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L. Einleitung 1

I. EINLEITUNG

Maiuse gehoren zu den meistverwendeten Versuchstieren in der Grundlagenfor-
schung. Fiir die Planung von Tierversuchen aller Art hat man sich ethische Ziele
zur Uberpriifung des Versuchsvorhabens gesetzt. Dabei geht es zentral um die Fra-
gen, ob ein Erkenntnisgewinn nicht ohne die Verwendung von empfindungsfiahigen
Versuchstieren erreicht werden kann (Replace), mit einer geringeren Anzahl an
Versuchstieren durchgefiihrt werden konnte (Reduce) oder mit weniger belastenden
Methoden zu erzielen wire (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 grof3ter
Wichtigkeit bei der Durchfithrung von Tierversuchen auf Validitdt und Replizier-
barkeit zu achten. Zudem sollte bei Versuchen auch eine Standardisierung mit dem
Ziel einer externen Validitit, also einer externen Replizierbarkeit und Generalisier-
barkeit des Mausversuchs, angestrebt werden (DEUTSCHE
FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT, 2019). Eine Standardisierung kommerziell er-
héltlicher Labortierfutter wurde bis heute jedoch noch nicht genauer untersucht. Die
Hersteller bieten Labortierfutter in verschiedenen Verarbeitungsformen an, die ent-
sprechend ithrem 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 fiir die
Verdaulichkeit und die Mikrobiota von monogastrischen Sdugetieren
(CUMMINGS & MACFARLANE, 1997; TURNBAUGH et al, 2009b;
ALBENBERG & WU, 2014). Insbesondere der Starkegehalt und -gelatinisierungs-
grad des Futters sind wichtig fiir die pricaecale Verdaulichkeit und postileale mik-
robielle Fermentation (BOSWALD et al., 2021). Stirke ist die Hauptquelle fiir
Kohlenhydrate in Nahrungs- und Futtermitteln und das ergiebigste Lager von Po-
lysacchariden in Pflanzen. Die Stirke kommt als Granen in den Chloroplasten von
griilnen Blittern und den Amyloblasten von Samen, Hiilsenfriichten und Knollen
vor (ELLIS et al., 1998; SAJILATA et al., 2006). Bakterien im Verdauungstrakt
nutzen den unverdaulichen Teil der Stirke, der den Dickdarm erreicht, als Nah-
rungsquelle. Je nach Menge und Art der verfiigbaren Stirke entwickeln sich die

Mikrobiota bzw. die einzelnen Bakterien im Magendarmtrakt. Damit verdndert sich
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unter Umstinden 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 Verdnderung der Mikrobiota fiihren 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
Stiarke verdndert (HOLM et al., 1988; KIENZLE, 1989; WANG & COPELAND,
2013). In weiteren Versuchen konnte ein Zusammenhang zwischen der Fiitterung
verschiedener Futter und verdnderten Mikrobiota bei der Maus festgestellt werden
(JAKOBSSON et al., 2015; RAUSCH et al., 2016; DO et al., 2020). Auch fiir die
Verarbeitungsformen von Futtermitteln konnten Versuche einen Einfluss auf die
Mikrobiota und den Phénotyp von Méusen belegen (DESMARCHELIER et al.,
2013; CLAVEL et al., 2014; DANIEL et al., 2014). Voruntersuchungen an ver-
schiedenen kommerziellen Labortierfuttern fiir Mause zeigen, dass sich die Futter
in threm Starkeaufschlussgrad zwischen den verschiedenen Herstellern, aber auch
desselben Herstellers zwischen verschiedenen Konfektionierungen unterscheiden

(BOSWALD & KIENZLE, 2019).

In dieser Arbeit soll gezeigt werden, dass die Fiitterung 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. LITERATURUBERSICHT

1 Das Mikrobiom des Gastrointestinaltraktes

Das Mikrobiom ist in den letzten Jahren zunehmend in das Visier der Forschung
geriickt. Dank fritherer Pionierarbeit und modernen Analysetechniken ist es mog-

lich das Mikrobiom genauestens zu bestimmen.

Das Mikrobiom ist definiert als der gesamte Lebensraum einschlielich 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* fiir
klein und ,,biome* fiir Leben gebildet und als ,,charakteristische mikrobielle Ge-
meinschaft® in einem ,,angemessen gut definierten Habitat mit eindeutigen physio-
chemischen FEigenschaften* als deren ,,Schauplatz der Aktivitit® 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 zdhlen (BERG et al., 2020).
Ebenso ist nicht ginzlich geklart, wie mit extrazelluldirer 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 ef al., 2016; LENNON et al.,
2018). Bei genauerer Betrachtung der von Whipps vorgelegten Definition wird der
»Schauplatz der Aktivitdt“ genannt. Dieser ,,Schauplatz beinhaltet das gesamte
Spektrum von Molekiilen, die von Mikroorganismen produziert werden, einge-
schlossen der strukturellen Elemente, Metaboliten und Molekiile, diec von dem
koexistierenden Wirt produziert und von Umweltbedingungen strukturiert werden.
Im Sinne dieser Definition sollten alle mobilen genetischen Elemente wie Phagen,
Viren und extrazelluldre DNA im Begriff Mikrobiom eingebunden sein (BERG et
al.,2020). Eine klare Trennung zwischen den Begriffen Mikrobiom und Mikrobiota

hilft, Kontroversen zu iiberbriicken. 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 (DUPRE & 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 tiber den Kdrper verteilt, aber hauptsdchlich auf externen und
internen Oberflichen wie dem Gastrointestinaltrakt, der Haut, dem Speichel, der
Mukosa der Mundhohle und den Konjunktiven. Dabei sind Bakterien im Mikro-
biom zwei bis dreimal so hdufig vertreten wie Eukaryoten und Archaeen (QIN et
al., 2010; YATSUNENKO et al., 2012). Der grofite Teil der Bakterien lebt im Co-
lon mit schitzungsweise 3,8 x 10! Bakterien. Da die Gesamtzahl an Bakterien in
allen anderen Organen geschitzt 10! betriigt, kann von einer geschitzten Anzahl
von 3,8 x 10'® Bakterien im gesamten Korper eines 70 kg schweren Menschen aus-
gegangen werden (SENDER et al., 2016). Entsprechend dieser Schétzung betragt
die gesamte Biomasse des Mikrobioms beim Menschen etwa 200 g (SENDER e¢
al.,2016). Damit haben Menschen dieselbe Anzahl an Bakterienzellen wie Korper-
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
etal.,2021).

Bei der Analyse der 16S-rRNA-Gensequenzen werden die vom Sequenziergerit
erfassten Daten zunéchst auf der Plattform IMNGS (Integrated Microbial Next Ge-
neration Sequencing) bearbeitet (LAGKOUVARDOS ef 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, a-
Diversitit, B-Diversitét, das taxonomische Reichtum, Serien-Gruppenvergleiche,

sowie Korrelationen (LAGKOUVARDOS et al., 2017).
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Bei der Normalisierung werden die Rohdaten so verdndert, dass Storfaktoren, die
durch unterschiedliche ProbengroBen 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 iiblicherweise rarefying, zu Deutsch verfeinern, genannt. Dabei wird
meist eine zufdllige Teilbeprobung der DNA-Sequenzabschnitte (Reads) jeder
Probe zu einem gegebenen Ganzen durchgefiihrt. Im oben beschriebenen Pro-
gramm wird durch die Aufteilung anhand der Probengréfe und anschlieBende Mul-
tiplikation mit der Grof3e der kleineren Probe normalisiert. Die Ausgabe erfolgt in
Form einer Rarefaction-Kurve (Abbildung 1), die die Anzahl der gefundenen DNA-
Sequenzabschnitte gegen die Speziesanzahl auftrigt (LAGKOUVARDOS et al.,
2017).

Rarefaction Curves of All Samples

Number of Species
200 300 400
] ] |

100
|

I I T T I I I
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000

Number of Reads

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: Fiinf am meisten unterreprisentierte Proben
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Im néchsten Schritt wird die a-Diversitit (Abbildung 2 (a)) analysiert. Diese ist
definiert als alle unterschiedlichen Spezies (operational taxonomic units) in einer
Probe. Der einfachste Weg die a-Diversitit zu berechnen ist die Aufzéhlung aller
Spezies in einer Probe, auch Speziesreichtum genannt. Dabei ist jedoch zu beden-
ken, dass weder auf die Struktur der Gemeinschaft, noch auf die Haufigkeit der

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

Bei der anschlieBenden Analyse der B-Diversitét (Abbildung 2 (b)) werden die 6ko-
logischen Profile und damit die Unterschiede der operational taxonomic units
(OTU) iiber alle Proben hinweg miteinander verglichen. Hierfiir wird ein Distanz-

malf iiber die taxonomischen oder genomischen Profile gelegt, das in einer alle-

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

(a) Richness (b) Multi-dimensional-scaling plot of microbial profiles

* -
.

300 Ji —

100 ﬁ

T %Eé

. .

S

no. of species

SI-P

% % J % o & & R R %R =01,
A 5 =
Y EF I T (p-value 0.001) &~

Abbildung 2: a- und B-Diversitiit graphisch dargestellt

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

(a) Darstellung des Speziesreichtums (a-Diversitit) zwischen Proben verschiedener Darm-
abschnitte: rechts mit extrudierter Diit gefiitterte Mause, links mit pelletierter Diét gefiit-
terte Méause.

(b) Darstellung der 6kologischen Profile verschiedener Darmabschnitte im Vergleich zuei-
nander (B-Diversitét).
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1.1 Einfliisse 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 groflite mukosale Oberfla-
che im Korper. Dabei trennt nur eine einzige Schicht Epithelzellen das Milieu in
den Zellen von externen Umwelteinfliissen im Darm (SHANAHAN, 2002). Diese
Epithelzellschicht bildet eine physikalische und biochemische Barriere zwischen
dem Wirt und seiner durch das Mikrobiom besiedelten Umwelt. Dabei kénnen die
Epithelzellen verschiedenste Aufgaben ausfiihren 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 Nihrstoffaufnahme ist der Diinndarm ,,zusammenge-
faltet” und bildet fingerférmige 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, Biischelzellen 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 Diinndarms, die verschiedene Immunzellen, wie B-Zellen,
T-Zellen und dendritische Zellen enthalten (JUNG et al., 2010). Das Epithel des
Kolons ist im Gegensatz zum Diinndarm mit langgezogenen Krypten und einer fla-
chen luminalen Oberflache aufgebaut (BARKER, 2014). Das lymphatische Ge-
webe im Kolon wird als Darm assoziiertes lymphatisches Gewebe (GALT) be-
zeichnet und dhnelt den PP des Diinndarms (GIBBONS & SPENCER, 2011).
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1.2 Physiologische Einfliisse

Die Bakterien spielen eine wichtige Rolle in der Physiologie des Magen-Darm-
Trakts. Dabei schiitzen 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 Einfliisse der Mikrobiota

Metabolische e Kontrolle der Differenzierung und Proliferation intestina-

) ler Epithelzellen
Funktionen
e Metabolisierung diétetischer Karzinogene

e Synthese von Vitaminen

e Fermentation nicht verdaulicher Nahrungsbestandteile

e Absorption von lonen

e Wiedergewinnung von Energie

Strukturelle e Festigung der Darmbarriere
Funktionen e Induktion von IgA
e Apikale Verengung der tight junctions

e Entwicklung des Immunsystems

Schutzfunktionen e Verdriangung von Pathogenen
e Konkurrenz um Nahrstoffe
e Konkurrenz um Rezeptoren

e Produktion antimikrobieller Faktoren

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




II. Literaturiibersicht 9

1.2.1 Entwicklung des Gastrointestinaltraktes

Die Unterstiitzung 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 Einfliisse
entwickeln konnen (GORDON, 1960). In keimfreien Méusen wurde eine Reduk-
tion des Gewichts von Diinndarm, ileocaecalen Lymphknoten und Leber beobach-
tet. Dabei lieB3 sich ein reduzierter Fliissigkeitsgehalt 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 erkléren lisst. Diese Reduktion betraf jedoch nur Organe, die mit
der Umgebung des Tieres in Kontakt stehen. Die Zellwand im Diinndarm wog we-
niger pro Einheit Ko&rpergewicht in keimfreien Méusen (GORDON &
BRUCKNER-KARDOSS, 1961) und zeigte eine geringere Anzahl an Zellen des
retikulohistiozytiren Systems (GORDON, 1960). Ebenso zeigte sich im Diinndarm
keimfreier Ratten eine Verringerung der mukosalen Oberfliche um ca. 30 %. Die-
ses Defizit konnte liber die gesamte Lange des Diinndarms 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 riickgédngig
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 verkiirzten Zellzyklus
dar (ALAM et al., 1994). Im Kolon keimfreier Ratten konnte man eine reduzierte
Zahl epithelialer Zellen nachweisen, verursacht durch einen verldangerten Zellzyk-
lus (ALAM et al., 1994). Cherbuy ef al. konnten bei keimfreien Ratten sogar eine
Reduktion der Glukoseumsetzung in Kolonozyten beobachten. Diese Reduktion ist
bedingt durch einen Unterschied in der Aktivitidt des Enzyms 6-Phosphofructo-1-
Kinase. Im Gegenzug stieg der Verbrauch von Glutamin bei keimfreien Ratten, die-
ser korrelierte mit einer hoheren 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 Einschrankun-
gen. Der Darm keimfreier Tiere verfiigt iiber ein reduziertes Kapillarnetzwerk in
den Villi (STAPPENBECK et al., 2002). Ebenso war eine Beeintridchtigung der
Peristaltik zu beobachten (HUSEBYE et al., 1994). Zusitzlich hatten keimfreie
Tiere einen abnormalen Cholesterin- und  Gallensduremetabolismus
(WOSTMANN et al., 1966; GUSTAFSSON et al., 1975; MADSEN et al., 1976).
Einige Mikrobiota kdnnen die Transkription von Angiogenin-3 induzieren, einem

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

Dieser Erhalt der Homdostase der Darmschleimhaut ist im Interesse der Darmbak-
terien, da eine funktionierende Homdostase den Bakterien ein langfristiges Habitat
erhilt. Verschiedene Bakterien tragen zum Erhalt der intestinalen Epithelbarrierein-
tegritit durch die Aufrechterhaltung von Zell-zu-Zell-Verbindungen und die Ver-
starkung der epithelialen Reparatur nach Verletzungen bei (WOSTMANN et al.,
1966; HOOPER et al., 2001; CARIO et al., 2007, LUTGENDOREFF et al., 2008).

1.2.2 Immunmodulation

Zum Schutz des Wirtes dient die einzellige Schicht des Darmepithels als
Verteidigungsbarriere. Diese Zellschicht iberpriift aktiv die ansédssigen Mikrobiota,
Pathogene und andere Antigene. Als Verstirkung des Epithels dienen die
Schleimschicht auf den Darmzellen, die Sekretion von IgA und die Produktion
antimikrobieller Molekiile durch das Epithel (GANZ, 2003). Der Darm produziert
mit 40 mg/kg Korpergewicht pro Tag mehr Antikorper als jedes andere Organ des
Korpers. AuBerdem enthélt der Darm 80 % aller antikdrperproduzierenden 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 priasentierenden Zellen. Die dendritischen Zellen des Darms
spielen eine zentrale immunosensorische Rolle. Sie konnen den Darminhalt direkt
beproben, indem sie Dendriten zwischen den Oberflichen der Enterozyten

hindurchschieben, ohne die tight junctions zu zerstoren (RESCIGNO et al., 2001).
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Die Unterscheidung pathogener Bakterien von kommensalen Bakterien durch die
immunosensorischen  Zellen  erfolgt durch  zwei  grolere  Wirts
Mustererkennungsrezeptoren Systeme (PRRs): Toll-like Rezeptoren (TLR) und
Nukleotid-bindende Oligomerisationsdoménen (NOD) oder Caspase-
Rekrutierungsdoménen (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 fiihrt. 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 konnen verschiedene Verdnderungen des Herz-Kreislauf-
Systems beobachtet werden. Im Vergleich zu SPF-Tieren zeigen keimfreie Tiere
geringere HerzgroBen, 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 prékapilldrer Arteriolen war bei keimfreien Ratten im Vergleich zu her-
kommlichen Ratten deutlich reduziert (BAEZ & GORDON, 1971). Zudem reagier-
ten prakapillire GefdBBe keimfreien Ratten hyporeaktiv auf Substanzen wie Kate-
cholamine, Epinephrin und Norepinephrin. Auch gegeniiber Vasopressin reagierten
die Gefdfle weniger empfindlich. Diese Hyporeaktivitit war bei Angiotensin nicht

zu beobachten (BAEZ & GORDON, 1971).



II. Literaturiibersicht 12

1.24 Entwicklung des Nervensystems

Die Entwicklung des Nervensystems ist durch Keimfreiheit beeintrichtigt. Die
Auftilligkeiten reichen von einer Dysregulation der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrindenachse (SUDO et al., 2004; SUDO, 2006) bis hin zu einer verrin-
gerten Wahrnehmung von entziindungsbedingtem Schmerz (AMARAL et al.,
2008). Ebenso konnte ein Zusammenhang zwischen den Darmmikrobiota und der
Kontrolle der Hohe verschiedener Signalmolekiile (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 fiihrten zu der Hypothese, dass Bakterien eine Rolle bei Stimmung und Verhal-
ten innehaben, sowie zur Pathophysiologie von Verhaltensstorungen 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 (paraventrikuldrer, supraoptischer, parabranchialer Tractus solitarius)
fiihrt und somit bakterielle Signale an das ZNS weitergeleitet werden. Dabei konnte
der Nervus vagus, der am Hirnstamm entspringt und die abdominalen Organe in-
nerviert und die viszeralen, sensorischen Signale ans Gehirn weiterleitet, auch fiir
die Weiterleitung bakterieller Signale verantwortlich sein (COLLINS & BERCIK,
2009).
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1.3 Pathologische Einfliisse

1.3.1 Storungen durch pathogene Eindringlinge im Gastrointestinaltrakt

Die Darmbarriere schiitzt den Wirt vor dem Eindringen der Pathogene. Diese Bar-
riere besteht aus vier verschiedenen Komponenten: dem intestinalen Epithel, der
Schleimschicht, der mukosalen Immunitidt 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
schiitzende Umgebung fiir die Darmbakterien, insbesondere jene, die nahe an der
Darmwand gedeihen (CORNICK et al., 2015). Die mukosale Immunitét 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
Néhrstoffe, sowie Verdnderung 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
thnen 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 zdhlen
die Vermeidung der Schleimschicht, sowie das Uberwinden der mukosalen Rezep-
toren mittels Flagellen (TASTEYRE et al., 2001; ERDEM et al., 2007), die Exkre-
tion von Mucinasen oder Stérung der Mucinsekretion (BRANKA et al., 1997,
GANESH et al., 2013; LUO et al., 2014; LIU et al., 2015), sowie das Fehlen von
Adhiésinen, die in die intestinale Adhasion involviert sind (SICARD et al., 2017).
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Andere Strategien fiihren zu einer besseren Mucinadhésion der Pathogene durch
Mucin-bindende Proteine, sog. fimbriale Adhisine. Eine weitere Uberlebensstrate-
gie pathogener Bakterien ist ihre Anpassung an die Nahrstoffversorgung im Darm.
Einige Pathogene nutzen Nahrstoffe, die von kommensalen Bakterien produziert
werden. Ein Beispiel hierfiir 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 fiir
die Erndhrung 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 Nahrstoffe, die von kommensalen Mikrobiota nicht metabolisiert
werden konnen. Zu diesen Nahrstoffen gehort Ethanolamin, das u.a. als Kohlenstoff
und Stickstoffquelle fiir Salmonella Typhimurium, EHEC und Klebsiella spp. dient
(GARSIN, 2010).

Bei einer Infektion mit Pathogenen wehrt sich der Darm mit einer Entziindungsre-
aktion, um die pathogenen Eindringlinge unter Kontrolle zu bringen. Die Entziin-
dungsreaktion richtet sich jedoch nicht ausschlielich gegen pathogene Organis-
men, sondern auch gegen die physiologischen Mikrobiota (SEKIROV & FINLAY,
2009).
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1.3.1.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankung (IBD)

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen umfassen Erkrankungen des Magen-
Darm-Trakts, die zu wiederkehrenden Entziindungen und langjéhrigen Beschwer-
den fiihren. Klinische Zeichen sind Bauchschmerzen und Durchfall mit oder ohne
Schleim oder Blut im Stuhl (STROBER et al., 2007). Diese Verdnderungen entste-
hen durch eine iiberméBige Reaktion des Immunsystems auf korpereigene Zellen
oder kommensale Bakterien im Darm (SARTOR, 2008). Die Ursache fiir die Ent-
stehung dieser Erkrankung ist bis heute nicht vollstindig geklért, vermutlich ist sie
multifaktoriell bedingt. Zu den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (IBD)
gehoren 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 Entziin-
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”-Miusen der Eintrag einer einzelnen CD4+
Th1 T-Zelle, die fiir ein bestimmtes bakterielles Epitop spezifisch ist, zu einer Co-
litis in den Empféangerméausen fiihrte (KULLBERG et al., 2003). Es schien jedoch
eine wiederkehrende Erkennung verschiedener Mitglieder des Mikrobioms durch
das Immunsystem notwendig zu sein, um die entzlindlichen Verdnderungen 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 dafiir, dass Verdnderungen in der bakteriellen
Zusammensetzung durch Entziindungen und/oder Infektionen im Kolon entstehen.
Die entziindete Schleimhaut und/oder das verdnderte Milieu bei einer Entziindung
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 groBtenteils 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 konnten zudem Ursache fiir die ernied-
rigten SCFA Konzentrationen im Darm von IBD Patienten sein (MARCHESI et
al., 2007).

Bis zum jetzigen Zeitpunkt konnte noch nicht abschlieBend geklirt werden, ob die
pathologischen Verdnderungen bei IBD Grund oder Ursache eines verdnderten
Mikrobioms sind (SEKIROV et al., 2010). Ein colitogenes Mikrobiom kénnte so-
wohl ein Resultat der entziindeten Mukosa sein als auch ein Treiber dieser Entziin-
dung (GARRETT et al., 2007). Ebenso ist es bei Untersuchungen des Mikrobioms
IBD kranker Patienten nicht mdglich gewesen, ein definiertes IBD-typisches Mik-
robiom festzustellen (METWALY & HALLER, 2019).
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1.3.1.2 Malignititen

Neben vorteilhaften Wirkungen kommensaler Bakterien im Darm, kdnnen Bakte-
rien auch unerwiinschte karzinogene Prozesse induzieren. Dabei gibt es drei Me-
chanismen der Mikrobiota induzierten Karzinogenese. Ersterer ist eine unverhélt-
nisméfBige 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 Malignitéten fiihren 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).

Verdnderungen in der Schleimschicht des Darms wie eine abweichende
Mucinexpression und -glykosilierung stehen in Zusammenhang mit chronischer
Entziindung und gastrointestinalen Tumoren. Eine abnormale Mukusproduktion
fiihrt dabei zu einer Beeintrichtigung der Schleimschicht, was es den Bakterien
ermoglicht in nahen Kontakt zur Darmwand zu kommen und Wirtsreaktionen
auszuldsen. Dies kann zur Entwicklung von Tumoren fiihren (COLEMAN &
HALLER, 2021).

Meistuntersucht ist vermutlich das kanzerogene Potential von Helicobacter pylori.
Bei einer Besiedelung mit H. pylori kommt es zu einer standigen Immunantwort,
die zu einer Entziindung der Magenschleimhaut fiihrt. Diese stindige Entziindung
kann wiederum zur malignen Transformation fithren (CORREA & HOUGHTON,
2007). Neben dem Einfluss von H. pylori gibt es andere Verdnderungen der
Mikrobiota, die zur Entwicklung von kolorektalen Karzinomen fithren (HOPE et
al., 2005). Patienten mit Polypen, einer Vorstufe des kolorektalen Karzinoms,
zeigen ein Mikrobiom dhnlich 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
fiihrten zu Schidden 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 Doppelstrangbriichen der DNA, Chromosomen-
aberrationen und Hemmungen des Zellzyklus fithrt NOUGAYREDE et al., 2006;
CUEVAS-RAMOS et al., 2010). Zudem verstirkt E. coli gemeinsam mit
Bacteroides fragilis (ETBF) DNA-Schiaden 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 Malignitdten ist die Erndhrung ein
groBBer 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, Dichloressigséure,

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

Verdnderungen der Zusammensetzung der Mikrobiota kdnnen neben pathologi-
schen Prozessen im Gastrointestinaltrakt auch zu pathologischen Prozessen aul3er-
halb des Gastrointestinaltraktes fiihren oder werden mit diesen assoziiert
(SEKIROV et al., 2010). Zu den Mikrobiom-assoziierten extragastrointestinalen
pathologischen Prozessen gehoren Ubergewicht, Diabetes, Allergien, Erkrankun-
gen des Herz-Kreislaufsystems und des Nervensystems, Autismus, Familidres 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 Ubergewicht

Die Deutsche Adipositas Gesellschaft definiert Adipositas als eine iiber das Nor-
malmalf hinausgehende Vermehrung des Korperfetts (DEUTSCHE ADIPOSITAS
GESELLSCHAFT E.V., 2020). Ley et al. fanden heraus, dass das intestinale Mik-
robiom in die Regulation der Energichomdostase bei Mausen und Menschen invol-
viert ist (LEY et al., 2005). Dabei stellten sie fest, dass in ob/ob Méusen ein um
50 % reduzierter Reichtum an Bacteroidetes zu finden war, der durch einen Anstieg
an Firmicutes ausgeglichen wurde (LEY et al., 2005). Zu dhnlichen 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 adipdsen Patienten
eine Anreicherung an Prevotellaceae (ZHANG et al., 2009). Andere For-
schungsteams fanden im Mikrobiom iibergewichtiger Patienten gegensétzliche Er-
gebnisse, erniedrigte Firmicutes und erhohte Bacteroidetes (SCHWIERTZ et al.,
2010) oder konnten keinen Zusammenhang des Bacteroidetes: Firmicutes Verhalt-
nisses bei Patienten mit Ubergewicht nachweisen (DUNCAN et al., 2008). Gene,
die Enzyme zum Abbau von Polysacchariden kodieren, kommen in adipdsen Méau-
sen vermehrt vor. Dabei fand sich eine insgesamt geringere Menge an Energie im
Kot von adipdsen Méusen im Vergleich zu ihren schlanken Wurfgeschwistern. Dies
spricht fiir eine erhohte Kapazitit 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.,20006). Die Transplantation des Mikrobioms von Mausen mit Didt-induzierter
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Adipositas in keimfreie Mause fiihrte zu einer vermehrten Fettablagerung. Wurde
diesen Mausen weiterhin eine westliche Diét angeboten blieben die Miuse adipds.
Mit Beendigung der westlichen Didt wurde der adipose Phénotyp reversibel
(TURNBAUGH et al., 2008). Ebenso wurde Ubergewicht 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 Ubergewicht assoziierte Dyslipidi-
mie, hohere Insulinresistenz und eine stille Entziindung (engl. low grade inflamma-
tion) (LE CHATELIER et al., 2013). Dieser Phianotyp wurde in anderen Arbeiten
mit einem erhohten Pridiabetes Risiko, Typ 2 Diabetes, Leber- und Herzerkran-
kungen sowie einigen Krebsformen assoziiert (SHOELSON ef al, 2006;
RENEHAN et al., 2008; OUCHI et al., 2011). Wostmann et al. konnten nachwei-
sen, dass keimfreie Méuse einen hoheren Energiebedarf haben, um ein bestimmtes
Korpergewicht zu erreichen und zu halten als Wildtyp Mause (WOSTMANN et al.,
1983). Zu einem dhnlichen Ergebnis kamen die Forscher um Backhed et al.; sie
konnten zeigen, dass Wildtyp Méuse eine um 47 % erhohte Gesamtfettmasse haben
im Vergleich zu keimfreien Mausen. Kolonisierte man wiederum die keimfreien
Maéuse mit den Mikrobiota der Wildtyp Méuse, stieg die Korperfettmasse der keim-
freien Méuse um 60 % (BACKHED et al., 2004). Neben der Wirkung von Bakte-
rien, scheinen auch deren Metabolite einen Einfluss auf die Entstehung von Uber-
gewicht zu haben. So konnte in GPR-41 defizienten Mdusen nachgewiesen werden,
dass eine Aktivierung von GPR-41 durch SCFA zu einer Stimulation der Ausschiit-
tung von PYY fiihrt. PYY induziert die Sattigung und fiihrt damit zu einer Reduk-
tion der Futteraufnahme. Die Expression von GPR-41 in Fettgewebe stimuliert die
Leptin Sekretion, die ebenfalls zu Séttigung fiihrt (SAMUEL ef al., 2008). Eine
GPR-43 Stoffwechselwegaktivierung unterdriickt Insulinsignalwege und verhin-
dert damit die Ansammlung von Fettgewebe und stimuliert die Lipolyse in Adi-
pozyten. Zudem fordert es die Sekretion von GLP-1, dies fiihrt 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 Landern und Entwicklungsldndern (ZHANG et al., 2013). Dabei fand
man bei Vergleichen einer Gruppe 70-jdhriger Frauen mit Typ 2 Diabetes, Gluko-
seintoleranz und normaler Glukosetoleranz heraus, dass bei Frauen mit Typ 2 Dia-
betes vier Lactobacillus spp. erhdht waren, fiinf Clostridium spp. jedoch erniedrigt.
Dabei konnte man eine positive Korrelation der Lactobacillus spp. mit Niichtern-
glukose und HbA Ic feststellen. Die Clostridium spp. zeigten demgegeniiber eine
negative Korrelation zu Niichternglukose, HbAlc, 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-Hiift-Verhiltnis (KARLSSON et al., 2013). Bei einem Vergleich von
Patienten mit und ohne Typ 2 Diabetes verschiedener Altersgruppen lie3 sich ein
vermehrter Reichtum von Firmicutes in der Kontrollgruppe nachweisen. In der Typ
2 Diabetes Gruppe waren die Stimme Bacteroidetes und Proteobacteria stérker ver-
treten als in der Kontrollgruppe. Das Bacteroidetes zu Firmicutes Verhéltnis 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,
Pradiabetes oder ohne Diabetes zeigte sich eine hohere 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 hoheren relativen
Reichtum in mit Typ 2 Diabetes erkrankten Individuen. Streptococcus spp. war in
den Gruppen nicht Diabetes, Pradiabetes 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 frithen 19. Jahrhundert war bekannt, dass Infektionen Erkrankungen
wie Arteriosklerose bedingen oder verstirken (EPSTEIN et al., 2000). Dabei be-
einflussen die Mikrobiota sowohl den Lipidmetabolismus und atheromatdse
Plaquebildung durch entziindungsbedingte Prozesse (CAESAR et al., 2010), als
auch arterielle Thrombosen (REINHARDT, 2019). Strukturkomponenten und Sig-
nalmolekiile der Mikrobiota interagieren mit der mukosalen Oberfliche des Wirtes
tiber 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 (JACKEL
et al., 2017) fordert in verschiedenen Mausmodellen arterielle Thrombosen. Bakte-
rielle Strukturkomponenten wie LPS konnen das Risiko kardiovaskuldrer Erkran-
kungen verstirken (BERG, 1996). LPS ist eine Verbindung, die in der &duferen
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 kon-
nen mit Insulinresistenz und einer gesteigerten Makrophageninfiltration in Fettge-
webe assoziiert sein. Dabei beeinflusst LPS das metabolische Syndrom und das Ri-
siko kardiovaskulédrer Erkrankungen durch die Hochregulierung von entziindungs-
assoziierten Signalwegen (CANI ef al., 2007; HOTAMISLIGIL & ERBAY, 2008).
Neben bakteriellen Metaboliten haben auch chemische Verbindungen wie TMAO
(Trimethylamin N-Oxid), SCFA und Gallenséduren, die von den Darmbakterien pro-
duziert werden, einen Einfluss auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen (KOETH et al.,
2013). Diese Verbindungen erhohen das Risiko arterieller Thrombosen (ZHU et al.,
2016) und verschlechtern die Prognose nach ischdmischen Schlaganfillen
(BENAKIS et al., 2016). Jackel et al. konnten im Mausversuch zeigen, dass keim-
freie, TLR2-defiziente Méduse im Vergleich zu normalen Méusen 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 (JACKEL ef al., 2017). Auch
die Zusammensetzung der Nahrung (DROUIN-CHARTIER et al., 2016) und eine



II. Literaturiibersicht 23

Dysbiose des Mikrobioms (KARBACH et al., 2016) scheinen wichtige Einfluss-
faktoren bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu sein. Dabei hat die Erndhrung mit
Ballaststoffen und der durch mikrobielle Fermentation angestiegene SCFA-Spiegel
zu einem signifikant reduzierten systolischen und diastolischen Blutdruck, signifi-
kant reduzierter Herzfibrose und linksventrikuldrer Hypertrophie im Mausmodell
gefiihrt (MARQUES et al., 2017). Eine Supplementierung mit Acetat konnte dhn-
liche Ergebnisse erzielen und reduzierte zudem Nierenfibrosen merklich

(MARQUES et al., 2017).
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Abbildung 3: Darm Mikrobiom und mégliche molekulare Signalwege, die mit kardi-
ovaskuliren und kardiometabolischen Erkrankungen in Verbindung gebracht wer-
den konnen

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; Olft: olfactorischer Re-
zeptor; WAT: weilles Fettgewebe; LPS: Lipopolysaccharid; PYY: Peptid YY; TLR: Toll-like Re-
zeptor; TMA: Trimethylamine; and TMAO: Trimethylamine N-oxide.
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14 Das Mikrobiom des Gastrointestinaltraktes der Maus

Fiir eine Nutzung von Mausen in Mikrobiomprojekten ist es essenziell, das Mikro-
biom der Maus und die externen und internen Einfliisse, die auf das Mikrobiom
wirken, zu kennen. Verschiedene aktuelle Studien beschiftigen sich mit der Zusam-
mensetzung des Mausmikrobioms, der Beschreibung neuer Bakterien im Magen-
Darm-Trakt der Maus, sowie der Wirkung duB3erer Einflussfaktoren auf das Mikro-
biom. Obwohl die Maus eines der meistverwendeten Versuchstiere ist, ist das Wis-
sen liber ihr Mikrobiom noch immer sehr liickenhaft, 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,
Nihrstoffverfiigbarkeit 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. fiihrten neben
Empfehlungen zur Probenentnahme des oralen Mikrobioms bei der Maus, exemp-
larische Daten von 10 Méausen auf, deren Maulhdhle mit einem Tupfer ausgestri-
chen und anschlieBend 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 Maulhdhle der Maus wurde erst in diesem Jahr verdffentlicht.
Darin enthalten sind 103 Maus-Maulhohle-Taxa aus den vier Bakterienstimmen
Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria und Bacteroidetes, sowie zwolf neu be-

schriebene Spezies (Abbildung 4) (JOSEPH et al., 2021).
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Abbildung 4: Taxonomische Diversitit 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 Bakterienstimme entsprechen der fol-
genden Farbgebung: Firmicutes (rot), Proteobacteria (griin), Bacteroidetes (blau) und Ac-
tinobacteria (orange).
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Das Mikrobiom im Magen der Maus umfasst Konzentrationen von 10® Lactobacil-
lus spp. pro Gramm Organinhalt, eine deutlich hohere Konzentration als beim Men-
schen (CLAVEL et al., 2016). In Mageninhaltsproben von Mausen (n = 10) waren
die Staimme 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 Verfiigung zu
stellen. Hierfiir wurden ca. 1.500 Kulturen aus dem Darm von Méiusen isoliert und
Sequenzen auf Basis von Kolonie und Zellmorphologie, sowie 16S-rRNA-Gense-
quenzierung ausgewdihlt. Dies sollte eine groBtmdogliche Diversitit auf Spezies-
ebene abdecken. Diese so entstandene Sammlung umfasst 100 Sequenzen, die 76
verschiedene Spezies von 26 Familien der Bakterienstimme Actinobacteria, Bac-
teroidetes, Firmicutes, Proteobacteria und Verrucomicrobia reprasentieren. Neben
der Erstellung einer Maus-Mikrobiom-Datenbank wurden in diesem Projekt auch
neue Bakterienspezies beschrieben (Abbildung 5) (LAGKOUVARDOS et al.,
2016a).



II. Literaturiibersicht 27

g s
% $ £ ¢85
- w 2 g A ¥ 3
B @ 2 5 £ 2 g g ¥ o
= = s = F 8 NS &
> 3 . o B G 8 T g
2 % 3 ¢ 53§ § & &
2 B = < &5 & & ¢ ¥ S\\ i
< 2 = = o o ~ & R =
a S = B s = o &
Z o & v & ¢
e, © g &

e
ot
oé- 0, c;\‘;‘ 4 o8
97 ’bo‘9 g y d‘:‘-e"n
(] " iy 0!
b, o istip ;
Uty s jfor™®
Wicy, » gadi lic
Cens .
Fla Bﬂti' 5ubt!l
- Plauti; 4 ylovorans

gaci. thermea™

b, Oce. caeni

5

" b Bacillus sp,
Anaerot. colihominis 4 .

) r Pae. lacts
Ter. glycolicus Y

. Sta, J
), ;
Clo. sordelll €ntus
. Sig W,
enDt‘ rner;
.m la.
Clo rons Wos,
. {tﬂeﬂ Ly
OD‘Me ey,
_ gy
(,0':'(“0 S?c///.
N0 ey,
% by
e
; £33
o
W "y
< i
2oy @ 2,
¥ & ] s =
Lo p— AU ST
& F S & 5 8 g = T e B
SF IR I Y
CEFTELEE E T 2% % 2
& NoE 5o oaR 8 T o 3
b - B % 2
S £33 8§53 %"
= o B o =] v
v © S 3
IS s}
< =
Actinobacteria

2: Bif

3: Promicrom

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). Fiir die
Familie der Muribaculaceae, einer der meistvertretenen Familien im Gastrointesti-
naltrakt der Maus, sind erste Beschreibungen des Metabolismus einiger zugehdriger
Spezies bereits verfiigbar. So beschreiben Lagkouvardos et al. (2019) die Familie
S 24-7, die inzwischen als Muribaculaceae bezeichnet wird, als fahig, komplexe
Kohlenhydrate zu verdauen. Dabei lassen sich drei verschiedene trophische Grup-
pen mit verschiedenen Abbaukapazititen erkennen. Die drei Gruppen sind a-Glu-
kane, komplexe Zellwandglykane, wie Hemicellulose und Pektin, und wirtsstim-
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 kiirzlich von einem For-
scherteam aus China ver6ffentlicht (LIU et al., 2020). Diese neue Datenbank ent-
hilt 126 Spezies aus 80 verschiedenen Genera, 28 Familien und 5 Stimmen. Damit
ist die kultivierbare Maus-Darmmikrobiom-Datenbank von 76 auf 180 Spezies an-
gestiegen, die wiederum zu 110 verschiedenen Genera gehoren. 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).

Neben der Beschreibung des Mikrobioms der Maus in spezifischen Bereichen hat
ein koreanisch-amerikanisches Forscherteam die regionalen Unterschiede des Mik-
robioms bei C57BL/6 Méusen 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 Diinndarm un-
terschied sich vom Mikrobiom im Dickdarm. Beziiglich der Bakterienfamilien do-
minierten im Magen die Familien Muribaculaceae, Lactobacillaceae und Lach-
nospiraceae, im Diinndarm 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 Einfliisse auf das Mikrobiom

Exogene Einfliisse beschreiben Einfliisse der Umwelt auf einen Organismus. Das
Mikrobiom ist stark von Umwelteinfliissen abhingig. Zu diesen Einfliissen gehdren
Geburt, Sdugen, Haltungseinfliisse wie Gruppen- oder Einzelhaltung, Art der Hal-
tung, d.h. konventionell oder SPF, Enrichment, wie Hiuschen oder Spielzeug, Hau-
figkeit der Reinigung, Stress und insbesondere die Fiitterung. Fiir C57BL/6 Méuse
in deutschen Instituten wurden derartige Einfliisse bereits ausfiihrlich beschreiben

(RAUSCH et al., 2016).

2.1 Trichtigkeit, Geburt und erste Lebenswochen

Die Entwicklung des Mikrobioms bei Méausen in den Tagen direkt nach der Geburt
wurde 1965 von Schaedler ef al. untersucht. Hierfiir beprobte man keimfreie
Mause, die mittels Schnittentbindung entbunden wurden. Die Neugeborenen ver-
figten zum Zeitpunkt der Geburt iiber keine kultivierbaren Mikroorganismen
(SCHAEDLER et al., 1965). Auch der franzdsische Kinderarzt Henry Tissier ging
davon aus, dass sich der Fotus 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 Fotus bereits im Uterus beginnt. In einem Mausversuch konnten Jimenéz
et al. einen markierten, dem Muttertier oral verabreichten Enterococcus-faecium-
Stamm, mittels PCR in der Amnionfliissigkeit und im Mekonium nachweisen
(JIMENEZ et al., 2005; JIMENEZ et al., 2008). Bei der Untersuchung von Nabel-
schnurblut menschlicher Neugeborener fanden sich Enterococcus faecium, Propi-
onibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis und Staphylococcus sanguinis
(JIMENEZ et al., 2005). Es wird zudem vermutet, dass die Zusammensetzung des
miitterlichen Darmmikrobioms das bakterielle Milieu des Mekoniums Neugebore-
ner qualitativ und quantitativ beeinflusst (JIMENEZ 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
Stamme 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-
hohle sehr dhnlich ist. Dies konnte ein Hinweis dafiir sein, dass das plazentale Mik-
robiom durch hdmatogene Streuung aus dem Mundraum entsteht (AAGAARD et
al., 2014). Fardini ef al. wiesen in einem Mausversuch nach, dass sich hdmatogen
in Méause eingebrachte Bakterien, die aus dem Speichel und Plaque von Menschen
isoliert wurden, in der Plazenta der Mause ansiedeln (FARDINI ez al., 2010). Diese
hidmatogene 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 Amnionfliissigkeit und plazentalem Gewebe mittels 16S-
rRNA-Genanalyse und qPCR ein fotales 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 dhnlich auf-
gebaut, wie das Mikrobiom der Proben aus Plazenta und Amnionfliissigkeit
(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 ef 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 starker besiedelt war als die Kontaminationskontrollen und korrespondierend
zu einer der miitterlichen Proben war (THEIS et al., 2020). Auch Kuperman et al.
konnten in einer Untersuchung von 28 menschlichen Plazenten kein bakterielles
Wachstum nachweisen. Auch die durchgefiihrte 16S-rRNA-Genanalyse zeigte
keine Ergebnisse (KUPERMAN et al., 2020).

Ob die Besiedelung mit Bakterien bereits in utero geschieht, bleibt also noch zu
kldren. Sicher ist jedoch, dass die Geburt zur bakteriellen Besiedelung des Neuge-
borenen beitrigt. Bei der natiirlichen Geburt, der Passage durch die miitterliche Va-
gina, wird das Neugeborene mit der vaginalen Keimflora der Mutter inokuliert
(TISSIER, 1900). Im Unterscheid zu einer natiirlichen 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 ef al. konnten eine Besiedelung mit Lactobacillus spp., anaeroben Strep-
tococcus spp. und Flavobacterium spp. bei Mausen in den ersten 24 Stunden nach
der Geburt nachweisen. Diese Bakterienpopulationen vermehrten sich schnell und
erreichten ihre maximale Populationsgrof3e 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 Miittern 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 Prddominanz 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 trachtigen Miusen 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, verlan-
gert mit N-Acetylglucosamin Einheiten. Strukturelle Diversitdt entsteht durch Fruc-
tosylierung und oder Sialylierung. Daraus ergeben sich iiber 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 abschlieBend geklart.
Mogliche Faktoren sind genetische, kulturelle, didtetische und umweltbedingte Ein-
fliisse (ZIVKOVIC et al., 2011). Das Mikrobiom in der Muttermilch wird zudem
von Faktoren wie Geburtsart und Ubergewicht 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 fiir 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 beitrigt (DIAZ-ROPERO et al., 2007) und der Entstehung von Allergien ent-
gegenwirkt (OLIVARES et al., 2005). AuBlerdem 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 Miusen gibt es viele variable Faktoren. Konventionelle Hal-
tung oder SPF Haltung, Enrichment-Auswahl, Gruppenzusammensetzung sowie
Handhabung. Diese Faktoren spielen fiir Mduse, deren Stresslevel und Mikrobiom
eine wichtige Rolle. Es ist wichtig sich vor dem Versuch zu iiberlegen, wie sich

etwaige Haltungsarten auf den Versuch auswirken konnten.

Schaedler et al. stellten bereits friih fest (1962), dass sich die Haltung von Méusen
auf das Mikrobiom auswirkt. Dabei wirkte sich eine Verunreinigung des mit Sége-
spinen eingestreuten Kéfigs, ebenso wie eine isolierte Haltung auf Drahtgittern
kaum auf das Mikrobiom aus. Eine plotzliche Umstellung des Kéfigs von Einzel-
haltung auf Drahtgittern zu Gruppenhaltung auf Sdgespanen und umgekehrt fiihrte
zu einer deutlichen Verdanderung der Lactobacillus-spp.-Flora. Auch veréndert sich
die Menge an Lactobacillus spp., wenn die Méuse Stress ausgesetzt wurden. Ein
Riickgang der Lactobacillus spp. durch Stress fand innerhalb von 24 Stunden statt,
die Erholungsphase des Mikrobioms nahm demgegeniiber mehrere Tage in An-
spruch. Zu Stressquellen in diesem Versuch wurden Verdanderungen der Haltungs-
bedingungen wie Futterwechsel, Temperaturdnderungen, Besatzdichte, sowie hiu-
fige Handhabung gezihlt. Die Reduktion der Lactobacillus spp. durch Stress fiihrte
zu einem Anstieg gramnegativer Bakterien. Die Gabe von Antibiotika hat noch stér-
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, Ki-
figsystem, Haufigkeit des Einstreuwechsels und Hersteller der Einstreu, Enrich-
ment, die Anwesenheit anderer Mausstimme in der Haltung, die Anzahl der Tier-
pfleger, Zugang zur Haltung, Luftfeuchtigkeit, Temperatur und Gewichtszunah-
men. Futterbehandlung und Haltungsbedingungen beeinflussten den Artenreich-
tum, die GleichmiBigkeit und phylogenetische Diversitit des Mikrobioms am

starksten. Konventionelle Haltung fiihrte zu einem Riickgang der Speziesdiversitét.



II. Literaturiibersicht 34

Das Alter der Tiere war positiv korreliert mit der Speziesanzahl und der phyloge-
netischen Diversitdt der Tiere. Es fanden sich Unterschiede in der B-Diversitét zwi-
schen Forschungseinrichtungen und Haltungsbedingungen. Konventionelle Hal-
tung, die Anwesenheit von anderen Mausstimmen und uneingeschriankter Zugang
zu den Haltungsraumen schien die individuelle Variation des Mikrobioms zu stei-
gern. Auflerdem 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 Labormausdiit auf das
Mikrobiom wurde bereits beschrieben (DESMARCHELIER et al., 2013). Dabei
wurden Miusen verschiedene Diédten (Kontrolle, high-fat, Western-style) in pelle-
tierter oder gemahlener Form angeboten. Die verschiedenen Zubereitungsformen
hatten Einfluss auf die Gewichtsentwicklung der Mause (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 Fiitterung einer high-fat-Diit zu einem
Absinken von Ruminococcaceae und einem Anstieg von Rikenellaceae im Caecum
fiihrte. Daneben wurden Lactobacillus spp. in héherer Anzahl in den Proben der
Tiere mit high-fat-Didt gefunden (DANIEL et al., 2014). Auerdem konnte in die-
sem Versuch festgestellt werden, dass auch die Fiitterung 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 unldsliche und 16sliche Kohlenhydrate wie Zellulose, Lignin und
nicht-Stirke-Polysaccharide wie Hemizellulose, Pektin und Arabinoxylan Oli-
gosaccharide. Aulerdem gehdren zu den Ballaststoffen die nicht verdaulichen Oli-

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

Ballaststoffe sind essbare Pflanzenteile, die resistent gegen eine Verdauung und
Absorption im Diinndarm sind. Diese pflanzlichen Kohlenhydrate lassen sich in
zwei Gruppen aufteilen. Die erste Gruppe ist durch enzymatische Reaktionen leicht
hydrolysierbar und kann im Diinndarm absorbiert werden. Zu dieser Gruppe geho-
ren Stirke, Einfachzucker und Fruktane. Die zweite Gruppe besteht aus Kohlen-
hydraten, die verdauungsresistent sind und die durch bakterielle Fermentation im
Dickdarm verdaut werden miissen. Hierzu gehoren Zellulose, Hemizellulose, Lig-
nin, Pektin und beta-Glukane. Diese letzte Gruppe wird auch Nicht-Stirke-Poly-
saccharide (NSP) genannt (LATTIMER & HAUB, 2010).

Die NSP konnen in eine 16sliche und eine unldsliche Gruppe eingeteilt werden. Da-
bei bilden 16sliche NSP, die in Wasser aufgelost werden, ein dickfliissiges Gel. Sie
werden nicht im Diinndarm verdaut, sind aber leicht verdaulich fiir die bakterielle
Flora im Dickdarm. Zu diesen NSP gehoren Pektine, Gummi, Inulintyp Fuktane
und einige Hemizellulosen. Die nicht 18slichen NSP sind entsprechend ihres Na-
mens nicht in Wasser 16slich und bilden auch keine Gele. Auch ihre bakterielle
Fermentation ist begrenzt. Zu den nicht 16slichen NSP gehoren Lignin, Zellulose

und einige Hemizellulosen (LATTIMER & HAUB, 2010).

Verdauungsresistente Ballaststoffe fiihren zu einer erhohten Viskositit und An-
sammlung von Chymus im Darm (LATTIMER & HAUB, 2010). AuBBerdem wer-
den die Ballaststoffe durch Bakterien im Dickdarm zu SCFA fermentiert. Diese
SCFA sind die Hauptenergiequelle fiir 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

fiihrt zu einer vermehrten Pathogenanfilligkeit des Darmes (DESAI ef al., 2016).

In Erndhrungsversuchen bei Menschen konnte nachgewiesen werden, dass eine
Verringerung der Kohlenhydratmenge bei iibergewichtigen Erwachsenen zu einem

Absinken von Roseburia spp. und Eubacterium rectale im Darm fiihrte (DUNCAN
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et al., 2007). Eine Supplementierung von RS fiihrte zu einem Anstieg von Rumi-
nococcus spp. und Eubacterium rectale (WALKER et al., 2011). Ahnliche Be-
obachtungen wie die von Duncan et al. gab es bei einem weiteren Versuch mit
iibergewichtigen Testpersonen und einer erniedrigten Kohlenhydrataufnahme. Bei
diesem Versuch war eine zusitzliche Reduktion von Bacteroides spp. zu beobach-

ten (RUSSELL et al., 2011).

Nichtverdauliche Ballaststoffe, die sich positiv auf eine bestimmte Anzahl an
Darmbakterien auswirken werden Prébiotika genannt. Prébiotika sind definiert als
Néhrstoffe, die den Enzymen im Magen widerstehen und nicht durch Enzyme im
Darmtrakt hydrolysiert werden. Sie konnen zudem nicht vom Darm aufgenommen
werden. Diese Néhrstoffe werden von den gastrointestinalen Mikrobiota fermen-
tiert. Die Fermentation durch bestimmte Bakterienarten fithrt zum Wachstum dieser
Arten und einem vermehrt positiven Effekt dieser Bakterien auf die Gesundheit des

Wirtes (GIBSON et al., 2004).

Ein prébiotischer 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., fithrte
aber zu einem Anstieg der SCFA-Konzentrationen (KLEESSEN et al., 2001); dem-
gegeniiber 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 fiihrte zu einem Anstieg von Bifidobacterium
longum. Die Gabe beider Prébiotika, Inulin und Arabinoxylan, zusammen fiihrten
zu einer Reduktion von Akkermansia muciniphila (VAN DEN ABBEELE et al.,
2011).
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2.3.2 Stirke und resistente Stirke

Stirke ist das Hauptlagerungskohlenhydrat der Pflanzen und steuert 50 — 70 % der
Energie in der menschlichen Erndhrung bei. Es ist eine der Hauptglukosequellen
der Nahrung und damit wichtig fiir die Energieversorgung von Gehirn und Blutzel-
len. Form und Funktion von Stirke dndern sich zwischen verschiedenen botani-
schen Spezies und sogar innerhalb derselben Pflanze, wenn diese in unterschiedli-

chen Umgebungen kultiviert wurden. Starke wird als unlosliches, semikristallines

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

Abbildung 6: Vergleich von Stirke verschiedener Pflanzenspezies

Rechts: Maisstirke; Links: Weizenstirke in einem pelletierten Mausfutter (Haltungsdiat
fiir Ratten und Méuse, 10-mm Pellets, Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage,
Deutschland) im Rasterelektronenmikroskop, 2000-fache VergroB3erung.

Starke besteht aus zwei Glukose-Homopolymeren: Amylose, die unverzweigte
Form, deren Glukoseeinheiten mittels a-1,4-glykosidischen Bindungen verbunden
sind und Amylopektin, die verzweigte Form, deren Glukosemolekiile mittels a-1,6-
glykosidischen und a-1,4-glykosidischen Bindungen im Verhiltnis 1:30 verbunden
sind (BERG et al., 2015). Das Verhiltnis zwischen Amylose und Amylopektin ver-
andert sich zwischen verschiedenen Pflanzenspezies. Ebenso veréndert sich die Or-

ganisation der beiden Glukose-Homopolymere im Korn, und damit die Grofe,
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Form und die Eigenschaften des Stirkekorns (WANG & COPELAND, 2013) (Ab-
bildung 6). Das Stirkekorn besitzt durch die strahlenférmige Ausrichtung von
Amylose und Amylopektin eine semikristalline Form. Dabei sind die Ketten von
Amylose und Amylopektin durch Wasserstoftbriickenbindungen verbunden und
formen viele konzentrische Schichten, die als Wachstumsringe bezeichnet werden.
Die Wachstumsringe reichen vom Hilum, dem Wachstumszentrum, zur Oberflédche
des Stiarkekorns (PARADA & AGUILERA, 2011). Sie haben eine Dicke von
120 - 400 nm und bestehen abwechselnd aus kristallinen und amorphen Regionen
mit jeweils hoherer oder geringerer Dichte. Dabei werden die kristallinen Lagen
vorrangig durch Amylopektinketten geformt, die amorphen Lagen durch die Amy-
lopektinverzweigungen und Amylose- und Amylopektinmolekiile in ungeordneter

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

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Stirkekorns

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

schwarz: Hilus

blau: Grofitenteils amorphe Region aus Amylose und ungeordneten Amylopektinenden
grau: Amorphe Lagen

weil3: Kristalline Lagen
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Starke wird im Verdauungstrakt durch Amylasen aufgeschlossen und wird an-
schlieBend als Glukose im Diinndarm resorbiert. Dabei lésst sich Stirke unterteilen
in eine schnell verdauliche Stirke (rapid digestable strach, RDS), welche durch
enzymatische Verdauung innerhalb von 20 Minuten zu Glukose aufgeschlossen
werden kann und in eine langsam verdauliche Stirke (slowly digestable starch,
SDS), welche durch enzymatische Verdauung langsamer verdaut wird (BERRY,
1986).

Allerdings ist manche Form der Stirke nicht durch Verdauungsenzyme aufschliel3-
bar. Diesen nicht verdaulichen Teil der Stirke bezeichnet man als resistente Stirke
(RS). RS ist in vitro nicht durch Verdauungsenzyme nach 120-miniitiger Inkubation
aufschliefbar und passiert in vivo den Diinndarm unverindert. Im Dickdarm wird
die resistente Stdrke durch das Darmmikrobiom fermentiert (SAJILATA et al.,
2006). Resistente Starke ldsst sich in vier Fraktionen unterteilen: RS1, RS>, RS3 und
RS4. RSy ist resistent gegen enzymatische Verdauung durch seine physikalisch un-
zugingliche Form z.B. durch Einschluss in Kornern oder Samen. RS, kann auf
Grund ihrer Anordnung nicht von den Enzymen des Gastrointestinaltraktes ange-
griffen werden. RS; ist meist retrogradierte Amylose, die wihrend dem Abkiihlen
von aufgeschlossener Stirke entsteht und RS ist chemisch modifizierte Stirke
(SAJILATA et al., 2006). Durch die unverdnderte Diinndarmpassage und anschlie-
Bende Fermentation durch Darmbakterien besitzt RS prébiotische Eigenschaften

(GIBSON et al., 2004).

Die Gabe von Isotopenmarkierter Stiarke an Méuse ldsst den anschlieBenden Nach-
weis des Isotops in der 16S-rRNA von Bakterien zu. Die Isotopenmarkierung und
der Isotopennachweis erlauben den Riickschluss, dass diese Bakterien aktiv in der
Verwertung von Stirke involviert sind. Bei der Fiitterung Isotopenmarkierter Stérke
zeigte sich ein signifikanter Anstieg von unklassifizierbaren Clostridiales und Do-
rea spp., sowie eine Zunahme von Bacteroides spp. und Turicibacter spp. bei Méu-
sen (HERRMANN et al., 2018). In einem weiteren Mausversuch mit Maisstarke
(RS7) zeigte sich bei hoheren Anteilen RS ein Anstieg von Bacteroidetes, Bi-
fidobacterium spp., Akkermansia spp. und Allobaculum spp. (TACHON et al.,
2013). Beim Schwein fiihrte RS zu einer Erh6hung der molekularen Spezies Turi-
cibacter spp., Blautia spp., Ruminococcus spp., Coprococcus spp., Marvinbryantia
spp. und Ruminococcus bromii und zu einem Riickgang 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 fiihrte die Fiitterung RS zu
einer Zunahme von Lachnospiraceae und Ruminococcus spp. (UMU et al., 2015).
Bei Ratten konnte bei der Fiitterung von RS ein Anstieg von Bacteroidetes, Ac-
tinobacteria und ein Abfall von Firmicutes festgestellt werden. Dabei fiihrte die re-
sistente Stirke (RS2) zu einer Erhohung von molekularen Spezies der Familien
Porphyromonadaceae, Bifidobacterium spp. und einer Verringerung von Clostridi-
aceae (YOUNG et al., 2012). Beim Menschen fiihrt 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). RS, fiihrte in diesem Versuch zu einer Zunahme
von Ruminococcus bromii und Eubacterium rectale. RS4 flihrte dagegen zu einer
Erhohung von Bifidobacterium adolescentis und Parabacteroides distasonis
(MARTINEZ et al., 2010). In einem weiteren Versuch beim Menschen fiithrte 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 Stirkegelatinisierung

Bei der Stirkegelatinisierung schwellen die Stirkekorner an und verlieren ihre kris-
talline und molekulare Organisation. Erhitzt man Stdrke bei Wasseriiberschuss,
fiihrt dies zu einer irreversiblen Verdnderung des Stirkekorns (WANG &
COPELAND, 2013). Der erste Schritt in diesem Prozess ist die Aufnahme von
Wasser durch die amorphen Wachstumsringe und deren schnelle GroBenzunahme.
Dieses Wachstum geht mit einer Zerstdrung der kristallinen Regionen im Stérke-
korn einher. Die Wasserstoffbriicken im Stérkekorn 16sen sich und es kommt zu
einer verdnderten Organisation der Amylose- und Amylopektinketten. Dies fiihrt
zu einer Veridnderung der Eigenschaften der Stdrke. Die gekoppelten semikristalli-
nen Lamellen werden zerstort, was zu einer verringerten Kristallinitit im Stirke-
korn fiihrt. Es kommt zum Verlust der Doppelbrechung des Korns unter dem Licht-
mikroskop (WAIGH et al., 2000). Beim anschlieBenden Anschwellen des Stérke-
korns kommt es unter stindigem Mischen zu einer Steigerung der Viskositit
(WANG & COPELAND, 2013). Diese nun entstandene Struktur ist besser zugang-
lich fiir Verdauungsenzyme und dementsprechend besser verdaulich (TESTER et
al., 2004). Extrusion, eine Verarbeitungsmethode, bei der das Wasser in Form von
Wasserdampf verfiigbar ist und hohe Scherkrifte und Druck auftreten, fiihrt nur zu
einer teilweisen Hydrolyse der Stirke (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 ef al., 1984).

Beim Abkiihlen und der Lagerung nach dem Gelatinisieren konnen Amylose und
Amylopektin wieder geordnete Strukturen ausbilden. Diesen Prozess nennt man
Retrogradierung. Bei der Retrogradierung entstehen erhebliche Veranderungen,
wie ein Anstieg der Viskositit, Triibung, Verfestigung des Gels und die Phasen-
trennung zwischen Polymer und Wasser. Diese Verdanderungen beeinflussen die
Qualitdit und den Nédhrwert von stirkereichen 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 fiihrt zu einer schlechteren Verdau-
lichkeit, da die Struktur fiir Verdauungsenzyme schlechter zuginglich ist

(PARADA & AGUILERA, 2011).



II. Literaturiibersicht 42

Abbildung 8: Vergleich pelletiertes und extrudiertes Mausfutter im Rasterelektro-
nenmikroskop

Oben: Extrudiertes Futter (Haltungsdiét fiir Ratten und Méause, Extrudat, Altromin Spezial-
futter GmbH & Co. KG, Lage), kaum einzelne Stirkekorner auszumachen, Struktur homo-
gen verschmolzen;

Unten: Pelletiertes Futter (Haltungsdit fiir Ratten und Mause, 10-mm Pellets, Altromin
Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage), einzelne Stirkekorner gut abgrenzbar, viele Stérke-
korner sichtbar, Struktur inhomogen.
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Der Effekt gelatinisierter Weizenstdarke wurde von Do et al. bei Mausen beschrie-
ben. In dem Versuch wurde ein Futter mit Weizenstirke und ein Futter mit gelati-
nisierter Weizenstéirke verfiittert. Die Fiitterung von Weizenstérke fithrte zu einer
signifikanten Erhohung des Korpergewichts, zu vermehrtem weiflen Fettgewebe
und einer erhohten Darmpermeabilitit. Zudem trat bei Méusen dieser Gruppe ein
erhohter Cholesterinspiegel und Fetteinlagerungen in der Leber auf, eine Vorstufe
der nichtalkoholischen Fettleber. Bei den Mausen, die gelatinisierte Weizenstérke
verfiittert bekamen, kam es nicht zu einem Anstieg des Korpergewichts, auch
konnte kein vermehrtes weilles Fettgewebe festgestellt werden. Jedoch fand man,
wie bei den Méusen mit weizenstirkehaltigem Futter, eine erhhte Darmpermeabi-
litat. Die gelatinisierte Stirke fiihrte nicht zu erhdhten Cholesterinwerten, es konnte
aber eine geringgradige Fettablagerung in der Leber beobachtet werden. Im Hin-
blick auf das Mikrobiom fiihrte eine Fiitterung des weizenstirkehaltigen Futters zu
einem Anstieg an Desulfovibrio spp., Faecalibaculum spp., Rombutsia spp. und
Lactobacillus spp. Es wurde gleichzeitig ein Riickgang von Alistipes spp. und Muri-
baculum spp. festgestellt. Bei der gelatinisierten Weizenstirke kam es zu einer Er-
héhung 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 Fliissigkultur. Dabei kdnnen verschiedene Nahrmedien, 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 Farbung oder biochemischen Reaktionen unterscheiden.

Erste Untersuchungen zum Mikrobiom wurden in den 1950er Jahren am Rockefel-
ler Institut gemacht. Auf Grund limitierter Moglichkeiten beschréinkte sich die For-
schung zundchst auf die Anzucht der Bakterien auf verschiedenen Agarplatten und
der anschlieBenden phanotypischen 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-
falliger gegentiiber experimentellen Infektionen waren, sowie resistenter gegeniiber
dem todlichen Effekt von Endotoxinen als konventionelle Mause 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 moglich,
Caecumproben von SPF-Méusen 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. fiihrten eine Zahlung und Identifikation der prddominanten anaeroben
Genera von Laborméusen durch. Das Kolon wurde steril entnommen, der Inhalt
herausgedriickt und gewogen. Direkte mikroskopische Zéhlungen wurden aus einer
1000-fachen Verdiinnung nach Holdeman und Moore (MOORE et al., 1969) ange-
fertigt. Die Proben wurden mittels verschiedener kultureller Methoden angeziichtet.
Die Identifikation und Zuordnung zu Gattungen basierte auf Gramreaktion, Mor-
phologie, Motilitét, Sauerstofftoleranz und metabolischen Endprodukten. Vorlaufig
identifizierte Genera waren Bacteroides, Eubacterium, Fusobacterium, Lactobacil-

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

Auch heute sind die kulturelle Anzucht und anschlieBende 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, zelluldren Fettséu-
ren, Diaminopimelinsdure, 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-Anderungen 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 groBe DNA-Molekiile in kleinere Teile gespalten, analysiert
und im Anschluss wieder zusammengesetzt. Anhand der Zusammensetzung der
Nukleinsdure aus nur vier Basen (Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin) entwickelten
die Forscher eine Methode, bei der sie das Verhalten der Basen wihrend der Auf-
trennung identifizierten und eine DNA-Polymerase fiir den Kopiervorgang nutzten.
Dies fiihrte zur Entwicklung der Didesoxymethode nach Sanger (SANGER et al.,
1977). Ein weiterer Durchbruch war die Nutzung der Ionophorese, bei der DNA-
Fragmente nach der Grofle aufgetrennt werden (SANGER & COULSON, 1978).
Ein Problem dieser Methode war jedoch, dass sie ausschlieBlich fiir einstrangige

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 16ste das Problem der Forschungsgruppe von San-
ger und bot den zusétzlichen Vorteil, dass die DNA-Fragmente nicht mehr aufge-
trennt werden mussten, da dies durch die Isolation purer Klone mdglich war

(GRONENBORN & MESSING, 1978).

Zunéchst wurde auf Grund der ihrer geringen Gréf3e 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 fiir die ndchsten 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 ermdglichte es zudem, eine grole 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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33 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.

MiSeqDx"

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 (MULHARDT, 2013). Die Erklirung der II-
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
GroBe gespalten. Es werden zwei verschiedene DNA-Adapter zugegeben, beste-
hend aus einer P5- und einer P7-Sequenz, die es den ,,Library*-Stringen erlaubt, an
den DNA-Sequenzen der Fliefzelle (DNA-FZ) zu binden. Die FlieBzelle ist ein
Glasobjekttrager mit Fliissigkeitskanélen, in denen sich die Sequenzierungschemie
befindet (Abbildung 10).

Abbildung 10: MiSeq Fliezelle ILLUMINA INC., 2021a)

Des Weiteren werden Bindungssequenzen fiir die Primer von Read 1 und Read 2,
sowie Indexsequenzen (Index 1 und Index 2) hinzugefiigt. 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-Einzelstrainge. Die DNA-Einzelstringe mit gebundenen DNA-

Adaptern werden als ,,Library* bezeichnet. Vor Auftragen auf die FlieBzelle wird

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

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

A. Library Preparation

Genomic DNA e————

l Fragmentation

| j— ]
=
Adapters EE - —

l Ligation

Sequencing
Library

NGS library is prepared by fragmenting a gDNA sample and ligating
specialized adapters to both fragment ends.

Abbildung 12: [llumina 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
FlieBzelle aufgetragen. Dabei ist die Clusterverteilung bei der Illumina MiSeq zu-
fallig. Auf der FlieBzelle sind zwei verschiedene DNA-Sequenzen (DNA-FZ) fi-
xiert, die komplementdr 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
doppelstringig und beinhaltet das originale Template und einen neu synthetisierten
Strang. Dieser Strang ist kovalent an die Fliezelle iiber die DNA-FZ gebunden.

Der Doppelstrang wird nun denaturiert und der originale Templatestrang wird weg-
gespiilt. Es verbleibt die einstrangige DNA, die an der DNA-FZ gebunden ist. An-
schlieBend miissen diese Einzelstringe vervielfdltigt werden, damit das Fluores-
zenzsignal in der anschlieBenden Sequenzierung stark genug ist, um gemessen zu
werden. Diese Phase wird als solid-phase bridge amplification bezeichnet. Die ein-
zelstrangigen DNAs klappen um und binden an die freien 5°-Enden der DNA-FZ
in Form einer Briicke. Das 5°-Ender der DNA-FZ dient nun als Startpunkt fiir die
Synthese des Gegenstrangs. Es entsteht ein Doppelstrang, der bogenformig auf der
Oberfliache der FlieBzelle sitzt. Die DNA-Doppelstrange werden bei Denaturierung
wieder in zwei Einzelstrange gespalten. Hierbei sitzt der neu synthetisierte Gegen-
strang kopfiiber auf der Oberfldche. Beide Enden der DNA-Fragmente sind an der
DNA-FZ gebunden, sodass sie im nédchsten Zyklus erneut Briicken bilden kénnen
und so erneut vermehrt werden. Es bilden sich nach einigen Zyklen Cluster mit
identischen DNA-Fragmenten. Am Ende der Amplifikation werden die Gegen-
strange, 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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B. Cluster Amplification

l Flow Cell

Bridge Amplification
Cycles

Clusters

Library is loaded into a flow cell and the fragments hybridize to the flow cell
surface. Each bound fragment is amplified into a clonal cluster through
bridge amplification.

Abbildung 13: Illumina NGS: Cluster Amplification

Aus der Anleitung zum Next-Generation Sequencing von [llumina Inc. (ILLUMINA INC.,
2017)
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3.33 Sequenzierung

Das Prinzip der Illumina MiSeq Sequenzierung basiert auf der 4-Channel SBS Che-
mistry, bei der jede der vier Basen eine eigene Fluoreszenzfirbung besitzt und ein
einzigartiges Signal produziert, sobald die Fluoreszenzfarbung von einer Licht-
quelle angeregt wird. Dafiir pausiert wihrend jedem Sequenzierungszyklus das Ge-
riat und eine Lichtquelle regt die Fluoreszenzmarkierungen in der Library an. Es
werden vier verschiedene Bilder mit vier verschiedenen Wellenldngen angefertigt,
passend zu den Wellenldngen der vier fluoreszenzmarkierten Basen. Dabei wird die
Stirke des Signals einer bestimmten Wellenldnge genutzt, um die entsprechende

Base zu bestimmen.

Die Sequenzierung erfolgt tiber die klassische Kettenabbruchmethode. Es werden
Polymerase und vier fluoreszenzmarkierte Nukleotide hinzugefiigt. Die 3°-OH-
Gruppen der Nukleotide sind auBBerdem mit einer Schutzgruppe versehen, die dafiir
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 fiir jedes
Cluster die Identitdt 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 Wellenlédngen angefertigt. Die Base wird entsprechend der Wellenlénge des
Fluoreszenzsignals bestimmt. Im néchsten Schritt werden die Fluoreszenzmarkie-
rung und die Schutzgruppe entfernt. An das so entstandene freie 3‘-OH-Ende kann
nun ein neues, fluoreszenzmarkiertes Nukleotid angefiigt 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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C. Sequencing

Sequencing Cycles

Data is exported to an output file l

Digital Image

Cluster 1 > Read 1: GAGT...
Cluster 2 > Read 2: TTGA...
Cluster 3 > Read 3: CTAG...
Cluster 4 > Read 4: ATAC...

Text File

Sequencing reagents, including fluorescently labeled nucleotides, are added

to the flow cell and the first base is incorporated. The flow cell is imaged and the
emission from each cluster is recorded. The emission wavelength and intensity
are used to identify the base. This cycle is repeated “n” times to create a read

length of “n” bases.

Abbildung 14: Illumina NGS: Sequenzierung

Aus der Anleitung zum Next-Generation Sequencing von [llumina Inc. (ILLUMINA INC.,
2017).

Die Sequenzierreihenfolge entspricht einer Paired-End Sequenzierung, bei der die
DNA-Polymerase zunichst die DNA von einer Seite (Read 1) und anschlieend
von der anderen Seite (Read 2) sequenziert. Bei der Sequenzierung des zweiten
Reads werden die neu synthetisierten DNA-Strange 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 doppelstrangiger DNA-Strang erzeugt. Es folgt eine Denaturierung des Doppel-
strangs und der Einzelstrang aus Read 1 wird entfernt. Nun verbleiben die Riick-
wirtsstrange auf der Fliezelle, 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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3.34 Dual Index Read

Das Dual Index Read Verfahren wird bei der Multiplexsequenzierung genutzt und
erlaubt es verschiedene Proben in einem Sequenzierungslauf zu verwenden. Dabei
konnen 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 konnen. 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 Vorwirtsstrangs 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 Riickwértsstrang
gebildet, sequenziert und abgelesen (ILLUMINA INC., 2021b).

34 16S-rRNA-Gensequenzierung

Bei der 16S-rRNA-Gensequenzierung wird das 16S-rRNA-Gen auf der DNA, das
fiir die RNA fiir 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 fiir 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 fiir die taxonomische Zuord-
nung eignen. Damit ist das 16S-rRNA-Gen als molekulares Chronometer geeignet.
Als molekulares Chronometer eignet sich ein Molekiil, das die Messung und Re-
prisentation der Gesamtrate evolutionédrer Verdnderungen einer Abstammungslinie
zuldsst, eine ausreichende phylogenetische Reichweite fiir evolutiondre Verdnde-
rungen anzeigt, sowie eine ausreichende GrofBe hat, um Regionen abzubilden, die

aus evolutiondrer Sicht unabhingig sind (WOESE, 1987).

Bei den meisten Experimenten werden nur einzelne oder kombinierte Regionen se-

quenziert, da die vielgenutzte Illumina MiSeq Plattform eine maximale DNA-



II. Literaturiibersicht 56

GroBe 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 fiihrt im Vergleich zur Sequenzierung des gesamten (full-
length) 16S-rTRNA-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 grofite
Vorteil der full-length 16S-rRNA-Gensequenzierung, die mit der Entwicklung der
Sequenzierung der Drittengeneration moglich wurde, die Linge der DNA-Bruch-
stiicke von bis zu 10.000 Basenpaaren und die Sequenzierung auf einer einzigen
Molekiilebene in kurzer Zeit (ABELLAN-SCHNEYDER et al., 2021). Wie bereits
beschrieben fiihrt dies zu einer besseren Identifikation bakterieller Taxa, nimmt je-
doch auch signifikante Nachteile in Kauf. Zu den Nachteilen dieser Technik z&hlen
die relativ hohe Fehlerrate von bis zu 15 % pro Sequenz, die begrenzte Nutzbarkeit
in Hochdurchsatzverfahren, hohere Gesamtkosten und noch weniger standardisierte

Protokolle und Analysepipelines (ABELLAN-SCHNEYDER et al., 2021).
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Simple Summary: Feed for laboratory mice is available in different physical forms. However, there
is insufficient standardization in nutrient composition and physical forms. Results pertaining to
energy and nutrient digestibility show that differentially processed feed (pelleted vs. extruded) and
even batches from the same provider (pelleted vs. pelleted) differ in starch gelatinization. Here
we show that feed processing impacts the mice’s gastrointestinal microbiome. Reproducibility and
comparability between experiments with differently processed feeds in laboratory mice should not be
taken for granted. Therefore, details on dietary ingredients and feed processing should be specified

in studies that include animal experiments.

Abstract: The composition of the microbiome is subject to the host’s diet. In commercial laboratory
mouse diets, different physical forms of the same diets are available, containing—according to their
labels—identical ingredients and nutrient compositions. However, variations in nutrient composition
and starch gelatinization due to production processes and their impact on digestibility have been
described. In this study, a total of 48 C57BL/]6 mice were assigned to two equal groups and were fed
diets (produced with different processes—extruded vs. pelleted) for eight weeks in two biological
replicates. At the end of the experiment, samples were collected from five different gastrointestinal
regions, including the stomach, small intestine, cecum, large intestine, and an extracorporeal region
(feces), and the microbiome was analyzed with 165 rRNA gene amplicon sequencing. The replicates
in both experiments differed significantly in their relative abundances of Muribaculaceae species.
Furthermore, the gastrointestinal content of pellet-fed mice contained larger numbers of Lactobacillus
species. These results indicate that starch gelatinization and ingredient composition significantly
influence microbial makeup. In conclusion, different feed processing methods may affect fundamental
digestive and metabolic processes, impacting animal experiments and biasing microbiome data.

Keywords: feed processing; starch gelatinization; laboratory mouse; diet; intestinal microbiome

1. Introduction

The intestinal microbiome is defined as the entirety of bacteria, archaea, viruses,
fungi, and protozoa that inhabit the gastrointestinal tract of humans or animals [1]. The

Animals 2021, 11, 862. https:/ /doi.org/10.3390/ani11030862

https:/ /www.mdpi.com/journal/animals



II1. Publikation

59

Animals 2021, 11, 862

20f 17

microbiome is composed of trillions of bacterial cells [2], mostly consisting of facultative
and strictly anaerobic bacteria. The most abundant phyla are Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Verrucomicrobia, and Proteobacteria [3]. In monogastric species, these
microorganisms contribute to the hosts” metabolism by fermentation of prececally indi-
gestible nutrients that reach the large intestine. The main products of fermentation are
short-chain fatty acids (SCFA) [4]. The microbiome aids in host metabolism and takes
part in its physiological processes. During the development of the host, the microbiome is
implicated in the maturation of the immune system [5,6] and the gastrointestinal tract [7,8].
Furthermore, the microbiome protects the host mucosa through opsonization [9,10]. It also
influences the development of extraintestinal organs, e.g., the cardiovascular system [11]
or the nervous system [12,13]. Shifts in the composition of the microbiota may lead to
dysbiosis in the gut, resulting in pathological processes [14] and can lead to gastrointestinal
disorders, such as inflammatory bowel disease [15,16] and malignancies [17,18]. The mi-
crobiome may even affect disease etiology in other organ systems, such as obesity [19,20]
and diabetes [21,22]. Therefore, it is crucial to control and standardize all possible factors
influencing the microbiome.

The microbiome composition can be influenced by various factors, such as feeding,
cage size, enrichment, group size, and feed composition [23]. Mouse feed consists of
different carbohydrates: mono-, di-, tri-, oligo- and polysaccharides. Starch is a plant
polysaccharide composed of two polymers of D-glucose: unbranched amylose and highly
branched amylopectin [24]. Starch serves as a macronutrient in many foods and is the
main glycemic carbohydrate in diet [25,26]. From a nutritional point of view, there are
three fractions of starch: rapidly digestible starch (RDS), slowly digestible starch (SDS),
and resistant starch (RS) [27]. RDS and SDS form when starch is heated with abundant
water. Thereby, the semicrystalline form of starch changes its microstructure during starch
gelatinization [28,29]. In a heating process under controlled moisture conditions, called
extrusion, the gelatinization of starches occurs only partially [30]. The now disoriented
starch structure is more accessible to mammalian digestive enzymes and can thus be
digested in the small intestine [30]. Higher digestibility of gelatinized starch has been
described for cats and horses [31,32], as well as mice [33]. Resistant starch (RS) cannot be
digested enzymatically in the small intestine and undergoes bacterial fermentation in the
large intestine [34]. Various studies have already demonstrated that animals fed with RS
show a change in their microbiome [35-37].

According to current feeding protocols for laboratory mice, a murine diet is available
either in pelleted, extruded, semi-pelleted or powdered form. Often, all these physical
forms are marketed as identical with the same ingredient and nutrient labeling so that
they seem to be exchangeable. Desmarchelier et al. (2013) [38] have described changes
in microbiome [3] and body condition of mice when fed either powdered or pelleted
diet. Rausch et al. (2016) [23] compared factors contributing to the mouse microbiome’s
variation and found that chow provider and chow treatment influence the microbiome
variation. The contributing factors of why different physical forms of mouse laboratory
diets influence the microbiome have not been identified yet. Studies on digestibility and the
composition of nutrients in the feed conducted by Boswald et al. (2021) [33] revealed that
extruded and pelleted diets significantly differed in their degree of starch gelatinization,
which led to differences in digestibility. This study also showed unexpected differences in
diet composition between batches of the same diet form, which also influences digestibility.
We aimed to investigate whether these variations in diets may impact the composition of
the microbiome. In this study, two groups of mice were fed either with a pelleted or an
extruded diet, and the microbial gastrointestinal content in various sampling points was
analyzed applying 165 rRNA gene amplicon sequencing.

2. Materials and Methods

The ethic commission of the veterinary faculty of the LMU Munich (reference number
169-03-05-2019) approved the use of mice in the proposed experiments. Mice were housed
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in a specific pathogen-free facility at the faculty of veterinary medicine at the Institute for
Infectious Medicine and Zoonosis of the LMU Munich.

2.1. Animals and Diets

Forty-eight eight-week-old female C57BL/J6 mice (Envigo, Horst, Netherlands) were
housed in individually ventilated cages (504 cm? space) (Techniplast GmbH, Hohenpeifien-
berg, Germany) in groups of two. The cages contained a bentonite bedding (Silikatstreu,
Tigerino Crystals Katzenstreu, Matina GmbH, Munich, Germany) enriched with a polycar-
bonate mouse shelter (Zoonlab GmbH, Castrop-Rauxel, Germany) and nesting material
(Zoonlab GmbH). The cages were cleaned weekly. Feed and water were provided ad
libitum. Two trials as biological replicates were conducted. All mice underwent a total
experimental period of 56 days consisting of an adaptation to the husbandry facility (day 0
to 20), an adaptation to the individual diet (day 21 to 27), a digestibility trial (day 28 to 47)
followed by a one week break to stabilize the microbiome (day 48 to 55). On day 56, all
mice were sacrificed by cervical dislocation.

Trial 1. Sixteen mice were allocated randomly to two groups. During the adaptation to
the husbandry, all mice were fed the same diet. The diet of both groups was then changed
on day 21. Group E1 (n = 8) was fed an extruded diet. Group P1 (1 = 8) was fed the same
diet from the same manufacturer in a pelleted form. The degree of starch gelatinization in
the diets was 57% in E1 and 17% in P1. All further parameters of the diet can be found in
Boswald et al. (2021) [33].

Trial 2. The second trial served as a replicate of trial 1. Accordingly, 32 mice were
randomly assigned into two groups. New batches of the same diets by the same provider
were used. After adaptation as before, the diets of both groups were changed on day 21.
Group E2 (n = 16) was fed an extruded diet. Group P2 (n = 16) was fed the same diet in a
pelleted form. The degree of starch gelatinization was 70% in E2 and 17% in P2. All further
parameters of the diet can be found in Boswald et al. (2021) [33].

2.2. Post Mortem Sampling

After sacrifice, the mice were weighed and positioned under a laminar flow for
dissection. Samples were collected from the digesta of the fundus, the ileum approximately
1 cm before the cecum, from the cecum at the apex, and the colon approximately 1 cm
after the cecum. The digesta was transferred into a 2.0 mL tube (Eppendorf AG, Hamburg,
Germany) containing 600 pL of stool DNA stabilizer (Invitek Molecular GmbH, Berlin,
Germany). Tubes were then stored immediately at —80 °C.

2.3. Metagenomic DNA Extraction

Metagenomic DNA was extracted according to Reitmeier et al. (2020) [39]. Metage-
nomic DNA was extracted from samples thawed on ice. A total of 600 pL of the sample
was transferred into a 2.0 mL screw-cap tube prefilled with 0.1 mm silica beads (lysing
matrix tubes B, MP Biomedicals GmbH, Eschwege, Germany). Subsequently, 200 uL of
4 M guanidinium thiocyanate (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) and 500 pL of 5%
N-lauroylsarcosine sodium salt (Merck KGaA) were added. In the next step, samples were
heated for 60 min in a shaker (70 °C, 700 rpm). Lysis of microbial cells was achieved using
a FastPrep-24® (MP Biomedicals GmbH) fitted with a CoolPrep adapter (MP Biomedicals
GmbH) filled with dry ice. FastPrep-24® was run on a standard cycle (40 s, 6.5 m/s) three
times in total. Next, 15 mg of polyvinylpyrrolidone (Merck KGaA) was added, and then
the content was mixed. Then, the samples were centrifuged for three min (15,000 g, 4 °C).
The supernatant was transferred into a 2.0 mL tube. RNase A at 10 mg/mL (Thermo Fisher
Scientific Inc., Dreieich, Germany) was added and incubated for 20 min in a shaker (37 °C,
700 rpm). According to the manufacturer’s instructions, DNA purification was achieved
with a NucleoSpin gDNA clean-up kit (Macherey-Nagel GmbH and Co. KG, Diiren,
Germany). Nucleic acid concentrations were then measured using a NanoDrop (Thermo
Fisher Scientific Inc.). If not processed immediately, samples were stored at —20 °C.
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The procedure of amplicon libraries preparation (V3-V4 region) and sequencing were
described in detail previously [39]. Amplicon purification was performed with the AMPure
XP system (Beckmann Coulter, Krefeld, Germany) and sequenced in a paired-end mode
(PE300; only using reads of 275 each) with pooled samples containing 20% (vol:vol) PhiX
standard library in a MiSeq system (Illumina Inc., San Diego, CA, USA) prepared according
to the manufacturer’s instructions.

2.4. Data Processing

165 rRNA gene amplicon data were analyzed as described previously [40], with the
following changes. Raw reads of both experiments were merged using the NGS toolkit
3.3 (https:/ /pypi.org/ project/ngs-toolkit/, accessed on 22 October 2020) and were fur-
ther processed using the “Integrated Microbial Next-generation sequencing” (IMNGS)
pipeline [41] based on UPARSE [42]. Sequences were demultiplexed, trimmed to the first
base with a quality score < 20, and paired. Sequences with <300 and >600 nucleotides
and paired reads with an expected error > 2 were excluded from the analysis. The re-
maining reads were trimmed by fifteen nucleotides on each end to prevent analysis of
the regions with distorted base composition observed at the start of sequences. The
presence of chimeras was tested with UCHIME [43]. Zero-radius operational taxonomic
units (zOTUs) were calculated using UNOISE 2 [44] from the Usearch 11 package [45],
as implemented in IMNGS [41]. zOTUs with a relative abundance >0.25% in at least
one sample were kept for further analysis. Taxonomy was assigned at an 80% confi-
dence level with the RDP classifier [46]. Taxonomy and zOTUs tables were refined using
SILVA [47] and MEGA X [48]. Rhea was used for further analysis in an R programming
environment (R i386 3.6.0, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria), as
described previously [49]. A detailed description of the analysis and the scripts is available
online (https:/ /lagkouvardos.github.io/Rhea//, accessed on 7 May 2019). Prior to nor-
malization, samples of each experiment were assigned to unique zOTU tables to guarantee
comparability within experiments. The zOTU tables of all study groups are provided in
the Supplementary Material (Tables S1-S5). a-diversity was evaluated based on species
richness and Shannon effective diversity [50] as explained in detail in Rhea (see GitHub
link). B-diversity was calculated based on generalized UniFrac distances [51]. p-values
were corrected for multiple comparisons according to the Benjamini-Hochberg method [52].
Only taxa with a prevalence >>20% (proportion of samples positive for the given taxa) in at
least one of the groups and a relative abundance >0.25% were considered for statistical test-
ing. All given results were statistically tested with the Wilcoxon rank-sum test, if not stated
otherwise. Significant zOTUs were then identified by EzBioCloud’s 16 S rRNA gene-based
ID [53]. Data were visualized using either OriginPro, Version 2020 (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, USA) or Illustrator CS6 Version 16.0.0 (Adobe Inc., San José, CA, USA).

3. Results

A total of 8,314,670 sequences were detected within both sequencing runs, with an
average of 23,161 sequences (SD = 8259) per sample. The complete zOTU table contains a
total of 722 zOTUs.

For a-diversity analysis, richness was compared in different gut regions, including
feces and groups of trial 1 (Table 1, Figure 1a) and trial 2 (Table 2, Figure 2a); these tables
also include the sequence read counts of this region and group.
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Table 1. Read count and a-diversity (richness) in trial 1.

Sample E1 P1 p-Value
Stomach content Read count 23,679 19,682
Richness 313.6 264.4 <0.01
Small intestinal content Read count 21,910 19,252
Richness 135.3 134.4 092
Cecal content Read count 22,582 19,614
Richness 333.9 278.6 <0.001
Colon content Read count 21,778 20,216
Richness 288.6 2704 0.98
Feces Read count 20,236 20,883
Richness 3153 284.0 0.43

E1: mice fed with extruded diet in trial 1; P1: mice fed with pelleted diet in trial 1.
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Figure 1. (a) a-diversity shown as richness in different intestinal regions of trial 1. The group fed with extruded feed
is plotted on the left, the pellet-fed group on the right. Stars indicate significance between the respective gut regions of
both groups. (b) p-diversity of trial 1 is shown as a multidimensional-scaling (MDS) plot. The scale indicates the distance
between samples (d = 0.1 marks 10% difference). E = extruded diet, P = pelleted diet, S = stomach, SI = small intestine,
CAE = cecum, COL = colon, FAE = feces. p-value summary: * p < 0.05, *** p < 0.001.

Table 2. Read count and a-diversity (richness) in trial 2.

Sample E2 P2 p-Value

Stomach content Read count 23,127 23,741
Richness 3204 308.1 0.84

Small intestinal content Read count 22,168 21,752
Richness 158.8 146.2 0.36

Cecal content Read count 24,453 24,077
Richness 330.6 342.3 0.41

Colon content Read count 23,262 22,953
Richness 306.0 315.9 0.45

Feces Read count 21,508 24,614
Richness 3223 3025 0.37

E2: mice fed with extruded diet in trial 2; P2: mice fed with pelleted diet in trial 2.
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Figure 2. (a) x-diversity shown as richness in different intestinal regions of trial 2. The group fed with extruded feed is
plotted on the left, the pelleted fed group on the right. (b) p-diversity in trial 2 is shown as an MDS plot. The scale indicates
the distance between samples (d = 0.1 marks 10% difference). E = extruded diet, P = pelleted diet, S = stomach, SI = small
intestine, CAE = cecum, COL = colon, FAE = feces.

3.1. Trial 1

In the stomach, small intestinal and colon content, a common core-microbiome con-
sisting of Muribaculaceae, Lachnospiraceae, and Lactobacillaceae, in the previous order
descending in numbers, could be defined according to the guidelines of Risely et al.
(2019) [54]. The cecal contents” core-microbiome consisted of the same families, but in
the following descending order Lachnospiraceae, Muribaculaceae, and Lactobacillaceae.
However, the feces showed different core-microbiota composed of Porphyromonadaceae,
Lachnospiraceae, and Prevotellaceae. The relative abundance of these three families within
the whole microbiome is displayed in Table 3. The distribution of the families that were
higher than 0.5% in relative abundance for trial 1 is presented in Figure 3. As baseline (0 on
the x-axis), we used zero percent richness of the according families.

Table 3. Relative group strength of core microbiome families in trial 1.

Sample E1 (%) P1 (%)
Stomach content 79.3 83.5
Small intestinal content 78.1 91.9
Cecal content 76.5 80.9
Colon content 73.8 83.5
Feces 79.3 81.1

E1: mice fed with extruded diet in trial 1; P1: mice fed with pelleted diet in trial 1.

The B-diversity in the stomachs’ content did not significantly differ between the
pelleted and the extruded diet (Figure 4a). By comparing taxa, the genera Alloprevotella and
Clostridium cluster XIVa were significantly more abundant in P1 compared to E1. Looking
at molecular species, zZOTU 20 (Alloprevotella sp.), zZOTU 25 (Limosilactobacillus reuteri) and
zOTU73 (Lachnospiraceae) were significantly more abundant in P1. Significantly more
abundant molecular species zZOTU 11 (Muribaculum sp.) and zOTU 36 (Lachnospiraceae)
were detected in E1, the latter being only present in one sample of the pelleted diet but in
six samples of the extruded diet (Figure 4b).
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Figure 3. Population pyramid of abundant families of trial 1 given in relative abundance (percent) (a) stomach; (b) small
intestine; (¢) cecum; (d) colon.

In the small intestines’ digesta, the B-diversity did not significantly differ between the
two groups (Figure 4a). In a serial group comparison of the taxa, the phylum Actinobac-
teria were significantly more abundant in E1. The comparison of the zOTUs displayed a
Muribaculum species (zOTU 11) to be significantly more abundant in E1; however, zOTU
25 (Limosilactobacillus reuteri) was significantly more abundant in P1 (Figure 4b).

The cecal content showed a significant difference in B-diversity between the pelleted
and the extruded diet (Figure 4a). Taxonomically, the genus Clostridium cluster XIVa was
more abundant in P1, whereas the taxon Lachnospiraceae incertae sedis was only detected
in E1, being significant according to Fisher’s exact test. The molecular species zOTU 11
(Muribaculum sp.) was significantly more present in E1. zOTU 36 and zOTU 73 (both
Lachnospiraceae) were detected in higher relative abundances in P1 compared to E1. Even
though zOTU 99 (Lachnospiraceae) was only present in one P1 sample compared to its
presence in six E1 samples, a significant difference was calculated by Fisher’s exact test
(Figure 4b).

In the colons’ digesta, the B-diversity did not significantly differ between the two
groups (Figure 4a). By comparing taxa, the family Oscillospiraceae was significantly more
abundant in E1. At the zOTU level, two molecular species of the family Muribaculaceae
(zOTU 11, zOTU 38) were detected that were significantly more abundant in E1. zOTU 2
(Ligilactobacillus animals) was also significantly more abundant in E1 (Figure 4b).

The fecal samples displayed no significant difference in B-diversity between the two
groups (Figure 4a). Compared taxa also did not show significant differences. When
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comparing zOTUs, two members of the family Muribaculaceae (zOTU 10, zOTU 29) were
significantly more abundant in P1 compared to E1 (Figure 4b).
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Figure 4. (a) Pairwise comparison of p-diversities of trial 1 is shown as MDS plot. Sample origins are indicated by
abbreviations. (b) Altered molecular species in the respective gut region and feces, displayed horizontally for each gut
region and feces according to (a). Stars indicate significance between the respective gut regions of both groups. zOTUs
were identified by EZBiocloud; the sequence length, the closest relative taxon and the sequence identity score of zOTUs are
indicated in the order of appearance. E = extruded diet, P = pelleted diet, S = stomach, SI = small intestine, CAE = cecum,
COL = colon, FAE = feces. p-value summary: * p < 0.05, ** p < 0.01.
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In the stomach and cecum content, significant differences in «-diversity were detected
(Figure 1a). Only minor differences in 3-diversity were identified between the compared
groups, but analysis at the zOTU level revealed some molecular species with significantly
changed abundance. The families Muribaculaceae, Lachnospiraceae, and Lactobacillaceae
seem to be most affected by different physical forms of each diet (Figure 4b).

3.2. Trial 2

A common core-microbiome consisting of Muribaculaceae, Lachnospiraceae, and
Lactobacillaceae in the previous order descending in numbers could be defined in the
stomach, small intestine, and colon content according to the guidelines of Risely et al.
(2019) [54]. In the cecum content, the core-microbiome consisted of the same families
Lachnospiraceae, Muribaculaceae, and Lactobacillaceae, in descending order. However,
for the feces, we detected different core-microbiota composed of Porphyromonadaceae,
Lachnospiraceae, and Prevotellaceae. The relative group strength of the three families on
the whole microbiome is displayed in Table 4. The distribution of the families that were
higher than 0.5% in relative abundance in trial 2 (Figure 5). As baseline (0 on the x-axis),
we used zero percent richness of the according families.

Table 4. Relative group strength of core microbiome families in trial 2.

Sample E2 (%) P2 (%)
Stomach content 82.6 85.2
Small intestinal content 91.5 86.5
Cecal content 78.0 76.8
Colon content 78.7 77.1
Feces 77.8 75.2

E2: mice fed with extruded diet in trial 2; P2: mice fed with pelleted diet in trial 2.

The gastric samples differed significantly in their p-diversity (Figure 6a). The taxo-
nomic comparison revealed the family Rikenellaceae and its subordinate genus Alistipes
to be significantly more abundant in E2 compared to P2; the same was true for the genus
Oscillibacter. In contrast to trial 1, a species of the family Muribaculaceae (zOTU 11) was
more abundant in P2 compared to E2. Other members of this family with a similar distri-
bution were zOTU 15, zOTU 28, and zOTU 80. Two more precisely identifiable species,
Muribaculum gordoncarteri (zOTU 60) and Paramuribaculum intestinale (zOTU 9) were also
significantly more abundant in P2 than E2. However, some species of the family Muribacu-
laceae were still significantly more abundant in E2 (zOTU 5, zOTU 54) (Figure 6b).

Pairwise comparisons of (3-diversity revealed significant differences between the
two groups in small intestinal content (Figure 6a). Taxonomic comparisons showed a
significantly higher relative abundance of the phylum Bacteroidetes in E2. In our data,
this phylum is mostly composed of the family Muribaculaceae. The phylum Firmicutes
was significantly more abundant in P2 compared to E2. However, in this phylum, the
family Lachnospiraceae was significantly higher in E2 compared to P2. By evaluating
molecular species, we found inverted results to trial 1 for zOTU 11 (Muribaculum sp.), as it
was now significantly more abundant in P2. Lining up with the stomach content samples
of trial 2, zOTU 60 (Muribaculum gordoncarteri) was significantly increased in P2. zOTU
121 (Muribaculaceae) was only present in seven samples of P2 but not present in E2; this
finding was significant according to the Fisher’s Exact test. However, more species of the
family Muribaculaceae were significantly more abundant in E2 (zOTU 10, zOTU 27, zOTU
29, zOTU 38, zOTU 40, zOTU 5, and zOTU 54). Of the family Muribaculaceae, the species
Duncaniella dubosii (zOTU 12) was significantly more abundant in E2. The same was true for
another Duncaniella sp. (zOTU 26) and Duncaniella muris (zOTU 8). Concordant with trial 1,
Limosilactobacillus reuteri (zOTU 25), was significantly more abundant in P2 compared to E2
(Figure 6b).
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Figure 5. Population pyramid of abundant families of trial 2 given in relative abundance (percent) (a) stomach; (b) small
intestine; (¢) cecum; (d) colon.

In the digesta of the cecum, the 3-diversity did differ significantly between P2 and E2
(Figure 6a). By comparing taxa, we found that the class Bacilli, with its subordinate taxa
Lactobacillales, Lactobacillaceae, and Lactobacillus, were significantly more abundant in P2
than E2. In an evaluation of molecular species, some species of the family Muribaculaceae
(zOTU 11, zOTU 15, zOTU 28 and, zOTU 80) and Paramuribaculum intestinale (zOTU 9)
were significantly more abundant in P2 compared to E2. Of the same family, zOTU 121
was only present in five samples of P2, but not E2, with a significance according to Fisher’s
Exact test. Only zOTU 5 (Muribaculaceae) was significantly stronger in E2; this finding was
according to the samples of the stomach and small intestine content of trial 2. In line with
the small intestinal content, Duncaniella dubosii (zOTU 12) was significantly more abundant
in E2 than P2. Ligilactobacillus animalis (zOTU2) had a significantly stronger abundance in
P2 compared to E2 (Figure 6b).

Pairwise 3-diversity did not significantly differ between P2 and E2 for the colon
content (Figure 6b). Serial group comparison of this region’s taxa showed no significant
differences. Looking at molecular species, some members of the family Muribaculaceae
(zOTU 40, zOTU 5, and zOTU 54) and Duncaniella dubosii (zZOTU 12) were significantly more
abundant in E2 than P2; in contrast, zZOTU 11 and zOTU 15 (both family Muribaculaceae)
and Paramuribaculum intestinale (zOTU 9) were significantly higher in P2. Ligilactobacillus
animalis (zOTU2) had a significantly stronger abundance in P2, in concordance with trial 1
(Figure 6b).
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ZOTU121: (4200p, Muribaculaceas, 99, 8%)
20TU25: (426bp, Limosilactobacillus reuten, 99.5%)
d=00§ 2OTU26: (4200p, Duncanielia sp., 99.3%)
Yvaiue 0.008) ZOTU27: (421bp, Muribaculaceas, 99 8%)

2OTU29: (420bp, Muribaculaceae, 99.5%)

- w 20TU38: (421bp, Muribaculaceae, 99.1%)
.
Y

20TU4D: (420bp, Munbaculaceae, 99 8%)
FAE-E f e

wlﬂ“
relative abundance (%)

5

ZOTUB:  (420bp, Duncanielia muns, 99 5%)
ZOTU100: (401bp, Lachnospiraceas, 99.5%)
20TU146: (402bp, Rosebuna sp., 99 8%)
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2OTU191: (401bp, Vampirovibno class, 99 0%)
ZOTU39: (421bp, Muribaculaceas, 99 B%)

.
relative abundance (%)
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Figure 6. (a) Pairwise comparison of -diversities of trial 2 shown as the multidimensional-scaling plot. Sample origins
are indicated by abbreviations. (b) Altered molecular species for the respective sample origin, classification and coloring
of groups according to (a). Stars indicate significance between the respective gut regions of both groups. zOTUs were
identified by EZBiocloud; the sequence length, the closest relative taxon and the sequence identity score of zOTUs are
indicated in the order of appearance. E = extruded diet, P = pelleted diet, S = stomach, SI = small intestine, CAE = cecum,
COL = colon, FAE = feces. p-value summary: * p < 0.05, * p < 0.01, *** p < 0.001, *** p < 0.0001.

In the fecal samples of trial 2, B-diversity significantly differed between the pelleted
and extruded diet (Figure 6b). By comparing taxa, Firmicutes were found to be significantly
stronger in E2 than P2. Of this phylum, the class of Clostridia, with its subordinate taxa
Lachnospiraceae and Clostridium cluster XIVa, all were significantly more abundant in
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E2. In a comparison of the zZOTUs, some species of the family Muribaculaceae (zOTU 11,
zOTU 15, zOTU 28, zOTU 39, and zOTU 80) were significantly stronger in P2 than in E2.
However, zOTU 5 and zOTU 54, which are other species of the family Muribaculaceae,
were found to be significantly more abundant in E2 than P2. Of the same family, zOTU 26,
a Duncaniella species, was significantly higher in P2 in contrast to the samples of the small
intestine of trial 2 (Figure 6b).

Within the second trial, p-diversity differed significantly in almost all gut regions
between P2 and E2 but not in the colon (Figure 6a). Interestingly, these differences were
not noticeable by just looking at the a-diversity (i.e., richness; Figure 2a). Throughout
all observed regions, the family Muribaculaceae seems to be most affected by different
physical forms of feed. However, alterations of Muribaculaceae were detected mostly for
either P2 or E2, underlining the importance and dominance of this bacterial family in the
mouse gut (Figure 6b).

4, Discussion

Intestinal content samples (stomach, small intestine, cecum, colon) were collected
according to a standardized protocol and displayed consistent results for read counts,
normalization and «-diversity (Tables 1 and 2). In the case of feces, an extracorporeal
material, standardization in terms of short, fixed time intervals were not feasible, as they
were not removed from the cages immediately after deposition, and environmental factors
may have led to further fermentation and reorganization of the microbiome. Therefore,
we have not included the feces in all figures and have not considered the feces for further
discussion. This observation underlines the importance of standardized sampling protocols
and the necessity of fresh feces to obtain valid microbiome data.

Boswald et al. (2021) [33] had described a difference in composition and starch
gelatinization for the diets used in this experiment and the feed’s impact on digestibility.
Due to the higher degree of starch gelatinization in the extruded diet of trial 1, digestibility
of energy and the carbohydrate and fiber fraction was higher in E1 than P1. Diet P2 was a
new batch of the diet P1 by the same manufacturer purchased in a 6 month interval. P2
had a much higher starch content and a lower total dietary fiber content than the other
three diets. Fiber is the major limiting factor of digestibility in mammalian species. This
unexpected but seemingly normal difference in feed composition for different batches
resulted in a better digestibility of diet P2 compared to E2 [33].

It is not surprising that these considerable changes in nutrient composition and
digestibility affect the microbiome. Therefore, a reproduction of the results of Trail 1 in trial
2 was not possible; changes in the microbiome even between batches of the same diet (P1
vs. P2; Figures 4b and 6b) were observed.

The microbiome in trial 1 showed a stronger relative abundance of several members
of the family Muribaculaceae in E1 than P1. Limosilactobacillus reuteri was more abundant
in P1 than E1 (Figure 4b).

Trial 2 displayed similar results for Limosilactobacillus reuteri with a higher relative
abundance in the small intestinal content of P2 in comparison to E2. However, the Murib-
aculaceae family members that were more abundant in trial 1/E1 compared to P1 now
showed a significantly higher abundance in P2 compared to E2. Other species of this family,
mostly Duncaniella, were more abundant in E2 than P2 but have not been significantly
altered in trial 1 at all (Figures 4b and 6b).

The effect of diet composition and different physical forms of the feed on the micro-
biome of mice have been described for caecal content samples in a few studies before [23,38].
Desmarchelier et al. (2013) [38] have described a difference in body weight development
when feeding either a pelleted or a powdered diet. Clavel et al. (2014) [3,38] described,
based on similar experiments, a pelleted diet to cause an increase in Firmicutes due to more
abundant Lachnospiraceae and Ruminococcaceae, and a decrease in Verrucomicrobiaceae
due to lower numbers of Akkermansiaceae, compared to powdered diet. The latter authors
speculate that differences in feed intake, as well as the shift in the intestinal microbiome,
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may be associated with differences in the hosts’ weight gain. In the present study, the cecal
content of group P1 showed higher numbers of Lachnospiraceae and fewer numbers of
Akkermansiaceae compared to El, verifying the difference in microbiota when different
diets forms are consumed. The degree of starch gelatinization seems to be the major deter-
minant for the abundance of Lachnospiraceae and Akkermansiaceae in this case, as the
diets E1 and P1 were nutrient-matched in all other aspects (Figure 3c).

Another recently published work from Do et al. (2020) [55] described the effect of a
wheat starch diet (WD) in comparison to a gelatinized wheat starch diet (GWD) on the
fecal microbiome of mice. They found that the WD diet led to an increase in Lactobacillus,
Desulfovibrio and Faecalibaculum and a decrease in the numbers of Muribaculum and Alistipes.
The supply with a GWD diet caused reversed results, displaying an increase in numbers of
Muribaculum and a decrease in Lactobacillus and Desulfovibrio.

For the microbiota, we discovered in the colon content of the mice similar results
as described by Do et al. (2020) [55], e.g., an increase in Muribaculaceae and a decrease
in Lactobacillus in the gelatinized diet (E2) and decreased numbers for Muribaculaceae
and increased numbers for Lactobacillus in P2, the diet with highest total starch content
(Figure 5d). Other sampling regions in our experiment did not concord with the previous
findings. As Do et al. (2020) [55] were using fecal samples for their study, the findings seem
to be comparable to those found in the colons content and feces only. However, Do et al.
(2020) [55] did not provide data on the degree of starch gelatinization or dietary fiber in
their diets, which makes a comparison with the data presented here difficult.

Muribaculum and Duncaniella are genera that have been described not long ago [56,57].
Their metabolism is not well characterized, and it is not completely understood how mem-
bers of these genera may influence the host. Lagkouvardos et al. (2019) [57] described
that members of the 524-7 family, now designated Muribaculaceae, have the potential
to degrade complex carbohydrates, including host glycans, x-glucans or plant polysac-
charides. Besides the carbohydrate metabolic pathway, described metabolic products for
this family are vitamin B7 and the amino acid ornithine. Particularly in trial 2, different
members of the family Muribaculaceae were found to significantly differ between the
pelleted and extruded feed groups, with E2 having more overall counts in the small in-
testinal and colon content. Several Duncaniella species (zOTU 8, zOTU 12, and zOTU 26)
were found to be significantly more abundant in the extruded-diet group in trial 2 than in
P2. Duncaniella muris (zOTU 8 with 99.5% similarity) is described to digest complex plant
polysaccharides like hemicelluloses and pectins [57]. zZOTU 12 was identified with 99.8%
similarity as Duncaniella dubosii [58] and could be linked to the Candidatus Homeotherma-
ceae strain H5 [59], which is part of the plant polysaccharide guild as well [57]. zOTU 26
has a 99.3% similarity to isolate-110 (HZI) [57] and is described as belonging to the plant
polysaccharide guild. This is also true for another species of the family Muribaculaceae,
zOTU 29, which has a 99.5% similarity to isolate-036 (Harlan) [57]. For other species (i.e.,
zOTUs) of our study, an assignment to the species of the study of Lagkouvardos et al.
(2019) [57] was not possible.

As Boswald et al. (2021) [33] described, the degree of starch gelatinization is higher in
extruded than pelleted diets, resulting in a higher digestibility of similar starch content.
Non-gelatinized starch is hardly digestible in the prececal gut so that in mice fed with pel-
lets, a higher percentage of undigested starch is available for microbial fermentation in the
large intestine than in mice fed an extruded diet with a similar starch content. Diet E2 con-
tained markedly more total dietary fiber than diet P2, which may be associated with the in-
crease of fiber-fermenting Duncaniella in this group. However, Paramuribaculum intestinale
(zOTU9), found to be more abundant in P2, is described to ferment host glycans [57]. The di-
gestion of host glycans like mucus has already been described for other Bacteroides spp. [60].
It is not clear to us why Paramuribaculum intestinale is more abundant in the pelleted group
of trial 2. A possible reason might be that due to the high digestibility of diet P2 and
its low fiber content, less indigestible nutrients are available to the microbiome in the
large intestine and thus, species that can ferment host glycans outcompete others. The
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digestion of intestinal mucus glycans may lead to an erosion of the intestinal mucus barrier.
Interestingly, the lack of dietary fiber combined with host glycan degrading bacteria as
Paramuribaculum intestinale can lead to greater epithelial access for pathogenic bacteria as
Citrobacter rodentium [61].

With regard to the influence of Muribaculaceae on the host, a decrease in the popula-
tion strength of Muribaculum has been linked to high-fat diets [62] and resistance to obesity
in mice [63]. In trial 2, E2 induced a higher relative number of Muribaculaceae in the small
intestine, caecum and colon content in comparison to P2. The mice in group P2 showed a
significantly higher body fat content and significantly lower body weights than E2 mice
(“skinny-fat” phenotype) [33]. This may be linked to an impact of the larger numbers of
Muribaculaceae in E2. However, as the exact metabolism of our Muribaculaceae species is a
matter of speculation, further research is needed before a definite interpretation is possible.

In addition to changes in the family Muribaculaceae, other species with changed
abundance in either experiment, depending on the gastrointestinal region sampled, were
identified. One of these species found to be increased in both experiments in the pelleted
diet is Limosilactobacillus reuteri JCM 1112 (zOTU 25). As an obligate heterofermentative
species, Limosilactobacillus reuteri JCM 1112 metabolizes glucose primarily through the
pentose phosphate pathway resulting in carbon dioxide, acetate, ethanol, and lactate.
Another enzyme described for this species is the phosphoenolpyruvate:carbohydrate
phosphotransferase system (PTS) subunit IIC for cellobiose and galactitol. It is also able to
synthesize vitamin B12 since it possesses cbi, cobi, and hem gene sets [64]. Taken together,
Limosilactobacillus reuteri could be cross-feeding from other bacteria fermenting starch.

As proposed in other studies [3,23,55] and now verified in this work for pelleted vs. ex-
truded diet of the same ingredients, differences in the processing of commercial laboratory
mouse diets led to significant changes in the gastrointestinal microbiome. Unexpectedly,
there was even a difference in nutrients content between two batches of diet by the same
manufacturer (P1 vs. P2) [33], leading to an increase in the abundance of Muribaculaceae
in P2 that has not been observed in P1. Commercial diets for laboratory animals are
available in different physical forms and yet marketed as identical products. Due to the
variation in feed compositions, obtaining reproducible results between subsequent animal
trials was not possible, even when the experiments were conducted in the same research
facility and with identical staff as in our project. These changes were surprising since we
purchased seemingly identical diets by the same manufacturer only six months after the
first trial. Nevertheless, standardization of feedstuff is of utmost importance. The observed
effects of a changed microbiome due to different feed forms (e.g., powdered compared to
pelleted, extruded and semi-pellet), as in our experiment, have repercussions on mouse
experiments published and those to come. Speculating, also the specific preparation of
food could possibly impact the human microbiome, an effect which may be considered as
a confounder.

5. Conclusions

The results of our study show that the processing of laboratory mouse diets signif-
icantly influences the development of the microbiome in the animals’ gut. Therefore,
researchers should always bear in mind that commercial diets of different batches and
preparations will influence the mouse microbiome. Thus, metabolic changes due to this
influence need to be taken into account. At this moment, biological reproducibility and
a comparison between mouse experiments regarding the microbiome are not given, and
future research will be helpful here. Manufacturers should provide more data on the diets”
characteristics. Further, details on the animals” diets should be given in publications on
animal experiments.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/2076-261
5/11/3/862/s1, Table S1: OTU table stomach, Table S2: OTU table small intestine, Table S3: OTU
table cecum, Table S4: OTU table colon, Table S5: OTU Table feces.
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Simple Summary: The processing of feed items has an impact on their nutritive properties, e.g.,
differences in the degree of starch gelatinization between pelleted and extruded diets are apparent. In
many species, including humans, it is known that this influences the digestion process on enzymatic
and microbial levels, and thus the animals ~ ability to utilize the diet. Laboratory animal diets are often
marketed as identical products, e.g., a standard maintenance diet, which can be purchased in pelleted
or extruded form. The hypothesis that there are differences in energy and nutrient digestibility among
such products, even though they are claimed to be the same diet, was investigated. The results of the
digestibility trials confirm the hypothesis. Additionally, they show that even among batches of the
same laboratory rodent diet in the same form, standardization is not always achieved.

Abstract: Starch gelatinization is a major determinant of carbohydrate digestibility and varies with
diet processing. Laboratory rodent diets are often marketed as identical, but are sold in different
forms, regardless of the markedly higher starch gelatinization in extruded than in pelleted diets.
Our hypothesis was that this would impact energy and nutrient digestibility in mice fed pellets
or extrudate, respectively. Trial 1 showed that feeding C57BL/6 mice a standard maintenance
diet in extruded form results in a significantly higher digestibility of organic matter, energy, and
carbohydrates than the identical diet in pelleted form. The replication of the experiment, however,
revealed a variation between batches of the same pelleted diet regarding starch and total dietary
fiber contents. Given the significant differences in diet digestibility and the potential impacts of
digestibility on nutrient utilization, the intestinal microbiome, and intermediary metabolism, trials
performed with differently processed diets are not comparable. This might partly explain failures to
reproduce results, especially in gastrointestinal or microbiome research. Considering this impact on
experimental animals, the degree of starch gelatinization should be declared in the diet information
for laboratory animal diets. The differences between batches of laboratory animal diets as observed
in the pellets are not acceptable.

Keywords: standardization; carbohydrate digestibility; feed processing; starch gelatinization; gut

1. Introduction

Laboratory animal diets are available in different forms, e.g., pelleted, extruded, and
paste-like forms, or in the form of a meal or powder. Each form has its own benefits and
disadvantages, however pellets are used most often. Pelleted and powdered variations
of the same diet resulted in significant differences in growth and body composition in
C57BL/6 mice [1]. Levy et al. [2] investigated the effects of pelleted vs. extruded diets
in two strains of laboratory mice. They found significant effects of the diet form and
strain of mice on feed disappearance, mass of excreta, and cage soilage. In terms of

Animals 2021, 11, 523. https:/ /doi.org/10.3390/ani11020523
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animal nutrition, the relation between feed intake and fecal mass can give a rough estimate
of feed utilization. Taking into account the differences in the processing techniques for
pelleting and extrusion, the properties of dietary carbohydrates, i.e., starch, may explain
some of the effects described by Levy et al. [2]. Starch is the main carbohydrate source in
typical laboratory mouse diets; its properties are highly variable depending on source and
processing type and impact the nutritive effects [3].

When treated with heat and moisture, starch will gelatinize [4]. The starch granules
from plant materials are destroyed to a certain degree and the altered starch molecules
become partly soluble, and thus more degradable, primarily by amylase, in the gastroin-
testinal tract. This can be quantified by the degree of starch gelatinization and varies with
the type of processing a diet is subjected to. Extrusion uses the combination of shearing
forces, heat, moisture, and pressure to partly destroy the granules [5]. Pelleting is a low-
moisture, thermo-mechanical method of processing [6] that does not generate as much
shear forces or heat as extrusion does [7].

In farm animal nutrition, the total starch content and degree of starch gelatinization
are important parameters in assessing the effect on animal performance [4]. Previous obser-
vations have shown that the degree of starch gelatinization varies between the differently
processed types of supposedly identical laboratory animal maintenance diets, i.e., pellets
vs. extrudate [8].

Gelatinized starch can be digested more easily via the pancreatic amylase and disac-
charidases in the small intestine of monogastric mammals, resulting in the absorption of
glucose. Starch escaping digestion in the small intestine passes on into the large intestine,
where it may be used as a substrate for microbial fermentation or is excreted via feces. The
metabolites of microbial fermentation, volatile fatty acids (VFAs) and lactate, contribute
to enterocyte nutrition, and if absorbed, to the host organism “s energy supply [9,10]. A
decrease in chyme pH indicates increased VFA synthesis, and therefore microbial fermen-
tation due to higher availability of the substrate in various species [11-15]. However,
glucose absorption from dietary starch is much higher in case of small intestinal enzymatic
digestion, while in large intestinal fermentation more VFAs are absorbed.

In laboratory animal nutrition, maintenance diets are often marketed as pelleted and
extruded products with identical product information. Even though it is known that
the characterization of starch, especially in cereal-based products such as rodent diets, is
important [16], labeled information on the degree of starch gelatinization is often lacking.
A previous pilot study has shown that starch gelatinization differs significantly between
such product pairs [8].

The aim of the present study was to show the impact of processing, i.e., pelleting vs.
extrusion, on the growth and energy and nutrient digestibility of laboratory mice. Our
hypothesis was that the higher degree of starch gelatinization in the extruded diet would
lead to an overall higher energy digestibility as compared to apelleted diet.

2. Animals, Materials and Methods
2.1. Animals and Diets

Fifty-four young adult mice (C57BL/ 6 strain, female, purchased from envigo RMS B.
V., Horst, Netherlands, at the age of 8 weeks) were used. They were housed in groups of
2-3 on silicate bedding (Tigerino Crystals, Matina GmbH, Munich, Germany) in isocages
(Techniplast, Buguggiate, Italy) in a specific pathogen-free (SPF) facility. The mice were
allocated to the experimental groups P (pelleted diet) and E (extruded diet) after a three-
week adaptation period to the housing system. During the feeding trial, the mice were
fed a commercial maintenance diet that is available either in pelleted (P) or extruded (E)
form. Trials 1 and 2 were conducted following the same setup, but in two successive runs
with different batches of the same diets to serve as a biological replication. The diets are
described by the manufacturer to be based on soy and cereals (wheat, corn). Details of all
diets are summarized in Table 1.
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Table 1. Energy and nutrient contents and degrees of starch gelatinization for the diets used in both trials 1 and 2 in the
pelleted (P) and extruded (E) diets.

Diet Parameter Labeled Content P1 el 1. E1l P2 THal2 E2

Gross energy (M]/kg) - 17.23 17.56 16.6 17.3

Dry matter (%) 88.8 89.8 89.8 89.5 88.5

Crude protein (%) 20.6 234* 195 18.7 225
Crude fat (%) 4.1 3.6 43 2.h% 5%

Crude ash (%) 59 5.8 5.6 48 6.1

Crude fiber (%) 6.1 6.1 B2 b2 5.8
Nitrogen-free extracts (%, calculated) 55.0 50.9 522 58.3 49.0
Starch (%) - 27 27 43 28

Starch gelatinization (%)

- before autoclaving B 22 64 22 50
- after autoclaving 15 57 17 70
Total dietary fiber (%) - 278 245 15.9 233

Soluble dietary fiber (%) - 34 40 20 39
Insoluble dietary fiber (%) - 244 20.5 13.9 19.4

Sugars (%) = 6.2 6.1 16 6.5

*Values marked with an asterisk (*) deviate from the labeled value more than the legal tolerance stated in Regulation (EC) No. 767 /2009,
amended by Regulation (EC) 939/2010. The allowed tolerance for crude protein is +12.5% for a labeled content between 8 and 24%, and
+1% for crude fat with a labeled content <8%.

Trial 1: Groups P and E consisted of 11 mice each. The P diet contained 27% starch,
with a starch gelatinization degree of 22% (15% after autoclaving into the SPF facility). Diet E
had the same starch content but higher degrees of starch gelatinization (64% before and 57%
after autoclaving). Each group was distributed into five cages (4 x 2 mice and 1 x 3 mice
per cage).

Trial 2: Groups P and E consisted of 16 mice each (pair-housed in 8 cages per group).
New batches of the same P and E diets as in trial 1 were purchased for trial 2 from the same
manufacturer. Diet P’ had a starch content of 43%, with starch gelatinization degrees of
22% before and 17% after autoclaving. The starch content of diet E was 28%, with starch
gelatinization degrees of 50% before and 70% after autoclaving.

2.2. Digestibility Trial

Body weight (BW) was recorded weekly. Daily feed intake per cage was documented
by weighing the amount of diet offered and weighing the refusals after 24 h. After the first
27 days of the experiment, a balance trial with complete fecal collection was conducted
for 14 days in trial 1. The results from this trial showed that a longer collection period is
advisable to obtain sufficient fecal mass, so in trial 2 the collection period lasted 17 days.
Feces were lyophilized, ground, and analyzed with standard methods (bomb calorimetry,
Weende analysis) [17] to assess the following nutrients: dry matter (DM), gross energy (GE),
crude protein (CP), crude ash (CA), HCl-insoluble ash, and ether extracts (EEThe diets were
analyzed for DM, GE, CP, CA, HCl insoluble ash and EE contents using the same methods.
The dietary starch content and gelatinization degree were analyzed following standard
methods (VD LUFA III 7.2.6), while fecal starch content was determined using an enzymatic
kit (Cat.-No. 10 207 748 035, Boehringer Mannheim, R-Biopharm, Darmstadt, Germany).

The apparent digestibility (aD) of GE, DM, and the nutrients was calculated as follows:

aD(nutrient) = (nutrient intake - fecal nutrient excretion) /nutrient intake * 100 (1)
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By subtraction of CA from DM, the organic matter (OM), and in turn aD(OM), could
be calculated. The dietary and fecal contents of the carbohydrate and fiber fraction (CH + F)
were calculated by subtracting CP, CA, and CE from DM.

2.3. Organic Acids

Additional fecal samples were used for analysis of short-chain fatty acids and lactate.
The samples were diluted 1:1 in distilled water and centrifuged (5000 g for 5 min). The
supernatant was removed and laced with an internal standard and oxalic acid (2%), then
centrifuged for 17 min (13,000 x g). Gas chromatography was performed (Shimadzu GC
2010, Flame Ionization Detector, SGE BP21 capillary column). Concentrations in mmol/L
were calculated according to a 6-point calibration procedure.

2.4. Post-Mortem Sampling

After 56 days on the respective diets, the mice were killed via cervical dislocation.
The gastrointestinal tract (GIT) was removed (stomach and intestines) and weighed. In
trial 2, the liver was also removed, weighed, and frozen (—18°C) for further analysis. The
lyophilized livers of each pair of mice sharing a cage were ground and pooled for bomb
calorimetry (GE determination, n = 8 per group). Chyme from the stomach, anterior and
posterior small intestinal sites, cecum, and colon, as well as feces, was sampled, diluted
with distilled water (1:5), and pH was measured (Inolab WTW pH Meter, Xylem Analytics
Germany GmbH, Weilheim, Germany).

2.5. Statistics

The statistical analyses were conducted using SigmaPlot (Systat Software, San Jose,
CA, USA). Comparisons between two diet groups from one trial were performed using
a Student’s t-test (significance level set to p = 0.05). Calculations and statistics were
conducted with data from individual animals, not cage units (1 = 11 and n = 16 per group
in trials 1 and 2, respectively).

3. Results
3.1. Diets

The analyzed nutrient content did not completely match the labeled values. In four
cases, the analyzed values lay outside the legal tolerance given in Regulation (EC) 767 /2009,
amended by Regulation (EC) 939/2010 (see Table 1). The nutrient contents also differed
markedly between P1 and P2 and El and E2, respectively.

Between the four diets used in the trials, there were differences in the degree of
starch gelatinization. As expected based on the processing method, the extruded diets
had a much higher degree of starch gelatinization than the pelleted diets. The degree of
starch gelatinization was similar for P1 and P2, however the total starch contents differed
considerably between these diets (27 vs. 43%, respectively, as fed), resulting in a difference
in total intake of gelatinized starch in P1 vs. P2. Correspondingly, P2 had less total dietary
fiber than the other diets.

3.2. Trial 1

The initial BW did not differ significantly between groups P1 (19.36 + 1.34 g) and E1
(19.69 £ 1.43 g; p = 0.61). BW increased in both groups during the trial, with higher BW in
group E1 (Figure 1), however the difference in BW was not significant.
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Figure 1. Body weight development of the mice in trial 1. Mice fed diet E1 show higher gains.

Mice maintained on diet E1 showed significantly higher apparent digestibility coeffi-
cients of GE, OM, and the CH+F (carbohydrate + fiber) fraction than group P1 (p <0.001;
Table 2). There were no significant differences in the digestibility of CP and EE between P'1
and E1 (p = 0.31 and 0.09, respectively).

Table 2. Apparent digestibility of gross energy and nutrients (mean + SD (%)) in the pelleted (P) and
extruded (E) diets from trials 1 and 2.

Trial 1 Trial 2
aD [%] Diet P1 Diet E1 Diet P2 Diet E2
n=11 n=11 B n=16 n=16 L
GE 748+ 05 809 +0.6 <0.001 844+03 81.9+06 <0.001
DM 708+ 08 772407 <0.001 813+£02 77.6+08 <0.001
oM 737+ 06 803 +05 <0.001 847+02 808+07 <0.001
cp 822+05 817409 031 838+03 851+04 <0.001
EE 912+07 920405 0.09 929+14 934+10 0.71
CH+F 692+07 791404 <0.001 851+17 817+45 <0.05

aD = apparent digestibility, GE = gross energy, DM = dry matter, OM = organic matter, CP = crude protein,
EE = ether extracts, CH+F = carbohydrate + fiber.

The pH levels of the colon chyme samples differed significantly between the groups
(P1: 6.9 + 0.3, E1: 7.2 &+ 0.1, p < 0.05), but in the other sampling sites there were no
significant differences (Table 3).

Table 3. Gastrointestinal and fecal pH values in trials 1 and 2 (mean + SD).

Trial 1 Trial 2
Sample Diet P1 Diet E1 Diet P2 Diet E2
n=11 n=11 P n=16 n=16 P
stomach 39+05 37 = 0.7 0.46 39+09 3.6+05 0.33

anterior small intestine 6.7+ 03 6.6 +03 0.54 6.7 £ 0.5 6.7 +03 0.76
posterior small intestine 7.0+ 04 7.0+03 0.70 73+03 72402 0.11
cecum 65+ 1.1 69 +04 0.24 72+03 71+£02 0.16
colon 69+03 72401 <005 76403 75403 0.14
faeces 76+£0.1 74+01 <005 79+02 7704 0.33
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There was a trend of higher fecal acetic acid levels in P1 as compared to E1 (p = 0.09;
Table 4). The ratio of acetic acid to propionic acid was markedly higher in P1 than E1
(7.15/1 vs. 5.92/1).

Table 4. Fecal concentrations of organic acids (mean £ SD (mmol/L)) and the ratios of fecal acetic
acid to propionic acid for both trials.

Trial 1 Trial 2
mmol/L Diet P1 Diet E1 Diet P2 Diet E2
n=11 n=11 # n=16 n=16 P
acetic acid 8.37 £1.52 6.95 + 1.61 0.09 6.44 + 1.16 6.73 £ 097 0.60
propionic acid 1.16 £0.15 1.17 £0.15 0.92 1.19 £ 0.17 125+ 0.18 0.47
n-butyric acid 1.18 £ 0.21 1.09 £ 0.02 0.57 0.47 + 0.08 0.55 + 0.08 0.06
acetic acid/prupionic acid 71541 5.92/1 541/1 5.38/1

3.3. Trial 2

The initial BW did not differ between groups P2 and E2 (p = 0.53). At the end of the
trial, animals in group E2 were significantly heavier (mean 21.3 + 1.0 g vs. 205+ 1.1g,
p < 0.05, Figure 2). Feed intakes were significantly higher in group E2 (4.31 & 0.21 g/mouse/
day) than in group P2 (3.62 = 0.33 g/mouse/day; p < 0.001).

22

body weight (g)
e — n n
=] [(=] o -

-
~

16

1 2 3 4week5 6 7 8

Figure 2. Bodyweight (BW) development in trial 2. The final BW (week 8) was significantly higher in
group E2 (p < 0.05).

Digestibility of GE, DM, and OM was significantly higher in diet P2 as compared to
diet E2 (p < 0001; Table 2). For CP, digestibility was significantly higher in E2 (p < 0.001).
The carbohydrate and fiber fraction showed significantly higher digestibility in P2 than E2
(p < 0.05). It has to be noted that group E2 showed highly similar digestibility coefficients
as E1.

There were no significant differences between the pH levels of the intestinal and fecal
samples in trial 2 (Table 3).

The fecal concentrations of propionic and n-butyric acid were higher in group E2 than
P2 (trend for statistical significance in n-butyric acid, p = 0.0569; Table 4). The ratios of
acetic acid to propionic acid were similar between both diets from trial 2 and also compared
to diet E1, but differed markedly from the same ratio in group P1.

In trial 2, post-mortem parameters were obtained. BW did not correlate with body fat
content; P2 mice had a significantly higher carcass fat content (p < 0.05; Table 5).
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Table 5. Results of the carcass analysis from trial 2 (mean + SD (g)). BW = body weight; GIT = gas-
trointestinal tract.

Diet P2 Diet E2

Parameter N w=ile r
Gross energy (M]/kg DM) 251+19 23.7+12 <0.05
Crude protein (% DM) 46.1 £ 7.3 519 +4.7 <0.05
Fat (% DM) 35.4 4+ 9.6 284 +59 <0.05
Ash (% DM) 109+ 1.6 121 +1.3 <0.05
Liver energy content (M]/kg) 71+03 69+02 0.26
Liver weight in % final BW 47 £ 0.6 52403 <0.01
GIT weight in % final BW 131416 13.8 £ 3.1 <0.05

Group E2 mice had significantly higher absolute and relative liver weights (p < 0.05;
Table 5). Correspondingly, the liver GE content was also significantly higher in group E2
(p < 0.05). The weight of the GIT was significantly higher in E2 than P2 (p < 0.05).

4, Discussion

There were deviations in analyzed and labeled nutrient contents that exceeded the
legal tolerances (see Table 1) and also marked differences between the batches (P1 vs. P2
and E1 vs. E2). The extruded diets were more similar across batches than the pelleted diets,
with P2 differing most from all other diets in starch content. Nutrient levels in natural feed
ingredients may differ, so some degree of variance may occur. Analysis of new batches of
ingredients before use and consequent re-evaluation of diet formulation is necessary to
provide constant nutrient levels in commercial diets. Legal tolerances are not necessarily
nutritional tolerances, meaning that they take into account the accuracy of production and
analysis, while a greater deviation does not always result in harmful effects for the animal.
However, deviations from the labeled nutrient contents are misleading for the researchers
using the diet. In laboratory animal diets, standardization is of the utmost importance. The
variation of nutrient contents between batches of the same diet (i.e., P1 vs. P2 and E1 vs.
E2) does not allow for reproducible experiments on one and the same diet when different
batches have to be used.

The content of nitrogen-free extracts alone may be misleading when there is no
information on starch and non-starch polysaccharide (NSP) contents. In the diets used
in this study, diet P2 had a much lower content of total dietary fiber and contained more
starch. The digestibility levels of P2 and E2 did not differ as much as P1 and E1, because
the higher total dietary fiber content in E2 most likely counterbalanced the lower starch
digestibility in P2. The lower ratio of digestible protein to digestible energy (1.12/1 vs.
1.35/1, respectively) in P2 than E2 explains the higher body fat content of the experimental
mice in this study. The combination of the significantly higher body fat content and
significantly lower final BW is indicative of marginal protein supply.

In the present study, the numbers of animals per group were relatively small. For
digestibility trials, the number of 6 animals per group is accepted as sufficient [18]. Pair-
housing is recommended where possible to minimize stress in social species [19,20], such as
the mouse. Considering the 3R principles of reduction, refinement and replacement [20], it
is ethically advisable not to use an unnecessarily high number of animals in an experiment.
The digestibility data from this trial along with the extremely low standard deviation (see
Table 2) proves that the number of animals used is valid for the target parameters.

As expected, the digestibility of energy in trial 1 and the carbohydrate plus fiber
fraction were significantly higher in the extruded diet (E1) compared to the pelleted diet
(P1). It can be assumed that lower pre-cecal starch digestibility in P1-fed mice led to higher
influx of starch in the large intestine, resulting in higher microbial fermentation in that
intestinal site. The significantly lower pH values in the colonic chyme of P1-fed animals
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and the higher ratio of acetic to propionic acid, which indicate microbial fermentative
activity, support that assumption [15,21].

The digestibility of diet E2 was highly similar to E1. However, the digestibility levels
for P1 and P2 differed markedly, with P2 being better digestible. This can be explained by
the much higher starch content of P2 (43% compared to 27%) and the corresponding lower
total dietary fiber content in P2. Pelleted starch is likely to have a higher pre-cecal digestibil-
ity than many NSPs [22], and NSPs also negatively influence overall diet digestibility [23].

These differences in starch and NSP content are important with regard to quantitative
digestibility. Gelatinized starch is highly digestible, whereas less processed starch is more
slowly digested [24]. There is also an interaction between NSPs and starch in the digestive
process. NSPs increase chyme viscosity. They may also delay absorption of glucose from
starch digestion and alter the intestinal transit time, as well as the microbial fermentation
patterns [13,24,25].

Some of the effects postulated above are confirmed by the differences in body compo-
sition observed in trial 2. The body fat content measured in trial 2 was significantly higher
in P2 than E2, while P2 mice had a significantly lower final BW. This may resemble the
“skinny-fat” phenotype [26,27] of individuals that are not obese but have a relatively high
body fat content and lower lean body mass. Liver energy content was higher in P2 than
E2. Because P2 livers were smaller, it can be concluded that they contained more fat as the
most energy-dense compound. The higher body fat and liver fat contents in P2 combined
with the lower BW can be indicative of slight protein deficiency. In general, females have
small livers during marginal protein supply [28], which seemed to be the case in trial 2.
Diet P2 had the lowest protein content of all four diets used in the study and contained
much more carbohydrates (Table 1). The protein digestibility of P2 was significantly lower
than that of E2 (Table 2). While not resulting in a clinically manifest protein deficiency, this
might explain the findings in body composition.

5. Conclusions

The results of the present study show that laboratory mouse diets may lack stan-
dardization. Firstly, there are differences in composition between batches of the same
diet that significantly influence diet digestibility and energy utilization. Secondly, there
is an influence of processing on starch gelatinization and digestibility parameters, so that
pelleted and extruded diets may not be marketed as identical. Because of the importance
of starch content and gelatinization for pre-cecal digestibility and post-ileal microbial
fermentation [29], both parameters should be declared on the diet labels.
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IV. DISKUSSION

Alleine im Jahr 2019 wurden in Deutschland laut dem Bundesministerium fiir Er-
ndhrung und Landwirtschaft 1.438.336 Maéuse in Tierversuchen verwendet
(BUNDESMINISTERIUM FUR ERNAHRUNG UND LANDWIRTSCHAFT,
2020). Fiir Tierversuche gelten als generelles Ziel die drei R (Refinement, Reduc-
tion, Replacement). Nach dem Aspekt Refinement sollen Tierversuche so ver-
gleichbar wie moglich gestaltet werden (LAS INTERACTIVE, 2019). Dass in Hin-
blick auf Mausversuche und deren Fiitterung noch Verbesserungsbedarf besteht ha-
ben bereits frithere Studien herausgefunden (DESMARCHELIER et al., 2013;
CLAVEL et al., 2014; DANIEL et al., 2014). Die Forscher um Desmarchelier fiit-
terten Kontrollfutter und fettreiches Futter in den Konfektionierungen Pellet und
Mehl an Miuse und bemerkten, dass die Textur des Futters sich auf die Gewichts-
entwicklung der Méuse auswirkte. Insbesondere konnte in diesem Versuch gezeigt
werden, dass ein pelletiertes kohlenhydratreiches Futter kein Ubergewicht indu-
zierte, dasselbe Futter als Mehl jedoch zur Entwicklung von Ubergewicht fiihrte
(DESMARCHELIER et al., 2013). Daniel ef al. iibernahmen den Versuchsautbau
von Desmarchelier und analysierten die Auswirkung der Futter auf das Mikrobiom
von Mausen 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 Méause. Es stellte sich heraus, dass eine
verdnderte Zubereitung des Futters einen Einfluss auf das intestinale Mikrobiom

der untersuchten Méuse hatte (CLAVEL et al., 2014).

Ziel dieser Arbeit war es festzustellen, ob sich verschieden verarbeitete kommerzi-
elle Futtermittel fiir Laborméuse in ihrer Nahrstoffzusammensetzung und ihrem
Stiarkeaufschlussgrad unterscheiden und ob sich dieser Unterschied auf Gewichts-

entwicklung, Verdaulichkeit und das Mikrobiom von Méusen auswirkt.
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1 Veranderung der Nahrstoffzusammensetzung

Kommerziell erhéltliche Labortierfutter fiir Miuse 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).

Haltungsdiét fiir Ratten und Méuse

Die -Rezeptur ist eine Fixed formula auf Getreidebasis (Soja, Weizen, Mais), die frei von Luzerne, Fisch- und
Tiermehl und nitrosaminarm ist. Diese Haltungsdiat ist ein Alleinfuttermittel, empfohlen fiir Ratten/Mause ab einem Alter
von 8 Wochen.

Verfligbar als

| - Mehlfutter - 10mm Pellets - Hybridpellet - Extrudat

Produktvariationen

Die Rezeptur ist optional auch in einer oder einer Kombination der folgenden Varianten verfligbar.

Variante P
Phytotstrogenfrei
Variante Fortified
autoklavierbar, erhdhter Vitamingehalt, bei Bedarf gepudert
Variante Bestrahlt
bestrahlt mit 5 bis 50kGy
Variante TPF
Total Pathogen Frei
Fur diese Varianten kénnen die 0.g. Inhaltsstoffe leicht variieren.

Umgesetzte Energie

Inhaltsstoff Wert Einheit
Fett 367 (11%) kcal/kg
Protein 768 (24%) kcallkg
Kohlenhydrate 2.091 (85%) kcallkg

Rohnéhrstoffe und Feuchtigkeit

Inhaltsstoff Wert Einheit
Feuchtigkeit 113.426 (11,3%) ma/kg
Rohasche 58.553 (5,9%) mg/kg
Rohfaser 60.744 (6,1%) mg/kg
Rohfett 40.791 (4,1%) mag/kg
Rohprotein 192.111  (19,2%) ma/kg
Stickstofffreie Extraktstoffe 534.374 (55%) mg/kg

Abbildung 16: Beispiel einer Haltungsdi:it fiir Labormiiuse - Produktdatenblatt
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Eine Weender-Analyse und die Bestimmung der Starkegelatinisierung liell im Falle
der hier verwendeten Chargen deutliche Unterschiede zwischen den pelletierten
und extrudierten Futtern erkennen. Uberraschenderweise unterschieden sich insbe-
sondere die beiden pelletierten Futter beim Nachkauf der zweiten Charge in einem
sechsmonatigen Zeitintervall deutlich voneinander. Insbesondere hinsichtlich des
Stiarkegehalts wich das Futtermittel P2 deutlich von allen anderen in diesem Ver-

such verwendeten Chargen ab (Publikation 1, Tabelle 1).

Abbildung 17: Mauskifige

Links: Gruppe mit pelletiertem Futter, Rechts: Gruppe mit extrudiertem Futter

Es konnte zudem eine Abweichung der gemessenen Néhrstoffzusammensetzung
von dem auf der Packung deklarierten Inhalt festgestellt werden, die die gesetzli-
chen Toleranzen der Verordnung (EG) Nr. 767/2009 und deren Anderung, Verord-
nung (EU) Nr. 939/2010 tiberschritt (Publikation 2, Tabelle 1). Dabei ist fiir Roh-
proteine mit einem angegebenen Gehalt von 8 - 24 % eine Toleranz von + 12,5 %
gesetzlich zugestanden, flir Rohfett mit einem Gehalt von weniger als 8 % eine
gesetzliche Toleranz von + 1 %, sowie fiir 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 natiirlichen Futtermitteln ist eine Verdnderung des Néhstoffgehalts und damit
eine gewisse Abweichung der Zusammensetzung des Futters nicht ungew6hnlich.
Dementsprechend ist es dringend notwendig, dass neue Chargen unter standiger
Kontrolle der Néhrstoffzusammensetzung und Evaluierung der Formulierung des
Futtermittels stehen sollten, damit der Néahrstoffgehalt in kommerziellen Labortier-
futtermitteln so konstant wie moglich gehalten wird. Dabei stellen die gesetzlichen
Toleranzen keine erndhrungswissenschaftlichen Spielrdume dar, sie beriicksichti-
gen lediglich die generell mogliche Fehlerfreiheit der Produktion und Analyse von
Futtermitteln. Eine groere Verdnderung der Zusammensetzung des Futtermittels
wirkt sich dabei nicht zwingend negativ auf das Tier aus. Allerdings kénnen derar-
tige Abweichungen der Inhaltsangaben fiir Wissenschaftler und deren Arbeiten sto-
rend sein. Insbesondere bei der Verwendung von Versuchstierfuttern ist eine Stan-
dardisierung von hochster Wichtigkeit fiir die Reproduktion von Experimenten. Die
Abweichung der von uns analysierten Futtermittel macht eine Reproduktion des
Experiments unmdoglich, 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-
refiihrend, wenn Angaben wie Stirke oder Nicht-Stéirke Polysaccharide (NSP) nicht
verfligbar sind. In den hier untersuchten Futtermitteln zeigte sich fiir P2 ein niedri-

gerer Gehalt an Ballaststoffen bei erhohtem Stérkegehalt (Publikation 2, Tabelle 1).
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2 Verdaulichkeit

Entsprechend des hoheren Starkeaufschlussgrades in E1 war die scheinbare Ver-
daulichkeit der Bruttoenergie und die scheinbare Verdaulichkeit der Kohlenhydrat-
und Faserfraktion in E1 signifikant hoher als in P1 (Tabelle 2). Es ist davon auszu-
gehen, dass eine geringere pricaecale Verdaulichkeit der Stirke den Einstrom der
Stirke in den Dickdarm und damit eine stirkere bakterielle Fermentation in P1 be-
dingt hat. Diese Annahme wird durch den geringeren pH im Koloninhalt und ein
hoheres Acetat zu Propionat Verhéltnis in P1 bestérkt. Beide Parameter zeigen die
mikrobielle Aktivitdt in diesem Bereich an (HALD et al., 2016; JIANG et al.,
2020). Wihrend 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 Nihrstoffen (Mittelwert
+ Standardabweichung (%)) der Miuse mit pelletierter (P) und extrudierter (E) Fiit-
terung

Scheinbare Ver- P1 E1l p-Wert P2 E2 p-Wert
daulichkeit (%)
Bruttoenergie 748+0,5 80,9+0,6 <0,001 84,4+03 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- 73,7+0,6 80,3+0,5 84,7+0,2 80,8+0,7

stanz <0,001 <0,001
Rohprotein 82,2+0,5 81,7+0,9 0,31 83,8+0,3 85,1+04 <0,001
Atherextrakte 91,2+0,7 92,0+0,5 0,09 929+1,4 934+1,0 0,71
Kohlenhydrat- 69,2+0,7 79,1+04 <0,001 85,1+1,7 81,7+4)5 <0,05
und Faser-

fraktion

Eine mogliche Erklirung fiir die fast &hnliche Verdaulichkeit von P2 und E2 wire
der hohere Gehalt an Gesamtballaststoffen in E2, der die geringere Stirkeverdau-
lichkeit in P2 ausbalanciert hat. Die Verdaulichkeit von E1 war dhnlich 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 hoheren Stirkeanteil in P2
und die geringeren gesamten Ballaststoffe (Tabelle 2) bedingt sein kann. Pelletierte
Stirke hat vermutlich eine bessere pricaecale Verdaulichkeit als Nicht-Stirke-Po-
lysaccharide (NSP) (HAIDAR et al., 2016), wobei NSP die Verdaulichkeit eines
Futters verringern (SPILLER et al., 1980; HOGBERG & LINDBERG, 2004).
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Die Unterschiede in Stirkegehalt und NSP-Gehalt eines Futters sind essenziell fiir
dessen quantitative Verdaulichkeit. Gelatinisierte Stérke ist hochverdaulich, wohin-
gegen wenig verarbeitete Starke langsamer verdaut wird (SASAKI & KOHYAMA,
2012). Zusétzlich beeinflussen NSP die Viskositdt des Darminhalts, was zu verzo-
gerter Glukoseabsorption fiihrt und den Verbleib des Futters im Verdauungstrakt
verldngert (LATTIMER & HAUB, 2010). Diese verldngerte Verweilzeit wirkt sich
auch auf die mikrobielle Fermentation aus (SPILLER et al., 1980).
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3 Gewichtsentwicklung und Phinotyp

In Versuchsteil 1 gab es zu Beginn des Versuchs keinen signifikanten Unterschied
des Korpergewichts 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 Korpergewichts 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).
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Abbildung 18: Gewichtsentwicklung aller Versuchsgruppen (E = Extrudat, P = Pellet)

Auffillig war bei der Analyse der Madusekadaver von Versuchsteil 2, dass P2 trotz
geringerem Korpergewicht einen hoheren Korperfettgehalt aufwies als E2. Der
Phanotyp der P2-Maéuse &dhnelt der Beschreibung des Phénotyps skinny fat
(BJORNVAD et al.,2011; FOULIS et al., 2020). Dabei sind Individuen dieses Phé-
notyps meist insgesamt schlank und haben eine geringe Korpermasse, der Fettanteil
ist jedoch erhoht. Neben einem erhohten Korperfettanteil zeigten die Lebern der
P2-Maiuse auch einen erhdhten Energiegehalt bei geringerem Gewicht als die Le-
bern der E2-Maiuse. Diese Beobachtung ldsst die Annahme zu, dass die Lebern der

P2-Maiuse einen hoheren Fettgehalt aufwiesen. Zu dhnlichen Ergebnissen kam ein
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koreanisches Forschungsteam bei der Fiitterung eines Weizenstarkefutters (ver-
gleichbar mit. P2) (DO et al., 2020). Eine Kombination aus hoherer Korperfett-
masse in Korper und Leber bei geringem Kdrpergewicht kann zudem ein Indikator
fiir eine unzureichende Proteinversorgung sein (STEWART et al., 1975). Analysen
des Futters konnen diese Vermutung unterstiitzen (Publikation 2, Tabelle 1) und
werden durch eine geringere Proteinverdaulichkeit der Gruppe P2 gestiitzt (Tabelle
2). Das Verhiltnis von verdaulichem Protein zu verdaulicher Energie (P2: 1,12/1;
E2 1,35/1) in P2 im Vergleich zu E2 konnte den hoheren Fettgehalt der P2-Méuse-

kadaver in diesem Versuch erkléren.
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4 Mikrobiom

Die verwendeten Proben aus Magen, Diinndarm, Caecum und Kolon wurden nach
standardisierten Protokollen entnommen und zeigten vergleichbare Ergebnisse fiir
Read-Anzahl, Normalisierung (Abbildung 19) und a-Diversitét (Publikation 1, Ta-
bellen 1 und 2).

Rarefaction Curves of All Samples Rarefaction Curves of All Samples

200 300 400
| I |

Number of Species
Number of Species
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T T T T T T T T T T T
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Abbildung 19: Rarefaction-Curves beider Versuchsteile

Links: Rarefaction-Curve Versuchsteil 1
Rechs: Rarefaction-Curve Versuchsteil 2
rot: fiinf am meisten unterrepriasentierte Proben

Der Kot aus diesem Versuch wurde nicht standardisiert entnommen, da kurze, fest-
gelegte Probennahmen nicht durchfithrbar waren und das Material nicht sofort nach
dem Kotabsatz aus dem Kéfig entnommen wurde. Somit konnten Umweltfaktoren
zu einer weiteren Fermentierung und Reorganisation des Mikrobioms gefiihrt 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 geniigen, um das Mikrobiom
des Kots als nicht mehr reprasentativ fiir den Gastrointestinaltrakt zu werten
(LKHAGVA et al., 2021). Somit ergeben sich aus dem Kot keine fiir die Verstoft-
wechslung des Futters im Darm reprisentativen 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 Verdnderung der Néhrstoffzusammensetzung wurden die Unterschiede
zwischen den Futtermitteln, die in diesem Versuch verwendet wurden, bereits aus-
fiihrlich beschrieben (siehe Verdanderung der Néhrstoffzusammensetzung). Es ist
kaum tiberraschend, dass die in diesem Versuch festgestellten Unterschiede bzgl.
Nahrstoffzusammensetzung und Verdaulichkeit auch zu Veranderungen im Mikro-
biom fithren kdnnen. 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 verdnderte Néhr-
stoffzusammensetzung der beiden Chargen des pelletierten Futtermittels liel deut-
liche Verdnderungen im Mikrobiom zwischen den Gruppen P1 und P2 erkennen

(Publikation 1 Abbildungen 4b und 6b).

Das Mikrobiom in Versuch 1 zeigte einen hoheren relativen Reichtum der Familie
Muribaculaceae in E1 als P1. Limosilactobacillus reuteri war demgegeniiber rei-

cher in P1 als E1 vorhanden (Publikation 1 Abbildung 4b).

In Versuch 2 zeigten sich im Mikrobiom &hnliche Unterschiede im Genus Limo-
silactobacillus reuteri mit einem hoheren Reichtum in P2 als E2 im Diinndarmin-
halt. Die Mitglieder der Familie Muribaculaceae zeigten im Vergleich zum Ver-
such 1 jedoch gegensitzliche Ergebnisse in Versuch 2. Einige Spezies dieser Fami-
lie, die in Versuch 1/ E1 vermehrt vorkamen, zeigten in Versuch 2 einen signifikant
hoheren Reichtum in P2 im Vergleich zu E2. Einige Spezies dieser Familie aus dem
Genus Duncaniella zeigten einen signifikant hoheren 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 fiir Caecumproben bereits beschrie-
ben. Desmarchelier et al. haben eine Verdnderung in der Entwicklung des Korper-
gewichts bei der Fiitterung mit pelletiertem oder gemahlenem Futter feststellen
konnen (DESMARCHELIER et al., 2013). Clavel ef al. beschrieb fiir einen Ver-
such zum Mikrobiom, entsprechend dem Versuchsaufbau von Desmarchelier et al.
(DANIEL et al., 2014), die Verdnderungen im Mikrobiom zwischen Laborméusen,
die mit pelletiertem oder gemahlenem Futter ernéhrt wurden. Dabei konnte er fest-
stellen, dass bei dem pelletierten Futter der Stamm Firmicutes erhoht war, bedingt

durch eine erh6hte Anzahl an Lachnospiraceae und Ruminococcaceae. Ebenso liel3
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sich ein Riickgang des Stammes Verrucomicrobia auf Grund geringerer Anzahlen
von Akkermansiaceae feststellen. Dabei vermuteten die Autoren, dass Unterschiede
in der Futteraufnahme, sowie eine Veridnderung des Mikrobioms mit Verdnderun-
gen der Gewichtsentwicklung der Méuse in Verbindung stehen kénnten (CLAVEL
et al.,2014). In der vorgestellten Arbeit lieBen sich diese Unterschiede im Caecum
der Miuse 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 Stirkegelatinisierung in diesem Fall ein grof3er Ein-
flussfaktor fiir das Reichtum von Lachnospiraceae und Akkermansiaceae zu sein,
da E1 und P1 auBer in ihrem Starkeaufschlussgrad in ihrer Zusammensetzung fast

identisch waren (BOSWALD et al., 2021) (Publikation 2, Abbildung 3c).

Eine erst kiirzlich publizierte Arbeit von Do et al. beschrieb den Effekt eines gela-
tinisierten Weizenstéirkefutters (GWF) im Vergleich zu einem nicht gelatinisierten
Weizenstéirkefutter (WF) auf das Mikrobiom im Kot von Miusen. Dabei fanden sie
heraus, dass ein GWF zu einem Anstieg des molekularen Genus Muribaculum und
einem Riickgang der molekularen Genera Lactobacillus und Desulfovibrio fiihrt.
Im Gegensatz dazu zeigte sich im Mikrobiom der Méuse, die mit einem WF gefiit-
tert wurden, ein Anstieg der molekularen Genera Lactobacillus, Desulfovibrio, Fa-
ecalibaculum und ein Riickgang der molekularen Genera Muribaculum und Alisti-

pes (DO et al., 2020).

In unserem Versuch zeigten sich im Inhalt des Kolons dhnliche Ergebnisse wie die
von Do et al. (DO et al., 2020). Es konnte bei den Mdusen mit der E2 Fiitterung ein
Anstieg des Genus Muribaculum beobachtet werden, sowie ein niedrigerer Gehalt
an Lactobacillus. Bei den Méusen mit P2 Fiitterung lie3 sich ein niedrigeres Niveau
des Genus Muribaculum und ein hoherer Anteil des Genus Lactobacillus feststellen
(Publikation 1, Abbildung 5). Die anderen Probenahmestellen (Magen, Diinndarm,
Caecum) zeigten diesen Unterschied jedoch nicht. Da Do ef al. (DO et al., 2020) in
threm Versuch Kotproben nahmen, ist davon auszugehen, dass diese Ergebnisse
ausschlieBlich in Kot und Kolon nachzuvollziehen sind. Leider wurden die Futter-
mittel in der Arbeit von Do et al. (DO et al., 2020) nicht ndher beschrieben, was

einen direkten Vergleich der Daten verhindert.
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5 Metabolische Eigenschaften der gefundenen molekularen

Spezies

Muribaculum und Duncaniella sind erst kiirzlich beschriebene Genera
(LAGKOUVARDOS et al., 2016a; LAGKOUVARDOS ef al., 2019). Auch der
Metabolismus dieser Genera ist noch nicht ginzlich beschrieben und ihr Einfluss
auf den Wirt ist noch weitestgehendes unbekannt. Lagkouvardos et al. beschrieben
fiir die Mitglieder der S24-7-Familie, die inzwischen Muribaculaceae genannt wird,
die Fahigkeit zum Abbau komplexer Kohlenhydrate. Zu diesen Kohlenhydraten ge-
horen Wirtsglykane, a-Glukane und Pflanzenpolysaccharide. Neben dem Kohlen-
hydratstoffwechsel sind fiir diese Familie die Produktion der metabolischen End-
produkte Vitamin B7 und die Aminosdure Ornithin beschrieben

(LAGKOUVARDOS et al., 2019).

Insbesondere im Versuchsteil 2 dieser Arbeit wurden Verdnderungen verschiedener
Mitglieder der Familie Muribaculaceae zwischen den Méusen mit pelletiertem und
extrudiertem Futter gefunden. Dabei zeigte sich bei E2 eine hhere Anzahl an Muri-
baculaceae im Diinndarm- und Koloninhalt. Einige Duncaniella-Arten (zOTU 8§,
zOTU 12 und zOTU 26) waren dabei signifikant starker in der E2 Gruppe vorhan-
den. Fiir Duncaniella muris (zOTU 8 mit 99,5 % Ahnlichkeit) ist beschrieben, dass
diese Spezies komplexe Pflanzenpolysaccharide wie Hemicellulosen oder Pektin
verdauen kann (LAGKOUVARDOS et al., 2019). zOTU 12 war mit einer Ahnlich-
keit von 99,8 % als Duncaniella dubosii zu identifizieren (MIY AKE et al., 2020)
und konnte mit der Spezies Candidatus Homeothermaceae Stamm HS5
(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 % Ahnlichkeit mit dem Isolat-110 (HZI) hat und zOTU 29
aus der Familie Muribaculaceae mit einer 99,5 % Ahnlichkeit zu Isolat-36 (Harlan)
(LAGKOUVARDOS et al., 2019). Fiir andere Spezies aus diesem Versuch war
eine Zuordnung zu den von Lagkouvardos ef al. beschriebenen Spezies nicht mog-

lich.
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In der Arbeit ,,Processing Matters in Nutrient-Matched Laboratory Diets for Mice
— Energy and Nutrient Digestibility” von Boswald et al. wird beschrieben, dass der
Grad der Stirkegelatinisierung in extrudierten Futtern hoher ist als in pelletierten
Futtern. Dies flihrt zu einer besseren Verdaulichkeit bei dhnlichem Starkegehalt.
Nicht gelatinisierte Starke ist kaum priacaecal verdaulich. Bei Mausen, die mit pel-
letiertem Futter versorgt werden, ist der Anteil an unverdauter Stérke im Dickdarm
fiir die mikrobielle Fermentation groBer als bei Méusen, 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 (BOSWALD et al.,
2021).

Eine Spezies, die in P2 stirker 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 fiir andere Bakterienspezies wie z.B. Bacteroides spp. beschrieben
(MACFARLANE & GIBSON, 1991). Obwohl es nicht génzlich klar ist, wieso Pa-
ramuribaculum intestinale stirker in P2 vertreten ist, wére ein moglicher Grund die
hohe Verdaulichkeit des P2 Futters und dessen niedriger Fasergehalt. Dies konnte
zu einer geringeren Verfiigbarkeit unverdaulicher Nahrstoffe fiir das Mikrobiom im
Dickdarm und damit zu einem verstiarkten Wachstum von Wirtsglykan-verdauen-
den Spezies gefiihrt haben. Die Verdauung von Wirtsglykanen an der Darmwand
konnte zu einer Storung der intestinalen Mukusbarriere fiihren. Interessanterweise
wurde ein Mangel an Ballaststoffen in Verbindung mit Wirtsglykan-verdauenden
Bakterien, wie Paramuribaculum intestinale, mit einem besseren epithelialen Zu-
gang flir pathogene Bakterien wie Citrobacter rodentium in Verbindung gebracht

(DESAI et al., 2016).
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Fiir die Familie Muribaculaceae wurde ein Riickgang im Zusammenhang mit high-
fat Futtern (DO et al., 2018) und eine Resistenz gegen Ubergewicht in der Maus
beschrieben (CAO et al., 2020). Im Versuchsteil 2 zeigte sich in E2 eine hohere
Anzahl an Muribaculaceae im Diinndarm, Caecum und Kolon im Vergleich zu P2.
Die Mause der Gruppe P2 zeigten einen signifikant erhohten Korperfettanteil bei
signifikant geringerem Korpergewicht als E2 Maiuse (skinny-fat Phianotyp). Die
Entwicklung dieses Phédnotyps konnte mit einem reduzierten Gehalt an Muriba-
culaceae in P2 zusammenhéngen. 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 moglich ist.

Neben verschiedenen Spezies der Familie Muribaculaceae, die in ihrem Anteil Un-
terschiede in den verschiedenen Darmregionen zeigten, lieen sich weitere Spezies
mit variierendem Reichtum in beiden Versuchsteilen identifizieren. Eine dieser
Spezies, die in beiden pelletiert gefiitterten Gruppen vermehrt zu finden war, ist
Limosilactobacillus reuteri JCM 1112 (zOTU 25). Diese Lactobacillus-Art ist ob-
ligat heterofermentativ und metabolisiert vorrangig Glukose iiber 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 auBerdem 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 stirkeverdauenden Bakterien eingeht.

Wie bereits in fritheren Arbeiten vermutet (CLAVEL et al., 2014; RAUSCH et al.,
2016) fiihren pelletierte und extrudierte Konfektionierungen eines kommerziell er-
haltlichen Labortierfutters mit denselben Inhaltsstoffen durch eine Verdnderung der
Futterverarbeitung zu Verdnderungen des gastrointestinalen Mikrobioms. Uner-
wartet war dabei, dass sich die beiden pelletierten Futter in ihrer Né@hrstoffzusam-
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 erhéltlich
und werden als identische Produkte vermarktet. Durch Verdnderungen in der Fut-
terzusammensetzung ist die Reproduktion von Ergebnissen in aufeinanderfolgen-
den Tierversuchen nicht mdglich, sogar wenn die Experimente im selben For-
schungsinstitut mit identischem Personal, wie in unserem Versuch, durchgefiihrt
werden. Die Verdnderung der pelletierten Futter war insofern iiberraschend, da an-
scheinend identische Futtermittel in einem sechsmonatigen Zeitintervall beim sel-
ben Hersteller gekauft wurden. Nichtsdestotrotz ist eine Standardisierung von grof3-
ter Wichtigkeit. Die hier festgestellten Einfliisse eines verdnderten Mikrobioms
durch unterschiedliche Futterverarbeitungsformen (Pellet, Extrudat, Mehl, Hyb-
ridpellet), wie in unserem Experiment, haben Auswirkungen auf Mausversuche, die
bereits publiziert wurden und die zukiinftig geplant sind. Bestimmte Verarbeitungs-
formen von Nahrung koénnten ebenfalls das menschliche Mikrobiom beeinflussen,

demnach muss dieser Effekt als Storfaktor beriicksichtigt werden.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Das Mikrobiom und dessen Zusammensetzung ist abhingig von der Erndhrung des
Wirtes. Kommerzielle Labormausfutter sind in verschiedenen Verarbeitungsfor-
men (Pellet, Extrudat, Mehl, Hybridpellet) erhéltlich und werden dabei identisch
deklariert und als gleichwertig vermarktet. Bei Analysen verschiedener Futtermittel
fiir Laborméuse konnte festgestellt werden, dass sich die verschiedenen Verarbei-
tungsformen in ihrem Stirkeaufschlussgrad voneinander unterschieden
(BOSWALD & 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
Nahrstoffzusammensetzung und Stérkeaufschlussgrad auf die Verdaulichkeit des
Futters und dementsprechend auf das Mikrobiom der Méuse auswirken. Analysen
des Futters zeigten, dass sich verschiedene Verarbeitungsformen in ihrer Nahrstoff-
zusammensetzung und ihrem Stérkeaufschlussgrad voneinander unterschieden. Zu-
dem war festzustellen, dass sich sogar zwei Chargen derselben Verarbeitungsform
(Pellet) voneinander unterschieden und in ihrer Néhrstoffzusammensetzung und
insbesondere dem Starkegehalt voneinander abwichen. Es zeigte sich des Weiteren,
dass die extrudierte Verarbeitungsform besser verdaulich ist als die pelletierte, in
Versuch zwei war die pelletierte Didt auf Grund des hohen Stirkegehalts besser
verdaulich. Das extrudierte Futter zeigte dhnliche Ergebnisse wie im ersten Ver-

such.

In Versuchsteil 1 unterschied sich das Mikrobiom in der a-Diversitit signifikant im
Magen und Caecum. Die B-Diversitét zeigte lediglich geringe Unterschiede zwi-
schen den beiden Gruppen. Die Analyse der molekularen Spezies auf dem Niveau
der zOTU zeigte eine signifikant erhohte Anzahl an Muribaculaceae in E1 in allen
Lokalisationen auler 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 Diinn-
darm signifikant hdufiger zu finden. Ligilactobacillus animalis war im Kolon der

Gruppe E1 signifikant vermehrt. In Versuchsteil 2 unterschied sich die B-Diversitét
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in allen Regionen aufler dem Kolon signifikant zwischen P2 und E2. Interessanter-
weise waren diese Unterscheide jedoch nicht in der a-Diversitdt erkennbar. Auf
zOTU Level waren verschiedene molekularen Spezies der Familie Muribaculaceae
im Magen und Kot in der pelletierten Gruppe signifikant stiarker vertreten, im Diinn-
darm und Kolon in der extrudierten Gruppe, im Caecum war das Verhiltnis eher
ausgewogen. Die molekularen Spezies des Genus Duncaniella waren in Diinndarm,
Caecum und Kolon in der extrudierten Gruppe signifikant vermehrt zu finden, in
den Faeces zeigte sich ein signifikant hdufigeres 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 erhoht. Limosilactobacillus reuteri und
Ligilactobacillus animalis waren in diesem Versuch in Gruppe P2 signifikant stér-

ker im Diinndarm vertreten.

Die Ergebnisse dieses Versuchs zeigen, dass die Verarbeitung von Futtermitteln zu
einer Verdnderung der Nihrstoffzusammensetzung und des Stirkeaufschlussgrads
fithrte. Es konnte gezeigt werden, dass es in der Fiitterung von Laborméusen noch
einen Mangel an Standardisierung gibt. Die hier beobachteten Verdnderungen 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
Labormausdiét das Mikrobiom beeinflussen konnen. Ebenso sollten daraus resul-
tierende metabolische Verdnderungen in Betracht gezogen werden. Im Moment ist
die biologische Reproduktion und ein Vergleich von Mausversuchen beziiglich des

Mikrobioms nicht gewéhrleistet.
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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 (BOSWALD & 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 a-diversity in the stomach and
caecum. B-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 El. Ligilactobacillus ani-
malis was significantly more abundant in the colon of E1. In trial 2 B-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 a-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
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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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