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Zusammenfassung

Einleitung

Die intestinale Flora ist integraler Bestandteil kardiometabolischer Gesundheit.
Veranderungen des Darmmikrobioms sind mit kardiometabolischen Erkrankungen
assoziiert. Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss des von Darmmikrobiom und Propionat,
einem Metaboliten des Darmmikrobioms, im Cholesterinmetabolismus im Tiermodell zu
untersuchen. Zudem untersuchten wir den Einfluss des Darmmikrobioms fur

cholesterinsenkende Effekte einer Statintherapie mit Atorvastatin.

Methoden

Wir verwendeten Wildtyp- und Apolipoprotein E Knockout (ApoE-/-) Mause als
etabliertes Mausmodell der Hypercholesterinamie. Mause mit intaktem oder durch
Antibiotikagabe eradiziertem Darmmikrobiom (sekundar abiotisch) erhielten Uber 6
Wochen Standard- oder Hochfettdiat. Ab Woche 3 wurden die Mause taglich mit
Propionat, Atorvastatin oder einer Kontrollldsung gavagiert. Nach 6 Wochen wurden die
Mause getdtet und Fazes, Blut und Organe gesammelt. Blutlipide wurden durch
Hochleistungsflussigkeitschromatographie bestimmt. Mittels 16srRNA Genanalyse
erfolgte die Analyse der Darmmikrobiomzusammensetzung auf OTU-Ebene. Expression
hepatischer und intestinaler Schlisselproteine des Cholesterinmetabolismus wurden via
Western Blot untersucht. Potentielle inhibitorische Effekte von Propionat auf HMGCR
wurden mittels Enzym-Aktivitats-Assay und einer hepatischen Zelllinie untersucht.
Statistische Analysen erfolgten mittels 1-way ANOVA, gefolgt von einem post hoc

Tukey’s oder Students T-Test.

Ergebnisse

Die Darmmikrobiomzusammensetzung wurde in Wildtypmausen durch Diat auf Ebene
der Bakteriengruppen beeinflusst. Propionat und Atorvastatin zeigten Einfluss auf
Phylumebene. Hyperlipidamische ApoE-/- Mause ohne Darmmikrobiom zeigten hdhere
Plasmaspiegel von LDL als konventionelle Vergleichstiere. Unter oraler Propionatzufuhr
zeigten Hochfettdiat gefutterte ApoE-/- Mause signifikant reduzierte LDL-Spiegel, wenn
das Mikrobiom intakt war. Propionat hatte keinen Einfluss auf LDL-Spiegel sekundar
abiotischer Tiere. Atorvastatin, jedoch nicht Propionat, wies eine Mikrobiom-abhangige

Regulation hepatischer und intestinaler Schllsselproteine des Cholesterinmetabolismus

12



auf. Propionat zeigte keinen Einfluss auf die HMGCR-Aktivitat. Inkubation von HepG2
Zellen mit Propionat fuhrte zu keiner Expressionsveranderung von HMGCR und
HMGCS1.

Diskussion

Unsere Ergebnisse unterstreichen den regulatorischen Effekt des Darmmikrobioms auf
den Cholesterinmetabolismus. Propionatzufuhr fuhrte zur Senkung der LDL-Blutspiegel
hyperlipidamischer Mause unter Hochfettdiat mit intaktem Mikrobiom. Als potentiellen
Mechanismus identifizierten wir eine veranderte Darmmikrobiomzusammensetzung.
Zudem sahen wir eine Modulation des Mikrobioms durch Atorvastatin sowie
Darmmikrobiom-abhangige Regulation des cholesterinsenkenden Effektes von
Atorvastatin. Diese Ergebnisse konnten dazu beitragen neuartige, Darmmikrobiom-
basierte Konzepte zur Pravention und Behandlung kardiometabolischer Erkrankungen zu

entwickeln.
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Abstract

Introduction

Intestinal flora is essential for cardiometabolic health. Changes of gut microbiome
composition are associated with numerous disease states, including cardiovascular and
cardiometabolic. Multiple gut microbial metabolites have been shown to impact
cardiometabolic physiology in animal and human studies. Here we examined the
influence of gut microbiota as well as of its metabolite propionate on cholesterol
homeostasis in mice. Furthermore, we investigated a potential role of the gut microbiome

for cholesterol lowering effects of atorvastatin.

Methods

To address these objectives we used wild type and hypercholesterolemic mice. Mice with
intact or antibiotics depleted gut microbiome were put on standard control or high fat diet
for six weeks. From week three mice were orally applied either control vehicle, propionate
or atorvastatin once daily. After six weeks mice were sacrified and feces, organs and
blood were collected. Blood lipids were determined by high performance liquid
chromatography. To demonstrate community composition of the gut microbiome of the
respective groups, 16S rRNA gene analysis was performed. Semiquantitative protein
expression of hepatic and intestinal proteins were assessed via Western Blot. In vitro
inhibitory properties of propionate on HMGCR were examined using an enzyme activity
assay and hepatic cell line. Statistical analyses were performed by 1-way ANOVA
followed by post hoc Tukey’s multiple comparison test or students t test.

Results

Gut microbiome composition was changed upon high fat diet compared to control diet in
wild type mice. Propionate and atorvastatin modulated gut microbiome composition at
phylum level in conventional mice. Hyperlipidemic abiotic ApoE-/- mice showed elevated
LDL-level compared to mice with intact gut microbiome. Orally applied propionate
lowered LDL-level in high fat diet fed ApoE-/- mice microbiota-dependent. To identify
underlying pathways key enzymes in cholesterol metabolism were investigated on protein
level. Atorvastatin showed a microbiota-dependent regulation of proteins, while this was
not observed for propionate. Propionate did not impact HMGCR enzyme activity nor

protein expression in HepG2 cells.
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Conclusion

Our findings support a regulatory property of the gut microbiome for cholesterol
homeostasis. We found that orally administered gut microbiota-derived metabolite
propionate reduced LDL-level in HFD fed hypercholesterolemic mice. As one potential
underlying mechanism we found a changed gut microbiome composition. Furthermore,
we demonstrated that atorvastatin-treatment had a microbiota-dependent regulatory
effect on blood lipids and changed gut microbiome composition. Our results provide novel
insights into potential microbiota-related mechanisms in cholesterol metabolism and
indicate the gut microbiome as a treatment target in dyslipidemia and cardiovascular

prevention.
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1. Einleitung

1.1 Kardiometabolische Erkrankungen

Fettstoffwechselstérungen, abdominelle Adipositas, Diabetes Mellitus Typ 2 (T2D) und
arterielle Hypertonie sind Volkskrankheiten, die mit hohem kardiovaskularem Risiko
assoziiert sind und zum Begriff ,kardiometabolische Erkrankungen® zusammengefasst
werden. Es sind die Dysregulationen des Stoffwechsels, die maligeblich das Risiko fur
Atherosklerose erhdhen, mit Folgen wie Hirn- oder Herzinfarkt. Kardiometabolische
Erkrankungen haben weitreichende individuelle und populationstubergreifende
Bedeutung. Trotz effektiver Therapieoptionen und Implementierung neuester Verfahren
in die Versorgung akuter Kkardiovaskularer Ereignisse fluhren Herz-Kreislauf-
Erkrankungen global mit 31% und in Deutschland sogar mit etwa 40% die
Todesursachenstatistik an [1, 2]. Kardiometabolische Erkrankungen haben grofen
Bedarf an medizinischer Fursorge. 2008 fiel dem Sektor mit 14,5% und somit 36,8
Milliarden Euro der grofdte Anteil an Krankheitskosten in Deutschland zu [2]. Diese
Gesundheitsversorgung umfasst primare und sekundare Pravention sowie die
Versorgung der akuten Krankheitsbilder wie Herzinfarkt und Schlaganfall. Auf die
Bedeutung des Stellenwerts der praventiven MalRnahmen wird sowohl in der gesunden
Bevolkerung als auch in bereits Erkrankten von WHO, Robert-Koch-Institut und den
europaischen Versorgungsleitlinien hingewiesen, da hier die Chance besteht, das
Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen um etwa 80% zu reduzieren [3]. Die
Behandlung pathologischer Blut-Cholesterinwerte im Rahmen von Dyslipidamien steht

dabei im Vordergrund.

Ungesunde Ernahrung spielt eine kritische Rolle fur die Pathophysiologie
kardiometabolischer Erkrankungen [4]. Das Wissen Uber schadhafte zuckerhaltige
Getranke oder gesattigte Fettsauren ist allgemein bekannt. Werden einfache Zucker
durch komplexe Kohlenhydraten ersetzt, in einer Ernahrung mit Getreide und Gemduse,
sinkt das Risiko fur kardiometabolische Erkrankungen. Die Rolle des Darmmikrobioms
und dessen hier beteiligten Prozessen ist Gegenstand eines aufsteigenden
Forschungsfeldes [5]. Potenzielle therapeutische Faktoren sind noch nicht ausreichend

identifiziert.
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Abbildung 1 Anzahl der Publikationen zum Thema Darmmikrobiom und kardiometabolische

Erkrankungen. US National Library of Medicine National Institutes of Health, Suche am 28.9.2021

in pubmed - (gut microbiome OR gut microbiota OR gut microbes) AND (cardiovasc* OR gut

atherosclerosis OR diabetes OR obesity OR vascular OR cholesterol OR lipid)

1.2 Dyslipidamien und Atherosklerose

1.2.1 Biologische Rolle von Lipiden und Lipoproteinen

Lipoproteine sind im Blutplasma zirkulierende, nicht-kovalente Aggregate aus
Cholesterin, Triglyceriden, Phospholipiden und Proteinen. Durch sie kdnnen hydrophile
Lipide im Plasma zum Zielgewebe transportiert werden, wo sie fur Energiebereitstellung,
-speicherung, Produktion von Steroidhormonen und Gallensaureformation zur Verfigung
stehen. Es gibt sechs Hauptformen: Chylomikronen, Very Low Density Lipoprotein
(VLDL), Intermediate Density Lipoprotein (IDL), Low Density Lipoprotein (LDL),
Lipoprotein a (Lp(a)) sowie High Density Lipoprotein (HDL).

1.2.2 Dyslipidamie

Dyslipidamie ist eine ,Stérung im Fettstoffwechsel mit Verschiebung der
Zusammensetzung der Lipide im Blutplasma“ [6]. Inbegriffen ist eine Reihe von
Abweichungen der Lipidspiegel wie erhdhtes Gesamtcholesterin (>200 mg/dl), erhdhtes
LDL (>115 mg/dl) oder erhohte Triglyceride (>150 mg/dl). Dyslipidamie, insbesondere

erhdhtes LDL, stellt eine chronisch-toxische Belastung fur das Endothel der Arterien dar
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und ist ein eigenstandiger kausaler Risikofaktor fur die Entwicklung von Atherosklerose
[7]. Im chronisch-inflammatorischen Erkrankungsprozess akkumulieren Lipide und
Entzindungszellen in den Gefallwanden mittlerer und grof3er Arterien [8]. Prospektive
Langzeitstudien zeigen konsistent, dass Menschen mit niedrigeren Lipidprofilen eine
geringere Inzidenz fur kardiovaskularen Erkrankungen haben [9]. Die aktuellen
europaischen und deutschen Leitlinien geben als oberstes Therapieziel eine reduzierte
LDL-Cholesterin Konzentration an, wobei sich das Ziel an den zusatzlichen

Risikofaktoren orientiert: bis zu 70mg/dl oder weniger.

Es besteht wachsendes Interesse die Pathomechanismen von Dyslipidamien zu
verstehen und therapeutische Strategien zu entwickeln. Durch Pravention und adaquate
Lipidreduktion kann das kardiovaskulare Mortalitats- und Morbiditatsrisiko reduziert
werden. Wichtige Ansatze in der praventiven Therapie sind bereits effektive
pharmakologische  Mittel wie 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase
(HMGCR)-, Proproteinkonvertase Subtilisin Kexin Typ 9 (PCSK9)- und Niemann-Pick-C-
1-Like-1 (NPC1L1)-Inhibitoren. Es besteht jedoch weiter Bedarf, effektive nicht-
medikamentose Ansatze in der Primarpravention zu entwickeln. Die Genetik ist ein
weiterer wichtiger Aspekt, der z.B. beim Krankheitsbild der Familiaren
Hypercholesterinamie eine wichtige Rolle spielt [10]. Die Manipulation von Genen (,gene
editing“) spielt derzeit in der klinischen Anwendung fur kardiovaskulare Pravention keine

relevante Rolle.

Auswirkung auf die kardiometabolische Gesundheit von jedem Menschen haben
intestinale Mikroben. In den letzten Jahren geriet das ,Darmmikrobiom® und dessen

Bedeutung fur kardiovaskulare Erkrankungen in den Fokus der Forschung.

1.3 Das Darmmikrobiom

Millionen von Mikroorganismen, die ein Vielfaches des genetischen Potenzials des Wirtes
besitzen, bilden im Darm vom Menschen das Darmmikrobiom [11]. Es ist ein
dynamisches Okosystems aus Bakterien, Viren, Pilzen, Archaeen und Protozoen. Die
Mehrzahl dieser Mikroorganismen sind nicht pathogen und bilden mit Enterozyten und
Wirt eine Symbiose. Durch Aufspaltung unverdaulicher Nahrung greifen sie in
Energiegewinn und Metabolismus ein. Nicht nur Nahrungsbestandteile sondern auch
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zugefuhrte Medikamente werden verstoffwechselt und modifiziert. Stoffwechselprodukte
wirken als Signaltransmitter. Das Immunsystem des Wirtes ist an die Erreger adaptiert,
sodass in der Regel keine Immunantwort initiiert wird. Ein ,dysbiotisches”
Darmmikrobiom zeichnet sich durch eine reduzierte Vielfalt oder pathogene Erreger aus
und ist mit verschiedenen Erkrankungen assoziiert. Hierzu zahlen Immunerkrankungen
wie Multiple Sklerose, chronisch entzundliche Darmerkrankungen und kolorektaler
Krebs. Daruber hinaus werden die kardiometabolischen Erkrankungen Adipositas, T2D
und kardiovaskulare Erkrankungen mit einem funktionell und kompositionell veranderten
Mikrobiom in Verbindung gebracht [12] [13]. In Anbetracht der weltweit steigenden
Inzidenz dieser Erkrankungen, werden hierfur nicht nur Lebensstii und
Ernadhrungsgewohnheiten, sondern auch die mit einhergehenden Veranderungen im

Mikrobiom verantwortlich gemacht.

Diese Erkenntnisse basieren sowohl auf humanen als auch Studien mit keimfreien
Tieren. Ein hoher Anteil des bisherigen Wissens ist auf die Datenbanken ,Human
Microbiome Project® und “European metagenomics of the Human Intestinal Tract*
(MetaHIT) zurickzufuhren [14] [11]. Um den Einfluss des Mikrobioms auf den Menschen
und den Gesundheitszustand nachvollziehen zu kdnnen, wurden hier in 124 Europaern

3,3 Millionen mikrobielle Gene charakterisiert, die in jedem Individuum prasent waren.

1.3.1 Beeinflussung der Zusammensetzung des Darmmikrobioms

Der Darm beherbergt ca. 70% der Mikroben des Korpers, die auf etwa 35.000
verschiedenen Bakterienarten geschatzt werden. Auf Stammebene setzt sich ein
gesundes Darmmikrobiom hauptsachlich, zu 75%, aus Firmicutes und Bacteroidetes
zusammen. lhr Verhaltnis zueinander, die Firmicutes : Bacteroidetes Ratio ist ein
Parameter fur eine Eu- oder Dysbiose und impliziert eine Pradisposition zu bestimmten
Krankheitsbildern wie Adipositas [13]. Actinobacteria, Verrucomicrobia, Proteobacteria,
Fusobacteria und Cyanobacteria vervollstandigen das Mikrobiomprofil. Erreger mit
pathogenem Potenzial wie Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Salmonella enterica
und Bacteroides fragilis kommen in nicht schadhafter Menge vor. Grundsatzlich bleibt die
Zusammensetzung des Mikrobioms in einem Individuum auf der Stammebene konstant.
Diese individuelle Komposition, die alpha-Diversitat eines Individuums, wird von
extrinsischen Faktoren wie Alter, Ethnizitdt, Erndhrung, korperlicher Aktivitat,
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Vorerkrankungen und Medikamenteneinnahme mitbestimmt [15] [16] [17]. Dabei ist die

Zusammensetzung des Mikrobioms in einem Individuum erstaunlich stabil.

Im ersten Lebensmonat pragen fakultativ aerobe Enterobacteriaceae (Proteobacteria)
mit ungefahr 90% relativem Anteil den Stuhl. Bedingt durch den Geburtsmodus ist der
erste mikrobielle Kontakt die Flora des Geburtskanals oder der Haut. Bei Kaiserschnitt
Kindern wird am Lebensbeginn eine groRere Diversitat, mit einem niedrigen Anteil der
Bacteroides (Bacteoidetes) beobachtet. Unabhangig vom Geburtsmodus ersetzen
Firmicutes im Laufe des ersten Lebensjahrs die initial dominanten Bacteroides,
Bifidobacterium und Enterobacteriaceae [18]. Nach 3 Jahren gleicht das Mikrobiom von
der phylogenetischen Zusammensetzung dann dem eines Erwachsenen [19]. Mit
steigendem Alter nimmt die Komplexitat des Darmmikrobioms eines Erwachsenen, die
alpha-Diversitat, zu. Die interpersonelle Variation hingegen sinkt mit steigendem Alter
und ist bei Zwillingen generell kleiner. Uber die Trimester einer Schwangerschaft wird
eine Abnahme der alpha-Diversitat mit einhergehendem Anstieg Energie-liefernder
Mikroben beobachtet [20].

Quantitative Unterschiede in der phylogenetischen Komposition spiegeln sich in
geographisch auseinanderliegenden Orten wider, was in allen Altersgruppen
nachvollzogen werden kann. Hinsichtlich Diversitat sind beispielweise die Mikrobiome
von US-Amerikanern verglichen mit denen von urspranglich lebenden Malawis oder Inuit
deutlich reduzierter [19]. Ein weiterer Aspekt der Mikrobiomformung ist mit Ethnizitat
assoziiert. Mitglieder einer Ethnie teilen eine grélRere Anzahl spezifischer Taxa als
Mitglieder anderer Ethnien, auch wenn sie in der gleichen Umgebung leben. Der Einfluss
war in der von Deschasaux und Kollegen beschriebenen Amsterdamer Kohorte grol3er
als der von Ernahrung oder Komorbiditaten. Damit ist jedoch nicht klar, welche Aspekte

— genetische oder kulturelle- diesen Assoziationen unterliegen [21].

Ein weiterer Einflussfaktor ist Diat. Ernahrung ist einfach zu modifizieren und ist als
therapeutisches Mittel nutzbar. Das Darmmikrobiom kann innerhalb von 24 Stunden auf
Anderungen in der Ernahrung, wie dem Wechsel von fleischhaltiger auf pflanzenhaltiger
oder ballaststoffarmer auf ballaststoffreicher Nahrung reagieren. Der Verzehr von Fleisch
stimuliert die Gallensauresekretion. Bakterien mit Gallensaureresistenz wie Bilophila

wadsworthia, Alistipes putredinis oder Bacteroides sp. sind als Reaktion hierauf vermehrt
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nachweisbar [22]. Ballaststoffreiche Nahrung fuhrt zur Anreicherung der Gattung
Prevotella, die die Fahigkeit besitzen, Cellulose und Xylan zu hydrolysieren. Unter
westlicher Ernahrung mit hohem Tierproteinanteil dominiert der Stamm der Bacteroides.
Besonders deutlich wurde diese Kategorisierung in einer Studie, in welcher europaische
Kinder mit typisch westlicher Diat mit hohem Tierproteinanteil und afrikanische Kinder mit
hohem Nahrungsanteil an Kohlenhydraten miteinander verglichen wurden. Im Mikrobiom
der Afrikaner gab es eine deutliche Uberlegenheit der Bacteroidetes und eine Reduktion
der Firmicutes-Bakterien [15]. Diese fehlte ganz bei den Europaern. Neben kurzfristigen
Anderungen auf Nahrungsstimuli korreliert das Darmmikrobiom jedoch in Form von
Clustern auf langfristige Ernahrungsgewohnheiten [17]. Selbst eine zehntagige
Diatintervention kann die grobe Struktur des Mikrobioms in Probanden nicht

beeinflussen.

Le Chatelier et al. untersuchten das Darmmikrobiom von 292 adipésen und
normalgewichtigen Probanden. Korrespondierend zum Phanotyp machte die
Mikrobiomanalyse eine Unterscheidung in grof3e und niedrige bakterielle Vielfalt, anhand
der Genanzahl gemessen, moglich [22]. Eine gro3e bakterielle Vielfalt war mit einem
robusteren Mikrobiom, niedrigerer Pravalenz fur metabolische Erkrankungen und
weniger Ubergewicht verbunden. Bakterielle Vertreter waren Anaerotruncus colihominis,
Butyrivibrio crossotus, Akkermansia sp. und Fecalibacterium sp. mit einem hohen
Akkermansia (Verrucomicrobia) : Ruminococcus torque/gnavus Verhaltnis. Funktionell
waren es mehr Produzenten kurzkettiger Fettsauren und Wasserstoff. Dagegen waren in
der Gruppe mit niedriger Genzahl proinflammatorische Bakterien, wie die mit chronisch
entzundlicher Darmerkrankung assoziierten Bacteroides und Ruminococcus gnavus, zu
finden [23]. Funktionelle Merkmale des Mikrobioms waren Aminosauredegradation und
Sulfatreduktion mit Entstehung von Schwefelwasserstoff. Die Proband:innen neigten zu
Adipositas, Insulinresistenz und Dyslipidamie. Die Korrelation zwischen einem
bestimmen Phanotyp wie Adipositas und der Mikrobiomzusammensetzung, in diesem
Fall mit einem erhohtem Verhaltnis von Firmicutes : Bacteroidetes ist kongruent in
Mensch und Maus [13, 24].

Medikamente konnen die Mikrobiomkomposition beeinflussen. Antibiotika durchbrechen
die Struktur kurzfristig oder kénnen langfristige Auswirkungen auf das Mikrobiom haben

[25]. Daneben treten immer mehr kardiometabolisch wirksame Medikamente in den
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Fokus der Mikrobiomforschung. Metformin ist ein bei T2D haufig eingesetztes
kardiometabolisch wirksames Medikament, welches u.a. die Glukosetoleranz verbessert.
Die genaue Wirkungsweise ist nicht vollstandig geklart. Da es unter der Therapie
signifikante Anderungen in der Zusammensetzung des Mikrobioms gibt, wird ein Teil der
Wirkung auf das modifizierte Mikrobiom zurlckgefuhrt. Nach 4 Monaten
Metformintherapie in T2D-Patienten konnten signifikante Veranderungen in Firmicutes
und Proteobacteria nachgewiesen werden [26] [27]. Auf funktioneller Ebene war ein
veranderter Gallensauremetabolismus mit erhdhten Plasmaspiegeln von Gallensauren

und grolRerer Haufigkeit von Gallensaurehydrolasen kodierender Gene auffallend.

1.3.2 Darmmikrobiom und kardiometabolische Erkrankungen

Eine verminderte Vielfalt an Bakterien durch Dysbiose oder chronische Inflammation mit
pathogenen Erregern aggraviert kardiometabolische Erkrankungen. lhre Auswirkung wird
an Versuchen mit gnotobiotischen Tieren deutlich. Gnotobioten sind keimfreie Tiere ohne
residuelles Mikrobiom, die in einer sterilen Umgebung aufwachsen. Fittert man
gnotobiotischen Mausen eine Diat mit hohem Fettgehalt, was den westlichen
Ernahrungsstil imitiert, sind diese im Gegensatz zu normalen Mausen vor Diat induzierter
Gewichtszunahme geschutzt, unabhangig von der Menge der Nahrungsaufnahme und
des Energieverbrauches [28]. Umgekehrt zeigten Turnbaugh et al. eine Ubertragung des
ubergewichtigen Phenotyps auf schlanke gnotobiotische Tiere, wenn sie diesen das
Mikrobiom von in Folge westlicher Diat adiposen Mausen transferiert hatten. Die
Ubertragung des Darmmikrobioms von schlanken Mausen fiihrte zu einer geringeren

Fetteinlagerung [29].

Verantwortlich fur den Einfluss auf die Wirtsphysiologie sind Metaboliten
unterschiedlicher chemischer Klassen, welche das Darmmikrobiom kontinuierlich
produziert und dessen Bezeichnung als ,endokrines Organ“ rechtfertigt [30]. Uber
primare und sekundare Stoffwechselwege werden aus Nahrungsbestandteilen wie
Aminosauren und komplexen Kohlenhydraten Endprodukte mit hormon-ahnlichem
Charakter geschaffen. Beispiele sind Trimethylamine-N-oxide (TMAO), sekundare
Gallensauren, Imidazolpropionat und die kurzkettigen Fettsauren Acetat, Propionat und
Butyrat. Die Metaboliten entfalten lhre Wirkung Uber membranstandige G-Protein-
Rezeptoren (Bsp. TGR5, GPR41, GPR43) oder Transkriptionsfaktoren (Bsp. FXR).
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Einige Metaboliten wirken dabei proatherogen, wie TMAO [31] [32]. Tabelle 1 gibt einen
Uberblick tiber ausgewahlte Metaboliten.
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Nahrungs-
bestandteil

Kohlen-
hydrate

Histidin

L-Carnitin,
Cholin

Priméare
Gallensduren
(Cholsaure,
Chenodesoxy
-cholséaure)

Tryptophan

Phenylalanin

Bioaktiver

Metabolit

Kurzkettige - G-Protein gekoppelter
Fettsauren: Rezeptor 41 und 43
Acetat, - Olfaktorischer Rezeptor 78
Propionat - Inhibition von

Butyrat Histondeacetylasen
Imidazolpropionat - p38y/p62/mTORC1
TMAO - PERK (Protein Kinase R-

like endoplasmic reticulum

kinase)

- TAARS (trace amine-
associated receptor 5)

Sekundare
Gallensauren:
Desoxycholsaure,
Lithocholsaure

Indoxylsulfat
Indol Propionséaure
p-Cresol

Rezeptor

Phenylacetyl-
glutamin

Molekularer Signalweg

- G-Protein-gekoppelter

Gallensaure Rezeptor 1
- Farnesoid X Rezeptor
- Leber X Rezeptor

- Aromatischer Hydrocarbon

- Adrenerge Rezeptoren

Kardiometabolischer Phanotyp

Blutdruck-Homoastase
Energie flr Kolonozyten
Gluconeogenese
immunmodulatorisch

beeintrachtigte Glucose-Toleranz
verschlechterter Insulin Signalweg
T2DM

Proatherogen
Endothelzellaktivierung
Inflammation
Thrombose
Kardiorenale Fibrose

Insulinsensitivitat
Antiinflammatorisch
Lipidmetabolismus

Insulin Resistenz

Fibrose

Assoziation mit kardiovaskularem
Outcome in Uramie

Atherosklerose
Thrombose

Referenz

- De Vadder et al., Cell (2014)

- Maslowski et al., Nature

(2009)

- Bartolomaeus et al.,

Circulation (2019)

- Koh et al., Cell (2018)

- Haghikia et al., Aterioscler
Thromb Vasc Biol. (2018)

- Tang et al., N. Engl. J. Med.

(2013)

- Thomas et al., Nature Rev.
Drug Discov. (2008)
- Kawamata et al., J. Biol.

Chem. (2003)

- Meijers et al., Clin. J. Am.
Soc. Nephrol. (2010)
- Koppe et al., J. Am. Soc.

Nephrol. (2013)

- Nemet et al., Cell (2020)

Tabelle 1 Ausgewahlte Metabolite des Darmmikrobioms, deren molekulare Signalwege und Bedeutung fiir kardiometabolische Erkrankungen

und Prozesse
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1.3.3 Kurzkettige Fettsauren

1.3.3.1 Definition und Entstehung kurzkettiger Fettsauren

Kurzkettige Fettsduren (short chain fatty acids, SCFA) sind Carbonsauren mit
aliphatischem Schwanz und weniger als 6 Kohlenstoffatomen [33]. Physiologisch
kommen hauptsachlich Acetat (C2), Propionat (C3) und Butyrat (C4) im menschlichen
Organismus vor. SCFA entstehen im Kolon bei der Fermentierung von “Microbiota-
Accessible Carbohydrates” (MACs), einer Untergruppe ernahrungsrelevanter
Ballaststoffe [34].

Ballaststoffe sind naturlich vorkommende oder synthetisierte komplexe Kohlenhydrate
mit mindestens 3 Monosacchariden. In Pflanzen sind dies Bestandteile der Zellwand (z.
B. Zellulose, Lignin) oder des intrazellularen Kompartments (z. B.
Speicherpolysaccharide). Flr Menschen sind Ballaststoffe im Gastrointestinaltrakt
aufgrund fehlender Enzyme nicht verdaulich oder absorbierbar. Ballaststoffe werden
nach Wasserloslichkeit klassifiziert. Wasserunldsliche Ballaststoffe wie Zellulose oder
Lignin quellen im Darm und mindern das Risiko fur kardiometabolische Erkrankungen.
Wasserlosliche Ballaststoffe wie Inulin, Pektin oder Flohsamen kénnen Glukose, LDL-
und Gesamtcholesterinspielgel senken. Fur die Gesundheit sind Ballaststoffe essentiell.

Die deutsche Gesellschaft fur Ernahrung empfiehlt eine taglich Aufnahme von 30g [35].

MACs sind durch glykosidische Bindungen zusammengesetzte Monosaccharide und
partiell mit Acetyl- oder Sulfatgruppen substituiert [34]. Im Gegensatz zum Wirt besitzt
das Darmmikrobiom geeignete Enzyme, um die komplexen Strukturen in verwertbare
Oligo- oder Monosaccharide aufzuspalten. Je komplexer ein Glykan, desto mehr Enzyme
braucht es fur dessen Aufspaltung. In einem Modellmikrobiom wiesen El Kaoutari et al.
in 160 Spezies rund 9400 verschiedene Glykosidasen und Polysaccharid-Lyasen nach
[36]. Vergleichsweise besitzt das menschliche Genom nur 17 Glykosidasen und keine
Polysaccharid-Lyase. Auf diese Weise formen MACs das mikrobielle Okosystem direkt
und indirekt. Direkt wird das Wachstum der MAC konsumierenden Bakterienstdmme
gefordert. Jene kreieren durch ihren Metabolismus und Interaktionspotential sekundar ein
Milieu, welches wiederum Bakterienstdmme fordert. Die bisher fehlende Erklarung zum
Verstandnis des positiven Einflusses von Ballaststoffen koénnte somit auf die

Fermentierung durch das Darmmikrobiom zurickzuflhren sein.
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Struktur der Kurzkettigen Fettsauren
H 0 H HHH
| // Lo [ I
H—(ll—C\ H—(T“,—CIJ—C\ H*C*C*C*C\
I I I
H O—H HH O-H HHH O-H
Acetat Propionat Butyrat
Tabelle 2 Chemische Struktur der kurzkettigen Fettsauren
Phylum Genom Glykosidasen Polysaccharid Mittlere G und PL
Gene - Lyasen Gene Gene pro Genom
Actinobacteria 12 351 1 29.3
Bacteroidetes 29 3,781 195 137.1
Firmicutes 104 4,050 69 39.6
Proteobacteria 22 484 13 22.6
Verrucomicrobia 1 58 0 58.0
Synergistetes 1 11 0 11.0
Spirochaetes 1 23 0 23.0
Elusimicrobia 1 6 0 6.0
Fusobacteria 2 48 0 24.0
Cyanobacteria 14 0 14.0
Tenericutes 1 1 0 1.0
Thermotogae 1 32 0 32.0
Lentisphaerae 1 261 14 275.0
Gesamtes
Mini-Mikrobiom 177 9,120 292 53.2

Tabelle 3 Glykosidasen im Darmmikrobiom; adaptiert von “The abundance and variety of
carbohydrate-active enzymes in the human gut microbiota” El Kaoutari et al.

1.3.3.2 Signalwege und Einfluss auf kardiometabolische Erkrankungen

Kurzkettige Fettsauren entfalten Uber verschiedene Signalwege einen Effekt auf den Wirt:
Lokal sind sie Glukoneogenese-Substrat fur Kolonozyten und somit wichtiger
Energielieferant [37]. Ein fehlendes Mikrobiom mit folgend verminderter Konzentration an
SCFA fuhrt zu einer geringeren Energiezufuhr im Darm, was in keimfreien Mausen u.a.

eine Ausdehnung der Dinndarmpassagezeit nach sich zieht [38].

SCFA stimulieren die Sekretion des Hormons Glucagon-Like-Peptid 1 (GLP-1) [39]. GLP-
1 wird in den enterendokrinen Zellen des distalen Dunndarms und im Kolon gebildet. Es
reguliert verschiedene metabolische Elemente: es fordert die B-Zell-Proliferation,
kontrolliert Glykamien durch Modulation an Glukose Sensoren, verlangsamt die
Magenleerung, inhibiert Nahrungsaufnahme und Glukagonsekretion und stimuliert die
Insulinsekretion. Keimfreie Tiere mit reduzierten Plasmaspiegeln an SCFA haben
erhohte GLP-1 Basalspiegel und exprimieren mehr Glukagon im Kolon, was durch

Hinzufligen von Bakterien (mit folgender SCFA-Produktion) wieder reduziert wird [38].
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Weitere Wirkungen der SCFA, insbesondere Butyrat und Acetet werden uber die
Inhibition von Histon Deacytelasen vermittelt, was in einer Regulation der Genexpression
resultiert [40].

SCFA sind Liganden der G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren GPR41 und GPR43 [41].
Diese Rezeptoren werden z.B. in Endothelzellen von Blutgefallen im Fettegewebe
(GPF41) und in Immunzellen (GPR43) exprimiert. lhre Aktivierung beeinflusst
immunomodulatorische und enteroendokrine Prozesse. Bartolomaeus et al. wiesen unter
oraler Propionatbehandlung in konventionellen Mausen eine geringere systemische
Inflammation nach, was sie anhand geringeren Aufkommens von Effektor T-Zellen und
Th17-Zellen in der Milz sowie verminderter Immunzell-Infiltration in das Myokard zeigen
konnten. Sie wiesen einen modulierenden Einfluss von Propionat auf kardiale
Hypertrophie, Fibrose, vaskulare Dysfunktion und Arterielle Hypertonie nach [42]. In einer
Experimentreihe mit Mausen ohne regulatorische T-Zellen waren die kardioprotektiven
Effekte oraler Propionatzufuhr abgeschwacht. Daraus schlossen sie, dass die

kardioprotektiven Effekte von Propionat abhangig von T- Zellen seien.

Anlehnend an diese Beobachtungen gibt es weitere Hinweise eines positiven
immunomodulatorischen Einflusses von SCFA. In einer klinischen Studie von Duscha et
al. wurde der Effekt der oralen Zufuhr von Propionat bei Patient:innen mit Multiple
Sklerose, einer neurologischen Autoimmunerkrankung mit einhergehender Dysbalance
der regulatorischen T-Zellen (Treg)/TH17 Ratio untersucht [43]. Hier konnte unter

Propionatzufuhr eine Erhéhung der Treg-Anzahl und -Funktion nachgewiesen werden.

SCFA koénnen die Glukose-Regulation und Insulinsensitivitat verbessern und
inflammatorische Prozesse, sowohl systemisch als auch auf das Fettgewebe bezogen,
reduzieren. Die Rolle wurde bisher vor allem den Krankheitsbildern Adipositas und
metabolischem Syndrom zugeordnet. Weiterhin beschrieben Chambers et al. einen
gewichtsreduzierenden Effekt von Propionat, wenn man es direkt in das Kolon von

adiposen Menschen appliziert [44].

1.3.4 Analysemethoden des Darmmikrobioms - State of the art
Die Vielfalt des Darmmikrobions, die Anzahl der Spezies und die Variabilitat zwischen

Individuen ist immens. Dank grofRer Datenbanken und Projekten wie dem ,Human

27



Microbiome Project” und ,MetaHIT* konnte bereits ein Anteil charakterisiert werden [45]
[46]. Seit der Entwicklung der ,High-throughput® Sequenzierung steigt die Anzahl der
Mikrobiomstudien. Zuvor war der bakterielle Nachweis Uber Kulturen notwendig. Jedoch
kénnen >90% der Mikroben nicht in Kultur nachgewiesen werden [47]. Vorteilhaft in der
Kultivierung ist die Gewinnung von Informationen Uber Metabolismus und

Wachstumsbedingungen der Mikroben.

Eine weit verbreitete Analysemethode ist die 16S rRNA-Sequenzierung.
Zusammengefasst wird in dieser Methode die 16S rRNA, eine etwa 1500 Nukleotide
lange, ribosomale Kette, mittels PCR transkribiert und amplifiziert. Die dabei eingesetzten
Primer erkennen fur alle Bakterien universal vorkommende, konservierte sowie funktional
bedeutende Sequenzen, die eine hochvariable, individuelle und funktionell nachrangige
Sequenz einrahmen [48]. Anhand der vervielfaltigten variablen Region, werden die
bakteriellen DNA-Sequenzen in taxonomische Einheiten (OTU, Operational taxonomic
units) gruppiert und auf Basis vorhandener Datenbanken sind diese OTUs
Bakteriengattungen oder funktionellen Einheiten zuweisbar. Limitierend fur diese
Methode ist, dass mit den resultierenden OTUs keine genauen Bakterienarten
identifizierbar sind.

Eine zweite wichtige Methode ist die Schrotschuss-Sequenzierung (eng. = Shotgun
Sequencing). Sie wurde etwa 1980 entwickelt und ermdglicht die Sequenzierung des
gesamtes Mikrobioms. Diese Methode generiert viele zufallige Millionen DNA-
Fragmente. Mit Hilfe groRer Datenbanken, wo die Gensequenzen des Mikrobioms
hinterlegt sind, kdnnen diese Fragmente OTUs, Bakterienarten oder Genen zugeordnet
und die Datenmenge bioinformatisch aufgearbeitet werden, was aufwendig und teuer ist
[49]. Der Vorteil ist, dass die Bakterien genau bis auf die Artenebene (Spezies) definiert

werden konnen.

In der Analyse des Darmmikrobioms liegen viele mogliche praanalytische Fehlerquellen,
wie Patientenselektion oder die Umstande vor Probensammlung wie Fastenzeit,
Medikamenteneinnahme oder Tageszeit. Das Darmmikrobiom unterscheidet sich in der
Zusammensetzung zudem abhangig von der Lokalisation im Gastrointestinaltrakt. Die
groflite Anzahl und Vielfalt herrscht im Dickdarm vor [50]. Auch hier gibt es, abhangig von
der Lokalisation im Darmquerschnitt, von Lumen bis in die Krypten, Unterschiede in den
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Konzentrationen der Bakterien. Die Art der Materialsammlung, ob intraoperativ aus dem
Zakum oder durch Sammlung von Stuhlproben im Kafig, kann daher unterschiedliche
Untersuchungsergebnisse liefern. Die anschlielfiende Lagerung bietet ebenso Raum fir
Bias, wobei eine sofortige Tiefkihlung auf -80°C empfohlen wird, um DNA Degradation

zu vermeiden. All diese Faktoren mussen sorgfaltig in die Dateninterpretation einflie3en.

Fortschritte in “Nachster-Generation” genomischer Technologien werden Kkunftig

detaillierte Informationen Uber die Zusammensetzung des Darmmikrobioms erlauben.

1.4 Fragestellungen und Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, einen moglichen Einfluss des Darmmikrobioms und
von Propionat, als Metabolit des Darmmikrobioms, auf den Cholesterinstoffwechsel zu
untersuchen und potentielle unterliegende Wirkmechanismen aufzuzeigen. Folgende

Fragestellungen werden dabei untersucht:

1. Welche Rolle spielt das Darmmikrobiom fur die Regulation des
Cholesterinstoffwechsels?
a. Wie unterscheidet sich das Lipidom konventioneller Mause von Mausen, deren
Darmmikrobiom durch Antibiotika eradiziert wurde?
b. Wie unterscheidet sich das Lipidom hyperlipidamischer Mause von Mausen,
deren Darmmikrobiom durch Antibiotika eradiziert wurde?
c. Wie setzt sich das Darmmikrobiom in konventionellen Mausen zusammen?

Welchen Einfluss hat Diat auf die Komposition des Darmmikrobioms?

2. Beeinflusst das Darmmikrobiom die cholesterinsenkende Wirkung von Statinen?
a. Wie beeinflusst Atorvastatin das Darmmikrobiom?
b. Wie unterscheidet sich das Lipidom Atorvastatin behandelter konventioneller
Mause gegenuber Atorvastatin behandelten Mausen ohne Darmmikrobiom?
c. Was sind die potentiellen Mechanismen?

3. Beeinflusst die kurzkettige Fettsaure Propionat den Cholesterinstoffwechsel?

a. Wie beeinflusst die orale Zufuhr von Propionat das Lipidprofil von Mausen mit

und ohne Darmmikrobiom?
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b. Wie beeinflusst Propionat das Darmmikrobiom?

c. Welche potentiellen Molekularmechanismen liegen der Propionat-assoziierten

Regulation des Cholesterinmetabolismus zugrunde ?

d. Welche Rolle hat das intestinale Immunsystem mdgliche Propionat-abhangige

Mechanismen des Lipidstoffwechsels?

2. Material und Methoden

2.1 Materialen

2.1.1 Chemikalien
20x PBS
Acrylamide/Bis Solution, 29:1

Ammonium Persulfate

Atorvastatin Calcium Salz
Bromophenol Blue
Calcium propionate

Cell Lysis Buffer (10x)
cOmplete™, Mini,
Control Diet

DMEM
DMSO

Endothelial Cell Basal Medium 2
Fetales Bovines Serum

Glycine

High Fat Diet

IL10, human, recombinant

Matrigel

Santa Cruz, Dallas, USA (sc362299)
Serva, Heidelberg, Deutschland (10680.03)
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
(BP179-100)

Santa Cruz, Dallas, USA (sc-217671)
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA (B5525)
Sigma Aldrich, St. Louis, USA (21230)

Cell Signaling, Danvers, USA (9803)
Roche, Basel, Schweiz

ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland
(E15000-04)

GE Healthcare, Chicago, USA (E15-806)
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
(D12345)

Promo Cell, Heidelberg, Deutschland
(C-222 11)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA (12103C)
Merck, Darmstadt, Deutschland (104201)
ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland
(E15741)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
(PHCO0105)

Corning, Corning, USA (356230)
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N,N,N’,N'-Tetramethylethylenediamine Sigma-Aldrich, St. Louis, USA (T9281)
Opti-MEM™ | Reduced Serum Medium Life Technologies, Carlsbad, USA (11058021)

PageRuler™ Protein Ladder

Palmitinsaure

PBS

Penicillin/Streptomycin 100X
PhosSTOP™

Proteinkinase K

RPMI Medium

SuperSignal™ West Dura Extended

Duration Substrate

Thio|glykolat-Nahrmedium
Trypsin/EDTA-Ldsung
Tween® 20 (Polysorbat)

VEGF, human, recombinant

2.1.2 Medikamente
Ampicillin/Sulbactam

Ciprofloxacin

Impinem/Cilastatin

Metronidazol

Vancomycin

2.1.3 Antikorper
Anti-ACAT2 (ab187712)
Anti-Actin (ACTNO5 (C4))

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
(26619)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA (P0500)
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA (D8537)
GE Healthcare, Chicago, USA (SV30010)
Roche, Basel, Schweiz

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
(11875093)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
(34075)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA (59428C)
VWR Chemical, Darmstadt, Deutschland
(663648B)

Pepro Tech, Rocky Hill, USA (100-20)

Pfizer, Berlin, Deutschland

Fresenius Kabi, Bad Homburg vor der Hohe,
Deutschland

Fresenius Kabi, Bad Homburg vor der Hohe,
Deutschland

Braun, Kronberg im Taunus, Deutschland
Hikma Pharmaceuticals, London,
Grol3britannien

Abcam, Cambridge, Grol3britannien

Thermo Fisher Scientific
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Anti-FGFBP1 (ab215353)
Anti-GAPDH (2118)

Anti-HMGCR (ab174830)
Anti-HMGCS1(ab155787)

Anti-IL10 (ab9969)

Anti-Kaninchen, HRP-verlinkt (7074)
Anti-Maus, HRP-verlinkt (7076)
Anti-Niemann-Pick type C1 Like-1
(NB400-127)

2.1.4 Kits und Assays
HMG-CoA-Reductase Activity Assay
Mouse LDL-Cholesterol Kit

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

2.1.5 Gebrauchtwaren

0,2um PVDF Membran

1mm Spacer Plates

6 Well Mikroplatte

96 Well Mikroplatte, Cellstar
Haemozytometer, ,Neubauer®
Short Plates

Superose® 6 Increase 10/300 GL
Whatmanpaper
Zellkulturflaschen, 2um Vent Cap

2.1.6 Puffer und Stammldsungen
0,5M EDTA (pH8,0)

Abcam, Cambridge, Grol3britannien
Cell Signaling, Danvers, USA
Abcam, Cambridge, Grol3britannien
Abcam, Cambridge, GroR3britannien
Abcam, Cambridge, GroR3britannien
Cell Signaling, Danvers, USA

Cell Signaling, Danvers, USA
Novus Biologicals, Littleton, USA

Abcam, Cambridge, Grol3britannien (ab204701)
Crystal Chem, Downers Grove, USA (79980)
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
(23227)

Merck, Darmstadt, Deutschland (ISEQ00010)
Bio Rad, Munchen, Deutschland (1653311)
Corning, Corning, USA (353046)

Greiner, Kremsmiinster, Osterreich (655180)
Karl Hecht, Sondheim v. d. Rhén, Deutschland
Bio Rad, Munchen, Deutschland (1653308)
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA (GE29-0915-96)
GE Healthcare, Chicago, USA (3030-672)
Corning, Corning, USA (430641U)

93,059 EDTA

in 400ml Aqua dest. l16sen
pH auf 8,0 mit NaOH einstellen

auf 500ml mit Aqua dest. auffullen
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Sammelgelpuffer

Trenngelpuffer

5% NFDM

10% SDS

Mild Stripping Buffer

Lammli Puffer (6x)

Laufpuffer (10x)

0,5M Tris/HCI (pH 6,8)

6,069 Tris Base in 70ml Aqua dest.
pH auf 6,8 mit HCI einstellen

auf 100ml mit Aqua dest. Aufflllen

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

18,29 Tris Base in 70ml Aqua dest. I6sen
pH auf 8,8 mit HCI einstellen

auf 100ml mit Aqua dest. Auffullen

5g Magermilchpulver
100mI TBS-T

10g SDS
100ml Aqua dest.

15g Glycin

1g SDS

10ml Tween 20

in 800ml Aqua dest. Losen

pH auf 2,2 mit HCI einstellen

auf 1000mI mit Aqua dest. auffillen

60% Glycerol

300mM Tris (pH 6,8)

12mM EDTA

12% SDS

846mM beta-Mercaptoethanol
0,05% Bromphenol Blau

30g Tris Base
1449 Glycine
auf 1000ml Aqua dest. auffillen
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Laufpuffer (1x) 100ml 10x Running Buffer
10ml 10% SDS
auf 1000ml mit Aqua dest. aufflllen

TBS-T (10x) 200mM Tris Base
1,5M NaCl
1% Tween 20
pH auf 7,5 mit HCI einstellen

TBS-T (1x) 100mI TBS-T (10x)
auf 1000mI mit Aqua dest. aufflllen

Transferpuffer (1x) 200ml Methanol
100ml 10x Running Buffer
10ml 10% SDS
auf 1000mI mit Aqua dest. Aufflllen

Zelllysepuffer (1x) 10x Cell Lysis Buffer (Cell Signaling)
10x PhosSTOP (Roche)

7x complete Mini (Roche)

Aqua dest.
2.1.7 Medien
Hungermedium DMEM

1% Penicillin/Streptomycin
Vollmedium DMEM

10% FBS
1% Penicillin/Streptomycin

2.1.8 Technische Gerate
AE2000 Trinocular Motic, Hongkong, China

Blutzuckermessergerat Sana/AccuCheck



ChemoCam Imager Intas, Gottingen

Heracell 150i COz2 Inkubator Thermo Fisher Scientific

Infinite M200 Pro Multimode Microplate

Reader Tecan, Mannedorf, Schweiz
Mini-PROTEAN® Tetra Cell Bio Rad, Minchen

Power Pac Bio Rad, Munchen

Turrax T8 Homogenisierer Janke & Kunkel (IKA), Staufen, Deutschland

2.1.9 Software

Excel 2016 Microsoft, Redmond, USA

Image J 1.48v National Institute of Health, USA
GraphPad Prism 7.0 GraphPad Software Inc., San Diego, USA
Motic Images Plus 3.0 Motic, Hongkong, China

PowerPoint 2016 Microsoft, Redmond, USA

2.1.10 Mause

Far in-vivo Versuche wurden unter der Tierversuchsnummer G0295-16 weibliche,
mindestens 6 Wochen alte C57BL/6J und C57BL/6J, ApoE-/- Tiere von Charles River
Laboratories bezogen. Nach Ankunft in der Tiereinrichtung Garystralde 5, 14195 Berlin
hatten die Mause mindestens 1 Woche Zeit um sich zu akklimatisieren ehe sie in den
Versuch gingen. Sie hausten in einer maximalen Gruppengréf3e von funf Tieren in
autoklavierten Typ lll Vollhaubenkafigen (Makrolonkafige mit Filterhaube) ausgelegt mit
Hygienic Animal Breeding Streu (Lignocel, Rosenberg, Deutschland) und Papier. Die
Temperatur lag konstant bei 22°C und das Verhaltnis von Licht zu Dunkelheit betrug 12
Stunden zu 12 Stunden. Der Zugang zu Wasser und Futter war stets unbegrenzt. Alle

Tierversuche wurden vom Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin genehmigt.

2.1.11 Experimentelle Diaten

Gereinigte Futtermittel in pelletierter Form wurden von der Firma ssniff Spezialdiaten
GmbH bezogen. Zur Imitation einer fettreichen Ernahrung bekamen die Mause die
Hochfettdiat E15741. Diese hat 94% Trockensubstanzanteil, einen hohen Rohfettanteil
von 34,6% mit originalem Cholesteringehalt von 290mg/kg und einem Energiegehalt von
24.4 MJ/kg. Addiert sind vor allem die Talgfette wie Olsdure (C18:1), Palmitinsdure
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(C16:0) und Stearinsaure (C18:0) zu 12,13%, 8,06% und 5,61%. Es pradisponiert die
Induzierung von Adipositas und erhoht die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten
atherosklerotischer  Plaques. Die  Kontrolldiat E15000 hat bei 95,2%

Trockensubstanzanteil dagegen einen Rohfettanteil von 4,2% und einen Energiegehalt

von 18,0 MJ/kg.

Bestandteil Hochfettdiat E15741 Kontrolldiat E15000

Trockensubstanz 94.0% 95,2%
Rohprotein 24,1% 20,8%
Rohfett 34,6% 4,2%
Rohfaser 6,0% 5,0%
Rohasche 6,1% 5,6%
N-freie Extraktstoffe 23,3% 59,4%
Starke 0,5% 46,8%
Zucker 9,5% 10,8%
Dextrin 15,3%

Tabelle 4 Nahrstoffanalyse, Weender-Analyse der in G0295-16 verwendeten Futtermittel, aus
ssniff Spezialdiaten GmbH, Katalog 2019

Fettsdure Hochfettdiat E15741 Kontrolldiat E15000
C12:0 0,03 % -
C14:0 1,03 % 0,02 %
C16:0 8,06 % 0,45 %
C16:1 0,78 % 0,02 %
C17:0 0,38 % -
C18:0 5,61 % 0,19 %
C18:1 12,13 % 1,07 %
C18:2 2,37 % 2,12 %
C18:3 0,33 % 0,26 %
C20:0 0,04 % 0,02 %
C20:1 0,01 % -
C20:4 0,07 % -

Tabelle 5 Fettsauren in Futtermitteln. Aus ssniff Spezialdiaten GmbH, Katalog 2019

2.1.12 Hep G2

FiUr in-vitro Zellkulturexperimente wurde die humane Zelllinie Hep G2 verwandt. |hr
Ursprung geht auf ein Hepatozellulares Karzinom eines 15jahrigen Kaukasiers zurtck.
Die Zellen sind epithelial, adharent und dienen als Modell fir humane Hepatozyten. Zur
Erforschung des Lipidmetabolismus ist die Verwendung der HepG2 Zelllinie allgemein
anerkannt [51]. Die Zellen wurden im Inkubator bei 37°C Temperatur und 5% CO2
gehalten. Als Basiskulturmedium diente ,Dulbecco's Modified Eagle Medium®“ (DMEM)
inklusive 1g/l Glucose, L-Glutamin, 10% FBS und 1% Streptomycin/Penicillin. Das
Medium wurde alle 3 Tage gewechselt. Bei einer Konfluenz von 80% wurden die Zellen

passagiert oder fir den Versuch verwendet. Zum Passagieren wurden die Zellen
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zunachst zweimal mit 37°C warmen PBS gespult. Dann wurde pro T75 Flasche 3ml
Trypsin/ Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) hinzugegeben, fur 3min im Inkubator
belassen und unter dem Mikroskop das Losen der Zellen vom Flaschenboden beurteilt.
Anschlielend wurde das Trypsin mit Vollmedium inaktiviert und die Zellen durch
mehrfaches Herauf- und Herunterpipettieren ganzlich vom Flaschenboden gelost. In
einem 15ml Zentrifugenrohrchen wurden die Zellen bei 280g und Raumtemperatur fur
5min zur Bildung eines Zellpellets zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
4ml neues Medium hinzugegen. Mittels Trypanblau wurden Zellen 1:1 gefarbt und die
Zellzahl lebender Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Passage 4-9

wurde in den Experimenten verwandt.

2.2 Methoden
2.2.1 Mausversuche

2.2.1.1 Sekundar abiotische Mause

Zur Depletion des Darmmikrobioms erhielten die Tiere einen Breitband-Antibiotika-
Cocktail wie bei Fiebiger et al. beschrieben [52]. Dieser besteht aus den 5 Komponenten
Ampicillin/Sulbactam (1g/l), Vancomycin (500mg/l), Ciproflocaxin (200mg/l), Imipenem
(250mg/l) und Metronidazol (1g/l) und wurde fur mindestens 4 Wochen plus die
Versuchsdauer ad libitum per os Uber das Trinkwasser gereicht. Um dessen Wirkung
nachzuweisen wurden in der 4.-6. Woche jeweils fakale Proben gesammelt, in
Thiolglykolat-Nahrmedium gegeben und fur mindestens 7 Tage inkubiert, um das
Wachstum von Bakterien- und Pilzkulturen auszuschlielen. Zur Aufrechterhaltung des
abiotischen Zustandes wurden die Mause in autoklavierten Vollhaubenkafigen gehalten,
erhielten autoklaviertes, steril filtriertes oder gammabestrahltes Futter und Flissigkeit und

wurden streng aseptisch gehandhabit.

2.2.1.2 Tierversuchsreihe mit Propionatbehandlung

Um einen potentiellen Einfluss des Darmmikrobioms auf den Cholesterinstoffwechsel zu
untersuchen, wurden Wildtyp Mause (C57BL6/J Weibchen, 8 Wochen) mit intaktem
Darmmikrobiom (CONV, konventionell, n=15) und mit durch Antibiotika eradiziertem
Darmmikrobiom (AB, sekundar abiotisch, n=15) fur 6 Wochen mit Standard-,Kontroll-
Diat* (SCD, standard chow diet) oder Hochfettdiat (HFD, high fat diet) ad libitum gefuttert.

Um einen moglichen Einfluss von Propionat zu untersuchen, wurden ab der 3. Woche 5
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Tieren der HFD taglich 250yl steril filtrierte Propionatlésung (5,58mg Calciumpropionat)
oral Uber eine Gavagiersonde appliziert (HFD+P, high fat diet und propionic acid). Die
restlichen Tiere erhielten als Kontrollldsung eine aquivalentes Volumen steril filtriertes
Laborwasser. Die Versuchsarme wurden in hypercholesteramischen ApoE-/- Mausen

wiederholt.

d-35 do di4 d42

Standarddiat 5
ABS Sammlung von:
o - Féces

= Hochfettdiat - Blut
C ONV@ - Organe
Antibiose (ber Start Diat Start tgl. Gavagieren Versuchsende

Trinkwasser

Abbildung 2 Versuchsaufbau mit Propionatbehandlung

2.2.1.3 Tierversuchsreihe mit Atorvastatinbehandlung

Daruber hinaus interessierten wir uns fur einen moglichen Einfluss des Darmmikrobioms
auf die LDL-Cholesterin senkende Wirkung von Atorvastatin. Fur weitere
kardiometabolische Medikamente wurde bereits ein solcher Effekt nachgewiesen [53].
Hierfur erhielten konventionelle und keimfreie Mause uber 6 Wochen entweder eine SCD
(n=10) oder eine HFD (n=20). Ab der 3. Woche wurden taglich via Gavagiersonde 300yl
5% DMSO/Wasser allein (Kontrolllosung) oder mit 0,25mg Atorvastatin (10mg/kg
Korpergewicht/Maus/Tag) appliziert.

d-35 do d14 d42

Standarddiat 4
ABs QO Tyttt TTTT T Sammlung von:
g - Féces

+ Kontrollésung per os

Hochfettdiat - Blut
CONVQ + Atorvastatin per os ~Qngene

Antibiose tUber  Start Digt Start tgl. Gavagieren Versuchsende
Trinkwasser

Abbildung 3 Versuchsaufbau mit Atorvastatinbehandlung
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2.2.1.4 Probengewinnung und -vorbereitung

Das Korpergewicht wurde taglich ab Tag 0 in g erhoben. Vor Beginn der Diat und nach
Abschluss der 6 Wochen wurden fakale Proben jedes Tieres gesammelt, in Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C zwischengelagert fur spatere molekulare und
metabolische Analysen. Am Sektionstag wurden die Tiere einzeln mit 5% CO2 getotet.
Der Tod wurde durch das Fehlen des Zehenzwischenreflexes gepruft. Nach dem
Eintauchen in 70% Ethanol wurde die Haut durch einen Schnitt von Schwanzwurzel zum
Hals er6ffnet und aufgeklappt. Mit einer 26G Nadel wurde das Herz von sternal punktiert
und das Blut in 10% 0.5M EDTA aufgefangen und auf Eis gestellt. Zur Erlangung von
Plasma wurden die Proben bei 4°C ohne Bremse fur 15min und 3.000g zentrifugiert, der
Uberstand abpipettiert, aliquotiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.
Es folgte nacheinander die Entnahme von mesenterialen Lymphknoten, Milz, Leber,
Gastrointestinaltrakt, Lunge und Herz. Das Darmlumen wurde mit PBS Losung gespult.
Die Proben fur Protein- und RNA Analysen wurden in Stickstoff schockgefroren und bis
zur Bearbeitung bei -80°C gelagert. Die Gefrierschnitte wurden in Einbettférmchen mit

OCT ummantelt und zum schockfrieren auf Trockeneis gelegt.

2.2.2 Molekulare Analyse des Darmmikrobioms

Die Charakterisierung des Darmmikrobioms erfolgte durch unsere Kooperationspartner
der AG Markus Heimesaat, Charité Berlin. Die hauptsachlich in der murinen Flora
vorkommenden Bakteriengruppen wurden als Menge der 16S rRNA Gen Kopien per ng
DNA durch quantitative Polymerase-Kettenreaktion mit entsprechenden spezies-oder
gruppenspezifischen 16S rRNA Gen Primern (Tib MolBiol, Berlin) aus den
eingesammelten Fazes nachgewiesen. Zunachst wurde DNA extrahiert, indem die
Proben in PBS suspendiert, zentrifugiert (16.000% g/10 min/4 °C) und anschliefend in
0,5ml Lysepuffer (500 mM Tris (pH 9.0), 20 mM EDTA, 10 mM NaCl, 1% SDS)
suspendiert wurden. Es folgte 1 Stunde Inkubation bei 56°C mit Proteinkinase K.
AnschlieRend wurde, nach Aufschlisselung des Materials mit Hilfe von ,Beads®, die DNA
mit Phenol Extraktion isoliert und mit dem Quant-iT PicoGreen Reagent (InvitrogenTM,
Carlsbad, CA, USA) quantifiziert.
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2.2.3 Glukosemessungen
Zur Bestimmung des Glukosespiegels wurde ein Glukosemeter mit zugehorigen
Teststreifen verwandt. Pro Messung wurden 1ul Plasma aufgetragen. Die Bestimmung

erfolgte pro Tier als Duplikat.

2.2 4 Lipidprofil-Messungen

2.2.4.1 Murines Low-Density-Lipoprotein Assay

Mittels kommerziellem Mouse LDL-Cholesterin Kit (Crystal Chem) wurde der LDL-Gehalt
im Plasma nach Herstellerangaben bestimmt. Das Kit nutzt das Prazipitieren von LDL,
VLDL und Chylomikronen unter Zugabe eines Vinylsulfonsaure und Polyethylene-Glycol
Methylether (PEGME) haltigen Reaktionspuffers aus. Durch den Reaktionskomplex sind
diese drei Lipoproteine, im Gegensatz zu HDL, vor der Degradation durch die Enzyme
Cholesteroloxidase und Cholesterolesterase geschutzt. Im zweiten Schritt wird LDL unter
Zugabe eines spezifischen Detergens enthaltenden, zweiten Reaktionspuffers aus dem
Vinylsulfonsaure /PEGME-Komplex freigesetzt. Nun wird LDL von der Peroxidase
umgesetzt und H202 wird frei. Unter Anwesenheit von Wasserstoffperoxid und
Peroxidase findet die Trinder-Reaktion mit Bildung von 4-(p-Benzochinon-monoimino)-
phenazon statt und das Reaktionsvolumen farbt sich violett. Die Farbintensitat wird
mittels Photometer bestimmt. Die tiefgefrorenen Plasmaproben wurden zum Auftauen
auf Eis gestellt und die im Kit enthaltenen Reaktionspuffer fur mindestens 30 Minuten auf
Raumtemperatur aquilibriert. Der lyophilisierte Kalibrator wurde in 1ml Aquq dest. in einer
Konzentration von 123mg/dl angesetzt. Die Durchfihrung erfolgte auf einer
durchsichtigen 96well-Platte in Duplikaten. Zunachst wurden jeweils 3pl Probe, Kalibrator
und dessen Verdunnungsreihe sowie Aqua dest. als Blankowert gefolgt von 225ul des
ersten Reaktionspuffers aufpipettiert. Nach 5 Minuten unter Lichtschutz in 37°C
Umgebung wurde die Absorption im Mikroplatten-Leser bei 600nm ermittelt. Diese ersten
Werte stellten den 1. Lesepunkt dar. Im zweiten Schritt wurden 75ul des 2. Puffers
aufgetragen wieder gefolgt von 5 Minuten dunkel-warmer Inkubation und Auslesen bei
600nm. Rechnerisch wird die Differenz der Absorption ,5 min“ — ,0 min“ bestimmt, die
technischen Duplikate gemittelt und mittels einer Standardkurve der LDL-Gehalt im

Serum in mg/dl angegeben.
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Abbildung 4 LDL-Assay. Links: Pipettiervorlage der 96well Platte. In den Spalten 1+2 ist die
Standardreihe in absteigender Konzentration von 123mg/dl beginnend angeordnet. In den
Spalten 3-6 sind in diesem Beispiel die Plasmaproben der Mause 1-14 aus dem ,Atorvastatin®
Experiment vorgesehen. Auftragung in Duplikaten. Rechts: Violetter Farbumschlag nach 2.
Auslesepunkt

2.2.4.2 Hochleistungsflussigkeitschromatographie
Die

Hochleistungsflussigkeitschromatographie erfolgte durch unsere Kooperationspartnerin

Durchflhrung der Lipidmessungen im Plasma mittels

Frau Dr. rer. nat. Yvonne Ddring (Institut fir Prophylaxe und Epidemiologie der
Kreislaufkrankheiten, Klinikum der Universitat Minchen (KUM) Ludwig-Maximilians-
Universitat (LMU) Munchen).
6) filtriert. Die unterschiedlichen Lipoprotein- Fraktionen (VLDL, LDL, HDL) sowie

Gesamtcholesterin (TC; total cholesterol) wurden anhand der Durchflusszeit getrennt und

Die Plasmaproben wurden mittels Trennsaule (Superose

evaluiert.

2.2.5 Zellkulturexperimente

2.2.5.1 Stimulation von HEPG2 Zellen mit Propionat
Um einen direkten Effekt von Propionat auf hepatische Zellen zu untersuchen, wurden
HepG2-Passagen 4-9 verwandt. Sobald die Zellen eine Konfluenz von 80% erreicht
hatten, wurden sie 24 Stunden in Hunger-Medium gehalten. Dann folgte der Zusatz von
Oh/1h/2h/6h/12h/24h.

semiquantitative Analysen von Zielproteinen erfolgte die Proteinisolation. Hierflr wurde

0.5 mM Calcium Propionat uber FUr anschlieBende
zunachst das Medium abgesaugt, die Zellen kurz mit kalten PBS gewaschen und
anschlieBend eine Zelllyse mittels Hinzugabe von Zelllysepuffer durchgefuhrt.
Zielproteine waren 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase (HMGCR) und 3-
(HMGCS1). Als normalisierendes

Haushaltsprotein wurde GAPDH auf den Western Blots bestimmt.

Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Synthase 1
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2.2.5.2 Stimulation von HEPG2 Zellen mit Interleukin 10 tiiber 24 Stunden

Um einen direkten Effekt von Interleukin 10 (IL10) auf die Proteinexpression von HMGCR
und HMGCS1 in hepatischen Zellen zu untersuchen, wurden HepG2 24 Stunden in
Hunger-Medium gehalten ehe die Zugabe von 0/1/10 oder 100ng/ml IL10 fur 24 Stunden
erfolgte. AnschlieRend erfolgte die semiquantitative Analyse aquivalent zum obigen
Experiment. Das Experiment wurde zweimal mit je 2 technischen Replikaten ausgeflhrt.

2.2.6 HMG-CoA-Reduktase Aktivitats Assay

Fur die Erhebung des direkten inhibitorischen Potentials von Propionsaure wurde ein
HMG CoA-Reductase Activity Assay Kit verwandt und wie vom Zulieferer beschrieben
ausgeflhrt. Das Assay hat ein kolorimetrisches Messprinzip und nutzt die Tatsache, dass
die HMG-CoA Reduktase bei der enzymatischen Reaktion den Co-Faktor NADPH zu
NADP umwandelt. Die Abnahme von NADPH verursacht eine Abnahme der Extinktion
bei einer Optischen Dichte von 340nm. Zu Beginn wurden alle enthaltenen Reagenzien,
d.h. der HMG-Coa Reduktase Assay Puffer, die HMG-CoA Reduktase, HMG-CoA,
NADPH und der mitgelieferte Inhibitor Atorvastatin vorbereitet. Der Puffer wurde auf
Raumtemperatur aquilibriert. Das Enzym wurde in 550yl Puffer auf 0,7mg/ml
rekonstituiert. HMG-CoA und NADPH wurden in 1400ul und 440ul Aqua bidest. aufgelost
und mit dem Enzym zusammen auf Eis gekuhlt. Als zu testenden Inhibitor wurde
Propionsaure mit Aqua bidest. zu drei verschiedenen 100x Konzentrationen angemischt
(1000uM, 10 000uM, 100 000uM) um folgende Endkonzentration zu erzielen: 10uM,
100uM, 1000uM. Als Losungsmittelkontrolle diente im Assay Aqua bidest. Direkt vor Start
des Assays wurden alle Reagenzien auf Raumtemperatur angeglichen. Auf einer flachen,
transparenten 96well Mikroplatte wurde das Assay in Duplikaten folgend aufpipettiert:
Zuerst 2ul des Testinhibitors, dessen Kontrolle oder Atorvastatin in ihre entsprechend
gekennzeichneten Testwells. Anschliefend folgten 5ul HMG-CoA Reduktase in alle
Wells, aulder C1/2, welches nur mit 10ul Assay Puffer beflllt wurde. In das ,Enzyme
Control® Well wurden 5pl Assay Puffer, in die restlichen Wells 3ul pipettiert. Zuletzt
wurden in jedes Well 190ul Mastermix, bestehend aus 12ul HMG-COA, 4ul NADPH und
174ul HMG-CoA Reduktase Assay Puffer pipettiert und durch mehrfaches

Herunterpipettieren durchmischt.
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Abbildung 5 Design der HMG-CoA Reduktase Assay Mikroplatte, Ausschnitt von 96 well Platte

Die Mikroplatte wurde umgehend in den abgedunkelten Absorbance Scanner bei 37°C
eingelegt und die Messung bei einer Optischen Dichte von 340nm gestartet sowie alle 2
Minuten erneut durchgefuhrt. Zur Berechnung der (1) Enzymaktivitat und der (2) Inhibition
in Prozent wurden Mittelwerte der Duplikate am Zeitpunkt O Minuten und 5 Minuten

ermittelt und die Ergebnisse in folgende Gleichungen eingesetzt:

(1) Enzymaktivitatsgleichung:

—AA —A \
o (‘g%m'—mTest—‘gfl‘-ﬂn—‘“Reagent Backgroundljx (0.2)
Sample HMG-CoA Reductase Activity = - 1244 x VxPx(055) -

= Units/mg protein

Legende: 0.2 =0,2ml Reaktionsvolumen
12.44 = Millimolar Extinktionskoeffizient von NADPH x 2
(in jeder Reaktion werden 2xNADPH verbraucht)

\ = Enzym Volumen
P = Initiale Enzymkonzentration in mg Protein/ml (mgP/ml)
0.55 = Lichtweg (cm)
(2) Inhibition:
m _A34Onm

AT (Enzyme) -— a7 (Enzyme + Inhibitor)

% Inhibition = =100

A
75%0”’" (Enzyme)

Das Experiment wurde insgesamt 4 Mal durchgefuhrt (n=4). Alle Gleichungen sind dem
Protokoll des ab204701 HMG-CoA Reductase Activity Assay Kits (Abcam) entnommen.

2.2.7 Western Blot

2.2.7.1 Proteinisolation
Fir die Proteinisolation aus Gewebe erfolgte die Gewichtsbestimmung des gefrorenen

Gewebestlckes mittels Feinwaage. Auf 10mg Gewebe wurden 100ul 1x Zelllysepuffer
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gegeben und mit einem Homogenisator fur etwa 10s auf Eis homogenisiert. Fur die
Proteinisolation aus adharenten Zellen wurden diese zunachst mit eiskaltem PBS
gewaschen und anschlielliend pro 9,6cm2 mit 100l 1x Zelllysepuffer inkubiert. Die
Multiwellplatte wurde sofort auf Eis gestellt. Mithilfe einer Pipettenspitze wurde fur 80s
lang der Zelllysepuffer grundlich Uberall verteilt. Nach 20min Stehen auf Eis wurden die
Proben 15min lang bei 4°C und 120009 bis zur Bildung eines Pellets zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefaR (ibertragen und bis zur weiteren

Verarbeitung auf Eis belassen oder bei mindestens -20°C gelagert.

2.2.7.2 Proteinquantifizierung mit Bicinchoninsaure

Zur Bestimmung des Proteingehaltes in pg/ul wurde der Bicinchoninsaure(BCA)-Test
angewandt, der chemikalisch in zwei Reaktionsschritten ablauft [54]. Im ersten Schritt,
der Biuretreaktion, reagieren Peptidbindungen in stark alkalischer Umgebung mit
zweiwertigen Kupferionen zu einem violetten Chelatkomplex und setzen einwertige
Kupferionen frei. Mit diesen verbindet sich im zweiten Schritt das wasserlosliche BCA zu
einem stabilen, violetten Chelatkomplex. Die Intensitat der Farbe ist proportional zur
Proteinkonzentration und kann bei einer Wellenlange von 562nm bestimmt werden.
Durch eine definierte Verdlinnungsreihe aus Rinderserumalbumin (2mg/ml — 1mg/ml —
0,5mg/ml — 0,25mg/ml — 0,125mg/ml 0,025mg/ml — Omg/ml), die mit zugehdrigen
Absorptionswerten eine Standardkurve ergibt, lasst sich auf die Proteinmenge der
Proben schlieRen. Die Standardreihe und das mit Aqua dest. verdunnte Proteinlysat
wurde in Duplikaten auf eine 96-Mikropipettierplatte aufgetragen, gefolgt vom BCA-
Reagent im Verhaltnis 1:20. Nach 30min Inkubation unter Lichtschutz und bei 37°C wurde
durch den Infinite M200 Pro Multimode Microplate Reader bei 562nm photometrisch die
Absorption bestimmt.

2.2.7.3 SDS-Denaturierung
Zur Proteindenaturierung wurde den Proteinlysaten im Verhaltnis 1:6 6x Lammli-Puffer
zugesetzt und gut durchmischt. FUr 5min wurde das Gemisch auf 95°C erhitzt und

anschlieBend 15min auf Eis gestellt.
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2.2.7.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Blotting

Zur Auftrennung der Proteine nach lhrer Ladung und Grofie wurde die Gelelektrophorese
mit Polyacrylamid-Gelen verwandt. Je nach zu detektierender ProteinzielgroRe wurde
entweder ein 10% (30-90kDa) oder 12% (<30kDa) Trenngel verwandt. Zur Herstellung
der Gele wurden Aqua dest.,, Acrylamid, Trenn- oder Sammelgelpuffer und SDS
vorbereitend miteinander gemischt (Tabelle 6). Vor dem Auftragen zwischen 2
Glasplatten mit 1mm  Spalt wurden 10%iges Ammoniumpersulfat und
Tetramethylethylendiamin zur Initiierung und Katalysierung der Polymerisation erganzt.
Zum Ausgleichen von Unebenheiten wurden Uber die Trenngelphase 100ul 0,1% SDS
pipettiert. Nach 30min Polymerisationszeit bei Raumtemperatur wurde das SDS
abgegossen und der Glasspalt ganz mit Trenngel aufgefullt. Zuletzt wurde ein Kamm mit
9 oder 15 Wells blasenfrei eingetaucht. Nach weiteren 30min Wartezeit konnten die Gele

sofort genutzt oder bei 4°C fur weitere 2 Tage aufbewahrt werden.

Ingredienz Gel 5% Gel 10 % Gel 12 %
Aqua dest. 4,5ml 4,8 ml 4,3 ml
40 % Acrylamid 29:1 0,95ml 2,5ml 3 ml
0,5M Tris (pH 6,8) 1,9ml
1,5M Tris (pH 8.8) 2,5ml 2,5ml
10 % SDS 80ul 100 pl 100 pl
10 % APS 70ul 100l 100l
TEMED 6,5ul 6,5ul 6,5ul

Tabelle 6 Mengenangeben zur Herstellung von SDS-PAGE Gelen

Die Gele wurden in die Blotting-Kammer eingesetzt, mit Laufpuffer Gberdeckt und in die
Gelkerben je Lauf die gleiche ug-Proteinmenge aufgetragen. Als Gro3enreferenz wurde
stets ein Proteinstandard mitpipettiert. An die Kammer wurde dann Strom angelegt:
zuerst 70V fur 20 Minuten, gefolgt von 100V fir 100 Minuten. Nach dem Gellauf folgte
der Blotting-Vorgang. In einer zusammenklappbaren Halterung wurde in folgender
Reihenfolge Ubereinander gelegt: Schwammchen, Whatmanpapier, Gel, in Methanol
aktivierte PVDF-Membran, Whatmanpapier, Schwammchen. Der ,Sandwich“ wurde
zusammengeklappt und in die mit Kuohlaggregat und Transferpuffer geflllte
Transferkammer eingesetzt. Fir 90 Minuten wurde Strom Uber 100 Volt angelegt, was

den Proteintransfer von Gel auf Membran initiierte.
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2.2.7.5 Antikorper - Farbung

Zur Vermeidung spaterer unspezifischer Antikorperbindungen wurden die Membranen
fur 1h bei Raumtemperatur mit 5% Magermilchpulver/TBST-Lésung blockiert. Dem
schloss sich die Inkubation mit dem aus Maus oder Kaninchen stammenden
Primarantikorper uber Nacht fur 12h und 4°C an. Alle Antikdrper wurden in einer vom
Zulieferer empfohlenen Konzentration in einer 5% Magermilchpulver/TBST-Losung
angesetzt. Am nachsten Morgen wurde die Membran 3 Mal far 10min mit TBST
gewaschen, ehe der gegen Maus- oder Kaninchen-IgG gerichtete und mit
Meerrettichperoxidase konjugierte  Sekundarantikorper fur eine Stunde bei
Raumtemperatur hinaufgegeben wurde. Danach wurde die Membran wieder 3 Mal fur
10min mit TBST gewaschen und anschliefend 2 Mal fir 10min mit PBS. Fir die
Entwicklung wurde Chemilumineszenz-Entwicklerldsung fir 5min auf die Membran
gegeben und in Dunkelheit belassen. Die Detektion der Signale erfolgte mittels Kamera
und ,Chemostar®-Software. Abhangig von der Signalstarke wurde Belichtungszeiten von
10Sekunden bis 1 Minute im Setting ,Sequential Integrate“ gewahlt. Die Speicherung
der Bilder erfolgte im tif-Format und zur GréRenbestimmung der Proteine wurde stets ein

Vergleichsbild des Proteinmarker mit aufgenommen.

2.2.7.6 Densometrie und Auswertung

Die semiquantitative Auswertung der Bilddateien erfolgte mit der Software ImageJ. Die
Banden wurden mit dem Auswahlwerkzeug markiert und daraufhin ein
Densometriediagramm erstellt. Hier erfolgte die Markierung der entsprechenden Peaks,
die durch die Software durch Zahlen hinterlegt wurde. Ein hoher Peak entsprach einem
starkeren Bildsignal und wurde durch eine hohere Zahl gewertet. Fur jedes Zielprotein
wurde stets auch die Densometrie des Haushaltsproteins durchgefuhrt und hierzu ins
Verhaltnis gesetzt um eine hohere Signalstarke durch eine vermehrte Proteinauftragung

auszuschliel3en.

2.2.8 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden mit PRISM Version 8.2.0 (GraphPad Software Inc.,
USA) ausgefuhrt. Signifikante Aulenlieger aus Datensatzen wurden mittels ,Grubbs'
Test® und einem Signifikanzlevel von alpha = 0,05 identifiziert und aus der Analyse

exkludiert. Datensatze wurden mit Hilfe von Kolmogorov—Smirnov und Shapiro-Wilk Test
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auf Normalverteilung getestet. Die Angaben erfolgen als Mittelwert =+
Standardabweichung (standard deviation, SD). Vergleiche zwischen zwei Gruppen
wurden durch einen zweiseitigen, ungepaarten T-Test oder Mann-Whitney U Test
durchgefuhrt. Um mehr als 2 Gruppen zu vergleichen wurde ,1-way ANOVA* gefolgt von
einer post hoc Tukey's Test Analyse angewandt. Als statistisch signifikant werden
zweiseitige P-Werte < 0,05 erachtet: *p < 0,05, **p < 0,01 oder ***p < 0,001.

3. Ergebnisse

3.1 Einfluss des Darmmikrobioms fir die Regulation des

Cholesterinstoffwechsels

3.1.1 Lipidprofil in konventionellen und sekundar abiotischen Mausen

Wir interessierten uns fur einen potentiellen Einfluss des Mikrobioms auf den LDL-Spiegel
sowie TC, VLDL und HDL im Plasma von konventionellen und sekundar abiotischen
C57BL6 Mausen. Lipoproteine wurden mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie
im Plasma nach 6 Wochen SCD oder HFD bestimmt. Tiere mit intaktem Mikrobiom
zeigten unter HFD erhdhte Plasmaspiegel von TC, LDL und HDL gegentber SCD
gefutterten Tieren (TC: CONV SCD vs. CONV HFD: 117,0 £ 6,6 vs. 138,0 £ 7,2 mg/dl, p
< 0,01), (LDL: CONV SCD vs. CONV HFD: 20,2 + 3,6 vs. 28,6 + 2,6 mg/dl, p < 0,01 ),
(HDL: CONV SCD vs. CONV HFD: 92,3 £ 3,6 vs. 108,7 = 7,5 mg/dl, p = 0,02). Die TC-
Plasmaspiegel waren in Tieren ohne Darmmikrobiom unter HFD hdher als in abiotischen
Tieren unter SCD (TC: AB SCD vs. AB HFD: 129,0 + 4,7 vs. 142,8 £ 5,4 mg/dl, p = 0,03).
Die Abwesenheit des Mikrobioms hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
Plasmaspiegel der Lipoproteine weder in SCD noch HFD gefutterten Tieren (TC: CONV
SCD vs. AB SCD: 117,0 £ 6,6 vs. 129,0 £ 4,7 mg/dl, p = 0,07; CONV HFD vs. AB HFD:
138,0 £ 7,2 vs. 142,8 £ 5,4 mg/dl, p = 0,66), (VLDL: CONV SCD vs. AB SCD: 7,2 + 2,3
vs. 8,3 £ 1,9 mg/dl, p = 0,86; CONV HFD vs. AB HFD: 10,7 £1,7 vs. 12,1 £ 1,9 mg/d|, p
=0,70), (LDL: CONV SCD vs. AB SCD: 20,2 + 3,6 vs. 26,5 £ 0,7 mg/dl, p = 0,07; CONV
HFD vs. AB HFD: 28,6 + 2,6 vs. 31,3 + 3,6 mg/dl, p = 0,57), (HDL: CONV SCD vs. AB
SCD: 92,3 £ 3,6 vs. 98,3 £ 6,8 mg/dl, p = 0,64; CONV HFD vs. AB HFD: 108,7 + 7,5 vs.
112,6 £ 9,0 mg/dl, p = 0,84). In den C57BL6 Mausen stellte HDL in konventionellen und
abiotischen Bedingungen den grof3ten prozentualen Anteil des Gesamtcholesterins dar
(Abb. 9). Der relative Anteil von HDL und LDL am Gesamtcholesterin wurde weder durch

Diat noch durch ein durch Antibiotika-Gabe eradiziertes Mikrobiom signifikant beeinflusst.
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Abbildung 6 TC, VLDL, LDL und HDL im Plasma von C57BL6 Mausen mit intaktem (CONV)

und eradiziertem Mikrobiom (AB) nach 6 Wochen Kontrolldiat (SCD) und Hochfettdiat (HFD).
n=4-5, *= p<0,05, **= p<0,01
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Abbildung 7 Prozentualer Anteil von HDL und LDL am TC von C57BL6 Mausen mit intaktem

(CONV) und eradiziertem Mikrobiom (AB) nach 6 Wochen Kontrolldiat (SCD) und Hochfettdiat
(HFD). n=4-5.
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3.1.2 Lipidprofil in konventionellen und sekundar abiotischen
hypercholesteramischen Mausen

Im nachsten Schritt untersuchten wir den potentiellen Einfluss des Mikrobioms auf
Lipoprotein-Spiegel von hypercholesteramischen ApoE-/- Mausen. Hierfir wurden
Lipoproteine in sekundar abiotischen und konventionellen ApoE-/- Mausen nach 6
Wochen SCD oder HFD bestimmt. Die Diat hatte weder in konventionellen noch
abiotischen Mausen einen signifikanten Einfluss auf das Gesamtcholesterin oder die
Lipoproteine (TC: CONV SCD vs. CONV HFD: 285,2 + 39,3 vs. 414,3 £ 83,2 mg/dl, p =
0,06; AB SCD vs. AB HFD: 618,8 + 83,9 vs. 625,1 £ 105,8 mg/dl, p = 0,99), (VLDL:
CONV SCD vs. CONV HFD: 133,8 £ 30,3 vs. 212,4 + 44,4 mg/dl, p = 0,10; AB SCD vs.
AB HFD 332,1 £ 55,8 vs. 338,9 + 74,8 mg/dl, p = 0,99), (LDL: CONV SCD vs. CONV
HFD: 122,1 + 12,0 vs. 166,9 £ 33,3 mg/dl, p = 0,08 ; AB SCD vs. AB HFD: 243,5 + 3,9
vs. 236,5 £ 41,2 mg/dl, p = 0,99), (HDL: CONV SCD vs. CONV HFD: 21,9 + 4,6 vs. 25,9
1+ 11,6 mg/dl, p = 0,85; AB SCD vs. AB HFD: 37,3 + 2,5 vs. 31,7 £ 10,5 mg/dl, p = 0,72).
SCD gefutterte abiotische Tiere hatten signifikant hdhere Cholesterin- und
Lipoproteinwerte als SCD gefltterte Mause mit intaktem Mikrobiom (TC: CONV SCD vs.
AB SCD: 285,2 + 39,3 vs. 618,8 £ 83,9 mg/dl, p < 0,01), (VLDL: CONV SCD vs. AB SCD:
133,8 £ 30,3 vs. 332,1 + 55,8 mg/dl, p < 0,01), (LDL: CONV SCD vs. AB SCD: 122,1 +
12,0 vs. 243,5 £ 3,9 mg/dl, p < 0,01), (HDL: CONV SCD vs. AB SCD: 21,9 +4,6 vs.
37,3 £ 2,5 mg/dl, p = 0,04). Unter HFD hatten abiotische Tiere hdhere Plasmaspiegel an
Gesamtcholesterin, VLDL und LDL als die konventionelle, HFD gefutterte Tiere (TC:
CONV HFD vs. AB HFD: 414,3 + 83,2 vs. 625,1 + 105,8 mg/dl, p < 0,01), VLDL: CONV
HFD vs. AB HFD: 212,4 + 44,4 vs. 338,9 £ 74,8 mg/d|, p < 0,01), (LDL: CONV HFD vs.
AB HFD: 166,9 + 33,3 vs. 236,5 + 41,2 mg/dl, p < 0,01). Nur HDL-Spiegel unterschieden
sich nicht zwischen HFD-gefltterten Tieren mit und ohne intaktem Mikrobiom (HDL:
CONV HFD vs. AB HFD: 25,9 + 11,6 vs. 31,7 £ 10,5 mg/dl, p = 0,65).

Der prozentuale Anteil von LDL und HDL am TC war in hypercholesteramischen Mausen
weder durch Diat noch durch ein durch Antibiotika-Gabe eradiziertes Mikrobiom
signifikant beeinflusst. In den ApoE-/- Mausen Uberwog der prozentuale Anteil von LDL
mit im Mittel zwischen 35-43% Anteil vom TC. Das HDL erreichte im Mittel maximal 8 %
Anteil vom TC (CONV SCD).
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Abbildung 8: TC, VLDL, LDL und HDL im Plasma von ApoE-/- Mausen mit intaktem (CONV) und
eradiziertem Mikrobiom (AB) nach 6 Wochen Kontrolldiat (SCD) und Hochfettdiat (HFD). n=4-7,
a= p<0,05, b= p<0,01, c= p<0,001; a-c vergleichen CONV SCD vs. AB
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Abbildung 9 Prozentualer Anteil von HDL und LDL an TC von ApoE-/- Mausen mit intaktem

(CONV) und eradiziertem Mikrobiom (AB) nach 6 Wochen Kontrolldiat (SCD) und Hochfettdiat
(HFD). n=4-7.

3.1.3 Zusammensetzung des Darmmikrobioms und Einfluss von Diat auf die
Darmmikrobiomkomposition

Mittels 16S rRNA Analyse wurde die Zusammensetzung des Darmmikrobioms auf Ebene
der hauptsachlich verkommenden bakteriellen Gruppen in fakalen Proben, die nach 6

Wochen Behandlung in konventionellen Wild Typ Mausen gesammelt wurden,
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untersucht. Die Angaben werden in Genekopien je yl DNA gemacht. Alle untersuchten
Gruppen Eubacteriaceae, Enterococcus genus, Lactobacillus, Clostridium coccoides,
Clostridium Cluster 1V, Bacteroides, Mouse intestinal Bacteroides, Bifidobacterium genus
und Enterobacteriaceae waren in den Proben nachweisbar. Ein signifikant geringeres
Vorkommen unter HFD zeigten die zum Phylum Firmicutes gehdrigen Eubacteriaceae
(SCD vs. HFD: 863000 £ 187547 vs. 434800 £ 257721 Kopien/ul DNA, p = 0,02) und
Clostridium Cluster IV (SCD vs. HFD: 18828 + 9507 vs. 6213 + 2657 Kopien/ul DNA, p =
0,04). Ebenfalls signifikant und um mehr als 50% vermindert nachweisbar in den HFD
gefutterten Mausen waren Mouse intestinal Bacteroides (SCD vs. HFD: 26600 + 5018
vs. 10516 £ 7255 Kopien/ul DNA, p < 0,01). Die weiteren untersuchten bakteriellen
Gruppen waren im Vorkommen nicht signifikant verandert. Enterococcus genus,
Lactobacillus, Clostridium coccoides, Bacteroides, Bifidobacterium genus und

Enterobacteriaceae waren nicht durch den Faktor Diat im Vorkommen beeinflusst.
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Abbildung 10 16S rRNA Analyse des Darmmikrobioms in C57BL/6 Mausen nach 6 Wochen
Standarddiat (SCD) und Hochfettdiat (HFD). n=3-5, *= p<0,05, **p<0,01
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Das Gesamtmikrobiom zeigte keine signifikante Veranderung in der Zusammensetzung
(Abbildung 11). Firmicutes stellten die relative Mehrheit des Darmmikrobioms sowohl
unter SCD als auch unter HFD dar (SCD vs. HFD: 95,9 + 3,7 vs. 97,5 + 3,4 % des
relativen Vorkommens). Bacteroidetes stellten das zweithaufigste Phylum mit h6chstens
4% Anteil am untersuchten Mikrobiom dar (SCD vs. HFD: 4,1 £ 3,7 vs. 2,4 + 3,1 % des
relativen Vorkommens). Das Verhaltnis Firmicutes : Bacteroidetes war durch die Diat
beeinflusst: SCD vs. HFD: 23:1 vs. 41:1.

SCD HFD
O Firmicutes
[ Bacteroidetes
1 Proteobacteria

Abbildung 11 Prozentualer Anteil der Phyla im Darmmikrobiom in C57BL/6 Mausen nach 6
Wochen Standarddiat (SCD) und Hochfettdiat (HFD).

3.1.4 Einfluss des Darmmikrobioms auf Leber

Die Analyse der Lebergewichte ergab keinen Einfluss des Mikrobiomstatus auf die
Absolutwerte der Lebergewichte (CONV SCD vs. AB SCD: 1,11 £ 0,19 vs. 1,08 + 0,06 g,
p =0,98) (CONV HFD vs. ABHFD: 1,2 + 0,29 vs. 1,05 £ 0,14 g, p = 0,32). Das Verhaltnis
von Leber- zu Koérpergewicht war hingegen ohne Darmmikrobiom reduziert gegentber
der Kontrollgruppe sowohl unter SCD als auch unter HFD (CONV SCD vs. AB SCD:
0,049 + 0,005 vs. 0,044 + 0,002 g/g, p = 0,02) (CONV HFD vs. AB HFD: 0,046 + 0,002
vs. 0,040 £ 0,001 g/g, p = 0,02).
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Abbildung 12 Absolute Lebergewichte (links) und Ratio von g Leber/g Kdrpergewicht (rechts)
von konventionellen und sekundar abiotischen Mausen unter Kontrolldiat (SCD) und
Hochfettdiat (HFD). n=5-10, a vergleicht CONV vs. AB =p<0,05
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3.1.5 Einfluss des Darmmikrobioms auf das Korpergewicht in
hypercholesteramischen Mausen

HFD fuhrte nach insgesamt 6 Wochen in konventionellen ApoE-/- Tieren zu einer
signifikanten Zunahme des Korpergewichtes gegenuber den SCD gefutterten Tieren
(CONV SCD vs. CONV HFD: 103,6 + 2,8 vs. 115,9 + 6,8 % von Ausgangsgewicht, n =
6-7, p = 0,02). Die sekundar abiotischen Tieren nahmen unter sechswochiger HFD
verglichen zur SCD gefltterten Gruppe nicht signifikant zu (ABX SCD vs. ABX HFD:
100,7 £ 4,5 vs. 101,6 = 3,9 % von Ausgangsgewicht, n = 4-7, p = 0,98). Der Vergleich
der uber 6 Wochen mit HFD behandelten Tieren mit und ohne Darmmikrobiom zeigte
eine signifikant geringere Gewichtszunahme der Tiere unter Abwesenheit des
Darmmikrobioms (CONV HFD vs. ABX HFD: 1159 + 6,8 vs. 101,6 + 3,9 % von
Ausgangsgewicht, n = 6-7, p < 0,01). Das Kdrpergewicht war in Mausen mit und ohne
Mikrobiom nach 6 Wochen SCD nicht unterschiedlich (CONV SCD vs. ABX SCD: 103,6
+2,8vs.100,7 £ 4,5 % von Ausgangsgewicht, n =4-7, p = 0,67).
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Abbildung 13 Gewichtsverlauf von ApoE-/- Mausen mit (CONV) oder durch Antibiotika
eradiziertem Darmmikrobiom (ABX) nach 6 Wochen Behandlung mit Kontrolldiat (SCD) oder
Hochfettdiat (HFD).

3.1.6 Einfluss des Darmmikrobioms auf den Glukosespiegel
Das Darmmikrobiom reguliert einen Teil der wirtsphysiologischen Glukose-Homoostase.
Durch Bestimmung der Plasma-Glukose untersuchten wir den Einfluss des

Darmmikrobioms mit intaktem und depletiertem Mikrobiom auf den Blutzuckerspiegel von
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Mausen unter SCD und HFD. HFD allein zeigte keine signifikante Auswirkung auf den
Plasma-Glukosespiegel, weder im konventionellen noch im abiotischen Setting (CONV
SCD vs. CONV HFD: 13,4 + 1,6 vs. 12,7 £ 1,2 mmol/l, n =5, p = 0,90; AB SCD vs. AB
HFD: 9,6 £ 2,8 vs. 11,2 £ 1,8mmol/l, n = 4-5, p = 0,60). Ein signifikanter Unterschied
zeigte sich zwischen den Mausen mit intaktem und eradiziertem Mikrobiom unter SCD
(CONV SCD vs. AB SCD: 13,4 £+ 1,6 vs. 9,6 £ 2,8 mmol/l, n =4-5, p=0,03).
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Abbildung 14 Glukose im Plasma von C57BI6 Mausen mit intaktem (CONV) und eradiziertem
Mikrobiom (AB) am Ende der Behandlung mit 6 Wochen Kontrolldiat (SCD) oder Hochfettdiat
(HFD). a= p<0,05; a vergleicht CONV SCD vs. AB SCD.

3.2 Moglicher Einfluss des Darmmikrobioms auf die cholesterinsenkende
Wirkung von Statinen

3.2.1 Einfluss von Atorvastatin auf die Zusammensetzung des Darmmikrobioms

Wir untersuchten den Einfluss der Therapie mit Atorvastatin auf die Zusammensetzung
des Darmmikrobioms auf Ebene der Bakterienfamilien und -gruppen. Es zeigte sich ein
signifikant héheres Vorkommen von Clostridium coccoides in Mausen, die zusatzlich zur
HFD per os mit Atorvastatin behandelt wurden (HFD vs. HFD+Ator: 28912 + 35406 vs.
83120 + 22395 Kopien/pl DNA, n = 5, p = 0,02). Daruber hinaus war Bifidobacterium
genus in Tieren mit HFD und Atorvastatin-Behandlung nicht und somit signifikant weniger
exprimiert als in Tieren unter HFD allein (HFD vs. HFD+Ator: 2864 + 2694 vs. 0 £ 0
Kopien/pl DNA, n = 5, p = 0,03). Mause mit SCD hatten ebenfalls signifikant weniger
Bifidobacterium genus im Darmmikrobiom als Tiere unter HFD (SCD vs. HFD: 0,32 + 0,68
vs. 2864 + 2694 Kopien/pl DNA, n =5, p = 0,03). Auf Ebene der Phyla zeigte sich eine
Zunahme der Ratio Firmicutes : Bacteroidetes unter HFD (SCD vs. HFD: 3 : 1vs. 19:1).
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Unter der Therapie mit Atorvastatin war das Verhaltnis Firmicutes : Bacteroidetes
verringert gegenuber der HFD allein (HFD vs. HFD+Ator: 19: 1 vs. 9: 1).
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Abbildung 15 16S rRNA Analyse des Darmmikrobioms nach 6 Wochen Standarddiat (SCD),
Hochfettdiat (HFD) und HFD mit Atorvastatin (Ator) behandelten Mausen. n=3-5, *= p<0,05
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Abbildung 16 16S rRNA Analyse des Darmmikrobioms auf Phylum-Ebene nach 6 Wochen
Standarddiat (SCD), Hochfettdiat (HFD) und HFD mit Atorvastatin (Ator) behandelten Mausen..
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Abbildung 17 Zusammensetzung des Darmmikrobioms auf Phylum-Ebene. Links: Firmicutes:
EubV3 = Eubacteriaceae, Encocc = Enterococcus genus, Lacto = Lactobacillus Gruppe, Coer =
Clostridium coccoides, sgClep = Clostridium Cluster |IV. ## vergleichen EubV3, p<0,001. *
vergleicht Lacto,*= p<0,05, ***=p<0,001, Rechts: Bacteroidetes: MIB = Mouse Intestinal
Bacteroides, Bac = Bacteroides/Prevotella spp. * vergleichen MIB, **=p<0,01, ***=p<0,001

3.2.2 Einfluss des Darmmikrobioms auf die cholesterinsenkende Wirkung von
Atorvastatin

Das Mikrobiom moduliert die Gesundheit des Wirtes unter anderem durch die
Verstoffwechselung von Medikamenten. Um eine potentielle Rolle des Darmmikrobioms
fur die LDL-Cholesterin senkende Wirkung von Atorvastatin zu untersuchen, bestimmten
wir das Plasma-LDL in konventionellen und abiotischen Tieren unter
Atorvastatintherapie. HFD steigerte das Plasma-LDL gegenuber den SCD gefutterten
Tieren signifikant, sowohl in den konventionellen als auch in den antibiotisch behandelten
Tieren (CONV SCD vs. CONV HFD: 22,01 £ 4,65 vs. 60,87 + 16,00 mg/dl, p < 0,01) (AB
SCD vs. AB HFD: 29,22 + 11,80 mg/dl vs. 50,21 + 9,94 mg/dl, p = 0,03). Atorvastatin
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reduzierte den Plasma-LDL-Spiegel signifikant in der HFD-Gruppe der konventionellen
Tiere (CONV HFD vs. CONV HFD+Ator : 60,87 £+ 16,00 vs. 30,36 + 8,07 mg/dl, p < 0,01).
In den Mikrobiom-depledierten Tieren zeigte Atorvastatin keinen signifikanten Einfluss
auf das LDL (AB HFD vs. AB HFD+Ator: 50,21 + 9,94 vs. 46,36 + 7,62 mg/dl, p = 0,99).
Der Vergleich zwischen Mikrobiom-depletierten und konventionellen Tieren erbrachte nur
in den Atorvastatin behandelten Tieren einen signifikanten Unterschied (CONV
HFD+Ator vs. AB HFD+Ator: 30,36 £ 8,07 vs. 46,36 + 7,62 mg/dl, p = 0,01).
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Abbildung 18 LDL-Cholesterin im Plasma von C57BI6-Mausen mit intaktem (CONV) und
eradiziertem Mikrobiom (AB) nach 6 Wochen Behandlung mit Kontrolldiat (SCD), Hochfettdiat
(HFD) oder HFD und Atorvastatin (HFD+A). n=5, */a=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001; a
vergleicht CONV HFD+Ator vs. AB HFD+Ator.

3.2.3 Potentielle Mechanismen des Darmmikrobiom-abhangigen Einflusses auf
die cholesterinsenkende Wirkung von Statinen

In konventionellen Tieren war die Sterol Regulatory Element-Binding Protein 2 (SREBP2)
Proteinexpression in der Leber weder unter HFD noch unter zusatzlicher oraler
Atorvastatingabe gegenuber der Kontrollgruppe reguliert (CONV SCD vs. CONV HFD:
100,0 £ 56,1 vs. 169,8 + 97,6 % relative Proteinexpression, p = 0,60) (CONV HFD vs.
CONV HFD+Ator: 169,8 £ 97,6 vs. 213,7 + 48,0 % relative Proteinexpression, p = 0,90).
Das Vorhandensein des Darmmikrobioms hatte keinen regulatorischen Effekt auf die
SREBP2 Proteinexpression (CONV SCD vs. AB SCD: 100,0 + 56,09 vs. 64,14 + 21,7, p
= 0,9). Die Expression von Low Density Lipoprotein Rezeptor (LDLR), einem Rezeptor
der fur die Aufnahme des LDL aus dem Blut nach intrazellular verantwortlich ist, war in

Mikrobiom-depletierten, HFD gefltterten Tieren signifikant reduziert, wenn Atorvastatin
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appliziert wurde (AB HFD vs. AB HFD+Ator: 178,9 + 49,6 vs. 71,2 + 20,5 % relative
Proteinexpression, p = 0,03). Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
konventionellen und abiotischen Tieren in der LDLR Proteinexpression (CONV SCD vs.
AB SCD: 100,0 + 43,5 vs. 109,0 £ 54,1 % relative Proteinexpression, p = 0,99).
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Abbildung 19 Proteinexpression von SREBP2 und LDLR in der Leber von Wildtyp-Mausen unter
Kontrolldiat (SCD), Hochfettdiat (HFD) oder Hochfettdiat und taglicher Atorvastatin-Gabe
(HFD+A). Exemplarische Western Blots.

3.2.3.1 Einfluss von Atorvastatin auf das Lebergewicht in konventionellen und
sekundar abiotischen Mausen

Abiotische Tiere zeigten ein niedrigeres Lebergewicht/Korpergewicht- Verhaltnis
gegenuber den konventionellen Tieren (CONV SCD vs. AB SCD: 0,049 £ 0,005 vs. 0,044
1 0,002 g Leber/g Kdrpergewicht, p = 0,02), (CONV HFD vs. AB HFD: 0,046 + 0,002 vs.
0,040 £ 0,0006 g Leber/g Korpergewicht, p <0,01), (CONV HFD+Ator vs. AB HFD+Ator:
0,047 £ 0,005 vs. 0,038 + 0,0009 g Leber/g Kérpergewicht, p = 0,01). Die Therapie mit
Atorvastatin  hatte in  konventionellen Tieren keinen Einfluss auf die
Lebergewicht/Korpergewicht-Ratio. In abiotischen Tieren fuhrte die Behandlung mit
Atorvastatin zu einem erniedrigten Lebergewicht/Korpergewicht Verhaltnis (AB SCD vs.
AB HFD+Ator: 0,044 £ 0,002 vs. 0,038 £ 0,0009 g Leber/g Kérpergewicht, p < 0,01; AB
HFD vs. AB HFD+Ator: 0,040 £ 0,0006 vs. 0,038 + 0,0009 g Leber/g Kérpergewicht, p
< 0,01). HFD allein fuhrte in den abiotischen Tieren zu einem niedrigeren
Lebergewicht/Korpergewicht Verhaltnis verglichen zur SCD (AB SCD vs. AB HFD: 0,044
+ 0,002 vs. 0,040 £ 0,0006 g Leber/g Kérpergewicht, p < 0,01).
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Abbildung 20 Ratio g Leber/g Kdrpergewicht. Lebermasse von konventionellen und sekundar
abiotischen Mausen unter Kontrolldiat (SCD), Hochfettdiat (HFD) oder Hochfettdiat und taglicher
Atorvaststatin-Gabe (HFD+A).

3.2.3.2 Einfluss von Atorvastatin auf das Korpergewicht in konventionellen und
sekundar abiotischen Mausen

In konventionellen und abiotischen Mausen flhrte die HFD zu einer signifikanten
Zunahme des Korpergewichtes gegenuber den Tieren, die eine SCD erhalten haben
(CONV SCD vs. CONV HFD: 100,3 + 1,2 vs. 116,1,9 £ 4,7 % vom Ausgangsgewicht, n
=5,p<0,01; AB SCD vs. AB HFD: 96,7 + 2,5 vs. 104,1 £ 11,5 % vom Ausgangsgewicht,
n =5, p =0,02). Unter Atorvastatinbehandlung waren weder Tiere mit intaktem noch mit
Antibiotika eradiziertem Mikrobiom verandert im Gewichtsverhalten gegenlber Tieren mit
HFD allein (CONV HFD vs. CONV HFD+Ator: 116,1,9 + 4,7 vs. 112,8 £ 5,2 % vom
Ausgangsgewicht, n = 5, p = 0,62), (AB HFD vs. AB HFD+Ator: 104,7 £ 5,3 vs. 105,2 +
2,4 % vom Ausgangsgewicht, n =5, p = 0,81).
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Abbildung 21 Gewichtsverlauf von C57BL6 Mausen nach 6 Wochen Behandlung mit Kontrolldiat
(SCD), Hochfettdiat (HFD) und HFD und Atorvastatin. d=Tag nach Experimentbeginn. *= p<0,05;
***=p <0,001; ns=nicht signifikant

3.3 Einfluss des Propionats auf den Cholesterinstoffwechsel

3.3.1 Lipidprofil in konventionellen und abiotischen hyperlipidamischen Mausen
unter oraler Propionatgabe

Wir interessierten uns fur einen potentiellen Einfluss einer taglichen Propionat-
Behandlung per os in Tieren mit und ohne intaktem Mikrobiom auf das Plasma-LDL sowie
weiterer Spiegel von Lipoproteinen und des Gesamtcholesterins. Die Daten wurden
mittels Hochleistungsfllssigkeitschromatographie in abiotischen und konventionellen
ApoE-/- Mausen nach 6 Wochen SCD oder HFD mit und ohne Propionatgabe bestimmt.
In Tieren mit intaktem Mikrobiom wurden wunter HFD signifikant erhohte
Gesamtcholesterin-, VLDL- und LDL-Spiegel erhoben (TC: CONV SCD vs. CONV HFD:
285,2 + 39,28 vs. 414,3 + 83,18 mg/dl, p < 0,01) (VLDL: CONV SCD vs. CONV HFD:
133,8 £ 30,29 vs. 212,4 + 44,4 mg/dl, p = 0,01) (LDL: CONV SCD vs. CONV HFD: 122,1
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+ 11,99 vs. 166,9 + 33,29 mg/d|, p = 0,04). Unter zusatzlicher oraler Zufuhr von Propionat
waren TC- und LDL-Spiegel in diesen konventionellen Mausen unter HFD signifikant
niedriger (TC: CONV HFD vs. CONV HFD+P: 414,3 + 83,18 vs. 305,2 £ 70,22 mg/dIl, n =
5-8, p = 0,02 ) (LDL: CONV HFD vs. CONV HFD+P: 166,9 + 33,29 vs. 113,3 + 34,08
mg/dl, n = 5-8, p = 0,01). Weder die Diat noch die Propionatgabe hatten einen Einfluss
auf den HDL-Spiegel konventioneller Mause (HDL: CONV SCD vs. CONV HFD: 21,93 +
4,6 vs. 25,9+ 11,6 mg/dl, n =5-7, p = 0,67; CONV HFD vs. CONV HFD+P: 25,9 + 11,6
vs. 21,4 £ 7,4 mg/dl, n = 5-8, p = 0,59). In abiotischen Tieren ohne Mikrobiom war unter
HFD und Propionatzufuhr kein Unterschied in den Lipoproteinspiegeln nachweisbar (TC:
CONV HFD vs. CONV HFD+P: 625,1 £ 105,8 vs. 542,6 + 140,8 mg/dl, n =7, p = 0,41)
(VLDL: CONV HFD vs. CONV HFD+P: 338,9 + 74,8 vs. 268,6 + 66,3 mg/dl, n =7, p =
0,16) (LDL: CONV HFD vs. CONV HFD+P: 236,5 £ 41,2 vs. 230,8 £ 75,1 mg/dl, n =7, p
=0,27) (HDL: CONV HFD vs. CONV HFD+P: 31,7 £+ 10,5vs. 27,9+ 7,6 mg/dl,n=7,p =
0,69).
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Abbildung 22 Gesamtcholesterin, VLDL, LDL und HDL im Plasma von ApoE-/- Mausen mit
intaktem Mikrobiom nach 6 Wochen Standarddiat (SCD), Hochfettdiat (HFD) und HFD mit
Propionatgabe per os (+P). n=5-8, *= p<0,05, **= p<0,01.
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Abbildung 23 Gesamtcholesterin, VLDL, LDL und HDL im Plasma von ApoE-/- Mausen mit
eradiziertem Mikrobiom nach 6 Wochen Standarddiat (SCD), Hochfettdiat (HFD) und HFD mit
Propionatgabe per os (+P). n=4-7

3.3.2 Veranderung des Darmmikrobioms unter oraler Propionatzufuhr

Als moéglichen Modulator fur die beobachteten Veranderungen der Cholesterinspiegel
interessierten wir uns fur den moglichen Einfluss der oralen Zufuhr von Propionat auf die
Zusammensetzung des Darmmikrobioms auf Ebene der Bakterienfamilien und -gruppen.
Es zeigte sich ein signifikant geringeres Vorkommen von Eubacteriaceae in Mausen, die
zusatzlich zur HFD per os mit Propionat behandelt wurden (CONV HFD vs. CONV
HFD+P: 434800 + 257721 vs. 111500 £ 43402 Kopien/ul DNA, n =5, p =0,04). Weiterhin
war Lactobacillus group in HFD gefutterten Tieren unter Propionatgabe signifikant
reduziert prasent im Darmmikrobiom (CONV HFD vs. CONV HFD+P: 227820 + 172750
vs. 30440 £ 9823 Kopien/ul DNA, n = 5, p = 0,04). Auf Ebene der Phyla zeigte sich eine
relative Zunahme der Ratio Firmicutes : Bacteroidetes unter Propionatzufuhr (HFD vs.
HFD+P: 41 :1vs. 58 : 1).
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Abbildung 24 16S rRNA Analyse des Darmmikrobioms nach 6 Wochen Standarddiat (SCD),

Hochfettdiat (HFD) und HFD mit Propionsaure (PA) behandelten Mausen. n=3-

= p<0,05
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Abbildung 25 Relativer Anteil der Phyla in %.

[ Firmicutes
[ Bacteroidetes
[ Proteobacteria

Zu Firmicutes zéhlen Eubacteriaceae,

Enterococcus genus, Lactobacillus, Clostridium coccoides und Clostridium Cluster IV. Zu
Bacteroidetes zahlen Bacteroides und Proteobakterien werden durch Enterobacteriaceae

reprasentiert.
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Abbildung 26 Zusammensetzung des Darmmikrobioms. 7a: Firmicutes: EubV3
Eubacteriaceae, Encocc = Enterococcus genus, Lacto = Lactobacillus Gruppe, Coer
Clostridium coccoides, sgClep = Clostridium Cluster IV. # vergleicht EubV3, p<0,0001.
vergleicht Lacto, p<0,01. 7b: Bacteroidetes: MIB = Mouse Intestinal Bacteroides, Bac
Bacteroides/Prevotella spp. * vergleichen MIB, *p<0,05, ** p<0,01.
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3.3.3 Potentielle Molekularmechanismen der Propionat-assoziierten Regulation
des hepatischen Cholesterinmetabolismus

3.3.3.1 Regulation der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase-
Aktivitat

Zur Untersuchung eines moglichen direkten Effektes von Propionat auf das hepatische
Schlusselenzym der Cholesterol-de-novo-Synthese HMGCR wurde ein Aktivitatsassay
verwendet. Hier zeigte die Hinzugabe von Propionat in keiner Konzentration einen
signifikanten Einfluss auf die HMGCR-Aktivitat gegentber der Kontrollgruppe (Propionat
10uM vs. Enzyme Control: 0,18 + 0,04 vs. 0,18 + 0,01 Units/mg Protein, n = 4, p = 0,97),
(Propionat 100uM vs. Enzyme Control: 0,19 + 0,04 vs. 0,18 + 0,01 Units/mg Protein, n =
4, p =0,85), (Propionat 1000uM vs. Enzyme Control: 0,20 + 0,04 vs. 0,18 £ 0,01 Units/mg
Protein, n = 4, p = 0,57). Entsprechend stellte sich die Inhibition der HMGCR-Aktivitat
nicht signifikant verandert unter Propionatgabe gegenuber der Kontrolle dar. Das
Hinzuflgen von Atorvastatin als Positivkontrolle senkte die Aktivitat des Enzyms
signifikant auf 0 — 0,2 Unit/mg Protein (Atorvastatin 1uM vs. Enzyme Control: 0,01 £ 0,01
vs. 0,18 £ 0,01 Units/mg Protein, n =4, p <0,01), (Atorvastatin 10uM vs. Enzyme Control:
< 0,0 £ 0,02 vs. 0,18 = 0,01 Units/mg Protein, n = 4, p < 0,01). Umgerechnet zeigte
Atorvastatin eine 100%ige Inhibition der HMGCR gegenuber der Kontroligruppe
(Atorvastatin 1uM vs. Enzyme Control: 84,83 £ 8,96 vs. 0 Prozent Inhibition, n =4, p <
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0,01), (Atorvastatin 10uM vs. Enzyme Control: 96,23 + 0,57 vs. 0 + 0,0 Prozent Inhibition,
n=4,p<0,01).
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Abbildung 27 Direkter Einfluss von Propionat und Atorvastatin auf die Enzymaktivitat von
HMGCR. Darstellung als Aktivitat und Inhibition.

3.3.3.2 Regulation von HMGCR und HMGCS1 durch Propionat in vivo
Im Lebergewebe wurde die Proteinexpression von HMGCR und HMGCS1 mittels
Western Blot bestimmt. Es konnte kein Unterschied in der semiquantitativen

Proteinexpression unter HFD oder unter oraler Propionat-Zufuhr nachgewiesen werden.
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Abbildung 28 Proteinexpression von HMGCR und HMGCSH1 in der Leber von ApoE-/- Mausen
unter Kontrolldiat (SCD), Hochfettdiat (HFD) und Hochfettdiat und taglicher Propionat-Gavage
(HFD+P). Links: Exemplarischer Western Blot. Rechts: Kein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen der regulierenden Enzyme.

65



3.3.3.3 In-vitro Regulation von HMGCR und HMGCS1 durch Propionat

Durch Zugabe von Propionat ins Zellmedium zur hepatischen, HMGCR- und HMGCS1
exprimierenden Zelllinie HepG2 wurde ein potentieller direkter Einfluss auf die
Proteinexpression der Cholesterinmetabolismus regulierenden Enzyme HMGCR und
HMGCS1 untersucht. Hierfir wurde in Abhangigkeit der Zeit von 0 bis 24 Stunden eine
Konzentration von 0,5mM Calciumpropionat verwandt. Die semiquantitative Analyse
ergab keinen Hinweis auf signifikante Veranderungen und somit auf keine direkte,
regulierenden Rolle (n = 2).
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Abbildung 29 Proteinexpression von HMGCS1 und HMGCR in mit Calciumpropionat stimulierten
HepG2-Zellen Links: Western Blot. Rechts: Unter Propionat zeigt sich kein signifikanter Anstieg
der zellularen HMGCR und HMGCS1 -Expression gegeniber den Kontrollen.

3.3.3.4 Regulation der Acetyl-CoA-Acetyltransferase 2 durch Propionat

Die hepatische Proteinexpression der Acetyl-CoA-Acetyltransferase 2 (ACAT2) wurde
nicht signifikant durch HFD beeinflusst (SCD vs. HFD: 100,0 + 21,06 vs. 110,1 + 32,49
% relative Proteinexpression, n = 5, p = 0,58). In konventionellen Mausen, die mit HFD
und Propionat behandelt wurden, ergab die semiquantitative Analyse eine signifikant
hohere ACAT2-Expression als bei Tieren mit HFD ohne Propionatbehandlung (HFD vs.
HFD+P: 110,1 £ 32,49 vs. 483,6 + 255,1 % relative Proteinexpression, n =5, p = 0,01).
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Abbildung 30 Hepatische Proteinexpression von ACATZ2 in Wildtyp-Mausen unter Kontrolldiat
(SCD), Hochfettdiat (HFD) oder Hochfettdiat und taglicher Propionat-Gavage (HFD+PA). Links:
Exemplarische Western Blot Analysen. Rechts: Unter Propionat zeigt sich ein signifikanter
Anstieg der semiquantitativen hepatischen ACAT2-Expression gegenlber den Nicht-Propionat
behandelten Gruppen. Hochfettdiat hat keinen signifikanten Einfluss auf die ACAT2-Expression.

3.3.3.5 Einfluss von oraler Propionatzufuhr auf das Lebergewicht in
konventionellen und sekundar abiotischen Mausen

Die Diat und die Zufuhr von Propionat hatten in konventionellen Tieren keinen Einfluss
auf die Ratio von Lebergewicht zu Korpergewicht. In abiotischen und mit HFD gefltterten
Mausen fuhrte die orale Propionatgabe zu einem erhohten Verhaltnis von Leber- zu
Korpergewicht (AB HFD vs. AB HFD+P: 0,033 + 0,002 vs. 0,038 + 0,002 g Leber/g
Kdrpergewicht, n = 4-5, p = 0,02).
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Abbildung 31 Ratio g Leber/g Kérpergewicht. Lebermasse von konventionellen und sekundar
abiotischen Mausen unter Kontrolldiat (SCD), Hochfettdiat (HFD) oder Hochfettdiat und taglicher
Propionat-Gabe (HFD+P). * = p<0,05
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3.3.4 Einfluss immunregulatorischer Mechanismen von Propionat auf den
Cholesterinstoffwechsel

Es verdichtet sich die Evidenz, dass das Propionat einen modulatorischen Effekt auf die
intestinale T-Zell-immunantwort ausubt [55]. Wir haben die Beobachtung gemacht, dass
eine HFD eine Verminderung der Anzahl von Tregs im Darm hervorruft [56], wogegen
die Behandlung mit Propionat die Treg-Population wieder anhebt. Damit einhergehend
beobachteten wir einen Anstieg des IL10 im Darm, was insbesondere von Tregs
freigesetzt wird. Im Rahmen dieser Arbeit interessierten wir uns, ob nach einer
Propionatbehandlung ebenfalls die hepatische Expression von IL10 verandert wird. Die
IL10 Expression in der Leber wurde weder durch eine HFD noch durch die
Propionatzugabe signifikant verandert (CONV SCD vs. CONV HFD: 100,0 + 78,0 vs.
154,2 £ 97,8 % relative Proteinexpression, n =5, p = 0,36; CONV HFD vs. CONV HFD+P:
154,2 + 97,8 vs. 171,7 £ 129,3 % relative Proteinexpression, n = 5, p = 0,82). Es gab
keinen Unterschied zwischen konventionellen und abiotischen Tieren (CONV SCD vs.
AB SCD: 100,0 + 78,0 vs. 64,9 + 51,0 % relative Proteinexpression, n = 4-5, p = 0,47;
CONV HFD vs. AB HFD: 154,2 + 97,8 vs. 128,2 + 61,1 % relative Proteinexpression, n =
5, p =0,63; CONV HFD+P vs. AB HFD+P: 171,7 + 129,3 vs. 164,1 + 132,0 % relative
Proteinexpression, n =5, p = 0,93).
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Abbildung 32 Hepatische [IL10 Proteinexpression in Mausen mit und ohne
Antibiotikabehandlung und nach 6 Wochen Kontrolldidt (SCD), Hochfettdiat (HFD) und
Hochfettdiat+Propionat (HFD+P). IL10-Proteinexpression war nicht signifikant verandert. n = 4-
5.

Eine mogliche Regulation der Proteinexpression der in der Cholesterin-de-novo-
Synthese beteiligten Enzyme HMGCR und HMGCS1 durch IL10 wurde in vitro an HEP2

68



Zellen untersucht. HEPG2 Zellen wurden Uber 24 Stunden mit unterschiedlichen
Konzentrationen von IL10 inkubiert. Die folgende semiquantitative Analyse der
Proteinexpression ergab jedoch keine signifikante Anderung der Proteinexpression,

verglichen zum Zeitpunkt O.
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Abbildung 33 Proteinexpression von HMGCR und HMGCS1 in HEPG2-Zellen nach 24h
Inkubation mit IL10 in verschiedenen Konzentrationen. Links: Exemplarischer Western Blot, 20ug
Protein. Rechts: Semiquantitative Analyse der Proteinexpression von HMGCR und HMGCS1, n
=4,

3.3.5 Auswirkung von Propionat auf das Korpergewicht

Um eine Aussage Uber mogliche weitere kardiometabolische Effekte der oralen
Propionatapplikation zu treffen bestimmten wir das Korpergewicht in konventionellen und
sekundar abiotischen Tieren unter SCD, HFD und HFD und zusatzlicher Propionatgabe.
Dabei wurde beobachtet, dass das Propionat in konventionell gezlichteten C57BL6
Mausen nach 6 Wochen eine HFD induzierte Gewichtszunahme verhinderte (CONV HFD
vs. CONV HFD+P: 111,9 £ 10,1 vs. 104,9 £ 3,8 % des Ausgangskorpergewichtes, n = 5,
p = 0,03). Bei den entsprechenden Gruppen mit eradiziertem Mikrobiom gab es keinen
signifikanten Einfluss von Propionat (AB HFD vs. AB HFD+P: 102,0 £ 1,5 vs. 99,15+ 5,0
% des Ausgangskorpergewichtes, n = 5, p = 0,20).
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Abbildung 34 Gewichtsverlauf von C57BL6 Mausen nach 6 Wochen Behandlung mit Kontrolldiat
(SCD), Hochfettdiat (HFD) und HFD und Propionat (HFD+P). n = 5. d = Tag nach
Experimentbeginn. *= p<0,05; **= p<0,01; ns=nicht signifikant.

4. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle des Darmmikrobioms fur den
Cholesterinstoffwechsel zu verdeutlichen. Die Metaboliten, die durch das
Darmmikrobiom generiert werden sind wichtiger Bestandteil der Wirtphysiologie und -
metabolismus [30]. Dazu gehdren SCFA, die im Darm durch das Mikrobiom aus
komplexen Kohlenhydraten generiert werden. Fur SCFA sind gesundheitsfordernde
Eigenschaften wie die Senkung von Blutdruck und die Modulation von inflammatorischen
Prozessen beschrieben. Menschen mit metabolischen und entziindlichen Erkrankungen
haben weniger SCFA-produzierende Bakterien im Darm [57]. Zudem wurde in
epidemiologische Studien ein praventiver Effekt von ballaststoffreicher Ernahrung fur
Dyslipidamien und die Entwicklung von Atherosklerose nachgewiesen. Ballaststoffe
werden als Ausgangsprodukt durch das Darmmikrobiom zu SCFA fermentiert. Dies hat
sogar Einzug in die europaischen Versorgungsleitlinien mit einer Grad B Empfehlung fur
eine ballaststoffreiche Ernahrung gehalten [58]. Wir konnten mit dieser Arbeit einen
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regulatorischen Einfluss der kurzkettigen Fettsaure Propionat auf die Cholesterin-

Homoostase im Mausmodell nachweisen.

SCFA haben atheroprotektive Eigenschaften. In einer experimentellen Arbeit mit
hyperlipidamischen und synthetisch kolonisierten Apo-E KO Mausen untersuchten
Kasahar et al. den Einfluss des Butyrat-produzierenden Bakterien-Genus Roseburia auf
die Entwicklung atherosklerotischer Plaques [59]. Tiere die zusatzlich mit Roseburia
kolonisiert waren hatten einen hdheren Anteil von Butyrat im Zakum und exprimierten
durchschnittlich 30% kleinere Atheroskleroseareale im Vergleich zu der Kontrollgruppe.
Dieser Effekt war hier unabhangig von den Cholesterin-Plasmawerten. Bartolomaeus et
al. zeigten vasoprotektive Effekte im Mausmodell der Angiotensin Il induzierten
hypertensiven kardiovaskularen Schadigung von oral appliziertem Propionat. Eine
weitere vasoprotektive Auswirkung von Propionat wurde in Mausen durch
Blutdrucksenkung beschrieben [42]. Pluznick et al. applizierten in Wildtyp-Mausen
intravenoses Propionat, welches eine akute blutdrucksenkende Antwort hervorrief, die
zudem dosisabhangig war [60]. Endotheliale G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die
Propionat als Ligand bindet, vermitteln Uber eine Dilatation der Gefale die
blutdrucksenkende Wirkung. In diesen genannten Studien wurden die kardioprotektiven
Effekte unabhangig vom Lipidmetabolismus aufgezeigt, wahrend sich diese Arbeit auf die

lipidmodellierenden Eigenschaften der Wirkung von Propionat konzentriert.

Wir konnten mit dieser Arbeit einen cholesterinsenkenden Effekt von oral appliziertem
Propionat in hyperlipidamischen, mit HFD gefltterten und intaktem Darmmikrobiom
besiedelten Mausen nachweisen. Unter der oralen Propionatzufuhr waren TC- und LDL-
Spiegel signifikant reduziert gegeniber den HFD allein behandelten Tieren und
vergleichbar mit dem Level der SCD gefutterten Tiere. Somit war die diatinduzierte
Hypercholesterinamie durch die Gabe von Propionat reversibel. Diesen protektiven Effekt
konnten wir in Mausen ohne intaktem Mikrobiom nicht replizieren. Somit Iasst sich
anhand der erhobenen LDL Daten vermuten, dass Propionat nicht direkt in den
Wirtsmetabolismus interveniert, sondern moglicherweise Uber Veranderungen des
Darmmikrobioms und seiner Metaboliten protektiv auf die Entwicklung der
Hypercholesterinamie wirkt. Hierfur untersuchten wir die Zusammensetzung des
Darmmikrobioms in den mit Propionat behandelten Mausen tber 16S rRNA Analysen der

Fazes. Unter oraler Propionatzufuhr sahen wir auf Phylum-Ebene eine relative Zunahme
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der Ratio zwischen Firmicutes : Bacteroidetes. Dabei waren Eubacteriaceae und
Lactobacillus group als Mitglieder des Firmicutes-Phylums unter Propionattherapie
signifikant reduziert im relativen Vorkommen. Interessanterweise sind fur Lactobacillus
cholesterinsenkende Eigenschaften beschrieben Uber die metabolische Aktivitat der
intestinalen Mikroflora. Aul3erdem gehdren einige Spezies des Lactobacillus Genus wie
L. gasseri oder L. acidophilus zu Bildnern von der SCFA Propionat. Uber die mdgliche
Bedeutung von Eubacteriaecae fur den Cholesterinstoffwechsel und kardiometabolische
Erkrankungen ist bisher nichts in der Literatur beschrieben. Weitere flr
Propionatproduktion bekannte Bakterien wie Bacteroides spp. waren nicht signifikant
verandert. Bisherige Studien zeigten einen inhibitorischen Einfluss von Propionat auf das
Wachstum zellularer Pathogene wie gram-positiver oder gram-negativer Bakterien und
Pilze. Es bedarf weiterfihrende Analysen des Mikrobioms, sowohl in anderen
Darmabschnitten als auch in humanen Proben und weitere funktionelle Untersuchungen
um den moglichen Einfluss der Zusammensetzung des Darmmikrobioms auf den

Cholesterinstoffwechsel zu bestimmen.

In einer kurzlich publizierten Arbeit zeigte unsere Arbeitsgruppe, dass nicht nur die
Cholesterinwerte erniedrigt waren, sondern damit einhergehend auch das Ausmal} der
atherosklerotischen Plaques auf Hohe der Aortenwurzel [56]. Diese praklinischen
Beobachtungen der cholesterinsenkenden Eigenschaften von Propionat konnten in einer
uber diese Beobachtungen entwickelten klinischen Studie repliziert werden. Hierfir
wurde eine randomisierte, doppelblinde und Placebo-kontrollierte Humanstudie mit 62
Proband:innen mit erhdhtem Baseline LDL durchgefiihrt. Die Proband:innen erhielten
taglich 1000mg Propionat per os Uber insgesamt 8 Wochen. Hierbei zeigten sich am
Ende der 8 Wochen signifikant reduzierte TC- und LDL-Plasmalevel. Veranderungen im
Korpergewicht der Proband:innen waren zwischen den beiden Behandlungsgruppen
nicht signifikant. Propionat-assoziierte schwere Nebenwirkungen wahrend der
Studienzeit traten nicht auf. Langfristige Folgen einer chronischen Propionatbehandlung

mussen allerdings noch untersucht werden.

Als potentiell zugrunde liegende Wirkmechanismen der cholesterinsenkenden Effekte
von Propionat konnte unsere Arbeitsgruppe auf mMRNA-Ebene und mittels Histologie eine
signifikante Herunterregulation des intestinalen Cholesterintransportproteins NPC1LA1

zeigen mit konsekutiver Abnahme der Cholesterinabsorption. Funktionell wurde in den
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Mausen zudem eine erhohte Cholesterinausscheidung uUber Fazes unter der oralen
Propionattherapie festgestellt. Interessanterweise konnte durch eine andere
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass der Steroltransporter NPC1L1 einer mdglichen
Beeinflussung durch das Darmmikrobiom unterliegt. So beschrieben Pathal et al. eine
Beeinflussung der NPC1L1 Expression durch die orale Zugabe von Cholin, welches im
Darm durch das Mikrobiom zu Trimethylamin (TMA) verstoffwechselt wird [61]. Durch den
Inhibitor der bakteriellen Trimethylamin Lyase lodomethylcholin (IMC) konnte die Bildung
von Trimethylamin gehemmt werden und nachfolgend die jejunale mRNA Expression von
NPC1L1 signifikant reduziert werden. Die im Cholesterinmetabolismus involvierten,
jejunalen Gene Abcgb, Abcg8 und Abca7 blieben unbeeinflusst. Die IMC-induzierte
Suppression von NPC1L1 konnte ebenfalls auf Proteinebene via Western Blot im
Jejunum nachgewiesen werden. Einen genauen Mechanismus, wie die reduzierte
Konzentration von TMA zu einer Suppression der NPC1L1 Expression fuhrt konnten sie
nicht darstellen, diskutierten jedoch einen unabhangigen Weg uber den Leber X Rezeptor
alpha (LXRa), da die hiertber regulierten Gene Abca1, Abcg5 und Abcg8 unbeeinflusst
blieben. Eine Reorganisation der Mikrobiomstruktur wurde ebenfalls beobachtet und als

moglicher modulierender Faktor fur die NPC1L1 Expression diskutiert.

In der Leber, als Ort der Cholesterin-de-novo-Synthese konnten wir in Propionat-
behandelten Mausen mittels semiquantitativer Proteinanalyse keinen signifikanten
Einfluss auf die Schlusselproteine HMGCR und HMGCS1 zeigen. Diese Beobachtungen
gehen mit den mRNA-Ergebnissen von Haghikia et al. einher. Weiterhin konnte ich
mittels HMGCR-Aktivitatsassay keine direkte Auswirkung von Propionat auf die
Enzymaktivitat beobachten. Zudem sah ich keinen direkten Einfluss von Propionat auf
die semiquantitative Expression der Cholesterin-synthetisierenden Enzyme HMGCR und
HMGCS1 in der Leberzelllinie HEPG2. Der LDL-senkende Effekt von Propionat kann mit
unseren Daten somit weder Uber eine direkte noch uber eine indirekte Enzyminhibition in
der Cholesterin-de-novo Synthese erklart werden. In Mausen ergab die semiquantitative
Analyse der hepatischen Proteinexpression von ACAT2 eine signifikant hdhere ACAT2-
Expression unter Propionatzufuhr. Brown et al. zeigten im Mausmodell, in welchem das
ACAT2 - Gen ausgeschaltet war, eine reduzierte intestinale Cholesterinabsorption und
ein Fehlen der hepatischen Veresterung von Cholesterin [62]. Tiere ohne ACAT2 waren
geschutzt vor Atherosklerose. Weiterhin sahen sie eine vollstandige Abwesenheit von

hepatischer Ablagerung von ApoB-haltigen Lipoproteinen in ACAT2-defizienten Mausen.
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Sie stuften konsekutiv ACAT2 als einziges Cholesterol-veresterndes Enzym in der
murinen Leber und als essenziellen Regulator des hepatischen Cholesterinmetabolismus

ein.

Aufgrund der bisher bekannten Interaktionen des Darmmikrobioms und seiner
Metaboliten mit dem Immunsystem sowie der Bedeutung fur kardiovaskulare und -
metabolische Erkrankungen interessierten wir uns zudem fur den Einfluss von Propionat
auf die immunonologische Regulation des Cholesterinstoffwechsels. Bereits
Bartoholmaus et al. erklarten die kardioprotektiven Effekte von oral appliziertem
Propionat in ihnrem Modell der Angiotensin Il induzierten hypertensiven kardiovaskularen
Schadigung durch eine modulierende Wirkung auf die systemische und kardiale
Inflammation [42]. Insbesondere zeigten sie eine reduzierte Anzahl von T-Helfer und T-
Gedachtniszellen. AufRerdem beschrieben sie im Myokard der mit Angiotensin Il
behandelten Mause eine durch orale Propionatzufuhr induzierte Protektion vor lokaler
proinflammatorischer Immunzellinfiltration. Ihre These, dass die Wirkung des Propionats
immunvermittelt und T-Zell-abhangig sei, stltzten sie durch Experimente an einem T-
Zell-depletierten Mausmodell durch Applikation eines CD25 Antikorpers. Dadurch waren
die Effekte von Propionat hinsichtlich der Kardioprotektion deutlich abgeschwacht.

Tregs sind eine Untergruppe CD4+T-Zellen und spezifisch Gber den Transkriptionsfaktor
,forkhead box protein 3“ (Foxp3) charakterisiert. Sie konnen inflammatorische Prozesse
uber multiple Mechanismen supprimieren. Autoimmune Erkrankungen mit einer
Dysbalance der Treg-Aktivitat kdnnen durch Propionat positiv beeinflusst werden.
Duscha et al. konnten bspw. in therapienaiven Patient:innen mit Multiple Sklerose mittels
oral supplementiertem Propionat einen signifikanten Anstieg von Tregs beobachten [43].
Klinisch wurden reduzierte Schubraten, Stabilisierung der Erkrankung und eine
reduzierte Hirnatrophie nach 3 Jahren von Propionateinnahme beobachtet. Einen
atheroprotektiven Effekt Uben Tregs Uber die Sekretion von IL10 und TGFf aus, wodurch
die Proliferation proinflammatorischer Effektor-T-Zellen unterdrtickt wird. Die artifizielle
Depletion von Tregs fuhrt bspw. zu einer verstarkten Atherosklerose in Hyperlipidamie-
Mausen. Wir untersuchten einen potentiellen Zusammenhang zwischen IL10 als eines
der Hauptzytokine von Treg Zellen und dem Cholesterinmetabolismus. Um einen
mdglichen modulierenden Effekt des Mikrobioms auf die hepatische Treg-Homoostase

zu evaluieren, wurde die IL10 Expression in der Leber zwischen konventionellen und
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abiotischen Tieren miteinander verglichen. Die hepatische IL10-Expression ergab keinen
signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen. Auch die orale Gabe von mit
Propionat behandelten Tieren blieb ohne Einfluss auf die IL10 Expression in der Leber.
Im in vitro Versuch mit der hepatischen Zelllinie HEPG2, die HMGCR und HMGCS1
exprimiert, blieb die Stimulation mit IL10 Uber 24 Stunden ohne signifikante Veranderung
der Proteinexpression. Mit den Ergebnissen dieser Arbeit liel3 sich kein IL10-abhangiger
Einfluss des hepatischen Cholesterinmetabolismus nachweisen. Haghikia et al. konnten
im gleichen Mausmodell jedoch einen Propionat-abhangigen Einfluss der intestinalen
und systemischen Treg-Population sowie einen Anstieg der intestinalen IL10-
Konzentration nachweisen. Unter oraler Propionatzufuhr zeigten HFD gefutterte ApoE
KO Mause einen erhohten Anteil an Tregs in mesenterialen Lymphknoten und im Blut im
Gegensatz zur Kontrollgruppe, die nur mit HFD geflttert wurde [56]. Begleitend wurden
hier erhdhte Konzentrationen von IL10 im Plasma erhoben. T-Helfer 1 (Th1) oder T-Helfer
17 Zellen (Th17) waren nicht signifikant beeinflusst. In intestinalen Organoiden zeigte
sich einhergehend unter Hinzugabe von IL10 eine inverse, dosisabhangige Expression
von NPC1L1 auf mRNA-Ebene. Weiterfuhrend sahen sie im Mausmodell eine folglich
supprimierte  NPC1L1 Expression. Umgekehrt fuhrte die systemische, durch
Antikorperapplikation herbeigefuhrte Blockade von IL10 Rezeptoren zu einer
abgeschwachten Wirkung des oral zugefuhrten Propionats mit hoéheren TC- und LDL-
Plasmawerten und groRerer Atheroskleroselast in hyperlipiddamischen Mausen. In der
korrespondierenden klinischen Studie wurden bei Proband:innen unter oraler
Propionatgabe ebenfalls erhdhte Tregs im Vergleich zu den Placebo behandelten
Proband:innen im Plasma gemessen. Die Th1 und Th17 Zellkonzentrationen blieben
unbeeinflusst. Unabhangig vom Cholesterinmetabolismus wirkt der Mikrobiomstatus auf
inflammatorische Prozesse wie Zytokinproduktion und Differenzierung von
inflammatorischen Zellen und hat somit eine Auswirkung auf Atheroskleroseprogression.
Brandsma et al. exponierten in einer experimentellen Studie mit der Fragestellung ob ein
proinflammatorisches Darmmikrobiom Atherosklerose beeinflusst, LDL-/- Mause mit dem
veranderten Darmmikrobiom von Casp-/- Tieren, welche in vorigen Studien eine Neigung
zur Entwicklung von inflammatorischen Erkrankungen zeigten [63]. Casp-/- Mause haben
im Gegensatz zu konventionellen Wildtypmausen eine anderes Verhaltnis von Firmicutes
zu Bacteroidetes und insbesondere einen anderen Anteil der Familien Lachnospiraceae,
Porphyromonodaceae und Prevotellacea [64]. SCFA-produzierende Bakterientaxen wie

Akkermansia, Christensenellaceae, Clostridium und Odoribacter waren in den mit

75



Casp1-/- kolonisierten Tieren ebenfalls supprimiert mit konsekutiv reduzierten
Konzentrationen der SCFA Acetat, Propionat und Butyrat im Zakum der Mause. Die
Plasmakonzentrationen der SCFA wurden hier nicht ermittelt. Die Autor:innen sahen in
den mit Casp1-/~- Darmmikrobiom kolonisierten LDL-/- Mausen unter HFD eine grol3ere
Atheroskleroseflache mit erhdhter Neutrophilendiche in den Plaques sowie erhdhte Level
an Leukozyten und proinflammatorischen Zytokinen im Plasma. Die Lipidlevel zeigten

sich in diesem Experiment nicht signifikant verandert.

Zusammenfassend  zeigen die  Ergebnisse @ meiner  Experimente  eine
cholesterinsenkende Wirkung des Propionats, das allerdings keinen Einfluss auf die
hepatischen Cholesterinsynthese hat. Darlber hinaus zeigten weitere Untersuchungen
unserer Arbeitsgruppe eine IL10 abhangige Wirkung des Propionats auf die intestinale

NPC1L1 Expression und folglich einen Einfluss auf die intestinale Cholesterinabsorption.

Ein weiterer Gegenstand meiner Arbeit war der Einfluss des Darmmikrobioms auf die
Wirkung des cholesterinsenkenden Medikamentes Atorvastatin. Statine sind die am
meisten verwendeten Medikamente zur Senkung des LDL-Cholesterols. Ein bekannter
Wirkmechanismus ist die Inhibition der hepatischen HMGCR. Hinsichtlich einer
beachtlichen interindividuellen Varianz der cholesterinsenkenden Wirkung von Statinen,
untersuchten wir einen moglichen Einfluss des Darmmikrobioms im Mausmodell. Eine
Mikrobiom-abhangige Therapiewirkung ist bereits fur das kardiometabolisch wirksame
Medikament Metformin vorbeschrieben [27, 65]. Metformin erreicht oral appliziert hohe
Konzentrationen im Dinndarm und niedrigere Konzentrationen im Serum, weshalb eine
Wirkung Uber den intestinalen Signalweg vermutet wurde. Es beeinflusste die
Mikrobiomstruktur im Maus- und Humanmodell. So wird durch das Metformin der Anteil
von Bacteroides fragilis reduziert. HFD gefltterte und mit dem Bakterium kolonisierte
Mause neigten mehr zur Glucoseintoleranz und der therapeutische Effekt von Metformin
war abgeschwacht. In meinem oben beschriebenen Atorvastatin-Tierversuch war der
cholesterinsenkende Effekt abhangig vom Vorhandensein des Mikrobioms. In den
konventionellen, HFD gefutterten Tieren senkte das Atorvastatin signifikant den Plasma-
LDL Spiegel. Dieser Effekt konnte in den Antibiotika-behandelten Tieren nicht repliziert
werden. Dabei fiel auf, dass die orale Applikation von Atorvastatin einen signifikanten
Einfluss auf die Zusammensetzung des Darmmikrobioms auf Phylumebene hat. Hierflr
wurden in der Arbeit die Fazes der Tiere nach 6 Wochen SCD, HFD und HFD mit
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zusatzlicher Gabe von Atorvastatin mittels 16S rRNA Analyse auf die Haufigkeit der Phyla
Phylum Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria und Proteobacteria untersucht. Die
Relation der hauptsachlich im Darm vertretenen Phyla Firmicutes : Bacteroidetes war
unter HFD verglichen zu den Bedingungen unter SCD zugunsten Firmicutes verschoben.
Diese erhohte Ratio war unter Atorvastatintherapie abgemildert und der erhohte Anteil
von Firmicutes zu Bacteroidetes relativ geringer als unter HFD. Daraus kann geschlossen
werden, dass das Atorvastatin die ungunstigen, durch HFD induzierten Veranderungen
in der Mikrobiomzusammensetzung teilweise aufheben kann. Somit koénnte die
Regulation des Darmmikrobioms zum therapeutische Effekt von Atorvastatin beitragen.
Diese Beobachtungen werden durch Daten von Vieira-Silva et al. unterstutzt, die im
Rahmen der europaischen MetaCardis-Beobachtungsstudie eine Reduktion der
Pravalenz der Adipositas-assoziierten Dysbiose unter Statintherapie sahen [66]. Hierfur
haben sie Mikrobiomdaten von fast 900 Patient/-innen untersucht. Der Enterotyp
Bacteroides2 (Bact2) wird als intestinaler Phanotyp bzw. Konfiguration des Mikrobioms
beschrieben, der durch einen hohen Anteil an Bacteroides und niedrigen Anteil an
Faecalibacterium charakterisiert ist. Haufig ist Bact2 in Patienten mit CED, bis zu 78%
Pravalenz, und bis zu 13% in der Gesamtpopulation zu finden. In MetaCardis war Bact2
zu fast 18% in ubergewichtigen Proband/-innen und nur zu 4% in schlanken Proband/-
innen pravalent. Ubergewichtige Patient/-innen, die unter der Medikation mit Statinen
waren, hatten mit etwa 6% eine weitaus geringere Pravalenz des Bact2 Enterotyps.
Damit unterstreichen sie die Bedeutung der Mikrobiom-modifizierenden Eigenschaften
von Statinen. Diese potentiellen positiven Effekte der Statine bedurfen weiterer,
prospektiver klinischer Studien um den Nutzen und klinische Konsequenzen, z.B. als
Darmmikrobiom modulierende Therapie zu evaluieren. Um den zugrunde liegenden
Mechanismus zu eruieren untersuchten wir die semiquantitative Proteinexpression von
fur den hepatischen Cholesterinmetabolismus relevanten Proteinen. Einen Mikrobiom-
abhangigen, signifikanten Unterschied fanden wir in der hepatischen Proteinexpression
des LDLR. Dieser Rezeptor transportiert das LDL aus dem Blut nach intrazellular. Eine
Minderexpression dieses Rezeptors, z.B. im Rahmen eines Gendefektes, fuhrt in den
Betroffenen zu erhohten LDL-Serumspiegeln mit konsekutiv erhdhtem kardiovaskularen
Risiko. In Mikrobiom-depletierten, HFD gefltterten Tieren war dieser Rezeptor unter der
Therapie mit Atorvastatin reduziert gegenuber den Mikrobiom-depletierten, HFD
gefutterten Tieren ohne zusatzliche Atorvastatinapplikation. Hingegen zeigte sich in

Tieren mit erhaltenem Darmmikrobiom kein Unterschied in der hepatischen
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Proteinexpression. Daraus lasst sich ein mikrobiomabhangiger Mechanismus in der
cholesterinsenkenden Wirkung von Atorvastatin Uber eine verminderte LDL-Elimination
aus dem Plasma Uber den hepatischen LDLR vermuten. Eine Mikrobiom-abhangige
Regulation von Atorvastatin auf die hepatische SREBP2 Proteinexpression konnten wir
nicht nachweisen. In einer weiterfUhrenden Arbeit unserer Arbeitsgruppe wurden
zusatzlich zu den Proteinanalysen mRNA Daten ausgewertet, wobei sich ein
mikrobiomabhangiger regulatorischer Effekt von Atorvastatin auf die hepatische mRNA
Expression des Transkriptionsfaktors Srebp2 zeigte [67]. In konventionellen Tieren war
hier eine Hochregulation unter Atorvastatintherapie, in mikrobiomdepletierten Tieren eine
relative Herunterregulation gegenuber der Kontroligruppe beobachtet worden.
Hepatische mRNA Level von Cyp7al, einem Schlisselenzym in der
Gallensauresynthese, waren unabhangig vom Mikrobiomstatus durch Atorvastatin
beeinflusst. Daruber hinaus war der im Illeum exprimierte, transmembrane
Cholesteroltransporter NPCL1L auf mRNA Ebene durch Atorvastatin in
mikrobiomdepletierten Mausen signifikant gesteigert. Hingegen war in konventionellen
Mausen mit intaktem Mikrobiom unter Atorvastatin eine reduzierte Expression von
NPC1L1 beobachtet worden, woraus eine Mikrobiom-abhangige Regulation des
intestinalen Cholesteroltransporters NPC1L1 durch Atorvastatin vermutet wurde.
Insgesamt deuten diese Untersuchungen auf eine Mikrobiom-abhangige Komponente
der cholesterinsenkenden Wirkung von Statinen hin und kdnnten zum besseren

Verstandnis der interindividuellen Varianz der Statinwirkung beitragen.

Zusammenfassend unterstreichen die Ergebnisse meiner Promotionsarbeit die
Bedeutung des Darmmikrobioms fur den Cholesterinstoffwechsel und somit flr
atherosklerotische und kardiovaskulare Erkrankungen. Der translationale Wert liegt vor
allem in der Perspektive, dass orale Supplementation von Propionat zu einer
Verbesserung des Cholesterinstoffwechsels fuhren kann und somit einen positiven
Einfluss auf die kardiovaskulére Gesundheit haben konnte. Des Weiteren kdnnte eine
gezielte Modulation des Darmmikrobioms, z.B. durch Gabe von Probiotika oder durch
diatetische Malinahmen, den Effekt von kardiometabolischen Medikamenten, z.B. von
Statinen, erhdhen und die protektive Wirkung auf kardiometabolische Erkrankungen
potenzieren. Somit bieten das Darmmikrobiom und seine Metaboliten auf
unterschiedliche Ebenen neue Moglichkeiten fur die Pravention und Therapie von
kardiometabolischen und kardiovaskularen Erkrankungen.
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o McNemar-Test: Signifikanztest zur Gegenlberstellung der Diagnostikverfahren
Muskelbiopsie und Antikérperdiagnostik (genauer: Dermatomyositis-spezifischer-
Antikdrper)

o Chi-Quadrat-Test nach Pearson: Signifikanztest zur Relation zwischen antiTIF1y-
Nachweis (Antikérper) und tumordsen Pathologien.

e Hinweise zur Erstellung von Kreuztabellen und Grafiken

e Hinweise zur Interpretation der Ergebnisse

e Hinweis darauf, dass auf Grund des explorativen Charakters auf eine Adjustierung bzgl.
multiplen Testens verzichtet wird

e Hinweis auf Erwdhnung im Diskussions-Abschnitt der Monographie, dass die in dieser
explorativen Arbeit gefundenen Resultate durch weitere unabhéngige Studien bestatigt

werden missen

Diese Bescheinigung garantiert nicht die richtige Umsetzung der in der Beratung gemachten
Vorschldge, die korrekte Durchfiihrung der empfohlenen statistischen Verfahren und die richtige
Darstellung und Interpretation der Ergebnisse. Die Verantwortung hierfir obliegt allein dem
Promovierenden. Das Institut fiir Biometrie und klinische Epidemiologie Ubernimmt hierfir keine

Haftung.
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