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1 Einleitung

1.1 Adipositas

Weltweit steigt die Inzidenz von Ubergewicht und Adipositas stetig!. Das Phdnomen ist
nicht nur auf Industriestaaten begrenzt, sondern auch in Entwicklungslandern sehr
prasent?. DefinitionsgemaR liegt Ubergewicht dann vor, wenn der Body Mass Index
(BMI), das Verhaltnis aus dem Koérpergewicht in Kilogramm und dem Quadrat der
KorpergroRe in Metern (kg/m?2), einen Wert von 25 kg/m? Uberschreitet. Ab einem
Wert von Gber 30 kg/m? spricht man von Adipositas, diese wird in Flinfer-Schritten in
Grade unterteilt, bis zu einer maximalen Auspragung von Adipositas permagna
(Grad lll) bei einem BMI von uber 40 kg/m? 3. Der BMI ist ein sehr einfach zu
berechnender Wert; dies ist wahrscheinlich der Grund fiir den haufigen Einsatz als
Kriterium in Studien oder klinischen Scores und Klassifikationen. In der Einfachheit
liegen aber auch die eventuellen Schwachen des Wertes, insbesondere wird die
Kérperzusammensetzung hinsichtlich magerer Masse und Koérperfettanteil sowie die
Korperfettverteilung nicht berlcksichtigt. Der BMI ist jedoch, trotz Vereinfachung
mancher Sachverhalte, weiterhin ein guter pradiktiver Wert flir den
Gesundheitszustand®.

Ein erhohtes Korpergewicht wird mit zahlreichen Krankheiten in Verbindung gebracht;
diese kdnnen in vier grolle Gruppierungen eingeteilt werden: metabolisch, psychisch,
orthopadisch und neoplastisch. Bei der metabolischen Gruppe bezieht man sich auf
verschiedene Auswirkungen von Adipositas auf die hormonellen und regulatorischen
Achsen des Korpers. Diabetes Mellitus Typ Il (DMT2) und Arterieller Hypertonus sind
unter den bereits seit Jahrzehnten bekannten Krankheiten, die durch einen erhéhten
BMI stark begunstigt werden>®. Verschiedene psychische Krankheiten wie beispiels-
weise Depressionen’8, Angststorungen ° und kognitive Dysfunktionen®1! werden mit
einem stark erhéhten BMI in Verbindung gebracht. In der dritten Gruppe werden die
orthopadischen Konsequenzen eines stark erhohten Korpergewichtes zusammen-

gefasst. Die wahrscheinlich  prominentesten Beispiele sind Knie- und



Huftarthrosen!?13, Adipositas steht in Verbindung mit der Entwicklung von
verschiedenen Neoplastischen Erkrankungen, hierflir wird unter anderem eine
gesteigerte kontinuierliche Inflammationsreaktion verantwortlich gemacht!4. Nicht
von der Hand zu weisen sind also die extremen Auswirkungen von Adipositas auf die
Gesundheit. So reduziert sich beispielsweise die Lebenserwartung bei Gibergewichtigen
Nichtrauchern bei Frauen um 3,3 Jahre und bei Mannern um 3,1 Jahre®>. Bei einem
BMI von Uber 30 kg/m? betragt der Verlust 7,1 beziehungsweise 5,8 Jahre?>.

Ein erhdhtes Kérpergewicht kann im Grunde als Ausdruck eines Uberschusses der dem
Korper zugefihrten Energie im Vergleich zu der verbrauchten Energie gesehen
werden!®l’, Komplexer sind jedoch die Ursachen und Mechanismen, die zur Energie-
dysbalance fiihren. Auf den ersten Blick sind offensichtliche Ursachen zu nennen wie
beispielsweise eine exzessive Energieaufnahme durch den Konsum stark prozessierter
und dadurch oft kalorienreicher Lebensmittel®!® und ein reduzierter Energie-
verbrauch durch mangelnde korperliche Aktivitat oder einen sesshaften Lebensstil?°.
Parallel konnte in den letzten Jahrzehnten gezeigt werden wie neben diesen
Binsenweisheiten auch weniger offensichtliche Mechanismen eine Rolle in der
Energiebalance spielen, unter anderem Schlafrhythmus, endokrine Disruptoren, gene-
tische Faktoren, Medikamente und das Mikrobiom®2!, Die hier vorgelegte

Dissertationsschrift wird sich insbesondere mit den zwei letzteren auseinandersetzen.

1.2 Mikrobiom

1.2.1 Zusammensetzung

Das humane Mikrobiom beschreibt die Summe aller Mikroorganismen, die innerhalb
des menschlichen Korpers leben; dieses Okosystem, welches in den letzten Jahren
immer genauer erforscht wurde, besteht aus Bakterien, Eukaryonten, Archebakterien
und Viren?2., Besonderes Augenmerk wurde bei dieser Forschung aus zweierlei

Grinden auf die Bakterien gelegt: erstens sind die Analyseverfahren etablierter und



standardisierter, zweitens liberwiegen diese schlichtweg numerisch, je nach Studie
und Vergleichsverfahren um 2 bis 5 dezimale GroRenordnungen??23, Die Schatzung der
Anzahl an Bakterien im Mikrobiom anderte sich im Laufe der Jahre. Anfangs ging man
von einem Wert von 4x10%* aus?*. Neuere Forschungen zeigten einen 10 mal kleineren
Wert von 4x10%3, was circa ein 1:1 Verhaltnis zwischen Bakterien und somatischen
Zellen ergeben wirde?3. Die Hauptlokalisationen der Mikroorganismen sind die Haut
sowie die Schleimhdute; die hochste gemessene Organismendichte wird im Gastro-
intestinaltrakt erreicht, insbesondere im Colon, wo die Dichte 10! Bakterien per
feuchtes Gramm Darminhalt betrdgt?>-24, In dieser Arbeit wird der Fokus auf das
gastrointestinale bakterielle Mikrobiom gelegt. Falls nicht anders erwahnt, bezieht sich
der Begriff Mikrobiom ausschliellich auf diesen Teil der mikrobiologischen Flora.

Die genaue Klassifikation der Vielfalt der Bakterien hat sich liber die Jahre hinweg als
dullerst komplex erwiesen, insbesondere aufgrund der schwierigen, teilweise unmaog-
lichen Anzucht eines GroRteiles der Mikroorganismen?®. Mittels Anzucht unab-
hangiger, genombasierter Methoden konnte die groRBe Vielfalt des Mikrobioms
deutlich besser beleuchtet werden. In einer 2019 publizierten Arbeit konnten mittels
Shotgun Analyse 533 bereits durch Anzucht bekannte Arten sowie potentielle bis 1952
nicht anziichtbare Arten identifiziert werden, wovon nur etwa 60% einer bekannten
Gattung zugewiesen werden konnten?®. Der Uberwiegende Teil des intestinalen
Mikrobioms gliedert sich in sechs Phyla, in absteigender Haufigkeit: Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, und Verrucomicrobia?’.
Firmicutes, Bacteroidetes sind die zwei mit Abstand haufigsten Phyla und stellen Gber
95% der Gesamtheit da?®. Das Verhaltnis dieser beiden Phyla, bekannt als ,Firmicutes
to Bacteroidetes Ratio”, wird gerne genutzt, um einen Uberblick (iber das Mikrobiom
zu schaffen und ein eventuelles Ungleichgewicht der Darmflora, auch als Dysbiosis
bezeichnet, aufzudecken?®. Taxonomisch lassen sich innerhalb der Phyla Klassen,
Ordnungen, Familien, Genera und Arten identifizieren. Das Genus Clostridien stellt
95% der Firmicutes dar, wahrend die Genera Prevotella und Bacteroides den GroRteil

der Bacteroidetes ausmachen?’. Bislang gibt es keine einfache oder standardisierte
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Strategie die taxonomische Vielfalt des Mikrobioms zu beschreiben oder diese zu

vergleichen3°,

1.2.2 Variabilitat, Einflussfaktoren und pathologische Veranderungen

Das humane Mikrobiom zeichnet sich durch eine enorme interindividuelle Vielfalt aus,
dabei spielen viele physiologische sowie pathologische Faktoren eine wichtige Rolle?’.
Die Darmflora wird von Geburt an geformt. Wahrend der Gestation ist der Darm steril,
der erste Kontakt und die darauf folgende Kolonisation mit Mikroorganismen findet
bei der Geburt statt3!. Entsprechend pragt die Form der Entbindung auch das
Mikrobiom. In Neugeborenen, die mittels Vaginalgeburt auf die Welt gekommen sind,
finden sich im Mikrobiom fir das Scheidenmilieu typischen Bakterien-Taxa wie
Lactobacillus, Prevotella, Atopobium, oder Sneathia; bei Neugeborenen, die mittels
Kaiserschnitt entbunden wurden, fehlen diese Bakterien, wahrend typische Hautkeime
wie Staphylokokken im Mikrobiom zu finden sind32. Die Erndhrung in der Sauglingszeit
ist ahnlich pragend. Bei einer Muttermilchersatzernahrung finden sich im Mikrobiom
deutlich mehr Escherichia coli, Clostridium difficile und Bacteroides fragilis im
Vergleich zu Kindern, die mit Muttermilch gestillt wurden33. Analog dazu spielen auch
das Gestationsalter und die postnatale Hospitalisationsdauer eine entscheidende Rolle
in der Mikrobiomzusammensetzung33. Das kindliche Mikrobiom ist bis zum Alter von
etwa 3 Jahren sehr variabel, wo es sich dann stabilisiert, Gber die folgende Lebens-
dauer relativ konstant bleibt und als erwachsenes Mikrobiom bezeichnet wird?’. Die
Einflisse im frihen Kindesalter pragen ein Leben lang das Mikrobiom und sind ein
wichtiger Faktor fiir die langfristige Gesundheit der Darmflora343>.

Der Lebensstil und die Lebensumstiande wie Erndhrung, Lebensort, koérperliche
Aktivitat oder der BMI konnen sich auf das erwachsene Mikrobiom auswirken3®. Eine
ballaststoffreiche Erndahrung korreliert mit einer erhohten Prdasenz des Genus
Prevotella, wahrend der Umstieg von einer vegetarischen Erndhrung auf eine auf
Tierprodukten basierten Ernahrung mit einer signifikanten Reduktion vom Genus

Prevotella einhergeht®’. Ein Vergleich zwischen dem Mikrobiom von Kindern aus
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Burkina Faso und ltalien zeigte bei den ersteren einen deutlich erhéhten Anteil an
Bacteroidetes und Actinobacteria (57.7% gegen 22.4% und 10.1% gegen 6.7% jeweils)
und einen reduzierten Anteil an Firmicutes und Proteobacteria (63.7% gegen 27.3%
und 6.7% gegen 0.8% jeweils) und damit eine deutliche Differenz in der ,Firmicutes to
Bacteroidetes Ratio“3%. Der Unterschied kann laut Studie auf die deutlich ballast-
stoffreichere Erndahrung in Burkina Faso sowie geographisch bedingte bakterielle
Umweltfaktoren zurlickgefihrt werden38. Kérperliche Aktivitat beeinflusst maBgeblich
die metabolische Gesundheit3?, parallel wirkt sich diese auch auf das Mikrobiom aus
wie im Tierversuch? und beim Menschen*! beobachtet werden konnte. RegelmiRige
korperliche Aktivitat korreliert mit einer erhdohten bakteriellen Diversitdt sowie
vergroBertem Firmicutes-Anteil im Mikrobiom*2.

Der Zusammenhang zwischen BMI und Mikrobiom ist schwer zu beschreiben, da sich
die Ergebnisse je nach Studie deutlich unterscheiden. In einer 10 Studien umfassenden
Metaanalyse konnte lediglich eine signifikante aber nach Auffassung der Autoren
biologisch wahrscheinlich nicht relevante Diversitatsreduktion bei erhohten BMI
beobachtet werden, wahrend die Unterschiede in der taxonomischen Zusammen-
setzung sich als nicht signifikant herausstellten*3. Dieses Ergebnis steht aber in
deutlichem Kontrast zu anderen Arbeiten, die eine klare Korrelation zwischen
erhohtem BMI und Diversitatsreduktion des Mikrobioms zeigen konnten** sowie eine
Anreicherung an Firmicutes bei Adipositas **. Wie genau diese Daten zu interpretieren
sind, ist schwer zu sagen. Sehr wahrscheinlich besteht ein enger Zusammenhang
zwischen Mikrobiom und Adipositas; dieser wird aber durch die groRe interindividuelle
Variabilitdit sowie durch funktionale Verdanderungen im Mikrobiom teilweise
maskiert*3. Ein moglicher Hinweis flr diese These sind die Unterschiede in der
individuellen Mikrobiomzusammensetzung vor und nach einem signifikanten
Gewichtsverlust, obgleich die Beobachtungen je nach Studie variieren und nicht immer
miteinander im Einklang stehen?®.

Mikrobiomveranderungen konnten bei einer Vielzahl von intestinalen sowie extra-
intestinalen Krankheiten beobachtet werden. Besonders interessante Beispiele sind

chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED), DMT2, metabolisches Syndrom,
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Alzheimer, Morbus Parkinsons und Kolorektales Karzinom (CRC)?’. Bei den CED kann
eine deutliche Dysbiosis beobachtet werden; einerseits ist die taxonomische Diversitat
reduziert und parallel dazu sind Proteobakterien wie Enterobacteriaceae, Bilophila und
einige Mitglieder der Bacteroidetes vermehrt vertreten*”. Im Tierversuch konnte
beobachtet werden wie eine Veranderung des Mikrobioms der Darmschleimhaut das
Entstehen einer symptomatischen CED vorhersagt®. Es stellt sich hier die Frage nach
der Henne und dem Ei, denn, ob es sich bei der Dysbiosis um die Ursache der chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen handelt oder ob der Entziindungsprozess das
Mikrobiom verdndert, konnte noch nicht ausreichend geklart werden®’.

Eine positive Korrelation zwischen DMT2 und den Genera Ruminococcus,
Fusobacterium und Blautia konnte beobachtet werden, wahrend eine erhohte Prasenz
der Genera Bacteroides und Bifidobacterium als protektiver Faktor gelten®.
Verschiedene Mechanismen fiur die Interaktion zwischen Mikrobiom und DMT2
wurden vermutet, insbesondere die Modulation von Entziindungsprozessen, die
Veranderung der Intestinalen Permeabilitdt sowie eine direkte Auswirkung auf den
Glukosemetabolismus in Leber, Fett- und Muskelgewebe**—1, Das Mikrobiom scheint
auch eine wichtige Rolle flr die Gesundheit des zentralen Nervensystems zu spielen,
insbesondere konnte bei Morbus Parkison im Vergleich zum Gesunden eine erhdhte
Diversitat im Mikrobiom beobachtet werden®2. Bei Morbus Alzheimer Patienten
konnte hingegen eine Reduktion der Diversitat des Mikrobioms beobachtet werden,
sowie eine Verbesserung der Symptome nach gezielter Modulation der Darmflora mit
Probiotika oder Antibiotika®3. Mikrobiomverdnderungen konnten auch bei CRC
Patienten beobachtet werden. Im Vergleich zu gesunden Probanden zeigten CRC
Patienten eine Erhohung der Mikrobiom Diversitat, welche maligeblich durch eine
Vermehrung opportunistisch pathogener Arten bedingt ist?”. Fusobacterium
nucleatum und die von dieser Art vermittelte Entzindungsreaktion spielt eine wichtige
Rolle in der Entstehung vom CRC>,

Die Vielfallt des Mikrobioms und die damit verbundenen pathologischen

Auswirkungen lassen sich nur schwer tberblicken und zusammenfassen. Wie an den
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oben beschriebenen Beispielen zu sehen, kdnnen sowohl eine deutliche Dysbiosis als

auch einzelne Arten eine wichtige Rolle in der Pathogenese spielen®.

1.2.3 Short chain fatty acids, SCFAs

Das Mikrobiom produziert durch Fermentation des Darminhalts eine grof3e Anzahl an
Metaboliten, die mittels enteraler Aufnahme in den Wirtsorganismus gelangen und
Effekte auf dessen Metabolismus, das Immunsystem oder die Genexpression in
einzelnen Geweben haben konnen®®. Die kurzkettigen Fettsduren (Short chain fatty
acids, SCFAs) sind die haufigsten durch Fermentation produzierten Metabolite®®. Es
handelt sich um gesattigte sowie ungesattigte Fettsdauren, die weniger als sechs
Kohlenstoffatome in ihrer Kette haben; Ethansaure (C;H;0,), Propansaure (C3HgO,),
Butansaure (C4HgO;) stellen tiber 90% der synthetisierten Fettsduren da>’. Die SCFAs
haben sehr weitreichende Effekte, welche den Glukose-, Fett- und Cholesterolstoff-
wechsel beeinflussen, direkt indem sie als Substrat dienen oder indirekt indem sie
entsprechende Rezeptoren und Kaskaden aktivieren®®. Die Rolle von SCFAs in der
Regulation von systolischem und diastolischem Blutdruck sowie der Blutzucker-
homoostase konnte identifiziert werden®®. Im Rahmen eines in-vitro Versuches mit
verschiedenen Mikrobiom typischen Bakterienphyla konnte gezeigt werden, dass die
produzierten SCFAs malgeblich durch die Zusammensetzung der Bakterien-
populationen bestimmt werden®. Ethansdure und Propansdure sind die primaren
Metabolite der Bacteroides wahrend Butansaure hauptsachlich bei der Fermentation
der Firmicutes umgesetzt wird>®. Die Interaktionen zwischen Mikrobiom, den
Metaboliten insbesondere SCFAs und dem Organismus sind nicht unilateral, vielmehr
beeinflussen sich diese Elemente gegenseitig. Ein gutes Beispiel flr diese
Bidirektionalitat sind die Beobachtungen des intraluminale pH Werts. Auf der einen
Seite war im Vergleich zu pH 6,5 bei einen pH Wert von 5,5 eine Vervierfachung der
synthetisierten Menge an Butansdaure zu beobachten, was maligeblich auf die
Veranderungen der Mikrobiomzusammensetzung in Abhangigkeit des intraluminalen

pHs zurickgefiuhrt wurde®l. Auf der anderen Seite senkte die Produktion von SCFAs
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ihrerseits den pH, was sich wiederrum auf das Mikrobiom und die davon abhangige
Synthese von Fettsduren auswirkte®®. Die Resorption der SCFAs sorgte fir eine
Bikarbonat Sekretion ins intestinale Lumen, was wiederum das Milieu in eine alkalische
Richtung verandert®2.

Die SCFA spielen auch eine wichtige Rolle in der Energiehoméstase des Korpers.
Verschiedene Wirkmechanismen wurden beobachtet, als Beispiel seien hier die
Erhéhung der anorektischen Hormone Glucagon-like-peptide 1 und Peptide YY®3 sowie
eine Acetat vermittelte Verdanderung des Appetits und damit der Nahrungsaufnahme
Uber die Hypothalamische Achse® genannt. Obgleich die Rolle der SCFAs noch nicht
komplett verstanden ist, kann man sagen, dass die SCFAs eine sehr wichtige Schnitt-

stelle zwischen dem Mikrobiom und dem Wirtsorganismus darstellen.

1.2.4 Therapeutische Ansatze

Die vielfaltigen Effekte des Mikrobioms auf den Organismus sowie die vielen durch
Dysbiosis gekennzeichneten Krankheitsbilder bieten ein enormes Potenzial fiir neue
therapeutische Ansatze. Eine bereits etablierte und im klinischen Alltag angewandte
Methode ist die Stuhltransplantation oder im Englischen Fecal Microbiota Transfer
(FMT). Hierbei wird Fazes von geeigneten Spendern gesammelt, als Suspension
aufbereitet und entweder oral oder rektal verabreicht, mit dem Ziel die Dysbiosis des
Empfangers zu korrigieren®. Obgleich die Therapieprotokolle in den verschiedenen
Studien stark voneinander abweichen, zeigen die Interventionen bei der Behandlung
von Clostridium difficile assoziierten pseudomembrandsen Colitis, sehr gute
Ergebnisse bei minimalen oder nicht vorhandenen Nebenwirkungen®®,

Die Nutzung der FMT als Therapie fir andere Krankheiten liegt zumindest in der
Theorie auf der Hand: aktuell steckt jedoch die FMT Behandlung von DMT2 sowie
Adipositas noch in den Kinderschuhen®’. Im Tiermodell konnten bereits signifikante
Verbesserungen der Insulinsensitivitat sowie Gewichtssenkungen nach FMT von
normalgewichtigen Spendern beobachtet werden®. Die Ergebnisse in der

Gewichtsreduktion aus dem Tiermodell konnten im Menschen in verschiedenen
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Arbeiten bislang nicht repliziert werden®7%, Vrieze et al. zeigte im humanen Versuch,
dass eine Gruppe DMT2 Patienten, die eine FMT von normalgewichtigen gesunden
Spendern bekommen hatten, nach sechs Wochen eine signifikant verbesserte
Insulinsensitivitat hatten, im Vergleich zu DMT2-Patienten, die Eigenstuhlproben als
Transplantation erhalten hatten’?.

Ein entscheidender Faktor in der Therapie ist der Stuhl selbst und dessen spezifische
mikrobiologische Zusammensetzung; entsprechend ist die Wahl eines geeigneten
Spenders ein zentraler Aspekt’?. Diese These wird auch durch die Beobachtungen beim
Einsatz von FMT in der experimentellen Behandlung von CED gefestigt. Die Empfanger
von Proben spezifischer Spender zeigten deutlich héhere Remissionsraten im Vergleich
zu der gesamten Behandlungsgruppe; dieser Effekt wurde als Super Donor
Phenomenon bezeichnet’s.

In der aktuellen klinischen Praxis wird vermehrt auf gesunde Spender gesetzt, diese
werden einem ausgiebigen Screening unterzogen, um das Risiko fiir die Ubertragung
von Infektionskrankheiten zu reduzieren’*. Es fehlen jedoch noch das Wissen und die
Methodik, um gezielt Spender auf Basis ihres Mikrobioms auszuwahlen, was in der

naheren Zukunft ganz neue therapeutische Ansatze ermaoglichen konnte’?7>,

1.3 RAS und Angiotensin Rezeptor Blocker

1.3.1 Das RAS und seine metabolischen Effekte

Die RAS (Renin-Angiotensin-System) Achse spielt eine entscheidende Rolle in der
Regulation des Blut- und Nierenperfusionsdrucks. In seiner einfachsten Form wird in
den Juxtaglomerularen Zellen, die sich um die Vas afferent der Glomeruli befinden,
Renin freigesetzt; dieses spaltet Angiotensin zur Vorlauferstufe Angiotensin | (Angl),
welches dann von der unter anderem in der Plasmamembran von Endothelzellen
verankerten Angiotensin Konvertase (ACE) zum aktiven Hormon Angiotensin Il (Angll)

gespalten wird’®. Die Renin-Ausschittung wird aktiviert durch das Senken des
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Perfusionsdrucks in den Arteriolen der Niere mittels Verminderung der in der Macula
densa gemessenen ClI- Konzentration und durch direkte sympathische Stimulation,
wahrend Angll im Sinne eines negativen Feedbacks die Ausschiittung von Renin
hemmt’®. Angll hat eine Vielzahl an verschiedenen Effekten; der grundlegendste ist die
Vasokonstriktion durch die Aktivierung des Angiotensin Rezeptor Subtyp | (AT:R)
erfolgt, welche zur einer Steigerung des systemischen Blutdruckes fiihrt’®. Die RAS-
Achse ist demzufolge ein gutes Ziel fiir antihypertensive Medikamente. Die wichtigsten
Vertreter sind die ACE Hemmer und Angiotensin Rezeptor Blocker (ARB)’’. In dieser
Arbeit wird der Fokus auf letztere gelegt insbesondere auf den ARB Telmisartan (Tel).
Die Effekte der RAS-Achse beschranken sich aber nicht nur auf die Regulation des
Blutdruckes. Kintscher et al. beobachtete dariiber hinaus in Patienten mit
metabolischem Syndrom, nach 9-monatiger Irbesartan Therapie, eine Verbesserung
metabolischer Parameter wie dem HDL Cholesterin und Triglycerid Werten, dem
Nichternglukosespiegel sowie eine Reduktion des abdominalen Fettgewebes’®.

Diese Ergebnisse konnten im Tiermodell eindeutig bestatigt werden, insbesondere
wurde nach ARB-Therapie eine Reduktion des Korpergewichts sowie eine
Verbesserung der metabolischen Parameter beobachtet, obgleich sich die Kalorien-
anzahl der aufgenommenen Nahrung nicht von der der Kontrollgruppe
unterschied’®®, Die Effekte konnten nur unter ARB-Hochdosis-Therapie beobachtet
werden’®. Im Rahmen jener Arbeiten wurde auch beobachtet, dass die metabolischen
Effekte von Tel unabhangig von der Reduktion des systemischen Blutdruckes sind,
insbesondere zeigten die Versuchsgruppen, die anstatt von hochdosiertem Tel mit
einer aquivalenten Dosis Amlodipin oder einer Kombination aus Amlodipin plus Tel

behandelt wurden, keine signifikante Veranderung der metabolischen Parameter®®.

1.3.2 Wirkmechanismus

Verschiedene Wirkmechanismen fiir den antiadipositas Effekt von Tel konnten

identifiziert werden: Leptin®-82, ACE2/Angiotensin (1-7)/Mas®, einer Interaktion
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zwischen dem RAS und der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden Achse®
sowie Veranderungen im Mikrobiom® und der Gastrointestinalen Schleimschicht®®.
Das erstmals 1994 entdeckte Hormon Leptin spielt unter anderem eine wichtige Rolle
in der Regulation der Nahrungsaufnahme, des Koérpergewichtes und der Lipolyse®’.
Zuckerratten, welche durch genetische Manipulation eine Leptin Resistenz aufwiesen,
sprachen nicht auf die hochdosierte ARB-Therapie an’® was die Vermutung stiitzt, das
Leptin eine wichtige Rolle fiir den Wirkmechanismus spielt. In einer spateren Arbeit
konnte gezeigt werden, dass sich bei einer HFD bedingten Adipositas eine
Leptinresistenz bildet; unter hochdosierter Tel-Therapie bleibt das Kdpergewicht
normal sowie die Leptinsensibilidt erhalten trotz hochkalorischer Erndhrung®. War die
Leptinpenetration Uber die Blut-Hirnschranke bei Adipositas vermindert, konnte man
unter einer Tel-Therapie eine normalisierte Leptinpenetration Uber die Blut Hirn
Schranke sowie eine normalisierte Leptinsensibilitat beobachten382, Einen direkten
Effekt von ARB auf die Blut-Hirnschranke konnte nicht beobachtet werden, weder in
Vitro Zellkulturen noch im in Vivo im Tiermodell®2. Die erhaltene Leptin Sensibilitat
sowie die normale Permeabilitat von Leptin Gber die Blut-Hirnschranke, wie sie auch
bei normalem Korpergewicht zu beobachten ist, scheinen eher die Konsequenz des
antiadipositas Effektes von Tel zu sein als die Ursache fur diesen??.

Die Verbesserung der metabolischen Parameter sowie die Gewichtsreduktion nach Tel
Behandlung konnten auch in AT;R Knockout Mausen beobachtet werden, was die
Hypothese stitzt, dass der Wirkmechanismus unabhangig vom ATR ist38. Zudem
existieren Befunde, dass erhohtes Angll selbst antiadipos wirkt8%-°°, Dies lasst die Frage
nach einem alternativen AT;R-unabhangigen Mechanismus aufkommen. In der RAS-
Achse stellt Angiotensin (1-7) (Angl-7) einen fundamentalen Gegenspieler zum Angll
dar. Dieses Peptid entsteht primar durch die Spaltung von Angll durch Angiotensin
Converting Enzym 2 (ACE 2) und wirkt in erster Linie (iber den G-protein gekoppelten
Mas Rezeptor antagonistisch zu Angll®l. Bei der ARB-induzierten AT;R-Blockade
wurden im Tierversuch steigende Angl-7 Plasmaspiegel beobachtet °2. So gilt es in der
Zwischenzeit als etabliert, dass Angl-7 protektive kardiovaskulare, metabolische und

antiadipose Effekte besitzt?®°*. Im Tierversuch wurde der Tel-induzierte
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Gewichtsverlust durch die simultane Verabreichung des Mas Rezeptor Antagonisten
A779 partial antagonisiert®3. Diese Befunde legen die Hypothese nahe, dass der
antiadipose Effekt unter Tel zumindest teilweise auf einem ACE IlI/Angl-7/Mas
Rezeptor Regelkreis basiert?.

Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden Achse (HPA-Achse aus dem
Englischen hypothalamic-pituitary-adrenal ) ist ein zentraler Regelkreis, welcher unter
anderem das Immunsystem, die Gestation, sowie Stressreaktionen beeinflusst®. Die
Achse besteht aus einem komplexen Regelkreis aus positiven und negativen Feedback-
Mechanismen, welche Uber die Freisetzung von Corticotropin-releasing hormone
(CRH) aus dem Hypothalamus die Ausschiittung von Adrenocorticotropin (ACTH) in der
Hypophyse stimuliert, was wiederum die Freisetzung von Corticosteroiden in der
Nebennierenrinde fordert®. Zwischen der HPA-Achse und dem RAS bestehen
verschiedene Interaktionen, beispielsweise zeigt sich eine Verbesserung von Stress
assoziierten Krankheitsbildern wie Angststorungen bei ARB-Therapie®. Der vermutete
Wirkmechanismus basiert auf der Modulation von AT:R im ZNS, insbesondere in
Schlusselregionen der HPA-Achse®®. Die HPA-Achse spielt wiederum eine
entscheidende Rolle bei der Regulation der aufgenommen Nahrung, insbesondere
werden bei einer vermehrten HPA-Achsen Aktivierung kalorienreiche, fetthaltige
Lebensmittel bevorzugt®’. Der Einfluss von Stress und einer Tel-Behandlung auf das
Fressverhalten wurde experimentell von Gustaityte et al. untersucht. Hier zeigte sich
wiederum ein ausgepragter Effekt von Tel auf das Korpergewicht, jedoch nur ein
marginaler Effekt auf die HPA-Achse nach Stressexposition, was vermuten lasst, dass
die Regulation der HPA-Achse nur eine untergeordnete Rolle fir die ARB-induzierte

Gewichtsreduktion spielt®*.

1.3.3 Telmisartan und das Mikrobiom

Im Rahmen der Arbeit von Beckmann et al., wurde die Interaktion von Mikrobiom, Tel
und einer hochkalorischen Diadt analysiert®. Zwei Versuchsgruppen hatten freien

Zugang zu hochkalorischer Nahrung. Eine davon wurde taglich mit einer hochdosierten
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Gabe von Tel behandelt, wahrend die andere Gruppe Vehikel (Veh) erhielt. Parallel
erhielt eine dritte Gruppe an Tieren die exakt gleiche Nahrungsmenge wie die Tel
behandelten Tiere (,perfeed” Gruppe). Eine Kontrollgruppe erhielt Normdiat. Sowohl
die perfeed Tiere als auch die Normdiat Kontrollen wurden mit Veh behandelt.

Die hochkalorisch gefltterten, Tel behandelten Tiere ebenso wie die perfeed-
Kontrollen blieben normalgewichtig. Wahrend die Ratten mit freiem Zugang zur
hochkalorischen Kost eine Adipositas entwickelten®>.

Primarziel der Beckmann Arbeit war die Analyse des Mikrobioms. Deutliche
Unterschiede in der Alpha- und Beta-Diversitat zeigten sich jeweils zwischen den
Zeitpunkten vor und nach der medikamentdsen Intervention innerhalb einer
Versuchsgruppe und zwischen den Versuchsgruppen nach Intervention. Die Tel
behandelten Tiere unterschieden sich deutlich in der taxonomischen Analyse sowohl
von den adipdsen Veh Kontrollen, der normalgewichtigen , perfeed” als auch von den
schlanken Normdiat Kontrollen. Im weiterfihrenden Random forest classifier und
Netzwerkanalysen konnte darliber hinaus nachgewiesen werden, dass die Tel
behandelten Tiere eine spezifische, klar identifizierbare Signatur des Mikrobioms
aufwiesen®. In anderen Worten eine Tel Behandlung fiihrte zu einem spezifischen
Mikrobiom, welches unabhangig von der Art der Nahrung und des Kérpergewichts ist.
Eine deutliche Assoziation zwischen der Zusammensetzung des Mikrobioms und der
gastrointestinalen Schleimschicht konnte in verschiedenen Versuchen gezeigt
werden®®. In einer weiteren Arbeit unserer Forschungsgruppe konnte beobachtet
werden wie eine hochkalorische Erndhrung zu einer Reduktion der Dicke der
gastrointestinalen Schleimschicht fihrte®®. Kontraintuitiv wird unter Tel Therapie eine
noch starkere Reduktion der Schleimschicht beobachtet, die Rolle dieses Effekt fiir die

antiadipdse Wirkung des Medikaments ist jedoch noch nicht komplett verstandeng®.
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1.4 Fragestellung

Das zentrale Ziel dieser Arbeit ist es, die Tel induzierte Mikrobiom-Signatur durch einen
alternativen methodischen Ansatz zu bestatigen. Als Alternativ-Methode wahlten wir
den fekalen Mikrobiomtransfer (FMT). Auf diese Weise sollten die Bedingungen aus
der Beckmann Studie®®, d.h. hochkalorisch gefiitterte Tiere mit einem Tel spezifischen
Mikrobiom, repliziert werden, ohne dass die Tiere selbst mit Tel behandelt wurden.
Auf diese Weise konnte untersucht werden, ob (und wenn ja wie) Tel das Mikrobiom
verandert und dadurch die Gewichtsentwicklung beeinflusst. Parallel wurde in der
Kontrollgruppe, nach dem gleichen Prinzip, das Mikrobiom von HFD Tieren welche mit

Veh behandelt wurden repliziert.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere

Die Tierexperimente wurden nach den NIH-Rechtlinien fir den Umgang mit
Labortieren durchgefiihrt. Die Versuche wurden durch das Ministerium fir
Landwirtschaft, Umwelt und landliche Rdaume des Landes Schleswig-Holstein
genehmigt (Versuchsnummer: 86-9/18).

Fur die Experimente wurden 24 ménnliche C57/Bl6 N Mause von Ziichter Charles River
verwendet. Die Tiere waren bei der Lieferung 6 Wochen alt und hatten ein Kérper-
gewicht von 22,0 g (SD = 1,1 g). Zwei Wochen vor Versuchsbeginn wurden die Tiere in
die Tierhaltung eingeschleust, um eine Adaptation an die Haltungsbedingungen zu
gewadhrleisten. Die Mause wurden zu viert in individuell ventilierten Kafigen (IVC) mit
einer Flache von 500 cm? gehalten. Alle Tiere wurden fir die gesamte Dauer des
Versuches in klimatisierten Raumlichkeiten (offene Tierhaltung) untergebracht. Der
Aufenthaltsraum sowie die Raume in denen einzelne Versuche durchgefiihrt wurden,
unterlagen den gleichen Bedingungen; eine konstante Temperatur von circa 21°C,
einer Luftfeuchtigkeit von 40-60% und einem zwdlfstiindigen Tag-Nacht-Rhythmus.

Die Hellphase war von 6 bis 18 Uhr und die Dunkelphase von 18 bis 6 Uhr festgelegt.

2.2 Versuchsablauf

Der Versuch war in zwei Phasen mit jeweiliger Dauer von 7 bzw. 8 Wochen gegliedert.
Zu Beginn des Versuches wurden die Tiere zufallig einer von zwei Versuchsgruppen a
12 Individuen zugeordnet. Eine gegenseitige Beeinflussung der Darmflora zusammen-
lebender Tiere ist bekannt®®, entsprechend befanden sich in jedem Kafig nur Tiere
einer gleichen Versuchsgruppe, um mogliche, ungewollte Interaktionen zu verhindern.
Uber die ganze Dauer des Versuches hatten die Tiere freien Zugang zu Futter und
Trinkwasser. Mit Versuchsstart erhielten die Versuchsgruppen eine hochkalorische
fetthaltige Diat (High Fat Diet, HFD). Die Nahrung (60% KJ Fat Lard) von der SSNIFF
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Spezialdidten GmbH hat einen Nahrwert von 25 kJ/g (60% Fett, 20% Protein und 20%
Kohlenhydrate). Die Versuchstiere wurden wahrend des gesamten Zeitraums des
Experiments dreimal pro Woche gewogen (Montag, Mittwoch und Freitag). In den
ersten sieben Wochen des Versuchs stand die Erndahrungsumstellung der Versuchs-
gruppen im Vordergrund mit dem Ziel bei den Tieren eine deutliche Adipositas zu
induzieren. In den darauffolgenden acht Wochen wurde der Einfluss von einem Tel
spezifischen Mikrobiom auf das Korpergewicht und den Metabolismus von liber-
gewichtigen Tieren untersucht. Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurde ein FMT
durchgeflihrt, um das Mikrobiom gezielt zu verandern (genaueres dazu im Abschnitt
2.5 Fecal Microbiota Transfer). Fir diese Prozedur wurden Stuhlproben von zwei
verschiedenen Versuchsgruppen aus einer vorherigen Studie als Spender verwendet
(Abb. 1). In dieser Arbeit wurden die Versuchstiere mit einer HFD geflittert und wurden
mit 5 ul/gks einer 10% Suspension aus Gummi Arabicum (Veh) oder mit 8mg/Kgys Tel

behandelt19,

”Spender’@ B)

¢ _HFD

Abbildung 1 Schematische Darstellung des Versuchsaufbaues. In Grau sind die Spendertiere
und das Therapieregime aus der Huber et al. Studie'® aufgefiihrt, d.h. diese Mduse erhielten
HFD und wurden entweder mit Tel oder Veh behandelt. In Weif$ sind die Empfdngermduse
dargestellt, die vor FMT. 7 Wochen lang mit HFD gefiittert wurden.

Nach FMT wurden die Tiere verschiedenen funktionellen Tests unterzogen, und zwar
einer indirekten Kalorimetrie, einer Messung der Kérperzusammensetzung und einem

Insulintoleranztest (ITT).
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Am Ende der achten Wochen wurden die Tiere getdtet und die Organe entnommen.
Im Laufe des Versuches und im Rahmen der Tétung wurden Stuhlproben gesammelt,

um das gastrointestinale Mikrobiom zu analysieren (siehe 2.6 Stuhlproben).

Insulintoleranztest

I

Messung der Korperzusammensetzung

Ankuntt in der Tierhaltung | ?
®
Totung und Versuchsende
Versuchsstart Kalorimetrie
FMT |
—
-20 0 20 40 60 80 100

Zeit (d)

Abbildung 2 Zeitlicher Ablauf des Versuches in Tagen. Der blaue Balken stellt die Dauer der
HFD Fiitterung da, der graue Balken die Dauer der FMT Intervention; markiert ist auch die
Dauer und der Zeitpunkt der Kalorimetrie.

2.3 Applikationen

2.3.1 Orale Applikation

Die orale Applikation, wurde mittels einer starren und stumpfen Sonde, die liber den
Mund in den Oesophagus vorgeschoben wurde, durchgefiihrt. Die Tiere wurden fir
diese Operation in einer Hand komplett fixiert. Uber die eingefiihrte Sonde wurde
mittels einer 1ml Insulinspritze (Braun) ein festes, vom Kérpergewicht unabhangigen
Volumen von 150 ul intragastral verabreicht fiir den FMT (genaueres dazu im Abschnitt

2.5 Fecal Microbiota Transfer).
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2.3.2 Intraperitoneale Applikation

Die Tiere wurden fir diese Applikation in einer Hand fixiert, der Kopf wurde nach unten
und der Unterbauch nach oben gedreht. Die Bauchdecke wurde im unteren rechten
Quadranten mit einer 30G x 12 mm Nadel (Braun) punktiert. Die zu verbreichende
Substanz wurde mittels einer Insulinspritze (Braun) verabreicht. Diese Methode wurde
fir die Applikation von Insulin bei dem ITT sowie von Avertin bei der Betaubung im

Rahmen der Tétung benutzt.

2.4 Losungen

2.4.1 Insulinldsung

Flr die Durchfiihrung des ITT wurde das rekombinante Normalinsulin (Insuman Rapid
40 IE/ml, Sanofi) benutzt. Das Insulin wurde auf die Zielkonzentration von 0,08 IE/ml
mit 0,9% NaCl Losung (Braun) verdiinnt. Die Lésung wurde bis kurz vor der Applikation

permanent bei 4°C gelagert.

2.4.2 Avertinlosung

Die Analgosedierung im Rahmen der Totung wurde mittels des Betaubungsmittels
Tribromoethanol (Avertin, Sigma) durchgefiihrt. Das 97% Avertin wurde 1:2 mit 2-
Methyl-2-Butanol zu einer Stock Losung verdiinnt, diese wurde dann direkt vor der
Nutzung 1:40 mit 0,9% NaCl Lésung (Braun) verdiinnt. Um die Oxidation und die damit
verbundene Entstehung von toxischen Stoffen zu verhindern, wurde die Losung stets
gekiihlt und lichtgeschiitzt aufbewahrt. Die Narkose wurde mit 20ul/gw der

hergestellten Verdiinnung dosiert.

2.4.3 Perfusionslosung

Wahrend der Totung wurden die Versuchstiere mit einer circa 4°C warmen Lésung

perfundiert, um alles Blut aus dem Kreislauf zu spilen. Um Mikrothromben in den
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Geweben zu verhindern, wurde zur Perfusion eine 1:2500 Losung aus Heparin-Natrium

(Ratiopharm) und Ringer Losung (Berlin-Chemie) verwendet.

2.4.4 Formaldehyd

Flr die Fixierung eines Teils der entnommenen Organe wurde eine 5% Formaldehyd-

|6sung (Carl Roth) benutzt.

2.5 Fecal Microbiota Transfer (FMT)

Ziel der Studie war es, Uber einen alternativen Weg den Effekt von Tel auf das
Mikrobiom zu untersuchen; hierzu wurde ein Fecal Microbiota Transfer (FMT) genutzt.
Das Grundprinzip der Methode ist es, lebende Bakterien aus dem Stuhl eines Spenders
in den Gastrointestinaltrakt eines Empfangers umzusiedeln. Auf diese Weise soll das
Mikrobiom des Empfangers so verandert werden, dass es dem des Spenders
entspricht.

Die Spenderstuhlproben wurden bei einer vorherigen Studie gewonnen'®, Hierbei
handelte es sich um HFD gefiitterte Tiere, die entweder mit Veh oder Tel behandelt
wurden (siehe Abschnitt 2.2 Versuchsablauf). Die Proben wurden ca. eine Stunde nach
Ausscheidung eingesammelt und direkt danach bei -80°C eingefroren.

Die eingefrorenen Stuhlproben wurden fir den Mikrobiom Transfer nach einem
validierten Prozess aufbereitet!?l. Die Stuhlproben wurden dafir 1:20 in einer 50%
Glycerol (Carl Roth)/50% PBS Losung (Carl Roth) mittels des ULTRA-TURRAX T8 (IKA-
Werke) homogenisiert. Die so entstandene Suspension wurde durch einen 5um
Spritzenfilter (Minisart, Sartorius) gegossen, um eventuelle Makropartikel abzufiltern.
Diese Suspension wurde in 150 ul Portionen in Eppendorf Gefale aliquotisiert und bei
-20°C eingefroren. Die so entstandenen Aliquots wurden kurz vor der Verwendung 1:5
mit der gleichen 50% Glycerol /50%PBS Losung verdiinnt. Das so entstandene 750 pl
Volumen dieser Suspension war eine ausreichende Menge fiir die orale Applikation bei

den vier Versuchstieren aus einem gleichen Kafig.
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Unabhdngig vom Korpergewicht wurden jedem Tier per Applikation 150ul der
Suspension an drei Tagen in der Woche, zeitgleich mit dem Wiegen (Montag,

Mittwoch, Freitag) verabreicht!o?,

2.6 Stuhlproben

Im Laufe des Versuches wurden Stuhlproben gesammelt, um das Mikrobiom zu
analysieren. Die Sammlung erfolgte am Versuchsstart (d0), vor dem Beginn der HFD,
nach 7 Wochen (d49), vor FMT Beginn und nach weiteren 8 Wochen (d101) bei
Versuchsende wahrend der Tétung (Abb. 3). Fir die Sammlung der Proben zu den
ersten zwei Zeitpunkten wurden die Tiere in einen neuen sauberen Kafig umgesetzt.
AnschlieBend wurden die Stuhlproben aus dem alten Kafig eingesammelt und bei -20°C
eingefroren.

Die Versuchstiere hatten davor circa 5 Tage in den Kafigen verbracht. Diese Zeitspanne
hat es ermoglicht eine ausreichend groBe Menge an Material zu gewinnen. Bei
Versuchsende, zum Zeitpunkt der Sektion, wurde der Inhalt des abgetrennten Colons
mittels einer chirurgischen Pinzette auf ein Stliick saubere Aluminiumfolie
ausgestrichen. Die so gewonnene Probe wurde dann mittels flissigen Stickstoffs

bei -80° C eingefroren.

do d49 d101

FMT

0 20 40 60 80 100
Zeit (d)
Abbildung 3 Zeitachse der drei Zeitpunkte an denen Stuhlproben gesammelt wurden. Der

blaue Balken stellt die Dauer der HFD Fiitterung dar, wihrend der graue Balken die Dauer der
FMT Intervention darstellt.
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2.7 Funktionstest

Im Laufe des Versuches wurden die Tiere mehreren Funktionstests unterzogen, um die
Auswirkungen des FMT auf den Metabolismus zu untersuchen. Hierbei handelt es sich
um eine indirekte Kalorimetrie, einen Insulintoleranz Test und eine Messung der
Kérperzusammensetzung. Diese drei Methoden wurden bereits in mehreren
vorherigen Versuchen in der Arbeitsgruppe erfolgreich angewendet und die Protokolle

sind entsprechend etabliert82100,102,

2.7.1 Indirekte Kalorimetrie

Um die metabolische Aktivitat der Versuchstiere analysieren zu kénnen, wurde die
indirekte Kalorimetrie genutzt (Phenomaster System, TSE). Bei dieser Methode wird
der Energieverbrauch der Versuchstiere mittels Sauerstoffverbrauchs und der
Kohlendioxidproduktion errechnet. Die Reliabilitdit der Messwerte wird durch die
zusatzliche Messung der Stickstoffelimination verbessert. Neben dem Energie-
verbrauch wurden in diesem Versuch mittels Sensoren die Ess- und Trinkmenge sowie
die Lokomotion der Tiere gemessen.

Die Analyse der Gaszusammensetzung in den einzelnen Versuchskafigen, sowie der
anderen Werte erfolgte in 30-minutigen Messzyklen; bei einer Versuchsdauer von circa
72 Stunden ergaben sich fiir jedes Versuchstier dadurch 144 Messwerte.

Vor der Messung wurden die Tiere liber einen Zeitraum von 4 Tagen in Einzelkafige
gesetzt, um vergleichbare Trink- und Futterbedingungen zur Eingewohnung zu
schaffen. Nach dieser Phase wurden die Tiere in die eigentlichen Versuchskafige des
Messgerats gesetzt. Wahrend des ganzen Messverfahrens wurden alle Interventionen
normal weitergefiihrt, der Zugang zu Futter und Trinkwasser war weiterhin frei. Nach
erfolgter Messung wurden die Tiere in die gewohnten Bedingungen (Kafige, Raum,

Partnermaduse im Kafig) zuriickgesetzt.
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2.7.2 Messung der Korperzusammensetzung

Die Korperzusammensetzung der Versuchstiere wurde in der 14. Woche mittels
Kernspinresonanz gemessen (Minispec BCA analyzer, LF-110, Bruker), 2 Stunden
nachdem die Mduse in den Raum gebracht wurden, um sich an die Umgebung zu
gewoOhnen. Bei dieser Messung wurde der Anteil an sogenannter ,fat mass“ und ,lean
mass“ und der freien Korperfllssigkeit ermittelt. Flir die Messung wurden die Tiere in
einem zylindrischen Restrainer immobilisiert und mit diesem in den Scanner
eingefliihrt. Um die Genauigkeit der Messungen zu erhdhen, wurden die gewonnenen
absoluten Werte stets auf das Kérpergewicht der einzelnen Tiere bezogen. Die Tiere

wurden deshalb direkt vor der Messung gewogen.

2.7.3 Insulintoleranztest

Der Insulintoleranztest (ITT) ist ein standardisiertes Verfahren zur Evaluation der
metabolischen Gesundheit des Versuchstiers. Flr die Durchfihrung der Messung
wurden die Tiere am friihen Morgen (6 Uhr) in neue, saubere Einzelkafige umgesetzt
ohne Zugang zu Futter, der Zugang zum Trinkwasser war weiterhin frei. Nach circa acht
Stunden (14 Uhr) wurde die Messung an den niichternen Tieren begonnen. Bei diesem
Test wurden den Versuchstieren intraperitoneal 1 IE Insulin (2.4.1 Insulinlésung) pro
Kg Korpergewicht injiziert. Nach der Injektion wurde der Blutzuckerwert von jedem
Tier im 20 Minutentakt gemessen. Fiir die Messung wurde die Schwanzspitze mit einer
chirurgischen Schere angeritzt, um einen Blutstropfen zu gewinnen aus dem der
Blutzuckerwert erhoben werden konnte (Einmalmessstreifen Accu Chek Inform Il und
Blutzuckermessgerat Accu Chek Performa). Der gesamte Test erfolgte Uiber eine Dauer
von zwei Stunden, daher ergaben sich sieben Messzeitpunkte: 0, 20, 40, 60, 80, 100
und 120 Minuten. Nach dem Versuch wurden die Tiere zurlick zu viert in einen Kafig

gesetzt mit freiem Zugang zu Futter und Trinkwasser.
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2.8 Totung und Organentnahme

In der 15. Woche des Versuches wurde die Tiere getotet und die Organe zur weiteren
Untersuchung entnommen. Die Versuchstiere wurden mit einer intraperitoneal
injizierten Narkose (2.4.2 Avertinlosung) betdubt. Nach Sicherstellung der Schmerz-
freiheit wurden das Abdomen und der Thorax erdffnet. Der Kérperkreislauf wurde
mittels einer Punktion mit einer 21 G Butterfly Kantile (Sarstedt) in den linken Ventrikel
mit der gekiihlten Spullésung (2.4.3 Perfusionsldsung) perfundiert.

Nach dieser Operation wurden Gehirn, Pit, Pankreas, Niere, Nebenniere, Leber,
Dinndarm, Dickdarm, viszerale Fettgewebe, ependymales Fettgewebe, braunes
Fettgewebe und eine Stuhlprobe aus dem Colon entnommen. Alle Proben bis auf das
Gehirn wurden mittels fliissigen Stickstoffs bei -80°C eingefroren. Das Gehirn wurde
auf Trockeneis, bei -20°C eingefroren. Niere, Nebenniere, Leber, Diinndarm, Dickdarm,
viszerale Fettgewebe, ependymales Fettgewebe, braunes Fettgewebe wurden jeweils
als doppelte Proben entnommen. Die Halfte, die nicht eingefroren wurde, wurde in

einer Formaldehydldsung konserviert (2.4.4).

2.9 Mikrobiom Analyse

Die Stuhlproben wurden qualitativ sowie quantitativ hinsichtlich der bakteriellen Flora
analysiert. Dieser Prozess basiert auf der Extraktion, Vervielfaltigung mittels
Polymerase Chane Reaction (PCR) und Sequenzierung der DNA. Dieser Prozess wurde
in Cooperation mit PD. Dr. Misa Hirose (Institut fiir experimentelle Dermatologie, LIED)

durchgefihrt.

2.9.1 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion aus den Stuhlproben erfolgte mittels der Nutzung des Qiagen
PowerSoil Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany). Die Zellen wurden dafiir chemisch

sowie mechanisch lysiert.

30



Um eine gute Reprasentativitat zu gewahrleisten, wurden aus jeder Stuhlprobe circa
250 mg an Material aus verschiedenem Koétel zusammengemischt. Die Probe wurde
mit 60 pl Losung C1 sowie 20ul Proteinase K aus dem Kit fiir 2 Stunden bei 50°C und
800 rpm inkubiert. Diese Suspension wurde mit 250ul Losung C2, 200ul Lésung C3 und
1200l Loésung C4 versetzt und 45 Sekunden lang bei 5000 rpm homogenisiert mittels
eines SpeedMill (Analytik Jena). Die so realisierte Suspension wurde strikt nach den

Herstellerangaben des Extraktionskits, flir die Analyse weiterverarbeitet.

2.9.2 PCR

Zur weiteren Analyse der extrahierten DNA wurden, mittels PCR (Polymerase Chain
Reaction), die hypervariablen V3 und V4 Regionen des 16S rRNA Genes vervielfaltigt.
Die ausgesuchten Regionen sind hoch reprasentativ fir das Mikrobiom und
ermoglichte eine klare Differenzierung der verschieden bakteriellen Phyla!®. Es wurde
eine Reihe an spezifischen vorwarts und riickwarts Primern genutzt mit heterogenen
Zwischensequenzen und gekoppelten MiSeq Adaptern (341F-806R) benutzt. Zur
Durchfiihrung der PCR wurden dann 1 pl der DNA-Probe mit jeweils 4 pl vorwarts und
rickwarts Primern (gesamt 8 pl) genutzt. Den drei Komponenten wurde 10,25 pl PCR
Wasser, 5ul 5xPhusion HP-Puffer, 0,5 ul dNTPs 10 mM und 0,25 ul Phusion Hot Start
DNA-Polymerase 2 U/uL (Thermo Fisher Scientific) hinzugefugt.

Die PCR wurde mit einer 30-sekiindigen Denaturierung bei 98°C begonnen. Es folgten
28 Zyklen nach dem Programm: 98°C 9 s lang, 55°C 30 s lang und 72°C 45 s lang. Am
Schluss folgte eine Extension bei 72°C tiber 10 Minuten; die Endprodukte konnten dann

bei 12°C stabil bis zur weiteren Verarbeitung gelagert werden.

2.9.3 Bibliothek Vorbereitung und Sequenzierung

Eine erste grobe Quantifizierung des vervielfaltigten Materials wurde mittels Agarose
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Als Gel-Matrix diente ein 1,5% Agarosegel bestehend
aus 200ml 1xTAE Puffer + 3g Agarose.
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Jeweils 5 pl des PCR-Produktes jeder Probelésung wurden zusammen mit 1 pl des
Farbstoffes 6x loading dye (DNA Gel Loading Dye (6x), Thermo Scientific TM) erst 5
Minuten lang bei einer Spannung von 120 V und dann 70 Minuten lang bei einer
Spannung von 110 V durch die Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Quantifizierung
erfolgte anhand eines Vergleiches der Intensitdt der 650 Bp Banden mit den
Referenzbanden mittels der Nutzung des Quantum ST4 System (Vilber, Eberhardzell,
Deutschland) mit einer Belichtungszeit von 320 ms. Als Referenzbande diente eine
Probe bestehend aus 1 ul Marker (80ng, 500 Bp lange DNA), 4 pl Wasser und 1 pl des
bereits bei den anderen Proben verwendeten Farbstoffes. Dank dieser
Voreinschatzung konnten die PCR-Produkte mit ahnlicher Molaritat in Untergruppen
sortiert werden. Die einzelnen Banden wurden dann ausgeschnitten und mit 450ul
Bindungspuffer 10 Minuten bei 60°C und 1000 rpm inkubiert. 150ul Isopropanol
wurden hinzugefiigt und das Ganze wurde mit dem Vortex durchmischt. Bis zu 800ul
wurden in einer Zentrifugensaule (Thermo Scientific TM) 1 Minute lang bei 13000 rpm
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde dann verworfen und der Inhalt der Saule wurde
nach dem Zusatz von 100ul Bindungspuffer 1 Minute lang bei 13000 rpm zentrifugiert.
Dem Produkt wurden 700ul Waschpuffer zugefiligt und dieser wurde dann 1 Minute
lang bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und der Inhalt der
Saule wurde 2 Minute lang bei 13000 rpm zentrifugiert, um die Membran zu trocknen.
Die Saule wurde dann in einen autoklavierten 1,5ml Eppi Tube umgefillt und mit 40ul
Elutionspuffer (Thermo Scientific TM) 3 Minuten inkubiert und dann 1 Minute lang bei
13000 rpm zentrifugiert. Die Saule wurde nun entfernt und die so extrahierte DNA
wurde bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis aufbewahrt. Von jeder Probe wurden 40ul
des gewonnenen Materials zusammen mit jeweils 70ul AgencourtAMPure (Beckman
Coulter) in eine 96 Feld Mikrotitterplatte (PCR Plate half skirt flat, Sarstedt) Gberfihrt.
Nach 10-minatiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Mikrotitterplatte fir 2
Minuten auf eine Magnetplatte gesetzt. Nach diesem Bereinigungsprozess konnte der
klare Uberstand abpipettiert und verworfen werden. Die Sedimente wurde jeweils mit
200ul 75% Ethanol versetzt, fiir 30 Sekunden inkubiert und dann wieder fiir 2 Minuten

auf eine Magnetplatte gesetzt. Der Uberstand wurde verworfen und der letzte Schritt
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ein zweites Mal wiederholt. Nach 10 Minuten bei Raumtemperatur wurde jede Probe
mit 20ul der C6 Lésung (Qiagen Powersoil kit) versetzt, 2 Minuten inkubiert und dann
far 2 Minuten auf eine Magnetplatte gesetzt. Die so entstandenen Losungen wurden
in autoklavierte R6hrchen umgefiillt.

Eine Quantifizierung der Konzentration der jeweiligen Proben wurde mittels des
NEBNext Library Quant Kit fur lllumina (New England BiolLabs) strikt nach Hersteller-
angabe durchgefiihrt. Die PCR wurde dabei mit einem 1-miniitigen Denaturierungs-
zyklus a 95°C und 35 Zyklen, 95°C fiir 15 Sekunden und 63°C fur 45 Sekunden,
durgefihrt. Die Konzentrationen wurden mittels des NEB gPCR Webtool

(https://nebiocalculator.neb.com/#!/qPCRGen) und fiir eine Linge von 650bp

korrigiert mit der folgenden Formel berechnet.

Errechnete Konzentration x 399

Korrigierte Konzentration = " -
Lange in bp

Dank der so ermittelten Konzentration wurden alle Proben auf eine finale Konzen-
tration von 4nmol mit destilliertem Wasser verdiinnt und zur Miseq Library
zusammengemischt. 5ul dieser Losung wurden mit 5ul einer 1:5 mit Wasser
verdlinnter Stock 1.0 N NaOH Losung (lllumina) denaturiert. Nach einer Vortex
Vermischung wurde das Ganze bei 280G fir 1 Minute zentrifugiert und bei
Raumtemperatur 5 Minuten inkubiert. 10ul Denaturierte DNA-L6sung wurden mit 99|
Hybridiesierungspuffer HT1 (lllumina) versetzt und somit auf eine Konzentration von
20 pM verdiinnt. Diese Losung wurde weiter auf eine Zielkonzentration von 12,5 pM
sowie Zielvolumen von 600ul mit HT1 verdiinnt.

Parallel dazu wurde eine Kontrolllosung vorbereitet: 2ul einer 10nM PhiX Library
wurde mit 3ul Tris-HCI Lésung pH 8,5 auf eine Konzentration von 4nM verdiinnt. Die
Losung wurde dann denaturiert und auf eine Zielkonzentration von 12,5 pM verdiinnt
wie schon die Proben mit der gleichen, bereits beschriebenen Prozedur. 60 ul der
12,5pM Kontrolllosung wurden mit 540ul der oben aus den Proben vorbereiteten
12,5pM Miseq Library gemischt.

Die so gewonnene finale Library wurde mit MiSeq System (lllumina) nach

Herstellerangaben mittels next generation sequencing sequenziert.
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Die Daten der Sequenzierung wurden bei dem European Nucleotide Archive (ENA)

eingereicht und sind unter der Kennnummer PRJEBXXXXX einsehbar.

2.10 Statistische und analytische Methoden

2.10.1 Prozessierung und Analyse der DNA-Sequenzierung

Die Prozessierung erfolgte durch Dr. Axel Kiistner (Medizinische Systembiologie, LIED)
und wird im Folgenden kurz skizziert:

Die ,reads” aus der Sequenzierung wurden mittels dem open source System VSEARCH
(vsearch v2.12.0; https://github.com/torognes/vsearch-eval) hinsichtlich der Qualitat
gefiltert 104,

Die durch inkorrekte Fusionierung, wahrend der PCR, entstandenen Artefakte
(Chimaren) wurden mit dem entsprechenden Werkzeug von VSEARCH detektiert und
eliminiert. Als Referenz dienten die Daten aus RDP Gold V9
(http://rdp.cme.msu.edu/misc/rel10info.jsp#taxonomy). Um  falsch  niedrigen
Unterschieden in der Pravalenz einer gewissen Art'% entgegenzusteuern wurde eine
Dereplikation mittels VSEARCH durchgefiihrt.

Mit der Version V11.0.667 von USEARCH konnten aus den vorgefilterten Daten
sogenannte operative taxonomische Einheiten (aus dem englischen Operative
Taxonomic Unit, OTU) gebildet werden. Die OTUs wurden mittels mothur (v1.41.3,

https://github.com/mothur/mothur/releases) unter Berticksichtigung der SILVA v123

(https://www.arb-silva.de/documentation/release-123/) Datenbank ausgerichtet. Um

die evolutiondren Beziehungen zwischen den einzelnen OTUs darzustellen, wurde ein
phylogenetischer Baum erstellt. Der phylogenetische Baum selbst wurde mit dem

Programm FastTree2 (http://www.microbesonline.org/fasttree/) erstellt.

Potenzielle Kontaminationen der Proben wurden mit dem Werkzeug decontam (1.8.0,
https://bioconductor.riken.jp/packages/3.11/bioc/html/decontam.html)

herausgefiltert.
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Die Alpha-Diversitdit der gewonnenen Daten wurden mittels DivNet (0.3.6) als
Shannondiversity errechnet und der Konfidenzintervall wurde als Vilion Plot
dargestellt. Die Signifikanz der Unterschiede wurde hier durch einn Wilcoxon Test
ermittelt. Die Beta-Diversitat wurde mit philr (1.14.0) und microbiome (1.10.0) mittels
Hauptkomponentenanalyse (Principal component analysis, PCA) dargestellt, zur
weiteren Auswertung wurde die Aitchison Distanz berechnet.

Die Unterschiede in der Abundanz der verschiedenen Phyla, Familien und Genera
wurde mit dem Werkzeug ANCOMB (0.99.4, https://www.bioconductor.org
/packages/release/bioc/vignettes/ANCOMBC/inst/doc/ANCOMBC.html) mittels einer

differentialen Abundanz Analyse (Differential Abundance Analysis, DAA) beschrieben.

2.10.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm Prism 8 (GraphPad,
San Diego, USA). Die Datensatze der zwei Gruppen, nach Prifung der
Normalverteilung, wurden einem unpaired T-test unterzogen, um den Signifikanzwert
der Unterschiede zu errechnen. Wenn zwei Faktoren Uberprift werden sollten, wurde
eine 2-way analysis of variance (ANOVA) benutzt. Unterschiede wurden als statistisch
signifikant angesehen, wenn der errechnete p-Wert kleiner als 5% war.

Wie bereits beschrieben (2.7.1 Indirekte Kalorimetrie), wurden die Messungen in der
Kalorimetrie in 30-minttigen Messzyklen durchgefiihrt. Die Tiere wurden zu leicht
unterschiedlichen Tageszeiten in die Kalorimetrie eingeschleust. Um die
Vergleichbarkeit der Daten zu wahren, wurden die Messungen der erste und letzte
Hellphase, in welcher die Tiere aus oder eingeschleust wurden, ausgeschlossen. Im
Endeffekt wurden somit fur jedes Tier 3 vollstandige Dunkel- und 2 vollstandige
Hellphasen ausgewertet. Aus diesen Daten wurden jeweils die Messungen der ersten
und letzten zwei Stunden einer jeden Phase ausgeschlossen, um mogliche
Ubergangseffekte zu vermeiden. Fiir die Auswertung wurden aus den verbliebenen
Messungen fiir jedes Tier ein Mittelwert fir die Hellphase und einer fir die

Dunkelphase gebildet und diese wurden fir die weitere Analyse benutzt.
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Die EffektgroRe zwischen der taxonomischen Haufigkeit wurde unter Verwendung von

Lhttp://www.statistik-beratung.net/?Effektstaerke-Rechner” berechnet.
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3 Ergebnisse

Im Verlauf des Versuches sind zwei Tiere verstorben, wobei die Griinde unklar sind.
Jedes der beiden Tiere gehorte einer anderen Versuchsgruppe an, entsprechend

konnten die Daten von elf Tieren pro Gruppe ausgewertet werden.

3.1 Korpergewicht und Kérperzusammensetzung

Bei Versuchsstart zeigten beide Gruppen ein nahezu identisches Gewicht (Tabelle 1).
Die Versuchstiere wurden ab Beginn des Experiments einer HFD unterzogen und
dreimal pro Woche gewogen. Erwartungsgemal wuchs unter HFD das Kérpergewicht
stark und kontinuierlich an. So verliefen die Gewichtskurven der beiden hochkalorisch
geflitterten Versuchsgruppen in den ersten 49 Tagen nahezu identisch (Abb. 4A), und
das Korpergewicht der beiden Gruppen war beim Start der FMT Intervention nicht

unterschiedlich (Tabelle 1).

Tabelle 1 Kérpergewicht beim Versuchsstart, vor dem Start der FMT Intervention und zum
Versuchsende (MW+SD). Zu den drei Zeitpunkten liegt jeweils kein signifikanter Unterschied
zwischen beiden Gruppen vor.

Zeitpunkt FazeSwrp + veh FazeSurp + Tel P-Wert (unpaired T-Test)

Versuchsstart (d0) 219+10¢g 22,1+1,2¢ 0,56

FMT-Start (d49) 39,6+3,3¢g 399+2,3¢g 0,79

Versuchsende (d101) |44,5+4,3¢g 442 +45¢g 0,91

Im Laufe der FMT-Intervention (ab d49 bis zum Versuchsende bei d101) war bei allen
Tieren das Kérpergewicht weiter angestiegen (Abb. 4A). Die Kalorimetrie ab d70, hatte
die Tiere wider Erwarten stark belastet. Ein Teil der Tiere hatte wahrend der Messung
nur sehr wenig oder gar nicht gefressen und getrunken, entsprechend war das
Korpergewicht der Versuchstiere stark gesunken. Nach einer Ubergangsphase haben

die Gewichtskurven den initialen Verlauf nach Start der FMT-Intervention wieder
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zuriickgewonnen. Am Ende des Versuchs konnte man eine Angleichung des

Korpergewichts der beiden Gruppen beobachten (Abb. 4A).

A Korpergewicht B Gewichtszuwachs (d70) C Kérperzusammensetzung
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Abbildung 4. Abb. A zeigt den Verlauf des Kérpergewichts zu den Zeitpunkten d0, d49, d70,
d77 und d101 (MW+SD). Wahrend d49 bis d101 erhielten die Mause alle 3 Tage einen FMT;
die Kalorimetrie fand zwischen d70 und d77 statt; Abb. B zeigt den Gewichtszuwachs zwischen
d49, Start des FMT und Tag 70, also vor der Kalorimetrie; Berechnung des Unterschieds
zwischen den beiden Gruppen mittels t-Test; Abb. C zeigt die Kdrperzusammensetzung
gemessen an d94; Ermittlung von Unterschieden mit 2-way ANOVA mit den Faktoren
Kompartiment (F=752, p<0.0001) und Tel (F=0.078 p<0.7882); dargestellt sind die MWSD,
n=11.

Da also die Kaloriemetriemessung den Gewichtsverlauf selbst stark beeinflusst hat,
haben wir die Gewichtsentwicklung bis zur Kaloriemetrie zwischen dem Zeitpunkt d49,
Start der FMT und d70 ausgewertet. Fiur diesen Zeitraum zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen(p=0,03). Bei der mit Fazesyprrel
behandelten Gruppe war das Kérpergewicht deutlich kleiner als bei der mit Fazesupr+ven
behandelten Gruppe (Abb. 4B).

In der vorletzten Versuchswoche (d94) wurde die Korperzusammensetzung der
Versuchstiere gemessen. Bei den beiden Versuchsgruppen ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede in der ,,fat mass®, ,lean mass“ sowie in der freien Flissigkeit

(Abb. 4C).
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3.2 Kalorimetrie

3.2.1 Energieverbrauch

Der Energieverbrauch wurde innerhalb eines jeden Messzyklus als pro Zeit verbrauchte

Energie gemessen, welche dann noch auf das Koérpergewicht des Versuchstieres

bezogen wurde.

Energieverbrauch
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Abbildung 5. Abb. A zeigt den Energieverbrauch im Verlauf der Kalorimetrie (MW+SD), mit
den Hellphasen von 6:00 bis 18:00 Uhr und den Dunkelphasen von 18:00 bis 6:00 Uhr; 2way
ANOVA indiziert Einfluss von Zeit (F=10.3, p<0.0001), nicht aber von Fdzeskep+tes FMT (F=1.2,
p=0.662). Dies wird durch die 2-way ANOVA in Abb. B bestiitigt, wo die einzelnen MW des

Energieverbrauches in der Hell- und Dunkelphase verglichen werden. Dargestellt sind die
MW=SD n=11.

Die Tiere zeigten einen klaren zirkadianen Rhythmus, der Energieverbrauch der Tiere
war in der Dunkelphase signifikant grof3er als in der Hellphase (Abb. 5A). Innerhalb der

Hell- oder Dunkelphase zeigten sich jeweils keine signifikanten Unterschiede zwischen

den beiden Gruppen (Abb. 5B).

3.2.2 Bewegungsaktivitat

Die Bewegungsaktivitat wurde anhand der Anzahl an Bewegungen des Versuchstieres
pro Messzyklus der Kalorimetrie gemessen. Aufgrund von Messungsproblemen

konnten nur die Daten von einem Teil der Tiere ausgewertet werden.
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Abbildung 6. Abb. A zeigt die absolute Anzahl an Bewegungen pro Messzyklus im Verlauf der
Kalorimetrie, mit den Hellphasen von 6:00 bis 18:00 Uhr und den Dunkelphasen von 18:00 bis
6:00 Uhr; 2way ANOVA indiziert Einfluss von Zeit (F=2.64, p=0.0425), nicht aber von
Fézesurp+tel FMT (F=0,057, p=0.813). Dies wird durch die 2-way ANOVA in Abb. B auch
bestitigt, wo die einzelnen MW der Bewegung in der Hell- und Dunkelphase verglichen
werden. Dargestellt sind die MW=2SD nrazestipr+Tel =9 NrézesHpr+ven =10.

Die Tiere zeigten auch bei der Bewegung einen klaren zirkadianen Rhythmus, analog
zum Energieverbrauch war bei den Versuchsgruppen die Bewegungsaktivitat in der
Dunkelphase signifikant groBer als in der Hellphase (Abb. 6A). Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen innerhalb der Hell- oder

Dunkelphase (Abb. 6B).

3.2.3 Fress- und Trinkverhalten

Im Rahmen der Kalorimetrie wurde die Menge an aufgenommen Futter pro Messzyklus
gemessen. Aufgrund des oben bereits erwdhnten teilweise schlechten Ansprechens
der Tiere auf die MaBnahmen im Rahmen der Kalorimetrie konnten die Daten zum

Fressverhalten nur bei einem Teil der Versuchstiere ausgewertet werden.
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Abbildung 7. Abb. A zeigt die konsumierte Futtermenge in KJ pro Messzyklus im Verlauf der
Kalorimetrie, mit den Hellphasen von 6:00 bis 18:00 Uhr und den Dunkelphasen von 18:00 bis
6:00 Uhr; 2way ANOVA indiziert Einfluss von Zeit (F=0,98, p=0.425), nicht aber von Fdzesurp+Tel
FMT (F=0,16, p=0.703). Abb. B Durchschnittliche gesamt konsumierte Futtermenge in KJ im
Verlauf der Kalorimetrie; Berechnung mittels t-Test, Abb. C 2way ANOVA Vergleich der
einzelnen MW der Futtermenge in KJ in der Hell- und Dunkelphase. Dargestellt sind die MW+SD
NFazesHDF+Tel =6 NFazesHDF+veh =4.

Die Messungen zeigten im Laufe des Versuches eine stetige Futteraufnahme welche,
mit den restlichen Daten Ubereinstimmend, einer klaren zirkadianen Rhythmik
unterliegt (Abb. 7A). In der Dunkelphase haben beide Versuchsgruppen signifikant
mehr Futter aufgenommen als in der Hellphase (Abb. 7C). Beide HFD erndhrten
Gruppen zeigten innerhalb der gleichen Phase keine Unterschiede im Futterkonsum
(Abb. 7C). Auch die gesamte konsumierte Futtermenge Uber die Dauer des Versuchs
zeigte bei beiden Gruppen keinen signifikanten Unterschied (Abb. 7B).

Beim Trinkverhalten wurden, analog zum Fressverhalten, die Menge an konsumiertem

Wasser pro Messzyklus sowie der kumulative Wasserkonsum ausgewertet.
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Abbildung 8. Abb. A zeigt die konsumierte Wassermenge in ml pro Messzyklus im Verlauf der
Kalorimetrie, mit den Hellphasen von 6:00 bis 18:00 Uhr und den Dunkelphasen von 18:00 bis
6:00 Uhr; 2way ANOVA zeigt weder den Einfluss von Zeit (F=1,43, p=0.225) noch der von
Fézesurpster FMT (F=0,001, p=0.922). Abb. B Durchschnittliche gesamt konsumierte
Wassermenge in ml im Verlauf der Kalorimetrie, Berechnung mittels t-Test. Abb. C 2way
ANOVA Vergleich der einzelnen MW der konsumierten Wassermenge in ml in der Hell- und
Dunkelphase. Dargestellt sind die MW=SD nrézestipritel =10 NrézestipFven =7.

Das Trinkverhalten zeigte eine mit dem Futterverhalten sehr gut vergleichbare
Dynamik (Abb. 8A). Alle Gruppen haben in der Dunkelphase signifikant mehr getrunken
als in der Hellphase (Abb. 8C). Die beiden Gruppen unterschieden sich weder in der

gleichen Lichtphase noch in der Gesamttrinkmenge voneinander (Abb. 8 B und C).

3.3 Insulintoleranztest

Um die Glukoseutilisation der Versuchstiere zu bestimmen, wurde ein Insulintoleranz-
test durchgefiihrt. Als Basalwert diente der vor dem Start des Versuchs gemessener
Blutzuckerwert nach 6-stiindiger Niichternheit. Hier zeigte sich kein Unterschied
zwischen den beiden Gruppen (Abb. 9A). Wie bereits beschrieben (2.7.3
Insulintoleranztest), wurde nach Insulininjektion im 20-minltigem Rhythmus der
Blutzuckerwert von jedem Tier iber eine 120-minlitige Gesamtdauer gemessen. Aus

der resultierenden Verlaufskurve wurde die Area under the Curve (AUC) berechnet.
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Abbildung 9. Abb. A zeigt die Niichternblutzuckerwerte der Versuchstiere vor dem Start des
ITT, Berrechnung mittels t-Test. Abb. B zeigt den Zeitlichen Verlauf des ITT, 2way ANOVA zeigt
einen deutlichen Einfluss von der Zeit (F=58,32, p<0.0001) aber nicht von Fézesurp+ret FMT
(F=0,24, p=0.631); Abb. C zeigt den Vergleich AUC der beiden ITT Kurven, Berechnung mittels
t-Test. Dargestellt sind die MW+SD n=11.

Wie zu erwarten, war der Blutzuckerwert nach Injektion des Insulins im Vergleich zu
dem Ausgangswert gesunken. Nach 60 Minuten war der Blutzucker bei beiden
Versuchsgruppen wieder gleichmaBig ohne relevante Unterschiede angestiegen
(Abb. 9B). Weder der Verlauf der Blutzuckerkurven noch die AUC zeigten bei den

beiden Versuchsgruppen signifikante Unterschiede (Abb. 9C).

3.4 Mikrobiom

Stuhlproben, zur Mikrobiomanalyse, wurden zu drei Zeitpunkten gesammelt: d0O, d49
und d101. Die Proben zu den Zeitpunkten dO und d49 wurden aus den Kafigen
gesammelt und stellten somit das gepoolte Mikrobiom von vier Versuchstieren da. Die
Proben am Versuchsende, zum Zeitpunkt d101 wurden bei der Totung direkt aus dem
Colon entnommen und stellten das spezifische Mikrobiom eines einzelnen Tieres dar.
Die Sequenzierten DNA-Abschnitte aus den Stuhlproben wurden hinsichtlich ihrer
Alpha- und Beta-Diversitat analysiert. Bei der Alpha-Diversitat handelt es sich um ein
Mal fiir die Artenvielfalt in einer spezifischen Probe, bei der Beta-Diversitat handelt es

sich dagegen um ein Mall fir den Unterschied in der Artenvielfalt zweier
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unterschiedlicher Proben!%. Die Alpha-Diversitat wurde mittels des Shannon Index

beschrieben, welcher die Anzahl der Arten bertcksichtigt 197,

A do B d49 C
6 0=0.584 6 p=0225 6
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Abbildung 10. Alpha-Diversitdt an den Zeitpunkten dO (Abb. A), d49 (Abb. B) und d101 (Abb. C)
im Vergleich der beiden Kollektive Behandlung Fézesnpriter uUnd FdzesSupriven. Die
Transplantation der Stuhlproben erfolgte am d49 unmittelbar nach Stuhlgewinnung. An den
Tagen 0 und 49 waren die Mduse in Gruppen zu je 4 Tieren in den Kdfigen. Die Stuhlproben
wurden aus den Kéfigen gesammelt. Deswegen reprdsentiert ein Datenpunkt aus den Abb. A
dO und Abb. B d49 4 Mduse; n=3. Im Gegensatz dazu wurde am d101 Abb. C die Fézes
individuell aus dem Colon gewonnen, n=11. Der statistische Vergleich erfolgte mit einem
ungepaarten t-Test.

Zu den Zeitpunkten dO und d49 zeigten sich keine Unterschiede zwischen der
Alpha-Diversitat beider Gruppen. Zu dem Zeitpunkt d101, am Versuchsende, zeigte
sich ein tendenzieller Unterschied zwischen beiden Gruppen mit einem p-Wert von

0,066 (Abb. 10).
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Abbildung 11. Beta-Diversitét nach Aitchison. Abb. A zeigt den Vergleich innerhalb der
Kontrollgruppe zu den Zeitpunkten d49 und d101, welcher ab d49 mit Fézesurp+ven behandelt
wurde (F=1,426, p=0,095). Abb. B zeigt die Interventionsgruppe, die ab d49 mit FdzesSxrp+Tel
transplantiert wurde zu den Zeitpunkten d49 und d101 (F=2,34, p=0,008). Abb. C zeigt den

Vergleich der beiden Gruppen am d101 (F=2,27, p=0,005).

Bei der Beta-Diversitat zeigten sich bei der Fazesyrp+ven behandelten Gruppe keine

Unterschiede zu den Zeitpunkten d49 und d101 (Abb. 11A). Bei der FazesSurp+Tel

behandelten Gruppe zeigten sich hingegen signifikante Unterschiede zwischen den

beiden Zeitpunkten (Abb. 11B). Zum Zeitpunkt d101 zeigten sich deutliche

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (Abb. 11C).
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Abbildung 12. Relative (Abb. A) und absolute (Abb. B) Abundanzen der Phyla. Aus dem
Vergleich der Abundanzen wurde die Effektstdrke berechnet (Abb C) (http.//www.statistik-
beratung.net/?Effektstaerke-Rechner). Abb D Vergleich der F/B Ration zwischen den beiden

Versuchsgruppen an d101. Der statistische Vergleich erfolgte mit einem ungepaarten t-Test.

Bei der Analyse der einzelnen Phyla, zum Zeitpunkt d101, waren die Actinobacteriota,

Desulfobacterota sowie die Firmicutes bei den mit Fazesurp.tel behandelten Tieren

signifikant weniger vertreten (Abb. 12A). Dies bestatigte sich auch in der Effektstarken-

berechnung (Abb. 12B). Bei der Analyse der Taxonomischen Daten zum Versuchsende

war kein Unterschied in der F/B Ratio zu erkennen, weder Zeitpunkt d0, d49 noch d101

(Abb. 12 C und D).
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Abbildung 13. Relative (Abb. A) und absolute (Abb. B) Abundanzen der Familien. Aus dem
Vergleich der Abundanzen wurde die Effektstdrke berechnet (Abb. C) (http://www.statistik-
beratung.net/?Effektstaerke-Rechner). Vergleich erfolgte mit einem ungepaarten t-Test.

Die Bakterienfamilien zeigten zum Versuchsende signifikante Unterschiede in der
Haufigkeit zwischen den beiden Gruppen. Ruminococcaceae, Desulfovibrionaceae,
Butyricoccaceae, Erysipelothrichaceae, Lachnospiraceae, Lactobacillaceae waren
geringer und Pasteurellaceae haufiger in der Fazesurpster behandelten Gruppe
vertreten (Abb. 13B). Dies zeigte und bestatigte sich in der Effektstarkendarstellung
(Abb. 13C).
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Abbildung 14. Relative (Abb. A) und absolute (Abb. B) Abundanzen der Genera. Aus dem
Vergleich der Abundanzen wurde die Effektstdrke berechnet (Abb C) (http://www.statistik-
beratung.net/?Effektstaerke-Rechner). Vergleich erfolgte mit einem ungepaarten t-Test.

Bei den Genera waren auch zahlreiche signifikante Unterschiede in der Haufigkeit zu
beobachten, in der mit Fazesyrpstel behandelten Gruppe waren Lachnospiraceae,
Desulfovibrio, Ligilactobacillus, Ruminoccocaceae, Oscililibacter, Schaedlerella,
Kineothrix seltener zu finden (Abb. 14B). Rodentibacter, CAG-495, Erysipelato-
clostridium und Alistipes waren hingegen in der Fazesuyrp:tel behandelten Gruppe
haufiger vertreten (Abb. 14B). Dies zeigte sich auch in der Effektstarkendarstellung
(Abb. 14C).

Bei den hier identifizierten signifikant unterschiedlichen Phyla, Familien und Genera
wurde zusatzlich die Korrelation zwischen dem Korpergewicht des Versuchstieres und

der Haufigkeit des jeweiligen Phylums, Familie oder Genus berechnet. Hier zeigten sich
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etliche signifikante Korrelationen zwischen Abundanz und Korpergewicht. Die

Korrelationen sind in den Abbildungen 15, 16 und 17 dargestellt und die Signifikanzen

aus den Korrelationen in der Heatmapdarstellung in Abbildung 18 nochmals

verdeutlicht.
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Abbildung 15. Korrelation zwischen dem Kérpergewicht und den Abundanzen verschiedener

Phyla. Die Korrelationsanalysen erfolgten mittel Prism 8.0. In den Abbildungen sind die

Pearson r Werte angegeben, * p<0.05, ** p<0.001.
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Abbildung 16. Korrelation zwischen dem Kérpergewicht und den Abundanzen verschiedener

Familien. Die Korrelationsanalysen erfolgten mittels Prism 8.0. In den Abbildungen sind die
Pearson r Werte angegeben, * p<0.05, ** p<0.001.
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Abbildung 17: Korrelation zwischen dem Kérpergewicht und den Abundanzen verschiedener

Genera. Die Korrelationsanalysen erfolgten mittel Prism 8.0. In den Abbildungen sind die

Pearson r Werte angegeben, * p<0.05, ** p<0.001.
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Abbildung 18. Ubersicht iiber die Pearson r Werte aus den Korrelationsanalysen zwischen
dem Kérpergewicht und den Abundanzen verschiedener Phyla, Familien und Genera; *
p<0.05, ** p<0.001.

Das Genus Akkermansia korrelierte bei beide Versuchsgruppen negativ mit dem
Korpergewicht. Bei den Fazesurp.tel behandelten Tieren zeigten die Phyla Desulfo-
bacterota, Firmicutes, die Familien Desulfovibrionaceae, Lachnospiriaceae, Oscillo-
spiraceae und die Genera Acetatifactor, Desulfovibrio, Desulfovibrionia, Lachno-
spiraceae, Ruminococcaceae eine negative Korrelation zum Kérpergewicht, wahrend
Alistipes positiv korrelierte. Bei den Fazesurp+ven behandelten Tieren zeigten sich die

genau gegenteilige Korrelationen.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit konnte bei den Versuchstieren, welche einen FMT mit Fazesurp+Tel
erhalten haben, eine geringere Gewichtszunahme beobachtet werden im Vergleich zu
den Fazesyrp+ven behandelten Tieren.

Bei der Mikrobiomanalyse zeigte sich ein Trend zur Signifikanz beim Vergleich der
Alpha-Diversitat beider Gruppen sowie deutliche Unterschiede in der Beta-Diversitat
des Mikrobioms vor und nach FMT in der Fazesyep:tel behandelten Gruppe, sowie
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen nach der
Intervention. Die genaue taxonomische Analyse zeigte nach FMT signifikante
Unterschiede auf Phylum, Familien und Genus Ebene zwischen den beiden
Versuchsgruppen. Bei einem Teil der sich signifikant unterscheidenden Phyla, Familien
und Genera zeigten sich darlber hinaus eine Korrelation zwischen der Haufigkeit
dieser und dem Koérpergewicht der Versuchstiere. In der Kbperzusammensetzung und
der Insulinsensitivitat zeigten sich keine Unterschiede. Aufgrund von einer sehr
schlechten Akzeptanz der Tiere fur die Kalorimetrie konnten die Daten aus dieser
Messung nur bedingt verwertet werden. Unter Berlcksichtigung der geringen
Gruppengrofle zeigten sich hier keine relevanten Unterschiede in dem
Energiehaushalt, der Futter- und Fllssigkeitsaufnahme sowie der Lokomotion.

In diesem Teil sollen diese Ergebnisse, die Methodik sowie die Limitierung dieser Arbeit

diskutiert werden.

4.1 Korpergewicht und Képerzusammensetzung

Die Versuchstiere, die alle freien Zugang zu einer HFD hatten, haben erwartungsgemafd
eine deutliche Adipositas entwickelt, wie bereits mehrfach im Tier- und Menschmodell
beobachtet!08109 Verschiedene Mechanismen der Konsumregulierung auf kognitiver,
metabolischer und mikrobiologischer Ebene konnten dafiir verantwortlich gemacht
werden!®, Wie bereits in der Einleitung dieser Arbeit beschrieben, konnten in

verschiedenen Studien der AG Raasch gezeigt werden, wie eine hochdosierte Tel
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Therapie die Entwicklung von Ubergewicht bei einer hochkalorischen Diat
verhindert’98>100111  Dieser antiadipdse Effekt konnte mittels FMT teilweise erzielt
werden. In den ersten drei Wochen der Intervention, vor der Kalorimetrie, war die
Gewichtszunahme der Versuchsgruppe, welche mit Fazesurp+1er behandelt wurde,
signifikant kleiner als die der mit Fazesurp+ven behandelten Tiere. Die schlechte
Compliance in der Kalorimetrie, insbesondere das Fressverweigern von einem Teil der
Versuchstiere, fiihrte zu einem Abfall des Koérpergewichts. Nach der Kalorimetrie
haben die Tiere wieder lber die Futterraufen normalen Zugang zum Futter, was auch
zu einer gesteigerten Futteraufnahme fiihrte demzufolge auch wieder zu einem
Anstieg des Korpergewichts. Am Ende des Versuchs konnten keine Unterschiede mehr
im Korpergewicht beider Gruppen beobachtet werden. Wir kénnen sicherlich nicht
ausschlieBen, dass durch die eingeschrankte Futteraufnahme wahrend der
Kalorimetrie ein Ubersteigertes Fressverhalten nach dieser Woche stattfand, denn es
gibt Befunde, wo ein Fasten zu einem gesteigerten Fressverhalten in der
Post-Fastenzeit fiihrte!'%113, Somit ist das Ausbleiben eines Unterschieds im
Kérpergewicht am Versuchsende vielleicht auch Folge dieses Effektes und die
Betrachtung des Gewichtsunterschieds zum d70 umso entscheidender, da zu diesem
Zeitpunkt ein vermindertes Korpergewicht in den Verum-Tieren festzustellen war.

Bei verschiedenen Studien unserer AG wurde zwischen der mit hochdosiertem Tel
behandelten Gruppe und der Kontrollgruppe am Endpunkt ein deutlich groBerer
Unterschied in der Gewichtszunahme beobachtet!®!14 im Vergleich zu der hier
analysierten FMT Intervention am d70. Allerdings ist es eher nicht gerechtfertigt, das
Ausmall des Effekts zu vergleichen, es erscheint vielmehr wichtig hervorzuheben, dass
ein Tel spezifisches Mikrobiom nach Transplantation auf Empfangertiere zu einem
Effekt geflihrt hat. Zudem soll auch hervorgehoben werden, dass der therapeutische
Effekt einer ARB-Therapie bei bereits adipdsen Ratten auch einen deutlich kleineren
Effekt zeigte, als wenn der ARB protektiv verabreicht wurde®. Zudem ist hier
anzumerken, dass aufgrund der durch die Kalorimetrie verursachten Probleme der
Effekt der FMT Intervention nur Uber eine relativ kurze Zeitspanne von ca. 3 Wochen

beobachtet werden konnte. Bei den oben herangezogenen Vorgangerstudien wurde
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die Tel Therapie stets Uber eine deutlich langere Zeitspanne von ca. 8 Wochen
beobachtet.

Die naheliegendsten Erklarungen fiir die relative Schwache des beobachteten Effekts
bei der Gewichtsentwicklung sind einerseits, dass das Tel spezifische Mikrobiom nur
teilweise fir die antiadipdse Wirkung verantwortlich ist; somit ware die Effektstarke
der FMT Intervention schlichtweg geringer; andererseits kénnte, wie oben schon
erwahnt, die Dauer des Versuchs zu kurz sein, um das volle Potential der FMT
Intervention zu demonstrieren. Dartiber hinaus hat sich bei Stuhltransplantationen in
therapeutischer Absicht ein interindividuell sehr unterschiedlich starkes Ansprechen
auf die gleiche Intervention gezeigt, selbst bei identischem Spender!!>. Die Ursachen
dafiir sind noch nicht komplett erfasst, eine wichtige Rolle fiir ein gutes Ansprechen
scheint dabei die Ahnlichkeit beziehungsweise Kompatibilitit der Darmflora von
Empfanger und Spender zu spielen!!>. Dieses interindividuelle Ansprechen auf eine
FMT wurde hier nicht analysiert.

Bei den Pra-Kalorimetrie beobachteten Unterschieden im Koérpergewicht ware auch
ein Unterschied in der Kérperzusammensetzung zu erwarten. Eine solche konnten wir
nicht beobachten, denn die Messung der Kdrperzusammensetzung erfolgte circa 5
Wochen nach der Kalorimetrie. Aufgrund der beschriebenen Probleme ist ein direkter
Vergleich zwischen dem Koérpergewicht Pra-Kalorimetrie und der
Kérperzusammensetzung Post-Kalorimetrie nur sehr bedingt méglich. Chow und Hall
haben dariber hinaus verschiedene, mathematische Modelle untersucht, die
versuchen den Zusammenhang zwischen Kérpergewicht und -zusammensetzung zu
erkldren!®; hier zeigte sich, dass eine Anderung von einem der beiden Parameter nicht
zwangsldufig auch Wirkungen auf den anderen haben muss. Insbesondere bei
kleineren Gewichtsunterschieden wie es hier der Fall ist.

Tel wird zum Grofteil durch die Fazes in einer reinen nicht konjugierten Form
ausgeschieden?!’. In dieser Arbeit wurde keine Messung der Tel Konzentration in den
fur den FMT genutzten Stuhlproben durchgeflhrt. Ein moglicher Effekt von Tel in den
Spender Fazes konnte hier vermutet werden, dies ist jedoch sehr unwahrscheinlich, da

die Proben im Rahmen der Aufbereitung stark verdiinnt wurden. Die HFD+Tel
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Spendertiere haben ein durchschnittliches Kérpergewicht von circa 30 g gehabt und
wurden mit einer Dosis von 8 mg/Kgys Tel pro Tag behandelt'®, Unter der Annahme,
dass es sich nach einer Anfangsphase bei der Ausscheidung vom Tel um ein steady
state Gleichgewicht handelt, kann davon ausgegangen werden, dass die
ausgeschiedene Menge an Tel der pro Tag eingenommenen Menge an Medikament
entspricht. Eine HFD erndhrte Maus scheidet circa 2,5g Fazes pro Tag aus!!®. Unter
diesen Annahmen resultiert in den Stuhlproben eine Tel Konzentration von circa
0,096 mg/g. Bei der Aufbereitung wird eine Verdinnung um den Faktor 100
durchgefiihrt und es werden dann 150 pul der Suspension 3mal pro Woche
(durchschnittlich alle 2,3 Tage) appliziert. Bei einem durchschnittlichen Kérpergewicht
der FMT unterzogenen Versuchstiere von ca. 40 g resultiert eine tagliche Dosis Tel von
ca. 0,00157 mg/Kge. Trotz aller notwendigen Vereinfachungen dieser Rechnung zeigt
sich deutlich, dass die potentiell applizierte Menge Tel ca. 5000 mal kleiner ist als jene,
die im Rahmen der Vorgangerstudien appliziert wurde. In Anbetracht dieser
Hochrechnung sowie der Tatsache, dass der antiadipose Effekt von Tel nur bei
hochdosierter Therapie beobachtet wurde’ ist ein stérender Effekt von Tel in den
Spender Fazes nicht zu erwarten. Nichtsdestotrotz kdnnte in einer zukiinftigen Arbeit

eine Messung der tatsachlichen Tel Konzentration jeden Zweifel beseitigen.

4.2 Aktivitat, Energieverbrauch, Fress- und Trinkverhalten

Alle Versuchstiere zeigten in der Kalorimetrie klare zirkadiane Rhythmen mit einer fir
die Art typischen Aktivitatssteigerung in der Dunkelphase!!®. Analog dazu verhilt sich,
wie bereits bekannt, der Energieverbrauch'??, das Fress- und Trinkverhalten9121,
Aufgrund der Ergebnisse verschiedener Studien unserer Arbeitsgruppe zum
antiadiposen Effekt von Tel sowohl an Madusen wie Ratten’?8>100.111 wiren bei den in
der Kalorimetrie untersuchten Parametern Unterschiede zwischen den zwei Gruppen
zu erwarten. Zwischen den beiden Versuchsgruppen zeigten sich jedoch keine

signifikanten Unterschiede. Durch die schlechte Compliance der Versuchstiere in der
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Kalorimetrie, wo insbesondere die Wasser- und Futteraufnahme aus den
vorgesehenen Spendern verweigert wurde, sind die Daten nur bedingt aussagekraftig.
Das Gewicht der Tiere zeigte wahrend der Messung einen klaren und drastischen Abfall
durch die fehlende Futteraufnahme und die damit einhergehende Veranderung im
Energieverbrauch!?? im Vergleich zu der vorherigen 3 wochigen FMT. Der ermittelte
Energieverbrauch in einem solch disruptiven Moment ist schlichthin nicht auf die bis
dato beobachtete Gewichtsentwicklung beziehbar. Durch die Probleme in der
Kalorimetrie konnten nur fiir einen Teil der Versuchstiere Daten erhoben werden. Die
dadurch resultierenden kleinen Fallzahlen reduzieren die Chance einen
moglicherweise existierenden Effekt Uberhaupt beobachten zu kénnen. Es bleibt
unklar, warum die Versuchstiere eine so schlechte Compliance in der Kalorimetrie

gezeigt haben, da die Methode in der Arbeitsgruppe gut etabliert ist.

4.3 Insulintoleranz

Im Vergleich zu metabolisch gesunden Tieren ist die experimentell beobachtete
Reaktion des Blutzuckers auf das Insulin deutlich verzégert und der
Nlchternblutzucker deutlich erh6ht, was auf eine Insulinresistenz deutet!?3. Diese wird
auf Entziindungsprozesse zurlick geflihrt, welche durch eine hochkalorische, fettreiche
Erndhrung ausgelost werden!?4, Die dabei freigesetzten Zytokine spielen eine
entscheidende Rolle in der Vermittlung der Insulinresistenz!?.

Die Versuchstiere, welche mit Fazesupriter behandelt wurden, zeigten keine
signifikanten Unterschiede in der Insulinresistenz im Vergleich zu der Fazesppr:ven
behandelten Gruppe. Dies passte nicht zu den vorherigen Studien unserer
Arbeitsgruppe, wo eine Tel Therapie analysiert wurde®>'14126 |n diesen Arbeiten
zeigten die Tel behandelten Tieren stets eine bessere Glukoseutilisation als die Veh
Kontrollgruppe trotz HFD. Diese beobachteten Effekte kdnnten durch wohl bekannte
Peroxisom Proliferator aktivierte Rezeptor (PPARY) abhangige Mechanismen erklart

werden'?’. Dariiber hinaus wurden auch PPARy unabhdngige Mechanismen
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identifiziert wie die antiinflammatorische Wirkung von ARB'?8, welche als Gegenspieler
zu der HFD induzierten inflammatorischen Wirkung?4 agieren. Andererseits spielen
auch die Verbesserung durch ARB der Stressreaktion des Koérper durch Einwirkung auf
die HPA-Achse!?%-132 sowie ein Effekt von Tel auf das Gehirn-RAS-System?!33 eine
wichtige Rolle. Da in dieser Arbeit kein Tel verabreicht wurde, sondern lediglich eine
Veranderung des Mikrobioms erzielt wurde, kann nicht klar gesagt werden inwieweit
man die Ergebnisse im ITT hier Gberhaupt mit denen aus den vorherigen oben
erwdhnten Arbeiten vergleichen kann. Es bestand bei den Tieren zum Zeitpunkt des
ITT, anders als bei den oben erwahnten Studien der Arbeitsgruppe, kein signifikanter
Unterschied im Korpergewicht.

In verschiedenen Tierversuchen konnte die Insulinsensitivitat nach FMT von
normalgewichtigen Spendertieren bei adipésen HFD erndhrten Tiere deutlich
verbessert werden’t'34, Desulfovibrio, die in unserer Arbeit bei den Fazesupritel
behandelten Tieren deutlich reduziert waren, sind deutlich haufiger bei DMT2
Patienten zu finden!3>13% Dartber hinaus konnte bei einer Liraglutid Behandlung in der
Maus eine Reduktion von Desulfovibrio bei verbesserter Insulinsensitivitat beobachtet
werden?¥’. Hier stellte sich die Frage, warum trotz FMT von normalgewichtigen
metabolisch gesunden Spendern und Reduktion von Desulfovibrio die Fazesupr+rel
behandelten Tiere keine Veranderung der Insulinsensitivitdt gezeigt haben. Es kann
spekuliert werden, dass das Tel spezifische Mikrobiom trotz normalgewichtiger,
metabolisch gesunder Spendertiere keinen relevanten Effekt auf die Glukoseutilisation
hat. Bei Desulfovibrio ware eine H,S vermittelte Butyrate Reduktion denkbar!32,
Butyrate kann zu einer PPARY!*° vermittelten Verbesserung der Insulinsensitivitat'4°
fihren. Es ware daher durchaus denkbar gewesen, dass die Reduktion von
Desulfovibrio bei den Fazesuprtel behandelten Tieren zu einer Verbesserung der
Insulinsensitivitat geflihrt haben koénnte. Dieser Effekt blieb hier in der Arbeit
schlichtweg aus, man konnte daher spekulieren, dass es sich bei Desulfovibrio und
Insulinsensitivitat eher um eine Korrelation als um eine Kausalitdt handelt. Summa

summarum ware es denkbar, dass die beobachtete Glukoseutilisation und das Tel
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spezifische Mikrobiom in der Beckmann Arbeit an Ratten®® keine kausale Beziehung

haben, sondern beides eine Folge der oralen Tel Therapie sind.

4.4 Mikrobiom

Die groBe Anzahl an Daten zur Darmflora zeigt einmal mehr die Komplexitat des
Mikrobioms. Im Rahmen dieser Arbeit konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Alpha-Diversitat zwischen den Gruppen zu den Zeitpunkten dO, Versuchsstart, d49,
nach sieben Wochen HFD und d101 nach 8 Wochen FMT festgestellt werden. Bei den
Zeitpunkten dO und d49 Tagen liegen keine Unterschiede in der Behandlung vor, alle
Tiere kamen vom gleichen Ziichter und wurden mit der gleichen HFD gefittert,
entsprechend sind auch keine Unterschiede zu erwarten. Bei den Zeitpunkten dO und
d49 handelt es sich um gepoolte Proben und damit lediglich um 3 Werte.

Beim Zeitpunkt d101, nach FMT mit entweder Fazesyrp+tel0der Fazesyrp+ven, konnte ein
Trend fur einen Unterschied bei der Alpha-Diversitat beobachtet werden. In der Arbeit
von Beckmann an Ratten® konnten nach direkter medikamentdser Tel Therapie
deutliche Unterschiede der Alpha-Diversitat beobachtet werden. Bei einem p-Wert
von 0,066 ist es durchaus denkbar, dass bei einer hoheren Fallzahl ein signifikanter
Effekt detektierbar gewesen ware. Bei der Alpha-Diversitat handelt es sich um ein Mal}
der Diversitat innerhalb einer Probe. Bei starkem Ubergewicht wird oft eine Reduktion
der Variabilitdt des Mikrobioms beobachtet!4l. Entsprechend ist es eher unerwartet,
dass bei der Behandlung mit Fazesurpsitel keine Vergroflerung der Alpha-Diversitat
beobachtet wurde, da das transplantierte Mikrobiom von normalgewichtigen Tieren
stammte. Die in der Beckmann Studie®> beobachteten Unterschiede in der Alpha-
Diversitat zwischen der Veh behandelten Kontrollgruppe und der Tel Verum Gruppe
bestanden bei zwei Gruppen, die deutliche Unterschiede im Korpergewicht gezeigt
haben. Die mit Tel behandelten Tiere waren normalgewichtig, anders als in unserer

Arbeit hier. In unserem Versuch waren beide Gruppen zum Zeitpunkt der
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Probensammlung lbergewichtig. Es ist plausibel, dass der Effekt des Kérpergewichts
auf die Alpha-Diversitat schlichtweg dem der FMT Uberwiegt.

Bei der Beta-Diversitat sieht man deutliche Unterschiede in der mit Fazesurpitel
behandelten Gruppe, vor der Intervention bei d49 und am Versuchsende bei d101 nach
8 Wochen FMT. Bei der Fazesurp+ven behandelten Gruppe zeigten sich hier keine
Unterschiede. Parallel zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen am Versuchsende. In der Beckmann Arbeit unter Verwendung von Ratten®,
zeigten Tel behandelte Tiere ein spezifisches Mikrobiom wahrend die Tiere, die mit
Veh behandelt wurden, schlichtweg das fiir adipdse Tiere typische Mikrobiom
aufwiesen. Bei der mit Fazesurp+veh behandelten Gruppe erschient es nur logisch, dass
sich kein Unterschied zeigte. Bei d49 handelte es sich um adipdse HFD ernahrte Tiere.
Bei d101 wurden die Tiere 8 Wochen lang mit den Fazes von adipdsen, HFD erndhrten
und mit Veh behandelten Spendertieren transplantiert. Es war entsprechend zu
erwarten, dass das transplantierte Mikrobiom, bis auf leichte interindividuelle
Variationen, dem des Empfangers bereits sehr dahnlich war, und somit waren auch
keine relevanten Unterschiede zu erwarten. Aus den Ergebnissen der Beckmann Arbeit
mit Ratten® vermuten wir, dass bei den mit Fazesurp:tel behandelten Tieren das Tel
spezifische Mikrobiom transplantiert wurde, welches sich deutlich von dem eines HFD
erndhrten adipdsen Tier unterscheidet. Die beobachteten Unterschiede vor und nach
FMT decken sich somit mit den theoretischen Erwartungen und sprechen fir die
Effektivitat der FMT Methodik. Zum Zeitpunkt d101 unterschieden sich beide Gruppen
deutlich. In Anbetracht der Tatsache, dass der einzige Unterschied in der Behandlung
beider Gruppen, die fir den FMT benutzten Stuhlproben waren, zeigt, dass die
angewandte Methodik einen klaren Effekt hat, und dass sich das Mikrobiom der Tiere
verandert wurde.

Bei der gezielten Betrachtung der taxonomischen Daten konnten signifikante
Unterschiede auf der Phylum-, Familien- sowie Genusebene zwischen den zwei
Gruppen festgestellt werden. Die beobachteten Unterschiede bei den Phylum
Actinobacteriota wie bei den Familien Lachnospiraceae und Erysipelothrichaceae in

den mit Fazesurp+tel behandelten Tieren decken sich gut mit den in der Beckmann
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Studie mit Ratten® beobachteten Effekte von Tel auf das Mikrobiom. Besonderer
Fokus kann auf die Familie Erysipelothrichaceae gelegt werden. Diese war in der
Beckmann Studie bei den Tel behandelten Ratten reduziert sowohlim Vergleich zu den
adipoésen hochkalorisch erndhrten Veh behandelten Tieren, als auch zu den
normalgewichtigen Gruppen unabhangig davon, ob diese , perfeed” mit HFD waren
oder mit Normaldiat gefuttert wurden®. Bei den mit Fazesurp.tel behandelten Tieren
war die Erysipelothrichaceae Familie deutlich reduziert. In der Beckmann Arbeit wurde
an Ratten experimentiert, die verwendete hochkalorische Didt war eine andere als hier
und die Tel behandelten Tiere zeigten bei Versuchsende deutliche Unterschiede im ITT
sowie der Koérperzusammensetzung. Die Uberschneidungen im Mikrobiom,
insbesondere die Familie Erysipelothrichaceae sprechen trotz aller Differenzen im
Aufbau der Beckmann Arbeit®® im Vergleich zu dieser Arbeit hier fir die
Vergleichbarkeit des Mikrobioms der Fazesurp+tel behandelten Tieren mit dem Tel
spezifischen Mikrobiom.

Das Verhaltnis zwischen Firmicutes und Bacteroides (F/B ratio) war zwischen beiden
Gruppen nicht verschieden. Die F/B ratio wird bei der Analyse des Mikrobioms als
Indikator fur eine Dysbiosis oft aufgefuihrt. Die Aussagekraft ist allerdings limitiert , weil
dabei unter anderem feinere meistens relevante Unterschiede in der taxonomischen
Zusammensetzung nicht erfasst werden#2,

Bei der Analyse der Phyla, zeigte sich bei der mit Fazesyup+tel behandelten Gruppe eine
geringere Abundanz der Firmicutes, Desulfobacterota und der Actinobacteriota. Dies
erscheint schliissig, da eine Vermehrung der Phyla Firmicutes und Actinobacteriota bei
Adipositas beobachtet wurdel#3. Eine entscheidende Rolle fiir diese Veranderungen
spielt die bei Adipositas vorhandene Dysbalance zwischen Energieaufnahme durch die
Nahrung und dem Energieverbrauch*3. Desulfobacterota sind hingegen etwas
ambivalenter. Einerseits wurde eine Vermehrung der Haufigkeit von Desulfobacterota
in Tieren beobachtet, welche eine natiirliche Resistenz zur Entwicklung von HFD
induzierten Adipositas haben'**. Andererseits konnte bei Adipésen, HFD erndhrten
Versuchstieren eine Erhoéhung der Haufigkeit der Desulfobacterota Fraktion

beobachtet werden'#>14¢, Bei der Therapie mit Fenofibrat, den Konsum von
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Theabrownin (wichtiger Bestandteil von Fu Brick Tee) oder einer ballaststoffreichen
Erndhrung konnten bei HFD Tieren eine Gewichtsreduktion sowie eine Reduktion der
Abundanz der Desulfobacterota festgestellt werden!46-148 Es bleibt daher schwierig,
die Rolle der Desulfobacterota im Kontext von Adipositas einzuordnen. Inwieweit die
von uns beobachtete Reduktion der Desulfobacterota kausal mit der
Gewichtsreduktion zusammenhangt, kann hier nicht ausreichend geklart werden.

Bei den mit Fazesurp+tel behandelten Tieren waren die Familien Ruminococcaceae,
Desulfovibrionaceae, Butyricoccaceae, Erysipelothrichaceae, Lachnospiraceae,
Lactobacillaceae seltener, wahrend Pasteurellaceae haufiger vertreten waren. Dies
erscheint schliissig, da experimentell bei Ubergewicht und metabolischenm Syndrom
Erysipelothrichaceae, Lachnospiraceae, Lactobacillaceae und Desulfovibrionaceae
haufiger und Pasteurella seltener beobachtet wurden!4®-1>3, Ruminococcaceae
Butyricoccaceae zeigten hingegen ein kontraintuitives Verhalten, da beide Familien bei
Adipositas und HFD experimentell seltener vertreten sind>31>4,

Auf Genus Ebene konnte bei den Fazesyrpitel behandelten Tieren eine geringere
Abundanz bei Lachnospiraceae, Ligilactobacillus, Schaedlerella, Oscilobacter,
Ruminococcaceae, Kineothrix, Desulfovibrio und eine groBere Abundanz bei CAG-495,
Alistipes, Rodentibacter, Erysipelatodoclostridium beobachtet werden.

Bei den Genera kénnen in der Literatur verschiedene Korrelationen mit Adipositas und
der metabolischen Gesundheit beobachtet werden. Wie von unseren Daten zu
erwarten war, sind bei Adipositas die Genera Lachnospiraceae und Desulfovibrio,
signifikant mehr vertreten'>>16, Schaedlerella korreliert positiv mit einer fettreichen
hochkalorischen Diat!>’, wahrend Alistipes weniger bei Adipositas vertreten ist!°2,
Desulfovibrio, ein opportunistisch pathogener Erreger, spielt bei gesunden Individuen
lediglich eine untergeordnete Rolle im Mikrobiom®°. Desulfovibrio ist signifikant
haufiger bei CED, Morbus Parkinson, kognitive Dysfunktionen, Myokard Infarkt,
Autismus Spektrum Stérungen, chronische autoimmune Nierenerkrankungen zu
finden®>® und es besteht auch der starke Verdacht, dass Desulfovibrio die Entwicklung
einer nicht alkoholischen Fettleber fordert!®. Bei der Behandlung mit Probiotika, dem

Lipasehemmer Orlistat und dem Farbstoff Zeaxanthin (Inhalltsstoff in Praparaten zur
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Behandlung der Makuladegeneration) zeigte sich sowohl eine Gewichtsreduktion im
Tiermodell als auch eine Reduktion von Desulfovibrio'®-13, Eine Erhohung von
Desulfovibrio wurde auch im Menschen bei DMT2 Patienten beobachtet!36:164, Eine
ballaststoffreiche Ernahrung fihrte in zwei verschiedenen Arbeiten neben einer
Verbesserung der Glukoseutilisation in DMT2 Patienten zu einer deutlichen Reduktion
von Desulfovibrio®>16 Alle diese Ergebnisse sprechen flr eine wichtige Korrelation
von Desulfovibrio und Adipositas. Ein wichtiger Metabolit von Desulfovibrio, neben
SCFAs, ist Schwefelwasserstoff (H,S), welcher die Aktivitdt des N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA) Rezeptor steigert'®’. Der NMDA-Rezeptor spielt beim Fressverhalten
wiederum eine wichtige Rolle. Durch selektive Blockade im Tiermodell kann eine
Normalisierung der Nahrungsaufnahme sowie des Korpergewichts erzielt werdent8,
In unserer Arbeit hier wurde weder dieser Wirkmechanismus noch die SCFAs
analysiert. Es kann trotzdem spekuliert werden, dass die Reduktion von Desulfovibrio
bei den mit Fazesurpstetbehandelten Tieren eine Rolle bei der Gewichtsreduktion spielt.
Inwieweit Desulfovibrio eine zentrale Rolle im Tel spezifischen Mikrobiom spielt, kann
aber hier nicht ausreichend geklart werden.

Anders als in unserem Versuch sind bei Adipositas und HFD die Abundanzen von
Ligilactobacillus, Oscilobacter, Ruminococcaceae und Kinothrix experimentell
reduziert!>3163-171 w3hrend die Erysipelatodoclostridium Fraktion vergroRert ist’2. Bei
CAG-495 ist lediglich eine groRere Prasenz bei Colitis Ulcerosa Patienten bekannt!’3
wahrend Rodentibacter als opportunistisches Bakterium bei Mausen und Ratten
bekannt!’4 ist.

Bei den mit Fazesuyrp:tel behandelten Versuchstieren stammte das transplantierte
Mikrobiom von HFD erndhrten Spendertieren, welche durch die Tel Behandlung
normalgewichtig sowie metabolisch gesund waren!®, Es ist daher zu erwarten, dass
trotz Ubergewicht die Fazesur.tel behandelten Tiere viele Analogien zu einem
Mikrobiom von normalgewichtigen, metabolisch gesunden Tieren aufweisen. Bei der
Familie Coriobacteriacecae und den Genera Oscilospiraceae, Akkermansia,
Oscillospirales, Anaerotruncus und Ligilactobacillus, welche haufiger bei

normalgewichtigen, metabolisch gesunden Individuen zu finden sind, sind die
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Ergebnisse eher kontraintuitiv. Die Abundanz bei den Fazesurp+tel behandelten
Versuchstieren ist geringer als bei den Fazesyep+ven behandelten Tieren, obwohl man
bei dem Mikrobiom von einem normalgewichtigen, metabolisch gesunden Spender
das Gegenteil erwarten wiirde. Der augenscheinliche Widerspruch kénnte damit
erklart werden, dass bei den Tel behandelten Spendern nach unseren Erkenntnissen
aus der Beckmann Arbeit an Ratten ein spezifisches Mikrobiom vorliegt®, welches sich
sowohl von ubergewichtigen als auch normalgewichtigen Tieren unterscheidet.
Entsprechend ist es plausibel, dass sich bei den adipdsen Fazesurp:tel behandelten
Versuchstieren Analogien, sowie markante Unterschiede zu einem Mikrobiom von
normalgewichtigen metabolisch gesunden Individuen zeigen. Darlber hinaus wurden
die verglichenen Proben gegen Versuchsende gesammelt. In welcher Starke FMT und
Adipositas sich je nach Bakterienart auf das Mikrobiom auswirken, kann hier nicht
endgultig beantwortet werden.

Bei der Korrelationsanalyse der Abundanz und des Kérpergewichts zeigte sich ein sehr
interessantes Bild, einerseits markante Unterschiede zwischen den beiden
Versuchsgruppen und andererseits viele Uberschneidungen zwischen den Ergebnissen
und der Literatur. Alle signifikanten Korrelationen, bis auf die fiir das Genus
Akkermansia, zeigten einen genau gegenteiligen Verlauf bei den beiden
Versuchsgruppen.

Das Genus Akkermansia korreliert negativ mit dem Korpergewicht bei beiden
Versuchsgruppen. Die Vermehrung dieser Familie wird in der Literatur mit
Normalgewicht zusammengebracht!’>. Die Korrelation spricht am ehesten dafiir, dass
es keinen Effekt von Tel spezifischen Mikrobiom auf diese Familie gibt und die
Abundanz durch das Korpergewicht mafigeblich beeinflusst ist.

Bei den Fazesurp+ven behandelten Tieren zeigten die Phyla Desulfobacterota,
Firmicutes, die Familien Desulfovibrionaceae, Desulfovibrionia, Lachnospiriaceae,
Oscillospiraceae und die Genera Acetatifactor, Desulfovibrio, Desulfovibrionia,
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae eine positive Korrelation zum Korpergewicht,
wahrend Alistipes negativ korrelieren. In der Literatur sind die Phyla Desulfobacterota,

Firmicutes, die Familien Desulfovibrionaceae, Lachnospiriaceae, und die Genera
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Acetatifactor, Desulfovibrio, Lachnospiraceae bei Adipositas haufiger zu finden,
Alistipes sind dagegen seltener!4>152155156,158,176,177 = \Nje bereits weiter oben
besprochen, sind diese Ergebnisse zu erwarten, da die Fazesyrp+ven behandelten Tiere
in plausibler Weise das Mikrobiom von Adipdsen HFD Tieren aufweisen. Die FazesyepaTe
behandelten Tiere zeigten die gegenteiligen Korrelationen im Vergleich zur Fazesuep+ven
behandelten Gruppe. Dies spricht einmal mehr fiir die markanten Unterschiede in dem
Mikrobiom beider Gruppen. Darliber hinaus zeigte dies wie die Fazesurpitel
behandelten Tiere trotz Adipositas viele Uberschneidungen mit einem Mikrobiom
normalgewichtiger Tiere aufweisen. Die Familie Oscilospiraceae und die Genera
Desulfovibrionia, Ruminococcaceae sind in der Literatur seltener bei Adipositas zu
finden 1°3178179; diese korrelieren negativ bei den Fazesurpitel behandelten Tieren und
positiv bei den Fazesurp+ven behandelten Gruppen mit dem Korpergewicht. Dieses eher
kontraintuitive Bild zeigte die weiter oben bereits beobachteten Uberschneidungen
zwischen adipdésem Mikrobiom und Fazesurpstel behandelten Tieren. Wie bereits
erwdahnt, konnte dies auf das transplantierte Tel spezifische Mikrobiom
zurickzufiihren sein, welches sich sowohl von adipdsen wie auch normalgewichtigen
Tieren unterscheidet®. Auf der anderen Seite sind die beobachteten Korrelationen bei
Oscilospiraceae, Desulfovibrionia und Ruminococcaceae bei den Fazesyrpsven
behandelten Tieren auch kontraintuitiv. Die genauen Griinde dafiir bleiben unklar. Es
konnte spekuliert werden, ob dies auf einen FMT assoziierten Effekt selbst
zurlickzufiihren ist oder ob dieses Muster schon in der Spender Fazes vorlag. Allerdings
liegen keine Daten zu der mikrobiologischen Zusammensetzung der Spender Fazes vor.
Desweitern kénnte spekuliert werden, dass einige Arten aus den Spender Fazes sich
besser im Empfanger ansiedeln als andere. Aus der klinischen Praxis ist bekannt, dass
die Ahnlichkeit der Darmflora von Empfinger und Spender eine wichtige Rolle fiir den
Erfolg von FMT spielt!?>. Dies wird unter anderem auf die unterschiedliche Starke der
Immunantwort des Spenders auf das neue Mikrobiom zuriickgefiihrt’3. Die
Korrelationen kénnten auch dafiirsprechen, dass hochgewichtigere Tiere anders auf

die FMT ansprechen.
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4.5 Methodik

Ein zentraler Baustein dieser Arbeit ist die FMT Methodik. Fiir den FMT wurden
bewusst gefrorene Stuhlproben verwendet. Prinzipiell ware es auch moglich frische
Stuhlproben zu verwenden, welche von Spendertieren gesammelt werden, die den
Versuchstieren zugeordnet werden und dem vorgesehenen Fitterungs- sowie
Medikationsregime unterzogen werden. Fir diese Methodik waren jedoch eine hohe
Anzahl an Spendertieren zusatzlich zu den Versuchstieren notwendig gewesen. Das
hatte deutlich die logistische Komplexitat sowie die notwendigen Kapazitaten in der
Tierhaltung erhoht. Nachweislich gibt es keinen signifikanten Nachteil bei dem FMT,
wenn gefrorene Stuhlproben verwendet werden®®, Entsprechend wurden in dieser
Arbeit gefrorene Proben verwendet, welche in einer Vorgangerstudiel® der
Arbeitsgruppe gesammelt wurden. Die fir die FMT verwendeten Proben wurden
innerhalb einer Stunde nach der Ausscheidung gesammelt und eingefroren.
Entsprechend waren diese einem verlangerten Kontakt mit Sauerstoff ausgesetzt. Fir
einen erfolgreichen FMT sind lebende Bakterien unerldsslich. Da es sich bei der
Darmflora GroRteiles um anaerobe Bakterien handelt, zeigt sich hier ein moglicher
kritischer Punkt. In einigen Studien wurden die Proben fur die FMT im Rahmen der
Totung direkt aus dem Colon in einer sauerstofffreien Umgebung gesammelt. Bei einer
solchen Methode kann nur sehr wenig und einmalig Material von jedem Spendertier
gewonnen werden, entsprechend ware hier eine sehr grofle Anzahl an Tieren
notwendig. Experimentell konnte gezeigt werden, dass bei Stuhlproben auch nach
Uber einer Stunde Luftexposition noch tiber 50% der Bakterien, aerob wie anaerob,
lebendig und anziichtbar sind!®!. Aufgrund der geschilderten Datenlage, wenngleich
kein Anzuchtversuch oder mikrobiologische Analyse der Stuhlproben stattgefunden
hat, ist davon auszugehen, dass eine ausreichende Anzahl an lebenden und fir die
Darmflora reprasentativen Bakterien fiir die FMT verwendet wurden.

Eine vorherige antibiotische Therapie, um das native Mikrobiom zu reduzieren, ist nach

aktuellen Erkenntnissen nicht notwendig. Ganz im Gegenteil konnte dies eher
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kontraproduktiv sein, da sich die Effekte auf die Darmflora beider MaRnahmen
kombinieren wirden und damit zusatzliche Storfaktoren einbringen wiirden®2,

Bei der Aufbereitung der Stuhlproben fir den FMT wurden die Stuhlproben im
Endeffekt um einen Faktor 1:100 verdinnt. Die von Ellekilde et al. etablierte
Methode!%, die wir repliziert haben, hat eine Verdiinnung von 1:50 vorgesehen. Die
Anderung im Protokoll war notwendig, weil schlichtweg nicht genug Stuhlproben
vorhanden waren, um mit der vorgesehenen Verdiinnung eine ausreichende Menge
an Suspension flr die vorgesehene Dauer des Versuches zu generieren. Aufgrund der
groRen Variabilitat in der Zusammensetzung von Stuhlproben, wie beispielweise dem
Feuchtigkeitsgehalt, ist generell eine gewisse Variabilitit bei der FMT
vorprogrammiert. Darlber hinaus gibt es keinen genauen Nachweis welche Menge
Stuhlprobe das Optimum flr einen FMT darstellt!83, In verschiedenen Arbeiten haben
sich deutlich verschiedene Schemata bewahrt!84, Es ist daher davon auszugehen, dass
die aus der Notwendigkeit entstandene Verdopplung der Verdiinnung keinen Nachteil
darstellt. Die beobachteten Mikrobiomunterschiede, insbesondere die Beta-Diversitat
vor FMT-Start und am Ende des Versuches sprechen fiir einen deutlichen Effekt der
Intervention. Im Rahmen dieser, wie anderer Arbeiten, werden die mikrobiologische
Zusammensetzung von Stuhlproben sowie die Darmflora als vergleichbar angesehen.
Unterschiede je nach Lokalisation der Proben innerhalb des Magendarmtraktes sind
bekannt, experimentell konnte jedoch gezeigt werden, dass die mikrobiologische
Zusammensetzung von den Fazes sowie dem Colon Mikrobiom miteinander gut

vergleichbar sind®>,

4.6 Limitierungen

Diese Arbeit weist mehrere methodische Limitierungen auf, welche bei zukiinftigen
Studien adressiert werden konnten. Es wird nur der Einfluss von einem FMT mit
Fazesurp+tel auf HFD erndhrte Tiere analysiert. Zwei nicht hochkalorisch erndhrte

Gruppen, welche jeweils mit Fazesuyrp+1el 0der mit Fazesyrp+ven FMT behandelt werden,
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waren ein moglicherweise interessant, insbesondere um die metabolischen Parameter
besser vergleichen und einordnen zu kénnen.

Durch die schlechte Compliance der Tiere mit der Kalorimetrie konnten im Endeffekt
nur 3 Wochen fir die Gewichtsentwicklung ausgewertet werden. Eine deutlich langere
auswertbare Interventionsdauer, wie etwa die 8 Wochen aus den vorherigen Studien
unserer Arbeitsgruppe®?1® ware anzustreben. Eine zuklnftige Arbeit ohne
Kalorimetrie oder mit der Messung nach 8 Wochen FMT kdnnte die hier entstandene

Limitierung adressieren.

4.7 Fazit

AbschlieBend kann gesagt werden, dass der FMT von Fazesupr.tel die Effekte der
direkten medikamentdsen Behandlung teilweise replizieren kann, insbesondere ist ein
klarer Effekt auf die Gewichtsentwicklung zu beobachten. Gleichermallen zeigen die
Fazesyprstel Empfanger im Mikrobiom deutliche Uberschneidungen zu einem Tel
spezifischen Mikrobiom sowie markante Unterschiede zu der Kontrollgruppe. Trotz
aller Limitierungen, wie beispielweise die Dauer, die Anzahl an Versuchstieren oder die
fehlende mikrobiologische Analyse der verwendeten Proben, dient diese Arbeit als
Proof of Principle fliir die Beobachtungen zum Tel spezifischen Mikrobiom in der
Beckmann Studie an Ratten®. Diese Arbeit hier kann als Basis fiir weitere Studien
fungieren, um zu klaren, wie genau sich das Tel spezifische Mikrobiom auf den

Metabolismus auswirkt, beispielsweise Giber eine Analyse der SCFAs.
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5 Zusammenfassung

In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass hochdosiertes Telmisartan
antiadipose Effekte bei hochkalorisch ernahrten Tieren hat’®1?°, Zudem besafRen
Telmisartan behandelte Ratten ein spezifisches und klar zuordenbares Mikrobiom?®.
Ziel des hier vorgelegten Dissertationsprojektes war es, diese Assoziation mittels einer
alternativen Strategie zu Uberprifen. Dafiir erhielten zwei hochkalorisch gefiitterte
Gruppen a 12 Mausen Stuhltransplantationen liber einen Zeitraum von 7 Wochen.
Diese Stuhlproben stammten von Spendermé&usen aus der Studie von Huber et al.1%,
in der die hochkalorisch gefuitterten Spendertiere entweder mit Vehikel oder
hochdosiertem Telmisartan behandelt wurden. Bei den Mausen, welche Fazes von
Telmisartan behandelten Spendern erhielten, war das Koérpergewicht nach 3 Wochen
reduziert. Es haben sich keine signifikanten Unterschiede im Energieverbrauch, der
Lokomotion, dem Fress- und Trinkverhalten der Insulinsensibilitit sowie die
Korperzusammensetzung beider Gruppen gezeigt. Das Mikrobiom der Mause, die
Fazes von Telmisartan behandelten Spendern erhielten, zeigte tendenzielle
Unterschiede in der Alpha-Diversitdat und signifikante Unterschiede in der
Beta-Diversitat vor Stuhltransplantation und am Versuchsende, was fiir einen klaren
Effekt der Stuhltransplantation spricht. Auf taxonomischer Ebene zeigten sich
Unterschiede bei den Phylum Actinobacteriota, bei den Familien Lachnospiraceae und
Erysipelothrichaceae, was mit den Vorbefunden von Telmisartan behandelten Ratten
Ubereinstimmt®>. Von besonderem Interesse ist die Reduktion des opportunistisch
pathogenen Erregers Desulfovibrio® bei den Mausen, die Fiazes von Telmisartan
behandelten Spendern erhielten. Desulfovibrio ist bei einer Vielzahl an instestinalen
und extraintestinalen  Erkrankungen vermehrt zu finden!®®.  Wahrend
Gewichtsreduktionen und Verbesserungen der Glukoseutilisation mit einer Reduktion
von Desulfovibrio korrelieren'®'-163, Die Modulation des N-Methyl-D-Aspartat
Rezeptors sowie ein PPARy vermittelter Effekt durch den von Desulfovibrio
metabolisierten Schwefelwasserstoff koénnten eine zentrale Rolle in der

Gewichtsveranderung sowie der Glukoseutilisation spielen!38-140,167,168
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7 Anhange

Material und Gerate Liste

° 0,9% NaCl Losung (Braun)

° 1.0 N NaOH Lésung (Illumina)

° 1ml Insulinspritze (Braun)

° 30G x 12 mm Nadel (Braun)

° 5um Spritzenfilter (Minisart, Sartorius)

° 60% KJ Fat Lard (SSNIFF Spezialdiaten GmbH)
° Agarose

° AgencourtAMPure (Beckman Coulter)

o ANCOMB (0.99.4, https://www.bioconductor.org/packages/release/

bioc/vignettes/ANCOMBC/inst/doc/ANCOMBC.html)
° Blutzuckermessgerat Accu Chek Performa

o Decontam (1.8.0, https://bioconductor.riken.jp/packages/

3.11/bioc/html/decontam.html)
° DivNet (0.3.6)
° dNTPs 10 mM (Thermo Fisher Scientific)
o Einmalmessstreifen Accu Chek Inform Il
° Elutionspuffer (Thermo Scientific TM)
o Eppendorf GefaRe
° Farbstoffes 6x loading dye (DNA Gel Loading Dye (6x), Thermo Scientific TM)

° FastTree2 (http://www.microbesonline.org/fasttree/)

° Formaldehydl6sung 5 % (Carl Roth)

° Glycerol (Carl Roth)

° Heparin-Natrium (Ratiopharm)

° Hybridiesierungspuffer HT1 (lllumina)

° Individuell ventilierte Kafige mit einer Flache von 500 cm?

° Isopropanol
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Methyl-2-Butanol (Carl Roth)

Microbiome (1.10.0)

Mikrotitterplatte (PCR Plate half skirt flat, Sarstedt)
Minispec BCA analyzer, LF-110 (Bruker)

MiSeq System (lllumina)

mothur (v1.41.3, https://github.com/mothur/mothur/releases)

NEBNext Library Quant Kit fiir lllumina (New England BiolLabs)

PBS Losung (Carl Roth)

Phenomaster System (TSE)

Philr (1.14.0)

Phusion Hot Start DNA-Polymerase 2 U/uL (Thermo Fisher Scientific)
Phusion HP-Puffer (Thermo Fisher Scientific)

Prism 8 (GraphPad, San Diego, USA)

Qiagen PowerSoil Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany)

Quantum ST4 System (Vilber, Eberhardzell, Deutschland)
Rekombinante Normalinsulin (Insuman Rapid 40 IE/ml, Sanofi)

Ringer Losung (Berlin-Chemie)

Schuldungssonde

SILVA v123 Datenbank (https://www.arb-silva.de/documentation/release-
123/)

SpeedMill (Analytik Jena)

TAE Puffer

Tribromoethanol 97% (Avertin, Sigma)

Tris-HCI Losung

ULTRA-TURRAX T8 (IKA-Werke)

vorwarts und riickwarts Primern mit gekoppelten MiSeq Adaptern (341F-806R)
VSEARCH (vsearch v2.12.0; https://github.com/torognes/vsearch-eval)

Zentrifugensaule (Thermo Scientific TM)
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