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I. Kurze Darstellung zu

1. Aufgabenstellung

Das vom DZHK geférderte, oben genannte Forschungsprojekt untersucht in einem tierexperi-
mentellen Absatz den Einfluss des Mikrobioms auf den Verlauf und das Ausmal} des entzind-
lichen Infiltrats im akuten Herzinfarkt. Adressiert wird in diesem Projekt die klinisch relevante
Frage, ob eine zeitgleiche, extrakardiale Immunaktivierung das Uberleben und den Verlauf
einer ischamischen Herzerkrankung von operierten Versuchsmause nach experimenteller Li-
gatur des Ramus interventrikularis anterior verbessert. Die simultane Immunaktivierung er-
folgte dabei Uber eine orale Fakaltransplantation, die eine nur geringe Invasivitat aufweist. Aus
den im Projekt gewonnenen Daten ergeben sich vielversprechende Hinweise auf den Kklini-
schen Nutzen einer oralen Fakaltransplantation zur Reduktion der Folgen einer Myokardinfar-
Zierung.

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde

Das DZHK ist eine FérdermalRnahme der vom BMBF geférderten Deutschen Zentren der Ge-
sundheitsforschung (DZG), deren Ziel die Erforschung der haufigsten Volkskrankheiten ist. Im
Fokus der Forschungsarbeiten des DZHK stehen eine verbesserte Pravention, Diagnostik und
Therapie der haufigsten kardiovaskularen Erkrankungen, die gemeinsam auf eine optimale
Versorgung der Patientinnen und Patienten zielen. Diese langfristig angelegte Forderung
starkt das hohe Innovationspotential der Gesundheitsforschung.

Das Projekt wurde im Rahmen der Saule B (,Praklinische Forschung“) des DZHKs durchge-
fuhrt, bei der die Finanzierung durch die flexiblen Mittel des DZHKs und u.a. bei Beteiligung
von mindestens einem DZHK-Partnerstandorte und einem DZHK-externen Partner aus
Deutschland erfolgt. Die entsprechenden Vorgaben wurden beachtet und das Projekt wurde
in Kooperation mit der Universitat Marburg bearbeitet.

3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Zur Bearbeitung der Fragestellung wurden die folgenden Arbeitspakete (AP) geplant:
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Experimente, die im Rahmens des Goéttinger Projektteils geplant waren:
WP1: Chirurgische Verfahren und Stuhltransplantation

AP2: Klinische Bewertung operierter Mause

AP3: Biochemische Experimente

Experimente, die beim externen Partner in Marburg geplant waren:
AP4: Biochemische Experimente

AP5: Schnelles Sequenzieren fur mikrobiologische Analysen

APG6: Datenverarbeitung

Es wurde eine kostenneutrale Laufzeitverlangerung von 9 Monaten bis zum 31.12.2022 not-
wendig, da sich bei der Bereitstellung, Gewinnung und Aufarbeitung der Stuhl-DNA von den
transgenen Mauslinien einige logistische und technische Probleme ergaben. Dieses betraf ins-
besondere die Bereitstellung einer ausreichenden Anzahl von homozygoten Mausen.

4. Wissenschaftlichem und technischem Stand, an den angekniipft wurde, insbeson-
dere Angabe bekannter Konstruktionen, Verfahren und Schutzrechte, die fiir die
Durchfiihrung des Vorhabens benutzt wurden, Angabe der verwendeten Fachliteratur
sowie der benutzten Informations- und Dokumentationsdienste

Das Projekt ging von der Uberlegung aus, dass der Magen-Darm-Trakt die dichteste bakteri-
elle Besiedlung im Organismus aufweist und deshalb seine geanderte mikrobielle Zusammen-
setzung mdglicherweise Auswirkungen auf den Verlauf eines akuten Herzinfarktes nehmen
kénnte. Daher wurde in diesem Forschungsprojekt experimentell die Hypothese Uberprift,
dass eine periphere Aktivierung des Immunsystems das Uberleben nach einem Myokardin-
farkt verbessern kénnte. Zunachst wurde die mikrobielle Besiedlung des Gastrointestinaltrak-
tes analysiert, um dann den Einfluss des Mikrobioms auf die Friihphase des Myokardinfarkts
hinsichtlich der Abgrenzung der ischamischen Kernregion von der umgebenden Periinfarkt-
zone zu untersuchen. Dieses kdnnte durch eine Erhéhung der Anzahl der Immunzellen erklart
werden, die in den nekrotischen Bereich einwandern. Aus Vorversuchen hatten wir gefunden,
dass eine frihe Infiltration in der Infarktregion die systolische Beeintrachtigung der linksventri-
kularen Pumpfunktion im Sinne einer Verbesserung der systolischen Ejektionsfraktion vorteil-
haft verbessert. Allerdings war zuvor nicht bekannt gewesen, ob Uberhaupt und gegebenen-
falls welchen Einfluss eine zeitgleiche extrakardiale Aktivierung des Immunsystems im Hinblick
auf die Infarktgrof3e und die funktionellen Auswirkungen der Ischamie ausubt.

Referenzen:

1. Asmma Doudin. The role of STAT1-cooperative DNA binding in myocardial infarction, Disserta-
tion, Universitatsmedizin, Goéttingen, 2019

2. Begitt A, Droescher M, Meyer T, et al. STAT1-cooperative DNA binding distinguishes type 1
from type 2 interferon signaling. Nat Immunol 2014;15:168-176

3. Bromberg JS, Hittle L, Xiong Y, et al. Gut microbiota-dependent modulation of innate immunity
and lymph node remodeling affects cardiac allograft outcomes. JCI Insight. 2018;3(19):e121045
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4. Burrello C, Garavaglia F, Cribiu FM, et al. Therapeutic faecal microbiota transplantation controls
intestinal inflammation through IL10 secretion by immune cells. Nat Commun 2018;9(1):5184.

5. Gan XT, Ettinger G, Huang CX, et al. Probiotic administration attenuates myocardial hypertro-
phy and heart failure after myocardial infarction in the rat. Circ Heart Fail. 2014;7:491-499

6. Henke MT, Kenny DJ, Cassilly CD, Vlamakis H, Xavier RJ, Clardy J. Ruminococcus gnavus, a
member of the human gut microbiome associated with Crohn's disease, produces an inflammatory pol-
ysaccharide. Proc Natl Acad Sci U S A. 2019, 116, 12672-12677.

7. Riebeling T. Cellular responses mediated by the transcription factor STAT1 in murine inflamma-
tory. Dissertation, Universitatsmedizin, Géttingen, 2016

8. Tang TWH, Chen HC, Chen CY, et al. Loss of gut microbiota alters immune system composition
and cripples postinfarction cardiac repair. Circulation. 2019;139(5):647-659

9. Weis M. Impact of the gut microbiome in cardiovascular and autoimmune diseases. Clin Sci
2018;132:2387-2389

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Eine Zusammenarbeit mit anderen Stellen aufRerhalb des DZHK-Standortes erfolgte mit PD
Dr. Volker Ruppert von der Universitatsmedizin Marburg. Aus dem Projekt sind bis zum Zeit-
punkt der Erstellung dieses Berichtes bislang keine Kooperationen mit Partnern aus der phar-
mazeutischen oder biomedizinischen Wirtschaft hervorgegangenen und diese sind nach ge-
genwartigem Kenntnisstand auch nicht zu erwarten.

Il. Eingehende Darstellung zu

1. der Verwendung der Zuwendung und den erzielten wissenschaftlich-techn. Ergeb-
nissen im Einzelnen, mit Gegeniiberstellung zu den urspriinglichen Zielen

Bereits bei den fakaltransplantierten Mausen mit wildtypischem Genom zeigte sich eine signi-
fikant verbesserte postoperative Gewichtsentwicklung, die als Effekt einer Immunaktivierung
durch Fakaltransplantation gedeutet wurde. Die Daten aus diesem Projekt demonstrieren eine
reduzierte Zytokin-vermittelte Aktivierbarkeit von STAT1 als eine charakteristische Folgeer-
scheinung nach stattgefundener Immunstimulation. Dieses Ergebnis unterstiitzt die Beobach-
tung, dass einem geanderten Aktivierungsverhaltnis der beiden homologen Transkriptionsfak-
toren STAT3 und STAT1 eine protektive Bedeutung beim akuten Myokardinfarkt zukommt.

2. den wichtigsten Positionen des zahlenmaBigen Nachweises

Die Forderung des Géttinger Projektteils umfasste Sach- und Personalmittel in Héhe von ins-
gesamt 37.625€, die unter Beachtung der fiir die Erlangung der Projektziele notwendigen Mal3-
nahmen sachgemal eingesetzt wurden. Dazu wurde die Arbeitsleistung von wissenschaftlich-
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technischem Personal beansprucht und die zum Erfolg des Projektes unabdingbaren Sach-
mittel, wie im Budget-Plan dargelegt, projektgebunden eingesetzt. Die Mittel wurden entspre-
chend den dort dargelegten Vorgaben verausgabt und zum Erreichen der Projektziele plange-
mal eingesetzt. Details sind dem zahlenmafligen Nachweis zu entnehmen.

3. der Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die Notwendigkeit der geleisteten Arbeit ergab sich aus der klinischen Relevanz der For-
schungsergebnisse unter ausdriicklicher Berlicksichtigung der technischen Schwierigkeiten
bei ihrer Bewaltigung. Die im Antragstext dargelegten Meilensteine wurden detailgetreu und
unter strenger Bezugnahme auf die dort formulierten Zwischenziele erfullt. Die Zuwendungen
wurden entsprechend verausgabt und fir die Zielerreichung eingesetzt. Alle in diesem For-
schungsprojekt durchgeflihrten Arbeiten waren notwendig und angemessen.

4. dem voraussichtlichen Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit des Ergebnisses
im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans mit Zeithorizont

Eine wissenschaftliche Verwertung unserer Ergebnisse in der Grundlagenforschung wird an-
gestrebt und ist fir die weitere Planung und Umsetzung von klinischen Studien zur Behand-
lung des akuten Myokardinfarktes sicherlich vorteilhaft. Die im Projekt gewonnenen tierexpe-
rimentellen Daten sollten Eingang finden in die Durchfiihrung von humanmedizinischen Stu-
dien mit Blick auf verbesserte Behandlungsoptionen beim akuten Myokardinfarkt, der bekannt-
lich mit einer hohen Mortalitatsrate assoziiert ist.

Der Verwertungsplan sieht eine Verdéffentlichung der Ergebnisse in medizinischen Fachzeit-
schriften vor. Weiterhin ist die Prasentation der Forschungsergebnisse auf wissenschaftlichen
Kongressen geplant. Beides erfolgt unter der MalRgabe, darauf aufbauende Folgestudien zu
ermdglichen und bereits in der Planungsphase auf deren Erfolg hinzuwirken.

5. dem wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens bekannt gewordenen Fortschritts
auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Zum gegenwartigen Zeitpunkt sind von dritter Seite keine Ergebnisse bekannt geworden, die
Einfluss auf die Verwertung der eigenen Ergebnisse nehmen kénnten.

6. den erfolgten oder geplanten Veroffentlichungen des Ergebnisses

Im Rahmen dieses Projekts sind Veroffentlichungen in einschlagigen wissenschaftlichen Jour-
nalen auf dem Gebiet der medizinischen Wissenschaften mit dem Schwerpunkt Kardiologie
vorgesehen.

Marburg, den 22.02.2023.........

PD. Dr. Volker Ruppert
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Erfolgskontrollbericht

Zuwendungsempfanger: Philipps-Universitat Marburg

Projektleiter: Prof. Dr. Thomas Meyer
Projektpartner: PD Dr. Volker Ruppert, Abteilung Kardiologie, Universitat Marburg
Projekttitel: Proof of concept: Treating acute myocardial infarction with faecal

transplantation in a transgenic animal model
Projektkategorie: Shared Expertise
Forderkennzeichen: 81X2800199

Laufzeit des Projektes: 01.04.21-31.12.22

1. Beitrag des Ergebnisses zu den férderpolitischen Zielen, z.B. des Forderprogramms
- (ggf. unter Angabe des Schwerpunkts) - soweit dies moglich ist -

Kernziel des BMBF-Programmansatzes ,Deutsche Zentren fir Gesundheitsforschung® ist es,
die haufigen Volkskrankheiten, zu denen insbesondere auch Herz-Kreislauf-Erkrankungen
zahlen, wirksamer bekampfen zu kénnen. Im Deutschen Zentrum fiir Herz-Kreislauf-For-
schung (DZHK) sollen daher organisationsiibergreifend die kardiovaskularen Forschungsakti-
vitaten dauerhaft koordiniert vernetzt werden. Das Projekt wurde im Rahmen der Saule B (,Ex-
perimentelle Pipeline®) des DZHKs durchgefiihrt, bei der die Finanzierung durch die flexiblen
Mittel des DZHKs und nur bei Beteiligung von mindestens zwei DZHK-Partnerstandorten er-
folgt. Die entsprechenden Vorgaben wurden beachtet und das Projekt in Kooperation mit Part-
nerstandort Marburg unter federflihnrender Mitarbeit von Herrn PD Dr. Volker Ruppert bearbei-
tet.

Die in diesem Projekt erhaltenen Ergebnisse tragen zur Standortférderung bei und dienen dem
Ubergeordneten translationalen Ziel, neue Erkenntnisse aus der Herz-Kreislauf-Forschung
zeitnah in die klinische Praxis zu Uberfliihren, um Diagnose, Pravention und Behandlung von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu verbessern. Diese Aufgabe ist von maRigeblicher klinischer
und gesundheitswirtschaftlicher Bedeutung, da Herz-Kreislauf-Erkrankungen infolge des de-
mografischen Wandels mutmalilich noch weiter zunehmen werden. Das Projekt untersuchte
dazu in einem tierexperimentellen Absatz den Einfluss des Mikrobioms auf den Verlauf und
das Ausmal} des entzindlichen Infiltrats im akuten Herzinfarkt.

2. Wissenschaftlich-technisches Ergebnis des Vorhabens, die erreichten Nebenergeb-
nisse und die gesammelten wesentlichen Erfahrungen
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Die Mortalitat in den beiden Gruppen von operierten Versuchsmausen mit akutem Myokardin-
farkt, induziert durch die Ligatur des Ramus interventrikularis anterior, unterschied sich nicht
signifikant voneinander, ob eine fakale Mikrobiom-Transplantation stattgefunden hatte oder
stattdessen in der Kontrollgruppe Vehikel in Form von Kochsalzlésung verabreicht wurde
(WP1-2). Doch wies die mit Fékaltransplantation behandelte Verum-Gruppe eine weniger aus-
gepragte, transiente Reduktion des Korpergewichts auf. Weiterhin zeigen die Resultate aus
diesem Projekt, dass eine intraperitoneale Injektion von Lipopolysaccharid (LPS) in transge-
nen Tieren mit einer dysfunktionalen Missense-Mutation im Transkriptionsfaktor STAT1 zu ei-
ner reduzierten Tyrosinphosphorylierung von STAT1 in Splenozyten gegentiber den unbehan-
delten Tieren fuhrt (WP3).

In den mikrobiologischen Untersuchungen von Fakalproben wurden nach DNA-Extraktion 16S
rRNA-Amplikon-Bibliotheken hergestellt wurden und Nanopore-Sequenzierungslaufe unter
Verwendung der MinlON Mk1c-Plattform durchgefiihrt (WP4-5). Fir die Verarbeitung dieser
Sequenzdaten wurden die rohen Sequenzierungsbibliotheken in FASTA-Dateien fiir die nach-
geschaltete Analyse konvertiert; die anschlieRende Taxonomieanalyse und hierarchische
Clusteranalyse basierten auf Informationen Uber bakterielle DNA-Sequenzen, die den einzel-
nen Sequenzen zugeordnet werden konnten (WPG6).

Unabhangig vom betrachteten Genotyp gelang der Nachweis von 66 taxonomischen Zuord-
nungen mit verwertbaren Read-Anzahlen bei den Wildtyp-STAT1-exprimierenden Tieren so-
wie den heterozygoten und homozygoten Tieren (WP4). Nachgewiesen wurden in den Kot-
proben Bacteroidia (35,5+20,0%), Bacilli (23,3+17,9%), Clostridia (22,8+15,0%) sowie mit ge-
ringeren prozentualen Sequenzanteilen Epsilonproteobacteria (2,9+3,8%) und Verrucomicro-
biae (2,8+7,7). Dagegen waren Gammaproteobacteria (1,6+2,5%), Flavobacteriia (0,7+0,4%),
Actinobacteria (0,5+0,3%) und Alphaproteobacteria (0,4+0,2%) mit nur geringen Readzahlen
vertreten. Hohe Readzahlen wurden registriert bei Vertretern der Familien der Lactoba-
cillaceae (17,4+£16,0%), Tannerellaceae (15,2+10,7%) und Lachnospiraceae (13,7£10,5%).

Zusammenfassend belegen die Daten aus diesem Projekt eine reduzierte Zytokin-vermittelten
Aktivierbarkeit von STAT1 als eine charakteristische Folgeerscheinung nach vorheriger Im-
munstimulation. Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass ei-
nem geanderten Aktivierungsverhaltnis der beiden homologen Proteine STAT3 und STAT1
eine protektive Bedeutung beim akuten Myokardinfarkt zukommt.

3. Fortschreibung des Verwertungsplans (Hinweis: Geschiftsgeheimnisse brauchen
nicht offenbart zu werden.)

3a. Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen

In diesem Projekt sind keine patentrelevanten Erfindungen oder Schutzrechtsanmeldungen
erfolgt.

3b. Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende (mit Zeithorizont)

Zurzeit sind die wirtschaftlichen Erfolgsaussichten mittelfristig nicht valide absehbar und auch
langerfristig sind diese nicht sicher beurteilbar. Da es sich hierbei um ein grundlagenwissen-
schaftliches Projekt handelt, ergeben sich keine direkten wirtschaftlichen Erfolgsaussichten
aus diesem Projekt.
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3c. Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten nach Projektende (mit
Zeithorizont)

Eine wissenschaftliche Anschlussfahigkeit besteht unmittelbar und in mehreren Richtungen.
Die im Rahmen dieses Projekts generierten Daten sind fir die weitere Planung und Umset-
zung von klinischen Studien zur Behandlung des akuten Myokardinfarktes sicherlich vorteil-
haft. Die im Projekt gewonnenen tierexperimentellen Daten sollten Eingang finden in die
Durchflihrung von humanmedizinischen Studien mit Blick auf verbesserte Behandlungsoptio-
nen beim akuten Myokardinfarkt, der bekanntlich mit einer hohen Mortalitatsrate assoziiert ist.

Eine direkte, technische Anschlussfahigkeit ist mittel- oder langerfristig nicht abzusehen.

3d. Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit

Es wird gegenwartig in einem kooperativen Angang zwischen beiden Antragstellern daran ge-
arbeitet, das abgeschlossene Projekt in einer Fortsetzungsphase in einer innovativen, zu-
kunftsgerichteten Richtung wissenschaftlich auszubauen.

4. Arbeiten, die zu keiner L6sung gefiihrt haben
Es fanden keine Arbeiten statt, die zu nicht zu einer Lésung gefuhrt hatten.

5. Prasentationsmoglichkeiten fir moégliche Nutzer - z.B. Anwenderkonferenzen (Anga-
ben, soweit die Art des Vorhabens dies zulasst)

Trifft in diesem Projekt nicht zu.
6. Einhaltung der Ausgaben- und Zeitplanung

Es liegen keine Abweichungen vom urspringlichen Arbeits- und Finanzierungsplan vor.

Marburg, den 22.02.2023 ..... s

PD. Dr. Volker Ruppert
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Projektinformation

Zuwendungsempfanger: Philpps Universitat Marburg

Projektleiter: Prof. Dr. Thomas Meyer

Projektpartner: PD Dr. Volker Ruppert, Abteilung Kardiologie, Universitdt Marburg
Projekttitel: Proof of concept: Treating acute myocardial infarction with faecal

transplantation in a transgenic animal model

Projektkategorie: Shared Expertise
Forderkennzeichen: 81X2800199
Laufzeit des Projektes: 01.04.21-31.12.22

Zum DZHK: Das Deutsche Zentrum fiir Herz-Kreislauf-Forschung (DZHK) gehért zu den sechs Deutschen
Zentren der Gesundheitsforschung (DZG), die der Verbesserung der Vorsorge, der Diagnose und der
Behandlung von Volkskrankheiten verpflichtet sind. Es wurde 2011 auf Initiative des Bundesministeri-
ums fir Bildung und Forschung (BMBF) gegriindet und wird zu 90 Prozent vom Bund und zu 10 Prozent
von denjenigen Landern gefordert, in denen seine Mitgliedseinrichtungen ihren Sitz haben. Ziel ist es,
Ergebnisse aus der Grundlagenforschung schneller in die klinische Anwendung zu bringen. Das jahrli-
che Budget des DZHK betragt ca. 41 Mio. Euro, geférdert werden damit ca. 700 Projekte in verschie-
denen Projektkategorien.

Das DZHK konzentriert sich darauf, neue Erkenntnisse aus der Herz-Kreislauf-Forschung schnellstmog-
lich in die klinische Praxis zu Gberfihren (Translation), um Diagnose, Prdavention und Behandlung von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu verbessern. Diese Mission ist von groBter klinischer und gesundheits-
wirtschaftlicher Bedeutung, da Herz-Kreislauf-Erkrankungen als Folge der zunehmenden Stoffwechsel-
storungen (Adipositas, Diabetes) und des demografischen Wandels noch weiter zunehmen werden.
Um diese Mission umsetzen zu kdnnen, vereint das DZHK hervorragende Grundlagenforscher und kli-
nische Forscher aus sieben Standorten in Deutschland. Es fordert die Kooperation zwischen ihnen mit
dem Ziel, Synergien zu entwickeln und damit den Prozess der Translation zu beschleunigen.

Zum Projekttyp Shared Expertise-Projekt: Im Rahmen von Shared Expertise-Projekten stellen sich die
Partnereinrichtungen des DZHK gegenseitig Labormethoden und andere wissenschaftliche Expertisen
vorwiegend aus dem Bereich der praklinischen Forschung zur Verfligung. Dadurch kommt das gesamte
Know-how des DZHK allen Partnern zugute. Die Idee ist, vorhandene Expertise allen zuganglich zu ma-
chen, statt sie an anderer Stelle neu aufzubauen. Die Projekte kurbeln die Kooperationen innerhalb
des DZHK an und sind haufig die Basis gréRerer Kooperationen.

Zum konkreten Projekt: Ziel des Projekts war es, in einem tierexperimentellen Absatz den Einfluss des
Mikrobioms auf den Verlauf und das Ausmal des entziindlichen Infiltrats im akuten Herzinfarkt zu
untersuchen. Adressiert wird in diesem Projekt die klinisch relevante Frage, ob eine zeitgleiche, extra-
kardiale Immunaktivierung das Uberleben und den Verlauf einer ischamischen Herzerkrankung von
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operierten Versuchsmause nach experimenteller Ligatur des Ramus interventrikularis anterior verbes-
sert. Die simultane Immunaktivierung erfolgte dabei liber eine orale Fakaltransplantation, die eine nur
geringe Invasivitat aufweist. Aus den im Projekt gewonnenen Daten ergeben sich vielversprechende
Hinweise auf den klinischen Nutzen einer oralen Fakaltransplantation zur Reduktion der Folgen einer
Myokardinfarzierung.

Marburg, den 22.02.2023..........

PD. Dr. Volker Ruppert
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