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1  Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz — eine medizinische Herausforderung

Nach Definition der Europdischen Gesellschaft fiir Kardiologie (ESC) bezeichnet der Begriff
Herzinsuffizienz ein klinisches Syndrom, welches von einer strukturellen und/oder
funktionellen Storung des Herzens verursacht wird. Dieses geht mit einer reduzierten kardialen
Auswurfleistung und/oder erhéhten intrakardialen Driicken einher (Ponikowski et al., 2016).
Die Unfdhigkeit des Herzens das physiologisch bendtigte Herzzeitvolumen zu fordern, fiihrt zu
typischen Symptomen bei den Patienten, wie z.B. einer progredienten Dyspnoe, peripheren

Odemen oder Fatigue.

Die Einteilung der Herzinsuffizienz nach dem Schema der ESC erfolgt anhand der
linksventrikuldren Auswurffraktion (LVEF, %) des Herzens. Eine Herzinsuffizienz kann
sowohl mit einer normalen LVEF (definiert als >50%, HFpEF=heart failure with preserved
ejection fraction) als auch einer verminderten Auswurffraktion (HFrEF=heart failure with
reduced ejection fraction) einhergehen (Ponikowski et al., 2016). Zudem kann eine
Herzinsuffizienz klinisch anhand der Schwere der Dyspnoe klassifiziert werden. Hierfiir wird

die Einteilung nach der New York Heart Association (NYHA 1 bis IV) verwendet.

In den westlichen Industrieldndern betragt die geschétzte Pravalenz der Herzsuffizienz 1-2% in
der erwachsenen Bevolkerung (Go et al., 2014). Da die Inzidenz mit dem Lebensalter stark
ansteigt, erreicht die Pravalenz in der Gruppe der iiber 80-Jahrigen bereits >10% (Ponikowski
et al., 2016). Das Lebenszeitrisiko flir Herzinsuffizienz betridgt im Alter von 55 Jahren ca. 28%
fiir Frauen und ca. 33% fiir Méanner (Bleumink et al., 2004). Nach wie vor ist die chronische
Herzinsuffizienz mit einer hohen Mortalitit verbunden, die sich in einem kumulativen 5-Jahres-
Uberleben von nur 35% bei optimaler medikamentdser Therapie ausdriickt (Bleumink et al.,
2004). In Hinblick auf das Gesamtiiberleben und die Zahl der verlorenen Lebensjahre wurde
Herzinsuffizienz bereits plakativ als ,,as 'malignant’ as many common types of cancer* (Stewart
etal.,2001) bezeichnet. Eine chronische Herzinsuffizienz geht zudem mit einem gro3en Verlust
an subjektiver Lebensqualitdt der Patienten einher (Stewart et al., 1989). In Deutschland war
im Jahr 2006 die Herzinsuffizienz der haufigste Grund fiir einen stationdren

Krankenhausaufenthalt (Neumann et al., 2009).

Trotz moderner pharmakologischer und interventioneller Therapien werden innovative

Therapieansdtze daher dringlich bendtigt. Hierfiir ist ein genaueres Verstdndnis der
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Pathomechanismen erforderlich, die zur Entwicklung und Aggravation des Syndroms

Herzinsuffizienz beitragen.

1.2 Das humane intestinale Mikrobiom

Der Mensch lebt in Symbiose mit einer Vielzahl von Mikroorganismen, die sowohl in seiner
Umgebung, wie auch auf und in seinem Korper zu finden sind. Prokaryoten sind die mit
Abstand haufigste Lebensform auf der Erde (Whitman et al., 1998). Ihre Rolle bei Gesundheit
und Krankheit des Menschen wurde dennoch lange Zeit unterschitzt (Zhang et al., 2015).

Im Gastrointestinaltrakt, insbesondere dem Dickdarm, finden sich die meisten kommensalen
Mikroorganismen des menschlichen Korpers. Die Zahl der dort befindlichen Bakterien
libersteigt mit 10'* die Gesamtanzahl der menschlichen Kérperzellen um den Faktor zehn, die
Anzahl ihrer Gene die Summe der humanen Gene sogar um den Faktor 100 (Hooper et al.,
2001). Nur ein kleiner Teil dieser Bakterien ist kultivierbar (ca. 10-30%), die Zahl der
vorhandenen bakteriellen Spezies wird anhand von 16S rRNA Sequenzierungsdaten jedoch auf
mindestens 800 bis 1.000 geschétzt (Eckburg et al., 2005). Bei gesunden Menschen gehoren
die meisten Bakterien des intestinalen Mikrobioms zu vier Stimmen (Human Microbiome

Project, 2012): den Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria und Actinobacteria.

1.3  Wechselwirkungen zwischen Herz und Darm

Herzinsuffizienz darf nicht als rein kardiale Erkrankung betrachtet werden, sondern sollte
vielmehr als systemisches Multi-Organversagen aufgefasst werden (Warriner et al., 2015). In
diesem Zusammenhang riickte die Beziehung zwischen Herz und Darm in den Fokus der
Forschung. Die Wechselwirkungen der bakteriellen Darmbesiedlung mit der Mukosa der

Darmwand scheinen von groferer Bedeutung zu sein, als dies bisher angenommen wurde.

Bereits seit langem war bekannt, dass eine chronische Herzinsuffizienz mit einer systemischen
Entziindungsreaktion assoziiert ist, die mit erhohten Serumspiegeln von proinflammatorischen
Zytokinen wie Tumor Nekrose Faktor alpha (TNF-a), C-reaktivem Protein (CRP) und
Interleukin-6 (IL-6) einhergeht (Anker et al., 1997; Levine et al., 1990; Peschel et al., 2003;
Sato et al., 1999). Es wurde vermutet, dass Funktionseinschridnkungen der intestinalen Mukosa
die Translokationen von Bakterien und/oder Endotoxinen in die systemische Blutbahn
begiinstigen und auf diese Weise eine inflammatorische Reaktion des Korpers modulieren

konnten. Bei Herzinsuffizienzpatienten konnten bereits morphologische und funktionelle
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Korrelate flir Verdnderungen des Gastrointestinaltraktes, vor allem die Wanddicke,
Permeabilitit und Perfusion der Mukosa betreffend, beobachtet werden (Sandek et al., 2007;
Sandek et al., 2012; Sandek et al., 2014).

Bemerkenswerterweise scheinen auch verschiedene akute und chronische Erkrankungen, die
als Risikofaktoren fiir Herzerkrankungen gelten, wie z.B. das metabolische Syndrom, mit
Verdnderungen des intestinalen Mikrobioms assoziiert zu sein (Thompson, 2012; Zhang et al.,

2015).

1.4 Analyse des bakteriellen Mikrobioms: die 16S rRNA Methode

Um die Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms kulturunabhingig untersuchen zu
konnen, wird haufig das bakterielle 16S rRNA Gen genutzt. Dieses kodiert fiir die 30S
Untereinheit des prokaryotischen 70S Ribosoms und ist in den Erbinformationen aller
Bakterien (und Archaeen) enthalten. Es unterscheidet sich zudem von seinem eukaryotischen

Pendant, dem 18S rRNA Gen, sodass eine prizise Selektion bakterieller DNA mdglich ist.

Das 16S rRNA Gen besitzt eine Gesamtlédnge von 1.542 bp (E. coli Referenzgenom) und lésst
sich in mehrere hochgradig konservierte sowie neun weniger konservierte Abschnitte (V1-V9)
einteilen (Baker et al., 2003). Da die gering konservierten Abschnitte nur einen kleinen Effekt
auf die Formation und Funktion der 30S Untereinheit haben, sind diese Bereiche sehr variabel
und zugleich spezifisch fiir einzelne bakterielle Spezies (Smit et al., 2007; Stern et al., 1989).
Die Bereiche V1-V9 konnen somit als taxonomische Marker genutzt werden (Chakravorty et
al., 2007). Primer konnen in den konservierten Abschnitten des Gens bei einer PCR direkt

binden und die zwischenliegenden variablen Regionen selektiv amplifizieren.

Die anschlieBende Sequenzierung dieser DNA Abschnitte erfolgt in der Regel nach dem Prinzip
der Pyrosequenzierung. In dieser Arbeit wurde ein MiSeq Gerit der Firma Illumina hierfiir
verwendet. Mit einer Luciferasereaktion wird die Freisetzung von Pyrophosphaten wéihrend der
DNA Synthese durch die DNA-Polymerase als Lichtsignal detektiert (Sequencing by Synthesis
Prinzip). Die einzelnen Nukleotide werden in wiederkehrender Reihenfolge der Polymerase
einzeln bereitgestellt, sodass sich aus dem zeitlichen und 6rtlichen Muster sowie der Qualitdt

der registrierten Lichtsignale die Sequenz des DNA Strangs ermitteln 1ésst.

Zur Analyse der Sequenzdaten werden sog. OTUs (operational taxonomic units) verwendet,
die die Sequenzen nach Threr Homologie gruppieren. OTUs werden als Aquivalente

traditioneller taxonomischer Einheiten (nach Gattungen, Spezies, etc.) fiir die Untersuchungen
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der Zusammensetzung und Diversitit verwendet. Die taxonomische Zuordnung der OTUs
erfolgt iiber den Abgleich mit Referenzsequenzen grofler Datenbanken, wie z.B. dem

Ribosomal Database Project (Cole et al., 2014).

1.5 Zielsetzungen dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte die Zusammensetzung des intestinalen bakteriellen
Mikrobioms von Herzinsuffizienzpatienten (HFrEF) sowie von Probanden ohne

Herzinsuffizienz untersucht und verglichen werden.

Dabei sollte die Hypothese, dass sich das intestinale Mikrobiom der Herzinsuffizienzpatienten
von dem intestinalen Mikrobiom der Probanden ohne Herzinsuffizienz unterscheidet, tiberpriift

werden.

Zudem sollten folgende weiterfithrende Fragen beantwortet werden:

e Gibt es Unterschiede in der intraindividuellen bakteriellen Alpha-Diversitit zwischen
Probanden mit und ohne Herzinsuffizienz?

e Zeigen sich Differenzen in der interindividuellen bakteriellen Beta-Diversitét
zwischen diesen beiden Gruppen?

e Lassen sich bestimmte einzelne bakterielle Taxa im intestinalen Mikrobiom von
Patienten mit Herzinsuffizienz vermehrt oder vermindert beobachten?

e Zeigen sich Assoziationen zwischen der Zusammensetzung des intestinalen

Mikrobioms und klinischen Parametern bzw. Variablen bei Herzinsuffizienzpatienten?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bezugsquellen

Alphabetische Auflistung der Bezugsquellen von Laborausriistung und Verbrauchsmaterialien

(Ort, Land):

Analytik Jena AG (Jena, Deutschland); Bio-Rad Laboratories Inc. (Hercules, Kalifornien,
USA); Biozym Scientific GmbH (Hessisch Oldendorf, Deutschland); Carl Roth GmbH + Co.
KG (Karlsruhe, Deutschland); Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland); Kleinfeld
Labortechnik =~ GmbH  (Gehrden,  Deutschland); = Metabion  International AG
(Planegg/Steinkirchen, Deutschland); Qiagen N.V. (Venlo, Niederlande); Sarstedt AG & Co.
KG (Nimbrecht, Deutschland); Thermo Fischer Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts,
USA).

2.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Tabelle 2-1: Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Kits mit Angabe des Herstellers und

der Katalognummer

Chemikalie/Reagenz/Kit (Katalognr.) Hersteller

5x Phusion HF Buffer (Nr. F518L) Thermo Fischer Scientific
Biozym LE Agarose (Nr. 840004) Biozym Scientific

dNTP Set, 100 mM Solutions (Nr. R0182) Thermo Fischer Scientific

Phusion Hot Start Il DNA Polymerase (Nr. F549L)  Thermo Fischer Scientific
PowerBead Tubes, Garnet 0,70 mm (Nr. 13123-50)  Quiagen

QIAamp DNA Stool Mini Kit (Nr. 51504) Quiagen
Rotiphorese 10x TAE-Puffer (Nr. T845.2) Carl Roth
RT-PCR Grade Water (Nr. AM9935) Thermo Fischer Scientific

SequalPrep Normalization Plate Kit (Nr. A1051001) Thermo Fischer Scientific
SYBR Safe DNA Gel Stain (Nr. S33102) Thermo Fischer Scientific
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2.1.3 Laborgerite und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2-2: Verwendete Verbrauchsmaterialen und Laborgerite mit Angabe des Herstellers

und ggf. der Katalognummer

Verbrauchsmaterial/Laborgerit (Katalognr.) Hersteller

96 PCR-plate (Nr. 72.1979.102) Sarstedt

Biosphere Filter Tips (div. Grofen) Sarstedt
Blockthermostat BT 100 Kleinfeld Labortechnik
Centrifuge 5424 R Eppendorf

GeneAmp PCR System 9700 Thermo Fischer Scientific
QIAcube Quiagen
ReaktionsgefaBle (1,5 und 2 ml) Eppendorf

Research plus Pipetten (div. GrofBen) Eppendorf

SpeedMill Plus Analytik Jena

Sub-Cell GT System (Nr. 170-4401) Bio-Rad Laboratories
ThermoMixer C Eppendorf

2.14 IT-Programme und Datenbanken

Tabelle 2-3: Verwendete Programme und Datenbanken mit Angabe der Quelle

Software/Datenbank

Internetseite/Quelle

FastTree

Flash v.1.2.11

Mothur v.1.36.0

MS Office 2016

Mvabund Package v.3.11.5 fiir R
R

RDP Classifier

Ribosomal Database Project (RDP)
Uchime

Usearch v.7

Vegan Package v.2.3 fiir R

http://microbesonline.org/fasttree/
http://ccb.jhu.edu/software/FLASH/
http://www.mothur.org/

Microsoft (Redmond, USA)
https://cran.r-project.org/web/packages/mvabund/
http://www.r-project.org/
http://rdp.cme.msu.edu/
http://rdp.cme.msu.edu/
http://drive5.com/uchime/
http://drive5.com/usearch/
http://cran.r-project.org/web/packages/vegan/

Programmbefehle kursiv geschrieben.

Im laufenden Text sind die Namen verwendeter Computerprogramme in GroBBbuchstaben und
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2.1.5 Primer

Die verwendeten Primer

wurden von der

(Planegg/Steinkirchen, Deutschland) bezogen.

Firma

Metabion

Tabelle 2-4: Verwendete PCR-Primer

International

AG

Name

DNA-Sequenz (5-3)

15-27F

17-338R

Barcodes

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC (MID) TATGGTAATT
GTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT (MID) AGTCAGTCAGCCTG

CTGCCTCCCGTAGGAGT
Name MID-Barcode
27F-MID-1 AACCGCAT
27F-MID-2 AAGGCCTT
27F-MID-3 AGAGTGTG
27F-MID-4 CACAAGTC
27F-MID-5 CGTTCCTA
27F-MID-6 GCTTGGAT
27F-MID-7 GTCAACAC
27F-MID-8 GTCACTGA
27F-MID-9 TCTCGTCA
27F-MID-10 TTGGTACG
27F-MID-11 CGTTGGAT
27F-MID-12 CGTTAAGC
27F-MID-13 ACAGCTCA
27F-MID-14 GACAAGTG
27F-MID-15 GCATTAGC
27F-MID-16 TGTGGACT

Name
338R-MID-A
338R-MID-B
338R-MID-C
338R-MID-D
338R-MID-E
338R-MID-F
338R-MID-G
338R-MID-H
338R-MID-I
338R-MID-J
338R-MID-K
338R-MID-L
338R-MID-M
338R-MID-N
338R-MID-O
338R-MID-P
338R-MID-Q
338R-MID-R
338R-MID-S
338R-MID-T
338R-MID-U
338R-MID-V
338R-MID-W
338R-MID-X

MID-Barcode
AACCGGAA
AGAGTGAC
CAACTGGT
CGTTCGTT
CTGTTCAC
GCTTGCAA
GTCAACTG
TCCTCATG
TCGACTAG
TTGCAAGC
ACACCTCT
ATCGTAGC
CTCTTGAC
CCTACCAT
CTGAAGTC
ACGATCGT
ATATGGCC
TTCGATGG
TACGTACG
GATCACGT
GTGACAGA
TGAGTGTC
GAGAAGAG
TCTGGACA
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2.1.6 Studienprobanden

2.1.6.1 Herzinsuffizienzpatienten

Es wurden 20 Patientinnen und Patienten mit klinisch symptomatischer linksfiihrender
systolischer ~ Herzinsuffizienz ~und hochgradig eingeschrankter linksventrikuldrer

Ejektionsfraktion (HFrEF, LVEF <35%) untersucht.

Alle Patientinnen und Patienten befanden sich in Behandlung der Klinik fiir Innere Medizin III
des Universititsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel und haben nach arztlicher
Aufkliarung freiwillig und schriftlich in die unentgeltliche Teilnahme zu Forschungszwecken
eingewilligt. Eine Bewilligung der Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Christian-

Albrechts-Universitét zu Kiel lag vor (Aktenzeichen 179/09).
Fiir die Studienteilnehmer galten folgende Ein- und Ausschlusskriterien:

Einschlusskriterien:

o linksfiihrende systolische Herzinsuffizienz (HFrEF) als Folge einer ischdmischen oder
dilatativen Kardiomyopathie, drztliche Diagnose

o linksventrikulédre Ejektionsfraktion (LVEF) <35%, echokardiografisch gemessen

e Dyspnoe, NYHA Klasse >II

Ausschlusskriterien:

o antibiotische oder probiotische Behandlung innerhalb der letzten drei Monate vor dem
Studienzeitpunkt

o akute Infektionen (pulmonal, urogenital, gastrointestinal)

e gastrointestinale Erkrankungen/Voroperationen (auBler Appendektomie)

e Malignome jeglicher Art und Form

e Malassimilationsstorungen des GIT

o Stuhlgang nach Bristol-Stuhlformen-Skala Typ 1/2 oder 4/5/6/7

e vegetarische oder vegane Diat

o stationdre Krankenhausaufenthaltsdauer >24 Stunden bis zur Entnahme der Stuhlprobe
Es wurden neun weibliche und elf ménnliche Probanden mit Herzinsuffizienz unter
Beriicksichtigung der oben genannten Kriterien in die Studie eingeschlossen. 14 Probanden
(70%) befanden sich im Stadium einer akuten kardialen Dekompensation, sechs Probanden
(30%) befanden sich in einem stabilen, kompensierten Zustand der Herzinsuffizienz. Bei elf
Patientinnen und Patienten (55%) war eine ischdmische Kardiomyopathie (ICMP) ursichlich

fiir das Auftreten einer Herzinsuffizienz, bei neun Patientinnen und Patienten (45%) eine

dilatative Kardiomyopathie (DCM).

Tabelle 2-5 zeigt eine Ubersicht der Charakteristika der untersuchten Patienten.
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Alle Probanden wurden zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses nach den giiltigen Leitlinien
der European Society of Cardiology (ESC) medikamentds behandelt (McMurray et al., 2012).
Dabei wurden ACE-Hemmer, Beta-Blocker, Diuretika, Aldosteron-Antagonisten und
antiarrhythmische Medikamente nach Empfehlung und Erfordernis verwendet. Drei Probanden

erhielten keine medikamentdse Therapie zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses.

2.1.6.2 Kontrollprobanden

Es wurden 20 Probandinnen und Probanden aus dem Bestand der popgen-Biobank des
Institutes fiir Epidemiologie, Christian-Albrechts-Universitdt zu Kiel, als Vergleichsgruppe in
diese Studie eingeschlossen (Krawczak et al., 2006; Nothlings und Krawczak, 2012). Eine
Genehmigung des zustidndigen Aufsichtsgremiums sowie der Ethikkommission lagen vor

(popgen Projekt Nr. 2015-088).

Die Auswahl der Probanden erfolgte nach bestmdglicher Ubereinstimmung mit den
Herzinsuffizienzpatienten in Bezug auf das Alter, das Geschlecht, die Kérpermassenzahl (BMI)
und den Nikotinkonsum. Fiir die ausgewihlten Probanden wurde eine Erkrankung des Herzens
und des Gastrointestinaltraktes sowie das Vorliegen einer malignen Neoplasie auf Grundlage
der dokumentierten é&rztlichen Diagnosen ausgeschlossen. Das Vorliegen einer
Herzinsuffizienz wurde anhand der im Blutserum gemessenen NT-proBNP Spiegel nach

leitliniengerechten Referenzwerten ausgeschlossen (Ponikowski et al., 2016).

Tabelle 2-5 zeigt eine Ubersicht der Charakteristika der Kontrollprobanden.
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Tabelle 2-5: Charakteristika von Herzinsuffizienzpatienten (HI) und Kontrollen

Eigenschaft HI-Patienten (n=20) Kontrollen (n=20) P-Wert
Alter, Jahre 65+3,17 65 +3,07 0,941
Minner/Frauen, n 11/9 11/9 1,000
BMI, kg/m2 29,7+1,44 29,1 +£1,33 0,768
Nikotinkonsum
e . H - 1,000
in der Vergangenheit 7 7
aktuell 2 2

. . ICMP 55%

HI Atiologie DCM 45%

LVEF, % 22,3 +2,85

CRP, mg/l 11,1 £2,06 4,22 £ 1,12 (n=15) 0,006
NT-proBNP, ng/l 6564,5+1187,23 109,2 +£4591 (n=17) <0,001
NYHA Klasse

I 1

II 4

III 6

v 9

Medikation

Beta-Blocker 80% 15% <0,001
Diuretika 70% 35% 0,027
ACE-Hem./ARB 70% 35% 0,027
Ald.-Antagonisten 40% 15% 0,081
Ko-Morbidititen

DM Typ II 35% 15% 0,152
art. HTN 70% 40% 0,059

BMI=Ko6rpermassenzahl, HI=Herzinsuffizienz, ICMP=ischdmische Kardiomyopathie, DCM=dilatative Kardiomyopathie,
LVEF=linksventrikulidre Auswurffraktion, CRP=C-reaktives Protein, NT-proBNP= N-terminales Prohormon des
natriuretischen Peptids Typ B, NYHA=New York Heart Association, ACE-Hem.=ACE-Hemmer, ARB= Angiotensin-II-
Rezeptor-Blocker, Ald.-Antagonisten=Aldosteron-Antagonisten, DM Typ II=Diabetes mellitus Typ II, art. HTN=arterielle
Hypertonie. Werte absolut, % oder Mittel + Standardfehler des arithmetischen Mittels.

2.1.7 Probenmaterial

Von allen Studienteilnehmern mit Herzinsuffizienz wurden Stuhlproben in nativen
Stuhlprobenrdhrchen innerhalb der ersten 24 Stunden nach Aufnahme in die Klinik gesammelt.

Diese Proben wurden bei -80°C bis zur weiteren Bearbeitung gelagert.

Fiir die Probanden aus dem popgen-Kollektiv wurden die Sequenzierungsdaten des 16S rRNA
Gens aus der popgen-Datenbank bereitgestellt. Im Zeitraum von 2010 bis 2015 wurden von

diesen Probanden Stuhlproben in nativen Stuhlprobenrdhrchen in héduslicher Umgebung
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gesammelt und unverziiglich postalisch verschickt. Der Versand erfolgte innerhalb von 24
Stunden nach Entnahme bei Raumtemperatur, die anschlieBende Lagerung bei -80°C. Die
Aufarbeitung und Sequenzierung der Proben erfolgte im Auftrag der popgen-Biobank durch
das Institut fiir Klinische Molekularbiologie, Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel, nach dem

gleichen methodischen Vorgehen wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben.

2.2 Methoden

2.2.1 Kilinische Datenerhebung und Untersuchungen

2.2.1.1 Herzinsuffizienzpatienten

Fiir alle Probanden mit Herzinsuffizienz wurden die Korpergrofle, das Korpergewicht, die
Korpertemperatur und der systolische/diastolische Blutdruck nach Riva-Rocci gemessen.
Blutproben wurden aus einer Kubitalvene entnommen. Arztliche Diagnosen und bekannte
Vorerkrankungen wurden aus der medizinischen Dokumentation und der Krankenakte erfasst.
Zudem fand eine standardisierte Befragung der Teilnehmer anhand des Anamnesebogens (siche

7 Anhang A) statt.

Die zum Zeitpunkt der Stuhl- und Blutprobenentnahme verordnete Medikation wurde erfasst.
Wirkstoffe, die zur leitliniengerechten Therapie der Herzinsuffizienz eingesetzt wurden, sind
nach den oben genannten Wirkstoffgruppen sortiert worden (siehe 2.1.6.1 und Tabelle 3-2).
Gegebenenfalls weitere verordnete Medikation wurde in Gruppen nach der jeweiligen

Indikation erfasst (sieche Tabelle 3-2).

Alle Patienten wurden von einem erfahrenen Kardiologen, der nicht mit dem Studienprotokoll
vertraut war, nach aktuellen Richtlinien mittels transthorakaler Echokardiographie untersucht.
Die linksventrikuldre Ejektionsfraktion (LVEF, %) wurde biplan nach Simpson gemessen und

alle Aufnahmen wurden digital archiviert.

Durch das Zentrallabor des Universititsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel, wurden
folgende Parameter aus dem Patientenblut im Rahmen der klinischen Routine gemessen:
Serumkonzentration von C-reaktivem Protein (CRP, mg/l) und NT-proBNP (N-terminal

prohormone of brain natriuretic peptide, ng/1).
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2.2.1.2 Kontrollprobanden

Alle Phinotyp-Daten der Kontrollprobanden wurden aus der popgen-Datenbank des Instituts
fiir Epidemiologie, Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel, bereitgestellt.

Die popgen-Probanden wurden nach standardisiertem Protokoll von ausgebildeten
Studienassistentinnen und -—assistenten befragt und untersucht. Die Korpergrofle, das
Korpergewicht, die Korpertemperatur und der systolische/diastolische Blutdruck nach Riva-

Rocci wurden gemessen und Blutproben aus einer Kubitalvene entnommen.

Die aktuell verordnete Medikation der Probanden wurde erfasst und analog zu jener der

Herzinsuffizienzpatienten gruppiert.

Die Messung der Blutserumkonzentrationen von CRP und NT-proBNP erfolgte ebenfalls durch
das Zentrallabor des Universititsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel, im Auftrag der

popgen-Biobank.

2.2.2 Sequenzierung der V1-V2 Region des bakteriellen 16S rRNA Gens

2.2.2.1 Extraktion und Aufreinigung von DNA aus Stuhlproben

Zur Extraktion von DNA aus den Stuhlproben wurde das QIAamp DNA Stool Mini Kit
(Qiagen) mit dem automatisierten Laborsystem QIAcube (Qiagen) nach Angaben des

Herstellers verwendet.

Nach dem Auftauen der Proben wurde hierfiir jeweils eine Spatelspitze Stuhl (ca. 180-220 mg)
verwendet und in Bead-Beating-Réhrchen (PowerBead Tubes, Garnet, 0,7 mm) mit 1,1 ml ASL
Puffer (aus: QIAamp DNA Stool Mini Kit, Quiagen) fiir 45 Sekunden bei 50 Hz homogenisiert
(SpeedMill Plus, Analytik Jena).

Die gewonnene DNA Losung wurde bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.2.2 Amplifikation der V1-V2 Region des bakteriellen 16S rRNA Gens

Mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde selektiv die V1-V2 Region des bakteriellen
16S rRNA Gens amplifiziert. Hierzu wurden die in Abschnitt 2.1.5 aufgefiihrten Primer
genutzt. Um die PCR-Produkte spiter in einem gemeinsamen Ansatz sequenzieren zu konnen,
wurde fiir jede Probe ein Primerpaar 27F/338R mit einer individuellen Kombination von zwei

Barcodes aus jeweils acht Basen verwendet. Aus 16 unterschiedlichen Forward-Primern i5-

27F (1 bis 16) und 24 unterschiedlichen Reverse-Primern i7-338R (A bis X) ergeben sich 384
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mogliche Kombinationen. Jeder Primer enthielt neben seiner Barcode-Sequenz und dem

genspezifischen Primersegment 27F bzw. 338R

auch einen Startprimer fiir die Sequenzierung

(Illumina Primer) sowie ein Primer Pad zur Pridvention von intramolekularen Basenpaarungen

(sog. hairpin loops) und ein Verbindungstiick (primer linker). Der schematische Aufbau der

verwendeten Primer ist in Abbildung 1 dargestellt (Barcodesequenze mit X markiert).

MID-
Barcode

5'- AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC | XXXXXXXX

Illumina Primer

. . MID-
Illumina Primer Barcode
5"- CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT XXXXXXXX

Primer Pad Pl.'lmer 27F Primer
Linker

TATGGTAATT GT AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3’

Primer Pad Primer 338R Primer
Linker
AGTCAGTCAG cc TGCTGCCTCCCGTAGGAGT -3’

Abbildung 1: Aufbau der verwendeten Primer i5-27F und 17-338R

Die Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes ist in Tabelle 2-6 aufgefiihrt. Es wurde jeweils eine

Negativ-Kontrolle durchgefiihrt.

Tabelle 2-6: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes zur Amplifikation der V1-V2 Region
des 16S rRNA Gens

Komponente Menge/Reaktion
H,O 4,6 Wl
5x Phusion HF Puffer 2,5 ul
dNTP Mix 10 mM
(200 uM je dNTP) 0,25 ul
Phusion Hot Start 11 0.15 ul
DNA Polymerase o B
15-27F Primer (2 uM) 2,0 ul
17-338R Primer (2 uM) 2,0 ul
DNA Vorlage 1l
> 12,5 pl
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Tabelle 2-7: Temperaturzyklus der PCR zur Amplifikation der V1-V2 Region des 16S rRNA

Gens
Temperatur Dauer Wiederholungen
98°C 30 Sek.
98°C 9 Sek.
50°C 60 Sek. 30 Zyklen
72°C 90 Sek.
72°C 10 Min.
12°C 00

Die Kontrolle der PCR-Produkte erfolgte mittels Gelelektrophorese mit 2%-Agarosegel (4g
Agarose, 200 ml TAE Puffer (1x) und 4 ul SYBR Safe (Thermo Fisher Scientific); 110V, 60
Minuten, Sub-Cell GT System). Die ZielgroBBe der PCR-Produkte betrug ca. 450 bp.

2.2.2.3 Aufreinigung und Normalisierung der DNA aus den PCR-Produkten

Zur Aufreinigung und Normalisierung der Konzentration der DNA aus den PCR-Produkten
wurde das SequalPrep Normalization Plate Kit (Thermo Fischer Scientific) nach Angaben des

Herstellers verwendet.

2.2.2.4 Sequenzierung

Die Sequenzierung der vorbereiteten DNA-Lsung erfolgte durch das Institut fiir Klinische
Molekularbiologie, Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel, mit einem MiSeq Gerét der Firma
Illumina und dem entsprechenden MiSeq Reagent Kit v3 (2x300bp, Illumina) nach

Herstellervorgaben.

Zur effizienten Auslastung des Geridtes wurden dabei verschiedene Proben, auch Dritter, in
einem gemeinsamen Ansatz sequenziert. Die einzelnen Proben wurden dazu dquimolar
gemischt (,,gepoolt™). Die Konzentrationsmessung erfolgte mit einem Qubit Fluorometer
(Thermo Fischer Scientific) und dem Qubit dSDNA BR Assay Kit (Thermo Fischer Scientific)

nach Herstellervorgaben.
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2.2.3 Analyse der 16S rRNA Gensequenzen

Die Analyse der Sequenzierungsdaten erfolgte nach dem in Abbildung 2 dargestellten Schema.

Fusion von
Forward/Reverse
Sequenzen

Sequenz-
daten
(Raw FastQ)

Y

Qualitatskontrolle

Ausfiltern von
Chimaren

A

Sequenz-
daten
(Clean FastA)

@ de novo OTU Picking

l_l: Alpha-Diversitat

Seql ->OTU_1

Seq2 - 0TU_3 RDB > taxonomische N Statistische
Seq3 -> OTU_2 Zuordnung Analyse
Seqg4 ->0TU_2

Seq5 ->0TU_4 | | | . ]
| Beta-Diversitat

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Analyse der Sequenzierungsdaten

2.2.3.1 Sortierung und Qualititskontrolle

Die generierten Sequenzen wurden bei fehlerfreier Ubereinstimmung der Barcode-Sequenzen
den entsprechenden Proben zugeordnet. Jeweils komplementire Sequenzfragmente in
Vorwiirts- und Riickwirtsrichtung mit einer Uberschneidung von 250 bis 300 bp wurden mit

dem Programm FLASH fusioniert (Magoc und Salzberg, 2011).

Die Qualititskontrolle der Sequenzfragmente erfolgte auf Basis der mit den Sequenzdaten
bereitgestellten Q Scores des MiSeq Gerites (FastQ Format, Illumina). Dieser Qualitétsindex,
angelehnt an den Phred Quality Score fiir Sanger-Sequenzierungen, bemisst die
Wabhrscheinlichkeit eines fehlerhaften Basenaufrufes wihrend der Sequenzierung (Ewing et al.,
1998). Bei einem Q Score unter 30 in mehr als 5% der Nukleotide wurden die entsprechenden
Sequenzen aussortiert. Dies entspricht der Wahrscheinlichkeit eines falschlichen Basenaufrufes
in einem von 1.000 Fillen. Hierfiir wurde die Software UCHIME verwendet (Edgar et al.,
2011). AnschlieBend wurden chimdre Sequenzen, die durch Fusion von zwei oder mehr

Genfragmenten unterschiedlicher Herkunft entstehen konnen, ebenfalls mit UCHIME entfernt.
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2.2.3.2 Sequenzanalyse, phylogenetische Untersuchung und taxonomische Zuordnung

Nach der Qualitdtskontrolle wurden aus den Sequenzdaten aller Proben OTUs (operational
taxonomic units) mit USEARCH (Edgar, 2010) gebildet. Sequenzen mit einer Ahnlichkeit von
mindestens 97% wurden zu einer OTU zusammengefasst. Fiir jede untersuchte Probe wurden
10.000 zufillige Sequenzen ausgewihlt, um die Abundanz der jeweiligen OTUs zu bestimmen

(OTU abundance table).

Um die Homologie der einzelnen Nukleotidsequenzen zu untersuchen, erfolgte eine multiple
Alignierung der OTU-Sequenzen (MSA, multiple sequence alignment) mit MUSCLE (Edgar,
2004a, b). Auf Basis dieser Alignierung wurde ein phylogenetischer Baum mit FASTTREE
(Price et al., 2009, 2010) nach Maximum-Likelihood-Methode erstellt.

Aus den Verzweigungen dieses phylogenetischen Baumes und der Abundanz der OTUs (OTU
abundance table) wurden sowohl die UniFrac Distanzen (Lozupone und Knight, 2005) als auch
die phylogenetische Diversitit (Faith, 1992) berechnet (siehe 2.2.3.3.1). Die jeweiligen
Berechnungen erfolgten mit Befehlen unifrac.weighted, unifrac.unweighted und

phylo.diversity in MOTHUR (Schloss et al., 2009).

Die taxonomische Zuordnung der einzelnen OTUs erfolgte mittels der Datenbank des
Ribosomale Database Projekt (RDP) (Cole et al., 2014) mit dem RDP CLASSIFIER (Wang et
al., 2007) unter Verwendung des aktuellsten 16S rRNA Training Sets (v.14,
https://rdp.cme.msu.edw/).

Aus den taxonomischen Informationen wurden die Abundanzen der jeweiligen Bakterien auf
drei verschieden taxonomischen Rangstufen ermittelt: Stamm (eng. phylum), Familie (eng.
family) und Gattung (eng. genus). Bei einem Klassifikationsscore <0,8 auf Gattungsebene

wurde die Bezeichnung ‘unkl. [Familie]’ fiir das entsprechende Bakterium verwendet.

2.2.3.3 Statistische Berechnungen

Alle statistischen Berechnungen wurden mit dem Programm R (Team, 2008) sowie den
Erweiterungspaketen VEGAN PACKAGE (Oksanen et al., 2015) und MVABUND
PACKAGE (Wang et al., 2012) fiir R durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde als a=0,05
festgesetzt.
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2.2.3.3.1 Alpha-Diversitit

Als MaB der intraindividuellen Alpha-Diversitit wurde die Anzahl der beobachteten Gattungen
und OTUs benutzt, sowie die Indizes Chaol, Simpson und Shannon H (jeweils mit den

entsprechenden Befehlen des VEGAN PACKAGE berechnet).

Der Chaol Index (Chao, 1984) schitzt die Anzahl der unterschiedlichen Taxa, die in einer
Gemeinschaft enthalten sind, unter der Annahme, dass bei der Untersuchung von weiteren
Stichproben desselben Individuums keine zusdtzlichen neuen Taxa entdeckt werden wiirden.
Dabei beriicksichtigt der Schétzer sowohl die Gesamtanzahl der verschiedenen Taxa, als auch
die Anzahl jener Taxa, die nur ein- oder zweimal in der Stichprobe auftauchen. Der Simpson
Index (Simpson, 1949) basiert auf den summierten Wahrscheinlichkeiten, dass zwei jeweils
zufillig ausgewihlte Taxa nicht der gleichen Art angehoren. Der Shannon Index H™ (Shannon,
1948) bezieht bei seiner Berechnung die Anzahl der verschiedenen Taxa in einer Gemeinschaft
und deren jeweilige Abundanz ein. Er kann somit als MaB3 der Gleichheit (eng. evenness) bzw.

Ungleichheit in der Gemeinschaft genutzt werden.

Die untersuchten Alphadiversititsmale wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung gepriift und ggf. mit einem zweiseitigen T-Test (normalverteilt) bzw. einem
Wilcoxon-Rangsummentest (nicht normalverteilt) auf signifikante Unterschiede gegeneinander

getestet.

2.2.3.3.2 Beta-Diversitit

Als MalBle der interindividuellen Beta-Diversitit wurden die Bray-Curtis Indizes mit dem

VEGAN PACKAGE in R und die UniFrac Distanzen mit MOTHUR berechnet.

Der Bray-Curtis Index, auch Bray-Curtis dissimilarity, (Bray und Curtis, 1957) beschreibt die
Ahnlichkeit zweier Gemeinschaften, indem er das Vorkommen der unterschiedlichen Taxa und
deren jeweilige Abundanz vergleicht. Ein Betrag zwischen 0 und 1 spiegelt dabei entweder eine

absolut identische (=0) oder eine vollkommen unterschiedliche Zusammensetzung (=1) wieder.

Die unique fraction Distanz, kurz UniFrac, erginzt diese Angabe um phylogenetische
Informationen, indem sie die entwicklungsgeschichtliche Néhe der jeweils betrachteten Taxa
einbezieht. Auf Grundlage eines phylogenetischen Baumes, der alle Taxa beider
Gemeinschaften enthilt, werden die jeweils geteilten (shared) und nicht geteilten (unshared)
Astlingen ermittelt. Der Quotient aus der Summe der nicht geteilten Astlingen und der

Gesamtsumme aller Astlingen ergibt die ungewichtete (unweighted) UniFrac Distanz zwischen
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zwel Taxa. Auf diese Weise werden Unterschiede, die durch ndher verwandte Taxa entstehen,
weniger stark gewichtet als solche, die durch entfernter verwandte Taxa bedingt sind. Wird
zusitzlich die Abundanz der jeweiligen Gattungen in die Wichtung mit einbezogen, so spricht
man von der gewichteten (weighted) UniFrac Distanz. Analog zum Bray-Curtis Index hat auch

die UniFrac Distanz jeweils einen Betrag zwischen 0 und 1 (Stallmach et al., 2016).

Zur Darstellung der Bray-Curtis Indices und UniFrac Distanzen wurden MDS Grafiken
(multidimensional scaling, multidimensionale Skalierung) mit zwei Achsen verwendet

(cmdscale Funktion, R).

Um auf Unterschiede in der Beta-Diversitit zu testen, wurden permutationelle Varianzanalysen
(permutational multivariate analysis of variance, PertMANOVA) mit jeweils 10.000
Permutationen durchgefiihrt (adonis Funktion, VEGAN PACKAGE).

Das jeweils beste Modell fiir das verwendete Distanzmall wurde mittels distanzbasierter
Redundanzanalyse (distance-based redundancy analysis, db-RDA; capscale Funktion,
VEGAN PACKAGE) bestimmt. Alle getesteten Modelle wurden fiir das Alter, das Geschlecht,
die Korpermassenzahl (BMI) und den Nikotinkonsum (unterschieden in Nichtraucher,
ehemalige Raucher (>6 Monate Nikotinabstinenz) und aktuelle Raucher) der Probanden
korrigiert. AnschlieBend wurden Schritt fiir Schritt weitere Variablen zu den Modellen ergédnzt
(siche Tabelle 3-2 , Auflistung der Variablen). Mit der Funktion anova.cca in R wurden F-
Statistiken und P-Werte jeweils vor und nach dem Hinzufiigen einer weiteren Variable
berechnet. Das jeweils bestmogliche Modell wurde anhand des AIC Schétzers (akaike
information criterion) gewahlt, der die Qualitit zweier Modelle unter Beriicksichtigung der

Zahl der verwendeten Variablen verglich.

2.2.3.3.3 Abundanz einzelner Taxa

Alle Bakterien, die eine durchschnittlichen Abundanz von mindestens 1% in der Gruppe der
Herzinsuffizienzpatienten und/oder Kontrollprobanden aufwiesen, wurden bei der Analyse der
Zusammensetzung des bakteriellen Mikrobioms beriicksichtigt (core-measurable microbiota,
CMM). OTUs wurden bei einer durchschnittlichen Abundanz von mindestens 0,5% in einer der
beiden Gruppen sowie dem Vorkommen in mindestens 40% der untersuchten Proben als CMM

beriicksichtigt.

Fiir diese bakteriellen Taxa/OTUs wurde gepriift, ob sie in einer der beiden Gruppen signifikant
gehduft oder vermindert vorkamen. Hierfiir wurde eine lineare Regressionsanalyse (generalized

linear model, GLM) verwendet.
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Eine Varianzanalyse (PerMANOVA) mit 10.000 Permutationen wurde fiir Analysen innerhalb
der Gruppe der Herzinsuffizienzpatienten verwendet. Als Ko-Variablen wurden das Alter, das
Geschlecht, die Korpermassenzahl (BMI) und der Nikotinkonsum der Probanden
beriicksichtigt.

Fiir die Berechnung wurden die Funktionen manyglm und anova.manyglm des MVABUND
PACKAGE fiir R verwendet. Eine Korrektur fiir multiples Testen erfolgte nach Benjamini-
Hochberg (Benjamini und Hochberg, 1995).
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3  Ergebnisse

3.1 Unterschiede in der Alpha-Diversitiit zwischen

Herzinsuffizienzpatienten und Kontrollprobanden

A Fir alle wuntersuchten Proben wurden
Anzahl Gattungen

verschiedene Alpha-Diversititsmalle auf

_

70

Grundlage der vorkommenden bakteriellen

Gattungen oder OTUs berechnet und die

50
]

D jeweiligen Ergebnisse von

. Herzinsuffizienzpatienten und

® | — Kontrollprobanden verglichen. Tabelle 3-1
enl " fasst die Ergebnisse zusammen.

B:; Shannon Index (OTUs) In der Gruppe der Herzinsuffizienzpatienten
o | i ! waren nominell  signifikant  weniger
: . unterschiedliche  bakterielle  Gattungen
" — | vorhanden (Abbildung 3A, prom=0,021).

: ° _t Bei der Betrachtung der errechneten
*] ] ° Diversititsindizes zeigte sich fiir die Gruppe
ent H der Herzinsuffizienzpatienten ein nominell

C Chaol Index (Gattungen) signifikant geringerer Shannon Index auf
s ! Basis der OTUs (Abbildung 3B,
8 DR Prom=0,012) sowie ein geringerer Chaol
i i Index auf Basis der vorhandenen Gattungen
o —T— (Abbildung 3C, paom=0,041).

- o ¥

Abbildung 3: Unterschiede in der Alpha-Diversitit zwischen Herzinsuffizienzpatienten (HI)
und Kontrollprobanden (Cntrl). A: Anzahl der beobachteten bakteriellen Gattungen
(Pnom.=0,021). B: Shannon Index auf Basis der OTUs (pnom.=0,012). C: Chaol Index auf Basis
der bakteriellen Gattungen (pnom.=0,041).
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Tabelle 3-1: Unterschiede in der Alpha-Diversitit zwischen Herzinsuffizienzpatienten und
Kontrollprobanden. Nominell signifikante Ergebnisse (prom. <0,05) mit * markiert. Ergebnisse

nach Bonferroni fiir multiples Testen korrigiert (pkorr.).

Maf} der

Grundlage Alpha-Diversitiit Signifikanztest Prom.  Pkorr.
Anzahl der Gattungen T-Test, zweiseitig 0,021* 0,168
Chaol Index T-Test, zweiseitig 0,041* 0,328
Gattungen Simpson Index Wilcoxon-Rangsummentest 0,165 >1
Shannon Index Wilcoxon-Rangsummentest 0,153 >1
Phylogenetische Distanz T-Test, zweiseitig 0,072 0,576
Anzahl der OTUs T-Test, zweiseitig 0,070 0,560
OTUs Chaol Index T-Test, zweiseitig 0,170 0,560
Shannon Index T-Test, zweiseitig 0,012* 0,096

Nach Korrektur fiir multiples Testen nach Bonferroni lagen alle Ergebnisse iiber dem

Signifikanzniveau von a=0,05.

3.2 Unterschiede in der Beta-Diversitat zwischen

Herzinsuffizienzpatienten und Kontrollprobanden

Auf Grundlage der Abundanz der unterschiedlichen OTUs und Gattungen sowie des
phylogenetischen Baums wurden die Bray-Curtis Indizes auf OTU- und Gattungsebene, sowie
die ungewichteten und gewichteten UniFrac Distanzen berechnet, um die interindividuelle
Diversitdt der Proben zu untersuchen. Hierfiir wurde eine permutationelle Varianzanalyse
(PerMANOVA) verwendet, die jeweils als Nullmodell fiir das Alter, das Geschlecht, die
Korpermassenzahl (BMI) und den Nikotinkonsum der Probanden korrigiert wurde (sieche

Abschnitt 2.2.3.3.2).

Die Bray-Curtis Indizes zeigten eine signifikante Separation von Herzinsuffizienzpatienten und
Kontrollprobanden, sowohl auf Basis der OTUs (p=0,0099, BestimmtheitsmaBl R?>=3,9%;
Abbildung 4) als auch auf Gattungsebene (p=0,0124, R?=5,5%; Abbildung 5).
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Abbildung 4: MDS Grafik der Bray-Curtis Indizes auf Basis der OTUs

(Cntrl=Kontrollprobanden, HI=Herzinsuffizienzpatienten)
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Abbildung 5: MDS Grafik der Bray-Curtis Indizes auf Basis der bakteriellen Gattungen

(Cntrl=Kontrollprobanden, HI=Herzinsuffizienzpatienten)



3 Ergebnisse 23

Die Analyse der gewichteten UniFrac Distanzen (weighted UniFrac) zeigte ebenfalls eine
signifikante Separation dieser beiden Gruppen (p=0,0043, R>=8,3%; Abbildung 6). Fiir die
ungewichteten UniFrac Distanzen (unweighted UniFrac) zeigte sich hingegen kein

signifikantes Ergebnis in dieser Analyse.

weighted UniFrac
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Abbildung 6: MDS Grafik der gewichteten UniFrac Distanzen (Cntrl=Kontrollprobanden,

HI=Herzinsuffizienzpatienten)

Das jeweils bestmdgliche Modell unter Einbezug der Variablen aus Tabelle 3-2 fiir die
untersuchten Beta-Diversitdtsmalle wurde mittels Redundanz- (bd-RDA) und Varianzanalyse
(ANOVA) durch schrittweises Hinzufiigen von Variablen bestimmt. Keines der getesteten
Modelle zeigte bessere Ergebnissen, als das Nullmodell ergéinzt um die Unterscheidung

zwischen Herzinsuffizienzpatienten und Kontrollprobanden.

ANOVA Modell: pBray-Curtis(OTUs):O,Oz 1; pBray-Curtis(Gattungen)z0,006; pweightedUniFracZO,021
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Tabelle 3-2: Beriicksichtigte Variablen in den Redundanzanalysen (bd-RDA)

Variable Wert, Einheit Variable (Medikation) Wert

Alter Betrag, Jahre Beta-Blocker ja/nein
Geschlecht ménnlich/weiblich Diuretika ja/nein
Korpermassenzahl Betrag, kg/m? ACE-Hemmer ja/nein
Nikotinkonsum nie/jemals/aktuell ~ Aldosteron-Antagonisten ja/nein
Gruppe HI/Cntrl Gichtmedikamente ja/nein
Atiologie der HI O/ICMP/DCM Antiarrthythmika ja/nein
diastolischer Blutdruck Betrag, mmHg Antihypertensiva ja/nein
systolischer Blutdruck Betrag, mmHg Protonenpumpeninhibitoren ja/nein
Serumspiegel CRP Betrag, mg/1 Antidiabetika ja/nein

Serumspiegel NT-proBNP  Betrag, ng/l

3.3 Unterschiede in der Abundanz einzelner Bakterien zwischen

Herzinsuffizienzpatienten und Kontrollprobanden

Die taxonomische Zuordnung der einzelnen OTUs zu den taxonomischen Gruppen erfolgte mit
Hilfe der Datenbank des Ribosomale Database Project (siche Abschnitt 2.2.3.2). Abbildung 7

zeigt eine Ubersicht der Zusammensetzung aller Proben auf Familienebene.
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. Enterobacteriaceae
. Desulfovibrionaceae
25 - - Coriobacteriaceae

. Clostridiales

. Bacteroidaceae

. Acidaminococcaceae

Kontrollprobanden Herzinsuffizienzpatienten

Abbildung 7: Zusammensetzung aller Proben auf bakterieller Familienebene (CMM)
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Eine Ubersicht der Zusammensetzung aller Proben auf bakterieller Gattungsebene zeigt

Abbildung 8.
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25 4 Roseburia . Bacteroides
Prevotella . Alistipes

Kontrollprobanden Herzinsuffizienzpatienten

Abbildung 8: Zusammensetzung aller Proben auf bakterieller Gattungsebene (CMM)

Mittels linearer Regressionsanalyse (GLM) wurde auf Familien-, Gattungs- und OTU-Ebene
gepriift, ob einzelne CMM-Taxa in den Proben der Herzinsuffizienzpatienten gegeniiber den

Proben der Kontrollprobanden signifikant gehduft oder vermindert vorkamen.

Die Auswertung zeigte, dass die bakteriellen Familien Coriobacteriaceae, Erysipelotrichaceae

und Ruminococcaceae in den Proben der Herzinsuffizienzpatienten signifikant weniger haufig

vorkamen (Tabelle 3-3, Abbildung 9).

Auf Gattungsebene kamen Blautia und Collinsella, sowie zwei nicht klassifizierte Taxa der
Familien Erysipelotrichaceae und Ruminococcaceae signifikant weniger hiufig bei den
Herzinsuffizienzpatienten vor. Bakterien der Gattung Escherichia/Shigella kamen nominell
signifikant gehduft in der Gruppe der Herzinsuffizienzpatienten vor, jedoch erwies sich diese
Beobachtung als nicht signifikant nach der Korrektur fiir multiples Testen (Tabelle 3-3,
Abbildung 9).

Auf OTU-Ebene zeigten sich nur nominell signifikant verminderte Abundanzen einzelner Taxa

bei den Herzinsuffizienzpatienten gegeniiber den Kontrollen (Tabelle 3-3).
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Tabelle 3-3: Unterschiede in der Abundanz einzelner Bakterien auf Familien-, Gattungs- und
OTU-Ebene zwischen Herzinsuffizienzpatienten (HI-Patienten) und Kontrollprobanden.

Signifikante Ergebnisse nach Korrektur fiir multiples Testen (pkor.<0,05) mit * markiert.

Bakterium Prom. Pkorr. % HI- Yo
Patienten Kontrollen

Coriobacteriaceae 0,0002  0,0030%* 0,59 1,77

Familien Erysipelotrichacea 0,0006  0,0045* 1,06 2,38
Ruminococcaceae 0,0054  0,0270%* 20,37 28,38

Blautia 9,99¢-05 0,0023* 0,40 1,70

Collinsella 0,0082  0,0472* 0,33 1,14

Escherichia/Shigella 0,0137  0,0630 3,19 1,34

Gattungen . )

Faecalibacterium 0,0460  0,1780 5,08 9,02

unkl. Erysipelotrichaceae 0,0017  0,0196* 0,72 1,71
unkl. Ruminococcaceae 0,0081  0,0472%* 9,60 14,17

Bacteroides (1) 0,0430  0,2311 5,38 2,66

unkl. Enterobacteriaceae (4) 0,0357 0,2311 2,74 0,99
Lachnospiraceae inc. Sedis (14)  0,0031  0,0666 0,43 1,85

OTUs Faecalibacterium (24) 0,0106  0,1040 0,87 2,36
(Nr.) Colinsella (33) 0,0021  0,0666 0,05 0,99
unkl. Erysipelotrichaceae (62) 0,0121 0,1040 0,22 0,56

unkl. Ruminococcaceae (65) 0,0411 0,2311 0,21 0,65
Faecalibacterium (1490) 0,0072  0,1032 0,90 2,15
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Abbildung 9: Bakterielle Familien und Gattungen mit unterschiedlicher Abundanz zwischen
Herzinsuffizienzpatienten (HI) und Kontrollprobanden (Cntrl). Ns: nicht signifikant (p>0,05),
*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001. P-Werte vor/nach Korrektur fiir multiples Testen.
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3.4

Varianzanalyse innerhalb der Gruppe der Herzinsuffizienzpatienten

Mit Hilfe von Varianzanalysen (PerMANOVA) wurde der Einfluss klinischer Variablen auf

die interindividuelle Varianz der Proben innerhalb der Herzinsuffizienzpatienten untersucht.

Dabei wurde gepriift, ob eine der folgenden Variablen mit signifikanten Anderungen der

bakteriellen Zusammensetzung auf Gattungs- oder OTU-Ebene assoziiert ist:

Alter

Geschlecht

Koérpermassenzahl (BMI)

Nikotinkonsum (nie/ehemals/aktuell)

systolischer/diastolischer Blutdruck

Atiologie der Herzinsuffizienz (ischimische oder dilatative Kardiomyopathie)
linksventrikuldre Auswurffraktion (LVEF): <20% oder 21-35%

NYHA Klasse

Blutserumspiegel von CRP und NT-proBNP

Medikation (entsprechend der Gruppenklassifikation in Tabelle 3-2)

Es zeigte sich keine signifikante Assoziation einer dieser Variablen mit der Beta-Diversitét des

bakteriellen Mikrobioms bei den untersuchten Patienten mit Herzinsuffizienz auf OTU- und

Gattungsebene.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Zusammensetzung des intestinalen bakteriellen
Mikrobioms von Patientinnen und Patienten mit Herzinsuffizienz anhand von nicht-invasiv
gewonnenen Stuhlproben untersucht. Die Ergebnisse wurden mit Proben von
Kontrollprobanden aus demselben geografischen Umfeld, die nach bestmdglicher
Ubereinstimmung in Bezug auf Alter, Geschlecht, Korpermassenzahl (BMI) und

Nikotinkonsum ausgewihlt wurden, verglichen.

4.1 Ergebnisse

Die Auswertung der Proben zeigte, dass sich die Zusammensetzung des Mikrobioms der
Herzinsuffizienzpatienten gegeniiber den Kontrollprobanden in der Abundanz einzelner
Bakterien auf Familien- und Gattungsebene unterschied. Es zeigten sich signifikante
Differenzen in der bakteriellen Beta-Diversitit zwischen diesen beiden Gruppen und ein Trend
zu einer reduzierten bakteriellen Alpha-Diversitit bei Patientinnen und Patienten mit

Herzinsuffizienz.

Die Unterschiede in der Beta-Diversitit waren hauptséchlich durch das signifikant verminderte
Vorkommen der bakteriellen Gattungen Blautia und Collinsella sowie zwei nicht
klassifizierbarer Taxa der Familien Erysipelotrichaceae und Ruminococcaceae gepragt. Bisher
wurden Verdnderungen in dieser Konstellation fiir keine andere Krankheitsentitdt beschrieben,

sodass diese spezifisch fiir Herzinsuffizienzpatienten sein konnten.

Es scheint denkbar, dass das verminderte Vorkommen dieser Gattungen eine Rolle in der

Pathogenese der Herzinsuffizienz spielt.

Fir Collinsella Bakterien wurde eine Assoziation mit dem Auftreten von systemischer
Atherosklerose (Karlsson et al., 2012) sowie Diabetes mellitus Typ II (Lambeth et al., 2015)
beschrieben. Bakterien dieser Gattung scheinen bei Patienten mit Atherosklerose oder Diabetes
mellitus Typ II vermehrt im intestinalen Mikrobiom vorzukommen. In dieser Arbeit konnte bei
Herzinsuffizienzpatienten eine verminderte Abundanz von Collinsella gezeigt werden. Diese
Depletion von Collinsella war bemerkenswerterweise auch bei Patienten mit ischdmischer
Kardiomyopathie und/oder Diabetes mellitus Typ II als Ko-Morbiditdt zu beobachten. Es
scheint also die Prisenz einer Herzinsuffizienz einen stirkeren Effekt auf die Abundanz von
Collinsella auszuiiben, als die Priasenz dieser Ko-Morbidititen. Die Depletion der Gattung

Collinsella konnte somit hochst spezifisch fiir die Herzinsuffizienz sein.
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Fiir Bakterien der Gattung Blautia wurde ein Zusammenhang mit immunmodulativen und
antiinflammatorischen Effekten vermutet. Thre intestinale Abundanz ist mit einer reduzierten
Sterblichkeit bei Transplantat-gegen-Wirt-Reaktionen nach allogener Transplantation von
Knochenmark assoziiert (Jenq et al., 2015). In der Herzinsuffizienz konnte eine Depletion von

Blautia moglicherweise auch einen Einfluss auf entziindliche Prozesse haben.

Zudem zeigte sich in der Gruppe der Herzinsuffizienzpatienten nominell signifikant das
verminderte Vorkommen der Gattung Faecalibacterium. Fir eine reduzierte Abundanz von
Faecalibacterium prausnitzii, eine der haufigsten Spezies im humanen intestinalen Mikrobiom,
wurde ein Zusammenhang mit einer gesteigerten Permeabilitdt der intestinalen Mukosa sowie

Entziindungsreaktionen beschrieben (Martin et al., 2015).

Eine Infektion mit einzelnen intestinalen Pathogenen konnte in der Gruppe der
Herzinsuffizienzpatienten wie auch der Kontrollprobanden auf OTU-Ebene ausgeschlossen
werden. Dies spricht gegen die Theorie einer infektidsen Genese der Herzinsuffizienz durch ein
einzelnes (evtl. pathogenes) Bakterium. Die beobachteten Veranderungen deuten vielmehr auf
eine Anpassung des intestinalen bakteriellen Mikrobioms an verdnderte Umweltbedingungen

hin.

4.2 Einfluss- und Storfaktoren

Vielfiltige interne und externe Faktoren konnten einen Einfluss auf das intestinale Mikrobiom

ausiiben und sollten daher bei der Diskussion der Beobachtungen beriicksichtigt werden.

Mit der Manifestation einer Herzinsuffizienz geht eine geringfligige chronische
Entziindungsreaktion einher (Dick und Epelman, 2016; Thierer et al., 2010). Diese konnte
einerseits Einfluss auf das Mikrobiom an sich nehmen, andererseits aber auch selbst (direkt
oder indirekt) durch mikrobielle Induktoren bedingt sein. Ein solches Konzept der
gegenseitigen Beeinflussung von Mikrobiom und Wirt wurde bereits bei einigen anderen
inflammatorischen Erkrankungen, wie z.B. der rheumatoiden Arthritis vermutet (Scher et al.,
2016). Storungen der intestinalen epithelialen Barriere als Folge einer initialen
Entziindungsreaktion konnten iiber eine vermehrte Prisentation von immunogenen Epitopen
aus dem Mikrobiom zu einer Gravierung eben dieser Storung fiihren (Lerner und Matthias,
2015). Auch in der Herzinsuffizienz wire ein solcher Mechanismus als Circulus vitiosus fiir
eine systemische Inflammationsreaktion denkbar. Die myokardiale Funktion konnte iiber

diesen Mechanismus beeintrachtigt werden. Bei Patienten mit akut dekompensierter



4 Diskussion 30

Herzinsuffizienz wurden erhohte Konzentrationen inflammatorischer Zytokine und bakterieller
Endotoxine in hepatischen Venen gemessen, welche die intestinale Translokation von

Bakterien mit konsekutiver immunologischer Reaktion vermuten lassen (Peschel et al., 2003).

Zudem sind bei Herzinsuffizienzpatienten Storungen des Fliissigkeitshaushalts zu beobachten,
die auch mit Verdanderungen der intestinalen Durchblutung einhergehen (Sandek et al., 2007).
Hierdurch konnte das intraluminale Sauerstoffangebot fiir die Bakterien beeintriachtigt werden.
Die Zunahme von anaeroben Bakterien im juxtamukosalen Biofilm in Korrelation mit einer
Entziindungsreaktion konnte bereits bei kompensierten Herzinsuffizienzpatienten
nachgewiesen werden (Sandek et al., 2014). In diesem Zusammenhang kann auch ein Einfluss
diuretischer Medikamente nicht ausgeschlossen werden. Aufgrund ihres Stellenwertes in der
leitliniengerechten Therapie der Herzinsuffizienz konnte auf den Einsatz von Diuretika in
dieser Studie nicht verzichtet werden. In der statistischen Analyse zeigte sich jedoch kein

signifikanter Einfluss von Diuretika auf die Zusammensetzung des Mikrobioms.

Zu den externen Faktoren, die die Zusammensetzung des Mikrobioms beeinflussen konnten,
zdhlen u.a. die Erndhrung der Probanden, die verabreichte Medikation, bestehende Ko-

Morbidititen und die Umgebung der Patienten.

Da die untersuchten Probanden keine standardisierte Diét erhalten haben, sind Effekte der
individuellen Erndhrung in dieser Studie nicht auszuschlieBen. Probanden, die keine
europdische Mischdidt konsumierten (z.B. vegetarische Didt), wurden im Vorfeld
ausgeschlossen. Die Medikation der Studienprobanden wurde in der statistischen Auswertung
beriicksichtigt. Eine antibiotische Therapie innerhalb der letzten drei Monate wurde
ausgeschlossen. Als relevante Ko-Morbiditéten traten in dem untersuchten Kollektiv Diabetes
mellitus Typ II und arterielle Hypertonie auf (Pridvalenzen siche Tabelle 2-5). Ein Einfluss
dieser Entitdten auf die Studienergebnisse kann nicht sicher ausgeschlossen werden, jedoch
sind in bisherigen Studien fiir diese Erkrankungen andersartige Verdnderungen beschrieben
worden (Zhang et al., 2015). Um den Einfluss der stationiren Krankenhausumgebung zu
begrenzen, wurden die Stuhlproben der Patienten schnellstmoglich innerhalb von 24 Stunden

nach Aufnahme gewonnen.

Es erscheint wahrscheinlich, dass die Gesamtheit der funktionalen und strukturellen
Verdnderungen in der Herzinsuffizienz zu einer Anpassung des intestinalen Mikrobioms fiihrt

und der Effekt einzelner Faktoren somit nur im Gesamtzusammenhang bewertet werden sollte.
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4.3 Vergleich mit den Ergebnissen anderer Studien

In einer Studie aus dem Jahr 2016 (60 Félle, 20 Kontrollen), die auf kulturellen
Anzuchtmethoden basierte, wurde eine Zunahme von potentiell pathogenen Bakterien wie
Campylobacter, Shigella, Salmonella und Yersinia enterocolitica sowie einigen Candida
Spezies bei italienischen Herzinsuffizienzpatienten beschrieben (Pasini et al., 2016). In
Ubereinstimmung hiermit konnte in der vorliegenden Arbeit das nominell signifikant vermehrte
Vorkommen der Gattung Escherichia/Shigella beobachtete werden, jedoch war dieses Ergebnis
nach Korrektur fiir multiples Testen nicht signifikant. Ebenso konnte insgesamt keine
signifikante Zunahme von Bakterien der Familie Enterobacteriaceae (z.B. Salmonella oder

Yersinia) beobachtet werden.

Eine andere Studie aus dem Jahr 2017 (12 Fille, 12 Kontrollen) zeigte auf Grundlage von 16S
rRNA Sequenzierungsdaten deutliche Unterschiede in der bakteriellen Beta-Diversitét
(ungewichtete ~ und  gewichtete = UniFrac  Distanzen)  zwischen  japanischen
Herzinusuffizienzpatienten und gesunden Kontrollen (Kamo et al., 2017). Des Weiteren wurde
eine verminderte Abundanz von Eubacterium rectale und Dorea longicatena bei den Patienten
mit Herzinsuffizienz beschrieben. In Ubereinstimmung hiermit konnten in der vorliegenden
Studie ebenfalls deutliche Unterschiede in der bakteriellen Beta-Diversitit zwischen
Herzinsuffizienzpatienten und Kontrollen gezeigt werden, jedoch konnte eine reduzierte

Abundanz der genannten Firmicutes Bakterien nicht bestéitigen werden.

Die zum Teil uneinheitlichen Ergebnisse der drei Studien konnten durch multiple
Einflussfaktoren bedingt sein, jedoch konnen insbesondere die relativ kleinen Gruppengrdéfen
(12/12, 60/20 und 20/20) und die unterschiedlichen Herkunftslinder der Studienprobanden
(Japan, Italien und Deutschland) zu den Differenzen beigetragen haben. Es ldsst sich jedoch aus
allen drei Studien folgern, dass das intestinale Mikrobiom in der Herzinsuffizienz gegeniiber

Kontrollprobanden deutlich verdndert ist.

4.4 Limitationen dieser Studie

Aufgrund der relativ kleinen GruppengrdéB3en von je 20 Patienten und Kontrollprobanden sollten
groflere Studien die Ergebnisse dieser Studie bestdtigen, insbesondere auch um die
Aussagekraft von Subgruppenanalysen zu Einflussfaktoren zu steigern. Longitudinalstudien
konnten eine genauere Differenzierung von Effekten der Herzinsuffizienz im Krankheitsverlauf

und von moglichen Storfaktoren ermdglichen.
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Die verwendeten nicht-invasiv gewonnenen Stuhlproben enthalten vornehmlich luminale
intestinale Bakterien. Bakterien aus der juxtamukosalen Zone wurden jedoch wahrscheinlich
nur zu einem begrenzten Teil erfasst. Es lassen sich somit keine verldsslichen Aussagen zu
Verdnderungen der bakteriellen Besiedlung in diesem Bereich treffen. Hierzu wire die

Untersuchung geeigneter (z.B. bioptisch gewonnener) Proben notwendig.

4.5 Schlussfolgerungen und Aussicht

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei Herzinsuffizienzpatienten
signifikante Unterschiede des intestinalen bakteriellen Mirkrobioms beobachtet werden
konnen. Diese konnten sowohl eine Folge der kardialen Dysfunktion, als auch ein Risikofaktor
fiir das initiale Auftreten und den Verlauf einer Herzinsuffizienz sein. In diesem Kontext ist
denkbar, dass das intestinale Mikrobiom als Krankheitsmarker der Herzinsuffizienz fungieren

konnte.

Die beobachtete Depletion umschriebener bakterieller Gattungen in der Herzinsuffizienz sollte
Anlass sein die funktionelle Relevanz dieser Bakterien in der Pathophysiologie weitergehend
zu erforschen. Die gezielte Beeinflussung des intestinalen Mikrobioms konnte in Zukunft ein
Bestandteil des Therapiekonzepts bei Herzinsuffizienz sein. Denkbar wére hierzu sowohl der
Einsatz von spezifischen Nahrungszuséitzen (Prdbiotika) oder die Substitution einzelner
Bakterien (Probiotika) sowie therapeutische Stuhltransplantationen (Bindels und Delzenne,

2013; Pasini et al., 2015).
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S  Zusammenfassung

Das intestinale bakterielle Mikrobiom in der Herzinsuffizienz:

eine vergleichende Untersuchung mittels Sequenzierung des 16S rRNA Gens

Fragestellung:

Die Mortalitit der chronischen Herzinsuffizienz ist trotz moderner Behandlungsansétze hoch.
Neue Therapiekonzepte werden daher dringend benétigt. Jiingste Forschungsergebnisse legen
einen Einfluss des intestinalen bakteriellen Mikrobioms auf die Inzidenz und den klinischen
Verlauf der Herzinsuffizienz nahe. In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob Verdnderungen
des intestinalen bakteriellen Mikrobioms bei Herzinsuffizienzpatienten nachgewiesen werden

konnen.
Methoden und Ergebnisse:

Es wurden Stuhlproben von 20 Herzinsuffizienzpatienten mit reduzierter linksventrikulérer
Ejektionsfraktion aufgrund einer ischdmischen oder dilatativen Kardiomyopathie untersucht.
Die V1-V2 Region des bakteriellen 16S rRNA Gens wurde mittels Pyrosequenzierung
analysiert. Die bakteriellen Profile der Patienten wurden mit denen von Kontrollprobanden
ohne Herzinsuffizienz (n=20) verglichen. Die Auswahl der Kontrollen erfolgte nach
bestmdglich Ubereinstimmung mit den Herzinsuffizienzpatienten in Bezug auf das Alter, das

Geschlecht, die Korpermassenzahl (BMI) und den Nikotinkonsum.

Es zeigte sich ein Trend zu einer verminderten intraindividuellen Alpha-Diversitéit bei den
Herzinsuffizienzpatienten (Anzahl der beobachteten Gattungen: pnom=0,021; Shannon-Index
(OTUs): pnom=0,012; Chaol Index (Gattungen): pnom.=0,041). Die Analyse verschiedener Beta-
DiversititsmaBle (interindividuelle Diversitit) zeigte eine signifikante Separation von
Herzinsuffizienzpatienten und Kontrollprobanden (Bray-Curtis Index (OTUs): p=0,0099;
Bray-Curtis Index (Gattungen): p=0,0124; weighted UniFrac Distanzen: p=0,004). Bei den
Herzinsuffizienzpatienten war zudem die Abundanz der bakteriellen Familien
Coriobacteriaceae, Erysipelotrichaceae und Ruminococcaceae signifikant geringer. Auf
Gattungsebene waren Blautia und Collinsella sowie zwei nicht klassifizierbare Taxa der
Familien Erysipelotrichaceae und Ruminococcaceae bei den Patienten signifikant weniger

hiufig vorhanden.
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Schlussfolgerungen:

Bei Patienten mit Herzinsuffizienz konnen Unterschiede in der Zusammensetzung des
intestinalen bakteriellen Mikrobioms beobachtet werden. Die Erkrankung scheint mit einer
verminderten bakteriellen Diversitit und der verminderten intestinalen Abundanz

umschriebener bakterieller Familien und Gattungen einherzugehen.

Eine Relevanz des intestinalen Mikrobioms in der Pathogenese und Progression der
Herzinsuffizienz scheinen denkbar. In Zukunft konnte die gezielte Beeinflussung des

intestinalen Mikrobioms ein Bestandteil des Therapiekonzepts bei Herzinsuffizienz sein.
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Anamnesebogen fiir Herzinsuffizienzpatienten:

Anamnesebogen
Pat.-ID:

Einversténdniserklarung:

Datum:

ja/nein

Name

Vorname

Geburtsdatum
Geschlecht

Datum d. Hospitalisierung
KérpermaBe

Blutdruck (RR)

Anitbiotika-Therapie letzte
3 Monate

Darmerkrankungen / CED /
Darm-OPs

Darm-Polypen bekannt

Stuhlgang: Beschaffenheit,
RegelmaBigkeit

akute / chronische
Verdauungsbeschwerden

vollwertige Ernahrung

Lebensmittel-
unvertraglichkeiten,
Allergien

Nikotinkonsum akutell

Auslandsreisen im letzten
Jahr

alltagliche korperliche
Betatigung

kardiale Diagnose(n)

sonstige Diagnosen

akutelle Medikation

mannlich / weiblich

kg
mmHg

ja/nein

ja/nein letzte Koloskopie:

Bristol-Stool-Scale:

ja/nein

ja/nein falls nein, jemals?

cm
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