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I. EINLEITUNG 

Mäuse gehören zu den meistverwendeten Versuchstieren in der Grundlagenfor-

schung. Für die Planung von Tierversuchen aller Art hat man sich ethische Ziele 

zur Überprüfung des Versuchsvorhabens gesetzt. Dabei geht es zentral um die Fra-

gen, ob ein Erkenntnisgewinn nicht ohne die Verwendung von empfindungsfähigen 

Versuchstieren erreicht werden kann (Replace), mit einer geringeren Anzahl an 

Versuchstieren durchgeführt werden könnte (Reduce) oder mit weniger belastenden 

Methoden zu erzielen wäre (Refine) (DEUTSCHE FORSCHUNGSGEMEIN-

SCHAFT, 2019). Die Ziele Replace, Reduce und Refine wurden als die 3R erstma-

lig 1959 zusammengefasst (RUSSELL & BURCH, 1959). Ebenso ist es von größter 

Wichtigkeit bei der Durchführung von Tierversuchen auf Validität und Replizier-

barkeit zu achten. Zudem sollte bei Versuchen auch eine Standardisierung mit dem 

Ziel einer externen Validität, also einer externen Replizierbarkeit und Generalisier-

barkeit des Mausversuchs, angestrebt werden (DEUTSCHE 

FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT, 2019). Eine Standardisierung kommerziell er-

hältlicher Labortierfutter wurde bis heute jedoch noch nicht genauer untersucht. Die 

Hersteller bieten Labortierfutter in verschiedenen Verarbeitungsformen an, die ent-

sprechend ihrem Etikett identisch und vermeintlich in der Nutzung gleichwertig 

sind. Auch in wissenschaftlichen Publikationen beziehen sich Autoren nicht auf das 

im Versuch verwendete Futter bzw. dessen Zusammensetzung. 

Dabei ist die Zusammensetzung des Futters ein wichtiger Einflussfaktor für die 

Verdaulichkeit und die Mikrobiota von monogastrischen Säugetieren 

(CUMMINGS & MACFARLANE, 1997; TURNBAUGH et al., 2009b; 

ALBENBERG & WU, 2014). Insbesondere der Stärkegehalt und -gelatinisierungs-

grad des Futters sind wichtig für die präcaecale Verdaulichkeit und postileale mik-

robielle Fermentation (BÖSWALD et al., 2021). Stärke ist die Hauptquelle für 

Kohlenhydrate in Nahrungs- und Futtermitteln und das ergiebigste Lager von Po-

lysacchariden in Pflanzen. Die Stärke kommt als Granen in den Chloroplasten von 

grünen Blättern und den Amyloblasten von Samen, Hülsenfrüchten und Knollen 

vor (ELLIS et al., 1998; SAJILATA et al., 2006). Bakterien im Verdauungstrakt 

nutzen den unverdaulichen Teil der Stärke, der den Dickdarm erreicht, als Nah-

rungsquelle. Je nach Menge und Art der verfügbaren Stärke entwickeln sich die 

Mikrobiota bzw. die einzelnen Bakterien im Magendarmtrakt. Damit verändert sich 
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unter Umständen die Zusammensetzung der Mikrobiota (CUMMINGS & 

MACFARLANE, 1991; CUMMINGS et al., 1996; HERRMANN et al., 2018). 

Eine vermehrte Aufnahme von Stoffen durch die Mikrobiota und die damit verbun-

dene Veränderung der Mikrobiota führen zu einer vermehrten Ausscheidung von 

bakteriellen Stoffwechselendprodukten, wie z.B. den short-chain fatty acids 

(SCFA). Diese Stoffwechselendprodukte haben, ebenso wie die Mikrobiota, Ein-

fluss auf den Wirt, dessen Physiologie und ebenso auf die Pathologie (DEN 

BESTEN et al., 2013; MORRISON & PRESTON, 2016; MCLOUGHLIN et al., 

2017). 

In verschiedenen Versuchen wurde bereits belegt, dass eine Hitzebehandlung be-

ziehungsweise Verarbeitung die Eigenschaften des Futters und insbesondere der 

Stärke verändert (HOLM et al., 1988; KIENZLE, 1989; WANG & COPELAND, 

2013). In weiteren Versuchen konnte ein Zusammenhang zwischen der Fütterung 

verschiedener Futter und veränderten Mikrobiota bei der Maus festgestellt werden 

(JAKOBSSON et al., 2015; RAUSCH et al., 2016; DO et al., 2020). Auch für die 

Verarbeitungsformen von Futtermitteln konnten Versuche einen Einfluss auf die 

Mikrobiota und den Phänotyp von Mäusen belegen (DESMARCHELIER et al., 

2013; CLAVEL et al., 2014; DANIEL et al., 2014). Voruntersuchungen an ver-

schiedenen kommerziellen Labortierfuttern für Mäuse zeigen, dass sich die Futter 

in ihrem Stärkeaufschlussgrad zwischen den verschiedenen Herstellern, aber auch 

desselben Herstellers zwischen verschiedenen Konfektionierungen unterscheiden 

(BÖSWALD & KIENZLE, 2019). 

In dieser Arbeit soll gezeigt werden, dass die Fütterung verschiedener Konfektio-

nierungen eines kommerziellen Labortierfutters (Pellet oder Extrudat) die Zusam-

mensetzung der Mikrobiota beeinflusst und somit Auswirkungen auf Tierversuche 

und deren Ergebnisse und Replizierbarkeit hat. 
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II. LITERATURÜBERSICHT 

1 Das Mikrobiom des Gastrointestinaltraktes 

Das Mikrobiom ist in den letzten Jahren zunehmend in das Visier der Forschung 

gerückt. Dank früherer Pionierarbeit und modernen Analysetechniken ist es mög-

lich das Mikrobiom genauestens zu bestimmen. 

Das Mikrobiom ist definiert als der gesamte Lebensraum einschließlich den Mik-

roorganismen, deren Genomen und den umgebenen Umweltbedingungen 

(MARCHESI & RAVEL, 2015). In der ersten Definition des Begriffs Mikrobiom 

1988 wurde der Begriff als Kombination der altgriechischen Worte „micro“ für 

klein und „biome“ für Leben gebildet und als „charakteristische mikrobielle Ge-

meinschaft“ in einem „angemessen gut definierten Habitat mit eindeutigen physio-

chemischen Eigenschaften“ als deren „Schauplatz der Aktivität“ beschrieben 

(WHIPPS et al., 1988). Dabei wird das Mikrobiom durch die Analyse eines einzel-

nen Bestandteils oder einer Kombination der folgenden Techniken bestimmt: Me-

tagenomik, Metabonomik, Metatranskriptomik und Metaproteomik (MARCHESI 

& RAVEL, 2015). Das Mikrobiom besteht aus Prokaryoten wie Bakterien und Ar-

chaeen, sowie aus Protozoen und Pilzen (MARCHESI & RAVEL, 2015). Es 

herrscht jedoch eine gewisse Uneinigkeit hinsichtlich der Frage, ob Viren, Plasmide 

und mobile genetische Elemente zum Mikrobiom zählen (BERG et al., 2020). 

Ebenso ist nicht gänzlich geklärt, wie mit extrazellulärer DNA von toten Zellen 

verfahren werden soll. Diese so genannte „relikte DNA“ macht je nach Studie zwi-

schen 30 und 80 % der Gesamt-DNA aus (CARINI et al., 2016; LENNON et al., 

2018). Bei genauerer Betrachtung der von Whipps vorgelegten Definition wird der 

„Schauplatz der Aktivität“ genannt. Dieser „Schauplatz“ beinhaltet das gesamte 

Spektrum von Molekülen, die von Mikroorganismen produziert werden, einge-

schlossen der strukturellen Elemente, Metaboliten und Moleküle, die von dem 

koexistierenden Wirt produziert und von Umweltbedingungen strukturiert werden. 

Im Sinne dieser Definition sollten alle mobilen genetischen Elemente wie Phagen, 

Viren und extrazelluläre DNA im Begriff Mikrobiom eingebunden sein (BERG et 

al., 2020). Eine klare Trennung zwischen den Begriffen Mikrobiom und Mikrobiota 

hilft, Kontroversen zu überbrücken. Unter dem Begriff Mikrobiota wird die An-
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sammlung an lebenden Mikroorganismen in einer definierten Umgebung beschrie-

ben (BERG et al., 2020) und damit sind Phagen, Viren, Plasmide, Prionen, Viroide 

und freie DNA auf Grund deren Einordnung als nicht lebende Organismen ausge-

schlossen (DUPRÉ & O'MALLEY, 2009; BERG et al., 2020). Analysiert werden 

die Mikrobiota mittels molekularer Methoden wie der 16S-rRNA-Genanalyse 

(MARCHESI & RAVEL, 2015). 

Mikroben finden sich über den Körper verteilt, aber hauptsächlich auf externen und 

internen Oberflächen wie dem Gastrointestinaltrakt, der Haut, dem Speichel, der 

Mukosa der Mundhöhle und den Konjunktiven. Dabei sind Bakterien im Mikro-

biom zwei bis dreimal so häufig vertreten wie Eukaryoten und Archaeen (QIN et 

al., 2010; YATSUNENKO et al., 2012). Der größte Teil der Bakterien lebt im Co-

lon mit schätzungsweise 3,8 x 1013 Bakterien. Da die Gesamtzahl an Bakterien in 

allen anderen Organen geschätzt 1012 beträgt, kann von einer geschätzten Anzahl 

von 3,8 x 1013 Bakterien im gesamten Körper eines 70 kg schweren Menschen aus-

gegangen werden (SENDER et al., 2016). Entsprechend dieser Schätzung beträgt 

die gesamte Biomasse des Mikrobioms beim Menschen etwa 200 g (SENDER et 

al., 2016). Damit haben Menschen dieselbe Anzahl an Bakterienzellen wie Körper-

zellen (SENDER et al., 2016). Insgesamt geht man davon aus, dass sich 300 bis 

500 Bakterienspezies im Mikrobiom des Menschen befinden (MOORE & 

HOLDEMAN, 1974; CLAVEL et al., 2016), von denen bis zum jetzigen Zeitpunkt 

lediglich 30 bis 50 % kultiviert werden konnten (ALMEIDA et al., 2021; HITCH 

et al., 2021). 

Bei der Analyse der 16S-rRNA-Gensequenzen werden die vom Sequenziergerät 

erfassten Daten zunächst auf der Plattform IMNGS (Integrated Microbial Next Ge-

neration Sequencing) bearbeitet (LAGKOUVARDOS et al., 2016b). Im Anschluss 

werden die so generierten Daten mit der Datenbank Rhea (LAGKOUVARDOS et 

al., 2017), einer auf dem Programm R basierenden Plattform zur Analyse von Mik-

robiomdaten, mittels sechs verschiedener Skripten analysiert: Normalisierung, α-

Diversität, β-Diversität, das taxonomische Reichtum, Serien-Gruppenvergleiche, 

sowie Korrelationen (LAGKOUVARDOS et al., 2017). 
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Bei der Normalisierung werden die Rohdaten so verändert, dass Störfaktoren, die 

durch unterschiedliche Probengrößen entstehen, entfernt werden. Da bei der Se-

quenzierung von Proben eine unterschiedliche Anzahl an Sequenzen pro Probe auf-

tritt, ist die Normalisierung zwingend erforderlich. Der dem zu Grunde liegende 

Prozess wird üblicherweise rarefying, zu Deutsch verfeinern, genannt. Dabei wird 

meist eine zufällige Teilbeprobung der DNA-Sequenzabschnitte (Reads) jeder 

Probe zu einem gegebenen Ganzen durchgeführt. Im oben beschriebenen Pro-

gramm wird durch die Aufteilung anhand der Probengröße und anschließende Mul-

tiplikation mit der Größe der kleineren Probe normalisiert. Die Ausgabe erfolgt in 

Form einer Rarefaction-Kurve (Abbildung 1), die die Anzahl der gefundenen DNA-

Sequenzabschnitte gegen die Speziesanzahl aufträgt (LAGKOUVARDOS et al., 

2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Rarefaction-Kurve beider Versuchsteile 

Auf der x-Achse aufgetragen ist die Nummer der DNA-Sequenzabschnitte (Reads); auf der 

y-Achse aufgetragen ist die Nummer der Spezies 

rot: Fünf am meisten unterrepräsentierte Proben  
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Im nächsten Schritt wird die α-Diversität (Abbildung 2 (a)) analysiert. Diese ist 

definiert als alle unterschiedlichen Spezies (operational taxonomic units) in einer 

Probe. Der einfachste Weg die α-Diversität zu berechnen ist die Aufzählung aller 

Spezies in einer Probe, auch Speziesreichtum genannt. Dabei ist jedoch zu beden-

ken, dass weder auf die Struktur der Gemeinschaft, noch auf die Häufigkeit der 

individuellen Spezies eigegangen wird (LAGKOUVARDOS et al., 2017). 

Bei der anschließenden Analyse der β-Diversität (Abbildung 2 (b)) werden die öko-

logischen Profile und damit die Unterschiede der operational taxonomic units 

(OTU) über alle Proben hinweg miteinander verglichen. Hierfür wird ein Distanz-

maß über die taxonomischen oder genomischen Profile gelegt, das in einer alle-

gegen-alle Distanzmatrix resultiert (LAGKOUVARDOS et al., 2017). 

 

Abbildung 2: α- und β-Diversität graphisch dargestellt 

Nach Wenderlein et al. (WENDERLEIN et al., 2021) 

(a) Darstellung des Speziesreichtums (α-Diversität) zwischen Proben verschiedener Darm-

abschnitte: rechts mit extrudierter Diät gefütterte Mäuse, links mit pelletierter Diät gefüt-

terte Mäuse. 

(b) Darstellung der ökologischen Profile verschiedener Darmabschnitte im Vergleich zuei-

nander (β-Diversität). 
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1.1 Einflüsse der Mikrobiota auf den Wirt 

Kommensale Bakterien, die den Gastrointestinaltrakt besiedeln, beeinflussen so-

wohl die Entwicklung des Gastrointestinaltraktes, als auch die Entwicklung extrain-

testinaler Organsysteme, wie das Herz-Kreislauf-System und die Darm-Hirn-

Achse. Die Schleimhaut des Magen-Darm-Trakts ist die größte mukosale Oberflä-

che im Körper. Dabei trennt nur eine einzige Schicht Epithelzellen das Milieu in 

den Zellen von externen Umwelteinflüssen im Darm (SHANAHAN, 2002). Diese 

Epithelzellschicht bildet eine physikalische und biochemische Barriere zwischen 

dem Wirt und seiner durch das Mikrobiom besiedelten Umwelt. Dabei können die 

Epithelzellen verschiedenste Aufgaben ausführen und haben eine enorme Selbstre-

paraturfunktion (VAN DER FLIER & CLEVERS, 2009). Die Organisation des 

Epithels ist dabei an die Anforderungen der verschiedenen Darmabschnitte ange-

passt. Zur Verbesserung der Nährstoffaufnahme ist der Dünndarm „zusammenge-

faltet“ und bildet fingerförmige Strukturen („Villus“) aus, die durch Einsenkungen 

(„Krypten“) voneinander getrennt sind (MARSHMAN et al., 2002). Entlang der 

Darmwand sitzen verschiedenste Zellen mit unterschiedlichen Aufgaben, darunter 

Enterozyten, Enteroendokrine Zellen, Büschelzellen und Becherzellen (VAN DER 

FLIER & CLEVERS, 2009). Im Ileum sind die Regionen in den Krypten unterbro-

chen durch lymphatische Follikel, die Peyer Platten (PP) genannt werden 

(MOWAT, 2003). Die Peyer Platten enthalten Gruppen lymphatischer Aggregate 

in der Submukosa des Dünndarms, die verschiedene Immunzellen, wie B-Zellen, 

T-Zellen und dendritische Zellen enthalten (JUNG et al., 2010). Das Epithel des 

Kolons ist im Gegensatz zum Dünndarm mit langgezogenen Krypten und einer fla-

chen luminalen Oberfläche aufgebaut (BARKER, 2014). Das lymphatische Ge-

webe im Kolon wird als Darm assoziiertes lymphatisches Gewebe (GALT) be-

zeichnet und ähnelt den PP des Dünndarms (GIBBONS & SPENCER, 2011).  
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1.2 Physiologische Einflüsse 

Die Bakterien spielen eine wichtige Rolle in der Physiologie des Magen-Darm-

Trakts. Dabei schützen die Mikrobiota den Wirt vor Pathogenen durch die sog. 

„Kolonisierungsresistenz“ (TYTGAT et al., 2019), zudem helfen sie bei der Auf-

rechterhaltung der Epithelbarriere (ZHENG et al., 2017) und dem Metabolismus 

(SEKIROV et al., 2010). 

Tabelle 1: Physiologische Einflüsse der Mikrobiota 

Modifiziert nach O’Hara und Shanahan (O'HARA & SHANAHAN, 2006) 

  

Metabolische 

Funktionen 

• Kontrolle der Differenzierung und Proliferation intestina-

ler Epithelzellen 

• Metabolisierung diätetischer Karzinogene 

• Synthese von Vitaminen 

• Fermentation nicht verdaulicher Nahrungsbestandteile 

• Absorption von Ionen 

• Wiedergewinnung von Energie 

Strukturelle 

Funktionen 

• Festigung der Darmbarriere 

• Induktion von IgA 

• Apikale Verengung der tight junctions 

• Entwicklung des Immunsystems 

Schutzfunktionen • Verdrängung von Pathogenen 

• Konkurrenz um Nährstoffe 

• Konkurrenz um Rezeptoren 

• Produktion antimikrobieller Faktoren 
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1.2.1 Entwicklung des Gastrointestinaltraktes 

Die Unterstützung der Mikrobiota bei der Entwicklung der Strukturen des Gastro-

intestinaltraktes wurde durch die Beobachtung und Beprobung von keimfreien Tie-

ren erforscht. Keimfreie Tiere sind von Geburt an frei von Mikroorganismen und 

haben dementsprechend auch keine Immunantwort gegen mikrobielle Einflüsse 

entwickeln können (GORDON, 1960). In keimfreien Mäusen wurde eine Reduk-

tion des Gewichts von Dünndarm, ileocaecalen Lymphknoten und Leber beobach-

tet. Dabei ließ sich ein reduzierter Flüssigkeitsgehalt dieser Organe bei diesen Tie-

ren feststellen. Ebenso waren die lymphatischen Gewebe bei keimfreien Tieren un-

terentwickelt, was sich durch ein reduziertes Gewicht und einen reduzierten Gehalt 

an Lymphozyten erklären lässt. Diese Reduktion betraf jedoch nur Organe, die mit 

der Umgebung des Tieres in Kontakt stehen. Die Zellwand im Dünndarm wog we-

niger pro Einheit Körpergewicht in keimfreien Mäusen (GORDON & 

BRUCKNER-KARDOSS, 1961) und zeigte eine geringere Anzahl an Zellen des 

retikulohistiozytären Systems (GORDON, 1960). Ebenso zeigte sich im Dünndarm 

keimfreier Ratten eine Verringerung der mukosalen Oberfläche um ca. 30 %. Die-

ses Defizit konnte über die gesamte Länge des Dünndarms beobachtet werden 

(GORDON & BRUCKNER-KARDOSS, 1961). Bei keimfreien Nagetieren konnte 

eine Zunahme des Gewichts des Caecuminhalts um das Vier- bis Sechsfache fest-

gestellt werden, sowie ein Anstieg des Gewichts des Caecums um das Zwei- bis 

Dreifache. Diese Entwicklung ist durch die Besiedelung mit Bakterien rückgängig 

zu machen (GORDON & WOSTMANN, 1959). Im Ileum keimfreier Tiere zeigten 

sich qualitative Unterschiede in der Morphologie und Kinetik der Zellen. Diese 

stellten sich als leichtgradige Villushyperplasie mit einem verkürzten Zellzyklus 

dar (ALAM et al., 1994). Im Kolon keimfreier Ratten konnte man eine reduzierte 

Zahl epithelialer Zellen nachweisen, verursacht durch einen verlängerten Zellzyk-

lus (ALAM et al., 1994). Cherbuy et al. konnten bei keimfreien Ratten sogar eine 

Reduktion der Glukoseumsetzung in Kolonozyten beobachten. Diese Reduktion ist 

bedingt durch einen Unterschied in der Aktivität des Enzyms 6-Phosphofructo-1-

Kinase. Im Gegenzug stieg der Verbrauch von Glutamin bei keimfreien Ratten, die-

ser korrelierte mit einer höheren maximalen Geschwindigkeit der Glutaminase in 

den Kolonozyten (CHERBUY et al., 2019). 
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Auch in der Funktion des Darms kommt es bei keimfreien Tieren zu Einschränkun-

gen. Der Darm keimfreier Tiere verfügt über ein reduziertes Kapillarnetzwerk in 

den Villi (STAPPENBECK et al., 2002). Ebenso war eine Beeinträchtigung der 

Peristaltik zu beobachten (HUSEBYE et al., 1994). Zusätzlich hatten keimfreie 

Tiere einen abnormalen Cholesterin- und Gallensäuremetabolismus 

(WOSTMANN et al., 1966; GUSTAFSSON et al., 1975; MADSEN et al., 1976). 

Einige Mikrobiota können die Transkription von Angiogenin-3 induzieren, einem 

Protein mit angiogenetischer Aktivität (HOOPER et al., 2001). 

Dieser Erhalt der Homöostase der Darmschleimhaut ist im Interesse der Darmbak-

terien, da eine funktionierende Homöostase den Bakterien ein langfristiges Habitat 

erhält. Verschiedene Bakterien tragen zum Erhalt der intestinalen Epithelbarrierein-

tegrität durch die Aufrechterhaltung von Zell-zu-Zell-Verbindungen und die Ver-

stärkung der epithelialen Reparatur nach Verletzungen bei (WOSTMANN et al., 

1966; HOOPER et al., 2001; CARIO et al., 2007; LUTGENDORFF et al., 2008). 

1.2.2 Immunmodulation 

Zum Schutz des Wirtes dient die einzellige Schicht des Darmepithels als 

Verteidigungsbarriere. Diese Zellschicht überprüft aktiv die ansässigen Mikrobiota, 

Pathogene und andere Antigene. Als Verstärkung des Epithels dienen die 

Schleimschicht auf den Darmzellen, die Sekretion von IgA und die Produktion 

antimikrobieller Moleküle durch das Epithel (GANZ, 2003). Der Darm produziert 

mit 40 mg/kg Körpergewicht pro Tag mehr Antikörper als jedes andere Organ des 

Körpers. Außerdem enthält der Darm 80 % aller antikörperproduzierenden Zellen 

(BRANDTZAEG, 2000). Diese Produktion findet in drei Typen 

immunsensorischer Zellen statt: Enterozyten, M-Zellen und intestinalen 

dendritischen Zellen (O'HARA & SHANAHAN, 2006). Enterozyten dienen als 

afferente Sensoren, die durch Freisetzung von Chemokinen und Cytokinen das 

angeborene und erworbene Immunsystem alarmieren (SHANAHAN, 2002). M-

Zellen, die auf den Lymphfollikeln aufliegen, beproben die Umgebung und 

transportieren luminale Antigene zu den darunterliegenden dendritischen Zellen 

oder anderen Antigen präsentierenden Zellen. Die dendritischen Zellen des Darms 

spielen eine zentrale immunosensorische Rolle. Sie können den Darminhalt direkt 

beproben, indem sie Dendriten zwischen den Oberflächen der Enterozyten 

hindurchschieben, ohne die tight junctions zu zerstören (RESCIGNO et al., 2001). 
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Die Unterscheidung pathogener Bakterien von kommensalen Bakterien durch die 

immunosensorischen Zellen erfolgt durch zwei größere Wirts 

Mustererkennungsrezeptoren Systeme (PRRs): Toll-like Rezeptoren (TLR) und 

Nukleotid-bindende Oligomerisationsdomänen (NOD) oder Caspase-

Rekrutierungsdomänen (CARD) (CARIO, 2005). 

Keimfreie Tiere haben eine abnormale Anzahl verschiedener Immunzelltypen und 

Immunzellprodukte. Ebenso zeigen sich Defizite in den lokalen und systemischen 

lymphoiden Strukturen. Milz und Lymphknoten keimfreier Tiere sind unterentwi-

ckelt (SEKIROV et al., 2010). Auch die Peyer Platten sind bei keimfreien Tieren 

hypoplastisch (MACPHERSON & HARRIS, 2004). Die Anzahl ausgereifter iso-

lierter Lymphfollikel (BOUSKRA et al., 2008), sowie die Anzahl der IgA produ-

zierenden Plasmazellen und deren Endprodukte IgA und IgG sind reduziert 

(MACPHERSON & HARRIS, 2004). Keimfreie Tiere zeigen ein reduziertes 

Wachstum der CD4+ T-Zell-Population, was zu Immundefizienz führt. Eine Ein-

zelanzucht mit Bacteroides fragilis oder die orale Verabreichung des Bacteroides 

fragilis Kapselantigens PSA (capsular polysaccharide A) konnte die CD4+ T-Zell-

Defizite, die in den Milzen keimfreier Tiere zu beobachtet wurden, komplett korri-

gieren (MAZMANIAN et al., 2005). 

1.2.3 Entwicklung des Herz-Kreislauf-Systems 

Bei keimfreien Tieren können verschiedene Veränderungen des Herz-Kreislauf-

Systems beobachtet werden. Im Vergleich zu SPF-Tieren zeigen keimfreie Tiere 

geringere Herzgrößen, ein geringeres Blutvolumen und einen signifikant reduzier-

ten Herzauswurf (GORDON et al., 1963). Auch der relative Blutfluss in Regionen 

wie der Leber und dem Darm ist reduziert (WOSTMANN et al., 1963). Die Vaso-

motion präkapillärer Arteriolen war bei keimfreien Ratten im Vergleich zu her-

kömmlichen Ratten deutlich reduziert (BAEZ & GORDON, 1971). Zudem reagier-

ten präkapilläre Gefäße keimfreien Ratten hyporeaktiv auf Substanzen wie Kate-

cholamine, Epinephrin und Norepinephrin. Auch gegenüber Vasopressin reagierten 

die Gefäße weniger empfindlich. Diese Hyporeaktivität war bei Angiotensin nicht 

zu beobachten (BAEZ & GORDON, 1971). 
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1.2.4 Entwicklung des Nervensystems 

Die Entwicklung des Nervensystems ist durch Keimfreiheit beeinträchtigt. Die 

Auffälligkeiten reichen von einer Dysregulation der Hypothalamus-Hypophysen-

Nebennierenrindenachse (SUDO et al., 2004; SUDO, 2006) bis hin zu einer verrin-

gerten Wahrnehmung von entzündungsbedingtem Schmerz (AMARAL et al., 

2008). Ebenso konnte ein Zusammenhang zwischen den Darmmikrobiota und der 

Kontrolle der Höhe verschiedener Signalmoleküle (brain-derived neurotrophic fac-

tor, z.B. Noradrenalin und Tryptophan) in verschiedenen Bereichen des zentralen 

Nervensystems festgestellt werden (FORSYTHE et al., 2010). Diese Beobachtun-

gen führten zu der Hypothese, dass Bakterien eine Rolle bei Stimmung und Verhal-

ten innehaben, sowie zur Pathophysiologie von Verhaltensstörungen beitragen 

(COLLINS & BERCIK, 2009; NEUFELD & FOSTER, 2009; RHEE et al., 2009; 

FORSYTHE et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass das Einbringen pathoge-

ner Bakterien in das Kolon von Nagern zu einer Aktivierung verschiedener Hirn-

stammkerne (paraventrikulärer, supraoptischer, parabranchialer Tractus solitarius) 

führt und somit bakterielle Signale an das ZNS weitergeleitet werden. Dabei könnte 

der Nervus vagus, der am Hirnstamm entspringt und die abdominalen Organe in-

nerviert und die viszeralen, sensorischen Signale ans Gehirn weiterleitet, auch für 

die Weiterleitung bakterieller Signale verantwortlich sein (COLLINS & BERCIK, 

2009). 
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1.3 Pathologische Einflüsse 

1.3.1 Störungen durch pathogene Eindringlinge im Gastrointestinaltrakt 

Die Darmbarriere schützt den Wirt vor dem Eindringen der Pathogene. Diese Bar-

riere besteht aus vier verschiedenen Komponenten: dem intestinalen Epithel, der 

Schleimschicht, der mukosalen Immunität und dem intestinalen Mikrobiom 

(IACOB et al., 2018). Das intestinale Epithel dient als physische Barriere gegen die 

Umwelt. Die Schleimschicht besteht aus einem wasserhaltigen Gel, das die 

Schleimhaut des Darms bedeckt. Dabei besteht der Schleim aus Mucinen, die von 

den Becherzellen des Darms produziert werden und antimikrobiellen Peptiden, die 

durch Paneth-Zellen produziert werden. Diese Schleimschicht bildet zudem eine 

schützende Umgebung für die Darmbakterien, insbesondere jene, die nahe an der 

Darmwand gedeihen (CORNICK et al., 2015). Die mukosale Immunität besteht aus 

dem Darm assoziierten lymphatischen Gewebe (GALT), sekretorischen IgA 

(sIgA), antimikrobiellen Peptiden (Defensine oder Lysozyme) und mukosalen Im-

munzellen (wie z.B. Th1, Th2 und Treg Zellen) (GOTO et al., 2016; KURASHIMA 

& KIYONO, 2017). Das intestinale Mikrobiom wiederum verhindert die Invasion 

von Pathogenen durch einen Mechanismus namens „Kolonisierungsresistenz“ 

(TYTGAT et al., 2019). Dabei nutzen die Bakterien Mechanismen wie Biofilmbil-

dung (DENG et al., 2020), Sekretion antimikrobieller Peptide, Konkurrenz um 

Nährstoffe, sowie Veränderung des lokalen Redoxpotentials und pH-Werts gegen 

eine Besiedelung nicht kommensaler Bakterien (DERRIEN & VAN HYLCKAMA 

VLIEG, 2015). Aber auch pathogene Bakterien haben Mechanismen entwickelt, die 

ihnen dabei helfen, den Gastrointestinaltrakt zu besiedeln. So konkurrieren patho-

gene Bakterien aus der Escherichia-coli-Gruppe oder Clostridium difficile mit kom-

mensalen Bakterien um den Mukus des Darms (COLLADO et al., 2005; 

O'CALLAGHAN & VAN SINDEREN, 2016). Andere Pathogene wie Salmonella 

sp., Campylobacter spp., Clostridium difficile oder Vibrio cholerae haben Strate-

gien entwickelt, um die mukosale Schicht des Darmes zu umgehen. Hierzu zählen 

die Vermeidung der Schleimschicht, sowie das Überwinden der mukosalen Rezep-

toren mittels Flagellen (TASTEYRE et al., 2001; ERDEM et al., 2007), die Exkre-

tion von Mucinasen oder Störung der Mucinsekretion (BRANKA et al., 1997; 

GANESH et al., 2013; LUO et al., 2014; LIU et al., 2015), sowie das Fehlen von 

Adhäsinen, die in die intestinale Adhäsion involviert sind (SICARD et al., 2017). 
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Andere Strategien führen zu einer besseren Mucinadhäsion der Pathogene durch 

Mucin-bindende Proteine, sog. fimbriale Adhäsine. Eine weitere Überlebensstrate-

gie pathogener Bakterien ist ihre Anpassung an die Nährstoffversorgung im Darm. 

Einige Pathogene nutzen Nährstoffe, die von kommensalen Bakterien produziert 

werden. Ein Beispiel hierfür ist Clostridium difficile, welches das von Bacteroides 

thetaiotaomicron produzierte Succinat metabolisiert (FERREYRA et al., 2014). 

Ebenso ist die Fruktosylierung von Glucanen durch Bacteroides spp. wichtig für 

die Ernährung von Bacteroides spp., wird aber auch von pathogenen Spezies wie 

Salmonella Typhimurium, Clostridium difficile und Campylobacter jejunii genutzt 

(COYNE et al., 2005; PACHECO et al., 2012; WANDS et al., 2015). Andere Pa-

thogene nutzen Nährstoffe, die von kommensalen Mikrobiota nicht metabolisiert 

werden können. Zu diesen Nährstoffen gehört Ethanolamin, das u.a. als Kohlenstoff 

und Stickstoffquelle für Salmonella Typhimurium, EHEC und Klebsiella spp. dient 

(GARSIN, 2010). 

Bei einer Infektion mit Pathogenen wehrt sich der Darm mit einer Entzündungsre-

aktion, um die pathogenen Eindringlinge unter Kontrolle zu bringen. Die Entzün-

dungsreaktion richtet sich jedoch nicht ausschließlich gegen pathogene Organis-

men, sondern auch gegen die physiologischen Mikrobiota (SEKIROV & FINLAY, 

2009). 
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1.3.1.1 Chronisch entzündliche Darmerkrankung (IBD) 

Chronisch entzündliche Darmerkrankungen umfassen Erkrankungen des Magen-

Darm-Trakts, die zu wiederkehrenden Entzündungen und langjährigen Beschwer-

den führen. Klinische Zeichen sind Bauchschmerzen und Durchfall mit oder ohne 

Schleim oder Blut im Stuhl (STROBER et al., 2007). Diese Veränderungen entste-

hen durch eine übermäßige Reaktion des Immunsystems auf körpereigene Zellen 

oder kommensale Bakterien im Darm (SARTOR, 2008). Die Ursache für die Ent-

stehung dieser Erkrankung ist bis heute nicht vollständig geklärt, vermutlich ist sie 

multifaktoriell bedingt. Zu den chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (IBD) 

gehören Colitis ulcerosa (engl. Ulcerative colitis, UC) und Morbus Crohn (engl. 

Crohn’s disease, CD) (SARTOR, 2008). 

In Versuchen mit Nagetieren mit spontaner oder induzierter intestinaler Entzün-

dung konnte nachgewiesen werden, dass die kommensalen enterischen bakteriellen 

Antigene die chronisch immunmediierte Colitis und Ileitis am Laufen hielten 

(CONG et al., 2002; SARTOR, 2006; STROBER et al., 2007). Kullberg et al. 

konnten nachweisen, dass bei RAG-/--Mäusen der Eintrag einer einzelnen CD4+ 

Th1 T-Zelle, die für ein bestimmtes bakterielles Epitop spezifisch ist, zu einer Co-

litis in den Empfängermäusen führte (KULLBERG et al., 2003). Es schien jedoch 

eine wiederkehrende Erkennung verschiedener Mitglieder des Mikrobioms durch 

das Immunsystem notwendig zu sein, um die entzündlichen Veränderungen einzu-

leiten (STEPANKOVA et al., 2007). Auch ein vermehrtes Vorkommen pathogener 

Escherichia coli konnte bei Patienten mit Morbus Crohn nachgewiesen werden 

(SARTOR, 2008). 

Bei Nagern gibt es zudem Anzeichen dafür, dass Veränderungen in der bakteriellen 

Zusammensetzung durch Entzündungen und/oder Infektionen im Kolon entstehen. 

Die entzündete Schleimhaut und/oder das veränderte Milieu bei einer Entzündung 

beeinflussen selektiv das Wachstum und die Anhaftung verschiedener Bakterien-

spezies (BIBILONI et al., 2005; SWIDSINSKI et al., 2005a; LUPP et al., 2007). 

Frank et al. haben in 190 Gewebeproben erniedrigte Zahlen an Firmicutes und Bac-

teroidetes und einen co-dominanten Anstieg an Proteobacteria und Actinobacteria 

festgestellt. Die erniedrigte Zahl an Firmicutes entstand größtenteils durch Verrin-

gerungen der Clostridium XIVa und IV Gruppen (FRANK et al., 2007). Eine Re-
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duktion der Clostridia spp. bei Morbus Crohn ist auch in einigen anderen Versu-

chen beschrieben worden (HOOPER & GORDON, 2001; SWIDSINSKI et al., 

2005b; GOPHNA et al., 2006; MANICHANH et al., 2006; MARTINEZ-MEDINA 

et al., 2006). Die erniedrigten Clostridien könnten zudem Ursache für die ernied-

rigten SCFA Konzentrationen im Darm von IBD Patienten sein (MARCHESI et 

al., 2007). 

Bis zum jetzigen Zeitpunkt konnte noch nicht abschließend geklärt werden, ob die 

pathologischen Veränderungen bei IBD Grund oder Ursache eines veränderten 

Mikrobioms sind (SEKIROV et al., 2010). Ein colitogenes Mikrobiom könnte so-

wohl ein Resultat der entzündeten Mukosa sein als auch ein Treiber dieser Entzün-

dung (GARRETT et al., 2007). Ebenso ist es bei Untersuchungen des Mikrobioms 

IBD kranker Patienten nicht möglich gewesen, ein definiertes IBD-typisches Mik-

robiom festzustellen (METWALY & HALLER, 2019). 
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1.3.1.2 Malignitäten 

Neben vorteilhaften Wirkungen kommensaler Bakterien im Darm, können Bakte-

rien auch unerwünschte karzinogene Prozesse induzieren. Dabei gibt es drei Me-

chanismen der Mikrobiota induzierten Karzinogenese. Ersterer ist eine unverhält-

nismäßige proinflammatorische Zellsignalisierung in der Mukosa des Gastrointes-

tinaltraktes. Dabei kommt es zur Verschorfung und zur Reparatur des intestinalen 

Epithels, was zu einer Entwicklung von Neoplasien und Malignitäten führen kann. 

Zweiterer ist der direkt zytotoxische Effekt von Bakterien auf Zellen und letzterer 

ist der Metabolismus toxischer Stoffwechselprodukte durch die Mikrobiota 

(SEKIROV et al., 2010). 

Veränderungen in der Schleimschicht des Darms wie eine abweichende 

Mucinexpression und -glykosilierung stehen in Zusammenhang mit chronischer 

Entzündung und gastrointestinalen Tumoren. Eine abnormale Mukusproduktion 

führt dabei zu einer Beeinträchtigung der Schleimschicht, was es den Bakterien 

ermöglicht in nahen Kontakt zur Darmwand zu kommen und Wirtsreaktionen 

auszulösen. Dies kann zur Entwicklung von Tumoren führen (COLEMAN & 

HALLER, 2021). 

Meistuntersucht ist vermutlich das kanzerogene Potential von Helicobacter pylori. 

Bei einer Besiedelung mit H. pylori kommt es zu einer ständigen Immunantwort, 

die zu einer Entzündung der Magenschleimhaut führt. Diese ständige Entzündung 

kann wiederum zur malignen Transformation führen (CORREA & HOUGHTON, 

2007). Neben dem Einfluss von H. pylori gibt es andere Veränderungen der 

Mikrobiota, die zur Entwicklung von kolorektalen Karzinomen führen (HOPE et 

al., 2005). Patienten mit Polypen, einer Vorstufe des kolorektalen Karzinoms, 

zeigen ein Mikrobiom ähnlich zu dem von Patienten mit kolorektalem Karzinom 

(MOORE & MOORE, 1995). Huycke et al. konnten in einem Versuch nachweisen, 

dass Enterococcus faecalis reaktive Sauerstoffspecies (engl. Reactive oxygen 

species, ROS) und Wasserstoffperoxid produziert. Diese Stoffwechselprodukte 

führten zu Schäden in der DNA des Kolonepithels (HUYCKE et al., 2002). Ebenso 

wurden ein Reichtum bestimmter Clostridium spp. (SCANLAN et al., 2008), 

Bacteroides spp. und Bifidobacterium spp. (MOORE & MOORE, 1995) mit der 

Entwicklung von kolorektalen Karzinomen in Verbindung gebracht. Das polyketid 

synthase (pks) E. coli ist in der Lage ein Genotoxin names Colibactin zu 
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produzieren, welches zu Doppelstrangbrüchen der DNA, Chromosomen-

aberrationen und Hemmungen des Zellzyklus führt (NOUGAYRÈDE et al., 2006; 

CUEVAS-RAMOS et al., 2010). Zudem verstärkt E. coli gemeinsam mit 

Bacteroides fragilis (ETBF) DNA-Schäden und Tumorformation in einem CRC-

Mausmodell. Besonders wichtig in diesem Prozess war das Vorhandensein der 

Toxine Colibactin und B. fragilis-Toxin (BFT) (DEJEA et al., 2018). 

Bei der Entwicklung von gastrointestinalen Malignitäten ist die Ernährung ein 

großer Einflussfaktor (BINGHAM, 2000). Die metabolischen Produkte, die bei der 

Nahrungsaufnahme von Bakterien entstehen sind dabei entweder cytoprotektiv 

oder cytotoxisch (HOPE et al., 2005; O'KEEFE, 2008). Prokarzinogene Produkte 

des bakteriellen Stoffwechsels sind Schwefelwasserstoffe, Dichloressigsäure, 

Lithocholsäure und ROS (CULPEPPER et al., 2014). 
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1.3.2 Extragastrointestinale Erkrankungen 

Veränderungen der Zusammensetzung der Mikrobiota können neben pathologi-

schen Prozessen im Gastrointestinaltrakt auch zu pathologischen Prozessen außer-

halb des Gastrointestinaltraktes führen oder werden mit diesen assoziiert 

(SEKIROV et al., 2010). Zu den Mikrobiom-assoziierten extragastrointestinalen 

pathologischen Prozessen gehören Übergewicht, Diabetes, Allergien, Erkrankun-

gen des Herz-Kreislaufsystems und des Nervensystems, Autismus, Familiäres Mit-

telmeerfieber, Pankreatitis, Lebererkrankungen und Arthritis (SEKIROV et al., 

2010). Auf Grund der Vielzahl soll hier nur auf einige wenige Erkrankungen ein-

gegangen werden. 

1.3.2.1 Übergewicht 

Die Deutsche Adipositas Gesellschaft definiert Adipositas als eine über das Nor-

malmaß hinausgehende Vermehrung des Körperfetts (DEUTSCHE ADIPOSITAS 

GESELLSCHAFT E.V., 2020). Ley et al. fanden heraus, dass das intestinale Mik-

robiom in die Regulation der Energiehomöostase bei Mäusen und Menschen invol-

viert ist (LEY et al., 2005). Dabei stellten sie fest, dass in ob/ob Mäusen ein um 

50 % reduzierter Reichtum an Bacteroidetes zu finden war, der durch einen Anstieg 

an Firmicutes ausgeglichen wurde (LEY et al., 2005). Zu ähnlichen Ergebnissen 

kamen auch die Arbeiten weiterer Forschungsgruppen (BACKHED et al., 2004; 

TURNBAUGH et al., 2009a). Zhang et al. konnten in Patienten nach Magen-By-

pass Operation ein Absinken der Firmicutes nachweisen und in adipösen Patienten 

eine Anreicherung an Prevotellaceae (ZHANG et al., 2009). Andere For-

schungsteams fanden im Mikrobiom übergewichtiger Patienten gegensätzliche Er-

gebnisse, erniedrigte Firmicutes und erhöhte Bacteroidetes (SCHWIERTZ et al., 

2010) oder konnten keinen Zusammenhang des Bacteroidetes: Firmicutes Verhält-

nisses bei Patienten mit Übergewicht nachweisen (DUNCAN et al., 2008). Gene, 

die Enzyme zum Abbau von Polysacchariden kodieren, kommen in adipösen Mäu-

sen vermehrt vor. Dabei fand sich eine insgesamt geringere Menge an Energie im 

Kot von adipösen Mäusen im Vergleich zu ihren schlanken Wurfgeschwistern. Dies 

spricht für eine erhöhte Kapazität des Mikrobioms zur Extraktion von Energie aus 

der Nahrung. Ebenso wurde ein Anstieg an Polysaccharid-abbauenden Enzymen 

mit einer vermehrten Ablagerung von Fett in Verbindung gebracht (TURNBAUGH 

et al., 2006). Die Transplantation des Mikrobioms von Mäusen mit Diät-induzierter 
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Adipositas in keimfreie Mäuse führte zu einer vermehrten Fettablagerung. Wurde 

diesen Mäusen weiterhin eine westliche Diät angeboten blieben die Mäuse adipös. 

Mit Beendigung der westlichen Diät wurde der adipöse Phänotyp reversibel 

(TURNBAUGH et al., 2008). Ebenso wurde Übergewicht beim Menschen mit ei-

nem verringerten Bakterienreichtum assoziiert (LE CHATELIER et al., 2013). 

Testpersonen mit reduziertem Bakterienreichtum zeigten im Vergleich zu Indivi-

duen mit normalem Bakterienreichtum eine mit Übergewicht assoziierte Dyslipidä-

mie, höhere Insulinresistenz und eine stille Entzündung (engl. low grade inflamma-

tion) (LE CHATELIER et al., 2013). Dieser Phänotyp wurde in anderen Arbeiten 

mit einem erhöhten Prädiabetes Risiko, Typ 2 Diabetes, Leber- und Herzerkran-

kungen sowie einigen Krebsformen assoziiert (SHOELSON et al., 2006; 

RENEHAN et al., 2008; OUCHI et al., 2011). Wostmann et al. konnten nachwei-

sen, dass keimfreie Mäuse einen höheren Energiebedarf haben, um ein bestimmtes 

Körpergewicht zu erreichen und zu halten als Wildtyp Mäuse (WOSTMANN et al., 

1983). Zu einem ähnlichen Ergebnis kamen die Forscher um Backhed et al.; sie 

konnten zeigen, dass Wildtyp Mäuse eine um 47 % erhöhte Gesamtfettmasse haben 

im Vergleich zu keimfreien Mäusen. Kolonisierte man wiederum die keimfreien 

Mäuse mit den Mikrobiota der Wildtyp Mäuse, stieg die Körperfettmasse der keim-

freien Mäuse um 60 % (BACKHED et al., 2004). Neben der Wirkung von Bakte-

rien, scheinen auch deren Metabolite einen Einfluss auf die Entstehung von Über-

gewicht zu haben. So konnte in GPR-41 defizienten Mäusen nachgewiesen werden, 

dass eine Aktivierung von GPR-41 durch SCFA zu einer Stimulation der Ausschüt-

tung von PYY führt. PYY induziert die Sättigung und führt damit zu einer Reduk-

tion der Futteraufnahme. Die Expression von GPR-41 in Fettgewebe stimuliert die 

Leptin Sekretion, die ebenfalls zu Sättigung führt (SAMUEL et al., 2008). Eine 

GPR-43 Stoffwechselwegaktivierung unterdrückt Insulinsignalwege und verhin-

dert damit die Ansammlung von Fettgewebe und stimuliert die Lipolyse in Adi-

pozyten. Zudem fördert es die Sekretion von GLP-1, dies führt zu einem Anstieg 

postprandialer Insulinfreisetzung und einem Absinken der Glukagon-Sekretion 

(KIMURA et al., 2013; ANDERSEN et al., 2018). 
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1.3.2.2 Diabetes Typ 2 

Typ 2 Diabetes ist eines der am schnellsten wachsenden Gesundheitsprobleme in 

entwickelten Ländern und Entwicklungsländern (ZHANG et al., 2013). Dabei fand 

man bei Vergleichen einer Gruppe 70-jähriger Frauen mit Typ 2 Diabetes, Gluko-

seintoleranz und normaler Glukosetoleranz heraus, dass bei Frauen mit Typ 2 Dia-

betes vier Lactobacillus spp. erhöht waren, fünf Clostridium spp. jedoch erniedrigt. 

Dabei konnte man eine positive Korrelation der Lactobacillus spp. mit Nüchtern-

glukose und HbA1c feststellen. Die Clostridium spp. zeigten demgegenüber eine 

negative Korrelation zu Nüchternglukose, HbA1c, Insulin, C-Peptid und Plasma-

Triglyceriden, sowie eine positive Korrelation mit Adiponektin und HDL. Beide 

Genera zeigten keine Korrelation zum body mass index (BMI), Taillenumfang und 

zum Taille-Hüft-Verhältnis (KARLSSON et al., 2013). Bei einem Vergleich von 

Patienten mit und ohne Typ 2 Diabetes verschiedener Altersgruppen ließ sich ein 

vermehrter Reichtum von Firmicutes in der Kontrollgruppe nachweisen. In der Typ 

2 Diabetes Gruppe waren die Stämme Bacteroidetes und Proteobacteria stärker ver-

treten als in der Kontrollgruppe. Das Bacteroidetes zu Firmicutes Verhältnis war 

positiv mit den Werten der Plasmaglukose korreliert, sowie negativ mit dem BMI 

(LARSEN et al., 2010). In einem weiteren Vergleich von Patienten mit Diabetes, 

Prädiabetes oder ohne Diabetes zeigte sich eine höhere Konzentration an Clostri-

dium spp. in der Typ 2 Diabetes Gruppe. Der relative Reichtum an Bacteroides spp. 

in der Typ 2 Diabetes Gruppe war geringer als in den beiden anderen Gruppen. 

Dorea spp., Prevotella spp. und Collinsella spp. zeigten einen höheren relativen 

Reichtum in mit Typ 2 Diabetes erkrankten Individuen. Streptococcus spp. war in 

den Gruppen nicht Diabetes, Prädiabetes und Typ 2 Diabetes mit abnehmendem 

Reichtum zu finden (ZHANG et al., 2013). Insgesamt ist der Einfluss des Mikrobi-

oms auf Typ 2 Diabetes bis zum jetzigen Zeitpunkt noch unzureichend erforscht 

und bedarf weiterer Untersuchungen. 
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1.3.2.3 Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems 

Schon seit dem frühen 19. Jahrhundert war bekannt, dass Infektionen Erkrankungen 

wie Arteriosklerose bedingen oder verstärken (EPSTEIN et al., 2000). Dabei be-

einflussen die Mikrobiota sowohl den Lipidmetabolismus und atheromatöse 

Plaquebildung durch entzündungsbedingte Prozesse (CAESAR et al., 2010), als 

auch arterielle Thrombosen (REINHARDT, 2019). Strukturkomponenten und Sig-

nalmoleküle der Mikrobiota interagieren mit der mukosalen Oberfläche des Wirtes 

über PRR (LARSSON et al., 2012) und sind zudem physiologisch aktive PRR-A-

gonisten im Plasma (CAESAR et al., 2012). Die PRR-Signalisierung von Throm-

bozyten (ZHANG et al., 2015; BISWAS et al., 2016) und Endothelzellen (JÄCKEL 

et al., 2017) fördert in verschiedenen Mausmodellen arterielle Thrombosen. Bakte-

rielle Strukturkomponenten wie LPS können das Risiko kardiovaskulärer Erkran-

kungen verstärken (BERG, 1996). LPS ist eine Verbindung, die in der äußeren 

Membran gramnegativer Bakterien vorkommt, und kann auf zwei verschiedenen 

Wegen durch die Darmwand passieren, durch einen Chylomikron-assoziierten 

Transporter und durch ein Leck der tight junctions (CANI et al., 2007; 

HOTAMISLIGIL & ERBAY, 2008). LPS nutzen den TLR-Stoffwechsel und kön-

nen mit Insulinresistenz und einer gesteigerten Makrophageninfiltration in Fettge-

webe assoziiert sein. Dabei beeinflusst LPS das metabolische Syndrom und das Ri-

siko kardiovaskulärer Erkrankungen durch die Hochregulierung von entzündungs-

assoziierten Signalwegen (CANI et al., 2007; HOTAMISLIGIL & ERBAY, 2008). 

Neben bakteriellen Metaboliten haben auch chemische Verbindungen wie TMAO 

(Trimethylamin N-Oxid), SCFA und Gallensäuren, die von den Darmbakterien pro-

duziert werden, einen Einfluss auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen (KOETH et al., 

2013). Diese Verbindungen erhöhen das Risiko arterieller Thrombosen (ZHU et al., 

2016) und verschlechtern die Prognose nach ischämischen Schlaganfällen 

(BENAKIS et al., 2016). Jäckel et al. konnten im Mausversuch zeigen, dass keim-

freie, TLR2-defiziente Mäuse im Vergleich zu normalen Mäusen eine reduzierte 

Thrombenbildung nach Verletzung an der Arteria carotis zeigten. Als vom Mikro-

biom beeinflusste Ursache konnte ein reduzierter Gehalt an von Willebrand Faktor 

im Plasma und eine reduzierte Synthese des von Willebrand Faktors, insbesondere 

in den Endothelzellen der Leber festgestellt werden (JÄCKEL et al., 2017). Auch 

die Zusammensetzung der Nahrung (DROUIN-CHARTIER et al., 2016) und eine 



II. Literaturübersicht     23 

Dysbiose des Mikrobioms (KARBACH et al., 2016) scheinen wichtige Einfluss-

faktoren bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu sein. Dabei hat die Ernährung mit 

Ballaststoffen und der durch mikrobielle Fermentation angestiegene SCFA-Spiegel 

zu einem signifikant reduzierten systolischen und diastolischen Blutdruck, signifi-

kant reduzierter Herzfibrose und linksventrikulärer Hypertrophie im Mausmodell 

geführt (MARQUES et al., 2017). Eine Supplementierung mit Acetat konnte ähn-

liche Ergebnisse erzielen und reduzierte zudem Nierenfibrosen merklich 

(MARQUES et al., 2017). 

 

Abbildung 3: Darm Mikrobiom und mögliche molekulare Signalwege, die mit kardi-

ovaskulären und kardiometabolischen Erkrankungen in Verbindung gebracht wer-

den können 

Nach Tang et al. (TANG et al., 2017) 

BAT: braunes Fettegewebe; TGR: Takeda G-Protein–gekoppelter Rezeptor, FXR: farnesoid X Re-

zeptor; GLP: Glukagon-like Peptid; GPR: G-protein–gekoppelter Rezeptor; Olfr: olfactorischer Re-

zeptor; WAT: weißes Fettgewebe; LPS: Lipopolysaccharid; PYY: Peptid YY; TLR: Toll-like Re-

zeptor; TMA: Trimethylamine; and TMAO: Trimethylamine N-oxide. 
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1.4 Das Mikrobiom des Gastrointestinaltraktes der Maus 

Für eine Nutzung von Mäusen in Mikrobiomprojekten ist es essenziell, das Mikro-

biom der Maus und die externen und internen Einflüsse, die auf das Mikrobiom 

wirken, zu kennen. Verschiedene aktuelle Studien beschäftigen sich mit der Zusam-

mensetzung des Mausmikrobioms, der Beschreibung neuer Bakterien im Magen-

Darm-Trakt der Maus, sowie der Wirkung äußerer Einflussfaktoren auf das Mikro-

biom. Obwohl die Maus eines der meistverwendeten Versuchstiere ist, ist das Wis-

sen über ihr Mikrobiom noch immer sehr lückenhaft, was die Interpretation und die 

Vergleichbarkeit dieser Studien erschwert (CLAVEL et al., 2014; 

LAGKOUVARDOS et al., 2016a). Der Gastrointestinaltrakt besteht aus einer Viel-

zahl verschiedener Milieus, die sich in Redoxpotential, pH-Wert, Durchflussrate, 

Nährstoffverfügbarkeit und vielen weiteren Faktoren unterscheiden (OUWEHAND 

et al., 2002). 

Das orale Mikrobiom der Maus wurde bereits in einigen Studien zu Parodontose 

und oralem Karzinom verwendet, jedoch in seiner Zusammensetzung noch nicht 

genauer charakterisiert (STASHENKO et al., 2019). Abusleme et al. führten neben 

Empfehlungen zur Probenentnahme des oralen Mikrobioms bei der Maus, exemp-

larische Daten von 10 Mäusen auf, deren Maulhöhle mit einem Tupfer ausgestri-

chen und anschließend mittels 16S-rRNA-Gensquenzierung analysiert wurde. 

Meistvertreten sind hier Lactobacillus spp., Staphylococcus spp., Enterococcus 

spp. und Acinetobacter spp. (ABUSLEME et al., 2017). Eine Referenzdatenbank 

zum Mikrobiom der Maulhöhle der Maus wurde erst in diesem Jahr veröffentlicht. 

Darin enthalten sind 103 Maus-Maulhöhle-Taxa aus den vier Bakterienstämmen 

Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria und Bacteroidetes, sowie zwölf neu be-

schriebene Spezies (Abbildung 4) (JOSEPH et al., 2021). 
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Abbildung 4: Taxonomische Diversität in der oralen Maus-Mikrobiom-Datenbank 

Nach Joseph et al. (JOSEPH et al., 2021) 

Beschreibung der phylogenetischen Verwandtschaft zwischen den 103 oralen Maus Taxa 

(MOT), die in der oralen Maus-Mikrobiom-Datenbank charakterisiert wurden. Schwarze 

Sternchen markieren neu beschriebene Spezies. Die Bakterienstämme entsprechen der fol-

genden Farbgebung: Firmicutes (rot), Proteobacteria (grün), Bacteroidetes (blau) und Ac-

tinobacteria (orange). 
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Das Mikrobiom im Magen der Maus umfasst Konzentrationen von 108 Lactobacil-

lus spp. pro Gramm Organinhalt, eine deutlich höhere Konzentration als beim Men-

schen (CLAVEL et al., 2016). In Mageninhaltsproben von Mäusen (n = 10) waren 

die Stämme Firmicutes und Bacteroidetes, und deren Ordnungen Lactobacillales 

und Bacteroidales dominierend (WURM et al., 2018). Das Darmmikrobiom der 

Maus wurde viele Jahre analysiert, die Daten jedoch nicht ausreichend ausgewertet 

und charakterisiert. Lagkouvardos et al. (2016) arbeiteten eine Sammlung von Bak-

terien aus dem Darm der Maus aus, um diese der Wissenschaft zur Verfügung zu 

stellen. Hierfür wurden ca. 1.500 Kulturen aus dem Darm von Mäusen isoliert und 

Sequenzen auf Basis von Kolonie und Zellmorphologie, sowie 16S-rRNA-Gense-

quenzierung ausgewählt. Dies sollte eine größtmögliche Diversität auf Spezies-

ebene abdecken. Diese so entstandene Sammlung umfasst 100 Sequenzen, die 76 

verschiedene Spezies von 26 Familien der Bakterienstämme Actinobacteria, Bac-

teroidetes, Firmicutes, Proteobacteria und Verrucomicrobia repräsentieren. Neben 

der Erstellung einer Maus-Mikrobiom-Datenbank wurden in diesem Projekt auch 

neue Bakterienspezies beschrieben (Abbildung 5) (LAGKOUVARDOS et al., 

2016a). 
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Abbildung 5: Taxonomische Klassifikation der 76 Spezies im miBC 

Nach Lagkouvardos et. al (LAGKOUVARDOS et al., 2016a) 

Kladogramm der taxonomischen Klassifikation der 76 Spezies in der miBC Datenbank: 

Spezies in Gelb wurden von Lagkouvardos et al. neu beschrieben  
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Ein wichtiger Faktor bei der Erforschung des Darmmikrobioms ist neben der Spe-

ziesbeschreibung auch die Beschreibung der metabolischen Eigenschaften einer 

Spezies und wie diese auf den Organismus wirkt (CLAVEL et al., 2014). Für die 

Familie der Muribaculaceae, einer der meistvertretenen Familien im Gastrointesti-

naltrakt der Maus, sind erste Beschreibungen des Metabolismus einiger zugehöriger 

Spezies bereits verfügbar. So beschreiben Lagkouvardos et al. (2019) die Familie 

S 24-7, die inzwischen als Muribaculaceae bezeichnet wird, als fähig, komplexe 

Kohlenhydrate zu verdauen. Dabei lassen sich drei verschiedene trophische Grup-

pen mit verschiedenen Abbaukapazitäten erkennen. Die drei Gruppen sind α-Glu-

kane, komplexe Zellwandglykane, wie Hemicellulose und Pektin, und wirtsstäm-

mige Glykane (ORMEROD et al., 2016). Lagkouvardos et al. konnten diese Ein-

teilung mittels 16S-rRNA-Gensequenzen nachvollziehen und 34 ausgesuchte Ge-

nome den verschiedenen Gruppen zuteilen (LAGKOUVARDOS et al., 2019). 

Eine weitere Datenbank des Mausmikrobioms wurde erst kürzlich von einem For-

scherteam aus China veröffentlicht (LIU et al., 2020). Diese neue Datenbank ent-

hält 126 Spezies aus 80 verschiedenen Genera, 28 Familien und 5 Stämmen. Damit 

ist die kultivierbare Maus-Darmmikrobiom-Datenbank von 76 auf 180 Spezies an-

gestiegen, die wiederum zu 110 verschiedenen Genera gehören. Neben der Bereit-

stellung einer weiteren Datenbank hatten Liu et al. (2020) auch 77 neue Bakterien-

spezies stammend aus einem ob/ob C57BL/6-Stamm beschrieben (LIU et al., 

2020). 

eben der Beschreibung des Mikrobioms der Maus in spezifischen Bereichen hat 

ein koreanisch-amerikanisches Forscherteam die regionalen Unterschiede des Mik-

robioms bei C57BL/6 Mäusen beschrieben. Dabei konnten die folgenden Beobach-

tungen gemacht werden: das Mikrobiom im Kot ist mit dem Mikrobiom im Gast-

rointestinaltrakt der Maus nicht zu vergleichen. Das Mikrobiom im Dünndarm un-

terschied sich vom Mikrobiom im Dickdarm. Bezüglich der Bakterienfamilien do-

minierten im Magen die Familien Muribaculaceae, Lactobacillaceae und Lach-

nospiraceae, im Dünndarm die Familien Muribaculaceae und Lactobacillaceae, im 

Dickdarm und Kot die Familien Muribaculaceae, Lachnospiraceae und Rumi-

nococcaceae (LKHAGVA et al., 2021). 
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2 Exogene Einflüsse auf das Mikrobiom 

Exogene Einflüsse beschreiben Einflüsse der Umwelt auf einen Organismus. Das 

Mikrobiom ist stark von Umwelteinflüssen abhängig. Zu diesen Einflüssen gehören 

Geburt, Säugen, Haltungseinflüsse wie Gruppen- oder Einzelhaltung, Art der Hal-

tung, d.h. konventionell oder SPF, Enrichment, wie Häuschen oder Spielzeug, Häu-

figkeit der Reinigung, Stress und insbesondere die Fütterung. Für C57BL/6 Mäuse 

in deutschen Instituten wurden derartige Einflüsse bereits ausführlich beschreiben 

(RAUSCH et al., 2016). 

2.1 Trächtigkeit, Geburt und erste Lebenswochen 

Die Entwicklung des Mikrobioms bei Mäusen in den Tagen direkt nach der Geburt 

wurde 1965 von Schaedler et al. untersucht. Hierfür beprobte man keimfreie 

Mäuse, die mittels Schnittentbindung entbunden wurden. Die Neugeborenen ver-

fügten zum Zeitpunkt der Geburt über keine kultivierbaren Mikroorganismen 

(SCHAEDLER et al., 1965). Auch der französische Kinderarzt Henry Tissier ging 

davon aus, dass sich der Fötus in einer sterilen Umgebung entwickelt und die bak-

terielle Besiedelung erst bei der Geburt und der damit verbundenen vaginalen Pas-

sage stattfindet (TISSIER, 1900). 

Inzwischen haben einige Studien versucht zu belegen, dass die bakterielle Besiede-

lung des Fötus bereits im Uterus beginnt. In einem Mausversuch konnten Jimenéz 

et al. einen markierten, dem Muttertier oral verabreichten Enterococcus-faecium-

Stamm, mittels PCR in der Amnionflüssigkeit und im Mekonium nachweisen 

(JIMENÉZ et al., 2005; JIMENÉZ et al., 2008). Bei der Untersuchung von Nabel-

schnurblut menschlicher Neugeborener fanden sich Enterococcus faecium, Propi-

onibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis und Staphylococcus sanguinis 

(JIMENÉZ et al., 2005). Es wird zudem vermutet, dass die Zusammensetzung des 

mütterlichen Darmmikrobioms das bakterielle Milieu des Mekoniums Neugebore-

ner qualitativ und quantitativ beeinflusst (JIMENÉZ et al., 2008). Eine Untersu-

chung des plazentalen Mikrobioms beim Menschen mittels 16S-rRNA-Genanalyse 

zeigte, dass sich in der Plazenta ein einzigartiges Mikrobiom mit geringer Arten-

vielfalt befindet, welches sich aus nicht pathogenen kommensalen Bakterien der 

Stämme Firmicutes, Tenericutes, Proteobacteria, Bacteroidetes und Fusobacteria 

zusammensetzt. Bei einem Vergleich dieses Mikrobioms mit dem Mikrobiom von 
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Mundraum, Nasenschleimhaut, Haut, Vagina und Darm von nicht schwangeren 

Kohorten zeigte sich, dass das plazentale Mikrobiom dem Mikrobiom der Mund-

höhle sehr ähnlich ist. Dies könnte ein Hinweis dafür sein, dass das plazentale Mik-

robiom durch hämatogene Streuung aus dem Mundraum entsteht (AAGAARD et 

al., 2014). Fardini et al. wiesen in einem Mausversuch nach, dass sich hämatogen 

in Mäuse eingebrachte Bakterien, die aus dem Speichel und Plaque von Menschen 

isoliert wurden, in der Plazenta der Mäuse ansiedeln (FARDINI et al., 2010). Diese 

hämatogene Streuung von oralem Mikrobiom in die Plazenta wurde bei schwange-

ren Frauen untersucht (BEARFIELD et al., 2002). Auch Collado et al. fanden bei 

Untersuchungen von Amnionflüssigkeit und plazentalem Gewebe mittels 16S-

rRNA-Genanalyse und qPCR ein fötales Mikrobiom. Dies ist charakterisiert durch 

ein geringes Bakterienreichtum und eine geringe Artenvielfalt. Es wurde von Pro-

teobacteria dominiert und war besonders reich an einer Spezies der Familie Entero-

bacteriaceae. Das Mikrobiom im Mekonium dieser Neugeborenen war ähnlich auf-

gebaut, wie das Mikrobiom der Proben aus Plazenta und Amnionflüssigkeit 

(COLLADO et al., 2016). Satokari et al. konnten die DNA von Bifidobacterium 

spp. und Lactobacillus spp. in menschlichen Plazentaproben nach vaginaler Geburt 

oder Schnittentbindung mittels PCR nachweisen (SATOKARI et al., 2009). 

Einige neuere Studien widersprechen der These eines plazentalen Mikrobioms. In 

einer dieser Studien wurden 51 Proben von plazentalem oder fetalem Gewebe ge-

nommen und mittels qPCR, 16S-rRNA-Gensequenzierung und Kultur analysiert. 

In 51 Proben wurde nur eine einzige Probe von fetalem Gehirn gefunden, die bak-

teriell stärker besiedelt war als die Kontaminationskontrollen und korrespondierend 

zu einer der mütterlichen Proben war (THEIS et al., 2020). Auch Kuperman et al. 

konnten in einer Untersuchung von 28 menschlichen Plazenten kein bakterielles 

Wachstum nachweisen. Auch die durchgeführte 16S-rRNA-Genanalyse zeigte 

keine Ergebnisse (KUPERMAN et al., 2020). 

Ob die Besiedelung mit Bakterien bereits in utero geschieht, bleibt also noch zu 

klären. Sicher ist jedoch, dass die Geburt zur bakteriellen Besiedelung des Neuge-

borenen beiträgt. Bei der natürlichen Geburt, der Passage durch die mütterliche Va-

gina, wird das Neugeborene mit der vaginalen Keimflora der Mutter inokuliert 

(TISSIER, 1900). Im Unterscheid zu einer natürlichen Geburt kommt das Neuge-

borene bei einer Schnittentbindung in Kontakt z.B. mit Staphylococcus spp., die 

sich auf der Haut der Mutter befinden (DOMINGUEZ-BELLO et al., 2010). 
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Schaedler et al. konnten eine Besiedelung mit Lactobacillus spp., anaeroben Strep-

tococcus spp. und Flavobacterium spp. bei Mäusen in den ersten 24 Stunden nach 

der Geburt nachweisen. Diese Bakterienpopulationen vermehrten sich schnell und 

erreichten ihre maximale Populationsgröße um den 12. Tag post partum. Dabei 

blieb die Population an Lactobacillus spp. und Streptococcus spp. auf einem kon-

stanten Niveau. Etwa am 12. Tag post partum verschwanden die Flavobacterium 

spp. und der Gastrointestinaltrakt wurde durch Enterococcus spp. besiedelt, welche 

bis zum 12. Tag nur in geringen Mengen vorhanden waren. Ebenso wuchsen ab 

dem 10. Tag Bacillus spp. (SCHAEDLER et al., 1965). Das vaginale Mikrobiom 

bei menschlichen Müttern ist in der Schwangerschaft dominiert von Lactobacillus 

spp. und verschiedenen anderen Bakterien, wie Streptococcus spp. und Prevotella 

spp. (NUNN et al., 2021). Andere Autoren beschreiben das vaginale Mikrobiom 

ebenfalls mit einer Prädominanz von Lactobacillales, gefolgt von Clostridiales, 

Bacteroidales und Actinomycetales (AAGAARD et al., 2012). Jasarevic et al. 

konnten zudem zeigen, dass sich Stress langfristig negativ auf die Lactobacillus 

spp. des vaginalen Mikrobioms von trächtigen Mäusen auswirkte (JASAREVIC et 

al., 2015). 

Einen ebenso entscheidenden Beitrag zur Entwicklung des Mikrobioms im Gastro-

intestinaltrakt liefert die Muttermilch. Sie besteht aus 5 bis 23 g Oligosacchariden 

pro Liter. Diese bestehen aus einem Laktosekern am reduzierenden Ende, verlän-

gert mit N-Acetylglucosamin Einheiten. Strukturelle Diversität entsteht durch Fruc-

tosylierung und oder Sialylierung. Daraus ergeben sich über 200 verschiedene 

menschliche Milcholigosaccharide (human milk oligosaccharide, HMO; 

(NINONUEVO et al., 2006). Warum es so viele verschiedene Oligosaccharide gibt 

und wie diese sich bei einzelnen Individuen verteilen ist nicht abschließend geklärt. 

Mögliche Faktoren sind genetische, kulturelle, diätetische und umweltbedingte Ein-

flüsse (ZIVKOVIC et al., 2011). Das Mikrobiom in der Muttermilch wird zudem 

von Faktoren wie Geburtsart und Übergewicht beeinflusst (CABRERA-RUBIO et 

al., 2012). Beim Menschen ist das Kolostrum besiedelt von Weissella spp., Leuco-

nostoc spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp. und Lactococcus spp. 

(CABRERA-RUBIO et al., 2012), sowie Serratia spp. und Corynebacterium spp. 

(HUNT et al., 2011). Die Muttermilch und das darin enthaltene Mikrobiom sind 

essentiell für das Neugeborene, da es die Inzidenz und Schwere von Infektionen 
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senkt (MARTIN et al., 2005; MARTIN et al., 2006), zur Reifung des Immunsys-

tems beiträgt (DIAZ-ROPERO et al., 2007) und der Entstehung von Allergien ent-

gegenwirkt (OLIVARES et al., 2005). Außerdem spielen die Bakterien aus der 

Muttermilch eine metabolische Rolle, indem sie beim Abbau von Proteinen und 

Zuckern helfen, sowie die Produktion von SCFA, wie Butyrat, steigern (GIL-

CAMPOS et al., 2012). 
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2.2 Haltung 

Bei der Haltung von Mäusen gibt es viele variable Faktoren. Konventionelle Hal-

tung oder SPF Haltung, Enrichment-Auswahl, Gruppenzusammensetzung sowie 

Handhabung. Diese Faktoren spielen für Mäuse, deren Stresslevel und Mikrobiom 

eine wichtige Rolle. Es ist wichtig sich vor dem Versuch zu überlegen, wie sich 

etwaige Haltungsarten auf den Versuch auswirken könnten. 

Schaedler et al. stellten bereits früh fest (1962), dass sich die Haltung von Mäusen 

auf das Mikrobiom auswirkt. Dabei wirkte sich eine Verunreinigung des mit Säge-

spänen eingestreuten Käfigs, ebenso wie eine isolierte Haltung auf Drahtgittern 

kaum auf das Mikrobiom aus. Eine plötzliche Umstellung des Käfigs von Einzel-

haltung auf Drahtgittern zu Gruppenhaltung auf Sägespänen und umgekehrt führte 

zu einer deutlichen Veränderung der Lactobacillus-spp.-Flora. Auch verändert sich 

die Menge an Lactobacillus spp., wenn die Mäuse Stress ausgesetzt wurden. Ein 

Rückgang der Lactobacillus spp. durch Stress fand innerhalb von 24 Stunden statt, 

die Erholungsphase des Mikrobioms nahm demgegenüber mehrere Tage in An-

spruch. Zu Stressquellen in diesem Versuch wurden Veränderungen der Haltungs-

bedingungen wie Futterwechsel, Temperaturänderungen, Besatzdichte, sowie häu-

fige Handhabung gezählt. Die Reduktion der Lactobacillus spp. durch Stress führte 

zu einem Anstieg gramnegativer Bakterien. Die Gabe von Antibiotika hat noch stär-

kere Auswirkungen auf die Lactobacillus spp., diese verschwanden auch bei einer 

sehr kurzen Anwendungszeit des Antibiotikums von nur einem Tag sofort und wur-

den von gramnegativen Keimen ersetzt (NELSON, 1961; SCHAEDLER et al., 

1965). 

Rausch et al. konnten feststellen, dass die Haltungsart einen Einfluss auf Spezies-

verteilung, Speziesreichtum und phylogenetische Vielfalt des Mikrobioms hat. Un-

tersuchte Parameter in dieser Arbeit waren Labormausanbieter, Ankunftszeitpunkt, 

Anzahl der vergangenen Generationen, Futterhersteller und Futterbehandlung, Kä-

figsystem, Häufigkeit des Einstreuwechsels und Hersteller der Einstreu, Enrich-

ment, die Anwesenheit anderer Mausstämme in der Haltung, die Anzahl der Tier-

pfleger, Zugang zur Haltung, Luftfeuchtigkeit, Temperatur und Gewichtszunah-

men. Futterbehandlung und Haltungsbedingungen beeinflussten den Artenreich-

tum, die Gleichmäßigkeit und phylogenetische Diversität des Mikrobioms am 

stärksten. Konventionelle Haltung führte zu einem Rückgang der Speziesdiversität. 
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Das Alter der Tiere war positiv korreliert mit der Speziesanzahl und der phyloge-

netischen Diversität der Tiere. Es fanden sich Unterschiede in der β-Diversität zwi-

schen Forschungseinrichtungen und Haltungsbedingungen. Konventionelle Hal-

tung, die Anwesenheit von anderen Mausstämmen und uneingeschränkter Zugang 

zu den Haltungsräumen schien die individuelle Variation des Mikrobioms zu stei-

gern. Außerdem haben Futterhersteller und Futterbehandlung einen starken Ein-

fluss auf das Mikrobiom (RAUSCH et al., 2016). 

2.3 Einfluss des Futters auf das Mikrobiom 

Der Einfluss von verschiedenen Konfektionierungen einer Labormausdiät auf das 

Mikrobiom wurde bereits beschrieben (DESMARCHELIER et al., 2013). Dabei 

wurden Mäusen verschiedene Diäten (Kontrolle, high-fat, Western-style) in pelle-

tierter oder gemahlener Form angeboten. Die verschiedenen Zubereitungsformen 

hatten Einfluss auf die Gewichtsentwicklung der Mäuse (DESMARCHELIER et 

al., 2013). In einer Nachstellung des Versuchs von Desmarchelier wurde die Aus-

wirkung der Futter auf das Mikrobiom mittels 16S-rRNA-Gensequenzierung be-

stimmt. Dabei stellte sich heraus, dass die Fütterung einer high-fat-Diät zu einem 

Absinken von Ruminococcaceae und einem Anstieg von Rikenellaceae im Caecum 

führte. Daneben wurden Lactobacillus spp. in höherer Anzahl in den Proben der 

Tiere mit high-fat-Diät gefunden (DANIEL et al., 2014). Außerdem konnte in die-

sem Versuch festgestellt werden, dass auch die Fütterung verschiedener Konfekti-

onierungen einen Effekt auf das Mikrobiom hatte. Es konnte eine Verringerung von 

Firmicutes durch ein Absinken von Lachnospiraceae und Ruminococcaceae festge-

stellt werden, sowie ein Anstieg des Genus Akkermansia (CLAVEL et al., 2014). 
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2.3.1 Ballaststoffe 

Ballaststoffe sind unlösliche und lösliche Kohlenhydrate wie Zellulose, Lignin und 

nicht-Stärke-Polysaccharide wie Hemizellulose, Pektin und Arabinoxylan Oli-

gosaccharide. Außerdem gehören zu den Ballaststoffen die nicht verdaulichen Oli-

gosaccharide wie Inulin und Oligofructose, sowie resistente Stärke (FRY, 2004). 

Ballaststoffe sind essbare Pflanzenteile, die resistent gegen eine Verdauung und 

Absorption im Dünndarm sind. Diese pflanzlichen Kohlenhydrate lassen sich in 

zwei Gruppen aufteilen. Die erste Gruppe ist durch enzymatische Reaktionen leicht 

hydrolysierbar und kann im Dünndarm absorbiert werden. Zu dieser Gruppe gehö-

ren Stärke, Einfachzucker und Fruktane. Die zweite Gruppe besteht aus Kohlen-

hydraten, die verdauungsresistent sind und die durch bakterielle Fermentation im 

Dickdarm verdaut werden müssen. Hierzu gehören Zellulose, Hemizellulose, Lig-

nin, Pektin und beta-Glukane. Diese letzte Gruppe wird auch Nicht-Stärke-Poly-

saccharide (NSP) genannt (LATTIMER & HAUB, 2010). 

Die NSP können in eine lösliche und eine unlösliche Gruppe eingeteilt werden. Da-

bei bilden lösliche NSP, die in Wasser aufgelöst werden, ein dickflüssiges Gel. Sie 

werden nicht im Dünndarm verdaut, sind aber leicht verdaulich für die bakterielle 

Flora im Dickdarm. Zu diesen NSP gehören Pektine, Gummi, Inulintyp Fuktane 

und einige Hemizellulosen. Die nicht löslichen NSP sind entsprechend ihres Na-

mens nicht in Wasser löslich und bilden auch keine Gele. Auch ihre bakterielle 

Fermentation ist begrenzt. Zu den nicht löslichen NSP gehören Lignin, Zellulose 

und einige Hemizellulosen (LATTIMER & HAUB, 2010). 

Verdauungsresistente Ballaststoffe führen zu einer erhöhten Viskosität und An-

sammlung von Chymus im Darm (LATTIMER & HAUB, 2010). Außerdem wer-

den die Ballaststoffe durch Bakterien im Dickdarm zu SCFA fermentiert. Diese 

SCFA sind die Hauptenergiequelle für Kolonozyten (MACFARLANE & GIBSON, 

1997). Ein Mangel an Ballaststoffen wird von den Darmbakterien durch die Ver-

dauung der Glykoproteine in der Schleimschicht der Darmzellen ausgeglichen, dies 

führt zu einer vermehrten Pathogenanfälligkeit des Darmes (DESAI et al., 2016). 

In Ernährungsversuchen bei Menschen konnte nachgewiesen werden, dass eine 

Verringerung der Kohlenhydratmenge bei übergewichtigen Erwachsenen zu einem 

Absinken von Roseburia spp. und Eubacterium rectale im Darm führte (DUNCAN 
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et al., 2007). Eine Supplementierung von RS führte zu einem Anstieg von Rumi-

nococcus spp. und Eubacterium rectale (WALKER et al., 2011). Ähnliche Be-

obachtungen wie die von Duncan et al. gab es bei einem weiteren Versuch mit 

übergewichtigen Testpersonen und einer erniedrigten Kohlenhydrataufnahme. Bei 

diesem Versuch war eine zusätzliche Reduktion von Bacteroides spp. zu beobach-

ten (RUSSELL et al., 2011). 

Nichtverdauliche Ballaststoffe, die sich positiv auf eine bestimmte Anzahl an 

Darmbakterien auswirken werden Präbiotika genannt. Präbiotika sind definiert als 

Nährstoffe, die den Enzymen im Magen widerstehen und nicht durch Enzyme im 

Darmtrakt hydrolysiert werden. Sie können zudem nicht vom Darm aufgenommen 

werden. Diese Nährstoffe werden von den gastrointestinalen Mikrobiota fermen-

tiert. Die Fermentation durch bestimmte Bakterienarten führt zum Wachstum dieser 

Arten und einem vermehrt positiven Effekt dieser Bakterien auf die Gesundheit des 

Wirtes (GIBSON et al., 2004). 

Ein präbiotischer Effekt von Oligofructose wurde mit einem Anstieg der Bifidobac-

terium spp. in Verbindung gebracht (KLEESSEN et al., 2001). Die Gabe von Inulin 

zeigte in verschiedenen Versuchen keinen Effekt bei Bifidobacterium spp., führte 

aber zu einem Anstieg der SCFA-Konzentrationen (KLEESSEN et al., 2001); dem-

gegenüber konnten andere Versuche einen Effekt von Inulin auf Bifidobacterium 

spp. feststellen (DJOUZI & ANDRIEUX, 1997; COSTABILE et al., 2010). Wei-

tere Versuch mit Inulin stellten einen Anstieg von Roseburia intestinalis, Eubac-

terium rectale und Anaerostipes caecae fest (VAN DEN ABBEELE et al., 2011). 

Die Verabreichung von Arabinoxylan führte zu einem Anstieg von Bifidobacterium 

longum. Die Gabe beider Präbiotika, Inulin und Arabinoxylan, zusammen führten 

zu einer Reduktion von Akkermansia muciniphila (VAN DEN ABBEELE et al., 

2011). 
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2.3.2 Stärke und resistente Stärke 

Stärke ist das Hauptlagerungskohlenhydrat der Pflanzen und steuert 50 – 70 % der 

Energie in der menschlichen Ernährung bei. Es ist eine der Hauptglukosequellen 

der Nahrung und damit wichtig für die Energieversorgung von Gehirn und Blutzel-

len. Form und Funktion von Stärke ändern sich zwischen verschiedenen botani-

schen Spezies und sogar innerhalb derselben Pflanze, wenn diese in unterschiedli-

chen Umgebungen kultiviert wurden. Stärke wird als unlösliches, semikristallines 

Korn in den Speichergeweben von Pflanzen eingelagert (COPELAND et al., 2009). 

 

Abbildung 6: Vergleich von Stärke verschiedener Pflanzenspezies 

Rechts: Maisstärke; Links: Weizenstärke in einem pelletierten Mausfutter (Haltungsdiät 

für Ratten und Mäuse, 10-mm Pellets, Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, 

Deutschland) im Rasterelektronenmikroskop, 2000-fache Vergrößerung. 

Stärke besteht aus zwei Glukose-Homopolymeren: Amylose, die unverzweigte 

Form, deren Glukoseeinheiten mittels α-1,4-glykosidischen Bindungen verbunden 

sind und Amylopektin, die verzweigte Form, deren Glukosemoleküle mittels α-1,6-

glykosidischen und α-1,4-glykosidischen Bindungen im Verhältnis 1:30 verbunden 

sind (BERG et al., 2015). Das Verhältnis zwischen Amylose und Amylopektin ver-

ändert sich zwischen verschiedenen Pflanzenspezies. Ebenso verändert sich die Or-

ganisation der beiden Glukose-Homopolymere im Korn, und damit die Größe, 
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Form und die Eigenschaften des Stärkekorns (WANG & COPELAND, 2013) (Ab-

bildung 6). Das Stärkekorn besitzt durch die strahlenförmige Ausrichtung von 

Amylose und Amylopektin eine semikristalline Form. Dabei sind die Ketten von 

Amylose und Amylopektin durch Wasserstoffbrückenbindungen verbunden und 

formen viele konzentrische Schichten, die als Wachstumsringe bezeichnet werden. 

Die Wachstumsringe reichen vom Hilum, dem Wachstumszentrum, zur Oberfläche 

des Stärkekorns (PARADA & AGUILERA, 2011). Sie haben eine Dicke von 

120 - 400 nm und bestehen abwechselnd aus kristallinen und amorphen Regionen 

mit jeweils höherer oder geringerer Dichte. Dabei werden die kristallinen Lagen 

vorrangig durch Amylopektinketten geformt, die amorphen Lagen durch die Amy-

lopektinverzweigungen und Amylose- und Amylopektinmoleküle in ungeordneter 

Formierung (COPELAND et al., 2009) (Abbildung 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Stärkekorns 

Modifiziert nach Wang & Copeland et al. (WANG & COPELAND, 2013) 

schwarz: Hilus 

blau: Größtenteils amorphe Region aus Amylose und ungeordneten Amylopektinenden 

grau: Amorphe Lagen 

weiß: Kristalline Lagen 
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Stärke wird im Verdauungstrakt durch Amylasen aufgeschlossen und wird an-

schließend als Glukose im Dünndarm resorbiert. Dabei lässt sich Stärke unterteilen 

in eine schnell verdauliche Stärke (rapid digestable strach, RDS), welche durch 

enzymatische Verdauung innerhalb von 20 Minuten zu Glukose aufgeschlossen 

werden kann und in eine langsam verdauliche Stärke (slowly digestable starch, 

SDS), welche durch enzymatische Verdauung langsamer verdaut wird (BERRY, 

1986). 

Allerdings ist manche Form der Stärke nicht durch Verdauungsenzyme aufschließ-

bar. Diesen nicht verdaulichen Teil der Stärke bezeichnet man als resistente Stärke 

(RS). RS ist in vitro nicht durch Verdauungsenzyme nach 120-minütiger Inkubation 

aufschließbar und passiert in vivo den Dünndarm unverändert. Im Dickdarm wird 

die resistente Stärke durch das Darmmikrobiom fermentiert (SAJILATA et al., 

2006). Resistente Stärke lässt sich in vier Fraktionen unterteilen: RS1, RS2, RS3 und 

RS4. RS1 ist resistent gegen enzymatische Verdauung durch seine physikalisch un-

zugängliche Form z.B. durch Einschluss in Körnern oder Samen. RS2 kann auf 

Grund ihrer Anordnung nicht von den Enzymen des Gastrointestinaltraktes ange-

griffen werden. RS3 ist meist retrogradierte Amylose, die während dem Abkühlen 

von aufgeschlossener Stärke entsteht und RS4 ist chemisch modifizierte Stärke 

(SAJILATA et al., 2006). Durch die unveränderte Dünndarmpassage und anschlie-

ßende Fermentation durch Darmbakterien besitzt RS präbiotische Eigenschaften 

(GIBSON et al., 2004). 

Die Gabe von Isotopenmarkierter Stärke an Mäuse lässt den anschließenden Nach-

weis des Isotops in der 16S-rRNA von Bakterien zu. Die Isotopenmarkierung und 

der Isotopennachweis erlauben den Rückschluss, dass diese Bakterien aktiv in der 

Verwertung von Stärke involviert sind. Bei der Fütterung Isotopenmarkierter Stärke 

zeigte sich ein signifikanter Anstieg von unklassifizierbaren Clostridiales und Do-

rea spp., sowie eine Zunahme von Bacteroides spp. und Turicibacter spp. bei Mäu-

sen (HERRMANN et al., 2018). In einem weiteren Mausversuch mit Maisstärke 

(RS2) zeigte sich bei höheren Anteilen RS ein Anstieg von Bacteroidetes, Bi-

fidobacterium spp., Akkermansia spp. und Allobaculum spp. (TACHON et al., 

2013). Beim Schwein führte RS zu einer Erhöhung der molekularen Spezies Turi-

cibacter spp., Blautia spp., Ruminococcus spp., Coprococcus spp., Marvinbryantia 

spp. und Ruminococcus bromii und zu einem Rückgang der molekularen Spezies 

Clostridium spp., Treponema spp., Oscillospira spp. und der S 24-7 Familie (SUN 
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et al., 2015). In einem weiteren Versuch mit Schweinen führte die Fütterung RS zu 

einer Zunahme von Lachnospiraceae und Ruminococcus spp. (UMU et al., 2015). 

Bei Ratten konnte bei der Fütterung von RS ein Anstieg von Bacteroidetes, Ac-

tinobacteria und ein Abfall von Firmicutes festgestellt werden. Dabei führte die re-

sistente Stärke (RS2) zu einer Erhöhung von molekularen Spezies der Familien 

Porphyromonadaceae, Bifidobacterium spp. und einer Verringerung von Clostridi-

aceae (YOUNG et al., 2012). Beim Menschen führt die Supplementierung mit RS3 

zu einem vermehrten Wachstum von Lactobacillus spp. und Bifidobacterium spp. 

(SILVI et al., 1999). Dieses Ergebnis wurde zuvor schon von Kleessen et al. beo-

bachtet (KLEESSEN et al., 1997). RS2 führte in diesem Versuch zu einer Zunahme 

von Ruminococcus bromii und Eubacterium rectale. RS4 führte dagegen zu einer 

Erhöhung von Bifidobacterium adolescentis und Parabacteroides distasonis 

(MARTINEZ et al., 2010). In einem weiteren Versuch beim Menschen führte RS3 

zu einem Anstieg von Ruminococcus bromii und Eubacterium rectale (WALKER 

et al., 2011). Verschiedene Arten von RS scheinen unterschiedliche Effekte zu ha-

ben. 
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2.3.2.1 Stärkegelatinisierung 

Bei der Stärkegelatinisierung schwellen die Stärkekörner an und verlieren ihre kris-

talline und molekulare Organisation. Erhitzt man Stärke bei Wasserüberschuss, 

führt dies zu einer irreversiblen Veränderung des Stärkekorns (WANG & 

COPELAND, 2013). Der erste Schritt in diesem Prozess ist die Aufnahme von 

Wasser durch die amorphen Wachstumsringe und deren schnelle Größenzunahme. 

Dieses Wachstum geht mit einer Zerstörung der kristallinen Regionen im Stärke-

korn einher. Die Wasserstoffbrücken im Stärkekorn lösen sich und es kommt zu 

einer veränderten Organisation der Amylose- und Amylopektinketten. Dies führt 

zu einer Veränderung der Eigenschaften der Stärke. Die gekoppelten semikristalli-

nen Lamellen werden zerstört, was zu einer verringerten Kristallinität im Stärke-

korn führt. Es kommt zum Verlust der Doppelbrechung des Korns unter dem Licht-

mikroskop (WAIGH et al., 2000). Beim anschließenden Anschwellen des Stärke-

korns kommt es unter ständigem Mischen zu einer Steigerung der Viskosität 

(WANG & COPELAND, 2013). Diese nun entstandene Struktur ist besser zugäng-

lich für Verdauungsenzyme und dementsprechend besser verdaulich (TESTER et 

al., 2004). Extrusion, eine Verarbeitungsmethode, bei der das Wasser in Form von 

Wasserdampf verfügbar ist und hohe Scherkräfte und Druck auftreten, führt nur zu 

einer teilweisen Hydrolyse der Stärke (LAI & KOKINI, 1991). In der Futtermittel-

herstellung wird dieser Prozess auch Dextrinisierung genannt. Es kommt zu einem 

Absinken des molekularen Gewichts von Amylose um den Faktor 1,5 und Amy-

lopektin um den Faktor 15 (COLONNA et al., 1984). 

Beim Abkühlen und der Lagerung nach dem Gelatinisieren können Amylose und 

Amylopektin wieder geordnete Strukturen ausbilden. Diesen Prozess nennt man 

Retrogradierung. Bei der Retrogradierung entstehen erhebliche Veränderungen, 

wie ein Anstieg der Viskosität, Trübung, Verfestigung des Gels und die Phasen-

trennung zwischen Polymer und Wasser. Diese Veränderungen beeinflussen die 

Qualität und den Nährwert von stärkereichen Futtermitteln (WANG & 

COPELAND, 2013). Die Retrogradierung von Amylose vollzieht sich im Bereich 

von Minuten, wohingegen Amylopektin Stunden oder Tage braucht (WANG & 

COPELAND, 2013). Diese Rekristallisierung führt zu einer schlechteren Verdau-

lichkeit, da die Struktur für Verdauungsenzyme schlechter zugänglich ist 

(PARADA & AGUILERA, 2011). 
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Abbildung 8: Vergleich pelletiertes und extrudiertes Mausfutter im Rasterelektro-

nenmikroskop 

Oben: Extrudiertes Futter (Haltungsdiät für Ratten und Mäuse, Extrudat, Altromin Spezial-

futter GmbH & Co. KG, Lage), kaum einzelne Stärkekörner auszumachen, Struktur homo-

gen verschmolzen; 

Unten: Pelletiertes Futter (Haltungsdiät für Ratten und Mäuse, 10-mm Pellets, Altromin 

Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage), einzelne Stärkekörner gut abgrenzbar, viele Stärke-

körner sichtbar, Struktur inhomogen. 
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Der Effekt gelatinisierter Weizenstärke wurde von Do et al. bei Mäusen beschrie-

ben. In dem Versuch wurde ein Futter mit Weizenstärke und ein Futter mit gelati-

nisierter Weizenstärke verfüttert. Die Fütterung von Weizenstärke führte zu einer 

signifikanten Erhöhung des Körpergewichts, zu vermehrtem weißen Fettgewebe 

und einer erhöhten Darmpermeabilität. Zudem trat bei Mäusen dieser Gruppe ein 

erhöhter Cholesterinspiegel und Fetteinlagerungen in der Leber auf, eine Vorstufe 

der nichtalkoholischen Fettleber. Bei den Mäusen, die gelatinisierte Weizenstärke 

verfüttert bekamen, kam es nicht zu einem Anstieg des Körpergewichts, auch 

konnte kein vermehrtes weißes Fettgewebe festgestellt werden. Jedoch fand man, 

wie bei den Mäusen mit weizenstärkehaltigem Futter, eine erhöhte Darmpermeabi-

lität. Die gelatinisierte Stärke führte nicht zu erhöhten Cholesterinwerten, es konnte 

aber eine geringgradige Fettablagerung in der Leber beobachtet werden. Im Hin-

blick auf das Mikrobiom führte eine Fütterung des weizenstärkehaltigen Futters zu 

einem Anstieg an Desulfovibrio spp., Faecalibaculum spp., Rombutsia spp. und 

Lactobacillus spp. Es wurde gleichzeitig ein Rückgang von Alistipes spp. und Muri-

baculum spp. festgestellt. Bei der gelatinisierten Weizenstärke kam es zu einer Er-

höhung von Faecalibaculum spp., Muribaculum spp. und Bacteroides spp., sowie 

zu einer Reduktion von Lactobacillus spp. und Desulfovibrio spp. (DO et al., 2020).  
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3 Arten der Mikrobiomanalyse 

Die Mikrobiomanalyse hat sich mit den technischen Entwicklungen, insbesondere 

im Bereich der Sequenzierung weiterentwickelt. Ebenso stehen noch heute die tech-

nisch weniger aufwendigen Methoden, wie z.B. die kulturelle Anzucht, im Interesse 

der Wissenschaft. In diesem Kapitel wird auf die Entwicklung der Mikrobiomana-

lyse bis zum heutigen Stand eingegangen. 

3.1 Kulturelle Anzucht und Zellmorphologie 

Die kulturelle Anzucht beschreibt die Anzucht von Bakterien auf einem Agar oder 

in einer Flüssigkultur. Dabei können verschiedene Nährmedien, sowie Antibiotika 

oder Antimykotika zugegeben werden. Im Anschluss lassen sich die so gewonne-

nen Kulturen morphologisch auf der Agarplatte und unter dem Mikroskop beurtei-

len bzw. mittels Färbung oder biochemischen Reaktionen unterscheiden. 

Erste Untersuchungen zum Mikrobiom wurden in den 1950er Jahren am Rockefel-

ler Institut gemacht. Auf Grund limitierter Möglichkeiten beschränkte sich die For-

schung zunächst auf die Anzucht der Bakterien auf verschiedenen Agarplatten und 

der anschließenden phänotypischen Beurteilung der Kulturen. Man begann mit der 

genaueren Analyse des Mikrobioms, nachdem man bei der Etablierung eines SPF- 

Mausstammes feststellte, dass die SPF-Tiere schneller an Gewicht zunahmen, an-

fälliger gegenüber experimentellen Infektionen waren, sowie resistenter gegenüber 

dem tödlichen Effekt von Endotoxinen als konventionelle Mäuse waren (DUBOS 

& SCHAEDLER, 1960). 

Aufgrund von methodischen Fortschritten, wie der Entwicklung anaerober An-

zuchtverfahren (HUNGATE, 1950; MOORE, 1966) und der zuvor gelungenen An-

zucht von SPF-Tieren, war es Gordon und Dubos in den 1970er Jahren möglich, 

Caecumproben von SPF-Mäusen unter strikt anaeroben Bedingungen zu sammeln 

und diese anaerob auf Agarplatten zu kultivieren. Zur genaueren Analyse wurden 

die Proben in ein anaerobes Labor gesendet, wo sie mittels biochemischen und mor-

phologischen Eigenschaften einem Genus und einer Spezies zugeordnet wurden 

(GORDON & DUBOS, 1970). 
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Harris et al. führten eine Zählung und Identifikation der prädominanten anaeroben 

Genera von Labormäusen durch. Das Kolon wurde steril entnommen, der Inhalt 

herausgedrückt und gewogen. Direkte mikroskopische Zählungen wurden aus einer 

1000-fachen Verdünnung nach Holdeman und Moore (MOORE et al., 1969) ange-

fertigt. Die Proben wurden mittels verschiedener kultureller Methoden angezüchtet. 

Die Identifikation und Zuordnung zu Gattungen basierte auf Gramreaktion, Mor-

phologie, Motilität, Sauerstofftoleranz und metabolischen Endprodukten. Vorläufig 

identifizierte Genera waren Bacteroides, Eubacterium, Fusobacterium, Lactobacil-

lus, Peptosteptococcus und Propionibacterium (HARRIS et al., 1976). 

Auch heute sind die kulturelle Anzucht und anschließende mikroskopische und bi-

ochemische Analyse von Darmbakterien ein wichtiger Bestandteil bei der Identifi-

kation und Spezieszuordnung. Die Identifikation des Organismus erfolgt hierbei 

mittels Zellmorphologie im Mikroskop, enzymatischen Tests, zellulären Fettsäu-

ren, Diaminopimelinsäure, automatisierter Ribotypisierung und Massenspektro-

metrieanalyse mittels MALDI-TOF (CLAVEL et al., 2009; LAGKOUVARDOS et 

al., 2016a). 
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3.2 Next-Generation Sequencing 

Next-Generation Sequencing oder Sequenzierung der zweiten Generation be-

schreibt eine Technik des Sequenzierens, bei der einzelne geklonte DNA-Vorlagen 

generiert werden und mittels Mikrofluiden sequenziert werden. Die Sequenzie-

rungsreaktionen finden in Zyklen von Basenadditionen und Bildgebung mittels 

Chemolumineszenz, Fluoreszenz oder pH-Wert-Änderungen statt (MCGINN & 

GUT, 2013). 

Die technische Entwicklung der Sequenzierung begann in den 1960er Jahren mit 

den Arbeiten von Fred Sanger. Zu Beginn des Projekts arbeiteten Sanger und seine 

Kollegen mit einem generellen Ansatz der Sequenzierung, der sog. Puzzle-Me-

thode. Dabei werden große DNA-Moleküle in kleinere Teile gespalten, analysiert 

und im Anschluss wieder zusammengesetzt. Anhand der Zusammensetzung der 

Nukleinsäure aus nur vier Basen (Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin) entwickelten 

die Forscher eine Methode, bei der sie das Verhalten der Basen während der Auf-

trennung identifizierten und eine DNA-Polymerase für den Kopiervorgang nutzten. 

Dies führte zur Entwicklung der Didesoxymethode nach Sanger (SANGER et al., 

1977). Ein weiterer Durchbruch war die Nutzung der Ionophorese, bei der DNA-

Fragmente nach der Größe aufgetrennt werden (SANGER & COULSON, 1978). 

Ein Problem dieser Methode war jedoch, dass sie ausschließlich für einsträngige 

DNA verwendet werden konnte (SANGER, 2001). 

Ende der 1970er Jahre entwickelten die Forscher Gronenborn und Messing eine 

Methode bei der DNA-Fragmente in einer ssDNA Bakteriophage geklont und se-

quenziert wurden. Diese Technik löste das Problem der Forschungsgruppe von San-

ger und bot den zusätzlichen Vorteil, dass die DNA-Fragmente nicht mehr aufge-

trennt werden mussten, da dies durch die Isolation purer Klone möglich war 

(GRONENBORN & MESSING, 1978). 

Zunächst wurde auf Grund der ihrer geringen Größe mit der DNA von Bakterio-

phagen gearbeitet, bis sich die Forscher um Sanger an die Analyse der mitochond-

rialen DNA des Menschen wagten. Dies stellte den ersten Schritt im Human Genom 

Projekt dar (ANDERSON et al., 1981; SANGER, 2001). Diese Sequenzierungs-

technik verblieb für die nächsten 30 Jahre der Goldstandard. Technische Errungen-
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schaften und Weiterentwicklungen entstanden ab 1990 im Rahmen des Human Ge-

nome Projekts. Dies leitete die Entwicklung der Next-Generation Sequenzierung 

ein. Hierbei war das Ziel, die Zeit, den Aufwand und die Kosten der Whole-Genome 

Sequenzierung zu minimieren (MCGINN & GUT, 2013). 

Die Erfindung der PCR und automatisierten DNA-Sequenzierung in den 1980er 

Jahren ermöglichte es zudem, eine große Menge an Sequenzdaten zu verschiedenen 

Genen zu sammeln und dabei neue Genera und Spezies zu definieren, Spezies zu 

reklassifizieren und nicht kultivierbare Bakterien zu bestimmen (WOO et al., 

2008). 
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3.3 Next-Generation Sequencing von Illumina 

Die Proben in dieser Arbeit wurden mit dem Illumina MiSeq sequenziert (Abbil-

dung 9), weshalb hier nur auf die von Illumina verwendete Solexa-Technologie ein-

gegangen wird. 

 

Abbildung 9: Illumina MiSeqDx (ILLUMINA INC., 2021a) 

Bei der Solexa-Technologie von Illumina werden zwei neu entwickelte Technolo-

gien verwendet, die clonal single molecule array™ - Technologie und die DNA 

sequencing by synthesis Technologie (MÜLHARDT, 2013). Die Erklärung der Il-

lumina Sequencing by Synthesis Technologie der folgenden Unterkapitel wurde 

dem Illumina Inc. Trainingsvideo „Sequencing: Introduction to Sequencing by Syn-

thesis (SBS)“ entnommen (ILLUMINA INC., 2021b). 
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3.3.1 Vorbereitung der Sequenzierungsbibliothek 

Bei der SBS-Technologie wird die DNA in Fragmente einer zuvor bestimmten 

Größe gespalten. Es werden zwei verschiedene DNA-Adapter zugegeben, beste-

hend aus einer P5- und einer P7-Sequenz, die es den „Library“-Strängen erlaubt, an 

den DNA-Sequenzen der Fließzelle (DNA-FZ) zu binden. Die Fließzelle ist ein 

Glasobjektträger mit Flüssigkeitskanälen, in denen sich die Sequenzierungschemie 

befindet (Abbildung 10). 

 

Abbildung 10: MiSeq Fließzelle (ILLUMINA INC., 2021a) 

Des Weiteren werden Bindungssequenzen für die Primer von Read 1 und Read 2, 

sowie Indexsequenzen (Index 1 und Index 2) hinzugefügt. Die Indexsequenzen er-

lauben die Identifikation einer Probe bei der multiplexen Sequenzierung verschie-

dener Proben (Abbildung 11) (ILLUMINA INC., 2020). 

 

Abbildung 11: Library Fragment mit Dual Index 

Nach Illumina Inc. „Illumina adapter portfolio“ (ILLUMINA INC., 2020) 

PRd1: Primer Read 1, PRd2: Primer Read 2 
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Die DNA-Adapter binden in einem als Ligation bezeichneten Prozess an die beiden 

Enden der DNA-Einzelstränge. Die DNA-Einzelstränge mit gebundenen DNA-

Adaptern werden als „Library“ bezeichnet. Vor Auftragen auf die Fließzelle wird 

die Library mittels qPCR quantifiziert, um eine optimale Anzahl an Clustern zu 

erreichen (Abbildung 12) (ILLUMINA INC., 2021b). 

 

Abbildung 12: Illumina NGS: Library Preparation 

Aus der Anleitung zur Next-Generation Sequencing von Illumina Inc. (ILLUMINA INC., 

2017). 
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3.3.2 Cluster Generierung 

Im Anschluss wird die Library auf eine Sequenzierungsplatte, die sogenannten 

Fließzelle aufgetragen. Dabei ist die Clusterverteilung bei der Illumina MiSeq zu-

fällig. Auf der Fließzelle sind zwei verschiedene DNA-Sequenzen (DNA-FZ) fi-

xiert, die komplementär zu den zuvor zugegebenen Adaptern sind. Bei Zugabe der 

„Library“-DNA binden die Adapter der DNA ungeordnet an die 5‘-Enden der 

DNA-FZ. Im ersten Schritt erfolgt eine Hybridisierung. Die an die DNA-FZ gebun-

dene DNA wird von der DNA-FZ ausgehend polymerisiert. Die „Library“ ist jetzt 

doppelsträngig und beinhaltet das originale Template und einen neu synthetisierten 

Strang. Dieser Strang ist kovalent an die Fließzelle über die DNA-FZ gebunden. 

Der Doppelstrang wird nun denaturiert und der originale Templatestrang wird weg-

gespült. Es verbleibt die einsträngige DNA, die an der DNA-FZ gebunden ist. An-

schließend müssen diese Einzelstränge vervielfältigt werden, damit das Fluores-

zenzsignal in der anschließenden Sequenzierung stark genug ist, um gemessen zu 

werden. Diese Phase wird als solid-phase bridge amplification bezeichnet. Die ein-

zelsträngigen DNAs klappen um und binden an die freien 5‘-Enden der DNA-FZ 

in Form einer Brücke. Das 5‘-Ender der DNA-FZ dient nun als Startpunkt für die 

Synthese des Gegenstrangs. Es entsteht ein Doppelstrang, der bogenförmig auf der 

Oberfläche der Fließzelle sitzt. Die DNA-Doppelstränge werden bei Denaturierung 

wieder in zwei Einzelstränge gespalten. Hierbei sitzt der neu synthetisierte Gegen-

strang kopfüber auf der Oberfläche. Beide Enden der DNA-Fragmente sind an der 

DNA-FZ gebunden, sodass sie im nächsten Zyklus erneut Brücken bilden können 

und so erneut vermehrt werden. Es bilden sich nach einigen Zyklen Cluster mit 

identischen DNA-Fragmenten. Am Ende der Amplifikation werden die Gegen-

stränge, die an den 3‘-Enden der DNA-FZ gebunden sind abgewaschen und die 3‘-

Enden mit reversen Primer geblockt (Abbildung 13) (ILLUMINA INC., 2021b). 
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Abbildung 13: Illumina NGS: Cluster Amplification 

Aus der Anleitung zum Next-Generation Sequencing von Illumina Inc. (ILLUMINA INC., 

2017) 
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3.3.3 Sequenzierung 

Das Prinzip der Illumina MiSeq Sequenzierung basiert auf der 4-Channel SBS Che-

mistry, bei der jede der vier Basen eine eigene Fluoreszenzfärbung besitzt und ein 

einzigartiges Signal produziert, sobald die Fluoreszenzfärbung von einer Licht-

quelle angeregt wird. Dafür pausiert während jedem Sequenzierungszyklus das Ge-

rät und eine Lichtquelle regt die Fluoreszenzmarkierungen in der Library an. Es 

werden vier verschiedene Bilder mit vier verschiedenen Wellenlängen angefertigt, 

passend zu den Wellenlängen der vier fluoreszenzmarkierten Basen. Dabei wird die 

Stärke des Signals einer bestimmten Wellenlänge genutzt, um die entsprechende 

Base zu bestimmen. 

Die Sequenzierung erfolgt über die klassische Kettenabbruchmethode. Es werden 

Polymerase und vier fluoreszenzmarkierte Nukleotide hinzugefügt. Die 3‘-OH-

Gruppen der Nukleotide sind außerdem mit einer Schutzgruppe versehen, die dafür 

sorgt, dass die DNA-Polymerase immer nur ein einzelnes Nukleotid gleichzeitig 

anbaut. Ein Sequenzierprimer bindet an den zuvor generierten DNA-Strang und die 

DNA-Polymerase baut genau ein fluoreszenzmarkiertes Nukleotid ein. Nach einem 

Waschschritt, bei dem die freien Nukleotide weggewaschen werden, kann für jedes 

Cluster die Identität des eingebauten Nukleotids anhand des Fluoreszenzsignals be-

stimmt werden. Dabei wird wie oben beschrieben durch ein Lichtsignal die Fluo-

reszenzmarkierung angeregt und vier verschiedene Bilder werden mit verschiede-

nen Wellenlängen angefertigt. Die Base wird entsprechend der Wellenlänge des 

Fluoreszenzsignals bestimmt. Im nächsten Schritt werden die Fluoreszenzmarkie-

rung und die Schutzgruppe entfernt. An das so entstandene freie 3‘-OH-Ende kann 

nun ein neues, fluoreszenzmarkiertes Nukleotid angefügt werden (Abbildung 14). 

Der Zyklus Einbauen-Anregen-Messen wiederholt sich, bis die vorgegebene An-

zahl an Zyklen erreicht ist (ILLUMINA INC., 2021b). 
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Abbildung 14: Illumina NGS: Sequenzierung 

Aus der Anleitung zum Next-Generation Sequencing von Illumina Inc. (ILLUMINA INC., 

2017). 

Die Sequenzierreihenfolge entspricht einer Paired-End Sequenzierung, bei der die 

DNA-Polymerase zunächst die DNA von einer Seite (Read 1) und anschließend 

von der anderen Seite (Read 2) sequenziert. Bei der Sequenzierung des zweiten 

Reads werden die neu synthetisierten DNA-Stränge aus dem ersten Read entfernt 

und die 3‘-Enden der DNA-FZ freigegeben. Nun bindet der Sequenzierstrang aus 

Read 1 zuerst an das 3‘-Ende der DNA-FZ und es wird mittels bridge amplification 

ein doppelsträngiger DNA-Strang erzeugt. Es folgt eine Denaturierung des Doppel-

strangs und der Einzelstrang aus Read 1 wird entfernt. Nun verbleiben die Rück-

wärtsstränge auf der Fließzelle, die 5‘-Enden der DNA-FZ werden mit Primern blo-

ckiert und die Sequenzierung erfolgt in die Gegenrichtung (ILLUMINA INC., 

2021b). 
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3.3.4 Dual Index Read 

Das Dual Index Read Verfahren wird bei der Multiplexsequenzierung genutzt und 

erlaubt es verschiedene Proben in einem Sequenzierungslauf zu verwenden. Dabei 

können zwei Indices genutzt werden, um viele verschiedene Indexkombinationen 

zu erzeugen. Die Indices werden genutzt, um die Proben in einem Cluster nach dem 

Sequenzieren identifizieren zu können. Bei einem Dual Index Sequenzierungslauf 

werden vier verschiedene Reads der Reihe nach erzeugt: Read 1, Index 1, Index 2 

und Read 2. Nach der Sequenzierung des Vorwärtsstrangs wird die erste Indexse-

quenz, die direkt am 5‘-Ende der DNA-FZ liegt, sequenziert und abgelesen. Im An-

schluss wird wie oben beschrieben der Strang umgedreht. In der bridge amplifica-

tion Phase wird der zweite Index, der nun an dem neu gebundenen 3‘-Ende der 

DNA-FZ liegt, sequenziert und abgelesen. Nachfolgend wird der Rückwärtsstrang 

gebildet, sequenziert und abgelesen (ILLUMINA INC., 2021b). 

3.4 16S-rRNA-Gensequenzierung 

Bei der 16S-rRNA-Gensequenzierung wird das 16S-rRNA-Gen auf der DNA, das 

für die RNA für den Aufbau der 30S-Untereinheit der Ribosomen kodiert, sequen-

ziert. Das Ribosom in Bakterienzellen hat ein Sedimentationsgewicht von 70S und 

besteht aus zwei Untereinheiten, einer schwereren 50S-Untereinheit und einer 

leichteren 30S-Untereinheit (BERG et al., 2015). Das 16S-rRNA-Gen auf der DNA 

ist ca. 1500 bp lang und kodiert für 21 Proteine. Es besteht aus neun variablen Re-

gionen, zwischen denen sich konservierte Regionen befinden (Abbildung 15) 

(JOHNSON et al., 2019). Das 16S-rRNA-Gen vereinigt die Eigenschaften der oben 

beschriebenen stark konservierten Regionen, die sich als Ansatzstelle universeller 

Primer eignen, mit hypervariablen Regionen, die sich für die taxonomische Zuord-

nung eignen. Damit ist das 16S-rRNA-Gen als molekulares Chronometer geeignet. 

Als molekulares Chronometer eignet sich ein Molekül, das die Messung und Re-

präsentation der Gesamtrate evolutionärer Veränderungen einer Abstammungslinie 

zulässt, eine ausreichende phylogenetische Reichweite für evolutionäre Verände-

rungen anzeigt, sowie eine ausreichende Größe hat, um Regionen abzubilden, die 

aus evolutionärer Sicht unabhängig sind (WOESE, 1987). 

Bei den meisten Experimenten werden nur einzelne oder kombinierte Regionen se-

quenziert, da die vielgenutzte Illumina MiSeq Plattform eine maximale DNA-
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Größe von weniger als 600 Basen sequenziert (JOHNSON et al., 2019). Diese Art 

der Sequenzierung bezeichnet man auch als short-amplicon 16S-rRNA-Gense-

quenzierung, die es erlaubt, ein bis drei benachbarte variable Regionen des 16S-

rRNA-Gens zu sequenzieren (ABELLAN-SCHNEYDER et al., 2021). Die short-

amplicon Sequenzierung führt im Vergleich zur Sequenzierung des gesamten (full-

length) 16S-rRNA-Gens allerdings nur zu einer zufriedenstellenden Bestimmung 

des Genus, nicht jedoch zu einer annehmbaren Bestimmung und Unterscheidung 

zwischen verschiedenen Spezies (JOHNSON et al., 2019). Dabei ist der größte 

Vorteil der full-length 16S-rRNA-Gensequenzierung, die mit der Entwicklung der 

Sequenzierung der Drittengeneration möglich wurde, die Länge der DNA-Bruch-

stücke von bis zu 10.000 Basenpaaren und die Sequenzierung auf einer einzigen 

Molekülebene in kurzer Zeit (ABELLAN-SCHNEYDER et al., 2021). Wie bereits 

beschrieben führt dies zu einer besseren Identifikation bakterieller Taxa, nimmt je-

doch auch signifikante Nachteile in Kauf. Zu den Nachteilen dieser Technik zählen 

die relativ hohe Fehlerrate von bis zu 15 % pro Sequenz, die begrenzte Nutzbarkeit 

in Hochdurchsatzverfahren, höhere Gesamtkosten und noch weniger standardisierte 

Protokolle und Analysepipelines (ABELLAN-SCHNEYDER et al., 2021). 
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Abbildung 15: 16S-rRNA-Gen 

Konservierte (blau) und variable Regionen (gelb) auf dem 16S-rRNA-Gen 
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III. PUBLIKATION 
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2 Publikation Energie- und Nährstoffverdaulichkeit 
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IV. DISKUSSION 

Alleine im Jahr 2019 wurden in Deutschland laut dem Bundesministerium für Er-

nährung und Landwirtschaft 1.438.336 Mäuse in Tierversuchen verwendet 

(BUNDESMINISTERIUM FÜR ERNÄHRUNG UND LANDWIRTSCHAFT, 

2020). Für Tierversuche gelten als generelles Ziel die drei R (Refinement, Reduc-

tion, Replacement). Nach dem Aspekt Refinement sollen Tierversuche so ver-

gleichbar wie möglich gestaltet werden (LAS INTERACTIVE, 2019). Dass in Hin-

blick auf Mausversuche und deren Fütterung noch Verbesserungsbedarf besteht ha-

ben bereits frühere Studien herausgefunden (DESMARCHELIER et al., 2013; 

CLAVEL et al., 2014; DANIEL et al., 2014). Die Forscher um Desmarchelier füt-

terten Kontrollfutter und fettreiches Futter in den Konfektionierungen Pellet und 

Mehl an Mäuse und bemerkten, dass die Textur des Futters sich auf die Gewichts-

entwicklung der Mäuse auswirkte. Insbesondere konnte in diesem Versuch gezeigt 

werden, dass ein pelletiertes kohlenhydratreiches Futter kein Übergewicht indu-

zierte, dasselbe Futter als Mehl jedoch zur Entwicklung von Übergewicht führte 

(DESMARCHELIER et al., 2013). Daniel et al. übernahmen den Versuchsaufbau 

von Desmarchelier und analysierten die Auswirkung der Futter auf das Mikrobiom 

von Mäusen mittels 16S-rRNA-Gensequenzierung (DANIEL et al., 2014). Zu die-

sem Versuch untersuchten Clavel et al. die Auswirkung von pelletiertem oder ge-

mahlenem Futter auf das Mikrobiom der Mäuse. Es stellte sich heraus, dass eine 

veränderte Zubereitung des Futters einen Einfluss auf das intestinale Mikrobiom 

der untersuchten Mäuse hatte (CLAVEL et al., 2014). 

Ziel dieser Arbeit war es festzustellen, ob sich verschieden verarbeitete kommerzi-

elle Futtermittel für Labormäuse in ihrer Nährstoffzusammensetzung und ihrem 

Stärkeaufschlussgrad unterscheiden und ob sich dieser Unterschied auf Gewichts-

entwicklung, Verdaulichkeit und das Mikrobiom von Mäusen auswirkt. 
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1 Veränderung der Nährstoffzusammensetzung 

Kommerziell erhältliche Labortierfutter für Mäuse werden vom Hersteller in ver-

schiedenen Konfektionierungen angeboten: Pellet, Extrudat, Mehl und Hybridpel-

let. All diese Herstellungsformen werden gleichwertig deklariert und erscheinen 

demnach beliebig einsetzbar und austauschbar (Abbildung 16). 

 

Abbildung 16: Beispiel einer Haltungsdiät für Labormäuse - Produktdatenblatt 
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Eine Weender-Analyse und die Bestimmung der Stärkegelatinisierung ließ im Falle 

der hier verwendeten Chargen deutliche Unterschiede zwischen den pelletierten 

und extrudierten Futtern erkennen. Überraschenderweise unterschieden sich insbe-

sondere die beiden pelletierten Futter beim Nachkauf der zweiten Charge in einem 

sechsmonatigen Zeitintervall deutlich voneinander. Insbesondere hinsichtlich des 

Stärkegehalts wich das Futtermittel P2 deutlich von allen anderen in diesem Ver-

such verwendeten Chargen ab (Publikation 1, Tabelle 1). 

 

Abbildung 17: Mauskäfige 

Links: Gruppe mit pelletiertem Futter, Rechts: Gruppe mit extrudiertem Futter 

Es konnte zudem eine Abweichung der gemessenen Nährstoffzusammensetzung 

von dem auf der Packung deklarierten Inhalt festgestellt werden, die die gesetzli-

chen Toleranzen der Verordnung (EG) Nr. 767/2009 und deren Änderung, Verord-

nung (EU) Nr. 939/2010 überschritt (Publikation 2, Tabelle 1). Dabei ist für Roh-

proteine mit einem angegebenen Gehalt von 8 - 24 % eine Toleranz von ± 12,5 % 

gesetzlich zugestanden, für Rohfett mit einem Gehalt von weniger als 8 % eine 

gesetzliche Toleranz von ± 1 %, sowie für Rohfaser mit einem angegebenen Gehalt 

von weniger als 10 % eine gesetzliche Toleranz von ± 1,7 % erlaubt ((EU) NR. 

939/2010).  
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Bei natürlichen Futtermitteln ist eine Veränderung des Nähstoffgehalts und damit 

eine gewisse Abweichung der Zusammensetzung des Futters nicht ungewöhnlich. 

Dementsprechend ist es dringend notwendig, dass neue Chargen unter ständiger 

Kontrolle der Nährstoffzusammensetzung und Evaluierung der Formulierung des 

Futtermittels stehen sollten, damit der Nährstoffgehalt in kommerziellen Labortier-

futtermitteln so konstant wie möglich gehalten wird. Dabei stellen die gesetzlichen 

Toleranzen keine ernährungswissenschaftlichen Spielräume dar, sie berücksichti-

gen lediglich die generell mögliche Fehlerfreiheit der Produktion und Analyse von 

Futtermitteln. Eine größere Veränderung der Zusammensetzung des Futtermittels 

wirkt sich dabei nicht zwingend negativ auf das Tier aus. Allerdings können derar-

tige Abweichungen der Inhaltsangaben für Wissenschaftler und deren Arbeiten stö-

rend sein. Insbesondere bei der Verwendung von Versuchstierfuttern ist eine Stan-

dardisierung von höchster Wichtigkeit für die Reproduktion von Experimenten. Die 

Abweichung der von uns analysierten Futtermittel macht eine Reproduktion des 

Experiments unmöglich, da sogar ein exakt identisch deklariertes Futtermittel eine 

starke Abweichung zwischen den zwei in diesem Versuch verwendeten Chargen 

aufwies (P1 vs. P2) (Publikation 2, Tabelle 1). 

Ebenso erscheint die alleinige Angabe der Stickstofffreien Extraktstoffe (NfE) ir-

reführend, wenn Angaben wie Stärke oder Nicht-Stärke Polysaccharide (NSP) nicht 

verfügbar sind. In den hier untersuchten Futtermitteln zeigte sich für P2 ein niedri-

gerer Gehalt an Ballaststoffen bei erhöhtem Stärkegehalt (Publikation 2, Tabelle 1). 
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2 Verdaulichkeit 

Entsprechend des höheren Stärkeaufschlussgrades in E1 war die scheinbare Ver-

daulichkeit der Bruttoenergie und die scheinbare Verdaulichkeit der Kohlenhydrat- 

und Faserfraktion in E1 signifikant höher als in P1 (Tabelle 2). Es ist davon auszu-

gehen, dass eine geringere präcaecale Verdaulichkeit der Stärke den Einstrom der 

Stärke in den Dickdarm und damit eine stärkere bakterielle Fermentation in P1 be-

dingt hat. Diese Annahme wird durch den geringeren pH im Koloninhalt und ein 

höheres Acetat zu Propionat Verhältnis in P1 bestärkt. Beide Parameter zeigen die 

mikrobielle Aktivität in diesem Bereich an (HALD et al., 2016; JIANG et al., 

2020). Während in einem Vergleich der Verdaulichkeiten von E1 und P1 ein deut-

licher Unterschied festzustellen war, zeigte sich zwischen E2 und P2 ein geringerer 

Unterschied (Tabelle 2). 

Tabelle 2: Scheinbare Verdaulichkeit von Bruttoenergie und Nährstoffen (Mittelwert 

± Standardabweichung (%)) der Mäuse mit pelletierter (P) und extrudierter (E) Füt-

terung 

Scheinbare Ver-

daulichkeit (%) 

P1 E1 p-Wert P2 E2 p-Wert 

Bruttoenergie 74,8 ± 0,5 80,9 ± 0,6 <0,001 84,4 ± 0,3 81,9 ± 0,6 <0,001 

Trockenmasse 70,8 ± 0,8 77,2 ± 0,7 <0,001 81,3 ± 0,2 77,6 ± 0,8 <0,001 

Organische Sub-

stanz 

73,7 ± 0,6 80,3 ± 0,5 
<0,001 

84,7 ± 0,2 80,8 ± 0,7 
<0,001 

Rohprotein 82,2 ± 0,5 81,7 ±0,9 0,31 83,8 ± 0,3 85,1 ± 0,4 <0,001 

Ätherextrakte 91,2 ± 0,7 92,0 ± 0,5 0,09 92,9 ± 1,4 93,4 ± 1,0 0,71 

Kohlenhydrat- 

und Faser-    

fraktion 

69,2 ± 0,7 79,1 ± 0,4 <0,001 85,1 ± 1,7 81,7 ± 4,5 <0,05 

 

Eine mögliche Erklärung für die fast ähnliche Verdaulichkeit von P2 und E2 wäre 

der höhere Gehalt an Gesamtballaststoffen in E2, der die geringere Stärkeverdau-

lichkeit in P2 ausbalanciert hat. Die Verdaulichkeit von E1 war ähnlich zu der Ver-

daulichkeit von E2, die Verdaulichkeiten von P1 und P2 unterschieden sich jedoch 

stark. P2 war besser verdaulich wie P1, was durch den höheren Stärkeanteil in P2 

und die geringeren gesamten Ballaststoffe (Tabelle 2) bedingt sein kann. Pelletierte 

Stärke hat vermutlich eine bessere präcaecale Verdaulichkeit als Nicht-Stärke-Po-

lysaccharide (NSP) (HAIDAR et al., 2016), wobei NSP die Verdaulichkeit eines 

Futters verringern (SPILLER et al., 1980; HÖGBERG & LINDBERG, 2004). 
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Die Unterschiede in Stärkegehalt und NSP-Gehalt eines Futters sind essenziell für 

dessen quantitative Verdaulichkeit. Gelatinisierte Stärke ist hochverdaulich, wohin-

gegen wenig verarbeitete Stärke langsamer verdaut wird (SASAKI & KOHYAMA, 

2012). Zusätzlich beeinflussen NSP die Viskosität des Darminhalts, was zu verzö-

gerter Glukoseabsorption führt und den Verbleib des Futters im Verdauungstrakt 

verlängert (LATTIMER & HAUB, 2010). Diese verlängerte Verweilzeit wirkt sich 

auch auf die mikrobielle Fermentation aus (SPILLER et al., 1980). 
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3 Gewichtsentwicklung und Phänotyp 

In Versuchsteil 1 gab es zu Beginn des Versuchs keinen signifikanten Unterschied 

des Körpergewichts zwischen P1 und E1. In beiden Gruppen nahm das Gewicht im 

Verlauf des Experiments zu, wobei die Gruppe E1 am Ende des Versuchs etwas 

mehr wog als die Gruppe P1. Auch im zweiten Versuchsteil zeigte sich zu Beginn 

des Experiments kein signifikanter Unterschied des Körpergewichts der Gruppen 

E2 und P2. Auch in diesem Versuch nahmen beide Versuchsgruppen im Verlauf 

des Experiments an Gewicht zu. In diesem Versuchsteil war jedoch zu beobachten, 

dass die Gruppe E2 zum Ende des Versuchs signifikant mehr wog als die Gruppe 

P2 (Abbildung 18). 

 

Abbildung 18: Gewichtsentwicklung aller Versuchsgruppen (E = Extrudat, P = Pellet) 

Auffällig war bei der Analyse der Mäusekadaver von Versuchsteil 2, dass P2 trotz 

geringerem Körpergewicht einen höheren Körperfettgehalt aufwies als E2. Der 

Phänotyp der P2-Mäuse ähnelt der Beschreibung des Phänotyps skinny fat 

(BJORNVAD et al., 2011; FOULIS et al., 2020). Dabei sind Individuen dieses Phä-

notyps meist insgesamt schlank und haben eine geringe Körpermasse, der Fettanteil 

ist jedoch erhöht. Neben einem erhöhten Körperfettanteil zeigten die Lebern der 

P2-Mäuse auch einen erhöhten Energiegehalt bei geringerem Gewicht als die Le-

bern der E2-Mäuse. Diese Beobachtung lässt die Annahme zu, dass die Lebern der 

P2-Mäuse einen höheren Fettgehalt aufwiesen. Zu ähnlichen Ergebnissen kam ein 
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koreanisches Forschungsteam bei der Fütterung eines Weizenstärkefutters (ver-

gleichbar mit. P2) (DO et al., 2020). Eine Kombination aus höherer Körperfett-

masse in Körper und Leber bei geringem Körpergewicht kann zudem ein Indikator 

für eine unzureichende Proteinversorgung sein (STEWART et al., 1975). Analysen 

des Futters können diese Vermutung unterstützen (Publikation 2, Tabelle 1) und 

werden durch eine geringere Proteinverdaulichkeit der Gruppe P2 gestützt (Tabelle 

2). Das Verhältnis von verdaulichem Protein zu verdaulicher Energie (P2: 1,12/1; 

E2 1,35/1) in P2 im Vergleich zu E2 könnte den höheren Fettgehalt der P2-Mäuse-

kadaver in diesem Versuch erklären. 
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4 Mikrobiom 

Die verwendeten Proben aus Magen, Dünndarm, Caecum und Kolon wurden nach 

standardisierten Protokollen entnommen und zeigten vergleichbare Ergebnisse für 

Read-Anzahl, Normalisierung (Abbildung 19) und α-Diversität (Publikation 1, Ta-

bellen 1 und 2). 

 

Abbildung 19: Rarefaction-Curves beider Versuchsteile 

Links: Rarefaction-Curve Versuchsteil 1  

Rechs: Rarefaction-Curve Versuchsteil 2 

rot: fünf am meisten unterrepräsentierte Proben 

Der Kot aus diesem Versuch wurde nicht standardisiert entnommen, da kurze, fest-

gelegte Probennahmen nicht durchführbar waren und das Material nicht sofort nach 

dem Kotabsatz aus dem Käfig entnommen wurde. Somit könnten Umweltfaktoren 

zu einer weiteren Fermentierung und Reorganisation des Mikrobioms geführt ha-

ben. Diese Beobachtung unterstreicht die Wichtigkeit einer standardisierten Pro-

bennahme und der Verwendung von frisch abgesetztem Kot. Neue Arbeiten haben 

zudem ergeben, dass das Mikrobiom im Kot nicht mit dem Mikrobiom des Gastro-

intestinaltraktes vergleichbar ist. Zudem scheint der Umwelteinfluss und das Ab-

sinken des pH-Wertes innerhalb von zwei Stunden zu genügen, um das Mikrobiom 

des Kots als nicht mehr repräsentativ für den Gastrointestinaltrakt zu werten 

(LKHAGVA et al., 2021). Somit ergeben sich aus dem Kot keine für die Verstoff-

wechslung des Futters im Darm repräsentativen Parameter. Ebenso ist die Zusam-

mensetzung des Mikrobioms in diesem Versuch in den verschiedenen Regionen 

vergleichbar mit der Beobachtung von Lkhagava (LKHAGVA et al., 2021). 
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Im Kapitel Veränderung der Nährstoffzusammensetzung wurden die Unterschiede 

zwischen den Futtermitteln, die in diesem Versuch verwendet wurden, bereits aus-

führlich beschrieben (siehe Veränderung der Nährstoffzusammensetzung). Es ist 

kaum überraschend, dass die in diesem Versuch festgestellten Unterschiede bzgl. 

Nährstoffzusammensetzung und Verdaulichkeit auch zu Veränderungen im Mikro-

biom führen können. Die deutlichen Unterschiede zwischen den beiden pelletierten 

Chargen hatten einen Einfluss auf das Mikrobiom und verhinderten eine Reproduk-

tion der Ergebnisse aus Versuchsteil 1 in Versuchsteil 2. Diese veränderte Nähr-

stoffzusammensetzung der beiden Chargen des pelletierten Futtermittels ließ deut-

liche Veränderungen im Mikrobiom zwischen den Gruppen P1 und P2 erkennen 

(Publikation 1 Abbildungen 4b und 6b). 

Das Mikrobiom in Versuch 1 zeigte einen höheren relativen Reichtum der Familie 

Muribaculaceae in E1 als P1. Limosilactobacillus reuteri war demgegenüber rei-

cher in P1 als E1 vorhanden (Publikation 1 Abbildung 4b). 

In Versuch 2 zeigten sich im Mikrobiom ähnliche Unterschiede im Genus Limo-

silactobacillus reuteri mit einem höheren Reichtum in P2 als E2 im Dünndarmin-

halt. Die Mitglieder der Familie Muribaculaceae zeigten im Vergleich zum Ver-

such 1 jedoch gegensätzliche Ergebnisse in Versuch 2. Einige Spezies dieser Fami-

lie, die in Versuch 1/ E1 vermehrt vorkamen, zeigten in Versuch 2 einen signifikant 

höheren Reichtum in P2 im Vergleich zu E2. Einige Spezies dieser Familie aus dem 

Genus Duncaniella zeigten einen signifikant höheren Reichtum in der Gruppe E2, 

jedoch keine signifikanten Unterschiede im Versuch 1 (Publikation 1, Abbildungen 

4b und 6b). 

Der Einfluss der Zusammensetzung des Futters und verschiedener Konfektionie-

rungen des Futters auf das Mikrobiom wurde für Caecumproben bereits beschrie-

ben. Desmarchelier et al. haben eine Veränderung in der Entwicklung des Körper-

gewichts bei der Fütterung mit pelletiertem oder gemahlenem Futter feststellen 

können (DESMARCHELIER et al., 2013). Clavel et al. beschrieb für einen Ver-

such zum Mikrobiom, entsprechend dem Versuchsaufbau von Desmarchelier et al. 

(DANIEL et al., 2014), die Veränderungen im Mikrobiom zwischen Labormäusen, 

die mit pelletiertem oder gemahlenem Futter ernährt wurden. Dabei konnte er fest-

stellen, dass bei dem pelletierten Futter der Stamm Firmicutes erhöht war, bedingt 

durch eine erhöhte Anzahl an Lachnospiraceae und Ruminococcaceae. Ebenso ließ 
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sich ein Rückgang des Stammes Verrucomicrobia auf Grund geringerer Anzahlen 

von Akkermansiaceae feststellen. Dabei vermuteten die Autoren, dass Unterschiede 

in der Futteraufnahme, sowie eine Veränderung des Mikrobioms mit Veränderun-

gen der Gewichtsentwicklung der Mäuse in Verbindung stehen könnten (CLAVEL 

et al., 2014). In der vorgestellten Arbeit ließen sich diese Unterschiede im Caecum 

der Mäuse mit pelletiertem Futter nachvollziehen. Gruppe P1 zeigte einen Anstieg 

an Lachnospiraceae und eine geringere Zahl an Akkermansiaceae im Vergleich zu 

E1. Dabei scheint der Grad der Stärkegelatinisierung in diesem Fall ein großer Ein-

flussfaktor für das Reichtum von Lachnospiraceae und Akkermansiaceae zu sein, 

da E1 und P1 außer in ihrem Stärkeaufschlussgrad in ihrer Zusammensetzung fast 

identisch waren (BÖSWALD et al., 2021) (Publikation 2, Abbildung 3c). 

Eine erst kürzlich publizierte Arbeit von Do et al. beschrieb den Effekt eines gela-

tinisierten Weizenstärkefutters (GWF) im Vergleich zu einem nicht gelatinisierten 

Weizenstärkefutter (WF) auf das Mikrobiom im Kot von Mäusen. Dabei fanden sie 

heraus, dass ein GWF zu einem Anstieg des molekularen Genus Muribaculum und 

einem Rückgang der molekularen Genera Lactobacillus und Desulfovibrio führt. 

Im Gegensatz dazu zeigte sich im Mikrobiom der Mäuse, die mit einem WF gefüt-

tert wurden, ein Anstieg der molekularen Genera Lactobacillus, Desulfovibrio, Fa-

ecalibaculum und ein Rückgang der molekularen Genera Muribaculum und Alisti-

pes (DO et al., 2020). 

In unserem Versuch zeigten sich im Inhalt des Kolons ähnliche Ergebnisse wie die 

von Do et al. (DO et al., 2020). Es konnte bei den Mäusen mit der E2 Fütterung ein 

Anstieg des Genus Muribaculum beobachtet werden, sowie ein niedrigerer Gehalt 

an Lactobacillus. Bei den Mäusen mit P2 Fütterung ließ sich ein niedrigeres Niveau 

des Genus Muribaculum und ein höherer Anteil des Genus Lactobacillus feststellen 

(Publikation 1, Abbildung 5). Die anderen Probenahmestellen (Magen, Dünndarm, 

Caecum) zeigten diesen Unterschied jedoch nicht. Da Do et al. (DO et al., 2020) in 

ihrem Versuch Kotproben nahmen, ist davon auszugehen, dass diese Ergebnisse 

ausschließlich in Kot und Kolon nachzuvollziehen sind. Leider wurden die Futter-

mittel in der Arbeit von Do et al. (DO et al., 2020) nicht näher beschrieben, was 

einen direkten Vergleich der Daten verhindert. 
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5 Metabolische Eigenschaften der gefundenen molekularen 

Spezies 

Muribaculum und Duncaniella sind erst kürzlich beschriebene Genera 

(LAGKOUVARDOS et al., 2016a; LAGKOUVARDOS et al., 2019). Auch der 

Metabolismus dieser Genera ist noch nicht gänzlich beschrieben und ihr Einfluss 

auf den Wirt ist noch weitestgehendes unbekannt. Lagkouvardos et al. beschrieben 

für die Mitglieder der S24-7-Familie, die inzwischen Muribaculaceae genannt wird, 

die Fähigkeit zum Abbau komplexer Kohlenhydrate. Zu diesen Kohlenhydraten ge-

hören Wirtsglykane, α-Glukane und Pflanzenpolysaccharide. Neben dem Kohlen-

hydratstoffwechsel sind für diese Familie die Produktion der metabolischen End-

produkte Vitamin B7 und die Aminosäure Ornithin beschrieben 

(LAGKOUVARDOS et al., 2019). 

Insbesondere im Versuchsteil 2 dieser Arbeit wurden Veränderungen verschiedener 

Mitglieder der Familie Muribaculaceae zwischen den Mäusen mit pelletiertem und 

extrudiertem Futter gefunden. Dabei zeigte sich bei E2 eine höhere Anzahl an Muri-

baculaceae im Dünndarm- und Koloninhalt. Einige Duncaniella-Arten (zOTU 8, 

zOTU 12 und zOTU 26) waren dabei signifikant stärker in der E2 Gruppe vorhan-

den. Für Duncaniella muris (zOTU 8 mit 99,5 % Ähnlichkeit) ist beschrieben, dass 

diese Spezies komplexe Pflanzenpolysaccharide wie Hemicellulosen oder Pektin 

verdauen kann (LAGKOUVARDOS et al., 2019). zOTU 12 war mit einer Ähnlich-

keit von 99,8 % als Duncaniella dubosii zu identifizieren (MIYAKE et al., 2020) 

und konnte mit der Spezies Candidatus Homeothermaceae Stamm H5 

(ORMEROD et al., 2016) in Verbindung gebracht werden. Diese Spezies ist Teil 

der Pflanzenpolysaccharid-verdauenden Gruppe (LAGKOUVARDOS et al., 

2019). Weitere Mitglieder dieser Gruppe sind zOTU 26 aus der Familie Muriba-

culaceae, das eine 99,3 % Ähnlichkeit mit dem Isolat-110 (HZI) hat und zOTU 29 

aus der Familie Muribaculaceae mit einer 99,5 % Ähnlichkeit zu Isolat-36 (Harlan) 

(LAGKOUVARDOS et al., 2019). Für andere Spezies aus diesem Versuch war 

eine Zuordnung zu den von Lagkouvardos et al. beschriebenen Spezies nicht mög-

lich. 
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In der Arbeit „Processing Matters in Nutrient-Matched Laboratory Diets for Mice 

– Energy and Nutrient Digestibility“ von Böswald et al. wird beschrieben, dass der 

Grad der Stärkegelatinisierung in extrudierten Futtern höher ist als in pelletierten 

Futtern. Dies führt zu einer besseren Verdaulichkeit bei ähnlichem Stärkegehalt. 

Nicht gelatinisierte Stärke ist kaum präcaecal verdaulich. Bei Mäusen, die mit pel-

letiertem Futter versorgt werden, ist der Anteil an unverdauter Stärke im Dickdarm 

für die mikrobielle Fermentation größer als bei Mäusen, die ein extrudiertes Futter 

bekommen. Das Futter E2 enthielt merklich mehr Faser als das pelletierte Futter 

(P2), was mit einem Anstieg von faserfermentierenden Bakterienspezies wie Dun-

caniella in dieser Gruppe in Verbindung gebracht werden kann (BÖSWALD et al., 

2021). 

Eine Spezies, die in P2 stärker vertreten war als in E2 ist Paramuribaculum intes-

tinale. Diese Spezies wird als Verdauer von Wirtsglykanen beschrieben 

(LAGKOUVARDOS et al., 2019). Die Verdauung von Glykanen wie Mukus 

wurde bereits für andere Bakterienspezies wie z.B. Bacteroides spp. beschrieben 

(MACFARLANE & GIBSON, 1991). Obwohl es nicht gänzlich klar ist, wieso Pa-

ramuribaculum intestinale stärker in P2 vertreten ist, wäre ein möglicher Grund die 

hohe Verdaulichkeit des P2 Futters und dessen niedriger Fasergehalt. Dies könnte 

zu einer geringeren Verfügbarkeit unverdaulicher Nährstoffe für das Mikrobiom im 

Dickdarm und damit zu einem verstärkten Wachstum von Wirtsglykan-verdauen-

den Spezies geführt haben. Die Verdauung von Wirtsglykanen an der Darmwand 

könnte zu einer Störung der intestinalen Mukusbarriere führen. Interessanterweise 

wurde ein Mangel an Ballaststoffen in Verbindung mit Wirtsglykan-verdauenden 

Bakterien, wie Paramuribaculum intestinale, mit einem besseren epithelialen Zu-

gang für pathogene Bakterien wie Citrobacter rodentium in Verbindung gebracht 

(DESAI et al., 2016). 
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Für die Familie Muribaculaceae wurde ein Rückgang im Zusammenhang mit high-

fat Futtern (DO et al., 2018) und eine Resistenz gegen Übergewicht in der Maus 

beschrieben (CAO et al., 2020). Im Versuchsteil 2 zeigte sich in E2 eine höhere 

Anzahl an Muribaculaceae im Dünndarm, Caecum und Kolon im Vergleich zu P2. 

Die Mäuse der Gruppe P2 zeigten einen signifikant erhöhten Körperfettanteil bei 

signifikant geringerem Körpergewicht als E2 Mäuse (skinny-fat Phänotyp). Die 

Entwicklung dieses Phänotyps könnte mit einem reduzierten Gehalt an Muriba-

culaceae in P2 zusammenhängen. Da der genaue Metabolismus der hier gefundenen 

Muribaculaceae Spezies jedoch zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht bekannt ist, be-

darf es weiterer Forschung auf diesem Gebiet, bevor eine genaue Interpretation der 

Ergebnisse möglich ist. 

Neben verschiedenen Spezies der Familie Muribaculaceae, die in ihrem Anteil Un-

terschiede in den verschiedenen Darmregionen zeigten, ließen sich weitere Spezies 

mit variierendem Reichtum in beiden Versuchsteilen identifizieren. Eine dieser 

Spezies, die in beiden pelletiert gefütterten Gruppen vermehrt zu finden war, ist 

Limosilactobacillus reuteri JCM 1112 (zOTU 25). Diese Lactobacillus-Art ist ob-

ligat heterofermentativ und metabolisiert vorrangig Glukose über den Pentose-

Phosphat-Weg zu Kohlenstoffdioxid, Acetat, Ethanol und Laktat. Ein weiteres En-

zym, das bei dieser Spezies beschrieben wurde, ist das Phosphoenolpyruvat:Car-

bohydrat Phosphotransferase System (PTS) Untereinheit IIC, die Cellobiose und 

Galacitol verstoffwechselt. L. reuteri JCM 1112 ist außerdem in der Lage Vitamin 

B12 zu synthetisieren, da es die cbi, cobi und hem Gene besitzt (MORITA et al., 

2008). Zusammengefasst ist davon auszugehen, dass Limosilactobacillus reuteri 

JCM 1112 eine Syntrophie mit stärkeverdauenden Bakterien eingeht. 

Wie bereits in früheren Arbeiten vermutet (CLAVEL et al., 2014; RAUSCH et al., 

2016) führen pelletierte und extrudierte Konfektionierungen eines kommerziell er-

hältlichen Labortierfutters mit denselben Inhaltsstoffen durch eine Veränderung der 

Futterverarbeitung zu Veränderungen des gastrointestinalen Mikrobioms. Uner-

wartet war dabei, dass sich die beiden pelletierten Futter in ihrer Nährstoffzusam-

mensetzung zwischen zwei Chargen desselben Herstellers unterschieden und damit 

einen Anstieg der Familie Muribaculaceae in P2 bewirkten, der so in P1 nicht beo-

bachtet werden konnte. 
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Kommerzielle Labortierfutter sind in verschiedenen Konfektionierungen erhältlich 

und werden als identische Produkte vermarktet. Durch Veränderungen in der Fut-

terzusammensetzung ist die Reproduktion von Ergebnissen in aufeinanderfolgen-

den Tierversuchen nicht möglich, sogar wenn die Experimente im selben For-

schungsinstitut mit identischem Personal, wie in unserem Versuch, durchgeführt 

werden. Die Veränderung der pelletierten Futter war insofern überraschend, da an-

scheinend identische Futtermittel in einem sechsmonatigen Zeitintervall beim sel-

ben Hersteller gekauft wurden. Nichtsdestotrotz ist eine Standardisierung von größ-

ter Wichtigkeit. Die hier festgestellten Einflüsse eines veränderten Mikrobioms 

durch unterschiedliche Futterverarbeitungsformen (Pellet, Extrudat, Mehl, Hyb-

ridpellet), wie in unserem Experiment, haben Auswirkungen auf Mausversuche, die 

bereits publiziert wurden und die zukünftig geplant sind. Bestimmte Verarbeitungs-

formen von Nahrung könnten ebenfalls das menschliche Mikrobiom beeinflussen, 

demnach muss dieser Effekt als Störfaktor berücksichtigt werden. 
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V. ZUSAMMENFASSUNG 

Das Mikrobiom und dessen Zusammensetzung ist abhängig von der Ernährung des 

Wirtes. Kommerzielle Labormausfutter sind in verschiedenen Verarbeitungsfor-

men (Pellet, Extrudat, Mehl, Hybridpellet) erhältlich und werden dabei identisch 

deklariert und als gleichwertig vermarktet. Bei Analysen verschiedener Futtermittel 

für Labormäuse konnte festgestellt werden, dass sich die verschiedenen Verarbei-

tungsformen in ihrem Stärkeaufschlussgrad voneinander unterschieden 

(BÖSWALD & KIENZLE, 2019). Bei Tierversuchen ist eine Reproduzierbarkeit 

im Sinne der 3R eines der obersten Ziele. Diese Reproduzierbarkeit erreicht man 

nur durch eine konsequente Standardisierung der Tierversuche. 

Ziel unserer Studie war es zu untersuchen, inwiefern sich diese Abweichungen in 

Nährstoffzusammensetzung und Stärkeaufschlussgrad auf die Verdaulichkeit des 

Futters und dementsprechend auf das Mikrobiom der Mäuse auswirken. Analysen 

des Futters zeigten, dass sich verschiedene Verarbeitungsformen in ihrer Nährstoff-

zusammensetzung und ihrem Stärkeaufschlussgrad voneinander unterschieden. Zu-

dem war festzustellen, dass sich sogar zwei Chargen derselben Verarbeitungsform 

(Pellet) voneinander unterschieden und in ihrer Nährstoffzusammensetzung und 

insbesondere dem Stärkegehalt voneinander abwichen. Es zeigte sich des Weiteren, 

dass die extrudierte Verarbeitungsform besser verdaulich ist als die pelletierte, in 

Versuch zwei war die pelletierte Diät auf Grund des hohen Stärkegehalts besser 

verdaulich. Das extrudierte Futter zeigte ähnliche Ergebnisse wie im ersten Ver-

such. 

In Versuchsteil 1 unterschied sich das Mikrobiom in der α-Diversität signifikant im 

Magen und Caecum. Die β-Diversität zeigte lediglich geringe Unterschiede zwi-

schen den beiden Gruppen. Die Analyse der molekularen Spezies auf dem Niveau 

der zOTU zeigte eine signifikant erhöhte Anzahl an Muribaculaceae in E1 in allen 

Lokalisationen außer dem Kot. Lachnospiraceae waren insbesondere im Caecum 

im Mikrobiom der pelletierten Gruppe signifikant vermehrt vorhanden. Limosilac-

tobacillus reuteri war im Mikrobiom der pelletierten Gruppe im Magen und Dünn-

darm signifikant häufiger zu finden. Ligilactobacillus animalis war im Kolon der 

Gruppe E1 signifikant vermehrt. In Versuchsteil 2 unterschied sich die β-Diversität 
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in allen Regionen außer dem Kolon signifikant zwischen P2 und E2. Interessanter-

weise waren diese Unterscheide jedoch nicht in der α-Diversität erkennbar. Auf 

zOTU Level waren verschiedene molekularen Spezies der Familie Muribaculaceae 

im Magen und Kot in der pelletierten Gruppe signifikant stärker vertreten, im Dünn-

darm und Kolon in der extrudierten Gruppe, im Caecum war das Verhältnis eher 

ausgewogen. Die molekularen Spezies des Genus Duncaniella waren in Dünndarm, 

Caecum und Kolon in der extrudierten Gruppe signifikant vermehrt zu finden, in 

den Faeces zeigte sich ein signifikant häufigeres Auftreten in der pelletierten 

Gruppe. Die molekularen Spezies der Familie Lachnospiraceae waren in der extru-

dierten Gruppe in allen Regionen vermehrt vorhanden, einzelne zOTUs waren je-

doch in der pelletierten Gruppe signifikant erhöht. Limosilactobacillus reuteri und 

Ligilactobacillus animalis waren in diesem Versuch in Gruppe P2 signifikant stär-

ker im Dünndarm vertreten. 

Die Ergebnisse dieses Versuchs zeigen, dass die Verarbeitung von Futtermitteln zu 

einer Veränderung der Nährstoffzusammensetzung und des Stärkeaufschlussgrads 

führte. Es konnte gezeigt werden, dass es in der Fütterung von Labormäusen noch 

einen Mangel an Standardisierung gibt. Die hier beobachteten Veränderungen der 

Futter hatten Einfluss auf die Verdaulichkeit der Futtermittel und auf Entwicklung 

des Mikrobioms im Gastrointestinaltrakt der Maus. Forscher sollten daher beach-

ten, dass unterschiedliche Chargen und verschiedene Verarbeitungsformen einer 

Labormausdiät das Mikrobiom beeinflussen können. Ebenso sollten daraus resul-

tierende metabolische Veränderungen in Betracht gezogen werden. Im Moment ist 

die biologische Reproduktion und ein Vergleich von Mausversuchen bezüglich des 

Mikrobioms nicht gewährleistet. 
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VI. SUMMARY 

The microbiome and its composition are subject to the host’s diet. Commercial la-

boratory mouse diet is available in different physical forms (pelleted, extruded, 

powdered, semipelleted) and is declared to contain identical ingredients and nutri-

ent composition and are marketed as equal products. After the analysis of different 

laboratory mouse feeds, it could be shown, that product processing leads to varia-

tion in starch gelatinization (BÖSWALD & KIENZLE, 2019). In animal experi-

ments a reproduction according to the goals of the 3R is of utmost importance. This 

reproduction will only be achieved following a consistent standardization. 

The aim of this study was to investigate, how far this divergence in nutrient content 

and starch gelatinization influences the digestibility of this diet and thus the micro-

biome of the mice used in this experiment. Analysis of the diets used in this exper-

iment showed, that different product processing leads to a change in nutrient’s com-

position and starch gelatinization. Furthermore, two batches of the same product 

processing (pelleted) differed in their nutrient’s composition and in their starch con-

tent. It could be seen that the extruded form had a higher digestibility than the pel-

leted form. In trial two the pelleted diet was more digestible due to its high starch 

content, the extruded diet showed results similar to those in trial 1.  

The samples were analyzed using the 16S rRNA gene amplicon sequencing. In 

trial 1 the microbiome significantly differed in the α-diversity in the stomach and 

caecum. β-diversity displayed only minor differences between the groups. An anal-

ysis of molecular species showed a significantly higher richness of Muribaculaceae 

in E1 in all regions beside the feces. Lachnospiraceae were especially in the caecal 

content of the pelleted fed group significantly stronger than in the extruded fed 

group. Limosilactobacillus reuteri was in the microbiome of stomach and small 

intestine in group P1 significantly higher than in group E1. Ligilactobacillus ani-

malis was significantly more abundant in the colon of E1. In trial 2 β-diversity dif-

fered significantly in almost all sampled regions between P2 and E2, except for the 

colon. Interestingly, these differences were not noticeable in the α-diversity. At 

zOTU level the molecular species of the family Muribaculaceae were significantly 

stronger in the stomach and feces of P2 than E2, however in the small intestine and 

colon species of this family were significantly more abundant in E2 than P2, in the 



VI. Summary   102 

caecum the relative abundance was similar in both groups. Molecular species of the 

genus Duncaniella were significantly more abundant in the small intestine, caecum 

and colon in the extruded group. In the feces this genus was significantly more 

abundant in the pelleted group. The family Lachnospiraceae was more abundant in 

the extruded group in all regions sampled, however some zOTUs were significantly 

stronger in the pelleted group. Limosilactobacillus reuteri and Ligilactobacillus an-

imalis were significantly more abundant in the small intestine of P2. 

The results of this study show, that the processing of feed leads to changes in nutri-

ent’s content and starch gelatinization. These results reveal that standardization in 

the feeding of laboratory mice may lack. The changes observed in this study influ-

enced the digestibility of the diets and the development of the microbiome in the 

gastrointestinal tract of mice. Researchers should keep in mind, that different 

batches and different product processing of laboratory mouse diet could influence 

the mouse microbiome. Likewise, possible metabolic changes due to changes in the 

microbiome should be considered. At the moment biological reproducibility and 

comparison of mouse experiments is not given, and future research will be helpful 

here. 
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