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Abstrakt — Deutsch

Einleitung

Atherosklerotische Herz-Kreislauf-Erkrankungen (CVD) sind eine grof3e Belastung fur
das Gesundheitswesen und eine der Hauptursachen fur Mortalitat und Morbiditat
weltweit. Dies macht eine Pravention von CVD zu einer systemrelevanten Aufgabe.
Studien zeigen, dass eine adaquate Aufnahme von Ballaststoffen kardioprotektive
Eigenschaften hat. Propionat (PA), eine kurzkettige Fettsaure, die durch Bakterien aus
ballaststoffreicher Nahrung gewonnen wird, hat nach neueren Erkenntnissen eine
immunmodulatorische  Wirkung und konnte somit die fur Atherosklerose

charakteristische chronische Inflammation steuern.

Zielsetzung

Basierend auf bisherigen Erkenntnissen Uber Eigenschaften des Propionats
untersuchte ich die Frage, ob eine Behandlung mit Propionat die Progression der
Atherosklerose im Dyslipidamie Tiermodell (ApoE -/-) beeinflusst. Weiterhin wurden
mogliche Mechanismen einer potenziell atheroprotektiven Wirkung von Propionat

untersucht.

Methodik

Konventionell gezuchtete oder sekundar gnotobiotische atheroprone Apolipoprotein-
E-Defizienz-(ApoE -/-)Mause wurden mit einer Kontroll- oder fettreichen Diat
behandelt. Sie erhielten eine orale Behandlung mit Propionat oder einer
Kontrollldsung. Um die Auswirkungen von Propionat zu untersuchen, wurden einige
Mause zusatzlich mit einer intraperitonealen Injektion eines Interleukin-10-Rezeptor-
Antikorpers behandelt, um den IL-10-Signalweg =zu unterbrechen. Mittels
histologischer und immunhistochemischer Standardfarbungen wurden die
Aortenwurzeln der Mause auf den Schweregrad der atherosklerotischen
Veranderungen hin untersucht. Daruber hinaus wurden Proben aus dem Dunndarm
der Mause auf die Expression des Transporterproteins fur Cholesterinaufnahme im
Darm, des Niemann-Pick C1-like Protein 1 (NPC1L1), untersucht.



Ergebnisse

Die Verarmung der Darmmikrobiota erhohte den Schweregrad der Atherosklerose bei
ApoE -/- Mausen. Eine Supplementierung mit dem Metaboliten Propionat reduzierte
die Entwicklung der Atherosklerose. Die Behandlung mit PA bei antibiotisch
behandelten ApoE -/- Mausen fuhrte zu einer tendenziellen Verringerung der GrolRe
der atherosklerotischen Lasionen. Die PA-Supplementierung war mit einer
Unterdruckung der Expression des NPC1L1 verbunden. Die Unterbrechung der IL-10-
vermittelten SignalUbertragung hob alle atheroprotektiven Eigenschaften von
Propionat auf.

Schlussfolgerungen

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Entwicklung von Atherosklerose vom Mikrobiom
abhangt und dass der Mikrobiom-abhangige Metabolit Propionat eine praventive
Wirkung auf die Entwicklung von Atherosklerose haben konnte. Der Mechanismus
beinhaltet eine PA-vermittelte Erhohung der Anzahl regulatorischer T-Zellen und des
IL-10-Spiegels im Dunndarm, was wiederum die Expression des NPC1L1, eines
Cholesterintransporters, unterdrickt. Diese Daten deuten darauf hin, dass die
Supplementierung mit PA und die Modulation des Darm Mikrobioms durch die
Ernahrung ein neuer therapeutischer Ansatz fur die kardiovaskulare Pravention sein

konnte.
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Abstract — English

Introduction

Atherosclerotic cardiovascular disease (CVD) remains a major public health burden
and a leading cause of mortality and morbidity worldwide. This demonstrates the
clinical need for novel concepts to prevent CVD. Epidemiological studies suggest that
intake of dietary fiber has cardioprotective properties. Propionate, a short-chain fatty
acid generated by bacterial fermentation from high-fiber diets, has been shown to exert
immunomodulatory effects in recent studies, and thus could control the inflammatory

processes involved in atherosclerosis.

Goals
We studied the putative link between propionate, immune system, and atherosclerosis,
and hypothesized that propionate might have an atheroprotective effect mediated by

modulation of the adaptive immune system in the intestine.

Methods

Conventionally raised, or secondarily gnotobiotic atheroprone ApoE -/- mice were
treated with control or high-fat diet. In addition, mice received oral treatment with
propionate or control solution. In addition, to explore the effects of propionate, some
mice were treated with an intraperitoneal injection of a monoclonal interleukin-10
receptor antibody to disrupt IL-10 receptor signaling. Using standard histological and
immunohistochemical staining, the aortic roots of the mice were evaluated for the size
of atherosclerotic plaques and macrophage infiltration. In addition, mouse small
intestine samples were evaluated for expression of a major sterol transporter NPC1L1.

Results
Depletion of the gut microbiota increased the severity of atherosclerosis in ApoE -/-
mice. Supplementation with the microbiome-derived metabolite propionate
successfully inhibited the development of atherosclerosis. Treatment with PA in
antibiotic-treated ApoE-/- mice tended to reduce the size of atherosclerotic lesions.
Propionate supplementation was associated with decreased expression of Niemann-
Pick C1-like 1 protein, a major intestinal cholesterol transporter. Disruption of
interleukin-10-mediated signaling abolished atheroprotective properties of propionate.
11



Conclusion

These results demonstrated that the development of atherosclerosis is partly driven by
the gut microbiome and that the microbiome-related propionate may have a preventive
effect on the development of hyperlipidemia-induced atherosclerosis in ApoE-/- mice.
Niemann-Pick C1-like Protein 1 is an intestinal cholesterol transporter in the small
intestine. Suppression of NPC1L1 by interleukin-10 levels is proposed to be the
mechanism. The IL-10 increase was shown to be PA-mediated, making PA
supplementation a novel approach for the prevention of atherosclerotic cardiovascular

disease in humans.
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1. Einleitung

1.1. Kardiovaskulare Erkrankungen und ihre Folgen

Jedes Jahr sterben in Europa rund 4 Millionen Menschen an kardiovaskularen
Erkrankungen (CVD). Dies entspricht 45% aller Todesfalle in Europa und ca. 33% aller
Todesfalle weltweit (1). Kardiovaskulare Erkrankungen sind somit weltweit die
haufigste Todesursache und bedeuten eine enorme Belastung fur das
Gesundheitswesen (1). Auch das deutsche Gesundheitswesen leidet unter CVD,
wobei die Pravalenzen hierbei im europaischen Vergleich fur beide Geschlechter tuber
dem Durchschnitt liegen (Europa: 9,2%; Deutschland: 11,6% bis 14,1%). Dies
bedeutet, dass jede 10. Person in Europa (Daten fur das Jahr 2015) von

kardiovaskularen Krankheiten betroffen ist (1).

Die durch CVD verlorenen Lebensjahre der Bevodlkerung, d.h. die Summe der
verbleibenden Restlebenserwartung jedes Verstorbenen, hat seit 1990 zugenommen.
Dies geschieht trotz des weltweiten Rickgangs dieses Parameters, wenn man
krankheitsubergreifend rechnet (2). CVD stellen eine enorme Belastung fur das
Gesundheitssystem dar und verursachen in der Europaischen Union (EU) hohe
soziookonomische  Kosten. Insgesamt kosten CVD die EU-Wirtschaft
schatzungsweise 210 Milliarden € pro Jahr, wobei 53% von den Gesamtkosten auf
direkte Gesundheitskosten entfallen, 26% auf Produktivitatsverluste und 21% auf die
Pflege. Die Gesamtkosten in Deutschland fur 2015 wurden auf 28,3 Milliarden €
geschatzt (3).

Die Vereinten Nationen (UN) haben sich eine Senkung der CVD-bedingten Mortalitat
um 25% bis zum Jahr 2025 als ein strategisches Ziel gesetzt. Als zielfUhrend und
notwendig sehen die UN dabei die EinfUhrung entsprechender geschlechts-, alters-
und regionsspezifischer PraventionsmaRnahmen (4). Angriffspunkte fur praventive
Strategien sind modifizierbare Risikofaktoren, die fur CVD gut erforscht sind:
Tabakkonsum, Bewegungsmangel, ubermafRiger Alkoholkonsum, ungesunde
Ernahrung, Fettleibigkeit, familiare Vorbelastung, Bluthochdruck, Diabetes mellitus,
Hyperlipidamie, psychosoziale Faktoren, Armut und niedriger Bildungsstatus,
Luftverschmutzung und ungesundes Schlafverhalten (5). Insgesamt tragen
ernahrungsbedingte Faktoren von allen verhaltensbedingten Risikofaktoren

europaweit am starksten zum CVD-Mortalitatsrisiko bei. Von den klinischen
13



Risikofaktoren spielt der Bluthochdruck eine zentrale Rolle (3). Es wird angenommen,
dass eine Senkung der Bluthochdruckpravalenz von entscheidender Bedeutung fur die
Pravention von CVD ist (5). Bei Mannern ist der zweitwichtigste Risikofaktor das
Rauchen. Raucherentwohnung senkt das Risiko fur CVD schon 5 Jahre nach der
Entwohnung um 39% im Vergleich zur rauchenden Vergleichspopulation (5). Bei

Frauen scheint die Reduktion des Ubergewichts eine Rolle zu spielen (4).

Eine deutlich steigende Pravalenz von Adipositas ist bei beiden Geschlechtern ein
weltweit auftretendes Phanomen. Fettleibigkeit und metabolisches Syndrom sind
Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung der Atherosklerose, die fur CVD ursachlich ist
(2). Diabetes mellitus ist eine weitere metabolische Erkrankung mit steigender
Pravalenz, die in Zusammenhang mit der Epidemie der Fettleibigkeit steht. Diabetes
mellitus verdoppelt dabei das Risiko fur die CVD und scheint besonders in Landern
mit niedrigem bis mittlerem Einkommen, die haufig durch eine Uberwiegend sitzende
Arbeitsweise gekennzeichnet sind, eine grol3e Rolle zu spielen (5). Im Gegensatz zu
anderen Hauptursachen fur vermeidbare Todesfalle und Behinderungen, wie
Tabakkonsum, Verletzungen und Infektionskrankheiten, waren MalRnahmen des
offentlichen Gesundheitswesens zur Eindammung der Diabetes-Epidemie weniger
effektiv (6). Dies tragt dazu bei, dass die Global-Burden-of-Disease-Studie aus dem
Jahr 2017 die Strategie zur Adipositasbekampfung als ,Key Challenge® im Kampf
gegen CVD eingestuft hat (2).

Ursachlich fur die pathologische Entwicklung der atherosklerotischen CVD ist zum
grofldten Teil der gestorte Cholesterinstoffwechsel, der als modifizierbarer Risikofaktor
ein wichtiges Behandlungsziel die Pravention von CVD darstellt. Zwischen den
Blutwerten von Low-Density-Lipoprotein (LDL) und dem kardiovaskularen Risiko
besteht ein kausaler proportionaler Zusammenhang (7), und die Senkung des
Gesamt-Cholesterinspiegels zeigte in vielzahligen randomisierten, placebo-
kontrollierten Studien eine Senkung des kardiovaskularen Risikos (8). Dabei war die
Risikoreduzierung umso effektiver, je friher die Cholesterinkonzentration gesenkt
wurde (9). Daruber hinaus haben klinische Studien eindeutig gezeigt, dass das Risiko
kunftiger kardiovaskularer Ereignisse umso geringer ist, je niedriger die erreichten
LDL-Werte sind (10).
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1.2. Atherosklerose

Die Koronare Herzkrankheit (KHK) und der Schlaganfall sind ursachlich fur tber 80%
aller mit kardiovaskularen Erkrankungen assoziierten Todesféallen. Die durch diese
beiden Krankheitsbilder verursachten Todeszahlen sind in den letzten 10 Jahren
gestiegen (2). Eine gemeinsame atiologische Ursache fur beide Krankheitsgruppen ist
die Atherosklerose.

Die Atherosklerose ist eine entzindliche Degeneration und Kalzifizierung der
arteriellen Blutgefalle. Sie beginnt haufig mit einer frihen Hyperplasie der Intima-
Schicht der GefalRwande, die im Kindesalter bereits auftreten und zu einer
Pathologischen  Intima-Verdickung (PIT) fortschreiten kann (11). Fruhe
atherosklerotische Lasionen in den Koronararterien kdnnen schon im zweiten
Lebensjahrzehnt beobachtet werden (12), wobei man zwischen Intima-Verdickung
und intimalen Xanthomen (,fatty streaks”) — beide werden als die frihesten
Manifestationen der atherosklerotischen Erkrankung angesehen — unterscheiden
kann. Die Intima-Hyperplasie tritt bei Kindern an ahnlichen Stellen auf wie
fortgeschrittene Plaques bei Erwachsenen, wahrend sich intimale Xanthome im Laufe
des Lebens zurlckbilden konnen (11). Die ,fatty streaks® bestehen aus von Monozyten
stammenden Makrophagen und T-Lymphozyten. Wegen dieses
Entzindungscharakters der frihen atherosklerotischen Lasionen und der Abfolge von
sehr spezifischen zellularen und molekularen Reaktionen, die zur Atherosklerose
fuhren, wird die Atherosklerose als ein Zustand der chronischen Inflammation
beschrieben (13).

Atherosklerotische Lasionen entstehen bevorzugt an bestimmten Stellen der
arteriellen Gefale, wie Bifurkationen oder Kriummungen. An diesen Stellen kommt es
zu charakteristischen Veranderungen im Blutfluss wie erhdhten Turbulenzen und
verminderter Scherspannung (13). Die vaskularen Zellen in diesen Bereichen zeigen
andere morphologische Eigenschaften als an den Stellen, wo der Blutfluss
gleichmafig und somit laminar ist. Sie sind polygonal und weisen keine besondere
Ausrichtung auf. Dadurch kommt es zu einer erhohten Durchlassigkeit des Endothels
fur Makromolekule wie LDL und ein vermehrtes Anheften, Migration und Ansammlung
von Monozyten und T-Zellen (14).
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Die Anhaufung von oxidativ verandertem LDL in der Intima tragt wesentlich zur
Rekrutierung von Monozyten und zur Bildung von Schaumzellen bei und spielt die
zentrale Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose (14). LDL gelangt durch die sog.
Transzytose dabei relativ ungehindert durch Endothelzellen in die Arterienwand mit
Hilfe des Scavenger-Rezeptors SR-B1 (15). Makrophagen nehmen allerdings natives
LDL nicht schnell genug auf, um Schaumzellen zu bilden. In die Gefallwand
eingelagertes LDL ist ein instabiles Molekul und wird nach der Aggregation in der
Intima durch Oxidation, Lipolyse und Proteolyse modifiziert (15). Die Anhaufung und
Aggregation von LDL steigt mit dem systemischen LDL-Spiegel. Oxidativ veranderte
Lipide und LDL (oxLDL) steigern die Expression von Adhasionsmolekulen und die
Sekretion von Chemokinen durch Endothelzellen, was wiederum zu weiterer Infiltration
von Immunzellen in die Intima fuhrt (16). Auch die Produktion von Stickstoffmonooxid
(NO) — ein wichtiger chemischer Mediator mit atheroprotektiven Eigenschaften (unter

anderem Vasorelaxation) — wird von oxLDL inhibiert (14).

Das Vorhandensein von Makrophagen in der Intima weist auf das Fortschreiten der
Atherogenese hin (11). Die chronische Entzundung fuhrt zu der weiteren Infiltration
und Aktivierung der Immunzellen mit Ausschuttung von hydrolytischen Enzymen,
Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren. Das wiederum fuhrt schlie3lich zu
einer fokalen Nekrose (13). Physiologisch durchlaufen taglich viele Korperzellen die
Apoptose, die aber im Gleichgewicht zu Zellwachstum und Phagozytose von
apoptotischen Korpern steht. Dieses Gleichgewicht ist in der Atherosklerose gestort.
Die meisten Zellen innerhalb der atherosklerotischen Plaques, darunter
Endothelzellen, Lymphozyten und Makrophagen, durchlaufen nachweislich einen
apoptotischen Zelltod. Dieser apoptotische Prozess und die mangelhafte phagozytare
Beseitigung der apoptotischen Korper spielen die grundlegende Rolle bei der
Entstehung des nekrotischen Kerns (12). Die durch das umgebende fibrose Gewebe
eingekapselte fokale Nekrose stellt — nach dem Konsens der American Heart
Association — die erste fortgeschrittene Koronarlasion dar und wird als Fibroatheroma
bezeichnet (11). Fibroatheroma werden von weiterer Infiltration der Makrophagen,
aber auch von fokalem Verlust von Proteoglykanen und Kollagenmatrix, Ansammlung
von freiem Cholesterin und Expansion der Nekrose begleitet und kdonnen sich zur
sogenannten Thin-Cap Fibroatheroma entwickeln. TCFA besteht aus einem grof3en
nekrotischen Kern, der von einer dinnen (< 65 pm) fibrosen Kappe mit reichlich
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Schaumzellen umgeben ist, und gilt als instabile Form der Plaque mit erhohtem Risiko

einer Plaqueruptur (11).

Die Plaqueruptur ist die beflrchtete Komplikation und Endstufe der
atherosklerotischen Lasion und verantwortlich fur die Mehrheit der akuten
Koronarthrombosen. Die Plaqueruptur ist durch das Vorhandensein eines luminalen
Thrombus gekennzeichnet, der Uber einer dunnen, zerrissenen fibrosen Kappe liegt.
Sobald die fibrose Kappe reild3t und der Inhalt des nekrotischen Kerns dem Blut
ausgesetzt ist, wird die Gerinnungskaskade als Reaktion auf die Exposition von
Lipiden und Gewebefaktoren aktiviert (11). Ruptur betrifft meistens die Rander der
Plaques, die reich an Schaumzellen sind. Schaumzellen weisen einen pro-
inflammatorischen Charakter auf. Passend dazu ist eine Zunahme der Inzidenz von
Herzinfarkten und Schlaganfallen wahrend akuter Infektionen in der Literatur
beschrieben, was die prothrombotische Rolle von bestimmten, an der Plaque

Formation beteiligten, Entzindungsmediatoren unterstreicht (15).

Myocardial
infarction

Atherosclerosis progression

KKK KK

Initial lesion Fatty streak Intermediate Atheroma Fibrous plaque Complicated
lesion lesion/rupture

Normal histology, Intracellular lipid Intracellular and Extracellular lipid Fibrotic/calcific Plaque rupture,

macrophage accumulation extracellular lipid core development layers thrombosis, and

infiltration accumulation blockage of
blood flow

Abbildung 1 Schematische Darstellung der Progression der Atherosklerose.

Quelle: BioRender.com.

Die andere Komplikation der Atherogenese und atiologische Ursache flr
Koronarthrombose stellt die Plaqueerosion dar. Die Erosion bedeutet eine akute
Thrombose ohne Ruptur der Lasion. Der Thrombus steht in dem Fall in direktem
Kontakt zu der Intima, die aber keine Endothelschicht aufweist.
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In der Literatur wird der Pathomechanismus der Atherogenese, besonders seine
entzundliche Komponente, als eine sich selbst aufrechterhaltende und ausbreitende
positive Ruckkopplungsschleife beschrieben (15). Da die Makrophagen in der Lage
sind LDL zu oxidieren und oxLDL ein Entzindungsmediator ist, der die Infiltration von
weiteren Monozyten aus dem Blut ermdglicht, wurde die Hypothese aufgestellt, dass
diese Ereignisse eine Schleife mit positiver Ruckkopplung bilden konnten (15). Die
ersten Hinweise auf einen solchen Mechanismus bieten die Experimente an den
Tiermodellen. In einer Studie mit Kaninchen wurden fortgeschrittene Lasionen durch
eine cholesterinreiche Ernahrung induziert, die aber nach der Umstellung auf das
Standardfutter weiterhin progredient waren. Auch die Kalorienbegrenzung war in dem
Fall ineffektiv (15).

Die pathologischen Studien haben gezeigt, dass bei Verstorbenen aufgrund von
plotzlichem Herztod bei bis zu 50 bis 75% akute intraluminale Thromben
nachgewiesen werden konnten. Bei den ubrigen Fallen konnten zwar keine Thromben,
aber eine schwere atherosklerotische Veranderung mit Uber 75% Einengung der
KoronargefalRe beobachtet werden (11). Die Genese von Atherosklerose ist
multifaktoriell, genauso wie die Risikofaktoren und mogliche Ursachen. Die am besten
etablierten sind erhohtes und modifiziertes LDL, freie Radikale aufgrund von Rauchen,
Bluthochdruck und Diabetes mellitus. Die genetische Komponente spielt ebenfalls eine
signifikante Rolle (13). Die Atherosklerose beginnt haufig in frihen Lebensjahren (17)
und schreitet, auch asymptomatisch, je nach lebenslanger Exposition gegenuber
diesen genetischen und umweltbedingten Risikofaktoren weiter fort und fuhrt zur
klinisch manifesten CVD (5).

Die am besten etablierte atheroprotektive Praventionsmal3nahme stellt heutzutage
immer noch die Lebensstilanderung mit Gewichtsreduktion und Begrenzung der
sitzenden Tatigkeit dar. Es ist bekannt, dass die erhodhte korperliche Aktivitat
unabhangig von der Intensitat das Risiko fur vorzeitige Sterblichkeit wesentlich
reduziert (5). Die Pharmakotherapie der Atherosklerose basiert grundsatzlich auf der
Einstellung und Behandlung von Bluthochdruck, Hyperlipoproteinamie, Diabetes

mellitus wie auch auf der Modifizierung der Gerinnungskaskade (16).
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1.3. Darm-Mikrobiom und Atherosklerose

In den letzten Jahren wurde der Darmmikrobiota zunehmende Aufmerksamkeit
gewidmet. Als Darmmikrobiota bezeichnet man alle Mikroorganismen, die sich im
Magen-Darm-Trakt aufhalten (18). Die GroRRe dieser Population schatzt man auf bis
zur 100 Billionen — mehr als die aller anderen mikrobiellen Floras, die sich im
menschlichen Korper befinden, und bis zu 10-mal mehr als die Gesamtzahl unserer
Korperzellen (19). Die Biomasse der Darmmikrobiota kann bis zu 1,5 kg erreichen und

konnte als ein mehrzelliges Organ von der Gro3e der Leber betrachtet werden (20).

Die Gesamtheit aller Genome der Mikrobiota wird als Mikrobiom bezeichnet. Es kann
die Anzahl der Gene in unserem Genom um das 100-Fache Ubertreffen und stellt uns
genetische und metabolische Fahigkeiten zur Verfugung — z.B. unzugangliche
Nahrstoffe zu verwerten, die wir nicht selbst entwickelt haben (19).

Das Mikrobiom ist plastisch — seine Zusammensetzung andert sich u.a. mit dem Alter
und der Ernahrung und unterscheidet sich sowohl von Mensch zu Mensch als auch
von Population zu Population (20). Der fotale Darm ist keimfrei und wird erst bei der
Geburt mit Mikroben aus der vaginalen und fakalen Mikrobiota der Mutter besiedelt. In
den ersten Lebenstagen kommen weitere Mikroben aus der Umwelt hinzu. Die frihe
Besiedlung hangt unter anderem von der Art der Entbindung, der Ernahrung, der
Hygiene und eventueller antibiotischer Behandlung ab. Die ersten Besiedler sind
fakultative Anaerobier (Escherichia coli und Streptococcus spp.), wahrend obligate
Anaerobier mit der Abnahme des Sauerstoffgehalts im Darm hinzukommen (20). Es
wird geschatzt, dass sich die Mikrobiota des Kindes im Alter von 3 Jahren stabilisiert
und von zwei Bakteriengruppen — den Bacteroidetes und den Firmicutes — dominiert
wird, wobei seltener vorkommende Gruppen wie Actinobacteria, Proteobacteria und
Verrucomicrobia ebenfalls vorhanden sind (21). Unter den zahlreichen endogenen und
exogenen Faktoren hat sich die Ernahrung als entscheidender Faktor fur die Struktur
und Funktion der Darmmikrobiota erwiesen. Es hat sich gezeigt, dass sich die
Mikrobiota an groRere Veranderungen in der Zusammensetzung und Menge der
Nahrung wie auch an Ernahrungsumstellungen durch Schlaf-Wach- und Fastenzyklen

anpassen kann (22).
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Das Darm-Mikrobiom beeinflusst Uber komplexe Stoffwechselwege die Entwicklung
von diversen Krankheiten, unter anderem auch kardiovaskularen Erkrankungen,
chronisch-entzindlichen  Erkrankungen,  Adipositas, Insulinresistenz  sowie
Atherosklerose und Thrombose (23). Ebenfalls ist das Darm-Mikrobiom an der
Regulation des Glukose- und Cholesterinstoffwechsels des menschliches Korpers
beteiligt (24). Bei konventionell aufgezogenen Mausen (in Anwesenheit einer intakten
Darmmikrobiota) konnten — im Vergleich zu keimfreien Mausen — kleinere aortale
Lasionen, niedrigere Cholesterin- und Triglycerid-Werte im Plasma und verminderte
Fettleibigkeit beobachtet werden (25). Daruber hinaus weisen die Mause mit intaktem
Mikrobiom im Vergleich zu keimfreien Mausen einen erhohten Gehalt an
Energiestoffwechselprodukten wie Brenztraubensaure, Zitronensaure, Fumarsaure

und Apfelsaure auf (26).

Die systemische Inflammation wird ebenfalls durch die Zusammensetzung und
Aktivitat der Darmmikrobiota beeinflusst. Die Uberfiihrung einer proinflammatorischen
Mikrobiota reicht aus, um Entzindungen und Atherosklerose in antibiotisch
behandelten Mausen, die ein dem Menschen ahnliches Lipoproteinprofil aufweisen, zu
fordern (27). Dabei zeigten die Mause eine erhdhte Anzahl von Leukozyten
(insbesondere  Monozyten und  Neutrophile) und  proinflammatorischen
Plasmazytokinen im Blut und eine Anhaufung von Neutrophilen in atherosklerotischen
Plaques (27).

Zahlreiche von der Darmmikrobiota produzierte Metaboliten sind biologisch aktiv und
beeinflussen damit den Phanotyp des Wirts. Die Erkenntnisse aus der
Mikrobiomforschung deuten darauf hin, dass verschiedene Nahrstoffe, Metaboliten
und Mikroorganismen sich sowohl als vorteilhaft wie auch als nachteilig fur die
Gesundheit des Wirts auswirken (22). Die Darm-Metagenome der Patient:innen mit
einer symptomatischen Atherosklerose zeigten beispielsweise eine Anhaufung von
Genen, die fur die Peptidoglykan-Synthese zustandig sind, begleitet von gleichzeitiger
Reduktion an Phytoen-Dehydrogenase (ein Enzym, das an der Biosynthese von
Carotinoiden beteiligt ist) und Serumspiegeln von B-Carotin. Der atheroprotektive
Charakter von Phytoen-Dehydrogenase und seine Assoziation mit erhohten
Serumspiegeln der B-Carotin wurde dabei den antioxidativen Eigenschaften von B-
Carotin zugeschrieben. Interessanterweise folgten auf diese Befunde auch
Veranderungen in der Mikrobiota selbst. Die Gattung Collinsella war bei Patienten mit
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symptomatischer Atherosklerose angereichert, wahrend Roseburia und Eubacterium
bei gesunden Kontrollpersonen besonders stark vertreten waren (28). Ein weiterer
Plasmametabolit — Phenylacetylglutamin (PAGIn) — wurde mit kardiovaskularen
Erkrankungen in Zusammenhang gebracht. Studien zeigten, dass das mikrobielle
porA-Gen die Umwandlung von uber die Nahrung aufgenommenem Phenylalanin in
Phenylessigsaure und die anschlieRende Bildung von PAGIn im Wirt fordert. PAGIn
vermittelt zellulare Ereignisse Uber adrenerge Rezeptoren (a2A-, a2B- und [(2-
adrenerge Rezeptoren) und begunstigt Herz-Kreislauf-Erkrankungen, indem es die
Thrombozytenaktivierung und das Thrombosepotenzial erhoht (29).

Einer der am intensivsten erforschten, vom Darm-Mikrobiom abhangigen Metaboliten
ist das Trimethylamin-N-oxid (TMAQO). Hohere TMAO-Plasmaspiegel wurden mit
einem erhohten Risiko fur Herzinfarkte, wiederkehrende Schlaganfalle und
kardiovaskulare Todesfalle in Verbindung gebracht (30) und Metanalysen setzten sie
mit einer erhohten Inzidenz der Gesamtmortalitat in allen untersuchten Probanden-
und  Untergruppen in Beziehung (31). TMAO wird aus mit der Nahrung
aufgenommenem Cholin und L-Carnitin — einem Trimethylamin, das in rotem Fleisch
reichlich vorhanden ist (32) — im Rahmen von Verstoffwechselungsprozessen der
Mikrobiota des Darms sowie nachfolgend in der Leber produziert (30). Es ist
mittlerweile eine Reihe von potenziellen mechanistischen Verbindungen zwischen
TMAO und der Forderung der Atherosklerose beschrieben. In Tiermodellen fuhrte es
zu einer erhohten Cholesterinakkumulation in Makrophagen und zur Bildung von
Schaumzellen, indem es die Expression der Scavenger-Rezeptoren auf Makrophagen
erhohte (30). Daruber hinaus verringert es erheblich den reversen Cholesterintransport
(32) und erhoht die Konzentration proinflammatorischer Monozyten (30). Eine Cholin-
Supplementierung erhoht den Plasma-TMAO-Spiegel bei konventionell aufgezogenen
Mausen. Interessanterweise wurde dieser Anstieg der TMAO-Synthese und auch der
proinflammatorischen Monozyten (30) bei Mausen mit einer eradizierten
Darmmikrobiota, z.B. nach Verabreichung von Antibiotika (33), aufgehoben. Somit war
die Mikrobiota fur die Produktion von TMAO aus Cholin in der Nahrung erforderlich.
Die gezielte Hemmung des ersten Schritts der TMAO-Bildung wurde als potenzieller
therapeutischer Ansatz fur die Behandlung von kardiometabolischen Erkrankungen
vorgeschlagen. Es wurde gezeigt, dass ein strukturelles Analogon von Cholin, 3,3-
Dimethyl-1-butanol (DMB), sowohl die Bildung von Trimethylamin (TMA), dem
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Vorlaufermolekdl von TMAO (34), in physiologischen kultivierten Mikroben hemmt als
auch den TMAO-Spiegel senkt. DMB hemmt die durch eine Cholin-Diat verstarkte
Bildung endogener Schaumzellen und die Entwicklung atherosklerotischer Lasionen
bei Apolipoprotein e-/- Mausen (35).

1.3.1. Kurzkettige Fettsauren

Studien belegen, dass eine ballaststoffarme Ernahrung mit einer hohen Pravalenz von
Bluthochdruck verbunden ist und die Entwicklung einer Herzhypertrophie beglnstigen
kann (36). Daruber hinaus zeigen prospektive Studien Ubereinstimmend einen
umgekehrten Zusammenhang zwischen der Aufnahme von Ballaststoffen und dem
Risiko einer ischamischen Herzerkrankung. Jeweils 10 g/Tag waren mit einem um
15% geringeren Risiko verbunden, wobei es keinen eindeutigen Unterschied zwischen
den Nahrungsquellen fur Ballaststoffe gab (37). Es wird vermutet, dass die zugrunde
liegenden Mechanismen zum Teil auf den kurzkettigen Fettsauren (SCFAs) beruhen.
SCFAs — insbesondere Acetat, Propionat und Butyrat — sind Produkte der mikrobiellen
Fermentation von Ballaststoffen, Proteinen und Peptiden, die der Verdauung durch
menschliche Enzyme im oberen Verdauungstrakt entkommen (38). Im distalen Darm
konnen SCFAs durch Diffusion oder durch Natrium-gekoppelten Monocarboxylat-
Transporter 1 vermittelten Transport in die Zellen gelangen und als Energiequelle
dienen (38). lhre Konzentration im Darmlumen liegt zwischen 50 und 100 mM (39).
Kurzkettige Fettsauren haben immunmodulatorische Eigenschaften (40), spielen eine
zentrale Rolle bei der kardiovaskularen Gesundheit und haben eine potenziell
protektive Wirkung bei hypertensiver Herzerkrankung (41).

Mehrere Studien belegen die Eigenschaften von SCFAs bzw. von einzelnen
Vertretern. Ein Mangel an prabiotischen Ballaststoffen pradisponierte Mause zu
Bluthochdruck mit daraus resultierendem pathologischem Herz-Remodeling und
Fibrose. Die Wiedereinfuhrung von SCFAs bei Mausen mit Ballaststoffmangel kehrte
diese Effekte um (36). In einer anderen Studie senkte ein akuter SCFA-Bolus den
Blutdruck bei betdubten Mausen (42). Diese kardio-protektive Wirkungen wurden in
erster Linie Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 41 und 43 (GPR41 und GPR43) —
spezifischen SCFA-Rezeptoren — vermittelt. Passend dazu entwickelten GPR41-
Knockout-Mause auch eine isolierte systolische Hypertonie (42). GPR41 und GPR43

sind am GefalRendothel intakter GefalRe lokalisiert und vermitteln die
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blutdrucksenkende Wirkung der SCFAs durch Verringerung des aktiven Gefaldtonus
(42). SCFAs, die von GPR41 und GPR43 wahrgenommen werden, bewirken die
Freisetzung des Peptids YY (PYY) und Glucagon-like Peptide-1 (GLP-1), die das
Sattigungsgefuhl und die Darmpassage beeinflussen und die Insulinsekretion fordern,
was nachweislich zu einer deutlichen Reduzierung der Gewichtszunahme fuhrt (38).

Butyrat ist die primare Energiequelle fur Kolonozyten und wurde von den SCFAs am
ausfuhrlichsten untersucht. Es hat sich gezeigt, dass es vor Darmkrebs schutzt, zum
Teil aufgrund seiner Eigenschaft, Histon-Deacetylasen-(HDAC-)Enzyme, die die
Expression unterschiedlicher Gene, einschlieldlich Zellproliferation, Apoptose und
Differenzierung, verandern, zu hemmen (38). Als HDAC-Inhibitor ist Butyrat in der
Lage, proinflammatorische Lamina-propria-Makrophagen und die Differenzierung von
dendritischen Zellen aus Knochenmarkstammzellen zu beeinflussen und zu
unterdrucken,  wodurch  unser Immunsystem  hyporeagibel wird und
Entzindungsprozesse vermindert werden (38). Die Butyrat-produzierende
Bakterienart — Roseburia sp. — korreliert umgekehrt mit der Entwicklung
atherosklerotischer Lasionen in Mausepopulationen. In den Studien mit keimfreien
Apolipoprotein-E-defizienten Mausen, die mit synthetischen Mikrobengemeinschaften
kolonisiert wurden, beeinflusste Roseburia intestinalis die Genexpression im Darm,
lenkte den Stoffwechsel weg von der Glykolyse und hin zur Fettsaurenverwertung,
senkte die systemische Entzindung und verminderte die Atherogenese. Daruber
hinaus reduzierte die intestinale Verabreichung von Butyrat die Endotoxamie und die
Entwicklung von Atherosklerose (43). Des Weiteren hat sich gezeigt, dass Mause, die
mit einer Butyrat-reichen, fettigen Diat gefuttert wurden, eine erhohte Thermogenese
und einen erhohten Energieverbrauch entwickeln und daher resistent gegen
Fettleibigkeit sind (38).

1.3.2. Propionat

Propionat ist eine weitere, mit dem Darm-Mikrobiom assoziierte kurzkettige Fettsaure.
Propionate, einschlieRlich Propionsaure, Natriumpropionat und Kalziumpropionat,
werden in grolem Umfang als Konservierungsmittel fur Backereiprodukte und einige
Kaseprodukte verwendet, seitdem sie im Jahr 1938 als Konservierungsmittel
vorgeschlagen wurden. Die Behandlung mit Propionsaure fuhrt zu einer Verringerung

der Pilz- und Schimmelpilzpopulationen sowie zur Reduktion von Salmonella
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typhimurium in Lebens- und Futtermitteln. Propionsaure wird zwar als
Konservierungsmittel verwendet, aber naturlich gebildete Propionsaure wurde in
einigen traditionellen fermentierten Produkten wie Fischsauce oder gesalzenem Fisch
nachgewiesen, eine geringe Menge Propionsaure auch in anderen Lebensmitteln wie

fermentierten Produkten auf Sojabasis, Essig oder fermentierter Milch (44).

Auch Propionat hat einen wesentlichen Einfluss auf die menschliche Physiologie.
Propionat verringerte signifikant die kardiale Hypertrophie, Fibrose, vaskulare
Dysfunktion und Hypertonie in Wildtyp- oder Apolipoprotein-E-Knockout-
Mausmodellen. Es senkte auch die Anfalligkeit fur kardiale Herzrhythmusstorungen
bei Angiotensin-ll-infundierten Wildtyp-Mausen (41). Daruber hinaus zeigt Propionat
nicht nur kardioprotektive  Eigenschaften, sondern auch eine sehr
immunmodulatorische Komponente, die unter anderem bei autoimmunologischen
Erkrankungen wie Multipler Sklerose (MS) untersucht wurde. Bei Patient:innen mit MS
wurde eine veranderte Zusammensetzung des Darm-Mikrobioms festgestellt,
insbesondere in den fruhen Stadien der Krankheit, was zu einer Verringerung des
Propionat-Spiegels fuhrte (40). Eine Propionat-Supplementierung wirkte sich positiv
auf immunologische, neurodegenerative und klinische Parameter bei MS-
Patient:innen aus, und Follow-up-Analysen ergaben eine verringerte jahrliche
Schubrate, eine Stabilisierung der Krankheit und eine verringerte Hirnatrophie nach 3
Jahren (40). Eine weitere experimentelle Studie zur Experimentellen Autoimmunen
Enzephalomyelitis (EAE) zeigte, dass langkettige Fettsauren (LCFAs) die SCFAs im
Darm konsequent dezimierten und den Krankheitsverlauf damit negativ beeinflussten.
Eine Behandlung mit SCFAs, darunter Propionat, verbesserte die EAE und milderte

die axonale Schadigung (45).

Die kardioprotektiven und neuroprotektiven Wirkungen von Propionat beruhen
hauptsachlich auf dem Gleichgewicht der T-Zellen (40)(41)(45). T-Zellen gehoren
zusammen mit den B-Zellen zum adaptiven Immunsystem. Sie sezernieren sowohl
pro- als auch antiinflammatorische Zytokine (CD4+-T-Helferzellen), konnen aber auch
Entzindungsprozesse regulieren und unterdricken (FoxP3+ regulatorische T-Zellen)
(46). Die orale Verabreichung von Propionat wirkt sich positiv auf die T-Zell-
Homobostase aus (41), d.h. das Gleichgewicht zwischen Effektor-T-Zellen -
vorwiegend Th1- und Th17-Zellen — und regulatorischen T-Zellen, das sowohl fur
systemische und intestinale Entzindungen als auch fur das Fortschreiten
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atherosklerotischer Lasionen als wesentlich angesehen wird (47). Th1-Zellen
sezernieren proinflammatorische Zytokine (z.B. Interferon-y (IFN-y)) (48). Damit
beeinflussen sie nicht nur die systemische Inflammation, sondern sind auch in der
Lage, das Fortschreiten der Lasion zu fordern, die Lasion zu destabilisieren und
Monozyten zu aktivieren. Damit stellen sie eine bedeutende pro-atherogene
Zellpopulation der T-Helferzellen dar (48, 49). Th17-Zellen tragen sowohl positiv als
auch negativ zum Entzundungsprozess bei. Sie produzieren auch IFN-y und andere
pro-atherogene Zytokine, weisen aber auch eine hohe Plastizitat auf und kdnnen sich
in Forkhead-Box-Protein P3-positive regulatorische T-Zellen (FoxP3+ Treg) umwan—
deln [P30]. Regulatorische T-Zellen haben eine immunmodulatorische Funktion und
sind in der Lage, die Aktivitat autoreaktiver T-Effektorzellen zu unterdriicken und somit
auch das Fortschreiten der Atherogenese zu modulieren (48). Verschiedenen Studien
zufolge wird die Wirkung der regulatorischen T-Zellen insbesondere durch die Zytokine
IL-10 und TGF- vermittelt (50). Th1-, Th17- und regulatorische T-Zellen spielen eine
wichtige Rolle bei einer Reihe von Erkrankungen, die durch systemische oder fokale
Entzindungen gekennzeichnet sind (48).
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Abbildung 2 Schematische Darstellung des Gleichgewichts der
T-Zellen. Gleichgewicht zwischen Effektor-T-Zellen (Th1- und Th17-
Zellen) und regulatorischen  T-Zellen. Teff sezernieren
proinflammatorische Zytokine (z. B. IFN-y) und beeinflussen die
systemische Entziindung und das Fortschreiten der Lasion. Tffregs
konnen Teff durch die Ausschittung von IL-10 und TGF-

unterdricken. Abbildung erstellt mit BioRender.com.

Regulatorische T-Zellen (Tregs) des Dickdarms, die den Transkriptionsfaktor Foxp3
exprimieren, sind entscheidend fur die Begrenzung der Darmentzindung, regulieren
die intestinale HomoOostase und konnen die Entzindung steuern, indem sie die
Proliferation von Effektor-CD4+-T-Zellen (Teff) begrenzen (39). Als Modell der T-Zell-
vermittelten Autoimmunitat sind sowohl MS als auch EAE durch eine Zunahme pro-
inflammatorischer autoreaktiver Effektor-T-Zellen — T-Helfer 17 (Th17) und T-Helfer 1
(Th1) —und eine Abnahme der Anzahl regulatorischer Tregs gekennzeichnet (40) (45).
Die Zufuhr von Propionat bei Patienten mit Multipler Sklerose (MS) kehrte das
Ungleichgewicht zwischen Treg-Zellen und Th17-Zellen um. Nach einer 2-wochigen
Einnahme von Propionat konnten ein signifikanter und anhaltender Anstieg der
funktionell kompetenten Treg-Zellen und ein Ruckgang der Th1- und Th17-Zellen
beobachtet werden (40). Eine Mikrobiomanalyse ergab eine erhdhte Expression von

Treg-Zellen-induzierenden Genen im Darm. Aulierdem normalisierte Propionat die
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mitochondriale Funktion und Morphologie der Tregs (40). Das Beispiel der EAE zeigt
ebenfalls, dass Fettsauren in der Nahrung die T-Zell-Differenzierung im Darm
beeinflussen. LCFAs verringerten die SCFA-Spiegel im Darm und verschlechterten
den Verlauf der Erkrankung moglicherweise durch Erhdhung der Th1- und/oder Th17-
Zellpopulationen im Dinndarm (45). Andererseits verbesserte Propionat die EAE und
verringerte die axonale Schadigung durch eine langanhaltende Pragung von Treg-
Zellen, die aus der Lamina propria stammen, und erhdhte deren Differenzierung. Die
kardioprotektiven und blutdrucksenkenden Wirkungen von Propionat sind ebenfalls
hauptsachlich von regulatorischen T-Zellen abhangig, da sie bei Mausen mit
Angiotensin-ll-Infusion, bei denen die regulatorischen T-Zellen dezimiert waren,
aufgehoben wurden (41). Die orale Verabreichung von Propionat wirkte sich positiv
auf die Homoostase der T-Helferzellen aus und milderte die systemische Entzindung.
Dieser Effekt wurde in Form einer Verringerung der Haufigkeit von Effektor-T-Zellen
unter anderem Th17-Zellen in der Milz sowie einer Verringerung der lokalen Infiltration

von Immunzellen im Herzen von Wildtyp-Mausen quantifiziert (41).

SCFAs werden von den Epithelzellen des Dickdarms aufgenommen, diffundieren aber
auch durch das Epithel in die Lamina propria, wo sie ihre Wirkung direkt entfalten
konnen. Die Zugabe von SCFAs zum Trinkwasser von keimfreien Mausen uber 3
Wochen fuhrte zu einer erhohten Haufigkeit und Anzahl von Tregs im Dickdarm. Wie
vorher erwahnt sind die Kolon-Tregs in der Lage, die intestinale Homoostase zu
regulieren, indem sie die Proliferation von Effektor-CD4+-T-Zellen begrenzen, und die
Zugabe von SCFAs zu Treg- und Teff-Kokulturen steigerte diese unterdrickende
Fahigkeit (39). Sowohl in vivo als auch in vitro fuhrte die Propionat Stimulation von
Tregs, die aus keimfreien Mausen isoliert wurden, zu einer signifikant erhdhten
Expression von Foxp3 und Interleukin-10 (IL-10), das Schlisselzytokin bei der Treg-
vermittelten Suppression. Die In-vitro-Behandlung steigerte die IL-10-Produktion, nicht
aber den transformierenden Wachstumsfaktor-B (TGF-B) - ein weiteres Treg-
vermitteltes Zytokin - was darauf hindeutet, dass SCFAs spezifisch Foxp3+ IL-10-
produzierende Tregs induzieren (39). Eine Verringerung der Tregs auf ein ahnliches
Niveau wie bei keimfreien Mausen wurde nach einer Behandlung mit dem Antibiotikum
Vancomycin berichtet, das auf Gram-positive Bakterien abzielt und die
Darmmikrobiota stort. Bei einer Behandlung mit einer Kombination aus Vancomycin

und SCFA wurde die Verringerung der Tregs jedoch vollstandig wiederhergestellt.
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Insgesamt deuten diese Ergebnisse auf eine wichtige Rolle von Propionat in der Treg-

Homoostase hin (39).

Eine metagenomweite Assoziationsstudie an Stuhlproben von Patientiinnen mit
atherosklerotischer CVD bestatigte, dass bei Personen mit atherosklerotischer CVD
im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen weniger Butyrat produzierende Bakterien
wie Roseburia spp. und F. prausnitzii sowie unbenannte Clostridien vorkommen. In
ahnlicher Weise war eine Bakterien-Gruppe, das an der Propionat-Synthese beteiligt
ist, bei Patienten mit atherosklerotischer CVD im Vergleich zu Kontrollpersonen in
geringerer Menge vorhanden. Das Potenzial fir den Stoffwechsel von Glycerolipiden
und den Abbau von Fettsauren war bei atherosklerotischer CVD erhoht, wahrend das
Potenzial fur die Synthese der entzindungshemmenden kurzkettigen Fettsauren
geringer war (34). Daruber hinaus wurde berichtet, dass das Darm-Mikrobiom bei
Patienten mit kardiometabolischen Erkrankungen insgesamt weniger fermentativ und
entzindungsférdernd ist, was darauf hinweist, dass die Wiederherstellung einiger
Mitglieder des gesunden Darm-Mikrobioms das Risiko dieser Erkrankungen positiv
beeinflussen konnte (34).

1.4. Fragestellungen

Atherosklerotische Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellen weltweit eine grof3e Belastung
fur das Gesundheitssystem und eine der Hauptursachen fur Mortalitat und Morbiditat
dar. Sollte sich die Entwicklung der kardiovaskularen Risikofaktoren mit aktuellen
Trends fortsetzen, kann es z.B. in Osteuropa sogar zu dem erneuten Anstieg der CVD-
bezogenen Sterblichkeit kommen (4). Das macht die wirksame und effektive
Pravention der CVD zu einer systemrelevanten Aufgabe und muss deswegen

weiterhin verbessert werden.

Epidemiologische Studien deuten darauf hin, dass eine ausreichende Aufnahme von
Ballaststoffen zur Vorbeugung von atherosklerotischen Gefalerkrankungen beitragen
kann (37). Intestinaler Cholesterinstofftransport und die Absorption sind eine
Schlusselkomponente des Cholesterinstoffwechsels, der einen wichtigen Faktor in der
Entwicklung der Atherosklerose darstellt. Propionat zeigte nach den jungsten
Erkenntnissen eine modulierende Wirkung auf die intestinale T-Zell-lmmunitat (45) und
deren Beteiligung an der Kontrolle des systemischen Stoffwechsels (51). Tregs haben
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die Fahigkeit die chronische Inflammation, aber auch den Cholesterinstoffwechsel zu
modulieren (52). Die Zunahme der Treg-Zellpopulation als Reaktion auf Propionat
wurde von erhohten Konzentrationen von Interleukin IL10, dem wichtigsten Treg-
Zytokin, in der Dunndarmwand begleitet (39). In Anbetracht der sich daraus
ergebenden potenziellen Verbindung zwischen Propionat, Tregs und Lipidkontrolle
stellten wir die Hypothese auf, dass Propionat eine atheroprotektive Wirkung haben
konnte, die durch die Modulation des adaptiven Immunsystems im Darm vermittelt
wird. Dies war die Grundlage fur die Zielsetzung dieser Arbeit, die folgende

Fragestellungen beantworten sollte:

1. Beeinflusst die Depletion des Darm-Mikrobioms den Schweregrad der

Atherosklerose im Mausmodell der Atherosklerose?

2. Beeinflusst der vom Darm-Mikrobiom stammende Metabolit Propionat
den Schweregrad der Atherosklerose im Mausmodell?

3. Kann Propionat seine Eigenschaften in Abwesenheit des Darm-

Mikrobioms beibehalten?

4. Beeinflusst Propionat die intestinale Expression von Niemann-Pick C1-
like Protein 1 (NPC1L1)?

5. Wird der Wirkmechanismus von Propionat durch das Interleukin-10

vermittelt?

Zur Beantwortung der Fragestellungen beschaftige ich mich mit histologischen
Untersuchgen der atherosklerotischen Veranderungen der Aortenwurzel und der
Veranderungen der Expression des NPC1L1 im Dunndarm unter verschiedenen

experimentellen Bedingungen.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien
21.1.

Tabelle 1 Versuchstiere

Tierhaltung

Stamm

Zucht

C57BL/6J
C57BL/6J, ApoE -/-

Charles River
Charles River

Tabelle 2 Versuchsdiaten

Diat Standard Chow Diet High Fat Diet (HFD)
(SCD)
Trockensubstanz 95,2% 94,0%
Rohprotein 20,8% 24 1
Rohfett 4,2% 34,6%
Cholesterin (mg/kg) 14 290
Rohfaser 5,0% 6,0%
Rohasche 5,6% 6,1%
Stickstoff — freie Extrakte  59,4% 23,3%
Stérke 46,8% 0,5%
Zucker 10,8% 9,5%
Dextrin 15,3%

Hersteller

Sniff (Kat.: E15000)

Sniff (Kat.: E15741)

Tabelle 3 Verbrauchsmaterialien und Gerate

Materialien Hersteller
Haarnetz B. Braun Melsungen AG
Mundschutz B. Braun Melsungen AG

Handschuhe / sterile Handschuhe
Spritzen — 1 ml
Falcons — 50 ml, 10 ml/

B. Braun Melsungen AG
B. Braun Melsungen AG
Beckton Dickinson (BD)

Mikroreaktionsgefalle Eppendorf
Kéfige Tecniplast
Trinkflaschen Tecniplast
Tabelle 4 Chemikalien und Reagenzien
Chemikalie Hersteller
Ethanol Carl Roth
Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich
MilliQ-Wasser Merckmillipore
Propionat (PA) Sigma-Aldrich (Calciumpropionat)

Antibiose-Cocktail

Dulbeccos Phosphate Buffered Saline

Ampicillin/Sulbactam, Vancomycin,
Ciprofloxacin, Imipenem, Metronidazol
Thermo Fisher Scientific




2.1.2. Histologie

Tabelle 5 Verbrauchsmaterialien

Materialien Hersteller

Sterifilter 0,2 um Kisker Biotech
Handschuhe B. Braun Melsungen AG
Mikroreaktionsgefél3e Eppendorf
Pipettenspitzen Sarstedt AG

Falcons (50 mi) Becton Dickinson (BD)
Kryoeinbettformen Tissue-Tek
Objekttrager SuperFrost® plus R. Langenbrick GmbH
Deckgléaser Roth

Tabelle 6 Chemikalien und Lésungen

Chemikalien / Losungen Hersteller
Ethanol Carl Roth
Phosphate Buffered Saline (PBS) Sigma

O.C.T. Compound Tissue-Tek
Paraformaldehyd 4% / 10% Sigma-Aldrich

Oil-Red-0O Arbeitslésung
Methanol Carl Roth
Oil-Red-O Pulver Sigma-Aldrich
Natronlauge Sigma-Aldrich

Glyceringelatine Sigma-Aldrich
Hémalaun nach Mayer Carl Roth

Eosin'Y Sigma-Aldrich
Xylol Carl Roth

Eukitt ORSAtec

ABC Peroxidase Standard Staining Kit Thermo Scientific
Carbazol Sigma-Aldrich
Tris-buffered saline Fisher BioReagents
Essigséure Sigma-Aldrich
N,N-Dimethylformamid Sigma-Aldrich

Tabelle 7 Antikorper

Antikorper Hersteller

IL-10R Monoklonal Antikérper (1B1.2) Invitrogen
Anti-CD68 antibody (ab53444) Abcam

Rabbit Anti-Rat IgG AB, Biotinylated Vector Laboratories
NPC1I1 polyclonal Rabbit Antibody Novus Biologicals

2.1.3. Gerate und Software

Tabelle 8 Gerate

Gerat Hersteller

Pipetten Eppendorf
Gefriergerét -80 °C MDF-U72 Sanyo



Gefriergerét -20 °C Bosch

Klhlgerét +4 °C Bosch
Fluoreszenzmikroskop Keyence
Kryostat Microm HM 560 Thermo Fisher Scientific

Tabelle 9 Software

Software Hersteller

Microsoft Excel 2016 Microsoft Corp.
Microsoft Word 2016 Microsoft Corp.
Microsoft PowerPoint 2016 Microsoft Corp.
GraphPad PRISM 8.4.2 GraphPad Software
Imaged 1.52i Wayne Rasband (NIH)
GIMP 2.8.22 The GIMP Team

2.2. Tierexperimentelle Versuche

2.2.1. Ethischer und rechtlicher Hintergrund

Alle tierexperimentellen Vorhaben wurden vorab vom Landesamt fur Gesundheit Berlin
(LaGeSo) evaluiert und genehmigt (Tierversuchnummer G0295/16). Die Experimente
wurden in  Ubereinstimmung mit geltenden deutschen und europaischen
Tierschutzgesetzen durchgefuhrt. Um die optimale Betreuung von den Tieren zu
gewabhrleisten, wurde vorab die Funktion A ,Durchfihrung von Verfahren an Tieren®
(Teilnahme am tierexperimentellen Basisfachkundekurs Maus/Ratte (15.-17.11.2017)
der Forschungseinrichtungen fur Experimentelle Medizin (FEM, Charité

Universitatsmedizin Berlin)) erworben.

Die Planung des hier vorgestellten Vorhabens erfolgte unter strikter Beachtung des
ethischen 3-R-Prinzips (Replace, Reduce, Refine), um die Anzahl und Belastung der
Tiere auf ein notwendiges Minimum zu beschranken. Wo immer moglich wurden
tierexperimentelle Untersuchungen durch z.B. In-vitro-Verfahren ersetzt (,replace®),
die Zahl der Tiere so grol3 wie nétig, aber so klein wie moglich gehalten (,reduce®) und
unser experimentelles Vorgehen standig nach den neusten Vorgaben optimiert

(,refine®).
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2.2.2. Tierhaltung

Alle Mause gehorten zur Tierart Mus Musculus (Hausmaus) und entstammten der
Phylum C57B1/6J ApoE-/- (Charles River). Sie wurden unter spezifisch pathogenfreien
Bedingungen in den Forschungseinrichtungen fur Experimentelle Medizin (FEM,
Charité Universitatsmedizin Berlin) gezuchtet und aufgezogen. Anschlieffiend wurden
die Mause im Tierstall des Instituts fur Mikrobiologie (Experimentalstandort der Charité
— Campus Benjamin Franklin) untergebracht, wo sie erst nach der Akklimatisation von
jeweils 2 Wochen in die Experimente eingeschlossen wurden.

Die Tiere wurden in gangigen, autoklavierten Kafigen (je 3-5 weibliche Mause pro
Kafig), die mit — ebenfalls autoklaviertem - Papier ausgestattet worden sind, gehalten.
Die Kafige wurden in Raumen mit stabiler Raumtemperatur und festem Tag-Nacht-
Zyklus (20 °C; 12h-12h) gehalten. Alle Mause hatten unbegrenzten Zugang zu Wasser
und Futter (ad libitum) und wurden taglich auf eventuelle Kriterien fur einen Abbruch

des Tierversuchs untersucht (54).

2.2.3. Behandlungsgruppen - Versuchsaufbau und

Versuchsdurchfuhrung

Alle Mause waren homozygot fur die Deletion des Apolipoprotein-E-Gens (n = 84). Die
ApoE -/- Mause weisen eine Hypercholesterinamie durch die gestorte Absorption von
Lipoproteinen Uber den LDL-Rezeptor auf. Sie eignen sich deswegen besonders gut
fur die Erforschung von Ursachen, Mechanismen und Folgen von Atherosklerose (55—
57).

2.231. Sekundar gnotobiotische Mause
FUr die Fragestellung nach dem potenziellen Zusammenhang des Darm-Mikrobioms
und der Entwicklung der Atherosklerose wurde bei 25 ApoE-/- Mausen eine sekundare
Eradikation des Darm-Mikrobioms durchgefuhrt. Die Eradikation von Mikrobiota
erfolgte durch Behandlung mit einer Quadrupel-Antibiose (Ampicillin/Sulbactam (1
g/L), Vancomycin (500 mg/L), Ciprofloxacin (200 mg/L), Imipenem (250 mg/L),
Metronidazol (1 g/L)), welche in autoklaviertem Wasser zubereitet und den Mausen
Uber die Dauer des gesamten Experiments ad libitum verabreicht wurde. Die
erfolgreiche Eradikation des Mikrobioms wurde durch die Kolleg:innen der
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Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Heimesaat (AG Gastrointestinale Mikrobiologie, Institut
fur Mikrobiologie und Infektionsimmunologie) vor Beginn der Experimente wochentlich
anhand von Fazesproben (Bakterienkultur) Uberpruft und zusatzlich durch eine
Analyse bakterieller ribosomaler RNA bestatigt.

Alle Tiere wurden stets unter strengen aseptischen Bedingungen behandelt. Sie
wurden dabei in keimfreien Kafigen untergebracht. Alle Mause wurden taglich
gewogen und auf eventuelle Auffalligkeiten untersucht. Um die sterilen
Voraussetzungen sicherzustellen, fand das Wiegen immer zu zweit statt, wobei eine

Person strikt steril gearbeitet hat.

Alle Mause waren 12-16 Wochen alt und wurden anhand der erhaltenen Diat in zwei
Gruppen unterteilt. Eine Gruppe (n = 5) erhielt die Standard Chow Diet (SCD: Rohfett
4,1%, Cholesterol 14 mg/kg; Sniff, Soest, Deutschland, E15000), die andere (n = 7)
erhielt High Fat Diet (HFD: Rohfett 34,6%, Cholesterol 290 mg/kg; Sniff, Soest,
Deutschland, E1574). Das gesamte Experiment dauerte 6 Wochen. Die restlichen
sekundar gnotobiotischen Mause (n = 13) wurden fur die Beantwortung weiterer
Fragestellungen mit Propionsaure behandelt (in separatem Kapitel besprochen). Als
Kontrollgruppen dienten Mause entsprechender Diat-Gruppen ohne eradiziertem
Mikrobiom (n = 24).

2.2.3.2. Behandlung mit Propionsaure

Auch fur die Frage nach der Auswirkung von Propionsaure auf die Atherosklerose
wurden die ApoE-/- Mause (12-16 Wochen alt, n = 45) anhand entsprechender Diat in
zwei Gruppen aufgeteilt (SCD (n = 20) und HFD (n = 25)). Nach 2 Wochen wurden
beide Gruppen weiter in eine Interventions- und eine Kontrollgruppe unterteilt. Die
Interventionsgruppe (n = 21) erhielt an Calcium gebundenes Propionat (PA); 150
mMolare in 0,2 ml MilliQ-Wasser) via oraler Gavage. Die Kontrollgruppe (n = 24) wurde
mit 0,2 ml MilliQ-Wasser behandelt. Alle Mause wurden taglich und zur selben Uhrzeit
gavagiert und im Anschluss auf die eventuelle Abbruchkriterien untersucht. Diese
Behandlung lief Uber einen Zeitraum von 4 Wochen. Calcium als Tragersubstanz
wurde aufgrund seines im Vergleich mit anderen Substanzen kleineren Einflusses auf
das kardiovaskulare System gewahlt. Die orale Applikation via Gavage erfolgte
aufgrund der Darm-Mikrobiom-entspringenden Herkunft von Propionat im
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menschlichen Organismus und der bekannten, effektiven Erhdhung der gemessenen

systemischen Propionatwerte (58). Das Experiment endete jeweils nach 6 Wochen.

2.2.3.3. Wirkung von Propionsaure bei Eradikation von Darm-Mikrobiom

Durch die Behandlung sekundar gnotobiotischer Tiere mit Propionat (n = 25) wurde
untersucht, ob die Eigenschaften von Propionat durch das Darm-Mikrobiom vermittelt
sind und ggf. dieses ersetzen kdonnten. Dafur wurden die Mause nach der Eradikation
des Mikrobioms in zwei Gruppen anhand der Diat (SCD (n = 10) vs. HFD (n = 15))
unterteilt und ab der 3. Woche des Experiments nach dem Ublichen Protokoll Gber den
Zeitraum von 4 Wochen entweder mit Propionat (n = 13) oder Kontrollflissigkeit
(MilliQ, n = 12) behandelt. Nach 6 Wochen wurden die Tiere euthanasiert und seziert.

2.2.34. Behandlung mit 1110-Rezeptor-Antikorper

Um den potenziell Interleukin-10-Ubermittelten Wirkungsmechanismus von Propionat
zu untersuchen, wurden 15 Mause (ApoE-/-, 12-16 Wochen alt) mit intraperitonealer
Injektion von IL-10 Rezeptor-Antikorper (monoklonal; clone 1B1.2) behandelt. Die
Intervention bewirkte eine Inhibition des IL-10 Rezeptor-vermittelten Signalwegs. Die
Injektion fand wochentlich ab der 3. Experimentwoche (1 mg AK per Maus, per Woche)
statt. Alle Mause erhielten fur 6 Wochen die High-Fat-Diat ad libitum und wurden,
ebenfalls ab der 3. Woche, mit PA (n = 8) oder MilliQ-Wasser (n = 7) per oraler Gavage
(0,2 ml Flussigkeit taglich) behandelt. Nach 6 Wochen fand die Sektion statt.

2.2.4. Sektion und Probenentnahme

Alle Experimente endeten nach jeweils 6 Wochen mit Sektion der Versuchstiere. Die
Mause wurden durch die Zufuhr von 100% Kohlenstoffdioxid (COZ2) eingeschlafert.
Durch die Uberprifung des Zwischenzehenreflexes stellten wir den
Bewusstseinsverlust der Tiere sicher (59). Der endgultige Tod erfolgte im Anschluss
durch die perthorakale Punktion des Herzens. Nach der Entnahme des Blutes (0,5-0,7
ml Vollblut) aus dem linken Ventrikel wurden das Herz und die Aorta mit Injektion von
Phosphat-gepufferter Salzlosung gespult. Nachfolgend enthahmen wir die Organe und
bereiteten sie fur die Aufbewahrung entsprechend vor.
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Nach der Entfernung der restlichen Organe wurden, unter mikroskopischer Sicht und
mit Hilfe von mikrochirurgischem Besteck, das Herz und die Aorta prapariert
(Abbildung 3A). Durch die Entfernung der umliegenden Weichteile sowie von
Bindegewebe und Fett konnte die Aorta von der Aorta ascendens bis zur illiakalen
Bifurkation ,au face® dargestellt werden. AnschlieBend erfolgte die Entnahme der
Proben. Das distale und mittlere Drittel des Herzens sowie weitere Teile der Aorta
wurden weggefroren und fur weitere Experimente bei -80 °C aufbewahrt. Nach der
Trennung von der Aorta (Abbildung 3B) wurde das proximale Drittel des Herzens
zentral und flach in einer mit OCT vorgefullten Form platziert und auf Trockeneis

weggefroren. Die Proben wurden dann bei -80 °C bis auf weiteres aufbewabhrt.

A B

Abbildung 3 Schematische Darstellung der Priaparation des Herzens und
der Aorta. Im Anschluss an die Organentnahme wurden das Herz und die Aorta
au face prapariert und in voller Lange dargestellt (A). Die Proben fiir die
nachfolgenden Analysen der Aortenwurzeln wurden durch Entnahme des

proximalen Drittels des Herzens gewonnen (B).
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2.3. Histologie

2.3.1. Aortenwurzel

Zur Visualisierung und Quantifizierung der atherosklerotischen Veranderungen wurde
die entsprechend praparierte Aortenwurzel (Bereich der Aorta an ihrer Abgangsstelle
aus dem Herzen) mit zwei histologischen und einem immunhistochemischen
Farbeverfahren getestet. Zur Darstellung der Grél3e der atherosklerotischen Plaques,
bzw. der von ihnen bedeckten Flache, wurde eine Anfarbung der Lipide mittels Oil-
Red-O-Protokoll ausgewahlt. Zur weiteren Beschreibung der Plaque wurde sich flr
eine Standard-Hamatoxylin-Eosin-Farbung und die Anfarbung mittels CD68+

Antikorpern, also eine Farbung der Makrophagen, entschieden.

2.3.1.1. Aufbereitung von Proben

Einen Tag vor der Praparation wurden die gefrorenen Herzproben von -80 °C in den
-20°C-Gefrierschrank gebracht, um Uber die nachsten 24 Stunden die optimale
Praparationstemperatur zu erreichen. Der Kryostat (Microm HM 560, Thermo Fisher
Scientific) wurde mit Arbeitstemperatur von -20 °C eingestellt. Mit entsprechender
Temperatureinstellung kann das optimale Durchdringen des Messers durch das
Praparat erreicht werden. Die richtige Platzierung des eingefrorenen Praparats
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wahrend des Schneidens ist hingegen flr die exakte Darstellung der Aortenwurzel
essenziell (Abbildung 4).

Die Praparation erfolgte sukzessiv von apikal bis basal mit zunachst groben Schnitten
von 30 uym und wurde bei Auffinden des Aortenwurzel-nahen Bereichs mit 5um-
Feinschnitten fortgesetzt (Abbildung 5). Die Ebene wurde wahrend des
Schneidevorganges unter dem Mikroskop wiederholt engmaschig kontrolliert, um die
korrekte Hohe des Praparats festzustellen. Pro Maus wurden 10 Objekthalter
fertiggestellt, auf denen die gleichen Schnittebenen mit 5um-Verschiebung dargestellt
wurden. Die fertigen Objekttrager wurden dann bei einer Temperatur von -20 °C bis
auf weiteres aufbewahrt.

Abbildung 5 Schematische Darstellung des Schneidevorgangs mit dem
Kryostat. Abbildung erstellt mit BioRender.com.

2.31.2. Oil-Red-O-Farbung

Die atherosklerotischen Plaques wurden durch die Darstellung der Lipide detektiert.
Daflr wurde 1 Objekttrager pro Maus nach dem Qil-Red-O Protokoll gefarbt. Zuerst
wurden die Praparate fir 10 Minuten in 10% Formalin fixiert und anschlieRend 2-mal
je 5 Minuten in PBS-Puffer (Phosphate-buffered saline) gewaschen. Im nachsten

Schritt fand die Inkubation in 78% Methanol Uber 5 Minuten statt. Die eigentliche
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Farbung der Lipide und Triglyceride lief im Anschluss in der Oil-Red-O-Arbeitsldsung.
Die Arbeitslésung bestand aus in Methanol geléstem Oil-Red-O-0,5%-Pulver und
Natronlauge (10 ml 1M NaOH mit 35 ml Oilred-O-Lésung). Der Farbevorgang dauerte
immer 10 Minuten. AnschlieBend wurden die Hintergrundfarbung und Restfarbstoff mit
destilliertem Wasser gefolgt von warmem Leitungswasser entfernt. Zum Schluss

wurden die Schnitte mit Glyceringelatine eingedeckt.

2.3.1.3. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Analog zu der Farbung mit Oil-Red-O wurde auch fur die Hdmatoxylin-Eosin-Farbung
1 Objekttrager pro Maus genommen. Das Fixieren der Gewebe erfolgte in 10%
Formalin fir 10 Minuten mit anschlieBendem 5-minitigem Waschvorgang in PBS.
Zellkerne wurden mit Hamalaun nach Mayer (10 Sekunden) gefarbt und fir 10 Minuten
fur Blauen der Kerne in Leitungswasser inkubiert. AnschlieRend fand die Anfarbung
des Cytoplasmas der Zellen in Eosin (5 Sekunden) statt. Die Schnitte wurden danach
in 95% und 100% Ethanol entwassert. Die Entfernung des Alkohols verlief in Xylol. Die
Schnitte wurden am Ende in Eukitt eingedeckt. Die Zusammensetzung der

Alkoholreihe und des Farbevorgangs wurde exemplarisch in Abbildung 6 dargestellt.

Abbildung 6 Zusammensetzung der Chemikalien fiir eine Hamatoxylin-

Eosin-Farbung A — Eukitt; B — Alkoholreihe und Xylol; C — Hadmalaun nach
Mayer; D — Eosin
39



2314, Immunhistochemische Verfahren

In Rahmen der immunhistochemischen Verfahren wurden die CD68+ Makrophagen
mittels ABC-Methode (Avidin-Biotin-Komplex) gefarbt. Dafur wird das Gewebe zuerst
nacheinander mit 2 verschiedenen Antikorpern behandelt. Bei dieser Methode bindet
das Vitamin Biotin irreversibel an das Protein Avidin. Durch die Herstellung einer
Biotin-Bindung uber Avidin zwischen einem entsprechendem Peroxidase-Enzym und
dem sekundaren Antikorper kann das Enzym anschlieRend an der Stelle lokalisiert
werden, an der der primare Antikorper mit der Probe interagiert. Dadurch kann das
Zielgewebe detektiert und gefarbt werden. Da die Antikorper sehr spezifisch mit
Oberflachen-Antigenen reagieren, kann so eine gezielte Farbung erreicht werden. Fir
unsere CD68+ wurden sekundare Antikdrper vom sogenannten ,Rabbit anti Rat*-Typ
genutzt, was bedeutet, dass die Antikorper gegen Rattengewebe gerichtet waren und
in einem Kaninchen hergestellt wurden. Der am Ende des Vorgangs dazugegebene
ABC-Komplex ermdglicht nach der Zugabe des endgultigen Farbestoffs die
Darstellung der in atherosklerotischen Plaques enthaltenen CD68+ Makrophagen.
Somit kann eine Aussage uber die immunologische Komponente der Plaques
getroffen werden.

Das Protokoll fur die CD68+ Farbung beinhaltet mehrere Schritte, die mit hoher
Sorgfalt durchgefuhrt werden mussen, um eine potenzielle Verletzung oder eine
falsche Farbung der Gewebe zu vermeiden. Als Erstes erfolgt die Blockade des
endogenen Enzyms Peroxidase mittels in Tris-buffered saline (TBS) geldstem 30%
Wasserstoffperoxid fur 7 Minuten. Die Objekttrager werden im Anschluss in reinem
TBS fur 5 Minuten gewaschen und 30 Minuten lang in einer Losung aus
Kaninchenserum, Avidin und TBS inkubiert. Danach werden die Schnitte mit gegen
CD68+ gerichteten Antikorpern in 1:600-Verdinnung (Abcam AB53444) mit Zugabe
von Biotin (60 Minuten) inkubiert. Die Proben werden erneut in TBS gewaschen (2 x 5
Minuten) und fur weitere 60 Minuten mit dem 2. Antikorper (Kaninchen gegen Ratte,
1:250 — Dako 0468) inkubiert. Nach einem Waschvorgang in TBS erfolgt die
Bearbeitung der Proben mit dem ABC-Reagenz. Beide Antikorper wie auch der ABC-
Komplex werden durch vorsichtiges Pipettieren auf die Biopsiefelder aufgetragen. Als
Nachstes werden die Schnitte gefarbt — dafur bereitet man die Farbe- (Wasser + Acetat
+ Essigsaure) und Substratldsungen (Carbazol + Dimethylformamid) und inkubiert so
die Proben im Dunkeln (z.B. unter einer Kiste) nach Zugabe von 30%
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Wasserstoffperoxid fur 12 Minuten. Wenn die Proben entsprechend gewaschen sind,
folgt der letzte Schritt — die Gegenfarbung mit Hamalaun und Blauen in warmem
Wasser. Am Ende werden die Objekttrager mit Glyceringelatine blasenfrei eingedeckt.

2.3.2. Dunndarm

FuUr die Evaluation der potenziellen Rolle des Propionats im Cholesterinstoffwechsel
wurden auch die lleum-Proben von Mausen entnommen und histologisch gefarbt. Von
besonderem Interesse war die Expression von Niemann-Pick C-like Protein 1
(NPC1L1) — ein wichtiger transmembrandser Transporter, der fur die intestinale
Resorption von Cholesterin verantwortlich ist. Fur die Darstellung und Quantifizierung
wurden die  Proben immunhistochemisch  gefarbt und unter dem

Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Die im Rahmen der Sektion entnommenen lleum-Proben wurden in Paraffin fixiert und
anschliefend prapariert. Die 1-2 ym dicken Schnitte wurden dann mit polyklonalem
Kaninchen-Antikorper (Novus Biologicals, #NB400-127) fur die Darstellung von
NPC1L1 gefarbt. Die NPC1L1-Farbung erfolgte durch das Core Unit Immunpathologie
fur Experimentelle Modelle (iPATH Berlin).

2.4. Analyse der Histologischen Untersuchungen

2.4.1. Mikroskopie und Aufbereitung von Bildern

Die nach der Oil-Red-O, HE und CD68+ gefarbten Aortenwurzelpraparate wurden im
Labor der Klinik fur Kardiologie am Campus Benjamin Franklin der Charité fotografiert.
Um eine ausreichende VergroRerung und Qualitat der Bilder zu gewahrleisten, wurde
ein Fluoreszenz-Mikroskop der Firma Keyence (Biorevo BZ-9000) genutzt. Die Bilder
wurden als .tiff-Datei im Rot-, Grun-, Blaubereich mit Multicolor und Z-Stack-
Einstellung (4x- oder 20x-VergroRerung und 4380 x 3072 Pixel Auflosung)
aufgenommen. Es wurden immer alle Schnittebenen eines Praparats abgebildet,
jedoch wurden ausschlieRlich die Ebenen mit Aortenwurzel ausgewertet. Die
Einstellungen blieben fur alle Bilder unverandert.

Wie im vorherigen Kapitel erwahnt, wurden die Aufnahmen der Darmpraparate mit
Unterstutzung des iPATH unter Leitung von Frau PD Dr. Anja Kuhls angefertigt. Fur
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die Darstellung der NPC1L1-Farbungen im Dunndarm erfolgten sowohl

lichtmikroskopische als auch fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen.

2.4.2. Auswertung der Aufnahmen

Fur die Analyse und Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen wurde die Software
Imaged (Version 1.52i) verwendet. Zunachst musste ein reprasentatives Bild fur jede
Maus gewahlt werden. Fur die Auswertung wurde immer die Schnittebene genommen,
die die Aortenwurzel am besten abbildet. Als Messwerte wurden die Flache der
Aortenwurzel und die Grolle der atherosklerotischen Plaques erhoben und der
prozentuale Plaqueanteil an der Gesamtflache wurde errechnet. Es bestand keine
Moglichkeit zur Automatisierung des Vorgangs. Die Aortenwurzel und die Plaques
wurden manuell markiert, wie in Abbildung 7 dargestellt. Ebenfalls wurden die HE-
gefarbten Proben hinsichtlich der PlaquegrofRe ausgewertet.

Abbildung 7 Auswertung eines mit Oil-Red-O gefdarbten Aortenwurzeln Praparates. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe von ImageJ Software. Die Aortenwurzel- (links) und atherosklerotische

Plaques (rechts) wurden anhand des Signals manuell markiert.

FUr die Auswertung der Darmpraparate wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat der
NPC1L1-Farbung, definiert als mittlerer Grauwert, ausgewertet (Abbildung 8). Der
mittlere Grauwert ist die Summe der Grauwerte aller Pixel in der Auswabhl geteilt durch
die Anzahl der Pixel. Bei Aufnahmen im RGB-Farbspektrum (Rot, Grun, Blau) wird der
Mittelwert durch Umwandlung jedes Pixels in Graustufen berechnet. Die Bilder mit
Standardfarbung, ohne Fluoreszenz, dienten dem qualitativen Vergleich mit
Fluoreszenzdaten.
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Abbildung 8 Auswertung der Fluoreszenzfirbung der Diinndarmproben. Die
Originaldatei (A) wurde zuerst in den RGB-Stack (B) umgewandelt, um anschliefend
den signal-positiven Threshold (C) zu markieren. (D) zeigt beispielhaft die
Einstellungen fir den Threshold und fiir die Messung. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe

der ImageJ Software.
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2.4.3. Statistische Analysen

Die Datenbankverwaltung und die statistischen Analysen wurden mit PRISM (Version
8.2.0) durchgefuhrt. Im Vorfeld der Auswertung erfolgte eine Beratung durch das
Institut fur Biometrie und Klinische Epidemiologie der Charité — Universitatsmedizin
Berlin. Zur Prufung der Hypothese wurde ein t-Test verwendet, mit dessen Hilfe
festgestellt werden sollte, ob ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
Mittelwerten der beiden Gruppen besteht. Die Differenz zwischen den Mittelwerten
jedes Datensatzes, die Standardabweichung jeder Gruppe und die Anzahl der
Datenwerte waren zu jedem Zeitpunkt bekannt.
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen des intestinalen Mikrobioms und
insbesondere eines aus dem Mikrobiom stammenden Metaboliten, Propionat (PA), auf
die GroRRe atherosklerotischer Lasionen untersucht. Daruber hinaus wurde die Wirkung
der Propionatverabreichung auf die intestinale Expression von Niemann-Pick C1-like
Protein 1 (NPC1L1), einem wichtigen Transmembrantransporter, der fur die intestinale
Cholesterinabsorption verantwortlich ist, analysiert. Die Interventionen wurden an
hypercholesterinamischen und atheropronen Apolipoprotein-E-defizienten (ApoE-/-)
Mausen durchgefuhrt.

3.1. Einfluss des Darm-Mikrobioms auf die

Atherosklerose

Zunachst wurde der Einfluss der Depletion der Darm-Mikrobiota auf die Atherosklerose
untersucht. Zu diesem Zweck wurden konventionell aufgezogene und mit Antibiotika
behandelte Apolipoprotein-E-depletierte (ApoE -/-) Mause, die in der Folge eine
dezimierte Darmmikrobiota aufwiesen, 6 Wochen lang entweder mit Standardfutter
(SCD) oder mit fettreicher Nahrung (HFD) gefuttert.

Nach 6 Wochen Ernadhrung mit einer Standardfutterdiat (SCD) wurde, wie in
Abbildung 9 dargestellt, eine signifikante Zunahme der Grol3e der atherosklerotischen
Lasion nach der Depletion des Darm-Mikrobioms im Vergleich zu konventionell
gefutterten Mausen beobachtet (,SCD* vs. ,SCD+AB": ,5,45 + 1,03 N=8" vs. ,19,26 +
2,58 N = 5% p = 0,0001). Die Grolde der Lasion ist als Prozentsatz der mit Lasion
bedeckten Aortenwurzelflache nach der Oil-Red-O-Farbung ausgedruckt. Ein
signifikanter Anstieg wurde auch nach Farbung mit einer Standard-HE-Farbung
festgestellt (,SCD* vs. ,SCD+AB*: ,4,99 £+ 1,23 N = 7“vs. ,19,26 £ 2,58 N = 5% p =
0,00083).
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Abbildung 9 Quantifizierung von atherosklerotischen Ablagerungen in den
Aortenwurzelschnitten bei einer Standarddiat. Die Schnitte wurden mit Qil-Red-O- (A) und
HE- (B) Farbungen anbereitet. Vergleich von mit Standard Chow Diet gefitterten Mdusen mit und
ohne Antibiotikagabe. Die Daten wurden mittels eines zweiseitigen, ungepaarten t-Tests

zwischen zwei Gruppen analysiert. SCD, Standard Chow Diet; AB, Antibiotikum

Eine Zunahme der atherosklerotischen Plaquegrofde nach Depletion der intestinalen
Mikrobiota wurde auch nach 6-wochiger Futterung von Mausen mit einer fettreichen
Diat (HFD) beobachtet. Wie in Abbildung 10 aufgezeigt, war die Zunahme sowohl
nach Oil-Red-O- (,HFD" vs. ,HFD+AB*: ,12,17 £ 0,88 N = 8“ vs. ,25,53 £ 3,15 N = 6
p = 0,0006) als auch nach HE-Farbungen (,HFD* vs. ,HFD+AB*: ,13,68 £ 1,13 N = 8*
vs. ,25,53 + 3,15 N = 6% p = 0,002) statistisch signifikant. Wie erwartet war die
PlaquegroRe bei Mausen, die mit einer fettreichen Diat gefuttert wurden, deutlich

groler als bei Mausen, die die Kontrolldiat erhielten.

Reprasentative Beispiele von Aortenwurzeln aus Gruppen, die mit Standardfutter und
fettreicher Nahrung gefuttert wurden, sowohl konventionell aufgezogen als auch nach
Antibiotikabehandlung, sind in Abbildung 11 dargestellt. Die gefarbte Flache der
Aortenwurzeln ist in den Gruppen mit dezimierter Mikrobiota deutlich groRRer, was die
Ergebnisse der statistischen Analyse verdeutlicht. Die CD68+-Farbung wurde nicht
quantifiziert und sollte vielmehr den entzindlichen Charakter der Plaques durch die

Darstellung der Makrophageninfiltration belegen.
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Abbildung 10 Quantifizierung von atherosklerotischen Ablagerungen in den
Aortenwurzelschnitten bei einer fettreichen Diat. Die Schnitte wurden mit Oil-Red-O- (A) und
HE- (B) Farbungen angefertigt. Vergleich von mit High Fat Diet gefiitterten Mausen mit und ohne
Antibiotikagabe. Die Daten wurden mittels eines zweiseitigen, ungepaarten t-Tests zwischen zwei
Gruppen analysiert. HFD, High Fat Diet; AB, Antibiotikum
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Abbildung 11 Reprasentative Bilder von Aortenwurzelschnitten mit und
ohne Antibiotikagabe. Die Schnitte wurden mit Oil-Red-O-, HE- und CD68+-
Farbungen angefertigt. SCD, Standard Chow Diet; HFD, High Fat Diet; AB,
Antibiotika; Maf3stab: 100 um
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3.2. Einfluss des Darm-Mikrobiom-Metaboliten Propionat

auf die Atherosklerose

Als Nachstes wurde die Wirkung exogener Propionatzufuhr auf die Grole
atherosklerotischer Lasionen untersucht. Propionat wurde den Mausen Uber eine orale
Schlundsonde taglich verabreicht. Die Mause wurden fur 6 Wochen entweder mit
Standard- (SCD) oder fettreichem Futter (HFD) ernahrt.

Wie erwartet entwickelten Mause, die mit einer fettreichen Diat gefuttert wurden,
signifikant groRere atherosklerotische Lasionen im Vergleich zu Mausen, die mit
Standardfutter gefauttert wurden (,SCD* vs. ,HFD*: ;5,45 + 1,03 N =8"vs. ,12,17 £ 0,88
N = 8% p = 0,0002). Diese Zunahme der Lasionsgrof3e konnte durch eine 4-wdchige
orale Verabreichung von Propionat erfolgreich verhindert werden (,HFD® vs.
~,HAFD+PA*: ;12,17 £ 0,88 N = 8“ vs. ,,6,59 £ 0,64 N = 11% p < 0,0001). Diese Befunde
wurden auch in einer HE-Farbung gesehen und waren fur beide Farbungen statistisch

signifikant, wie in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12 Quantifizierung von atherosklerotischen Ablagerungen in den
Aortenwurzelschnitten nach Propionatgabe. Die Schnitte wurden mit Oil-Red-O- (A) und HE- (B)
Farbungen angefertigt. Vergleich von Mausen gefiittert mit Standard Chow Diet und High Fat Diet mit
und ohne Propionatgabe. Die Daten wurden mittels eines zweiseitigen, ungepaarten t-Tests zwischen
zwei Gruppen analysiert. SCD, Standard Chow Diet; HFD, High Fat Diet; PA, Propionat
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Abbildung 13 zeigt reprasentative Beispiele von Aortenwurzeln, die mit Oil Red O und
HE gefarbt wurden (Quantifizierung der Lipidspeicherung und Plaquegrofe) sowie
CD68+-Antikdrper (Darstellung der Makrophageninfiltration). Die sichtbare Zunahme
der Plaqueschwere in der Gruppe mit der fettreichen Diat konnte durch die orale
Verabreichung von Propionat erfolgreich verhindert werden, was die Ergebnisse der
statistischen Analyse bestatigt.
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Abbildung 13 Reprasentative Bilder von Aortenwurzelschnitten nach Propionat-
gabe. Die Schnitte wurden mit Oil-Red-O-, HE- und CD68+-Farbungen angefertigt.
SCD, Standard Chow Diet, HFD, High Fat Diet; PA, Propionat; MaRstab: 100 pm

Um zu Uberprifen, ob Propionat seine Eigenschaften auch in Abwesenheit des Darm-
Mikrobioms behalten kann, wurden die Auswirkungen der oralen Propionatzufuhr in
den gleichen ApoE -/- Mausmodellen mit dezimierten Darmmikrobiota untersucht. Um
die Mikrobiota zu auszuloschen, wurden die Mause mit oralen Antibiotika im
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Trinkwasser behandelt. Nach der Sicherstellung des Eradikationserfolges wurden die
Mause mit HFD ernahrt und mit Propionat (PA) oder Kontrollsubstanz taglich

gavagiert.

Die Behandlung mit PA verringerte die Grofe der atherosklerotischen Lasionen in
antibiotisch behandelten und mit HFD gefutterten ApoE-/- Mausen, obwohl| dieser
Effekt keine statistische Signifikanz erreichte (,HFD+AB“ vs. ,HFD+AB+PA": ;25,563 +
3,15 N =6"vs. ,19,55 + 1,31 N = 7% p = 0,09. Eine ahnliche Tendenz konnte auch
nach der HE-Farbung beobachtet werden (Abbildung 14).
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Abbildung 14 Quantifizierung von atherosklerotischen Ablagerungen in den
Aortenwurzelschnitten nach antibiotischer Behandlung mit und ohne Propionatgabe.
Die Schnitte wurden mit Oil-Red-O- (A) und HE- (B) Farbungen anbereitet. Vergleich von mit
High Fat Diet gefutterten Mausen mit Antibiotikabehandlung mit und ohne Propionatgabe. Die
Daten wurden mittels eines zweiseitigen, ungepaarten t-Tests zwischen zwei Gruppen
analysiert. HFD, High Fat Diet; AB, Antibiotika; PA, Propionat

Abbildung 15 zeigt reprasentative Aortenwurzeln von Mausen, die mit einer
fettreichen Diat gefuttert wurden: mit und ohne orale Verabreichung von Propionat. Die
Proben wurden mit Oil Red O, HE und CD68+-Antikorpern gefarbt, um die GroRe der
Plaques und die Lipidablagerungen zu quantifizieren und die Makrophageninfiltration

im Inneren der Plaques darzustellen.
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Abbildung 15 Reprasentative Bilder von
Aortenwurzelschnitten nach Antibiotikagabe mit und ohne
Propionatbehandlung. Die Schnitte wurden mit Oil-Red-O-,
HE- und CD68+-Farbungen angefertigt. HFD, High Fat Diet,
AB, Antibiotika; PA, Propionat; MafRstab: 100 um

3.3. Wirkmechanismen des Propionat

Zur Bewertung der potenziellen Wirkmechanismen des Propionats wurde auch die
Expression von Niemann-Pick C-like Protein 1 (NPC1L1) im Dinndarm untersucht.
NPC1L1 ist ein wichtiger Transmembrantransporter, der fir die intestinale Absorption
von Cholesterin verantwortlich ist und somit eine bedeutsame Rolle bei der
Atherogenese spielt. lleumproben wurden von ApoE -/- Mausen gewonnen, die 6

Wochen lang entweder mit Standardfutter oder mit fettreicher Nahrung gefittert und 4
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Wochen lang entweder mit taglicher oraler Verabreichung von Propionat oder einer
Kontrolllosung behandelt wurden. Zur Darstellung und Quantifizierung wurden die
Proben immunhistochemisch gefarbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert.

In histologischen Schnitten des Dunndarms von ApoE-/- Mausen, die mit HFD gefuttert
wurden, wurde im Vergleich zu Mausen, die mit SCD gefuttert wurden, eine erhohte
Dichte von NPC1L1 beobachtet (,SCD* vs. ,HFD*: ,48,15 £ 2,97 N = 9" vs. ,63,69
2,38 N=7% p = 0,002). Dieser Anstieg konnte unter PA-Behandlung verhindert werden
(,HFD" vs. ,HFD+PA*: ,63,69 + 2,38 N = 7“ vs. ,49,67 + 2,88 N = 9% p = 0,003). Der
Unterschied wurde, wie in Abbildung 16 aufgezeigt, als mittlere Fluoreszenzdichte
quantifiziert und war sowohl fur den Vergleich SCD vs. HFD als auch HFD vs. HFD mit
PA statistisch signifikant.
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Abbildung 16 Quantifizierung der mittleren Fluoreszenzdichte der
NPC1L1-Farbung des Diinndarms von Mausen. Vergleich von
Mausen geflttert mit Standard Chow Diet und High Fat Diet mit und
ohne Propionatgabe. Die Daten wurden mittels eines zweiseitigen,
ungepaarten t-Tests zwischen zwei Gruppen analysiert. SCD,
Standard Chow Diet; HFD, High Fat Diet; PA, Propionat

Reprasentative Immunfarbungen des Dunndarms mit einem NPC1L1-Antikorper sind
in Abbildung 17 sowohl als immunhistochemische Farbung (zur Veranschaulichung)
wie auch als Immunfluoreszenzfarbung (fur die statistische Analyse) dargestellt. Es
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zeigt sich eine deutliche Zunahme der positiven Farbung nach einer fettreichen
Ernahrung, die durch orale Verabreichung von Propionat verhindert wurde. Diese

Farbungen stimmen mit der statistischen Quantifizierung tuberein.

SCD HFD HFD + PA

Abbildung 17 Reprasentative Immunfarbung des Diinndarms von Mausen mit einem
NPC1L1-Antikorper. Vergleich von Mausen geflttert mit Standard Chow Diet und High Fat Diet
mit und ohne Propionatgabe. Obere Reihe: Immunhistochemie; untere Reihe: Immunfluoreszenz.
MaRstab: 100 ym. SCD, Standard Chow Diet; HFD, High Fat Diet; PA, Propionat; NPC1L1,

Niemann-Pick C1-like Protein 1

In klinischen Studien, in denen rekombinantes humanes IL-10, ein wichtiges Treg-
Zytokin, getestet wurde, zeigte sich eine cholesterinsenkende Wirkung fur das IL-10
(60). In der Literatur wurde die Zunahme der Treg-Zellpopulation, begleitet von
erhdohten Konzentrationen von Interleukin IL-10 in der Dinndarmwand, als Reaktion
auf Propionat beschrieben (39). Um die funktionelle Bedeutung der IL-10 fur die
atheroprotektiven Eigenschaften des Propionats weiter zu untersuchen, sollte die IL-
10-Signalubertragung mit einem monoklonalen Anti-IL-10-Rezeptor-Antikorper

blockiert werden.

ApoE-/- Mause wurden mit einer wochentlichen, intraperitonealen Injektion von IL-10-
Rezeptor-Antikorpern behandelt, um die Inhibition des Signalwegs von IL-10 zu
gewabhrleisten. Alle Mause erhielten fur 6 Wochen die High-Fat-Diat und wurden fur 4

Wochen taglich mit Propionat oder Kontrolllosung gavagiert.
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Propionat verlor seine atheroprotektiven Wirkungen nach der Blockade des IL-10-
Rezeptor-Signalwegs. Wie in Abbildung 18 dargestellt, zeigte die Interventionsgruppe
(fettreiche Ernahrung, Propionateinnahme und Blockade des IL-10-Rezeptors) eine
hochsignifikante Zunahme der Schwere der atherosklerotischen Lasion im Vergleich
zur Gruppe ohne Blockade des IL-10-Signalwegs (,HFD+PA® vs. ,HFD+PA+IL10rAB*:
,0,99 £ 0,64 N = 11%vs. ;16,44 + 2,06 N = 7% p < 0,0001). Dartuber hinaus gab es
keinen signifikanten Unterschied in demselben Aspekt hinsichtlich des Schweregrades
der Lasion zwischen den beiden Gruppen mit Blockade des IL-10-Signalwegs
unabhangig davon ob, PA verabreicht wurde (,HFD+PA+IL10rAB* vs. ,HFD+IL10rAB*:
,16,44 £+ 2,06 N =7“vs. ,19,32 £ 1,98 N = 4% p = 0,38).
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Abbildung 18 Quantifizierung von atherosklerotischen Ablagerungen in den
Aortenwurzelschnitten nach Propionatbehandlung mit und ohne Blockade des IL-10-
Signalwegs. Die Schnitte wurden mit Oil-Red-O- (A) und HE- (B) Farbungen angefertigt. HFD,
High Fat Diet; PA, Propionat; IL10rAB, Interleukin-10-Rezeptor-Antikdrper; die Daten wurden

mittels eines zweiseitigen, ungepaarten t-Tests zwischen zwei Gruppen analysiert.

Reprasentative Beispiele von Aortenwurzeln aus allen drei Gruppen sind in Abbildung
19 dargestellt, wobei beide Gruppen mit der Blockade des IL-10-Signalwegs im
Vergleich zur Kontrollgruppe unabhangig von der verwendeten Farbung (Oil Red O,
HE, CD68+) deutlich schwerere Lasionen aufweisen. Die orale Verabreichung von
Propionat hatte bei diesen Mausen keine Auswirkung, was die Ergebnisse der oben

beschriebenen statistischen Analyse deutlich macht.
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Abbildung 19 Reprasentative Bilder von Aortenwurzelschnitten nach

Propionatbehandlung mit und ohne Blockade der IL-10-Signalwegs. Die
Schnitte wurden mit Oil-Red-O-, HE- und CD68+-Farbungen angefertigt. HFD, High
Fat Diet; PA, Propionat; IL10rAB, Interleukin-10-Rezeptor-Antikorper; Malf3stab:
100 pm
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4. Diskussion

Herz-Kreislauf-Erkrankungen (KHK) sind weltweit die haufigste Todesursache (4),
verursachen hohe soziookonomische Kosten (3) und stellen eine enorme Belastung
fur das Gesundheitssystem dar (1). Dies macht die effiziente Pravention von CVD zu
einer systemrelevanten Aufgabe und muss daher weiter angestrebt, erforscht und
verbessert werden. Atherosklerose ist eine entzundlich-degenerative Erkrankung der
arteriellen Blutgefalle und die atiologische Ursache der koronaren Herzkrankheit
(KHK) und eine der Hauptursachen des ischamischen Schlaganfalls und damit
ursachlich fur uber 80% aller mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen verbundenen
Todesfalle (2). Epidemiologische Studien deuten darauf hin, dass eine ausreichende
Zufuhr  von  Ballaststoffen  zur  Vorbeugung von  atherosklerotischen
Gefalerkrankungen beitragen kann (37). Die zugrundeliegenden Mechanismen sind
vermutlich weitgehend auf kurzkettige Fettsauren (SCFAs), einschliel3lich Propionat,
zuruckzufuhren, die Produkte der mikrobiellen Fermentation von Ballaststoffen sind
(38). Jungsten Erkenntnissen zufolge hat Propionat eine modulierende Wirkung auf
die intestinale T-Zell-lmmunitat (45) und eine Beteiligung an der Kontrolle des
systemischen Stoffwechsels (51). Tregs haben die Fahigkeit, chronische
Entzindungen, aber auch den Cholesterinstoffwechsel zu modulieren (52). Die
Zunahme der Treg-Zellpopulation als Reaktion auf Propionat ging mit einem Anstieg
des Interleukins IL-10 in der Diunndarmwand einher (39). Angesichts der sich daraus
ergebenden moglichen Verbindung zwischen Propionat, Tregs und Lipidkontrolle
stellten wir die Hypothese auf, dass Propionat eine atheroprotektive Wirkung haben
konnte, die durch die Modulation des adaptiven Immunsystems im Darm und die
Beeinflussung der intestinalen Expression von Niemann-Pick C1-like Protein 1
(NPC1L1) vermittelt wird. Dies war die Grundlage fur das Forschungsziel dieser Arbeit

und die Fragestellungen, die in den folgenden Kapiteln beantwortet werden sollen.
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4 1. Einfluss des Darm-Mikrobioms auf Atherosklerose

Beeinflusst die Depletion des Darm-Mikrobioms den Schweregrad der

Atherosklerose im Atheropronen-Mausmodell?

Bei Mausen mit einer dezimierten Darmmikrobiota fanden wir nach 6 Wochen eine
Erhohung der GroRe der atherosklerotischen Lasionen im Vergleich zu konventionell
aufgezogenen Mausen. Die Vorgehensweise zur Depletion der Mikrobiota wurde im
methodischen Kapitel (2.2.3.1) ausfuhrlich erlautert. Die Zunahme konnte unabhangig
von der an die Mause verabreichten Diat beobachtet werden, wobei Mause, die eine
fettreiche Diat erhielten, im Vergleich zu Mausen, die mit Standardfutter gefuttert
wurden, grofere Lasionen entwickelten. In beiden Gruppen nahm der Schweregrad
der Lasionen nach der Eradikation des Mikrobioms weiter zu. In anderen Analysen
unserer Arbeitsgemeinschaft an der gleichen Gruppe von Mausen wurde ein deutlicher
Anstieg des Gesamt- und LDL-Cholesterins bei Mausen mit dezimierter Mikrobiota
beobachtet (61). Da erhohte Cholesterinwerte eine der wichtigsten Ursachen fur
Atherosklerose sind (62), lassen diese Ergebnisse auf eine funktionelle Rolle der von
der Darmmikrobiota abhangigen Stoffwechselwege bei der Regulierung der
Atherogenese schlielen.

4.2. Einfluss des Propionats auf die Atherosklerose

Beeinflusst der vom Darm-Mikrobiom stammende Metabolit Propionat den

Schweregrad der Atherosklerose im Atheropronen-Mausmodell?

Als Nachstes untersuchten wir die Auswirkung der exogenen Verabreichung von
Propionat, das uUber eine tagliche orale Schlundsonde verabreicht wurde, auf die
Atherogenese in ApoE-/- Mausen. Wie erwartet, fuhrte die fettreiche Diat zu einem
signifikanten Anstieg der atherosklerotischen Plaques in den Aortenwurzeln der
Mause. Diese HFD-induzierte Steigerung der Ablagerungen wurde durch die
Behandlung mit Propionat erfolgreich verhindert. Bei weiterfUhrenden Untersuchungen
dieser Mausepopulation durch unsere Gruppe wurde aulderdem festgestellt, dass die
mit HFD gefutterten Mause signifikant hohere Werte an Gesamt-, VLDL- und LDL-

Cholesterin aufwiesen, und dieser HFD-induzierte Anstieg konnte durch Propionat
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vermieden werden (61). Daruber hinaus erhohte HFD verschiedene Cholesterinester,
von denen einige durch die PA-Behandlung reduziert wurden (61). Die Korrelation
zwischen der Zunahme des Schweregrads atherosklerotischer Plaques und erhdhten
Gesamt- und LDL-Cholesterinspiegeln steht im Einklang mit umfangreichen
Erkenntnissen aus epidemiologischen, genetischen und klinischen
Interventionsstudien, die gezeigt haben, dass LDL eine kausale Rolle bei der
Atherogenese spielt (62).

Fruhere Studien weisen ebenfalls auf atheroprotektive und cholesterinsenkende
Eigenschaften von Propionat hin. Ratten, die mit Milchsaurebakterienstammen
gefuttert wurden, wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant hohere
Propionsaurekonzentrationen auf und zeigten nach einer 4-wochigen Futterungszeit
eine signifikante Verringerung des Gesamtcholesterins, der Triglyceride und des LDL-
Cholesterins bei gleichzeitiger Erhdhung des HDL (63). DarUber hinaus wurde eine

signifikante Verringerung des Cholesteringehalts in der Leber beobachtet (63).

Bartolomaeus et al. beobachteten eine signifikante Abnahme der atherosklerotischen
Lasionsflache in der Aorta bei Propionat-behandelten Apolipoprotein-E-/- Mausen
(41), was die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse bestatigt. Darlber hinaus zeigte
Propionat weitere kardioprotektive Eigenschaften, indem es Herzhypertrophie,
Fibrose, vaskulare Dysfunktion und Bluthochdruck in Mausemodellen deutlich
abschwachte. Propionat verringerte auch die Anfalligkeit fur kardiale
Herzrhythmusstorungen (41).

In jingsten experimentellen Studien wurde belegt, dass Propionat die
Reparaturkapazitat nach einem Myokardinfarkt fordert (64). Der physiologische
Zustand und die Uberlebensrate von M&ausen nach einem Myokardinfarkt waren nach
einer SCFA-Supplementierung deutlich verbessert (64). Der Herzinfarkt war mit einer
Umstrukturierung der mikrobiellen Darmflora verbunden, z.B. mit einer Verringerung
des Lactobacillus, der in anderen Studien eine Propionat-steigernde Wirkung zeigte
(63). Die Verabreichung eines Lactobacillus-Probiotikums an antibiotisch behandelte
Mause vor einem Herzinfarkt hatte kardioprotektive Auswirkungen und veranderte das
Gleichgewicht der SCFAs in Richtung Propionat (64).

Ein weiterer wichtiger Aspekt des systemischen Einflusses von Propionat sind die
Auswirkungen auf den Glukosestoffwechsel, wobei sowohl protektive als auch
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moglicherweise ungunstige Eigenschaften diskutiert wurden. Kirzlich wurde berichtet,
dass PA die Glykogenolyse und Hyperglykamie stimuliert, indem es die
Plasmakonzentrationen von Glukagon und Fettsaurebindendem Protein 4 (FABP4)
durch Aktivierung des sympathischen Nervensystems erhoht und damit das Risiko
einer Insulinresistenz steigert (65). Diese Ergebnisse konnten in den Analysen unserer
Gruppe nicht beobachtet werden, in denen PA weder die
Glukagonplasmakonzentrationen noch die FABP4 beeinflusste und die
Nuchternglukose- und HbA1C-Werte nicht veranderte. Dies lasst jedoch nur vermuten,
dass eine PA-Behandlung in der in unserer Studie verwendeten Dosierung und Dauer
den Glukosestoffwechsel nicht beeinflusst. Auf der anderen Seite zeigten frihere
Studien, dass die SCFAs Propionat und Butyrat in der Lage sind, die intestinale
Gluconeogenese zu stimulieren, was sich positiv auf die Glucose- und
Energiehomoostase auswirkt (66). Propionat, selbst ein Substrat der intestinalen
Gluconeogenese (IGN), aktiviert die IGN-Genexpression Uber einen neuronalen
Regelkreis zwischen Darm und Gehirn unter Beteiligung des Fettsaurerezeptors
FFARS3 (66). Es wird angenommen, dass dieser Mechanismus metabolische Vorteile
fur die Energiehomoostase mit einer Verringerung von Adipositas und Korpergewicht
sowie einer besseren Glukosekontrolle mit sich bringt (66). Zusammengenommen
kann PA je nach Wirkungsort unterschiedliche Auswirkungen auf die Glukosekontrolle
haben. In der von unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrten Studie an Menschen, die eine
8-wochige Propionatbehandlung erhielten, wurde jedoch keine relevante
Gewichtsveranderung beobachtet (61). Die Teilnehmer:innen wiesen jedoch, ahnlich
wie im Mausemodell, eine signifikante Senkung des Cholesterinspiegels auf (61), was
darauf hindeutet, dass die cholesterinsenkende Wirkung von Propionat nicht mit einer

Gewichtsreduktion zusammenhangt.

Kann Propionat seine Eigenschaften in Abwesenheit des Darm-Mikrobioms

beibehalten?

Die Behandlung mit PA fuhrte bei antibiotisch behandelten und HFD-gefltterten ApoE-
/- Mausen zu einer leichten Verringerung der Grof3e der atherosklerotischen Lasionen.
In weiteren Analysen unserer Arbeitsgruppe senkte die PA-Behandlung signifikant das
Gesamt-, LDL- und VLDL-Cholesterin in antibiotisch behandelten und HFD-gefutterten
ApoE-/- Mausen (61), was demonstriert, dass PA den deregulierten intestinalen
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Cholesterinstoffwechsel in Mausen mit dezimierter Darmmikrobiota teilweise
kompensieren  kann. Bemerkenswerterweise erreichte der Effekt der
Propionataufnahme auf die GroRe der atherosklerotischen Lasionen in diesem Fall
keine statistische Signifikanz, was darauf hindeutet, dass die vom Darm-Mikrobiom
abhangigen atheroprotektiven Mechanismen Uber die intestinale Cholesterinregulation

hinausgehen.

4.3. Wirkmechanismen des Propionats
4.3.1. NPC1L1-Expression

Der intestinale Cholesterinstoffwechsel, insbesondere der Cholesterintransport und
die Cholesterinabsorption, sind Schlisselkomponenten der Cholesterinhomodostase
(67). Daher wurde eine mogliche regulatorische Rolle von Propionat auf die intestinale
Expression von Niemann-Pick C1-like Protein 1 (NPC1L1), einem wichtigen
Transmembrantransporter, der fur die intestinale Cholesterinabsorption verantwortlich
ist, untersucht (68).

Beeinflusst Propionat die intestinale Expression von Niemann-Pick C1-like
Protein 1 (NPC1L1)?

In histologischen Dunndarmschnitten von ApoE-/- Mausen, die mit HFD gefuttert
wurden, wurde eine erhdhte Dichte von NPC1L1 im Vergleich zu Mausen, die mit SCD
gefuttert wurden, beobachtet. Dieser erhohte Dichtegrad wurde bei HFD-gefutterten
Mausen unter PA-Behandlung verhindert. In einer erweiterten Analyse unserer Gruppe
zeigte sich, dass PA auch den HFD-induzierten Anstieg der NPC1L1-Genexpression

im Dunndarm normalisiert (61).

Bei ApoE -/- Mausen, die mit HFD gefuttert wurden, wurde ein erhohter Gehalt an
Stigmasterin  und Sitosterin im Vergleich zu SCD berichtet (61). Die
Plasmakonzentration von Phytosterinen hangt von der Nahrungsaufnahme und der
intestinalen Sterinabsorptionskapazitdat ab, so dass die Plasmaspiegel von
Phytosterinen als Indikator fur die intestinale Sterinabsorptionsrate dienen (69). Dies
weist auf die funktionelle Bedeutung der veranderten NPC1L1-Expression in ApoE-/-
Mausen hin, die mit HFD gefuttert wurden. Diese Veranderungen im
Phytosterolspiegel wurden durch die Behandlung mit PA verhindert (61). Dartber
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hinaus wurden bei HFD-gefutterten Mausen, die mit PA behandelt wurden, erhohte
Cholesterinwerte im Stuhl im Vergleich zu Mausen ohne PA-Behandlung beobachtet
(61). Dies deutet darauf hin, dass PA die intestinale Cholesterinabsorptionskapazitat
moduliert, was im Einklang mit der festgestellten Herunterregulierung von NPC1L1
durch PA steht.

In weiteren Berichten unserer Arbeitsgruppe wurden keine signifikanten Unterschiede
in der Expression von Genen, die den Lipidfluss durch die Dinndarm-Enterozyten
regulieren, einschliel3lich ATP-bindende Kassette Unterfamilie G Mitglied 5 (Abcg5),
Acetyl-CoA Acetyltransferase (Acat2) und ATP-bindende Kassette Transporter 1
(Abca1), zwischen PA-behandelten und -unbehandelten Mausen gefunden (61). PA
hatte auch keinen Einfluss auf die HFD-induzierte Expression des apikalen Natrium-
Gallensaure-Transporters (Asbt) (61), der die aktive Aufnahme konjugierter
Gallensauren vermittelt, um deren enterohepatische Rezirkulation aufrechtzuerhalten
(70).

Neben dem intestinalen Cholesterinstoffwechsel, dem Transport und der Absorption
sind die hepatische Cholesterin-Clearance und  -Synthese  weitere
Schlusselkomponenten der Cholesterin-Homoostase (67). Obwohl HFD bei ApoE-/-
Mausen einen Anstieg der Expression wichtiger Gene, die am hepatischen
Cholesterinstoffwechsel beteiligt sind, wie das Sterol regulatory element-binding
protein (Srebp2) und die Cholesterin-7-alpha-Hydroxylase (Cyp7a1), induzierte, wurde
nur die Expression von Srebp2 durch die PA-Behandlung ruckgangig gemacht (61).
Andere Gene, die an der hepatischen Cholesterin- und Gallensauresynthese beteiligt
sind, darunter der LDL-Rezeptor (LdIr), die Proprotein-Convertase Subtilisin/Kexin Typ
9 (Pcsk9), die 3-Hydroxy-3-Methyl-Glutaryl-Coenzym A (HMG-CoA)-Reduktase
(Hmgcr) und der Farnesoid-X-Rezeptor (Fxr), wurden durch HFD oder zusatzliche PA-
Behandlung nicht signifikant verandert (61). Auch die enzymatische Aktivitat der HMG-
CoA-Reduktase wurde durch PA nicht beeinflusst (61).

Das Fehlen eines signifikanten Einflusses von PA auf die Expression wichtiger Gene,
die am hepatischen Cholesterinstoffwechsel beteiligt sind, wie Cyp7a1, Ldlr, Pcsk9,
Hmgcr, Fxr, und die enzymatische Aktivitat der HMG-CoA-Reduktase, spricht gegen
eine relevante Rolle von PA bei der hepatischen Regulation des
Cholesterinstoffwechsels. Dartuber hinaus hat PA keinen Einfluss auf die Expression

des Natrium-Galle-Transporters (Asbt) oder von Genen, die den Lipidfluss im
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Dunndarm regulieren, wie Abcg5, Acat2, Abca1l. Dies deutet darauf hin, dass PA die
intestinale Cholesterinabsorption und damit den systemischen Lipidspiegel Uber die
beobachtete Herunterregulierung von NPC1L1 moduliert.

Interessanterweise berichtete unsere Gruppe uber keine direkte Auswirkung von PA
auf die Expression des NPC1L1-Gens in einem Modell eines Organoid-Kultursystems
fur Darmepithelzellen der Maus (61) nach spezifischer Expansion von adulten
Darmstammzellen (71). Diese Ergebnisse deuten auf einen komplexeren
Regulationsmechanismus von NPC1L1 durch PA hin. Die regulierende Rolle von PA
bei der Modulation von NPC1L1 muss daher weiter untersucht und evaluiert werden.

4.3.2. Interleukin-10-Signalweg

Es wurde bereits berichtet, dass PA modulierende Effekte auf die intestinale T-Zell-
Immunitat hat (45, 72), die wiederum an der Kontrolle des systemischen Stoffwechsels
beteiligt sein soll (73). Daruber hinaus wurde kurzlich beobachtet, dass das
Immunsystem des Darms, insbesondere bestimmte Untergruppen (Integrin b7+) der
intraepithelialen T-Lymphozyten des Darms, den systemischen Cholesterinspiegel
modulieren (51). In Ubereinstimmung mit diesen friiheren Berichten beobachtete
unsere Arbeitsgruppe einen Anstieg der CD25+ Foxp3+ T-regulatorischen Zellen
(Tregs) in den mesenterialen Lymphknoten (MLNs) und im peripheren Kreislauf von
HFD-gefutterten ApoE-/- Mausen als Reaktion auf PA (61). Die Tregs-Population in
der Milz war nicht verandert, was darauf hindeutet, dass der Dinndarm die primare
Quelle dieser Treg-Zunahme war. Die anderen Komponenten des Gleichgewichts der
T-Zell-lmmunitat — T-Helferzellen (Th1 und Th17) — wurden durch die PA-Behandlung
weder in den MLN noch im peripheren Kreislauf oder in der Milz verandert (61). Die
Zunahme der Treg-Zellpopulation als Reaktion auf PA wurde von erhohten
Konzentrationen von Interleukin-10 (IL-10), dem wichtigsten Treg-Zytokin, in der
Dunndarmwand begleitet (61). Andere Zytokine, die mit Th1- oder Th17-Zellen oder
Monozyten in Verbindung stehen, einschliel3lich Tumornekrosefaktor-alpha,
Monozyten-Chemoattractant-Protein-1, IL-6 und Interferon gamma, wurden durch PA
nicht verandert (61).

Unsere Beobachtungen stimmen mit friheren Studien Uberein, die einen Anstieg der
Treg-Anzahl und -Funktion durch zusatzliche PA-Behandlung zeigten (40).
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Mechanistisch ergab die Analyse des funktionellen Mikrobioms eine erhohte
Expression von Treg-Zell-induzierenden Genen (wie CD3e und CD28) im Darm sowie
eine normalisierte mitochondriale Funktion und Morphologie der Treg-Zellen, was zu
einer gesteigerten funktionellen Kapazitat der Tregs mit erhodhter IL-10-Produktion
fuhrte (40). Angesichts dieser Ergebnisse und neuerer Erkenntnisse aus der Literatur
(45, 72) stellten wir die Hypothese auf, dass die PA-bedingten Veranderungen des
Cholesterinstoffwechsels, einschliel3lich der NPC1L1-Expression im Dunndarm,
zumindest teilweise durch eine Modulation des adaptiven Immunsystems des Darms

und der IL-10-Signaling-Wege vermittelt werden.

Wird der Wirkmechanismus von Propionat durch Interleukin-10 vermittelt?

Der IL-10-Signalweg wurde mit einem Anti-IL-10-Rezeptor-Antikorper blockiert, der
wahrend der PA-Behandlung einmal pro Woche intraperitoneal injiziert wurde, um die
funktionelle Bedeutung von IL-10 fur die Regulierung der NPC1L1-Expression und
damit fur die PA-bedingte Atheroprotektion zu untersuchen. Die Blockade des IL-10-
Rezeptors verstarkte den Schweregrad der atherosklerotischen Lasionen in HFD-
gefutterten ApoE-/- Mausen trotz der Behandlung mit PA und hob dessen
atheroprotektive Eigenschaften vollstandig auf. Es schwachte auch die PA-bedingte
Senkung des Gesamt-, LDL-, VLDL- und HDL-Cholesterins ab, wie von unserer
Gruppe nach weiteren Analysen der Mausepopulation berichtet wurde (61). Dartber
hinaus wurden auch erhohte Phytosterol-Plasmaspiegel beobachtet, was eine
verstarkte intestinale Sterolabsorption hindeutet (61). Zudem zeigten die bereits
erwahnten Experimente unserer Gruppe an intestinalen Epithelorganoiden der Maus,
die sowohl den IL-10R1- als auch den IL-10R2-Rezeptor exprimieren (74), eine
dosisabhangige Herunterregulierung der NPC1L1-Genexpression nach Behandlung
mit rekombinantem Maus-IL-10 (61).

Diese Ergebnisse unterstutzen einen Regelkreis, in dem die PA-induzierte Erh6hung
der Treg-Zellfrequenz und die lokalen IL-10-Konzentrationen im Dunndarm die
Expression des bedeutenden Steroltransporters NPC1L1 regulieren. Somit ist PA in
der Lage, die Cholesterinaufnahme indirekt zu regulieren, was sich praventiv auf die

Entwicklung von Atherosklerose in ApoE-/- Mausen auswirkt.

Uber die cholesterinsenkende Wirkung von IL-10 wurde bereits in klinischen Studien

berichtet, in denen rekombinantes humanes IL-10 und seine Verwendung bei
63



Autoimmun- und neoplastischen Erkrankungen getestet wurden (75, 76). Der
zugrunde liegende Mechanismus der Kontrolle des Fettstoffwechsels blieb jedoch
unklar. Die Ergebnisse unserer Gruppe zeigen, dass IL-10 die Cholesterinaufnahme
im Darm reguliert, indem es die Expression von NPC1L1 beeinflusst. Im Gegensatz zu
einer systemischen Immuntherapie mit rekombinantem IL-10 konnte die Erganzung
der intestinalen Mikroumgebung durch PA ohne Nebenwirkungen einer systemischen
IL-10 Behandlung die Atheroprotektion fordern.

4.4. Zusammenfassung

Die vom Darm-Mikrobiom generierten Metaboliten sind wichtige Modulatoren der
Wirtsphysiologie (23). Daruber hinaus haben epidemiologische Studien ergeben, dass
eine langfristige Aufnahme von Ballaststoffen zur Vorbeugung von Dyslipidamie und
atherosklerotischen Herz-Kreislauf-Erkrankungen (CVDs) beitragen kann (37).
Kurzkettigen Fettsduren (SCFAs), die aus der Fermentation unverdauter Nahrstoffe
wie Ballaststoffen stammen, werden weitere gesundheitsfordernde Eigenschaften
zugeschrieben, z.B. durch Senkung des Blutdrucks (77) oder Modulation von
Entzindungsreaktionen (45). Diese Studie zeigt eine deutliche VergroRerung der
atherosklerotischen Lasionen, und weitere Berichte unserer Gruppe belegen einen
Anstieg des Gesamt- und LDL-Cholesterinspiegels bei ApoE-/- Mausen, die mit
Antibiotika behandelt wurden, um eine Verarmung der Darmmikrobiota zu bewirken,
im Vergleich zu konventionell aufgezogenen Mausen (61). Diese Ergebnisse belegen
die funktionelle Rolle der von der Darmmikrobiota abhangigen Signalwege bei der
Kontrolle des Cholesterinspiegels im Blut und folglich der Atherogenese.

Die experimentelle Arbeit unserer Gruppe, einschliellich dieser Dissertation, stimmt
auch mit fruheren Studien Uberein, die atheroprotektive Wirkungen des SCFA
Propionat (PA) (41, 63) beschrieben haben, und erweitert die Berichte um den
Nachweis der Eigenschaften von Propionat, die intestinale Cholesterinabsorption tber
einen immunmodulatorischen Weg zu regulieren und zu verringern. Dieser Weg
beinhaltet einen neuartigen Mechanismus, bei dem erhohtes IL-10 in der

Darmumgebung den intestinalen Cholesterintransporter NPC111 herunterreguliert.

Bartolomaeus et al. (41) zeigten bereits zuvor vasoprotektive Wirkungen von PA in
einem Mausmodell fur Angiotensin-ll-induzierte hypertensive kardiovaskulare
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Schaden, wobei PA die Angiotensin-ll-induzierte proinflammatorische Infiltration von
Immunzellen am Herzen verhindern konnte. Es ist zudem bekannt, dass PA bei
Mausen Uber den endothelialen G-Protein-gekoppelten Rezeptor blutdrucksenkend
wirkt, indem es die Widerstandsgefal’e auf endothelabhangige Weise erweitert (42).
Diese Wirkungen von PA waren jedoch lipidunabhangig, wahrend sich unsere Studie
auf die lipidmodulierenden Eigenschaften von PA zur Pravention der
Atheroskleroseentwicklung konzentrierte.

Atherosklerose beginnt haufig schon in jungen Jahren (78) und schreitet je nach
lebenslanger Exposition gegenuber genetischen und umweltbedingten Risikofaktoren
weiter fort (5). Umfangreiche Belege aus epidemiologischen, genetischen und
klinischen Interventionsstudien haben gezeigt, dass LDL in diesem Prozess eine
kausale Rolle spielt und daher einen der wichtigsten Risikofaktoren darstellt (62).
Deshalb ist die Senkung des LDL-Cholesterinspiegels in den fruhen Stadien der
Atherosklerose von entscheidender Bedeutung fur die Pravention der Entwicklung von
CVDs (10).

In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass PA die intestinale Expression des
intestinalen Cholesterintransporters von Niemann-Pick C1-like Protein 1 (NPC1L1)
reguliert, indem es den IL-10-Spiegel in der intestinalen Mikroumgebung erhoht. Daher
beeinflusst PA den zirkulierenden LDL-Cholesterinspiegel und dampft die Entwicklung
von Atherosklerose. Die Senkung des LDL-Cholesterins mit potenziell
atheroprotektiven Effekten durch eine zusatzliche PA-Behandlung konnte somit eine
neuartige Anwendung eines aus der Mikrobiota stammenden Metaboliten darstellen.
Daruber hinaus wurde die klinische Relevanz der experimentellen Beobachtungen von
unserer Arbeitsgruppe in  einer randomisierten, Placebo kontrollierten
Doppelblindstudie hervorgehoben, in der die LDL-Cholesterin-senkende Wirkung einer
oralen Supplementierung von PA bei Menschen mit Hypercholesterinamie bestatigt
wurde (61). Dies zeigt das translationale Potenzial unserer Ergebnisse, allerdings sind
weitere Studien erforderlich, um die langfristigen Auswirkungen von PA auf die

Entwicklung von Atherosklerose beim Menschen zu untersuchen.

Zusatzlich zu den traditionellen kardiovaskularen Risikofaktoren wurden in den letzten
Jahren deutliche Veranderungen in der Zusammensetzung des Darm-Mikrobioms bei
Patienten mit atherosklerotischer CVD beschrieben (23). Eine grol3e metagenomweite

Assoziationsstudie an Stuhlproben von Personen mit atherosklerotischer CVD und
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gesunden Kontrollpersonen belegte eine erhdhte Abundanz von Enterobacteriaceae
und Streptococcus spp. und eine verringerte Anzahl Butyrat- und Propionat-
produzierender Bakterien bei Patient:innen mit atherosklerotischer CVD. Dies zeigt
nicht nur einmal mehr die funktionelle Rolle von SCFAs bei der Forderung der
kardiovaskularen Gesundheit, sondern auch, dass eine veranderte Darmmikrobiota

selbst ein moglicher kardiovaskularer Risikofaktor ist (34).

4.5. Limitationen

Da die Wirkung von PA unter atherogenen Bedingungen untersucht werden sollte,
verwendeten wir ApoE-/- Mause fur die weiteren Experimente mit PA. Es ist sehr
wichtig zu betonen, dass die in Tiermodellen gewonnenen Erkenntnisse der
Grundlagenforschung nicht zu 100% direkt auf den Menschen Ubertragen werden
konnen. Unsere Tierversuche fanden unter standardisierten Bedingungen statt, die
sich in klinischen Studien oder im wirklichen Leben nur bedingt reproduzieren lassen.
Zudem unterscheidet sich der Lipidstoffwechsel von Mausen und Menschen. Mause
transportieren einen besonders hohen Anteil ihres Plasmacholesterins mit HDL,
wahrend beim Menschen der Grofteil des Plasmacholesterins an LDL gebunden ist
(79). Nichtsdestotrotz weist die Maus eine ahnliche Proteinvielfalt im LDL und HDL auf
wie der Mensch, was das Mausmodell zu einem haufig verwendeten Tiermodell bei
Studien des Fettstoffwechsels beim Menschen macht (79).

Bei unseren Versuchen hielten wir uns strikt an die internationalen Richtlinien zur
Ersetzung, Verfeinerung und Verringerung von Tieren, die fur Tierversuche entwickelt
wurden (80). Allerdings sind alle Tiere, die in einem wissenschaftlichen Versuch
eingesetzt werden, externen Stressfaktoren ausgesetzt, die den Versuch selbst
beeinflussen konnen. Die Verabreichung von PA erfolgte taglich mittels oraler
Schlundsonde, um eine feste und reproduzierbare Dosierung wahrend des Versuchs
zu gewahrleisten. Die orale Verabreichung von PA kann zu Verletzungen des oberen
Magen-Darm-Trakts fuhren und stellt daher einen grof3en Stressfaktor fur die Mause
dar. Um fur alle Mause moglichst ahnliche Bedingungen sicherzustellen, verabreichten
wir den Mausen in der Kontrollgruppe die entsprechenden Kontrolllosungen. Um die
Sicherheit und das Wohlergehen der Mause zu gewahrleisten, beobachteten wir alle
Mause nach jeder Verabreichung mehrere Minuten lang genau, um eventuelle
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Anzeichen von Verletzungen oder Schmerzen zu erkennen. Ein Teil der Tiere erhielt
in unserem Versuch auch mehrere Wochen lang Breitbandantibiotika im Trinkwasser.
AnschlieRend wurden sie unter streng sterilen Bedingungen gehalten (steriles Futter,
autoklavierte Kafige, steriles Arbeiten wahrend der Magenspulung). Wahrend der
Sektionen stellten wir fest, dass einige dieser Mause eine Kolitis mit Megaappendix
entwickelten, die bei sekundar gnotobiotischen Mausen bekannt ist, deren
systemische Folgen jedoch noch unklar sind. Ein weiterer wichtiger Aspekt war die
Gewichtszunahme der Mause. Da die Mause ad libitum Zugang zu Futter und Wasser
hatten, war es nicht moglich, die Futter- und Wasseraufnahme fur einzelne Mause
auszugleichen. So zeigten unsere Experimente, dass nicht alle Mause unter HFD-Diat
eine signifikante Gewichtszunahme aufwiesen. Bei diesen Mausen konnte eine
mogliche Wirkung von PA auf die durch HFD hervorgerufenen Veranderungen

schwacher sein.

Unsere Ergebnisse wurden bei weiblichen Mausen erzielt. Daher wurden mogliche
geschlechtsspezifische Unterschiede bei den Tierversuchen nicht berucksichtigt. Ein
Studiendesign zur Berucksichtigung eines geschlechtsspezifischen Einflusses hatte
eine wesentlich grolRere Anzahl von Versuchstieren erfordert, was dem
Grundgedanken des 3-R-Prinzips (Replace, Reduce, Refine) widerspricht. AuRerdem
wurden nur weibliche Mause verwendet, da es bei der Haltung von weiblichen Tieren
in Kafigen seltener zu Konflikten kommt (53). Es besteht daher die Moglichkeit, dass
bei mannlichen Mausen andere Wirkungen von PA beobachtet werden konnten.
Jedoch wurden in anderen klinischen Humanstudien unserer Gruppe, in denen Frauen
ebenfalls in der Mehrheit waren, signifikante cholesterinsenkende Effekte bei PA-
Behandlung auch bei mannlichen Studienteilnehmern beobachtet (61). Das deutet
darauf hin, dass die Effekte nicht vom Geschlecht abhangig sind. Die
Geschlechtsunabhangigkeit der cholesterinsenkenden Wirkung von PA muss jedoch

noch in groReren Studien bestatigt werden.

Die angewandte histologische Methodik ist eine der Standardmethoden der modernen
biologischen Forschung, um die Progression der Atherosklerose oder die Expression
von Zelltransportern in der Darmwand zu beurteilen. Die daraus gewonnenen
Ergebnisse geben jedoch keinen Aufschluss Uber die intrazellulare Lokalisation der
Proteine, die Genexpression und zeigen manchmal eher qualitative als quantitative
Nachweise. In den meisten Fallen sind weitere molekularbiologische Untersuchungen
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notwendig, um die Ergebnisse zu bestatigen. In den weiterfuhrenden Studien unserer
Arbeitsgruppe konnte jedoch die biologische Relevanz der histologischen Farbungen
von Aortenwurzeln und Danndarm durch molekularbiologische Experimente (Western
Blot, PCR, FACS) nachgewiesen werden (61).

Die histologische Methodik selbst birgt ein gewisses Risiko von Fehlerquellen in sich.
So konnen Dbeispielsweise falsche Antikorper-Antigen-Wechselwirkungen die
Quantifizierung beeintrachtigen. Die Moglichkeit unspezifischer Antikorper-Antigen-
Wechselwirkungen wurde jedoch durch negative und positive Farbekontrollen
minimiert. Daruber hinaus birgt die Farbung von Proben, selbst bei exakt gleichem
Protokoll, Fehlerquellen, wenn ein Schritt des Protokolls auch nur geringfugig
abweicht. Anatomische Proben wie Herz oder Aorta sind auch sehr anfallig fur
Beschadigungen, z.B. durch Entnahme, Bearbeitung, Praparation oder Lagerung.
Dies kann die Zahl der fur die Quantifizierung verfiugbaren Proben erheblich
beeinflussen. AuRerdem konnte die Auswertung der histologischen Farbungen von
ApoE-/- Mausen nicht automatisiert werden und musste manuell durchgefuhrt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die angewandte histologische Methodik zu
den modernen biologisch-wissenschaftlichen Standardmethoden im Bereich der
Atheroskleroseforschung gehort. Und obwohl die histologische Methodik ein gewisses
Fehlerrisiko in sich birgt, wurde die biologische Relevanz der fur diese Arbeit
verwendeten histologischen Farbungen durch weitere molekulare und biologische

Experimente unserer Arbeitsgruppe nachgewiesen.

4.6. Schlussfolgerungen

Diese Studie zeigte, dass die Entwicklung von Atherosklerose zumindest teilweise vom
Mikrobiom abhangt und der aus dem Mikrobiom stammende Metabolit — die
kurzkettige Fettsaure Propionat — die Entwicklung der durch Hyperlipidamie
induzierten Atherosklerose in ApoE-/- Mausen praventiv beeinflussen kann. Der
Mechanismus beinhaltet eine PA-vermittelte Erhohung der Anzahl regulatorischer T-
Zellen und des Interleukin-10-Spiegels im Dunndarm, was wiederum die Expression
des Niemann-Pick C1-like Protein 1, eines wichtigen intestinalen
Cholesterintransporters, unterdruckt. Auf diese Weise reguliert PA indirekt die
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Aufnahme von Cholesterin, was wiederum die Entwicklung der durch Hyperlipidamie

ausgelosten Atherosklerose beeinflusst.

Die klinische Relevanz dieser experimentellen Beobachtungen wurde in weiteren
Studien  unserer  Arbeitsgruppe verdeutlicht. In  einer randomisierten,
placebokontrollierten Doppelblindstudie an Proband:innen mit Hypercholesterinamie
senkte Propionat nach einer 8-wochigen Supplementierung signifikant die Gesamt-
und LDL-Cholesterinwerte (61).

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Supplementierung mit PA die
Cholesterinhomoostase verbessern und zur kardiovaskularen Gesundheit beitragen
kann. Daruber hinaus zeigen diese Daten, dass das Immunsystem des Darms ein
neues potenzielles therapeutisches Ziel fur die kardiovaskulare Pravention beim
Menschen darstellt, und zwar sowohl durch die Supplementierung mit exogenem
Propionat als auch durch die Modulation des Darm-Mikrobioms mit Hilfe von
Nahrungsmitteln oder Prabiotika. Weitere Studien sind erforderlich, um die
langfristigen metabolischen Auswirkungen und den Einfluss von Propionat auf die
kardiovaskulare Gesundheit beim Menschen zu bestimmen.

Im Hinblick auf die zu Beginn des wissenschaftlichen Vorhabens formulierten
Fragestellungen lassen sich zusammenfassend die folgenden Schlussfolgerungen

ziehen:

1. Die Verarmung der Darmmikrobiota erhoht den Schweregrad der
Atherosklerose bei ApoE-/- Mausen und zeigt, dass das Fortschreiten der
Atherosklerose durch das Darm-Mikrobiom beeinflusst werden kann.

2. Eine Supplementierung mit dem aus dem Mikrobiom stammenden
Metaboliten PA kann die Entwicklung von Atherosklerose bei ApoE-/- Mausen

senken.

3. Die Behandlung mit PA fiihrte zu einer Verringerung der GroRe
atherosklerotischer Lasionen in antibiotisch behandelten ApoE-/- Mausen,
was zeigt, dass PA das beschleunigte Fortschreiten der Atherosklerose in
Verbindung mit einer verarmten Darmmikrobiota nur tendenziell, jedoch nicht

signifikant, kompensieren kann.
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4. Die Propionat-Supplementierung war mit einer Unterdrickung der
Expression des Niemann-Pick C1-like Protein 1, eines wichtigen intestinalen
Cholesterin-Transporters, in ApoE-/- Mausen verbunden.

5. Der Mechanismus beinhaltet eine PA-vermittelte Erhohung des IL-10-

Spiegels im Dinndarm, der wiederum die Expression des Niemann-Pick C1-
like Protein 1 unterdriickt.
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