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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In den vergangenen Jahren wurde weltweit eine stadnahme der Haufigkeit von Ubergewicht und
Adipositas bei Erwachsenen sowie auch bei Kindestgestellt. Adipositas (auch Fettleibigkeit,
Fettsucht oder Obesitas genannt) bezeichnet akesti)bergewicht, das durch eine tiber das normale
Mass hinausgehende Vermehrung des Korperfettekramikhaften Auswirkungen gekennzeichnet ist.
Nach der WHO-Definition wird Adipositas einem Korpgsseindex (BMI) von dber 30 kg/mz
zugeteilt. Der BMI wird anhand der Grdsse und dewiGhts berechnet, wird aber bei Kindern wegen
Wachstumsunterschiede zwischen Madchen und Bubeersareingestuft und bezieht sich auf
vorgegebenen Tabellen der WHO und der amerikanis€@enters for Disease Control (CDC). Die
Ursache fur Adipositas wird meist in der Ernahruwtder Bewegung gesucht, jedoch wurde aber
wissenschaftlich vermehrt gezeigt, dass auch anBaktoren eine Rolle spielen kénnen. In 2005
demonstrierte Lewt al. dass sich die Darmflora von normal-gewichtigen &asenen von derjenigen
von Ubergewichtigen unterscheidet mit Identifizieguvon einem erhéhten Anteil voRirmicutes
gegenlbeBacteroidetesStammen in Ubergewichtigen Probanden. Die Bedgutlieser Anteil von
FirmicutesundBacteroidetesvurde in zwischen mehrfach umstritten dennoch emrdnterschiede in
der Beteiligung des Stoffwechsels zwischen nornuald Ubergewichtigen vermehrt demonstriert.
Zudem wurde die Bildung erhéhten Mengen von Stoffvselprodukten, vor allem die kurzkettigte
Fettsauren Acetat, Butyrat und Propionat, bei Ub@ichtigen beachtet. Diese Fettsduren entstehen bei
der bakteriellen Abbau von ballaststoffreichen Kaitlydraten in dem Dickdarm, wobei die zugefuhrte

Energie unter Umstanden nicht von allen Personeiolglerwertet wird.

Ein mitwirkender Faktor bei der Entstehung von Axdipas ist die Anderung unserer Diaten,
gekennzeichnet bei einem Zuwachs an zucker- unieifdte Produkte und reduzierte Mengen
ballaststoffreiche Lebensmitteln. Insbesondere wuethe Zunahme von Fruktose und fix-fertig,
kohlenhydratreiche Produkte in Ubergewichtigen géber normalgewichtigen Kindern festgestellt.
Trotz der Uberwiegenden Daten welche auf einerlmbé@influssten Rolle der Darmflora in Adipositas
hindeuten, wurde dieser Zusammenhang in Kindernahtsin nicht grindlich untersucht. In der
vorliegenden Arbeit wurde ein Systembiologie-Modetfasst um die Gesamtheit der Prozesse in
Zusammenhang mit Adipositas, Fruktose und die Darafin normal- und tUbergewichtigen Kindern

zu untersuchen. Dieses Systembiologie-Modell bésteh vier komplementare Komponenten: eine
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klinische Studie mit normal- und ubergewichtigemd@rn, einin vitro Fermentationsmodell, ein
kombiniertesin vitro Darmzellen-Fermentationsmodell und @nvivo Tiermodell. Die Besonderheit
dieser unterschiedliche aber komplementare Modkégt in dem fortgeschrittenen Grad der

Systembiologie Methoden verwendet und die Kompéxder erhaltenen Daten.

In unserer klinischen Studie in Zusammenarbeit ot Kinderspital St. Gallen wurde die
Zusammensetzung (QPCR) sowie auch die Aktivitat LEPder Darmbakterien in normal- und
Ubergewichtige Kinder untersucht. In Gegensatz esu Resultaten in Erwachsenen welche auf einer
erhdhten Anteil vonFirmicutes gegeniberBacteroidetes zeigten, konnten keine signifikante
Unterschiede in 9 bakteriellen Gruppen zwischen bleiden Versuchsgruppen festgestellt werden.
Vergleichsweise wurde jedoch eine signifikante arftbhte metabolische Aktivitat in Gbergewichtigen
Kindern beobachtet. Hohere Mengen der kurzkettigetitsauren Butyrat und Propionat wurden in den
Ubergewichtigen Probanden gemessen, hingegen wamdegrosserer Beitrag an intermediar
Metaboliten sowie Lactat beobachtet. Diese Reguammen mit bisherigen Studien, welche einen
erhohten Stoffwechsel in Ubergewichtiger Darmfldemonstrierten, Uberein. In dem zweiten Teil
meines Systembiologie-Modells, wurde wéahrend 42ehader Einfluss verschiedener Diaten auf die
Zusammensetzung und Aktivitdt der Darmflora in mnekontinuierlichen, dreistufigen
Fermentationsmodell untersucht. Dieses dreistufiggmentationsmodell wurde erfasst um den
aufsteigenden (pH 5.5), querlaufenden (pH 6.2) ded absteigenden (pH 6.8) Abschnitt des
Dickdarms zu simulieren und wurde mit immobilisgert Fakalproben von je einem normal- und
Ubergewichtigen Kind angeimpft. Drei verschiedernfentationsmedien, reflektierend der Diaten
eines Ubergewichtigen (HE), normalgewichtigen (NE) magersichtigen (LE) Kindes, wurden
anhand publizierte Ernahrungsverhalten der drep@euo kreiert. Diese Fermentationsmedien wurden
dem Fermentationsmodell und die darin immobiliglert Darmbakterien wahrend separate
Fermentationsperioden sequenziell zugefihrt. Die F#Ementationsmedium fihrte vor allem zu
erhohten Butyrat Produktion in normal- sowie auclbergewichtigen Kindern aber mit
unterschiedlicher Stimulierung der Buytrat-produaiele Clostridium Cluster XIVa in den beiden
Modellen. Lactat-bedingte, Butyrat-produziereritidhallii wurde in der Gbergewichtigen und Actetat-
bedingte, Butyrate-produzierend@oseburia / E. rectalean der normal-gewichtigen Darmflora
stimuliert. Der umgekehrte Effekt wurde wahrend ldsg des NE Media beobachtet, hingegen

reagierten beide Darmflora &hnlich wahrend Ferntiemtales LE (Magerstchtigen) Media.
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Eine Kritik solcherin vitro Fermentationsmodellen bezieht sich auf die Abweskmer Interaktionen
zwischen Wirt und Mikroorganismen. Um die Fahigkeérschiedener Diaten die Interaktionen
zwischen Wirt und Mikroorganismen beeinflussen zinren, wurde ein kombinierteis vitro
Darmzell-Fermentationsmodell erfasst. Dieses Modeifligt Gber Mukus absondernde HT29-MTX
Darmzellen welche mit Ausflisse der verschiedeneeakkren des Dreistufigen-Dickdarm
Fermentationsmodells behandelt wurden. Verdnderunges Immunsystems in Folge der
Zusammensetzung der Darmflora oder metabolischeévigdit wahrend verschiedener Energiestatus
wurden anhand verschiedener Zytokin Absonderungegsan. Im Weiteren wurden Veranderungen in
der Epithelintegritat mittels der Transepithelialelektrischen Resistenz (TER) gemerkt. Die Art der
Immunresonanz unterschied sich zwischen der noramal-Ubergewichtigen Darmflora. Absonderung
der Zytokinen IL-2, IL-6, IL-8 und IL-10 wurde benit normal-gewichtigem Ausfluss behandelten
HT29-MTX gemessen, welches auf eine proinflammatbie Reaktion hindeutet. Nur die
Absonderung von IL-1Ra bei mit Ubergewichtigem Auwss behandelten HT29-MTX Darmzellen
wurde beobachtet. Dieser Unterschied einer Zytéisonderung wurde auf Verschiedenheiten in der
Zusammensetzung der beiden Darmflora zugeschriebantobacillus wurde in der normal-
gewichtigen Darmflora konstant gemessen, erschimer &rst wahrend LE Fermentation in der
ubergewichtigen Darmflora. Obwohl sich diese Bebbag auf nur eine bakterielle Gruppe bezieht,
deutet sie auf andere mdogliche aber unentdecktep@sitionelle Unterschiede als Ursache hin. In
Gegensatz zu Immunreaktivitat, reagierte TER aufe drugefuhrte, simulierte Diéat.
Fermentationsauflisse der HE Fermentationsperigééasst mit hohen Mengen Butyrat sowie
Fermentationsauflisse der LE Fermentationsperitideten zu dem grdssten Anstieg der TER in
beiden Fermentationsmodellen.

Schlussendlich wurde die Gesamtheit diésefitro Resultate mittels einém vivo Tiermodell getestet.
Zwanzig mannliche Fisher Raten wurden in zwei 1Gerippen eingeteilt und mit der Darmflora von
entweder einem normal- oder Ubergewichtigen Kindvemtionalisiert. Die beiden Gruppen wurden
danach in einer Fruktose- oder Kontrol-Gruppe b jTieren aufgeteilt. Die Einnahme von Fruktose
wurde mit hoéheren Gewichtszunahme und Korperfetdtanterbunden, vor allem in normal-
gewichtigen, konventionalisierten Tieren. Hoherenlylen an Leptin und Adiponectin wurde mit der
Einnhame von Fruktose assoziiert. Auch ein Begin der mit Adipostias-assoziierten Entziindung
wurde in den Ubergewichtigten konventionalisiert&reren gemerkt, gekennzeichnet bei hohen CRP

Mengen in Blut. Die Zusammensetzung der Darmfteegyierte ebenfalls auf die Zufuhr von Fruktose
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mit der Beobachtung einer Dysbiosis der Butyradpmerende Bakterien, gekennzeichnet bei der
Stimulierung von den Lactat-nutzendeénhallii und Reduktion von den Acetat-nutzend®wseburia /

E. rectaleundF. prausnitzii Im Weiteren wurde eine Beziehung zwischen dendtgmroduzierenden,
Milchsauren BakterierLactobacillus und Bifidobacteriaund andere Lactat-nutzende Spezies sowie
Veillonella und Sulfat-reduzierende Mikroorganismen beobachiaiktose-abhéngige metabolische
Aktivitdt war am hochsten in normal-gewichtigen,nikentionalisierten Tieren obwohl die gesamte
metabolische Aktivitat bei den Ubergewichtigen, \kamtionalisierten Tieren am hdchsten war. Diese
Resultate deuten auf eine metabolische und Labta#rayige Nische, dominiert bei Milchsduren
Bakterien welche die Zusammensetzung weiter bemsisdin. Der Grad der Dysbiosis war vermindert
in Ubergewichtigen, konventionalisierten Tieren, rsoblagend auf eine Art Kondition der
Ubergewichtigen Darmflora zu Komponenten eineswishtigen Diats, wie beispielsweise Fruktose.
Normal-gewichtigen, konventionalisierten Tieren dastrierten hingegen eine hohe metabolische

Reaktion und Dybiosis als mogliche Adaption zu ginenbekannten” Substrat.

Zusammenfassend wurde in der vorliegende Arbeikembiniertes Systemsbiologie-Modell erstellt
um die Gesamtheit der Prozesse in Zusammenhandudipositas, Fruktose und die Darmflora in
normal- und tGbergewichtigen Kindern zu untersucl#ne Fruktose-abhéngige Dysbiosis in Buytrat-
produzierende Mikroorganismen sowie auch erhdht@almodische Aktivitat wurdén vitro sowie auch

in vivo beobachtet. Die Gesamtheit der Resultate schl@jea notige Reaktion einer normal-
gewichtigen Darmflora vor, als Antwort zu einer fdlor von westlichen Diaten und deren
Komponenten. In Gegensatz wurde eine Art erworbi€¢oedition der Ubergewichtigen Darmflora
beobachtet, gekennzeichnet bei einem geringeres MasAdaptation zu westlichen Diaten und deren
Komponenten sowie Fruktose. Die Kombination vonsgbiedenen und in ihrer Komplexitat
ausgezeichneten Modellen und deutet auf eine sGaaltung der Modelle hin und kann durchaus in
zukinftige Versuche der Einfluss verschiedene dfektauf die Zusammensetzung und metabolische

Aktivitat der Darmflora eingesetzt werden.
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Obesity has reached a worldwide epidemic statusctafig both children and adults as well as
developing and Western nations. Obesity is defiag@dxcessive or abnormal body fat accumulation
that presents a risk to health and is measured tiss\Body Mass Index (BMI), with a BMI of 25 — 30
defined as overweight and a BMI >30 classified lasse. Classification of obesity in children is more
complex, defined according to specific age and gedéfined growth charts given by both the WHO
and U.S. Centers for Disease Control. Increaserygmetake coupled to reduced physical activity and
energy expenditure constitutes the major causebesity however, other factors have more recently
been ascribed as potentially influential in theelepment and maintenance of an obese phenotype. In
2005 Leyet al. described the possibility of compositional difieces with our commensal gut
microflora as a contributory factor in obesity, lwithe observation of an increas€dmicutes :
Bacetroidetesatio identified in obese subjects. The overdivance of these finding have since been
heavily debated, however it has become more widetgpted that the obese microbiome is endowed
with a greater dietary energy harvesting capadiiyeed, higher levels short chain fatty acids (SCFA
arising from microbial fermentation of dietary starand carbohydrate have been measured in fecal
samples of obese versus normal-weight subjectsedsed dietary energy harvesting by the commensal
flora resulting in increased SCFA production coptdvide the host with additional energy sources
leading to altered host metabolic processes raggldhe production and storage of fatty acids and
cholesterol.

Changes in dietary behavior represent a compountiiogpr in the relationship between the gut
microbiota and obesity. Western diets are charaeigrby high fat, sugar and refined carbohydrate
intakes and reduced amounts of complex plant potysaides and starches. Analysis of published
dietary records indicated significant dietary irga#lifferences between obese and normal-weight
children, particularly in the quantities of dietafiyuctose which were twice the amount in obese
children. Despite an abundance of studies analyth@gmpact of Western dietary modulation on either
the host or microbiota, comparably few studies hexamined this effect in children. The aim of this
doctoral dissertation was to develop a system®&gyoplatform using “omics”-driven technologies and
a combination ofn vitro andin vivo models to assess the impact of dietary modulatiorihe gut
microbiota of obese and normal-weight children. Thajor hallmark of this body work lies in the
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evolving degree of complexity of each study by ambuag results obtained from each individual

component through development of complimentaryitproved methodology.

The first component involved a clinical study inllaboration with the Kinderspital St. Gallen and
analyzed both the composition (QPCR) and metalmioducts (HPLC) of gut microbiota in fecal
samples obtained from obese and normal-weight remldResults indicated no significant differences
in the microbial composition between the two grouwbschildren. Higher amounts of the SCFA
butyrate and propionate were however, detectecedal fwater of obese children. Higher residual
amounts of intermediate metabolites such as laatate conversely observed in normal-weight but not
obese feces suggesting exhaustive substrate titihizhy obese microbiota. These results concurred
with the observation of higher metabolic activitythe obese microbiome but could not demonstrate a
link between the~irmicutes: Bacteroidetegatio and obesity. During the second componeningf
systems biology approach, a three-stage continumuro gut fermentation model was developed to
assess the impact of Western dietary trends omuhenicrobiota. The principle advantage of using
three-stagen vitro gut fermentation models is their design closelynios the colonic physiology of
the proximal (pH 5.5), transverse (6.2) and dig&B) large intestinal regions, facilitating the
maintenance of pseudo steady-state intestinal tondifor experimentation. Two separate models
were inoculated with immobilized feces obtainednfreither an obese or normal-weight child and
operated for 42 days. Dietary modulation was addeby sequentially supplying three different
fermentation media to the model during separatedatation periods. The fermentation media were
carefully design based upon published dietary dcof dietary habits of obese (HE), normal-weight
(NE) and anorectic (LE) children. HE fermentatioedium produced a butyrogenic effect on both
microbiota while inducing a subtle dysbiosis withiityrate-producing members @lostridium
cluster XVla. Stimulation of lactate-utilizing, huate-producingE. halii was observed in obese
microbiota whereas acetate-utilizing, butyrate-picdg Roseburia / E. rectalevas observed in the
normal-weight model. The opposite effectBnhallii andRoseburia / E. rectalevas observed during
NE fermentation. LE fermentation produced a higkiyilar and concerted compositional and

metabolic effect on both microbiota.

A major criticism ofin vitro gut fermentation models relates to the absend¢wsif parameters within
the model design. In order to investigate the impdAcdietary modulation on host functionality, a

combinedin vitro gut-cell model comprised of confluent, mucus-siegeHT29-MTX epithelial cells
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was developed. Microbe-laden and wells as microbe-fermentation effluents from the proximal
(R1) and distal colon (R3) reactors of each fermigoh model obtained during HE, NE and LE
fermentation periods were applied directly to HT@3X cells to assess immunoreactivity as well as
epithelial barrier integrity in response to dietanodulation. Immunoreactivity was assessed by
measuring cytokine secretion by HT29-MTX cells dinel epithelial barrier integrity was monitored by
changes to the transepithelial electrical resigafiER). Dietary modulation produced a negligible
impact on cytokine production but was a main deteamt in altered epithelial integrity. High butyeat
concentrations present in HE fermentation efflueagswell as LE effluents significantly enhanced
epithelial barrier integrity. Cytokine productiorowever, was distinctly different between the two
microbiota with IL-1Ra secretion in the obese and@ | IL-6, IL-8 and IL-10 secretion in the normal-
weight model. These observed differences may bebuatitd to differences in the community
compositions between the obese and normal-weighdroffora, suggested by the absence of

Lactobacillusin obese microbiota but constant in normal-wefigra.

The final and most complex component of my systeio®gy platform involved arnn vivo animal
study to simultaneously assess the impact of didtactose consumption on both the host and gut
microbiota. Twenty male Fisher rats were dividetb itwo groups and conventionalized with either
obese or normal-weight microbiota. Each microbi&ight status group was then either provided
dietary fructose or served as controls. Fructoseswmption was associated with higher weight gain
and body fat percentages, particularly in normaigive conventionalized animals. Both leptin and
adiponectin were also significantly elevated in$kea of fructose-fed animals. Obese conventiosdliz
animals harbored significantly higher levels of CRiggesting potential development of obesity-
associated metainflammation. Dysbiosis in the laie/producing community was again observed,
marked by stimulation of lactate-utilizing. hallii and a small but significant reduction in acetate-
utilizing Roseburia / E. rectaleand F. prausnitzii in fructose-fed obese and normal-weight
conventionalized animals. Furthermore, potentidhldshment of a lactate-dependent cross-feeding
niche between lactate-producihgctobacillusand Bifidobacteriaand other lactate-utilizing species
belonging toVeillonella and sulfate-reducing bacteria (SRB) was obserRRedults from this study
indicate a possible substrate conditioning mecimammstiated by diet-induced dybiosis and increased
metabolic activity, leading to evolution of an obasicrobiome with the potential for altered host-
microbe interactions and microbial-mediated changdsst metabolism. The degree of dybiosis may

taper once the microbiota become effectively sabstconditioned, resulting in proliferation of a
10
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Western-diet microbiome equipped with genes efficia energy harvesting and potentially composed
of lactate cross-feeding niches. Perturbed hostabe interactions may ensue, contributing to

temporal development of metabolic disease.

In summary, this doctoral dissertation describes ube of a systems biology platform designed to
assess the impact of dietary modulation on thengatobiota of obese and normal-weight children.
High energy loads such as those consumed by olseea and fructose consumption in particular
appear capable of inducing dysbiosis in the bugypabducing gut microbial community as this effect
was observed both vitro andin vivo. Adaptation of the microbiota to altered dietaghavior appears

to ensue rapidly but with an eventual attenuatibthis response, a possible function of acquisitbn

a “new” microbiome with implications for impactifgost-microbe interactions and host metabolism.
The complimentary results obtained through use aious components of this systems biology
platform and different “omics”-driven technologisgggest this type of model-driven experimentation
is a valuable tool for future studies dissecting tielationship of the gut microbiota and obesity.
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