Abschlussbericht zum BMBF-Projekt "Try-IBD" — SP1

|. Kurze Darstellung

1. Aufgabenstellung

Ziel des Projekts "Try-IBD" war die Untersuchung des Tryptophanmetabolismus als
zentraler immunmetabolischer Knotenpunkt bei chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen (CED). Das Vorhaben zielte darauf ab, die Kompartiment-
spezifischen Veranderungen des Tryptophan-Stoffwechsels in Patientenkohorten, in-
vitro-Modellen sowie Mausmodellen systematisch zu analysieren. Durch die Integration
dieser Daten sollten neue diagnostische Marker und therapeutische Zielstrukturen
identifiziert werden, um langfristig eine personalisierte, metabolisch gesteuerte Therapie

fur Patienten mit CED zu ermdglichen.

2. Voraussetzungen

Das Vorhaben wurde ab 09/2019 unter der Tragerschaft des BMBF gefordert. Es
profitierte von der Anbindung an das UKSH Kiel und das Exzellenzcluster PMI. Eine
Clinical Biosampling Unit und eine Clinical Metabolomics Unit wurden etabliert. Die Covid-
19-Pandemie fuhrte zu tempordren Einschréankungen, die durch flexible
Projektanpassung kompensiert wurden. Internationale Partner wie KU Leuven, INSERM

Paris und Penn State unterstutzten die Umsetzung wesentlich.

3. Planung und Ablauf

Das Projekt war in vier Arbeitspakete (AP1-AP4) gegliedert, die patientenbezogene
Metabolomics,  experimentelle  Diagnostikentwicklung,  in-vitro-Analysen  und
tierexperimentelle Validierungen umfassten. Alle wesentlichen Meilensteine wurden
erreicht oder stehen kurz vor dem Abschluss. Die Priorisierung wurde zugunsten von AP1

angepasst, um die Datenbasis flr Folgearbeiten zu sichern.

4. Wissenschaftlicher und technischer Stand
Es wurde auf etablierte LC-MS/MS-Plattformen (MxP Quant 500, Orbitrap), in-vitro-
Modelle (ModeK-Zellen) und genetische Verfahren (CRISPR, floxierte Mauslinien)

zuruckgegriffen. Fachliteratur aus fihrenden Journalen (Gastroenterology, eBioMedicine,



etc.) sowie Datenbanken wie KEGG, HMDB und PubMed wurden kontinuierlich

verwendet.

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen
Die Zusammenarbeit im Verbund war engmaschig und interdisziplinar. In SP2 erfolgte ein
Wechsel von Dr. Christoph Ogris zu Dr. Danielle Harris. SP3 unterstutzte experimentelle
Modelle. Weitere Partner: KU Leuven (Vermeire, Verstockt), INSERM Paris (Sokol), Penn
State (McReynolds), Innsbruck (Tilg), Libeck (Marquardt). Ein internationales Symposium
(TRY-IBD, Sept. 2024) wurde organisiert.

ll. Eingehende Darstellung

1. Verwendung der Zuwendung und erzielte Ergebnisse
Die Zuwendung ermdglichte den Aufbau groRer klinischer Kohorten, die Etablierung
zweier Massenspektrometer (SCIEX Triple Quad, Orbitrap Exploris 240), die Entwicklung

des 13C-Tryptophan-Toleranztests und umfangreiche In-vitro- und In-vivo-Experimente.

Das Ubergreifende Ziel von Try-IBD war die Entwicklung immunmetabolischer

Biomarker als innovative Ansatzpunkte der Prazisionsmedizin bei CED

CED sind durch schubweise auftretende Entzindungen charakterisiert.
Biologikatherapien Uiben eine zielgerichtete Blockade von Schllisselmolekilen/-prinzipien
der intestinalen Entziindung abzielen (z.B. TNFa, IL12/23, JAK-STAT) aus, fuhren jedoch
nur bei ca. 20% der Patienten zu einer dauerhaften klinischen Remission. Initiale
Ergebnisse weisen darauf hin, dass klinische Remission mit einer Normalisierung des
Trytophanmetabolismus einhergeht (Nikolaus et al. 2017). Basierend hierauf sollten in

Patientenkohorten folgende Fragestellungen untersucht werden:

e Welchen Einfluss hat das intestinale Mikrobiom auf die Manifestation von
Tryptophanmangelzustanden bei chronischer Entziindung?
o Welchen Einfluss haben friihe Veranderungen des Tryptophanmetabolismus auf

das klinische Ansprechen unter Biologikatherapien?

Um dies zu untersuchen, wurden zahlreiche klinische longitudinale und

Querschnittskohorten aufgebaut. Auf der einen Seite erfolgte die Implementierung einer



Clinical Biosampling Unit, durch welche ein systematisches Biosampling von Patienten
mit chronischen Entziindungserkrankungen (CED, Psoriasis, Rheumatoide Arthritis) in die
klinische Patientenbetreuung eingebettet wurde. Auf der anderen Seite wurde durch
Unterstiitzung des BMBF, eine Clinical Metabolomics Einheit am UKSH implementiert.
Hierbei erfolgt mittels Massenspektrometrie (SCIEX Triple Quad 5500 QTrap; Biocrates
MxP Quant 500, 630 Metabolite) eine leistungsfahige metabolische Phanotypisierung von
groRen Patientenkohorten. Diese Struktur wurde zuletzt in eine universitatsweite “Core

Metabolomics Unit” (Leitung: Prof. Dr. Manuel Liebeke) zusammengeflhrt.

Um zunachst die Hypothese zu testen, dass das intestinale Mikrobiom
Tryptophanmangelzustande bei Patienten mit chronischen Entziindungserkrankungen
kausal beeinflusst, wurden bei insgesamt 3000 Patienten mit Psoriasis, Rheumatoider
Arthritis und CED Serumtryptophanwerte bestimmt und diese mit individuellen
Krankheitsverlaufen assoziiert (Studienakronym: ,, TrypCID*). Krankheitsverlaufe wurden
Uber einen automatisierten Datenexport der elektronischen Krankenakte verfligbar
gemacht. Von allen Patienten, deren Serumtryptophanwerte aulerhalb eines definierten
Normbereichs liegen, wurden zusatzlich Serum- und Stuhlproben rekrutiert (Extreme
Phenotypes, aktuell n=370). Mittels Multi-Omics Analyse (Metabolomik aus Stuhl, Serum;
Mikrobiomanalyse mittels 16s, Metagenomic Shotgun Sequencing) erfolgte die
Identifizierung einer mikrobiellen ,,core signature“, welche kausal zum verstarkten
Tryptophankatabolismus bei chronischer Entziindung beitragt. Hierbei konnte zunachst in
einer Kohorte gesunder Menschen die Assoziation des  mikrobiellen
Tryptophanmetabolism (, Tryptophan Auxotrophie®) mit der mikrobiellen Stabilitat und des
systemischen Metabolismus gezeigt werden'. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden,
dass Veranderungen des Mikrobioms bzw. des Serum Metaboloms durch zielgerichtete
Therapien ebenfalls den Tryptophanstoffwechsel betreffen und damit die zentrale Rolle

des Tryptophanmetabolismus im Kontext chronischer Entziindung unterstreichen®>.

Basierend hierauf konnte in Multi-Omics Analysen (Darm, Blut, Stuhl — Transcriptome,
Metabolome, Metagenome) gezeigt werden, dass Veranderung im
Tryptophanmetabolismus eines der wesentlichen metabolischen Prinzipien chronisch
entziindlicher Darmerkrankungen sind*® , welche ihren Urspung in einer verminderten
NAD* Synthese in der entziindeten Mukosa haben. Basierend hierauf wurde untersucht,
warum trotz anhaltender Verstoffwechselung des Tryptophans entlang des Kynurenine

Weges nicht ausreichend NAD im Zielgewebe synthetisiert wird. Hierbei konnte in Multi-



Omics Analysen aus Patientenproben und mittels zielgerichteter Metabolomik (in-vitro/in-
vivo) gezeigt werden, dass die verminderte NAD-Synthese in der Darmmukosa die Folge
einer verminderten Verstoffwechslung von Vorlaufermetaboliten (Quinolinsdure) hinzu
NAD ist®. Hieraus ableitend, insebsondere in Zusammenarbeit mit SP3 konnte ebenfalls
die Bedeutung des Tryptophanstoffwechsel bei Komplikationen der CED (z.B.

Cytomegalievirus Infektionen) gezeigt werden®?®.

Um zu verstehen, ob frlihe Veranderungen des Tryptophanmetabolismus unter
Biologikatherapien ein metabolischer Biomarker der Krankheitskontrolle darstellen und
wie sich diese Veranderungen auf immunmetabolische Prinzipien niederschlagen,
erfolgte die Modell-basierte Rekonstruktion des Tryptophanimmunmetabolimus bei
Patienten mit CED. Basierend hierauf konnte in einer systemmedizinischen Untersuchung
mittels K-Means Clustering gezeigt werden, dass der Tryptophanmetabolismus bei CED
sich in 4 verschiedene Metabolisierungstypen (Metabotypen) aufgliedern lasst und durch
diese Erkenntnisse sich mdglicherweise neue therapeutische Ansatzepunkte flr die
zielgerichtete Substitution von Vorlauferstufen des NAD (z.B. Nicotinamid) identifizieren
lassen. Das Prinzip der zielgerichteten Substitution von Vorlauferstufen des NAD wurde
erstmalig im Rahmen von COVID-19 Erkrankungen erprobt, da fir diese Erkrankung
ebenfalls eine Veranderung des Tryptophanstoffwechsel identifiziert werden konnte.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Substitution mit Nicotinamid die

Symptomschwere von COVID-19 Patienten mindert®.

Schlussendlich wurde untersucht, ob sich die Veranderungen im
Tryptophanmetabolismus, welche konventionell mittels Massenspektrometrie dargestellt
werden, auch diagnostisch nutzen lassen. Hierzu wurden mit SP4 (Pravdivtsev) neue
nicht-invasive MRT-fahige Kontrastmittel in-vitro untersucht. Hierbei konnte an Hand von
Versuchen in Zelllinien, aber auch in intestinalen Organoiden gezeigt werden, dass
grundsatzlich Stoffwechselwege mittels hyperpolariserter Metabolite im MRT dargestellt
werden kédnnen und sich daher zur nicht-invasiven Diagnostik von Stoffwechselvorgangen

(z.B. entziindetes bzw. tumordses Gewebe) eignen'®™.

Ausblick:

Die bisherigen Ergebnisse, welche durch die groRzigige Unterstitzung des BMBF,
ermoglicht wurden deuten darauf hin, dass der Mangel der Aminosaure Tryptophan auf

einen generellen Energiemangel auf Ebene des NAD+ hinweist, welche den Kdrper im



Zusammenhang von akuter oder chronischer Immunaktivierung betrifft. Deshalb ist es
wichtig nachzuvollziehen i) ob durch eine zielgerichtete Substitution von Vorlauferstufen
des NAD+ schwere Krankheitskomplikationen zu verhindern sind bzw. die Erholung von
schweren Entziindungen beschleunigt wird. Die ersten Ergebnisse aus der Nicotinamid
Studie bei COVID-19 Patienten deuten darauf hin. Da NAD+ Mangel insbesondere ein
Phanomen ist, welches im alternden Menschen auftritt, wurde die Arbeit im Rahmen von
Try-IBD Uber das Feld der chronischen entzindlichen Darmerkrankung hinaus erweitert.
In einer ersten grof3en Studie bei internistischen Patienten in der Notaufnahme des UKSH
(n=9000 Patienten) konnte gezeigt werden, dass i) Tryptophanmangel sich in einer
Vielzahl von Erkrankungen zeigt und ii) niedrige Tryptophanwerte zur Aufnahme mit einem
erhohten Sterberisiko assoziiert sind. Da diese Effekte insbesondere bei alten Menschen
ausgepragt sind gehen wir davon aus, dass die Manipulation des
Tryptophanmetabolismus eine Bedeutung in der zielgerichteten Pravention von alters-

assoziierten Erkrankungen spielen wird.

2. Wichtigste Positionen des zahlenmaBigen Nachweises

- Personalkosten (inkl. Umwidmung fur experimentelle Arbeiten)

- Gerateinvestitionen (SCIEX, Orbitrap), nun Teil der Metabolomics Core Facility (CAU
Kiel, Prof. Liebeke)

- Sachmittel: Reagenzien, Kits, Verbrauchsmaterialien
- Reisen & Fortbildungen: Kongresse, Forschungsaufenthalte (USA)

- Organisation des TRY-IBD Symposiums (12.—13. September 2024, Kiel)

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die Projektarbeiten waren zur Bearbeitung der komplexen Fragestellung erforderlich. Die
hohe methodische Tiefe (Tracing, Untargeted Metabolomics, Tiermodelle) und die
internationale Zusammenarbeit rechtfertigen den Ressourceneinsatz. Die geleistete

Arbeit bildet eine fundierte Basis flr Anschlussprojekte.



4. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit
- Wissenschaftlich: Metabotypen, QPRT-Dysfunktion, neue Klassifikations- und

Therapieprinzipien
- Klinisch: 13C-TTT als Frihdiagnostik, personalisierte Therapieentscheidungen
- Wirtschaftlich: Einbindung in dauerhafte Core Facility

- Kooperation: gemeinsame Publikationen mit Leuven, Paris, Innsbruck u. a. (Harris et al.
2024; Starke et al. 2025; Mishra et al. 2022; Adolph et al. 2022; Verstockt et al. 2022;
Aden et al. 2019; Pravdivtsev et al. 2023)

- Weitere Antrage geplant bzw. gestellt.

5. Bekannter Fortschritt bei anderen Stellen

Publikationen anderer Gruppen haben die Rolle des Tryptophanmetabolismus in
Entziindung bestatigt. Die hier gewonnenen mechanistischen Erkenntnisse (z.B. zu
QPRT, Mikrobiom-Auxotrophien) gehen uber bisherige Arbeiten hinaus und leisten

eigenstandigen Beitrag.
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