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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Metabolische Syndrom

Die Pravalenz von Ubergewicht und Fettleibigkeit nimmt weltweit stetig zu. Eine aktuelle
Studie, die die Veranderungen des body-mass index (BMI) von 1945 bis 2014 in 200 Lan-
dern erfasste, zeigte, dass mittlerweile weltweit bereits mehr tibergewichtige, als unterge-
wichtige Menschen leben. Demnach lebten im Jahr 2014 rund 266 Millionen Ubergewich-
tige Manner und etwa 375 Millionen Ubergewichtige Frauen weltweit (Collaboration 2016).
Dieser dramatische Anstieg geht ebenfalls mit einem Anstieg der Pravalenz des soge-
nannten Metabolischen Syndroms einher (Eckel et al. 2005). Das Metabolische Syndrom
ist dabei im Wesentlichen gekennzeichnet durch das parallele Auftreten der folgenden
vier Faktoren: gestodrte Glukosetoleranz, als Folge einer Insulinresistenz, abdominelle
Fettleibigkeit, arterieller Hypertonus sowie Dyslipidamie (Eckel et al. 2005). Damit stellen
das Metabolische Syndrom und die mit dem Metabolischem Syndrom verbundenen Fak-
toren ebenfalls Risikofaktoren fir die Entwicklung von kardiovaskuldren Erkrankungen,
wie beispielsweise Myokardinfarkt und Schlaganfall dar (Grundy et al. 2004, Han und
Lean 2016, Isomaa et al. 2001, Lakka et al. 2002). Daher wird das metabolische Syndrom
auch als sogenanntes ,tédliches Quartett” (Kaplan 1989) bezeichnet. Somit wird deutlich,
weshalb dringend neue Behandlungsstrategien im Kampf gegen Ubergewicht und dem
daraus resultierenden Metabolischen Syndrom bendgtigt werden.

1.2 Das braune Fettgewebe

Braunes Fettgewebe (brown adipose tissue; BAT) dient der zitterfreien Thermogenese in
Saugetieren (Cannon und Nedergaard 2004) und fungiert damit, im Gegensatz zum wei-
Ren Fettgewebe, nicht einzig als Depot zur Speicherung von Energie, sondern nutzt die in
Form von Lipiden gespeicherte Energie direkt zur Produktion von Warme. Dieser Prozess,
welcher der Aufrechterhaltung der Kérpertemperatur wahrend eines anhaltenden Kélterei-
zes dient, wird als zitterfreie Thermogenese bezeichnet. Dabei sind braune Adipozyten,
im Gegensatz zu weil3en Adipozyten, durch eine hohe Dichte von Mitochondrien gekenn-
zeichnet (Bartelt und Heeren 2014). Die in den Mitochondrien enthaltenen Cytochrome
und das wiederum in ihnen gebundene Eisen sorgen dabei fir den typischen braunen
Phanotyp des braunen Fettgewebes (Lullmann-Rauch 2009). An der inneren Mitochondri-
enmembran der braunen Adipozyten ist das uncoupling protein 1 (UCP1) lokalisiert.
UCP1, welches laut Bouillaud et al. (2016) erstmals im Jahre 1976 beschrieben wurde
(Ricquier und Kader 1976), ist das entscheidende Protein der zitterfreien Thermogenese.
Es entkoppelt den Elektronentransport der Atmungskette von der Adenosintriphosphat
(ATP) Produktion, indem es den durch den Elektronentransport aufgebauten Protonen-

gradienten aufhebt (Betz und Enerback 2011). Die dadurch frei werdende Energie wird
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dann in Form von Warme Uber den Blutkreislauf an den gesamten Organismus abgege-
ben (Bartelt und Heeren 2014).

1.2.1 Die Morphologie und Physiologie des braunen Fettgewebes

Die zellulare Morphologie des braunen im Vergleich zum weil3en Fettgewebe ist in Abbil-
dung 1-1 dargestellt. WeilRes Fettgewebe besteht aus univakuolaren Adipozyten, welche
einen grof3en Lipidtropfen beinhalten, der den kompletten Adipozyten ausfillt und dabei
den Zellkern géanzlich an den Rand der Zellmembran verdréngt, was in der typischen Sie-
gelringform des weil3en Adipozyten resultiert (LUllmann-Rauch 2009). Braunes Fettgewe-
be hingegen besteht aus plurivakuoléaren braunen Adipozyten, die zahlreiche Kkleine Lipid-

tropfen beinhalten.

Abbildung 1-1: Elektronenmikroskopische Darstellung der Morphologie von weif3en und braunen Adi-
pozyten

(a) Weilze Adipozyten sind univakuolar und bestehen somit aus groRen unilobuléren Lipdtropfen. (b) Braune
Adipozyten werden charakterisiert durch ihr plurivakuolares Erscheinen und zahlreiche multilobuléare Lipidtrop-
fen. WeiRer Balken = 50 um. Abbildung wurde adaptiert nach Bartelt und Heeren (2014).

Zudem ist das braune Fettgewebe besonders gut vaskularisiert, was zum einen auf den
hohen Sauerstoffverbrauch zurtickzufiihren ist und zum anderen die Abgabe der vom
BAT produzierten Warme an den Organismus ermoglicht (Bartelt und Heeren 2012, Betz
und Enerbé&ck 2011). Das braune Fettgewebe ist zusatzlich durch zahlreiche noradrener-
ge Fasern innerviert, welche fir die Aktivierung des braunen Fettgewebes essentiell sind.
Die Aktivierung des braunen Fettgewebes erfolgt iiber G.-Protein gekoppelte B3-
adrenerge Rezeptoren, welche auf den braunen Adipozyten lokalisiert sind (Cannon und
Nedergaard 2004). Kommt es zu einem Kaltereiz, beispielsweise in Neugeborenen im
Zuge der Geburt, fuhrt dieser Reiz zu einer Aktivierung des sympathischen Nervensys-
tems und zur Freisetzung von Noradrenalin, das wiederum an die p3-adrenergen Rezep-
toren des braunen Fettgewebes bindet und diese aktiviert. Dies resultiert in einer Aktivie-
rung der Adenylatzyklase und fihrt somit zu einer vermehrten Umwandlung von ATP in
CcAMP. Die erhohte Konzentration von cAMP wiederum aktiviert die Proteinkinase A
(PKA). PKA phosphoryliert im Folgenden unter anderem die Hormonsensitive Lipase
(HSL), die daraufhin die Lipolyse der in den Lipidtropfen des braunen Fettgewebes ge-
speicherten Triglyzeride aktiviert (Egan et al. 1992, Holm et al. 1988, Stralfors und
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Belfrage 1983). Die auf diese Weise frei werdenden Fettsduren dienen dann einerseits in
Form von Acetyl-CoA als Substrat fur die zitterfreie Thermogenese und fihren anderer-
seits direkt zu einer Aktivierung von UCP1 (Cannon und Nedergaard 2004). PKA fuhrt
ebenfalls zur Aktivierung von p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK). MAPK phos-
phoryliert den activating transcription factor 2 (ATF-2), welcher daraufhin an das cAMP-
responsive element (CRE) bindet und somit die Transkription von Ucpl und peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator l-alpha (Pgcla) aktiviert (Cao et al.
2004). PGCla reguliert die Biogenese der Mitochondrien und fihrt wiederum zu einer
Induktion der Expression von Ucpl (Bartelt und Heeren 2014, Cao et al. 2004, Puigserver
et al. 1998). Der UCP1 Promoter verfiigt zudem Uber eine Bindungsstelle flr den Thyroid-
Hormon Rezeptor (Cassard-Doulcier et al. 1994). Im braunen Fettgewebe konnte eben-
falls die Expression von type 2 iodothyronine deiodinase (Dio2) nachgewiesen werden
(Bianco und Silva 1987, de Jesus et al. 2001, Leonard et al. 1983, Silva und Larsen
1983). Dieses Enzym katalysiert die Umwandlung von inaktivem Thyroxin (T,) in seine
aktive Form Triiod-L-thyronin (T3), was in einer Aktivierung von Thyroid-Hormon Rezepto-
ren und in einer erhéhten Expression von Ucpl im braunen Fettgewebe resultiert (Bartelt
und Heeren 2014). Die Aktivierung von DIO2 erfolgt dabei Uber die Phosphorylierung von
CAMP-response element binding protein (CREB) durch die MAPK und wird damit eben-
falls Uber die Bs-adrenergen Rezeptoren des braunen Fettgewebes reguliert (Martinez-
deMena und Obregon 2005). Die Aktivierung des braunen Fettgewebes fuhrt aul3erdem
zu einer erhéhten Expression des Enzyms elongation of very long chain fatty acids 3, kurz
ElovI3 (Tvrdik et al. 1997). ELOVL3 verlangert gesattigte und ungesattigte Fettsdauren ab
einer Lange von 24 C-Atomen (Oh et al. 1997). Dabei scheint ELOVL3 vor allem fur die
Lipidakkumulation in der frihen Phase der Differenzierung des braunen Fettgewebes
nach Kalteaktivierung von Bedeutung zu sein (Westerberg et al. 2006). Fettsauren mit
einer maximalen Lange von 16 C-Atomen werden hingegen durch die fatty acid synthase
(FASN) verlangert (Zadravec et al. 2010).

1.2.2 Das browning von weil3em Fettgewebe

Nach Aktivierung des braunen Fettgewebes lasst sich die typische Morphologie von brau-
nen Adipozyten teilweise ebenfalls in weiRen Fettgewebedepots nachweisen (siehe Ab-
bildung 1-2). In diesem Zusammenhang wird von beigen Adipozyten und vom sogenann-
ten browning gesprochen (Nedergaard und Cannon 2014). Dabei sind beige Adipozyten
nicht nur morphologisch dem braunen Fettgewebe sehr &hnlich, sondern weisen ebenfalls
funktionelle Gemeinsamkeiten auf, denn sie exprimieren das eigentlich fur braune Adi-
pozyten spezifische Transmembranprotein UCP1. Der Prozess des brownings konnte,
laut Nedergaard und Cannon (2014), erstmals 1984 von Young et al. in BALB/c-Mausen

nach Kalteaktivierung des braunen Fettgewebes beobachtet werden (Young et al. 1984).
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Abbildung 1-2: Elektronenmikroskopische Darstellung der Morphologie des beigen Fettgewebes

(a) Die Morphologie des beigen Fettgewebes ist durch das vereinzelte Auftreten von Adipozyten des pluriva-
kuoléren Typs gekennzeichnet. (b) Detailaufnahme eines beigen Adipozyten mit angrenzenden weiRen Adi-
pozyten. Sichtbar sind kleine multilokulare Lipidtropfen (LD) sowie zahlreiche Mitochondrien (M). WeiRe Bal-
ken: (@) = 50 um; (b) = 5 um. Die Abbildung wurde adaptiert nach Bartelt und Heeren (2014).

AulRerdem lie3 sich laut Cannon und Nedergaard (2014) in verschiedenen Studien nach-
weisen, dass die Aktivierung des beigen Fettgewebes, ebenso wie die des klassischen
braunen Fettgewebes, Uber noradrenerge Nervenfasern des sympathischen Nervensys-
tems vermittelt wird (Cousin et al. 1992, Ghorbani et al. 1997, Ghorbani und Himms-
Hagen 1997). Dies ist insofern bemerkenswert, als das gezeigt werden konnte, dass sich
braune und weil3e Adipozyten aus unterschiedlichen Vorlauferzellen entwickeln. So
stammen die klassischen braunen Adipozyten von Vorlauferzellen ab, die die Transkripti-
onsfaktoren myogenic factor 3 (MyoD), Myogenin und myogenic factor 5 (Myf5) exprimie-
ren, welche eigentlich klassische Muskelzelltranskriptionsfaktoren darstellen (Timmons et
al. 2007). WeilRe Adipozyten und somit ebenfalls beige Adipozyten stammen dagegen von
Myf5 negativen Vorlauferzellen ab (Seale et al. 2008). Dabei konnten Seale et al. (2008)
zeigen, dass PR domain containing 16 (PRDM16) der entscheidende Faktor ist, der de-
terminiert, ob sich aus Vorlauferzellen braune Adipozyten oder Muskelzellen entwickeln.
Zusatzlich konnten Seale et al. (2011) zeigen, dass PRDM16 ebenfalls in subkutanen
weif3en bzw. beigen Adipozyten exprimiert wird und dort als entscheidender Mediator der
zitterfreien Thermogenese fungiert. Dabei ist noch nicht abschlieRend geklart, ob beige
Adipozyten via Transdifferenzierung aus weil3en Adipozyten entstehen, ob sie aus spezi-
fischen Vorlauferzellen entstehen, oder beide Prozesse nebeneinander vorliegen (Harms
und Seale 2013). Dabei beschreiben Harms und Seale (2013) verschiedene Studien, die
zeigen, dass sich kleine multivakuolare beige Adipozyten direkt aus univakuolaren weil3en
Adipozyten entwickeln kdnnen (Himms-Hagen et al. 2000, Vitali et al. 2012). Eine Studie
von Wang et al. (2013) hingegen zeigt, dass sich beige Adipozyten nicht direkt durch
Transformation aus weil3en Adipozyten differenzieren, sondern sich aus entsprechenden
Vorlauferzellen entwickeln. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass sich die Vorlau-
fer von beigen und weil3en Adipozyten unterscheiden. Zudem konnten Wang et al. (2013)
demonstrieren, das ein bestimmtes, neu entdecktes Hormon namens lIrisin, das browning

von weilRen Fettgewebe stimuliert. Dabei kommt es durch sportliche Aktivitat zu einer

4
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vermehrten Expression des Transkriptionsfaktors Pgc1a (Handschin und Spiegelman
2008). Pgcla wiederum stimuliert die Expression von fibronectin type Il domain-
containing protein 5 (Fndc5), einem Vorlauferprotein, aus dem durch proteolytische Spal-
tung das Hormon Irisin entsteht, welches anschlie3end von der Muskelzelle aus in den
Blutkreislauf sezerniert wird (Bostrom et al. 2012). Es konnte zudem gezeigt werden, dass
auch natriuretische Peptide, wie beispielweise das atriale natriuretische Peptid (ANP) die
Differenzierung von beigen Adipozyten im weiRen Fettgewebe aktivieren kénnen
(Bordicchia et al. 2012). Diese Erkenntnisse zeigen, dass sich das browning im weil3en
Fettgewebe nicht alleinig durch die Aktivierung Bs-adrenerger Rezeptoren induzieren
lasst, was die Entwicklung weiterer pharmakologischer Wirkstoffe zur Aktivierung des

browning von weil3en Fettdepots im Menschen vorantreiben konnte.

1.2.3 Die Aktivierung des braunen Fettgewebes als Therapieoption fur die
Behandlung des metabolischen Syndroms

In verschiedenen Versuchsstudien mit Mausen und Ratten fihrt die Aktivierung des brau-
nen Fettgewebes zu reduzierten Plasmatriglyzeridwerten (Bartelt et al. 2011), schiitzt vor
der Entwicklung von Atherosklerose, durch eine Reduktion der Plasmacholesterinwerte
(Berbee et al. 2015) und reguliert ebenfalls den Glukosestoffwechsel, durch eine Erho-
hung der Insulinsensitivitat (Cawthorne 1989, Stanford et al. 2013).

Jahrelang wurde allerdings davon ausgegangen, dass braunes Fettgewebe ausschliellich
in kleinen Nagetieren, Winterschlafern und Sauglingen in signifikantem Ausmal3 vorhan-
den ist. Nun konnten verschiedene Studien vor einigen Jahren, mithilfe der Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) kombiniert mit einer Computertomographie (CT) und der
Gabe von '°F-Flourdesoxyglukose, ebenfalls funktionelles braunes Fettgewebe in Er-
wachsenen Menschen nachweisen (Cypess et al. 2009, Nedergaard et al. 2007, Saito et
al. 2009, van Marken Lichtenbelt et al. 2009, Virtanen et al. 2009). Dabei konnte laut
Nedergaard et al. (2007) bereits in den 1990iger Jahren die symmetrische Aufnahme von
®F_Flourdesoxyglukose (**F-FDG) im Nacken- und Schulterbereich von Patienten, die
mittels ®F-FDG PET untersucht wurden, nachgewiesen werden. Allerdings gingen Wis-
senschaftler damals davon aus, dass es sich bei der Aufnahme von ®*F-FDG in diesen
Bereichen, am ehesten um Artefakte durch Muskelaktivitdt handelte (Barrington und
Maisey 1996, Engel et al. 1996). Durch die Kombination des ‘®F-FDG PET mit CT-
Aufnahmen liel3 sich darauf schlieRen, dass es sich bei dem Gewebe nicht um Muskel-,
sondern Fettgewebe handelte (Nedergaard et al. 2007). Braunes Fettgewebe im Men-
schen ist hauptsachlich im Nacken und in Bereichen oberhalb der Klavikula lokalisiert
(Nedergaard et al. 2007). Es konnte allerdings wie in dem Review von Nedergaard et al.
(2007) beschrieben, zusatzlich braunes Fettgewebe in paravertebralen, mediastinalen

sowie in Bereichen der Herzspitze nachgewiesen werden (Truong et al. 2004). In einer
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Studie von Cypess et al. (2009), in der **F-FDG PET-CT Aufnahmen von insgesamt 1972
Patienten, die aus unterschiedlichen diagnostischen Griinden untersucht wurden, konnte
in nur 76 von 1013 Frauen und 30 von 959 Manner braunes Fettgewebe nachgewiesen
werden. Zudem war der Nachweis von braunem Fettgewebe invers mit dem Alter der
Probanden, der zum Untersuchungszeitpunkt herrschenden Umgebungstemperatur und
der Einnahme von -Blockern sowie in alteren Probanden ebenfalls mit dem BMI, korre-
liert (Cypess et al. 2009). In einer Studie von van Marken Lichtenbelt et al. (2009), die
speziell fur die Detektion von braunem Fettgewebe konzipiert wurde, konnte in 23 von 24
gesunden Mannern im Alter von 18 bis 30 Jahren nach milder Kéaltesexposition bei 16 °C
braunes Fettgewebe nachgewiesen werden. Dabei war die Aktivitat des BAT in den Pro-
banden mit einem BMI < 25 signifikant héher, als in den Ubergewichtigen Probanden mit
einem BMI > 25 (van Marken Lichtenbelt et al. 2009). In einer Studie aus dem Jahr 2011
wurden zusétzlich zum ®F-FDG PET-CT auch Biopsien von supraklavikularem sowie
subkutanem Fettgewebe als Kontrolle der Studienteilnehmer histologisch und auf die Ge-
nexpression verschiedener Marker der Braunfettaktivierung untersucht (Lee et al. 2011).
Dabei war mittels ®F-FDG PET-CT nur in drei von 17 Probanden braunes Fettgewebe
nachweisbar. Die histologische Untersuchung dieser Proben ergab den Nachweis multilo-
bularer Lipidtropfen und die Genexpressionsanalysen ergaben eine signifikant erhohte
Ucpl Expression im jeweiligen Vergleich zu den Kontrollbiopsien des subkutanen Fettge-
webes. Die Biopsien der Probanden mit einem negativem ®F-FDG PET-CT ergaben his-
tologisch ein Mischbild mit einzelnen Adipozyten, welche Depots von multilobuléaren Lipid-
tropfen enthielten. Dies entspricht eher der Morphologie des beigen Fettgewebes (siehe
auch Abbildung 1-2). Immunhistochemisch liel3 sich in 13 von 14 Probanden UCP1 in den
entsprechenden Depots nachweisen. In allen 14 Probanden mit einem negativem *°F-
FDG PET-CT war die Genexpression von Ucpl in den Biopsien aus supraklavikularem
Fettgewebe hoher als in den Kontrollbiopsien (Lee et al. 2011). Diese Ergebnisse passen
ebenfalls zu einer Studie von Wu et al. (2012b), in der Biopsien des BAT aus erwachse-
nen Probanden anhand ihres Genexpressionsprofils untersucht wurden. Dabei konnte
gezeigt werden, dass das in den Probanden entdeckte BAT, sowohl immunhistochemisch,
als auch auf Genexpressionsebene, eher dem murinen beigen Fettgewebe ahnelt, als
dem klassischen braunen Fettgewebe (Wu et al. 2012a). Eine Studie mit Patienten, die an
einem Phaochromozytom, einem Tumor des Nebennierenmarks, der grol3e Mengen Ka-
techolamine produziert, erkrankt waren, ergab, dass die Aktivitdt des BAT, quantifiziert
mittels '®*F-FDG PET-CT, signifikant héher in Patienten mit erhéhten Metanephrin-
Konzentrationen (Abbauprodukte der Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin) im
Plasma war (Wang et al. 2011). Zudem waren die erhdhte Aktivitdt des BAT bzw. die er-

hohten Metanephrin-Konzentrationen im Plasma invers mit der abdominellen Fettmenge
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korreliert. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Aktivitdt des braunen Fettgewebes durch
erhOhte Katecholamin-Konzentrationen im Menschen gesteigert werden kann. Virtanen et
al. (2009) kalkulierten anhand der Aufnahme von Glukose und freien Fettsduren in einem
ihrer Probanden, dass die Aktivierung des braunen Fettgewebes innerhalb eines Jahres
zu einem Verbrauch von 4,1 kg Fettgewebe fuhren wirde. In der Studie von Cypess et al.
(2009) konnte in einem Probanden rund 170 g braunes Fettgewebe nachgewiesen wer-
den. Diese Menge entspricht einem téglichen Energieverbrauch von rund 200 kcal, was
wiederum etwa 30 mg/dl Plasmatriglyzeriden entspricht (Bartelt et al. 2012).

Vor allem die pharmakologische Aktivierung des braunen Fettgewebes kdnnte als Thera-
pieoption fir die Behandlung des metabolischen Syndroms eine wichtige Bedeutung er-
langen. Betz und Enerback (2011) beschreiben, dass in Versuchen mit Nagetieren vor
allem B3-adrenerge Rezeptoragonisten, wie beispielsweise CL316,243 zu einer Aktivie-
rung des braunen Fettgewebes gefiihrt haben (Himms-Hagen et al. 2000, Nagase et al.
1996). In einer aktuellen Studie von Cypess et al. (2015) konnte gezeigt werden, dass die
Gabe des p3-adrenergen Rezeptoragonisten Mirabegron bei 12 gesunden, méannlichen
Probanden, bei denen vorab bereits der Nachweis von braunem Fettgewebe gelungen
war, zu einer erhohten Aktivitat des BAT im ‘®F-FDG PET-CT filhrte. Dabei kam es bei
den Probanden im Durchschnitt zu einem zusatzlichen Energieverbrauch von rund
200 kcal pro Tag. Im Gegensatz dazu konnte eine Studie aus dem Jahr 2007 mit 56
mannlichen und weiblichen, tibergewichtigen Probanden (BMI 33.9 + 2.1 kg/m?) keinen
Effekt auf den Energiemetabolismus nach der Gabe des B3-adrenergen Rezeptoragonis-
ten TAK-677 nachweisen (Redman et al. 2007). Somit hat die Aktivierung des braunen
Fettgewebes als Therapieoption fur die Behandlung des metabolischen Syndroms durch-
aus Potenzial, allerdings sind weitere Untersuchungen nétig, um letztlich ein abgeschlos-

senes Therapiekonzept zu entwickeln.

1.3 Das intestinale Mikrobiom

Das intestinale Mikrobiom ist als die Gesamtheit der Gene aller in unserem Darm leben-
der Mikroorganismen definiert. Der menschliche Darm ist insgesamt von rund 10** Mikro-
organismen kolonisiert (Imajo et al. 2014), hauptsachlich Bakterien, aber auch Viren, Pro-
tozoen, Pilze und Archaeen (Sommer und Backhed 2013). Laut Sommer und Béackhed
(2013) wird der Gastrointestinaltrakt insgesamt von rund 500-1000 verschiedenen Spe-
zies besiedelt. Diese Spezies lassen sich nur ca. 7 verschiedenen Phyla zuordnen, wobei
die meisten Bakterienspezies sich den Phyla der Firmicutes und Bacteriodetes zuordnen
lassen, gefolgt von Proteobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Fusobacteria und
Cyanobacteria (Human Microbiome Project 2012, Qin et al. 2010). Das intestinale Mikro-

biom enthélt insgesamt rund 150-mal mehr Gene, als das gesamte menschliche Genom
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(Qin et al. 2010). Dies macht deutlich, welch ein grol3es Potenzial fur Interaktionen mit
dem Wirt im intestinalen Mikrobiom steckt.

Die Kolonisation des menschlichen Koérpers beginnt wéahrend der Geburt, wobei die Kom-
position des Mikrobioms im Laufe des Lebens groRen Schwankungen ausgesetzt ist
(Sommer und Backhed 2013). Zudem beschreiben Sommer und Béckhed (2013) in ihrem
Review die vielfaltigen Eigenschaften des Darmmikrobioms wie folgt: das intestinale Mik-
robiom ermoglicht die Resorption von ansonsten unverdaulichen Kohlenhydraten, produ-
ziert fir den Menschen essenzielle Vitamine (bspw. Menachinon bzw. Vitamin K2 (Dairi
2012)), beeinflusst die Integritat des intestinalen Epithels, moduliert das Immunsystem
und schiitzt vor opportunistisch-pathogenen Erregern (Smith et al. 2007). Auf die einzel-
nen Funktionen und metabolischen Interaktionen des intestinalen Mikrobioms wird im fol-

genden Abschnitt naher eingegangen.

1.3.1 Die Bedeutung des intestinalen Mikrobioms fir den murinen und

humanen Metabolismus

Wichtigstes Substrat der Bakterien des intestinalen Mikrobioms sind die fir den Men-
schen unverdaulichen Kohlenhydrate, die beispielsweise in Form von Ballaststoffen tber
die Nahrung aufgenommen werden (Woting und Blaut 2016). Diese werden vom intestina-
len Mikrobiom in Monosaccharide und sogenannte short-chain fatty acids (SCFA) umge-
wandelt, wozu Acetat, Butyrat, Propionat etc. zahlen. SCFA kénnen anschlieRend vom
Menschen resorbiert und weiter verstoffwechselt werden und somit als Energiequelle fr
den Wirt zur Verfigung stehen (Woting und Blaut 2016). Dabei konnte eine Studie von
Turnbaugh et al. (2008) zeigen, dass Ubergewichtige, mit einer western type diet (WTD)
gefitterte Mause (Diet-induced obesity; DIO), ein intestinales Mikrobiom exprimieren,
dessen Metagenom mehr Gene fir die Prozessierung einfacher Zucker enthielt. Dies fiihr-
te zu einem signifikanten Anstieg von SCFA, wie bspw. Acetat und Butyrat, im Caecum
dieser Mause. Die Transplantation der caecalen Mikrobiota aus den DIO-Mausen flhrte
zu einer signifikant erhdhten Korperfettmasse in den Empfangerméausen, im Vergleich zu
Empféangerméusen, die caecale Mikrobiota aus normalgewichtigen M&usen erhielten
(Turnbaugh et al. 2008). Woting und Blaut (2016) beschreiben im Gegensatz dazu huma-
ne Studien, die zeigen, dass Diaten, die reich an Ballaststoffen sind, zwar zu einer erhdh-
ten Konzentration von SCFA in den Fazes der Probanden fuhren, aber gleichzeitig mit
einem geringeren Korpergewicht und einer geringeren Inzidenz fur die Entwicklung eines
Diabetes mellitus Typ 2 assoziiert sind (de Munter et al. 2007, InterAct 2015, Slavin
2005). Eine Studie in Ubergewichtigen Mausen konnte zeigen, dass die Supplementation
von Butyrat Uber die Diat zu einer erhdhten Insulinsensitivitdt sowie einer Aktivierung der
zitterfreien Thermogenese fihrt, welche am ehesten Uber den Transkriptionsfaktor

PGCla vermittelt wurde (Gao et al. 2009). Interessant in diesem Zusammenhang ist die
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Tatsache, dass SCFA nicht nur als Energiequelle dienen, sondern Uber die beiden G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren GPR41 und GPR43 ebenfalls als Signalmolekdle fungie-
ren (Brown et al. 2003, Kimura et al. 2013). Kimura et al. (2013) konnten in einer Studie
mit Gpr43 knockout Mausen zeigen, dass Gpr43 -/- Mause, im Vergleich zu Wildtyp-
Mausen (WT-Mausen), signifikant mehr Gewicht zunahmen und eine deutlich reduzierte
Glukosetoleranz bzw. erhohte Insulinresistenz aufwiesen. Eine humane Studie von
Schwiertz et al. (2010) konnte dagegen zudem einen Zusammenhang zwischen der Pro-
duktion von SCFA durch intestinale Mikrobiota und Ubergewicht belegen. Demnach war
die Konzentration von SCFA in den Fazesproben von Ubergewichtigen Probanden im
Durchschnitt um etwa 20% erhéht, wobei die Konzentration von Propionat sogar um 40%,
im Vergleich zu der normalgewichtigen Kontrollgruppe gesteigert war. Somit ist die Rolle
von SCFA als indirekter Modulator fir die Auswirkungen des intestinalen Mikrobioms auf
den Metabolismus bislang nicht abschlieBend geklart, sodass in Zukunft weitere Studien
zu diesem Thema notwendig sind.

Das Ubergewicht und somit ebenfalls die Entwicklung des Metabolischen Syndroms in
einem Zusammenhang mit dem intestinalen Mikrobiom stehen, zeigen zahlreiche humane
und murine Studien, die die Komposition des intestinalen Mikobioms in schlanken und
fettleibigen Mausen sowie Menschen untersuchten. So konnten Turnbaugh et al. (2009) in
einer Studie mit Uber- und normalgewichtigen Zwillingen zeigen, dass Ubergewicht zu
einer Reduktion des Anteils an Bacteroidetes sowie zu einer insgesamt geringen Diversi-
tat des intestinalen Mikrobioms fuhrte. Diese Ergebnisse reflektieren die Resultate einer
Studie von Ley et al. (2006), die ebenfalls eine signifikante Reduktion von Bacteroidetes
sowie einen begleitenden Anstieg von Firmicutes in Ubergewichtigen Probanden be-
schreiben. Durch diatetische Interventionen und den damit einhergehenden Gewichtsver-
lust liel? sich dieser Trend in den Probanden umkehren, sodass es im Laufe der Diat zu
einem Anstieg von Bakterien des Phylums Bacteroidetes und einer Reduktion von Bakte-
rien des Phylums Firmicutes kam. Eine weitere murine Studie von Turnbaugh et al. (2006)
konnte zeigen, dass der Caecum-Inhalt von Ubergewichtigen Mausen ein erhéhtes Ver-
haltnis von Firmicutes zu Bacteroidetes aufwies. Zudem wurde gezeigt, dass das Mikrobi-
om von Ubergewichtigen Mausen in der Lage war, mehr Energie aus der Diat zu resorbie-
ren und dem Wirt zur Verfigung zu stellen. Der Ubergewichtige Phanotyp der Tiere war
mittels Fazes-Transplantation auf germ-free Mause Ubertragbar. Eine Studie von Ridaura
et al. (2013), in der Fazes von Zwillingspaaren gesammelt wurde, bei denen ein Zwilling
normal- und der andere Ubergewichtig war, und anschlie3end in germ-free Mause trans-
plantierte wurde, bestatigte die Mdglichkeit einen adipdsen Phéanotyp einzig tber die
Transplantation von Fazes auf andere Mause zu Ubertragen. Insbesondere im Hinblick

auf die Moglichkeit Fazes-Transplantationen als Therapieoption fur die Behandlung von
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Ubergewicht und dem metabolischen Syndrom einzusetzen, ist es entscheidend zu erfor-
schen, ob unser intestinales Mikrobiom hauptsachlich durch exogene Faktoren, wie bei-
spielswiese die Diat beeinflusst wird, oder doch durch endogene, genetische Faktoren
determiniert wird. Eine aktuelle Studie von Carmody et al. (2015), zeigt, dass die Diat ei-
nen grof3eren Einfluss auf die Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms hat, als der
Genotyp des einzelnen Individuums, jedenfalls in M&ausen. Turnbaugh et al. (2009) konn-
ten den groRReren Einfluss exogener Faktoren auf die Komposition des intestinalen Mikro-
bioms in ihren Studien mit ein- und zweieiigen Zwillingen bestéatigen. So konnten keine
groReren Ahnlichkeiten in der Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms zwischen
ein- und zweieiigen Zwillingen detektiert werden, auch wenn sich durchaus familiére
Ubereinstimmungen nachweisen lieBen, waren die individuellen Schwankungen groR.
Eine weitere humane Studie, die zeigt, wie schnell didtetische Malinahmen das intestinale
Mikrobiom verandern, stammt von Lawrence et al. (2014). Hier wurde der Einfluss von
zwei unterschiedlichen Diaten auf die Diversitat des intestinalen Mikrobioms in insgesamt
elf Probanden untersucht. Alle elf Probanden bekamen jeweils fur finf aufeinander fol-
gende Tage eine Diat, die ausschlief3lich auf pflanzlichen Produkten basierte, und im An-
schluss eine rein auf tierischen Produkten basierende Diat. Bereits nach nur einem Tag
waren Unterschiede in der Komposition des intestinalen Mikrobioms messbar. Dabei kam
es bei den Probanden vor allem nach dem Konsum der tierischen Diat zu signifikanten
Veréanderungen, beispielsweise zu einem Anstieg von Mikroorganismen, die tolerant ge-
genuber Gallensduren waren (siehe auch Abschnitt 1.4.1) und zu einer Reduktion von
Bakterienspezies, die sich dem Phylum Firmicutes zuordnen lassen. Diese Ergebnisse
zeigen, wie schnell sich das intestinale Mikrobiom durch diatetische MalRnahmen veran-
dern lasst.

Im Fokus dieser Arbeit stehen die Interaktionen zwischen dem intestinalen Mikrobiom und
der thermogenen Aktivitdt des braunen Fettgewebes. Eine Studie von Mestdagh et al.
(2012) in germ-free und konventionellen Mausen zeigte, dass in Mausen ohne intestinales
Mikrobiom die Lipolyse im BAT und in der Leber erhdht war, wohingegen es zu einer Re-
duktion der Lipogenese in diesen Tieren kam. Somit scheint das intestinale Mikrobiom die
thermogene Aktivitdt des BAT zu beeinflussen und auch unabhéngig von diesem Effekt
eine Moglichkeit zu bieten, neue Therapieoptionen firr die Behandlung des metabolischen

Syndroms zu entwickeln.

1.4 Der Gallensaurestoffwechsel

Die Biosynthese der Gallensauren (BAs) erfolgt hauptséchlich in der Leber. Als Substrat
fur die Gallensaurebiosynthese dient Cholesterin. Die Umwandlung von Cholesterin in
Gallenséauren ist ein entscheidender Umwandlungsprozess im Katabolismus von Choles-

terin, da taglich etwa 500 mg Cholesterin in der Leber zu Gallensauren umgewandelt
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werden (Russell 2003, Thomas et al. 2008). Das Enzym Cholesterol 7a-hydroxylase
(CYP7AL) katalysiert den geschwindigskeitsbestimmenden Schritt des klassischen Gal-
lensaurebiosyntheseweges, wohingegen das Enzym Sterol 27-hydroxylase (CYP27A1)
den ersten Schritt im sogenannten alternativen Gallenséurebiosyntheseweg katalysiert
(Thomas et al. 2008). Dabei entstehen in der Leber zunéchst ausschlie3lich priméare Gal-
lensauren. Im Menschen sind Cholsédure (CA) und Chenodeoxycholsaure (CDCA) die
wichtigsten Vertreter der primaren Gallensauren (Thomas et al. 2008), wohingegen in
Mausen hauptséchlich CA und B-Muricholsdure (BMCA) synthetisiert werden (Russell
2003). Nahezu alle von der Leber produzierten Gallensaduren werden vor ihrer Exkretion
an Taurin (Uber 95% der BAs in Mausen) bzw. Glycin (Im Verhaltnis von 1 zu 3 im Men-
schen) konjugiert (Dawson und Karpen 2015, Thomas et al. 2008). Dabei kommt es durch
die Konjugation der BAs zu einer Erhéhung der Amphiphilie und Ld&slichkeit (Russell
2003). Mithilfe des Transporters bile salt export pump (BSEP) werden die Gallenséuren
anschlieend aktiv in die Gallengange abgegeben und zur Gallenblase transportiert
(Dawson et al. 2009, Stieger et al. 2007). Uber die Gallenblase erfolgt dann, nach Nah-
rungsaufnahme und Freisetzung von Cholezystokinin aus den endokrinen Zellen des Du-
odenums bzw. Jejunums, die Kontraktion der Gallenblase und somit die Freisetzung der
Gallenflussigkeit in das Duodenum (Hofmann 2009). Im Dunndarm erfiillen die Gallens&au-
ren dann ihre Aufgabe, indem sie durch ihre amphiphilen Eigenschaften die Aufnahme
von Lipiden sowie fettlgslichen Vitaminen (Vitamin A, K, E und D) erméglichen (de Aguiar
Vallim et al. 2013). Zusatzlich werden Gallensauren entlang des Gastrointestinaltrakts
durch das intestinale Mikrobiom dekonjugiert (siehe Abschnitt 1.4.1) und anschlie3end in
sekundare Gallensauren umgewandelt (Ridlon et al. 2006). Die weiterhin verbleibenden
konjugierten Gallensduren werden anschlielRend im Bereich des distalen lleums aktiv tber
den apical sodium dependent transporter (ASBT) riickresorbiert, wohingegen die unkon-
jugierten Gallensauren passiv riickresorbiert werden (Hofmann 2009). AnschlieRend wer-
den die Gallensauren Uber die Portalvene zuriick zur Leber transportiert und kénnen dort
erneut konjugiert und abermals mit der Galle freigesetzt werden. Dieser ,Recyclingpro-
zess® wird auch als enterohepatischer Kreislauf bezeichnet (Hofmann 2009). Es handelt
sich dabei um ein aulierst effektives System, da unter physiologischen Bedingungen nicht
mehr als 5% der Gallensduren mit den Fazes ausgeschieden werden (Dawson et al.
2009, de Aguiar Vallim et al. 2013). Die Regulation der Gallensdurebiosynthese erfolgt
Uber einen Feedback-Mechanismus. Wie in einem Review von Russell (2003) beschrie-
ben, fuhrt die Bindung von Gallensauren an den Farnesoid-X Rezeptor (FXR) zur Aktivie-
rung der Transkription des small heterodimer partner (SHP), welcher dann an den liver
receptor homologue-1 (LRH-1) bindet, was zur Inhibierung des Rezeptors fihrt, dessen

Aktivierung normalerweise in einer erhdhten Transkription des Enzyms CYP7A1 resultiert
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(Goodwin et al. 2000, Lu et al. 2000, Nitta et al. 1999). Einzelne, mogliche Interaktions-
wege zwischen Gallensauren, dem intestinalen Mikrobiom und dem Wirtsmetabolismus

werden im folgenden Abschnitt ndher erlautert.

1.4.1 Das bakterielle Enzym bile salt hydrolase: Interaktionen zwischen
Gallensauren und dem intestinalen Mikrobiom

Das bakterielle Enzym bile salt hydrolase (BSH) vermittelt einen Teil der Interaktionen
zwischen Gallenséuren, dem intestinalen Mikrobiom sowie dem Wirtsmetabolismus. Da-
bei ermdglicht die BSH die enzymatische Hydrolyse der N-Acyl Bindung, die die Gallen-
sauren mit den Aminosduren Taurin
bzw. Glycin konjugieren (Ridlon et al.
2006). Die BSH katalysiert den ersten
Schritt der Modifikation von Gallenséu-

OH OH

OH OH  OH OH
ren durch das intestinale Mikrobiom Konjugierte Gallenséuren
(Joyce et al. 2014a, Joyce et al. 2014b).

Nach der Dekonjugation der Gallensau-

BSH

/\/‘\
oo esto

Unkonjugierte Gallensduren

N

7a-Dehydroxylase

ren, kommt es im néachsten Schritt
durch die 7a-Dehydroxylase zur Abspal-
tung einer Hydroxylgruppe am C7-
Atom, welches zur Bildung von sekun-
daren Gallensauren fuhrt (Begley et al.
2005, Joyce et al. 2014b). Die Bakterien
scheinen von der Dekonjugation und
Generierung sekundarer Gallensauren
zu profitieren, da sie einerseits das frei- oH oH
gesetzte Taurin bzw. Glycin als Substrat

nutzen konnen (Ridlon et al. 2006) und OHCCS:E\ OHCCS:E\
andererseits aus Fermentationsprozes- Sekundére Gallensauren

sen entstandene Elektronen auf die Abbildung 1-3: Modifikation von Gallensauren durch
" .. N das intestinale Mikrobiom
Gallensauren ubertragen kénnen Gallensauren werden nach ihrer Synthese in der Leber

(Philipp 2011) Eine andere Theorie zunachst an Taurin bzw. Glycin konjugiert. Im Dinndarm

kommt es dann durch das bakterielle Enzym, die bile salt
welche ebenfalls in einem Review von hydrolase (BSH) zur Dekonjugation der Gallensauren. Im

Anschluss werden die Gallenséduren im Kolon durch die
Dawson und Karpen (2014) beschrie- 7a-Dehydroxylase dehydroxyliert, um sekundare Gallen-

sauren zu generieren. T = Taurin; G = Glycin. Abbildung in
ben wird, besagt, dass die Dekonjugati- Anlehnung an Joyce et al. (2014b).
on und somit die Expression der BSH, die Bakterien vor der toxischen Wirkung der Gal-
lenséauren schiitzt und ihnen damit einen Selektionsvorteil gegeniiber anderen Spezies,
die nicht Gber eine BSH-Aktivitat verfiigen, verleiht (Begley et al. 2005, Hofmann und

Eckmann 2006, Jones et al. 2008, Ridlon et al. 2006). Es gibt aber auch Studien, die die-

12



Einleitung

ser Hypothese widersprechen (Moser und Savage 2001), sodass bislang nicht abschlie-
Rend erforscht ist, welche Vorteile die Aktivitat der BSH den intestinalen Bakterien tat-
séachlich verleiht.

Die Dekonjugation der Gallensé&uren fuhrt zu einer verminderten Amphiphilie und somit zu
einer erhohten Hydrophobizitat, was die passive Resorption der unkonjugierten Gallen-
sauren entlang des intestinalen Trakts ermoglicht (Hofmann 2009, Ridlon et al. 2006). Fur
den menschlichen Organismus scheint die Akkumulation sekundarer Gallensduren nega-
tive Konsequenzen zu haben. So beschreiben Ridlon et al. (2006) in ihrem Review ver-
schiedene Studien die zeigen, dass vor allem erhdhte Konzentrationen der sekundaren
Gallensaure Desoxycholsdure (DCA) in Blut, Galle und Fazes mit einem erhéhten Risiko
fur das Auftreten von Kolonkarzinomen und einem erhéhten Risiko fur die Entwicklung
von Gallensteinen assoziiert sind (Hill 1990, Low-Beer und Nutter 1978, McGarr et al.
2005).

Die Aktivitdt des BSH-Enzyms scheint ebenfalls einen Einfluss auf den Metabolismus des
Wirts auszutiben. Joyce et al. (2014a) konnten in einer Studie zeigen, dass eine erhohte
intestinale Expression der bile salt hydrolase in Mausen mit einem intakten intestinalen
Mikrobiom zu einer verminderten Gewichtszunahme, geringen Plasmacholesterinwerten
und einer geringeren Akkumulation von Triglyzeriden in der Leber fuhrte. Dabei resultierte
die vermehrte Expression der BSH vor allem in einer Reduktion der Plasmakonzentration
von Tauro-B-muricholsaure (TBMCA). TBMCA ist ein FXR-Antagonist (Sayin et al. 2013)
und fuhrt somit physiologischerweise zu einer erh6hten Gallensaurebiosynthese in der
Leber. Eine Studie, die diesen Ergebnissen widerspricht stammt von Li und Jiang et al.
(2013). Sie behandelten Mause mit Tempol, einem Antioxidans, welches das Wachstum
von Bakterien der Gattung Lactobacillus hemmt. Da diese Gattung ebenfalls Gber eine
BSH-Aktivitat verfligt, fuhrte die Hemmung von Lactobacillus zu einer Akkumulation von
TBMCA im intestinalen Trakt der fUr diese Studie verwendeten Mause. Die hohen Kon-
zentrationen des FXR-Antagonisten TBMCA wiederum bewirkten eine potente Hemmung
der FXR-Signalkaskade. Die Tempolgabe fiihrte in Wildtyp-Mausen zu einer reduzierten
Gewichtszunahme unter einer high-fat diet (HFD). Zudem konnte die Gabe von Tempol
die Insulinsensitivitat und damit einhergehend die Glukosetoleranz der WT-Mause signifi-
kant erhdhen. Diese Studien, zeigen, dass die Aktivitat des BSH-Enzyms ein wesentlicher
Mediator der Interaktionen zwischen Gallensauren, dem intestinalen Mikrobiom und dem
Wirtsmetabolismus darstellt und, dass die Manipulation der bakteriellen BSH-Aktivitat eine
vielversprechende Behandlungsstrategie im Kampf gegen Ubergewicht und das Metaboli-

sche Syndrom darstellen kénnte.
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2 Fragestellung

Das allgegenwartige hochkalorische Nahrungsangebot, gepaart mit einem ausgepréagten
Mangel an Bewegung, fihren dazu, dass mittlerweile weltweit mehr als eine halbe Milliar-
de Menschen als uUbergewichtig gelten (Collaboration 2016). Dieser dramatische Trend
fuhrt zu einem parallelen Anstieg der Inzidenz des sogenannten Metabolischen Syndroms
(Eckel et al. 2005) und den damit verbunden metabolischen Erkrankungen, wie beispiels-
weise Diabetes mellitus Typ 2 und kardiovaskularen Erkrankungen (Han und Lean 2016).
Aus diesem Grund werden dringend neue Behandlungsstrategien im Kampf gegen Uber-
gewicht und das Metabolische Syndrom bendtigt. Im Fokus dieser Suche steht seit kur-
zem auch das braune Fettgewebe, da es, im Gegensatz zum weil3en Fettgewebe, Ener-
gie in Form von Lipiden und Glukose verbrennt, um Warme zu erzeugen und somit den
Energieumsatz steigern kann. Dieser Prozess wird als zitterfreie oder auch adaptive
Thermogenese bezeichnet (Cannon und Nedergaard 2004). Zusatzlich steht seit einigen
Jahren ebenfalls das intestinale Mikrobiom im Fokus, da verschiedene humane und muri-
ne Studien gezeigt haben, dass Ubergewicht mit Veranderungen in der Diversitat und
Komposition des intestinalen Mikrobioms einhergeht und, dass die Transplantation von
Fazes aus Ubergewichtigen Mausen in den entsprechenden Empfangern zu einer Ge-
wichtszunahme fiihrt. Dies deutet daraufhin, dass das intestinale Mikrobiom die Neigung
zu Ubergewicht beeinflussen konnte. Die Kausalitat dieser Beobachtungen ist allerdings
bisher nicht bewiesen, sodass weitere Studien zu dieser Thematik bendétigt werden (siehe
auch Abschnitt 1.3.1).

In dieser Arbeit sollte der Einfluss des intestinalen Mikrobioms auf die thermogene Aktivi-
tat des braunen Fettgewebes untersucht werden. Dafir wurde das intestinale Mikrobiom
in C57BL/6J-Mausen mittels Antibiotikabehandlung, Uber einen Zeitraum von 7 Tagen,
eradiziert. Die Aktivierung des BAT erfolgte Uber eine 7-tagige Kéalteexposition. Die Mes-
sung der thermogenen Aktivitdt des BAT erfolgte einerseits direkt, Gber die Quantifizie-
rung der Expression thermogener und funktioneller Gene im BAT und WAT und anderer-
seits indirekt Uber die Messung von Koérpergewicht und Nahrungsaufnahme. Zusatzlich
wurden das intestinale Mikrobiom charakterisiert sowie die Gallensaurekomposition und
die BSH-Aktivitat in den Fazes bestimmt. Dies diente vorrangig dazu den Erfolg der Anti-
biotikabehandlung zu tberprifen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte dann Uberprift werden ob die positiven Effekte der
zitterfreien Thermogenese mittels Fazes-Transplantation auf C57BL/6J-M&ausen Ubertrag-
bar sind. Dafur wurden Fazes von C57BL/6J-Mausen gesammelt, die zur Aktivierung des
BAT 7 Tage kalteexponiert waren und in Tiere transplantiert, welche nahe der Thermo-
neutralitat gehalten und mit Antibiotika behandelt wurden. Durch Messung der Expression

thermogener Gene sowie der Nahrungsaufnahme, des Koérpergewichts, der Plasmalipid-
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Fragestellung

konzentrationen und der Durchfiihrung eines oralen Glukosetoleranztests in Kombination
mit der Quantifizierung der Aufnahme von radioaktiv markierter Glukose bzw. Lipiden,
sollte der Erfolg der F&azes-Transplantation bestimmt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Im Folgenden sind die verwendeten Chemikalien tabellarisch aufgefihrt.

Tabelle 3-1: Verwendete Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

[**C] Triolein

Perkin-Elmer, USA

[°H] 2-Deoxy-D-glukose

Perkin-Elmer, USA

Acetonitril

Biosolve, Niederlande

Ameisensaure

Sigma-Aldrich

Ammoniumacetat

Sigma-Aldrich, Deutschland

Aqua ad iniectabilia

Braun

Chloroform

Emsure® Merck, Deutschland

Chloroform, Rotisolv, HPLC-Grade

Carl Roth, Deutschland

d3-Methionin

Sigma-Aldrich

d4-Glycochenodeoxycholsaure (d4-GCDA)

Steraloids, UK

Ethanol 70%

Verdiinnt aus Ethanol 96%

Ethanol 96%

Emsure® Merck, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Sigma-Aldrich, Deutschland

Glukose

Sigma-Aldrich, Deutschland

H»0O, LC-MS Ultra CHROMASOLV

Sigma-Aldrich, Deutschland

Methanol

Carl Roth, Deutschland

Methanol, Rotisolv, Ultra LC-MS-Grade

Carl Roth, Deutschland

Natriumchlorid (NacCl)

Sigma-Aldrich, Deutschland

Taurin

Sigma-Aldrich, Deutschland

Taurocholicacid (TCA)

Acros Organics

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Sigma-Aldrich, Deutschland

d6- 25-OH-Cholesterin

Avanti polar lipids, USA

d7-Cholesterin

Avanti polar lipids, USA

Bacitracin

Sigma-Aldrich, Deutschland

Neomycin

Sigma-Aldrich, Deutschland

Streptomycin

Sigma-Aldrich, Deutschland

Ampicillin

Genaxxon Bioscience

Metronidazol

FLUKA, Sigma-Aldrich
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3.1.2 Loésungen und Puffer

Im Folgenden sind die verwendeten Lésungen und Puffer tabellarisch aufgefihrt.

Tabelle 3-2: Verwendete Losungen und Puffer

Lésung/Puffer Hersteller/Zusammensetzung
EDTAO05M Gibco/BRL, Deutschland

- Ameisensaure 0,1%
Eluent A - Ammoniumacetat 5 mM

in H,O

Eluent A (HILIC-Saule)

- Ameisensaure 0,1%
- Ammoniumacetat 20 mM
in H,O

Eluent B

- Ameisensaure 0,1%
- Ammoniumacetat 5 mM

in Methanol

Eluent B (HILIC-Saule)

- Wasser 10%
- Ammoniumacetat 20 mM

in Acetonitril

Folch Lésung

Choroform/Methanol 2:1

- Tris 100 mM

-NaCl15M
FPLC-Puffer

-EDTA 100 mM

in H2O dest.
Heparin Braun, Deutschland

Interner Standard 1 (1S1)

- d4-GCDCA 100 pM
- d6- 25-OH-Cholesterin 100 pM
- d7-Cholesterin 1000 pM

in Folch-Ldsung

Interner Standard 2 (1S2)

d3-Methionin 1 mM
in Acetonitril/H,0 1:1

Ketamin 10%

WDT

Kochsalzlésung 0,9%

Braun, Deutschland

Phosphate buffered saline (PBS) Gibco/BRL, Deutschland

Xylazinhydrochlorid (Rompun) 2% Bayer, Deutschland
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3.1.3 Kits und Reagenzien

Im Folgenden sind die verwendeten Kits und Reagenzien tabellarisch aufgefiihrt.

Tabelle 3-3: Verwendete Kits und Reaaenzien

Produkt

Hersteller

Triglyzeridbestimmungskit (GPO-PAP@)

Roche, Deutschland

Cholesterinbestimmungskit (CHOD-PAP®)

Roche, Deutschland

TaqMan® Universal Master MIX 11

Applied Biosystems, USA

NucleoSpin® RNA II Kit

Machery-Nagel

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Applied Biosystems, USA

peqGOLD TriFast™

PEQLAB, Deutschland

Szintillationsflissigkeit Aquasafe 500

Zinsser Analytic, Deutschland

Solvable™

Perkin Elmer, USA

Precipath®

Roche, Deutschland

3.1.4 Verbrauchsmaterialien

Im Folgenden sind die verwendeten Verbrauchsmaterialien tabellarisch aufgefiihrt.

Tabelle 3-4: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Bordelkappen

CS-Chomatographie Service GmbH, Deutsch-
land

Glasvials 11,6x32 mm, braun

Machery-Nagel

2.1 mm)

HILIC-Saule Kinetex (2.6 um, 150 mm X

Phenomenex, Deutschland

HPLC-S&ule, Accucore™ Polar Premium

Thermo Fisher Scientific, USA

Kaniilen 20G

Braun, Deutschland

Membranfilter Chromafil® Xtra PTFE-20/3

Machery-Nagel

Mikrotiterplatten

Sarstedt, Deutschland

Pipettenspitzen

Sarstedt, Deutschland

Pipettenspitzen Biosphere® Filter Tips

Sarstedt, Deutschland

Reaktionsgefal 1,5 ml

Sarstedt, Deutschland

Reaktionsgefal 2,0 ml

Sarstedt, Deutschland

Spritzen omnifix®

Braun, Deutschland

Stabpipetten

Sarstedt, Deutschland

Stahlkugeln 4mm

Qiagen, Deutschland

Superose™ 6 10/300 GL Saule

GE Healthcare, UK

Zellsieb 100 um BD Falcon

Falcon®, USA

Zellspachtel

Techno Plastic Products, Schweiz

B-Szintillationsréhrchen

GE Healthcare. UK

Petrischalen

Sarstedt, Deutschland

Reaktionsgefal? 15 ml

Sarstedt, Deutschland

Accu Check Aviva Teststreifen

Roche, Deutschland
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3.1.5 Arbeitsgerate

Im Folgenden sind die verwendeten Arbeitsgerate tabellarisch aufgefihrt.

Tabelle 3-5: Verwendete Arbeitsgerate

Arbeitsgerat

Hersteller

tem

ABI Prism 7900 HT Sequence Detection Sys-

Applied Biosystems, USA

Accu Check Aviva Messgerat

Roche, Deutschland

FPLC.System

GE-Healthcare, Deutschland

HPLC, Agilent Technologies 1200 Series

Agilent Technologies, Deutschland

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer

PEQLAB, Deutschland

Photometer Multiskan Go

Thermo Fisher Scientific, USA

Pippetierroboter

Tecan, Schweiz

Thermocycler

Biometra, Deutschland

Thermomixer

Eppendorf, Deutschland

Tissue-Lyser

Qiagen, Deutschland

B-Szintillationscounter

Perkin-Elmer, USA

Massenspektrometer, ESI-QqQ, AP12000

AB SCIEX, Deutschland

Massenspektrometer, ESI-QqQ, AP14000

AB SCIEX, Deutschland

3.1.6 TagMan®-Sonden

Im Folgenden sind die verwendeten TagMan®-Sonden tabellarisch aufgefiihrt.

Tabelle 3-6: Verwendete TagMan®-Sonden

Genname Assay-on-Demand ™
Ccl2 Mm00441242_m1
Cdol Mm00473573_m1l
Cxcl10 Mm00445235_m1l
Dio2 Mm00515664_m1
Elovi3 Mm00468164 _m1l
ElovI5 MmO00506717_m1l
Emrl MmO00802530_m1
Fasn MmO00662319 m1l
g MmO00434228 m1l
116 MmO00446190 m1l
Pgcla MmO00447183_m1
Thp MmO00446973_m1
Tnf MmO00443258_m1
Ucpl Mm00494069_m1
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3.1.7 Software

Im Folgenden ist die verwendete Software tabellarisch aufgefihrt.

Tabelle 3-7: Verwendete Software

Software

Hersteller

Microsoft Word 2010

Microsoft, USA

Microsoft Excel 2010

Microsoft, USA

Graph Pad Prism 7

Graph Pad Software, USA

Analyst 1.6.1

Applied Biosystems, USA

20



Material und Methoden

3.2 Methoden

3.2.1 Versuchstiere, Diat und Interventionen

3.2.1.1 Versuchstiere

Alle fur diese Arbeit notwendigen Tierexperimente wurden mit Genehmigung des Tier-
schutzkomitees des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf und der Behérde fir Wis-
senschaft und Gesundheit der Stadt Hamburg durchgefiihrt. Fur die Experimente wurden
ausschlieBBlich mannliche Wildtyp-Mause (WT-Mause) des Inzuchtstammes C57BL/6J im
Alter von 12-14 Wochen verwendet. Die Tiere wurden in Einzelkafigen und bei einem 12

Stunden Tag/Nacht-Zyklus gehalten.

3.2.1.1.1 Blut-und Organentnahme

Die Entnahme von Blut und Organen erfolgte jeweils nach 4-stiindigem Fasten. Hierzu
wurden die Mause mit Ketamin (10 mg/ml) und Rompun (Xylazinhydrochlorid, 2%) in
0,9% NacCl narkotisiert. Anschlie3end erfolgte die Herzblutentnahme zur Plasmagewin-
nung. Dazu wurde mittels mit 0,5 pl Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA; 0,5 M) benetz-
ten Kanllen das Blut aus dem rechten Ventrikel entnommen, in ein Reaktionsgefal3 tber-
fuhrt und unverziglich auf Eis gestellt. Im Anschluss wurden die Tiere Uber den linken
Ventrikel mit kaltem phosphate buffered saline (PBS), welches mit Heparin in einer Kon-
zentration von 10 U/ml angereichert war, perfundiert. Im Anschluss erfolgte die unverzig-
liche Organentnahme. Die einzelnen Organe wurden, bis zur weiteren Verwendung,

schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

3.2.1.2 Diat

Fur die Fiutterung der Tiere wurde eine sogenannte western type diet, (WTD) mit einem
Gesamtfettgehalt von 21%, einem Zuckergehalt von 33%, sowie einem Cholesteringehalt
von 0,2% verwendet (ssniff® EF R/M acc. TD88137 mod.). Diese Diat erhielten die Tiere,
je nach Experiment, Uber einen Zeitraum von 11-17 Tagen. Alle Tiere hatten ad libitum

Zugang zu Futter und Trinkwasser.
3.2.1.3 Interventionen

3.2.1.3.1 Aktivierung des braunen Fettgewebes
Das braune Fettgewebe wurde in allen Experimenten durch Kalteexpostion aktiviert. Hier-
zu wurden die Tiere fur 7 Tage bei 6 °C in Einzelk&figen gehalten. Die entsprechende

Kontrollgruppe wurde bei 28 °C, ebenfalls in Einzelkafigen, gehalten.
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3.2.1.3.2 Eradikation des intestinalen Mikrobioms

Zur Eradikation des intestinalen Mikrobioms erhielten die Tiere flr 7 Tage einen Cocktalil
aus Bacitracin (1 g/l), Neomycin (1 g/l) und Streptomycin (1 g/l) Uber das Trinkwasser, wie
bereits in der Literatur beschrieben (Jiang et al. 2015). Die Antibiotikalésung wurde alle 2
Tage frisch angesetzt und das Trinkwasser dementsprechend gewechselt. Zur Reduktion
der Tierversuchszahlen wurden die Versuche zur Eradikation des intestinalen Mikrobioms
in Zusammenarbeit mit der naturwissenschaftlichen Doktorandin Anna Worthmann durch-
gefuhrt. Die Auswertung der Studie erfolgte dabei unabhangig voneinander und mit einem
unterschiedlichen Fokus. Frau Worthmanns Fokus lag auf dem Leber- und Gallenséau-
restoffwechsel, wahrend der Fokus dieser Arbeit auf den Auswirkungen der Eradikation
des intestinalen Mikrobioms fir die thermogene Aktivitat des beigen und braunen Fettge-
webes lag.

3.2.1.3.3 Fazes-Transplantation

Fur die Fazes-Transplantation wurden die mit WTD-geflutterten Empfanger-Mause zu-
nachst in autoklavierte Kafige mit speziellen Filterdeckeln umgesetzt. Anschlielend erhiel-
ten sie Uber 7 Tage eine Mixtur aus 3 verschiedenen Antibiotika (Ampicillin (1 g/l), Neo-
mycin (1 g/l) und Metronidazol (1 g/l)) tber das Trinkwasser, um die residente Darmflora
zu eradizieren. Die ebenfalls mit WTD-gefiitterten Donor-Mause wurden entweder fir 7
Tage bei 6 °C gehalten, um das braune Fettgewebe zu aktivieren, oder als entsprechende
Kontrollen bei 27 °C gehalten.

Die Transplantation von Fazes erfolgte dann nach 7-tagiger Antibiotikabehandlung jeweils
alle 2 Tage uber einen Zeitraum von 7 Tagen. Hierzu wurde der Caecum-Inhalt von 2-3
Mausen in 10-15 ml PBS suspendiert und durch ein 100 um Zellsieb gefiltert. Von dieser

Ldsung wurden dann jeweils 300 pl pro Maus mittels oraler Gavage verabreicht.

3.2.2 Plasma-Analytik

Die Entnahme von Herzblut zur Plasma-Analytik wurde wie unter Abschnitt 2.2.1.1.1 be-
schrieben durchgefihrt. Im Anschluss wurde das so gewonnene Blut fur 10 min bei
10.000 g und 4 °C zentrifugiert. Daraufhin wurde das Plasma vorsichtig abgenommen und

in ein neues Reaktionsgefald Gberfuhrt.

3.2.2.1 Bestimmung von Cholesterin- und Triglyzeridwerten im Plasma

Zur enzymatischen Bestimmung von Cholesterin- und Triglyzeridwerten im Plasma wurde
ein kommerzielles Kit (CHOD-PAP®, GPO-PAP®) der Firma Roche verwendet. Als Lipid-
standard wurde Precipath® der gleichen Firma verwendet. In einer Mikrotiterplatte wurde
zunéchst 100 pl Lipidstandard und 100 pl der zuvor mit PBS verdinnten Plasmaproben

(die Verdinnung erfolgte je nach den erwarteten Triglyzerid- und Cholesterinwerten) pi-
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pettiert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 200 pl Cholesterin- bzw. Triglyzeridreagenz
und eine Inkubation von 10 min bei 37 °C.

Dabei wurden fur die Cholesterinbestimmung die Cholesterinester mittels der im Choles-
terinreagenz erhaltenen Cholesterinesterasen zu freiem Cholesterin hydrolysiert und an-
schlieend durch Cholesterinoxidasen zu Cholesteron und Wasserstoffperoxid oxidiert.
Das Wasserstoffperoxid reagierte dann mit Aminophenazon und Phenol unter Bildung
eines roten Farbstoffs, dessen Extinktion sich photometrisch bei 540 nm bestimmen liel3.
Das Verfahren fir die Triglyzeridmessung beruhte auf einem ahnlichen Prinzip. Zunachst
erfolgte die Hydrolyse der Triglyzeride zu Glyzerin und freien Fettsauren, im Anschluss
die Bildung von Wasserstoffperoxid durch Oxidation des Reaktionsprodukts und im letzten
Schritt dann erneut die Bildung des roten Farbstoffs sowie die Messung im Photometer
bei 540 nm. Die Auswertung erfolgte im Anschluss anhand einer Standardreihe fir Trigly-

zeride bzw. Cholesterin (Precipath®) mittels linearer Regression.

3.2.2.2 Bestimmung des Lipoproteinprofils mittels fast-protein liquid chromato-
graphy im Plasma

Das Lipoproteinprofil im Plasma wurde mittels fast-protein liquid chromatography (FPLC)
bestimmt. Es wurde, je nach Experiment, das Plasma der unterschiedlichen Tiere einer
Gruppe miteinander vereint und ein Gruppenpool gebildet. Es erfolgte das Einspritzen der
gemischten Plasmen in den 500 pL-Injektions-Loop. Die Proben wurden anschlieRend
Uber eine Superose™ 6 10/300 GL Saule, bei einer Flussrate von 0,5 ml/min in insgesamt
40 Fraktionen mit einem Volumen von jeweils 0,5 ml getrennt. Die resultierenden Fraktio-
nen wurden mittels einer 96-deep-well plate aufgefangen. Es erfolgte eine Cholesterin-
und Triglyzeridkonzentrationsbestimmung wie unter Abschnitt 3.2.2.1. beschrieben. In der
Auswertung entsprechen Fraktion 4-6 den TRL bzw. TRL Remnants, Fraktion 17-20 den
HDL und Fraktion 14-16 den LDL.

3.2.3 Genexpressionsanalyse mittels quantitativer real-time PCR

3.2.3.1 RNA-Isolation aus Gewebe

Fur die Ribonukleinsdure (RNA) -Isolation wurde die single-step Methode nach
Chomczynski und Sacchi (1987) verwendet. Hierzu wurden die ca. reiskorngrof3en (die
GrofR3e richtete sich nach der erwarteten RNA-Konzentration), gefrorenen Gewebeproben
mit jeweils 1 ml TriFast™ und einer autoklavierten Stahlkugel versetzt. Im Anschluss im
Tissue-Lyser 2-mal 3 min bei 20 s™ lysiert. Das entstandene TriFast'™-Lysat wurde im
Folgenden 5:1 mit Chloroform versetzt, kréftig homogenisiert und anschlief3end fir 15 min
bei 13.000 rpm und Raumtemperatur (RT) zentrifugiert, sodass sich 3 Phasen bildeten. In
der oberen, wassrigen Phase, befand sich die RNA, in der mittleren Phase die DNA und

in der unteren, organischen Phase, die Proteine. Zur Prazipitation der RNA wurde die
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wassrige Phase vorsichtig mit Hilfe einer Pipette abgenommen und in einem Mischungs-
verhaltnis von 1:1 in ein neues Reaktionsgefal3, indem sich bereits eine 70%ige Ethanol-
Losung befand, uberfiihrt. Darauf folgte die Isolation und Aufreinigung der RNA mithilfe
des NucleoSpin® RNA 1l Kit von Machery-Nagel. Dazu wurde die RNA zunachst auf eine
Silica-Membran-Saule pipettiert und fir 2 min bei 13.000 rpm und RT zentrifugiert, um die
Bindung der RNA an die Silica-Membran zu ermdglichen. Zum Entsalzen der Membran
wurden 350 pl Membrane desalting buffer (MDB) auf die Membran gegeben und erneut
bei 13.000 rpm und RT fur 2°min zentrifugiert. Es folgte die Verdauung der Gbrigen DNA
mittels DNase fur 15-30°min bei RT. Zum Stoppen der Reaktion wurde die DNase mit
200 ul RA2 Puffer inaktiviert und einmal mit 600 pl sowie ein zweites Mal mit 250 pl RA3
Puffer gewaschen. Zwischen den Waschschritten wurde erneut fir 2 min bei 13.000 rpm
und RT zentrifugiert. Mittels Zentrifugation fir 5 min bei 13.000 rpm wurden dann verblie-
bene Pufferreste entfernt. Zuletzt wurde die Silica-Membran-Saule in ein Reaktionsgefald
Uberfiihrt und die RNA durch Zugabe von 40 pl RNase freiem Wasser und Zentrifugation

eluiert.

3.2.3.2 Umschreibung von RNA zu cDNA

Die RNA fir die Umschreibung zu komplementarer Desoxyribonukleinsdure (cDNA) wur-
de wie unter Abschnitt 2.2.4.1 isoliert. Die Konzentration der RNA wurde dann mittels Na-
noDrop® Spectrophotometer bei 260/280 nm bestimmt.

Es wurden jeweils 400 ng RNA eingesetzt. Die Umschreibung in cDNA erfolgte mithilfe
des High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit von Applied Biosystems. Die 400 ng
RNA wurden mit RNase freiem Wasser auf ein Endvolumen von 10 pl aufgefullt. An-
schlieend wurden 10 pl Master-Mix hinzugefiigt. Der Master-Mix wurde vorab nach Her-
stellerangaben zusammen pipettiert und enthielt den Reverse Transcription Buffer, Rand-
om Primers, dNTPs Mix, MultiScribe™ Reverse Transcriptase und einen RNase Inhibitor.

Im Thermocycler erfolgte dann die Umschreibung nach folgendem Programm:

Zeit Temperatur
10 min 25°C

120 min 37°C

5 min 85 °C

oo 4°C

Die so erhaltene cDNA wurde abschlielRend 1:5 mit RNase freiem Wasser verdiinnt.

3.2.3.3 Quantitative real-time PCR
Die von Heid et al. (1996) auf der Basis von Holland et al. (1991) und Lee et. al (1993)

entwickelte quantitative real-time polymerase chain reaction (PCR) erlaubt die parallele

Vervielfaltigung und Quantifizierung der cDNA. Dies wurde durch den Einsatz spezieller

24



Material und Methoden

TagMan®-Sonden ermdglicht. Diese besaRen am 5° Ende einen sogenannten Quencher,
welcher das Signal des Reporter-Fluorophors am 3° unterdriickte. Nach der Denaturie-
rung der doppelstrangigen DNA hybridisierten die TagMan®-Sonden mit dem komplemen-
taren DNA-Strang. In der Elongationsphase sorgte die Tag-Polymerase durch ihre 5°- 3
Exonukleaseaktivitat dafiir, dass die TagMan®-Sonden vom 5 Ende her abgebaut wur-
den. Hierdurch kam es zur Losung des Quencher vom, in rdumlicher Nahe befindlichem,
Reporter-Fluorophor und die so abgegebene Fluoreszenz konnte mittels Detektor (ABI
Prism 7900HT Sequence Detection System) gemessen werden. Dabei kam es wahrend
der PCR-Zyklen zur exponentiellen Zunahme der Amplifikation und somit auch zur expo-
nentiellen Zunahme der Fluoreszenz des Reporter-Fluorophors (Heid et al. 1996).

Zur Quantifizierung wurde der sogenannte cycle threshold (C;)-Wert herangezogen. Er
beschreibt den Zeitpunkt wahrend der PCR-Zyklen, an dem das Fluoreszenzsignal des
Reporter-Fluorophors zum ersten Mal lber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt. (Heid et
al. 1996). Die abschlieBende Auswertung erfolgte mittels der 2-*““;-Methode von Livak
und Schmittgen (2001). Zur Normierung der Ergebnisse diente die Messung des Refe-

renzgens TATA-box binding protein (Tbp).

3.2.4 Quantifizierung des intestinalen Mikrobioms mittels 16S rDNA
Sequenzierung in Fazes

Fur die Analyse des intestinalen Mikrobioms wurde frische Fazes der Mause eingesam-
melt und sofort auf Trockeneis schockgefroren und anschliel3end bei -80 °C gelagert. Die
16S rDNA Analysen sowie die weitere Auswertung der Daten erfolgte durch Malte Rihle-
mann im Institut fir Klinische Molekularbiologie (IKMB) der Christian-Albrechts-Universitat

zu Kiel, unter der Leitung von Andre Franke.

3.2.5 HPLC-ESI-QqQ-MS-Methode zur quantitativen Bestimmung von
Gallenséurespezies in Fazes

Die quantitative Messung von Gallensauren im Féazes erfolgte durch die HPLC (high per-
formance liquid chromatography)— ESI (electrospray ionization)- QqQ (Tripel-Quadropol)-
MS (Massenspektrometrie)- Methode von John und Werner et al. (2014). Die Fazes wur-
den nach einem Zeitraum von 24 Stunden und vor Beginn der Organenthahme gesam-
melt. Fir die Extraktion der Gallensauren aus Fazes wurde diese zunachst lyophyllisiert.
Es folgte die Einwaage von 50-100 mg des so aufgearbeiteten Probenmaterials. An-
schlielend wurden 1 ml Methanol sowie 10 ul des internen Standards 1S1 (100 pM/I d4-
GCDCA, 100 pM/lI d6-25-OH-Cholesterin, 1000 pM/lI d7-Cholesterin) hinzugefigt. Die
Proben wurden anschlieRend im Tissue-Lyser homogenisiert und im Anschluss fir 10 min
bei 13.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Kaniile entnommen

und durch einen Membranfilter (Chromafil® Xtra PTFE-20/3) in ein neues ReaktionsgefaR
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Uberfiihrt. Die so aufgearbeiteten Proben wurden anschlieRend im Vakuum getrocknet
und dann in jeweils 100 pl Eluent B (Methanol, 0,1% Ameisensaure und 5 mM Ammoniu-
macetat) resuspendiert und in Glasvials (11,6 x 32 mm, braun, Machery-Nagel) Gberfihrt.
Die Auftrennung der Substanzen erfolgte mittels HPLC (Agilent Technologies 1200 Se-
ries). Diese war mit einem ESI-QgqQ-Massenspektrometer (AP14000 Q Trap) zur Detektion
der unterschiedlichen Gallenséduren gekoppelt. Die Messung von Gallensaurespezies in
den Fazes wurde von Anna Worthmann durchgefuhrt und die Daten freundlicherweise

von ihr zur Verfigung gestellt.

3.2.6 BSH-Aktivitats-Assay

Fur die quantitative Messung der BSH-Aktivitat wurde, im Zuge dieser Arbeit, eine neue
Methode, basierend auf bereits bekannten Verfahren (Joyce et al. 2014a, Li et al. 2013),
entwickelt. Es wurde die Menge an freigesetztem Taurin im Caecum nach Zugabe einer
definierten Menge an Taurocholsdure (TCA) direkt im Caecum mittels HPLC-MS gemes-
sen. Zunachst wurde frischer Caecum-Inhalt eingewogen und anschlielend 0,025 ml PBS
pro mg versetzt und kraftig gemischt. Anschlieend wurden 900 ul der Caecum PBS-
Mischung abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal3 Gberfuhrt. Es folgte die Zugabe
von TCA-Stammldsung (1 mg/ml) und PBS nach folgendem Schema:

Tabelle 3-8: Schema zur Zugabe von TCA-
Stammldsung und PBS

1 2
Caecume-Inhalt (pl) 900 900
TCA (ul,1 mg/ml) 0 30
PBS (ul) 50 20
Total (ul) 950 950

Wert 1 diente dabei zur Bestimmung der basalen Taurinkonzentrationen im Caecum-
Inhalt. Zusatzlich wurde ein Leerwert, welcher kein Caecum-Inhalt enthielt, pipettiert.
Nach kraftigem Mischen wurden die Proben fir 10 min bei 37 °C im Thermomixer bei
400 rpm inkubiert, um die BSH zu aktivieren. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von
jeweils 1 ml Acetonitril gestoppt und die Proben sofort auf Eis gestellt. Es folgte ein Zentri-
fugationsschritt bei 13.000 rpm fiir 15 min bei 4 °C. Der Uberstand wurde anschlieRend
vorsichtig mittels Kanile entnommen und durch einen speziellen Membranfilter (Chroma-
fil® Xtra PTFE-20/3) in ein neues Reaktionsgefal® dberflhrt. Von der filtrierten Lésung
wurden dann 95 pl in ein Glasvial (11,6 x 32 mm, braun, Machery-Nagel) pipettiert und es
erfolgte die Zugabe von 5 pl internem Standard IS 2 (d3-Methionin 1:10 verdinnt;
1 mmol/l in Acetonitril/H,O 1:1). Zuséatzlich wurde eine externe Standardreihe nach fol-

gendem Schema angefertigt:
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Tabelle 3-9: Externe Standardreihe Taurin

Std. 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ex-Std. () 2 6 10 2 6 10 2 6 10
Taurin 1100 | 17100 | 17200 | 110 | 110 | 1/10
(ImM)

1S2 (ul) 5 5 5 5 5 5 5 5 5
E|U(ef|1)t B 93 89 85 93 89 85 93 89 85
1l
Total (ul) 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Die Trennung der in den Proben enthaltenen Bestandteile erfolgte dann auf einer HILIC

(hydrophilic interaction liquid chromatography)-Séaule (Kinetex, 2.6 pm, 150 mm x 2.1 mm;

Phenomenex). Die Laufmittelgradienten sind in folgender Tabelle dargestellt.

Tabelle 3-10: Laufmittelgradienten der HPLC-Methode zur
Messung der Taurinkonzentration

Zeit (min) Flussr.ate Eluent A (%) Eluent B (%)
(ul/min)
0 200 5 95
1 200 5 95
11 200 40 60
15 200 40 60
17 200 5 95
30 200 5 95

Die Detektion der Analyten erfolgte mittels eines ESI-QqQ-Massenspektrometers
(AP12000, ABSCIEX). Es wurde der sogenannte multiple reaction monitoring (MRM) Mo-
dus verwendet. Die entsprechenden MRM-Parameter der verschiedenen Analyten sind in

der folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 3-11: MRM-Parameter des ESI-QqQ-Massenspektrometers

ID Q1 Q3 (nf:;tk) DP (V) | FP (V) | EP (V) | CEP (V) | CE (V) | CXP (V)
TauQnt 126,019 | 108,1 | 150 51 300 |85 10 17 4
TauQuall | 126,019 | 109,1 | 50 51 300 |85 10 19 4
TauQual2 | 126,019 | 65 50 51 300 |85 10 47 8
d3MetQnt | 153,157 | 107,1 | 150 16 370 | 10,5 12 15 6
d3MetQuall | 153,157 | 136,2 | 50 16 370 | 10,5 12 15 6
d3MetQual2 | 153,157 | 64 50 16 370 | 105 12 31 8

Die Auswertung der Taurinkonzentration in den Fazes erfolgte mithilfe von Analyst 1.6.1,

mittels einer 9-Punkt Kalibierreihe. Dabei enthielt sowohl jeder Punkt der Kalibrierkurve
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als auch jede Probe den internen Standard IS 2 d3-Methionin in einer finalen Konzentrati-

on von 20 nM.

3.2.7 Kombination aus oralem Glukosetoleranz-Test und in vivo
Organaufnahme von radioaktiv markierter Glukose und radioaktiv

markierten Lipiden

3.2.7.1 Oraler Glukosetoleranz-Test

Zur Bestimmung der Glukosetoleranz wurde ein oraler Glukosetoleranz-Test (0GTT)
durchgefuhrt. Dieser wurde kombiniert mit der Verabreichung von radioaktiv markierter
Glukose und Lipiden. Nach einer 4-stiindigen Fastenperiode erhielten die Tiere eine orale
Gavage mit jeweils 300 pl einer Lésung aus Glukose (2 mg Glukose pro g Korpergewicht)
und Lipiden in 0,9% Kochsalzlésung, welche mit *H-2-Deoxy-D-glucose sowie **C-Triolein
angereichert war. Die Bestimmung der Blutglukosekonzentration erfolgte, mithilfe eines
Accu Check Aviva Testgerats und den dazugehérigen Teststreifen, vor der oralen Gavage
(Nuchternwert) und 15, 30 sowie 60 min danach.

3.2.7.2 Invivo Organaufnahme von radioaktiv markierter Glukose und radioaktiv
markierten Lipiden

Zur Messung der in vivo Organaufnahme von radioaktiv markierter Glukose und Fetts&u-
ren erfolgte im Anschluss an den oGTT, also 60 min nach oraler Gavage der mit *H 2-
Deoxy-D-glukose und **C-Triolein angereicherten Glukose- und Lipidlésung, die Organ-
entnahme. Diese wurde, wie unter Abschnitt 3.2.1.1.1 beschrieben, durchgefiihrt. Das
gewonnene Gewebe wurde anschlieend mit der 10-fachen Menge (entspricht 0,1 ml pro
10 mg Gewebe) Solvable™ versetzt. Der Verdau der Gewebe erfolgte dann fir 12 Stun-
den bei 60 °C und 300 rpm. Das lysierte Gewebe wurde im Anschluss in spezielle Szintil-
lationsrohrchen Uberfihrt, im Verhaltnis 1:5, v/iv mit Szintillationsflissigkeit versetzt und

die Radioaktivitat im Szintillationscounter als disintegrations per minute (dpm) bestimmt.

3.2.8 Statistik

Alle in dieser Arbeit demonstrierten Daten sind als Mittelwerte +/- standard error off the
mean (SEM) dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde bei zwei Vergleichsgruppen
mithilfe des zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-test Uberpruft. Fir mehr als zwei Ver-
gleichsgruppen erfolgte die Uberprifung der statistischen Signifikanz mittels two-way
ANOVA gefolgt von einem Tukey s-Post-hoc-Test. Bei einem p<0,05 wurde statistische

Signifikanz angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Analyse thermogener Gene nach 7-tagiger Kalteadaption in

C57BL/6J-Mausen mit intaktem intestinalem Mikrobiom

Zur Uberprifung des experimentellen Designs und zur Veranschaulichung wurde zu-

nachst die Genexpression thermogener und funktioneller Gene im braunen und beigen
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Abbildung 4-1: Genexpressionsanalyse im scBAT und subWAT aus
C57BL/6J-Mausen mit intaktem Mikrobiom nach 7-tagiger Kélteadaption
Analyse der Genexpression thermogener Gene im scBAT (a) und subWAT
(b) von C57BL/6J-.Mausen mit intaktem Mikrobiom nach 7-tagiger Kalteadap-
tion bei 6 °C. Die Expression wurde mittels quantitativer real-time PCR ge-
messen. Die Daten wurden auf Thp normalisiert und als relative Expression
im Verhaltnis zur Kontrollgruppe (bei 28 °C gehaltene Tiere) dargestellt.

(n = 8; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Fettgewebe von
C57BL/6J-Mausen  mit
intaktem intestinalem
Mikrobiom  gemessen.
Die Tiere erhielten eine
WTD fir insgesamt 12
Tage und wurden die
letzten 7 Tage der Ftte-
rung zur Aktivierung der
Thermogenese bei 6 °C
gehalten.  Eine ver-
gleichbare Kontrollgrup-
pe wurde bei 28 °C ge-
halten. Dabei zeigte
sich, wie zu erwarten,
eine deutliche Induktion
der fur die Thermogene-
se wichtigen Gene. Im
subkutanen braunen
Fettgewebe (scBAT)
kam es zu einer anna-
hernden  Verdopplung
der Expression von
Ucpl, Dio2, Pgcla und
Fasn. Zudem konnte
eine nahezu 40-fache
Induktion der Fettsau-

reelongase ElovI3 nach-

gewiesen werden. Lediglich die Expression von cysteine dioxygenase 1 (Cdol) wurde

nicht beeinflusst. Cdol ist ein Enzym, welches eine wichtige Rolle im Cysteinstoffwechsel

spielt und dabei den ersten Schritt in der Biosynthese von Taurin Kkatalysiert
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(Niewiadomski et al. 2016). Im subkutanen weif3en Fettgewebe (SubWAT) waren eben-
falls die fur die Thermogenese wichtigen Gene Ucpl, Dio2, und Pgcla sowie das Gen der
Fettsdureelongase 3 (ElovI3) reguliert. Lediglich die Expression der Fettsdureelongase 5
(Elovl5) blieb unbeeinflusst. Somit lasst sich nach 7-tagiger Kélteadaption eine deutliche
Induktion der Expression thermogener Gene im scBAT und subWAT nachweisen.

4.2 Auswirkungen der Eradikation des intestinalen Mikrobioms auf
die thermogene Aktivitat des braunen Fettgewebes

Eine aktuelle Studie konnte zeigen, dass die Aktivierung des braunen Fettgewebes zu
Veranderungen in der Zusammensetzung des Mikrobioms fuhren, welche zu einer effizi-
enteren Nahrungsaufnahme fihren sollen und auf diese Weise den erhéhten Energiebe-
darf wahrend der zitterfreien Thermogenese decken sollen (Chevalier et al. 2015).

Im folgenden Abschnitt sollte erforscht werden, welche Konsequenzen die Eradikation des
intestinalen Mikrobioms fir die thermogene Aktivitdt des braunen Fettgewebes hat. Zu
diesem Zweck wurden die Mause Uber einen Zeitraum von 7 Tagen mit einem Mix aus 3
verschiedenen Antibiotika (AB) behandelt (Bacitracin 1 g/l, Neomycin 1 g/l und Strepto-
mycin 1 g/l im Trinkwasser). Dieses Gemisch ist in der Literatur als sogenannter BNS-
Cocktail bekannt (Jiang et al. 2015). Der Vorteil dieser speziellen Kombination ist, dass
diese Antibiotika intestinal nicht resorbiert werden kénnen und somit im Darmlumen ver-
bleiben, was einen Effekt auf den Korperstoffwechsel weitestgehend ausschlief3t.

Die Aktivierung des braunen Fettgewebes erfolgte durch 7-tagige Kalteexposition. Alle
Mause erhielten eine WTD (Gesamtfettgehalt 21%, Zuckergehalt 33%, Cholesteringehalt
0,2%) Uber einen Zeitraum von insgesamt 13 Tagen. Die entsprechenden Interventionen
begannen nach 6-tagiger Gewdhnung an das Futter. Als Kontrollgruppe fungierten Mau-
se, welche bei 28 °C gehalten wurden und keine Antibiotika erhielten (siehe auch Abbil-
dung 4-2 a).

4.2.1 Analyse des Korpergewichts und der Nahrungsaufnahme

Abbildung 4-2 zeigt den Verlauf des Koérpergewichts sowie die durchschnittliche tagliche
Nahrungsaufnahme nach Beginn der jeweiligen Interventionen, wahrend des 13-tdgigen
Versuchszeitraumes. Es zeigte sich, dass eine Aktivierung des BAT durch Kélte mit einer
Verdopplung der Nahrungsaufnahme, von rund 2,5 g in der Gruppe unter Kontrollbedin-
gungen (Haltung bei 28 °C) auf etwa 5 g in der Gruppe nach Aktivierung des BAT, einher-
ging. Dieser Effekt wurde durch die Gabe von Antibiotika nicht beeinflusst (Abbildung 4-2
c). Zu Beginn zeigten alle Versuchsgruppen eine gleichmafige Gewichtszunahme. Nach
Beginn der jeweiligen Interventionen an Tag 6 kam es zu einer Stagnation der Gewichts-
zunahme in den Tieren, die bei 6 °C gehalten wurden. Im Vergleich dazu, nahmen die

Kontrolltiere zunéchst weiter zu, sodass sich das durchschnittliche Kérpergewicht an Tag
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13, mit einem p-Wert von 0,0503, nahezu signifikant unterschied. Die Kontrolltiere wogen
zu diesem Zeitpunkt im Durchschnitt etwa 27 g. Mause nach 7-tagiger Aktivierung des
braunen Fettgewebes hingegen nur etwa 26 g (Abbildung 4-2 b).
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Abbildung 4-2: Experimentelles Design sowie Nahrungsaufnahme und der Verlauf des Kdrpergewichts
in C57BL/6J-Mausen nach 7-tdgiger Kélteaktivierung und Kontrollen sowie entsprechenden Tieren
nach 7-tdgiger Antibiotikabehandlung

(a) Experimentelles Design (b) Verlauf des Korpergewichts in Kontrolltieren (28 °C), Tieren nach 7-tagiger
Aktivierung des BAT durch Kalte (6 °C) sowie in Kontrollen und kalteadaptierten Tieren, welche zusatzlich fur
7 Tage Antibiotika (AB) Uber das Trinkwasser erhielten (Bacitracin, Neomycin und Streptomycin). (c) Durch-
schnittliche tagliche Aufnahme von western type diet (WTD) nach Beginn der jeweiligen Interventionen. Alle
Tiere hatten ad libitum Zugang zu Futter und Trinkwasser. (n = 10; ***p<0,001). Die Messung und Auswertung
der Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit Anna Worthmann.

Die Gabe von Antibiotika hatte auf den Verlauf des Kérpergewichts keinen Einfluss. Kon-
trolltiere, welche mit Antibiotika behandelt wurden (Kontrolle + AB), zeigten in etwa den
gleichen Gewichtsverlauf, wie die Kontrollgruppe ohne Antibiotika. Ebenso gab es keinen
signifikanten Unterschied zwischen den kalteadaptierten Mausen mit (6 °C + AB) und oh-
ne Antibiotika (Abbildung 4-2 b).
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4.2.2 Messung des Gewichts der unterschiedlichen Fettgewebedepots

Fur die Messung des durchschnittlichen, prozentualen Gewichts der verschiedene Fett-
gewebe wurden das interskapulare braune Fettgewebe (iBAT), epididymales weil3es Fett-
gewebe (epiWAT) sowie das subWAT, wie bereits unter Abschnitt 3.2.1.1.1 beschrieben,

entnommen und gewogen.
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Abbildung 4-3: Messung des prozentualen Gewichts der unterschiedlichen Fettgewebedepots aus
C57BL/6J-Mausen nach 7-tagiger Aktivierung des braunen Fettgewebes durch Kélte und Kontrollen
sowie entsprechenden Tieren nach Antibiotikabehandlung

Die Analyse des durchschnittlichen, prozentualen Gewichts der unterschiedlichen Fettgewebedepots (iBAT,
epiWAT und subWAT) erfolgte in WT-Mausen nach 7-tdgiger Aktivierung des braunen Fettgewebes (6 °C),
Kontrolltieren (Kontrolle) sowie in WT-M&ausen nach Antibiotikagabe tiber das Trinkwasser fiir 7 Tage (Kontrol-
le + AB) und in Mausen nach gleichzeitiger Aktivierung des braunen Fettgewebes durch Kélte und Antibiotika-
behandlung (6 °C + AB). Das Gewicht der einzelnen Fettgewebe ist im prozentualen Verhaltnis zum Koérper-
gewicht dargestellt. (n = 10; *p>0,05; **p>0,01; ***p>0,001).

In den C57BL/6J-Méausen lag der prozentuale Anteil des iBAT, nach 7-tagiger Aktivierung
des braunen Fettgewebes durch Kéalte und zusatzlicher Gabe von Antibiotika (6 °C + AB),
im Durchschnitt bei etwa 0,35% (Abbildung 4-3) und war damit signifikant hoher, als in
den entsprechenden Kontrollen nach alleiniger Antibiotikabehandlung mit rund 0,27%
(Kontrolle + AB). Der prozentuale Anteil des epi- und subWAT war jeweils signifikant nied-
riger in den entsprechenden Mausen nach Aktivierung des BAT durch Kalte, wobei dieser
Effekt weitestgehend unabhéngig von einer Behandlung mit Antibiotika war. Allerdings
lie3 sich durchaus ein Trend zwischen den jeweiligen Tieren mit und ohne Antibiotikagabe
Uiber das Trinkwasser ableiten. So war der prozentuale Anteil der weil3en Fettgewebe in
den Mausen nach Antibiotikabehandlung tendenziell niedriger, als ohne die Gabe von
Antibiotika.
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4.2.3 Analyse des intestinalen Mikrobioms

Um zu Uberprufen, ob die Eradikation des intestinalen Mikrobioms durch die Gabe von
Antibiotika erfolgreich war erfolgte die Charakterisierung des intestinalen Mikrobioms mit-

tels 16S rDNA Sequenzierung.
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Abbildung 4-4: Analyse des intestinalen Mikrobioms mittels 16S rDNA Sequenzierung in C57BL/6J-
Mausen nach 7-tdgiger Kalteaktivierung des braunen Fettgewebes und entsprechenden Tieren nach 7-
tagiger Antibiotikabehandlung

(a) a-Diversitat des intestinalen Mikrobioms von Mausen nach einwdchiger Aktivierung des braunen Fettge-
webes durch Kélte (6 °C) bzw. von Kontrollmausen (Kontrolle). (b) a-Diversitéat des intestinalen Mikrobioms in
entsprechenden Mause nach einwdchiger Antibiotikabehandlung mit einem BNS-Cocktail Gber das Trinkwas-
ser (6 °C + AB; Kontrolle + AB). (c) Capscale Bray-Curtis Analyse der Genera aus Mausen nach einwochiger
Aktivierung des braunen Fettgewebes (blauer Kreis), entsprechenden Kontrollen (Haltung bei 28 °C; roter
Kreis) und Mausen nach einwdchiger Gabe eines Antibiotika-Cocktails (rotes Dreieck = Kontrolle + AB; blaues
Dreieck = 6 °C + AB). (n = 10). Die Analyse und Auswertung der Daten erfolgte durch Malte Rihlemann im
Institut fur Klinische Molekularbiologie (IKMB) der Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel.

Die Auswertung der a-Diversitat ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den
jeweiligen Versuchsgruppen (Abbildung 4-4 a und b). Allerdings wurde ersichtlich, dass
die a-Diversitat in Mausen nach Antibiotikabehandlung (6 °C + AB; Kontrolle + AB), deut-
lich grof3er war, als in den entsprechenden Tieren ohne Antibiotikabehandlung (6 °C; Kon-
trolle).

Die Capscale Bray-Curtis Analyse der Genera aus den Fazes der unterschiedlichen Ver-

suchsgruppen zeigte deutliche Cluster zwischen den Mausen, die fur 7 Tage bei 6 °C ge-
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halten wurden und den entsprechenden Kontrollen, welche bei 28 °C gehalten wurden
(Abbildung 4-4 c). Noch deutlicher war die Trennung zwischen Tieren mit (6 °C + AB;
Kontrolle + AB) und ohne Antibiotikabehandlung (6 °C; Kontrolle), dargestellt auf der
CAP1 Skala. Der Einfluss der Umgebungstemperatur, welcher auf der CAP2 Skala dar-
gestellt ist, war in den mit Antibiotika behandelten Mausen deutlich geringer ausgepragt,
als zwischen den entsprechenden Tieren nach alleiniger Aktivierung des BAT durch Kalte
und den Kontrolltieren. Diese Ergebnisse zeigen somit eine signifikante Veranderung des
intestinalen Mikrobioms, sowohl nach alleiniger Aktivierung des BAT durch Kalte, als auch
durch die Gabe von Antibiotika.

4.2.4 Messung und Quantifizierung der Aktivitat des bakteriellen Enzyms

bile salt hydrolase

Im Zuge dieser Arbeit wurde ein Verfahren zur Messung der Aktivitat des bakteriellen En-
zyms bile salt hydrolase (BSH) entwickelt. Es basiert auf bereits bekannten Methoden,
unterscheidet sich von diesen aber darin, dass die Konzentration des freigesetzten Tau-
rins aus Taurocholséaure (TCA) direkt im Caecum-Inhalt mittels HILIC-ESI-QqQ-MS be-
stimmt wurde. Abbildung 4-5 stellt das Verfahren graphisch dar und beinhaltet ebenfalls
ein beispielhaftes Chromatogramm.
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Abbildung 4-5: Graphische Darstellung der Methode zur Quantifizierung der Aktivitat des bakteriellen
Enzyms bile salt hydrolase

Graphische Darstellung der Methode zur Quantifizierung der Aktivitat des bakteriellen Enzyms bile salt hydro-
lase. Frischer Caecum-Inhalt wurde entnommen, mit einer definierten Menge TCA versetzt und fur 10 min bei
37 °C inkubiert. Die Messung des freigesetzten Taurins erfolgte dann mittels HILIC-ES-QqQ-MS.

Intensitét (cps)

Eine detaillierte Beschreibung der Methode ist Abschnitt 3.2.6 zu entnehmen. Anhand der
Mikrobiomdaten lie3 sich nicht eindeutig nachweisen, ob die Eradikation des intestinalen
Mikrobioms erfolgreich war. Daher wurde auch die Aktivitdt des Enzyms BSH bestimmt,
da dies ausschlieR3lich von Bakterien im Darm exprimiert wird und der Wirt es somit nicht
selbst produzieren kann. Die Ergebnisse der Messung sind in Abbildung 4-6 demonstriert.
Es zeigte sich, dass die Aktivierung des BAT zu einer deutlichen Erhéhung der freigesetz-

ten Taurinmenge, im Vergleich zu Kontrollmausen, welche bei 28 °C gehalten wurden,
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fuhrte. Die BSH-Aktivitat war in diesen Tieren mehr als verdoppelt. Die Gabe von Antibio-
tika fihrte zu einer drastischen Reduktion des freigesetzten Taurins. Sowohl in den Mau-
sen welche flr 7 Tage bei 6 °C gehalten wurden, um das BAT durch Kalteexposition zu
aktivieren und zusatzlich Antibiotika erhielten (6 °C + AB), als auch in den entsprechen-
den Kontrollen die alleinig Antibiotika erhielten (Kontrolle + AB), konnte fast keine BSH-
Aktivitat, in Form von freigesetztem Taurin aus TCA, mehr nachgewiesen werden. Ten-
denziell war die Menge an freigesetztem Taurin in den Mausen nach alleiniger Antibioti-
kabehandlung (Kontrolle + AB) hdher, als in den Tieren, in denen zusatzlich das BAT
durch Kélte aktiviert (6 °C + AB) wurde (Abbildung 4-6).
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Abbildung 4-6: Ergebnisse der Messung der Enzymaktivitdt der bile salt hydrolase in C57BL/6J-
Mausen nach 7-tdgiger Kalteaktivierung des braunen Fettgewebes und vergleichbaren Tieren nach 7-
tagiger Antibiotikabehandlung

Analyse der Enzymaktivitat der bile salt hydrolase in WT-Mausen nach Aktivierung des braunen Fettgewebes
durch Kalte fur 7 Tage (6 °C), Kontrollen (Haltung bei 28 °C) und vergleichbaren WT-Mausen nach 7-tagiger
Antibiotikagabe (Kontrolle + AB; 6 °C + AB). Es wurde die Menge an freigesetztem Taurin aus TCA bestimmt.
Die Ergebnisse sind als relative Taurinlevel im Verhaltnis zur Kontrollgruppe dargestellt (n = 4-7; *p>0,05;
***n>0,001). Die Ergebnisse der BSH-Aktivitdt wurden vor kurzem veréffentlicht (Worthmann et al. 2017).

Diese Resultate zeigten, dass die Behandlung der Méause mit Antibiotika (Bacitracin, Ne-
omycin und Streptomycin, jeweils 1 g/l tber das Trinkwasser) zu einer drastischen Reduk-
tion der intestinalen Bakterien fiuhrte, was den Schluss zulieRR, dass die Eradikation des

intestinalen Mikrobioms durch den BNS-Cocktail im Wesentlichen erfolgreich war.

4.2.5 Analyse der fakalen Ausscheidung von Gallensduren

Da das bakterielle Enzym bile salt hydrolase Gallensduren dekonjugiert, wurde im folgen-
den Abschnitt untersucht, welche Folgen die Eradikation des intestinalen Mikrobioms und
die damit einhergehende drastisch reduzierte BSH-Aktivitat, auf die Gallensaurekonzent-
rationen in den Fazes hat. Zudem konnten Vorarbeiten von Clara John zeigen, dass die
Aktivierung des BAT durch Kalte zu einer erhdhten Gallenséduresynthese und Ausschei-
dung fuhrt (John 2015). Daher sollte zudem untersucht werden, welchen Einfluss das in-

testinale Mikrobiom auf die Ausscheidung von Gallensauren lber die Fazes hat.
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Die Analyse der fakalen Gallensaurezusammensetzung erfolgte mittels der HPLC-ESI-
QqQ-Massenspektrometrie-Methode von John und Werner et. al (2014). Dafir wurde F&-
zes nach einem Zeitraum von 24 Stunden, direkt vor Beginn der Fastenperiode, gesam-
melt (siehe Abschnitt 3.2.4). Die Auswertung zeigte, dass nach Behandlung der Mause
mit Antibiotika (Bacitracin, Neomycin und Streptomycin, jeweils 1 g/l Gber das Trinkwas-
ser), die Ausscheidung von unkonjugierten Gallenséduren (UBA) nahezu nicht mehr nach-
weisbar war (Abbildung 4-7). Die Konzentration von konjugierten Gallensauren (CBA) in
Fazes hingegen war in den mit Antibiotika behandelten Tieren, im Verhéltnis zur Kontroll-
gruppe, auf etwa das 4-fache angestiegen und lag damit geringfligig Gber dem Anstieg
nach alleiniger Aktivierung des BAT durch Kalte (ca. 3-fach). Dieser Effekt war unabhén-

gig von den Haltungsbedingungen der Tiere (Abbildung 4-7).
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Abbildung 4-7: Relative Konzentration von unkonjugierten und konjugierten Gallenséuren in den F&-
zes von C57BL/6J-Mausen nach 7 tagiger Aktivierung des braunen Fettgewebes und Kontrolltieren
sowie entsprechenden Mausen nach Antibiotikabehandlung

Relative Konzentration von unkonjugierten (UBA) und konjugierten (CBA) Gallenséuren sowie deren Summe
im 24 h Fazes von C57BL/6J -Mausen nach 7 tagiger Aktivierung des BAT durch Kalte (6 °C), in Kontrollen
(28 °C) und Tieren nach Aktivierung des BAT und Antibiotikabehandlung (6 °C + AB) sowie Kontrollen mit
Antibiotikabehandlung (Kontrollen + AB). Die Messung erfolgte mittels HPLC-ESI-QQQ-MS. Die Konzentratio-
nen sind im Verhaltnis zur Kontrollgruppe dargestellt. Alle Tiere hatten ad libitum Zugang zu Futter (WTD) und
Trinkwasser (n = 10; *p>0,05; **p>0,01; ***p>0,001). Die Messung und Auswertung der Daten erfolgte durch
Anna Worthmann. Die Daten der Gallensdurekonzentrationen in den Fézes wurden vor kurzem publiziert
(Worthmann et al. 2017).

In der Summe der Gallensauren ergaben sich nach Antibiotikabehandlung ebenfalls keine
Unterschiede mehr zwischen den Haltungsbedingungen. Die Gabe von Antibiotika fihrte
in der Summe (UBA + CBA) zu einem etwa 1,8-fachen Anstieg der Ausscheidung von
Gallensauren im Vergleich zur Kontrollgruppe, aber zu einer signifikanten Reduktion im
Vergleich zu der Gruppe nach alleiniger Aktivierung des BAT durch Kalte. Diese Ergeb-
nisse bestatigten erneut, dass die Eradikation des intestinalen Mikrobioms durch die Gabe
von Antibiotika erfolgreich war, da die Dekonjugation und weitere Prozessierung der kon-
jugierten Gallensduren im Darm einzig durch die intestinalen Bakterien und deren Enzym

die bile salt hydrolase ermoglicht wird. Die drastische Senkung der BSH-Aktivitét (siehe
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Abbildung 4-6), durch die Antibiotikabehandlung, erklart daher, warum nach der Gabe von
Antibiotika ausschlief3lich konjugierte Gallensauren in den F&azes nachweisbar waren.
Zusatzlich passen die Ergebnisse zu den Resultaten der 16S rDNA Sequenzierung des
intestinalen Mikrobioms (siehe Abbildung 4-4), da es nach Antibiotikabehandlung eben-
falls zu einer deutlichen Reduktion des Einflusses durch die Umgebungstemperatur kam.
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4.2.6 Analyse der Genexpression thermogener Gene im braunen
Fettgewebe und in beigen Adipozyten

Die Messung der Genexpression thermogener Gene erfolgte mittels quantitativer real-time

PCR im scBAT und subWAT aus Mausen der unterschiedlichen Versuchsgruppen.

Wie zu erwarten, (Abbildung 4-1) war im scBAT eine Hochregulation der fir die Ther-

mogenese wichtigen Gene zu beobachten.
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Abbildung 4-8: Analyse der Genexpression im braunen Fettgewebe und in beigen Adipozyten von
C57BL/6J-Mausen nach einwdchiger Aktivierung des braunen Fettgewebes und in C57BL/6J Kon-
trollméausen sowie entsprechenden Mausen nach 7-tagiger Antibiotikabehandlung

Analyse der Expression thermogener Gene im scBAT (a) und subWAT (b) aus C57BL/6J-M&ausen nach ein-
wdchiger Aktivierung des BAT durch Kalte (6 °C) und in einer entsprechenden Kontrollgruppe welche bei
28 °C gehalten wurde sowie in Tieren nach Aktivierung des BAT und Antibiotikabehandlung (6 °C + AB) und
Kontrollen mit Antibiotikabehandlung (Kontrollen + AB). Die Messung der Genexpression erfolgte mittels
quantitativer real-time PCR. Die Daten wurden auf den housekeeper Tbp normalisiert und als relative Expres-
sion im Verhaltnis zur Kontrollgruppe dargestellt. (n = 8; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Die Expression von Ucpl, Dio2 und Elovl3 war, im Vergleich zu den Kontrollen, in den
Mausen nach Aktivierung des braunen Fettgewebes signifikant erhéht. Im Fall der Fett-
saureelongase 3 (Elovl3) kam es zu einem 5-fachen Anstieg der Expression, im Vergleich
zu den Kontrollen (Abbildung 4-8 a). Die Expression von Pgc7a, Fasn und Cdol wurde
durch die Aktivierung des BAT nicht signifikant beeinflusst. Die Behandlung der Tiere mit
Antibiotika hatte auf die Expression von Ucpl, Dio2 und ElovI3 keinen signifikanten Ein-
fluss. Die Expression von Pgc1a war in den Kontrolltieren mit Antibiotikabehandlung signi-
fikant erniedrigt, im Kontrast zu den Antibiotika-behandelten Mausen nach Aktivierung des
BAT durch Kalte. Die Expression verschiedener thermogener Gene im subWAT war, wie
bereits in Abbildung 4-1 b dargestellt, nach Aktivierung der zitterfreien Thermogenese,
signifikant erhdht. Die Expression von Ucpl, Dio2 und ElovI3 stieg um das 150-200-fache
in den Tieren nach BAT-Aktivierung, im Vergleich zu den Kontrollen (Abbildung 4-8 b). Die
Expression von Pgc1a und Elovlé war in den Mausen nach Aktivierung des braunen Fett-
gewebes durch Kalte, im Verhéltnis zu den Kontrollen, ca. verdoppelt. Die Expression der
Fettsauresynthase (Fasn) war nur zwischen den Antibiotika-behandelten Gruppen signifi-
kant unterschiedlich. Die Expression war in den Mausen nach Aktivierung des braunen
Fettgewebes und Eradikation des intestinalen Mikrobioms, im Vergleich zu den Tieren
nach alleiniger Antibiotikabehandlung, etwa verdoppelt. Die Expressionsmuster von Ucpl,
Dio2, Elovi3 und Elovl6é unterschieden sich nicht signifikant zwischen Mausen mit und
ohne Antibiotikabehandlung. Allerdings gab es in der Expression von Ucpl und Elovi3
einen Trend zu einer erhdhten Genexpression in den Antibiotika-behandelten Tieren, im
Vergleich zu den entsprechenden Kontrolltieren ohne Antibiotikum.

39



Ergebnisse

4.2.6.1 Analyse proinflammatorischer Gene in beigen und weif3en Adipozyten

Das Metabolische Syndrom geht mit einer vermehrten Produktion von proinflammatori-
schen Zytokinen im weil3en Fettgewebe einher. In diesem Zusammenhang wird auch von
einer sogenannten low-grade inflammation gesprochen (Cooke et al. 2016, Petersen und
Pedersen 2005). Um zu untersuchen, welchen Effekt zum einen die Aktivierung des brau-
nen Fettgewebes und zum anderen die Eradikation des Mikrobioms durch Antibiotika auf
die Expression verschiedener proinflammatorischer Zytokine und Chemokine sowie den
murinen Makrophagenmarker EGF-like module-containing mucin-like hormone receptor-
like 1; Emrl (Austyn und Gordon 1981) hat, wurden die entsprechenden Gene mittels
guantitativer real-time PCR im subWAT gemessen. Es zeigte sich, dass sich lediglich die
Genexpression des murinen Makrophagenmarkers Emrl signifikant zwischen Mé&usen,
die fur eine Woche bei 6 °C gehalten wurden und denen, die bei 28 °C gehalten wurden
unterschied (Abbildung 4-9).
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Abbildung 4-9: Genexpressionsanalyse proinflammatorischer Gene in beigen Adipozyten aus Wildtyp-
Mausen nach Aktivierung der zitterfreien Thermogenese durch Kélte und in Kontrollen sowie entspre-
chenden Mausen nach 7-tdgiger Antibiotikabehandlung

Analyse der Expression proinflammatorischer Gene im subWAT von C57BL/6J-Mausen nach 7-tagiger Akti-
vierung des BAT durch Kalte (6 °C) und in entsprechenden Kontrollen, welche fur eine Woche bei 28 °C ge-
halten wurde sowie in Tieren nach Aktivierung des BAT und Antibiotikabehandlung (6 °C + AB) und Kontrollen
mit Antibiotikabehandlung (Kontrollen + AB). Die Messung der Genexpression erfolgte mittels quantitativer
real-time PCR. Die Daten wurden auf Tbp normalisiert. (n = 8; **p<0,01).

Dieser Effekt war unabhéngig von der Behandlung der Tiere mit Antibiotika. Insgesamt
war die Anzahl der mRNA Kopien pro 10* Kopien Tbp niedrig und die Schwankungsbreite
sehr grof3, sodass sich die Expression der restlichen gemessenen proinflammatorischen

Gene nicht signifikant zwischen den einzelnen Versuchsgruppen unterschied.
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4.3 Auswirkungen der Transplantation von Fazes aus C57BL/6J-
Mausen nach 7-tagiger Aktivierung des braunen Fettgewebes
durch Kalte

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte analysiert werden, welchen Effekt eine Transplantation
von Fazes, aus C57BL/6J WT-Mausen nach 7-tagiger Aktivierung des braunen Fettgewe-
bes durch Kalte, auf den Metabolismus und die zitterfreie Thermogenese des BAT hat.
Hierfir wurden die Mause zunachst mit einer Mischung aus drei verschiedenen Antibiotika
(Ampicillin, Neomycin und Metronidazol), jeweils in einer Konzentration von 1 g/l, Uber das
Trinkwasser behandelt, um die residente Darmflora der Mause zu eradizieren. Die Anti-
biotikagabe erfolgte dabei Gber einen Zeitraum von 7 Tagen, wobei die Antibiotikalosung
alle zwei Tage neu angesetzt und dementsprechend ausgetauscht wurde. Im Anschluss
folgte die Fazes-Transplantation. Die jeweiligen Donor-Mause wurden dafir fur 7 Tage bei
6 °C gehalten, um das braune Fettgewebe zu aktivieren, wahrend die Haltung der Kon-
trolitiere bei 28 °C erfolgte. Der Fazes-Transfer wurde im Anschluss alle zwei Tage uber
einen Zeitraum von insgesamt 7 Tagen durchgefuhrt. Es wurde jeweils der Caecum-Inhalt
von zwei bis drei Mausen verwendet. Alle Mause, also sowohl Donor, als auch Empfanger
erhielten eine WTD (Gesamtfettgehalt 21%, Zuckergehalt 33%, Cholesteringehalt 0,2%)
Uber den gesamten Zeitraum des Versuchs und hatten ad libitum Zugang zu Futter und
Trinkwasser (siehe auch Abschnitt 3.2.1.3.3 bzw. Abbildung 4-10 a).

4.3.1 Analyse des Korpergewichts und der Nahrungsaufnahme

In Abbildung 4-10 sind das experimentelle Design sowie das durchschnittliche Kérperge-
wicht und die tagliche, durchschnittliche Nahrungsaufnahme dargestellt. Dabei verloren
beide Versuchsgruppen durch die Gabe der Antibiotika an Gewicht. Dieser Verlust wurde
allerdings nach Transplantation der Fazes wieder ausgeglichen, sodass es letztlich keinen
Unterschied im durchschnittlichen Gewicht der Tiere nach Transfer der Fazes aus Braun-
fett-aktivierten Tieren (Empfanger 6 °C) bzw. aus Kontrolltieren (Empfanger Kontrolle)
gab. Die Nahrungsaufnahme lag in beiden Versuchsgruppen im Durchschnitt bei etwa 3 g
pro Tag. Verglichen mit den Ergebnissen aus Abbildung 4-2 c entspricht dies eher der
durchschnittlichen Nahrungsaufnahme einer C57BL/6J-Maus, die nahe der Thermoneut-
ralitdt gehalten wurde und nicht einer C57BL/6J-Maus, deren BAT durch eine 7-tagige
Kalteexposition aktiviert wurde. Dies deutete darauf hin, dass sich die Effekte der Aktivie-
rung des braunen Fettgewebes durch Kalte auf die Nahrungsaufnahme und die Ge-
wichtszunahme, nicht durch Fazes-Transplantation auf Mause ohne Kalteexposition tber-

tragen liel3en.
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Abbildung 4-10: Analyse der Nahrungsaufnahme und des Verlaufs des Kdrpergewichts in C57BL/6J-
Mausen nach Transplantation von Féazes aus Mausen nach einwdchiger Aktivierung des braunen Fett-
gewebes

(a) Experimentelles Design (b) Verlauf des durchschnittlichen Kérpergewichts von Tag 0 (d0), entspricht dem
Beginn der Antibiotikabehandlung (Ampicillin, Neomycin und Metronidazol, jeweils 1 g/l Uber das Trinkwas-
ser), bis Tag 14 (d14). (c) Durchschnittliche Aufnahme von WTD in 24 Stunden. Die Tiere erhielten alle 2
Tage eine Fazes-Transplantation aus M&usen nach 7-tégiger Aktivierung des braunen Fettgewebes (Empféan-
ger 6 °C) bzw. aus entsprechenden Kontrolltieren (28 °C; Empféanger Kontrolle) Giber einen Zeitraum von 7
Tagen. (n = 12).

4.3.2 Bestimmung der Lipidkonzentration und des Lipoproteinprofils im
Plasma

Es ist bekannt, dass die Aktivierung des braunen Fettgewebes durch eine vermehrte Auf-
nahme von freien Fettsduren und ganzen Triglyzerid-reichen Lipoprotein (TRL)-Partikeln
zu einer Senkung der Konzentration von TRL im Plasma fuhrt (Bartelt et al. 2011). Um zu
Uberprufen, ob die Transplantation von Fazes aus Mausen nach 7-tagiger Aktivierung des
braunen Fettgewebes durch Kalte, zu einer Auspragung des ,braunen Phanotyps® in den
jeweiligen Empfangern fuhrte, wurde die Konzentration von Cholesterin und Triglyzeriden
sowie das Lipoproteinprofil im Plasma bestimmt. Die Plasmalipidkonzentrationen der
Mause, welche die Féazes aus Tieren nach Aktivierung des BAT durch Kalte bzw. aus

Kontrolltieren erhalten hatten, unterschieden sich nicht signifikant (Abbildung 4-11 a und
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c). Die Lipoproteinprofile im Plasma hingegen zeigten, dass die Mause, welche die Fazes
aus den Kontrolltieren erhalten hatten, sowohl niedrigere Plasmakonzentrationen an TRL,
als auch an HDL und LDL Cholesterin aufwiesen (Abbildung 4-11 b und d).
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Abbildung 4-11: Analyse der Lipidkonzentrationen und des Lipoproteinprofils in C57BL/6J-Mausen
nach Fazes-Transfer aus Mausen nach 7-tagiger Kélteadaption

Konzentration von Cholesterin (a) und Triglyzeriden (b) im Plasma von WT-Mausen nach Fazes- Transfer aus
Mausen nach 7-tdgiger Kélteadaption (Empfanger 6 °C) und aus entsprechenden Kontrollen (Empfanger
Kontrolle). Lipoproteinprofile von Triglyzeriden (b) und Cholesterin (c) im Plasma von C57BL/6J-M&usen nach
Fazes Transplantation aus Mausen nach 7-tagiger Aktivierung des braunen Fettgewebes durch Kélte (Emp-
fanger 6 °C) und aus entsprechenden Kontrollen (Haltung bei 28 °C; Empfanger Kontrolle). Die Plasmaproben
der einzelnen Méause der zwei Versuchsgruppen wurden gemischt. Die Bestimmung des Lipoproteinprofils im
Plasma erfolgte mittels FPLC. Alle Tiere hatten ad libitum Zugang zu Futter (WTD) und Wasser. (n = 6).

Ob dieser Unterschied jedoch signifikant war, lief3 sich anhand der erhobenen Daten nicht
feststellen, da fur die Bestimmung des Lipoproteinprofils die Plasmaproben der einzelnen
Tiere einer Versuchsgruppe vereint wurden und sich somit lediglich Tendenzen ableiten
lieRen. Insgesamt zeigten diese Ergebnisse, dass der Transfer von Fazes aus Mausen
nach Aktivierung des BAT nicht zu einer erwarteten Reduktion der Plasmalipidkonzentra-

tionen, insbesondere der TRL-Fraktion, fuhrte.
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4.3.3 Analyse der Gallensdurekomposition in Fazes

Die Messung der Gallensdurekomposition in den Fazes erfolgte erneut mittels der HPLC-
ESI-QqQ-MS-Methode von John und Werner et. al (2014). Die Féazes wurde erneut nach

einem Zeitraum von 24h gesammelt und anschlie3end bei -80 °C eingefroren.
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Abbildung 4-12: Messung der unterschiedlichen Gallenséurespezies in den Fézes von C57BL/6J-
Méausen nach Fézes-Transplantation aus Mausen deren braunes Fettgewebe fir 7 Tage durch Kalte
aktiviert wurde und Messung der Lange des Diinndarms und des Kolons in selbigen Mausen

(@) Konzentration der verschiedenen Gallensaurespezies in Fazes von WT-Mausen nach Féazes-
Transplantation aus WT-Mausen nach einwdchiger Aktivierung des BAT durch Kéalte (Empfanger 6 °C) sowie
aus Kontrollen, welche fiir eine Woche bei 28 °C gehalten wurden (Empfénger Kontrolle). (b) Konzentration an
unkonjugierten (UBA) und konjugierten (CBA) und deren Summe in den Fazes. (c) Lange von Diinndarm und
Kolon in den zwei Versuchsgruppen. n.d. = nicht detektierbar. (n = 12; *p<0,05). Die Messung und Auswer-
tung der Daten zu den Gallenséurespezies in den Fazes erfolgte durch Anna Worthmann.

In den Fazes beider Versuchsgruppen waren nahezu ausschlie3lich dekonjugierte Gal-
lensduren nachweisbar. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass im distalen lleum effiziente

Transporter zur Aufnahme von konjugierten Gallensduren vorhanden sind (Hofmann
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2009). Weiterhin waren ausschlie3lich Taurin-konjugierte Gallenséduren detektierbar.
Mause produzieren, im Gegensatz zu Menschen, fast ausschlie3lich Taurin-konjugierte
Gallensauren (Dawson und Karpen 2015, Thomas et al. 2008). Dabei zeigten sich, bis auf
bei der unkonjugierten Gallensaure Ursodesoxycholsdure (UDCA), keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Mausen, die Fézes aus Mausen nach Kalteadaption (Emp-
fanger 6 °C) und denen, die Fazes aus Kontrolltieren (Empféanger Kontrolle) erhalten hat-
ten (Abbildung 4-12 a). Auch die Summe an unkonjugierten (UBA) und konjugierten
(CBA) Gallensauren sowie die Gesamtsumme der Gallensdureausscheidung unterschie-
den sich nicht signifikant zwischen den zwei Versuchsgruppen (Abbildung 4-11 b).
Chevalier et al.(2015) konnten zeigen, dass die Aktivierung des braunen Fettgewebes zu
einem signifikanten Langenwachstum des Dinndarms und der Mikrovilli fihrt und dass
dieser Effekt ebenfalls durch Fézes-Transplantation auf andere Mause Ubertragbar ist.
Die Messung der Lange des Dinndarms bzw. Kolons in unserem Versuchsaufbau ergab
jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tieren, welche Fézes aus Tieren
nach BAT Aktivierung (Empfanger 6 °C) und solchen, die Fazes aus Kontrollen (Empfan-
ger Kontrollen) empfangen hatten (Abbildung 4-12 c). Diese Ergebnisse zeigten, dass die
Transplantation von Fazes aus Tieren nach Aktivierung des BAT durch Kalte, nicht zu
einer Ubertragung des Gallensaureprofils (siehe Abbildung 4-7) fuhrte.
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4.3.4 Analyse der Genexpression thermogener Gene im braunen

Fettgewebe und in beigen Adipozyten

Die Analyse thermogener Gene erfolgte im iBAT und subWAT mittels quantitativer real-

time PCR. Sie diente dazu, zu Uberpriifen, ob das Expressionsmuster der Braunfettakti-
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Abbildung 4-13: Genexpression thermogener Gene im iBAT und subWAT
von Wildtyp-Mausen nach Féazes Transfer aus WT-Mausen die zur Aktivie-
rung des braunen Fettgewebes fiir 7 Tage bei 6 °C gehalten wurden

(a) Analyse der Genexpression thermogener Gene im scBAT von WT-Mausen
nach Fazes-Transplantation aus Mausen dessen braunes Fettgewebe durch
Kalte aktiviert wurde (Empfanger 6 °C) bzw. aus Kontrolltieren (Empfanger
Kontrolle) (b) Analyse thermogener Gene im subWAT. Die Quantifizierung der
Genexpression erfolgte mittels quantitativer real-time PCR. Die dargestellten
Werte sind auf Tbp normalisiert und jeweils im Verhaltnis zur Kontrollgruppe
ausgewertet. (n = 6).

vierung durch Kalteex-
position (siehe Abbil-
dung 4-1 a und b) und
somit auch dessen
Effekte mittels Fazes-
Transplantation auf
Mause, welche bei
28 °C gehalten wur-
den, Ubertragbar wa-
ren. Dabei unterschied
sich die Expression
thermogener Gene wie
beispielsweise Ucpl,
Dio2, Elovl3 und
Pgcla im IiBAT im
Verhaltnis zur Kon-
trollgruppe nicht zwi-
schen den beiden Ver-
suchsgruppen (Abbil-
dung 13 a). Auch im
SUbWAT waren keine
Unterschiede in der
Expression thermoge-
ner Gene zwischen
den Tieren, welche

Fazes aus Mausen

nach Aktivierung des braunen Fettgewebes (Empfanger 6 °C) erhalten hatten und sol-

chen, die Fazes aus Kontrolltieren (Empfanger Kontrolle) erhielten, sichtbar (Abbildung 13

b). Zusammenfassend zeigten diese Ergebnisse, dass sich das Expressionsmuster der

Braunfettaktivierung durch Kalte nicht mittels Fazes-Transplantation auf Mause, welche

bei Raumtemperatur (28 °C) gehalten wurden, tUbertragen liel3.
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4.3.5 Bestimmung der Glukosetoleranz mittels oralem Glukosetoleranz-Test
und Quantifizierung der Aufnahme von radioaktiv markierter Glukose
und radioaktiv markierten Lipiden

Bartelt et al. (2011) konnten, wie bereits in Abschnitt 4.3.2 erwahnt, zeigen, dass die Akti-
vierung des braunen Fettgewebes zu einer Reduktion von TRL im Plasma fihrt, was
hauptséchlich auf den erhéhten Energieverbrauch und die damit einhergehende vermehr-
te Aufnahme von freien Fettsduren durch das aktivierte BAT zuriickzufiihren ist. Ebenfalls
bekannt ist, dass vom BAT nicht nur freie Fettsduren fur die Aufrechterhaltung der zitter-
freien Thermogenese verstoffwechselt werden, sondern ebenfalls Glukose verstoffwech-
selt wird, was zu erniedrigten Blutglukosewerten und einer erhdhten Insulinsensitivitat
fuhrt. (Stanford et al. 2013). Daher wurde ein oraler Glukosetoleranz-Test (0GTT), wel-
cher mit der Verabreichung radioaktiv markierter Glukose und radioaktiv markierten Lipi-
den kombiniert war, durchgefiihrt. Die Mause erhielten, nach einer 4-stiindigen Fastenpe-
riode, eine orale Gavage mit einer Glukoselésung, welche mit *H-2-Deoxy-D-glucose so-
wie *C-Triolein angereichert war. Die Messung der Glukosekonzentration im Plasma er-
folgte nach 0, 15, 30 und 60 min. AnschlieRend wurden die Organe entnommen und auf-
gearbeitet (fir weitere Details siehe Abschnitt 3.2.7).

Die Auswertung des oGTT ergab, dass beide Versuchsgruppen im Durchschnitt gleiche
Ausgangskonzentration von ca. 150 mg Glukose pro dl Plasma aufwiesen. Auch der Ver-
lauf der Blutglukosekonzentration Uber den Zeitraum von 60 min war in den Tieren, wel-
che Fazes aus Tieren nach Aktivierung des BAT durch Kaélte erhielten (Empfanger 6 °C)
und denen die Fazes aus entsprechenden Kontrollen (Haltung bei 28 °C; Empfanger Kon-
trolle) erhielten, nahezu identisch (Abbildung 4-14 a).

Die relative Organaufnahme von *C-Triolein in dpm pro Organ zeigte, dass Empfanger-
Mause, welche Fazes aus Mausen nach 7-tagiger Kalteadaption erhalten hatten, im Ver-
héltnis zur Organaufnahme in Empféangern, welche Fazes aus Kontrollen erhalten hatten,
signifikant weniger Lipide ins epididymale weiRe Fettgewebe (epiWAT) aufnahmen (Ab-
bildung 4-14 b). Es prasentierte sich ebenfalls eine Tendenz zu einer erhdhten Aufnahme
von C-Triolein durch das scBAT, in Mausen welche Fazes aus Tieren nach BAT-
Aktivierung erhalten hatten. Dieser Trend war allerdings nicht signifikant. In der Organauf-
nahme von ®H-2-Deoxy-D-glucose gab es zwischen den beiden Versuchsgruppen signifi-
kante Unterschiede in der Aufnahme des scBAT und der Milz (Abbildung 4-14 c). Es kam
zu einer signifikant hheren Anreicherung von *H-2-Deoxy-D-glucose im scBAT von Méau-
sen nach Transplantation von Fézes aus Tieren, welche zur Aktivierung des BAT fir 7
Tage bei 6 °C gehalten wurden, im Vergleich zu solchen Tieren, die Fazes aus Kontroll-
mausen (Haltung bei 28 °C) erhielten. Ein vergleichbarer Effekt lie3 sich ebenfalls fur die

die Aufnahme von Glukose in die Milz detektieren.
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Abbildung 4-14: Ergebnisse des oralen Glukosetoleranz-Test und der Organaufnahme von radioaktiv
markierten Lipiden und radioaktiv markierter Glukose in C57BL/6J-Mausen nach Féazes-
Transplantation aus C57BL/6J-Mausen die fur eine Woche bei 6 °C gehalten wurden

(&) oGTT nach vierstindigem Fasten in WT-Mausen nach Fézes Transplantation aus Tieren nach 7-tagiger
Aktivierung des BAT (Empfanger 6 °C) und entsprechenden Kontrolltieren (Empfanger Kontrolle). Organauf-
nahme von “*C-Triolein (b) und 3H-Deoxy—GIukose (c) als relative Aufnahme im Verhéltnis zur Kontrollgruppe.
(n = 6; *p>0,05).
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Zusétzlich zeigte das lleum eine tendenziell geringere Anreicherung von radioaktiv mar-
kierter Glukose bzw. radioaktiv markierten Lipiden (Abbildung 4-14 b und c).

Somit lasst sich zusammenfassen, dass die Organaufnahme von radioaktiv markierter
Glukose und radioaktiv markierten Lipiden durch die Transplantation von Fazes aus WT-
Méausen nach Aktivierung des BAT durch 7-tagige Kalteexposition bei 6 °C mindestens im
epiWAT und scBAT signifikant beeinflusst wurde. Diese Veranderungen entsprachen ten-
denziell dem Muster, welches in Mausen nach Aktivierung des braunen Fettgewebes

durch Kélte zu erwarten gewesen ware.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit sollten im Wesentlichen zwei Aspekte der Interaktionen zwischen dem
intestinalem Mikrobiom und dem Wirtsmetabolismus, bzw. stellvertretend dafir dem brau-
nen Fettgewebe, untersucht werden. Dafiir wurde im ersten Teil dieser Arbeit die Auswir-
kung der Eradikation des intestinalen Mikrobioms auf die thermogene Aktivitat des brau-
nen Fettgewebes analysiert, indem C57BL/6J-M&use mit einer Mischung aus insgesamt
drei verschiedenen Antibiotika behandelt wurden. Im zweiten Teil sollte untersucht wer-
den, ob sich die positiven metabolischen Effekte einer Aktivierung des braunen Fettgewe-
bes durch Kalte, mittels Transplantation von Fazes auf C57BL/6J-Mause, welche bei
Raumtemperatur gehalten wurden, Ubertragen lassen. Dabei war zu Beginn dieser Arbeit
noch wenig zu den Interaktionen zwischen dem braunen Fettgewebe und dem intestina-
len Mikrobiom bekannt. Im Folgenden sollen die Ergebnisse dieser Arbeit im Kontext der

aktuellen Studienlage diskutiert werden.

5.1 Bedeutung der Eradikation des intestinalen Mikrobioms fir die
thermogene Aktivitat des braunen und beigen Fettgewebes

Zu Beginn dieser Arbeit wurden typische Genexpressionsmarker der Aktivierung des BAT
durch Kalte in C57BL/6J-Mausen mit intaktem Mikrobiom, welche fur 7 Tage bei 6 °C ge-
halten wurden, bestimmt (Abbildung 4-1). Die Ergebnisse zeigten, dass es in den ent-
sprechenden Tieren zu einer signifikanten Expression von Genen (Ucp1, Pgcia, Dio2,
EloviI3 etc.), welche klassischerweise die Aktivierung des BAT widerspiegeln (Bartelt und
Heeren 2014, Cannon und Nedergaard 2004, Tvrdik et al. 1997, Westerberg et al. 2006),
kam. Diese Daten dienten hauptséchlich als Grundlage fir die Interpretation der folgen-
den Untersuchungen.

Die Eradikation des intestinalen Mikrobioms erfolgte durch die Gabe von Antibiotika (Baci-
tracin, Neomycin und Streptomycin, jeweils 1 g/l Uber das Trinkwasser) Uber einen Zeit-
raum von 7 Tagen und die Aktivierung des braunen Fettgewebes durch 7-tdgige Kélteex-
position der Mause bei 6 °C (flir weitere Details siehe Abschnitt 3.2.1.3.2). Die Analyse
der Nahrungsaufnahme ergab, dass die Gabe von Antibiotika keinen Effekt auf die durch
alleinige Aktivierung des BAT detektierten Unterschiede zwischen Mausen nach 7-tagiger
Kalteexposition und entsprechenden Kontrollmausen, hatte (Abbildung 4-2 c¢). Auch der
Verlauf des Korpergewichts wurde durch die Gabe von Antibiotika weder in der Kontroll-
gruppe, noch nach Aktivierung des BAT durch Kalte, beeinflusst (Abbildung 4-2 b). In ei-
ner murinen Studie von B&ckhed et al. (2004) konnte gezeigt werden, dass germ-free
Méause, im Vergleich zu konventionell gehaltenen Tieren, 42% weniger Korperfettmasse
aufwiesen und ebenfalls die Messung des Gewichts des epiWAT ergab signifikant redu-

zierte Korperfettwerte in den germ-free Mausen. Dabei konnten Béckhed et al. (2004)
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allerdings keinen signifikanten Unterschied im Gesamtkorpergewicht feststellen. Die Da-
ten dieser Arbeit zum prozentualen Gewicht der unterschiedlichen Fettgewebe (Abbildung
4-3) prasentierten einen &hnlichen Trend. So schien die Gabe von Antibiotika in einer ten-
denziellen Reduktion des prozentualen Gewichts des epiWAT und subWAT zu resultie-
ren. Zu unterstreichen ist hier, dass eine Antibiotikabehandlung nicht, wie es in germ-free
Mausen der Fall ist, zu einer absoluten Keimfreiheit des Gastrointestinaltrakts fuhrt. Im
nachsten Schritt wurde daher Uberprift, ob die Eradikation des intestinalen Mikrobioms
mittels Antibiotika erfolgreich war. Dabei wurde zunachst das intestinale Mikrobiom der
vier Versuchsgruppen mittels 16S rDNA Sequenzierung untersucht. Die Analyse der so-
genannten a-Diversitat ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den jeweiligen
Versuchsgruppen. Allerdings war die a-Diversitat in den Tieren nach Antibiotikabehand-
lung tendenziell gréRer, als in Mausen ohne 7-tagige Gabe des Antibiotikacocktails tber
das Trinkwasser (Abbildung 4-4 a und b). Eine mdgliche Erklarung fur diesen Trend ware,
dass aufgrund der geringeren Anzahl der einzelnen Vertreter einer Bakterienspezies nach
Antibiotikabehandlung, die entstandenen Nischen durch andere Bakterienspezies gefillt
wurden, die durch die Gabe von Antibiotika Uber einen Selektionsvorteil verfligten. Dies
resultierte in einer grol3eren Bakterienvielfalt, trotz insgesamt reduzierter Bakteriendichte.
Dabei lassen die Mikrobiomdaten allein keine sicheren Rickschliisse auf die genaue Bak-
teriendichte bzw. den Erfolg der Antibiotikabehandlung zu. Um diesen Erfolg beurteilen zu
koénnen ist ebenfalls die Betrachtung der Ergebnisse der BSH-Aktivitdt bzw. der Gallen-
saurekomposition in den Fazes der Mause notwendig. Zusammenfassend ist diese Be-
obachtung somit lediglich als Hinweis auf den Erfolg der Eradikation der intestinalen Mik-
robiota durch die Gabe von Antibiotika zu werten.

Die Capscale Bray-Curtis Analyse der Genera aus den Fézes der unterschiedlichen Ver-
suchsgruppen ergab eine deutliche Trennung zwischen Mausen, die nahe der Thermo-
neutralitdt gehalten wurden und den entsprechenden Mausen, die zur Aktivierung des
braunen Fettgewebes bei 6 °C gehalten wurden (Abbildung 4-4 c). Dies bedeutet, dass
sich das intestinale Mikrobiom von Mausen nach Kalteaktivierung des BAT signifikant von
entsprechenden Mausen ohne Kalteexposition unterscheidet. Eine aktuelle Studie von
Chevalier et al. (2015) kam zu vergleichbaren Resultaten. Sie konnten ebenfalls zeigen,
dass die Aktivierung des BAT durch Kalte zu charakteristischen Veranderungen in der
Komposition der intestinalen Mikrobiota fiihrte. Auch in einer aktuellen Studie von Zietak
et al. (2016) fuhrte Kalteexposition in Mausen zu signifikanten Anderungen der Komposi-
tion des intestinalen Mikrobioms. Die Ergebnisse der Analyse des intestinalen Mikrobioms
alleinig, liel3en, wie bereits erwéahnt, keinen Rickschluss auf den Erfolg der Antibiotikaga-
be zu, sodass im Folgenden die Aktivitat des bakteriellen Enzyms BSH bestimmt wurde.

Zu diesem Zweck wurde im Zuge dieser Arbeit eine neue Methode zur direkten Quantifi-
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zierung der Aktivitat des bakteriellen Enzyms BSH im Caecum entwickelt (Abbildung 4-5
und Abschnitt 3.2.6). Die BSH katalysiert die Dekonjugation von konjugierten Gallensau-
ren, welches den ersten Schritt der intestinalen Modifikation von Gallenséduren darstellt
und somit die weitere Prozessierung der primaren Gallensduren zu sekundaren Gallen-
sauren ermdglicht (Joyce et al. 2014a, Joyce et al. 2014b). Die Aktivierung des braunen
Fettgewebes durch Kélte fiihrte zu einer Verdopplung der Aktivitat der BSH (Abbildung 4-
6). Im Gegensatz dazu fuhrte die Gabe von Antibiotika sowohl in den Tieren nach 7-
tagiger Aktivierung des BAT durch Kalte, als auch in den entsprechenden Tieren bei
Raumtemperatur (28 °C) zu einer drastischen Reduktion der BSH-Aktivitat (Abbildung 4-
6). Da es sich bei der BSH um ein ausschlie3lich von Bakterien und Archaeen exprimier-
tes Enzym handelt (Jones et al. 2008), stiitzen diese Ergebnisse die Annahme, dass die
Eradikation der intestinalen Mikrobiota durch die Gabe von Antibiotika weitestgehend er-
folgreich war.

Die BSH katalysiert die Dekonjugation von konjugierten Gallensauren. Daher wurde im
nachsten Schritt die Konzentration von konjugierten und unkonjugierten Gallensauren in
den Fazes der Mause gemessen. Dabei fuihrte die Antibiotikabehandlung zu einer massi-
ven Reduktion der Exkretion von unkonjugierten Gallenséduren und einem gleichzeitigen
Anstieg der Exkretion von konjugierten Gallenséduren (Abbildung 4-7). Diese Resultate
bestatigen somit die Ergebnisse der BSH-Aktivitatsmessung, da ohne, oder bei geringer
Aktivitdt der BSH, die Dekonjugation von Gallensauren nicht mehr mdglich ist, sodass in
den Fazes beinahe ausschlieZlich unkonjugierte Gallensauren nachweisbar waren.

Um die Bedeutung des intestinalen Mikrobioms fir die Aufrechterhaltung der thermoge-
nen Aktivitat des BAT genauer zu quantifizieren, erfolgte die Messung thermogener und
funktioneller Gene im scBAT und subWAT. Die Expression von Ucpl, Dio2 und ElovI3 im
ScBAT blieb durch die Eradikation des intestinalen Mikrobioms unbeeinflusst (Abbildung
4-8 a). Im subWAT blieb die Expression von Elovl6, Pgc1a und Fasn nahezu durch die
Antibiotikabehandlung unbeeinflusst (Abbildung 4-8 b). Die Expression der fiir die
Braunfettaktivierung klassischen Gene Ucpl, Dio2 und ElovI3 hingegen wurde durch die
Eradikation des intestinalen Mikrobioms beeinflusst. Tendenziell fihrte die Gabe von An-
tibiotika zu einer erhdhten Expression von Ucpl, Dio2 und Elovl3, sowohl in Kontrolltieren
nach Antibiotikabehandlung, als auch in Tieren nach 7-tagiger Aktivierung des braunen
Fettgewebes durch Kélte und Antibiotikabehandlung (Abbildung 4-8 b). Dabei handelte es
sich allerdings lediglich um einen Trend, da die Ergebnisse nicht signifikant waren. Dieser
Trend spiegelte jedoch im weitesten Sinne die Ergebnisse einer Publikation von Suarez-
Zamorano et al. (2015) wider. Suarez-Zamorano et al. (2015) konnten zeigen, dass die
Eradikation des intestinalen Mikrobioms durch Antibiotika sowie der Einsatz von soge-

nannten germ-free Mausen, zu einer erhéhten Expression thermogener Gene im weil3en
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Fettgewebe und somit zu einem browning in den entsprechenden Mausen fihrte. Dabei
verwendeten Suarez-Zamorano et al. (2015) einen Antibiotikacocktail, der insgesamt aus
bis zu 9 verschiedenen Antibiotika bestand (Bacitracin, Neomycin, Streptomycin, Penicil-
lin, Vancomycin, Metronidazol, Ciprofloxacin, Gentamycin und Ceftazidim) und fur 10, 40
und 60 Tage verabreicht wurde. Diese Unterschiede in der Dauer der Antibiotikabehand-
lung sowie in der Zusammensetzung des Antibiotikacocktails konnte erklaren, weshalb die
Ergebnisse bezlglich der Genexpression thermogener Gene im subWAT lediglich ten-
denziell den Ergebnissen von Suarez-Zamorano et al. (2015) entsprachen. Dabei ist zu
bedenken, dass einige der von Suarez-Zamorano et al. (2015) verwendeten Antibiotika
intestinal resorbierbar und somit ebenfalls systemisch wirksam sind, was zu Nebenwir-
kungen und Beeinflussungen der Untersuchungsergebnisse filhren kdnnte. Somit ware
wohl der zusatzliche Einsatz von germ-free Mausen fur zuklnftige Experimente, zum Ein-
fluss des intestinalen Mikrobioms auf die thermogene Aktivitat des BAT, am sinnvollsten.
Derzeit ist dies aber aufgrund der fehlenden entsprechenden Einrichtungen am Universi-
tatsklinikum Hamburg-Eppendorf noch nicht moéglich. Mechanistisch fuhrten Suarez-
Zamorano et al. (2015) die Ergebnisse ihrer Studie auf eine vermehrte Infiltration eosino-
philer Granulozyten sowie eine vermehrte Polarisation bzw. Expression von M2-
Makrophagen und Typ-2-Zytokinen im weif3en Fettgewebe der mit Antibiotika behandelten
Mause zuriick. Laut Suarez-Zamorano et al. (2015) war bereits bekannt, dass eosinophile
Granulozyten und Typ-2-Zytokine Uber die Aktivierung von M2-Makrophagen zu einem
erhohten Browning im weil3en Fettgewebe fihren (Ganeshan und Chawla 2014, Lee et al.
2015, Martinez et al. 2009, Qiu et al. 2014).

In einer Studie von Caesar et al. (2015) konnte zudem gezeigt werden, dass Veranderun-
gen des intestinalen Mikrobioms zu einer verdnderten Entziindungssignalkaskade im wei-
Ben Fettgewebe fuhren. Die Verdnderungen des intestinalen Mikrobioms waren dabei im
Wesentlichen durch die Diat vermittelt. In Mausen, welche eine Diat basierend auf tieri-
schen, gesattigten Fetten erhielten, kam es zu einer erhdhten Aktivitdt von Toll-like Re-
zeptoren (TLR) und einer verminderten Insulinsensitivitat, im Vergleich zu Tieren, welche
eine Diat basierend auf Fischdl und somit ungesattigten Fettsduren erhielten. Dabei kam
es im weilen Fettgewebe der Tiere, welche eine Diét reich an gesattigten Fettsduren er-
hielten, zu einer erhdhten Expression des Chemokins CC-chemokine ligand 2 (Ccl2). Laut
Caesar et al. (2015) konnten verschiedene Studien zeigen, dass Ubergewicht zu einer
durch Ccl2 vermittelten, vermehrten Akkumulation von Makrophagen im wei3en Fettge-
webe fuhrt, was wiederum mit einer erhdhten Insulinresistenz assoziiert war (Kamei et al.
2006, Kanda et al. 2006, Weisberg et al. 2003). In dieser Arbeit wurde daher ebenfalls die
Expression proinflammatorischer Zytokine und Chemokine im weiRen bzw. beigen Fett-

gewebe der unterschiedlichen Versuchsgruppen bestimmt. Dabei sollte sowohl der Ein-
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fluss des intestinalen Mikrobioms, als auch der Einfluss des durch Kalte aktivierten brow-
nings auf die Expression der entsprechenden Zytokine untersucht werden. Die Expression
der proinflammatorischen Zytokine und Chemokine Ccl2, chemokine (C-X-C motif) ligand
10 (Cxcl10), tumor necrosis factor (Tnf), Interleukin 18 (//18) und Interleukin 6 (116) wurde
weder durch die Gabe von Antibiotika, noch durch 7-tagige Aktivierung des BAT durch
Kalte signifikant verandert (Abbildung 4-9). Dabei waren die Anzahl der mRNA Kopien pro
10" Kopien Tbp insgesamt eher niedrig, was darauf schlieRen lasst, dass es in den Mau-
sen nach Futterung einer WTD flr nur 13 Tage nicht zu einer entziindlichen Reaktion des
weilden bzw. beigen Fettgewebes kam. Einzig die Expression des murinen Makropha-
genmarkers Emrl (Austyn und Gordon 1981) wurde durch die Aktivierung des braunen
Fettgewebes signifikant beeinflusst (Abbildung 4-9). So fuhrte die Aktivierung des BAT,
unabhéangig von der Antibiotikabehandlung zu einer signifikanten Reduktion der Expressi-
on von Emrl. Somit konnten diese Ergebnisse die von Caesar et al. (2015) erhaltenen
Erkenntnisse bezlglich der Expression von proinflammatorischen Zytokinen und Chemo-
kinen in beigen bzw. weil3en Adipozyten nicht stitzen. Dies mag aber vor allem darin be-
griindet sein, dass in der Studie von Caesar et al. (2015) zum einen die Fitterungsperio-
de Uber insgesamt elf Wochen durchgefiihrt wurde und zusatzlich eine andere Diat ver-
wendet wurde bzw. im Zuge dieser Arbeit beide Versuchsgruppen die gleiche Diat erhiel-
ten und daher eine adaquate Vergleichsgruppe fehlte. Dies kénnte somit hdchstwahr-
scheinlich fur die Unterschiede und daher die signifikanten Veranderungen der Entzin-
dungsmarker im weil3en Fettgewebe in der Studie von Ceasar et al. (Caesar et al. 2015)
verantwortlich gewesen sein. Dennoch liel3en sich, im Rahmen dieser Arbeit, bereits nach
13 Tagen Fitterung einer WTD signifikante Unterschiede in der Expression von Emrl
durch die Aktivierung des BAT mittels Kalteexpostion nachweisen. Dies verdeutlicht még-
licherweise die entscheidende Rolle von Makrophagen in der frihen Phase der Entziin-
dungsreaktion des wei3en Fettgewebes.

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse des ersten Teils dieser Arbeit, dass das intes-
tinale Mikrobiom flr die Aufrechterhaltung der thermogenen Aktivitéat des braunen Fettge-
webes durch Kalte nicht entscheidend ist. Allerdings ergaben die Ergebnisse der Mes-
sung der Genexpression unterschiedlicher Marker der Braunfettaktivierung einen deutli-
chen Trend, der wohiméglich auf einen positiven Effekt der Eradikation des intestinalen
Mikrobioms fir die Aktivierung des braunen Fettgewebes durch Kélte hindeutet. Dabei
sind weitere Studien zu diesem Thema notig, welche vor allem die Effekte einer Antibio-
tikagabe Uber einen langeren Zeitraum auf die thermogene Aktivitdt des braunen Fettge-
webes untersuchen sollten. Der kurze Versuchszeitraum wurde im Zuge dieser Arbeit
dennoch bewusst gewahlt, um vor allem die kurzfristigen Effekte zu beurteilen und zudem

den Effekt des Korpergewichts auf die Ergebnisse so gering wie moglich zu halten.
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5.2 Intestinaler Mikrobiom-Transfer als moglicher Ubertragungsweg
der thermogenen Aktivitat des braunen und beigen Fettgewebes

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob sich die thermogene Aktivitat
des braunen Fettgewebes durch die Transplantation von Fazes auf andere Mause ber-
tragen lasst. Dafur wurden C57BL/6J-Méause zunéchst Uber einen Zeitraum von 7 Tagen
mit insgesamt drei verschiedenen Antibiotika behandelt. Die Gabe von Ampicillin (1 g/l),
Neomycin (1 g/l) und Metronidazol (1 g/l) erfolgte dabei ad libitum Gber das Trinkwasser.
AnschlieRend folgte die Transplantation von Fazes aus C57BL/6J-Mausen nach Aktivie-
rung des BAT Uber einen Zeitraum von 7 Tagen durch Kalte (6 °C) und aus entsprechen-
den Kontrolltieren, die bei 28 °C gehalten wurden (fir weitere Details siehe Abschnitt
3.2.1.3.3). Zunachst erfolgte die Analyse des Korpergewichts sowie der Nahrungsauf-
nahme, wobei alle Tiere, also sowohl Donor, als auch Empfanger eine WTD erhielten
(Abbildung 4-10). Dabei zeigte sowohl die Messung der Nahrungsaufnahme, als auch des
Korpergewichts keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tieren, welche Fazes aus
Mausen nach 7-tagiger Aktivierung des BAT erhielten und den Tieren, die Fazes aus ent-
sprechenden Kontrollen erhielten. Im Vergleich dieser Ergebnisse mit den Resultaten der
Nahrungsaufnahme und des Korpergewichts aus dem ersten Teil dieser Arbeit (Abbildung
4-2), wird deutlich, dass es im Falle einer erfolgreichen Ubertragung der positiven meta-
bolischen Effekte des durch Kalte aktivierten BAT zu einer deutlichen Zunahme in der
Nahrungsaufnahme und einer zumindest tendenziellen Reduktion des Koérpergewichts
gekommen ware. Als nachstes folgte die Bestimmung der Lipidkonzentrationen sowie des
Lipoproteinprofils im Plasma. Die Lipidkonzentrationen von Cholesterin und Triglyzeriden
im Plasma ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgrup-
pen (Abbildung 4-11 a und c). Die Lipoproteinprofile hingegen zeigten Unterschiede zwi-
schen Empfangern, welche Fazes aus Mausen nach Aktivierung des BAT fur 7 Tage
durch Kalte erhielten und jenen, die Fazes aus entsprechenden Kontrollen erhielten. So
kam es in den Mausen, welche Fazes aus Kontrolltieren erhielten, zu einer Reduktion der
Plasmakonzentrationen von TRL, HDL und LDL (Abbildung b und d). Bartelt et al. (2011)
konnten jedoch zeigen, dass die Aktivierung des BAT zu einer Senkung der TRL-
Konzentration im Plasma fiihrt. Somit sprechen auch die Resultate der Lipidkonzentration
und des Lipoproteinprofils im Plasma gegen eine erfolgreiche Ubertragung der thermoge-
nen Aktivitat des braunen Fettgewebes durch Mikrobiom-Transfer.

Vorarbeiten von Clara John (2015) konnten zeigen, dass die Aktivierung des BAT durch
Kalte zu einem Anstieg der Synthese von Gallensauren in der Leber und ebenfalls zu ei-
ner erhdhten Ausscheidung der Gallensduren Uber die Fazes fuhrte. Daher wurden, im
Rahmen dieser Arbeit, ebenfalls die Konzentrationen der unterschiedlichen Gallensau-

respezies in den Fézes der Tiere nach Fazes-Transfer untersucht. Die Messung erfolgte
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mittels der HPLC-ESI-QqQ-MS-Methode von John und Werner et al. (2014). Die Aus-
scheidung von konjugierten Gallens&uren war in beiden Versuchsgruppen auferst gering.
Lediglich die konjugierte Gallensaure Ta/B-MCA war eindeutig nachweisbar (Abbildung 4-
12 a). Dies lasst sich zum einen dadurch erklaren, dass Mause hauptsachlich Taurin-
konjugierte und nahezu keine Glycin-konjugierten Gallenséauren synthetisieren (Dawson
und Karpen 2015, Thomas et al. 2008). Zum anderen existieren fir die Resorption von
konjugierten Gallensauren effektive aktive Transporter im Bereich des distalen lleums, wie
beispielsweise der ASBT, wohingegen unkonjugierte Gallensauren hauptsachlich passiv
entlang des gesamten Gastrointestinaltrakts riickresorbiert werden (Hofmann 2009). So-
mit entspricht das in Abbildung 4-12 a und b dargestellte fakale Gallensaureprofil am
ehesten den physiologischen Bedingungen. Eine Ubertragung der thermogenen Aktivitat
des BAT durch die Transplantation des intestinalen Mikrobioms héatte zu einer insgesamt
deutlich erhéhten Ausscheidung und insbesondere zu einer massiven Steigerung der Ex-
kretion von konjugierten Gallenséuren gefiihrt (siehe zum Vergleich Abbildung 4-7). Zum
einen kénnte der Fazes-Transfer nicht effizient gewesen sein, beispielsweise durch die
geringe Transplantationsfrequenz, bzw. durch einen zu kurzen Transplantationszeitraum.
Zum anderen kénnten die Anderungen im Gallensauremetabolismus nach Aktivierung des
BAT durch Kalte unabhéngig vom intestinalen Mikrobiom stattfinden. Dafur spricht die
Tatsache, dass es nach Aktivierung des BAT durch Kélte auch zu einer erhdhten Aktivitéat
der BSH kommt (Abbildung 4-6). Da es also trotz erhohter BSH-Aktivitat der intestinalen
Mikrobiota zu einer massiven Ausscheidung von hauptsachlich konjugierten Gallensduren
kam, liegt nahe, dass dieser Effekt weitestgehend unabhangig vom intestinalen Mikrobiom
war. Somit lasst sich anhand der Daten zur Gallensdurekomposition in den Fézes nicht
eindeutig beurteilen, ob der Fazes-Transfer zu einer Ubertragung der thermogenen Aktivi-
tat des BAT fuhrte.

Zusatzlich wurde die durchschnittliche Lange des Diunndarms und Kolons der Empfanger-
Mause nach Fazes-Transplantation gemessen. So konnten beispielsweise Chevalier et al.
(2015) zeigen, dass es nach Transplantation von Féazes aus Donor-Mausen nach Aktivie-
rung des BAT durch Kalte, in entsprechende Empfanger-Mause, zu einer signifikanten
Zunahme der Dinndarmlange kam. Diesen Effekt flihrten sie auf eine VergréRerung der
Resorptionsflache zur effektiveren Energieaufnahme, aufgrund eines erhéhten Energie-
bedarfs nach Aktivierung des BAT, zuriick. Die Ergebnisse der Messung der Dinndarm-
und Kolonldnge ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen Empfangern, die Fazes
aus Mausen nach BAT-Aktivierung erhalten hatten und solchen, die Fazes aus vergleich-
baren Kontrollen erhalten hatten (Abbildung 4-12 c). Dabei verwendeten Chevalier et al.
(2015) zur Fazes-Transplantation zum einen Donor-M&use, die tGber einen deutlich lange-

ren Zeitraum von insgesamt 30 Tagen Exposition zur Kélte hatten und zum anderen er-
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folgte die Transplantation in germ-free Mause ohne vorherige Gabe von Antibiotika. Zu-
satzlich zur oralen Gavage nutzten Chevalier et al. (2016) die Methode des sogenannten
co-housing, die die Tatsache ausnutzt, dass Mause Autokoprophagen sind und somit so-
wohl ihren eigene, als auch die Fazes ihrer Artgenossen fressen (Ridaura et al. 2013).
Dieses Verfahren ist dabei im Vergleich zur oralen Gavage von Caecum-Inhalt sicherlich
deutlich schonender fir die Tiere. Chevalier et al. (2015) nahmen an, dass die observier-
ten Effekte eher Langzeiteffekte der Aktivierung des BAT durch Kélte darstellen und
hauptsachlich nach anhaltender Kaltestimulation den Energiebedarf decken sollen, um
einen UbermaRigen Gewichtsverlust zu verhindern. Dabei zeigten sich in der Studie von
Chevalier et al. (2015) die ersten signifikanten Unterschiede bereits nach 9-tagiger Kalte-
exposition. Fir diese Arbeit wurden die Tiere allerdings lediglich Gber einen Zeitraum von
insgesamt 7 Tagen bei 6 °C gehalten. Zusatzlich erfolgte die Transplantation der Fazes in
konventionelle C57BL/6J-Méause nach Gabe eines Antibiotikacocktails Uber einen Zeit-
raum von 7 Tagen. Dies wirde erklaren, warum keine signifikanten Unterschiede in der
Diinndarm- und Kolonlange nachweisbar waren.

Es folgte die Messung thermogener und funktioneller Gene im braunen und beigen Fett-
gewebe von Empfanger-Mausen. Dies diente dem eindeutigen Nachweis einer moglichen
Ubertragung der thermogenen Aktivitat des braunen und beigen Fettgewebes durch einen
Fazes-Transfer. Chevalier et al. (2015) konnten ebenfalls zeigen, dass Transplantation
von Fazes aus Mausen nach Aktivierung des BAT zu einer gesteigerten Kaltetoleranz
fuhrte, welche von einer signifikant erhéhten Ucpl Expression hauptsachlich im weif3en,
aber auch im braunen Fettgewebe begleitet war. Somit fihrte der Fazes-Transfer zu ei-
nem browning von weif3em Fettgewebe in den Empfanger-Mausen. In einer Studie von
Zietak et al. (2016) kam es nach Transfer von Fazes aus Mausen nach Aktivierung des
BAT durch Kalte ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg der Ucpl Expression im BAT.
Zusatzlich war ebenfalls die Expression von Dio2 signifikant gesteigert. Allerdings konnten
Zietak et al. (2016) keine signifikanten Unterschiede in der Expression von thermogenen
und funktionellen Genen im weiRen Fettgewebe nach Transplantation von Fazes aus
Mausen nach Aktivierung des BAT durch Kalte nachweisen. Das Expressionsmuster
thermogener und funktioneller Gene der Braunfettaktivierung dieser Arbeit zeigte hinge-
gen weder signifikante Unterschiede im weilden, noch im braunen Fettgewebe nach
Transplantation von Fazes aus Mausen nach 7-tagiger Kalteexposition (Abbildung 4-13 a
und b). Dies zeigt, dass sich die thermogene Aktivitdt des durch Kalteexposition aktivier-
ten BAT, mittels des fir diese Arbeit gewahlten experimentellen Designs nicht tber einen
Fazes- Transfer Ubertragen lie3. Dabei setzten Zietak et al. (2016), ebenso wie Chevalier
et al. (2015) fur ihre Versuche germ-free Mause als Empfanger ein. Fir diese Arbeit wur-

den, aufgrund fehlender, entsprechender Einrichtungen zur Haltung von germ-free Mau-
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sen, WT-Mause des Inzuchtstammes C57BL/6J verwendet, welche zur Eradikation des
residenten intestinalen Mikrobioms fur 7 Tage mit Antibiotika behandelt wurden. Die Ver-
wendung von Antibiotika fihren zwar zu einer deutlichen Reduktion der residenten intesti-
nalen Mikrobiota kénnen aber nicht zu einer absoluten Keimfreiheit des Gastrointestinal-
trakts fuhren, wie dies bei der Verwendung von germ-free Mausen der Fall ist. Zusatzlich
hat der Einsatz von Antibiotika auch potenzielle Nebenwirkungen. Abbildung 4-10 b zeigt,
dass es durch die Antibiotikabehandlung der Mause zu einer Gewichtsabnahme kam, die
erst nach Absetzen und mit Beginn der Fazes-Transplantation reversibel war. Es ist somit
davon auszugehen, dass die Antibiotikabehandlung zu einer Malassimilation bzw. Ma-
labsorption geflhrt hat, die mdglicherweise mit einer Schadigung des Darmepithels ein-
herging. Dementsprechend kdnnte zum einen die Umstellung der Antibiotika, beispiels-
wiese ein Ersatz durch den in der Literatur etablierten BNS-Cocktail (Jiang et al. 2015),
und zum anderen die Verlangerung der Fazes-Transplantation, zu signifikanten Ergebnis-
se im Sinne von Zietak et al. (2016) und Chevalier et al. (2015) fuhren.

Das braune Fettgewebe ist nicht nur in der Lage TRL bzw. freie Fettsduren zu verstoff-
wechseln (Bartelt et al. 2011), sondern nutzt ebenfalls Glukose als Energiequelle, was zu
einer erhohten Insulinsensitivitat, als Folge der erniedrigten postprandialen Blutglukose-
konzentrationen, fihrt (Stanford et al. 2013). Daher wurde im Zuge dieser Arbeit ebenfalls
ein oGTT mit den unterschiedlichen Empfanger-Mausen durchgefiihrt (Abbildung 4-14 a).
Die Ergebnisse zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen Empfangern, welche
Féazes aus Mausen nach 7-tagiger Aktivierung des BAT durch Kalte und jenen, die Fazes
aus entsprechenden Kontrollen erhielten. Ein oGTT spiegelt jedoch lediglich die post-
prandialen Plasmakonzentrationen nach oraler Glukoseaufnahme wider, sodass dieser
Test mit der Analyse der relativen Organaufnahme von radioaktiv markierter Glukose bzw.
radioaktiv markierten Lipiden in die Gewebe der Tiere kombiniert wurde. Die Ergebnisse
zeigten eine signifikant hthere Aufnahme von *H-2-Deoxy-D-glucose in das scBAT von
Empfanger-Mausen, welche Féazes aus Donor-Mausen nach Aktivierung des BAT durch
Kalte erhielten, im Verhaltnis zu Empfangern, die Fazes aus Kontrollen erhielten (Abbil-
dung 4-14 c). Die relative Organaufnahme von **C-Triolein war im epiWAT von Empfan-
gern, welche Fazes aus Mausen nach Aktivierung des BAT durch Kéalte erhielten, signifi-
kant erniedrigt (Abbildung 4-14 b). Im scBAT kam es lediglich zu einer tendenziell erhdh-
ten Aufnahme von '*C-Triolein in Empfangern von Féazes aus Donor-Mausen nach 7-
tagiger BAT-Aktivierung durch Kélte (Abbildung 4-14 b). Die Ergebnisse der relativen Auf-
nahme von radioaktiv markierter Glukose (*H-2-Deoxy-D-glucose) und radioaktiv markier-
ten Lipiden (**C-Triolein) zeigten ebenfalls eine tendenziell niedrigere Anreicherung im
lleum der Empfanger von Fézes aus Donor-Mausen nach kéltevermittelter BAT Aktivie-

rung (Abbildung 4-14 b und c). Diese Ergebnisse weisen auf einen schnelleren systemi-
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schen Metabolismus bzw. eine schnellere intestinale Assimilation und Absorption von
Glukose und Lipiden in Empfangern, welche Fézes aus Mausen nach Kalteaktivierung
des BAT erhielten, hin. Dies wiederum ware am ehesten mit einer Aktivierung des BAT
nach Fazes-Transfer vereinbar, da durch Kalte aktiviertes BAT im Zuge der zitterfreien
Thermogenese vermehrt Lipide, in Form von freien Fettsduren (Bartelt et al. 2011), und
Glukose (Cawthorne 1989, Stanford et al. 2013) verstoffwechselt und auf diese Weise
den Energiebedarf des Organismus steigert. Sowohl Chevalier et al. (2015), als auch Zie-
tak et al. (2016) fuhrten im Rahmen ihrer Studien ebenfalls oGTTs nach Fazes-
Transplantation durch, kamen jedoch zu unterschiedlichen Ergebnissen. In der Studie von
Chevalier et al. (2015) kam es 15 Minuten nach oraler Gavage von Glukose zu einem
signifikant héheren Anstieg der Glukosekonzentration im Plasma, von Tieren nach Trans-
plantation von Fazes aus Tieren nach Aktivierung des BAT durch Kéalte. Dies erklarten die
Autoren durch die groRere intestinale Resorptionsflache des Darms nach Langzeit-
Aktivierung des BAT durch Kalte, die sich ebenfalls durch den Fazes-Transfer transplan-
tieren lie3. Dabei konnten die Autoren zeigen, dass die Transplantation von Fazes, wie es
nach Braunfettaktivierung zu erwarten ware, zu einer erhdhten Insulinsensitivitat in den
Empféanger-Mausen kam (Chevalier et al. 2015). Zusétzlich untersuchten Chevalier et al.
(2015) die periphere Organaufnahme von radiomarkierter Glukose. Dabei kam es nach
Transplantation von Fazes aus Mausen nach Aktivierung des BAT durch Kalte zu einer
signifikant hoheren Aufnahme von Glukose in das inguinale, subkutane WAT der Emp-
fanger. Zietak et al. (2016) hingegen fuhrten alleinig einen oGTT durch. Dieser ergab sig-
nifikant niedrigere Glukosekonzentrationen im Plasma der Empfanger, welche Fazes aus
Mausen nach Aktivierung des BAT durch Kélte, rund 60 und 90 Minuten nach oraler Glu-
kosegavage erhalten hatten. Es kam somit zu keiner initial erhéhten Plasmakonzentration
von Glukose nach oraler Gavage, wie es in der Studie von Chevalier et al. (2015) der Fall
war. Die unterschiedlichen Ergebnisse der Studien lassen sich am ehesten durch die un-
terschiedlichen Temperaturen zur Aktivierung des braunen Fettgewebes erklaren. Cheva-
lier et al. (2015) hielten ihre Donor-Mause fiir bis zu 30 Tage bei 6 °C, wohingegen Zietak
et al. (2016) ihre entsprechenden Donor-Mause fiir 6 Wochen bei nur 12 °C hielten.

Zusammenfassend liel3 sich, durch das fir die Fazes-Transplantation gewdahlte Studien-
design, nicht eindeutig nachweisen, dass ein intestinaler Mikrobiom-Transfer als mdagli-
cher Ubertragungsweg der thermogenen Aktivitat des braunen und beigen Fettgewebes
fungiert. Somit lassen sich auch die von Zietak et al. (2016) und Chevalier et al. (2015)
gefundenen Ergebnisse zum Mikrobiom-Transfer, die zu Beginn dieser Arbeit noch nicht
vertffentlicht waren, nicht stitzen. Dennoch dienen die im Zuge dieser Arbeit gewonne-
nen Ergebnisse und Erkenntnisse als Grundlage fir weitere Projekte, die die vielfaltigen

Interaktionen zwischen dem intestinalen Mikrobiom und dem braunen Fettgewebe unter-

59



Diskussion

suchen sollen. Unter anderem waére, wie bereits erwahnt, eine Wiederholung der Experi-
mente unter der Verwendung von germ-free Mausen denkbar und damit verbunden eben-
falls die Anwendung des co-housing als schonendere Moglichkeit fur den Prozess der
Fazes-Transplantation. Ebenfalls denkbar ware es, die Auswirkungen einer Aktivierung
des BAT mittels des 33-adrenerge Rezeptoragonisten CL316,243 auf das intestinale Mik-
robiom zu untersuchen und gegebenenfalls eine Fazes-Transplantation dieses Mikrobi-
oms durchzufihren. Dies wirde die vielfaltigen und weitestgehend BAT-unabhangigen
Effekte der Kalteexposition aus den Ergebnissen ausschlielen und somit eine noch ge-

nauere Zuordnung der Ergebnisse zu der Aktivierung des braunen Fettgewebes erlauben.
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6 Zusammenfassung

Uber die letzten Jahrzehnte wird ein anhaltender Anstieg von Ubergewicht und Fettleibig-
keit in der Bevolkerung beobachtet. Dies fuhrt zwangslaufig auch zu einem drastischen
Anstieg der Pravalenz von mit Fettleibigkeit assoziierten metabolischen Erkrankungen,
wie beispielsweise Diabetes mellitus Typ 2, arterieller Hypertonie und Dyslipidamie. Diese
Erkrankungen werden, wenn sie gemeinsam mit einer abdominellen Fettleibigkeit auftre-
ten unter dem Begriff Metabolisches Syndrom zusammengefasst. Ursachlich fur diese
Entwicklung ist dabei neben genetischen Faktoren im Wesentlichen das allgegenwartige,
hochkalorische Nahrungsangebot gepaart mit einem ausgepragten Bewegungsmangel,
was letztlich in einer positiven Kalorienbilanz und einer ektopen Speicherung der Uber-
flussigen Energie in Form von Fett resultiert. Dies macht deutlich, dass zukinftig neue
Strategien im Kampf gegen Ubergewicht und dem damit assoziierten Metabolischen Syn-
drom benétigt werden. Das braune Fettgewebe steht aktuell besonders im Fokus dieser
Suche nach neuen Behandlungsstrategien. Braunes Fettgewebe ist in der Lage Energie
in Form von Lipiden direkt zur Produktion von Warme zu nutzen und dadurch den Ener-
gieverbrauch des Organismus zu steigern; ein Prozess der als zitterfreie Thermogenese
bezeichnet wird. Zahlreiche Studien konnten zudem zeigen, dass das intestinale Mikrobi-
om in der Entwicklung und Aufrechterhaltung von Ubergewicht und dem metabolischen
Syndrom eine wichtige Rolle spielen kdnnte.

In dieser Arbeit sollten daher im Tierversuch mit C57BL/6J-Mausen mdgliche Interaktio-
nen zwischen dem braunen Fettgewebe und dem intestinalen Mikrobiom untersucht wer-
den. Im ersten Teil ging es um die Auswirkungen der Eradikation des intestinalen Mikrobi-
oms durch Antibiotika auf die thermogene Aktivitdt des braunen Fettgewebes. Die Analy-
se des intestinalen Mikrobioms, der Gallensduren und der BSH-Aktivitat in den Fézes
zeigten, dass die Aktivierung des braunen Fettgewebes zu Veranderungen im intestinalen
Mikrobiom fuhrte und dass die Eradikation des intestinalen Mikrobioms durch Antibiotika
erfolgreich war. Die Ergebnisse zur BSH-Aktivitat konnten vor kurzem publiziert werden
(Worthmann et al. 2017). Mittels Messung des Koérpergewichts, der Nahrungsaufnahme
und der Genexpression konnten keine signifikanten Effekte auf die thermogene Aktivitat
des braunen Fettgewebes nachgewiesen werden.

Im zweiten Teil sollte die Moglichkeit einer Ubertragung der thermogenen Aktivitat des
braunen Fettgewebes durch Fazes-Transplantation untersucht werden. Es gelang dabei,
trotz erfolgreicher Ergebnisse anderer Studien, kein eindeutiger Nachweis, dass die Uber-
tragung der thermogenen Aktivitdt des braunen Fettgewebes bzw. der daraus resultieren-
den positiven Effekte auf den Metabolismus, mittels Transfer des intestinalen Mikrobioms

erfolgreich war. Dennoch dienen die im Zuge dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse als
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Grundlage fur weitere Studien, die sich mit den vielfaltigen Interaktionen zwischen dem

braunem Fettgewebe und dem intestinalen Mikrobiom beschéftigen.

7 Summary

Over the last decades the prevalence of obesity and its comorbidities such as type 2 dia-
betes, hypertension and dyslipidemia has been rising. Next to genetic factors, the surplus
of high-caloric food and our sedentary lifestyle fuel this alarming development. To coun-
teract this global health burden new therapeutic strategies are required. A promising tar-
get is the brown adipose tissue as it is capable of combusting high amounts of energy in
order to generate heat. An additionally attractive target is the gut microbiome as several
studies have shown its impact on the development of obesity and insulin resistance.

Aim of this study was to investigate the interactions of brown adipose tissue and the gut
microbiome. The first part of this work focused on the influence of the eradication of the
intestinal microbiome using antibiotics on the thermogenic activity of the brown adipose
tissue. The analysis of the intestinal microbiome, the bile acids and the BSH-activity in
feces, indicated that the activation of brown adipose tissue led to changes in the intestinal
microbiome and that the eradication of the intestinal microbiota using antibiotics was suc-
cessful. The results of the BSH-activity have recently been published (Worthmann et al.
2017). In contrast by measurement of bodyweight, food intake and gene expression there
were no implications on the thermogenic activity of the brown adipose tissue.

Aim of the second part was to investigate the possibility to transfer the thermogenic activi-
ty of the brown adipose tissue via feces transplantation. Despite positive results from oth-
er studies, upon transplantation no alterations were observed concerning bodyweight,
glucose and lipid handling. Nevertheless, the gained insights serve as basis for further
studies regarding the complex interactions between the brown adipose tissue and the

intestinal microbiome.
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8 AbkUrzungsverzeichnis

Im Folgenden sind die fir diese Arbeit verwendeten Abkirzungen und Akronyme aufge-

fuhrt.
¥F-FDG
AB

ANP
ATF-2
ATP
BAs
BAT
BMI
BSH
cAMP
CBA
CBA
Ccl2
Cdol
CRE

CT
Cxcl10
CYP27A1
CYP7Al1
DIO
Dio2
dpm
Elovi3

ElovI5

Emrl

epiWAT

ESI

et al.

Fasn
Fndc5

®F_Fluordesoxyglukose

Antibiotika

Atriales natriuretisches Peptid

Activating transcription factors 2
Adenosintriphosphat

Bile acids; Gallensauren

Brown adipose tissue; braunes Fettgewebe
Body mass index

Bile salt hydrolase

cyclisches Adenosintriphosphat

Conjugated bile acid; konjugierte Gallensauren
Conjugated bile acids; konjugierte Gallensauren
CC-chemokine ligand 2

Cysteine dioxygenase 1

CAMP responsive element
Computertomographie

Chemokine (C-X-C motif) ligand 10

Sterol 27-hydroxylase

Cholesterol 7a-hydroxylase

Diet-induced obesity

Type 2 iodothyronine deiodinase
disintegrations per minute

Elongation of very long chain fatty acids 3;
Fettsaureelongase 3

Elongation of very long chain fatty acids 5;
Fettsaureelongase 5

EGF-like module-containing mucin-like hormone
receptor-like 1

Epididymal white adipose tissue; epididymales wei-
Res Fettgewebe

Electrospray ionization

et alii

Fatty acid synthase; Fettsauresynthase

Fibronectin type Il domain-containing protein 5
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FPLC
GPR41
GPRA43
HDL
HILIC
HPLC
HSL
iIBAT

1B
Il

IS1
IS2
kcal
LDL
MAPK
MS
Myf5
MyoD
oGTT
PET
Pgc1a

PKA
PRDM16
QaQ
rpm

RT
SCBAT

SCFA
SEM
SUbWAT

Thp
TCA
Tnf

Fast-protein liquid chromatography
G-Protein-gekoppelter Rezeptor 41
G-Protein-gekoppelter Rezeptor 43
High-density lipoprotein

Hydrophilic interaction liquid chromatography
High-performance liquid chromatography

Hormonsensitive Lipase

Interscapular brown adipose tissue; interskapulares

braunes Fettgewebe

Interleukin 18

Interleukin 6

Interner Standard 1

Interner Standard 2

Kilokalorien

Low-density lipoprotein

p38 mitogen-activated protein kinase
Massenspektrometrie

Myogenic factor 5

Myogenic factor 3

Oraler Glukosetoleranz-Test
Positronen-Emmissions-Tomographie
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1-alpha

Proteinkinase A

PR domain containing 16

Tripel-Quadropol

revolutions per minute

Raumtemperatur

Subcutaneous brown adipose tissue; subkutanes
braunes Fettgewebe

Short-chain fatty acids

Standard error of the mean

Subcutaneous white adipose tissue; subkutanes
weilles Fettgewebe

TATA-box binding protein

Taurocholiacid; Taurocholsaure

Tumor necrosis factor
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TRL
TBMCA
UBA
Ucpl
UDCA
WAT
WT
WTD
BMCA

Triglyzeridreiche Lipoproteine
Tauro-B-muricholsaure

Unconjugated bile acids; unkonjugierte Gallensauren
Uncoupling protein-1

Ursodesoxycholicacid; Ursodesoxycholséure

White adipose tissue, weilies Fettgewebe

Wildtyp

Western type-diet

B-muricholic acid; 8-Muricholsaure
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