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Zusammenfassung

Langkettige mehrfach ungeséttigte Omega-3 und Omega-6 Fettséuren stellen VVorlaufer fir
bioaktive Lipidmediatoren und — metabolite dar, welche enzymatisch tber Cyclooxygenasen,
Lipoxygenasen (LOX), Cytochrome P450 (CYP-450) sowie Autooxidationsprozessen
synthetisiert werden, und kdnnen in ihrer Bildung pharmakologisch beeinflusst werden. In
den dieser Arbeit zugrundeliegenden Publikationen wurde der Einfluss von erhéhten Omega-
3 Fettséurespiegeln auf die Zusammensetzung des Lipidmediatorenprofils, insbesondere der
einfach hydroxylierten Metabolite Hydroxyeicosatetraensauren, Hydroxyeicosapentaensauren
(HEPE) sowie Hydroxydocosahexaenséuren, in verschiedenen Organen der Maus untersucht.
Weiterhin wurde die Rolle der murinen 15-Lipoxygenase sowie der von Omega-6
Docosapentaenséure stammigen Lipidmetabolite 17-Hydroxydocosapentaensaure (17-
HDPAnN-6) und 10,17-Dihydroxydocosapentaensaure (10,17-HDPAN-6) im Kontext eines
experimentellen Kolitismodells untersucht.

In der ersten Studie wurde mittels Flissigchromatographie mit Massenspektrometrie-
Kopplung die Zusammensetzung von Monohydroxy-Lipidmetaboliten in Herz, Lunge, Leber,
Kolon, Nieren, Milz und Skelettmuskel der Maus charakterisiert. Es fand sich eine organ- und
gewebespezifische Verteilung der untersuchten Monohydroxy-Lipidmetabolite. Ein erhdhter
Omega-3 Fettsaurespiegel in der transgenen fat-1 Maus fuhrte zu einem organ- und
gewebespezifischen Anstieg der Omega-3 Fettsaure stimmigen Lipidmetabolite.
Eicosapentaenséure wurde trotz geringer Mengen hocheffizient zu hauptséchlich 12-HEPE in
der Lunge sowie Milz und 9-HEPE und 18-HEPE in den anderen Organen verstoffwechselt.
In der zweiten Studie konnte gezeigt werden, dass durch diatetische Intervention mittels
Omega-3 Fettséure angereichertem Futter ein hoherer Omega-3 Fettsaurespiegel im Vergleich
zum transgenen fat-1 Mausmodell erzielt wurde. Es fanden sich entsprechend erhdhte Spiegel
der von Omega-3 Fettséduren abgeleiteten Lipidmetabolite. Im Plasma von Mausen auf
Omega-3 Fettsadurereichem Futter wurde das Lipidmetabolitenprofil von LOX und CYP-450
Enzymen synthetisierten Lipidmetaboliten dominiert.

Der anti-inflammatorische Effekt von 17-HDPAnN-6 und 10,17-HDPAN-6 wurde in der dritten
Studie im Dextran Natriumsulfat (DSS)-induzierten Kolitismodell in wildtyp C57BL/6
Méusen untersucht. Eine intraperitoneale Behandlung mit 17-HDPAnN-6 oder 10,17-HDPAN-6
milderte die DSS-Kaolitis, den epithelialen Schaden sowie die Makrophageninfiltration.
Weiterhin erhohte 17-HDPAN-6 sowie 10,17-HDPAnN-6 in der Makrophagen-Zelllinie RAW
264.7 die Phagozytoseaktivitat.

Die Rolle der murinen 15-Lipoxygenase (Alox15) wurde in der vierten Studie im DSS-
Kolitismodell untersucht. Unsere Ergebnisse zeigen eine erhdhte Alox15 Expression in
wildtyp Mé&usen mit DSS-Kaolitis. Eine systemische Inaktivierung des Alox15 Genes
(Alox157") war mit einer signifikant milderen Kolitisaktivitat und einer erhaltenen Funktion
der intestinalen Barriere assoziiert. In Alox157~ Mausen mit DSS-Kolitis wurden verminderte
12-Hydroxyeicosatetraensaure (12-HETE) Spiegel gemessen. In vitro Experimente konnten
zeigen, dass 12-HETE die epitheliale Barriere in CaCo-2 Zellen stort.

Die Ergebnisse weisen auf einen protektiven Effekt der systemischen Alox15 Inaktivierung,
maoglicherweise bedingt durch eine verminderte Synthese von 12-HETE, sowie der
Lipidmediatoren 17-HDPAN-6 und 10,17-HDPAnN-6 im DSS-Kolitismodell hin.



Abstract

Long-chain polyunsaturated omega-3 (n-3 PUFA) and omega-6 fatty acids are precursors of
highly potent lipid mediators and metabolites, which are synthesized via cyclooxygenases,
lipoxygenases (LOX), cytochrome P450 (CYP-450) or via autooxidation processes, and their
synthesis can be modulated. The lipid mediator profile, especially of monohydroxy lipid
metabolites hydroxyeicosatetraenoic acids, hydroxyeicosapentaenoic acids (HEPE) and
hydroxydocosahexaenoic acids, and their modifications due to elevated n-3 PUFA levels was
characterized in different organs in healthy mice. Furthermore the role of murine 15-
lipoxygenase as well as omega-6 docosapentaenoic acid-derived 17-hydroxydocosapentaenoic
acid (17-HDPAnN-6) and 10,17-dihydroxydocosapentaenoic acid (10,17-HDPAN-6) in
experimental colitis was investigated.

In the first study, the profile of monohydroxy lipid metabolites in heart, lung, liver, colon,
kidney, spleen and skeletal muscle of healthy wildtype mice were characterized using liquid
chromatography—mass spectrometry. We found distinct characteristic lipid metabolite patterns
in different organs. Elevated n-3 PUFA levels in transgenic fat-1 mice lead to increased
formation of n-3 PUFA derived metabolites. Eicosapentaenoic acid — even though levels were
low - was strongly utilized for formation of 12-HEPE in the lung as well as spleen and 9-
HEPE and 18-HEPE in the other organs. The second study showed that higher n-3 PUFA
levels could be achieved through dietary intervention with a diet enriched with n-3 PUFA
compared to the fat-1 mouse model. This was reflected by increased levels of n-3 PUFA
derived lipid metabolites. In plasma of mice fed with an enriched n-3 PUFA diet the lipid
metabolite profile was dominated by metabolites derived from the LOX and CYP450
pathways.

The anti-inflammatory effect of 17-HDPAnN-6 and 10,17-HDPAnN-6 in dextran sodium sulfate
(DSS)-induced colitis was examined in the third study. Intraperitoneal injection of 17-
HDPAnN-6 or 10,17-HDPAN-6 alleviated DSS-colitis, epithelial damage and macrophage
infiltration. Furthermore 17-HDPAnN-6 and 10,17-HDPAnN-6 increased phagocytosis activity in
macrophage cell line RAW 264.7.

The role of murine 15-lipoxgenase (Alox15) in DSS-colitis was explored in the fourth study.
Alox 15 expression was augmented in wildtype C57BL/6 mice with DSS-colitis.
Furthermore, systemic inactivation of the Alox15 gene (Alox157") was associated with less
severe colitis signs and preserved function of the intestinal barrier. Lower 12-
hydroxyeicosatetraenoic acid (12-HETE) levels were detected in Alox15~~ mice with DSS-
colitis. 12-HETE impaired intestinal epithelial barrier function in vitro in CaCo-2 cells.

The results indicate a protective effect of systemic Alox15 inactivation, which might be
related to reduced formation of 12-HETE, as well as of the lipid mediators 17-HDPAN-6 and
10,17-HDPAN-6 in the context of DSS-colitis.



1 Einleitung

1.1  Omega-3 und Omega-6 Fettsauren

Langkettige mehrfach ungesattigte Fettsduren spielen eine wichtige Rolle in der Regulation
von physiologischen und pathophysiologischen Prozessen (1). Die bedeutendsten Omega-6
Fettséuren sind Linolsdure und Arachidonsdure (AA). a-Linolensdure, Eicosapentaenséure
(EPA) und Docosahexaenséure (DHA) stellen die biologisch relevanten Omega-3 Fettsduren
dar. Linolsdure und a-Linolenséure, die Vorstufen von AA bzw. EPA und DHA, sind
essentiell und kdnnen nicht von Saugetieren selbst synthetisiert werden, sodass fir relevante
Plasmakonzentrationen die Zufuhr durch Nahrung nétig ist. Omega-3 und Omega-6
Fettsduren stellen VVorlaufer fur bioaktive Lipidmediatoren und Lipidmetabolite dar, welche
uber Cyclooxygenasen (COX), Lipoxygenasen (LOX), Cytochrom-P450 (CYP-450)-
Enzymen sowie Autooxidationsprozessen synthetisiert werden.

1.2 Lipoxygenasen

Lipoxygenasen sind Dioxygenasen, welche die Peroxidation von freien mehrfach
ungesattigten Fettsauren katalysieren (2, 3). Aus der primdren Lipoxygenasereaktion
entstehen Hydroperoxyfettsauren, welche in weiteren enzymatischen Reaktionen zu
bioaktiven Lipidmediatoren umgewandelt werden. Flr den Menschen sind sechs
Lipoxygenase Isoformen beschrieben, wohingegen das Mausgenom sieben funktionelle
Lipoxygenase Isoformen enthélt (4).

Neben der Synthese von bioaktiven Botenstoffen ist die 15-Lipoxygenase (ALOX15) noch als
intrazellulares lipidperoxidierendes Enzym an der Regulation des zellularen
Redoxgleichgewichtes sowie am Umbau von Zellorganellen und am lokalen
Lipoproteinstoffwechsel beteiligt. Zur Rolle der 15-Lipoxygenase in der Pathogenese
verschiedener Erkrankungen fanden sich in der Literatur teils gegenlaufige Ergebnisse.
Wahrend eine erhdhte ALOX15-Expression die Zellproliferation und damit Tumorwachstum
beim Kolonkarzinom verhindert (5), fanden sich in Prostatatumorzellen eine erhdhte
ALOX15-Expression (6).

1.3  Lipidmetabolite und Lipidmediatoren

Den von AA abgeleiteten Lipidmediatoren wird Uberwiegend eine entziindungsfordernde
Eigenschaft zugewiesen, wahrend die von EPA und DHA abgeleiteten Lipidmediatoren eine
entziindungshemmende Wirkung haben (7).

In den letzten Jahren wurde eine neue Klasse von Omega-3 und Omega-6 Fettséure
stammigen Lipidmediatoren beschrieben. Uber eine einfache Hydroxylierung entstehen
Monohydroxy-Lipidmetabolite. Die einfach hydroxylierten Metabolite der AA sind
Hydroxyeicosatetraensduren (HETE). Die Monohydroxy-Produkte der EPA und DHA sind
die Hydroxyeicosapentaensauren (HEPE) beziehungsweise Hydroxydocosahexaenséuren
(HDHA). Uber weitere Hydroxylierungsschritte werden aus AA Lipoxine sowie aus EPA und
DHA Resolvine, Protektine und Maresine metabolisiert, welche als specialized pro-resolving
mediators (SPMs) zusammengefasst werden (8-12). Studien an unterschiedlichen
Krankheitsmodellen haben gezeigt, dass diese Lipidmediatoren aktiv anti-inflammatorisch
und resolutionsfordernd an der Beendigung von Entziindungsprozessen beteiligt sind (13). So
haben Studien unter anderem eine immunmodulierende sowie eine schmerzlindernde
Wirkung, eine Rolle in der Immunabwehr und in der Ischdmie/Reperfusion bedingten
Endorganschédigung nachgewiesen (14). Die Modulation der Makrophagenfunktion
verbunden mit einer gesteigerten Phagozytoseaktivitét stellt hierbei ein moglicher
Wirkmechanismus dar (15-17).



Eine weitere Klasse von langkettigen mehrfach ungesattigten Fettsauren stellen die bisher
wenig untersuchten Omega-3 und Omega-6 Docosapentaensaure (n-3 und n-6 DPA) dar,
welche in Kaltwasserfischen sowie in Algen enthalten sind. In Anbetracht umfangreicher
Studien tber die Bioaktivitat von AA, EPA sowie DHA abgeleiteten Lipidmetaboliten, stellen
von Docosapentaenséure abstammende Lipidmetabolite aktuell Gegenstand von
Spekulationen dar. Die den Resolvinen strukturell ahnlichen Derivate 17-
Hydroxydocosapentaensaure (17-HDPAnN-6) und 10,17-Dihydroxydocosapentaensaure
(10,17-HDPAN-6) leiten sich von Omega-6 Docosapentaensaure ab (18).

1.4 Chronisch entztindliche Darmerkrankungen

Die zwei wichtigen Vertreter der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) sind
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa. Durch die dysfunktionelle Epithelbarriere in CED
kommen immunkompetente Zellen der Lamina propria mucosae mit bakteriellen Antigenen in
Kontakt und aktivieren das mukosale Immunsystem (19, 20). Genetische Pradisposition,
Umweltfaktoren, das enterale Mikrobiom sowie der Immunstatus des Patienten scheinen zur
Entstehung von CED beizutragen (21-24). Aufgrund des friilhen Manifestationsalters in der 1.
— 3. Dekade stellen CED fiir die betroffenen Patienten eine lebenslange Erkrankung dar (25).
Die Therapie der CED erfolgt bis heute symptomatisch. Eine kausale Therapie ist bisher nicht
bekannt, sodass dringend neue praventive MaRnahmen und Therapieansatze benotigt werden.

Dextran Natriumsulfat (DSS) wirkt direkt toxisch auf die Kolonepithelzellen mit resultierend
erhohter Permeabilitat der Kolonmukosa und Entwicklung einer intestinalen Inflammation
(26), was sich klinisch in blutigen Diarrhoen und Gewichtsverlust manifestiert. Die Resultate
ahneln sich dem humane Entziindungsgeschehen, sodass das DSS-Kaolitismodell wegen der
einfachen Handhabung und der guten Reproduzierbarkeit ein haufig angewandtes und
geeignetes Tiermodell der CED darstellt (27).
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Zielsetzung

Die anti-inflammatorische Wirkung von mehrfach ungesattigten Fettsauren wurde in diversen
experimentellen Krankheitsmodellen unter anderem durch den anti-inflammatorischen und
resolutionsfordernden Effekt der von den Fettsduren abgeleiteten mehrfach hydroxylierten
Resolvine, Protectine und Lipoxine erklart. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von
Lipidmediatoren beschrieben, deren biologische Funktionen und Wirkungsweise weitgehend
unbekannt sind. Im Wesentlichen gliedert sich die Arbeit in zwei Fragestellungen, die im
Rahmen dieser Dissertationsschrift beantwortet werden sollten:

1)

2)

Die Charakterisierung des Lipidmetabolitenprofils bestimmter Organe der Maus und
die Analyse der VVeranderungen der Profile durch Modifikation des Omega-3 Fettsdure
Gehaltes in den Organen sowie

Die Bedeutung von 15-Lipoxygenase und ausgewéhlten Lipidmetaboliten an einem
entzlindlichen murinen Krankheitsmodell. Hierfur wurde das akute DSS-induzierte
Kolitismodell ausgewahlt.

Die Ziele dieser Arbeit waren konkret wie folgt:

a)

b)

d)

Die Analyse der Zusammensetzung von Monohydroxy-Lipidmetaboliten in
verschiedenen Organen der C57BL/6 und der transgenen fat-1 Maus mit endogen
erhdhten Omega-3 Fettséure Spiegeln.

Die Analyse des Lipidmetabolitenprofils in verschiedenen Organen der C57BL/6
Maus auf einer Omega-3 Fettséure angereicherten Diat und die Verdnderungen des
Profils Uber einen Fltterungszeitraum bis 45 Tagen. Weiterhin wurden die durch die
Diét erzielte Veranderungen des Lipidmetabolitenprofils mit denen der transgenen fat-
1 Maus verglichen.

Die Charakterisierung des anti-inflammatorischen und resolutionsférdernden Effektes
von 17-HDPAnN-6 und 10,17-HDPAnN-6 in vivo in der akuten DSS-Kolitis sowie deren
Einfluss in vitro auf die Phagozytoseaktivitat und den Phanotyp von murinen
Makrophagenzellen.

Die Untersuchung des Effektes der murinen 15-Lipoxygenase in vitro und in vivo im
DSS-induzierten Kolitis Mausmodell durch systemischen Knockout der murinen 15-
Lipoxygenase.



3 Methoden

3.1  Versuchstiere

Fur die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden heterozygote fat-1 Mdause, homozygote
Alox157~ Mause sowie deren C57BL/6 wildtyp Geschwister verwendet. Die transgene fat-1
Maus wurde mittels Mikroinjektion des fat-1 Gens aus Caenorhabditis elegans generiert (28).
Mannliche fat-1 Mé&use wurden mit weiblichen Mausen des Inzuchtstamms C57BL/6
riickgekreuzt, um eine genetische und phéanotypische Uniformitat zu gewahrleisten. Die
Alox157~ Mause wurden mittels konventionellem Knockout generiert und ebenfalls mit
Mausen des Inzuchtstamms C57BL/6 ruckgekreuzt, um eine genetische und phanotypische
Uniformitat zu gewahrleisten (29). Der Genotyp der Méuse wurde mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) bestimmt.

3.2 Induktion des fat-1 Phanotyps

Wildtyp und fat-1 Mause erhielten fir mindestens vier Wochen vor Beginn des Versuches
eine Omega-6 Fettséurereiche aber Omega-3 Fettsdaurearme Spezialdiat (AIN-76A, zusatzlich
angereichert mit 10% Distel6l; Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland). Mittels
Gaschromatographie wurde der Gehalt an AA, DHA und EPA im Schwanzgewebe der Mause
bestimmt. Die fat-1 Méuse weisen phénotypisch ein kleineres Verhéltnis von
AA/(EPA+DHA) als bei wildtyp Mé&usen auf. Gewebeproben wurden wie in den
Publikationen beschrieben zur weiteren Analyse der Fettsauren- und Lipidmetaboliten
Zusammensetzung aufgearbeitet.

3.3  Fitterungsstudie

Weibliche wildtyp und fat-1 Mause im Alter von 9-10 Wochen (n = 6 pro Gruppe) wurden fur
die Fltterungsstudie benutzt. Wildtyp Mause erhielten eine mit Omega-3 Fettsaure
angereicherte Diéat (1% EPA und 1% DHA in Form von Ethylestern; Ssniff Spezialdiaten
GmbH). Wildtyp Mé&use der Kontrollgruppe sowie fat-1 Mé&use erhielten eine Standarddiat
mit einem 10% Fettanteil (E15051, Sonnenblumendl angereichert mit 0,2 % (w/w)
Tocopherol Mix; Ssniff Spezialdidten GmbH). Die Tiere wurden an Tag 0, 7, 14, 30 und 45
des Fltterungsprotokolls getdtet. Gewebeproben wurden wie in den Publikationen
beschrieben zur weiteren Analyse der Fettsduren- und Lipidmetaboliten Zusammensetzung
aufgearbeitet.

3.4  Lipidomics-Analytik
Zentraler Bestandteil dieser Arbeit war die Analyse von Fettsduren und Lipidmetaboliten.

3.4.1 Gaschromatographie (GC)

Der Gehalt von AA, EPA und DHA sowie die Bestimmung des Verhéltnisses von
AA/(EPA+DHA) wurden mittels GC durchgefiihrt. Frische Gewebeproben wurden in
Flussigstickstoff schockgefroren und gemorsert. Es erfolgte wie in den Publikationen
beschrieben die Lipidextraktion und Fettsdurenmethylierung. Die Fettsduremethylester
wurden mit einem vollautomatischen Hewlett Packard 5890 Gaschromatographiesystem
(Hewlett Packard Enterprise, Palo Alto, CA, USA), ausgestattet mit einem
Flammenionisationsdetektor, analysiert.

Die erhaltenen Peaks wurden durch Retentionszeiten mit zuvor eingelesenen
Fettsdurestandards identifiziert und die Konzentration iber die Fldche unter der Kurve
bestimmt.

3.4.2 Flussigchromatographie-Tandem Massenspektrometrie (LC-MS/MS)
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Der Lipidmetaboliten und Lipidmediatoren Gehalt in verschiedenen Geweben wurde mittels
LC/(ESI)-MS/MS-Technik analysiert. Es erfolgte nach Zusatz eines internen Standards eine
Festphasenextraktion an den Proben. Die Analyten wurden mittels eines Elutionsgradienten in
einer High Performance Liquid Chromatographie (HPLC)-S&ule (Agilent 1200 HPLC-
System) von der Probenmatrix chromatographisch separiert. Anschliefend wurden die
Analyten mit einer Elektronenspray-lonisationsquelle ionisiert und mittels eines Tandem-
Massenspektrometers (MS/MS; Agilent 6460 Triplequad Massenspektrometer, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) detektiert. Die Messungen erfolgten im negativen
lonisierungs-Modus. Die Auswertung durch Integration der erhaltenen Peaks und
Quantifizierung mit den entsprechenden Kalibrierkurven erfolgte mit MassHunter
Workstation Softwares Quantitative Analysis B.03.01 und Qualitative Analysis B.02.00 von
Agilent Technologies.

3.5  DSS-Kaolitis und intraperitoneale Behandlung mit Lipidmediatoren

Eine akute Kolitis wurde in weiblichen C57BL/6 sowie Alox157~ Mausen im Alter von 8-11
Wochen mittels oraler Gabe von 2% bzw. 2,5% 36-50 kDa Dextran Natriumsulfat (DSS; ICN
Biomedicals, Irvine, CA, USA) in Trinkwasser je nach Versuchsprotokoll der vorliegenden
Publikationen induziert.

Die Behandlung der Mause erfolgte von Tag 0 bis Tag 5 des Versuchsprotokolls mittels
intraperitonealer Injektion von 50 pg/kg Korpergewicht 17-HDPAN-6, 10,17-HDPAN-6, 17-
HDHA oder isotoner Kochsalzlésung.

Die Krankheitsaktivitat der Mause wurde durch tdgliche Dokumentation des Korpergewichts,
der Stuhlkonsistenz, das Auftreten von rektaler Blutung sowie der allgemeinen Erscheinung
beurteilt (30). Die Schwere der Kolitisaktivitat wurde in vivo mittels Koloskopie und ex vivo
durch die Kolonlange, histologische Untersuchungen (Hamatoxylin-Eosin-Féarbung, F4-80
Farbung, ZO-1 Farbung) sowie Genexpressionsanalysen wie dargestellt beurteilt.

3.6 Kolonepithelzellen

CaCo-2 Zellen (ATCC, Rockville, MD, USA) sind adhérente Zellen, welche nach spontaner
Ausdifferenzierung Eigenschaften wie das Diinndarmepithel des Menschen aufweisen. Die
CaCo-2 Zellen wurden bei 5% CO2 und 37° C in MEM (Minimum Essential Medium Eagle;
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) + EBSS (Earle’s Balanced Salt Solution; Life
Technologies) mit fetalem Kalberserum (FCS, 10%; Biochrom AG, Berlin, Germany), 5 ml/I|
100x Natriumpyruvat, 5 ml/l 100x nicht essentielle Aminosduren, 5 ml/l 100x Glutamin
kultiviert.

3.6.1 Inkubation mit DSS oder Lipidmediatoren und deren Einfluss auf den
transepithelialen elektrischen Widerstand
Die Zellen wurden in einer Konzentration von 2x10° Zellen auf Transwell-Einsatzen mit einer
Polycarbonatmembran in Filter-Kammer-Systemen (Porengrof3e 3 um, No. 3402, Corning
GmbH, Kaiserslautern, Deutschland) ausgesét und bis zur Ausbildung eines konfluenten
Monolayers nach 5 Tagen kultiviert. Danach wurden die Zellen mit Lipidmediatoren (5S-,
12S-, 12R- oder 15S-HETE; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) in unterschiedlichen
Konzentrationen oder DSS inkubiert. Der transepitheliale elektrische Widerstand wurde jeden
zweiten Tag mit einem Millicell-ERS Voltohmmeter (Merck, Darmstadt, Deutschland) in
einer Endohm 12 Messkammer gemessen.

3.7  Makrophagen

RAW 264.7 Zellen (ATCC) ist eine durch den Abelson Leukemiavirus transformierte murine
Makrophagenzelllinie. Die Raw 264.7 Zellen wurden bei 5% CO2 und 37° C in DMEM
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(Dubelcco’s modified Eagle medium; Life Technologies) mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin
und100 pg/ml Streptomycin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) kultiviert.

3.7.1 Inkubation mit Lipidmediatoren und deren Einfluss auf den Makrophagen
Phanotyp
Die Zellen wurden in einer Konzentration von 5x10° Zellen/60 mm Zellkulturplatten
ausplattiert und ber Nacht in Serum-freiem DMEM kultiviert. Danach wurden die Zellen mit
Lipidmediatoren-haltigem Serum-freiem DMEM (je 1 uM 17-HDPAnN-6, 10,17-HDPAN-6
oder 17-HDHA) flr 6 Stunden inkubiert. Zur Analyse des Makrophagen Phéanotyps wurde
RNA aus den Zellpellets mittels TRIzol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) laut
Herstellerangaben isoliert und komplementére DNA (cDNA) synthetisiert. Die Expression
von TNF-a, induzierbarer Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS), IL1 Rezeptor Antagonist,
Scavenger Rezeptor Typ A wurde mittels semiquantitativer Echtzeit-PCR wie beschrieben
untersucht.

3.7.2 Phagozytose Assay

Die Raw 264.7 Zellen wurden in einer Konzentration von 1x10° Zellen/Well in 96-Well
Platten ausgesat und uber Nacht kultiviert. Nach einer 2-stiindigen Pra-Inkubation mit 1 pM
17-HDPAnN-6, 10,17-HDPAN-6 oder 17-HDHA wurde die Phagozytose Aktivitat durch
Inkubation der Zellen mit fluoreszenzgelabelten E. coli K-12 Biopartikeln (Vybrant
Phagocytosis Assay, Invitrogen) in einer 1:2 Verdinnung quantifiziert. Die Menge der
aufgenommenen Partikeln wurde nach 4 Stunden geméR Herstellerangaben durch Messung
der Fluoreszenz Emission bei 480 nm gemessen.

3.8  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte wie in den Publikationen né&her erlautert mit GraphPad
Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Die Ergebnisse der Studien wurden als
Mittelwert + SEM angegeben. Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1  Manuskript 1: Quantitative profiling of hydroxy lipid metabolites in mouse organs
reveals distinct lipidomic profiles and modifications due to elevated n-3 fatty acid
levels

4.1.1 Zusammenfassung

In dieser Studie erfolgte mittels LC-MS/MS-Analytik die systematische Quantifizierung der
von Omega-3 Fettsauren DHA und EPA sowie von Omega-6 Fettsaure AA abgeleiteten
Monohydroxy-Lipidmetabolite in verschiedenen Organen der C57BL/6 Maus. Weiterhin
wurden die Organe der transgenen fat-1 Maus zur Untersuchung des Einflusses von endogen
erhdhten Omega-3 Fettsdure Spiegeln auf das Lipidmetabolitenprofil der jeweiligen Organe
analysiert. Die Ergebnisse der Studie weisen auf eine organ- und gewebespezifische
Verteilung der untersuchten Monohydroxy-Lipidmetabolite hin.

Ein erhohter Omega-3 Fettsaurespiegel fiihrte zu einem organ- und gewebespezifischen
Anstieg der entsprechenden Lipidmetabolite. 15-HETE dominierte das Lipidmetaboliten
Profil in Kolon, Leber, Nieren, Herz und Skelettmuskel, wahrend in der Lunge und Milz 12-
HETE Uberwog. Besonders hervorzuheben ist eine trotz geringer Mengen hocheffiziente
Verstoffwechselung der EPA zu hauptséachlich 12-HEPE in der Lunge sowie Milz und 9-
HEPE und 18-HEPE in den anderen Organen.

4.1.2 Publikation

Chiu CY, Smyl C, Dogan I, Rothe M, Weylandt KH.

Quantitative Profiling of Hydroxy Lipid Metabolites in Mouse Organs Reveals Distinct
Lipidomic Profiles and Modifications Due to Elevated n-3 Fatty Acid Levels. Biology
(Basel). 2017 Feb 4;6(1).

pii: E9. doi: 10.3390/biology6010009.

4.2  Manuskript 2: Modulation of the endogenous Omega-3 Fatty Acid and oxylipin
profile in vivo — A comparison of the fat-1 transgenic mouse with C57BL/6
wildtype mice on an Omega-3 Fatty Acid enriched diet

4.2.1 Zusammenfassung

In dieser Studie wurde der Einfluss einer dietétischen Intervention mittels Omega-3 Fettsaure
angereichertem Futter auf die Fettsdurespiegeln und deren abgeleiteten Lipidmetabolite in
verschiedenen Organen der C57BL/6 Maus untersucht. Weiterhin wurden die durch
diatetische Intervention erreichte Modulation der Fettsdure- und Lipidmetabolitespiegel mit
dem der transgenen fat-1 Maus verglichen. Futterung mit einem 1% EPA und 1% DHA
angereichertem Futter flihrte gewebespezifisch zu einem zeitabhangigen Anstieg der Omega-3
Fettsauren, insbesondere EPA, DHA und n-3 DPA. In allen untersuchten Geweben (Gehirn,
Leber, Kolon, Milz, Niere) sowie Blut wurde bereits nach 14 bis 30 Tagen auf dem Omega-3
Fettsdurereichen Futter die hochsten der in dieser Studie dokumentierten Omega-3
Fettséurespiegel erreicht. Weiterhin konnte mittels Fitterung im Vergleich zum transgenen
fat-1 Mausmodell ein hoherer Omega-3 Fettsaurespiegel, insbesondere von EPA, erzielt
werden. Im Plasma, Kolon und Gehirn wurden die Oxylipinspiegel bestimmt. Ein erhéhter
Omega-3 und erniedrigter Omega-6 Fettsaurespiegel in den Organen hat sich entsprechend in
den Lipidmetabolitespiegeln dargestellt, wobei die Verdnderungen durch diatetische
Intervention ausgepragter als im transgenen Mausmodell waren. Im Plasma von Mausen auf
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Omega-3 Fettséure angereichertem Futter wurde das Lipidmetabolitenprofil von LOX und
CYP-450 Enzymen synthetisierten Lipidmetaboliten dominiert.

4.2.2 Publikation

Ostermann Al, Waindok P, Schmidt MJ, Chiu CY, Smyl C, Rohwer N, Weylandt KH,
Schebb NH.

Modulation of the endogenous Omega-3 Fatty Acid and oxylipin profile in vivo — A
comparison of the fat-1 transgenic mouse with C57BL/6 wildtype mice on an Omega-3 Fatty
Acid enriched diet. PLoS One. 2017 Sep 8;12(9):e0184470.

doi: 10.1371/journal.pone.0184470. eCollection 2017

4.3  Manuskript 3: Omega-6 docosapentaenoic acid-derived resolvins and 17-
hydroxydocosahexaenoic acid modulate macrophage function and alleviate
experimental colitis

4.3.1 Zusammenfassung

In dieser Studie wurde der anti-inflammatorische und resolutionsférdernde Effekt von der
Omega-3 Fettsdure DHA abgeleiteten 17R/S-HDHA und von Omega-6 Fettsdure DPAN-6
synthetisch abgeleiteten 17-HDPAnN-6 und 10,17-HDPAnN-6 untersucht. Unsere Ergebnisse
zeigen eine erhdhte Phagozytose Aktivitat von murinen Makrophagen Zellen nach
Behandlung mit 17R/S-HDHA, 17-HDPAnN-6 sowie 10,17-DHPAnN-6. Eine Inkubation mit
den Lipidmetaboliten begunstigte die Polarisierung der murinen Makrophagen Zellen in den
anti-inflammatorischen M2 Phanotyp. Das anti-inflammatorische Potential der
Lipidmetabolite in vivo wurde im DSS-induzierten akuten Kolitismodell in C57BL/6 Mé&usen
untersucht. Eine intraperitoneale Behandlung mit 17R/S-HDHA, 17-HDPAnN-6 oder 10,17-
HDPAnN-6 milderte signifikant die Krankheitsaktivitat der DSS-Kolitis ab, welche sich durch
eine verminderte Gewichtsabnahme, epitheliale Schaden des Kolongewebes und
Makrophageninfiltration zeigte.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen auf einen anti-inflammatorischen und
resolutionsfordernden Effekt von 17-HDHA, 17-HDPAnN-6 und 10,17-HDPAN-6 hin, welche
potentiell eine Rolle in der Behandlung von entziindlichen Erkrankungen, wie den
entzindlichen Darmerkrankungen, spielen.

4.3.2 Publikation

Chiu CY*, Gomolka B*, Dierkes C, Huang NH, Schroeder M, Purschke M, Manstein D,
Dangi B, Weylandt KH. * geteilte Erstautorenschaft
Omega-6 Docosapentaenoic Acid derived Resolvins and 17-Hydroxydocosahexaenoic Acid
modulate Macrophage Function and alleviate Experimental Kolitis. Inflammation Research.
2012 May 23

http://dx.doi.org/10.1007/s00011-012-0489-8

4.4  Manuskript 4: Female mice carrying a defective Alox15 gene are protected from
experimental colitis via sustained maintenance of the intestinal epithelial barrier
function

4.4.1 Zusammenfassung
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In dieser Studie wurde die pathophysiologische Rolle des Alox15 Genes im DSS-induzierten
akuten Kolitismodell untersucht. Unsere Ergebnisse zeigen eine erhéhte Alox15 Expression in
wildtyp C57BL/6 Méusen mit DSS-Kaolitis. Eine systemische Inaktivierung des Alox15
Genes (Alox1577) war mit einer signifikant milderen Kolitisaktivitat und einer erhaltenen
Funktion der intestinalen Barriere assoziiert. Dies war begleitet von einer reduzierten
Genexpression von TNF-a und iNOS sowie einer erhaltenen Genexpression von Zonula
occludens Protein 1 (ZO-1). Weiterhin wurden in Alox157 Mausen mit DSS-Kolitis
verminderte 12-HETE Spiegel gemessen. Inkubation von CaCo-2 Zellen mit 12S-HETE
induzierte eine Storung der epithelialen Barriere, welches sich durch einen Abfall des
transepithelialen elektrischen Widerstandes darstellte.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen auf einen protektiven Effekt der systemischen Alox15
Inaktivierung im DSS-Kolitismodell hin, welches durch eine verminderte Synthese von 12-
HETE und somit erhaltener intestinaler Barrierefunktion bedingt sein kann.

4.4.2 Publikation

Kroschwald S*, Chiu CY*, Heydeck D, Rohwer N, Gehring T, Seifert U, Lux A, Rothe M,
Weylandt KH, Kuhn H. * geteilte Erstautorenschaft
Female mice carrying a defective Alox15 gene are protected from experimental colitis via
sustained maintenance of the intestinal epithelial barrier function. Biochim Biophys Acta.
2018 Aug;1863(8):866-880.

doi: 10.1016/j.bbalip.2018.04.019.
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5 Diskussion

In diversen experimentellen Krankheitsmodellen wurde ein positiver Effekt von Omega-3
Fettsduren gezeigt (31-33). Jedoch bleibt die klinische Relevanz von Omega-3 Fettsduren
aufgrund von widerspriichlichen Ergebnissen aus epidemiologischen und Interventionsstudien
umstritten (34-38). Weiterhin bleibt der molekulare Wirkmechanismus einzelner Fettsduren
sowie deren Dosis-Wirkungs-Beziehung ungeklart. Ein moglicher Erklarungsansatz fir die
anti-inflammatorische Wirkung sind die von den Fettsduren abgeleiteten hydroxylierten
Lipidmetabolite. In der zugrundeliegenden Arbeit wurde der Einfluss eines erhdhten Omega-3
Fettsdure Gehalts auf den Fettsdure- und Lipidmetabolitenprofil untersucht. Weiterhin wurde
die Wirksamkeit einzelner Metabolite 12-HETE, 17-HDHA, 17-HDPAn-6 und 10,17-
HDPAnN-6 sowie die Rolle der murinen 15-Lipoxygenase im Kontext der akuten DSS-Kolitis
in der Maus in vitro und in vivo analysiert.

Zunachst wurde die Lipidmetaboliten Zusammensetzung in verschiedenen Organen der
wildtyp Maus durch simultane Analyse einer Vielzahl von Omega-3 und Omega-6 stdmmigen
Lipidmetaboliten und Lipidmediatoren mittels LC-MS/MS-Technik charakterisiert. Die
Messungen weisen auf eine organ- und gewebespezifische Verteilung der untersuchten
Lipidmetabolite hin. Zwei unterschiedliche Modelle zur Untersuchung des Einflusses erhohter
Omega-3 Fettsdurespiegel auf das Lipidmediatorenprofil wurden benutzt: Hierbei wurden
Organe von transgenen fat-1 M&usen sowie wildtyp Mausen auf einer Omega-3 Fettsduren
angereicherten Didt analysiert. Die beobachteten Veranderungen in der Maus waren &hnlich
jedoch ausgepragter als im Menschen nach EPA und DHA Supplementierung, welches durch
geringere Supplementationsdosen im Menschen erklart werden kann (39-41).

Die Verénderungen in den Fettsaurespiegeln waren durch diatetische Intervention
ausgepragter als im transgenen fat-1 Mausmodell und erreichten nach 14 bis 30 Tagen auf
dem Omega-3 Fettsdurereichen Futter maximale Steady-State Konzentrationen. Die
vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass Mause zur Untersuchung von Krankheitsmodellen
vorgeflttert werden massen, um eine maximale Modulation des Fetts&ureprofils zu erzeugen.
Es fanden sich signifikant niedrigere EPA (2,7 bis 34-fach) und DHA (bis 3-fach)
Konzentrationen in den Blut- und Gewebeproben der fat-1 Maus als in wildtyp Mé&usen auf
einer Omega-3 Fettsaurereichen Diéat, was durch den genetischen Hintergrund erklart werden
kann. Die transgenen fat-1 M&use exprimieren das fat-1 Gen des Fadenwurms Caenorhabditis
elegans, das fur eine Omega-3 Desaturase kodiert und die Biosynthese von Omega-3
Fettsduren aus Omega-6 Fettsduren ermdglicht (42). Weiterhin konnen S&ugetiere in einem
vielstufigen Konversionsprozess EPA in DHA umwandeln, welches die hohen DHA und
niedrigen EPA Spiegel in der fat-1 Maus begriindet (43). Ein Vergleich der absoluten
Fettsdure- und Lipidmetabolitenspiegel der transgenen fat-1 Méause beider Studie ist aufgrund
der unterschiedlichen Di&ten eingeschrankt mdglich. Im transgenen fat-1 Mausmodell mit
endogen erhohten Omega-3 Fettsaure Konzentrationen konnte in beiden Studien ein organ-
und gewebespezifischer Anstieg der aus den Omega-3 Fettsduren gebildeten Lipidmetaboliten
gezeigt werden. Mogliche Storfaktoren, wie Menge der Nahrungsaufnahme und Dauer der
diatetischen Intervention, Beimengungen im Futter, Empfindlichkeit des Futters gegeniiber
Oxidation, werden im transgenen Mausmodell eliminiert, sodass das fat-1 Mausmodell eine
gute Alternative zur Fitterungsstudie darstellt. Jedoch erlaubt die fat-1 Maus nicht die
Unterscheidung von Effekten einzelner Fettséduren oder die Untersuchung von
konzentrationsabhangigen Effekten in Krankheitsmodellen.
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Die Synthese von den Resolvinen strukturell &hnlichen Derivaten 17S-HDPAnN-6 und 10,17S-
HDPAN-6 aus Omega-6 Docosapentaensaure via Sojabohnen-15-Lipoxygenase wurde zuletzt
beschrieben (44). Die anti-inflammatorische Wirkung dieser Lipidmetabolite, die im
Carrageenan-induzierten Pfotenddemmodell bei der Ratte gezeigt wurde, konnte in dieser
Arbeit in dem akuten DSS-Kolitismodell in der Maus bestatigt werden (18). Ein mdglicher
Wirkmechanismus ist die erhdhte Phagozytoseaktivitat sowie die Polarisierung von
Makrophagen in den anti-inflammatorischen M2 Phanotyp nach Inkubation mit den
Lipidmetaboliten 17R/S-HDHA, 17-HDPAnN-6 und 10,17-HDPAnN-6. 17S-HDHA und 17R-
HDHA wurden als anti-inflammatorische Lipidmediatoren im Modell des
Tetrachlorkohlenstoff-induzierten Leberschadens bzw. DSS-Kolitismodells gezeigt (45, 46).
Die Daten der dritten Studie, in welcher der anti-inflammatorische Effekt von 17R/S-HDHA
im DSS-Kaolitis gezeigt wurde, erweitern den aktuellen Kenntnisstand. Es bleibt der genaue
molekulare Wirkmechanismus zu Kklaren.

Lipoxygenasen entfalten ihre biologische Funktion durch die Synthese von bioaktiven
Lipidmediatoren wie Prostaglandine, Leukotriene und Lipoxine (2, 3). In der Literatur haben
sich zur Rolle der 15-Lipoxygenase teils gegenlaufige Wirkungen gefunden. In der
vorliegenden Arbeit wiesen M&use mit einem systemischen 15-Lipoxygenase Knockout eine
signifikant geringere Krankheitsaktivitat im akuten DSS-Kolitismodell auf, womit eine pro-
inflammatorische Wirkung der 15-Lipoxygenase in diesem Krankheitsmodell gezeigt werden
konnte. Ein systemischer 15-Lipoxygenase Knockout war begleitet von einer geringeren
Expression von dem pro-inflammatorischen Zytokin TNF-a und iNOS sowie einer erhaltenen
intestinalen Barriere. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu dem zuvor beschriebenen
stabilisierenden Effekt von 15-HETE, dem Hauptprodukt der humanen 15-Lipoxygenase, auf
die intestinale Barriere. Die Expression von Tight Junction Proteinen wird durch 15-HETE im
gesunden menschlichen Darm hochreguliert und wirkt in Darmentziindungen einem Verlust
der intestinalen Barrierefunktion entgegen (47). Der gegensatzliche Effekt kann
maoglicherweise durch die unterschiedliche Reaktionsspezifitat dieser orthologen Enzyme
erklart werden. Wahrend die humane 15-Lipoxygenase hauptsachlich Arachidonséure zu 15-
H(p)ETE verstoffwechselt, wird Arachidonsdure durch die 15-Lipoxygenase der Maus, ein
12-lipoxygenierendes Enzym, vorrangig zu 12-H(p)ETE verstoffwechselt (29). Inkubation
von CaCo-2 Zellen mit 12S-HETE induzierte eine dosisabhangige Undichtigkeit der
epithelialen Barriere in vitro. Diese Beobachtung steht im Einklang mit erhéhten 12-HETE
Spiegeln in wildtyp Mausen mit akuter DSS-Kolitis sowie dem beschriebenen protektiven
Effekt der systemischen Alox15 Inaktivierung. Jedoch konnte hier im in vitro Modell in den
untersuchten Konzentrationen fur 15S-HETE kein Effekt auf den transepithelialen
elektrischen Widerstand nachgewiesen werden.

Die von uns angewandte Analysemethode weist eine hohe Spezifitat in geringen
Konzentrationsbereichen, eine hohe Empfindlichkeit sowie eine gute Reproduzierbarkeit bei
gleichzeitig geringen Probenvorbereitungs- sowie Messzeitaufwand auf, sodass diese als
Routine-Messverfahren im klinischen Alltag eingesetzt werden kann. In den hier untersuchten
Proben von gesunden Mdausen sowie Madusen mit akuter DSS-Kaolitis waren Resolvine sowie
Lipoxine unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze. Die Vorstufen fur die Resolvine 17-HDHA
und 18-HEPE konnten jedoch detektiert werden und kdnnten perspektivisch als
Indikatorsubstanzen fur die Bildung anti-inflammatorischer Resolvine genutzt werden. Eine
weitere Limitation des hier angewandten Messprotokolls in LC-MS/MS-Technik ist die
Analyse beider Enantiomere des jeweiligen Lipidmetabolits, welches eine Unterscheidung der
Stereoisomere nicht erlaubt. Die durchgefiihrten Messungen aus Gewebehomogenaten
erlauben die Analyse der totalen Menge der Fettsaure bzw. des Lipidmetaboliten. In den
n&chsten Schritten wird nun zu klaren sein, inwiefern die Fettsduren und Lipidmetabolite in
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den verschiedenen Lipid- und Proteinklassen aufgeteilt sind. Weiterhin bleibt der
zugrundeliegende Mechanismus der Lipidmetaboliten Entstehung, d.h. enzymatische oder
autooxidative De-novo Synthese bzw. die Freisetzung von vorgeformten Metaboliten aus
Phospholipiden, zu klaren. Unabhéangig davon konnte die LC-MS/MS-Technik als sinnvolle
und technisch robuste Messmethode im Feld der Lipidforschung bestétigt werden.
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