, (A und B) 0,1ng/ml LPS oder (C) 10ng/ml Pam3CSK4 vorstimuliert und
anschlieBend flir 4h mit (A und B) 1ng/ml LPS oder (B) 50ng/ml Pam3CSK4 restimuliert. Zellkulturiiberstinde wurden
gesammelt und die (A und C) TNF oder (B) CXCL-2 Proteinkonzentration mittels ELISA bestimmt. Die Daten sind
reprasentativ fiir mindestens zwei unabhingige Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-
Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

4.4 Kurzkettige Fettsiuren induzieren eine erhohte antivirale Aktivitiit in

Epithelzellen und Makrophagen

Kommt es zu einer viralen Infektion, ist die angeborene Immunantwort stark abhéngig von
der Produktion von Interferonen (IFN), einer Familie von Zytokinen mit antiviralen,
antiproliferativen und immunmodulatorischen Eigenschaften (95, 96). Die vielféltigen
Wirkungen von IFN werden durch die Induktion einer enormen Anzahl von Interferon
stimulierten Genen (ISG) vermittelt, die liberwiegend durch den JAK/STAT (Januskinase-
Signal Transducer and Activator of Transcription) Signalweg reguliert werden. Einige
bekannte ISG sind, wie bereits genannt IFIT1, IFIT2, IFIT3. Weitere ISG die in dem
Affymetrix GeneChip Microarray (Abbildung 8) detektiert wurden und deren Expression
durch Propionat in intestinalen Epithelzellen (Maus) induziert wurden, sind MX1, OASL2
oder ISG15. Auch diese ISG sind bekannt fiir ihre antivirale Aktivitét (97).
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4.4.1 Propionat induziert die Expression von antiviralen Effektormolekiilen

Neben der IFIT-Genfamilie gibt es viele weitere ISG. Interessanterweise konnten wir zeigen,
dass in CMT-93, A549, THP-1 Zellen und in peripheren Blutmakrophagen die Expression
verschiedener ISG durch Propionat induziert wird.

Werden CMT-93 Zellen mit Propionat stimuliert, kommt es zu einer signifikanten Induktion
der Expression von Isgl5 (Abbildung 33 A), Mx1 (Abbildung 33 B) und Oasl2 (Abbildung
33 0).
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Abbildung 33: Propionat induziert die ISG Expression in CMT-93 Zellen.

CMT-93 Zellen wurden 48h mit 10mM Natrium Propionat stimuliert. Der Nachweis der (A) Isgl5 mRNA (B) Mx1 mRNA
und (C) Oasl2 mRNA erfolgte mittels quantitativer RT-PCR. Die Ergebnisse sind relativ zur Aktivitit der nicht-
stimulierten Kontrolle dargestellt. Die Daten sind représentativ fiir mindestens zwei unabhéngige Experimente; die
statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt,
und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Des Weiteren konnte die Induktion dieser antiviralen Effektormolekiile auch in humanen
Lungenepithelzellen (A549) detektiert werden. Sowohl die Expression von ISG15
(Abbildung 34 A) als auch von MX1 (Abbildung 34 B) wird in A549 Zellen nach Propionat
Behandlung induziert.
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Abbildung 34: Propionat induziert die ISG Expression in A549 Zellen.

AS549 Zellen wurden 48h mit 10mM Natrium Propionat stimuliert. Der Nachweis der (A) ISG15 mRNA und (B) MX1
mRNA erfolgte mittels quantitativer RT-PCR. Die Ergebnisse sind relativ zur Aktivitét der nicht-stimulierten Kontrolle
dargestellt. Die Daten sind reprisentativ fiir mindestens zwei unabhingige Experimente; die statistische Analyse wurde mit
dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch

signifikant angesehen.

Dariiber hinaus konnte signifikant erhohte ISG Expression nach Propionat Stimulierung
auch in der humanen monozytiren Zelllinie THP-1 nachgewiesen werden. Nach einer
Stimulation mit der kurzkettigen Fettsdure Propionat, kommt es zu einer erhéhten

Expression von ISG15 (Abbildung 35 A) und MX1 (Abbildung 35 B) in diesen Zellen.
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Abbildung 35: Propionat induziert die ISG Expression in THP-1 Zellen.

THP-1 Zellen wurden 48h mit SmM Natrium Propionat stimuliert. Der Nachweis der (A) ISG15 mRNA und (B) MX1
mRNA erfolgte mittels quantitativer RT-PCR. Die Ergebnisse sind relativ zur Aktivitdt der nicht-stimulierten Kontrolle
dargestellt. Die Daten sind reprisentativ fiir mindestens zwei unabhingige Experimente; die statistische Analyse wurde mit
dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch

signifikant angesehen.
Um unsere Ergebnisse noch einmal zu untermauern, wurden primére, humane PBM mit
Propionat stimuliert. Wie zu erwarten, konnte die Expression von MX1 nach Propionat
Behandlung induziert werden (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Propionat induziert die Expression von MX1 in PBM.

Periphere Blutmakrophagen wurden 24h mit SmM Natrium Propionat stimuliert. Der Nachweis von MX1 auf mRNA
Ebene erfolgte mittels quantitativer RT-PCR. Die Ergebnisse sind relativ zur Aktivitdt der nicht-stimulierten Kontrolle
dargestellt. Die Daten sind représentativ fiir mindestens zwei unabhdngige Experimente; die statistische Analyse wurde mit
dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch
signifikant angesehen.

4.4.2 Propionat induziert eine erhohte antivirale Aktivitit
Unter 4.2 und 4.4.1 wurde mehrfach in verschiedenen Zelllinien und sogar in priméren
Makrophagen gezeigt, dass durch die Stimulation von Epithelzellen oder Makrophagen mit
Propionat die Expression von Interferon Stimulierten Genen (ISGs) stark induziert wird. Es
sollten nun die durch Propionat induzierten antiviralen Aktivititen in einem viralen
Infektionsmodell in vitro iberpriift werden.
Klassische Virusinfektionsmodelle sind oft nur unter hohen Biosicherheitsmalnahmen
durchfiihrbar. Ein alternatives Verfahren zur Bestimmung einer Virusinfektion/-replikation
bzw. eines Virustiters kann mit rekombinanten Viren erreicht werden, die Reporterproteine
wie grin fluoreszierendes Protein (GFP) oder Firefly-Luciferase exprimieren.
Interessanterweise haben Rentsch und Mitarbeiter (98) einen neuartigen Bioassay
entwickelt, der auf den als BSL-1-klassifizierten Vesicular Stomatitis Virus
(VSV)*AG(Luc)-Replikon Partikeln basiert. Durch die Expression des GFP/Firefly-
Luciferase-Reportergens ist der Assay hochsensitiv und quantifizierbar. Aulerdem fehlt
dem Virus Partikel das Glykoprotein G (VSV*AG(Luc)). Dadurch kann der Virus-Partikel
die Zelle nur einmal infizieren, sich in der Zelle replizieren aber keine infektiésen Virus-
Partikel (Nachkommen) bilden. Dieser Bioassay kann auch zum Nachweis von bioaktiven
IFN in vitro verwendet werden (98, 99).
Murine, epitheliale Kolonzellen (CMT-93) und humane, alveolar Epithelzellen (A549)
wurden fiir 48h mit Propionat behandelt und mit dem VSV*AG(Luc)-Replikon Partikel in
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einem Verhiltnis von Zelle zu Partikel von 1:5 (MOI=5) infiziert. Nach 18h wurde die
GFP/Firefly-Luciferase Reportergenaktivitit gemessen um die virale Infektion/Replikation
zu quantifizieren. Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass sowohl in CMT-93 Zellen
(Abbildung 37 A) als auch in A549 Zellen (Abbildung 37 B), die mit IFNa vorbehandelt
wurden, keine GFP Expression detektierbar ist, wihrend in den unstimulierten Zellen eine
starke GFP Expression nach 18h zu beobachten ist. Interessanterweise kommt es sowohl in
CMT-93 als auch in A549 Zellen die mit Propionat vorbehandelt wurden, zu einer sehr stark

reduzierten Expression des GFP Reportergens (Abbildung 37 A und B).

CMT-93 + VSV*AG(Luc) MOI &

nicht vorstimuliert +|FN Typ | 10U/ml + 10mM Propionat

TV T S

FolAA

A549 + VSV*AG(Luc) MOI 5
nicht vorstimuliert + IFN Typ | 10U/ml + 10mM Propiona

Abbildung 37: Expression des GFP Reportergens durch das VSV*AG(Luc) in CMT-93 und A549 Zellen.

(A) CMT-93 Zellen (4x VergrofBerung) und (B) A549 Zellen (10x VergroBerung) wurden mit 10U/ml IFN Typ I oder
10mM Natrium Propionat vorstimuliert und anschlieBend mit VSV*AG(Luc)-Replikon Partikeln infiziert. Als Kontrolle
dienten nicht stimulierte Zellen. Die obere Bildreihe zeigt jeweils die Zellen im Phasenkanal und die untere Reihe zeigt
den griinen Bildkanal. Die Zellen wurden 18h nach der Infektion im Incucyte analysiert.

Die Luciferase-Reporteraktivitit in VSV*AG(Luc)-infizierten Zellen ist abhingig vom

Replikations- und Transkriptionsniveau des VSV*AG(Luc)-Replikons. Daher fiihrt eine
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Reduktion der viralen Replikation zu entsprechend niedrigeren Luciferase-Werten (98). Wir
konnten in einem Luciferase-Reporterassay zeigen, dass die Vorbehandlung von CMT-93
(Abbildung 38 A) und A549 (Abbildung 38 B) Zellen mit Propionat, genau wie die
Vorbehandlung mit IFNa zu einer sehr starken Reduktion der Infektion/Replikation des
VSV*AG(Luc)-Replikons fiihrt, was durch eine sehr stark verminderten Detektion des

Luciferase Reportergens nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 38: Expression des Firefly-Luciferase Reportergens durch das VSV*AG(Luc) in CMT-93 und A549
Zellen.

(A) CMT-93 Zellen und (B) A549 Zellen wurden mit 10U/ml IFN Typ I oder 10mM Propionat vorstimuliert und
anschlieBend mit den VSV*AG(Luc)-Replikon Partikeln infiziert. Als Kontrolle dienten nicht stimulierte Zellen. Nach
einer 18-stiindigen Infektion wurden die Zellen lysiert und ein Luciferase Assay durchgefiihrt. Die Daten sind représentativ
flir mindestens drei unabhéngige Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test
durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Um diese Ergebnisse, die wir aus den Versuchen mit CMT-93 Zellen und A549 Zellen
erhalten haben, zu bestdtigen, wurden monozytire THP-1 Zellen mit VSV*AG(Luc)-
Replikon Partikeln infiziert und die GFP Expression mittels FACS Analyse gemessen.
Zellen die mit IFNa vorstimuliert waren zeigen eine deutliche GFP Abnahme im Vergleich
zu nicht stimulierten Zellen. Es konnte auch in THP-1 Zellen eine stark reduzierte GFP
Expression des VSV*AG(Luc)-Replikons in den mit Propionat behandelten Zellen, im
Vergleich zu den entsprechenden unbehandelten Zellen nachgewiesen werden (Abbildung
39). Dieses Resultat bestitigt unsere Annahme, dass eine Propionat Behandlung in
verschiedenen Zellenlinien die Infektion/Replikation des VSV*AG(Luc)-Replikons

inhibieren kann.
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Abbildung 39: Expression des GFP Reportergens durch das VSV*AG(Luc) in THP-1 Zellen.

THP-1 Zellen wurden mit 10 U/ml IFN Typ I oder SmM Propionat vorstimuliert und anschlieBend mit den
VSV*AG(Luc)-Replikon Partikeln infiziert. Als Kontrolle dienten nicht stimulierte Zellen. Nach 18h wurden die Zellen
im FACS auf ihre GFP Expression hin analysiert. Anhand der GFP Expression wurde die MFI bestimmt. Die Daten sind
reprasentativ fiir mindestens drei unabhéngige Experimente; die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-U-
Test durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

In einem weiteren Experiment wurden primdre, humane Makrophagen in dem
VSV*AG(Luc)-Replikon Partikel Infektionsmodel getestet. PBM wurden deshalb mit [FNa
oder Propionat vorbehandelt und anschlieBend mit dem VSV*AG(Luc)-Replikon Partikel
infiziert. Nach 18h wurde die Firefly-Luciferase Reportergenaktivitit gemessen um die
Infektion/Replikation des VSV*AG(Luc)-Replikons zu quantifizieren. Interessanterweise
zeigen die PBM, welche entweder mit IFN Typ I oder Propionat vorstimuliert wurden, eine

ebenfalls stark reduzierte Luciferase-Reportergenaktivitét in den Primérzellen gegeniiber der

nicht stimulieren Kontrollzellen (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Expression des Firefly-Luciferase Reportergens durch VSV*AG(Luc)-Replikon Partikel in PBM.
PBM wurden fiir 24h mit 10U/ml IFN Typ I oder SmM Propionat vorstimuliert und anschlieBend mit dem VSV*AG(Luc)-
Replikon Partikel infiziert. Als Kontrolle dienten nicht stimulierte Zellen. Nach einer 18-stiindigen Infektion wurden die
Zellen lysiert und ein Luciferase Assay durchgefiihrt. Es wurden jeweils 5 Proben gesammelt. Die Daten sind représentativ
fiir mindestens zwei unabhéngige Experimente; die statistische Analyse wurde mit einer one-way ANOVA durchgefiihrt.
Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt, und p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Im viralen Infektionsmodell mit VSV*AG(Luc)-Replikon Partikeln konnte mit Hilfe der
Analyse der GFP/Luciferase Reportergene gezeigt werden, dass sowohl CMT-93, A549,
THP-1 Zellen als auch primére humane PBM durch eine Propionat Vorbehandlung vor einer

Infektion/Replikation mit den VSV-Replikon-Partikeln geschiitzt sind.
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5 Diskussion

5.1 Charakterisierung der hReg3a transgenen Mauslinie

In der vorliegenden Arbeit wurde die hReg3a transgene Mauslinie, die von der
Arbeitsgruppe Hehlgans generiert wurde, weiterfithrend charakterisiert. In dieser Mauslinie
wird humanes Reg3a ubiquitdr in einer Vielzahl von Geweben und Organen exprimiert.
hReg3a wird als Biomarker zur Fritherkennung einer gastrointestinalen Graf versus Host
Disease (GvHD) klinisch angewandt, da es im Plasma der Patienten nachweislich erhoht ist
(100, 101). Im Gegensatz dazu, wird die antiinflammatorische und regenerative Wirkung
von hReg3a durch eine Vielzahl von Studien gestiitzt. hReg3a unterstiitzt wiahrend der
Wundheilung der Haut die Proliferation von Keranozyten (102) und wirkt regenerierend auf
das Blasenepithel nach einer Zystitis (103). Interessanterweise fand man in ex vivo-Studien
heraus, dass die Behandlung von Biopsien von Morbus Crohn Patienten mit rekombinantem
hReg3a die Produktion an proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF, IL6 oder IFNy
verringert. AuBerdem verhindert hReg3a eine Immunreaktion, indem es die Aktivierung des
NF«kB-Signalwegs in Immunzellen blockiert. Demnach scheint hReg3a antiinflammatorisch
im Falle einer Entziindung im Darm zu wirken (104). hReg3a zeigt als antimikrobielles
Peptid spezifische antimikrobielle Aktivitdt gegen gram-positive Erreger. Eine Analyse
der16S rRNA hat bereits gezeigt, dass zwei bakterielle Phyla, Bacteroidetes und Firmicutes,
ca. 90% der bekannten phylogenetischen Kategorien ausmachen. Andere subdominante
Gruppen sind Proteobacteria, Actinobacteria und Verrucomicrobia (105, 106). Durch die
16S rRNA Analyse konnten wir diese Verteilung der Phyla in Wildtyp Mausen bestitigen.
Durch die Uberexpression von hReg3a in den transgenen Miusen hingegen, nehmen die
gram-positiven Firmicutes ab. Es scheint als wiirde die freigewordene Nische von den gram-
negativen Verrucomicrobia besiedelt werden, da eine deutliche Zunahme dieses Phylum zu
detektieren ist (Abbildung 7). Tiefergehende Sequenzierungen zeigen, dass die gram-
negative Spezies Akkermansia muciniphila (A. muciniphila) aus dem Phylum der
Verrucomicrobia in den hReg3a transgenen Miusen zunimmt (Daten nicht gezeigt). A.
muciniphila besiedelt die Schleimhaut des Darms und ist bekannt als Muzin-degradierendes
Bakterium. Durch die Produktion von Muzin-abbauenden Enzymen kann A. muciniphila
Muzine der Schleimschicht des Epithels als Stickstoff- und Kohlenstoffquelle nutzen und

diese zu Essig- und Propionsdure abbauen (107, 108). Die Zunahme der Spezies A.
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muciniphila in den hReg3a transgenen Mausen korreliert mit der Zunahme der kurzkettigen
Fettsdure Propionat in diesen Méusen.

Die Verdnderungen in der mikrobiellen Diversitdt in den Rege3a transgenen Mausen ist
derart ausgeprigt, dass der Nachweis der verdnderten mikrobiellen Diversitit nicht nur
mittels 16S rRNA Sequenzierung, sondern auch mittels Phyla-spezifischer quantitativer
PCR im Rahmen dieser Arbeit etabliert werden konnte (Abbildung 6).

Gram-negative Bacteroidetes sind neben den gram-positiven Firmicutes die am haufigsten
Vorkommenden Bakterien im Darm. Wahrend Bacteroidetes hauptsiachlich Propionat und
Acetat produzieren (61), ist das primédre metabolische Endprodukt der Firmicutes Butyrat
(109). Zu den Butyrat-produzierende Bakterien im Darm der Firmicutes gehoren
insbesondere Faecalibacterium prausnitzii und Clostridium leptum aus der Familie
Ruminococcaceae sowie Eubacterium rectale und Roseburia spp. aus der Familie
Lachnospiraceae. Die Tatsache, dass in den hReg3a transgenen Méusen weniger Firmicutes
und mehr Verrucomicrobia im Darm detektierbar sind, korreliert mit den Daten, dass in
diesen Méusen weniger des bakteriellen Metaboliten Butyrat zu finden ist, jedoch die
Propionatkonzentration stark zunimmt. Um zu untersuchen, in wie weit eine Verdnderung
der Mikrobiomzusammensetzung und der daraus resultierenden Verdnderung in der
Produktion bakterieller Metaboliten (z.B. Propionat) Einfluss auf die Genexpression von
intestinalen Epithelzellen nehmen, wurde eine Expressionanalyse von intestinalen
Epithelzellen aus hReg3a transgenen Mausen und WT Méusen durchgefiihrt. Es konnte ein
signifikanter Anstieg von ISG detektiert werden. Daher sollte in dieser Arbeit in vitro die
Auswirkungen von Propionat auf die Genexpression genauer untersucht werden. Unsere
Daten zeigen einen signifikanten Anstieg antiviraler Interferon stimulierter Gene (ISG) nach

Propionat Behandlung in verschiedenen Zelltypen.

5.2 Induktion von ISG in verschiedenen Zelllinien durch Propionat und dessen

Auswirkungen auf das angeborene Immunsystem

5.2.1 Propionat induziert ISG Expression iiber den FFAR2/Gag/11-Signalweg in einer
IFN-abhingigen Weise

Die erste Verteidigungslinie gegen virale Pathogene stellt das angeborene Immunsystem dar

(97). Hierzu gehdren ISG wie zum Beispiel die interferon-induced proteins with

tetratricopeptide repeats (IFIT)-Familie. Die Induktion dieser Gene wird nach der

Erkennung von pathogen-associated molecular patterns (PAMP), einschlieBlich
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einzelstrangiger und doppelstringiger viraler Nukleinsduren, eingeleitet. Die PAMP werden
von spezifischen Pattern Recognition Receptors (PPR) erkannt.

Nachdem ein PAMP an einen PPR bindet, kommt es zur Aktivierung spezifischer
Signalkaskaden, die zur Expression von Typ I (IFNa/B) und Typ III (IFN A) IFN fiihren.
Typ III IFN binden an einen heterodimeren Rezeptor, der aus dem Typ III IFN-Rezeptor
(IFNLR1, IL28RA) und dem Interleukin 10 Rezeptor 2 (IL10R2) besteht. Wéhrend IL-10R2
in den meisten Zelltypen breit exprimiert wird, hat IL28RA eine begrenzte Expression und
wird in Epithelzellen (z. B. Darm-, Lungen-, Vaginalepithel und Hepatozyten) (28, 29) und
einigen Immunzellen (DCs, pDCs, NK-Zellen und Neutrophile) gefunden (30-32).
Interessanterweise zeigen unsere Ergebnisse, dass die Expression der IFIT-Genfamilie durch
kurzkettige Fettsduren induziert werden kann. Sowohl in intestinalen und aveolaren
Epithelzellen (Abbildung 10; Abbildung 13) als auch in Monozyten und primaren humanen
Makrophagen (Abbildung 14; Abbildung 19) induzieren SCFA die Expression der
IFIT-Genfamilie.

Propionat bindet an den FFAR3 (GPCR41) oder den FFAR2 (GPCR43) Rezeptor und
induziert einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor vermittelten Signalweg. Die Aktivierung
des Signalwegs fiihrt zu einer zelltypspezifischen Induktion von Typ I und Typ III IFN, was
darauf hindeutet, dass mikrobielle Metaboliten an der Regulation der proinflammatorischen
Zytokinexpression beteiligt zu sein scheinen. Dariiber hinaus scheint es, dass dieser
Signalweg in einer Vielzahl verschiedener Zelltypen, einschlieflich Fibroblasten, T- und B-
Zellen, aktiviert ist (Daten nicht gezeigt).

Des Weiteren zeigen unsere Ergebnisse, dass die Stimulation mit Propionat zu einer
Erhohung der FFAR2-Expression auf den untersuchten Epithelzellen, monozytiren Zellen
und den PBM fiihrt. Wir konnten zeigen, dass die kurzkettige Fettsdure Propionat an FFAR2
bindet, und tiber den spezifischen Gag11-Signalweg die Expression von Interferon
induzierten Genen (ISG) induziert. Zum einen konnte die Expression der ISG durch den
spezifischen Gog/11-Inhibitor YM-254890 gehemmt werden und zum anderen konnten wir
eine erhohte Aktivitidt des NFAT (nuclear factor of activated T cells) Promotors durch die
Stimulation mit Propionat demonstrieren (Abbildung 23). Proteine, die zur NFAT
Transkriptionsfaktorfamilie gehoren, spielen eine zentrale Rolle bei der induzierbaren
Gentranskription wihrend der Immunantwort. Trotz ihres Namens, werden NFAT Proteine
nicht nur in T Zellen, sondern auch in anderen Immunzellen exprimiert. NFAT Proteine
werden durch Stimulation von Rezeptoren aktiviert, die an die Kalziummobilisierung

gekoppelt sind, wie z.B. GPCR. Rezeptorstimulation und Kalziummobilisierung fithren zur
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Aktivierung vieler intrazellulirer Enzyme, darunter die Kalzium- und Calmodulin-
abhingige Phosphatase Calcineurin, ein wichtiger Upstream-Regulator der NFAT-Proteine
(110).

Diese Daten unterstiitzen unsere bisherigen Ergebnisse, dass die Propionat induzierte IFIT1
Expression in Epithelzellen iiber FFAR2 in einer Gog11-Signalweg abhidngigen Weise
vermittelt wird. Eine Reihe von Studien haben eine Rolle des Gag/i1-Signalwegs bei
Stoffwechselerkrankungen wie Adipositas und Typ-2-Diabetes aufgezeigt (111). Zum
Beispiel zeigen FFAR2 knock out (KO) Miuse sowohl in vivo als auch in vitro eine
reduzierte SCFA-induzierte GLP-1 Sekretion und haben eine gestorte Glukosetoleranz
(112). Es gibt weitere Belege, dass Propionat wichtige physiologische Rollen zum Beispiel
in der Adipogenese durch FFAR2, nicht aber durch FFAR3 iibernimmt. Hier kann Propionat
die Isoproterenol-induzierte Lipolyse in einer dosisabhéngigen Weise hemmen (113). Der
FFAR2/Gag/11-Signalwegs  scheint wichtige immunmodulatorische Funktionen zu
vermittelt.

Wie bereits erwiéhnt, signalisieren Typ I IFN {iber den IFNAR1 und IFNAR2
Rezeptorkomplex und Typ III IFN nutzen den IL28RA und IL10R2 Rezeptorkomplexe zur
Signaliibertragung (114, 115). Unsere Daten zeigen eine signifikante Induktion von IFNA
und dessen Rezeptor IL28RA in Epithelzellen nach Stimulation mit Propionat oder Butyrat
in vitro (Abbildung 16) und eine signifikante Hochregulation von IFNa durch Propionat in
der monozytdren Zelllinie THP-1 (Abbildung 17). Da Typ I und Typ III IFN auf autokrine
und parakrine Weise sezerniert werden (116), scheint es, als wiirde die Hochregulation von
IFN Typ I in monozytéren Zellen und die Hochregulation von IFN Typ III in Epithelzellen,
die ISG Expression induzieren. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass auch eine
parakrine Sekretion von IFNo/f und/oder IFNA an der durch Propionat induzierten

Expression der IFIT-Genfamilie beteiligt ist.

5.2.2 Propionat induziert eine IFIT-vermittelte Kreuztoleranz gegeniiber TLR1/2
und TLR4

Bisher wurden die immunmodulierenden Funktionen von SCFA auf Immunzellen

hauptsédchlich im Hinblick auf die Regulation adaptiver Immunzellantworten, zum Beispiel

T-Zell Subpopulationen, untersucht.

Multiple Sklerose (MS) ist die hiufigste nicht-traumatische neurologische Erkrankung in

Industrieldndern. Gekennzeichnet ist diese Krankheit durch chronische Autoimmunangriffe
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auf die weile Substanz, die typischerweise zu einer Zerstorung der Myelinscheide fiihren,
die die Nervenaxome im zentraler Nervensystem umgibt. Diese Autoimmunkomponente
zeichnet sich durch eine Zunahme von proinflammatorischen autoreaktiven T-Zellen, d. h.
T-Helfer (Th)17- und Thl-Zellen, und eine verminderte Anzahl und beeintrichtigte
Funktion von regulatorischen T-Zellen (Treg) aus. Aktuelle Studien deuten darauf hin, dass
die weltweit steigende Zahl von MS-Fillen teilweise auf erndhrungsbedingte
Verdanderungen zuriickgefiihrt werden kann, die zu einem verdnderten Darmmikrobiom
fiihren konnen. Es gibt zunehmende Hinweise, dass kurzkettige Fettsduren, wie Propionat
zu einem signifikanten Anstieg der Darm-assoziierten Treg-Zellpopulation, einer
anschlieBenden  Reduktion der Entzlindungsreaktion und damit zu einer
Krankheitsverbesserung fiihren (117).

Ein weiteres Beispiel fiir den Einfluss von SCFA auf T-Zell Subpopulationen wurde anhand
der Untersuchung von CD8+ T-Zellen dargelegt. Durch Versuche mit keimfreien Méusen
konnte gezeigt werden, dass kurzkettige Fettsduren wichtig sind, fiir das Langzeitiiberleben
und die Funktion von CD8+ Gedéchtniszellen (118).

Wir konnten zeigen, dass Propionat die Expression der IFIT-Genfamilie induziert. Neuere
Arbeiten zeigen, das IFIT1 neben seiner antiviralen Aktivitdt auch als negativer Regulator
einer proinflammatorischen Immunreaktion wirken kann. Dariiber hinaus zeigt die Studie,
dass IFIT1 mit Chromatinregulatoren wie HDAC2 und SAP25 zu assoziieren scheint,
welches ursdchlich zu einer reduzierten proinflammatorischen Zytokinexpression fiihrt, die
auf transkriptioneller Ebene reguliert zu sein scheint (90). Interessanterweise unterstiitzen
unsere Daten die Idee, dass eine induzierte Expression von Mitgliedern der IFIT-Genfamilie
ausreicht, um eine PPR-induzierte proinflammatorische Zytokinproduktion zu hemmen.
Die Endotoxin-Toleranz beschreibt einen Zustand der Hypo-Responsivitét, der durch eine
reduzierte Fahigkeit der Zellen gekennzeichnet ist, auf Entziindungsreize zu reagieren.
Definiert ist die Endotoxin-Toleranz als reduzierte Fahigkeit der Zelle auf LPS, nach einer
ersten Exposition gegeniiber diesem Stimulus, zu reagieren. Dieses Phidnomen tritt als Folge
einer anhaltenden TLR-Stimulation nicht nur durch LPS, sondern auch durch andere TLR-
Agonisten und sogar TLR-unabhingige Entziindungsmediatoren auf. Der Mechanismus,
durch den die Exposition gegeniiber einem bestimmten TLR-Liganden oder anderen
Entziindungsmediatoren, wie Zytokinen, die Entziindungsreaktion auf andere TLR-
Liganden reduziert, ist als Kreuztoleranz bzw. Zytokin-induzierte Toleranz bekannt. (119).
Die Endotoxin-Toleranz und Kreuztoleranz wurde ausgiebig an Monozyten und

Makrophagen untersucht, obwohl die Mehrheit der angeborenen Immunzellen Toleranz
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gegeniiber sekundidren TLR-Stimuli entwickeln. Dazu gehdren dendritische Zellen,
Neutrophile, Mastzellen sowie Endothel- und Epithelzellen (119). Dies deckt sich mit
unseren Ergebnissen, die eine Kreuztoleranz gegeniiber TLR1/2 (Pam3CSK4) und TLR4
(LPS) Agonisten in Monozyten, Makrophagen und Epithelzellen zeigen.

AuBerdem zeigen unsere Ergebnisse, dass IFN Typ I-induzierte Signale eine Kreuztoleranz
gegeniiber einer nachfolgenden Stimulation mit TLR4 oder TLR1/2 Agonisten vermittelt.
Des Weiteren induziert die Stimulation von A549 und CMT-93 Zellen mit Propionat eine
IFNA Expression und die Stimulation von THP-1 Zellen eine Induktion der IFNo Expression
(Abbildung 17) in vitro, die in einer autokrinen Weise die IFIT-Expression steigert und in
Folge dessen zu einer stark reduzierten Expression von proinflammatorischen Zytokinen
fithrt. Wir konnen jedoch nicht ausschlieBen, dass zusétzliche zellulire Quellen von IFNa
und/oder IFNA, die parakrin wirken, an der Induktion von tolerogenen Wirtszellen in vivo
beteiligt sind.

Unsere Analyse der CMT-93, A549 oder THP-1 Zellen die IFIT1, IFIT2 und IFIT3
iiberexprimieren, und die anschlieBende Bestimmung der TNF und CXCL-2 Expression
nach LPS Stimulation ergab, dass in CMT-93 und A549 Zellen die Reduktion der
proinflammatorischen Zytokin-(TNF) und Chemokinexpression (CXCL-2) offenbar durch
murines und humanes IFIT1, IFIT2 und IFIT3 vermittelt wird. CXCL-2 wirkt chemotaktisch
fiir Neutrophile und rekrutiert diese an den Ort der Entziindung (120). Dariiber hinaus
konnten wir in THP-1-Zellen, die IFIT1 iiberexprimieren, keine Reduktion der TNF-
Expression beobachten, wihrend THP-1-Zellen, die IFIT2 und IFIT3 {iberexprimieren,
durch eine reduzierte Zytokinexpression nach LPS Restimulation gekennzeichnet sind.
Diese Beobachtung ergédnzt frithere Ergebnisse, die IFIT2 als an der Regulation der
proinflammatorischen Zytokinproduktion in Mausmakrophagen beteiligt, identifizieren
(91). Es wurde bereits gezeigt, dass die Behandlung von humanen Makrophagen mit Acetat
in vitro, die HDAC-Aktivitdt reduziert und die globale Histon-Acetylierung erhoht, was mit
einer verringerten Produktion der entziindlichen Zytokine TNF, IL-6 und IL-8 korreliert
(121). Ahnlich verringerten Butyrat und Propionat die LPS-induzierte TNF Produktion in
vitro in humanen PBMC in einer dhnlichen Weise wie der HDAC Inhibitor Trichostatin A
(122). Unsere Ergebnisse zur Induktion von Kreuztoleranz werden durch die Verwendung
primdrer humaner peripherer Blutmakrophagen weiter untermauert. Es wurde sowohl die
konstitutive Expression von FFAR?2 als auch die Induktion der IFIT-Genfamilie (IFIT1 bis
IFIT3) nach Stimulation mit Propionat beobachtet (Abbildung 20-21). Wie erwartet fiihrt
die Vorstimulation primérer humaner PBM sowohl mit dem TLR4-Agonisten LPS als auch

93



Diskussion

dem TLR1/2-Agonisten Pam3CSK4 zu einer stark reduzierten TNF Produktion nach
agonistischer Restimulation. Auch die CXCL-2 Produktion ist nach einer Vorstimulation
mit LPS und anschlieender Restimulation mit dem TLR4-Agonisten gehemmt (Abbildung
32).

Die klinische Manifestation der Endotoxin-Toleranz wird als Compensatory Anti-
inflammatory Response Syndrome (CARS) bezeichnet. CARS stellt die ,,Erschopfung des
Immunsystems dar und wird bei manchen septischen Patienten im Anschluss an die erste
Phase der Sepsis, die als Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) bekannt ist,
beobachtet. Die Endotoxin-Toleranz erklirt den Zustand der CARS-Immunsuppression bei
Sepsis, da Blutleukozyten von septischen Patienten einen #hnlichen Phinotyp wie
endotoxin-tolerante Zellen aufweisen. Neutrophile und Monozyten von septischen Patienten
sind refraktér gegeniiber der Produktion von Entziindungsmediatoren, wéhrend sie anti-
inflammatorische Molekiile hochregulieren, wenn sie sekunddren TLR-Stimuli ausgesetzt
sind. Infolgedessen weisen Patienten mit CARS eine erhohte Anfilligkeit fiir
Sekundirinfektionen auf (119).

Unsere Daten zeigen, dass die Propionat-induzierte Signalisierung die spezifische
Hochregulierung von Mitgliedern der IFIT-Genfamilie in einer Zelltyp-spezifischen Weise
induziert, um frithe proinflammatorische Immunreaktionen zu kontrollieren, indem ein
negativer Riickkopplungsmechanismus fiir die Produktion von proinflammatorischen
Mediatoren induziert wird, um den Wirt vor einer iibermiBigen und verlingerten
Entziindungsreaktion zu schiitzen. Die TLR-Toleranz wird durch mehrere Mechanismen
erreicht, zum Beispiel unter Beteiligung negativer intrazelluldrer Regulatoren wie A20,
IRAK-M, SOCS-1 sowie TRIM30 (123, 124). Die Propionat induzierte IFIT1, IFIT2 oder
IFIT3 Expression hemmt die Produktion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine
(TNF, CXCL2) bei TLR1/2 und TLR4 Restimulation und fiihrt zu einer Kreuztoleranz
beziiglich TLR-induzierter Zytokinproduktion (Abbildung 25-31).

Wie bereits in der Literatur beschrieben, reduziert die Vorbehandlung von Monozyten mit
dem TLR4 Agonisten LPS die Expression von MHC-Klasse-II (HLA-DR) Molekiilen auf
diesen Zellen (94). Dementsprechend konnten wir zeigen, dass eine Vorbehandlung mit
Propionat die Expression von MHC-Klasse-II Molekiilen auf THP-1 Zellen im Vergleich zu
nicht vorstimulierten Zellen stark reduziert. Die Propionat vermittelten Signale induzieren
somit eine Kreuztoleranz beziiglich einer TLR-induzierten Zytokin- und MHC-Klasse-II
Expression (Abbildung 28). Die verminderte Expression von MHC-Klasse-II Molekiilen

fiihrt zu einer eingeschrankten Antigenprisentation dieser Zellen (119).
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Basierend auf unseren Erkenntnissen, dass Propionat eine Kreuztoleranz in Epithelzellen
und Zellen myeloischen Ursprungs induziert, ist es verlockend zu spekulieren, dass
mikrobielle Metaboliten, im speziellen Propionat, mit einer Vielzahl von Immun- und Nicht-
Immunzellen interagieren und kommunizieren, um Entziindungsreaktionen zu kontrollieren
und gegenzuregulieren. Es ist jedoch noch nicht bekannt, ob Verdnderungen in der
mikrobiellen Diversitit des Wirts direkten Einfluss auf die Kontrolle von

Entziindungsreaktionen in vivo nehmen.

5.2.3 Propionat induziert eine erhohte antivirale Aktivitit in Epithelzellen und
Makrophagen
Unsere Versuche zeigen, dass die kurzkettige Fettsédure Propionat die Expression vieler ISG
induziert. Die gesamte Ifit-Genfamilie in murinen primiren Kolonepithelzellen und der
Epithelzelllinie CMT-93 werden durch Propionat hochreguliert als auch IFIT1 und IFIT2 in
humanen Lungenepithelzellen, und IFIT1-IFIT3 in monozytiren THP-1 Zellen und
primdren Blutmakrophagen. Dariiber hinaus fanden wir die Expression von ISG15, MX1
und OASL2 durch Propionat Stimulation erhdht (Abbildung 33 bis Abbildung 36). Im
Gegensatz dazu scheint es, als wiirde Butyrat zwar die globale Expression von iiber 800
Genen erhohen, jedoch die Expression spezifischer antiviraler ISG zu unterdriickt (125).
Das Ubiquitin-dhnliche Protein ISG15 ist eines von Hunderten von Interferon stimulierten
Genen, dass als Antwort auf eine virale Infektion hochreguliert wird. Es spielt eine zentrale
Rolle in der antiviralen Antwort des Wirts durch die Hemmung der viralen Replikation.
AuBerdem nimmt man an, dass ISG15 die Reperaturreaktion, die Immunantwort und weitere
Signalwege des Wirts moduliert (126). Wir konnten zeigen, dass ISG15 sowohl in priméren
Epithelzellen, in CMT-93 und in A549 Zellen als auch in THP-1 Zellen nach Propionat
Behandlung induziert wird.
Ein weiterer Schliisselmediator der Interferon-induzierten antiviralen Antwort gegen eine
Vielzahl von Viren, ist das Myxovirus-Resistenzprotein 1 (MX1; MxA). Die Expression von
MX1 wird streng durch Typ I und Typ III IFN reguliert und ist nicht direkt durch Viren oder
andere Stimuli induzierbar (127). Dies korreliert mit unseren Ergebnissen, dass Propionat
die IFN Typ I und Typ III Expression zelltypspezifisch induzieren kann. Interessanterweise
induziert Propionat in den Epithelzelllinien CMT-93 und A549 als auch in monozytéiren
THP-1 Zellen und priméren Blutmakrophagen die Expression von MX1.
Virusinfektionen konnen im Zytoplasma durch das Retinsdure-induzierbare Gen I (RIG-I)
wahrgenommen werden, das RNA- und Polyubiquitin-Bindung bendtigt, um Typ-I-

Interferon (IFN) zu induzieren und die zellulire angeborene Immunantwort aktiviert. Das
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IFN induzierbare humane Oligoadenylat-Synthetasen-dhnliche (OASL) Protein und sein
Maus-Ortholog Oasl2, besitzen eine antivirale Aktivitdit und vermitteln die RIG-I-
Aktivierung durch Nachahmung von Polyubiquitin. Man nimmt an, dass die Expression von
OASL die Replikation einer Reihe von Viren in einer RIG-I-abhédngigen Weise unterdriickt
(128, 129). Wir konnten zeigen, dass Oasl2 in murinen primiren IEC und in der
Kolonepithelzellinie CMT-93 durch eine Behandlung mit Propionat induziert wird.

In einer vor kurzem verdffentlichten Studie wurde bereits gezeigt, dass Mause, denen
fermentierbare Ballaststoffe iiber die Nahrung zugefiihrt wurden, bei einer Influenza
Virusinfektion bessere Uberlebenschancen hatten. Es wird vermutet, dass es durch die
ballaststoffreiche Nahrung (HFD) zu einer verstdrkten Bildung von Ly6c patrouillierenden
Monozyten kommt und die Effektorfunktion der CD8+ T-Zellen durch die kurzkettigen
Fettsduren verbessert wird. Folglich stellen fermentierbare Ballaststoffe und kurzkettige
Fettsduren in der Nahrung ein immunologisches Gleichgewicht her, das die angeborene und
adaptive Immunreaktion ausgleicht, um die Auflosung der Influenza-Infektion zu fordern
und gleichzeitig immunassoziierte Pathologie zu verhindern (130).

Wir konnten in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Propionat verschiedene Zelltypen vor
einer Infektion mit VSV*AG(Luc)-Replikon Partikeln schiitzt. Basierend auf unseren
bisherigen Daten gehen wir davon aus, dass durch eine Vorstimulation mit der kurzkettigen
Fettsdure Propionat sowohl von Epithelzellen, Zellen myeloiden Ursprungs und auch
primédren humanen Makrophagen das Eindringen und die Replikation der Virus Partikel stark
verringert wird (Abbildung 37-40). Dies ldsst sich wahrscheinlich dadurch begriinden, dass
Propionat antivirale Gene wie IFIT1, IFIT2, IFIT3, ISG15, MX1 oder Oasl2 induziert.
Welche der durch IFN-induzierten Gene letztlich fiir die erhohte antivirale Aktivitit
verantwortlich sind, kann abschlieBend nicht eindeutig bestimmt werden.

Des Weiteren konnte mit Hilfe des VSV*AG(Luc)-Replikon Modelsystems der Nachweis
erbracht werden, dass die Stimulierung mit Propionat zu einer Freisetzung von bioaktiven
IFN in den entsprechenden Zielzellen fiihrt.

Die Ergebnisse aus diesem Abschnitt der Arbeit konnten die Grundlage bilden fiir
weiterfithrende Experimente in denen die prophylaktische oder therapeutische Wirkung von

Propionat auf Virus-infizierte Zellen untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Zahlreiche Untersuchungen belegen, dass kurzkettige Fettsduren (SCFA) eine wichtige
Rolle sowohl beim Erhalt der Gesundheit als auch bei der Entstehung von Krankheiten
spielen. Wir konnten zeigen, dass sich durch die Uberexpression des antimikrobiellen
Peptids hReg3a in transgenen Miusen die bakterielle Zusammensetzung von gram-positiven
Firmicutes hin zu gram-negativen Verrucomicrobia verandert. Die meisten Spezies aus dem
Stamm der Firmicutes sind als Butyrat-Produzenten bekannt, wohingegen zum Beispiel
Akkermansia muciniphila aus dem Stamm der Verrucomicrobia zu den Propionat-
Produzenten gehort. Die Abnahme des Stammes der Firmicutes und die Zunahme des
Stammes der Verrucomicrobia korreliert mit der Abnahme der Butyratkonzentration und der
Zunahme der Propionatkonzentration im Kot von hReg3a transgenen Méusen. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit erfolgte zundchst die Untersuchung der immunmodulatorischen
Eigenschaften von Propionat. Hierbei konnte gezeigt werden, dass eine erhdhte Propionat
Konzentration, zu einer signifikant erhohten Induktion der Expression von Interferon
Stimulierten Genen (ISG) fiihrt.

Wir konnten zeigen, dass in murinen Kolonepithelzellen (CMT-93), humanen
Lungenepithelzellen (A549), humanen monozytidren Zellen (THP-1), sowie in priméren,
peripheren Blutmakrophagen (PBM) Propionat und Butyrat die Expression von Mitgliedern
der IFIT-Genfamilie induzieren. Unsere Daten zeigen, dass die Induktion von ISG durch
Propionat iiber den Gag/11-Signalweg des G-Protein gekoppelten Rezeptors FFAR?2 in einer
IFN Typ I (IFNa) und IFN Typ III (IFNA)-abhingigen Weise (JAK/STAT-Signalweg)
vermittelt werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die Stimulation mit Propionat
oder dem IFNAR2 Agonisten RO8191 eine Kreuztoleranz gegeniiber der Stimulierung mit
TLR1/2 (Pam3CSK4) und TLR4 (LPS) Agonisten induziert werden konnte. Nach der
Restimulation mit LPS oder Pam3CSK4 kam es zu einer signifikanten Reduktion von
proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen (z.B. TNF und CXCL2) sowohl in den
untersuchten Epithelzelllinien (CMT-93) als auch in der monozytiren Zelllinie THP-1 und
den primiren PBM. A549 Zellen zeigen eine Propionat-induzierte Kreuztoleranz gegeniiber
der Stimulierung mit LPS. Interessanterweise scheint die durch Propionat induzierte
Expression einzelner Mitglieder der IFIT-Genfamilie ausreichend zu sein, die
proinflammatorische Zytokinproduktion als Reaktion auf eine nachfolgende PRR-

Stimulation zu hemmen. Dariiber hinaus zeigen unsere Daten, dass die Propionat-induzierte
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IFIT-Expression die MHC-Klasse-II Expression nach erfolgter TLR4 Stimulation hemmt,
was zeigt, dass Propionat vermittelte Signale eine Toleranz beziiglich der TLR-induzierten
MHC-Klasse-II Expression zu induzieren scheint. Zur Bestimmung einer Relevanz dieser
Ergebnisse in vivo sind noch weitere Experimente notwendig.

Da nicht nur die IFIT-Genfamilie in den Epithelzellen und in den Zellen myeloiden
Ursprungs durch Propionat induziert wurde, sondern auch weitere ISG wie ISG15, MX1
oder OASL2, wurde die antivirale Aktivitét in diesen Zellen nach Propionat Stimulierung
genauer untersucht. Wir konnten in Infektionsexperimenten mit dem VSV*AG(Luc)-
Replikon Partikeln zeigen, dass eine Vorstimulation mit Propionat die Infektion und
Replikation des VSV*AG(Luc)-Replikon in vitro signifikant verringert.

Um die erhaltenen Ergebnisse in vivo zu verifizieren und moglicherweise translational weiter
zu entwickeln miissen noch weiterfithrende Untersuchungen durchgefiihrt werden, um die

Bedeutung von Propionat in der antiviralen Immunantwort in vivo genauer zu bestimmen.
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