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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Adipositas und Ubergewicht
1.1.1. Definition und Pravalenz von Adipositas

Adipositas ist eine chronische Krankheit, welche die Lebensqualitat
einschranken und ein hohes Morbiditats- und Letalitatsrisiko zur Folge haben
kann. Die World-Health-Organisation (WHO) definiert sie als eine Uber das
NormalmaR hinausgehende Vermehrung des Korperfetts *.

Der Quotient aus Gewicht und KérpergréBe zum Quadrat (kg/m?) nennt sich
Body-Mass-Index (BMI) und wird fir die Definition von Ubergewicht und
Adipositas verwendet. Die Pravalenz der Adipositas (BMI=30) nimmt in
Deutschland kontinuierlich zu. Im Jahr 2010 waren etwa 60 % der erwachsenen
Méanner mit einem BMI Uber 25 tbergewichtig und ca. 16 % mit einem BMI = 30
adipds. Bei den erwachsenen Frauen waren etwa 45 % Ubergewichtig und
16 % adip6s 2.

Auch bei Kindern nimmt die Fettleibigkeit stark zu: Im Jahr 2011 waren weltweit
mehr als 40 Millionen Kinder unter 5 Jahren tibergewichtig *.

1.1.2. Ursachen, Risiken und Behandlung von Adipositas

Die Hauptursache fur Adipositas ist ein Ungleichgewicht zwischen
Kalorienaufnahme (in Form von Fehlernahrung) und Energieabgabe (durch
Bewegungsmangel) *. Weitere Ursachen kénnen familiare Disposition, Stress,
Essstérungen, endokrine Erkrankungen, Medikamente, und andere Griinde wie
Schwangerschaft, Immobilisierung etc. sein °.

Die Adipositas ist mit dem Metabolischen Syndrom assoziiert, das als
entscheidender Risikofaktor fur kardiovaskuldre Erkrankungen (z.B.
Artherosklerose, Koronare Herzkrankheit) angesehen wird. Zu den Faktoren
des Metabolischen Syndroms zahlt Hypertonie, Insulinresistenz, Typ-2-
Diabetes, Hypertriglyceriddmie und viscerale Adipositas. Aber auch zahlreiche
andere Krankheiten wie Karzinome, nicht-alkoholische Fettleberhepatitis
(NASH), degenerative Erkrankungen des Bewegungsapparates und

Schlafapnoe kénnen mit Adipositas assoziiert sein ® . Dariliber hinaus geht

10



Einleitung

Fettleibigkeit oft auch mit einer generalisierten, subklinischen Entzindung
einher (low grade inflammation) .

Die Deutsche Adipositasgesellschaft beschrieb in ihrer ,Evidenzbasierten
Leitlinie Therapie und Pravention der Adipositas 2007“ ausfuhrlich, wie
Adipositas behandelt werden sollte °. PraventivmaRnahmen stehen dabei an
erster Stelle, denn dadurch kénnen sowohl Kosten als auch Adipositas-
assoziierte Schadigungen, die mdglicherweise irreversibel sind, vermieden
werden. Zudem ist die Pravalenz der Adipositas in den Industrienationen derzeit
so hoch, dass fir ihre Behandlung nicht genug Ressourcen zur Verfigung
stehen.

Die Therapie der Adipositas hat zum Ziel, das Koérpergewicht langfristig zu
senken, Adipositas-assoziierte Risikofaktoren und Erkrankungen zu minimieren,
sowie das Gesundheitsverhalten zu verbessern. Arbeitsunfahigkeit und
vorzeitige Berentung sollen reduziert werden, Stressverarbeitung verbessert,
und die Lebensqualitat gesteigert werden.

Die  Basistherapie  besteht aus  Erndhrungs-, Bewegungs- und
Verhaltenstherapie, und sollte unter arztlicher Uberwachung stattfinden.
Geniigen die genannten Malinahmen zur Erreichung des Therapieziels nicht,
so kann unter bestimmten Voraussetzungen adjuvant medikamentds (z. B. mit
Orlistat oder Rimonabant) oder chirurgisch (z. B. Magenband, Magenbypass,
biliopankreatische Diversion und andere) behandelt werden °.

Auf der Suche nach weiteren Moglichkeiten, das Ubergewicht zu beeinflussen,
fand man unter anderem Zusammenhdnge zwischen Darmflora und
Ubergewicht: Gordon et al. zeigten, dass adipose Mause eine andere
Zusammensetzung ihrer Darmflora hatten als normalgewichtige Mause.
Veranderte man die Zusammensetzung ihrer Darmflora, so konnte das Gewicht
der Mause beeinflusst werden (siehe auch 1.3.3.) °.

In dieser Arbeit geht es um die Frage, inwiefern Probiotika einen Einfluss auf
Fett- und Energiestoffwechsel haben, und ob dies beeinflusst werden kann
(siehe 1.6.).
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1.2. Von der Nahrung zum Fettgewebe
1.2.1. Aufnahme der Fette aus der Nahrung

Die mit der Nahrung aufgenommenen Fette (Triacylglycerole, TAG) werden
bereits im Magen durch eine saurestabile Lipase aus den Zungengrunddriisen
und den Hauptzellen der Magenmukosa gespalten. Im Duodenum werden die
langkettigen Fettsauren (FS) durch die Pankreaslipase von Triacylglycerolen in
2-Monoacylglycerole und freie Fettsauren gespalten. Da Fette schlecht
wasserloslich sind, werden sie durch Mizellenbildung in eine hydrophile Form
gebracht, und somit emulgiert. Das Grundgerist von Mizellen wird durch
Gallensauren gebildet. Zentral befinden sich die hydrophoben Fettsauren, und
zur Peripherie orientieren sich die hydrophileren Bestandteile wie 2-
Monoacylglycerole und Phospholipide.

Bei Kontakt mit dem Burstensaum des Dinndarmepithels 16sen sich die Lipide
aus den Mizellen und kdnnen von der Darmwand aufgenommen werden. Kurz-
und mittelkettige FS sowie Glycerol sind gerade so hydrophil, dass sie
selbststandig in die Enterozyten diffundieren kdénnen. Freies Cholesterol und
langkettige FS gelangen durch Carrier-vermittelten Transport in die
Enterozyten. Die Gallensduren werden dabei wieder frei und werden entweder
zurlick ins Darmlumen abgegeben, wo sie erneut Mizellen bilden kénnen, oder

sie treten in den enterohepatischen Kreislauf ein 1.

1.2.2. Transport der Lipide im Blut

In den Enterozyten werden die Produkte des Fettabbaus wieder zu TAGS,
Phospholipiden und anderen Fetten resynthetisiert. Um die Enterozyten
verlassen zu koénnen, werden die Lipide in sogenannte Chylomikronen
eingebaut, welche dann in die Lymphbahn abgegeben werden, um unter
Umgehung der Leber in die Blutbahn zu gelangen. Chylomikronen sind
amphiphile Lipoproteine, die den Transport von Lipiden im Blut erméglichen und
bestehen aus TAGs (85 %), Phospholipiden (9 %), Cholesterol,
Cholesterolestern, fettldslichen Vitaminen (4 %), und aus Apolipoprotein (ApoB-
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48, 2 %). Kurz- und mittelkettige FS sowie Glycerol sind wasserloslich und
gelangen direkt von den Enterozyten ins Pfortaderblut.

Im Blut werden weitere Apolipoproteine auf die Chylomikronen tbertragen, z. B.
ApoE, ApoC und ApoA. ApoC-2 dient als Cofaktor fir die endotheliale
Lipoproteinlipase (LPL), mit deren Hilfe die Lipide im peripheren Gewebe aus
den Lipoproteinen hydrolysiert und in das Fettgewebe eingebaut, oder in den
Muskelzellen in Energie umgewandelt werden. Dazu dient auch der LPL-
Rezeptor, der auf jeder Zelle vorhanden ist %2,

Die Chylomikronenreste werden Remnants genannt und bestehen tiberwiegend
aus Cholesterin und Apolipoproteinen. Sie gelangen in die Leber und werden
dort abgebaut.

Die Leber ist das zentrale Stoffwechselorgan, auch fir den Aufbau und Abbau
der Blutfette. Sie ist unter anderem der wichtigste Syntheseort fir Low Density
Lipoproteine (LDL) und Very Low Density Lipoproteine (VLDL), wichtigster
Abbauort fur LDL und Chylomikronen, und sie sezerniert wichtige Enzyme, wie
zum Beispiel die LPL und die Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT) *°.

Es gibt verschiedene Lipoproteine, die sich in Gr6Re, Dichte,
Lipidzusammensetzung, Bildungsort, sowie durch ihre Apolipoproteine
unterscheiden. Letztere dienen als Strukturelemente, als Liganden fur
Lipoproteinrezeptoren in der Membran der Zielzellen, sowie als
Enzymaktivatoren **. Die Lipoproteine kursieren also zwischen Leber und
Fettgewebe hin- und her und liefern Triglyceride bzw. Cholesterin ab. Dabei
werden sie, je nach Funktion, Gré3e und Dichte, jeweils anders benannt (siehe
Abbildung 1).

Ein weiteres Lipoprotein ist beispielsweise HDL (High-Density-Lipoprotein).
HDL transportiert Cholesterin aus der Peripherie zur Leber und LDL

transportiert es von der Leber in die Peripherie.
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Abb. 1. Schematische Darstellung des Lipoproteinkreislaufs. Im Darm
aufgenommene Fette werden zunachst in den Darmzellen zu Chylomikronen,
dann zu Remnants, und in der Leber zu Lipoproteinen umgebaut. Spater
konnen sie in den enterohepatischen Kreislauf eintreten. FS=Fettséuren,
TAG=Triacylglycerole, LPL=Lipoproteinlipase, VLDL=very low density
lipoproteins, IDL=intermediate density proteins, LDL=low density proteins,
HDL=high density lipoproteins, LCAT=Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase,
ACAT=Acyl-CoA-Cholesterin-Acyltransferase (nach *°).

1.2.3. Lipoproteinlipase (LPL) und Hypertriglyceridamie

Die Lipoproteinlipase spielt eine zentrale Rolle im Lipidmetabolismus und in der
Entstehung von Ubergewicht-assoziierten Erkrankungen *®*8, Als
Schrittmacherenzym der Hydrolyse von zirkulierenden TAGs wird es von
Parenchymzellen gebildet und an die innere Oberflache von Endothelzellen
weitergeleitet, wo es dann gebunden wird. Man unterscheidet eine hepatische
und eine periphere LPL. Die hepatische LPL ist vorwiegend im S&uglingsalter
nachweisbar. Die periphere LPL befindet sich hauptséchlich im Fettgewebe,
Herz- und Skelettmuskel, und in Makrophagen. lhre gewebsspezifische Aktivitat
ermdglicht die lokale Regulierung bei der Aufnahme von freien Fettséuren,
Lipiden und Lipoproteinen, was eine effektive Verteilung von Nahrstoffen unter
den verschiedenen Gewebearten erlaubt, aber bei Unregelmaligkeiten auch

schwerwiegende Konsequenzen haben kann *. Es wird vermutet, dass diese
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Unregelmaligkeiten der LPL-Aktivitat Ursache flr metabolische Stérungen wie
Adipositas, Artherosklerose und Insulinresistenz sind 2°%%,

Hohe LPL-Spiegel im Muskelgewebe sind einerseits mit niedrigen
Plasmatriglyceridspiegeln, hohen HDL-Spiegeln, und damit niedrigem
Artheroskleroserisiko assoziiert %°. Andererseits sind hohe LPL-Spiegel in
Makrophagen mit erhohtem Artheroskleroserisiko vergesellschaftet, da
Makrophagen dann vermehrt Cholesterin einlagern und sich in Schaumzellen
umwandeln, welche sich an die Arterienwande anlagern und damit
Artherosklerose auslésen kénnen ***°,

Greenwood et al. zeigten, dass das Verhaltnis der LPL-Aktivitat im Fettgewebe
zur LPL-Aktivitat im Muskelgewebe ebenfalls eine Rolle spielt %°. Ist die Aktivitat
im Fettgewebe hoher als im Muskelgewebe, so werden freie Fettsauren
vermehrt zum Fettgewebe geleitet, was zu massiver Fettaufnahme und
Adipositas fuhrt. Wenn das Verhdaltnis umgekehrt ist, werden die Fettsduren
zum Muskelgewebe gelenkt, was einer Fettspeicherung vorbeugt (substrate
steal hypothesis) %°. 30 % der zirkulierenden Triglyceride werden vom LPL des
Herz- und Muskelgewebes verbraucht, deshalb spielt koérperliches Training eine
grofRe Rolle, da es direkten Einfluss auf die Muskel-LPL hat 2"2%,

Auch das Erndhrungsverhalten beeinflusst die Aktivitait der LPL: Fasten
erniedrigt die LPL-Aktivitat, wahrend sie bei Wiederaufnahme von Nahrung
gesteigert ist 2. Vermutlich ist Insulin ein Induktor der LPL, und der Fettgewebs-
LPL-Spiegel  korreliert deshalb mit dem Insulinspiegel *°.  Dieser
Zusammenhang wird beim Diabetes mellitus Typ Il besonders deutlich: da ein
relativer Insulinmangel vorliegt wird die LPL-Aktivitdt gehemmt, was den VLDL-
Abbau in der Peripherie herabsetzt. Der gleichzeitig erhdhte Blutglukosespiegel
und die vermehrt vorhandenen freien Fettsauren induzieren zusatzlich in der
Leber eine VLDL-Uberproduktion. Diese, nun tberméaRig vorhandenen, VLDL-
Partikel resultieren in einer Hypertriglyceridamie *>°.

Hypertriglyceridamie kann auch vererbt sein. Gehrisch et. al fanden heraus,
dass 20 % der Patienten mit Hypertriglyceridamie eine Mutation des LPL-Gens

tragen 3.
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1.2.4. Hormonelle Steuerung von Lipogenese und Lipolyse

Der Lipidstoffwechsel ist im Hinblick auf die Energieversorgung des
Organismus mit dem Kohlenhydratstoffwechsel gekoppelt. Deshalb
beeinflussen die gleichen Hormone, die den Lipidstoffwechsel regulieren, auch
den Kohlenhydratstoffwechsel *2.

Da Fettzellen metabolisch sehr aktiv sind, laufen Lipogenese und Lipolyse dort
standig nebeneinander ab. Sie werden durch lipolytisch und antilipolytisch
wirksame Hormone wie Glukagon und Katecholamine bzw. Insulin reguliert.
Insulin wird von den B-Zellen in den Langerhans-Inseln der Bauchspeicheldrise
gebildet und bei steigendem Blutglukosespiegel ins Blut freigesetzt. Es steigert
den Glukosetransport aus dem Blut Uber den Glukosetransporter GLUT 4 in das
Skelettmuskel- und Fettgewebe. Es aktiviert die Pyruvatdehydrogenase des
Fettgewebes, um Acetyl-CoA fir die Fettsdurebiosynthese bereitzustellen. Die
LPL wird durch Insulin induziert, um Fettsauren fur die TAG-Synthese
bereitzustellen. Gleichzeitig wird der Abbau von TAG gehemmt, indem Insulin
die cAMP-Phosphodiesterase aktiviert. Auch die Glykogensynthese in der
Leber wird stimuliert. Insulin ist demnach ein anabol wirksames Hormon 334,
Der Gegenspieler von Insulin ist das Glukagon. Es wird von den a-Zellen in den
Langerhans-Inseln der Bauchspeicheldrise gebildet. Anreiz fur die
Ausschittung von Glukagon ins Blut sind sowohl ein sinkender
Blutzuckerspiegel als auch ein Anstieg der Aminosaurekonzentration im Blut.
Die Ausschittung fuhrt zu einer Hemmung der Glykogenbiosynthese, einer
Steigerung des Glykogenabbaus, und es fordert die Glukoneogenese **.
Ebenfalls blutzuckerspiegelsteigernd wirken die Katecholamine Adrenalin und
Noradrenalin. Sie werden im Nebennierenmark und in adrenergen
Nervenendigungen synthetisiert und ihre Ausschittung wird durch das
adrenerge System gesteuert. Sie stellen die Energie vor allem schnell bereit,
um in Stresssituationen angepasst reagieren zu kénnen 34,

Nach einer Mabhlzeit ist der Insulinplasmaspiegel hoch, somit werden die
Energiespeicher unseres Korpers aufgefullt und lipolytische Aktivitaten
gehemmt. Die mit der Nahrung aufgenommenen Kohlenhydrate werden
insulinabhangig (GLUT 4) oder insulinunabhéngig (GLUT 1-3) in die
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Korperzellen transportiert. Dort werden sie entweder sofort verbraucht oder in
Form von Glykogen in Leber und Muskel gespeichert. Sie kbnnen auch via
Glykolyse und Lipogenese in der Leber oder im Adipozyt in endogene Lipide
umgewandelt und im Fettgewebe gespeichert werden.

Wie in 1.2.2 beschrieben gelangen mit der Nahrung aufgenommene oder in der
Leber synthetisierte Triglyceride zu den Zielzellen, indem sie in VLDL eingebaut
und dann vom Blutplasma zu den Adipozyten transportiert werden. Befinden
sich jedoch im Blut schon zu viele freie Fettsauren oder Kohlenhydrate, werden
diese Fette nicht exportiert, sondern sie kumulieren sich in der Leber. Dadurch
entsteht die sogenannte ,Fettleber* 3932,

In Fastenzeiten, z.B. nachts, wird die Lipogenese durch die
Adenosinmonophosphat-stimulierte Proteinkinase (AMPK) inhibiert, da die
intrazellulare Adenosintriphosphat (ATP)-Konzentration sinkt. Die AMPK-
Aktivitat ist auch wahrend korperlicher Aktivitat und B—adrenerger Stimulation
oder bei Anwesenheit der Hormone Adiponectin und Leptin hoch. AMPK
inhibiert die energieverbrauchenden Prozesse (Lipolyse, Lipogenese) und
stimuliert die Prozesse, die der zellularen Energiegewinnung dienen
(Glukoseaufnahme und Fettsaureoxidation) *3. Auch der Glukagonspiegel ist

wéahrend des Fastens hoch.

1.2.5. Das Fettgewebe

Das Fettgewebe fungiert nicht nur als speicherndes Organ, sondern auch als
endokrines Organ, welches in der Lage ist verschiedene Hormone auf
endokrinem, parakrinem und autogenem Weg zu sezernieren. So produziert es
proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-6, Tumornekrosefaktor- a (TNF-a)
und Chemokine, und die Adipokine Leptin, Adiponektin und Resistin, die die
Monozyten- und Makrophagenfunktion beeinflussen. Ein weiterer, noch nicht
allzu bekannter Vertreter der Adipozytokine ist der Fasting-induced adipose
factor (Fiaf), synonym auch Angiopoietin-like protein 4 (Angptl4) oder
hepatic/fibrinogen/angiopoietin-related protein (HFARP) genannt, der in
Abschnitt 1.5. ausfiithrlich vorgestellt wird *. Praadipozyten und Adipozyten
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exprimieren auch zahlreiche Toll-like-Rezeptoren, die dem Immunsystem zur
Erkennung von Krankheitserregern dienen >°.

Insgesamt Ubernimmt das Fettgewebe viel mehr Aufgaben als nur die
Fettspeicherung. Diese sind zum Beispiel die Beeinflussung von Stoffwechsel,
vaskularen und endothelialen Funktionen, Appetit und Sattigung,
Entziindungen, Tumorwachstum, des Immunsystems und der Fertilitat *’. Die
verschiedenen Aufgaben sind nattrlich auch miteinander verbunden, so wurde
beispielsweise eine Verbindung zwischen Entziindungen und Insulinresistenz

gezeigt *'.

1.3. Darmflora
1.3.1. Physiologische Darmflora

Die Darmflora von Saugern ist ein komplexes und dynamisches Okosystem,
welches sich zusammen mit seinem Wirt entwickelt hat. Es hat metabolische
Eigenschaften entwickelt, die den Wirtsstoffwechsel erganzen und kann daher
als eigenstandiges, stoffwechselaktives Organ betrachtet werden, welches sich
im Gastrointestinaltrakt von Saugern befindet 2.

Die mikrobielle Besiedlung des Darmes nimmt im Verlauf vom Dinndarm zum
Dickdarm zu. Im Duodenalsaft finden sich ca. 10* Bakterien/ml, im Bereich des
terminalen lleums sind es bereits ca. 10° Bakterien/ml, und im Dickdarm sind es
ca. 10 Bakterien/ml *°. Darin sind 500 bis 1000 verschiedene Spezies
beinhaltet, zumeist obligat anaerobe Bakterien. Man schatzt, dass das
gemeinsame Genom dieser Bakterien (Mikrobiom) hundertmal mehr Gene
beinhaltet als das menschliche Genom. Deshalb kann die Darmflora spezielle
Aufgaben Ubernehmen, zu denen der menschliche Darm nicht fahig ist, wie
zum Beispiel den Abbau unverdaulicher Nahrungsbestandteile (z. B. pflanzliche
Polysaccharide). Auf diese Weise kann die Energiebilanz des Individuums
durch die Mikroorganismen beeinflusst werden %4142,

Im Laufe des Lebens findet im Darm eine Veranderung des Keimspektrums
statt. Die Zusammensetzung der Darmflora hangt dabei von verschiedenen

Faktoren ab. Beispielsweise haben per Kaiserschnitt entbundene Sauglinge
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eine andere Zusammensetzung der Mikroflora als vaginal entbundene, denn bei
der vaginalen Geburt werden Mikroorganismen der mutterlichen Kérperflora auf

das Neugeborene iibertragen **#4

. Gestillte Séauglinge weisen ein anderes
Keimspektrum auf als nicht gestillte **, da der Einfluss der Muttermilch die
Besiedlung durch Lactobacillen und Bifidobakterien im Dickdarm begunstigt, die
,sauglingstypische Bifidusflora“. Fakultativ aerobe Bakterien dienen den obligat
anaeroben Bakterien dann als Milieubereiter, indem sie den Sauerstoff
verbrauchen %,

Im spateren Leben beeinflussen Ernahrungsgewohnheiten und
Nahrungszusammensetzung, Hygienestandards, = Medikamente,  Toxine,
Hormone, Stress, Veranderungen der Darmwand (z. B. Divertikelbildung) und
systemische Erkrankungen (z. B. Immundefekte oder Diabetes mellitus) das
Keimspektrum der Darmflora.

Zur physiologischen Darmflora des erwachsenen Menschen gehoéren
hauptsachlich Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Bacteroides spp.,
Clostridium spp., Fusobacterium spp., Eubacterium spp., Peptococcus spp.,
Streptococcus spp., Escherichia spp., und Veillonella spp. 3.

Die zwei dominantesten phylogenetischen Gruppen des menschlichen
Dickdarmes sind Bacteriodetes und Firmicutes. Zu den Bacteroidetes z&ahlen
die Flavobakterien und die Shingobakterien. Firmicutes sind grampositive,
anaerobe Sporenbildner, zu denen auch Clostridium spp., Bacillus spp.,
Lactobacillus spp., Staphylokokken und Streptokokken gehdren.

Fur die Versuche in dieser Arbeit wurde mit Bifidobakterium adolescentis (B.
adolescentis) gearbeitet. Bifidobakterien gehtéren zu den Actinobakterien, die
einen Stamm der anaeroben Bakterien in der Darmflora prasentieren “°.

Die normale Darmflora tbernimmt wichtige Funktionen, die den Darm und damit
auch den Menschen unterstitzen. Sie besitzt eine Barrierefunktion zur Abwehr
gegen Fremdkeime, indem sie antimikrobielle Substanzen produziert und die
Ubertrittfrequenz von Mikroorganismen aus dem Darmlumen ins Lymphsystem
reduziert. Sie moduliert das Immunsystem, Ubernimmt Stoffwechselaktivitaten
und Fermentationsleistungen, entgiftet von toxischen und karzinogenen Stoffen,

bildet Vitamine und bereitet ein optimales Milieu 3°4"48,
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Normalerweise befindet sich die nattrliche Darmflora in einer 6kologischen
Homoostase mit dem Wirtsimmunsystem. Eine Verdnderung innerhalb der
Flora, z. B. durch Antibiotikaeinnahme, kann unter anderem zu bakterieller
Fehlbesiedlung, antibiotikaassoziierter Diarrh6e und zur Entstehung chronisch
entziindlicher Darmerkrankungen fithren ***°.  Weiter sind Darmbakterien
sowohl fur die Entwicklung des angeborenen als auch des adaptiven
Immunsystems, insbesondere des Darmimmunsystems, essentiell 3. Nicht
zuletzt stimulieren sie die Angiogenese und sind an der Fettspeicherung

betelllgt 38,41,52,54-58

1.3.2. Das Mikrobiom

Der Begriff ,Mikrobiom* setzt sich aus den Woartern Mikroorganismus und Biom
zusammen und wurde von dem 2008 verstorbenen US-Molekularbiologen
Joshua Lederberg in Anlehnung an das Humangenomprojekt gepragt >°. Als
Biom wird das Zusammenleben aller Pflanzen, Tiere, Pilze und
Mikroorganismen einer Okoregion bezeichnet. Aufgrund seiner Phonetik findet
der Begriff Mikrobiom Verwendung analog zum Genom oder Proteom . Der
menschliche Kérper besteht zu mehr als 90 Prozent aus Bakterienzellen. Die
Gesamtheit der Mikroorganismen, die in und auf dem menschlichen Koérper
leben, und ihre Gene, nennt man das Mikrobiom °'. Dazu gehéren primér die
Bakterien des Darms, aber auch von Haut, Urogenitaltrakt, Mund, Rachen und
Nase. Bacteroides spp. sowie Firmicutes spp. sind dabei die am haufigsten
vertretenen Bakterienspezies *°. Das Mikrobiom wird mittlerweile als ein
eigenstandiges Organ betrachtet, weil es in der Lage ist, Aufgaben im Korper
zu erfullen, zu denen der Korper aufgrund seiner beschrankten genetischen
Vielfalt alleine nicht fahig ist, wie zum Beispiel die Zersetzung von
Polysacchariden im Darm.

Im Jahr 2007 wurde an den National Institutes of Health das ,Human
Microbiome Project” mit dem Ziel der Identifizierung und Charakterisierung des
menschlichen Mikrobioms initiiert °®°, und um herauszufinden, welche Faktoren
die Ausbreitung und Entwicklung der einzelnen Mikroorganismen

beeinflussen 2. Das ,Human Microbiome Project* wird als Erweiterung des
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,Human Genome Project® betrachtet. Ziel des in den 90-er Jahren gegriindeten
,Human Genome Project® war es, das Genom des Menschen vollstandig zu
entschlisseln. Am Ende wurden ungefahr 20.000 humane, proteinkodierende
Gene im Menschen identifiziert. Zusammen mit seinem Mikrobiom hat der
Mensch ca. 8 Millionen proteinkodierende Gene °.

Die Grunder des ,Human Microbiome Project® wollten Referenzdaten fur
zuklnftige Forschungsprojekte Uber das menschliche Mikrobiom schaffen. Sie
konnten beobachten, dass es Unterschiede der mikrobiellen Besiedlung des
Kdrpers, abhangig von Geschlecht und Koérperregion gibt. Weiter fanden sie
heraus, dass die Zusammensetzung des Mikrobioms von der Umwelt und von
genetischen sowie physiologischen Faktoren des Wirts abhangig ist. Eine
Anderung der Zusammensetzung des Mikrobioms zieht auch Veranderungen in
der Entwicklung und Physiologie des Menschen nach sich. Studien Uber das
Mikrobiom sind deshalb auch fiir die metagenomische Medizin wichtig, die von
gezielter Therapie mit einzelnen bakteriellen Stammen bis zur Ubertragung der
Darmflora reicht °*®4. Ziel des ,Human Microbiome Project” ist es, durch die
Entschlisselung des Mikrobioms und der Faktoren, die seine Entwicklung und
Verteilung beeinflussen, die menschliche Genetik und physiologische Vielfalt zu
verstehen. Durch gezielte Manipulation des Mikrobioms kann man womaéglich

in Zukunft in die Physiologie und Pathophysiologie des Menschen eingreifen .

1.3.3. Unterschiede in der Zusammensetzung der Darmflora von adipdsen
und schlanken Menschen
Gordon, Backhed et. al konnten im Jahr 2004 zeigen, dass sich die
Dickdarmflora von adipésen und schlanken Menschen unterscheidet .
Adipose Menschen wiesen demnach eine hohere Besiedlung durch Firmicutes
und eine geringere Anzahl Bacteroidetes auf, im Gegensatz zur schlanken
Kontrollgruppe. Unter fett- und kalorienreduzierter Diat veranderte sich das
Spektrum der Mikroorganismen zugunsten der Bacteroidetes. Dies liel3 sich
darauf zuruckfuhren, dass die Bakterien die Nahrungsverwertung in

unterschiedlicher Weise beeinflussten °.
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In Experimenten mit Mausen stellte die Arbeitsgruppe fest, dass keimfreie (KF)
Mause schlanker waren als Mause mit konventioneller Flora (CV). Gab man
den KF Mausen Mikroorganismen aus dem Darm der konventionell
aufgezogenen Mause (CV), so zeigte sich bei den nun konventionalisierten
(CV-D) Mausen innerhalb von 14 Tagen eine enorme Zunahme an Korperfett,
obwohl die Nahrungsaufnahme gleich blieb, oder sogar geringer war. Dies
erklarte man dadurch, dass die Bakterien in der Lage sind, durch Fermentation
aus eigentlich unverdaulichen Nahrungsbestandteilen Energie zu gewinnen. Sie
bauen unverdauliche pflanzliche Polysaccharide (Zellulose) in kurzkettige
Fettsauren um, die vom Darm aufgenommen werden °. Der Darm schopft ca.
70 % seiner Energie aus diesen von Bakterien synthetisierten Fetten °.

In Zwillingsstudien war Adipositas mit einer Veranderung der vorherrschenden
Bakterienstdmme im Darm und mit einer verminderten bakteriellen Vielfalt
assoziiert ®°. Verminderte bakterielle Vielfalt war in anderen Studien auch mit
entziindlichen Darmerkrankungen assoziiert ®. Turnbaugh et al. zeigten, dass
das menschliche Darmmetagenom innerhalb einer Familie sehr ahnlich ist, sich
jedoch von Individuum zu Individuum unterscheidet. Bei monozygotischen und

dizygotischen Zwillingen ist das AusmaR der Kovariation ahnlich °°.

1.3.4. Darmflora und Typ-2-Diabetes

Adipositas ist mit einem erhohten Risiko assoziiert, Insulinresistenz und Typ-2-
Diabetes zu entwickeln. Da die Pravalenz von Adipositas und Typ-2-Diabetes
immer mehr ansteigt, wird angenommen, dass die Ursache hierfur nicht allein in
den Erndhrungsgewohnheiten, den Genen oder der sportlichen Aktivitat zu
suchen ist, sondern dass auch Umweltfaktoren an der Genese dieser
Erkrankungen eine groRe Rolle spielen ®’. Einer dieser Umweltfaktoren ist
unsere Darmflora. Die Bedeutung der Darmflora fir die Entwicklung
verschiedener Krankheiten nimmt immer mehr zu. So haben Cani et al. und
andere Forschergruppen herausgefunden, dass die Darmflora eine grof3e Rolle
bei der Entstehung von Insulinresistenz und Typ-2-Diabetes durch die
Auslésung einer Low-grade inflammation (geringgradige chronische
Entziindung) spielt *®’°. Obgleich die Low-grade inflammation per Definition
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nicht zum Metabolischen Syndrom gezahlt wird, stellt sie eine Gemeinsamkeit
von Adipositas und anderen metabolischen Erkrankungen dar. Der genaue
Zusammenhang zwischen Darmflora und Low-grade inflammation ist noch nicht
abschlieBend geklart. Jedoch vermutet man, dass der Mechanismus durch
Veranderung der Zusammensetzung der Darmflora Uber eine vermehrte
Darmpermeabilitéat zu einem erhéhten LPS-Spiegel (Lipopolysaccharid-Spiegel)
im Blut und damit zur Low-grade inflammation fiihrt *. Dabei spielen die
Veranderung von Tight Junction-Proteinen, die  Uberaktivitat von
Endocannabinoidrezeptoren und die verminderte Aktivitat der intestinalen
Alkalischen Phosphatase (AP) eine Rolle. Die verminderte Aktivitat der
intestinalen AP fiihrt zu einer geringeren LPS-Entsorgung .

Auch die Zusammensetzung der Darmflora kann Adipositas und Typ-2-
Diabetes beeinflussen. Man fand heraus, dass bei Ubergewichtigen, Adiposen
und Typ-2-Diabetikern das Vorkommen an Bifidobakterien " und
Faecalibacterium prausnitzii “* erhéht war. Dieselben Bakterien wurden
paradoxerweise mit antiinflammatorischen Effekten assoziiert "*’. Weiter
konnte gezeigt werden, dass die Zusammensetzung der Darmflora wahrend der
Kindheit ein prognostizierender Faktor fir Ubergewicht sein kann. Bei Kindern,
die spater uUbergewichtig waren, wurde eine grélere Menge Staphylococcus
aureus und eine geringere Menge Bifidobakterien in der Darmflora gefunden °.
Die Ubertragung der Darmflora gesunder Menschen auf Menschen mit
Metabolischem Syndrom konnte die Insulinsensitivitdt bei Letzteren
voriibergehend verbessern ”’.

Auch die Behandlung von Patienten mit Adipositas und/oder Typ-2-Diabetes mit
Prabiotika gewinnt immer mehr an Bedeutung. Prébiotika sind Oligosaccharide,
also kurzkettige Kohlenhydrate, die in Pflanzen oder in der Muttermilch
vorkommen. Dinndarmenzyme kdnnen Prabiotika nicht hydrolysieren, deshalb
gelangen Prabiotika wie Inulin, Fructo-Oligosaccharide (FOS) und Galacto-
Oligosaccharide (GOS) unverandert in den Dickdarm, wo sie als Substrate fur
die bakterielle Fermentation dienen und die Vermehrung von apathogenen

Darmbakterien stimulieren 8.
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Die Einnahme von Prabiotika bewirkte in Studien tUber Adipositas und Typ-2-
Diabetes, dass die Darmpermeabilitat, die Endotoxamie und die Entzindung
verringert wurden, und das Korpergewicht sowie die Fettspeicherung
abnahmen. Darlber hinaus wurde die Glukosetoleranz, die Insulinresistenz, der
Fettstoffwechsel und die Leptinsensitivitat verbessert '""°%2, Cani et al. stellten
fest, dass diese positiven Effekte auch mit Verdnderungen des Plasmaspiegels
von enteroendokrinen Peptiden, die in den Glucosehaushalt und in die
Regulation des Appetits und des Korpergewichts eingreifen, assoziiert werden
koénnen. Prabiotisch veranderte Darmflora kann das Glucagon-like peptide-1
(GLP-1), Peptid YY (PYY), das Glucose-dependent insulinotropic polypeptide
(GIP, Glukoseabhangiges insulinotropes Peptid) und das Ghrelin
beeinflussen "%,

Backhed et al. stellten in einer Studie fest, dass das Metagenom von
Européerinnen mit Typ-2-Diabetes anders zusammengesetzt war und anders
funktionierte als das Metagenom von Europderinnen ohne Typ-2-Diabetes.
Darauf basierend entwickelten sie ein mathematisches Modell, mit dem man
Typ-2-Diabetes mit grof3er Wahrscheinlichkeit nachweisen kann. Bei Frauen mit
verminderter Glukosetoleranz konnte mit diesem Test ein diabetischer
Stoffwechsel nachgewiesen werden 2¢. Backhed et al. konnten in derselben
Studie auch zeigen, dass diese metagenomischen Marker sich zwischen
Europdern und Chinesen unterscheiden, also regionale Unterschiede
aufweisen . Daraus schlussfolgerten sie, dass zukiinftige metagenomische
Tests fur Typ-2-Diabetes das Alter und die geographische Lokalisation

beriicksichtigen sollten 2°.

1.4. Definition Probiotika

Es gibt eine Vielzahl an Definitionen fur Probiotika. In der von der Food and
Agriculture Organization (FAO) und der World Health Organization (WHO) im
Jahr 2001 publizierten Definition wurden Probiotika als ,lebende
Mikroorganismen, die dem Wirt einen gesundheitlichen Vorteil bringen, wenn

sie in ausreichender Menge verabreicht werden* beschrieben *.
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Um die Kriterien der gangigen Definitionen des Begriffes ,probiotisch® zu
erfillen, sollen Mikroorganismen folgende Voraussetzungen erfullen:
Sie sollen
e in ausreichender Anzahl verabreicht werden,
e am Darmepithel haften,
e die Fahigkeit zur Kolonisation im Gastrointestinaltrakt besitzen,
e antimikrobielle Substanzen produzieren,
e die Immunantwort modulieren,
¢ den menschlichen Metabolismus beeinflussen (z. B. Cholesterinhaushalt,
Vitaminproduktion),
e Kulturen lebender Mikroorganismen sein,
e menschlichen Ursprungs sein,
e widerstandsfahig  gegen  technische  Prozesse und gegen
Verdauungssafte sein,
e und sie sollen die physiologische Mikroflora in einer Weise beeinflussen,

die sich positiv auf die Gesundheit des Wirtes auswirkt 2.

Im Lebensmittelbereich werden tUberwiegend Lactobazillen und Bifidobacterien
eingesetzt, im  Arzneimittelbereich auch apathogene Kolibakterien,

Enterokokken und Hefen.

1.5. Fasting-induced adipose factor (Fiaf)

Fiaf ist ein Glykoprotein, das zur fibrinogen/angiopoietin-like protein -Familie
gehort. Synonym wird Fiaf auch angiopoietin-like protein 4 (ANGPTL4) genannt.
In Mausen wird es vorwiegend in Weil3em und Braunem Fettgewebe exprimiert,
und etwas seltener in Herzmuskel, Leber, Plazenta, Keratinozyten und

389 Beim Menschen findet es sich vor allem in der Leber, im

Darm
Fettgewebe, im Darm, Gehirn und im Schilddriisengewebe *.
Fiaf wird bei Nahrungskarenz, Sauerstoffmangel und Adipozytendifferenzierung

91,92

heraufreguliert Darliber hinaus ist Fiaf in die Regulation der

Glukosetoleranz %, Angiogenese %, des Lungen- und Gelenkstoffwechsels %
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% der Krebsentstehung °¢°8, des Fettstoffwechsels %, der Wundheilung **,
Diabetes ® und der Nahrungsaufnahme °® involviert. Je nach Produktionsort
kann Fiaf eine Vielzahl an physiologischen Effekten beeinflussen, wie
Abbildung 2 zeigt.

Food -~ : ~  Proteinuria
intake ANREILS Glomular basement
membrane charge
Fatty acid ~
oxidation
SIpopRHe: ’ Maetalloproteinases
assoclation
Lipoprotein
lipase
activity \ ECM Glucose
Difterentiation binding levels and
e tolerance
Triglyceride )
clearance e
’ ephrotic
- Actin syndrome
Angiogenesis Cell adhesion
Ve vascular barrier Migration
Falt storage Sprouting
Extravasation
Anoikis Cartilage
degradation
Obesity
Diabetes
Inflammation
! | \i 7 Wound Pregnancy
CcVD healing and
Eye health Cancer factation

Abb. 2: Wichtigste Effekte von ANGPTL4/Fiaf auf den Korper. Griine, rote
und schwarze Pfeile zeigen eine Erhdhung bzw. Erniedrigung bzw. beides
(Erhéhung und Erniedrigung) an. Blaue Pfeile zeigen an, dass ANGPTL4/Fiaf
naturlicherweise mit diesen Lipoprotein-/Matrixbindungen assoziiert ist.
Bezogen auf Erkrankungen oder Organgesundheit zeigen grtine Pfeile einen
positiven Effekt und rote Pfeile einen negativen Effekt an. CVD: Cardiovascular
diseases, Kardiovaskulare Erkrankungen; ECM: Extracellular Matrix,
extrazellulare Matrix. ***

Zuerst wurde Fiaf als ein Zielgen der nukledren Rezeptoren Peroxisome
proliferator-activated receptor alpha und gamma (PPARa und PPARYy), welche
den Lipidmetabolismus in der Leber und dem Weil3en Fettgewebe lenken,
identifiziert *°. Dann zeigte sich, dass Fiaf den TAG-Spiegel im Blut erhéht, was

aus einer Hemmung der LPL durch Fiaf folgt (Abbildung 3) *®°.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Zusammenwirkung von
Mikroorganismen und Fiaf auf den Fettstoffwechsel. Einerseits
unterdriicken die Mikroorganismen des Darms Fiaf, was zur Steigerung der
LPL-Aktivitat fuhrt (a). Andererseits fermentieren sie die fir den menschlichen
Darm unverdaulichen Polysaccharide zu Monosacchariden. Diese werden
absorbiert und induzieren in der Leber die de-novo-Lipogenese (b).
ChREBP=carbohydrate response element binding protein, SREBP1=sterol
regulatory element binding protein, TG=Triglyceride (aus *°).

Eine besondere Eigenschaft des intestinalen Fiaf-Rezeptors ist seine
Beeinflussung durch die Darmflora *%. Die Fiaf-Expression ist bei Mausen mit
normaler Darmflora deutlich reduziert, verglichen mit KF-Mausen.
Konventionalisierung der KF-Mause flihrt ebenfalls zu einer Reduzierung des
Fiaf-Rezeptors. Somit kann die erhéhte Anzahl intestinaler Fiaf-Rezeptoren KF-
Mause vor diatinduzierter Adipositas schitzen (abhéngig von der Art der HF-
Diat). Dies geschieht durch die Induktion des peroxisome proliferator-activated
receptor-y co-activator-la (PPARGC1A), indem Gene des Stoffwechsels
reguliert werden 8%, Die gastrointestinalen Mikroorganismen kénnen die Fiaf-
Expression direkt oder indirekt Uber die Darmepithelzellen beeinflussen. Man
hat einige mikrobielle Stoffwechselprodukte wie kurzkettige Fettsdauren (SCFA,
short chain fatty acids) und Wasserstoffperoxid (H.O,) identifizieren kbnnen, die

in der Lage sind, Signalwege in intestinalen Zellen zu beeinflussen *°7%.
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Andere Arbeitsgruppen fanden heraus, dass Fiaf die Angiogenese beeinflussen
kann: in hypoxischen Geweben wird die Expression von Fiaf erhoht, was
vermutlich Giber den hypoxia-inducible factor 1a (HIF-1a) geschieht ***%°. Auch
in bestimmten Tumoren, genauer im hypoxischen Bereich um die nekrotischen
Zellen herum, wird Fiaf exprimiert *. Die Angiogenese-beeinflussende Rolle
von Fiaf ist allerdings nicht ganz klar, da es auch Studien gibt, die eine anti-

angiogene Funktion von Fiaf beschreiben *°.

1.6. Ziel der vorliegenden Arbeit

Backhed, Gordon et. al zeigten, dass urspringlich keimfrei gehaltene Mause,
die mit der Darmflora konventionell aufgezogener Mause kolonisiert wurden,
signifikant an Gewicht zunahmen. Man fand heraus, dass dies mit einer
verstarkten Unterdriickung des Fiaf-Rezeptors in der Darmwand der Mause
zusammenhing *.

B. adolescentis ist ein prominenter Vertreter der normalen Bifidusflora im Darm.
In Vorversuchen zu dieser Arbeit zeigte sich, dass Mause, denen das
Probiotikum B. adolescentis mit dem Trinkwasser verabreicht wurde, mehr
Gewicht zunahmen als die anderen Mause, denen die Probiotika B. vulgatus
mpk, E. coli mpk, E. coli NISSLE verabreicht wurden, oder die Kontrollgruppe
(keine Supplementierung).

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss des Probiotikum B. adolescentis auf den
Fettstoffwechsel in vivo bei BL/6-Mausen zu Uberprifen und ob B. adolescentis
in vitro einen messbaren Einfluss auf die Proliferation der Praadipozyten 3T3-L1
hat.

Um dies herauszufinden bekamen die Mause Uber einen definierten Zeitraum
B. adolescentis mit dem Trinkwasser verabreicht. Regelm&Rig wurde
gemessen, ob die Tiere im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe ein hdheres
Korpergewicht aufwiesen. Nach Totung der Tiere wurde untersucht, ob die
Gewichtszunahme auch mit einer Leberverfettung einherging. Zuséatzlich wurde
geprift, ob die Anzahl der Fiaf-Rezeptoren in der Darmwand der Mause
zugenommen hat, und das Blut wurde auf fettstoffwechselspezifische Werte hin

untersucht.
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Einleitung

Die Praadipozyten 3T3-L1 wurden Uber einen definierten Zeitraum mit
Uberstanden inkubiert, die von Mode K-Zellkulturen stammten, welche zuvor
mit B. adolescentis behandelt wurden. Die Uberstande waren je nach
Versuchsansatz unterschiedlich konzentriert. Nach einem definierten Zeitraum

wurden die ausdifferenzierten Zellen gezéhlt, um Ruckschlisse auf die

Proliferation zu ziehen.
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2. Material und Methoden
2.1. Material
2.1.1. Mause

Fur die in vivo-Versuche wurden C57 BL/6-Mause von Harlan Winkelmann
(Erstzichter: Little 1921) verwendet. Sie waren unter spezifisch pathogenfreien
(SPF) Bedingungen in separat ventilierten Kafigen (isolated ventilated cages;
IVC) in der Tierhaltung der Universitat Tubingen untergebracht. Sie erhielten
Standardfutter.

Die Versuche erfolgten nach dem Tierschutzgesetz und unterlagen lediglich der
Anzeigepflicht.

Fur die Vorversuche mit Bacteroides vulgatus mpk, Escherichia coli mpk,
Escherichia coli NISSLE und B. adolescentis wurden fiinfmal vier Mause
verwendet.

Fur den Hauptversuch mit B. adolescentis wurden zweimal funf weibliche

Mause verwendet, die zu Beginn der Versuche sechs Wochen alt waren.

2.1.2. Zellen
2.1.2.1. 3T3-L1-Zellen

Die Zelllinie 3T3-L1 (American Type Culture Collection, Katalognummer CL-
173) ist eine murine Fibroblastenzelllinie, die urspringlich aus
Méauseembryonen gewonnen wurde. Die Verdopplungszeit betragt 14 Stunden.
L1 ist eine fortlaufende Unterrasse der 3T3 (Swiss albino), die durch klonale
Isolierung entwickelt wurde. Bei dieser murinen Fibroblastenzelllinie kommt es
zu einer schnellen Zellteilung bis zur Konfluenz, bei welcher der Zellkontakt
eine weitere Zellteilung verhindert. Die Zellen durchlaufen nach der Konfluenz
eine Umwandlung von Praadipozyten zu einem adipozytenvergleichbaren
Stadium. Diese Ausdifferenzierung kann durch Zugabe von Insulin,
Dexamethason (DEXA) und 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) wesentlich
beschleunigt und gesteigert werden. Fur die Darstellung der Fettvakuolen hat
sich die fettspezifische Einfarbung mit Oil Red O bewahrt, da Oil Red O
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spezifisch Triglyceride und Cholesterinester farbt, jedoch keine anderen
Fette .

Es ist fur die Ausdifferenzierung der 3T3-L1-Zellen nétig, verschiedene fotale
oder neonatale Kalberseren zu testen, da der Differenzierungserfolg bei
Verwendung unterschiedlicher Chargen quantitativ sehr variieren kann. Nach
grandlicher Austestung verschiedener Seren von unterschiedlichen Firmen hat
das in unserem Hause vorhandene fotale Kéalberserum (Sigma-Aldrich, F7524,

Lot 085K3397) die gewiinschten Erfolge gezeigt.

2.1.2.2. Mode K-Zellen

Mode K-Zellen sind immortalisierte Darmepithelzellen, die aus dem Dinndarm
von Mausen gewonnen wurden. Dass diese Zellen die ph&notypischen und
funktionellen Eigenschaften von Dinndarmzellen aufweisen, konnte in einer
Studie von Vidal et al. im Jahr 1993 zum ersten Mal gezeigt werden **2.

In dieser Arbeit wurden Mode K-Zellen verwendet, um Uberstande fir die

Experimente mit 3T3-L1-Zellen zu gewinnen (siehe Abbildung 5).

2.1.3. Bakterien
2.1.3.1. Bifidobakterium adolescentis

Bifidobakterium adolescentis (DSMZ 20086) ist ein Bakterium, das zu den
probiotischen Bakterien gezahlt wird und zur Familie der Bifidobacteriacae
gehort (Actinobakterien). Es ist ein grampositives, Milchsédure produzierendes
Stabchenbakterium, welches urspringlich aus dem adulten, humanen

Intestinum isoliert wurde %3

2.1.3.2. Bacteroides vulgatus mpk, Escherichia coli mpk und Escherichia
coli NISSLE

Bacteroides sind gramnegative, anaerobe, stabchenférmige Bakterien, die zur
Klasse der Bacteroidetes gehtéren. Sie sind an  zahlreichen

Stoffwechselaktivitditen im Darm beteiligt und produzieren unter anderem
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kurzkettige Fettsauren. Es wird auch ein Zusammenhang zwischen der
Entstehung von chronisch entztindlichen Darmkrankheiten und einem Anstieg
von Vertretern der Klasse Bacteroidetes diskutiert **°**8,

Vertreter der Gattung Escherichia sind gramnegative Stabchen aus der Familie
der Enterobacteriaceae und Teil der normalen Darmflora. Sie sind fakultativ
anaerob und gewinnen Energie sowohl aerob durch Atmung als auch anaerob
durch gemischte Sauregéarung. Escherichia coli (E. coli) ist fakultativ pathogen
und kann unter anderem Harnwegsinfekte, Peritonitis und andere Infektionen
hervorrufen **.

E. coli NISSLE ist ein weiterer Vertreter der Gattung Escherichia. Es handelt
sich hierbei um einen apathogenen Kommensalen mit dem Serotyp O6:K5:H1,
der wahrend des Ersten Weltkriegs vom Militararzt Alfred Nissle aus dem Stuhl
eines Soldaten isoliert wurde, welcher im Gegensatz zu seinen Kameraden
keine Enterocolitis entwickelte. E. coli NISSLE 1917 ist unter dem Namen
Mutaflor® zur Rezidivprophylaxe der Colitis ulcerosa oder zur Behandlung der
Diarrho bei Sauglingen, Kleinkindern und Kindern zugelassen >4,

Die kommensalen Bakterienstdmme E. coli mpk und Bacteroides vulgatus (B.
vulgatus) mpk wurden urspringlich aus dem Faces einer spezifisch
pathogenfreien (SPF) II-2 -/- Maus isoliert *?2.

Die verwendeten Bakterienstdimme werden in Tabelle | aufgelistet, ebenso ihre

Herkunft.
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Tabelle I: verwendete Bakterienstamme und ihre Herkunft.

Bakterienstdmme Herkunft

Escherichia coli  mpk

. (152)
(E. coli mpk)
Bacteroides vulgatus
mpk (B. vulgatus (152)
mpk)
Escherichia coli Ardeypharm, Herdecke;

Deutsche Stammsammlung
NISSLE 1917 (EcN) (DSM) 6601
Bifidobakterium
_ DSMZ 20086

adolescentis

2.1.4. Mikroskop und Software

e HAL 100, Zeiss (Mikroskop Zellkulturfotografien)

e Palm® Robo V3,0 (Software Zellkulturfotografien)

e GeneAmp®5700 (gRT-PCR, TagMan)

e GraphPad Prism 5 (Software fur Statistik und Grafiken)

2.1.5. Zusammensetzung der Medien, Puffer und Lésungen
2.1.5.1. Zellkulturen

Kultivierungsmedium K1:
DMEM (= Dulbecco's Modified Eagle Medium) mit 4,5 g/l D-Glukose, Gibco
mit den Supplementen:
e 10 % Fotales Kalberserum, Sigma-Aldrich (30 min bei 56°C inaktiviert)
e Glutamin 1:100, Gibco
e Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) 1:100, Gibco

Differenzierungsmedium D1:
DMEM (= Dulbecco's Modified Eagle Medium) mit 4,5 g/l D-Glukose, Gibco
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mit den Supplementen:

10 % Fotales Kélberserum, Sigma-Aldrich (30 min bei 56°C inaktiviert)
Glutamin 1:100, Gibco

Pen/Strep 1:100, Gibco

400 nM Insulin, Sigma 10516

1 mM IBMX, Sigma 17018

1 uM DEXA, Sigma D4902

Differenzierungsmedium D2:
DMEM (= Dulbecco's Modified Eagle Medium) mit 4,5 g/l D-Glukose

mit den Supplementen:

10 % Fotales Kalberserum, Sigma-Aldrich (30 min bei 56°C inaktiviert)
Glutamin 1:100, Gibco

Pen/Strep 1:100, Gibco

100 nM Insulin, Sigma 10516

Einfriermedium:

90 % Fotales Kalberserum, Sigma-Aldrich (30 min bei 56°C inaktiviert)
10 % Dimethylsulfoxid (DMSO), Roth

Sonstiges:

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Trypsin, Gibco
Phosphat-buffered saline (PBS), Gibco
Trypanblau 0,4 %, Gibco, wird fur die Zellzahlung/den Vitaltest 1:5 mit

Aqua destillata (Aqua dest.) verdinnt

2.1.5.2. Bakterien

Medium 58 (DSMZ)

Luria-Bertani (LB)-Medium (Becton Dickinson, Heidelberg)
Brain-heart (BH)-Medium mit Leberstiickchen (Merck, Darmstadt)
autoklaviertes Trinkwasser

Einfriermedium: LB-Medium + 20 % Glyzerin
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Sonstiges:

e Anaerobierbeutel (Anaerob®, Oxoid)

2.1.5.3. Oil Red O-Farbung

e Oil Red O, Sigma 00625

e 99 % Isopropylalkohol (2-Propanol)

e 60 % Isopropylalkohol (2-Propanol), mit vollentsalztem (VE-) Wasser
verdinnt

e PBS, Gibco

e 10 % Formaldehydlésung, aus 37 %-iger Formaldehydlésung mit PBS
verdinnt

e Aqua dest.

° Mowiol®, Merck Biosciences

2.1.5.4. RNA-Isolation / gRT-PCR / TagMan

RNA-Isolation
¢ RNAeasy Kit, Qiagen
e 1 % B-Mercaptoethanol, Sigma
e 70 % Ethanol
¢ RNeasy MinElute Spin Column, Qiagen

cDNA-Synthese
e Wipeout Puffer, Qiagen
e Quantiscript Kit, Qiagen

¢ RNaseout, Invitrogen

TagMan
e Thermo Fast 96 PCR-Plates, PeglLab
e Optical Adhesive Cover Starter Kit

¢ RoxReferenceDye, Invitrogen
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e Platinum gPCR Super Mix UDG, Invitrogen
e Primer (Assay-on-demand), Applied Biosystems, siehe Tabelle Il

e Millipore-H,0, autoklaviert

Tabelle II: verwendete Primer fir die gRT-PCR

Gen Assaynummer
Angptl4 | Mm 00480428 g1

Gapdh Mm 99999915 g1

2.2. Methoden
2.2.1. Mause
2.2.1.1. Versuchsablauf

Zu Beginn des Experiments wurden die M&ause erstmalig gewogen. Danach
wurden die Tiere der Versuchsgruppe drei Tage lang mit 1g
Streptomycin/200 ml autoklaviertem Trinkwasser behandelt, um die spatere
Besiedlung des Darms mit dem Probiotikum zu erleichtern. An Tag 4 wurde das
Trinkwasser mit B.adolescentis anstelle von Streptomycin supplementiert. Alle
drei bis vier Tage wurden sowohl die Mause als auch ihr Futter gewogen, und
sie bekamen frisches, mit den Bakterien supplementiertes, Trinkwasser.

Die Kontrollmause bekamen ausschlief3lich normales Trinkwasser. Der Versuch
lief 98 Tage lang.

An Tag 97 wurden die Mause abends in einen frischen Kéfig gesetzt, und das
Futter wurde entnommen. Sie mussten dann 16 Stunden ntchtern sein.

An Tag 98 wurden sie ein letztes Mal gewogen und der Blutzucker mittels
Blutzuckerstix (Accu-Check® Sensor) ermittelt. Nach der Blutzuckermessung
wurden die Mause mittels CO,-Inhalation getétet. AnschlieRend wurden Fotos
vom Bauchfett gemacht, vor und nach der Prdparation. Dann wurde es
gewogen. Danach entnahm man Herzblut, Leber und Dinndarm fir weitere

Untersuchungen:
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e Herzblut: Messung von Insulin, freien Fettsauren, Triglyceriden und
Cholesterin im Serum

e Leber: laboranalytische Ermittlung des Verfettungsgrades anhand der
Parameter Triglyceride, Cholesterin und Gesamteiweil3 (Gesamteiweild
als Vergleichswert) im Lebergewebe

e Dunndarm: Ermittlung der quantitativen Auspragung von Fiaf durch gRT
PCR

2.2.1.2.Vorversuch

Fur den Vorversuch zu dieser Arbeit wurden insgesamt 20 Mause verwendet.
Wie in 2.2.1.1. beschrieben, wurden auch diese Mause zu Beginn drei Tage
lang mit 1 g Streptomycin/200 ml autoklaviertem Trinkwasser behandelt. Am
vierten Tag bekamen jeweils vier Mause B.adolescentis, B. vulgatus mpk, E.
coli mpk, bzw. E. coli NISSLE ins Trinkwasser. Die vier Mause der
Kontrollgruppe bekamen nur autoklaviertes Trinkwasser. Alle Tiere wurden

regelmafig gewogen. Der Vorversuch wurde am 68. Tag beendet.

2.2.1.3. Serumanalyse

Direkt aus dem Herz der Tiere wurde 1,5 ml Blut entnommen und 30 Minuten
bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach wurde es bei Raumtemperatur
und 14.000 g 10 Minuten lang zentrifugiert. Das Serum wurde dann bei — 80 °C
gelagert.

Spater wurden die Parameter Insulin, freie Fetts&uren, Triglyceride, Cholesterin
und Gesamteiwei3 im Serum im Labor PD Dr. med. Andreas Peter der

Medizinischen Klinik 1V des Universitatsklinikums Tubingen ermittelt.

2.2.1.4. Laboranalyse des Lebergewebes

Die Analyse des Lebergewebes bezlglich der Parameter Triglyceride,
Cholesterin und Gesamteiweild wurde im Labor PD Dr. med. Andreas Peter der

Medizinischen Klinik 1V des Universitatsklinikums Tubingen durchgefuhrt.
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2.2.1.5. Quantitative Messung von Fiaf-Rezeptoren

2.2.1.5.1. RNA Isolation

Die RNA-Isolation beruht auf der Bindung der RNA an eine Silikamembran, auf
der die RNA in mehreren Waschschritten gereinigt und anschlie3end eluiert
wird. Die RNA aus Dunndarmmukosa wurde mit Hilfe des RNAeasy Kits
(Qiagen) isoliert.

Die Mucosa wurde aus dem préaparierten und gesauberten Dinndarm vorsichtig
abgeschabt, in 350 yl RLT-Puffer (Qiagen) + 1 % (B-Mercaptoethanol (Sigma)
aufgenommen und sofort auf Eis gestellt, um sie spater bei -80 °C zu lagern.
Nach dem Auftauen wurde noch mal 350pul RLT-Puffer+ 1% -
Mercaptoethanol dazugegeben.

Um die Zellen gut zu lysieren musste das Gewebe durch Kanilen der Grof3e
20G, 24 G und 27 G gezogen werden. Nach Zugabe von 70 % Ethanol
(Verhaltnis RLT:Ethanol = 1:1) wurde die Probe resuspendiert, auf zwei Proben
verteilt, und jeweils auf eine RNeasy MinElute Spin Column (Qiagen) gebracht.
Die Saule wurde fur 20 Sekunden bei 8000 g abzentrifugiert und der Durchfluss
verworfen. Nach Zugabe von 700 ul RW1-Puffer auf die Saule wurde diese fir
20 Sekunden bei 8000 g gewaschen. Die Saule wurde in ein frisches
Reaktionsgefal® Uberfuhrt und zweimal nacheinander jeweils mit 500 ul RPE-
Puffer beladen und fir 20 Sekunden bei 8000 g gewaschen. Anschliel3end
konnte die Silikamembran fur 1 Minute bei 14000 g getrocknet werden.

Die Elution der RNA mit 100 pl RNase-freiem Wasser erfolgte fur 1 Minute bei
8000 g. Um die Ausbeute zu erhohen, wurde das Eluat erneut auf die Saule

gegeben und fiir 1 Minute bei 8000 g abzentrifugiert *2°.
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2.2.1.5.2. RNA-Quantifizierung

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte photometrisch mit dem UV-
Spektrometer. Hierzu wurden die RNA-Proben 1:10 mit H,Oges; Verdinnt und
die Absorption bei 260 nm (A260) und 280 nm (A280) bestimmt. Der Quotient
A260/A280 erlaubt eine Aussage Uber den Reinheitsgrad der RNA. Hochreine

RNA besitzt einen Quotienten von 1,8 - 2,1 1%,

2.2.1.5.3. Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Die einzel- oder doppelstrangige Kopie eines RNA-Molekils bezeichnet man
als komplementare DNA (complementary DNA; cDNA). Fur die Synthese der
cDNA benétigt man eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, die reverse
Transkriptase, die die RNA als Matrix fur die Synthese eines DNA-Strangs
verwendet. Zunachst entsteht hierbei ein RNA/DNA-Hybridmolekdil. Die reverse
Transkriptase bendtigt fur die Strangsynthese kurze, doppelstrangige
Nukleinsaurebereiche, die sich in Form von Hexanukleotiden an die RNA
anlagern und an deren 3’-Ende die reverse Transkriptase binden kann. Da
genomische DNA in der PCR genauso amplifiziert werden wirde, muss diese
vor der reversen Transkription durch Zugabe von DNase eliminiert werden.

Dies erfolgte mit 2 ul gDNA wipeout Puffer (Qiagen) + 12 ul RNA fur 2 Minuten
bei 42 °C. Anschlieend wurde die Reaktion auf Eis gestoppt. Die reverse
Transkription der isolierten RNA wurde mit dem Quantiscript Kit (Qiagen) laut
Herstellerangaben durchgefihrt (Tabelle 111) und erfolgte fir 30 Minuten bei 42
°C, dann wurde die Reaktion fur 3 Minuten bei 95 °C gestoppt. Die nicht
umgeschriebene, restliche RNA wurde mit 1 pl RNaseout (Invitrogen) versetzt
und bei -80 °C gelagert.

Die cDNA konnte fur die gRT-PCR-Analyse verwendet oder bei -20 °C gelagert

werden %,
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Tabelle lll: PCR-Ansatz fur die reverse Transkription

Reagenz Volumen pro Ansatz
5x Quantiscript RT Puffer 4,0 ul
RT Primer Mix 1,0 ul
Template RNA + gDNA wipeout 14,0 pl
Quantiscript Reverse Transkriptase 1,0 pl
Endvolumen pro PCR Ansatz 20,0 pl

2.2.1.5.4. Quantifizierung spezifischer mRNA mittels quantitativer RT PCR
Die quantitative real time PCR (gRT-PCR) erlaubt die gleichzeitige
Amplifizierung und Quantifizierung der zu untersuchenden Sequenz. Die
Quantifizierung erfolgt hierbei mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen wahrend
bzw. am Ende eines PCR-Zyklus. Die Analyse erfolgt mit spezifischen
TagMan®-Sonden, die am 3’-Ende einen Quencher (TAMRA; 6-Carboxy-
Tetramethyl-Rhodamin) und am 5-Ende mit einem  Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff (FAM; 6-Carboxy-Fluorescein) markiert sind. Wahrend des
PCR-Zyklus baut die Tag-Polymerase aufgrund ihrer 5’-3’ Exonukleaseaktivitat
das 5’-Ende der Sonde ab, woraufhin die Fluoreszenz des Reporters nicht mehr
durch den Quencher unterdriickt wird und gemessen werden kann. Die relative
Quantifizierung erfolgte durch ein konstitutiv exprimiertes Gen (hier: GAPDH,;
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase).

Der Quotient Targetgen / Referenzgen diente der Normalisierung der Proben.
Mit den Proben wurden 1:10 Verdinnungen fur die Standardkurve hergestellt
(1; 0,1; 0,01; 0,001). 5 pl Probe bzw. Standardverdinnungen wurden in eine
Thermo Fast 96PCP Platte (PeglLab) pipettiert. Von jeder Probe wurden
Duplikate gemessen. Zu den Proben und Standardverdinnungen wurden dann
15 ul Mastermix (Tabelle 1) mit den entsprechenden Primern pipettiert (Tabelle
I), die Platte mit Folie (Applied Biosystems) verschlossen und bei 1000 g fur
1 Minute zentrifugiert. Die Analyse erfolgte am GeneAmp 5700 (Applied

Biosystems) mit dem in Tabelle V aufgefiihrten Cyclerprogramm *23.

40



Material und Methoden

Tabelle IV: gRT-PCR-Ansatz

Reagenz (Invitrogen) Volumen pro Ansatz
Millipore-H,O 3,6 ul

TagMan Super Mix 10,0 pl

Rox Reference Dye 0,4 ul

Assay on demand 1,0 pl

(Primer; Applied Biosystems)

cDNA 5,0 ul

Endvolumen pro PCR Ansatz 20,0 pl

Tabelle V: Thermocyclerprogramm fur gRT PCR.

Thermocyclereinstellungen
50 °C 120 sek
95 °C 600 sek
[I: 95 °C 15 sek
60 °C 60 sek II: 48
Zyklen
4°C o0

2.2.2. Zellkulturen
2.2.2.1. Allgemeine Kulturbedingungen

Die Zellen beider Zellarten wurden in 175 cm?- Zellkulturflaschen im
Brutschrank bei 37°C, 5 % CO, sowie 95 % relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer sterilen
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Arbeitsbank durchgefiihrt *241%°,

2.2.2.2. Auftauen, Kultivieren und Kryokonservierung der 3T3-L1- und
Mode K-Zellen

Nach dem zigigen Auftauen der Zellen beider Arten (Wasserbad, 37 °C)
wurden diese in 10 ml Kultivierungsmedium K1 aufgenommen, gewaschen und
bei 400 g 5 Minuten lang zentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgesaugt
wurde, wurden die Zellen in 25 ml K1 aufgenommen und resuspendiert, um sie

danach in eine frische Zellkultur-Flasche zu geben.

Zum Splitten wurden die Zellen zunachst mit PBS gewaschen, und danach mit
5 ml Trypsin/EDTA fir ca. 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch
diese Behandlung losten sie sich vom Boden der Zellkultur-Flasche. Zum
Neutralisieren der Zellen wurden sie in 2 Vol (entspricht 10 ml) Medium K1
aufgenommen und resuspendiert. Danach wurden sie bei 400 g 5 Minuten lang
zentrifugiert, der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in frischem
Medium aufgenommen, um sie in neue Zellkulturflaschen zu verteilen. 3T3-L1-
Zellen wurden nach 2-3 Tagen eins zu vier gesplittet, Mode K-Zellen eins zu
acht.

Nachdem beide Zellarten die dritte Generation erreicht hatten wurden sie fir die
Versuche verwendet.

Mochte man 3T3-L1-Zellen noch nicht verwenden, diurfen sie nur eine
Konfluenz von 70-80 % erreichen. Dies ist normalerweise nach ca. 2 Tagen

erreicht, wenn die Zellen zuvor eins zu vier gesplittet wurden.

Fur die Kryokonservierung wurden die Zellen wie oben beschrieben vom
Zellkulturboden abgelost und danach zweimal mit Zellkulturmedium K1
gewaschen und zentrifugiert (400 g, 5 min, RT). AnschlieRend wurden sie in
das Einfriermedium aufgenommen. Die Zellen wurden in 1 ml-Aliquots auf
2 ml-Kryorohrchen verteilt und zum gleichméRigen Einfrieren (-1 °C/min) einen

Tag lang in eine vorgekihlte, mit Isopropanol gefillte Kryobox bei -80 °C
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inkubiert, bevor sie fur die langfristige Lagerung in einen Stickstofftank
bei -160 °C Uberfuhrt wurden.

2.2.2.3.3T3-L1- und Mode K-Zellen aussaen

Die Zellen wurden, wie in 2.2.2.2. beschrieben, vom Zellkulturboden abgel6st,
neutralisiert und zentrifugiert (400 g, 5 Minuten, RT). Dann wurden sie in 10 ml
Kultivierungsmedium K1 aufgenommen und resuspendiert. 10 ul der
Zellsuspension wurden mit 90 pl verdinntem Trypanblau in einer 96-Well-Platte
gemischt um eine 10-fache Verdinnung herzustellen. 10 pl dieser Verdinnung
wurden wieder mit 90 ul verdiinntem Trypanblau vermischt, fir eine 100-fache
Verdinnung. Die Zellen der beiden gefarbten Zellsuspensionen wurden
anschlieBend mit einem H&mozytometer gezahlt. Dies ist gleichzeitig ein
Vitaltest, denn tote Zellen farben sich mit Trypanblau tiefblau an. Man kann also
zwischen vitalen und toten Zellen unterscheiden und beide z&hlen.

Die Zellzahl wird mit Hilfe der folgenden Formel berechnet:

Z * F * 10* = Gesamtzahl der Zellen/ml

Z = Mittelwert der gezahlten Zellen aus vier gro3en Quadraten

F = Verdunnungsfaktor

10* = Kammerfaktor

Die Formel fiir den Vitaltest lautet:
% lebende (ungefarbte) Zellen = ungefarbte Zellen / (gefarbte + ungefarbte
Zellen) * 100

Fur die Zelldifferenzierungsversuche mit 3T3-L1-Zellen wurden 24-Well-Platten
benutzt. In jedes Well wurden 4 * 10° Zellen auf Coverslips ausgeséat. In die
Wells wurden jeweils 1 ml des Kultivierungsmediums K1 vorgelegt, und danach
wurde die entsprechende Menge Zellsuspension hinzugefugt.

Mode K-Uberstande wurden wie in 2.2.2.5. beschrieben hergestellt. Dazu

wurden 5,5 * 10° Zellen in einer groRen Zellkultur-Flasche (175 cm?) ausgesét.
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2.2.2.4. Differenzierung der 3T3-L1 Zellen

Bei einer Anfangszellzahl von 4 * 10°> Zellen/Well erreichten die 3T3-L1-Zellen
nach drei Tagen 100-prozentige Konfluenz. Nach zwei Tagen Postkonfluenz
wurde mit der Differenzierung begonnen:
Anstelle von Kultivierungsmediums K1 bekamen die Zellen dann

= ab Tag 2 Differenzierungsmedium D1 (mit 400 nm Insulin, 1 uM

DEXA und 1 mM IBMX)

=» ab Tag 4 Differenzierungsmedium D2 (mit 200 nM Insulin)
Die Reifung der Zellen erfolgte unter regelmalRigem Mediumwechsel (jeden
zweiten Tag).
Je nach Untersuchungslauf wurde an Tag 8, 12, 16 oder 20 ausgewertet
(Abbildung 4).

Aussaat 100% Medium D1 Medium D2 | Ausreifung der Zellen,
Medium K1 Konfluenz, mit/ohne mit/ohne Auswertung an
Medium K1 Uberstands- | Uberstands-
gemisch gemisch
d-3 do d2 d4 ds, d12, d16, d20
1 1 1 l !
. 3Tage | 2Tage | 2Tage | 4-16Tage |

Abb. 4: Zeitachse des Versuchsablaufs. Bei Stimulierung der 3T3-L1-Zellen
mit oder ohne Supplementierung durch Insulin, DEXA und IBMX, und in
unterschiedlichen Konzentrationen der Uberstédnde von Mode K-Zellen werden
die Zellversuche an Tag 8, 12, 16 und 20 ausgewertet.

2.2.2.5. Herstellung der Mode K-Uberstande

Mode K-Zellen wurden so ausgesat, dass sich 5,5 * 10° Zellen in einer groRen
Zellkultur-Flasche (175 cm?) befanden. Sie wurden fiir 24 Stunden in den
Brutschrank gestellt, damit die Zellen anwachsen konnten. Dann wurde das alte
Medium abgesaugt, durch 30 ml neues K1-Medium ohne Antibiotika ersetzt,
und B. adolescentis in den Konzentrationen MOI 10 bzw. MOI 50 hinzugefugt.

Nach weiteren 24 Stunden wurde der Uberstand abgenommen, bei 4000 rpm
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zentrifugiert, danach mit einem < 22 pum-Filter sterilfiltriert, und das Antibiotikum
wurde in der gewohnten Konzentration hinzugefugt. Danach wurden die
Uberstande in 50 ml-Spitzboden-Réhrchen (Falcon) alliquotiert, um sie bei

- 80 °C einzufrieren. Die eingefrorenen Uberstande wurden innerhalb von einer

bis eineinhalb Wochen fir die Versuche verwendet.

2.2.2.6. Stimulierung der 3T3-L1-Zellen mit Mode K-Uberstanden

Die zuvor mit B. adolescentis inkubierten Uberstande der Mode K-Zellen
wurden den 3T3-L1-Zellen fur die Stimulierung in den Konzentrationen 10 %,
50 % und 75 % als Mediumzusatz gegeben und werden im Folgenden als

Uberstandsgemisch bezeichnet (Abbildung 5).
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MOI 10, 50 &

Bifidobakterium
adolescentis

Mode K-Zellen 3T3-L1-Zellen,
Differenzierung zu
Adipozyten

Uberstande 10%/50% /75 %

Abb. 5: Schematische Darstellung der Herstellung von Mode K-
Uberstanden und Stimulation von 3T3-L1-Zellen. Mode K-Zellen werden mit
B. adolescentis inkubiert, die Uberstande werden gesammelt und in definierten
Konzentrationen zu den 3T3-L1-Zellen gegeben.

2.2.2.7.Versuchsablauf

Um die 3T3-L1-Zellen zu stimulieren gab es vier verschiedene
Versuchsansatze:
e Versuchsreihe mit Supplementierung durch Insulin, DEXA und IBMX:
o ab Aussaat mit Medium K1
o ab Tag 2 mit Medium D1-/Uberstandgemisch*,
o ab Tag 4 mit Medium D2-/Uberstandgemisch*
e Versuchsreihe ohne Supplementierung
o ab Aussaat mit Medium K1
o ab Tag 2 mit Medium K1-/Uberstandgemisch*,
e Positivkontrolle, d.h. mit Supplementierung durch Insulin, DEXA und
IBMX, jedoch ohne Uberstande:
o ab Aussaat mit Medium K1
o ab Tag 2 mit Medium D1
o ab Tag 4 mit Medium D2,
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e Negativkontrolle, d.h. ohne Supplementierung und ohne Uberstande;

o ab Aussaat reines Kultivierungsmedium K1

* Medium-/Uberstandgemisch von MOI 10 bzw. MOI 50 in den Konzentrationen
10%, 50% und 75%.

Die Auswertung durch Farbung mit Oil Red O, Fotografieren und Auszahlen der
Vakuolen erfolgte an Tag 8, 12, 16 und 20 (Abbildung 4). Die schematische
Anordnung der verschiedenen Versuchsanordnungen in den Wells wird in
Abbildung 6 (a) und (b) gezeigt.

MOI 10
10%
Uberstand

MOI 10
50%
Uberstand

MOI 10
75%
Uberstand

MOI 50
10%
Uberstand

MOI 50
50%
Uberstand

MOI 50
75%
Uberstand

(@)

a7

+
mit
Supplementierung
durch Insulin,
DEXA und IBMX

+
mit
Supplementierung
durch Insulin,
DEXA und IBMX

ohne
Supplementierung

ohne
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+Kontrolle | -Kontrolle

0% 0%

Uberstand | Uberstand

+
mit
Supplementierung
durch Insulin,
DEXA und IBMX

+
mit
Supplementierung
durch Insulin,
DEXA und IBMX

ohne
Supplementierung

ohne
Supplementierung

(b)

Abb. 6: Versuchsanordnung bei Stimulierung von 3T3-L1-Zellen durch
Uberstande von Mode K-Zellen, die zuvor mit B. adolescentis inkubiert
wurden (in jedem Well 4 * 10° Zellen). (a) mit Uberstandsgemisch, (b)
Positiv-/Negativkontrolle. n=2

2.2.2.8. Oil Red O Farbung bei 3T3-L1 Zellen

Um die Proliferation der Adipozyten bewerten zu kdnnen, mussten die Zellen
zunachst angefarbt werden. Die Farbung der intrazellularen Lipidvakuole mit Oil
Red O zahlt zu den Standardmethoden des Adipozytennachweises *°°. Der
Farbemechanismus basiert auf der besseren Ldslichkeit des Farbstoffes in den
Lipiden der Zelle im Vergleich zu dem verwendeten Losungsmittel (2-Propanol).
Der Farbstoff Oil Red O wird von Triglyceriden, Cholesterolester und Fettsauren
absorbiert und gelost.

In diesen Versuchen wurde die Oil Red O-Féarbung nach Shao und Lazar mit
Modifikationen von Ramirez-Zacarias et al. sowie Lillie und Fullmer
durchgefiihrt 11126:127,

Vor dem Farbevorgang wurde eine Oil Red O-Stammlésung hergestellt, indem

0,5 g Oil Red O in 100 ml 99 % Isopropylalkohol (2-Propanol) aufgelost wurden.
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Die spatere Gebrauchslosung bestand aus sechs Teilen Stammlésung und vier
Teilen Aqua dest.

Die frisch hergestellte Gebrauchslésung wurde unter Rihren 24 Stunden
inkubiert und vor jedem Gebrauch mit Whatmann-Papier filtriert. Im
Kuhlschrank ist die Gebrauchslosung bis zu vier Tage lagerbar.

Die adharenten Monolayerkulturen der 3T3-L1 Adipozyten wurden vor dem
Farben dreimal mit PBS gewaschen. Danach wurde 1 ml 60-prozentiger 2-
Propanol fur zwei Minuten auf die Wells gegeben. Die Zellen wurden fir eine
Stunde mit 10-prozentiger Formaldehydlésung bei Raumtemperatur fixiert.
Danach wurden sie einmal mit PBS gewaschen und fur 15 Minuten mit
1 mli/Well frisch filtrierter Gebrauchslésung inkubiert. Die Zellen wurden
anschlieBend zweimal fir jeweils 15 Minuten mit Aqua dest. gewaschen.
Danach wurde 1 ml 60-prozentiges 2-Propanol fur eine Minute auf die Wells
gegeben, um den Zellrasen von méglichen Farbresten zu reinigen ***. Um die
gefarbten Zellen vor Austrocknung zu schitzen, und fir das kurzfristige
Mikroskopieren, wurde jeweils 1 ml PBS in die Wells gegeben. Die Adipozyten
waren unter dem Mikroskop durch kraftig rot gefarbte intrazellulare

Lipidvakuolen zu erkennen (Abbildung 7).

(@) (b) ()

Abb. 7: 3T3-L1-Zellen unter dem Mikroskop. (a) undifferenziert, ungefarbt.
10-fache VergrofRerung (b) differenziert, ungefarbt. 20-fache VergroéRerung (c)
differenziert, mit Oil Red O gefarbt. 40-fache Vergrol3erung

Fur die Eindeckelung wurden die Coverslips mit Pinzetten vorsichtig aus den
Wells gehoben und mit Mowiol® auf Objektglasern fixiert.
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2.2.2.9. Auswertung des Differenzierungsgrades

Die eingedeckelten Zellen wurden unter dem Mikroskop fotografiert. Von jedem
Préaparat wurden jeweils zwei Fotos aus dem Randbereich und eines aus der
Mitte in 20-facher Vergro3erung aufgenommen. Die Ausschnitte waren dabei
rechteckig und 50000 pm? groR.

Diese Bilder wurden spater ausgedruckt und die rot gefarbten Vakuolen
gezahlt. Aus den drei Bereichen eines Praparates wurde der Mittelwert

errechnet und fur die Auswertung verwendet.

2.2.3. Bakterien
2.2.3.1. Bakterienkultur und Infektion der Zellkulturen und Mause

B. vulgatus mpk und B. adolescentis wurden unter anaeroben Bedingungen im
Brutschrank bei 37 °C kultiviert.

Nach dem zugigen Auftauen bei 37 °C im Wasserbad wurden sie in Brain-heart
(BH)-Medium mit Leberstickchen angeimpft und zwei Tage anaerob bei 37 °C
bebriitet. Dann konnte die Bifidobakteriensuspension in 50 ml Medium 58, und
die Bacteroidessuspension in 50 ml Brain-heart Medium Uberimpft werden, und
weitere ein bis zwei Tage anaerob bei 37 °C bebritet werden.

E. coli mpk und E. coli NISSLE wurden in LB-Medium angeimpft und aerob bei
37 °C bis zur Wachstumsphase (Log-Phase) inkubiert.

Die Bakterien wurden anschliel3end bei 4000 g fur finf Minuten zentrifugiert und
mit PBS gewaschen.

Fur die Zellkulturexperimente mit B. adolescentis wurde dann die ODgoo in PBS
bestimmt, wobei eine ODggo von 1 einer Konzentration von ~ 5 x 10® Bakterien
pro ml entspricht. Die Bakterien konnten anschlie3end in der gewiinschten MOI
(multiplicity of infection) in die Zellkulturen gegeben werden.

Fir die orale Gabe im Trinkwasser der Mause wurden die Bakterien nach der
Bebritung abzentrifugiert, um sie in 200 ml autoklaviertem Trinkwasser

aufzunehmen.

50



Material und Methoden

2.2.3.2. Kryokonservierung von Bakterien

6 ml Ubernachtkulturen der Bakterien wurden bei 4000 g fur finf Minuten
abzentrifugiert, einmal mit 10 ml PBS gewaschen und das Pellet in LB-
Medium + 20 % Glyzerin resuspendiert. Die Aliquots wurden bei —80 °C

gelagert.

2.2.4. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem zweiseitigen Student t Test oder
dem ONEWay-ANOVA (Posttest Bonferroni). Die Differenz von Werten mit p <

0,05 wurde als statistisch signifikant festgelegt.
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3. Ergebnisse
3.1. Mause
3.1.1. Vorversuch

3.1.1.1. Gewichtszunahme bei BL/6 Mausen unter Gabe von B. adolescentis im
Vergleich zur Gabe von E. coli mpk, E. coli NISSLE, B. vulgatus sowie

im Vergleich zu einer Kontrollgruppe

In Vorversuchen zu dieser Arbeit untersuchte Frau Frauke Effinger ob Mause, die
das Probiotikum B. adolescentis Uber das Trinkwasser verabreicht bekamen, mehr
Gewicht zunahmen als Mause, die E. coli NISSLE, Bacteroides vulgatus oder E.coli
mpk bekamen. Die vier Gruppen wurden mit einer Kontrollgruppe verglichen, in der
die Tiere lediglich autoklaviertes Trinkwasser erhielten. Uber die Versuchszeit von 68
Tagen wurden die Tiere 20-mal gewogen.

Fragestellung 1: Ist die Gewichtszunahme bei Mausen, denen B. adolescentis Uber
das Trinkwasser verabreicht wurde, signifkant gro3er als bei den anderen Mausen?
Abbildung 8 zeigt die Gewichtszunahme der Mausegruppen von Tag 1 bis Tag 68 in

Form von Regressionsgeraden.

N
ik

Mittel Kdérpergewichtin g
N
o
L

[EnY
(€3]

20 40 60
Tage

o

Kontrolle (=nur Wasser)
E.coli NISSLE

B. vulgatus

—— B. adolescentis

E. coli mpk

Abb. 8: Regressionsgeraden des mittleren Korpergewichts von Tag 1 bis

Tag 68. Mittelwerte, jeweils n = 4. Mause mit B. adolescentis erreichten am Ende der

Versuchsreihe (nach Tag 50) die hdchsten Werte von allen Mausen. lhre
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Regressionsgerade startet von einem relativ niedrigen Ausgangsniveau, dabei
verlauft sie von allen Gruppen am steilsten, und ihre Steigung unterscheidet sich als
einzige signifikant von anderen Gruppen. Die Regressionsgerade zweier anderer
Versuchsserien (Kontrolle und E. coli mpk) liegen anfanglich héher als die Linie von
B. adolescentis.

Das Gewicht von Mausen mit E. coli NISSLE war an allen Tagen am niedrigsten.

** p<0,001 (B. adolescentis verglichen mit E. coli NISSLE und B. vulgatus).

Abbildung 9 gibt die Mittelwerte und ihre 95 %-Vertrauensbereiche fur die
durchschnittichen Gewichte der Mause am letzten Tag der Versuchsreihe an.
Aufgrund der geringen StichprobengrofRe (n=4 in allen 5 Gruppen) ergeben sich am

letzten Tag keine signifikanten Gewichtsunterschiede (p=0,3).
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Abb. 9: Durchschnittliches Gewicht der Mause am letzten Tag der
Versuchsreihe. Mittelwerte mit Standardabweichung, jeweils n =4. Mause mit B.
adolescentis wiesen an Tag 68 die hdchsten Gewichtswerte von allen auf. Es zeigten
sich keine signifikanten Gewichtsunterschiede.
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3.1.2. Hauptversuch

3.1.2.1. Gewichtszunahme bei BL/6 Mausen unter Gabe von B. adolescentis im

Vergleich zu einer Kontrollgruppe

In dem 98 Tage laufenden Versuch wurden zwei Mausegruppen zu je funf Tiere
verglichen. FUnf Mause bekamen B. adolescentis liber das Trinkwasser verabreicht,
die anderen funf Mause fungierten als Kontrollgruppe, in der die Tiere Trinkwasser
ohne spezifische Anreicherung durch bestimmte Bakterien bekamen.

Fragestellung 2: Nehmen Mause, die mit dem Bifidobakterium B. adolescentis
behandelt wurden (im Folgenden auch ,B. adolescentis-Mause® genannt), signifikant
mehr Gewicht zu als die Mause aus der Kontrollgruppe (im Folgenden auch

.Kontrollmause“ genannt)?

Bezug ist das Endgewicht im Hauptexperiment am Tag 96 (Ende der Versuchsreihe),
da an Tag 98 das Gewicht nach 16 Stunden Fasten stark erniedrigt ist.

Die prozentuale Gewichtszunahme im Versuchsverlauf (98 Tage) ist in Abbildung 10
dargestellt. Mit zunehmender Versuchsdauer werden die Unterschiede zwischen
Kontroll- und Versuchsgruppe grofier.
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Verlauf Gewichtszunahme
40+

Gewichtszunahme in %
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Abb. 10: Verlauf der mittleren, prozentualen Gewichtszunahme beider
Mausegruppen, von Tag 0 bis Tag 98. Dazugehdrige Regressionsgeraden von
Tag O bis Tag 96. Mittelwerte, jeweils n = 5. Beide Regressionsgeraden starten von
einem ahnlichen Ausgangsniveau, die Regressionsgerade von B. adolescentis-
Mausen verlauft jedoch steiler als die der Kontrolliméuse (R? Kontrolle = 0,838, R® B.
adolescentis = 0,8952). Die Steigungen unterscheiden sich signifikant voneinander.

*, p=0,025.

Abbildung 11 und 12 zeigen die sehr &hnlichen Mittelwerte von Gewicht und
Gewichtszunahme (in %) an Tag 96.
Signifikante Unterschiede zwischen Kontroll- und Versuchsgruppe konnten weder

beim absoluten Gewicht noch bei der prozentualen Gewichtszunahme ermittelt
werden.
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Korpergewicht absolut d 96
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Abb. 11: Absolutes Korpergewicht an Tag 96. Mittelwerte  mit

Standardabweichung, jeweils n=5. Es st kein signifikanter Unterschied
nachweisbar.
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Abb. 12: Prozentuale Gewichtszunahme bis Tag 96. Mittelwerte mit
Standardabweichung, jeweils n=5. Es st kein signifikanter Unterschied
nachweisbar.

3.1.2.2. Futterverbrauch

Das Futter wurde an 31 Tagen gewogen und der Verbrauch der Gruppen
untereinander verglichen.
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Fragestellung 3: Ist der Futterverbrauch in beiden Gruppen gleich oder in einer der

beiden Gruppen erhoht?

Uber die gesamte Versuchsdauer bestehen keine signifikanten Unterschiede:
Kontroll-M&use verbrauchten im Schnitt 14,41 g Futter pro Tag, B. adolescentis-
Méause verbrauchten durchschnittlich 14,72 g Futter pro Tag.

Abbildung 13 zeigt den Verlauf des Futterverbrauches.

Futterverbrauch/Tag - Mittelwerte
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Abb. 13: Verlauf Futterverbrauch bis Tag 96. Mittelwerte, jeweils n=5.
Signifikante Unterschiede im Futterverbrauch ergeben sich nicht. p=0,74

3.1.2.3. Bauchfett

Nach Toétung der Tiere wurde das Bauchfett entnommen und gewogen, sowie

fotografiert (Abbildung 14 und 15).
Fragestellung 4: Bestehen signifikante Unterschiede im Gewicht des Bauchfettes

beider Gruppen?
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Kontrolle

B. adolescentis

Abb. 14: Exemplarische Bilder des Bauchfetts jeweils einer Maus aus der

Kontroll- und der B. adolescentis-Gruppe.
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Abb. 15: Absolutes Bauchfettgewicht von Kontroll- und B. adolescentis-

Gruppe.

Mittelwerte mit

Standardabweichung,

Unterschiede zeigen sich nicht.

jeweils n=5. Signifikante

Kontroll-Mause wiesen einen Mittelwert von 0,54 g Bauchfett auf, B. adolescentis-

Méause 0,72g. Der Unterschied war nicht signifikant (p=0,12).
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Abb. 16: Bauchfett im Verhaltnis zum Ko&rpergewicht. Mittelwerte mit
Standardabweichung, jeweils n = 5. Keine Signifikanz bei p=0,095.

Das Verhaltnis von Bauchfett zu Kérpergewicht zeigte bei den Kontroll-Méausen einen
Mittelwert von 2,314, bei B. adolescentis-Mausen betrug der Mittelwert 3,07. Bei
einem p-Wert von 0,095 ist das Verhaltnis von Bauchfett zu Kérperfett bei B.
adolescentis-Méausen tendenziell erhoht, statistisch signifikante Unterschiede

bestehen jedoch nicht.

3.1.2.4. Blutzuckerwerte

Kurz vor Tétung der Mause wurde ihnen ein Tropfen Blut aus dem Schwanz
entnommen, um mittels Blutzuckerstix (Accu-Check® Sensor) den Blutzuckerwert
(BZ-Wert) zu ermitteln. Eine Maus der Kontroll-Gruppe war dabei sehr wehrhaft und
hatte deshalb viel Stress. Da ihr BZ-Wert aus diesem Grund erhoht ist und den
Mittelwert nach oben zieht, wird der BZ-Wert von dieser Maus bei den Berechnungen
nicht mit einbezogen. Die Mittelwerte des Blutzuckers sind in Abbildung 17
dargestellt.

Fragestellung 5: Liegen bei den B. adolescentis-Mausen signifikant erhéhte

Blutzucker-Spiegel im Vergleich zur Kontrollgruppe vor?
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Blutzucker an Tag 98
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Abb. 17: Blutzuckerwerte an Tag 98. Mittelwerte mit Standardabweichung,
Kontrollgruppe n =4, B. adolescentis-Gruppe n =5. Die mittleren Blutzuckerwerte
der beiden Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p=1,34).

Es liegt kein signifikanter Unterschied zwischen den BZ-Werten der B. adolescentis-

Mause und der Kontroll-Mause vor.

3.1.2.5. Blutwerte Cholesterin, freie Fettsauren, Triglyceride und Insulin

Den getoteten Tieren wurde Herzblut entnommen, um es auf die Parameter
Cholesterin, freie Fettsauren, Triglyceride und Insulin hin zu untersuchen.
Fragestellung 6: Liegen bei den B. adolescentis-Mausen signifikant unterschiedliche
Cholesterin-, freie Fettsauren (FFA)-, Triglycerid- oder Insulinspiegel im Vergleich zur
Kontrollgruppe vor?

Aus Abbildung 18 geht hervor, dass bei B. adolescentis-Mausen keine signifikant
unterschiedlichen Cholesterin-, freie Fettsauren- oder Triglyceridspiegel im Vergleich
zu den Kontroll-M&ausen ermittelt werden konnten.

Jedoch lagen bei B. adolescentis-Mausen signifikant erhohte Insulinspiegel im
Vergleich zur Kontrollgruppe vor (Abbildung 19).
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Triglyceride/Cholesterin/FFA im Serum
10000

@l B. adolescentis

B Kontrolle

Triglyceride Cholesterin freie Fettsauren

Abb. 18: Konzentration von Triglyceriden, Cholesterin und freien Fettsduren im
Blut der Mause in logarithmischer Darstellung. Mittelwerte  mit
Standardabweichung, jeweils n =5. Signifikante Unterschiede zeigen sich nicht.
p(Triglyceride)=0,7; p(Cholesterin)=0,23; p(freie Fettsauren)=0,84.
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Insulin im Serum
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Abb. 19: Insulinspiegel im Serum. Mittelwerte mit Standardabweichung, jeweils
n = 5. Die Insulinspiegel sind bei B. adolescentis-Mausen signifikant hher als bei der
Kontrollgruppe.

*, p<0,05.

3.1.2.6. Cholesterin und Triglyceride im Lebergewebe

Den getoteten Mausen wurde die Leber enthommen, um das Lebergewebe spater
auf den Gehalt an Cholesterin und Triglyceriden, sowie das Gesamteiweil3 hin zu
untersuchen. Cholesterin und Triglyceride dienten als Parameter fur die
Leberverfettung, das ,Gesamteiweil}“ fungierte als Vergleichsparameter.

Fragestellung 7: Liegen bei den Mausen der B. adolescentis-Gruppe signifikant

erhohte Cholesterin- und Triglyceridwerte vor, im Vergleich zur Kontrollgruppe?
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Triglyceride und Cholesterin in der Leber
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Abb. 20: Triglycerid- und Cholesteringehalt im Vergleich zum Gesamteiweil}
der Leberprobe, in logarithmischer  Darstellung. Mittelwerte  mit
Standardabweichung, jeweils n =5. Die Werte unterscheiden sich nicht signifikant
voneinander (p [Triglyceride]=1,0; p [Cholesterin]=0,78).

Abbildung 20 zeigt, dass Triglycerid- und Cholesteringehalt im Lebergewebe von

B. adolescentis-Mausen und Kontrollmausen nicht signifikant unterschiedlich sind.

3.1.2.7. Expression des Proteins Fiaf im Diunndarmepithel

Den getoteten Mausen wurde Dinndarm entnommen und das Epithel wurde
abgeschabt, um es spater mittels gRT-PCR auf die quantitative Expression des Fiaf-
Rezeptors hin zu untersuchen. Als Referenzgen wurde der Rezeptor Gapdh benutzt.
Von jeder Maus wurden dabei zwei Proben untersucht. Abbildung 21 zeigt das
Ergebnis.

Fragestellung 8: Die Bifidobakterien sollen das Protein Fiaf hemmen, welches unter

anderem im Dunndarm exprimiert wird. Geprift werden soll, ob es einen signifikanten
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Unterschied in der Expression dieses Rezeptors zwischen den B. adolescentis- und

den Kontrollm&usen gibt.

Fiaf im Dinndarm der Mause
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Abb. 21: Grafische Darstellung der Potenz-Werte von Fiaf im Verhdltnis zu
Gapdh. Mittelwerte, jeweils n=4. Die Expression des Fiaf-Rezeptors ist nicht
signifikant unterschiedlich ausgepragt (p = 0,86).

Signifikante Unterschiede in den Potenz-Werten des Fiaf-Rezeptors bestehen

zwischen den beiden Gruppen nicht.

3.2. Zellkulturen

3T3-L1-Zellen (Praadipozyten) wurden mit Uberstanden von Mode K-Zellen (murine
Darmepithelzellen) stimuliert, die zuvor mit dem Bifidobakterium adolescentis
inkubiert wurden. B. adolescentis wurde in zwei verschiedenen Konzentrationen auf
die Mode K-Zellen gegeben: MOI 10 und MOI 50. Die Uberstande wurden in drei
verschiedenen Konzentrationen in das Zellkulturmedium der 3T3-L1-Zellen gemischt:
10 %, 50 % und 75 % (siehe Abbildung 4 und 5). Das Zellkulturmedium wurde in der
Halfte der Versuchsansatze mit den Supplementen Insulin, DEXA und IBMX versetzt,
die andere Halfte wurde nicht mit Supplementen versetzt. In jedem Versuchsansatz
war n = 2. Zusatzlich gab es eine Positiv- und eine Negativkontrolle, hier wurden die
3T3-L1-Zellen entweder nur mit supplementiertem Zellkulturmedium oder mit nicht-

supplementiertem Zellkulturmedium behandelt, in beiden Fallen jedoch ohne
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Uberstande der Mode K-Zellen (siehe Abbildung 6). In Tabelle VI wird eine Auflistung
der einzelnen Versuchsansatze gezeigt.
Die Auswertungen fanden jeweils an Tag 8, 12, 16 und 20 statt (Abbildung 4).

Tabelle VI: Versuchsanséatze einzeln aufgelistet.
+ mit den Supplementen Insulin, DEXA und IBMX, n =2
- ohne die Supplemente Insulin, DEXA und IBMX, n =2

Versuchsansatze Versuchsansatze
mit den ohne die
Supplementen Supplemente
Insulin, DEXA und Insulin, DEXA und
IBMX IBMX
(+) @)

+ Kontrolle,1 - Kontrolle,1
+ Kontrolle,2 - Kontrolle,2
+ MOI 10 10%,1 -MOI 10 10%,1
+ MOI 10 10%,2 -MOI 10 10%,2
+ MOI 10 50%,1 -MOI 10 50%,1
+ MOI 10 50%,2 -MOI 10 50%,2
+ MOI 10 75%,1 -MOI 10 75%,1
+ MOI 10 75%,2 -MOI 10 75%,2
+ MOI 50 10%,1 -MOI 50 10%,1
+ MOI 50 10%,2 -MOI 50 10%,2
+ MOI 50 50%,1 -MOI 50 50%,1
+ MOI 50 50%,2 -MOI 50 50%,2
+ MOI 50 75%,1 -MOI 50 75%,1
+ MOI 50 75%,2 -MOI 50 75%,2

Fragestellung 9: Funktioniert die Ausdifferenzierung der 3T3-L1-Zellen; sieht man

eine Zunahme des Fettes/der Fettvakuolen mit fortschreitender Zeit?

Fragestellung 10: Differenzieren die 3T3-L1-Zellen mit den Uberstanden der mit B.
adolescentis inkubierten Mode K-Zellen besser/schneller aus als bei konventioneller
Zellpflege, ohne Uberstande? Gibt es Unterschiede in der Ausdifferenzierung bei
unterschiedlicher MOI oder unterschiedlicher Konzentration der Uberstande (MOI 10
oder MOI 50, bzw. 10 %, 50 %, 75 %) und an verschiedenen Auswertungs-

zeitpunkten?
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Abb. 22: Gesamtergebnis nach Auszahlung der Fettvakuolen. Mittelwerte mit
Standardabweichung, jeweils n=2. Jeweils vier farblich zusammengehérende Balken
bezeichnen die Tage d08, d12, d16 und d12 (von links nach rechts) der gleichen
Uberstandskonzentration. Erklarung der Bezeichnungen fiir die Versuchsansatze in
Tabelle VI.

* p<0,05, **, p<0,01, **** p<0,0001 (a) verglichen mit (b).

ns, nicht signifikant.

Aus Abbildung 22 ist ersichtlich, dass die Werte an Tag 8 meist niedrig, gelegentlich
aber an Tag 12 noch niedriger als an Tag 8 liegen (Uberwiegend bei den nicht-
supplementierten Ansatzen, rechte Halfte). Die Werte von Tag 16 liegen generell bei
allen supplementierten Versuchsansatzen hoher als die von Tag 8 oder 12. Die
Werte von Tag 20 liegen bei allen supplementierten Versuchsansatzen hoher als die
von Tag 16. Die Positivkontrolle weist an Tag 20 die héchsten Werte von allen
Versuchsansétzen auf. Bei den nicht-supplementierten Versuchsansatzen sind keine
konsistenten Muster in Abhangigkeit von den Auszahlungszeitpunkten ersichtlich.

Die beiden grollen Gruppen ,Supplementiert® zu ,Nicht-Supplementiert® sind
signifikant unterschiedlich (p< 0,0001).
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Bei den supplementierten Gruppen ist an Tag 20 die Tendenz zu erkennen, dass bei
gleichbleibender Uberstandskonzentration und mit zunehmender MOI die Anzahl der
gezahlten Vakuolen zunimmt (z.B. ,+ MOI 10 10 %“ zu ,+ MOI 50 10 %", siehe
Abbildung 22). Diese Unterschiede sind nur in der Tendenz vorhanden und nicht
signifikant.

Vergleicht man die supplementierten Gruppen an Tag 20 bei gleichbleibender MOI,
jedoch unterschiedlicher Uberstandskonzentration (z.B. ,+MOI 10 10%"“ zu ,+MOI 10
50%"“, siehe Abbildung 22), dann ist die oben beschriebene Tendenz nicht in

gleichem Mal3e zu beobachten.

Fuhrt man die Tage 8 bis 20 eines Uberstandgemisches jeweils zu einer groRRen
Gruppe zusammen, zeigen sich alle supplementierten, einzelnen Proben signifikant
unterschiedlich zu allen nicht-supplementierten, einzelnen Proben (p<0,0001). Dies
zeigt Abbildung 23.

+Kontrolle
+MOI10 10%
+MOI10 50%
3 dos +MOI10 75%
[ ** +MOI50 10%
+MOI50 50%
+MOI50 75%

-Kontrolle
-MQI10 10%
-MQI10 50%
-MQI10 75%
-MQI50 10%
-MQI50 50%
-MQI50 75%
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Abb.23: d08 bis d20 als Gruppe der jeweiligen Konzentration
zusammengefasst. Jede Gruppe von 1 bis 7 unterscheidet sich in der Anzahl der
Fettvakuolen signifikant von jeder Gruppe von 8 bis 14.

**xx p<0,0001 verglichen mit den Gruppen 8 bis 14.

Vergleicht man die Anzahl der Vakuolen innerhalb der grolen Gruppe

~oupplementiert zwischen den einzelnen Auszahlungszeitpunkten (d08 bis d20),
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dann zeigt sich, dass die Vakuolenzahl von der frihesten bis zur letzten Auszéhlung

signifikant zunimmt (Abbildung 24).
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Abb. 24: Alle supplementierten Ansétze (+) sind jeweils als Gruppe der
Auszahlungszeitpunkte d08, d12, d16 und d20 zusammengefasst. Mittelwerte mit
Standardabweichung. Die Anzahl der Vakuolen nimmt zu, je spater der
Auszahlungszeitpunkt.

***, p<01001’ ****’ p<o’0001

Innerhalb der groRen Gruppe ,Nicht Supplementiert nimmt die Anzahl der Vakuolen
mit zunehmender Zeit nicht zu. An Tag 8 ist die Vakuolenzahl signifikant gro3er als
an allen anderen Auszéhlungszeitpunkten (siehe hierzu Abbildung 25).
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Abb. 25: Alle nicht supplementierten Anséatze (-) sind jeweils als Gruppe der
Auszahlungszeitpunkte d08, d12, d16 und d20 zusammengefasst. Mittelwerte mit
Standardabweichung. Die Anzahl der Vakuolen ist an Tag 8 am grof3ten.

*, p<0,05; **** p<0,0001.
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4. Diskussion
4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von Probiotika einerseits auf den
Fettstoffwechsel von C57 BL/6-Méausen und andererseits auf die
Ausdifferenzierung der Praadipozyten 3T3-L1 hin untersucht. Als Probiotikum
diente hierbei hauptsachlich Bifidobakterium adolescentis.

Im Vorversuch konnte gezeigt werden, dass Mause, denen regelmafdig B.
adolescentis im Trinkwasser verabreicht wurde, mehr Gewicht zunahmen, als
Mause die mit B. vulgatus, E. coli mpk oder E. coli NISSLE supplementiert
wurden.

In dieser Arbeit wurden zwei Mausegruppen verglichen, von denen eine B.
adolescentis mit dem Trinkwasser verabreicht bekam, die andere nicht. Dabei
zeigte sich, dass bei dhnlichem Futterverbrauch die Gewichtszunahme bei den
Mausen mit B. adolescentis deutlich hdher, jedoch nicht signifikant hoher als bei
der Kontrollgruppe war. B. adolescentis -Mause hatten tendenziell mehr
Bauchfett im Verhdltnis zum Korpergewicht als die Mause der Kontrollgruppe,
jedoch war diese Tendenz nicht statistisch signifikant. Bei den Bluttests war der
Insulinspiegel der B. adolescentis-Mause im Vergleich zu der Kontrollgruppe
signifikant erhoht. Die anderen Blutwerte (Blutzucker, Triglyceride, Cholesterin
und FFA) zeigten keine signifikanten Unterschiede. Der Cholesteringehalt in der
Leber unterschied sich ebenfalls nicht signifikant zwischen den beiden
Gruppen. Auch die Expression des Rezeptors Fiaf in der Diunndarmwand der
Tiere war nicht signifikant unterschiedlich.

Dartiber hinaus wurden fir diese Arbeit 3T3-L1-Zellen mit Uberstanden von
Mode K-Zellen, die zuvor mit B. adolescentis inkubiert wurden, stimuliert. Es
zeigte sich, dass 3T3-L1-Zellen tendenziell vermehrt ausdifferenzierten, wenn
B. adolescentis fiir die Uberstande in hoherer MOI auf die Mode K-Zellen
gegeben wurde. Diese Tendenz zeigte sich nur bei den Zellen, die zusatzlich
mit Insulin, DEXA und IBMX supplementiert wurden, und sie war nicht

signifikant.
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Die gezeigten Ergebnisse lassen den Schluss nicht zu, dass das
Bifidobakterium adolescentis oder ein von ihm sezernierter Faktor in der Lage
ist, den Fettstoffwechsel von C57 BL/6-Mausen und 3T3-L1-Zellen zu
beeinflussen, da es zu wenig signifikante Ergebnisse gibt. Man gewinnt jedoch
den Eindruck, dass die Einwirkung von B. adolescentis auf die Mause und die
Zellen eine schwache, anabole Wirkung ausibt. Dies zeigt sich vor allem am
deutlich héheren Gewicht der Mause mit B. adolescentis am Versuchsende,
sowie an der hoheren Bauchfettmasse der B. adolescentis-Mause und ihrem
signifikant erhohten Insulinspiegel, der fur eine entwickelte Insulinresistenz
spricht. Auch im Zellversuch zeigte sich die anabole Tendenz in den mit Insulin,

DEXA und IBMX supplementierten Versuchsreihen.

4.2. Die Mechanismen der Wirkung von Kommensalen und Probiotika

auf den Fettstoffwechsel in vivo

Verschiedene Studien zeigen, dass kommensale Bakterienstimme den
Wirtsfettstoffwechsel beeinflussen konnen. Dabei wurden, wie in der
vorliegenden Arbeit, Probiotika verwendet. Bei der Beeinflussung des
Wirtsfettstoffwechsels geht man von verschiedenen Mechanismen aus.

Die Erhoéhung der Energieaufnahme aus der Nahrung ist einer dieser
Mechanismen. Kaoutari et al. fanden heraus, dass Mikroorganismen essentiell
fur die Verdauung von Polysacchariden im menschlichen Organismus sind 2.
Darmbakterien besitzen Enzyme, zum Beispiel carbohydrate-active enzymes
(CAZymes), die in der Lage sind, normalerweise fir den Menschen
unverdauliche Polysaccharide aufzuspalten. Die daraus entstehenden,
kurzkettigen Kohlenhydrate konnen vom Darm aufgenommen oder zu
Fettsduren umgebaut werden. Diese wiederum konnen von der Darmwand
aufgenommen werden. Beides nimmt dann am Kohlenhydrat- und
Fettstoffwechsel des Menschen teil, dadurch wird die Energieaufnahme des

Organismus gesteigert %

. Backhed, Gordon et al. zeigten, dass keimfreie
Mause (KF-Méause) mehr Nahrung zu sich nehmen mussten, um das gleiche
Gewicht zu erlangen wie Mause mit einer normalen Darmflora ®. Die

Ubertragung der normalen Darmflora auf die keimfreien Mause fiihrte zu einer
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Zunahme an Korpergewicht und Korperfett. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die Mikroorganismen die Energieaufnahme aus der Nahrung erhdhen
konnen.

Auch die Veradnderung der Darmflora ist ein Mechanismus, der den
Fettstoffwechsel beeinflusst. Ley et al. zeigten, dass die Darmflora von
adipdsen Mausen (ob/ob) eine deutlich héhere Anzahl an Firmicutes spp. und
eine wesentlich niedrigere Anzahl an Bacteroidetes aufwies als die Darmflora
von schlanken Méausen (+/+) >*. Auch bei fettleibigen Menschen konnten Ley et
al. zeigen, dass die Verteilung der Darmbakterien zugunsten der Firmicutes
spp. ausfiel, und dass verhéltnismaRig weniger Bacteroidetes nachweisbar
waren. Nach einer kalorienreduzierten Diat beobachteten Ley et al., dass die
Anzahl der Firmicutes abnahm und die Anzahl der Bacteroidetes zunahm °°.
Ley et al. fanden auch heraus, dass aus der Kolonisation von KF-Mausen mit
der Darmflora von dicken, konventionell aufgezogenen (CONV-R) Mausen eine
signifikant gréRere Zunahme an Kdorperfett resultierte als bei der Kolonisation
von KF-Mé&usen mit der Darmflora von schlanken CONV-R Mausen °°.

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass die Darmflora in der Lage ist,
Stoffwechselenzyme im Wirt zu beeinflussen. Gordon, Backhed et al. zeigten,
dass die Darmflora das Protein Fiaf hemmt, woraus eine vermehrte LPL-
Aktivitat resultiert und die Aufnahme von freien Fettsauren in die Adipozyten
gesteigert wird ®. Darliber hinaus konnten sie nachweisen, dass die AMP-
aktivierte Proteinkinase (AMPK) durch Darmbakterien gehemmt wird, was zu
verminderter Fettsaureoxidation und somit zu Adipositas fuhrt ®®. Samuel und
Gordon konnten eine deutlich gesteigerte Effektivitat bei der Fermentation von
Polysacchariden feststellen, als sie KF-Mause mit Bacteroides thetaiotaomicron
und Methanobrevibacter smithii besiedelten. Bacteroides thetaiotaomicron ist
ein wichtiges, saccharolytisch wirkendes Bakterium im menschlichen Darm.
Methanobrevibacter smithii, ein dominanter, methanbildender Archaeon, fordert
die Fermentation von  Polysacchariden durch  Entfernung des
Wasserstoffendprodukts. Im Vergleich zu Mausen, die nur eine der beiden oben
genannten Bakterienarten erhielten, waren die Tiere adipdser und zeigten eine

vermehrte De-Novo-Lipogenese, sowie eine deutlich reduzierte Expression des
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Fiaf-Rezeptors '*°. Dieselben Bakterienarten verwendeten Samuel et al. um zu
zeigen, dass kurzkettige Fettsduren (die Endprodukte der bakteriellen
Fermentation) als Signalmolekile fungieren, um G-Protein-gekoppelte

130 Dabei fanden sie heraus, dass

Rezeptoren, wie Gprd4l, zu aktivieren
CONV-R Gpr4l-/- Mause und mit oben genannten Bakterien kolonisierte
Gpr4l-/- Mause schlanker waren als ihre WT (+/+)-Vergleichsgruppe, bei
ahnlichem Futterverbrauch. Diese Unterschiede zeigten sich nicht beim
Vergleich  der  keimfreien  Gpr4l-/--Mause mit den  keimfreien
WT (+/+) -Méausen. Aus ihren Untersuchungen schlossen sie, dass die Gpr4l-
Defizienz mit reduzierter Expression des Hormons PYY, schnellerer Magen-
Darm-Passage und reduzierter Energieaufnahme aus der Nahrung (v.a.
kurzkettige Fettsauren) assoziiert ist. PYY ist ein enteroendokrines Hormon,
das normalerweise die Darmmotilitstt hemmt. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass Gpr4l den Energiehaushalt, abhangig von der Darmflora,

regulieren kann **°.

Verschiedene Forschergruppen konnten zeigen, dass eine fettreiche Ernéhrung
(high fat diet, HFD) die Produktion von proinflammatorischen Cytokinen in
Leber, Muskel und im Fettgewebe auslésen kann. Dies fuhrt zu einer Low grade
inflammation, die mit Fettleibigkeit, Insulinresistenz und anderen
Stoffwechselerkrankungen vergesellschaftet sein kann 3132,

Die Zellwand gramnegativer Bakterien enth&lt Lipopolysaccharide (LPS), die
beim Zerfall der Bakterien frei werden. Sie stimulieren die Produktion von
proinflammatorischen Cytokinen **3. Cani et al. konnten die Aufnahme von LPS
aus dem Darm verringern, indem sie Mé&usen Oligofruktose gaben %,
Oligofruktose ist ein Prabiotikum, welches das Wachstum von Bifidobakterien
fordert. Cani et al. leiten daraus ab, dass durch das Wachstum der
Bifidobakterien vermehrt Tight Junctions gebildet werden und dadurch die
Durchlassigkeit der Darmwand verringert wird. Folglich ist die LPS-Aufnahme
aus dem Darm verringert und die LPS-Serumspiegel kdnnen weder steigen,
noch einen proinflammatorischen Status auslésen 3. Gaben Cani et al. den

Mausen Oligofruktose zur HFD, so war die Anzahl der Bifidobakterien im
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murinen Zokum deutlich erhdéht und die Endotoxdmie konnte normalisiert
werden. Die groRere Anzahl an Bifidobakterien korrelierte signifikant mit
verbesserter Glukosetoleranz, Glukose-induzierter Insulinsekretion und
normalisiertem Entziindungsstatus “°. Dies lasst ebenfalls den Schluss zu, dass
Darmbakterien bei der Regulation von Endotoxdmie und Entziindung mitwirken
und dadurch die Entstehung oder den Verlauf von Fettleibigkeit und Diabetes
beeinflussen kdnnen. Ewaschuk et al. konnten in einem Zellversuch mit
humanen T84-Zellen zeigen, dass sezernierte Faktoren von Bifidobakterium
infantis die Barriere zwischen den Zellen verstarken konnen und die Expression
der Tight Junction-Proteine Zonula Occludens 1 und Occludin erhéhen. Das
fuhrte zu einer Normalisierung der Darmwandpermeabilitdt und zu einer
geringeren Entzindungsreaktion in Mausen.

In Abbildung 26 wird das Zusammenspiel von Darmflora, Fettspeicherung und

Entziindungsstatus schematisch gezeigt.

Changes in gut Increase in Firmicutes
microbiota ——* Decrease of Bacteriodetes
composition Decrease of bifidobacteria
Dietary fiber l

................... LICEUUEIREE PSS Y High-fat diet

microbiota Increased permeability of
gut epithelium
Short-chain fatty
acids \
l Decreased formation of I
Fasting-induced adipose
Increased absormtion of factor by the host Increased serum LPS
carbohydrates and short-

chain fatty acids ]

Increased lipoprotein lipase )
Increased proinflammatory

cytokine concentrations

“Low-grade inflammation”
Increased hepatic
lipogenesis \\ / l

Increased fat storage
R Reduced glucose tolerance
Reduced insulin sensitivity

Increased steatosis
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Abb. 26: Rolle der Darmflora bei der Regulation der Nahrungsaufnahme,
Fettspeicherung und des Entziindungstatus im Wirt durch fettreiche
Ernghrung ***. LPS=Lipopolysaccharid

Aussagen Uber die Beeinflussung des Fettstoffwechsels durch Probiotika sind
oft widersprichlich. Einigen Probiotika konnte eine anti-adipése Wirkung

135-141

nachgewiesen werden , andere Probiotika beglnstigen die Fettleibigkeit

142143 "Und es gibt Probiotika, denen weder ein positiver noch ein negativer
Effekt auf das Kérpergewicht nachgewiesen werden konnte 434,

Lactobacillus paracasei und Lactobacillus plantarum werden unter anderem als
Nahrungserganzungsmittel oder als Mittel gegen Reisediarrhd genutzt. Lee et
al. fanden heraus, dass die Fermentationsprodukte von L. paracasei, L.
plantarum und Sojamilch (soy milk fermented products, SM101 und SM102)
das Korpergewicht und den Korperfettanteil bei HFD-geflutterten Ratten
reduzierte, und dass ihr Serum-Leptin-Spiegel erhoht war. Diese Effekte
wurden auf die erhoéhten Daidzein- und Genistein-Spiegel in der Sojamilch
wahrend der Fermentation durch L. paracasei und L. plantarum zurlickgefihrt
135.

Lactobacillus gasseri wird im Handel als Nahrungserganzungsmittel angeboten.
Kadooka et al. zeigten, dass L. gasseri SBT2055 das abdominale Fett und das
Koérpergewicht bei Erwachsenen reduzieren kann *°. Kang et al. vermuteten,
dass die antiadipose Wirkung von L. gasseri BNR 17 der vermehrten
Expression von Genen, die mit der Fettsdureoxidation assoziiert sind, und dem
erniedrigten  Leptinspiegel  zuzuschreiben sind. Die Ursache der
antidiabetogenen Wirkung vermuten sie in der vermehrten Expression von
GLUT 4-Rezeptoren und dem reduzierten Insulin-Spiegel **°.

Kondo et al. fanden heraus, dass die gewichtsreduzierende Wirkung von
Bifidobakterium breve bei HFD-Méausen dosisabhangig ist. Je nach Dosishéhe
wurden bei Supplementierung mit B. breve das Korpergewicht und das
epididymale Fett reduziert und der Cholesterin-, Blutzucker- und Insulinspiegel

verbessert **’.

75



Diskussion

Yin et al. zeigten, dass die Wirkung von Probiotika auf den Stoffwechsel von
Ratten auch stammabhangig ist. Die Ratten wurden mit vier verschiedenen
Bifidobakterium-Stammen (B. L66-5, B. L75-4, B. M13-4 und B. FS31-12) zu
einer HFD supplementiert. Von diesen vier Stammen fuhrte ein Stamm zu
erhéhtem Korpergewicht (B. M13-4), ein anderer Stamm fuhrte zu reduziertem
Korpergewicht (B. L66-5), wahrend die beiden anderen Stamme (B. L75-4 und
B. FS31-12) keinen Effekt, bezogen auf das Kérpergewicht, zeigten 3.

Das Milchsaurebakterium Leuconostoc plantarum LP 14 konnte in Studien von
Takemura et al. das Korpergewicht und das Gewicht des Weil3en Fettgewebes
sowie Cholesterin- und Leptin-Spiegel senken **. Der Stamm L. plantarum
OLL2712 widerum konnte das Korpergewicht bei HFD-Mausen nicht verandern
(Sakai et al.) **. In Studien von Park et al. konnte die Gewichtszunahme bei
HFD-gefltterten Mausen reduziert werden als sie mit dem Stamm KY1032 von

L. plantarum sowie L. curvatus HY7601 supplementiert wurden ***.

Daruber
hinaus anderte sich auch die Zusammensetzung der Darmflora, und die
Expression von Genen in Leber und Fettgewebe, die in Stoffwechselfunktionen
und Entziindung involviert sind **.

VSL#3 ist ein probiotisches Préparat, das vier Lactobacillus-Stamme (L. casei,
L. plantarum, L. acidophilus, L. delbrueckii bulgaricus), drei Bifidobacterium-
Stamme (B. longum, B. breve, B. infantis) und Streptococcus salivarius
thermophilus enthélt. Yadav et al. zeigten im Mausmodell, dass VSL#3 das
Korpergewicht und die Insulinresistenz reduziert **°. Dies fiihrten sie auf einen
Mechanismus zuriick, nach dem die Anzahl der kurzkettigen Fettsauren durch
die modulierte Zusammensetzung der Darmflora deutlich erhéht wird und
dadurch die Freisetzung des Hormons GLP-1 gesteigert wird. Das fuhrt zu
reduzierter Nahrungsaufnahme und verbesserter Glukosetoleranz. Im
Zellversuch konnten Yadav et al. nachweisen, dass Butyrat (einfachste,
kurzkettige Fettsaure) die Ausschittung von GLP-1 aus intestinalen L-Zellen
stimuliert 3. Diese Ergebnisse zeigen, dass VSL#3 das Kérpergewicht und die
Insulinresistenz  Uber den Mechanismus Darmflora - SCFA — Hormon-

ausschuttung verbessern kann.
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Lactobacillus  acidophilus  wird unter anderem Milchprodukten als
Nahrungserganzung hinzugesetzt. Arora et al. konnten bei (diatinduziert)
fettleibigen Méausen keine Gewichtsabnahme wahrend einer Substitution von
Lactobacillus acidophilus NCDC 13 feststellen **°.

4.3. Wirkung des Probiotikum Bifidobakterium adolescentis auf den

Fettstoffwechsel in vivo

In dieser Arbeit wurde das Probiotikum Bifidobakterium adolescentis fur die
Versuche an Mausen verwendet. Dabei waren am Ende des Versuchs die
Mause, die B. adolescentis bekamen, tendenziell schwerer als die
Kontrollgruppe, jedoch nicht signifikant. In den Serumtests dieser Arbeit zeigte
sich ein signifikant erhodhter Insulinspiegel bei B. adolescentis-Mausen im
Vergleich zur Kontrollgruppe, was ein Hinweis auf eine Insulinresistenz sein
konnte. Bei allen anderen Serumtests zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen.

Ein recht ahnliches Experiment fuhrten Chen et al. durch. Sie verglichen 4
Gruppen von Ratten beziglich der Supplementation mit B. adolescentis
miteinander *°. Eine Gruppe erhielt eine Standard-Diat (Kontrollgruppe), eine
andere Gruppe Standard-Diat plus B. adolescentis. Eine weitere Gruppe erhielt
eine HF-Diat, und die vierte Gruppe HF-Diat plus B. adolescentis. Die
Ergebnisse zeigten, dass die Ratten, die B. adolescentis zu sich nahmen, am
Ende des Experiments deutlich mehr Bifidusflora im Darm hatten als die Ratten
ohne B. adolescentis. Weiter zeigten sie, dass die HFD-Ratten signifikant mehr
Korpergewicht und mehr Bauchfett hatten als alle anderen Mause. Die Tiere,
die HFD plus B. adolescentis erhielten, waren in Kérpergewicht und Bauchfett
der Kontrollgruppe &hnlich. Die Supplementation von B. adolescentis hatte also
die anabolen Effekte der fettreichen Diat ausgeglichen. Die Supplementation
wirkte auch dem erhéhten Lebergewicht und der Steatosis in den Leberzellen,
die sich bei den HFD-Ratten gebildet hatten, entgegen. Dartber hinaus zeigte
sich bei den HFD-Ratten auch eine ausgepragte Insulin-Resistenz, der die
Supplementation durch B. adolescentis entgegenwirkte, so dass sich hier kein

Unterschied zur Kontrollgruppe zeigte. Das reduzierte Pankreasgewicht bei den
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HFD-Ratten wurde ebenfalls durch die B. adolescentis-Supplementation
ausgeglichen, so dass es hier keinen Unterschied mehr im Vergleich zur
Kontrollgruppe gab *°.

Vergleicht man die Experimente von Chen et al. mit den Experimenten in dieser
Arbeit, so fallt auf, dass Chen et al. zusatzlich zu den Gruppen ,Standard-Diat*
und ,Standard-Diat plus B. adolescentis® die zwei Gruppen ,HF-Diat* und ,HF-
Diat plus B. adolescentis” untersucht haben. Zunachst sind die Ergebnisse sich
sehr &hnlich, es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen ,Standard-Diat* und ,Standard-Diat plus B. adolescentis®. Chen et al.
fanden keinen Hinweis auf eine Insulinresistenz im Vergleich dieser beiden
Gruppen. Deutliche Unterschiede zwischen B. adolescentis-supplementierten
und nicht-B. adolescentis-supplementierten Tieren zeigten sich bei Chen et al.
bei den HFD-geflitterten Ratten. Im Gegensatz dazu wurde den M&usen in den
Experimenten der vorliegenden Arbeit keine HFD verabreicht.

Andere Forschergruppen beobachteten, dass B. adolescentis durch die
Erniedrigung der Plasma-LPS-Spiegel die Leberverfettung verringern
konnte **’. Deshalb vermuteten Chen et al., dass die diffuse Leberverfettung
und das erhohte Lebergewicht das Ergebnis einer systemischen, metabolischen
Entzindung ist, die durch die HF-Diat hervorgerufen wird. Sie nahmen an, dass
die B. adolescentis-Supplementation diese Effekte dadurch linderte, dass die
Translokation der Bakterien aus dem Darm in den Korper und die Endotoxamie
vermindert wurden. Den Grund fur die Verbesserung des Diabetes und der
Insulinsensitivitdt vermuteten sie in einem Mechanismus, der die Synthese und

die Sekretion vom Incretin Glucagon-like peptide 1 (GLP-1) fordert 5% 148,

4.4. Wirkung von Probiotika auf Praadipozyten in vitro

In den in vitro-Experimenten dieser Arbeit wurden 3T3-L1-Zellen mit den
Uberstanden von Mode K-Zellen in verschiedenen Konzentrationen inkubiert.
Die Mode K-Zellen wurden zuvor mit B. adolescentis in zwei verschiedenen
MOI inkubiert. Im Ergebnis sah man nur bei den Adipozyten der Versuchsreihe
,1, d.h. mit Supplementation durch Insulin, DEXA und IBMX, eine Zunahme

der Ausdifferenzierung. Diese Versuchsreihe hatte auch die Tendenz, besser
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mit den Uberstanden auszudifferenzieren, die durch Inkubation in hoherer MOI
hergestellt wurden. Signifikante Ergebnisse lie3en sich jedoch nicht erzielen,
was vermutlich auch der geringen Fallzahl (n=2) zugrunde liegt.

Bei Experimenten anderer Forschergruppen konnte eine Inhibierung der
Ausdifferenzierung von 3T3-L1-Zellen durch andere Probiotika gezeigt werden.
Choi et al. inkubierten 3T3-L1-Zellen mit dem Fermentationsprodukt aus Soja-
Isoflavon-Glycosiden und Bifidobakterium breve. Die aglykone Form der
Isoflavone inhibierte die Differenzierung von 3T3-L1-Zellen dosisabhangig **°.
Kim et al. inkubierten 3T3-L1-Zellen mit Soypro, einer mit Milchs&urebakterien
(z.B. Leuconostoc kimchii, Leuconostoc citreum, und Lactobacillus plantarum)
fermentierten Sojamilch **°. Der Triglyceridgehalt der Zellen war signifikant
erniedrigt im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zusatzlich fanden Kim et al. heraus,
dass die PPAR-y2- und die C/EBP-a mRNA-Expression deutlich reduziert
waren. Beide Rezeptoren sind zentrale Regulatoren des Energiestoffwechsels
%0 Im in vivo-Experiment mit Ratten hatte die Supplementation durch Soypro
keinen Effekt auf das Korpergewicht oder die Nahrungsaufnahme. Der LDL-

Spiegel war bei den supplementierten Tieren erniedrigt **°.

4.5. Beeinflussung von Fiaf durch die Darmflora und Probiotika

Der Fasting-induced adipose factor (Fiaf) inhibiert die Aktivitat der
Lipoproteinlipase (LPL) und erhdht somit indirekt die Plasmatriglyceridspiegel,
wahrend die Aufnahme von freien Fettsauren und Cholesterol ins Gewebe
vermindert wird 313 Eine besondere Eigenschaft des intestinalen Fiaf-
Rezeptors ist seine Beeinflussung durch die Darmflora 3%*°°.

In dieser Arbeit wurde die Beeinflussung des Fettstoffwechsels durch B.
adolescentis in Hinblick auf den Fasting-induced adipose factor (Fiaf), auch
bekannt als angiopoietin-like protein 4 (ANGPTL4), untersucht. Es ging um die
Frage, ob B. adolescentis in der Lage ist, die Expression des intestinalen Fiaf-
Rezeptors bei C57 BL/6-Mausen, die eine Standard-Diat erhielten, zu
inhibieren. Die Ergebnisse zeigen, dass der Fiaf-Rezeptor im intestinalen
Epithelgewebe beider Versuchsgruppen am Ende des Experiments ungefahr

gleich stark exprimiert wurde. Damit besteht kein Unterschied zwischen den
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Gruppen. Dieses Ergebnis deckt sich damit, dass ebenfalls kein signifikanter
Unterschied beim Kdrpergewicht festgestellt werden konnte.

Backhed et al. fanden heraus, dass gnotobiotische Mause, die mit einer
normalen Darmflora konventionalisiert wurden, deutlich an Gewicht zunahmen
und eine verminderte Expression der intestinalen Fiaf-Rezeptoren aufwiesen .
Da Fiaf die LPL-Aktivitat inhibiert, vermuteten sie, dass die erniedrigte Anzahl
an zirkulierenden Fiaf-Rezeptoren fur die erhohte Fettspeicherung im
Fettgewebe verantwortlich war *. Die normale Darmflora schien die Expression
intestinalen Fiafs zu inhibieren. Daraus schlossen sie, dass die erh6hte Anzahl
intestinaler Fiaf-Rezeptoren in KF-Mausen vor diatinduzierter Adipositas
schitzen kann.

In einer &hnlichen Studie von Fleissner et al. konnte bestatigt werden, dass der
intestinale Fiaf-Rezeptor durch Konventionalisierung gehemmt wird *°®, jedoch
zeigten sie auch, dass dieser Effekt von der Art der HF-Diat abhéngig ist. Dies
geschieht durch die Induktion des peroxisome proliferator-activated receptor-y
co-activator-1a (PPARGC1A), indem Stoffwechselgene reguliert werden .
Darlber hinaus stellten Fleissner et al. fest, dass die Fiaf-Spiegel im Plasma
konventionalisierter Mause nicht erniedrigt waren, im Vergleich zu keimfreien
Méausen. Bei den konventionalisierten Mausen wurde eine erhohte
Konzentration gespaltener Fiaf-Rezeptoren beobachtet, wahrend die normale
Fiaf-Isoform in unveranderter Konzentration vorlag *°®. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass der Darm nicht die Hauptquelle fir Fiaf im Kérper ist, und dass
Fiaf moglicherweise auch an anderen Orten im Kdrper als im Darm durch die
mikrobielle Gemeinschaft moduliert werden kann. Darlber hinaus scheint auch
die vorliegende Isoform von Fiaf (z.B. gespalten oder ungespalten)
moglicherweise wichtig fur die physiologischen Funktionen von Fiaf zu sein.

In manchen Publikationen wird die Vermutung geaul3ert, dass es von den
einzelnen Bakterienarten im Darm und ihren Stoffwechselprodukten abhéngt,

154 samuel und Gordon

wie hoch das Potential zur Hemmung Fiafs ist
berichteten, dass die Kombination von B. thetaiotaomicron und
Methanobrevibacter smithii  zu einer effizienteren saccharolytischen

Fermentation und einer starkeren Inhibition von Fiaf in mit diesen Bakterien
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konventionalisierten Mausen fiihrte **°. Aronsson et al. berichteten dass Fiaf in
Darmkrebszellen durch ein Stoffwechselprodukt von Lactobacillus paracasei
ssp. paracasei F19 hochreguliert wurde. Diese Stoffwechselprodukte wurden in
den oben genannten Studien nicht identifiziert, und somit blieb der vollstandige
Mechanismus der Fiaf-Regulation im Darm und dem restlichen Korper weiterhin
unklar.

Grootaert et al. ** konnten in Zellversuchen nachweisen, dass prominente
Vertreter der normalen Darmflora die Fiaf-Produktion in kolorektalen
Krebszelllinien beeinflussen (E. faecalis, C. perfringens, B. thetaiotaomicron
und E. coli). Dabei verwendeten sie die kolorektalen Krebszelllinien Caco-2,
HAT-29 und HCT-116 sowie die hepatische Krebszelllinie HepG2. Sie zeigten,
dass die Fiaf-Regulation (Auspragung der Expression und Isoform) dabei von
der Bakterienspecies und dem verwendeten Zelltyp abhing. Daruber hinaus
konnten sie kurzkettige Fettsduren wie Butyrat und Propionat sowie H,0, als
mikrobielle  Stoffwechselprodukte identifizieren, die die Fiaf-Produktion
und -Struktur aktiv. modulieren. SCFAs, als sezernierte mikrobielle
Stoffwechselprodukte, konnten Fiaf in allen (getesteten Zelllinien

heraufregulieren **°.

4.6. Methodik und Schlussfolgerung

In dieser Arbeit lautet die Fragestellung, ob das Probiotikum B. adolescentis
den Wirtsfettstoffwechsel in vivo und in vitro verandern kann. Es zeigen sich
leider keine eindeutigen Ergebnisse, obgleich sich einzelne Tendenzen
abbilden lassen.

Die Ergebnisse in vivo haben gezeigt, dass es keinen signifikanten Unterschied
bezuglich der Parameter Korpergewicht, Bauchfettgewicht, Futterverbrauch,
Blutzucker, Triglyceride im Serum, Cholesterin im Serum, FFA im Serum,
Cholesteringehalt in der Leber und Expression von Fiaf im Dinndarmepithel
gab. Der Insulinspiegel bei B. adolescentis-Mausen war im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhdht.

In den oben beschriebenen Studien waren meist signifikante Unterschiede zu

beobachten, als den Tieren eine HF-Diat verabreicht wurde. Die verwendeten
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Mause dieser Arbeit bekamen eine Standard-Diat. Dies kdonnte eine mdgliche
Ursache dafir sein, dass der Stoffwechsel der Mause durch das verwendete
Probiotikum nur minimal (erhohter Insulinspiegel) oder nicht messbar
beeinflusst werden konnte. Auch wurden fur die Versuche der anderen Studien
meist gnotobiotische Tiere verwendet, die nur mit den supplementierten
Bakterien besiedelt waren. In dieser Arbeit hingegen wurden Tiere verwendet,
die unter spezifisch pathogenfreien (SPF) Bedingungen gehalten wurden,
jedoch keine keimfreien oder gnotobiotischen Méause.

Weiter kann fir die geringe Anzahl an signifikanten Unterschieden die kleine
Fallzahl (n=5 in beiden Versuchsgruppen) urséachlich sein. Der erhdhte
Insulinspiegel bei den B. adolescentis-Mausen konnte einerseits Zufall, oder
andererseits ein Hinweis fir eine erworbene Insulinresistenz in B. adolescentis-
Mausen sein.

In vielen Studien werden die Stoffwechselprodukte von Probiotika flr die
Modulation des Fettstoffwechsels im Wirt verantwortlich gemacht 23, vor
allem kurzkettige Fettsauren versorgen intestinale Epithelzellen mit Energie,
und Butyrat ist hier die bevorzugte kurzkettige Fettsaure **°. Beriicksichtigt man
die Ergebnisse der oben genannten Forschergruppen, so kdonnte man die
Vermutung aufstellen, dass B. adolescentis in dieser Studie eventuell zu wenig
oder keine Stoffwechselprodukte (z.B. SFCA) herstellt, die fir die Modulation
von Fiaf im intestinalen Epithelium bendétigt werden. Fur B. adolescentis weil3
man jedoch schon sehr lange, dass es Polysaccharide zu kurzkettigen
Fettsauren umwandeln kann 1%, Belenguer et al. zeigten, dass die Effektivitat
fur die Bereitstellung von Butyrat aus Oligofruktose und mittels Kreuzfltterung
der Probiotika B. adolescentis und E. hallii gesteigert werden konnte. B.
adolescentis produziert Laktat, welches von E. hallii zu Butyrat umgewandelt
wird *°8. Oligofruktose wird unter anderem als Prabiotikum verwendet **°.

Bei den Ergebnissen des in vitro-Versuchs in dieser Arbeit waren keine
signifikanten Unterschiede erkennbar. Es zeigte sich aber folgende Tendenz:
die Adipozyten, deren Uberstande durch Insulin, DEXA und IBMX
supplementiert wurden und bei der Inkubation mit Mode K-Zellen eine htéhere

MOI von B. adolescentis hatten, differenzierten besser aus.
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Da die Uberstande vor der Verwendung mit 3T3-L1-Zellen bereits 24 Stunden
mit den Mode K-Zellen und den Bakterien inkubiert waren, war das verwendete
Medium-/Uberstandsgemisch far die 3T3-L1-Zellen je nach
Uberstandskonzentration entsprechend verbraucht und enthielt bereits
unterschiedliche Mengen an Stoffwechselabfallprodukten. Automatisch enthielt
das Medium-/Uberstandsgemisch fir die 3T3-L1-Zellen bei hoherer
Konzentration der Uberstande also auch weniger Nahrstoffe, und es kann sein,
dass die Ausdifferenzierung durch das Vorhandensein von
Stoffwechselabbauprodukten und die gleichzeitige Reduktion an N&hrstoffen
gehemmt wurde. Mdglicherweise hatte man die 3T3-L1-Zellen direkt mit B.
adolescentis inkubieren konnen, um den Mediumverbrauch im Voraus zu
vermeiden.

In den Zellversuchen war die Fallzahl der verwendeten Proben sehr klein (n=2).
Mdglicherweise héatte sich bei einer héheren Fallzahl ein signifikantes Ergebnis
zeigen lassen.

Durch die gewahlte Auswertungsmethode kdnnten Ungenauigkeiten entstanden
sein, da das Auszahlen der Vakuolen mihsam und mitunter tagesformabh&ngig
ist. Andere Forschergruppen werteten die Versuche mit 3T3-L1-Zellen

149, 150

beispielsweise mittels photometrischer Messung (bei 520-540nm) oder

per ELISA mit einem Triglycerid Essay Kit (z.B. ,AdipoRed assay*) **° aus.

In zukunftigen Studien zum gleichen Thema sollten bei in vivo-Versuchen
mdglichst mehr Tiere verwendet werden als bei den vorliegenden
Experimenten, um durch die héhere Fallzahl aussagekraftigere Ergebnisse
erzielen zu kénnen. Auch sollten die Tiere moglichst gnotobiotischer Herkunft
sein und sowohl mit einer Standard- als auch einer High-Fat-Diat gefittert
werden, dhnlich wie bei Chen et al. **°. Eine Kreuzfiitterung ist denkbar, um die
Ausbeute an Stoffwechselprodukten zu erhéhen. Dartber hinaus konnte der
Fazes der Tiere auf Stoffwechselprodukte hin untersucht werden, um
Ruckschlisse auf die Mechanismen der Stoffwechselbeeinflussung ziehen zu

kénnen.
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Bei in vitro-Versuchen zu dieser Fragestellung kénnte die direkte Inkubation von
3T3-L1-Zellen mit B. adolescentis gewagt werden, ohne zuvor Uberstande
herzustellen, damit die Zellen mit frischem, unverbrauchtem Medium
ausdifferenzieren kdnnen.

In diesem Experiment hat es sich bewahrt, dem Medium die Supplemente
Insulin, DEXA und IBMX zuzufligen, deshalb sollte daran nichts geéandert
werden, jedoch kann der Versuchsarm ohne die genannten Supplemente
wahrscheinlich weggelassen werden.

In zukunftigen Studien konnte fur die Quantifizierung der ausdifferenzierten

Zellen z.B. die photometrische Messung herangezogen werden.
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5. Zusammenfassung

Die Beziehung zwischen Darmflora und Korpergewicht beschéftigt Forscher
weltweit. Spatestens seit der Entschlisselung des Mikrobioms herrscht die
Gewissheit, dass die Darmflora entscheidenden Einfluss auf den menschlichen
Stoffwechsel nimmt. Inzwischen konnte man einige Mechanismen identifizieren,
Uber die die Darmflora Fettaufnahme und -speicherung im Korper beeinflusst.
Dabei hat man gesehen, dass einige Bakterienarten zu einer
Gewichtszunahme, und andere Bakterienarten zur Gewichtsabnahme im Wirt
fuhren konnen. Teilweise finden sich diese unterschiedlichen Effekte bei
verschiedenen Subgruppen der gleichen Bakterienart. In manchen Studien
konnten auch durch die Kombination von unterschiedlichen Bakterienarten
grol3ere Effekte aufgezeigt werden, als mit einzelnen Spezies.

Zu einer Gewichtszunahme kénnen beispielsweise Bakterien beitragen, die die
fur den Menschen unverdaulichen Polysaccharide fermentieren und zu
kurzkettigen Fetten umbauen, so dass sie vom Darm aufgenommen werden
konnen. Die entstandenen kurzkettigen Fette konnen spater am Stoffwechsel
teilnehmen.

Andere Bakterien sind in der Lage, die Permeabilitit der Darmwand zu
verandern, so dass sie unter anderem fur LPS durchlassiger wird. So wird im
Korper eine Low grade inflammation ausgeldst, die mit Adipositas assoziiert ist.
Dartber hinaus wurden Proteine entdeckt, deren Expression durch die
Darmflora verandert werden kann, und die in der Lage sind, den
Fettstoffwechsel zu beeinflussen. Eines dieser Proteine ist der Fiaf-Rezeptor,

dessen Expression durch die Anwesenheit der Darmflora gehemmt wird.

In der Fragestellung um die Beeinflussung des Wirtsfettstoffwechsels in vivo
und in vitro durch Probiotika, genauer durch das Probiotikum B. adolescentis,
wurden fur diese Dissertation Experimente an C57 BL/6-Mausen und 3T3-L1-
Zellen durchgeflnhrt.

Um herauszufinden, ob sich der Fettstoffwechsel von C57 BL/6-M&usen durch
Supplementierung mit dem Probiotikum B. adolescentis verdndert, wurden zwei

Gruppen a 5 Mause gebildet. In einer der Gruppen wurde das Trinkwasser mit
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B. adolescentis angereichert, in der anderen, der Kontrollgruppe, nicht. Am
Ende des Versuchs war die Gewichtszunahme der Mause der B. adolescentis-
Gruppe zwar grolRer als in der Vergleichsgruppe, jedoch nicht signifikant. Das
Verhaltnis von Bauchfett zu Korpergewicht war bei den Mausen mit B.
adolescentis tendenziell hoher als bei der Kontrollgruppe. Im Serum zeigte sich
eine signifikante Erh6hung des Insulinspiegels bei B. adolescentis-Mausen, was
ein Hinweis auf eine entwickelte Insulinresistenz ist. Bei den anderen
ermittelten Blutwerten waren keine signifikanten Unterschiede messbar
(Blutzucker, Triglyceride, Cholesterin und FFA). Der Cholesteringehalt in der
Leber war nicht signifikant unterschiedlich zwischen den beiden Gruppen, und
auch die Expression des Rezeptors Fiaf in der Dunndarmwand der Tiere wurde
nicht signifikant unterschiedlich exprimiert.

3T3-L1-Zellen wurden mit Uberstanden von Mode K-Zellen stimuliert, die zuvor
mit B. adolescentis in unterschiedlicher MOI inkubiert wurden. Dabei zeigte sich
die Tendenz, dass 3T3-L1-Zellen mit Uberstanden aus hoherer B. adolescentis-
MOI und mit den Supplementen Insulin, DEXA und IBMX besser
ausdifferenzierten.

In beiden Versuchsarmen zeigte sich nur wenig bis keine Signifikanz. Sowohl
bei den Versuchen mit Mausen als auch mit Zellen kann die Ursache hierfir in
der geringen Fallzahl liegen (Mause n=5, Zellen n=2). In der Literatur wurden
oftmals signifikante Ergebnisse bei Tierversuchen erzielt, als mit
gnotobiotischen Tieren gearbeitet wurde und in denen die Tiere mit einer High
Fat-Diat gefuttert wurden. 3T3-L1-Zellen hatten womoglich auch direkt mit den
Bifidobakterien inkubiert werden kénnen. Der Umweg Uber die Herstellung von
Uberstanden durch Inkubation mit Mode K-Zellen fiihrte eventuell dazu, dass
das Medium teilweise schon verbraucht war oder zu wenig Nahrstoffe und zu
viele Stoffwechselabfallprodukte enthielt. Zudem birgt die angewandte
Auswertungsmethode (Auszéhlen der fotografierten Zellen) mdogliche
Fehlerquellen. Ein genaueres Ergebnis ware durch andere
Auswertungsmethoden, wie zum Beispiel die photometrische Messung, méglich

gewesen.
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Fur Veranderungen in der Zusammensetzung der Darmflora spielen viele
Einflussfaktoren wie zum Beispiel Umwelt, Genetik, Erndhrung und Alter eine
grol3e Rolle. Die Ergebnisse vieler bisheriger Studien lassen vermuten, dass es
eine Adipositas-assoziierte Darmflora gibt, und dass sie durch probiotische oder
préabiotische Nahrungserganzung moduliert werden kann. Da der Gebrauch von
Probiotika fur die Behandlung von Adipositas sehr komplex ist, sollten
zuklnftige Studien sich sowohl mit der effektiven Dosis der benutzten
Probiotika als auch der Behandlung am Menschen befassen. Ein Grolteil der
bisher durchgefihrten Experimente fand an Tieren statt. Es sollte Uberpruft
werden, ob die Ergebnisse sich auch auf den Menschen Ubertragen lassen.
DarUber hinaus sollten die Studien Uber lange Zeit durchgefuhrt werden, um
auch die Langzeiteffekte beobachten zu kénnen.

Um nicht nur Patienten mit Adipositas, sondern auch untergewichtige Patienten
behandeln zu kénnen, sollten auch Probiotika, die gewichtssteigernde Effekte

haben, untersucht werden.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die durchgefuhrten Interventionen keinen
relevanten Einfluss auf den Stoffwechsel in vivo oder in vitro haben. Weitere
Studien zu diesem Thema kdnnten unser Verstandnis tUber die Physiologie und
Pathophysiologie des Mikrobioms steigern und somit den Weg fiur die
Behandlung der Adipositas und damit assoziierten Erkrankungen ebnen.
Moglicherweise sollten die Leitlinien Uber Adipositasbehandlung in naher
Zukunft um die Probiotika- oder Prébiotikaeinnahme erweitert werden, da dieser
Therapieansatz eine nebenwirkungsarme Alternative zur bisherigen
medikamentdsen oder chirurgischen Therapie bieten wirde.

Die Hauptursachen fiir erhéhte Fettspeicherung, aus der Ubergewicht und
Adipositas folgen, bleiben jedoch weiterhin Gberhéhtes Nahrungsangebot und
Bewegungsarmut. Deshalb wird die Basistherapie der Adipositas weiterhin aus
Ernahrungsumstellung und korperlichem Training sowie Verhaltensmodifikation

bestehen.
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