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1 Einleitung 

 

1.1 Herzinsuffizienz 

Die Herzinsuffizienz ist viel weniger eine Krankheit als ein klinisches Syndrom. Dieses beruht 

auf strukturellen beziehungsweise funktionellen kardialen Veränderungen, die zu bestimmten 

Charakteristika, wie einer reduzierten Pumpfunktion oder erhöhten intrakardialen Drücken, 

führen (Ponikowski et al. 2016). Zu den resultierenden Symptomen gehören Dyspnoe, 

Müdigkeit, Ödembildung, Leistungsminderung, Tachykardie und viele mehr. Die Ursachen für 

eine Herzinsuffizienz sind vielfältig, hierzu zählen beispielsweise myokardiale Veränderungen, 

die eine systolische oder diastolische Dysfunktion bedingen, Klappenvitien, 

Herzrhythmusstörungen oder auch Veränderungen des Peri- oder Endokards.  

Eine Einteilung der Herzinsuffizienz wird anhand der linksventrikulären Ejektionsfraktion 

vorgenommen. Somit kann man zwischen der Heart Failure with reduced Ejection Fraction 

(HFrEF; EF < 40%), Heart Failure with mid range Ejection Fraction (HFmrRF; EF = 40 - 49%) 

und Heart Failure with preserved Ejection Fraction (HFpEF; EF ≥ 50%) unterscheiden. Wichtig 

ist diese Einteilung vor allem für die erfolgende Behandlung, die sich je nach 

Herzinsuffizienzklasse voneinander unterscheidet.  

In dieser Arbeit wird sich vorrangig auf die HFrEF konzentriert, da diese durch die transaortale 

Konstriktionsoperation (TAC-OP) induziert und leicht durch eine Messung der 

linksventrikulären Ejektionsfraktion in der transthorakalen Echokardiographie nachgewiesen 

werden kann. 

Außerdem wird die Herzinsuffizienz anhand der klinischen Symptomatik in die vier Stadien 

der NYHA-Klassifikation eingeteilt (siehe Tabelle 1.1). 

Tabelle 1.1: NYHA-Klassifikation (Dolgin 1994) 

NYHA-Stadium Subjektive Beschwerden 

I Herzkrankheit ohne körperliche Limitationen 

II Beschwerden bei mittelschwerer körperlicher Belastung 

III Beschwerden bei leichter körperlicher Belastung 

IV Ruhebeschwerden 

Therapeutisch stehen an erster Stelle eine Ursachensuche und die Beseitigung von kausalen 

Ursachen, wie zum Beispiel Herzklappenvitien zur Verbesserung der kardialen Funktion, sowie 
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das Verhindern einer Aggravierung durch Einstellung von Risikofaktoren, wie einer 

Hypertonie. Die pharmakologische Stufentherapie richtet sich vorrangig nach den Stadien der 

NYHA-Klassifikation und beinhaltet ACE-Hemmer, Angiotensin-Rezeptorblocker, Beta-

Blocker, Aldosteronantagonisten (Spironolacton und Eplerenon), Angiotensin-Rezeptor-

Neprilysin-Inhibitor (ARNI), Ivabradin, bei Nachweis von Ödemen den rein symptomatischen 

Einsatz von Diuretika und in besonderen Fällen Digoxin oder H-ISDN. Nichtpharmakologisch 

ist die Versorgung von Patienten mit symptomatischer HFrEF (EF ≤ 35%) mit einem ICD und 

die kardiale Resynchronisationstherapie (CRT) nennenswert.  

Weltweit sind circa 26 Millionen Menschen von einer Herzinsuffizienz betroffen (Ponikowski 

et al. 2014), was diese Krankheit zu einem Problem globaler Signifikanz mit epidemischen 

Ausmaßen macht. Durch die deutliche Verbesserung in der Versorgung von Myokardinfarkten 

und der durch den demografischen Wandel alternden Bevölkerung, hat auch die Prävalenz der 

Herzinsuffizienz in den letzten Jahrzehnten drastisch zugenommen, sodass eine Prävalenz von 

3,4% im Jahr 2017 in Deutschland erreicht wurde (Holstiege et al. 2018), wobei circa zwei 

Drittel der diagnostizierten Patienten älter als 75 Jahre waren (Christ et al. 2016). Zusätzlich ist 

die Herzinsuffizienz mittlerweile der häufigste Hospitalisierungsgrund mit 2,1% der 

Klinikeinweisungen, aber auch 2,9% aller im Krankenhaus verbrachten Tage und 8,8% aller im 

Krankenhaus Verstorbenen im Jahr 2013 in Deutschland (Christ et al. 2016). 

Stewart et al. zeigten 2001 in einer vergleichenden Arbeit des 5-Jahres-Überlebens von 

Patienten mit Ersteinweisung durch eines der häufigsten Malignome beziehungsweise einer 

Herzinsuffizienz, dass diese mit Ausnahme des Lungenkarzinoms mit durchschnittlich 25% die 

geringste Überlebenswahrscheinlichkeit aufweist (siehe Abbildung 1.1). Trotz neuer 

Therapieansätze und Verbesserungen im Bereich der Medikation hat sich die Prognose der 

Herzinsuffizienz im Vergleich zu den häufigsten Krebsarten nicht verbessert. Eine schottische 

Studie aus dem Jahr 2017 zeigt, dass das 5-Jahres-Überleben einer HI schlechter ist als das 

eines Prostata- oder Blasenkarzinoms bei Männern oder eines Mammakarzinoms bei Frauen. 

Eine im Vergleich zur HI schlechtere Prognose wird bei Bronchialkarzinom, kolorektalem 

Karzinom und Ovarialkarzinom beschrieben (Mamas et al. 2017). Demnach hat sich die 

Prognose der HI seit 2001 verbessert, bleibt aber dennoch schwerwiegender als die häufigste 

Krebsdiagnose beider Geschlechter. Trotzdem wird die Diagnose einer Herzinsuffizienz bei 

weiten Teilen der Bevölkerung nicht als annähernd so gravierend empfunden wie die Diagnose 
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‚Krebs‘, denn der klinische Verlauf und die Mortalität der Herzschwäche sind der Bevölkerung 

weitgehend unbekannt. 

Abbildung 1.1: ‚More malignant than Cancer‘ – Maligner als Krebs 

 

Quelle: (Stewart et al. 2001). Kumulative Überlebenswahrscheinlichkeit von Patienten nach 

Ersteinweisung mit Herzinsuffizienz (heart failure), Myokardinfarkt (MI) und den häufigsten 

Krebsarten (Mammakarzinom, Kolonkarzinom, Ovarialkarzinom, Lungenkarzinom, 

Prostatakarzinom, Blasenkarzinom) mit einem Follow-up von 60 Monaten.  

Links: Frauen. Rechts: Männer. 

Trotz einer optimalen pharmakologischen und nicht-pharmakologischen Therapie ist die 

Überlebenswahrscheinlichkeit von Patienten mit Herzinsuffizienz immer noch 

unzufriedenstellend und der Leidensdruck durch die Symptome hoch. Somit sind 

experimentelle und klinische Forschung sowie innovative neue Ideen auf diesem Gebiet 

dringend nötig, um die Pathophysiologie des Syndroms besser verstehen und neue 

Therapieansätze entwickeln zu können. 

 

1.2 Humanes intestinales Mikrobiom 

Der Begriff Mikrobiom bezieht sich auf einen gesamten Lebensraum mitsamt den dort 

vorhandenen Mikroorganismen, deren Genome und die sie umgebenden Bedingungen 

(Marchesi und Ravel 2015). Das humane intestinale Mikrobiom schließt also alle Bakterien, 

Archaeen, Eukaryonten und Viren, ihre Genome (z.B. Gene) und die Lebensbedingungen im 

menschlichen Intestinum ein. Wird sich nur auf die Vielfalt an Mikroorganismen in einem 

bestimmten Milieu bezogen, so betitelt man diese als Mikrobiota (Marchesi und Ravel 2015). 

Mit einer Zahl von 1012 bis 1014 Bakterien, vorrangig Firmicutes und Bacteroidetes, hat das 

intestinale Mikrobiom mehr Zellen vorzuweisen, als der gesamte menschliche Körper mit circa 

1011 Zellen (Stallmach und Vehreschild 2016). Trotz seiner Größe und Wichtigkeit für die 

physiologische Funktion des menschlichen Körpers, seien es seine bei der Verdauung 
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helfenden, immunologischen oder metabolischen Fähigkeiten, wurde dem Mikrobiom lange 

Zeit wenig Aufmerksamkeit geschenkt.  

Durch den technischen Fortschritt und die Etablierung von Hochdurchsatz-

Sequenzierungsmethoden wurde die Charakterisierung, Analyse und demnach Forschung am 

Mikrobiom an sich jedoch zunehmend einfacher und attraktiver, sodass Publikationen 

exponentiell anstiegen. Mithilfe des Human Microbiome Project (HMP) wurde die Spannweite 

eines physiologischen Mikrobioms weitestgehend durch Analyse von über 2000 Proben 

definiert (Huttenhower et al. 2012), was den Vergleich mit vermutet pathologischen 

Mikrobiomen ermöglicht. 

Erfolgreiche Mikrobiomforschung mit der Konsequenz neuer Therapiemöglichkeiten ist 

beispielsweise die bereits klinisch etablierte Behandlung von rezidivierenden Clostridium 

difficile Infektionen mit fäkalem Mikrobiomtransfer von Individuen mit physiologischem 

Mikrobiom (van Nood et al. 2013), wie bereits in der Leitlinie der Deutschen Gesellschaft für 

Gastroenterologie, Verdauungs- und Stoffwechselerkrankungen (DGVS) zu 

‚Gastrointestinalen Infektionen und Morbus Whipple‘ festgehalten ist (Hagel et al. 2015). 

 

1.3 Verknüpfungen zwischen Mikrobiom und Herz 

Im Laufe der Zeit hat sich die medizinische Sicht auf die Herzinsuffizienz von einer 

eindimensionalen Krankheit, die lediglich das Herz betrifft, zum mehrdimensionalen, den 

gesamten Organismus betreffenden klinischen Syndrom gewandelt (Ponikowski et al. 2016). 

Patienten mit Herzinsuffizienz weisen erhöhte Spiegel von Entzündungsmediatoren, wie CD14, 

TNFα und IL-6 (Anker et al. 1997), sowie höhere zirkulierende Mengen an bakteriellen 

Endotoxinen (z.B. LPS) auf (Peschel et al. 2003), was den Status einer systemischen 

Inflammation beschreibt.  

Durch die geringere Auswurffraktion bei einer HFrEF oder HFmrEF leidet die systemische 

Durchblutung und somit auch die gastrointestinale Versorgung. Aufgrund der 

Minderdurchblutung kommt es zur intestinalen Ischämie, erhöhter intestinaler Permeabilität, 

intestinaler Ödembildung und einer höheren bakteriellen Besiedlung in der Mukusschicht 

(Sandek et al. 2007; Krack et al. 2004; Pasini et al. 2016). Dieser Zustand, der auch als ‚leaky 

gut‘, also zu Deutsch ‚durchlässiger Darm‘, beschrieben wird, legt nahe, dass die Barriere im 

Intestinum durchlässiger für pathogene Keime und deren Endotoxine werden kann.  
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Die ‚gut-hypothesis‘ (Darm-Hypothese) in der Herzinsuffizienzforschung versucht nun die 

vorliegende systemische Inflammation mit einer bakteriellen Translokation und einem 

Übertreten von Endotoxinen oder Mikroorganismen selbst in den Blutkreislauf, welches durch 

die verminderte Barriereleistung des Darms begünstigt wird, zu erklären.  

Die mikrobielle Dysbiose ist bei einer steigenden Anzahl anderer Erkrankungen bereits 

nachgewiesen oder gerade vielversprechendes Forschungsfeld, beispielsweise bei 

Atherosklerose (Karlsson et al. 2012; Koren et al. 2011), Übergewicht (Ley et al. 2006; 

Turnbaugh et al. 2009) oder chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (Zuo und Ng 2018) 

und ist demnach ein möglicher Faktor in der Pathogenese vieler Erkrankungen. 

 

1.4 Zielsetzung 

Zielsetzung der Arbeit ist es, im Mausmodell die Zusammensetzung des intestinalen 

Mikrobioms bei Tieren mit durch transaortaler konstringierender Operation induzierter 

Herzinsuffizienz, einer Gruppe von operierten, aber nicht konstringierten und nicht operierten 

Kontrolltieren zu untersuchen.  

Hierbei soll die Hypothese einer Veränderung des Mikrobioms zwischen den Versuchstieren 

mit induzierter Herzinsuffizienz und den Kontrolltieren validiert werden. 

Zusätzlich soll untersucht werden, ob sich signifikante Unterschiede in Alpha- und/oder Beta-

Diversität in und zwischen den einzelnen Versuchsgruppen zeigen und ob ein einzelnes 

Bakterium oder eine Gruppe weniger Bakterien identifiziert werden kann, die die veränderte 

Zusammensetzung des Mikrobioms näher charakterisieren, sofern diese nachgewiesen wurde.  
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Material 

2.1.1 Bezugsquellen 

Die Bezugsquellen für die Materialien in alphabetischer Reihenfolge waren: 

Analytik jena AG, Jena, Deutschland 

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland 

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland 

Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Illumina Inc., San Diego, USA 

Kleinfeld Labortechnik GmbH, Gehrden, Deutschland 

Metabion International AG, Planegg/Steinkirchen, Deutschland 

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA 

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Zymo Research Europe GmbH, Freiburg, Deutschland 

 

2.1.2 Versuchstiere 

Alle Tierversuche wurden von den Tierschutzbeauftragten der Christian-Albrechts-Universität 

zu Kiel am 2. Januar 2018 genehmigt und waren ebenso wie die Haltung und Organentnahme 

immer im Einklang mit dem derzeit gültigen Tierschutzgesetz (TierSchG). 

Die Versuchstiere wurden im Alter von sieben Wochen von Charles River Laboratories 

(Sulzfeld, Deutschland) erworben. Hierbei handelte es sich um C57BL/6J Mäuse. Diese wurden 
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in Käfigen mit künstlichem Tag-Nacht-Rhythmus gehalten (12 h / 12 h) und mit pelletiertem 

Standard Nagetier Futter ernährt.   

Nachdem die Tiere eine Woche lang an die Gegebenheiten unseres Labors gewöhnt wurden, 

startete die Studie mit Mäusen, die nun 8 Wochen alt waren.  

Insgesamt wurden in die Studie 39 Versuchstiere einbezogen. Diese wurden auf drei 

Versuchsgruppen aufgeteilt. An der ersten Gruppe wurde die TAC Operation vollzogen (siehe 

Kapitel 2.2.1 TAC Operation), während an der zweiten Gruppe die gleiche Operation mit 

Ausnahme der aortalen Konstriktion durchgeführt wurde (Sham Operation). Zusätzlich gab es 

eine Kontrollgruppe von Versuchstieren, die keiner Operation unterzogen wurden. Tabelle 2.1 

zeigt die Aufteilung der insgesamt 39 Tiere auf die drei verschiedenen Versuchsgruppen.  

Tabelle 2.1: Einteilung der Versuchstiere in die einzelnen Versuchsgruppen 

Prozedur TAC Operation Sham Operation Kontrollgruppe 

Anzahl der 

Versuchstiere 
17 10 12 

 

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien 

Tabelle 2.2: Verwendete Chemikalien und Reagenzien mit Angabe der Katalognummer und 

des Herstellers 

Chemikalie / Reagenz (Katalognummer) Hersteller 

Biozym LE Agarose (Nr. 840004) 

Buffer AE (Nr. 19077) 

Buffer AL (Nr. 19075) 

Buffer ASL (Nr. 19082) 

Buffer AW1 (Nr. 19081) 

Buffer AW2 (Nr. 19072) 

Microbial Community DNA Standard (Nr. D6306) 

dNTP Set (dATP, dTTP, dGTP, dCTP; Nr. R0182) 

Power Bead Tubes, Garnet 0,70 mm (Nr. 13123-50) 

InhibitEx Tabletten 

Phusion Hot Start II DNA Polymerase (Nr. F559L) 

Rotiphorese 10x TAE-Puffer (Nr. T845.2) 

Biozym Scientific 

Qiagen 

Qiagen 

Qiagen 

Qiagen 

Qiagen 

ZymoBIOMICS 

Thermo Fisher Scientific 

Qiagen 

Qiagen 

Thermo Fisher Scientific 

Carl Roth 
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RT-PCR Grade Water (Nr. AM9935) 

SequelPrep Normalization Binding Buffer 

SequelPrep Normalization Elution Buffer 

SequelPrep Normalization Wash Buffer 

SYBR Safe DNA Gel Stain (Nr. S33102) 

5x Phusion HF Buffer (Nr. F518L) 

Thermo Fisher Scientific 

Thermo Fisher Scientific 

Thermo Fisher Scientific 

Thermo Fisher Scientific 

Thermo Fisher Scientific 

Thermo Fisher Scientific 

 

2.1.4 Kits 

Tabelle 2.3: Verwendete Kits mit Angabe der Katalognummer und des Herstellers 

Kit (Katalognummer) Hersteller 

QIAamp Stool Mini Kit (Nr. 51504) 

SequalPrep Normalization Plate Kit (Nr. A10510-01) 

MiSeq Reagent Kit V3 (Nr. MS-102-3003) 

Qiagen 

Thermo Fisher Scientific 

Illumina 

 

2.1.5 Primer 

Für die Polymerase-Kettenreaktion wurden verschiedene Forward- und Reverse-Primer 

verwendet, die von der Firma Metabion erworben wurden. 

Tabelle 2.4: Verwendete PCR-Primer 

Primer Name DNA-Sequenz 5‘ – 3‘ 

i5 – 27F 
AAT GAT ACG GCG ACC GAG ATC TAC AC (MID) TA TGG TAA 

TTG TAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG 

 Barcodes  

Primer Name MID-Barcode 

27F-MID-1 A ACC GCA T 

27F-MID-2 A AGG CCT T 

27F-MID-3 A GAG TGT G 

27F-MID-4 C ACA AGT C 

27F-MID-5 C GTT CCT A 

27F-MID-6 G CTT GGA T 

27F-MID-7 G TCA ACA C 

27F-MID-8 G TCA CTG A 

27F-MID-9 T CTC GTC A 

27F-MID-10 T TGG TAC G 

27F-MID-11 C GTT GGA T 
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27F-MID-12 C GTT AAG C 

27F-MID-13 A CAG CTC A 

27F-MID-14 G ACA AGT G 

27F-MID-15 G CAT TAG C 

27F-MID-16 T GTG GAC T 

i7 – 338R 
CAA GCA GAA GAC GGC ATA CGA GAT (MID) A GTC AGT 

CAG CCT GCT GCC TCC CGT AGG AGT 

 Barcodes  

Primer Name MID-Barcode 

338R-MID-A AAC CGG AA 

338R-MID-B AGA GTG AC 

338R-MID-C CAA CTG GT 

338R-MID-D CGT TCG TT 

338R-MID-E CTG TTC AC 

338R-MID-F GCT TGC AA 

338R-MID-G GTC AAC TG 

338R-MID-H TCC TCA TG 

338R-MID-I TCG ACT AG 

338R-MID-J TTG CAA GC 

338R-MID-K ACA CCT CT 

338R-MID-L ATC GTA GC 

338R-MID-M CTC TTG AC 

338R-MID-N CCT ACC AT 

338R-MID-O CTG AAG TC 

338R-MID-P ACG ATC GT 

338R-MID-Q ATA TGG CC 

338R-MID-R TTC GAT GG 

338R-MID-S TAC GTA CG 

338R-MID-T GAT CAC GT 

338R-MID-U GTG ACA GA 

338R-MID-V TGA GTG TC 

338R-MID-W GAG AAG AG 

338R-MID-X TCT GGA CA 

 

2.1.6 Laborgeräte 

Tabelle 2.5: Verwendete Laborgeräte mit Angabe der Katalognummer und des Herstellers 

Laborgerät (Katalognummer) Hersteller 

SpeedMill PLUS (Nr. 845-00007-2) 

Centrifuge 5424 R (Nr. 5404000010) 

Analytik Jena 

Eppendorf 
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Hochleistungs-Vortex-Schüttler (Nr. 444-7130) 

Thermoblock-Blockthermostat BT 100 

Thermomixer comfort (Nr. 5355000.011) 

QIAcube (Nr. 9002840) 

Research plus Pipetten, 3 Größen (Nr. 

3123000020/47/63) 

Biosphere Filter Tips Pipettenspitzen (Nr. 

70.760.212/70.762.211) 

Mikroreaktionsgefäße (1,5 und 2 ml) 

GeneAmp PCR System 9700 (Nr. N8050200) 

96 PCR Plate (Nr. 72.1979.102) 

MiSeq® System (Nr. SY-410-1003) 

Sub Cell GT System (Nr. 170-4401) 

VWR 

Kleinfeld Labortechnik 

Eppendorf 

Qiagen 

Eppendorf 

 

Sarstedt 

Eppendorf 

Applied Biosystems, Thermo Fisher 

Scientific 

Sarstedt 

Illumina 

Bio-Rad Laboratories 

 

2.1.7 IT-Programme und Datenbanken 

Tabelle 2.6: Verwendete Softwares und Datenbanken mit Quellenangabe 

Software / Datenbank Quelle 

FastTree 

Flash v.1.2.11 

Mothur v.1.36.0 

MS Office 

Mvabund Package v.3.11.5 für R 

 

R 

RDP Classifier 

Ribosomal Database Project (RDP) 

Uchime 

Usearch v.7 

Vegan Package v.2.3 für R 

http://microbesonline.org/fasttree/ 

http://ccb.jhu.edu/software/FLASH/ 

http://mothur.org/ 

Microsoft (Redmond, USA) 

http://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  
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2.2 Methoden 

Alle beschriebenen Tierversuche wurden am 02. Januar 2018 vom Ministerium für 

Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt, Natur und Digitalisierung sowie von den 

Tierschutzbeauftragten der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel genehmigt (s. 

Tierversuchsantrag im Anhang).  

2.2.1 TAC-Operation 

Die TAC-Operation (Transverse Aortic Constriction) ist eine Methode, mit der die Aorta der 

behandelten Maus verengt wurde, sodass sich die Nachlast des Herzens nach dem Durchführen 

der Prozedur deutlich erhöhte. Nachfolgend kam es zur Druckbelastung mit anschließender 

konzentrischer Hypertrophie und Linksherzinsuffizienz.  

Die Konstriktion der Aorta erfolgte im Bereich des Aortenbogens zwischen dem Truncus 

brachiocephalicus und der A. carotis communis sinistra.  

Initial erhielt die Maus eine Analgesie mit 0,1mg/kg Buprenorphin subkutan (130 µl in eine 20 

g Maus, als Injektionsvolumen). Darauffolgend wurde das Tier mit 3% (v/v) Isofluran in einer 

Kammer narkotisiert. Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte ebenfalls mit Isofluran (2-

3% v/v). Durch die Operation am eröffneten Thorax wurde eine Intubation mit einem flexiblen 

Tubus nötig. Die Beatmung erfolgte mit einem Tidalvolumen von 200 µl und einer 

Atemfrequenz von 120-130 Zügen/Minute. 

Während der gesamten Prozedur (operativ und postoperativ) wurde die Temperatur des Tieres 

durch fortlaufende rektale Kontrolle mit automatischer Feedbackregulation überwacht. Die 

Operation erfolgte auf einem beheizbaren Operationstisch. 

Der linke Hemithorax der Maus wurde mit einem Rasierer enthaart und im Bereich der Rippen 

wurde eine Lokalanästhesie mit Lidocain (5 mg/ml) subkutan appliziert (30 µl/25 g Maus). 

Anschließend wurde der Hemithorax mit einem in Polividon-Jod getränkten Wattestäbchen 

desinfiziert. 

Es folgte ein zirka 0,5 cm breiter, transversaler Hautschnitt im Bereich des zweiten 

Intercostalraums. Der Thorax wurde mit einer stumpfen Pinzette auf der linken Seite des 

Sternums im zweiten Intercostalraum eröffnet. Anschließend wurde unter einem 

Operationsmikroskop der Aortenbogen mit zwei anatomischen Pinzetten freipräpariert und 

mobilisiert. Der Aortenbogen wurde nun mit einem 6-0 Prolene-Faden (Ethicon) 

angeschlungen und auf ihm eine 26G-Nadel platziert. Es folgte eine Ligatur um die 26G-Nadel 
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und den Aortenbogen, worauf die Nadel entfernt wurde und der Durchmesser des Aortenbogens 

danach zirka 26G betragen sollte. 

Da die Muskulatur mit einer Pinzette stumpf präpariert wurde, ist hier keine Naht nötig, da eine 

ausreichende Adaptation gewährleistet war. Die Hautnaht wurde mit 5-0 Vicryl rapid (Ethicon) 

vollzogen.  

Insgesamt betrug die Zeitdauer der Operation eines Tiers in etwa 15 Minuten.  

Bei der Scheinoperation der ‚Sham-Mäuse‘ wurden alle Schritte wie oben beschrieben 

durchgeführt, mit Ausnahme der Konstriktion der Aorta. 

Die postoperative Analgesie wurde mit Buprenorphin im Trinkwasser (5 ml Temgesic® 

[Buprenorphin 0,3 mg/ml] in 150 ml Trinkwasser) für zwei Tage durchgeführt. Um eine 

ungestörte Genesung sicherzustellen, wurden die Mäuse während der Aufwachphase isoliert im 

Käfig gehalten.  

 

2.2.2 Echokardiographie 

Die transthorakale Echokardiographie wurde zur Evaluierung des Erfolgs der TAC-Operation 

an Tag 14 und 28 nach der Operation an Versuchstieren der Gruppen ‚TAC‘ und ‚Sham‘ 

durchgeführt.  

Hierzu wurde das Visualsonics Vevo 3100 Ultraschallgerät verwendet und die Herzfrequenz 

der Maus konstant bei 400-500 bpm gehalten.  

Die Versuchstiere erhielten eine Anästhesie mit Isofluran (2-3% v/v), wurden zum 

Wärmemanagement auf einer beheizten Platte platziert und die Herzfrequenz und Temperatur 

wurden während der Echokardiographie durchgehend kontrolliert und aufgezeichnet. 

Im B-Mode in der parasternal langen Achse wurden nun das Cardiac Output (CO), das 

Schlagvolumen (SV), das enddiastolische sowie das endsystolische Volumen (EDV / ESV) 

bestimmt. Im M-Mode wurden zusätzlich die linksventrikuläre anteriore und posteriore Wand 

(LVAW; LVPW), sowie der linksventrikuläre internale Durchmesser (LVID) jeweils in der 

Diastole vermessen. 
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2.2.3 Proben- und Organentnahme 

An den Tagen 0, 7, 14, 28 und 42 nach der Operation oder der Schein-Operation wurden 

Stuhlproben aller Tiere gesammelt, die in Stuhlröhrchen transferiert wurden und bis zum 

weiteren Gebrauch bei -80°C gelagert wurden.   

Alle Mäuse wurden an Tag 42 getötet. Ihnen wurden Herz, Lunge, sowie Ileum entnommen. 

Die Organe wurden gewogen und sofort bei -80°C eingefroren gelagert.  

 

2.2.4 16s rRNA Sequenzierung 

2.2.4.1 Extraktion und Aufreinigung der DNA 

Die DNA-Extraktion erfolgte mithilfe des DNA Stool Mini Kit und dem automatisierten 

QIACube der Firma Qiagen. 

Tabelle 2.7: Inhaltsstoffe des DNA Stool Mini Kit, Qiagen 

Inhaltsstoffe Anzahl / Menge 

QIAmp Mini Spin Columns 

Collection tubes 

InhibitEx Tabletten 

Buffer ASL 

Buffer AL 

Buffer AW1 (Konzentrat) 

Buffer AW2 (Konzentrat) 

Buffer AE 

Selection guide 

50 

200 

50 

140 ml 

33 ml 

19 ml 

13 ml 

15 ml 

1 

 

Zunächst wurden die Stuhlproben der Mäuse aus dem -80°C Gefrierschrank entfernt und 

aufgetaut. 

Anschließend wurde eine Spatelspitze, dies entspricht etwa 180-220 mg Stuhl, in ein 

vorbereitetes Garnet Beat Tube (PowerBead Tubes, Garnet, 0,7 mm) gegeben, welches zuvor 

mit 1,1 ml ASL Buffer befüllt wurde. 
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Danach wurden die Röhrchen im SpeedMill plus Shredder (Analytik Jena) für 45 Sekunden bei 

40-50 Hz homogenisiert und für 5 Minuten in den auf 95°C vorgeheizten Thermoblock 

(Kleinfeld Labortechnik) gestellt. 

Im Anschluss wurden die Röhrchen bei 15000 rpm 3 Minuten lang zentrifugiert und der 

Überstand (1000 µl) in ein 2 ml Mikroreaktionsgefäß (Eppendorf) pipettiert. Zusammen mit 

dem Überstand wurde eine im DNA Stool Mini Kit enthaltene InhibitEx-Tablette in das 

Mikroreaktionsgefäß gegeben, die bei der PCR störende, inhibitorische Substanzen entfernen 

soll. 

Die Proben wurden für 2 Minuten auf den Thermomix (Eppendorf) bei 37°C und 750 rpm 

gegeben und anschließend bei 15000 rpm 2 Minuten zentrifugiert. 

Der Überstand (350 µl) wurde in den vorbereiteten Rotor Adapter pipettiert, der QIACube mit 

Pipettenspitzen, Qiagen spin columns, 1,5 ml Mikroreaktionsgefäßen und den benötigten 

Puffern beladen und ein neues Extraktionsprotokoll gestartet. 

Die folgenden Schritte fanden vollautomatisiert innerhalb des QIACubes statt. 

Zunächst wurden in den Proben vorhandene Proteine mit Proteinkinase K und einer Inkubation 

bei 70°C denaturiert. Danach wurde durch Zugeben verschiedener Puffer (AL, AW1, AW2) 

und mehrere Zentrifugationsschritte die DNA an die Membran der QIAamp Spin Columns 

gebunden und alle, die PCR inhibierende und verunreinigende Substanzen ausgewaschen. 

Schließlich wurde die reine genomische DNA mit Hilfe eines weiteren Puffers (AE) eluiert und 

konnte für die folgende PCR verwendet werden. Der Ertrag an DNA ist nach der Extraktion 

und Aufreinigung zirka 15-60 µg, kann aber je nach Beschaffenheit der Probe und Lagerung 

von 5 bis 100 µg variieren. Bis zur Durchführung der PCR wurde die extrahierte DNA bei  

-20°C gelagert. 
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2.2.4.2 Amplifikation des bakteriellen 16s rRNA Gens mittels Polymerase-

Kettenreaktion 

Tabelle 2.8: Verwendete Reagenzien zur Amplifikation mittels PCR 

Reagenzien 1 x Reaktion 

Master Mix 

DNA-Vorlage 

Primer i5 – 27F (2 µM) 

Primer i7 – 338R (2 µM) 

7,5 µl 

1 µl 

2 µl 

2 µl 

 

Tabelle 2.9: Verwendete Reagenzien zur Herstellung des Master Mix für die Polymerase- 

Kettenreaktion 

Reagenzien 1x 96 well plate 1x Reaktion 

H2O 

5x buffer 

dNTP Mix 10mM 

Taq-Polymerase 

460 µl 

250 µl 

25 µl 

15 µl 

4,6 µl 

2,5 µl 

0,25 µl 

0,15 µl 

 

Es wurde nun die V1- und V2-Region des bakteriellen 16s rRNA-Gens der extrahierten und 

aufgereinigten DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion amplifiziert. Hierzu wurden die in 

Tabellen 2.8 und 2.9 aufgeführten Reagenzien, sowie die in Tabelle 2.4 dargestellten Primer 

verwendet. Jede DNA-Probe erhielt ein spezifisches Primerpaar der i5 – 27F (forward) und i7 

– 338R (reverse) Primer. Der einzelne Primer setzt sich jeweils aus einem Start-Primer für die 

Sequenzierung (Illumina-Primer), einem individuellen Barcode (MID, je nach Probe 

unterschiedlich), einem Primer Pad, welches intramolekuläre Basenpaarungen während der 

PCR verhindern soll, sowie einem Primer Linker, das ein Verbindungsstück zu dem 

genspezifischen forward- beziehungsweise reverse-Primer (27F/338R) darstellt. Für den i5 – 

27F Primer sind 16 (1 – 16) und für den i7 – 338R Primer sind 24 verschiedene (A – X) 

Barcodesequenzen verfügbar. Insgesamt ergeben sich daraus 384 Kombinationsmöglichkeiten. 

Im Folgenden ist dieser Aufbau am Beispiel des Primers 27F-MID-1 und 338R-MID-A 

aufgezeigt. 
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Tabelle 2.10: Aufbau der i5 – 27F und i7 – 338R Primer 

27F-MID-1 5‘ AAT GAT ACG GCG ACC ACC GAG ATC TAC ACA ACC GCA 

TTA TGG TAA TTG TAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG 3‘ 

338R-MID-A 5‘ CAA GCA GAA GAC GGC ATA CGA GAT ACC CGG AAA GTC 

AGT CAG CCT GCT GCC TCC CGT AGG AGT 3‘  

Illumina-Primer; Barcode-Sequenz; Primer Pad; Primer Linker; 27F/338R-Primer 

 

Während der PCR wurde der folgende Temperaturzyklus durchlaufen. 

Tabelle 2.11: Temperaturzyklus der PCR zur Amplifikation des 16s rRNA Gens 

Temperatur in °C Dauer  

98 

98 

50 

72 

72 

12 

30 Sek 

9 Sek 

60 Sek 

90 Sek 

10 Min 

∞ 

 

 

    

     

  

Es erfolgte jeweils eine Negativ- und eine Positivkontrolle, wobei die Positivkontrolle mit 

ZymoBIOMICS Microbial Community DNA Standard (Zymo research) durchgeführt wurde.  

Die Zielgröße der DNA lag bei zirka 450 bp und die Kontrolle der PCR-Produkte wurde mittels 

Gelelektrophorese mit 2%-Agarosegel (4g Agarose, 200 ml TAE Puffer (1x) und 4 μl SYBR 

Safe (Thermo Fisher Scientific); 110V, 60 Minuten, Sub-Cell GT System) durchgeführt. 

 

2.2.4.3 Aufreinigung und Normalisierung der PCR-Produkte 

Zur Aufreinigung der PCR-Produkte wurde das SequelPrep Normalization Plate Kit (Thermo 

Fisher Scientific) verwendet. Die PCR-Produkte werden in die SequelPrep Normalization Platte 

pipettiert (96 well-plate Format) und mit dem Binding Puffer gemischt und für eine Stunde in 

der Platte gebunden. Anschließend wurden mit Hilfe eines Waschpuffers alle, die pure DNA 

verunreinigende Substanzen (Proteine, kurze Oligonukleotidprimer) ausgewaschen und 

schließlich die gereinigte DNA mittels Elutionspuffer aus der Platte herausgelöst. 

30 Zyklen 
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2.2.4.4 Sequenzierung 

Mittels des MiSeq Sequenzierers (Illumina) und des dazugehörigen MiSeq Reagent Kit v3 (2 x 

300 bp, Illumina) wurden die vorbereiteten und aufgereinigten DNA-Proben nach 

Herstellerangaben durch das Institut für Klinische Molekularbiologie der Christian-Albrechts-

Universität zu Kiel sequenziert. 

Hierzu wurden mehrere Proben, auch Dritter, gleichzeitig in einem Ansatz sequenziert, damit 

das MiSeq Gerät effizient ausgelastet ist. Die Konzentrationsmessung wurde mit einem Qubit 

Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) und dem passenden Qubit dsDNA BR Assay Kit 

derselben Firma nach Herstellervorgaben vorgenommen. 

 

2.2.5 Analyse der Gensequenzen 

2.2.5.1 Ordnung und Qualitätskontrolle 

Zunächst erfolgte die Zuordnung der Sequenzen zu den einzelnen Proben anhand der 

fehlerfreien Übereinstimmung der Barcode-Sequenzen. Vorwärts- und Rückwärts-

Sequenzfragmente wurden mit Hilfe der FLASH Software (Magoč und Salzberg 2011) 

zusammengeführt. Der erlaubte Overlap hierfür betrug 250 – 300 bp.  

Der Q-Score des MiSeq Sequenziergerätes (FastQ Format, Illumina) wurde zur 

Qualitätskontrolle der Sequenzfragmente verwendet. Ermittelt aus dem Phred Quality Score 

(Sanger-Sequenzierung) bestimmt der Q-Score die Wahrscheinlichkeit eines falschen 

Basenaufrufes während der Sequenzierung (Ewing und Green 1998). Unter Verwendung der 

UCHIME Software wurden alle Sequenzen mit einem Q-Score von unter 30 in weniger als 95% 

der Nukleotide, dies entspricht einer Wahrscheinlichkeit von 1 : 1.000 eines fälschlichen 

Basenaufrufes, identifiziert und aussortiert (Edgar et al. 2011).  

Ebenfalls wurden mittels der UCHIME Software chimäre Sequenzen entfernt. Diese können 

entstehen, wenn mehrere Genfragmente unterschiedlicher Herkunft während der 

Sequenzierung fusionieren und könnten als eigenständige Spezies fehlinterpretiert werden und 

somit die Diversität in den untersuchten Proben fälschlicherweise beeinflussen (Edgar et al. 

2011). 
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2.2.5.2 Bildung von OTUs, Phylogenetik und taxonomische Zuordnung 

Nach der Sortierung und Qualitätskontrolle erfolgte die Bildung von OTUs aus den generierten 

Sequenzdaten. Verwendet wurden die Software USEARCH und der RDP CLASSIFIER. Bei 

einer Übereinstimmung von ≥97% der Sequenzen wurden diese zu einer OTU 

zusammengefasst. Alle Abschnitte pro Probe wurden mittels USEARCH als OTU Tabelle 

abgebildet. Abundanzen der einzelnen OTUs wurden durch 10.000 zufällig ausgewählte 

Sequenzen aus jeder untersuchten Probe bestimmt. 

Zur phylogenetischen Untersuchung wurde zunächst eine multiple Alignierung (MSA) der 

OTU-Sequenzen mit Hilfe von MUSCLE durchgeführt (Edgar 2004a, 2004b) um 

Ähnlichkeiten festzustellen. Aufgrund dieser Ähnlichkeiten wurde mit FASTTREE ein 

phylogenetischer Baum generiert (Price et al. 2010).  

Mittels der Befehle unifrac.weighted, unifrac.unweighted und phylo.diversity des MOTHUR 

Software Pakets (Schloss et al. 2009) wurden die phylogenetische Diversität sowie die UniFrac 

Distanzen berechnet (Lozupone und Knight 2005; Faith 1992). Hierzu dienten die vorher 

erstellten Abundanzen der OTUs und die Verzweigungen des phylogenetischen Baumes. 

Zur taxonomischen Zuordnung wurde der RDP CLASSIFIER des Ribosomal Database Project 

(RDP) und das jüngste 16S rRNA Training Set verwendet (Cole et al. 2014; Wang et al. 2007). 

Die Abundanzen der Bakterien wurden aus den oben beschriebenen taxonomischen 

Informationen ermittelt. Diesbezüglich wurden drei unterschiedliche taxonomische Ränge 

berücksichtigt: Stamm (phylum), Familie (family) und Gattung (genus). Als ‚unkl._[Familie]‘ 

wurden Bakterien bezeichnet, die einen Klassifikationsscore von weniger als 0,8 auf 

Gattungsebene aufwiesen. 

 

2.2.5.3 Statistische Berechnungen 

Die statistischen Berechnungen erfolgten mit Hilfe des Programms R (Team op. 2010). 

Zusätzlich wurden die Erweiterungen VEGAN PACKAGE (Oksanen et al. 2017) und 

MVABUND PACKAGE (Wang et al. 2012b) für R verwendet. Das Signifikanzniveau betrug 

α = 0,05.  
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2.2.5.3.1 Alpha-Diversität 

Zur Untersuchung der Alpha-Diversität, die die intraindividuelle Diversität der einzelnen 

Proben beschreibt, wurden der Chao1 Index und Shannon Index mithilfe der Befehle des 

VEGAN Package in R hierfür verwendet. 

Der Chao 1 Index (Chao 1984) schätzt die Diversität verschiedener Proben, indem er die 

erwarteten OTUs aus den observierten OTUs kalkuliert. Hierbei werden vor allem auch die 

Spezies im ‚low-abundance‘ Spektrum durch die vorrangige Miteinbeziehung der Spezies, die 

nur ein oder zwei Mal in der Probe vorkommen (singletons / doubletons), berücksichtigt.  

Der Shannon Index (Shannon 1948) beschreibt die (Bio-)Diversität in einer Population. Hierfür 

wird sowohl die Artenvielfalt als auch die Abundanz der verschiedenen Taxa berücksichtigt. 

Demnach fungiert er als Maß der evenness, also der Gleichverteilung beziehungsweise der 

Ungleichverteilung in einer Population oder Gemeinschaft von Arten. 

Im Anschluss wurden die bestimmten Diversitätsmaße mithilfe von Boxplots dargestellt und 

durch eine Varianzanalyse (ANOVA; normalverteilte Daten) oder mittels des Wilcoxon signed-

rank Test (nicht normalverteilte Daten, ordinale Daten), um Unterschiede zwischen zwei 

Zeitpunkten darzustellen, auf signifikante Unterschiede getestet (Wilcoxon 1945). 

2.2.5.3.2 Beta-Diversität 

Mittels der Beta-Diversität können die Unterschiede hinsichtlich der Vielfältigkeit zwischen 

unterschiedlichen Gemeinschaften probenübergreifend, in verschiedenen Lokalisationen oder 

Habitaten untersucht werden.  

Beschrieben werden kann diese Vielfalt entweder mithilfe von phylogenetischen oder nicht-

phylogenetischen Abstandswerten. 

Phylogenetische Hilfsmittel zur Darstellung sind UniFrac Messungen, die mit MOTHUR 

berechnet werden. Hierbei werden evolutionsbiologische Bäume der verschiedenen Taxa 

erstellt und deren Nähe zueinander durch den Vergleich der gemeinsamen und 

unterschiedlichen Astabschnitte berechnet (unweighted; ungewichtet). Gewichtete (weighted) 

UniFrac Distanzen werden durch den Miteinbezug der Abundanzen der einzelnen Taxa 

erreicht. UniFrac Distanzen können Werte zwischen 0 (=identisch) und 1 (=vollkommen 

unterschiedlich) in der Beschreibung der Diversität annehmen (Stallmach und Vehreschild 

2016). 
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Als nicht-phylogenetische Metrik wurde der Bray-Curtis Index verwendet, der unabhängig vom 

phylogenetischen Baum die Vielfalt beziehungsweise Ähnlichkeit der unterschiedlichen 

Gemeinschaften hinsichtlich ihrer Abundanz und dem Auftreten verschiedener Taxa vergleicht. 

Der Bray-Curtis Index kann ebenfalls Werte zwischen 0 (=identisch) und 1 (=vollkommen 

unterschiedlich) beinhalten (Bray und Curtis 1957). 

Die Unterschiede in der Diversität wurden durch eine Hauptkoordinatenanalyse (Principal 

Componant Analysis, PCOA) graphisch dargestellt. Hierbei wurden zunächst die 

verschiedenen Zeitpunkte (Tag 0, 7, 14, 28, 42) innerhalb einer Versuchsgruppe miteinander 

verglichen. Im Anschluss wurden die einzelnen Gruppen zu bestimmten Zeitpunkten analysiert, 

zum Beispiel Tac severe, Tac mild, Sham und die Kontrollgruppe zum Zeitpunkt Tag 7 in einer 

Hauptkoordinatenanalyse.  

2.2.5.3.3 Abundanz einzelner Taxa 

Um Taxa zu identifizieren, die signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen 

aufwiesen, wurden der Kruskal-Wallis rank sum Test für Unterschiede zwischen allen Gruppen 

und der Wilcoxon signed-rank Test für Unterschiede zwischen nur zwei Gruppen angewandt.  

Beide Tests behandeln die Tendenzen verschiedener Stichproben und prüfen, ob sich diese 

unterscheiden. Der Kruskal-Wallis rank sum Test wird für unabhängige Stichproben 

verwendet, wenn aus bestimmten Gründen keine Varianzanalyse durchgeführt werden kann 

(Kruskal und Wallis 1952). Der Wilcoxon signed-rank Test wird bei zwei abhängigen 

Stichproben anstatt eines t-Tests verwendet, wenn für diesen nicht alle Voraussetzungen erfüllt 

sind (Wilcoxon 1945).  

Anhand der gewonnenen Ergebnisse wurden Heatmaps erstellt, die die Signifikanz der 

Unterschiede einzelner Taxa zwischen zwei Versuchsgruppen oder Zeitpunkten farblich 

darstellen. Hierzu wurde eine Log-Transformation der p-Werte durchgeführt und den 

Logarithmen der p-Werte unterschiedliche Farben, die für ein bestimmtes Signifikanzlevel 

stehen, zugeordnet. So entspricht die Farbe Weiß einem p-Wert von 0,05 und je höher das 

Signifikanzlevel mit entsprechend kleineren p-Werten wird, desto intensiver rot wird das 

zugeordnete Feld. Die Farbe Blau beschreibt einen p-Wert, der größer als 0,05 ist und somit 

den nicht mehr signifikanten Vergleich zweier Gruppen oder Zeiträume. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Evaluation der TAC-Operation 

Während der Studie verstarb eine Maus der TAC Gruppe an Tag 28 und eine Maus der Sham 

Gruppe an Tag 10. 

Da nach der Evaluation der Echokardiographien der Mäuse der TAC- und Sham-Gruppe 

auffiel, dass nicht alle TAC-Versuchstiere eine einheitlich starke Herzinsuffizienz entwickelt 

hatten, wurde diese Gruppe erneut in zwei Untergruppen, TAC mild und TAC severe, unterteilt. 

Zur Einteilung wurde die Ejektionsfraktion (EF) des linken Ventrikels, die in den 

Echokardiographien in Woche 4 und 6 bestimmt wurde, genutzt. Hatte eine Maus eine 

Ejektionsfraktion von 40% und kleiner, wurde sie der Gruppe TAC severe zugeteilt, die die 

Tiere mit deutlichem Erfolg der TAC-Operation enthält. Bei Versuchstieren, deren EF größer 

als 40% war, wurde die TAC-Operation als ‚mild‘ interpretiert und sie wurden der 

entsprechenden Gruppe zugeordnet.  

Die Gruppe der TAC severe enthielt abschließend acht Versuchstiere, die TAC mild Gruppe 

enthielt neun Tiere. Die nachfolgende Tabelle zeigt die Aufteilung der Tiere der ursprünglichen 

TAC Gruppe auf die beiden Untergruppen.  

Tabelle 3.1: Aufteilung der Versuchstiere auf die Untergruppen der TAC-Versuchsgruppe 

TAC severe (EF ≤40%) TAC mild (EF ≥40%) 

Maus 2 

Maus 3 

Maus 7 

Maus 14 

Maus 17 

Maus 27 

Maus 30 

Maus 32 

Maus 4 

Maus 5 

Maus 6 

Maus 16 

Maus 18 

Maus 19 

Maus 20 

Maus 23 

Maus 29 
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Abbildung 3.1: Exemplarische Echokardiographien der Gruppen TAC severe und Sham in 

Woche 6 

A           B 

  

C           D 

  

Die Abbildungen zeigen Echokardiographie-Aufnahmen 6 Wochen nach TAC-OP. Dabei sind die 

oberen Aufnahmen bei einem Sham-Tier gemacht worden, die unteren bei einem Tier der TAC severe 

Gruppe. A: Sham Woche 6, parasternal kurze Achse, M-Mode. B: Sham Woche 6, parasternal kurze 

Achse, B-Mode. C: TAC severe Woche 6, parasternal kurze Achse, M-Mode. D: TAC severe Woche 6, 

parasternal kurze Achse, B-Mode. 
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Bei der Durchführung der Echokardiographien und Aufnahme von exemplarischen Bildern 

zeigte sich bereits ein großer Unterschied in der linksventrikulären Darstellung und Funktion 

zwischen den Gruppen TAC severe und Sham (siehe Abbildung 3.1). A und C zeigen jeweils 

die parasternal kurze Achse des linken Ventrikels im M-Mode zur Messung von 

Ejektionsfraktion und Fractional Shortening. Deutlich wird die viel geringere Annäherung der 

LV-Wände in der Echokardiographie der TAC severe Maus (C) im Vergleich zum Sham 

Versuchstier (A) und ist somit ein Anhaltspunkt für die linksventrikuläre Funktionsstörung. In 

Abbildung 3.1 D wird die konzentrische Hypertrophie des LV durch die Konstriktion im 

aortalen Ausflusstrakt durch die TAC-Operation sichtbar. Vergleichbares Bild der Sham 

Gruppe ist Teilabbildung B, welches ebenfalls die parasternal kurze Achse des LV im B-Mode 

zeigt.  

Zur Auswertung der Echokardiographien wurden innerhalb der Gruppen TAC severe, TAC 

mild und Sham für die Wochen 4 und 6 jeweils die Mittelwerte der gemessenen Parameter (EF; 

FS; LV Diameter,s; LV Diameter,d; LVAW,d; LVID,d; LVPW,d) und deren Standardfehler 

bestimmt (siehe Tabelle 3.2). Mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse wurde anschließend 

getestet, ob sich die einzelnen Gruppen hinsichtlich der einzelnen Parameter unterscheiden. 

Zusätzlich wurde ein Tukey’s-Mehrfachvergleichstest durchgeführt, um darzustellen, wie sich 

die Signifikanzniveaus zwischen den einzelnen Versuchsgruppen verhalten.  

Tabelle 3.2: Gemessene Parameter der einzelnen Versuchsgruppen jeweils in Woche 4 und 

Woche 6 

 TAC severe  TAC mild  Sham  

 Woche 4 Woche 6 Woche 4 Woche 6 Woche 4 Woche 6 

LVEF 36,34±5,32 30,91±2,36 57,47±4,12 50,47±2,41 64,31±1,91 64,44±2,61 

FS 15,46±1,19 7,69±3,19 20,69±2,01 21,79±2,95 33,70±1,09 31,91±0,64 

LV Diameter, s 4,16±0,19 4,35±0,15 3,57±0,25 3,49±0,14 2,96±0,16 2,79±0,29 

LV Diameter,d 4,99±0,15 5,05±0,11 4,16±0,17 4,46±0,11 4,47±0,14 4,30±0,30 

LVAW,d 1,29±0,31 0,99±0,04 1,03±0,20 0,99±0,11 0,84±0,04 0,85±0,07 

LVID,d 4,61±0,21 5,01±0,14 4,40±0,23 4,19±0,11 4,43±0,16 4,06±0,28 

LVPW,d 1,17±0,07 1,04±0,06 0,98±0,08 1,04±0,07 0,95±0,05 0,86±0,06 

Die Werte sind Mittelwerte ± Standardfehler, n=6-9 Mäuse, LVEF=linksventrikuläre Ejektionsfraktion 

(%), FS=Fractional Shortening (%), LV=linker Ventrikel, s=Systole, d=Diastole, LVAW=left 

ventricular anterior wall (mm), LVID=left ventricular internal diameter (mm), LVPW=left ventricular 

posterior wall (mm). 
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Abbildung 3.2: Linksventrikuläre Ejektionsfraktion der einzelnen Versuchsgruppen in 

Woche 4 und Woche 6 

 A         B 

  

Die Abbildungen zeigen Mittelwerte der EF mit Standardfehlern. A: LVEF der einzelnen 

Versuchsgruppen in Woche 4. B: LVEF der einzelnen Versuchsgruppen in Woche 6. 

**: p ≤ 0,01. ***: p ≤ 0,001. ****: p ≤ 0,0001. 

 

Abbildung 3.3: Fractional Shortening der einzelnen Versuchsgruppen in Woche 4 und 

Woche 6 

 A          B 

  

Die Abbildungen zeigen Mittelwerte des FS mit Standardfehlern. A: FS der einzelnen 

Versuchsgruppen in Woche 4. B: FS der einzelnen Versuchsgruppen in Woche 6.  

*: p ≤ 0,05. **: p ≤ 0,01. ****: p ≤ 0,0001. 

 

Wie in Abbildung 3.2 sichtbar wird, sind bereits 4 Wochen nach der TAC-Operation 

signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der linksventrikulären Ejektionsfraktion 

aller Gruppen zu erkennen (ANOVA: p = 0,0001). Die Gruppe TAC severe unterscheidet sich 

signifikant sowohl von der Gruppe TAC mild (p ≤ 0,01) als auch von der Sham-Gruppe (p ≤ 

0,001). Zwei Wochen später, in Woche 6, finden sich nun zusätzlich signifikante Unterschiede 
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zwischen den Gruppen TAC mild und Sham (p ≤ 0,01) und die EF der Versuchstiere in der 

TAC severe Gruppe verschlechtert sich weiterhin auf einen Mittelwert von 30,91%, sodass die 

Unterschiede zu den restlichen Gruppen hochsignifikant werden (p ≤ 0,0001).  

Abbildung 3.3 zeigt ein ähnliches Bild hinsichtlich des Fractional Shortenings des linken 

Ventrikels. In den Echokardiographien der vierten Woche zeigen sich bereits hochsignifikante 

Unterschiede zwischen den Gruppen Sham und TAC severe beziehungsweise TAC mild 

(jeweils p ≤ 0,0001). Die Varianzanalyse ergab mit einem p-Wert von < 0,0001 ebenfalls bereits 

signifikante Unterschiede in den Mittelwerten aller Gruppen. In Woche 6 unterscheiden sich 

nun auch die TAC severe Mäuse deutlich von den TAC mild Versuchstieren (p ≤ 0,01).  

Insgesamt zeigt sich durch die Aufteilung der ursprünglichen TAC Gruppe auf die 

Untergruppen severe und mild in der Analyse der Operation durch die Echokardiographie, dass 

bei den Tieren der TAC severe Gruppe eine deutliche Herzinsuffizienz induziert wurde, die 

milder ausgeprägt auch in der Gruppe TAC mild vorliegt.  

Nachdem alle Mäuse an Tag 42 nach der TAC-Operation getötet wurden und die Organe (Herz, 

Lunge, Ileum) entnommen und gewogen wurden, wurden das Körpergewicht, das Herzgewicht 

und das Lungengewicht gemessen. Anschließend wurde der Quotient aus Herz- und 

Körpergewicht sowie aus Lungen- und Körpergewicht ermittelt und die Mittelwerte der 

bestimmten Parameter (Körpergewicht, Herzgewicht, Lungengewicht, 

Herzgewicht/Körpergewicht, Lungengewicht/Körpergewicht) sowie deren Standardfehler 

gebildet (siehe Tabelle 3.3). Anschließend wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse und ein 

Tukey’s-Mehrfachvergleichstest durchgeführt, um die Unterschiede hinsichtlich der einzelnen 

Gewichte und die Signifikanzniveaus zwischen den verschiedenen Gruppen darstellen zu 

können. 

Tabelle 3.3: Körpergewicht, Herzgewicht, Lungengewicht und Quotient aus Herz- und 

Körpergewicht der einzelnen Versuchsgruppen 

 TAC severe TAC mild Sham Control 

Körpergewicht 27,71±1,59 30,65±0,92 31,82±1,19 30,53±0,63 

Herzgewicht 216,11±7,69 154,23±11,70 122,4±4,00 114,69±2,31 

Lungengewicht 326,86±47,37 166,51±45,02 133,06±4,02 136,13±2,93 

Herzgewicht/Körpergewicht 7,97±0,55 5,12±0,56 3,88±0,15 3,77±0,04 

Lungengewicht/Körpergewicht 12,50±2,40 5,73±1,85 4,16±0,11 4,47±0,09 
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Die Werte sind Mittelwerte ± Standardfehler, n=7-10 Mäuse, Körpergewicht gemessen in Gramm, Herz- 

und Lungengewicht gemessen in Milligramm, Quotient Herzgewicht/Körpergewicht und 

Lungengewicht/Körpergewicht gemessen in mg/g. 

 

Zunächst bestätigte sich, dass es keine signifikanten Unterschiede bezüglich des 

Körpergewichts zwischen den Versuchsgruppen gab (siehe Abbildung 3.4 A). Es zeigte sich, 

dass die Versuchstiere, die der TAC-Prozedur unterzogen wurden, ein signifikant höheres 

Herzgewicht aufwiesen (siehe Abbildung 3.4 B). Die Tiere der TAC severe Gruppe zeigten 

zusätzlich ein signifikant höheres relatives Gewicht von Herz zu Körpergewicht auf (siehe 

Abbildung 3.4 C; p ≤ 0,0001), welches ein Faktor für kardiale Hypertrophie ist und stark mit 

einem Erfolg der TAC-Operation korreliert. Das Lungengewicht und das relative Gewicht von 

Lunge zu Körpergewicht der TAC severe Gruppe im Vergleich zu den anderen drei 

Versuchsgruppen war ebenfalls signifikant erhöht (siehe Abbildung 3.4 D, E) und lässt auf 

eine pulmonale Stauung aufgrund von Rückwärtsversagen durch die erzeugte Herzinsuffizienz 

schließen (Mohammed et al. 2012). Unter den Mäusen, die der TAC-Operation unterzogen 

wurden, war also nicht nur hinsichtlich der Echokardiographien eine Diskrepanz zwischen der 

Gruppe TAC severe und TAC mild zu beobachten, sondern auch bezüglich der Herz- und 

Lungengewichte. Während die Versuchstiere der TAC mild Gruppe noch signifikant höhere 

Herzgewichte verglichen mit der Sham Gruppe und Kontrollgruppe zeigten, blieben diese 

signifikanten Unterschiede bei Betrachtung des Lungengewichts und der relativen Herz- und 

Lungengewichte aus. Dies befürwortet erneut die nachträgliche Teilung der TAC-

Versuchsgruppe in zwei Untergruppen, da sich nur bei den Tieren der TAC severe Gruppe eine 

ausreichende Herzinsuffizienz etabliert hat. 

 

 

 

 

Abbildung 3.4: Körpergewicht, Herzgewicht, relatives Herzgewicht, Lungengewicht und 

relatives Lungengewicht der einzelnen Versuchsgruppen an Tag 42 
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 A 

 

B      C 

     

 D      E 
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Die Abbildungen zeigen Mittelwerte der unterschiedlichen Gewichte und Quotienten mit 

Standardfehlern. A: Körpergewicht (g). B: Herzgewicht (mg). C: Quotient aus Herzgewicht und 

Körpergewicht (mg/g). D: Lungengewicht (mg). E: Quotient aus Lungengewicht und 

Körpergewicht (mg/g). *: p ≤ 0,05. **: p ≤ 0,01. ***: p ≤ 0,001. ****: p ≤ 0,0001. 

 

3.2 Betrachtung der einzelnen Behandlungsgruppen hinsichtlich Alpha- 

und Beta-Diversität 

Zunächst wurden alle Gruppen einzeln zu den Zeitpunkten 0, 7, 14, 28 und 42 Tagen 

hinsichtlich ihrer Alpha- und Beta-Diversität untersucht. Die Alpha-Diversität beschreibt die 

intraindividuelle Diversität der einzelnen Proben, während die Beta-Diversität 

probenübergreifend die Unterschiede in der Vielfältigkeit zwischen den verschiedenen 

Gemeinschaften beschreibt. 

 

3.2.1 Alpha-Diversität 

Nach der Auswertung der Proben zeigten sich hinsichtlich der Alpha-Diversität, gemessen mit 

Chao1-Index und Shannon-Evenness, keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen 

Behandlungsgruppen (siehe Boxplots Abbildung 3.5). 

Abbildung 3.5: Alpha-Diversität der einzelnen Versuchsgruppen zu den unterschiedlichen 

Zeitpunkten 

       A       B 
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       C       D 

   

Die Abbildungen zeigen Chao1-Index (jeweils links) und Shannon-Evenness (jeweils rechts) 

zu den Zeitpunkten 0, 7, 14, 28 und 42 Tagen. A: TAC severe. B: TAC mild. C: Sham. D: 

Control. 

 

Allerdings zeigt sich in der Varianzanalyse (siehe Tabelle 3.4) eine signifikante Veränderung 

(p=0,002 [TAC severe]) der Bakterienzusammensetzung in der TAC severe Gruppe im 

Zeitverlauf (p=0,025 [0-7 Tage], p=0,007 [7-14 Tage], p=0,02 [14-28 Tage], p=0,004 [28-42 

Tage]), die sich hauptsächlich in den ersten sieben Tagen nach der TAC-OP zeigt (p=0,019). 

Dies entspricht einer über jeden Zeitpunkt signifikanten Veränderung der Alpha-Diversität 

innerhalb der TAC severe Gruppe. 

Tabelle 3.4: ANOVA der einzelnen Versuchsgruppen von Tag 0 zu verschiedenen 

Endzeitpunkten 

 0-7 Tage 0-14 Tage 0-28 Tage 0-42 Tage 

TAC mild 0,006 0,088 0,184 0,004 

TAC severe 0,025 0,007 0,02 0,004 

Sham 0,27 0,554 0,029 0,64 

Control 0,156 0,042 0,066 0,02 

Die Tabelle zeigt Adonis p-Werte aus Mehrfachvergleichen mittels ANOVA. 
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3.2.2 Beta-Diversität 

In der Hauptkomponentenanalyse (PCOA, siehe Abbildung 3.6) der Gruppen TAC mild (B) 

und TAC severe (A) ist im Vergleich zu den Kontrollgruppen Sham und Control ein Trend der 

Separation über die Zeit zu erkennen. Die Diagramme der TAC Gruppen bieten ein deutlich 

weitläufigeres, gestreutes Bild im Vergleich zu den Diagrammen der Sham- und 

Kontrollgruppe (C und D), in denen die Kreise der einzelnen Zeitpunkte kompakter und näher 

beisammenbleiben. Im PCOA Diagramm der TAC severe Gruppe zeigt sich, dass sich die 

Proben der Tage 7 – 42 deutlich von denen des Zeitpunktes 0 unterscheiden. Dies lässt auf eine 

Veränderung in der Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms über den Zeitpunkt des 

Experiments schließen. 
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Abbildung 3.6: Beta-Diversität der einzelnen Versuchsgruppen 

A           B 

  

C           D 

   

Die Abbildungen zeigen Beta-Diversität in PCOA-Plots. Verschiedenfarbige Kreise 

stehen für die unterschiedlichen Zeiträume Tag 0, 7, 14, 28, 42. A: TAC severe. B: TAC 

mild. C: Sham. D: Control. 
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3.3 Vergleich der einzelnen Behandlungsgruppen hinsichtlich Alpha- und 

Beta-Diversität zu den unterschiedlichen Zeitpunkten 

Nachdem die Versuchsgruppen einzeln hinsichtlich ihrer Alpha- und Beta-Diversität betrachtet 

wurden, wurden in einem zweiten Schritt alle Gruppen zu einem bestimmten Zeitpunkt auf 

Unterschiede in ihrer Zusammensetzung analysiert (Abbildung 3.7). 

Zum Zeitpunkt Tag 0 (A) waren alle Kreise in den PCOA Diagrammen noch sehr nah 

beisammen, die Bakterienzusammensetzung glich sich hier also noch stark. 

An Tag 7 (B) konnte man bereits den Start einer Separation der Bakterienzusammensetzungen 

beider TAC-Gruppen von der Sham- und Kontrollgruppe beobachten. Die Kreise der beiden 

Versuchsgruppen mit induzierter Herzinsuffizienz beginnen sich hier zu weiten, während die 

Kreise, die die Bakteriengemeinschaften der Gruppen mit Kontrolleigenschaften (Sham und 

Kontrollgruppe) darstellen, sehr klein und mit deutlichen Überschneidungen bleiben. 

Zwei Wochen nach der TAC-Operation (C) hat sich die Bakteriengemeinschaft der Gruppe 

TAC severe von den drei restlichen Gruppen entfernt, die hier nur noch wenige Unterschiede 

untereinander aufweisen.  

An den Tagen 28 (D) und 42 (E) zeigte sich ein weniger klares Bild in der 

Hauptkomponentenanalyse, sodass es zu größeren Überschneidungen zwischen allen vier 

Gruppen kommt. Trotzdem ist die Versuchsgruppe TAC severe immer diejenige Gruppe, deren 

Kreis am weitesten von den restlichen Gruppen entfernt ist und mit dem es am wenigsten 

Überschneidungen gibt.  
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Abbildung 3.7: Hauptkomponentenanalyse der verschiedenen Versuchsgruppen zu 

bestimmten Zeitpunkten 

 

 

A      B 

   
 C      D 

   
 E 

  

Die Abbildungen zeigen Beta-Diversität 

in PCOA-Plots. Verschiedenfarbige 

Kreise stehen für die unterschiedlichen 

Versuchsgruppen TAC severe, TAC 

mild, Sham und Control. A: Tag 0. B: 

Tag 7. C: Tag 14. D: Tag 28. E: Tag 42. 



 

34 
 

3.4 Abundanz einzelner Bakterien 

Nachdem die einzelnen Versuchsgruppen hinsichtlich ihrer Alpha- und Beta-Diversität 

untersucht wurden, wurden in einem nächsten Schritt bestimmte Bakterienphyla, -klassen, -

ordnungen, -familien und -genus bestimmt, hinsichtlich derer sich die Gruppen untereinander 

oder bezüglich der verschiedenen Zeitpunkte unterscheiden.  

Zur Darstellung der Differenz wurden Heatmaps erstellt, sowohl zum Vergleich der vier 

Versuchsgruppen als auch der verschiedenen Zeitpunkte innerhalb einer Gruppe. 

Abbildung 3.8: Heatmap der Versuchsgruppe TAC severe und Sham 

    A             B 

       

Die Abbildungen zeigen Heatmaps. Verglichen wird jeweils der Zeitpunkt Tag 0 mit den 

folgenden Zeitpunkten (Tag 7, 14, 28, 42). Die p-Werte wurden logarithmiert, sodass die Legende 

-log10(p-Wert) ist. Somit ist ‚weiß‘ -log10(p-Wert) =1,3, was einem p-Wert von 0,05 entspricht. 

Je roter, desto signifikanter der Unterschied des Bakteriums zwischen den Zeitpunkten. Blau 

bedeutet keine signifikanten Unterschiede zwischen den Zeitpunkten. A: TAC severe. B: Sham. 

Wie in Abbildung 3.8 veranschaulicht ist, sind in der Gruppe TAC severe (A) deutlich mehr 

Bakterien differentiell reguliert zu den verschiedenen Zeitpunkten im Vergleich zur Sham-

Gruppe (B). Auch zeigt sich eine Konstanz über die Dauer des Experiments, sodass bereits 

beim Vergleich von Tag 0 und Tag 7 wenige Unterschiede hinsichtlich der bakteriellen 

Besiedelung bestehen, diese sich aber bis hin zu Tag 42 ausweiten. Ein ähnlicher Schluss lässt 

sich bei der Beobachtung der Heatmap der Sham Gruppe nicht ziehen. Die entsprechende 

Heatmap zeigt zwar einige signifikant unterschiedliche Bakterien beim Vergleich von Tag 0 

und 28, die anderen Zeitvergleiche zeigen jedoch fast ausschließlich blaue Balken und demnach 
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keine Fortführung der Veränderung des intestinalen Mikrobioms zum Beispiel beim Vergleich 

des Tags 0 und 42. 

Abbildung 3.9: Gruppenvergleichende Heatmaps zu Beginn und Ende des Experiments 

     A       B 

  

Die Abbildungen zeigen Heatmaps. Verglichen werden jeweils zwei der vier Versuchsgruppen 

(TAC severe, TAC mild, Sham, Control) zu einem bestimmten Zeitpunkt. Die p-Werte 

wurden logarithmiert, sodass die Legende -log10(p-Wert) ist. Somit ist ‚weiß‘ -log10(p-Wert) 

=1,3, was einem p-Wert von 0,05 entspricht. Je roter, desto signifikanter der Unterschied des 

Bakteriums zwischen den Zeitpunkten. Blau bedeutet keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Zeitpunkten. A: Tag 0. B: Tag 42. 

Auch in den gruppenvergleichenden Heatmaps in Abbildung 3.9 sind zu Beginn des 

Experiments nur wenige Bakterienabundanzen zu sehen (A). An Tag 42 (B) sind die 

signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Bakterien in den Spalten, die die Gruppen TAC 

severe und Sham beziehungsweise TAC severe und Kontrollgruppen vergleichen, ersichtlich. 

Diese existieren beim Vergleich der anderen Versuchsgruppen miteinander, nämlich TAC mild 

mit TAC severe, Sham und Kontrollgruppe und Sham mit Kontrollgruppe (auf Abbildung 3.9 

B links im Bild), jedoch nur kaum. Dies ist wiederum hinweisend für ein verändertes 

intestinales Mikrobiom der Tiere in der TAC severe Gruppe. Die Anzahl an Bakterien mit 

signifikant unterschiedlichen Abundanzen in der TAC severe Gruppe nehmen im Verlauf des 

Experiments mit einer vermehrten Manifestation der Herzinsuffizienz zu. 
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Die Veränderung der Zusammensetzung des bakteriellen intestinalen Mikrobioms wurde 

hauptsächlich durch unterschiedliche Abundanz der Bakterienfamilien Lachnospiraceae, 

Ruminococcaceae, der Bakteriengattungen Mucispirillium und Ruminococcus und des 

Bakterienphylums Proteobacteria bedingt. 

Insgesamt lässt sich aufgrund der vorliegenden Ergebnisse nicht das eine Bakterium 

identifizieren, dass bei Herzinsuffizienz über- oder unterrepräsentiert ist. Viel mehr erzeugt der 

chronische Status der Inflammation eine Dysbiosis des intestinalen Mikrobioms, also eine 

Pathologie-assoziierte Veränderung über mehrere Bakterienfamilien hinweg. 
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4 Diskussion 

In dieser Arbeit wurde das intestinale bakterielle Mikrobiom von Mäusen mit induzierter 

Herzinsuffizienz durch die TAC-Operation mit gesunden scheinoperierten Mäusen und 

Kontrollmäusen verglichen. Die Evaluation des TAC-Erfolgs wurde mittels transthorakaler 

Echokardiographie ermittelt und die Untersuchung des intestinalen Mikrobioms erfolgte auf 

der Basis von nicht-invasiv gewonnenen Stuhlproben an den Tagen 0, 7, 14, 28 und 42 

postoperativ. 

 

4.1 Funktionalität einzelner Taxa mit verschiedener Abundanz 

Wie in Kapitel 3.4 bereits beschrieben, fielen vor allem die veränderten Abundanzen der 

Bakterienfamilien Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, der Bakteriengattungen Mucispirillium 

und Ruminococcus und des Bakterienphylums Proteobacteria bei der Auswertung der 

Ergebnisse dieser Arbeit auf. Im Folgenden soll nun kurz auf die Funktionalität der 

verschiedenen Taxa und ihrer eventuellen Zuordnung zu unterschiedlichen pathologischen 

Zuständen eingegangen werden.  

Die Bakterienfamilie der Lachnospiraceae bildet eine wichtige Gruppe unter den 

butyratbildenden Bakterien des intestinalen Mikrobioms. Diese ist essentiell für die intestinale 

Barriere und die Verhinderung intestinaler Inflammation, da sie unter anderem die 

Differenzierung von T-regulatorischen Zellen in der Darmmukosa beeinflusst (Peng et al. 2009; 

Furusawa et al. 2013). Zusätzlich spielen Lachnospiraceae eine Rolle in der Darmmotilität 

(Dahiya et al. 2019). Somit ist es wenig verwunderlich, dass bei Patienten mit Clostridium 

difficile Infektion unter anderem eine verminderte Abundanz von Lachnospiraceae 

nachgewiesen wurde und opportunistische Infektionen begünstigt wurden (Milani et al. 2016). 

Ebenfalls vermindert bei Clostridium difficile Infektion nachgewiesen wurde die 

Bakterienfamilie der Ruminococcaceae (Antharam et al. 2013). Zusätzlich wurden verminderte 

Abundanzen von Ruminococcaceae in einer vergleichenden Mikrobiomanalyse von gesunden 

und an Herzinsuffizienz leidenden Patienten beschrieben (Luedde et al. 2017). 

Widersprüchliche Ergebnisse bezüglich der Gattung Ruminococcus liefern mehrere Studien, 

die das intestinale Mikrobiom von adipösen Patienten untersuchen. So werden sowohl erhöhte 

als auch verminderte Abundanzen diesbezüglich beschrieben (Maniar et al. 2019). Jedoch 

konnte eine Assoziation zu chronisch entzündlichen Darmerkrankungen und Kolitis hergestellt 
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werden, die durch eine verminderte Expression von Ruminococcus im intestinalen Mikrobiom 

gekennzeichnet waren (Suchodolski 2013).  

Die Gattung Mucispirillium, genauer Mucispirillium schaedleri, ist in der Lage, die Virulenz 

von nicht-typhoidalen Salmonellen herabzusetzen und somit die Entwicklung einer Kolitis in 

Mäusen entgegenzuwirken (Herp et al. 2019). Der Gattung wird also eine protektive Rolle im 

Intestinum zugesprochen. 

Das Bakterienphylum der Proteobacteria ist eine heterogene Gruppe, die mit vielen 

Erkrankungen assoziiert ist und zu der mehrere bekannte humanpathogene Keime gehören (z.B. 

Escherichia, Bordetella, Shigella, Yersinia, Helicobacter). Eine mikrobielle Dysbiosis ist sehr 

häufig durch vermehrte Abundanzen dieses Phylums charakterisiert (Shin et al. 2015). Solche 

vermehrte Abundanzen konnten unter anderem in atherosklerotischen Plaques (Koren et al. 

2011) und Patienten mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen nachgewiesen werden 

(Frank et al. 2007).  

 

4.2 Vergleich der Ergebnisse mit anderen Studien 

Auch andere Forschergruppen interessieren sich für das hochaktuelle Thema Zusammenhang 

des Mikrobioms und der kardiovaskulären Gesundheit, insbesondere der Herzinsuffizienz. 

Unsere Gruppe konnte in einer Fall-Kontroll-Studie im Vergleich zwischen hospitalisierten 

Herzinsuffizienz-Patienten und gesunden Kontrollen eine signifikante Veränderung in Alpha- 

und Beta-Diversität nachweisen (Luedde et al. 2017). Patienten mit Herzinsuffizienz wiesen 

eine verringerte Biodiversität auf und die Bakterienfamilien Coriobacteriaceae, 

Ruminococcaceae und Erysipelotrichaceae waren signifikant vermindert, was auf einen 

möglichen Zusammenhang der intestinalen Dysbiose und der Pathogenese der Herzinsuffizienz 

schließen lässt. In der hier vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls eine deutlich veränderte 

Abundanz von Ruminococcaceae und eine leicht veränderte Abundanz von Erysipelotrichaceae 

beobachtet werden. Jedoch waren die Veränderungen in Alpha- und Beta-Diversität nicht 

signifikant. 

Mayerhofer et al. (2019) untersuchten die Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms bei 

Herzinsuffizienz unter dem Aspekt der eingenommenen Diät. Hier konnte ebenfalls eine 

signifikant veränderte Beta-Diversität zwischen HI-Patienten und gesunden Kontrollen 

festgestellt werden. Herzinsuffiziente Patienten wiesen vor allem eine geringere Biodiversität 
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und geringeres Verhältnis von Firmicuten zu Bacteroideten (F/B-Ratio) auf, welches besonders 

gering war bei Patienten, die die klinischen Endpunkte (Tod, Herztransplantation) erreichten 

(Mayerhofer et al. 2019). Die bakterielle Dysbiose und niedrigere Alpha-Diversität waren laut 

Mayerhofer et al. (2019) vergesellschaftet mit einer geringen Aufnahme an Ballaststoffen, die 

zur verminderten Bildung von Butyrat durch das veränderte Mikrobiom und letztlich zur 

intestinalen Inflammation führte. Im Umkehrschluss folgt also aus einer besonders 

ballaststoffreichen Diät eine größere intraindividuelle Vielfalt an Bakterien im Magen-Darm-

Trakt, die ein gesundes Mikrobiom unter anderem charakterisieren (Neish 2009).  

Um weitere Informationen über den Zusammenhang von Pathogenese der Herzinsuffizienz und 

Dysbiose des intestinalen Mikrobioms zu erhalten, ist es essenziell, dass weitere Studien dieses 

Thema betreffend durchgeführt werden. Auch die Rolle der Ernährung und der Einfluss von 

Prä- und Probiotika muss weiter untersucht werden. Ziel könnte die Identifikation von wenigen 

Markerkeimen sein, die sich im Verlauf der Herzinsuffizienz bestimmen und auf den Fortschritt 

der Erkrankung schließen lassen, da Patienten oft erst spät mit klinischen Symptomen auffallen. 

Deshalb sind Studien, wie die GutHeart Studie von Mayerhofer et al. besonders wichtig. Hier 

wird multizentral der Einfluss von Probiotika (Saccharomyces boulardii) und Antibiotika 

(Rifaximin) auf die linksventrikuläre Ejektionsfraktion, die Lebensqualität, die funktionale 

Kapazität und den Status der gastrointestinalen Inflammation und Durchlässigkeit der 

intestinalen Barriere (‚leakage‘) evaluiert. 

So können gegebenenfalls weitere Erkenntnisse zur Manifestation und Variabilität der 

intestinalen Dysbiose bei Herzinsuffizienz und der Entwicklung von möglichen Biomarkern 

oder gar Therapiestrategien gewonnen werden.  

 

4.3 Einfluss bakterieller Metabolite 

In den letzten Jahren der Mikrobiomforschung sind neben der Identifikation von 

Bakterienfamilien, -gattungen und -phyla und der Charakterisierung von Dys- und Eubiose vor 

allem bakterielle Metabolite und deren Einfluss auf den Gesamtorganismus in den Vordergrund 

gerückt.  

Somit wird das Augenmerk viel mehr auf die Gesamtheit der Beziehungen zwischen 

Ernährung, intestinalem Mikrobiom, dessen Metabolismus und Einfluss auf das Individuum 

gelenkt. Aufbauend hierauf erhofft man sich tiefgründigere Einblicke in das Zusammenspiel 
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zwischen Mensch und Mikrobiom und mögliche Ansatzpunkte für Diagnostik und 

Therapiemethoden.  

Ein wichtiges protektives Stoffwechselprodukt sind die kurzkettigen Fettsäuren (short chain 

fatty acids, SCFA), deren Hauptvertreter Acetat, Propionat und Butyrat sind. Verschiedene 

Bakterienvertreter fermentieren Ballaststoffe im Kolon und produzieren somit die 

unterschiedlichen SCFA (Morrison und Preston 2016). Diese haben durch G-Protein-

gekoppelte Signalwege und Inhibition von Histondeacetylasen Einfluss auf Endothelzellen und 

Leukozyten sowie deren Migration, Ausschüttung von Zytokinen (TNF-α, IL-2, IL-6, IL-10) 

und Chemokinen (Vinolo et al. 2011). Zusätzlich stärken SCFA die intestinale Barriere durch 

verstärkten Einbau von Tight-Junctions zwischen Epithelzellen (Wang et al. 2012a). Vor allem 

Acetat und Propionat zeigten im Mausmodell eine blutdrucksenkende Wirkung (Marques et al. 

2017; Bartolomaeus et al. 2019) und aufgrund dessen eine positive Beeinflussung des kardialen 

Remodelings (Bartolomaeus et al. 2020). Aus diesen Fähigkeiten resultieren die anti-

inflammatorischen und protektiven kardiovaskulären Eigenschaften der SCFA, welche das 

Thema einer ausgewogenen, gesunden und ballaststoffreichen Ernährung in der Behandlung 

kardiovaskulärer Erkrankungen unterstreichen. 

Ein weiterer bakterieller Metabolit, der zurzeit Gegenstand weitreichender Diskussion 

bezüglich der Interaktion zwischen intestinalem Mikrobiom und schlechtem Outcome einer 

Herzinsuffizienz ist, nennt sich Trimethylamin-N-Oxid (TMAO). TMAO, welches von den 

Darmbakterien vorrangig nach Konsum tierischer Produkte gebildet wird, wird in Verbindung 

gebracht mit vermehrtem Auftreten von kardiovaskulären Ereignissen und erhöhter Mortalität 

(Tang et al. 2014). Nach dem Verzehr von beispielsweise Milchprodukten, Ei oder Fleisch wird 

vom intestinalen Mikrobiom aus Cholin, Carnitin und Phosphatidylcholin primär 

Trimethylamin (TMA) gebildet (siehe Abbildung 4.1). Dieses wird in einem zweiten Schritt 

in der Leber durch das Enzym Flavinmonooxygenase 3 zu TMAO umgesetzt (Bennett et al. 

2013; Wang et al. 2015; Koeth et al. 2013). Bevor TMAO renal eliminiert wird (Tang et al. 

2015) kann es proinflammatorisch über gesteigerte Leukozytenadhäsion wirken (Seldin et al. 

2016), den Cholesterintransport zur Leber und die Ausscheidung von Cholesterin über 

Gallensäuren vermindern (Koeth et al. 2013), sowie das Risiko für Thrombosen erhöhen (Zhu 

et al. 2017). Trotzdem ist die Studienlage zu TMAO komplex und es existieren eine Vielzahl 

an unterschiedlichen und teils auch widersprüchlichen Arbeiten hierzu (Bartolomaeus et al. 

2020). Nichtsdestotrotz existieren bereits Versuche, in Mausmodellen eine Reduktion von 
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TMAO zu erzielen und die daraus folgenden Konsequenzen zu evaluieren und einzuordnen 

(Wang et al. 2015; Roberts et al. 2018).  

Es ist essenziell, dass weiterhin versucht wird, auch die metabolischen Zusammenhänge 

zwischen intestinalem Mikrobiom und menschlichem Organismus zu verstehen, damit die 

Mikrobiomforschung in möglichen Diagnose- und Therapiestrategien resultieren kann. 

 

4.4 Limitationen und Störfaktoren 

Insgesamt spielen bei der Zusammensetzung und Diversität des humanen Mikrobioms eine 

große Vielfalt an Einflussfaktoren eine Rolle. Bereits kleine Veränderungen in der 

Lebensführung eines Individuums, wie Ernährungsgewohnheiten, Stress oder der Kontakt zu 

anderen Individuen, können das Mikrobiom deutlich verändern. Generell gleicht sich vor allem 

das Mikrobiom der Haut von zusammenlebenden Individuen stark, sogar auch das von 

Familienmitgliedern und deren Haustieren (Song et al. 2013). 

Auf das intestinale Mikrobiom hat unter anderem die Ernährung einen großen Einfluss. Die 

Versuchstiere in dieser Studie erhielten eine normale pelletierte Nagetier-Tiernahrung, wie sie 

für viele weitere Experimente eingesetzt wird. Diese pelletierte Nahrung enthält an die 20% 

Ballaststoffe, die das Bakterienwachstum in Zökum und Kolon beeinflussen. Einzelne Pellets 

sind nie genau gleich groß und somit erhalten die Tiere immer unterschiedlich viele Nährstoffe, 

die sich auf die intestinalen Bakterien der einzelnen Individuen auswirken (Pellizzon 2016). 

Fraglich ist, ob man diese Art von Diät mit der menschlichen Verhaltensweise und den 

humanen Ernährungsgewohnheiten gleichsetzen kann, die sich bekanntlich von Tag zu Tag 

stark unterscheiden. So bleiben laut der Nationalen Verzehrsstudie II des Max Rubner-Instituts 

68% der Männer und 75% der Frauen täglich unter dem empfohlenen Richtwert für die 

Ballaststoffzufuhr (Max Rubner-Institut 2008) und gerade diese hat große Auswirkungen auf 

das intestinale Mikrobiom.  

Zusätzlich wäre eine Abweichung von Maus-Modellen auf andere Versuchstiere mit dem 

Menschen ähnlicherer Anatomie des Gastrointestinaltrakts denkbar. Hunde erweisen sich als 

immer geeigneter in Mikrobiomstudien, da die Komposition des Gastrointestinaltraktes dem 

Menschen mehr ähnelt als der von Mäusen oder gar Zebrafischen. Auch chronische 

Entzündungszustände, wie sie in der Herzinsuffizienz zu finden sind, präsentieren sich in 

Hunden vergleichsweise gut (Ericsson 2019). Natürlich treten hier große Limitationen 

bezüglich der Haltungskosten und ethischen Fragen auf. 
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Generell ist auch die Anästhesie bei der Durchführung der Echokardiographien an den 

Versuchsmäusen als kritisch zu bewerten, da die verwendeten Anästhetika die Herzfrequenz 

und die Kontraktilität des Herzen vermindern (Vatner et al. 2002). Um eine physiologische 

Beurteilung der Ventrikelfunktion und somit eine Evaluation der induzierten Herzinsuffizienz 

sicherzustellen, müssten die Tiere folglich wach und unanästhesiert echokardiografiert werden. 

Dies ist wiederum nur sehr schwer möglich, da die Mäuse dafür arbeitsintensiv konditioniert 

werden müssten oder während der Echokardiographie extreme Stresssituationen erfahren 

würden, die Einfluss nehmen auf die Herzfrequenz und den Sympathikotonus der Tiere (Gao 

et al. 2011). Das in dieser Studie verwendete Anästhetikum Isofluran hat geringere Einflüsse 

auf die kardiale Funktion, als beispielsweise Ketamin oder Pentobarbital (Gao et al. 2011; 

Stypmann 2007), sodass sein Einsatz vertretbar ist. Zusätzlich ist festzuhalten, dass 

Versuchstiere sowohl der TAC-Gruppen als auch der Sham Gruppe eine Isofluran-Narkose 

während der Echokardiographie erhielten. Kardiodepressive Nebenwirkungen sollten demnach 

in allen Tieren auftreten und sich im Vergleich und der Auswertung der erhobenen Daten 

bestenfalls relativieren.  

 

4.5 Ausblick 

Sowohl in dieser Arbeit als auch in mehreren anderen Studien konnte eine Veränderung des 

intestinalen Mikrobioms im Zustand der Herzinsuffizienz aufgezeigt werden. Ob diese das 

Resultat der Manifestation der Herzinsuffizienz am Herzen mit geringerer Ejektionsfraktion 

und vermehrtem Rückstau ist oder sich als alleinstehender Risikofaktor entwickelt, ist noch zu 

beweisen. Immer noch weitestgehend unklar ist der genaue Mechanismus der Einflussnahme 

der Dysbiosis und die allumfassende Pathogenese der Herzinsuffizienz.   

Weiterführend ist die genauere Untersuchung von Abundanzen der einzelnen Bakterien 

notwendig und ein besseres Verständnis der Funktionalität und Stoffwechselaktivitäten der 

Bakterien mit veränderter Abundanz wünschenswert. Hierzu könnte anstatt der 16s-rRNA-

Sequenzierung eine Sequenzierung des Gesamtgenoms angewandt werden.  

Abbildung 4.1 gibt einen Überblick über die Einordnung des intestinalen Mikrobioms im 

Gesamtorganismus und die Einflussnahme bakterieller Metabolite (TMAO, siehe 4.3 Einfluss 

bakterieller Metabolite) auf verschiedene Organe, wie Herz und Nieren. Zusätzlich werden in 

der Abbildung verschiedene Angriffspunkte zur Modulation des Darmmikrobioms dargestellt 

(Diät, Pro- und Präbiotika, fäkaler Mikrobiomtransfer, TMA Lyase Inhibitoren).  
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Möglich wäre die Einhaltung einer bestimmten Diät, um die Zusammensetzung des intestinalen 

Mikrobioms zu beeinflussen und somit auch die Produktion bakterieller Metabolite. Es konnte 

bereits gezeigt werden, dass Fehler im Einhalten einer mediterranen Diät, welche protektiv 

hinsichtlich kardiovaskulärer Erkrankungen wirkt (Martínez-González et al. 2019), zu einem 

Anstieg des Metabolits TMAO im Urin führen (Filippis et al. 2016).  

Ein weiterer Ansatzpunkt könnte der Einsatz von Probiotika und Präbiotika sein. Probiotika 

enthalten verschiedene lebensfähige Mikroorganismen während Präbiotika 

Lebensmittelbestandteile enthalten, die die Aktivität und das Wachstum bestimmter 

Bakterienstämme gezielt beeinflussen können. Da bereits bekannt ist, das einzelne 

Darmbakterien positive Einflüsse auf den inflammatorischen Zustand des Intestinums erzielen 

können (beispielsweise Butyrat-bildende Bakterien, Mayerhofer et al. 2019), liegt der Versuch 

nahe, jene Bakterien gezielt durch Prä-/Probiotika zu fördern, wie es in Studien zu Diabetes 

mellitus bereits erfolgreich beschrieben wurde (Fangmann et al. 2018).  

Die Durchführung eines fäkalen Mikrobiomtransfers, auch Stuhltransplantation genannt, wie 

schon für therapieresistente Clostridium difficile Infektionen klinisch etabliert (van Nood et al. 

2013; Hagel et al. 2015), wäre auch hinsichtlich der Herzinsuffizienz denkbar. Hiermit könnten 

herzinsuffiziente Patienten das intestinale Mikrobiom von gesunden Individuen erhalten und 

von der neuen eubiotischen Zusammensetzung des Mikrobioms profitieren.  

In Kapitel 4.3 wurde bereits auf den Einfluss bakterieller Metabolite, wie zum Beispiel TMAO 

eingegangen. Da TMAO in Zusammenhang mit vermehrtem Auftreten von kardiovaskulären 

Ereignissen und erhöhter Mortalität gebracht wird (Tang et al. 2014), sowie eine 

proinflammatorische Wirkung besitzt (Seldin et al. 2016), wird versucht durch TMA Lyase 

Inhibitoren die Konzentration von TMAO in Individuen zu senken (Tang et al. 2019), um ein 

besseres Outcome zu erreichen. Es ist diesbezüglich jedoch noch weitere Forschung vonnöten, 

da viele Zusammenhänge im TMAO-Stoffwechsel noch nicht ausreichend verstanden sind und 

kontrovers diskutiert werden. 
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Abbildung 4.1: Intestinales Mikrobiom: Interaktionen im Organismus und mögliche 

Angriffspunkte 

 

Die Abbildung zeigt die Interaktionen des intestinalen Mikrobioms im Gesamtorganismus. Vor 

allem nach dem Verzehr von Fleisch und anderen tierischen Produkten kommt es durch bestimmte 

Spezies von Darmbakterien zur Bildung von TMA, welches in der Leber zu TMAO 

verstoffwechselt wird. Dieser Metabolit hat Einfluss auf die Funktionalität sowohl von Herz als 

auch von Niere (vgl. 4.3 Einfluss bakterieller Metabolite). Zusätzlich werden mögliche 

Angriffspunkte (Diät, Stuhltransplantation, Probiotika, Präbiotika, TMA Lyase Inhibitoren) zur 

Modulation des intestinalen Mikrobioms dargestellt. 

 

Die vorliegende Arbeit unterstreicht die Charakteristik der Herzinsuffizienz als 

multidimensionales inflammatorisches Syndrom. Zusätzliche Erforschung aller Modalitäten 

dieses Syndroms sind für eine mögliche Verbesserung des klinischen Outcomes durch 

optimierte Behandlung nötig.  



 

45 
 

5 Zusammenfassung 

Die Herzinsuffizienz ist ein Syndrom von weltweiter Signifikanz, das epidemische Ausmaße 

annimmt. Sie ist der häufigste Hospitalisierungsgrund in Deutschland und Behandlung sowie 

Prognose lassen immer noch zu wünschen übrig. Mehrere Studien weisen intestinale Dysbiosen 

in Bezug auf verschiedene Krankheiten, so auch im Zustand der Herzinsuffizienz nach. 

Fragestellung der vorliegenden Arbeit war, ob sich durch die Induktion einer Herzinsuffizienz 

das intestinale Mikrobiom verändert und wenn ja, wie.  

Hierzu wurden Mäuse in verschiedene Gruppen eingeteilt, um an einem Teil eine aortale 

Konstriktionsoperation (TAC), an einem anderen Teil eine Scheinoperation durchzuführen und 

den Rest der Versuchstiere als Kontrollgruppe zu belassen. Es wurden Stuhlproben der Tiere 

an Tag 0, 7, 14, 28 und 42 gesammelt und zur Evaluation der kardialen Funktion nach 4 und 6 

Wochen eine Echokardiographie der operierten Mäuse durchgeführt. An Tag 42 des 

Experiments wurde alle Mäuse getötet und ihnen Herz, Lunge sowie Ileum entnommen. 

Die Sequenzierung der Stuhlproben erfolgte mittels der 16s-rRNA-Sequenzierungsmethode der 

variablen Regionen V1 und V2 des 16s-rRNA-Gens. 

Im Folgenden wurden die Mikrobiota der herzinsuffizienten Versuchstiere, die wiederum je 

nach linksventrikulärer Auswurffraktion in zwei Untergruppen aufgeteilt wurden (TAC mild 

und TAC severe), und die der scheinoperierten sowie Kontrolltiere verglichen. 

Eine signifikante Veränderung der Alpha- und Beta-Diversität konnte nicht nachgewiesen 

werden. Jedoch zeigte sich in der Varianzanalyse eine signifikante Veränderung (p=0,002 

[TAC severe]) der Bakterienzusammensetzung in der TAC severe Gruppe im Zeitverlauf, 

welche sich hauptsächlich in den ersten sieben Tagen nach der TAC-Operation manifestiert 

(p=0,019). Dies entspricht einer über jeden Zeitpunkt signifikanten Veränderung der Alpha-

Diversität innerhalb der TAC severe Gruppe. Die vergleichenden Hauptkomponentenanalysen 

der einzelnen Versuchsgruppen zeigen einen Trend der Separation der TAC Gruppen von den 

beiden Gruppen mit Kontrollfunktion, sowie eine breitere Streuung. 

Es wurden vor allem veränderte Abundanzen der Bakterienfamilien Lachnospiraceae, 

Ruminococcaceae, der Bakteriengattungen Mucispirillium und Ruminococcus und des 

Bakterienphylums Proteobacteria im Vergleich der herzinsuffizienten mit den gesunden Tieren 

beobachtet. Diese Taxa werden teilweise auch durch andere Studien im Zusammenhang mit der 

Herzinsuffizienz (Ruminococcaceae) aber auch anderen Erkrankungen, wie beispielsweise 
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chronisch entzündlichen Darmerkrankungen, Clostridium difficile Infektionen, Atherosklerose 

und Salmonellen-Kolitis beschrieben.  

Schlussfolgernd konnte im Mausmodell eine Veränderung des intestinalen Mikrobioms nach 

Induktion von Herzinsuffizienz aufgezeigt werden. Eine bakterielle Dysbiose könnte Einfluss 

haben auf die Pathogenese und den Verlauf einer Herzinsuffizienz, wenngleich diesbezüglich 

noch weitere Forschung vonnöten ist.  
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6 Anhang  

Tierversuchsantrag  
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