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Abstrakt - Deutsch

Einleitung

Seit wenigen Jahren zeigt eine steigende Anzahl wissenschaftlicher Studien einen
bedeutenden Einfluss des Darmmikrobioms und seiner Metabolite auf die Entwicklung
und Progression von kardiovaskularen Erkrankungen. Cholin- oder Betainreiche Diat wird
durch das Darmmikrobiom sowie die Leber in den Metaboliten Trimethylamino-N-oxid
(TMAO) umgewandelt, welcher in hohen Serum-Konzentrationen mit erhohtem Risiko
kardiovaskularer Ereignisse assoziiert ist.

Dagegen werden kurzkettigen Fettsauren wie Propionat, die durch bakterielle
Fermentierung aus faserreicher Diat generiert werden, immunmodulatorische

Eigenschaften zugeschrieben.

Zielsetzung
In dieser Arbeit werden die Einflisse von TMAO und Propionat auf endotheliale
Zellphysiologie sowie Differenzierung von murinen Monozytensubpopulationen und T-

Zellen bei intaktem oder depletiertem Darmmikrobiom in der Maus untersucht.

Methodik

Es wurden ,spezifisch pathogenfreie“ (SPF)- oder sekundar gnotobiotische Mause mit
Kontroll- oder cholinreicher Diat behandelt und Monozytensubpopulationen mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. In-vitro wurde die Monozytenadhasion von Tamm-
Horsfall Protein 1 (THP1) -Monozyten an humanen aortalen Endothelzellen (HAEC) bei
Behandlung der Monozyten mit TMAO mittels Durchflusszytometrie untersucht.
Weiterhin wurden SPF- oder sekundéar gnotobiotische Wildtyp- oder ApoE"-Mause auf
High-Fat-Diet (HFD) mit Propionat behandelt und Monozytensubpopulationen als auch
verschiedene T-Zellpopulationen (Th1, Th17 sowie Tregs) in Blut, Milz, Leber,
mesenteriale Lymphknoten (MLN) und Knochenmark mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. In-vitro wurden die Monozytenadhasion an Endothelzellen sowie Apoptose-
und Expressionsverhalten von Adhasionsmolekulen von HAEC unter Behandlung mit
verschiedenen inflammatorischen Stimuli (1 oder 10 ng TNFo/ml Medium) bei

Vorbehandlung mit Propionat mittels Durchflusszytometrie untersucht.
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Ergebnisse

Cholin bewirkte als Trimethylamin-haltige Vorlaufersubstanz des TMAOs eine
Verschiebung von anti-inflammatorischen zu pro-inflammatorischen Monozyten im
Mausmodell im Blut ebenso wie im Knochenmark. Dieser Effekt war in Mausen mit
depletiertem Darmmikrobiom supprimiert.

Cholinreiche Diat bewirkte keine signifikante Anderung der Anteile von
Hamatopoetischen Stammzellen sowie Monozytenprogenitorzellen. Ebenso veranderte
sich die Monozytenadhasion unter TMAOQO nicht signifikant.

Eine Behandlung mit Propionat im Mausmodell zeigte einen signifikanten Anstieg der
regulatorischen T-Zellen in den mesenterialen Lymphknoten in SPF-Mausen ohne
signifikante Effekte in den weiteren Organen. Das Verhaltnis von pro- zu anti-
inflammatorischen Monozyten als auch die Anteile von Th1- sowie Th17-Zellen
veranderten sich nicht signifikant. Weiterhin zeigte Propionat keinen signifikanten

Einfluss auf Monozytenadhasion und Apoptose von HAEC.

Schlussfolgerung

Cholinreiche Diat bewirkt einen erhdhten Anteil pro-inflammatorischer Monozyten im Blut,
was zu einem erhdhten Risiko von kardiovaskularen Ereignissen im Menschen beitragen
kann. Propionat bewirkt im hypercholesterinamischen Mausmodell eine intestinale
Erhdhung des Anteils von regulatorischen T-Zellen, was sich gunstig auf
Lipidstoffwechsel und somit atheroprotektiv auswirken kann. Das Darmmikrobiom und
seine Metabolite erweisen sich als wichtiger Ansatzpunkt zur Risikomodulation fur
kardiovaskulare Ereignisse, welcher fur therapeutische und praventive Strategien genutzt

werden konnten.
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Abstract — English

Introduction

Growing evidence suggests a significant role of the gut microbiome and its metabolites
for the development and progression of cardiovascular disease. A choline- or betaine-rich
diet is metabolised by the gut microbiome and the liver into the compound trimethylamine-
N-oxide (TMAO) which at high serum concentrations is associated with elevated risk of
cardiovascular events in humans.

Additionally, short-chain fatty acids (SCFA) like propionate generated upon bacterial
fermentation of fiber rich diet have been suggested to have immunomodulatory properties

with beneficial effects on cardiovascular health.

Goals
This work examines the impact of TMAO and propionate on distinct aspects of endothelial
cell physiology and homeostasis of murine monocyte and T cell subpopulations in

wildtype or atherosclerotic prone ApoE”-mice with intact or depleted gut microbiome.

Methods

In mouse experiments “specific pathogen-free” (SPF)- or secondary gnotobiotic wildtype
mice were fed with control or choline-rich diet and monocyte subpopulations were
analysed by flow cytometry. In vitro, monocyte adhesion of Tamm-Horsfall Protein 1
(THP1)-monocytes on human aortic endothelial cells (HAEC) of TMAO-treated
monocytes was examined by flow cytometry.

Furthermore, SPF- or secondary gnotobiotic wildtype- or ApoE”-mice on high-fat-diet
(HFD) were treated with propionate and monocyte subpopulations and different T cell
populations (Th1, Th17 and Tregs) in blood, spleen, liver, mesenteric lymph nodes (MLN)
and bone marrow were determined by flow cytometry.

In vitro, monocyte adhesion on endothelial cells and apoptosis as well as expression of
adhesion molecules by HAEC upon stimulation with different inflammatory stimuli (1 or

10 ng TNFa/ml medium) were examined by flow cytometry.

Results
Choline-rich diet triggered a shift of anti- to pro-inflammatory monocytes in blood and in

bone marrow, which was prevented in mice with depleted gut microbiome. There was no
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significant effect in the ratios of hematopoietic stem cells or monocyte progenitor cells.
Furthermore, TMAO did not induce any significant change in monocyte adhesion.

Propionate induced a significant increase of Tregs in MLN in SPF-mice, but not in other
organs. The ratio of pro- to anti-inflammatory monocytes and the concentration of Th1
and Th17 cells did not change significantly. Furthermore, propionate did not have a

significant effect on monocyte adhesion or apoptosis in HAEC.

Conclusion

Choline-rich diet induces a shift towards pro-inflammatory monocytes which may
contribute to increased cardiovascular risk in humans with elevated serum concentration
of TMAO. Propionate has systemic immunomodulatory effects with potential
atheroprotective properties, although it did not show direct anti-inflammatory and anti-
apoptotic effects on endothelial cells in-vitro.

The gut microbiome and its metabolites may represent a novel target to prevent and treat

atherosclerotic cardiovascular disease.
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1. Einleitung

Seit einigen Jahren wird in der biomedizinischen Forschung ein starkerer Fokus auf das
Darmmikrobiom als Bindeglied zwischen Ernahrung und Metabolismus gesetzt, und es
konnten Assoziationen zwischen einem veranderten Darmmikrobiom und dem Auftreten
von bekannten Risikofaktoren fur Atherosklerose wie Adipositas, Diabetes und arterieller
Hypertonie festgestellt werden [1-3]. So konnten erste Wirkmechanismen verschiedener
Metaboliten des Darmmikrobioms, die zur Ausbildung von Diabetes [4] und arterieller
Hypertonie [5, 6] beitragen, identifiziert werden.

In dieser Arbeit wird der Einfluss zweier Metabolite des Darmmikrobioms, TMAO und
Propionat, auf die endotheliale Inflammation und Apoptose in Zellkulturexperimenten
sowie auf den Immunphanotyp in Mausversuchen untersucht. Die untersuchten Zellen
beeinflussen malRgebend die Initiierung und Progression von Atherosklerose.

In der folgenden Einleitung wird zunachst auf aktuelle epidemiologische Kennzahlen
sowie Pathogenesemechanismen der Atherosklerose eingegangen. Nachfolgend wird
die Rolle der Endothelzellen, Monozyten sowie T-Zellen im Rahmen der Atherogenese
und ihre Bedeutung fur die Plaquestabilitat naher erlautert.

Im Anschluss wird die Zusammensetzung und die Funktion des Darmmikrobioms als
auch bekannte system-biologische Eigenschaften der Darmmikrobiom-abhangigen
Metaboliten @ TMAO und Propionat beschrieben. Zuletzt werden die

Forschungsfragestellungen der Promotionsarbeit beschrieben.

1.1 Atherosklerose

Globale und nationale Bedeutung der Atherosklerose

Die Atherosklerose ist ein systemischer, chronisch-entziundlicher Prozess, der mit seinen
Folgekrankheiten wie dem Akutem Koronarsyndrom oder dem ischamischem Hirninfarkt
in Deutschland sowie weltweit die haufigste Todesursache darstellt. Das Akute
Koronarsyndrom ist nach dem ,Global Burden of Disease 2017“ die haufigste
Todesursache weltweit, wahrend der Schlaganfall die dritthaufigste Todesursache
weltweit ist [7].

Die Krankheitskosten durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen betrugen im Jahr 2015 in
Deutschland rund 46,4 Milliarden Euro. Laut dem Statistischen Bundesamt Deutschlands

(Destatis) entfielen damit rund 13,7 % der gesamten Krankheitskosten in Héhe von
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338,2 Milliarden Euro auf diese Krankheitsgruppe [8].

Moderne Therapieoptionen in High-Income-Landern haben in den vergangenen Jahren
eine verringerte Mortalitat bewirkt [9].

Derzeit sind eine Reihe von sowohl modifizierbaren als auch nicht-modifizierbaren
Risikofaktoren fur das Entstehen und die Progression der Atherosklerose bekannt. Die
wichtigsten Risikofaktoren sind chronischer Nikotinkonsum, Adipositas, erhdhte LDL-
Cholesterinwerte im Blut, Diabetes mellitus sowie Bluthochdruck [9].

Laut den ,European Cardiovascular Disease Statistics 2017 ist die Diat der wichtigste
Verhaltensrisikofaktor, wahrend erhdhter Blutdruck den wichtigsten medizinischen
Risikofaktor darstellt [10].

Verschiedene Risikofaktoren konnten in den letzten Jahren durch Lebensstilanderungen,
Medikamente (zum Beispiel Statine, Antidiabetika) sowie chirurgische Interventionen
(zum Beispiel bariatrische Chirurgie) in ihrer Auspragung modifiziert werden und somit
die durch den demografischen Wandel zu erwartende zunehmende Entwicklung und

Progression von Atherosklerose und ihren Folgeerscheinungen beeinflusst werden [11].

Molekulare und zellulare Mechanismen der Atherogenese

Endotheliale Dysfunktion

Endothelzellen bilden die innerste Schicht von Blutgefalien, die sogenannte Intima.

Sie bilden eine dynamische Grenzschicht zum Blut und integrieren als auch transferieren
humorale, =zellulare sowie mechanische Stimuli. Im Ruhezustand bewirken
Endothelzellen die Synthese wie auch Metabolisierung von Stoffwechselprodukten, die
eine vaskulare Hamostase zur Folge haben [12].

Nach aktueller Lehrmeinung leitet eine gestorte endotheliale Physiologie (Dysfunktion)
die Entwicklung der Atherosklerose ein [12]. Diese umfasst eine gestorte
Barrierefunktion, eine eingeschrankte Regulation des GefalRtonus auf Grund einer
verringerten Sekretion von Stickstoffmonooxid, eine Reduktion antikoagulatorischer
Wirkmechanismen und ebenso eine verstarkte Transmigration von Immunzellen,

vorwiegend von Monozyten [13].

Akkumulation von Lipoproteinen
Die durch die endotheliale Dysfunktion gestorte Barrierefunktion des Endothels fuhrt zur
Ablagerung von LDL-Partikeln auf Proteoglykanen im subendothelialen Raum [14, 15].

Diese Ablagerung wird durch eine Hochregulation von Scavenger-Rezeptoren auf
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eingewanderten Makrophagen weiter verstarkt [16].

Die LDL-Partikel werden durch verschiedene Enzyme und in der Subintima vorhandene
freie Sauerstoffradikalen oxidiert und bewirken die Bildung von Superoxidanionen,
welche zur Aufrechterhaltung der inflammatorischen Prozesse beitragen [17].

Einwanderung von Immunzellen

Im Rahmen der endothelialen Dysfunktion werden bestimmte Transkriptionsfaktoren, wie
z.B. der Transkriptionsfaktor NFxB, aktiviert. In der Folge wird die Expression von
Adhasionsmolekulen und Chemokinen hochreguliert, was eine Adhasion sowie
Transmigration von Monozyten, die zu Makrophagen ausdifferenzieren, sowie von
verschiedenen T-Zell-Klassen zur Folge hat. Aulderdem migrieren in geringerer Anzahl

neutrophile Granulozyten, Mastzellen sowie naturliche Killerzellen [18].

Bildung von Schaumzellen

Die mit Scavenger-Rezeptoren sowie Pinozytose vermittelte Aufnahme von oxLDL durch
die Makrophagen flihrt zur Bildung von Schaumzellen. Schaumzellen sind mit oxLDL
beladene Makrophagen mit eingeschrankter Migrationsfahigkeit, die in der Intima
,gefangen® sind [16, 19, 20]. Im Laufe der Atherogenese kommt es zum Zelltod der
Schaumzellen und damit zur Ausbildung eines Kernareals der Plaque, das aus
apoptotischen und nekrotischen Zellen als auch Cholesterinkristallen und

Extrazellularmatrix besteht [21].

Plaquebildung

Durch die Cholesterinkristalle wird u.a. eine Aktivierung des NACHT, LRR und PYD-
Domaéanen-beinhaltenden Protein 3-Inflammosoms (NLRP3) und damit eine Produktion
von IL-1b bewirkt [22]. Daraus folgt eine Produktion von IL-6 z.B. durch glatte
Muskelzellen in der Media und damit die Einleitung einer systemischen Immunantwort
mit Ausschuttung von CRP in der Leber [21].

Weiterhin kommt es Uber die Ausschuttung von PDGF (platelet derived growth factor)
und PAF (platelet adhesion factor) zur Migration sowie Proliferation von glatten
Muskelzellen in der Intima. AuBerdem wird vermutet, dass glatte Muskelzellen ihren
Phanotyp verandern koénnen wund dadurch Charakteristika inflammatorischer
Makrophagen annehmen [23].

Durch die glatten Muskelzellen wird Kollagen gebildet, welches im Laufe der
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Atherogenese die fibrose Kappe der Lasion bildet [12].

1.2 Bedeutung der Endothelzellen wahrend der Atherogenese

Endothelzellen unterscheiden sich bedeutend in ihrer Aktivitat je nachdem ob sie sich im

Ruhe- oder im aktivierten Zustand befinden [13].

Endothelzellen im Ruhezustand

Im Ruhestand Uben Endothelzellen als Grenzschicht zwischen Blut und Media eine
Barrierefunktion aus, die durch enge Zell-Zell-Kontakte mit Tight-Junctions sowie Gap-
Junctions gebildet wird. Diese Barrierefunktion ist je nach Gefaldstyp (Arterie, Vene,
Kapillare) und Lokalisation unterschiedlich ausgepragt. In den meisten Gefallen besteht
eine dichte Zellbarriere, die eine Diffusion von Albumin oder groR3eren Proteinen
verhindert. Dennoch ermoglichen Endothelzellen einen vesikularen Transport von
bestimmten Proteinen [13].

Endothelzellen sezernieren chemische Faktoren und regulieren damit den vaskularen
Tonus, Zelladhasion als auch Gefalinflammation und Hamostase [13].

Sie bewirken zudem verschiedene anti-koagulatorische Mechanismen und férdern damit
die Aufrechterhaltung des Blutflusses [13].

Unter anderem sezernieren sie Tissue-Factor-Pathway-Inhibitoren, welche den Beginn
der Gerinnungskaskade inhibieren. Aufderdem exprimieren  Endothelzellen
Heparansulfat-Proteoglykane sowie Thrombomoduline, die Uber verschiedene
Mechanismen in die Gerinnungskaskade eingreifen und antikoagulatorisch wirken [13].
Zudem wird die Aktivierung von Thrombozyten verhindert [13]. Endothelzellen setzen
aulRerdem Stickstoffmonooxid (NO) und Prostaglandin 12 (PGI2) frei, welche die
Thrombozytenaggregation sowie -adhasion inhibieren [13].

NO ist der wichtigste Mediator einer Vasodilatation und bewirkt je nach Synthese einen
Anstieg oder einen Abfall des Tonus der glatten Gefalmuskelzellen.

Im Ruhezustand binden Endothelzellen keine Leukozyten, da sie bestimmte
Interaktionsproteine wie P-Selektinen in Vesikeln entfernen und die Transkription von
weiteren Adhasionsmolekuilen wie E-Selektin, VCAM und ICAM supprimiert wird [13].
Eine weitere Eigenschaft von Endothelzellen ist die Fahigkeit zur Neoangiogenese also
zur Neubildung von Gefalden. Die Neoangiogeneserate ist bei Erwachsenen meist

schwach ausgepragt, da die Teilungsrate von Endothelzellen sehr gering ist. Sie findet

18



vorwiegend bei Wundheilungs- oder Reproduktionsprozessen oder beim
Tumorwachstum statt [24].

Bei chronisch-inflammatorischen Prozessen wie der Atherosklerose kann es zu einer
Neubildung von Kapillaren kommen, was zum Uberleben der Immunzellen im Gewebe
notwendig ist und eine Konversion der Extrazellularmatrix in ein Stroma aus

Bindegewebe bewirkt [13].

Aktivierte Endothelzellen

Die Aktivierung von Endothelzellen kann in zwei Typen unterteilt werden, die durch ihre
zeitliche Auspragung unterschieden werden kdnnen.

Die Typ-1-Aktivierung ist eine schnelle Antwort auf die Bindung eines Liganden an einen
heterotrimeren G-Protein-gekoppelten Rezeptor auf der Oberflache der Endothelzellen
[13].

In der Folge wird eine intrazellulare Signalkaskade eingeleitet, die Uber eine Calcium-
Ausschuttung sowie die Aktivierung und Inhibierung verschiedener Enzyme eine
Ausschttung von PGI2 sowie NO, eine Expression von P-Selektin sowie eine Offnung
von Tight-dunctions zwischen den Zellen bewirkt. Dadurch erfolgt eine lokale
Vasodilatation, sowie eine vereinfachte Adhasion von Immunzellen und ein madgliches
Einstromen von Plasmaproteinen in die Zwischenzellraume [13].

Eine solche Signalkaskade ist zeitlich auf 10-20 Minuten begrenzt, weil danach die
Rezeptoren desensitiviert werden, um eine wiederholte Stimulation zu vermeiden [13].
Bei der Typ-2-Aktivierung erfolgt Uber eine Bindung der Zytokine TNF-a und IL1 an
spezifische Rezeptoren eine intrazellulare Signalkaskade, die die Aktivierung des
nuklearen Transkriptionsfaktors NF«kB bewirkt [13].

In der Folge werden Adhasionsmolekule wie ICAM, VCAM und E-Selektin exprimiert und
PGI2 sowie Chemokine Uber Heparansulfatproteoglykane zirkulierenden Leukozyten
prasentiert. AulRerdem bewirkt die Bindung von TNF-a. und IL1 eine Neuorganisation von
Aktin- und Tubulinskeletten der Zellen und durch die folgende Offnung der
Zellzwischenraume eine Einschrankung der endothelialen Barrierefunktion [13].

In Bezug auf die Transmigration von Leukozyten erfolgt zunachst eine Rekrutierung und
Migration von neutrophilen Granulozyten durch Synthese und Expression von Zytokinen
wie CXCL-8. Nach 6 bis 24h wird dann durch die Expression anderer Zytokine wie CXCL-

2 eine Transition von Infiltraten reich an neutrophilen Granulozyten zu Infiltraten reich an
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mononuklearen Zellen bewirkt. Nach 24h kann die Endothelzellaktivierung auch selbst
zur Entzdndung beitragen. Durch ein Zusammenspiel von TNF-a, IL1 und IFNy wird
zudem eine verstarkte Apoptose von Endothelzellen bewirkt. In der Folge werden
wichtige antikoagulatorische Mechanismen der Endothelzellen supprimiert und das
Risiko fur Thrombusbildung steigt [13].

Eine Typ-2-Aktivierung von Endothelzellen ist langanhaltend und besteht so lange wie

aktivierende Zytokine als Stimulus vorhanden sind [13].

Zu Beginn der Atherogenese kommt es in Arealen mit erhohten biomechanischen
Scherkraften, wie zum Beispiel Gefallaufzweigungen, zur Typ-2-Aktivierung von
Endothelzellen mit Ausbildung einer kuboidalen Morphologie und eingeschrankter
Barrierefunktion [12, 25].

Verschiedene inflammatorische Stimuli wie oxLDL und Advanced Glycation Endproducts
(AGE), proinflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL1 und Endotoxin sowie der turbulente
Blutfluss  bewirken  anschlie®Rend die Aktivierung des intraendothelialen
Transkriptionsfaktors NFxB [26].

In der Folge kommt es zur Produktion und Expression von Adhasionsmolekulen wie
VCAM-1, ICAM-1, von Selektinen und von Toll-Like-Rezeptor 2 sowie zur Sekretion von
Chemokinen wie MCP-1 und prothrombotischen Mediatoren wie Tissue-Faktor oder van
Willebrand-Faktor durch die Endothelzellen [26, 27].

Durch Superoxidanionen wird von Endothelzellen sezerniertes Stickstoffmonoxid
vermehrt inaktiviert und auflerdem die Bildung von Stickmonoxid durch endotheliale
Stickstoffmonoxidsynthetasen inhibiert. Infolgedessen kommt es zu einer
Blutdruckfehlregulation [26].

In dieser Arbeit wird der Einfluss von TMAO und Propionat in einem Zellkulturmodell mit
humanen aortalen Endothelzellen (HAEC) untersucht, die entweder im Ruhezustand
waren oder eine Typ-2-Aktivierung mittels Stimulation mit TNF-o oder oxLDL erfahren

haben.

1.3 Bedeutung von Immunzellen fur Atherogenese und Plaquestabilitat

Nachfolgend wird auf die in dieser Arbeit untersuchten Monozyten sowie T-Zellen naher
eingegangen und es werden die Charakteristika der verschiedenen Zellsubpopulationen
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und ihre bisher bekannte Bedeutung flr die Pathogenese der Atherosklerose

beschrieben.

Monozytenfunktion im Menschen

Monozyten zirkulieren im Blut, im Knochenmark und in der Milz in Homdostase.
Zirkulierende Monozyten haben eine Lebensdauer von ein bis drei Tagen. In Folge von
Entzindungsprozessen wandern sie zum Ort der Entzindung und migrieren in
lymphatische und nicht-lymphatische Gewebe. In diesen differenzieren Monozyten zu
langlebigen Makrophagen oder Dendritischen Zellen aus. Gewebe-Makrophagen
phagozytieren andere Zellen und toxische Molekile und schitten aullerdem
inflammatorische Zytokine aus. Sie stimulieren andere Zellen, die fur Wundheilung
zustandig sind. Zusatzlich werden Fragmente der phagozytierten Bestandteile als

Antigene den T-Zellen prasentiert und somit die sekundare Immunantwort eingeleitet [28].

Monozyten und ihre Subpopulationen

Monozyten kbnnen sowohl in Mausen als auch in Menschen in Subpopulationen unterteilt
werden, denen unterschiedliche Eigenschaften zugeschrieben werden. Die
Unterscheidung erfolgt durch verschiedene Antigenprofile, welche unter anderem durch
durchflusszytometrische Messung analysiert werden kdnnen. Praklinische Studien zu
Einflussfaktoren auf Monozyten-Subpopulationen finden meist im Mausmodell statt,
weswegen im Folgenden sowohl humane als auch murine Subpopulationen von

Monozyten erklart werden.

Murine Subpopulationen der Monozyten
In Mausen gibt es Monozyten mit hoher Expression des Ly6C-Oberflachenmarkers
(Ly6C-high-Monozyten) und solche mit niedriger Expression des Ly6C-
Oberflachenmarkers (Ly6C-low-Monozyten). Ly6C-high-Monozyten sind
inflammatorische Monozyten, die sich bei lokalen Infektionen in Geweben ansammeln, in
Makrophagen oder Dendritische Zellen ausdifferenzieren, proinflammatorische Zytokine
und reaktive Sauerstoffradikale produzieren, Effektor-T-Zell Proliferation stimulieren
sowie Reparaturmechanismen im Gewebe vermitteln. Ly6C-low-Monozyten
,patrouillieren” im Blut entlang der Oberflachen von kleinen Gefallen und detektieren
Gewebeschaden durch sterbende oder infizierte Zellen und bewirken ihre Beseitigung
[29-31].
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Humane Subpopulationen der Monozyten

In Menschen kénnen Monozyten durch die Oberflachenmarker CD14 und CD16 in
Subgruppen unterteilt werden. Es gibt klassische CD14++ (stark positive) und CD16-
(negative), intermediare CD14++ (stark positive) und CD16+ (positive) sowie nicht-
klassische CD14 + (schwach positive) und CD16+ (positive) Monozyten. Klassische
Monozyten werden als Korrelate zu murinen inflammatorischen Ly6C-high-Monozyten
und nicht-klassische als Korrelate zu murinen Ly6C-low-Monozyten gesehen.
Intermediare humane Monozyten haben phanotypische und funktionelle Eigenschaften
von klassischen und nicht-klassischen Monozyten, was sowohl pro-inflammatorische als
auch immunmodulierende Mechanismen umfasst. Hauptsachlich sind sie zusammen mit

klassischen Monozyten mit Atherosklerose assoziiert [29].

Monozyten — Bedeutung und Wirkweise bei der Atherogenese

Ein Charakteristikum der Pathogenese der Atherosklerose ist das Einwandern von
inflammatorischen Monozyten in die Intima. Die Monozyten werden durch Macrophage-
Colony-stimulating-Faktor (MCS-F), der durch aktivierte Endothelzellen produziert wird,
stimuliert und differenzieren in Makrophagen aus [17, 29].

Die Makrophagen exprimieren Scavenger-Rezeptoren, Uber die sie anschlielfend oxLDL
phagozytieren und damit schrittweise zu Schaumzellen werden. Die Phagozytose von
oxLDL aktiviert die Makrophagen, wodurch eine Sekretion von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren stattfindet, die weitere T-Zellen und Monozyten anlockt. Aulderdem
prasentieren Makrophagen sowie Dendritische Zellen Antigene des phagozytierten
oxLDLs und bewirken so die Aktivierung von eingewanderten T-Zellen. Im Verlauf kommt
es zu einer Akkumulation der Schaumzellen und Bildung von ,Fatty Streaks®, einer
Vorstufe der atherosklerotischen Plaques. In spateren Stadien der Atherogenese bilden
die Fatty Streaks den Kern (,Core®) der atherosklerotischen Plaques und haben Einfluss
auf die Plaquestabilitat [17, 29].

Makrophagen — Bedeutung fur Plaquestabilitat

Die Plaquestabilitdt kann durch die Eigenschaften der in der Plaque vorhandenen
Makrophagen beeinflusst werden. So schitten inflammatorische Makrophagen
Matrixmetalloproteasen aus, die eine Verdunnung der fibrindbsen Kappe der Plaques
auslosen. Aulerdem bewirken sie eine verstarkte Zellnekrose in Plaques. Anti-

inflammatorische (,resolving“) Makrophagen kénnen Plaque-stabilisierend wirken, indem
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sie Kollagen sowie Proteine und Lipide fur die Gewebereparatur sekretieren und eine
Efferozytose initiieren, was die Reinigung des Gewebes von apoptotischen Zellen
beschreibt. Eine hohe Konzentration von LDL-Cholesterin im Blut fordert das
Vorhandensein von inflammatorischen Makrophagen in Plaques, wohingegen eine
niedrige Konzentration von LDL-Cholesterin mit einer erhdhten Anzahl von anti-

inflammatorischen Makrophagen assoziiert ist [32].

Monozyten — Hamatopoese

Monozyten entstehen in Knochenmark und Milz aus hamatopoetischen Stammzellen.
Der  Bildungsprozess umfasst mehrere  Vorlauferzellstadien, @ sogenannte
Progenitorzellen. Zunachst werden aus Hamatopoetischen Stammzellen Lymphoide und
Myeloide Progenitorzellen gebildet (,LP“ und ,MP*). Aus den Myeloiden Progenitorzellen
werden unter anderem gemeinsame Monozyten, Makrophagen und Dendritische-
Vorlauferzellen (Monocytic-Dendritic Progenitor Cells, ,MDPs*). Diese entwickeln sich
dann im Knochenmark weiter zu Monozyten, in Mausen vorwiegend des Ly6C-high-Typs
[33].

Zusatzlich zu den Monozyten-assoziierten lokalen Mechanismen der Atherogenese gibt
es einen Einfluss der Gesamtanzahl von zirkulierenden Monozyten im Organismus,
insbesondere der Konzentration von inflammatorischen Monozyten. Eine erhohte
Konzentration von inflammatorischen Monozyten korreliert mit einem erhdhten Risiko fur
Atherosklerose [32]. Die Mechanismen, die zur Generierung von inflammatorischen
Monozyten aus hamatopoetischen Stammzellen fuhren, sind noch nicht vollstandig
verstanden, sodass weitere Untersuchungen erforderlich sind.

Zur durchflusszytometrischen Bestimmung von Hamatopoetischen Stammzellen sowie
Progenitorzellen werden ausdifferenzierte Zellen mittels eines Lineage-Antikorper-
Cocktails ausgeschlossen, indem nur Lineage-negative Zellen selektiert werden. Von
diesen sind Hamatopoetische Stammzellen durch eine positive Expression von c-Kit und
Sca-1 identifizierbar. MDPs sind c-KIT-positiv, Sca1-negativ sowie CD115- und CD135-
positiv [33].

Monozyten - Einflussfaktoren auf Himatopoese
Es ist beschrieben worden, dass Hypercholesterinamie durch Expansion von
Hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark eine Monozytose, vor allem von Ly6C-

high-Monozyten, bewirkt [34]. AuRerdem konnte eine Aktivierung des sympathischen
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Nervensystems, zum Beispiel nach vorangegangenem Myokardinfarkt, mit einer
erhdhten Konzentration von Ly6C-high-Monozyten assoziiert werden. Als Ursache dafur
wurde eine erhohte Ausschuttung von hamatopoetischen Stammzellen aus dem
Knochenmark in die Milz und damit verstarkte extramedullare Generierung von Ly6C-

high-Monozyten hergeleitet [32].

In dieser Arbeit wird der Einfluss von Propionat auf die Balance von pro-
inflammatorischen  Ly6C-high-Monozyten zu anti-inflammatorischen  Ly6C-low-
Monozyten untersucht, die, wie beschrieben, eine bedeutende Rolle in der Ausbildung
von atherosklerotischen Plaques sowie der Plaquestabilitat innehaben. Die
Untersuchungen der Monozytensubpopulationen erfolgten in verschiedenen Organen in
einem hypercholesterinamischem Mausversuch. Ebenfalls wurden die gemeinsamen
Monozyten, Makrophagen und Dendritische-Vorlauferzellen sowie die hamatopoetischen

Stammzellen bestimmt.

Die Funktion von T-Zellen im Gesunden und bei der Atherogenese

T-Zellen bilden zusammen mit B-Zellen das adaptive Immunsystem des Menschen.
T-Zellen erkennen prasentierte Antigene und lI6sen eine spezifische Immunantwort aus.
Sie aktivieren B-Zellen und schutten pro- sowie antiinflammatorische Zytokine aus (CD4-
positive T-Helferzellen), toten gezielt Zellen (CD8-positive zytotoxische T-Zellen),
regulieren und supprimieren Inflammationsprozesse (FoxP3-positive regulatorische T-
Zellen) und bilden ein immunologisches Gedachtnis aus (Memory-T-Zellen) [35].

Es konnte festgestellt werden, dass T-Zellen eine substanzielle Zellpopulation in
atherosklerotischen Plaques darstellen [21]. Sie sind mit einer geschatzten
Makrophagen/T-Zell-Ratio von 4:1 bis 10:1 in atherosklerotischen Lasionen im Menschen
nicht so haufig vorhanden wie Makrophagen [17].

Wahrend der Atherogenese werden von Makrophagen in der Intima Chemokine
sekretiert, welche eine Rekrutierung von T-Zellen aus der Zirkulation zum Ort der
Endothellasion bewirken [17].

T-Helferzellen sind die wichtigste Population der in atherosklerotischen Plaques
vorhandenen T-Zellen und kénnen auf Peptidantigene vorwiegend vom ApoB100-Protein
des LDLs reagieren, die von Antigenprasentierenden Zellen uber MHC2 prasentiert
werden [21].

ApoE"-Mause mit einer SCID (,Severe Combined Immunodefiency“), das heidt ohne T-
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und B-Zellen zeigten eine verringerte Lasionslast. Dagegen bewirkte der Transfer von
LDL-spezifische T-Helferzellen in diesen Mausen eine deutlich verstarkte Atherogenese
[21].

Zytotoxische T-Zellen sind vor allem in frihen Stadien der Lasionsentwicklung
vorhanden. Ihnen wird jedoch nur wenig Bedeutung in der Atherogenese zugeschrieben
und ihr Vorkommen nimmt in reiferen Plaques ab. Es spielen vor allem Th1-, Th17- und

regulatorische T-Zellen eine Rolle, welche im Folgenden naher beschrieben werden [21].

Die Bedeutung von Effektor-Th1-Zellen

Th1-Zellen sekretieren das Zytokin IFNy, welches Monozytentransmigration fordert,
Makrophagen aktiviert und die Bildung von Schaumzellen moduliert. Aul3erdem foérdert
IFNy zusammen mit IL-12 die Differenzierung von T-Zellen und stimuliert die
Antigenprasentation durch Immunzellen Uber eine Hochregulierung von MHC2-
Molekulen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es die Proliferation von glatten
Muskelzellen sowie Expression von Aktin inhibiert. Durch diese Wirkmechanismen erhoht
IFNy das Risiko fur eine Plaqueruptur. Th1-Zellen stellen somit durch die Ausschuttung

von IFNy den bedeutendsten pro-atherogenen Zelltyp der T-Helferzellen dar [21].

Die Bedeutung von Effektor-Th17-Zellen

Th17-Zellen sind in geringerer Anzahl als Th1-Zellen in atherosklerotischen Lasionen
vorhanden.

Sie sekretieren das Zytokin IL17A, welches auch durch Mastzellen, B-Zellen,
neutrophilen Granulozyten und glatten Muskelzellen sezerniert werden kann [17]. Laut
einer Studie von Lim et al. (2014) kann die Ausdifferenzierung von Th17-Zellen durch pro-
atherogenetische Bedingungen sowie oxLDL induziert werden [36]. Ein Mangel an IL17A
in ApoE"-Mausen fiihrte in verschiedenen Experimenten zu uneinheitlichen Ergebnissen
mit vergrolierter, verringerter oder gleichbleibender Lasionsgréfie [21]. Als mogliche
Erklarungen fur diese Beobachtungen koénnen sich Unterschiede in den
Darmmikrobiomen, denen eine wichtige Bedeutung in die Induktion von IL17A
zugeschrieben wird, oder eine unterschiedliche Wirkung von IL17A in verschiedenen
Krankheitsstadien darstellen [21].

Die Verabreichung von anti-IL17A-Antikdrpern oder andere IL17A-

Blockademechanismen in Mausen haben zu einer verringerten atherosklerotischen
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Lasionsgroflde geflhrt [21] .

In Patienten mit Akutem Koronarsyndrom konnten erhdhte Plasmakonzentrationen von
Th17-Zellen und IL17A festgestellt werden. Dabei hatten Patienten mit niedrigen
Serumspiegeln von IL17A ein erhohtes Risiko fur weitere kardiovaskulare Ereignisse.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass IL17A die Kollagenproduktion steigert, weshalb
angenommen wird, dass IL17A die Plaquestabilitat unterstitzt. Zusammenfassend lasst
sich Th17-Zellen einerseits eine die atherosklerotische Lasion fordernde Rolle

andererseits aber auch eine die Plaquestabilitat unterstitzende Rolle zuschreiben [21].

Die Bedeutung von regulatorischen T-Zellen

Eine weitere Zellpopulation in atherosklerotischen Plaques sind regulatorische T-Zellen.
Regulatorische T-Zellen konnen autoreaktive T-Effektorzellen in ihrer Aktivitat
supprimieren und somit die fortschreitende Atherogenese modulieren [21].

In Mausversuchen konnte gezeigt werden, dass eine Depletion von regulatorischen T-
Zellen in Mausen mit hypercholesterinamischer Diat einer Verstarkung der
Atherosklerose bewirkt. Dagegen hat eine Vergroflerung der Population von
regulatorischen T-Zellen eine Regression der Atherosklerose sowie eine Erhéhung der
Plaquestabilitat bewirkt [21].

Die Wirkung von regulatorischen T-Zellen wird laut verschiedenen Studien Uber die
Zytokine IL-10 sowie TGF-R vermittelt [21].

TGF-R bewirkt eine Stimulation der Kollagenproduktion und damit einen Plaque-
stabilisierenden Effekt [21].

TH1-Zellen Th17-Zellen Reg-T-Zellen

IFNy-Sekretion IL17-Sekretion IL10- sowie TGFR-Sekretion
—>Erhdhte —>Erhdhte —->Erhdhte Plaquestabilitat
Plaquevulnerabilitat Plaquestabilitat —>Supprimierung von T-Effektor-

—>Erhdhte Apoptoserate | >GrolRere Lasionen | Zellen
von Endothelzellen

Tabelle 1 Ubersicht der Zytokinsekretion sowie der wichtigsten Wirkeffekte ausgewéhlter
T-Zellen
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Einfluss von Hypercholesterinamie auf T-Zell-Phanotyp und — Differenzierung

In ApoE”-Mausen, einem haufig verwendeten Mausmodell zur Untersuchung von
Atherosklerose, welches durch eine fruhzeitige Entwicklung von Atherosklerose
charakterisiert ist, zeigte sich ein verringerter Anteil an regulatorischen T-Zellen und die
regulatorischen T-Zellen waren in ihrer regulierenden Funktion weniger potent [37].
Weiterhin ergaben Studien, dass sich der Phanotyp von T-Zellen in Abhangigkeit der
Umgebungsbedingungen verandern kann.

So konnte gezeigt werden, dass regulatorische T-Zellen auf inflammatorische Mediatoren
reagieren und phanotypische Eigenschaften von T-Effektorzellen Gbernehmen kdnnen.
Eine Progression von atherosklerotischen Plaques fihrt zu einem Abfall des Anteils von
regulatorischen T-Zellen, was auf einen Phanotyp-Switch zurlickzufuhren sein kdnnte. In
einer Studie mit ApoE”’-Mausen mit HFD konnte eine Akkumulation von
inflammatorischen regulatorischen T-Zellen in atherosklerotischen Plaques festgestellt
werden, die IFNy produzierten und deren immunsuppressive Funktionen eingeschrankt
waren [32].

Des Weiteren kdnnen auch T-Effektorzellen ihren Phanotyp verandern. So konnte gezeigt
werden, dass protektive Th17-Zellen, die IL-17 sowie IL-10 produzieren durch
inflammatorische Mediatoren wie IL-1 und IL-6 in pathogene Effektorzellen, die IL-17, IL-
22 sowie IFNy produzieren, umgewandelt werden konnen [32].

Die Leber stellt ein wichtiges Organ fur die Ausbildung der peripheren T-Zell-Toleranz dar.
Es konnte festgestellt werden, dass Hypercholesterinamie in Mausen sowohl die Anzahl
von intrahepatischen regulatorischen T-Zellen als auch die Expression des
antiinflammatorischen Zytokins TGF-3 erhoht. Zusatzlich tragt Hypercholesterinamie bei
Vorhandensein von LDL-Rezeptoren zur Differenzierung von Th1- und Th17-Zellen bei.
Insgesamt Uberwiegt bei Hypercholesterinamie die Differenzierung der regulatorischen
T-Zellen gegenuber der Differenzierung der T-Effektorzellen [32].

Weiterhin argumentieren Tabas et al. (2017), dass die proinflammatorischen Effekte der
Hypercholesterinamie auf Makrophagen und Dendritische Zellen die suppressive
Funktion von regulatorischen T-Zellen Ubertreffen, oder dass die regulatorischen T-Zellen
in der atherosklerotischen Lasion durch das proinflammatorische Milieu einen Th1-

Zellen-ahnlichen Phanotypen annehmen [32].
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Die Bedeutung der Balance von regulatorischen T-Zellen und Effektor-T-Zellen fir
Plaquestabilitat

Zusammenfassend ist die Balance von Effektor-T-Zellen wie vorwiegend Th1- und Th17-
Zellen sowie von regulatorischen T-Zellen essenziell fur die Progression von
atherosklerotischen Lasionen sowie die Plaquestabilitat.

Ein Uberwiegen von Effektor-T-Zellen oder regulatorischen T-Zellen mit Effektor-
Phanotyp hat eine Progression der Atherosklerose zur Folge, wohingegen ein
Uberwiegen von regulatorischen T-Zellen die Progression der Atherosklerose

verlangsamen sowie die Plaquestabilitat erhéhen kann [32].

In dieser Arbeit wird der Einfluss von Propionat auf die Balance von regulatorischen T-
Zellen und Effektor-T-Zellen als wichtiger Faktor fur Progression von Atherosklerose und
Plaquestabilitat in verschiedenen Organen in einem hypercholesterinamischem

Mausversuch untersucht.

1.4 Darmmikrobiom und Bedeutung seiner Metabolite fur die Atherogenese

Im Folgenden wird eine Ubersicht (iber den aktuellen Kenntnisstand zu Grundlagen und
Bedeutung des Darmmikrobioms gegeben. Im Anschluss erfolgt eine Zusammenfassung
bekannter Stoffwechselwege und Wirkmechanismen von TMAO und SCFA, bei denen

der Schwerpunkt auf Propionat gelegt wird.

Aufbau und Funktion des Darmmikrobioms

Das Darmmikrobiom besteht aus mehr als 100 Billionen Bakterien, von denen 90 % den
beiden Bakterienphylae Firmikutes und Bakteroides zuzuordnen sind. Des Weiteren sind
Aktinobakterien, Cyanobakterien, Proteobakterien und Verrumikrobien vorhanden [38].
Der Dickdarm bildet mit einer Bakteriendichte von ~10'?2 Keimen pro ml den mit Bakterien
am dichtesten besiedelten Bereich des menschlichen Koérpers [39].

Die Diversitat des Darmmikrobioms ist auf Speziesebene sehr grol3. Es konnten pro
Fazesprobe durch die Verwendung von Hochdurchsatztechnologien wie der 16S rRNA-
Sequenzierung oder der Metagenomanalyse 100-200 dominante Spezies gefunden
werden. Insgesamt wurden mehr als 1000 Spezies entdeckt [39].

Die untersuchten hochkomplexen Darmmikrobiome konnen mit verschiedenen Variablen

beschrieben werden, um die Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Individuen zu

28



gewahrleisten. Die alpha-Diversitat beschreibt die Diversitdt eines gegebenen
Mikrobioms mit Hilfe der Anzahl der Spezies und ihren Anteilen am Gesamtmikrobiom.
Die beta-Diversitat beschreibt die Unterschiedlichkeit der Mikrobiota zwischen
verschiedenen Proben (verschiedene Personen und Zeitpunkte) [39].

Fir die gesunde Interaktion zwischen Darmmikrobiom und Wirtsorganismus ist eine hohe
alpha-Diversitat sowie Existenz grundlegender bakterieller Funktionen entscheidend [39].
Das Darmmikrobiom stellt in gesunden Individuen einen wichtigen Regulator fur die
intestinale Homoostase dar. Es kann durch verschiedene Lebensstil- sowie
Umweltfaktoren modifiziert werden, wie die vom Menschen durchgefuhrten
Hygienemalinahmen, Antibiotika-Therapien oder den Ernahrungsstil. Eine ,Western Diet"
mit geringem Faseranteil und gro3em Fett- und Zuckeranteil ist mit einer Dysbalance des
Darmmikrobioms assoziiert, die zu chronischer Inflammation und metabolischer
Dysfunktion fuhren kann [40].

Beispiele fur das Vorhandensein einer mikrobiellen Dysbalance sind chronisch-
entzundliche Darmerkrankungen (Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa), wobei noch unklar ist,
ob die Dysbalance eine Ursache oder Folge der chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen ist [40].

Studien an Menschen und im Tiermodell haben Assoziationen zwischen der
Zusammensetzung des Darmmikrobioms und der Ausbildung von Adipositas sowie
Diabetes und in Folge Atherosklerose gezeigt [40].

Die Diat ist ein wichtiger Modulator der Zusammensetzung und Diversitat des
Darmmikrobioms.

Es konnte gezeigt werden, dass die Einnahme einer besonders faserreichen oder
faserarmen Diat uber 10 Tage bereits nach ein bis zwei Tagen eine Verschiebung in der
Zusammensetzung und Funktion des Darmmikrobioms bewirkt [41].

Dennoch sind langfristige Ernahrungsgewohnheiten entscheidend, da sich die
grundlegenden Eigenschaften und die Klassifikation des Darmmikrobioms durch
kurzfristige Diatanderungen nicht verandern lassen [41].

Weiterhin wirken Diatanderungen individuell unterschiedlich, was auf das Vorkommen
bestimmter Bakterientaxa in den jeweiligen Individuen zurickgefuhrt wird. So wurde in
einer Studie mit 14 adipésen Mannern bei einer Mehrheit der Probanden bei einer Diat
mit resistenter Starke ein Wachstum der Ruminokokkus bromii-Taxa beobachtet. Das in

wenigen Probanden ausbleibende Wachstum wurde durch das fehlende Vorkommen der
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Ruminokokkus bromii-Taxa vor Beginn der spezifischen Diat erklart [41].

Mause mit depletiertem Darmmikrobiom entwickeln bei einer Diat mit hohem Sukrose-
und Fettanteil keine Adipositas. Dagegen bewirkt der Transfer des Darmmikrobioms von
Mausen auf HFD in gnotobiotischen Mausen die Auspragung eines adiposen Phanotyps
[41].

Bei reduziertem oder fehlendem Sukrose-Anteil in der Diat bilden gnotobiotische Mause
dennoch Adipositas aus. Aulerdem hat der Sattigungsgrad des Fetts in der Diat Einfluss
auf die Zusammensetzung des Darmmikrobioms und damit auf die Entwicklung eines
adipdsen Phanotyps. Es konnte gezeigt werden, dass eine Diat mit ungesattigten Fetten
vor der Entwicklung von Adipositas in Mausen schutzt [41].

Zusammenfassend zeigt sich in Mausversuchen mit HFD die Notwendigkeit eines
intakten Darmmikrobioms fur die Ausbildung einer Adipositas [41].

Der Metabolit cholinreicher Nahrung TMAO

In einer Metabolom-Studie von Wang et al. im Jahr 2011 konnten Trimethylamin-N-oxid
(TMAO), Cholin und Betain als Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen
identifiziert werden [42]. In der Folge konnte festgestellt werden, dass
phosphatidylcholinreiche Nahrung wie rotes Fleisch sowie Milchprodukte zunachst in
Cholin und dann durch das Darmmikrobiom in Trimethylamin (TMA) umgewandelt wird.
Das TMA wird in der Leber von hepatischen Flavinmonoxygenasen (FMO) in TMAO
umgewandelt und in die Blutzirkulation abgegeben.

Weiterhin zeigte sich, dass das in rotem Fleisch reichlich vorhandene L-Carnitin ahnlich
wie Cholin vom Darmmikrobiom in TMA umgewandelt wird [43].

Wang et al. stellten die Notwendigkeit des Darmmikrobioms fur die Umwandlung von
Cholin und L-Carnitin in TMA fest, indem sie gnotobiotische Mausmodelle verwendeten.
Diesen fehlte die Fahigkeit zur Umwandlung von Cholin und L-Carnitin in TMA [42].

Die Konzentration von TMAQO im menschlichen Plasma betragt etwa 3 uMol/l in gesunden
Probanden sowie bis zu 40 uMol/l in Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz. TMAO
wird vorwiegend uber die Niere ausgeschieden [44]. In klinischen Studien wurden eine
erhdhte Serum-Konzentration von TMAO als unabhangiger Risikofaktor fur erhohte
kardiovaskulare Morbiditat festgestellt [44]. In verschiedenen in-vitro und in-vivo Studien
wurden Mechanismen entdeckt, uber die TMAO einen Beitrag zur Entwicklung von
kardiovaskularen Erkrankungen liefern kann [44].

Eine Studie mit Mausen aus dem Jahr 2015 hat gezeigt, dass die Lasionsgroflie der
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atherosklerotischen Plaques in der Aorta positiv mit dem Plasmaspiegel von TMAO
korreliert ist, aber invers mit Cholin korreliert. Bei Behandlung der Mause mit Antibiotika
wurden eine Reduktion der Anzahl von Makrophagen sowie der Schaumzellbildung
beobachtet. Allerdings hatten verschiedene Konzentrationen von TMAO in vitro keinen
Effekt auf die Anzahl an Makrophagen sowie Schaumzellbildung [45].

Ein moglicher Wirkmechanismus von TMAO ist die Darmmikrobiom-abhangige Inhibition
des reversen Cholesterintransports. Der genaue Mechanismus ist allerdings noch unklar
[45].

Das Geschlecht wird als weiterer wichtiger Faktor fur die Bedeutung von TMAO als
Risikofaktor fur Atherosklerose gesehen. Das weibliche Geschlecht zeigte sowohl bei
Menschen als auch Mausen eine erhohte Expression von FMO3 und somit eine
verstarkte Generierung von TMAO in der Leber [45].

TMAO konnte in Mausversuchen eine Thrombozytenhyperreaktivitat und in der Folge ein
erhdhtes Risiko fur thrombotische Ereignisse bewirken [46].

Zhu et al. (2016) beschreiben eine durch TMAO verstarkte Calciumausschuttung in
Thrombozyten und in der Folge verstarkte Aktivierung von Thrombozyten. Sie
beobachteten in einem Thrombose-Mausmodell verstarkte Thrombusbildung bei einer
Behandlung mit TMAO [46].

Kurzkettige Fettsauren als Fermentationsprodukte faserreicher Nahrung

Eine faserreiche Diat, die zum Beispiel Ballaststoffe oder unverdauliche Starke enthalt,
kann im Intestinum tenue des Menschen nicht absorbiert werden, wird allerdings im
proximalen Kolon durch das Darmmikrobiom zu kurzkettigen Fettsauren (Short Chain
Fatty Acids, kurz SCFA) fermentiert [47]. Als kurzkettige Fettsduren werden Fettsauren
mit 2 bis 6 Kohlenstoffatomen beschrieben. Wichtige kurzkettige Fettsauren sind Acetat
(C2), Propionat (C3) und Butyrat (C4).

Acetat und Propionat werden vorwiegend von Spezies der Bakteroidetes produziert,
wohingegen Butyrat durch Firmikutes generiert wird [40].

Die Konzentration von SCFA ist im proximalen Teil des Kolons am hochsten, da dort die
Bildung stattfindet und ein Grof3teil der SCFA durch Kolonepithelzellen absorbiert wird.
Nur etwa 5% der SCFA werden mit dem Fazes ausgeschieden [48]. Die Daten
zur Konzentration von SCFA im Menschen sind meist nur von Patienten mit Operationen
im Darmbereich oder aus Fazes-Proben gewonnen, da im proximalen Kolon bei

gesunden Menschen eine Probenentnahme unmaoglich ist.
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Laut aktueller Studienlage erfolgt die Wirkung von SCFA vorwiegend uber zwei
Mechanismen, einerseits durch Bindung an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren auf
verschiedenen Zelloberflachen sowie andererseits durch eine Inhibition der
Histondeacetylierung (HDAC-Inhibition).

SCFA koénnen Uber die Rezeptoren FFAR2 (=GPR43), FFAR3 (=GPR41), GPR109A
sowie OIfR78 an Darmepithelzellen sowie andere Zellarten binden und werden uber
Transportproteine der MCT-Familie oder SMCT1 in die Epithelzellen aufgenommen.
Durch einen Konzentrationsgradienten zwischen Epithelzellen und Blut diffundieren die
SCFAin die Blutzirkulation. Butyrat ist durch R-Oxidation die wichtigste Energiequelle der
Darmepithelzellen [49, 50].

Kurzkettige Fettsauren sind aullerdem eine wichtige Energiequelle des gesamten
Organismus mit einem durchschnittlichen Anteil von etwa 5-10% an der Gesamtenergie
[51].

Acetat bildet den grofRten Anteil an den kurzkettigen Fettsauren, wohingegen Butyrat den
kleinsten Anteil bildet [47].

Die Konzentration von SCFA ist in der Portalvene am hochsten und nimmt nach
Verstoffwechslung in der Leber stark ab. Dennoch sind geringe Konzentrationen aller
SCFA in der Blutzirkulation nachweisbar [47].

Propionat

Propionat ist die zweithaufigste SCFA im proximalen Kolon und wird wie die anderen
SCFA zu 90% von Darmepithelzellen absorbiert. Es wird in groRen Teilen in der Leber
metabolisiert und ist deshalb in der Blutzirkulation in geringeren Konzentrationen
vorhanden als Acetat [47].

Die systemische Konzentration von Propionat betragt etwa 5 pM, wogegen die
Konzentration in der Portalvene etwa mit 88 uM angegeben wird [47].

Es existieren 3 Reaktionswege fur die Bildung von Propionat durch Fermentation von
Kohlenhydraten. Der Succinat-Reaktionsweg beschreibt die Konversion von Succinat
uber Methylmalonyl-CoA nach Propionat. Beim Acrylat-Reaktionsweg wird Propionat aus
Laktat Uber das Zwischenprodukt Acrylat gebildet. AuRerdem kann Propionat beim
Propanediol-Reaktionsweg aus Desoxyhexose-Zuckern gebildet werden [52].

Die Mechanismen, wie genau SCFA zellulare Prozesse beeinflussen sind noch nicht
vollstandig verstanden. Es konnten mittlerweile zwei Mechanismen identifiziert werden;

Bindung an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, sogenannte Freie Fettsauren-

32



Rezeptoren, sowie HDAC-Inhibition [50, 53].

Bindung an Free Fatty Acid Rezeptoren oder OIfR78

Propionat kann an die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren FFAR2 und FFAR3 binden und
dadurch intrazellulare Signalkaskaden bewirken. FFAR2 wird vorwiegend durch
Propionat und Acetat aktiviert und befindet sich auf der Oberflache von
Darmepithelzellen, verschiedenen Leukozyten im Kolon und im Dinndarm (einschlie3lich
regulatorischer T-Zellen), Adipozyten, Skelett-, Herz- und Milzzellen [52].

Die mittlere effektive Konzentration der FFAR2 betragt 250-500 pM fur Propionat und
Acetat. Die geschatzte Konzentration der beiden kurzkettigen Fettsauren ist mit 10 bis
100 mM im Kolon deutlich hoéher, aber es wird von einem SCFA-Gradienten
ausgegangen, der durch die Mukusschicht im Kolon generiert wird. Aus diesem Grund
gehen Koh et al. (2017) von einem biorelevanten Intervall der Konzentrationen der SCFAs
aus, um den FFAR2 zu aktivieren [52].

Laut Verbeke et al. bewirkt Propionat eine Reduktion der Lipogenese sowie eine
Inhibierung der Cholesterinsynthese. Dies wird durch eine Bindung von Propionat an
FFAR2 in Lipozyten erklart [54].

Es konnte gezeigt werden, dass FFAR2-KO-Mause im Vergleich zu Wildtyp-Mausen
einen adipdsen Phanotyp entwickeln. Dieser Effekt konnte durch die Behandlung beider
Gruppen mit Antibiotika aufgehoben werden, was die Bedeutung des Darmmikrobioms
fur die Generierung von SCFA und der daraus folgenden Wirkmechanismen
demonstrierte [52, 54].

Der FFAR3 wird von allen SCFA aktiviert, wobei Propionat den starksten Aktivator
darstellt. Die mittlere effektive Konzentration fur Propionat betragt 12-274 uM. Der FFAR3
befindet sich auf der Oberflache von Darmepithelzellen, Leukozyten, Adipozyten, Milz-,
Knochenmark- und Pankreaszellen sowie auf Zellen in Lymphknoten, des periportalen
afferenten Systems sowie des peripheren und enterischen Nervensystems [52].

Es konnte gezeigt werden, dass die Produktion des Sattigungshormons Peptid YY
FFAR3-abhangig ablauft [52].

In einer Studie am Menschen fihrte die einmalige Verabreichung von Inulin-
Propionatester, welches vom Darmmikrobiom zu Propionat verstoffwechselt werden
kann, zu einem erhohten postprandialen Spiegel von Glucagon-like Peptide 1 (GLP-1)
und Peptid YY (PYY) und zu einer reduzierten Kalorienaufnahme. Eine Langzeit-

Verabreichung von Inulin-Propionatester hatte eine signifikante Reduktion der
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Gewichtszunahme zur Folge [52, 55].

Es konnte gezeigt werden, dass Propionat eine reduzierte Motilitat des Kolons bewirkt,
aber die sekretorische Aktivitat sowie die Anzahl von Neuronen, die auf Vasoaktives
Intestinales Peptid reagieren, erhoht [52]. Zudem bewirkte Propionat durch Bindung auf
FFAR3 auf Zellen des peripheren Nervensystems eine Sympathikusaktivierung durch
eine Freisetzung von Noradrenalin. Dies fuhrte zu einem erhéhten Energieverbrauch und
einer erhohten Herzfrequenz [52].

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine faserreiche Diat und eine erhohte
Produktion von Propionat einen protektiven Effekt gegen allergische
Lungenerkrankungen wie Asthma haben. Propionat induzierte Uber FFAR3 die
Hamatopoese Dendritischer Zellen, die in das Lungengewebe migrierten und bewirkte
eine reduzierte Th2-Effektorfunktion [56].

In einer Studie von Pluznick et al. (2014) konnte ein weiterer G-Protein-gekoppelter
Rezeptor, der Olfactory Rezeptor 78 (OIfR78), als Bindestelle von Propionat identifiziert
werden. OIfR78 befindet sich auf Nierenzellen sowie glatten Muskelzellen der Gefalie.
Die mittlere effektive Konzentration von OIfR78 liegt bei 920 uM fur Propionat und somit
héher als bei FFAR2 und FFARS3 [57, 58].

In Mausversuchen konnte eine verstarkte Reninfreisetzung der Nierenzellen durch
Aktivierung der OIfR78 und somit eine Blutdrucksenkung in einem Intervall von Stunden
bis Tagen festgestellt werden. Zudem wurde bei intravendser Verabreichung von
Propionat eine kurzfristige Blutdrucksenkung beobachtet, die auf eine Modulation des
vaskularen Tonus durch ein Zusammenspiel der Wirkung von Propionat Uber OIfR78
sowie FFAR3 erklart wird. Weitere Studien sind hier notwendig, um die Lokalisationen
und Wirkmechanismen der FFAR2 und 3 zusammen mit OIfR78 zu erklaren [57, 58].

HDAC-Inhibition

Im Mausversuch konnte gezeigt werden, dass sowohl eine orale als auch eine rektale
Verabreichung von Propionat eine  extrathymische  De-novo-Synthese  von
regulatorischen T-Zellen bewirkt [59].

Dies wird auf eine HDAC-Inhibition durch Propionat zurlckgefihrt. Die Histon-
Acetylierung ist ein wichtiger Prozess, der fur die Aktivitat der Gentranskription
entscheidend ist. So wird im Acetylierungsstatus durch Konformationsanderungen der
Chromatinstrukturen die Erreichbarkeit der Transkriptionsmaschinerie erhoht,

wohingegen eine Deacetylierung das Gegenteil bewirkt.
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HDAC-Inhibitoren werden flr Krebstherapien benutzt und zeigen anti-inflammatorische
und immunsuppressive Eigenschaften. Die verstarkte De-novo-Synthese von
regulatorischen T-Zellen durch Behandlung mit Propionat wird durch eine Acetylierung im
FoxP3-Lokus erklart, was in einer verstarkten FoxP3-Induktion resultierte [52, 59].

Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass Propionat und Butyrat Substrate der
intestinalen Glukoneogenese sind [52]. Propionat stellt zudem ein Substrat der
hepatischen Glukoneogenese dar [52].

Die im Darmepithel generierte Glukose kann in der Portalvene von peripheren
Nervenzellen Uber FFAR2 registriert werden und es wird durch eine Signalkaskade
zwischen Darm und Hirn eine erhdhte Insulinsensitivitat sowie Glukosetoleranz erzeugt
[62, 54, 60].

Wirkmechanismus Mittlere effektive | Wichtigste Wirkeffekte
Konzentration
Bindung FFAR2 250-500uM - Reduktion der Lipogenese
- Inhibition der Cholesterin-Synthese
Bindung FFAR3 12-274uM - Erhéhte Produktion des
Sattigungshormons Peptid YY
- Sympathikusaktivierung
- Reduzierte Th2-Funktion
Bindung OIf78 920uM - Verstarkte Reninfreisetzung
HDAC-Inhibition - Verstarkte de-Novo-Synthese von
regulatorischen T-Zellen

Tabelle 2 Zusammenfassung bekannter Wirkmechanismen und Wirkeffekte durch
Propionat

1.5 Fragestellungen dieser Arbeit

In dieser Arbeit werden die Einflisse der beiden Metaboliten des Darmmikrobioms,
TMAO und Propionat, auf die endotheliale Physiologie in Zellkulturexperimenten sowie

auf den Immunphanotyp (Verteilung von Monozyten- und T-Zellpopulationen) in
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Mausversuchen untersucht.

Die drei genannten Zellarten sind, wie in der Einleitung ausflhrlich beschrieben, wichtige
Faktoren der Atherogenese, und Veranderungen ihrer Funktionalitat sowie Anzahl und
Verteilung im Organismus konnen eine pro- oder anti-atherogene Wirkung haben.

Fragestellungen zum Einfluss von TMAO

Zum Metabolit TMAO wurden zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit bereits einige
Studien, die den Einfluss von TMAO auf die Endothelzellfunktion untersucht haben,
veroffentlicht. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Schwerpunkt auf die
Untersuchung der Wirkung von TMAO auf Monozytendifferenzierung und Monozyten-
Endothelzellinteraktion gelegt.

Es sollte der Einfluss von TMAO auf Monozyten- sowie Monozytenprogenitorzell-
Populationen in vivo (Mausmodell mit SPF- und gnotobiotischen Mausen) und in vitro
(Zellkultur HAEC, THP1-Monozyten) untersucht werden, wobei folgende Fragen
beantwortet werden sollten:

1. Bewirkt eine cholinreiche Diat bei Mausen Uber eine erhdhte Produktion und
Zirkulation von TMAO eine Verschiebung zu pro-inflammatorischen Monozyten in
Blut und im Knochenmark?

2. Kann dieser Effekt durch eine Depletion des Darmmikrobioms der Mause
supprimiert werden?

3. Bewirkt eine cholinreiche Diat bei Mausen einen veranderten Anteil von
Hamatopoetischen Zellen sowie Monozytenprogenitorzellen im Knochenmark und
kann dieser Effekt durch eine Depletion des Darmmikrobioms supprimiert werden?

4. Bewirkt eine  TMAO-Behandlung von  Monozyten eine  starkere
Monozytenadhasion an Endothelzellen bei inflammatorischen

Experimentalbedingungen (Stimulation mit TNF-o.)?

Fragestellungen zum Einfluss von Propionat

Der Metabolit Propionat wurde in bisherigen Studien meist im Zusammenhang mit den
beiden anderen SCFA, Butyrat und Acetat, untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von Propionat auf Monozyten-,
Monozytenprogenitorzell-Populationen und T-Zellen (Tregs, Th1 und Th17) in einem
hypercholesterinamischen Mausmodell sowie auf Endothelzellen und Monozyten in vitro
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(Zellkultur HAEC, THP1-Monozyten) untersucht. Flr die in vivo-Experimente wurden
Proben aus Vollblut, MLN, Milz, Knochenmark und Leber analysiert, um die
verschiedenen fur die Wirkung von Propionat bedeutsamen Kompartimente zu
berucksichtigen.

Folgende Fragen sollten in dieser Arbeit beantwortet werden:

1. Bewirkt Propionat bei Mausen unter HFD eine Verschiebung von pro-
inflammatorischen Ly6C-high-Monozyten zu protektiven Ly6C-low-Monozyten
sowie einen verringerten Anteil von Monozyten an allen Leukozyten im Blut und in
den mesenterialen Lymphknoten?

2. \Verursacht Propionat eine Verschiebung von pro-inflammatorischen zu protektiven
Monozyten durch eine veranderte Produktion von Monozyten im Knochenmark
(Monozyten Knochenmark, Monozytenprogenitorzell-Populationen)?

3. Verursacht Propionat bei Mausen unter HFD eine Verschiebung von
inflammatorischen Th1-und Th17-Zellen zu Tregs?

4. Kann Propionat bei HAEC unter inflammatorischen Experimentalbedingungen
(Stimulation mit TNF-a) eine Reduktion der Expression von Adhasionsmolekulen
(VCAM, ICAM) bewirken?

5. FUhrt Propionat bei HAEC zu einer verringerten Monozytenadhasion bei
inflammatorischen Experimentalbedingungen (Stimulation mit TNF-o.)

6. Fuhrt Propionat bei HAEC unter inflammatorischen Experimentalbedingungen

(Stimulation mit TNF-a) zu einem reduzierten Anteil von apoptotischen HAEC?
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2. Materialien und Methodik

2.1 Materialien

Chemikalien

Hersteller

Fetale Bovine Serum (FBS)

Hybone Thermo-Scientific

Penicillin/Streptomycin

Hybone Thermo-Scientific

Trypsin-EDTA Thermofisher
Trypanblau Biochrome
Calciumpropionat Sigma
Trimethylaminoxid (TMAO) Sigma
DNAse 1 SERVA
lonomycin Calcium Salz Sigma

Monensin

Invitrogen Thermo Fisher

PMA

Sigma

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH

Calciumchlorid

Carl Roth GmbH

TNF-a Sino Biological Inc.
EDTA Carl Roth GmbH
MilliQ-Wasser Merckmillipore
Losungen Hersteller
Dulbeccos Phosphate Buffered Saline | Sigma

(PBS) - modified wo Calcium, chloride

and magnesium

Annexin-Binding Buffer Biolegend

Percoll

GE Healthcare

Erythrozyten-Lysis-Buffer

1:10 Verdinnung mit Aqua dest. von 10x
8,269
1,199
Sodiumbicarbonat und 200ul of EDTA
[0.5M, pH8], aufgeflllt mit Aqua dest. auf
100ml und auf einen pH-Wert von 7,3

Erythrozytenlysis-Buffer  (aus

Ammoniumchlorid,

38



adjustiert sowie sterilfiltriert)

Fixierlosung PBS mit 1% PFA
Stopplosung PBS mit 10% FBS
Flow Cytometry Staining Buffer Thermofisher
Permeabilization Buffer (Permbuffer) Thermofisher
Fix/Perm-Losung Thermofisher

Zellkulturmedien

Zusammensetzung und Hersteller

Kulturmedium fir
HAEC

Endothelial Growth Medium 2 (Lonza
oder Promocell)

Mit Supplements (hEGF -2,5, HC-100,
VEGF-0,25, hbFGF-5, R3-IGF-1, Hep-
11.25, AA-500) sowie 10% FBS

Starvation-Medium fiir
HAEC

EBM2 ohne Phenolrot (Lonza)
ohne Supplements mit 0,5 % FBS

Kulturmedium far
THP1-Monozyten

RPMI high Glucose (Lonza)
Ohne Supplements mit 10% FBS und
Antibiotikum (1% Pen. / Strep.)

Isolationsmedium far Zellen im

Mausversuch

RPMI mit Glutamin, 5 % FBS

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Sterifilter 0,2 ym

Kisker Biotech

70 uym Cell Strainer

MACS Miltenyi Biotech

Gerate und Software Hersteller
Fluoreszenzmikroskop Keyence
Attune Nxt Sequencing Flow Cytometer | Thermofisher

Phasenkontrastmikroskop

Motic AE 2000

Kaluza Analysis 1.5A

Beckman Coulter
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Versuchsdiaten fiir Mausversuche

Zusammensetzung, Hersteller und

Produktnummer

CD (Gammabestrahlt und somit steril)

11 kJ% Fett, 23kj% Protein, 66kJ%
Kohlenhydrate, Sniff, E15000-047

HFD (Gammabestrahlt und somit steril)

60 kd% Fett, 20 kJ% Protein, 20kJ%
Kohlenhydrate, Sniff, E15741-347

Cholinreiche Diat (Gammabestrahlt und

somit steril)

CD + 13000 mg/kg Cholin, Sniff, S8090-
E710

Antikorper fur Durchflusszytometrie | Hersteller
Anti-human AnnexinV AF647 Biolegend
Anti-human Sytox Blue Dead Cell Stain | Thermofisher

Anti-human VCAM (CD106) FITC

BD Pharmingen

Anti-human ICAM (CD54) PE

BD Pharmingen

CFSE Cell Trace

Molecular Probes Invitrogen

Anti-mouse Ly6C (Gr1) PerCp/Cy.5.5 Biolegend
Anti-mouse CD11b BV711 Biolegend
Anti-mouse CD115 AF488 Biolegend
Anti-mouse CD117 (c-Kit) APC Biolegend
Anti-mouse Ly-6A/E (Sca-1) APC/Cy7 Biolegend
Anti-mouse CD135 (FIk-2, FIt3, Ly-72) | Biolegend
PE

Anti-mouse Lineage-Cocktail (Lin-1) | Biolegend
Pacific Blue

Anti-mouse IFNy APC

BD Pharmingen

Anti-mouse IL17A PE

BD Pharmingen

Anti-mouse CD4 FITC eBioscience
Anti-mouse CD25 APC Invitrogen

Anti-mouse FoxP3 PE eBioscience
Anti-mouse FC-Blocker CD16/32 eBioscience
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2.2 Zellkultur

2.2.1 Verwendete Zelllinien

Far die Zellkultur-Experimente wurden humane aortale Endothelzellen (HAEC) sowie
humane Monozyten der Zelllinie THP1 verwendet.

2.2.2 Kultivierung und Passagierung von HAEC

Spender-Charakteristika der HAEC und Nahrmedium

Die HAEC stammten von zwei Spendern (Spender 1: 20 Jahre, Hispanic, mannlich, BMI
21,4, keine Vorerkrankungen; Spender 2: 21 Jahre, Kaukasier, mannlich, BMI 26,8, keine
Vorerkrankungen; beide von Cell Systems). Die Zellen wurden von der Medizinisch-
technischen Assistentin bis zur 5.Passage hochgezogen und in den Passagen 7 bis 9 fur
die Experimente verwendet. Die HAEC wurden in Endothel Cell Growth Medium (Lonza
oder Promocell) mit 10% FBS mit den mediumspezifischen Supplements (hEGF, HC,
VEGF, hbFGF, R3-IGF, Hep., AA-500) kultiviert. Das EGM2-Medium wird im Anschluss
als Vollmedium bezeichnet.

Mediumwechsel
Alle zwei bis drei Tage fand ein Mediumwechsel statt.
Dazu wurde das alte Medium aspiriert, die Zellen mit 10ml warmen PBS gewaschen, und

im Anschluss erwarmtes Vollmedium hinzugefugt.

Passagierung der HAEC

Nach Erreichen einer 70-80 %igen Konfluenz erfolgte die Passagierung der Zellen. Dazu
wurde das Medium aspiriert und die Zellen mit 10 ml warmen PBS gewaschen.
AnschlieRend wurde das PBS aspiriert und 3 ml Trypsin-EDTA hinzugefligt. Die Zellen
wurden fur 2-3 Minuten inkubiert und bei im Mikroskop sichtbarer Abrundung und
Abloésung von der Zellkulturflasche unmittelbar darauf mit 7 ml Vollmedium inkubiert. Im
Anschluss wurde die Zellsuspension fur 7 Minuten bei 300g bei Raumtemperatur
zentrifugiert und der Uberstand wurde aspiriert. Daraufhin wurde das Zellpellet in 4ml
Vollmedium resuspendiert und mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer wurde die Zellzahl

bestimmt.
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Zellzahlung

Die Zellsuspension wurde durch mehrmaliges hoch- und runter pipettieren gut vermischt
und es wurden 20 yl Zellsuspension in eine 96 Well-Plate aufgetragen. Im Anschluss
wurden 20 pl Trypan-Blau hinzugefugt und das Gemisch in die Zwischenebene zwischen
Neubauer-Kammer und Objekttrager gegeben. Im Anschluss wurden Zellen, die kein
Trypan-Blau aufgenommen hatten und somit vital waren, nach Standardprotokoll gezahit
und es wurde die Gesamtzellzahl unter Berucksichtigung der erfolgten
Verdunnungsschritte berechnet.

Starvation

Um eine Synchronisation der Zellaktivitat vor Beginn eines Experiments zu erreichen und
den Einfluss von bestimmten Wachstumsfaktoren zu vermeiden wurde ein Starvation-
Medium verwendet, das aus EBM2 mit 0,5 % FBS aber ohne Phenolrot (Lonza) und ohne

mediumspezifische Supplements zusammengesetzt wurde.

2.2.3 Kultivierung und Passagierung von THP1-Monozyten

Aulerdem wurde die humane Monozyten-Zelllinie THP1 kultiviert. Diese wurde bei einer
Zelldichte bis maximal 7 x 10° Zellen/ml Medium inkubiert, um eine Differenzierung in
adharente Makrophagen zu verhindern. Als Kulturmedium wurde RPMI mit hohem
Glucose- und FBS-Anteil verwendet (RPMI 10% FBS (Lonza) mit 1% Penicillin /
Streptomycin).

Da die THP1-Monozyten eine schnell wachsende Suspensionszelllinie sind, wurden bei
Erreichen einer zu hohen Zelldichte Teile der Zellsuspension verworfen und die ubrige

Zellsuspension mit frischem Medium verdunnt.

2.2.4 Calciumpropionat im Medium

Fir die Versuche mit Propionat wurden Zellmedien mit Konzentrationen von 150 uM oder
300 pM Calciumpropionat (nachfolgend als Propionat bezeichnet) verwendet. In
Vorstudien wurde gezeigt, dass eine Konzentration von 150 pM Einfluss auf die
Polarisierung von regulatorischen T-Zellen hat [61]. Dies entspricht einem
Konzentrationsbereich von Propionat, der die mittleren effektiven Konzentrationen der
FFAR einschlief3t [52].

Zur Generierung einer Stocklésung mit 100 mM Propionat wurden 931,1 mg Propionat
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mit einem Magnetrthrer fur 30 Minuten in 50 ml MilliQ-Wasser aufgel6st. Die entstehende
Ldésung wurde im Anschluss sterilfiltriert (Sterifilter 0,2 um). Zusatzlich wurde MilliQ-
Wasser (ultrafiltriertes Wasser, Millipore) als Kontrollmedium ebenfalls sterilfiltriert. Im
Anschluss wurde durch Verdinnung mit sterilem MilliQ-Wasser weitere Stockldsungen
mit 15mM oder 30 mM Propionat erstellt. Fir Anwendung in Zellkultur-Experimenten
wurden je 10 uyl pro ml Medium verwendet, um eine Konzentration von 150 uM oder 300

MM Propionat im Medium zu generieren.

2.2.5 TMAO im Medium

Fur die in-vitro Versuche mit TMAO wurde eine Konzentration von 200 uM TMAO im
Medium verwendet. Diese Konzentration basiert auf anderen Studien, in denen TMAO in
Zellkulturversuchen verwendet wurde [43, 62].

Zur Erzeugung einer 1 molaren TMAO-L6sung wurde 1g TMAO wurde in 13,314 ml
sterilem MilliQ-Wasser aufgeldst. Durch Verdinnung mit sterilem MilliQ-Wasser wurde
eine Stocklosung mit 20mM TMAO erstellt. Fur Anwendung in Zellkultur-Experimenten
wurden je 10 yl pro ml Medium verwendet, um eine Konzentration von 200 yM im Medium

Zu generieren.

2.3 Mausversuche

2.3.1 Haltungsbedingungen und rechtlicher Rahmen

Die Versuchstiere (Mus musculus, C57BL/6J Charles River oder ApoE”- BL6 Charles
River) wurden unter SPF-Bedingungen mit einem 12h-Tag-12h-Nacht-Rhythmus bei
einer kontinuierlichen Temperatur von 20°C und unbegrenztem Zugang zu Nahrung und
Wasser im Tierstall des Instituts fur Mikrobiologie gehalten. Die Versuche fanden im
Einklang mit den gesetzlichen Vorgaben und entsprechend dem vom Landesamt fur
Gesundheit Berlin (LaGeSo) genehmigten Tierversuch G0295/16 statt.

Alle Mause waren weiblich, da bei weiblichen Mausen weniger Konflikte bei gemeinsamer
Kafighaltung entstehen. Es wurden maximal funf Mause pro Kafig gehalten, wobei Mause
in einem Kafig immer derselben Versuchsgruppe angehorten. Die Mause wurden alle 12
Stunden von Tierpflegern auf Auffalligkeiten (z.B. Regungslosigkeit, struppiges Fell,
Verletzungen) geprift und wochentlich in einen neuen Kafig mit frischem Futter sowie
Trinkwasser umgesetzt.

FUr die durchgeflhrten Tierversuche wurden gnotobiotische Tiermodelle nach der

43



Methode von Heimesaat et al. (2006) generiert. Daflr wurden die Mause sechs Wochen
mit einem Antibiotika-Cocktail im Trinkwasser behandelt. Dieser bestand aus Ampicillin
(1g/L), Vancomycin (500mg/L), Ciprofloxacin (200mg/L), Imipenem (250mg/L) und
Streptomycin (1g/L). Ab der 2.Woche wurde wochentlich eine Sterilitatskontrolle mittels
Stuhlprobe und anschlieBender Kultivierung dieser in einem Multindhrmedium
(Thiobouillon) durchgeflhrt. Bei einem negativen Wachstumsnachweis in der 4.Woche
wurden die Mause als sekundar gnotobiotisch deklariert [63].

Alle sekundar gnotobiotischen Mause im Tierversuch wurden von zwei Mitarbeitern

betreut, von denen immer einer steril gearbeitet hat (sterile Handschuhe).

2.3.2 Behandlungsgruppen der verschiedenen Mausversuche

Wildtyp-Mause mit Cholin-Behandlung (Untersuchung des Einflusses von TMAO)
Es wurden vier experimentelle Gruppen festgelegt. Aus der Halfte der Mause wurde nach
dem Protokoll von Heimesaat et al. (2006) sekundar gnotobiotische Mause generiert [63].
Sowohl sekundar gnotobiotische Mause als auch SPF-Mause mit unbehandeltem
Darmmikrobiom wurden in die Gruppen Kontrolldiat (0,092% Cholin-Anteil) sowie
cholinreiche Diat (1,3% Cholin-Anteil) eingeteilt. Die Mause waren bei Versuchsbeginn
16 Wochen alt. Alle Mause erhielten die oben genannten Diaten ad libitum flr 4 Wochen.

Es wurde zu Beginn und am Ende des Versuchs das Gewicht gemessen (Abbildung 1).

WT
Woche -5 Woche 0 Woche 4
Kontrolldiat :
SPF |- — N=7
(N=15) ™S Cholin-Diat J N=s
Kontrolldiat _
ABS < N=7
= Cholin-Diat
(N=15) d N=s
Start ABS- Start Sektion/
Behandlung Versuchsdiaten Versuchsende

Abbildung 1 Darstellung des Versuchsaufbaus fiir den Mausversuch mit cholinreicher
Diat. Von 30 Wildtyp-Mausen wurden 15 Mause sekundar gnotobiotisch durch Behandlung mit
einem Antibiotika-Cocktail Gber finf Wochen. Im Anschluss erfolgte die Unterteilung in Kontroll-
und cholinreiche Diat Uber vier Wochen bis zur Sektion. WT: Wildtyp, SPF: Standard Pathogen
Free, ABS: sekundar gnotobiotisch
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Wildtyp-Mause mit Propionat-Behandlung

Es wurden vier experimentelle Gruppen festgelegt. Aus der Halfte der Mause wurde nach
dem Protokoll von Heimesaat et al. (2006) sekundar gnotobiotische Mause generiert [63].
Sowohl sekundar gnotobiotische als auch SPF-Mause mit unbehandeltem
Darmmikrobiom wurden in die Gruppen HFD und HFD mit Propionat-Behandlung
eingeteilt.

Die Mause waren bei Versuchsbeginn 16 Wochen alt. Alle Mause erhielten fur sechs
Wochen die oben genannten Diaten ad libitum und es wurde taglich das Gewicht
gemessen. Ab der 3.Woche wurden die Mause fur vier Wochen taglich morgens
gavagiert. Dazu wurde mit einer Gavagesonde Uber den Osophagus je Maus 0,2 ml
Flussigkeit injiziert (steriles MilliQ-Wasser als Kontrolllosung oder 150 mMolare sterile
Propionat-Losung). Im Anschluss an jede Gavagierung wurden die Mause auf auffalliges
Verhalten Uberprift und es erfolgte bei Erfullen der Abbruchkriterien ein sofortiges Ende

der Versuchsdurchfihrung mit der jeweiligen Maus (siehe Abbildung 2).

WT
Woche -5 Woche 0 Woche 2 Woche 6
Gavage Vektor -
SPF HFD - ] n-to
(N:15) \Gavage Propionat N=5('1)
Gavage Vektor i
ABS HFD . N=10 (-2)
(N=15) Gavage Propionat N=5
L
Start ABS- Start Start tagliche Sektion/
Behandlung Versuchsdidten Gavagierung Versuchsende

Abbildung 2 Darstellung des Versuchsaufbaus fiir den Mausversuch mit Propionat bei
Wildtyp-Mausen. Von 30 Wildtyp-Mausen wurden 15 Mause sekundar gnotobiotisch durch
Behandlung mit einem Antibiotika-Cocktail Uber finf Wochen. Im Anschluss erfolgte eine 6-
wochige Diat mit erhdhtem Fettanteil (HFD). Nach zwei Wochen erfolgte bis zum Versuchsende
eine tagliche orale Gavage mit Propionat- oder Vektorlésung. WT: Wildtyp, SPF: Standard
Pathogen Free, ABS: sekundar gnotobiotisch, HFD: High-Fat-Diet, Propionat: Propionatlésung
(steril in MilliQ-Wasser); In Klammern auf der rechten Seite ist die Anzahl der vor Versuchsende
gestorbenen Mause dargestellt.

ApoE"-Mause mit Propionat-Behandlung

Es wurden vier experimentelle Gruppen festgelegt. Mit der Halfte der Mause wurden nach
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dem Protokoll von Heimesaat et al. (2006) sekundar gnotobiotische Mause generiert [63].
Sowohl sekundar gnotobiotische als auch SPF-Mause mit unbehandeltem
Darmmikrobiom wurden in die Gruppen HFD und HFD mit Propionat-Behandlung
eingeteilt.

Die Mause waren bei Versuchsbeginn 12-16 Wochen alt. Alle Mause erhielten fur sechs
Wochen die oben genannten Diaten ad libitum und es wurde taglich das Gewicht
gemessen. Ab der 3.Woche wurden die Mause fur vier Wochen taglich morgens
gavagiert. Dazu wurde mit einer Gavagesonde Uber den Osophagus je Maus 0,2 ml
Flussigkeit injiziert (steriles MilliQ-Wasser als Kontrollldsung oder 150 mMolare sterile
Propionat-Losung). Im Anschluss an jede Gavagierung wurden die Mause auf auffalliges
Verhalten Uberpruft und es erfolgte bei Erfullen der Abbruchkriterien ein sofortiges Ende
der Versuchsdurchfuhrung mit der jeweiligen Maus (siehe Abbildung 3).

ApoE"
Woche -5 Woche 0 Woche 2 Woche 6
Gavage Vektor =
PP — < Gavage Pro ionat. N
(N=25) ey S0 TR0 Nets
Gavage Vektor
HFD =
a=s <_ Gavage Propionat o
(N=15) J - N N=8(-1)
Start ABS- Start Start tagliche Sektion/
Behandlung Versuchsdiaten Gavagierung Versuchsende

Abbildung 3 Darstellung des Versuchsaufbaus fiir den Mausversuch mit Propionat bei
ApoE”-Mausen. Von 40 ApoE”-Mausen wurden 15 Mause sekundar gnotobiotisch durch
Behandlung mit einem Antibiotika-Cocktail Uber fiunf Wochen. Im Anschluss erfolgte eine 6-
wochige Diat mit erhdhtem Fettanteil (HFD). Nach zwei Wochen erfolgte bis zum Versuchsende
eine tagliche orale Gavage mit Propionat- oder Vektorlésung. WT: Wildtyp, SPF: Standard
Pathogen Free, ABS: sekundar gnotobiotisch, HFD: High-Fat-Diet, Propionat: Propionatlésung
(steril in MilliQ-Wasser); In Klammern auf der rechten Seite ist die Anzahl der vor Versuchsende
gestorbenen Mause dargestellt.

2.3.3 Maussektion und Probengewinnung

Am Versuchsende wurden die Mause durch CO,-Vergasung geopfert. Es wurde durch
perithorakale Herzpunktion 0,5 — 0,7 ml Vollblut gewonnen, welches in 1,5 ml
Mikroreaktionsgefalen mit 10 pl EDTA (0,5 M) aufgefangen wurde und direkt fur die
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durchflusszytometrischen Versuche weiterverwendet wurde.

Im Anschluss an die Herzpunktion, wurden zunachst die mesenterialen Lymphknoten als
2-3- knotiges Bundeln am Zakum identifiziert und entnommen. Danach wurde zunachst
die Leber und dann die Milz entfernt. Fur die Zellisolation fur durchflusszytometrische
Analysen wurde die Halfte von Leber und Milz verwendet, die andere Halfte wurde flr
andere Versuche benutzt.

Die Isolation des Knochenmarks durch Praparation der Tibiae erfolgte nach Abschluss
der Organentnahme.

2.3.4 Murine Zellisolation

Isolation von Knochenmarkszellen

Fir die Isolation der Knochenmarkzellen wurden die Tibiae der Mause freiprapariert.
Diese wurden unter Verwendung einer 30g Nadel mit Spritze mit je 2ml RPMI (5% FBS)
durchspdlt und die Suspension anschlieend mit einem 70um Zellfilter (Smart Strainer)
gefiltert, sodass insgesamt 4 ml Knochenmarkzellsuspension generiert wurde. Die
Suspension wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei 4°C gelagert.

Isolation splenischer Immunzellen

Die Milzen wurden nach der Sektion bis zur weiteren Verarbeitung bei 4°C in 2ml-
Mikroreaktionsgefallen mit kaltem PBS gelagert. Danach wurde mechanisch mit dem
stumpfen Ende einer 5ml-Spritze das Gewebe geldst und in einem 70 pm Zellfilter mit 10
ml RPMI gefiltert. Die entstehende Zellsuspension wurde im Anschluss bei 60g fur 1
Minuten ohne Bremse bei Raumtemperatur zentrifugiert und das Pellet wurde verworfen.
Der Uberstand wurde daraufhin bei 480g mit Bremse bei Raumtemperatur fir 8 Minuten
zentrifugiert. Das so generierte Zellpellet wurde mit 2ml 1x Erythrozyten-Lyse-Buffer
vermischt und die entstehende Suspension flr 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Im Anschluss wurde der Lysis Buffer durch Zugabe von 20 ml PBS neutralisiert und die
Suspension wurde bei 500g bei Raumtemperatur fur 5 Minuten abzentrifugiert.

Isolation hepatischer Immunzellen
Die Lebern wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei 4°C in Falcon-Gefalten mit
eiskaltem PBS gelagert. Danach wurde mechanisch mit dem stumpfen Ende einer 5ml-

Spritze das Gewebe geldst und in einem 70 um Cell Strainer mit 20 ml RPMI Medium
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gefiltert.

Zur Isolation der hepatischen Immunzellen wurde ein leicht abgeandertes
Isolationsprotokoll nach Blom et al. (2009) verwendet [64].

Die entstehende Zellsuspension wurde im Anschluss bei 60g fur 1 Minuten ohne Bremse
bei Raumtemperatur zentrifugiert und das Pellet wurde verworfen. Der Uberstand wurde
daraufhin bei 480g mit Bremse bei Raumtemperatur flr 8 Minuten zentrifugiert.
Daraufhin wurde das Zellpellet in 10 ml 37,5 % Percoll in einem 15ml Falcon suspendiert
und far 30 Minuten bei 850g bei Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert.

Das Pellet wurde in 2ml 1x Erythrozyten-Lyse-Buffer resuspendiert und fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde der Lysis Buffer durch Zugabe von 20 ml
PBS neutralisiert und die Suspension wurde bei 500g bei Raumtemperatur fur 5 Minuten
abzentrifugiert.

Isolation von Immunzellen aus mesenterialen Lymphknoten

Die mesenterialen Lymphknoten wurden mechanisch mit dem stumpfen Ende einer 5ml
Spritze geldst und in einem 70 pym Cell Strainer mit 5 ml RPMI Medium gefiltert.

Die entstehende Suspension wurde bei 500g bei Raumtemperatur fir 5 Minuten

abzentrifugiert.

2.4 Durchflusszytometrische Analysen

2.4.1 Das Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein biochemisches Messverfahren, durch das verschiedene
Eigenschaften von Zellen und Partikeln abgeleitet werden kénnen. Einzelne Partikel
werden in einem Mantelstrom hydrodynamisch fokussiert und flieRen einzeln in einer
Suspension durch eine Messzelle, die von verschiedenen Lasern bestrahlt wird. In
bestimmten Durchflusszytometern wie in dem in dieser Arbeit verwendeten Attune Nxt
Flow Cytometer findet aul’erdem eine akustische Fokussierung statt, mit der eine
groliere Anzahl an Partikeln schnell analysiert werden kann.

Je nach Struktur, Form und Farbeeigenschaften der Partikel werden unterschiedliche
optische Signale emittiert, durch Linsen selektiert und durch Filter und Spiegel
weitergeleitet. Im Anschluss werde spezifische Wellenlangen der optischen Signale von
Detektoren, in Durchflusszytometern Photomultiplikator-Réhren, gemessen. Es werden

fur jedes einzelne Partikel quantitative Informationen gewonnen.
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Die gemessenen Parameter kdnnen in zwei verschiedene Gruppen unterteilt werden.
Die Lichtstreuung beschreibt die Gréflze und die interne Komplexitat der Partikel.

Die Vorwartsstreuung (,Forward Scatter” = FSC) ist ein Parameter fur die Beugung des
Lichts im flachen Winkel und korreliert mit dem Volumen der gemessenen Partikel. Die
Seitwartsstreuung (,Sideward Scatter” = SSC) ist ein Parameter fir die Beugung des
Lichts im rechten Winkel und korreliert mit der internen Komplexitat der Partikel. Mit den
Parametern FSC und SSC lassen sich Blutzellen bereits zuordnen, da zum Beispiel
Granulozyten ein groReres Volumen sowie eine groRere interne Komplexitat als
Lymphozyten besitzen [65, 66].

Zusatzlich zur Lichtstreuung kann durch das Durchflusszytometer die emittierte
Fluoreszenzstrahlung gemessen werden.

Da die Autoemission der Zellen meist gering ist, wird eine Bindung von mit Farbstoff-
markierten Antikorper zu Zell- oder Partikelspezifischen Antigenen hergestellt.

Die Farbstoffe werden durch spezifische Wellenlangen des Lichts angeregt und
emittieren charakteristische optische Signale. Bei Verwendung mehrerer Laser kdnnen
mehrere verschiedene Farbstoffe verwendet werden und somit mehr Informationen tber
die untersuchten Zellen oder Partikel gewonnen werden. Bei der Verwendung mehrerer
Farbstoffe in einem Experiment, die ein Uberlappendes Emissionsspektrum besitzen,
muss eine Kompensation durchgefuhrt werden. Die Kompensation ist eine durch die
Computersoftware berechnete Anpassung der Intensitaten der Farbstoffe mit
uberlappenden Emissionsspektren und ist fur die korrekte Analyse eines

durchflusszytometrischen Experiments mit mehreren Farbstoffen essenziell [65, 66].
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Laser (488nm, FSC
633nm, 405nm) \

Halbdurchlassige Spiegel

488 nm /
SSC —‘ !
’ Spektralfilter / 605 nm

SSC — Seitwartsstreulicht VL3
FSC — Vorwartsstreulicht |
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Abbildung 4 Darstellung des grundlegenden Prinzips der Durchflusszytometrie. Es erfolgt
die Anregung der Probe in einer Messkulvette durch verschiedene Laser sowie Messung von
Vorwartsstreulicht (FSC), Seitwartsstreulicht (SSC) sowie emittiertem Licht spezifischer
Wellenlangen in den Fluoreszenzkanalen (Bspw. BL1 oder VL3) modifiziert nach [67].

Die Analyse durchflusszytometrischer Daten erfolgt mittels spezifischer
Softwareanwendungen, wobei ein ,Gaten®, das heil’t eine Selektion der gemessenen
Partikel nach Vorwartsstreuung, Seitwartsstreuung sowie Intensitat der Farbung mit
spezifischen Farbstoffen erfolgt.

Im Folgenden werden die Farbemethoden der verschiedenen durchflusszytometrischen
Experimente, die durchflusszytometrische Messung sowie die anschliellende Analyse

der Daten beschrieben.

2.4.2 Messung von Apoptose sowie Adhasionsmolekulen von HAEC

In diesem Experiment wurde durchflusszytometrisch untersucht, ob Propionat einen

Einfluss auf die Anteile lebender und frih-apoptotischer Zellen sowie die Expression von
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pro-inflammatorischen Adhasionsmolekilen (VCAM und ICAM) bei verschiedenen
inflammatorischen Bedingungen hat. Zur Differenzierung zwischen lebenden, frih-
apoptotischen und spat-apoptotischen/nekrotischen Zellen wurden Antikorperfarbungen
mit Sytox und Annexin V durchgefuhrt. Wahrend der Apoptose von Zellen kommt es zu
einer Verschiebung von Phosphatidylserin von der Innenseite der Zellmembran zur
Aulenseite der Zellmembran. Annexin V bindet an die Bestandteile von
Phosphatidylserin auf der Aul3enseite der Zellmembranen sowie bei nekrotischen Zellen
auch an der Innenseite der Zellmembranen und ist somit sowohl bei apoptotischen als
auch bei sekundar nekrotischen Zellen positiv. Aus diesem Grund ist die zusatzliche
Benutzung eines Nukleinsaureinterkalators wie Sytox in diesem Experiment notwendig,
da dieser an freie DNA bindet und somit nur spat-apoptotische sowie nekrotische Zellen
positiv farbt.

Es wurden je 60k HAEC der Passagen 7 oder 8 in eine 12-Well-Plate ausgesat und Uber
Nacht konfluent wachsen gelassen. Im Anschluss erfolgte eine Behandlung mit 1ml
Starvation-Medium (0,5% FBS) mit Propionat 150 yM versus Kontrolllosung (MilliQ-
Wasser) fur 24h. Nach der 24h-Behandlung mit Propionat erfolgte eine 6h-Behandlung
mit 1 oder 10 ng TNF-a pro ml Medium, um die Expression von Adhasionsmolekulen zu
steigern sowie durch endotheliale Aktivierung Apoptose und Nekrose der HAEC
auszulésen.

Nach Abschluss der Behandlung erfolgte die Trypsinierung der Zellen. Daflir wurde das
Medium aspiriert und einmal mit 300 pl PBS gewaschen. Beide Suspensionen wurden in
5ml Durchflusszytometer-Rohrchen gesammelt. Im Anschluss wurden 300 pl Trypsin-
EDTA hinzugegeben und die Zellen fur 2 Minuten inkubiert. Daraufhin wurde das Trypsin
mit 300ul Vollimedium neutralisiert und die Zellsuspension in Durchflusszytometer-
Rohrchen gesammelt.

Nach dem Abzentrifugieren bei 300g fur 7 Minuten bei Raumtemperatur wurde das Pellet
in 100 ul Antikorper-Mastermix mit je 1ul Annexin V-AF647, 2ul Sytox-Blue, 2 pl VCAM-
1-FITC, 2ul ICAM-1-PE sowie 1ul DNAse Stocklésung, was eine finale Konzentration von
0,01% DNAse bewirkt hat, aufgelost und fur 20 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluss wurden 300 yl Annexin-Binding-Buffer hinzugegeben und 200 pl
der gefarbten Zellsuspension durchflusszytometrisch gemessen.

Zum Erstellen der Gating-Strategie wurden Einzelfarbstofffarboungen mit HAEC
durchgefuhrt.

Als Positivkontrollen fur Apoptose und Nekrose wurden HAEC fur 15 Minuten bei -20°C
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inkubiert und im Anschluss mit Einzelfarbungen mit Annexin V sowie Sytox gemessen.
Als relative Negativkontrolle fur Apoptose und Nekrose der Zellen wurde eine Behandlung
mit Propionat versus Kontrollldsung in Vollmedium gewahlt.

Im Anschluss konnten Gates fur positive Populationen festgelegt werden. Fir die
Expression von ICAM und VCAM konnte mit ungefarbten Proben die unspezifische
Hintergrundexpression der Messkanale bestimmt werden.

Es erfolgte eine Kompensation durch Messung von Einzelfarbungen sowie einer
ungefarbten Probe, um vorhandene Fluoreszenzemissionsuberlappungen zwischen den
Fluorochromen herauszurechnen.

Die lebenden, friUh- sowie spat-apoptotischen Zellen werden in % aller Zellpartikel
angegeben. Die Expression von ICAM und VCAM wird durch den Anteil VCAM- sowie
ICAM-positiver Zellen angegeben (siehe Gating-Strategie Abbildung 5).

A B Cc
1000 — 1000 — 108 — Lae
(x10%) (x10°) :
Singlets Scatter apoptotic
(0 Early
apoptotic
. | |
0 1000 104 106
FSC-H  (x10°) FSC-H (x10%) Annexin V Fl
D E
200~ v
200 —
2 2
5 1% 2 100
O VCAM-positiv b, ICAM-positiv
0 — | 0 —
101 106 104 108
VCAM FI ICAM FI

Abbildung 5 Gating-Strategie zur Analyse von Apoptotischen, Nekrotischen und Lebenden
HAEC sowie zur Expression der Adhdsionsmolekiile VCAM und ICAM. Alle gemessenen
Ereignisse wurden im Forward-Scatter nach Area und Height abgebildet und es werden alle
einzelnen Zellen selektiert (Singlets) (A). Es wurden sowohl Zellpartikel als auch intakte Zellen
selektiert, da tote Zellen meist veranderte FSC-SSC-Eigenschaften haben (B). Einzelne Zellen
wurden in lebende Zellen, friih- und spat-apoptotische Zellen eingeteilt. Die Gates wurden mittels
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Positivkontrollen mit schockgefrosteten HAEC gesetzt (C). Dargestellt sind VCAM-positive sowie
VCAM-negative HAEC in einem Histogramm. Der VCAM-negative Bereich wurde mittels einer
FMO bestimmt (D). Dargestellt sind ICAM-positive sowie ICAM-negative HAEC in einem
Histogramm. Der ICAM-negative Bereich wurde mittels einer FMO bestimmt (E).

2.4.3 Monozytenadhasion bei Behandlung der Monozyten mit TMAO

In einer Studie von Seldin et al. (2016) konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit
TMAO bei humanen Endothelzellen eine verstarkte Expression von Adhasionsmolekulen
(ICAM, VCAM) sowie eine verstarkte Leukozytenadhasion generiert [62]. Um zu
untersuchen, ob dieser Effekt auch durch einen Einfluss von TMAO auf Monozyten
ausgeht, wurden THP1- Monozyten mit TMAO behandelt und ein Adhasionsexperiment
mit unbehandelten HAEC durchgefuhrt. Die Methodik basierte dabei auf in der Literatur
angegebene Protokolle zur Monozytenadhasion [68, 69].

Zusammenfassend wurden je 60k HAEC der Passagen 7 oder 8 in eine 12-Well-Plate
ausgesat und Uber Nacht zur Konfluenz wachsen gelassen. Je 300k THP1-Monozyten
wurden in einer 6-Well-Plate mit einem Starvation-Medium (RPMI mit 0,5% FBS) mit
TMAO (200 pM) oder Kontrolllosung (steriles MilliQ-Wasser) fur 24h behandelt. Die
HAEC wurden 6h vor Beginn des Adhasionsexperiments mit 10 ng/ml TNF-o oder
Kontrolllésung in Starvation-Medium inkubiert.

Nach Ende der 24h Behandlung der THP1-Monozyten wurden die Zellen mit dem
intrazellularen Farbstoff Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CFSE) angefarbt, um bei
der durchflusszytometrischen Messung von HAEC differenziert werden zu kdnnen.
Dazu wurden die Zellsuspensionen jeder Behandlungsgruppe zunachst abzentrifugiert.
Das Pellet wurde in 1ml PBS mit 1 pl CFSE-Farbeldésung geldst und fir 20 Minuten bei
37° inkubiert.

Im Anschluss wurde die Farbeldsung mit 5ml RPMI mit 10%FBS neutralisiert und fur 5
Minuten inkubiert. Nach erneutem Abzentrifugieren wurden die Zellen gezahlt und mit
Starvation-Medium auf 100k THP1-Monozyten pro ml Medium diluiert.

Je Well wurde im Anschluss 1ml der THP1-Monozyten-Zellsuspension hinzugeflgt und
die Zellen wurden fur 30 Minuten bei 37° zusammen mit den HAEC inkubiert. Im
Anschluss erfolgte die Aspiration des Mediums und eine zweimalige Waschung mit 500
pl Starvation-Medium.

Zuletzt erfolgte die Trypsinierung der Zellen zur Ablésung der HAEC sowie gebundenen

Monozyten. Dazu wurde pro Well 200 yl Trypsin-EDTA hinzugefugt und die Zellen fur 2
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Minuten bei 37° inkubiert. Danach wurden zwei Mal 500 pl Stopplésung (PBS mit 10%
FBS) hinzugegeben, die Suspension aspiriert und gesammelt.

Nach einer Zentrifugation bei 300g fur 6 Minuten bei Raumtemperatur wurde das Pellet
in 500 pl FACS-Staining-Medium resuspendiert und sowohl die adharenten Zellen als
auch der Uberstand (Aspirierte Zellsuspension vor der Passagierung)

durchflusszytometrisch gemessen.

2.4.4 Monozytenadhasion bei Behandlung der HAEC mit Propionat

Es erfolgte aulRerdem die Untersuchung des Einflusses von Propionat auf die
Monozytenadhasion.

Im Gegensatz zum Experiment mit TMAO erfolgte in diesem Experiment eine Stimulation
der HAEC uber 24h mit 150 yM Propionat oder Kontrolllosung (steriles MilliQ-Wasser).
Sechs Stunden vor Beginn des Adhasionsexperiments wurde die Halfte der Gruppen mit
10 ng/ml TNF-a behandelt, um die Expression von Adhasionsmolekilen durch eine
Aktivierung des Endothels zu stimulieren. Im Anschluss erfolgte die weitere
Versuchsdurchfuhrung wie beim Adhasionsprotokoll mit TMAO.

Zur  durchflusszytometrischen Bestimmung von THP1-Monozyten in beiden
Adhasionsexperimenten wurde CFSE als intrazellularer Farbstoff verwendet. Dadurch
konnten HAEC und THP1-Monozyten durch Messung im FITC-Kanal unterschieden
werden (siehe Abbildung 6). Zur Kontrolle, ob nur THP1-Monozyten gefarbt sind, wurden
die Zellen in einem Fluoreszenzmikroskop (Keyence) inspiziert. Morphologisch konnte
bestatigt werden, dass nur Monozyten mit CFSE angefarbt worden sind. Die im
Durchflusszytometer durch CFSE-Farbung differenzierbaren THP1-Monozyten wurden

als Zahlenwert ausgegeben.
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Abbildung 6 Gating-Strategie zur Identifikation von mit CFSE-angefarbten THP1-Zellen im
Adhasionsexperiment. Alle gemessenen Ereignisse wurden im Forward-Scatter nach Area und
Height abgebildet und es werden alle einzelnen Zellen selektiert (Singlets) (A). Mit CFSE
angefarbte THP1-Zellen emittieren intensiv im Wellenlangenbereich von FITC-Fluorochromen
und konnten somit von HAEC und Zelldetritus unterschieden werden (B).

2.4.5 Farbung und durchflusszytometrische Analysen der murinen Zellen

Das Vollblut wurde direkt nach Entnahme des Blutes durch Herzpunktion mit AntikOrpern
inkubiert.
Knochenmark-, Leber-, MLN- und Milzzellen wurden erst nach Isolation und
Weiterverarbeitung (Erythrozytenlyse bei Leber- und Milzzellen) mit den Antikérpern
inkubiert.

Murine Monozyten

Far die Vollblut-Farbung wurden je 50 yl EDTA-Blut mit 50 pyl FC-Blocker-Staining-
Medium fur 10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. Anschliel3end wurde
50 ul vom Antikérper-Mastermix hinzugefligt und die Probe wurde fur weitere 20 Minuten
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Zuletzt wurden die Proben mit 850 pl 1% PFA
in PBS fixiert und bei 4°C im Dunkeln bis zur durchflusszytometrischen Messung
gelagert.

Fir die Knochenmarkszellfarbung wurden 1 Mio. Zellen gezahlt und mit 50 ul FC-Blocker-
Staining-Medium fur 10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. AnschlieRend
wurde 50 pl vom Antikorper-Mastermix hinzugefugt und die Probe wurde fur weitere 20
Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Zuletzt wurden die Proben mit 850 pl

1% PFAin PBS fixiert und bei 4°C im Dunkeln bis zur durchflusszytometrischen Messung
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gelagert.

Fir die Milzzellfarbung wurden 50 pl Milzzellsuspension 50ul vom Antikérper-Mastermix
hinzugefugt und die Probe wurde fur 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert.

Im Anschluss wurden die Proben mit 900 pl 1% PFAin PBS fixiert und bei 4°C im Dunkeln
bis zur durchflusszytometrischen Messung gelagert.

FUr die Farbung der Zellen aus den MLN wurden 50 yl MLN-Zellsuspension 50ul vom
Antikorper-Mastermix hinzugefigt und die Probe wurde fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben mit 900 ul 1%
PFA in PBS fixiert und bei 4°C im Dunkeln bis zur durchflusszytometrischen Messung
gelagert.

Die Messung der Proben im Durchflusszytometer erfolgte in weiterer Verdunnung mit
PBS, da es sonst zur Bildung von Zellgerinnseln gekommen ist.

Die Gating-Strategie der Monozytensubpopulationen ist in Abbildung 7 dargestellt.
Zum Gaten der Monozyten wurden zunachst die Leukozyten als CD45-positive Zellen
eingegrenzt. Im Anschluss wurden Monozyten als CD115-positive Messpunkte
identifiziert. Mit dem Oberflachenantigen Ly6C konnten die Monozyten in Ly6C-high- und
Ly6C-low-Monozyten unterschieden werden, wobei die Abgrenzung mittels der Messung
von FMOs erfolgte. Fur die erfolgten Analysen wurden sowohl die Gesamtanzahl von
Ly6C-high- und Ly6C-low-Monozyten pro ml als oder ihr Verhaltnis als Ratio dargestellt.
Fir die Berechnung der Ly6C-high- und Ly6C-low-Monozyten pro ml erfolgte eine
Multiplikation der im Durchflusszytometer gemessenen Zellzahl mit dem Faktor 400, da
umgerechnet 2,5 yl Vollblut durchflusszytometrisch gemessen wurden. Weiterhin erfolgte
in bestimmten Experimenten eine Bestimmung des Anteils von Monozyten an allen

Leukozyten mittels Darstellung des Anteils von CD115-positiven Zellen.
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Abbildung 7 Gating-Strategie zur Identifikation von Monozytensubpopulationen. Alle
gemessenen Ereignisse wurden im Forward-Scatter nach Area und Height abgebildet und alle
einzelnen Zellen (Singlets) wurden selektiert (A). Leukozyten (CD45+-Zellen) wurden identifiziert
und selektiert (B). Monozyten (CD45+-CD115+-Zellen) wurden identifiziert und selektiert (C). Die
selektierten Monozyten sind CD11b-positiv (doppelte Antigenkontrolle). Es werden Ly6C-high
und Ly6C-low-Monozyten dargestellt (D).

Murine Monozytenprogenitorzellen und Hamatopoetische Stammzellen im
Knochenmark

Fir die Farbung der Monozyten-Progenitorzellen im Knochenmark wurden 1 Mio. Zellen
gezahlt und mit 50 pl FC-Blocker-Staining-Medium fur 10 Minuten bei Raumtemperatur
im Dunklen inkubiert. Anschlielend wurde 50 pl vom Monozytenprogenitorzellen-
Antikérper-Mastermix hinzugefligt und die Probe wurde fir weitere 20 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Zum Schluss wurden die Proben mit 850 pl 1%
PFA in PBS fixiert und bei 4°Cim Dunkeln bis zur durchflusszytometrischen Messung
gelagert.

Zunachst wurde durch das Gaten Lineage-negativer Zellen ausdifferenzierte

hamatopoetische Zellen ausgeschlossen, da der Lineage-Antikorper-Cocktail

S7



verschiedene ausdifferenzierte Zellen (T- und B-Lymphozyten, Granulozyten,
Monozyten/Makrophagen, NK-Zellen, Erythrozyten) positiv farbt. Im Anschluss wurde der
prozentuale Anteil von Hamatopoetischen Stammzellen (c-KIT und Sca-1 positive Zellen)
sowie Monozytenprogenitorzellen (c-KIT, CD135 und CD115 positive, Sca-1 negative

Zellen) an allen Knochenmarkszellen bestimmt (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8 Gating-Strategie zur Identifikation von Monozytenprogenitorzellen (MDP)
sowie Hamatopoetischen Stammzellen (HSC). Alle gemessenen Ereignisse wurden im
Forward-Scatter nach Area und Height abgebildet und es wurden alle einzelnen Zellen selektiert
(Singlets) (A). Ausdifferenzierte hamatopoetische Zellen wurden durch Lineage-Antikdrper-
Cocktail (T-Zellen, B-Lymphozyten, Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, NK-Zellen,
Erythrozyten) positiv gefarbt, Lineage-negative Zellen wurden identifiziert (B). Hamatopoetische
Stammzellen (HSC) wurden als C-Kit sowie Sca-1-positive Lineage-negative Zellen identifiziert.
Lineage-negative Zellen kénnen in c-KIT stark positiv sowie intermediar positiv und Sca-1 negativ
unterschieden werden (C). MDPs wurden als FLT3 (CD135) -positive sowie CD115 positive
Lineage negative Zellen mit starker C-Kit Expression beschrieben (D).

T-Helferzellen (Th1 und Th17)
Die intrazellulare Bestimmung von [117A- und IFNy-Zytokinausschuttung von CD4-Helfer-
T-Zellen erfolgte nach in anderen Studien beschriebener Methodik [61].

Zusammenfassend erfolgte eine Stimulation der Zytokinausschuttung durch T-Zellen
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durch eine Inkubation mit PMA und lonomycin. Der intrazellulare Vesikeltransport von
Zytokinen wurde durch die Zugabe von Monensin inhibiert. Im Anschluss erfolgte eine
intrazellulare Anfarbung von IL17A und IFNy.

Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Messung eines Teils der Zellsuspension wurde
eine Zellzahl von etwa 1 Mio. Zellen ermittelt. Das entsprechende Suspensionsvolumen
wurde abzentrifugiert und der Uberstand dekantiert.

Die Proben wurden in 1 ml RPMI mit 10 % FBS, Glutamat, 1% Penicillin / Streptomycin
mit PMA (50ng/ml) und lonomycin (1ug/ml) fir 4h bei 37° und 5% CO, inkubiert. Nach 30
Minuten wurde 1ul 1000x Monensin-Lésung hinzugegeben.

Nach der Stimulation der Zellen erfolgte die Anfarbung des Oberflachenantigens CD4,
der charakteristisch fur T-Helferzellen ist.

Dafur wurden die Proben zunachst zwei Mal mit 2 ml kaltem PBS gewaschen und bei
500g bei 4°C C fur 5 Minuten abzentrifugiert. Im Anschluss wurde den Proben 1ul CD4
Antikorper in 100 pl kaltem PBS zugegeben, sie wurden gevortext und fur 30 Minuten im
Dunkeln bei 4°C inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren und Verwerfen des Uberstands
wurde 1ml Flow Cytometry Staining Buffer hinzugegeben. Daraufhin wurde erneut
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 500 pl Fix/Perm-Ldsung
aufgelost und fur 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurde
zwei Mal mit 2 ml Perm Buffer gewaschen und jeweils der Uberstand nach dem
Abzentrifugieren verworfen. Daraufhin erfolgte die intrazellulare Farbung mit je 1ul IL17A
und IFNyin 100 pl Permbuffer fur mindestens 1h bei 4°C im Dunkeln. Vor der
durchflusszytometrischen Messung erfolgte eine weitere Waschung mit 2 ml Permbuffer,
an welcher anschlieRend das Pellet in 500 pl Flow Cytometry Staining Buffer aufgelost
wurde. Es wurden 200 pl der gefarbten Zellsuspension durchflusszytometrisch
gemessen.

Die Gating-Strategie fur die Th17- und Th1-Zellen wird in Abbildung 9 dargestellt.

Es wurden zunachst die T-Helferzellen mittels Gating der CD4-positiven Lymphozyten
selektiert und im Anschluss Th1-Zellen als IFNy-positive- und Th17-Zellen als IL17A-
positive Zellen bestimmt. Es wurde der %-Anteil der Th1-und Th17-Zellen an der

gesamten Population der T-Helferzellen fur die statistische Auswertung verwendet.
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Abbildung 9 Gating-Strategie zur Identifikation IL17A-positiven Th17-Zellen sowie IFNy-
positiven Th1-Zellen. Alle gemessenen Ereignisse wurden im Forward-Scatter nach Area und
Height abgebildet und es wurden alle einzelnen Zellen selektiert (Singlets) (A). Durch Gating nach
der Area von Sideward Scatter und Forward Scatter wurden die Lymphozyten selektiert (B). CD4-
positive T-Helferzellen werden aus der Lymphozytenpopulation gegatet (C). Th17-Zellen wurden
als IL17A-positive CD4-T-Zellen identifiziert. Th1-Zellen wurden als IFNy-positive CD4-Zellen
identifiziert. Die Gates wurden durch Fluoreszenz-Minus-One (FMO)-Kontrollen gesetzt (D).

Regulatorische T-Zellen (Tregs)

Die Farbung und ldentifizierung von murinen regulatorischen T-Zellen wurde mit dem
Mouse Regulatory T Cell Staining Kit von Thermofisher durchgefihrt.

Die Methodik wurde mit geringen Abweichungen aus dem Firmenprotokoll Gbernommen.
Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Messung eines Teils der Zellsuspension wurde
eine Zellzahl von etwa 1 Mio. Zellen ermittelt. Das entsprechende Suspensionsvolumen
wurde abzentrifugiert und der Uberstand dekantiert.

Im Anschluss erfolgte die Farbung der Oberflachenantigene CD4 und CD25. Dafur wurde
je 1 pl CD4 und CD25 in 100 pl PBS zu den Proben gegeben. Diese wurden kraftig
gevortext und im Anschluss fur 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert.
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Daraufhin erfolgte eine Waschung mit 1ml Flow Cytometry Staining Buffer und danach
eine Inkubation mit 500 ul Fix/Perm-Lésung flr 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln. Nach
weiteren zwei Waschungen mit 2ml Permbuffer erfolgte die intrazellulare Farbung mit 1ul
FoxP3 in 100 ul Permbuffer fir mindestens 1h bei 4°C im Dunkeln.

Vor der durchflusszytometrischen Messung erfolgte eine weitere Waschung mit 2 ml
Permbuffer, wonach das Pellet in 500 pl Flow Cytometry Staining Buffer aufgeldst wurde.
Es wurden 200 pl der gefarbten Zellsuspension durchflusszytometrisch gemessen.

Wie in Abbildung 10 gezeigt, wurden zunachst die T-Helferzellen mittels Gating der CD4-
positiven Lymphozyten selektiert und im Anschluss regulatorische T-Zellen als FoxP3-
sowie CD25-positive Zellen bestimmt. Es wurde der %-Anteil von regulatorischen T-

Zellen an der gesamten Population der T-Helferzellen fur die statistische Auswertung

verwendet.
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Abbildung 10 Gating-Strategie zur Identifikation CD25-positiven, FoxP3-positiven Tregs.
Alle gemessenen Ereignisse wurden im Forward-Scatter nach Area und Height abgebildet und
es wurden alle einzelnen Zellen selektiert (Singlets) (A). Durch Gating nach der Area von
Sideward Scatter und Forward Scatter wurden die Lymphozyten selektiert (B). CD4-positive T-
Helferzellen wurden aus der Lymphozytenpopulation gegatet (C). Regulatorische T-Zellen
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wurden als CD25- sowie FoxP3-positive Zellen identifiziert. Die Gates wurden durch Fluoreszenz-
Minus-One (FMO)-Kontrollen gesetzt (D).

2.4.6 Messung der Daten im Durchflusszytometer

Die Messung der Daten erfolgte mit einem Attune Nxt Flow Cytometer (Thermofisher) bei
fixierten Proben innerhalb spatestens zwei Tagen und bei unfixierten Proben am selben
Tag.

Bei der ersten Messung eines neuen Versuchsaufbaus wurden die Spannungen der
Laser fur eine hinreichende Diskriminierungsstarke zwischen positiver und negativer
Farbung der einzelnen Farbstoffe angepasst.

Zwischen der Messung einzelner Proben erfolgte eine Waschung mit 500 pl PBS. Bei der
Messung von Zellsuspensionen verschiedener Organe erfolgte beim Wechsel zwischen
den Organen eine Waschung mit 500ul 10% Bleach in Aqua dest. sowie eine Waschung
mit 500 pl PBS.

2.4.7 Analyse der durchflusszytometrischen Daten

Die Analyse der durchflusszytometrischen Daten erfolgte mit der Software Kaluza
Analysis 5.0.

Die Gates wurden mit Hilfe von Fluoreszenz-Minus-One (FMOs)-Proben gesetzt und die
erstellten Kaluza-Protokolle wurden fur alle Proben einer Mausreihe verwendet. Es wurde
eine fur das jeweilige Versuchspanel angepasste Kompensation angewendet, die im
Attune Nxt Flow Cytometer durch das Verwenden von Compensation Beads erstellt
wurde und elektronisch auf die Kaluza Software Ubertragen wurde. In der folgenden
Abbildung wird die Verwendung von FMOs beispielhaft am Gating von CD25- sowie
FoxP3-positiven Tregs gezeigt (Abbildung 11). Fur eine FMO wird jeweils ein bestimmter
Antikorper fur eine Farbung ausgelassen und es lasst sich in der Folge der
Negativbereich des jeweiligen Antikorpers bestimmen.
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Abbildung 11 Beispiel fiir das Erstellen einer Gating-Strategie mittels FMO anhand von
CD25- und FoxP3-positiven Tregs. Mit Hilfe einer CD25-FMO-Probe wurden die CD25-
positiven und CD25-negativen Zellen separiert (A). Mit Hilfe einer FoxP3-FMO-Probe wurden die
FoxP3-positiven und FoxP3-negativen Zellen separiert (B).

2.4.8 Ausschluss von Proben

Einzelne Proben wurden fur die statistischen Analysen ausgeschlossen, was auf
verschiedene experimentelle Unzulanglichkeiten zurtuckzufuhren war. So wurden
Proben, bei denen eine Antikdrperfarbung ausgelassen wurde oder die eine zu geringe
Zellzahl in der durchflusszytometrischen Analyse zeigten, nicht flr die statistischen
Analysen weiterverwendet. Die genauen Grunde fur den Ausschluss einzelner Proben

konnen den Primardaten entnommen werden.

2.5 Statistik

FUr die statistischen Auswertungen wurde das Programm Graphpad Prism V8.0
verwendet.

Zunachst erfolgte ein Grubbs-Test auf AusreiRer und die festgestellten Extremwerte
wurden von den weiteren statistischen Auswertungen ausgeschlossen. Im Anschluss
wurde eine Prufung der Normalverteilung mit dem Kolgorov-Smirnov-Test durchgefuhrt.
Bei Normalverteilung der Daten erfolgte bei einer Vergleichsvariable von zwei
unabhangigen Experimentalgruppen ein ungepaarter T-Test, bei nicht normalverteilten
Daten ein Mann-Whitney-U-Test. Bei Experimenten mit zwei Vergleichsvariablen erfolgte
eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-korrigiertem post-hoc Test. Das
Signifikanzniveau lag bei 5% (P < 0.05).
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3. Ergebnisse
3.1 TMAO

In einer klinischen Studie unserer Arbeitsgruppe zeigte sich eine Assoziation des Anteils
inflammatorischer Monozyten mit der Serum-Konzentration von TMAO [70]. Auf Basis
dieser Beobachtungen wurde entschieden im Rahmen dieser Arbeit den Einfluss einer
cholinreichen Diat, die zu vermehrter Produktion von TMAO fuhrt, auf die Anteile von
Monozytensubpopulationen in einem Mausmodell zu untersuchen. Dazu wurden zudem
sekundar gnotobiotische Mause verwendet, um eine Negativkontrolle ohne
Darmmikrobiom und folglich ohne Produktion von TMA durch das Darmmikrobiom zu
generieren. Die erfolgreiche Verwendung von sekundar gnotobiotischen Mausen (mit
Antibiotika = ABS) als Negativkontrolle fur die Untersuchung der Wirkung von TMAO

wurde bereits in verschiedenen Studien gezeigt [42].

3.1.1 Einfluss von TMAO auf Monozytensubpopulationen im Blut

Wildtyp-Mause mit intaktem Darmmikrobiom sowie sekundar gnotobiotische Wildtyp-
Mause (ABS) wurden fur vier Wochen mit Kontroll- (CD) oder cholinreicher Diat (Cholin-
D) geflttert. Wie in Abbildung 12 ersichtlich konnte im Blut ein Anstieg der pro-
inflammatorischen Ly6C-high-Monozyten in Mausen mit cholinreicher Diat (Cholin-D,
1,3%) im Vergleich zur Kontrolldiat (CD) beobachtet werden (,Cholin-D* vs. ,CD*
»9,2£0,5%10® pro ml, N=6“ vs. ,6,5£0,5%x10° pro ml, N=6% p=0,001). Demgegenlber
zeigte sich in sekundar gnotobiotischen Mausen mit cholinreicher Diat (ABS) dieser
Anstieg supprimiert (,Cholin-D ABS® vs. ,Cholin-D* ,5,4+0,7x10° pro ml, N=6“ vs.
»9,2£0,5%102 pro ml, N=6% p<0,001). Im Gegensatz zu den pro-inflammatorischen Ly6C-
high-Monozyten zeigte sich bei anti-inflammatorischen Ly6C-low-Monozyten ein Abfall
bei Mausen mit cholinreicher Diat (,Cholin-D* vs. ,CD“ ,15,0+1,1%x10° pro ml, N=6" vs.
,19,240,7x10° pro ml, N=6“ p=0,008). Dieser Abfall zeigte sich in sekundar
gnotobiotischen Mausen mit cholinreicher Diat nicht (,Cholin-D ABS*: ,19,3+1,5%x103 pro
ml, N=6% p=0,046 versus ,Cholin-D“) [70].
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Abbildung 12 Einfluss von cholinreicher Diat auf die Anzahl von Ly6C-high- und Ly6C-low-
Monozyten im Blut. Es wird die Anzahl der Ly6C-high-Monozyten (A) sowie Ly6C-low-
Monozyten im Blut (B) von Wildtyp-Mausen mit Kontroll- (CD) oder cholinreicher Diat (Cholin-D)
oder sekundar gnotobiotischen Wildtyp-Mausen (ABS) mit cholinreicher Diat (Cholin-D) gezeigt.
Dargestellt werden Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Versuchsgruppen. Die
statistische Auswertung erfolgte bei normalverteilten Daten mit einem ungepaarten T-Test.

Beispielhaft sind in Abbildung 13 die Verteilungen der Monozytensubpopulationen bei
Kontrolldiat, cholinreicher Diat sowie cholinreicher Diat bei sekundar gnotobiotischen
Mausen abgebildet. Es ist eine Verschiebung zu pro-inflammatorischen Ly6C-high-
Monozyten bei cholinreicher Diat zu erkennen, die bei sekundar gnotobiotischen Mausen
nicht stattfindet.
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Abbildung 13 Darstellung exemplarischer Gates von Ly6C-low- und Ly6C-high-Monozyten
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im Blut. SPF-Mause mit Kontrolldiat (A), cholinreicher Diat (B) und sekundar gnotobiotischen
Mause (ABS) mit cholinreicher Diat (C).

3.1.2 Einfluss von TMAO auf Monozytensubpopulationen im Knochenmark

Um zu untersuchen, ob die Verschiebung von Monozytensubpopulationen bereits bei der
Bildung von Monozyten im Knochenmark stattfindet, wurden Monozytensubpopulationen
im Knochenmark analysiert. Es zeigte sich wie im Blut eine erhéhte Anzahl von pro-
inflammatorischen Ly6C-high-Monozyten in Mausen mit cholinreicher Diat im Vergleich
zur Kontrolldiat ( ,Cholin-D* vs. ,CD“: ,9,1£1,4x10* pro Tibia, N=6“ vs. ,5,6+0,5%x10* pro
Tibia, N=6“; p=0,040), wobei dieser Anstieg in sekundar gnotobiotischen Mausen nicht
nachweisbar war (,Cholin-D ABS* vs. ,Cholin-D*: ,5,4+0,6x10* pro Tibia, N=6“ vs.
,9,1£1,4x10% pro Tibia, N=6“; p=0,038) (Abbildung 14 (A)).

Dazu kongruent liel3 sich eine erniedrigte Anzahl von anti-inflammatorischen Ly6C-low-
Monozyten in Mausen mit cholinreicher Diat nachweisen (,Cholin-D“ vs. ,CD*
»3,1£0,2x102 pro Tibia, N=6“ vs. ,5,5£0,2x102 pro Tibia, N=6% p<0,001). Dieser Effekt
zeigte sich nicht in sekundar gnotobiotischen Mausen (,Cholin-D ABS* vs. ,Cholin-D*
,4,5£0,3%x10° pro Tibia, N=6“ vs. ,3,1£0,2x10° pro Tibia, N=6“; p=0,006) (Abbildung 14
(B)) [70].
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Abbildung 14 Einfluss von cholinreicher Diat auf die Anzahl von Ly6C-high- und Ly6C-low-
Monozyten im Knochenmark. Es wird die Anzahl der Ly6C-high-Monozyten (A) sowie Ly6C-
low-Monozyten im Knochenmark (B) von Wildtyp-Mausen mit Kontroll- (CD) oder cholinreicher
Diat (Cholin-D) oder sekundar gnotobiotischen Wildtyp-Mausen (ABS) mit cholinreicher Diat
(Cholin-D) gezeigt. Dargestellt werden Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen
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Versuchsgruppen. Die statistische Auswertung erfolgte bei normalverteilten Daten mit einem
ungepaarten T-Test.

3.1.3 Einfluss von TMAO auf Hamatopoetische  Stammzellen  und
Monozytenprogenitorzellen im Knochenmark

Zur weiteren Analyse eines moglichen Effektes von TMAO auf die Bildung von Monozyten
im Knochenmark wurden die Anteile von Hamatopoetischen Stammzellen sowie
Monozytenprogenitorzellen untersucht.

Es konnte ein nicht-signifikanter Trend zu einem erhohten Anteil hamatopoetischer
Stammzellen sowie Monozytenprogenitorzellen bei Behandlung der Mause mit
cholinreicher Diat verzeichnet werden (Hamatopoetische Stammzellen: ,Cholin-D* vs.
,CD“ ,1,7£0,2% der Lineage-neg. Zellen, N=8“ vs. ,1,1£0,2% der Lineage-neg. Zellen,
N=7% p=0,063; MDPs: ,Cholin-D“ vs. ,CD": ,1,6£0,1% der Lineage-neg. Zellen, N=8" vs.
»1,21£0,2% der Lineage-neg. Zellen, N=7%;, p=0,084).

Bei sekundar gnotobiotischen Mausen zeigte sich dieser Trend nicht (Hamatopoetische
Stammzellen: ,,Cholin-D“ vs. ,Cholin-D ABS*: ,1,7£0,2% der Lineage-neg. Zellen, N=8*
vs. ,1,1£0,2% der Lineage-neg. Zellen, N=7%; p=0,083; MDPs: ,Cholin-D“ vs. ,Cholin-D
ABS*": ,1,6+0,1% der Lineage-neg. Zellen, N=8“ vs. ,1,1£0,3% der Lineage-neg. Zellen,
N=7*; p=0,089).
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Abbildung 15 Einfluss von cholinreicher Diat auf den Anteil von hamatopoetischen
Stammzellen sowie Monozytenvorlauferzellen an Lineage-negativen Knochenmarkszellen.
Es wird der Anteil von Hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) (A) sowie von gemeinsamen
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Makrophagen-, Monozyten- sowie Dendritischerprogenitorzellen (MDP) (B) von allen Lineage-
negativen Zellen im Knochenmark von Wildtyp-Mausen mit Kontroll- (CD) oder cholinreicher Diat
(Cholin-D) oder sekundar gnotobiotischen Wildtyp-Mausen (ABS) mit cholinreicher Diat (Cholin-
D) gezeigt. Dargestellt werden Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen
Versuchsgruppen. Die statistische Auswertung erfolgte bei normalverteilten Daten bei den Daten
der HSZ mit einem ungepaarten T-Test und bei nicht-normalverteilten Daten bei den MDP mit
einem Mann-Whitney-U-Test.

3.1.4 Einfluss von TMAO auf Monozytenadhasion

In dieser Arbeit wurde ebenfalls der Einfluss einer Vorbehandlung von Monozyten mit
TMAO in einem Adhasionsexperiment untersucht.

Dafur wurden sowohl unbehandelte als auch fur einen Zeitraum von sechs Stunden mit
10 ng TNF-a pro ml Medium stimulierte HAEC verwendet.

Wie in Abbildung 16 (A) ersichtlich, zeigte sich, dass die Stimulation der HAEC mit TNF-
a eine signifikante Erhéhung der Anzahl adharenter Monozyten bewirkte (,C“ vs. , TNF “
,0,7£3,6x10° adharente Monozyten, N=4“ vs. ,23,1£10,1x10® adharente Monozyten,
N=6“; p=0,009).

Bei unstimulieten HAEC war ein nicht-signifikanter Trend zu einer verstarkten
Monozytenadhasion bei mit TMAO-vorbehandelten Monozyten zu verzeichnen (,C“ vs.
~,TMAO“ ,6,7+3,6x10° adharente Monozyten, N=4“ vs. ,12,2+3,5x10°® adharente
Monozyten, N=4% p=0,114) (Abbildung 16 (B)).

Bei mit TNF-a stimulierten HAEC konnte kein signifikanter Unterschied bei einer
Behandlung der Monozyten mit einer Konzentration von 200uM TMAO im Medium
festgestellt werden (Abbildung 16 (C)).
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Abbildung 16 Einfluss von TMAO auf die Monozytenadhdasion an HAEC unter
inflammatorischen Bedingungen. Eine Stimulation der HAEC mit TNF-a. (TNF: 10 ng/ml TNFa)
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bewirkte einen signifikanten Anstieg der Anzahl adharenter Monozyten im Kontrollmedium (C:
Kontrollmedium) (A), wobei eine Behandlung der Monozyten mit TMAO (TMAO: 200uM TMAO
in Kontrollmedium) sowohl bei unbehandelten HAEC (B) als auch bei stimulierten HAEC (C)
keinen signifikanten Unterschied der Anzahl adharenter Monozyten zeigte. Es wurden in jeder
Versuchsgruppe mindestens vier Versuche durchgefuhrt. Dargestellt werden Mittelwerte und
Standardabweichungen der einzelnen Versuchsgruppen. Die statistische Auswertung erfolgte bei
normalverteilten Daten mit einem ungepaarten T-Test.

3.2 Propionat

Zur Untersuchung des Einflusses von Propionat auf Endothelzellfunktion sowie
Verteilung von Immunzellen wurden sowohl Zellkulturexperimente als auch

Mausversuche durchgefuhrt.

3.2.1 Einfluss von Propionat auf Monozytensubpopulationen im Blut

Um die Fragestellung, ob Propionat eine Verschiebung zu protektiven LyG6C-low-
Monozyten sowie eine Verringerung des Anteils von Monozyten an allen Leukozyten
bewirkt, wurden Monozytensubpopulationen im Blut bestimmt.

Die Ergebnisse der Analysen der Monozyten werden als Verhaltnisse der Ly6C-high zu
Ly6C-low-Monozyten dargestellt. Die Ly6C-high- sowie die Ly6C-low-Monozyten bilden
zusammen die Gesamtheit aller untersuchten Monozyten in den durchgefuhrten
Experimenten (Siehe Methodenteil). Ly6C-high-Monozyten gelten als pro-
inflammatorische Monozyten und Ly6C-low-Monozyten als ,patrouillierende” anti-
inflammatorische Monozyten. Somit bedeutet eine hohe Ly6C-high/low-Ratio ein
Uberwiegen der pro-inflammatorischen Monozyten.

Weiterhin wurde der Anteil der Monozyten an allen Leukozyten als Anteil CD115-positiver

Zellen von allen CD45-positiven Zellen bestimmt.

Monozyten im Blut in Wildtyp-Mausen

Wildtyp-Mause mit intaktem Darmmikrobiom sowie sekundar gnotobiotische Wildtyp-
Mause (ABS) wurden fur sechs Wochen mit HFD geflttert sowie flr vier Wochen taglich
mit 0,2 ml Propionat (PA, 150mM in MilliQ-Wasser) oder Kontrollldsung (MilliQ-Wasser)
gavagiert.

Es konnten sowohl bei der Ly6C-high/low-Ratio als auch beim Anteil der Monozyten im
Blut keine signifikanten Unterschiede bei einer Behandlung mit Propionat nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17 Einfluss von Propionat auf die Ly6C-high/low-Ratio sowie den Anteil der
Monozyten im Blut in Wildtyp-Mausen. Durchflusszytometrisch wurde das Verhaltnis von
Ly6C-high- zu Ly6C-low-Monozyten (A,B) sowie der Anteil von Monozyten an den Leukozyten
(C,D) im Blut bestimmt. Die Anzahl der fir die Analysen verwendeten Datensatze variierte
zwischen vier und neun. Dargestellt werden Mittelwerte und Standardabweichungen der
einzelnen Versuchsgruppen. Die statistische Auswertung erfolgte bei nicht-normalverteilten
Daten mit einem Mann-Whitney-U-Test.

Bei Wildtyp-Mausen ist die Entwicklung eines atherosklerotischen Phanotyps trotz einer
6-wochigen HFD unwahrscheinlich, weshalb in der Folge weitere Analysen der
Monozyten und T-Zellen mit ApoE’-M&usen durchgefihrt wurden. Diese stellen ein
etabliertes Atherosklerose-Mausmodell dar und entwickeln bereits nach wenigen Wochen

atherosklerotische Plaques [71].
Monozyten im Blut in ApoE"-Mausen
Mit gleichem Versuchsaufbau wurden ApoE---Mause mit intaktem Darmmikrobiom sowie

sekundar gnotobiotische ApoE"-Mause (ABS) fiir sechs Wochen mit HFD gefiittert sowie
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fur vier Wochen taglich mit 0,2 ml Propionat (PA, 150mM in MilliQ-Wasser) oder
Kontrolllésung (MilliQ-Wasser) gavagiert.

Im Blut zeigte sich bei ApoE”-Mausen kein signifikanter Unterschied der Ly6C-high/low-
Ratio bei Behandlung mit Propionat. Dagegen konnte bei sekundar gnotobiotischen
ApoE”-Mausen ein nicht signifikanter Trend zu einer verringerten Ly6C-high/low-Ratio
nachgewiesen werden. Bei ApoE"-Mausen konnte ein nicht-signifikanter Trend zu einem
verringerten Anteil an CD115-positiven Monozyten beobachtet werden. Dieser war bei

sekundar gnotobiotischen Mausen nicht nachweisbar.
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Abbildung 18 Einfluss von Propionat auf die Ly6C-high/low-Ratio sowie den Anteil der
Monozyten im Blut in ApoE’-Mausen. Durchflusszytometrisch wurde das Verhaltnis von Ly6C-
high- zu Ly6C-low-Monozyten (A,B) sowie der Anteil von Monozyten an den Leukozyten (C,D)
im Blut bestimmt. Die Anzahl der fir die Analysen verwendeten Datensatze variierte zwischen
vier und sieben. Dargestellt werden Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen
Versuchsgruppen. Die statistische Auswertung erfolgte bei normalverteilten Daten mit einem
ungepaarten T-Test.
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3.2.2 Einfluss von Propionat auf Monozytensubpopulationen in MLN

Die lokale Aufnahme und Wirkung von Propionat finden im lleum und im Zakum statt [47].
In diesem Bereich werden flr die Immunitat des Darms, aber auch fur systemische
Immunreaktionen spezifische Immunzellen gebildet.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Verhaltnis von Ly6C-high zu Ly6C-low-
Monozyten in MLN bei ApoE’-Mausen unter HFD mit Behandlung mit Propionat
(Abbildung 19).
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Abbildung 19 Einfluss von Propionat auf die Ly6C-high/low-Ratio der Monozyten in MLN.
Durchflusszytometrisch wurde das Verhaltnis von Ly6C-high- zu Ly6C-low-Monozyten (A) in den
mesenterialen Lymphknoten bestimmt. Es wurden je Versuchsgruppe finf Datensatze flir die
Analysen verwendet. Dargestellt werden Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen
Versuchsgruppen. Die statistische Auswertung erfolgte bei normalverteilten Daten mit einem
ungepaarten T-Test.

3.2.3 Einfluss von Propionat auf Monozytensubpopulationen im Knochenmark

Monozyten werden vorwiegend im Knochenmark aus hamatopoetischen Stammzellen
sowie gemeinsamen Monozyten und Dendritischen Vorlauferzellen gebildet. Es
entstehen zunachst Ly6C-high-Monozyten, die dann teilweise zu Ly6C-low-Monozyten
ausdifferenzieren. Es wurde untersucht, ob eine Behandlung mit Propionat einen Einfluss
auf das Verhaltnis sowie die Anzahl von Monozyten-Subpopulationen im Knochenmark
hat.

Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede der Ly6C-high/low-Ratio sowohl bei
SPF- als auch bei gnotobiotischen ApoE--M&usen auf HFD. (Abbildung 20)

Zudem zeigten sich sowohl in SPF- als auch in gnotobiotischen ApoE"-Mausen auf HFD
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unter Behandlung mit Propionat keine signifikanten Unterschiede im Anteil CD115-

positiver Monozyten. (Abbildung 20)
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Abbildung 20 Einfluss von Propionat auf die Ly6C-high/low-Ratio sowie den Anteil der
Monozyten im Knochenmark. Durchflusszytometrisch wurde das Verhaltnis von Ly6C-high- zu
Ly6C-low-Monozyten (A,B) sowie der Anteil von Monozyten an den Leukozyten (C,D) im
Knochenmark bestimmt. Die Anzahl der fir die Analysen verwendeten Datensatze variierte
zwischen funf und sieben. Dargestellt werden Mittelwerte und Standardabweichungen der
einzelnen Versuchsgruppen. Die statistische Auswertung erfolgte bei normalverteilten Daten mit
einem ungepaarten T-Test.

3.2.4 Einfluss von Propionat auf Monozytenprogenitorzellen und Hamatopoetische
Stammzellen im Knochenmark

Weiterhin wurde untersucht, ob eine Behandlung mit Propionat eine Veranderung der
Anteile von Hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) sowie von gemeinsamen
Makrophagen-, Monozyten- sowie Dendritischer Progenitorzellen (MDP) im
Knochenmark bewirkt. Es wurden die Anteile der jeweiligen Zellpopulation von allen
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Knochenmarkszellen bestimmt. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei
Behandlung mit Propionat sowohl bei HSZ als auch bei MDP. Weiterhin konnten keine
signifikanten Unterschiede bei Behandlung mit Propionat sowohl bei HSZ als auch bei
MDP bei sekundar gnotobiotischen ApoE”-Mausen festgestellt werden (Abbildung 21).
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Abbildung 21 Einfluss von Propionat auf den Anteil von hamatopoetischen Stammzellen
sowie Monozytenvorlauferzellen an Lineage-negativen Knochenmarkszellen.
Durchflusszytometrisch wurde der Anteil von Hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) (A,B) sowie
von gemeinsamen Makrophagen-, Monozyten- sowie Dendritischerprogenitorzellen (MDP) (C,D)
von allen Zellen im Knochenmark bestimmt. Die Anzahl der flir die Analysen verwendeten
Datenséatze variierte zwischen finf und sieben. Dargestellt werden Mittelwerte und
Standardabweichungen der einzelnen Versuchsgruppen. Die statistische Auswertung erfolgte bei
normalverteilten Daten bei den HSZ mit einem ungepaarten T-Test und bei nicht-normalverteilten
Daten bei den MDP mit einem Mann-Whitney-U-Test.

3.2.5 Einfluss von Propionat auf T-Zell-Populationen

In weiteren durchflusszytometrischen Analysen wurde der Einfluss von Propionat auf die
Verhaltnisse von T-Zell-Subpopulationen, welchen zusatzlich zu den Monozyten eine

wichtige Rolle in der Plaquebildung und Variation der Plaquestabilitat zugeschrieben wird,
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untersucht [32]. Dafur wurden die Anteile von regulatorischen T-Zellen sowie Th1- und
Th17-Zellen an der gesamten T-Helferzellpopulation gemessen, um die Fragestellung zu
beantworten, ob Propionat ein verandertes Verhaltnis zwischen pro-inflammatorischen T-
Effektorzellen und immunsuppressiven regulatorischen T-Zellen bewirkt.

Die Untersuchungen erfolgten im Blut, in der Milz, in den mesenterialen Lymphknoten
sowie in der Leber.

Die Wahl der untersuchten Organe erfolgte um systemische, lokale sowie mogliche
indirekte Effekte von Propionat zu Gberprufen.

Da Propionat zunachst im Dinndarm aufgenommen und danach in der Leber
verstoffwechselt wird und in diesen Kompartimenten die hochste Konzentration im
Metabolismus vorweist, wurden Messungen in mesenterialen Lymphknoten und Leber
durchgefuhrt.

Die Messungen von T-Zellen im Blut erfolgten, um systemische Auswirkungen von
Propionat zu ermitteln. Zuletzt wurden die Analysen der T-Zellen ebenso in der Milz
durchgefuhrt, da in dieser ein Grofteil der Differenzierung und Vermehrung von T-Zellen
stattfindet.

Im Blut

In SPF-ApoE~’-Mausen konnte ein nicht-signifikanter Trend zu einem erhohten Anteil von
Tregs bei Behandlung mit Propionat (,HFD " vs. ,HFD + PA": ,4,6+0,4% Anteil CD25+,
FoxP3+ Tregs, N=9" vs. ,5,6+0,4% Anteil CD25+, FoxP3+ Tregs, N=11"; p=0,078)
festgestellt werden. Dieser Trend zeigte sich bei sekundar gnotobiotischen ApoE"-
Mausen nicht (Abbildung 22).
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Abbildung 22 Einfluss von Propionat auf den Anteil von CD25-positiven, FoxP3-positiven
Tregs im Blut. Durchflusszytometrisch wurde der Anteil von regulatorischen T-Zellen an allen T-
Helferzellen sowohl bei Mausen mit intaktem (A) als auch depletiertem Darmmikrobiom (B) im
Blut bestimmt. Dargestellt werden Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen
Versuchsgruppen. Die Anzahl der fir die Analysen verwendeten Datensatze variierte zwischen
sieben und elf. Die statistische Auswertung erfolgte bei normalverteilten Daten mit einem
ungepaarten T-Test.

Propionat bewirkte wie in Abbildung 23 dargestellt sowohl bei SPF- als auch bei
gnotobiotischen Mausen keine signifikanten Unterschiede des Anteils von Th1- und
Th17-Zellen.
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Abbildung 23 Einfluss von Propionat auf den Anteil von IL17A-positiven Th17-Zellen sowie
IFNy-positiven Th1-Zellen im Blut. Durchflusszytometrisch wurde der Anteil von Th1- (IFNy-
positiven) und Th17- (IL17A-positiven) Zellen an allen T-Helferzellen sowohl bei Mausen mit
intaktem (A, C) als auch depletiertem Darmmikrobiom (B, D) bestimmt. Die Anzahl der fiir die
Analysen verwendeten Datensatze variierte zwischen funf und elf. Dargestellt werden Mittelwerte
und Standardabweichungen der einzelnen Versuchsgruppen. Die statistische Auswertung
erfolgte bei normalverteilten Daten mit einem ungepaarten T-Test.
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In MLN

Wie in Abbildung 24 dargestellt, konnte eine signifikante Erhéhung des Anteils von Tregs
bei SPF-ApoE"-Mausen bei Behandlung mit Propionat beobachtet werden (,HFD " vs.
,HFD + PA": /13,51+0,8% Anteil CD25+, FoxP3+ Tregs, N=11" vs. ,15,61£0,5% Anteil
CD25+, FoxP3+ Tregs, N=9"; p=0,045). In sekundar gnotobiotischen ApoE--Mausen

(ABS) zeigte sich keine signifikante Erhohung des Anteils von Tregs.
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Abbildung 24 Einfluss von Propionat auf den Anteil von CD25-positiven, FoxP3-positiven
Tregs in MLN. Durchflusszytometrisch wurde der Anteil von regulatorischen T-Zellen an allen T-
Helferzellen sowohl bei Mausen mit intaktem (A) als auch depletiertem Darmmikrobiom (B) in
den mesenterialen Lymphknoten bestimmt. Die Anzahl der fir die Analysen verwendeten
Datensatze variierte zwischen vier und zehn. Dargestellt werden Mittelwerte und
Standardabweichungen der einzelnen Versuchsgruppen. Die statistische Auswertung erfolgte bei
normalverteilten Daten mit einem ungepaarten T-Test.

Bei SPF- als auch bei gnotobiotischen ApoE”-Mausen konnten keine signifikanten
Unterschiede des Anteils von Th1-Zellen sowie Th17-Zellen in MLN durch eine

Behandlung mit Propionat nachgewiesen werden. (Abbildung 25)
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Abbildung 25 Einfluss von Propionat auf den Anteil von IL17A-positiven Th17-Zellen sowie
IFNy-positiven Th1-Zellen in MLN. Durchflusszytometrisch wurde der Anteil von Th1- (IFNy-
positiven) und Th17- (IL17A-positiven) Zellen an allen T-Helferzellen sowohl bei Mausen mit
intaktem (A, C) als auch depletiertem Darmmikrobiom (B, D) bestimmt. Die Anzahl der fiir die
Analysen verwendeten Datensatze variierte zwischen vier und neun. Dargestellt werden
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Versuchsgruppen. Die statistische
Auswertung erfolgte bei normalverteilten Daten der IFNy-positiven Th1-Zellen bei sekundar
gnotobiotischen ApoE"-Mausen mit einem ungepaarten T-Test und bei nicht-normalverteilten
Daten bei den restlichen Versuchsgruppen mit einem Mann-Whitney-U-Test.

In der Leber
Bei SPF-ApoE”-Mausen zeigte sich kein signifikanter Unterschied des Anteils von Tregs

bei Behandlung mit Propionat.
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Abbildung 26 Einfluss von Propionat auf den Anteil von CD25-positiven, FoxP3-positiven
Tregs in der Leber. Durchflusszytometrisch wurde der Anteil von regulatorischen T-Zellen an
allen T-Helferzellen bei Mausen mit intaktem (A) Darmmikrobiom in der Leber bestimmt.
Dargestellt werden Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Versuchsgruppen. Die
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Anzahl der fUr die Analysen verwendeten Datensatze variierte zwischen neun und zwdlf. Die
statistische Auswertung erfolgte bei normalverteilten Daten mit einem ungepaarten T-Test.

Weiterhin waren wie in Abbildung 27 ersichtlich keine signifikanten Unterschiede des

Anteils von Th1-Zellen und Th17-Zellen bei SPF-ApoE”--Mausen zu verzeichnen.
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Abbildung 27 Einfluss von Propionat auf den Anteil von IL17A-positiven Th17-Zellen sowie
IFNy-positiven Th1-Zellen in der Leber. Durchflusszytometrisch wurde der Anteil von Th1-
(IFNy-positiven) (A) und Th17-(IL17A-positiven) (B) Zellen an allen T-Helferzellen bestimmt. Die
Anzahl der fur die Analysen verwendeten Datensatze betrug bei beiden Versuchsgruppen elf.
Dargestellt werden Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Versuchsgruppen. Die
statistische Auswertung erfolgte bei nicht-normalverteilten Daten mit einem Mann-Whitney-U-
Test.

In der Milz
Es zeigten sich sowohl bei den SPF-ApoE”-Mausen als auch bei den sekundar

gnotobiotischen ApoE"-Mausen keine Unterschiede des Anteils von Tregs.
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Abbildung 28 Einfluss von Propionat auf den Anteil von CD25-positiven, FoxP3-positiven
Tregs in der Milz. Durchflusszytometrisch wurde der Anteil von regulatorischen T-Zellen an allen
T-Helferzellen sowohl bei Mausen mit intaktem (A) als auch depletiertem Darmmikrobiom (B) in
der Milz bestimmt. Die Anzahl der flir die Analysen verwendeten Datensatze variierte zwischen
sieben und zehn. Dargestellt werden Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen
Versuchsgruppen. Die statistische Auswertung erfolgte bei normalverteilten Daten mit einem
ungepaarten T-Test.

Weiterhin konnten sowohl bei SPF- als auch bei sekundar gnotobiotischen ApoE"-
Mausen keine signifikanten Unterschiede des Anteils von Th1- und Th17-Zellen

festgestellt werden.
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Abbildung 29 Einfluss von Propionat auf den Anteil von IL17A-positiven Th17-Zellen sowie
IFNy-positiven Th1-Zellen in der Milz. Durchflusszytometrisch wurde der Anteil von Th1- (IFNy-
positiven) und Th17- (IL17A-positiven) Zellen an allen T-Helferzellen sowohl bei Mausen mit
intaktem (A, C) als auch depletiertem Darmmikrobiom (B, D) bestimmt. Die Anzahl der fir die
Analysen verwendeten Datensatze variierte zwischen sieben und zwoélf. Dargestellt werden
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Versuchsgruppen. Die statistische
Auswertung erfolgte bei normalverteilten Daten mit einem ungepaarten T-Test. Die Daten zu
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IFNy-positiven Th1-Zellen bei sekundar gnotobiotischen ApoE”-M&usen waren nicht-
normalverteilt, weshalb ein Mann-Whitney-U-Test durchgeflihrt wurde.

3.2.6 Einfluss von Propionat auf die Expression von ICAM und VCAM durch HAEC

Es konnte eine signifikante Steigerung der Expression von ICAM und VCAM unter
Stimulation mit TNF-oim Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden (siehe
Tabelle 3), wobei sich der Anteil von ICAM-positiven Zellen bei einer Stimulation mit 1 ng

pro ml TNF-a bereits fast gesattigt zeigte (94,7+5,7%).

VCAM-positive Zellen

ICAM-positive Zellen

VM +C

0,6+0,1% (N=4)

36,5£2,0% (N=4)

Starv + C + TNF1

29,6£19,1% (N=11)

94,745,7% (N=11)

Starv + C + TNF10

71,7£10,1% (N=10)

99,4+0,4% (N=10)

Signifikanzwert

P<0,0001

p<0,0001

Tabelle 3 Einfluss verschiedener Konzentrationen von TNFa im Medium auf den Anteil
VCAM- und ICAM-positiver HAEC. VM: Volimedium, Starv: Starvation Medium, C: ohne
Vorbehandlung, TNF1: 1ng TNF-a pro ml Medium, TNF 10: 10ng TNF-a. pro ml Medium.
Dargestellt werden Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Versuchsgruppen. Die
statistische Auswertung erfolgte durch eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit Anwendung der
Bonferoni-Korrektur.

Es bestand die Hypothese, dass eine Vorbehandlung mit Propionat bei Stimulation der
HAEC eine Hochregulation von VCAM und ICAM supprimieren wurde.

Es zeigte sich dagegen kein signifikanter Zusammenhang zwischen einer Vorbehandlung
der HAEC mit Propionat und der Expression von VCAM (Tabelle 4) und ICAM (Tabelle

5) in der zweifaktoriellen Varianzanalyse.

VCAM-positive Zellen
VM +C

Starv + C + TNF1
Starv + C + TNF10

Signifikanzwert

0,6+0,1% (N=4)
29,6£19,1% (N=11)
71,7£10,1% (N=10)

VM + PA

Starv + PA+ TNF1
Starv + PA+ TNF10
p=0,558

0,5+0,1% (N=4)
27,5420,6% (N=11)
65,4+13,5% (N=10)

Tabelle 4 Einfluss von Propionat bei verschiedenen Konzentrationen von TNFa im Medium
auf den Anteil VCAM- positiver HAEC. VM: Vollmedium, Starv: Starvation Medium, C: ohne
Vorbehandlung, PA: 150 uM Propionat, TNF1: 1ng TNF-a pro ml Medium, TNF 10: 10ng TNF-a
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pro ml Medium. Dargestellt werden Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen
Versuchsgruppen. Die statistische Auswertung erfolgte durch eine zweifaktorielle Varianzanalyse
mit Anwendung der Bonferoni-Korrektur.

ICAM-positive Zellen
VM +C

Starv + C + TNF1
Starv + C + TNF10

VM + PA

Starv + PA + TNF1
Starv + PA+ TNF10
p=0,209

36,5+2,0% (N=4)
94,75,7% (N=11)
99,4+0,4% (N=10)

32,6£3,8% (N=4)
93,746,4% (N=11)
99,3+0,5% (N=10)

Signifikanzwert

Tabelle 5 Einfluss von Propionat bei verschiedenen Konzentrationen von TNFa im Medium
auf den Anteil VCAM- positiver HAEC. VM: Vollmedium, Starv: Starvation Medium, C: ohne
Vorbehandlung, PA: Behandlung Gber 24h mit 150 uM Propionat, TNF1: Stimulation fir 6h mit
1ng TNF-a pro ml Medium, TNF 10: Stimulation fir 6h mit 10ng TNF-a pro ml Medium. Dargestellt
werden Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Versuchsgruppen. Die statistische
Auswertung erfolgte durch eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit Anwendung der Bonferoni-
Korrektur.

3.2.7 Einfluss von Propionat auf den Apoptoseanteil von HAEC

Im gleichen Experiment erfolgte die durchflusszytometrische Analyse von frih-
apoptotischen und lebenden HAEC mit und ohne Vorbehandlung mit Propionat und unter
Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen von TNF-a.

Eine Stimulation mit 1 oder 10 ng TNF-a pro ml Medium bewirkte eine signifikante
Erhdhung der Anzahl frih-apoptotischer HAEC sowie eine signifikante Erniedrigung

lebender HAEC im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Stimulation (Tabelle 6).

VM +C

Starv + C + TNF1

Starv + C + TNF10

frih-apoptotische
HAEC

11,6+3,3% (N=4)

24.7+7,2% (N=10)

23,0+7,4% (N=11)

Signifikanzwert

p<0,050

p=0,0004

lebende HAEC

83,7+4,4% (N=4)

60,4£10,7% (N=10)

60,9+11,7% (N=11)

Signifikanzwert

p<0,0001

p<0,0001

Tabelle 6 Einfluss verschiedener Konzentrationen von TNFa im Medium auf den Anteil
frih-apoptotischer und lebender HAEC. VM: Vollmedium, Starv: Starvation Medium, C: ohne
Vorbehandlung, PA: Behandlung Gber 24h mit 150 uM Propionat, TNF1: Stimulation fir 6h mit
1ng TNF-a pro ml Medium, TNF 10: Stimulation fur 6h mit 10ng TNF-a pro ml Medium. Dargestellt
werden Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Versuchsgruppen. Die statistische
Auswertung erfolgte durch eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit Anwendung der Bonferoni-
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Korrektur.

Die Vorbehandlung mit Propionat hatte keinen signifikanten Effekt auf die durch TNF-a
induzierten Anderungen der Anzahl frih-apoptotischer HAEC bzw. lebender HAEC (siehe
Tabelle 7).

Starv + C + TNF1 | Starv + PA + TNF1
frih-apoptotische | 24,7+7,2% (N=10) | 20,9+5,2% (N=10)

HAEC

Signifikanzwert p=0,290

lebende HAEC 60,41£10,7% (N=10) | 64,8+6,2% (N=10)
Signifikanzwert p=0,363

Tabelle 7 Einfluss von Propionat bei Stimulation mit TNFa (1ng/ml) im Medium auf den
Anteil friih-apoptotischer und lebender HAEC. VM: Volimedium, Starv: Starvation Medium, C:
ohne Vorbehandlung, PA: Behandlung Gber 24h mit 150 uM Propionat, TNF1: Stimulation flir 6h
mit 1ng TNF-a. pro ml Medium. Dargestellt werden Mittelwerte und Standardabweichungen der
einzelnen Versuchsgruppen. Die statistische Auswertung erfolgte durch eine zweifaktorielle
Varianzanalyse mit Anwendung der Bonferoni-Korrektur.

3.2.8 Einfluss von Propionat auf Monozytenadhasion

In einem Zellkultur-Experiment wurde untersucht, ob die Behandlung von HAEC mit
150uM Propionat Uber 24 Stunden eine verstarkte Adhasion der Monozyten bewirkt.
Dafur wurden sowohl unbehandelte als auch fur sechs Stunden mit 10 ng TNF-a pro ml
Medium vorbehandelte HAEC verwendet. Es zeigte sich, dass die Behandlung mit TNF-
a eine signifikante Erhdhung der Anzahl adharenter Monozyten bewirkte (,C* vs. ,C +
TNF*: ,9,7+8,8x10°% adharente Monozyten, N=5“vs. ,32,3+2,9x10° adharente Monozyten,
N=5% p=0,008). Diese Beobachtung bestatigte eine suffiziente Wirksamkeit der
Behandlung mit TNF-a, da die Stimulation mit TNF-o eine Aktivierung der HAEC und in
der Folge durch verstarkte Expression von Adhasionsmolekilen eine Steigerung der
Leukozytenadhasion bewirkte. Eine Behandlung der HAEC mit 150 uM Propionat Uber
24h bewirkte sowohl bei unstimulierten als auch bei mit TNF-a stimulierten HAEC keinen

signifikanten Unterschied der Anzahl adharenter Monozyten (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30 Einfluss von Propionat auf die Monozytenadhdsion an HAEC unter
inflammatorischen Bedingungen. Eine Stimulation der HAEC mit TNF-a (TNF: 10 ng/ml TNF )
bewirkte einen signifikanten Anstieg der Anzahl adharenter Monozyten im Kontrollmedium (C:
Kontrollmedium) (A), wobei eine Behandlung der HAEC mit Propionat (PA: 150 uM Propionat im
Kontrolimedium) sowohl bei unbehandelten HAEC (B) als auch bei stimulierten HAEC (C) keinen
signifikanten Unterschied der Anzahl adharenter Monozyten zeigte. Dargestellt werden
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Versuchsgruppen. Die statistische
Auswertung erfolgte bei normalverteilten Daten mit einem ungepaarten T-Test.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der beiden Metabolite des Darmmikrobioms, TMAO
und Propionat, auf die Funktion und den Phanotyp von Endothelzellen sowie Monozyten-
und T-Zellpopulationen im Kontext der Atherosklerose untersucht.

4.1 Diskussion der Experimente mit TMAO

Seit wenigen Jahren steht durch  Fortschritte der wissenschaftlichen
Untersuchungsmethoden das Darmmikrobiom als Bindeglied zwischen Ernahrung und
Metabolismus verstarkt im Fokus von Forschungsvorhaben zu chronisch-entziindlichen
Erkrankungen wie Multiple Sklerose, chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen oder
Atherosklerose. Zusatzlich zu den bekannten klassischen Risikofaktoren fur
Atherosklerose wie arterielle Hypertonie, Dyslipidamie, Nikotinkonsum, Adipositas und
Diabetes mellitus konnten mit groRen Metabolom-Studien Metabolite des
Darmmikrobioms identifiziert werden, die neue Therapie- sowie Praventionsansatze
ermdglichen kdnnten.

Erhohte Serumspiegel des Metabolits TMAO wurden in einer gro3en Metabolom-Studie
aus dem Jahr 2011 von Wang et al als unabhangiger Risikofaktor fur kardiovaskulare
Ereignisse identifiziert [42]. In der Folge konnten die Reaktionswege zur Bildung von
TMAOQO aus cholin- und carnitinreicher Diat durch das Darmmikrobiom nachgewiesen
werden. In klinischen Beobachtungsstudien konnte eine Assoziation von erhohten
TMAO-Spiegeln im Serum mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit des Auftretens von
kardiovaskularen Ereignissen gezeigt werden [72, 73]. Die genauen Mechanismen, die
dem TMAO-assoziierten erhdhten kardiovaskularen Risiko zugrunde liegen, sind
allerdings nicht vollstandig verstanden.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss einer cholinreichen Nahrung, die eine verstarkte
Bildung von TMAO bewirkt [42], auf die Funktion und Verteilung von Monozyten

untersucht.

TMAO und Monozyten
Inflammatorische Monozyten spielen eine wichtige Rolle fur die Plaquegenese sowie -
progression und beeinflussen die Plaquestabilitdt und somit das Risiko kardiovaskularer

Ereignisse als Folge einer Atherosklerose.
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In Studien konnte festgestellt werden, dass der Phanotyp von inflammatorischen Ly6C-
high-Monozyten in Mausen am ehesten mit intermediaren CD14++-, CD16+-Monozyten
im Menschen ubereinstimmt [74].

Diese Monozyten sezernieren bei Aktivierung hohe Mengen an pro-inflammatorischen
Zytokinen wie TNF-o. Eine erhohte Konzentration im Serum wurde in Studien als
unabhangiger Risikofaktor flr kardiovaskulare Ereignisse, chronische Niereninsuffizienz
sowie periphere arterielle Verschlusskrankheit identifiziert [46, 70, 75, 76].

In einer klinischen Studie unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass bei
Patienten nach einem Schlaganfall der Serumspiegel von TMAO ein unabhangiger
Risikofaktor fur erneute kardiovaskulare Ereignisse ist. AuRerdem wurde in der Studie
beobachtet, dass der Anteil von intermediaren Monozyten mit TMAO-Serumspiegeln
korreliert [70].

Auf Basis dieser beobachteten Assoziation stellten wir die Hypothese auf, dass TMAO
eine Verschiebung von anti- zu pro-inflammatorischen Monozyten bewirkt und diese
Verschiebung ein Faktor fur das erhdhte Risiko fur erneute kardiovaskulare Ereignisse
ist.

Um die Hypothese in einem Organismus mit intaktem Immunsystem zu untersuchen,
wurde ein Mausversuch mit cholinreicher Diat durchgefuhrt.

In einer Studie von Wang et al. (2011) konnte gezeigt werden, dass eine cholinreiche Diat
in Mausen eine erhdhte Konzentration von TMA und in der Folge nach
Verstoffwechselung in der Leber eine erhohte Konzentration von TMAO in der
Blutzirkulation bewirkt [42].

Eine cholinreiche Diat bewirkt eine Verschiebung zu pro-inflammatorischen
Monozyten im Blut

Das Verhaltnis von pro- zu anti-inflammatorischen Monozyten wurde untersucht, und es
konnte eine Verschiebung zu pro-inflammatorischen Ly6C-high-Monozyten bei SPF-
Mausen mit cholinreicher Diat festgestellt werden. Pro-inflammatorische Ly6C-high-
Monozyten in Mausen spielen eine wichtige Rolle in der Initiierung und Progression der
Atherosklerose [32].

Der erhohte Anteil an pro-inflammatorischen Monozyten kann demnach ein
Mechanismus sein, der dem erhdhten Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse bei erhdhtem
TMAO-Serumspiegeln zugrunde liegt. So migrieren laut Ley et al. inflammatorische
Monozyten wahrend der Atherogenese nach subendothelial und differenzieren zu
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inflammatorischen Makrophagen und Tip-Dendritische Zellen. Tip-Dendritische Zellen
sind aus Monozyten differenzierte Zellen, die TNF-o und induzierbare NO-Synthase
produzieren sowie Antigene prasentieren konnen [77].

Die Mechanismen durch die TMAO eine Verschiebung von anti- zu pro-
inflammatorischen Monozyten bewirkt sind zum gegenwartigen Zeitpunkt noch nicht
abschlieRend geklart.

Zu den molekularen Mechanismen, die die Differenzierung von Monozyten in Ly6C-high
oder Ly6C-low Monozyten steuern, zahlt der orphan nuclear receptor Signalweg,
insbesondere der Nr4a1-Signalweg [78].

Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um eine mogliche Interaktion von TMAO mit
diesem Signalweg zu erforschen.

Weiterhin konnten Wu et al. in einem Mausmodell zur Graft-versus-Host-Disease (GVHD)
durch Behandlung mit TMAO eine Polarisierung zu M1-Makrophagen, das heil3t einen
erhohten Anteil von pro-inflammatorischen Makrophagen, beobachten. Als induzierender
Mechanismus wurde eine durch die Behandlung mit TMAO generierte Translokation von
NF«xB und Aktivierung des NLRP3-Inflammosoms nachgewiesen, was einen moglichen
molekularen Wirkmechanismus von TMAO darstellt [79].

Fir die Generierung von TMA und in der Folge TMAO stellt das Darmmikrobiom einen
essenziell notwendigen Bestandteil dar. Somit wurde in dieser Arbeit die Hypothese
aufgestellt, dass bei sekundar gnotobiotischen Mausen eine cholinreiche Diat keine
Verschiebung der Monozytensubpopulationen bewirkt, da kein TMA durch das
Darmmikrobiom produziert werden kann.

In den Experimenten zeigte sich, dass bei sekundar gnotobiotischen Mausen die
beobachtete Verschiebung zu pro-inflammatorischen Monozyten unterdrickt wird, was
die aufgestellte Hypothese bestatigt. Diese Beobachtung passt zu der von Wang et al
(2011) gemachten Beobachtung, dass die Generierung von TMA Darmmikrobiom-
abhangig ist und somit ohnne Darmmikrobiom kein TMA generiert werden kann [42].

Eine cholinreiche Diat bewirkt eine Verschiebung zu pro-inflammatorischen

Monozyten im Knochenmark

Murine sowie humane Monozyten werden im Knochenmark aus hamatopoetischen

Stammzellen sowie gemeinsamen Vorlauferzellen von Monozyten und Dendritischen

Zellen gebildet.

In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass in Mausen im Knochenmark vorwiegend
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pro-inflammatorische Ly6C-high-Monozyten gebildet werden, und diese vorwiegend im
Blut zu Ly6C-low-Monozyten mit anti-inflammatorischem Phanotyp ausdifferenzieren
[80].

Die im Blut beobachtete Verschiebung zu pro-inflammatorischen Ly6C-high-Monozyten
konnte auch im Knochenmark beobachtet werden und die Verschiebung konnte ebenso
bei sekundar gnotobiotischen Mausen unterdrickt werden.

Es lasst sich spekulieren, dass die in der Studie von Wu et al. beobachtete Aktivierung
von NFxB und des NLRP3-Inflammosoms ebenfalls einen Einfluss auf die Generierung
von pro-inflammatorischen Ly6C-high-Monozyten im Knochenmark hat [79]. So
beschreiben Bottero et al. eine Korrelation der PMA-induzierten Ausdifferenzierung von
Monozytenprogenitorzellen in Makrophagen mit der Aktivitat von NFxB [81].
Schlussfolgernd sprechen die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse daflr, dass die
im Blut beobachtete Verschiebung zu pro-inflammatorischen Ly6C-high-Monozyten

durch eine verstarkte Ausschuttung aus dem Knochenmark generiert wurde.

Der Ursprung erhohter pro-inflammatorischer Monozyten durch eine cholinreiche
Diat bleibt unklar
Es fand sich ein nicht-signifikanter Trend zu erhohten Anteilen von hamatopoetischen
Stammzellen sowie Monozytenprogenitorzellen bei cholinreicher Diat, der bei sekundar
gnotobiotischen Mausen nicht vorhanden war. Dies deutet darauf hin, dass TMAO
mdglicherweise im Knochenmark wirkt, wobei der genaue Wirkmechanismus unklar
bleibt.
In unserer Studie untersuchten wir die Anteile von Monozytensubpopulationen nach vier
Wochen cholinreicher Diat und somit nur an einem Zeitpunkt. Es bleibt Gegenstand
weiterer Forschung wie sich TMAO bei einer langeren Exposition auf das Verhaltnis von
pro- zu anti-inflammatorischen Monozyten auswirkt.
In dieser Arbeit wurde zudem untersucht, ob TMAO auch in vitro die Funktionalitat von
Monozyten beeinflusst und eine verstarkte Monozytenadhasion bewirkt. Es zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede der Monozytenadhasion. Im Gegensatz dazu wurde in
einer Studie von Ma et al. eine verstarkte Monozytenadhasion nach Behandlung mit
TMAO beobachtet, wobei diese auf eine endotheliale Hochregulation von
Adhasionsmolekulen zurtuckgefuhrt wurde. Im Unterschied zu den Experimenten in
dieser Arbeit stimulierten Ma et al. Endothelzellen mit TMAO und benutzten unbehandelte
THP1-Monozyten. Zusammenfassend lasst sich unter Berlcksichtigung der Ergebnisse
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von Ma et al. schlussfolgern, dass TMAO eine verstarkte Monozytenadhasion bewirkt,
diese aber nicht durch den Einfluss auf Monozyten, sondern durch den Einfluss auf

Endothelzellen erzeugt wird [82].

Zusammenfassend stellen die in dieser Arbeit erhobenen Daten einen wichtigen
Teilaspekt einer moglichen pro-atherosklerotischen Wirkung von TMAO heraus. Die
durch TMAO verursachte Verschiebung von anti- zu proinflammatorischen Monozyten in
Mausen steht im Einklang mit Ergebnissen von klinischen Studien, die einen erhdhten
Anteil von pro-inflammatorischen Monozyten in  Menschen mit erhdhter
Serumkonzentration von TMAO festgestellt haben. Weitere praklinische Untersuchungen
zur Aufklarung der genauen Wirkmechanismen von TMAO auf Monozytendifferenzierung
sind notwendig, um mogliche therapeutische Ansatzpunkte zu identifizieren.

Zudem sind die Ergebnisse von klinischen Studien, die therapeutische Ansatze zur
Senkung der Serumkonzentration von TMAO testen, abzuwarten und die beobachteten
Folgen fur den Immunphanotyp sowie das kardiovaskulare Risiko der Probanden

genauestens zu evaluieren.

4.2 Diskussion der Experimente mit Propionat

Epidemiologische Studien zeigen ein verringertes Risiko von Atherosklerose sowie
weiterer entzlindlicher Krankheiten durch den Konsum einer faserreichen Diat [83, 84].
In der Folge wurden Analysen durchgefuhrt, um die beobachteten Assoziationen
mechanistisch zu erklaren. Es konnte festgestellt werden, dass eine faserreiche Diat
durch bestimmte Bakterien des Darmmikrobioms in verschiedene kurzkettige Fettsauren
(SCFA) prozessiert wird, und diese sowohl lokal in die Darmepithelzellen als auch in die
systemische Zirkulation aufgenommen werden.

Ein Grofteil der SCFA wird in der Leber verstoffwechselt, aber es wird dennoch eine
ausreichend hohe systemische Konzentration generiert, die eine systemische Wirkung
erzielen kann [47]. Eine dieser SCFA ist das Propionat, dem immunmodulierende
Eigenschaften zugeschrieben werden, was sich insbesondere bei
Autoimmunerkrankungen protektiv auswirkt [61, 85, 86]. In dieser Arbeit wurde der
modulierende Effekt von Propionat auf Immunzellen, die bei im Rahmen der

Atherogenese eine Rolle spielen im hypercholesterinamischen Mausmodell der
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Atherosklerose untersucht.

Bewirkt Propionat eine Verschiebung zu antiinflammatorischen Monozyten?

Wie bei der Untersuchung des Einflusses einer cholinreichen Diat und damit TMAO auf
das Verhaltnis von pro- zu anti-inflammatorischen Monozyten wurde in dieser Arbeit der
Einfluss einer Behandlung mit Propionat unter verschiedenen experimentellen
Bedingungen untersucht.

Es wurde die Fragestellung untersucht, ob Propionat das Verhaltnis von pro- zu anti-
inflammatorischen Monozyten verschiebt sowie den Anteil an Monozyten senkt und somit
einen protektiven Effekt zur Pravention kardiovaskularer Erkrankungen besitzt.

Eine Wirkung von Propionat auf Monozyten konnte sich durch Bindung an FFAR2 und
FFARS3, die auf Leukozyten exprimiert werden oder durch eine Inhibition der Histon-
Deacetylierung erklaren lassen [50]. Weiterhin wurde in dieser Arbeit die Fragestellung
untersucht, ob Propionat bereits bei der Bildung von Monozyten im Knochenmark einen
Effekt hat. In noch unveroffentlichten Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt
werden, dass Propionat in Mausen den LDL-Cholesterinspiegel im Blut signifikant senkt.
Dies kdnnte einen weiteren indirekten Mechanismus darstellen, Gber den Propionat den

Anteil von Monozyten beeinflusst.

Im Blut

Im Blut zeigte sich bei Wildtyp-Mausen sowohl mit intaktem als auch mit depletiertem
Darmmikrobiom kein signifikanter Effekt einer Behandlung mit Propionat auf das
Verhaltnis von pro- zu antiinflammatorischen ~ Monozyten. Auch  bei
hypercholesterinamischen ApoE”-Mausen mit intaktem Darmmikrobiom zeigte sich
durch die Behandlung mit Propionat kein signifikanter Effekt auf die
Monozytensubpopulationen. Dagegen bewirkte Propionat bei ApoE’-M&usen mit
depletiertem Darmmikrobiom einen deutlichen, allerdings nicht-signifikanten Trend, zu
einem verringerten Ly6C-high/low-Monozyten-Verhaltnis. Zusammenfassend lasst sich
schlussfolgern, dass bei intaktem Darmmikrobiom ein direkter oder indirekter Effekt von
Propionat auf den Anteil von Monozyten sowie das Verhaltnis von pro- zu anti-
inflammatorischen Monozyten im Blut unwahrscheinlich ist. Bei intaktem Darmmikrobiom
sowie Einnahme einer HFD werden durch das Darmmikrobiom diverse Metabolite
produziert, die sowohl protektiven als auch pro-inflammatorischen Einfluss auf die

Atherogenese haben kdnnen. In sekundar gnotobiotischen Mausen fallt der Einfluss des
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Darmmikrobioms weg und es wird somit nur die direkte Wirkung des Metabolits Propionat
untersucht. Folglich Iasst sich Uber die von uns gemachte Beobachtung spekulieren, dass
das Propionat moglicherweise unter erhohten pro-atherogenen Bedingungen
(hypercholesterinamische ApoE”-Mause) eine Verschiebung von pro- zu anti-
inflammatorischen Monozyten bewirkt und dieser Effekt moglicherweise bei intaktem
Darmmikrobiom durch andere Darmmikrobiom-abhangige Metabolite verhindert wird.

Ein moglicher molekularer Wirkmechanismus konnte, wie in der Studie von Al-Lahham et

al. Beschrieben, die Aktivierung von PPARa und damit eine Inhibition von NF«B sein [87].

Im Knochenmark und in den mesenterialen Lymphknoten

In einer Studie von Trompette et al. (2018) zeigte sich bei faserreicher Diat in einem
Influenza A-Mausmodell eine signifikante Zunahme der Anzahl von protektiven Ly6C-low-
Monozyten mit einem gleichzeitigen nicht-signifikanten Anstieg der Ly6C-high-Monozyten
sowohl im Knochenmark als auch in der Lunge. Trompette et al. fuhrten diesen Effekt auf
eine signifikante Zunahme von Monozytenprogenitorzellen (MDPs) im Knochenmark
durch die Einnahme der faserreichen Diat zurick [88].

In einer weiteren Studie von Trompette et al. (2014) in einem Asthma-Mausmodell konnte
eine spezifisch durch Behandlung mit Propionat ausgeloste Zunahme von MDPs im
Knochenmark festgestellt werden [56].

In meiner Arbeit wurde erstmals bei Wildtyp-Mausen und in einem Atherosklerose-
Mausmodell untersucht, wie sich Propionat auf Monozytensubpopulationen und
Monozytenprogenitorzellen im Knochenmark sowie Monozytensubpopulationen in den
mesenterialen Lymphknoten auswirkt.

Im Knochenmark zeigten sich sowohl bei SPF- als auch bei sekundar gnotobiotischen
ApoE"-Mausen keine signifikanten Unterschiede beim Verhaltnis von pro- zu anti-
inflammatorischen Monozyten sowie beim Anteil von Monozyten an allen Leukozyten.
Zudem zeigten sich keine signifikanten Unterschiede beim Anteil von Hamatopoetischen
Stammzellen sowie MDPs.

Es lasst sich spekulieren, dass der Effekt von Propionat auf Monozytensubpopulationen
sowie Progenitorzellen im Knochenmark vom Vorhandensein eines starken
inflammatorischen Stimulus abhangig ist, der in den Studien von Trompette et al. durch
das Influenza A-Mausmodell vorhanden war.

In den mesenterialen Lymphknoten der sekundar gnotobiotischen Mausen zeigte sich
ahnlich wie im Blut ein nicht-signifikanter Trend zu einer Verschiebung von pro- zu anti-
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inflammatorischen Monozyten. Dies lasst sich méglicherweise durch eine periphere, im
Blut oder in den mesenterialen Lymphknoten erfolgende Ausdifferenzierung von pro-
inflammatorischen Ly6C-high-Monozyten in protektive Ly6C-low-Monozyten erklaren, die
durch Propionat verstarkt wird.

Der Mechanismus der Ausdifferenzierung von Ly6C-high-Monozyten zu Ly6C-low-
Monozyten ist noch nicht vollstandig erforscht. Gegenwartig wird angenommen, dass
Ly6C-mid-Monozyten einen inflammatorischen Zwischenzelltyp und eine Vorstufe von
Ly6C-low-Monozyten darstellen und die Ausdifferenzierung im Blut stattfindet. Laut Yang
et al. (2014) stellen Ly6C-high-Monozyten am ehesten die obligatorischen Vorlauferzellen
fur Ly6C-low-Monozyten dar [80].

In kuinftigen Arbeiten miussten die Mechanismen, die zu einer Konversion von Ly6C-high
zu Ly6C-low-Monozyten fuhren, weiter untersucht werden, um zu Uberprifen, ob SCFA
einen Einfluss auf den Differenzierungsprozess haben. Die Analyse von Monozyten und
Makrophagen in von Atherosklerose betroffenem Gewebe wie der Aorta stellt ein weiteres

Forschungsziel dar.

Zusammenfassend zeigen die in dieser Arbeit erhobenen Daten keinen eindeutigen
Einfluss von Propionat auf murine Monozytensubpopulationen und
Monozytenprogenitorzellen.

In einer Studie von Chang et al. (2014) konnte durch eine Behandlung mit Butyrat eine
verringerte Sekretion von inflammatorischen Zytokinen wie IL6 und IL12 durch
Makrophagen basierend auf einer HDAC-Inhibition und mit Ausschluss einer Wirkung
uber FFAR2 und FFAR3 nachgewiesen werden [89].

Eine Studie von Ang et al. (2016) beschreibt eine unterschiedliche Wirkung von FFAR auf
Monozyten in Mausen und in Menschen. Bei murinen Monozyten wurde kein signifikanter
Einfluss einer Aktivierung von FFAR durch Acetat nachgewiesen wohingegen sich bei
humanen Monozyten FFAR-abhangig eine verringerte Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine zeigte [90].

Diese Ergebnisse weisen auf madgliche Spezies-Unterschiede zwischen Mausen und
Menschen hin und verdeutlichen die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen des

Einflusses von SCFA an humanen Monozyten.

Verandert Propionat die Balance von Treg zu Th1-und Th17-Zellen?
Zusatzlich zu im Blut zirkulierenden Monozyten sowie in atherosklerotischen Lasionen
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vorhandenen Makrophagen spielen T-Zellen eine wichtige Rolle in der Entstehung und
Progression von Atherosklerose.

So spielt laut Tabas und Lichtman (2017) eine Dysbalance des Verhaltnisses von
protektiven Tregs zu inflammatorischen Th1-Zellen sowie Th17-Zellen eine
entscheidende Rolle fur das Fortschreiten von Atherosklerose, wobei die Bedeutung von
Th17-Zellen noch kontrovers ist [32].

In dieser Arbeit wurden die Anteile von T-Zellen im Blut, in der Milz, in der Leber und in
den mesenterialen Lymphknoten bei ApoE"-Mausen bestimmt.

Im Blut

Im Blut zeigte sich bei SPF-ApoE"-Mausen ein nicht-signifikanter Trend eines erhdhten
Anteils von Tregs. Bei sekundar gnotobiotischen ApoE--M&usen zeigte sich dieser Trend
nicht. Eine Erklarung fur diese Beobachtung kann die hdhere Varianz der Daten sowie
eine generell erhéhte Konzentration von Tregs in sekundar gnotobiotischen Mausen sein.
Die genaue Bedeutung des Darmmikrobioms fur die Generierung von Tregs ist noch nicht
abschlieRend geklart, aber es lasst sich spekulieren, dass bei sekundar gnotobiotischen
Mausen durch das Fehlen des Darmmikrobioms und seiner Metabolite die
extrathymische Generation von Tregs verandert ist.

Sekundar gnotobiotische ApoE"-M&ause zeigten in unseren Versuchen zudem deutlich
erhohte LDL-Cholesterinspiegel im Vergleich zu SPF-ApoE-Mausen.

In einer klinischen Studie von Chambers et al (2019), bei der Uber 42 Tage die
Supplementierung eines Inulinpropionatesters durchgefuhrt wurde, zeigte sich ein nicht-
signifikanter Trend zu einer erhohten Anzahl an Tregs. Weiterhin konnten verringerten
Serum-Konzentrationen des pro-inflammatorischen Zytokins IL-8 festgestellt werden
[91].

In einer Studie von Duscha et al. (2020) erhielten MS-Patienten 500mg Natriumpropionat
zwei Mal taglich zusatzlich zu ihrer bestehenden Immuntherapie. Es zeigte sich ein
signifikanter Anstieg des Anteils regulatorischer T-Zellen, der ebenso von einer erhohten
suppressiven Funktionalitat der regulatorischen T-Zellen als auch von einer andauernden
Wirkung Uber einen Beobachtungszeitraum von 90 Tagen gepragt war. Zudem zeigte sich
eine signifikante Abnahme des Anteils von Th1- sowie Th17-Zellen, der ebenso noch
nach einem Zeitraum von 90 Tagen zu beobachten war [86].

In meiner Arbeit wurden die Anteile von Th1- und Th17-Zellen im Blut untersucht. Es

zeigten sich keine signifikanten Unterschiede sowohl bei SPF- als auch bei sekundar
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gnotobiotischen ApoE”-M&ausen.

In MLN

Tregs konnen im Thymus oder extrathymisch generiert werden. Die extrathymische
Generation von Tregs findet vorwiegend in Lymphknoten statt [92]. Arpaia et al (2013)
konnten zeigen, dass die kurzkettigen Fettsauren Butyrat und Propionat eine verstarkte
extrathymische Generation von Tregs bewirken. Als zugrundeliegender Mechanismus
wird eine HDAC-Inhibition durch die SCFA beschrieben [59]. Park et al. (2015) fanden
ebenso eine verstarkte Generation von Tregs durch HDAC-Inhibition und verstarkte
Aktivierung des mTOR-S6K-Signalweges, die sie als unabhangig von einer Aktivierung
von FFAR2 und FFAR3 auf T-Zellen klassifizierten.

Sie beschrieben zudem eine verstarkte Ausdifferenzierung von naiven T-Zellen in Th1-
und Th17-Zellen unter polarisierenden Experimentalbedingungen bei Behandlung mit
Acetat oder Propionat [93]. In einer weiteren Studie von Haghikia et al. (2016) zeigte sich
eine verstarkte Polarisation von CD4-Zellen zu Tregs bei Behandlung mit Propionat,
wohingegen eine verringerte Differenzierung in Th17-Zellen beobachtet wurde [61].

Im Rahmen dieser Arbeit konnte in den mesenterialen Lymphknoten bei SPF-ApoE"-
Mausen eine signifikante Erhdhung der Konzentration von Tregs und ein nicht-
signifikanter Trend bei sekundéar gnotobiotischen ApoE”-Mausen nachgewiesen werden.
Zudem konnten keine signifikanten Unterschiede des Anteils von Th1-und Th17-Zellen in
SPF- sowie sekundar gnotobiotischen ApoE"-Mausen festgestellt werden.

Die Ergebnisse meiner Arbeit stehen somit im Einklang mit vorherigen Studien, die eine
verstarkte extrathymische Generation von Tregs gezeigt haben.

In Studien wurde gezeigt, dass erhohte Anteile von Tregs in Mausen die Regression von
Atherosklerose fordert sowie die Plaquestabilitat erhoht [21]. Dennoch bleibt die
Bedeutung einer erhdhten Konzentration von Tregs im Menschen flr das Risiko der
Entwicklung und Progression einer Atherosklerose noch unklar. Es gibt keine klinischen
Studien, die erhohte Treg-Konzentrationen als protektiven Faktor fur ein verringertes
Auftreten von Atherosklerose identifiziert haben.

In der Leber
Laut Tabas et al. (2017) stellt die Leber vor dem Hintergrund der zentralen Rolle im
Cholesterin- und Lipoproteinstoffwechsel ein wichtiges Gewebe fur die Induktion

peripherer T-Zell-Toleranz dar. So konnte festgestellt werden, dass Hypercholesterinamie
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die Anzahl an Tregs in der Leber sowie die Ausschuttung von TGF-3, einem von Tregs
ausgeschittetem immunsuppressivem Zytokin, erhoht [32].

Zudem stellt die Leber zusammen mit dem Darm das Organ dar, in dem die hochste
Propionat-Konzentration im Korper messbar ist [47].

In unseren Experimenten zeigte sich ein nicht-signifikanter Trend zu erniedrigten Tregs
in der Leber bei Behandlung mit Propionat, was im Gegensatz zu den Ergebnissen
unserer Analysen in anderen Organen steht. Ein mdoglicher Erklarungsansatz ist ein
indirekter Effekt durch Modulation des Cholesterinstoffwechsels bei Behandlung mit
Propionat. In noch nicht verdffentlichten Daten unserer Arbeitsgruppe zeigte Propionat
im  Mausversuch eine signifikante Senkung der Serumkonzentration von
Gesamtcholesterin und LDL-Cholesterin. Demnach Iasst sich der Trend zur erniedrigten
Konzentration von Tregs in der Leber moglicherweise auf den erniedrigten
Cholesterinspiegel zuriuckfuhren.

Weiterhin bewirkte eine Behandlung mit Propionat keine signifikanten Unterschiede der

Konzentration von Th1- und Th17-Zellen in der Leber.

In der Milz

In der Milz konnten durch eine Behandlung mit Propionat sowohl bei Tregs als auch bei
Th1-und Th17-Zellen keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

In einer Studie von Bartolomaus et al. (2019) wurde der Einfluss von Propionat in einem
Hypertonie-Mausmodell mit einmaliger Infusion von Angiotensin 2 untersucht. Dabei
zeigte sich eine signifikant erhdhte Konzentration von Th17-Zellen sowie Tregs in der Milz
ohne Vorbehandlung mit Propionat. Die Autoren vermuteten dabei eine Aktivierung von
T-Effektorzellen durch den hypertensiven Stimulus, die bei einer Vorbehandlung tber
zwei Wochen mit Propionat supprimiert werden konnte [6].

Zusammenfassend zeigen die in dieser Arbeit gewonnenen Daten einen fOrdernden
Einfluss von Propionat auf die extrathymische Generation von Tregs im
hypercholesterinamischen Mausmodell und sind im Einklang mit den publizierten
Ergebnissen von anderen experimentellen Krankheitsmodellen. Ein gegensatzlicher
Trend zu verringerten Tregs in der Leber lasst sich am ehesten Uber indirekte Effekte
durch einen Einfluss von Propionat auf den Cholesterinstoffwechsel erklaren.

Eine erhdhte Treg-Konzentration ist in Mausversuchen mit einem Ruckgang von

Atherosklerose assoziiert, wobei die klinische Relevanz von erhoéhten Treg-
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Konzentrationen noch untersucht werden muss.

Die Konzentrationen von Th1-und Th17-Zellen waren durch Propionat in allen
untersuchten Organen nicht signifikant verandert. Dies lasst einen pro-inflammatorischen
Effekt von Propionat durch Expansion von T-Effektorzellen unwahrscheinlich erscheinen.
Aulerdem wurde in einer Studie von Trompette et al. (2014) der Einfluss von Propionat
auf die Aktivierung von Th2-Zellen durch Dendritische Zellen untersucht und eine

verringerte Aktivierung von Th2-Zellen in einem Allergie-Mausmodell nachgewiesen [56].

Verringert Propionat die endotheliale Inflammation und Apoptose?

In der vorliegenden Arbeit wurde auflerdem der Einfluss von Propionat auf die
Monozytenadhasion sowie die Apoptoserate von Endothelzellen untersucht. Fur die
Untersuchungen wurde eine Propionat-Konzentration von 300uM gewahlt, um den
Bereich der mittleren effektiven Konzentration der FFAR2 und FFAR3 sowie OIfR78
abzudecken sowie die Konzentration von Propionat moglichst nah an der
physiologischen Serumkonzentration zu halten.

Durch die Stimulation von Endothelzellen mit TNF-a wurde ein inflammatorisches Modell
etabliert, das einen inflammatorischen Phanotypen der Endothelzellen generieren sollte.
Ein solches Modell wurde bereits in vielen Studien zur Untersuchung einer
Endothelzellaktivierung als Korrelat eines inflammatorischen Prozesses unter der
Verwendung unterschiedlicher inflammatorischer Stimuli (TNF-ao  oder LPS)
unterschiedlicher Konzentrationen (zum Beispiel TNF-a. 1ng/ml oder 10 ng/ml) verwendet
[68, 69].

Nach einer 24h-Behandlung mit TNF-a zeigte sich ein signifikant zunehmender Anteil von
VCAM- und ICAM-positiven Zellen, wobei bei einer Konzentration von 1ng TNF-a pro ml
Medium die HAEC schon annahernd mit ICAM gesattigt waren. Es fanden sich keine
signifikanten  Unterschiede bei inflammatorischen Bedingungen durch eine
Vorbehandlung der HAEC mit Propionat.

In einem Folgeexperiment untersuchten wir, ob bei Behandlung mit Propionat unter
inflammatorischen Bedingungen eine verminderte Adhasion von Monozyten an
Endothelzellen zu beobachten ist. Dazu wurden HAEC Uber 24h mit 150uM Propionat
inkubiert und im Anschluss fur 6h mit 10ng TNF-a pro ml Medium stimuliert. Es zeigte
sich, dass eine Stimulation mit TNF-a eine signifikant erhéhte Adhasion von Monozyten

bewirkt. Allerdings konnten wir keine signifikanten Unterschiede bei Vorbehandlung mit
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Propionat feststellen. Diese Beobachtung konnte auf die vermutlich maximal geringen
quantitativen Effekte der verwendeten niedrigen Konzentration von Propionat auf die
Expression der Adhasionsmolekule zurtickzufihren sein.

In der Studie von Zapolska-Downar et al. (2009) wurde die Monozytenadhasion mit
PMBC getestet und es zeigte sich ein signifikanter Abfall der Monozytenadhasion auf ein
Niveau, dass der Monozytenadhasion von unstimulierten Endothelzellen entsprach. Die
Vorbehandlung wurde in den Experimenten von Zapolska-Downar allerdings mit einer
Propionat-Konzentration von 10mM durchgefuhrt [68]. Die Bedingungen der Experimente
dieser Studie sind allerdings diskutabel, da eine Propionat-Konzentration von 10 mM im
Blut unphysiologisch ist, und es fragwurdig ist, ob durch eine orale Substitution von
Propionat solch hohe Serumspiegel erreicht werden kdnnen.

Zusammenfassend bleibt ein moglicher Effekt von Propionat auf eine
Monozytenadhasion nicht abschlieend beurteilbar. Es lasst sich diskutieren, ob die
Verwendung unterschiedliche Monozyten einen Einfluss auf den Effekt von Propionat hat,
da in meiner Arbeit THP1-Monozyten verwendet wurden, wohingegen bei Zapolska-
Downar et al. mononukleare Zellen des peripheren Bluts (peripheral blood mononuclear
cells, PBMC) benutzt wurden.

Weiterhin wurde der Einfluss von Propionat auf den Anteil von lebenden sowie frih- und
spat-apoptotischen Endothelzellen bei verschiedenen inflammatorischen Bedingungen
untersucht. Es sollte bestimmt werden, ob Propionat bei inaktivierten HAEC sowie bei
aktivierten HAEC durch inflammatorische Stimuli wie TNF-a eine Reduktion von fruh-
apoptotischen Zellen sowie eine Steigerung von lebenden Zellen bewirkt.

Laut Pober et al. (2007) verlieren apoptotische Endothelzellen ihre antikoagulatorischen
Eigenschaften und bilden stattdessen pro-koagulatorische Charakteristika aus. In der
Folge kommt es zur Exozytose von Mikropartikeln mit Phosphatidylserin sowie zur
Freilegung von subendothelialem Kollagen, was die Adhasion und Aggregation von
Thrombozyten fordert [13].

Durch eine Aktivierung der Endothelzellen durch TNF-a zeigte sich in den durchgefuhrten
Experimenten eine signifikante Abnahme von lebenden HAEC sowie eine signifikante
Zunahme von frih-apoptotischen HAEC. Bei den mit Propionat vorbehandelten HAEC
war die beobachtete Zunahme von frih-apoptotischen HAEC nicht signifikant. Propionat
bewirkte unter inflammatorischen Bedingungen keine signifikante Erhohung lebender
HAEC sowie keine Anderung friih-apoptotischer HAEC.
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Zusammenfassend zeigte Propionat in dieser Arbeit keinen signifikanten Einfluss auf
endotheliale Monozytenadhasion oder Apoptose.

4.3 Methodendiskussion
Im folgenden Abschnitt erfolgt eine Diskussion der in dieser Arbeit verwendeten

Versuchsmethoden und Darstellung moglicher Limitationen.

Mausversuche

Verwendete Mause

Initial wurden fur die Untersuchung der Monozyten Wildtyp-Mause verwendet. Diese
zeigten durch eine HFD im Gruppenmittel zwar eine Gewichtszunahme, aber keine
Zeichen von Atherosklerose in histologischen Farbungen der Aortenwurzeln.

Da die Wirkung von Propionat unter atherogenen Bedingungen untersucht werden sollte,
verwendeten wir fUr die weiteren Experimente mit Propionat ApoE"-M&use.

Weiterhin wurden nur weibliche Mause fur die Mausversuche verwendet, wofur sich auf
Grund des bei weiblichen Mausen selteneren Auftretens von Konflikten bei der
Kafighaltung entschieden wurde. Bei mannlichen Mausen besteht die Moglichkeit, dass
auf Grund von geschlechtsspezifischen Charakteristika andere Effekte durch TMAO und
Propionat zu beobachten sind. Eine Untersuchung beider Geschlechter hatte eine
deutlich héhere Anzahl an Versuchsmausen bedeutet, wovon wir im Sinne des 3R

Prinzips Abstand genommen haben.

Versuchsdurchfiihrung

Die Mause hatten ad-libitum-Zugang zu Futter und Wasser. Somit lie3 sich keine
Bilanzierung der Nahrungs- sowie Wasserzufuhr fur einzelne Mause erstellen.

Weiterhin zeigte sich in unseren Experimenten, dass nicht alle Mause auf HFD eine
Gewichtszunahme zeigten und es somit zumindest hinsichtlich der Variable Gewicht auch
Non-Responder gab. Bei diesen Mausen kann ein moglicher Effekt von Propionat auf
durch HFD generierte Veranderungen schwacher ausgepragt sein.

Die tagliche orale Gavagierung erfolgte, um eine mdoglichst vergleichbare und feste
Dosierung von Propionat wahrend des Versuchs zu erreichen. Die orale Gavagierung
stellt allerdings einen Stressor fur die Mause da und kann Verletzungen des oberen Gl-

Trakts verursachen. Aus diesem Grund wurden die Mause jeweils nach der Gavagierung
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genau auf eine Verletzungs- oder Erstickungssymptomatik beobachtet und taglich das
Gewicht protokolliert.

Auch die Kontrollgruppe erhielt tagliche Gavagierungen mit einer Vektorlosung, um
moglichst ahnliche Bedingungen zu schaffen.

Ein Teil der Versuchstiere hat zudem eine mehrwdchige Breitbandantibiose im
Trinkwasser zur Generierung von sekundar gnotobiotischen Mausen erhalten und wurde
anschliefend unter streng sterilen Bedingungen gehalten (steriles Futter, autoklavierte
Kafige, steriles Arbeiten beim Gavagieren).

Sekundar gnotobiotische Mause entwickelten eine Appendizitis-ahnliche Kolitis mit
Megaappendix. Die systemischen Folgen dieser bei sekundar gnotobiotischen Mausen
bekannten Entwicklung sind noch unklar.

Die ARRIVE Richtlinien vom National Centre for the Replacement, Refinement and
Reduction of Animals in Research fur die Umsetzung der Mausversuche wurden beachtet
[94].

Durchflusszytometrische Messungen und Analysen

Die durchflusszytometrischen Proben wurden alle am selben Tag verarbeitet, gefarbt und
fixiert und innerhalb von maximal 2 Tagen gemessen. Bei der Probenverarbeitung musste
ein Standortwechsel erfolgen, was zu einem Zeitverlust von etwa 30 Minuten fuhrte. Der
Transport wurde lichtgeschutzt und auf Eis durchgefuhrt.

Durch Fehlfarbungen oder fehlerhafte Waschungen kam es bei der Analyse zum
Ausschluss einzelner Proben, die eine zu geringe Zellzahl zeigten. Die
durchflusszytometrische Auswertung der Mausversuche mit ApoE’-Mausen erfolgte
einfach verblindet, wobei der Autor dieser Arbeit die Gruppenzuordnung der einzelnen
Mause erst nach der Zellisolation, Farbung und durchflusszytometrischen Analyse und

Auswertung erfahren hat.

Zellkulturversuche

Endothelzellen

Fur die Zellkulturversuche wurden humane aortale Endothelzellen von zwei Spendern
verwendet. Bei dieser Arbeit ahnlichen Versuchsprotokollen werden haufig humane
Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVEC) verwendet, die aus der Nabelschnur von

Neugeborenen gewonnen werden. Ein Vorteil der HUVEC ist, dass diese nicht durch
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Umwelteinflisse nach der Geburt beeinflusst worden sind. HAEC sind dagegen den
Umwelteinflissen, die der Donor erlebt hat, ausgesetzt und ihre Eigenschaften kdnnen
dementsprechend zwischen Spendern variieren. Unsere Arbeitsgruppe hat sich fur die
Verwendung von HAEC entschieden, da diese Endothelzellen der Aorta und damit einer
Arterie darstellen.

HAEC koénnen bis zur 9.Passage kultiviert werden und wurden in dieser Arbeit ab der
7.Passage fur Experimente verwendet. Unterschiede zwischen den Spendern der HAEC
sowie die Verwendung verschiedener Passagen von HAEC konnen einen Einfluss auf

die Ergebnisse der Zellkulturexperimente mit HAEC ausgelbt haben.

Propionat-Konzentration in Zellkultur

Wie im vorangehenden Diskussionsteil ausfuhrlich beschrieben, konnen bei
verschiedenen verwendeten Konzentrationen von Propionat unterschiedlich starke
Effekte beobachtet werden, wobei eine hohe Konzentration von Propionat starkere
Effekte bewirkt.

Dennoch bleibt die Untersuchung einer hohen Konzentration von 10 mM Propionat, wie
in einigen Publikationen beschrieben [68, 69] fragwurdig, da eine solch hohe
Konzentration nicht physiologisch ist. Aus diesem Grund wurde sich in dieser Arbeit fur
die Verwendung einer physiologischen Konzentration von Propionat mit 150 uM oder 300
MM entschieden.

4.4 Therapeutische Relevanz der Ergebnisse im translationalen Kontext

TMAO

In Annahme einer Uberwiegend pathologischen Wirkung von TMAO im Organismus gibt
es verschiedene Ansatze die TMAO-Konzentration im Serum zu erniedrigen.

Zunachst kommen Anderungen des Lebensstils in Betracht, welche einen verringerten
Konsum von cholin- oder carnitinreichen Nahrungsmitteln und folglich eine geringere
Produktion von TMA durch das Darmmikrobiom umfassen. Weiterhin kdnnte regelmafige
Bewegung, die in Mausversuchen eine Normalisierung der TMAO-Spiegel bewirkt hat,
protektiv wirken [95].

Die Reduktion der Generierung von TMA durch Bakterien ist ein weiterer Ansatz. Fur die
Generierung von TMA stellt das Darmmikrobiom einen entscheidenden Faktor dar. Es

konnte eine Abhangigkeit der Generierung von TMA vom Aufbau bzw. Veranderungen
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des Darmmikrobioms festgestellt werden. So wurden hohe TMAO-Spiegel positiv mit
Prevotella, Peptokokkae sowie Clostridien und negativ mit Fékalibakterium prausnitzii
assoziiert. Bakterien des Genus Bakteroides konnen kein TMAO produzieren. Bei einem
Teil der untersuchten Probanden fehlte dem Darmmikrobiom eine Spezies, die TMA
generieren kann und somit war die Serumkonzentration von TMAO bei dieser Population
auch bei cholinreicher Diat nicht erhdht [96]. Insofern wirde eine Modulation des
Darmmikrobioms durch Probiotika oder zielgerichtete Antibiotika einen moglichen
therapeutischen Ansatz darstellen. Damit kdonnte ein Darmmikrobiom mit reduzierter
Produktion von TMA erzeugt werden.

Mit den gegenwartigen medikamentdsen Therapieformen ist eine solche spezifische
Modulation des Darmmikrobioms noch nicht moglich, und gerade eine Antibiotikatherapie
besitzt durch die meist niedrige spezifische Wirkung hohes Nebenwirkungspotenzial [95].
Die Inhibition der bakteriellen TMA-Produktion durch sogenannte ,Suicide Substrate
Inhibitoren“ des Enzyms TMA-Lyase zum Beispiel 3,3-Dimethyl-1-butanol (DMB) stellt
einen weiteren Therapieansatz dar. DMB ist ein strukturelles Analogon von Cholin und
bewirkt eine Herunterregulierung der TMA-Produktion durch das Darmmikrobiom sowie
in Mausen auf cholin- sowie carnitinreicher Diat eine verringerte TMAO-Konzentration
[97].

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass DMB eine verringerte Ausbildung von
Schaumzellen sowie atherosklerotischen Lasionen in ApoE”’-Mausen bei ohne
Beeinflussung des Cholesterinstoffwechsels zeigt [95, 97].

Ein weiterer therapeutischer Ansatz zielt auf die Umwandlung von TMA in TMAO durch
die hepatische Flavinmonooxygenase 3. Die Umwandlung kann durch Gabe von Insulin
oder spezifischen Antisense-Oligonukleotiden inhibiert werden, was allerdings als
mogliche Nebenwirkungen eine hepatische Entzindungsreaktion sowie fischartigen
Mundgeruch hat [95].

Propionat

Kurzkettige Fettsauren und insbesondere Propionat konnten Uber verschiedene
Mechanismen einen therapeutisch positiven Effekt auf verschiedene Krankheiten
ausuben.

So gibt es, wie in dieser Arbeit gezeigt, Hinweise, dass Propionat einen Einfluss auf die
Differenzierung von Immunzellen hat und antiinflammatorische Tregs fordert. Dadurch

kann die Krankheitsaktivitdt von chronisch-entzindlichen Erkrankungen wie
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Atherosklerose, chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen oder Multiple Sklerose
gehemmt werden.

So zeigten sich in einer Studie von Duscha et al. bei oraler Supplementation von
Propionat bei MS-Patienten signifikant erhohte Anteile von Tregs bei gleichzeitig
erniedrigten Anteilen von Th1- und Th17-Zellen und im Verlauf eine verringerte
Krankheitsaktivitat der MS [86].

Weiterhin konnten in einer noch unveroffentlichten Studie unserer Arbeitsgruppe ein LDL-
Cholesterin senkender Effekt durch Propionat sowie weitere Regulationsmechanismen
im Cholesterinstoffwechsel nachgewiesen werden. Dies konnte Uber die Reduktion
sekundar pro-inflammatorischer Effekte von LDL-Cholesterin ebenso einen anti-
atherogenen Effekt ausuben.

Der Effekt von Propionat auf den Glucosestoffwechsel ist in der wissenschaftlichen
Literatur noch umstritten. So zeigte eine Studie von Zhao et al. eine Reduktion des
HbA1c-Wertes bei faserreicher Diat mit erhdhter Produktion von SCFA, welcher teilweise
durch eine erhohte Produktion von GLP-1 generiert wurde [98]. Dagegen beobachteten
Tirosh et al. in einem Mausmodell die Aktivierung des sympathischen Nervensystems
durch Propionat und damit einhergehend die Ausschittung von Glucagon und FABP4,
welche als Folge eine erhdhte Insulinresistenz und Hyperglykamie bewirkte [99].
Weiterhin wurde in verschiedenen Studien ein positiver Effekt von Propionat auf den
Blutdruck festgestellt. So wiesen Pluznick et al. eine Aktivierung des Olfactory Rezeptors
78 durch Propionat nach, wodurch es zu einer verstarkten Reninfreisetzung der
Nierenzellen kam und eine Blutdrucksenkung in einem Intervall von Stunden bis Tagen
beobachtet werden konnte [58]. In einer weiteren Studie von Bartolomaus et al. konnte
ein moderater Blutdruck-senkender Effekt durch eine Vorbehandlung mit Propionat Uber
zwei Wochen in einem Angiotensin 2-Mausmodell festgestellt werden, welcher abhangig

vom Einfluss von Propionat auf die Bildung und Funktionalitat von Tregs war [6]

Mogliche therapeutische Interventionen mit einer Nutzung der positiven Wirkeffekte von
Propionat sind eine Veranderung der Ernahrung mit einem erhohten Anteil faserreicher
Kost, eine Modifikation des Darmmikrobioms mit Selektion SCFA-produzierender
Bakterien oder eine direkte orale Substitution von SCFA, dabei insbesondere von
Propionat.

Wie von Sonnenburg und Backhed beschrieben, bewirkt ein erhohter Anteil faserreicher

Kost die Veranderung des individuellen Darmmikrobioms und kann bei Einhaltung dieser
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Ernahrung zu einem erhohten Anteil von SCFA im Blut beitragen [41]. Dabei lasst sich
spekulieren, dass die diatetisch erreichbare Erhdhung der SCFA-Spiegel im Blut nur
moderat ist und sich ein protektiver Effekt nur bei Langzeiteinnahme einer faserreichen
Kost einstellt. Allerdings sind keine Studien zur Uberprifung des kausalen
Zusammenhangs von uUber einen langen Zeitraum erhdhten SCFA-Spiegeln und einer
Reduktion von entziindlichen Erkrankungen bekannt.

Analog zum therapeutischen Ansatz bei TMAO bestande ebenfalls die Moglichkeit mittels
Antibiotikatherapie spezifisch SCFA-produzierende Bakterien zu selektieren und das
restliche Darmmikrobiom zu eradizieren. Dieser Ansatz |asst sich praktisch auf Grund des
Fehlens solch spezifischer Antibiotika aktuell nicht umsetzen und birgt ein hohes
Nebenwirkungspotenzial.

Eine dritte Moglichkeit der therapeutischen Intervention stellt die orale Substitution von
Propionat dar, wie es in der Studie von Duscha et al. durchgeflhrt wurde. Daten zur
dadurch moglichen Erhéhung der Konzentration von SCFA im Serum liegen nicht vor. Es
lasst sich allerdings vermuten, dass die Konzentration durch eine orale Substitution hoher
liegt als bei rein diatetischer Modifikation und somit auch Wirkeffekte von Propionat
verstarkt sind.

Zusammenfassend bieten eine Ernahrungsanpassung mit erhdhtem Anteil faserreicher
Kost und eine direkte orale Substitution von SCFA, insbesondere von Propionat,
therapeutische Ansatze fur verschiedene Erkrankungen.

4.5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden mit TMAO und Propionat zwei Metabolite untersucht, die einen
Schwerpunkt der gegenwartigen Forschung zum Einfluss des Darmmikrobioms als
Bindeglied zwischen Ernahrung und systemischen Erkrankungen darstellen. TMAO
wurde durch Wang et al. (2011) als Risikofaktor flr kardiovaskulare Erkrankungen
identifiziert und seitdem werden verschiedene Forschungsarbeiten durchgefihrt, um die
molekularen Wirkmechanismen aufzudecken sowie mogliche therapeutische Ansatze zu
entwickeln [42].

In meiner Arbeit konnte ich zum ersten Mal einen Einfluss des TMAOs auf die
Differenzierung von Monozytensubpopulationen zeigen. Der genau Wirkmechanismus
der zu den in meiner Arbeit beobachteten Effekten fuhrt, bleibt Gegenstand zukunftiger
Forschungsvorhaben, wobei gegenwartig nach einem molekularen Rezeptor fur TMAO
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gesucht wird.

Weiterhin wurde der Einfluss von Propionat als SCFA auf Immunzellen und
Endothelzellen untersucht, und eine verstarkte Generation von Tregs im
hypercholesterinamischen Mausmodell mit moglichen atheroprotektiven Effekten
festgestellt. Eine Supplementierung von Propionat kdnnte einen therapeutischen Ansatz
zur Pravention von atherosklerotischen Erkrankungen darstellen, sodass die Ergebnisse
dieser Arbeit die Grundlage fur eine klinische Prufung des atheroprotektiven Potentials
von Propionat bilden.
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