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1 Einleitung

1.1 Adipositas

Fettleibigkeit ist heutzutage ein globales Gesundheitsproblem. Nach aktuellen
Statistiken der World Health Organization (WHO) galten im Jahr 2016 bis zu 39 % der
Uber 18-jahrigen Weltbevolkerung als Ubergewichtig. Als Ubergewichtig gilt, wer einen
Body Mass Index (BMI) von uber 25,0 kg/m? hat. Damit hat sich die Préavalenz der
Fettleibigkeit weltweit seit 1975 nahezu verdreifacht (World Health Organization, 2021).
Die Pravalenz der Fettleibigkeit in Deutschland ist ebenfalls alarmierend. Laut Daten der
GEDA 2014/2015 EHIS Studie sind in Deutschland 54 % der Erwachsenen
Ubergewichtig einschlieRlich adipds (Schienkiewitz et al., 2017). Die sozialen und
wirtschaftlichen Auswirkungen dieser Epidemie sind weitreichend und belasten nicht nur
durch Komorbiditaten wie zum Beispiel Diabetes mellitus Typ 2 (T2D), Herz-Kreislauf-
Erkrankungen und Krebserkrankungen (Guh et al., 2009) die Patientinnen und Patienten
selbst, sondern durch héhere Gesundheitsausgaben fur adipése Patientinnen und
Patienten gegenuber normalgewichtigen (Cawley & Meyerhoefer, 2012) auch unser
Gesundheitssystem. Durch Fehlzeiten und Produktivitdtsverluste kommen weitere
Kosten hinzu, die die wirtschaftspolitische Relevanz der Adipositas fiir unsere
Gesellschaft noch verstarken. Die nachfolgende Abbildung 1 stellt die
Gewichtsverteilung der deutschen Bevdlkerung graphisch dar. Dabei ist deutlich
ersichtlich, dass der Anteil der normalgewichtigen Frauen nur etwa die Halfte ausmacht,
wohingegen der Anteil normalgewichtiger Manner sogar weniger als die Halfte der

mannlichen Bevolkerung darstellt.
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Abbildung 1: Gewichtsverteilung der Bevolkerung Deutschlands

Abbildung 1 stellt die Gewichtsverteilung der Bevolkerung Deutschlands graphisch dar. Das Gewicht wurde
dafiir anhand des BMI definiert. Fiir Untergewicht gilt ein BMI von weniger als 18,5 kg/m?, fir Normalgewicht
gilt ein BMI zwischen 18,5 kg/m? und weniger als 25,0 kg/m?, fir Ubergewicht gilt ein BMI von mehr als
25,0 kg/m? bis weniger als 30,0 kg/m? und fiir Adipositas gilt ein BMI von mehr als 30,0 kg/m? (World Health
Organization, 2000) (eigene Abbildung auf Basis von Schienkiewitz et al., 2017). BMI = Body Mass Index.

1.1.1 Definition

Adipositas ist ein multifaktoriell bedingtes Krankheitsbild, welches sich durch eine Uber
die Norm hinausgehende Vermehrung des Kérperfetts, die eine Beeintrachtigung der
Gesundheit zur Folge haben kann, definiert (Ogden et al., 2007). Da es schwierig ist
Koérperfett direkt zu messen, wird Adipositas haufig als GbermafRiges Kérpergewicht und
nicht als UbermaRiges Fett definiert (Ogden et al., 2007). Um Adipositas flr
epidemiologische Studien zu klassifizieren, hat sich der BMI als nutzliches, wenn auch
grobes MalR fur Fettleibigkeit auf Bevolkerungsebene etabliert (World Health
Organization, 2000). Der BMI berechnet sich wie folgt:

Korpergewicht in k
BMI = perg g

"~ (Kérpergrofe in m)?

Der BMl ist eine geschlechts- und altersunabhangige GréRRe. Die nachfolgende Tabelle 1
definiert Ubergewicht sowie Adipositas Grad I, Il und Ill anhand des BMI. Zudem stellt
die Tabelle eine vereinfachte Beziehung zwischen dem BMI und dem Risiko
Folgeerkrankungen zu entwickeln dar. Neben dem Gewicht wird das Risiko durch eine
Reihe weiterer Faktoren beeinflusst, darunter die Art der Erndhrung, die ethnische

Gruppe und das Aktivitatsniveau (World Health Organization, 2000).



Tabelle 1: Klassifikation der Adipositas bei Erwachsenen gemat dem BMI
Tabelle 1 definiert das Ubergewicht eines Erwachsenen anhand des BMI. Die Tabelle zeigt eine
vereinfachte Beziehung zwischen dem BMI und dem Risiko eine Komorbiditat zu entwickeln (modifiziert

nach World Health Organization, 2000). BMI = Body Mass Index.

Kategorie BMI (kg/m?) Risiko fiir Folgeerkrankungen
Ubergewicht 25,0-29.9 gering erhéht

Adipositas Grad | 30,0-34,9 erhoht

Adipositas Grad Il 35,0-39,9 hoch

Adipositas Grad I >40,0 sehr hoch

Der BMI stellt allerdings nur ein grobes Mal} des Korperfettanteils dar und lasst die
Kdrperproportionen sowie Fettverteilung komplett aul3en vor. Adipositas pradisponiert
fir Folgeerkrankungen, von denen oben bereits drei wichtige genannt worden sind. Fir
genauere Berechnungen des Risikos von Adipositas-assoziierten Folgeerkrankungen ist
ein Wissen um die Fettverteilung entscheidend. Hierflir kann der Taillenumfang als Mal}
verwendet werden. Er stellt, verglichen mit dem BMI, einen besseren Pradiktor fur
kardiovaskulare und metabolische Folgen der Adipositas, insbesondere dem T2D dar
(Klein et al., 2007). Er korreliert zudem mit dem im Computertomographen gemessenen
viszeralen Fettgewebe (Pouliot et al., 1994). Eine Expertenkommission der WHO
Uberprifte im Jahr 2000 die vorhandenen Daten Uber den Zusammenhang zwischen
Taillenumfang und Morbiditdt und empfahl geschlechtsspezifische Cut-off-Werte. Ein
Taillenumfang von Gber 94 cm bei Mannern sowie Uber 80 cm bei Frauen weist auf ein

erhohtes Risiko metabolischer Komplikationen hin (World Health Organization, 2000).

1.1.2 Therapieoptionen bei Adipositas

Aufgrund der schwerwiegenden personlichen, sozialen und dkonomischen Folgen der
Adipositas flir Individuum und Gesellschaft sind effektive und nachhaltige
Therapieansatze ndétig. Diese lassen sich unterteilen in konservative, also nicht-
operative, und chirurgische Therapien (AWMF, 2018). Im Folgenden wird lediglich auf
die chirurgische Therapie eingegangen. Unabhangig von der Art der durchgefiihrten
bariatrischen Operation sind die Auswirkungen auf den Gewichtsverlust und die damit
verbundenen Komorbiditdten den nicht-chirurgischen Eingriffen tberlegen (Colquitt et
al., 2014). Die Operationen stellen somit effektive Therapiemethoden mit andauerndem
Erfolg dar.



1.2 Die bariatrische Chirurgie

Die bariatrische Chirurgie ist ein Spezialgebiet der Viszeralchirurgie und umfasst alle
chirurgischen Behandlungsmethoden der Adipositas. Die Zahl der
adipositaschirurgischen Eingriffe lag in Deutschland 2018 bei etwa 12.000 (Germer &
Seyfried, 2018). Weltweit kam es seit Ende der 1990er Jahre zu einer deutlichen
Zunahme der Eingriffe (Angrisani et al., 2015). Dies liegt vermutlich unter anderem an
der Weiterentwicklung der operativen Technik und der daraus hervorgegangen Senkung
der Mortalitéat (Nguyen et al., 2016). Einer der wichtigsten Fortschritte der die bariatrische
Versorgung revolutionierte, war die Entwicklung der laparoskopischen Technik einer
Magenbypass-Operation im Jahr 1994 (Wittgrove et al., 1994). 2013 wurden bereits
95,7 % der adipositaschirurgischen Operationen laparoskopisch durchgefuhrt (Angrisani
et al., 2015). Darlber hinaus tréagt wahrscheinlich vor allem die Tatsache, dass die
operativen Eingriffe bezogen auf den Gewichtsverlust den konservativen Therapien
Uberlegen sind, zur Zunahme der Eingriffe bei (Colquitt et al., 2014).

Die operativen Eingriffe lassen sich grob in malabsorptive Verfahren, restriktive
Verfahren sowie die Kombination beider Verfahren gliedern. Primares Ziel ist es, die
Anatomie und Physiologie des Magen-Darm-Trakts so zu verandern, dass eine
nachhaltige Gewichtsreduktion moglich ist. Nahrungsrestriktion lasst sich dabei durch
die Verkleinerung des Magenvolumens erreichen, wahrend Malabsorption durch eine
funktionelle Verklrzung der Dinndarmpassage erreicht wird. Im Mittel wird dabei ein
Jahr nach der Operation eine Gewichtsreduktion von 13,5 BMI-Punkten erzielt (Chang
etal., 2014). Nicht nur im Hinblick auf die Gewichtsreduktion ist die chirurgische Therapie
den konservativen Therapieverfahren Uberlegen, sondern auch im Hinblick auf die
Kontrolle der Komorbiditaten und die Lebensqualitadt der Patientinnen und Patienten
(Colquitt et al., 2014). Die Effektgréfie der bariatrischen Chirurgie geht somit weit Gber
die reine Gewichtsabnahme hinaus. Die oben beschriebene mechanische Einteilung in
malabsorptive und restriktive Verfahren wird den komplexen Veranderungen, die sich
nach bariatrischer Chirurgie im Koérper vollziehen, nicht gerecht und ist eventuell sogar
von untergeordneter Bedeutung (Arble et al., 2015). Inzwischen ist bekannt, dass die
bariatrische Chirurgie weitaus komplexere Auswirkungen auf den Organismus hat
(Corteville etal., 2014). Daher sollte die Einteilung in malabsorptiv und restriktiv aufgrund

der zu einfachen Darstellung verlassen werden.



1.2.1 Indikationsstellung

Der chirurgischen Therapie muss zunachst ein konservativer, multimodaler
Behandlungsversuch tber mehr als sechs Monate vorausgehen. Dieser beinhaltet eine
Ernahrungsumstellung, Bewegungstherapie und Verhaltensmodifikation, welche
medikamentds unterstitzt werden kann (AWMF, 2018). Die konservativen MaRnahmen
gelten als erschopft, wenn der Therapieversuch innerhalb der letzten zwei Jahre nicht
zu einer Gewichtsabnahme von Uber 15 % bei einem BMI zwischen 35,0 kg/m? und
39,9 kg/m? oder lber 20 % bei einem BMI von 40,0 kg/m? oder mehr fihrte (AWMF,
2018). Die Indikation fir einen adipositaschirurgischen Eingriff kann gestellt werden,
wenn der konservative Therapieversuch gescheitert ist und der BMI tber 40,0 kg/m?
oder Uber 35,0 kg/m? liegt und bereits Folgeerkrankungen eingetreten sind. Liegt der
BMI Gber 50,0 kg/m?, kann auch ohne vorrausgegangene konservative Therapie eine
Primarindikation gestellt werden (AWMF, 2018).

Die Verbesserung metabolischer Parameter nach adipositaschirurgischen Eingriffen ist
mehr als nur ein Nebeneffekt dieser. Daher bezeichnet der Begriff ,metabolische
Chirurgie* Eingriffe, bei denen die Verbesserung der diabetischen Stoffwechsellage im
Vordergrund steht (Rubino et al.,, 2014). Es ist inzwischen bewiesen, dass die
Verbesserung des T2D nicht nur auf die Gewichtsreduktion zuriickzuflhren ist, sondern
dass die veranderte Anatomie Uber eine Modifikation der intestinalen
Hormonfreisetzung, eine Veradnderung des Gallensaurestoffwechsels und ein
verandertes Mikrobiom zu einer Verbesserung des Glucosestoffwechsels fiihrt
(Batterham & Cummings, 2016; Corteville et al., 2014; Pournaras et al., 2012). Diese
Veranderungen werden im Abschnitt 1.3 genauer aufgefihrt. Die Indikation fur einen
metabolischen Eingriff kann bei einem BMI > 40,0 kg/m? und einem koexistenten T2D
auch ohne vorausgegangene konservative Therapie gestellt werden. Auch Patientinnen
und Patienten mit einem BMI zwischen 35,0 kg/m? und 40,0 kg/m? und einem
koexistenten T2D, bei denen es in der Vergangenheit nicht gelang, die individuellen
diabetesspezifischen Zielwerte gemal der nationalen Versorgungsleitlinie zu erreichen,
sollte eine metabolische Operation empfohlen werden. Bei Patientinnen und Patienten
mit einem BMI zwischen 30 kg/m? und 35 kg/m? und einem T2D, bei denen es ebenfalls
nicht gelang die individuellen diabetesspezifischen Zielwerte gemal der nationalen
Versorgungsleitlinie zu erreichen, sollte ein Eingriff in Erwagung gezogen werden
(AWMF, 2018). Es existiert kein fur alle Patientinnen und Patienten pauschal zu
empfehlendes Operationsverfahren (AWMF, 2018), da sich die Wirkweisen, die Effekte

und die Auswirkungen auf bestehende Begleiterkrankungen der adipositaschirurgischen



und der metabolischen Operationen deutlich unterscheiden (Padwal et al., 2011). Die
Verfahrenswahl sollte daher unter Bertcksichtigung individueller Faktoren wie dem BMI,
den Komorbiditdten aber auch psychosozialen Faktoren, individuell und unter
Bericksichtigung des Patientenwunsches erfolgen (AWMF, 2018). Bezogen auf die
Gewichtsabnahme und die Verbesserung der Komorbiditaten sind der Roux-en-Y
Magenbypass (RYGB) sowie die Schlauchmagen-Operation effektiver als andere
Verfahren. Bei Personen mit sehr hohem BMI fihrt allerdings die biliopankreatische
Diversion mit duodenalem Switch zu einer groReren Gewichtsabnahme als die RYGB-
Operation (Colquitt et al., 2014). Die RYGB- und die Schlauchmagen-Operation sind die
in Deutschland am haufigsten durchgefiihrten Verfahren (Angrisani et al., 2015; AWMF,
2018). Die Eingriffe werden hierzulande an zertifizierten Zentren durchgefuhrt (AWMF,
2018).

1.3 Die Physiologie des RYGB

Da die Experimente fiir diese Arbeit ausschlieRlich an Ratten, die zuvor eine RYGB-
Operation erhalten haben, durchgeflihrt worden sind, wird im Folgenden lediglich diese
Operationstechnik genauer vorgestellt. Der Magenbypass wurde erstmals 1969 von
Edward E. Mason und Chikashi Ito durchgefihrt (Mason & Ito, 1969). Heute wird er in
der Regel in einer modifizierten Version der laparoskopischen Technik von Wittgrove et
al. operiert (AWMF, 2018; Wittgrove et al., 1994). Das Pouch-Volumen wurde angepasst
und die Rekonstruktion des Dinndarms modifiziert, um einen Gallerlickfluss in den
Magen zu verhindern. Der Pouch wird mit einem Volumen von ca. 15 - 30 ml angelegt
und der Restmagen wird vom Nahrungsfluss ausgeschlossen und verbleibt im Koérper.
Anschlieend erfolgt die Rekonstruktion des Dinndarms nach Roux-en-Y. Hier wird die
biliopankretatische Schlinge auf ca. 50 cm und die alimentdre Schlinge auf 150 cm
ausgemessen. Die alimentare Schlinge wird an die Pouchhinterwand anastomosiert. Der
Wiederanschluss der biliopankreatischen Schlinge erfolgt in der Regel als End-zu-Seit-
Anastomose (AWMF, 2018; Nguyen et al., 2016). Die nachfolgende Abbildung 2 zeigt
eine schematische, nicht maflstabsgetreue Darstellung der Anatomie des oberen

Gastrointestinaltrakts vor und nach einer RYGB-Operation.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Anatomie des oberen Gastrointestinaltrakts vor und
nach der Anlage eines RYGB

Die Abbildung 2 zeigt in A die Anatomie des oberen Gastrointestinaltrakt préoperativ, sowie in B die
Rekonstruktion nach RYGB. Es handelt sich hierbei nicht um eine mafistabsgetreue Darstellung. Die
alimentare Schlinge wird in der Regel auf ca. 150 cm vermessen, die biliodigestive Schlinge auf 50 cm
(modifiziert nach Hankir et al., 2020). RYGB = Roux-en Y Magenbypass.

Die Effektivitdt des RYGB im Hinblick auf den Gewichtsverlust und die Verbesserung
von Komorbiditdten ist unbestritten. Keine derzeit verfligbare nicht-chirurgische
Behandlungsmethode fir morbide Adipositas erreicht die klinische Wirksamkeit von
metabolischen Operationen wie dem RYGB (Colquitt et al., 2014). Der Eingriff fihrt ein
Jahr nach der Operation zu einer Gewichtsreduktion um im Durchschnitt 14,5 BMI-
Punkte. Die Gewichtsreduktion ist dabei Uber die folgenden Jahre anhaltend (Chang et
al., 2014). Ebenso fuhrt die RYGB-Operation in 77 % der Falle zu einer Remission des
T2D (Panunzi et al.,, 2015). Auch weitere Folgeerkrankungen wie der arterielle
Hypertonus, die Dyslipidamie oder die Schlafapnoe konnten durch die Operation
signifikant verbessert werden (Chang et al., 2014). Die molekularen Wirkmechanismen
sind jedoch nicht abschlieRend geklart. Fest steht, dass Malabsorption und
Nahrungsrestriktion alleine nicht ausreichen, um die positiven Auswirkungen auf die
Folgeerkrankungen der Adipositas zu erklaren (Arble et al., 2015; Corteville et al., 2014).
Ein multifaktorieller, weitaus komplexerer Wirkmechanismus gilt daher heute als
gesichert (Corteville et al., 2014). Inwieweit sich die Adipositas-assoziierten
Folgeerkrankungen aufgrund des induzierten Gewichtsverlustes verbessern, bzw.
welche Rolle die veranderte Anatomie und Physiologie nach RYGB im Sinne eines
magenbypassspezifischen, gewichtsunabhangigen Mechanismus spielt, ist teilweise
unklar. Diese beiden Faktoren voneinander zu trennen, stellt mitunter eine
wissenschaftliche Herausforderung dar. Beobachtungen, wie zum Beispiel, dass die

anti-diabetische Wirkung des RYGB vor dem signifikanten Gewichtsverlust auftritt



(Pories et al., 1995; Pournaras et al., 2010), stitzen jedoch die These eines
magenbypassspezifischen, gewichtsunabhangigen Mechanismus, der die positiven
Wirkungen vermittelt. Zudem sind die Effekte des RYGB auf die Diabetesremission,
abgesehen von der biliopankreatischen Diversion, gréRer als bei anderen bariatrischen
Operationen (Panunzi et al., 2015) und unabhangig von der Gewichtsabnahme
(Pournaras et al., 2010).

Verschiedene Ursachen fir die positiven postbariatrischen Effekte wurden in der
Vergangenheit postuliert. Als modgliche Ursachen wurden eine veranderte
Nahrungspraferenz (Le Roux et al., 2011), ein gesteigertes Sattigungsgefiihl durch die
Freisetzung von sattigungsférdernden Darmhormonen wie Glucagon-like Peptide 1
(GLP-1) (Korner et al., 2007) oder Peptid Tyrosin-Tyrosin (PYY) (Olivan et al., 2009),
eine Verschiebung des Gallensaurestoffwechsels in Verbindung mit einer veranderten
Signalubertragung Uber Rezeptoren wie zum Beispiel dem nuklearen
Gallensaurerezeptor Farnesoid-X-Rezeptor (FXR) (Arble et al., 2015; W. Wang et al.,
2019), eine verringerte Endotoxamie (Monte et al., 2012), ein verandertes Mikrobiom
(llhan et al., 2020) oder eine Stabilisierung der intestinalen epithelialen Barriere (IEB)
(Wang et al., 2020) genannt. In den folgenden Abschnitten soll auf die genannten

Faktoren genauer eingegangen werden.

1.3.1 Die Auswirkungen des RYGB auf gastrointestinale Hormone
Enteroendokrine Zellen machen etwa 1% der Epithelzellpopulation des
Gastrointestinaltrakts aus (Sternini et al., 2008). Sie bilden das grofte endokrine Organ
des menschlichen Kérpers und produzieren eine Vielzahl verschiedener Hormone und
Signalmolekile, die die vielfaltigen Aspekte der Verdauungsphysiologie regulieren
(Ldllmann-Rauch & Asan, 2019; Sternini et al., 2008). Im Folgenden wird vor allem auf
die gastrointestinalen Hormone GLP-1 und PYY aus den L-Zellen des distalen lleum und
Kolons sowie das glucoseabhangige insulinotrope Peptid (GIP) aus den duodenalen K-
Zellen eingegangen (Loffler, 2014; Lullmann-Rauch & Asan, 2019).

GLP-1 ist ein Inkretin, das nahrungsaufnahmeabhangig aus den L-Zellen des unteren
Gastrointestinaltrakts ausgeschittet wird, die Insulinausschittung aus den 3-Zellen des
Pankreas steigert und so zu einer héheren Glucosetoleranz beitragt (Lillmann-Rauch &
Asan, 2019). Der sogenannte Inkretineffekt beschreibt die hdhere Insulinantwort auf oral
zugefuhrte Glucose, vermittelt durch Darmhormone, im Vergleich zu intravenos
aufgenommener Glucose (Nauck et al., 1986). Neben dem insulinotropen Effekt von

GLP-1 fuhrt das Hormon zu einer verzdgerten Magenentleerung, einer Appetithemmung



(Ldllmann-Rauch & Asan, 2019), einer Hemmung der Glucagonausschittung (Drucker,
2002) und dariber hinaus zu einem Gewichtsverlust (Todd & Bloom, 2007). So zeigten
Patientinnen und Patienten nach Einnahme des Diabetesmedikamentes Exenatide,
einem GLP-1 Rezeptoragonisten, einen signifikanten Gewichtsverlust (Todd & Bloom,
2007). Langwirksame GLP-1-Agonisten sind zwar T2D-Medikamente, die eine
Gewichtsabnahme bewirken, doch ist das Ausmall der Gewichtsabnahme deutlich
geringer und betragt schatzungsweise nur etwa ein Drittel der durch die metabolische
Chirurgie erreichten Werte (Arble et al., 2015; Bode, 2011). Nach einer RYGB-Operation
kommt es zu einer signifikanten Erhéhung des GLP-1 Spiegels (Korner et al., 2007). Die
verstarkte GLP-1 Antwort auf die Einnahme von Mahlzeiten oder auf eine orale
Glucosebelastung tritt friih nach der Operation auf und ist weitgehend unabhangig vom
Gewichtsverlust (Laferrére et al., 2007; Laferrére et al., 2008; Pournaras et al., 2010).
Die vermehrte Ausschittung und die daraus resultierende Wirkung auf die
Insulinsekretion werden von vielen Arbeitsgruppen als Vermittler der im Vergleich zu Diat
oder Magenband grofleren Verbesserung der Glucosespiegel nach Magenbypass
angesehen (Korner et al.,, 2007; Laferrére et al., 2008). Darlber hinaus konnte
tierexperimentell gezeigt werden, dass die verbesserte Glucosetoleranz nach
duodenojenualem Bypass durch die Verabreichung eines GLP-1 Rezeptorantagonisten
aufgehoben werden kann. Dies liefert elegant einen Beweis dafiir, dass die
Verbesserung der Glucosetoleranz nach einer dem RYGB technisch ahnlichen
Operation mitunter durch eine verstarkte GLP-1 Wirkung vermittelt wird (Kindel et al.,
2009). Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse von Jiménez et al.. Diese zeigen,
dass sich die post-operative Erhéhung der GLP-1 Spiegel nicht zwischen den
Patientinnen und Patienten mit Diabetes-Remission und ohne Remission unterscheidet
(Jiménez et al., 2013). Ihre Daten bestatigen zwar, dass die postprandiale GLP-1
Antwort bei Patientinnen und Patienten mit T2D nach RYGB langfristig erhéht ist, dass
dies aber nicht unbedingt mit der Remission des T2D verbunden ist.
Zusammengenommen zeigen diese Daten, dass GLP-1 allein nicht fur die gesamte
metabolische Wirkung der RYGB-Operation verantwortlich sein kann. Jedoch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass hohe GLP-1-Spiegel in Verbindung mit anderen
hormonellen Veranderungen, die nach Operationen auftreten, zu den starken
Auswirkungen des Verfahrens auf die Glucoseregulierung beitragen (Arble et al., 2015).
PYY ist ein appetitreduzierend (anorektisch) wirkendes Peptidhormon welches ebenfalls
aus den L-Zellen stammt (Loffler, 2014). Eine klinische Studie konnte zeigen, dass PYY

dariber hinaus Auswirkungen auf die Energichomdostase des Menschen hat. Nach



Infusion von PYY erhohte sich der Energieverbrauch der Studienteilnehmer signifikant.
Im Gegensatz dazu reduzierte sich die Nahrungsaufnahme der Studienteilnehmer (Sloth
et al., 2007). Tierexperimentell konnte ebenfalls belegt werden, dass exogenes PYY die
Nahrungsaufnahme reduziert. Die Blockade von endogenem PYY hingegen hatte
gegenteilige Effekte und erhohte die Nahrungsaufnahme (le Roux et al., 2006). Die
RYGB-Operation wirkt sich neben dem GLP-1- auch auf den PYY-Spiegel aus. Nach
einem solchen Eingriff erhdht sich die Konzentration von PYY postprandial und ist im
Vergleich zu einer gewichtsverlustaquivalenten Diat, einem &aquivalenten
Gewichtsverlust durch Magenband-Operation sowie zu schlanken und fettleibigen
Kontrollpersonen signifikant erhéht (le Roux et al., 2006; Olivan et al., 2009). Der ebenso
erhohte Energieumsatz nach RYGB-Operation bei Ratten (Bueter et al., 2010) korreliert
mit den Erkenntnissen von Sloth et al. (Sloth et al., 2007). Die Mechanismen, die zu
einer Steigerung des Energieumsatzes nach RYGB flihren sind bislang nicht ganzlich
geklart. Auch fehlen einheitliche Daten zur Energiebilanz nach RYGB beim Menschen
(Corteville et al., 2014). Trotzdem spricht vieles dafir, dass auch hier die veranderten
Spiegel der gastrointestinalen Hormone eine Rolle spielen (Corteville et al., 2014).
Daneben scheinen GLP-1 und PYY einen synergistischen Effekt auf die
Appetithemmung zu haben. Die Infusion beider Hormone reduziert den Appetit starker
als jedes Hormon fir sich (Neary et al., 2005). Dartber hinaus besteht eine Beziehung
zwischen der Hohe des Gewichtsverlustes nach Magenbypass und der Hohe der
GLP-1- und PYY-Spiegel. So weisen Patientinnen und Patienten mit niedrigerem
Gewichtsverlust postoperativ auch niedrigere Spiegel beider Hormone postoperativ auf
(le Roux et al., 2007). Werden die gastrointestinalen Hormone durch die Gabe von
Octreotid, einem Somatostatinanalogon, gehemmt, so kommt es bei Patientinnen und
Patienten nach RYGB im Gegensatz zu Patientinnen und Patienten nach einer
Magenband-Operation zur Appetitsteigerung und folglich einer Steigerung der
Nahrungsaufnahme (le Roux et al., 2007). Als Ursache fir die nach RYGB-Operation
erhohten Spiegel von GLP-1 und PYY wird ein sekretorischer Stimulus auf die distalen
L-Zellen angenommen, welcher durch die chirurgische Rekonstruktion und die
Veranderung der Physiologie und der Anatomie des Gastrointestinaltrakts zustande
kommt (Batterham & Cummings, 2016). Es wird angenommen, dass die hohe
Konzentration unverdauter Nahrstoffe die L-Zellen im lleum stimuliert (Feng et al., 2013).
Ein weiteres Darmhormon, auf das im Folgenden naher eingegangen werden soll, ist
GIP. Es wird vorwiegend aus den duodenalen K-Zellen ausgeschiittet und tragt neben
GLP-1 zum Inkretineffekt bei (Loffler, 2014; Staiger et al., 2014). Die in der Literatur
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beschriebenen Auswirkungen des Magenbypass auf die GIP-Spiegel sind weniger
konsistent als die beschriebenen Auswirkungen auf die GLP-1- bzw. PYY-Spiegel. So
zeigten verschiedene Studien entweder erhohte (Laferrére et al., 2007) oder verminderte
postprandiale bzw. nach oraler Glucosebelastung gemessene Spiegel (Korner et al.,
2007). Korner et al. stellten fir ihre nach RYGB-Operation niedriger gemessene GIP-
Werte die Vermutung auf, dass durch die Umleitung der Nahrstoffe der proximale
Dunndarm, in dem GIP vor allem synthetisiert wird, nicht mit Nahrstoffen in Kontakt
kommt und die K-Zellen daher weniger stimuliert werden (Korner et al., 2007). Diese
Vermutung basiert, ebenso wie die oben bereits beschriebene Hypothese, auf der
Annahme einer direkten Stimulation der enteroendokrinen Zellen durch
Nahrungsbestandteile.

Die RYGB-Operation hat neben den oben genannten Hormonen auch Auswirkungen auf
Ghrelin, ein Hormon mit appetitstimulierender (orektischer) Wirkung (Loffler, 2014). Es
wird Uberwiegend im Magen gebildet (Loffler, 2014). Jedoch ist auch hier die Datenlage
nicht eindeutig und teils sogar widerspriichlich. Ubergewicht sorgt haufig fiir einen
niedrigen Ghrelin-Spiegel, was physiologisch sinnvoll ist (Tschop et al., 2001).
Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass ein diatinduzierter Gewichtsverlust den
Ghrelin-Spiegel ansteigen lasst, wahrend ein Gewichtsverlust aufgrund eines
Magenbypasses zu einem verminderten Ghrelin-Spiegel fihrt (Cummings et al., 2002).
Holdstock et al. dagegen zeigten, dass es nach der Durchfiihrung des RYGB zu einer
Erhéhung des Ghrelin-Spiegels kommt, wobei eine konsistente inverse Beziehung
zwischen dem BMI und dem Ghrelin-Spiegel beobachtet werden konnte (Holdstock et
al., 2003).

Zusammenfassend zeigen die veranderten Spiegel der gastrointestinalen Hormone
nach RYGB wie komplex die Auswirkungen des Magenbypass auf den Organismus sind
und dass die Wirksamkeit des RYGB nicht, oder nicht nur in Malabsorption und
Restriktion begriindet liegt. Die Rolle der einzelnen Hormone und deren Auswirkungen
auf den Organismus nach RYGB-Operation ist trotz zahlreicher Studien bisher nicht

abschliel3end geklart.
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1.3.2 Die Auswirkungen des RYGB auf den Gallensaurestoffwechsel

Die Biosynthese der primaren Gallensauren aus Cholesterin geschieht in der Leber.
Nach Aktivierung der Carboxylgruppe folgt die Konjugation mit Taurin bzw. Glycin. Die
konjugierten Gallensauren werden in die Gallenflissigkeit sezerniert. Im Darm entstehen
durch enterobakterielle Dehydroxylasen die sekundaren Gallenséauren. Uber 90 % der
Gallensauren werden im lleum mit Hilfe eines aktiven Transportsystems resorbiert und
Uber das Pfortadersystem zur Leber zurlickgebracht. Dort stehen sie dann wieder fir die
Sekretion in die Gallenflissigkeit zur Verfligung (Loffler & Mdssner, 2014). Gallensauren
haben pleiotrope Effekte, die Uber ihre Rolle in der Verdauung hinaus gehen (Loffler &
Mossner, 2014). Eine veranderte Zusammensetzung bzw. Konzentration der
Gallensauren kann daher tber multiple Effekte eine Verbesserung der Stoffwechsellage
des Korpers vermitteln (Batterham & Cummings, 2016; Corteville et al., 2014; Pournaras
et al., 2012).

Die mit Fettleibigkeit typischerweise einhergehende, postprandial abgeschwéachte
Gallensaureantwort kann durch eine bariatrische Operation, wie die RYGB-Operation,
wieder hergestellt werden (Ahmad et al., 2013). Der RYGB erh6éht postoperativ die
Konzentration der im Blut =zirkulierenden postprandialen bzw. Nuchtern-
Gesamtgallensaure-Spiegel (Ahmad et al., 2013; Albaugh et al., 2015; Pournaras et al.,
2012; Tremaroli et al., 2015). Es scheint sich dabei zumindest teilweise um einen
magenbypassspezifischen Effekt zu handeln, denn auch die postprandiale bzw. die
Nuchtern-Gallensaureantwort nach einer vertikalen Gastroplastik bzw. einem
Magenband war gegenuber der des RYGB deutlich abgeschwacht (Pournaras et al.,
2012; Tremaroli et al., 2015). Wie genau es zu den erhdhten Plasmagallensaure-
Spiegeln nach RYGB kommt, ist bisher nicht bis ins Detail verstanden. Eine verminderte
fakale Ausscheidung (llhan et al., 2020) in Kombination mit einer verstarkten bzw.
veranderten Resorption kénnten ursachlich sein (Ise et al., 2019). Es konnte gezeigt
werden, dass eine Operation, die einem RYGB technisch sehr ahnlich ist, zu einer
verstarkten Gallensdureresorption in der biliopankreatischen Schlinge fuhrt und so die
Zirkulation der Gallensauren nach RYGB grundsatzlich andert (Ise et al., 2019). Eine
Untersuchung von Haange et al. zeigte, dass es im Dickdarm von RYGB-operierten
Ratten im Vergleich mit der Kkorpergewicht-gematchten, schein-operierten
Kontrollgruppe zu einer Verminderung der Gesamtgallensaurekonzentration kommt
(Haange et al., 2020). Allerdings galt dies fir unterschiedliche Gallensduren in
unterschiedlichem Ausmall. So zeigten sich einzelne Gallensduren, wie die
Chenodesoxycholsaure (CDCA) und die Cholsaure nach RYGB-Operation erhéht.
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Ein wichtiger Faktor, der die Zusammensetzung der Gallensauren darlber hinaus
determiniert, ist das intestinale Mikrobiom. Gallensduren und Darmmikrobiota
beeinflussen sich gegenseitig und werden beide durch eine RYGB-Operation verandert.
Vor allem die Konzentration und Zusammensetzung der sekundaren Gallensauren wird
durch das Mikrobiom determiniert (Sayin et al., 2013).

Die Auswirkungen einer RYGB-Operation auf den Gallensguremetabolismus sind
komplex und verandern die Zirkulation, die Zusammensetzung sowie den Gesamt-
Spiegel nachhaltig. Es ist aktuell von groRem Interesse, inwieweit der veranderte
Gallensaurestoffwechsel postoperativ zu den metabolischen Vorteilen, die eine RYGB-
Operation mit sich bringt, beitragt bzw. inwieweit er in die Wirkmechanismen involviert
ist. Bisherige Forschungsbemuihungen konzentrierten sich oftmals lediglich auf
Veranderungen des Gallensaurepools im Plasma. Um die Rolle der Gallensduren an
den metabolischen Veranderungen nach RYGB-Operation weiter aufzuklaren, bedarf es
in Zukunft weiteren ausfihrlichen Studien, die neben der Zusammensetzung der
Gallensauren im Plasma nach RYGB auch Auskunft Uber deren Konzentration und
Zusammensetzung in den einzelnen Darmsegmenten sowie fakal geben. Dies ist
entscheidend, da bekannt ist, dass unterschiedliche Gallensauren verschiedene Effekte
auf Rezeptoren wie den FXR oder den G-Protein-gekoppelten Gallensdurenzeptor
TGRS haben konnen. So ist die Gallensdure CDCA ein starker Agonist am FXR-
Rezeptor, die Gallensaure Muricholsaure ein Antagonist (Parks et al., 1999; Sayin et al.,
2013). Auch fir TGR5 konnte belegt werden, dass verschiedene Gallensauren den
Rezeptor mit unterschiedlicher Potenz aktivieren kénnen (Kawamata et al., 2003).
Aktuell stehen die beiden Rezeptoren bzw. ihre Rolle als mdgliche Vermittler der
pleiotropen Effekte des veranderten Gallensauremetabolismus nach RYGB im
Vordergrund des wissenschaftlichen Interesses. Mehrere tierexperimentelle Studien
belegen die Relevanz von FXR fir die Glucosehomdostase. Die Gallensduren
vermittelte FXR-Signallbertragung tragt in einem diabetischen Mausmodell durch
Hemmung der Gluconeogenese zur Verbesserung der Hyperglykdmie sowie zu einer
Verbesserung der Insulinempfindlichkeit bei (Zhang et al., 2006). Durch die Gabe eines
FXR-Agonisten an fettleibige Mause konnten multiple positive Effekte auf deren
Stoffwechsel ausgelost werden (Cariou et al., 2006). Eine andere Arbeitsgruppe
bestatigte die Relevanz von FXR flir die Glucosehomoostase nach RYGB, indem sie
belegten, dass der Rezeptor kdrpergewichtunabhangig zur Blutzuckerkontrolle nach
RYGB beitragt (Li et al., 2020). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass FXR ein

potenzieller Vermittler der Stoffwechseleffekte des RYGB sein kdnnte. Die Erhdhung des
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Fibroblast Growth Factor-19-Spiegels durch Aktivierung von FXR stellt einen weiteren
Mechanismus dar, durch den die metabolischen Verbesserungen nach RYGB erreicht
werden konnten. Fibroblast Growth Factor-19 ist ein intestinaler Faktor der den
Glykogen-Spiegel auf eine insulinunabhangige Weise reguliert (Kir et al., 2011) und die
hepatische Gluconeogenese hemmen kann (Potthoff et al., 2011). Er reguliert
Gallensaure-, Kohlenhydrat-, Lipid- und Energiestoffwechsel und konnte damit in
Zukunft eine wichtige therapeutische Option fir die Behandlung von T2D und den damit
verbundenen Erkrankungen darstellen (Beenken & Mohammadi, 2009).

Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass primare und sekundare Gallensauren im
Tiermodell auch direkten Einfluss auf die Freisetzung von GLP-1 und PYY haben
(Pournaras et al.,, 2012). Pournaras et al. zeigten, dass sowohl Nahrung als auch
Gallensauren die intestinalen enteroendokrinen L-Zellen stimulieren und so die
Ausschittung von GLP-1 férdern, allerdings weniger stark wie die Kombination beider
(Pournaras et al., 2012). Die Férderung der GLP-1 Ausschittung durch die Gallensauren
kénnte unter anderem Uber die Aktivierung von TGR5 in enteroendokrinen Zellen des
distalen Diinndarms vermittelt werden (Batterham & Cummings, 2016).

Fur diese Arbeit von entscheidender Bedeutung sind die Auswirkungen der
Gallensaurezusammensetzung und -konzentration auf die IEB, da bekannt ist, dass eine
RYGB-Operation positive Auswirkungen auf die IEB hat (Guo et al., 2019; Jin et al.,
2021), der genaue Wirkmechanismus aber bisher nicht bekannt ist. Die Tatsache, dass
eine genetische Inaktivierung von TGR5 sowie FXR bei Mausen zum Zusammenbruch
der IEB fuhrt (Cipriani et al., 2011; Inagaki et al., 2006) unterstitzt die Hypothese, dass
Gallensauren neben den bereits beschriebenen Effekten auch an der

Barriereregulierung nach RYGB beteiligt sein kénnten.

1.3.3 Die Auswirkungen des RYGB auf das intestinale Mikrobiom

Unsere Darmmikroben sind an der Regulierung der Energiehomdostase sowie der
Fettspeicherung beteiligt und spielen daher bei der Adipositas und ihren
Folgeerkrankungen eine grof3e Rolle (Tremaroli & Backhed, 2012). Veranderungen in
der Zusammensetzung des Darmmikrobioms sind ein charakteristisches Merkmal vieler
Stoffwechselkrankheiten. Fettleibige Personen weisen im Vergleich zu gesunden
Personen drastische Unterschiede wie beispielsweise eine geringere mikrobielle Vielfalt
oder ein geringeres Genreichtum ihres intestinalen Mikrobioms auf (Turnbaugh et al.,
2009). Die Relevanz der Darmmikroben in der Pathogenese der Adipositas konnte unter

anderem tierexperimentell untermauert werden. Die Besiedelung keimfreier Mause mit
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dem intestinalen Mikrobiom von fettleibigen Spendern fuhrte zu einer signifikanten
Zunahme der Gesamtkoérperfettmasse der Mause, ohne dass diese signifikant mehr
Kalorien zu sich nahmen als die Mause, die mit den Darmmikroben von nicht-adipésen
Spendern besiedelt wurden (Turnbaugh et al., 2006). Weitere Studien haben gezeigt,
dass keimfreie Mause vor Glucoseintoleranz und Insulinresistenz geschutzt sind, die
durch eine fettreiche Ernahrung hervorgerufen werden (Backhed et al., 2007; Ding et al.,
2010). Ding et al. konnten daruber hinaus zeigen, dass das Mikrobiom und die
kalorienhaltige Diat zusammen proinflammatorische Veranderungen im Dinndarm
bewirken, die signifikant mit dem Fortschreiten von Fettleibigkeit und der Entwicklung
einer Insulinresistenz korrelieren (Ding et al., 2010).

Die RYGB-Operation hat einen tiefgreifenden Einfluss auf die Zusammensetzung und
Vielfalt der mikrobiellen Gemeinschaften, die sich im gesamten Magen-Darm-Trakt
befinden (llhan et al., 2020; Liou et al., 2013; Tremaroli et al., 2015). Dies fuhrt folglich
auch zu einer Veranderung der vom Mikrobiom produzierten und freigesetzten
Metabolite, wie zum Beispiel den sekundaren Gallensauren (llhan et al.,, 2020),
Tryptophanderivanten (Jennis et al., 2018) oder den kurzkettigen Fettsauren (Liou et al.,
2013). Man geht davon aus, dass dies ein entscheidender Wirkmechanismus des RYGB
sein konnte. Gestlitzt wird diese These vor allem durch Transferexperimente an
keimfreien Mausen. Dabei konnte gezeigt werden, dass der Transfer von Darminhalt
RYGB-operierter Ratten im Vergleich zum Transfer von Darminhalt schein-operierter
Ratten zu einer besseren Blutzuckerkontrolle und einer verminderten Endotoxamie der
Mause fuhrte (Hankir et al., 2020). Der Transfer der Darmmikrobiota von RYGB-
behandelten Ratten im Vergleich zu schein-operierten Ratten, die aufgrund einer Loss-
of-Function-Mutation im Leptinrezeptor-Gen stark fettleibig und glucoseintolerant waren,
auf keimfreie Mause, flihrte zu niedrigeren Blutzuckerspitzenwerten wahrend eines
oralen Glucosetoleranztests (OGTT) (Arora et al.,, 2017). Die von Tremaroli et al.
durchgeflhrten Transferexperimente zeigten, dass es bei keimfreien Mausen nach
Transfer von humanem Darminhalt von Patientinnen, die einen RYGB bekommen
hatten, zu einer Verminderung der Fettdepots der Mause kam, verglichen mit den
Mausen, die Darminhalt von adipésen Patientinnen transferiert bekommen haben
(Tremaroli et al.,, 2015). Die Ergebnisse legen nahe, dass die Darmmikrobiota eine
direkte Rolle bei der nach bariatrischen Eingriffen beobachteten Verringerung der
Adipositas, Verringerung der Endotoxamie und Verbesserung der Glucosehomoostase
spielt. Tremaroli et al. konnten darlber hinaus zeigen, dass die Veranderung der

Darmmikrobiota BMI unabhangig ist (Tremaroli et al., 2015). Dem gegenulber steht die
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Feststellung von Cottilard et al, dass diatetische MaRhahmen den Genreichtum der
Mikrobiota erhéhen und ihre Zusammensetzung in Richtung derjenigen von schlanken
Personen verschieben (Cotillard et al., 2013).

Finf Bakterienabteilungen dominieren das humane intestinale Mikrobiom, darunter sind
Aktinobakterien, Bacteroidaceae, Firmicuten, Proteobakterien und Verrucomikrobien,
von denen Bacteroidaceae und Firmicuten uber 90 % der gesamten Darmmikrobiota
ausmachen (Harris et al., 2012). Nach RYGB konnte Ubereinstimmend gezeigt werden,
dass es zu einer Zunahme von Proteobakterien kommt (Guo et al., 2019; Ilhan et al.,
2020; Li et al., 2011; Tremaroli et al., 2015), was insofern Uberraschend ist, da
Proteobakterien zu den gram-negativen Bakterien gehéren. Sie werden aufgrund ihrer
entzindungsférdernden Eigenschaften im Allgemeinen nicht als nutzlich betrachtet
(Cani et al., 2007). Daneben verandert die RYGB-Operation auch die relative Haufigkeit
der Firmicuten und Bacteroidaceae. Beide sind nach RYGB relativ vermindert (Li et al.,
2011; Tremaroli et al., 2015). Allerdings gilt das fir die Firmicuten in uneinheitlicher
Weise, da einzelne Gattungen nach RYGB auch relativ vermehrt vorkamen (llhan et al.,
2020). Fur Akkermansia muciniphila, eine Gattung der Verrucomikrobien konnte
einheitlich gezeigt werden, dass ihre relative Haufigkeit nach RYGB erhoht ist (Ilhan et
al., 2020; Liou et al., 2013) und Fettleibigkeit sowie Diabetes mit einer verringerten
relativen Haufigkeit einhergehen (Everard et al., 2013). Dies ist insofern von Bedeutung,
als dass bekannt ist, dass die Anwesenheit von Akkermansia muciniphila die
Darmepithelbarriere verbessert und vor Insulinresistenz und Adipositas schutzt
(Chelakkot et al., 2018; Depommier et al., 2019).

1.3.4 Die Auswirkungen des RYGB auf die systemische Endotoxamie

Als systemische Endotoxamie bezeichnet man die Verlagerung entziindungsférdernder,
gramnegativer Bakterienspezies und/oder ihrer Produkte wie Lipopolysaccharid (LPS)
aus dem Darmlumen in den allgemeinen Kreislauf (Cani et al., 2007). LPS ist ein
Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterienarten. Auf diese Weise stellt die
Darmmikrobiota ein wesentliches Reservoir dar. Es wird angenommen, dass das
Vorhandensein von LPS im Blutkreislauf auf seine passive Diffusion durch die
Darmschleimhaut zurtickzufiihren ist, wenn die Integritat der Barriere beeintrachtigt und
die Permeabilitat des Darms erhoht ist (Harris et al., 2012). LPS enthalt ein Pathogen
assoziiertes molekulares Muster, das Lipid-A, welches nach Bindung an den Toll-
Like Rezeptor-4 viele gut charakterisierte, entzindungsférdernde Signalkaskaden in
Gang setzt (Lu et al., 2008).
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Mehrere Studien haben Uber erhohte zirkulierende LPS-Spiegel bei Personen mit
Adipositas und/oder T2D berichtet (Cox et al., 2017; Pussinen et al., 2011; Trgseid et
al., 2013). Der Zusammenhang von Adipositas und Endotoxamie konnte auch durch
Messung hoherer proinflammatorischer Zytokin-Spiegel, wie Tumornekrosefaktor o
(TNFa) und Interleukin-6 (IL-6), im Blut adipdser Patientinnen und Patienten gegenuber
normalgewichtigen belegt werden (Bahceci et al., 2007). In einer Erndhrungsstudie
konnte gezeigt werden, dass bereits nach einer einmonatigen Diat mit einem Fettanteil
von 40 % die LPS-Konzentration im Plasma steigt (Pendyala et al., 2012).
Tierexperimentell konnte durch kontinuierliche Infusion von Endotoxinen in Mause belegt
werden, dass die chronische Entzindung zur Entwicklung von Fettleibigkeit und
Insulinresistenz flhrt (Cani et al., 2007). Eine Stérung der Darmbarriere sowie die
geringradige Entziindung sind ein gemeinsames charakteristisches Merkmal von
Stoffwechselerkrankungen (Everard & Cani, 2013). Dies stutzt folgende These: Ein mit
Fettleibigkeit assoziierter undichter Darm ermoglicht die Passage von mikrobiellen
Produkten wie LPS durch die Schleimhaut. Diese Passage verursacht eine metabolische
Endotoxamie, die sich in einem moderaten Anstieg der LPS-Konzentration im Plasma
manifestiert. Die systemische Entziindungsreaktion férdert die Entwicklung von
Stoffwechselerkrankungen (Cani et al., 2007; Everard & Cani, 2013; Ledn-Pedroza et
al., 2015; Moreira et al., 2012). Insofern gilt die systemische Endotoxamie zunehmend
als anerkannter atiologischer Faktor der mit Fettleibigkeit einhergehenden
Insulinresistenz und des T2D (Chakaroun et al., 2020).

Klinische (Monte et al., 2012; Trgseid et al., 2013; Yang et al., 2014) und praklinische
Studien (Guo et al.,, 2019; Wu et al., 2019) konnten zeigen, dass der RYGB die
systemische Endotoxamie abschwacht und zu einer Reduktion des chronischen

Entzindungszustandes beitragt.

1.3.5 Die Auswirkungen des RYGB auf die intestinale epitheliale Barriere

Die ersten Hinweise darauf, dass Adipositas mit einer erhdhten intestinalen
Permeabilitat verbunden sein kénnte, stammen aus Tiermodellen (Brun et al., 2007;
Cani et al., 2009). Als Hauptfolge der Stérung der Darmbarriere wird, wie im Abschnitt
1.3.4 bereits beschrieben, das Eindringen von Toxinen aus dem Darmlumen vermutet,
welches zu einer chronischen Entziindung fiihrt und Insulinresistenz sowie weitere
Stoffwechselerkrankungen vermittelt (Cani et al., 2007; Everard & Cani, 2013; Ledn-
Pedroza et al., 2015; Moreira et al., 2012). Das Darmmikrobiom interagiert sehr eng mit

dem Darmepithel. Es stellt eine Schliisselkomponente der Darmbarriere dar, indem es

17



den Metabolismus, die Proliferation und somit die Aufrechterhaltung der IEB beeinflusst
(Neish, 2009). So kénnen zum Beispiel, die von der intestinalen Mikrobiota
abgesonderten Fermentationsprodukte wie kurzkettige Fettsduren zur Unterdriickung
der entziindungsbedingten Zytokinsekretion beitragen (Tedelind et al., 2007). AulRerdem
kénnen von der Darmmikrobiota freigesetzte Stoffwechselprodukte direkt die
Darmbarriere stabilisieren (Natividad et al., 2018).

Dass der RYGB die Funktion der IEB positiv beeinflusst, konnte in zahlreichen Tier- und
Humanstudien belegt werden (Casselbrant et al., 2015; Guo et al., 2019; Jin et al., 2021;
Steensels etal., 2017; Wang et al., 2020). Es wird daher postuliert, dass die verbesserte
Barrierefunktion nach RYGB uber eine Verminderung der Endotoxamie zu einer
Abschwachung der Insulinresistenz und zur verbesserten Blutzuckerkontrolle sowie zur
Verbesserung der Adipositas-assoziierten Erkrankungen nach RYGB fiuhrt. Die
zugrundeliegenden molekularen und zellularen Mechanismen sind jedoch nach wie vor
wenig verstanden. Wie bereits eingeflhrt, ist moéglicherweise die Darmmikrobiota oder
das durch sie verursachte Milieu das zentrale externe Organ, welches zu einer
Stabilisierung der Integritat der IEB beitragt. Daneben koénnte es sich bei den
vermittelnden Faktoren auch um Faktoren des Wirts, wie zum Beispiel die Gallensauren
handeln. Es ist momentan nicht geklart, ob es sich bei den Faktoren, die die verbesserte
Barrierefunktion nach RYGB vermitteln, um Faktoren handelt, die luminal oder
systemisch auf die IEB einwirken. Eine Studie von Arora et al. konnte allerdings zeigen,
dass eine verbesserte orale Glucosetoleranz bei genetisch fettleibigen und
glucoseintoleranten Ratten nach RYGB im Vergleich zu einer Schein-Operation durch
ihren Zakum-, aber nicht ihren lleuminhalt auf keimfreie Mause Ubertragen werden kann
(Arora et al., 2017). Aufgrund dieser Erkenntnis erscheint es wahrscheinlich, dass es
sich zumindest teilweise um luminale Faktoren handelt, die auf die apikale Seite der

Enterozyten einwirken und die IEB auf bislang unbekannte Weise stabilisieren.

1.4 Bedeutung der Darmbarriere

Der menschliche Korper ist taglich einer Vielzahl potenziell schadlicher Substanzen und
Krankheitserreger ausgesetzt. Insbesondere der Darm ist aufgrund seiner Oberflache
von durchschnittlich 32 m? (Helander & Fandriks, 2014) einer besonders hohen
Antigenbelastung ausgesetzt. Die Darmmikrobiota eines Erwachsenen beherbergt etwa
10"® Bakterienzellen (Sender et al., 2016). Das Immunsystem des Darms muss daher
tolerant gegeniiber kommensalen Mikroorganismen agieren, den Ubertritt von in der

Darmflora befindlichen Bakterien in den Blutstrom verhindern und pathogene
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Mikroorganismen abwehren (Artis, 2008). Damit der Magen-Darm-Trakt jedoch seiner
Hauptaufgabe, der Aufnahme von Nahrstoffen und Elektrolyten nachkommen kann,
muss die Barriere selektiv bestimmte Stoffe passieren lassen. Nur so kann eine innere
Homoostase gewahrleistet werden (Salvo Romero et al., 2015; Turner, 2009). Eine
intakte Barriere ist somit eine wichtige Voraussetzung fir die menschliche Gesundheit.
Dies wird vor allem dadurch verdeutlicht, dass eine gestorte intestinale Barrierefunktion
mit zahlreichen Erkrankungen assoziiert ist (Turner, 2009), auf die im Abschnitt 1.5

naher eingegangen wird.

1.4.1 Aufbau der Darmbarriere

Ein komplexes Zusammenwirken chemischer und physikalischer Barrieren sowie
immunologischer Verteidigungslinien gewahrleistet die Barrierefunktion des Darms
(Salvo Romero et al., 2015; Schlegel et al., 2021). Die Bestandteile der IEB kénnen in
extrazellulare und zellulare Komponenten eingeteilt werden, welche im Folgenden

genauer erlautert werden (Schlegel et al., 2021).

1.4.1.1 Extrazellulire Komponenten

Die am weitesten luminal gelegene extrazellulare Komponente der IEB ist eine zwei-
phasige Muzin-Schicht die von den Becherzellen gebildet wird (Lullmann-Rauch & Asan,
2019). Die aulere, dickere und lockerere Phase ist der Lebensraum der kommensalen
Bakterien (Lullmann-Rauch & Asan, 2019). Die innere Schicht stellt eine Art
mechanische Schutzzone dar und verhindert durch ein sehr enges Muzin-Netz das
Eindringen der Bakterien (LUllmann-Rauch & Asan, 2019). Zudem beinhaltet sie
antimikrobielle Peptide, welche von Paneth-Zellen sezerniert werden, sowie
sekretorisches Immunglobulin A (LGllmann-Rauch & Asan, 2019). Die dem Epithel
aufgelagerte Muzin-Schicht stellt in ihrer Gesamtheit einen wichtigen Teil des

Abwehrmechanismus des Darms gegen pathogene Erreger dar.

1.4.1.2 Zellulare Komponenten

Die sogenannte Darmflora befindet sich in der aufderen Muzin-Schicht (Lillmann-Rauch
& Asan, 2019). Im Abschnitt 1.3.5 wurde bereits erlautert, welche wichtige Rolle die
Interaktion des Mikrobioms mit dem Darmepithel spielt. Die Mikroben tragen direkt zur
Darmbarrierefunktion bei, indem sie den Metabolismus, die Proliferation und die
Aufrechterhaltung der Epithelbarriere beeinflussen (Neish, 2009). Darlber hinaus

schrankt die Darmflora die Besiedlung durch Krankheitserreger ein, indem sie mit ihnen
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um Nahrstoffe und die dkologische Nische konkurriert (Neish, 2009). Kommt es zur
Dysbiose, einem Ungleichgewicht zwischen physiologischen und pathogenen Bakterien,
verandert sich die Barrierefunktion, was zu Kolitis und Reizdarmsyndrom beitragen kann
und die Relevanz der Darmflora fir die Funktion der IEB belegt (Frosali et al., 2015).
Eine weitere Komponente der intestinalen Barriere ist das Darmepithel, das den
gesamten Magen-Darm-Trakt in Form eines einschichtigen Zylinderepithels auskleidet
(Lullmann-Rauch & Asan, 2019). Die Epithelzellschicht besteht vor allem aus
Enterozyten, Becherzellen, endokrinen Zellen, Burstenzellen und Stammzellen
(Ldllmann-Rauch & Asan, 2019). Sie ist ein dynamischer Verbund. Es besteht ein
stetiges Gleichgewicht zwischen Erneuerung und Absterben, wobei die Neubildung der
Zellen von den multipotenten Stammzellen der Krypten ausgeht (Lillmann-Rauch &
Asan, 2019).

Die Enterozyten, auch Saumzellen genannt, sind spezialisierte und polarisierte
Epithelzellen, die alle drei bis funf Tage erneuert werden und prozentual den gréfiten
Teil des Epithels ausmachen (Lillmann-Rauch & Asan, 2019; Salvo Romero et al.,
2015). Die Aufgabe der Enterozyten besteht vor allem in der Verdauung und der
Resorption sowie darin, die physische Integritdt der Barriere aufrecht zu erhalten
(Lullmann-Rauch & Asan, 2019; Salvo Romero et al., 2015). Sie spielen aul3erdem eine
Rolle bei der Immunabwehr, da sie Rezeptoren der angeborenen Immunabwehr
exprimieren (Artis, 2008).

Die Aufgabe der Becherzellen ist es, Muzine zu bilden, die fiir die in Abschnitt 1.4.1.1
beschriebene Muzin-Schicht notwendig sind (Lullmann-Rauch & Asan, 2019). Weitere
spezialisierte Zellen sind die defensin- und lysozymsezernierenden Paneth-Zellen, die
enteroendokrinen Zellen und die M-Zellen, die Antigene durch das Darmepithel
schleusen (Lullmann-Rauch & Asan, 2019). Adluminal des Epithels befindet sich die aus
zellreichem Bindegewebe bestehende Lamina propria (Lillmann-Rauch & Asan, 2019).
Sie beherbergt unter anderem eine grof3e Anzahl von Immunzellen und Gliazellen des
enterischen Nervensystems (ENS) (Schlegel et al.,, 2021). Eine Aufgabe der
Immunzellen im Darm ist es, das Gleichgewicht zwischen pro- und anti-Inflammation zu
halten und so einen entscheidenden Beitrag zur Regulierung der intestinalen
Homoostase, Entziindung und Barrierefunktion zu leisten (Artis, 2008). Das ENS
moduliert motorische und sekretorischen Aktivitaten des Darm, es kontrolliert die
Nahrstoffaufnahme, den Blutfluss sowie immunologische und entzindliche Prozesse
(Goyal & Hirano, 1996; Lullmann-Rauch & Asan, 2019). Die Kommunikation erfolgt dabei

Uber diverse Peptide und Neurotransmitter (Lillmann-Rauch & Asan, 2019). Das ENS
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setzt sich aus zwei Hauptbestandteilen zusammen: Neuronen und Gliazellen. Die
Gliazellen bilden ein grof’es Netzwerk uUber die Schichten des Gastrointestinaltrakts
hinweg und fungieren als Vermittler bei der Verarbeitung von Neurotransmission und
enterischen Informationen (Ruhl, 2005). In vitro Experimente konnten zeigen, dass unter
den verschiedenen Faktoren, die vom ENS ausgeschittet werden, sich vor allem der
von der Gliazelllinie abgeleitete neurotrophe Faktor direkt auf die Funktion der IEB
auswirkt (Meir et al., 2021). Sowohl die Immunzellen als auch das ENS sind daher
mafdgeblich an der Regulierung der Darmepithelbarriere beteiligt.

Die Plasmamembran der Enterozyten bildet in ihrer Gesamtheit eine fir hydrophile
Stoffe ohne spezifische Transporter uniberwindbare Barriere (Turner, 2009). Zwischen
den Enterozyten sorgen interzellulare Verbindungen aus Proteinkomplexen fir eine
Regulation und gegebenenfalls eine Unterbindung des parazellularen Transport (Balda
& Matter, 2008; Turner, 2009) sowie den Erhalt der strukturellen Integritdt des
Zellverbandes (Salvo Romero et al., 2015). In ihrer Gesamtheit werden diese Zell-Zell
Verbindungen als Schlussleistenkomplexe bezeichnet (Lillmann-Rauch & Asan, 2019).
Ein  Schlussleistenkomplex bestent (von Iuminal nach adluminal) aus
Occludenskontakten (Tight Junctions), Adharenskontakten und Desmosomen (Farquhar
& Palade, 1963). Die Occludenskontakte und die Adharenskontakte sind im polarisierten
Epithel als Gurtel angelegt (Farquhar & Palade, 1963). Die Zonula occludens regulieren
die parazellulare Permeabilitat zwischen den Epithelzellen (Balda & Matter, 2008),
wahrend die Zonula adhaerens und die Desmosomen als adhasive Kontakte dienen
(Garrod & Chidgey, 2008; Niessen & Gottardi, 2008). Der Schlussleistenkomplex ist
somit entscheidend an der Aufrechterhaltung sowie der Regulierung der IEB beteiligt.
Die nachfolgende Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung eines
Schlussleistenkomplexes zwischen zwei Enterozyten. Dargestellt sind die
Transmembranproteine, die Ankerproteine sowie deren Verbindung zum Zytoskelett.
Auf die einzelnen Bestandteile des Schlussleistenkomplexes soll in den folgenden

Abschnitten vertieft eingegangen werden.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Schlussleistenkomplexes

Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung des Schlussleistenkomplexes zwischen zwei Enterozyten.
Dieser besteht von luminal nach adluminal aus Occludenskontakten, Adahrenskontakten und Desmosomen
(modifiziert nach Lullmann-Rauch & Asan, 2019).

1.4.1.21 Zonula occludens

Die Occludenskontakte sind die am weitesten apikal gelegenen Interzellularkontakte der
Enterozyten. Sie verbinden diese gurtelféormig und verengen den Interzellularspalt.
(Farquhar & Palade, 1963). Die Occludenskontakte erfilllen gewissermalien eine
Schrankenfunktion und verhindern den ungerichteten parazellularen Transport, erlauben
aber auch die Passage kleiner wasserloslicher Molekiile (Balda & Matter, 2008). Ihre
Funktion ist entscheidend fir die Aufrechterhaltung der Barriere und der epithelialen
Polaritat durch Verhinderung von Lateraldiffusion luminal gelegener Proteine nach
adluminal und umgekehrt (LUllmann-Rauch & Asan, 2019). Occludenskontakte sind
Multiproteinkomplexe, bestehend aus einem Transmembranprotein, das Uber seine
extrazellulare Domane zu einem Transmembranprotein der Nachbarzelle Kontakt halt
und durch Uberlappung mit diesem den Interzellularraum versiegelt sowie einem
Adapterprotein, das die Verbindung zwischen dem Transmembranprotein und dem
Aktinoskelett im Zytosol vermittelt (Lullmann-Rauch & Asan, 2019). Zu den
Transmembranproteinen der Occludenskontakte gehdren die Claudine, die junktionalen
Adhésionsmolekile (JAM) und die Tight Junction-assoziierten MARVEL-Proteine
Occludin, Tricellulin und MarvelD3 (Balda & Matter, 2008; Furuse et al., 1993; Ikenouchi
et al., 2005; Martin-Padura et al., 1998; Steed et al., 2009). Man unterscheidet vierfach
die Membran durchspannende Transmembranproteine wie Occludin, Claudin und
Tricellulin von einfach die Membran durchspannenden Proteinen wie JAM (Balda &
Matter, 2008). Mit ihrer intrazellularen Domane sind die membranintegralen Proteine an

Adapterproteine wie Zonula occludens (ZO) 1, ZO 2 oder ZO 3 gebunden und tiber diese
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mit zytoskelettalen Aktinfilamenten verbunden (Lullmann-Rauch & Asan, 2019). Die
nachfolgende Abbildung 4 zeigt eine schematische Darstellung der Verschlusskontakte
zwischen zwei Enterozyten. Dargestellt sind die vierfach die membrandurchspannenden
Proteine Claudin und Occludin sowie das einfach die membrandurchspannende JAM.
Adapterproteine sowie Aktinfilamente sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur auf der
linken Seite des Interzellularspaltes dargestellt. Die mechanische Absicherung der
Occludenskontakte geschieht zum einen durch ihre unmittelbare Nahe zu den adluminal

gelegenen Adharenskonakten sowie Uber die JAMs (Lullmann-Rauch & Asan, 2019).

Claudin

Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Occludenskontakts

Abbildung 4 zeigt eine schematische Darstellung eines Occludenskontakts zwischen zwei Enterozyten.
Dargestellt sind die vierfach die Membran durchspannenden Transmembranproteine Claudin und Occludin,
sowie das einfach die Membran durchspannende JAM sowie die Adapterproteine ZO 1, ZO 2, ZO 3, die die
Transmembranproteine mit dem Zytoskelett (Aktinfilament) verbinden (modifiziert nach Otani & Furuse,

2020). ZO = Zonula occludens, JAM = junktionales Adhasionsmolekiil.

Wie oben bereits beschrieben ist die selektive Regulierung des parazellularen Effluxes
eine wichtige Aufgabe der Zonula occludens. Eine gewebeabhangige Expression der
Claudine erlaubt eine selektive Permeabilitat (Lullmann-Rauch & Asan, 2019). Je nach
Claudin-Typ, tragt der Occludenskontakt entweder zur Abdichtung des
Interzellularraums bei oder bildet Kanale, die dhnliche biophysikalische Eigenschaften
wie lonenkanale haben und den Durchgang bestimmter lonen erméglichen (Amasheh et
al., 2002). Die Zellen des humanen Gastrointestinaltrakts exprimieren
Claudin 1,2,3,4,5,7,8,12 und 15 (Lu et al, 2013). Dabei gelten die
Claudine 1, 3, 4, 5 und 8 als abdichtende Claudine und die Claudine 2, 7 und 12 als

porenbildende Claudine (Markov et al., 2010). Insbesondere ein vermehrtes Vorkommen
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von Claudin 2 ist im Zusammenhang mit pathologischer Undichtigkeit beschrieben
worden (Amasheh et al., 2002). Die Expression im Darm unterscheidet sich dabei auch
aufgrund der spezifischen physiologischen Funktion in den Darmabschnitten, wobei die
Permeabilitat in den distalen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts insgesamt geringer
ist (Markov et al., 2010). So weist das Kolon von Ratten den hdchsten epithelialen
Widerstand und eine héhere Gesamtproteinmenge von Claudin 1, 3, 4, 5 und 8 sowie
eine geringere Menge von Claudin 2, 7 und 12 als das Jejunum oder das lleum auf
(Markov et al., 2010).

Obwohl Occludin das erste entdeckte membranintegrale Protein der Occludenskontakte
war (Furuse et al., 1993), ist seine Bedeutung fiir die IEB nach wie vor unklar. Es konnte
gezeigt werden, dass durch Unterbrechung der Interaktionen zwischen den
extrazellularen Domanen von Occludin, unter Verwendung synthetischer Peptide, die
parazelluldre Permeabilitat steigt (Wong & Gumbiner, 1997). Dies legt die Vermutung
nahe, Occludin sei flr die Funktion der IEB mitentscheidend. Im Gegensatz dazu,
wiesen einige Studien darauf hin, dass intakte Tight Junctions in Abwesenheit von
Occludin gebildet werden und stellten die Rolle von Occludin bei der Bildung von Tight
Junctions in Frage (Saitou et al., 1998; Saitou et al., 2000). Trotz Deletion des Occludin-
Gens in embryonalen Stammzellen konnte die Bildung von Occludenskontakten und die
Differenzierung in polarisierte Epithelzellen stattfinden (Saitou et al., 1998). Daruber
hinaus zeigte eine Knockout-Maus fir Occludin das Vorhandensein normaler
Occludenskontakte im Darmepithel (Saitou et al., 2000). Es zeigte sich jedoch, dass die
Integritdt der Occludenskontakte im Epithelgewebe der Magendrisen, der
Hodenkanalchen und der Speicheldrisen in Abwesenheit von Occludin gestort war
(Saitou et al., 2000). Gesammelt weisen diese Erkenntnisse auf eine untergeordnete
Rolle von Occludin fir das Darmepithel hin.

JAMs sind eine weitere Gruppe von Transmembranproteinen der Occludenskontakte.
Sie besitzen zwei immunglobulindhnliche extrazellulare Domanen und durchspannen,
anders als die oben genannten Proteine, die Membran nur einmal (Balda & Matter, 2008;
Martin-Padura et al.,, 1998). In epithelialen Occludenskontakten sind JAMs am
Zusammenbau und der Bildung funktioneller, polarisierter Occludenskontakte beteiligt
(Liu et al.,, 2000). Aulerdem dienen sie der mechanischen Stabilisierung der
Occludenskontakte (Ldllmann-Rauch & Asan, 2019). Ihnen kommt zudem eine
bedeutende Rolle bei der Regulierung der intestinalen Permeabilitdt und Entziindung zu
(Laukoetter et al., 2007).
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Tricellulin findet sich an den interzelluldaren Kontakten zwischen drei oder mehr
benachbarten Zellen (lkenouchi et al., 2005). Die Unterdrickung der Tricellulin-
Expression beeintrachtigt die Organisation und Funktion der trizellularen
Occludenskontakte, aber auch der bizellularen Occludenskontakte (lkenouchi et al.,
2005), was darauf hindeutet, dass Tricellulin eine wichtige Rolle fiur die
Aufrechterhaltung intakter Occludenskontakte spielt.

Die oben bereits erwahnten Ankerproteine ZO 1, ZO 2, ZO 3 stellen ein feste,
mechanische Bindung zwischen Transmembranproteinen und Aktinzytoskelett her
(Lallmann-Rauch & Asan, 2019). Uber diese feste Verbindung ist unter anderem die
Dynamik des Aktinzytoskeletts an der Regulation der Integritat der Occludenskontakte
beteiligt (Schlegel et al., 2021; Turner, 2009). Aufgrund ihrer Interaktion mit
verschiedenen Proteinen wie Claudin, Occludin und Aktin, spielen die Ankerproteine
eine grofde Rolle beim Aufbau sowie bei der Aufrechterhaltung der Occludenskontakte
(Turner, 2009).

1.4.1.2.2 Zonula adhaerens

Die Adharenskontakte sind im Schlussleistenkomplex adluminal der Occludenskontakte
angeordnet (Lillmann-Rauch & Asan, 2019). Wie ihr Name bereits vermuten lasst, sind
sie fur eine Bindung zwischen den Zellen verantwortlich und sorgen auch fir eine
mechanische Absicherung der unmittelbar luminal gelegenen Occludenskontakte
(Lullmann-Rauch & Asan, 2019). |hr Aufbau gleicht vom Prinzip dem der
Occludenskontakte. Ihre Hauptbestandteile sind Transmembranproteine vom Cadherin-
oder Nektin-Typ, die membranubergreifende Komplexe bilden. Auf der extrazellularen
Seite vermitteln sie die Verbindung zwischen zwei Zellen und auf der intrazellularen
Seite assoziieren sie mit den Ankerproteinen Catenin und Afadin. Catenin und Afadin
vermitteln den Kontakt zum Zytoskelett und wahren so die mechanische Stabilitdt des
Multiproteinkomplexes (Lullmann-Rauch & Asan, 2019). Man unterscheidet zwei
Proteinkomplexe: Den Cadherin/Catenin-Komplex und den Nektin/Afadin-Komplex
(Ldllmann-Rauch & Asan, 2019).

Auf elektronenmikroskopischer Ebene ist die Zonula adhaerens eine Region, in der die
Membranen perfekt parallel Gber eine Lange von 0,2 - 0,5 ym erscheinen. In der
darunter liegenden zytoplasmatischen Matrix finden sich auffallige, bandartige
Strukturen (Farquhar & Palade, 1963). Die nachfolgende Abbildung 5 zeigt eine

schematische Darstellung eines Adharenskontakts zwischen zwei Enterozyten.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung eines Adhdrenskontakts

Abbildung 5 zeigt eine schematische Darstellung eines Adharenskontakts zwischen zwei Enterozyten.
Dargestellt sind das Transmembranprotein Cadherin sowie die Ankerproteine a- und R-Catenin, p120 und
Plakoglobin (modifiziert nach Schlegel et al., 2021).

Die Familie der Kalzium (Ca?")-abhangigen Adhasionsmolekiile, der sogenannten
Cadherine, umfasst etwa 20 Mitglieder, die ein gewebespezifisches Expressionsmuster
sowie eine gemeinsame Domanenorganisation aufweisen (Meng & Takeichi, 2009;
Takeichi, 1988). Im Epithel bildet E-Cadherin die Grundlage der Adharenskontakte
(Ldllmann-Rauch & Asan, 2019). Cadherine durchspannen die Membran einmal. |hre
extrazellularen Doménen enthalten Ca?*-bindende Sequenzen (Overduin et al., 1995).
Bei der Assoziation mit Ca?* geht die extrazellulare Doméne der Cadherine einer Zelle
eine homophile Interaktion mit der Doméane der Cadherine der angrenzenden Zelle ein
(Meng & Takeichi, 2009). Diese Bindung ist essenziell fur die Zelldifferenzierung. Ein
Verlust der Bindung von E-Cadherin in epithelialen Zellen ist unter anderem am
Fortschreiten von epithelialen Tumoren beteiligt (Lozano et al, 2003). Die
zytoplasmatische Domane des Cadherins vermittelt durch ihre Assoziation mit
verschiedenen Proteinen die als sogenannte Catenine bekannt sind, wichtige
strukturelle und signalgebende Aktivitaten, die fir die Adhasion erforderlich sind
(Niessen & Gottardi, 2008; Ozawa et al., 1989). Cadherine binden an a (Vinculin)-,
B-, y (Plakoglobin)- und & (p120)-Catenin (Lullmann-Rauch & Asan, 2019; Ozawa et al.,
1989; Reynolds et al., 1994). Die Catenine Ubernehmen verschiedene Aufgaben, die in
ihrer Gesamtheit weit Uber eine reine Adapterfunktion hinaus gehen. a-Catenin besitzt
eine Aktin-Bindungsstelle und erhalt Gber Bindung an das Zytoskelett die strukturelle
Absicherung der Adharenskontakte (Rimm et al., 1995). R-Catenin vermittelt den
Transport von E-Cadherin an die Zellmembran sowie einen gewissen Schutz vor

Proteolyse (Chen et al., 1999; Huber et al., 2001). Man ging lange davon aus, dass a-
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Catenin den Cadherin/B-Catenin-Komplex mit dem Aktin-Zytoskelett fest verdrahtet. In
vitro  Studien zeigten jedoch, dass a-Catenin nicht in der Lage ist,
B-Catenin und F-Actin gleichzeitig zu binden. a-Catenin vollzieht einen standigen
Bindungswechsel zwischen Aktin und R-Catenin und reguliert so die Veranderungen der
Aktin-Dynamik (Drees et al., 2005). Cadherine assoziieren auch mit p120. p120
verhindert Uber Bindung an E-Cadherin dessen Endozytose und reguliert so die E-
Cadherin-Konzentration (Davis et al., 2003).

Nektine sind eine Familie immunglobulindhnlicher Transmembranproteine, die
Ca?*-unabhangige homo- und heterophile Interzellularverbindungen eingehen kénnen.
Ihre extrazellulare Domane ahnelt der von Immunglobulin G. Sie bestehen aus einer
Familie mit vier Mitgliedern. Die zytoplasmatische Domane von Nektin interagiert mit
Afadin, einem Aktin-bindenden Protein (Nakanishi & Takai, 2004). Afadin kann neben
der Interaktion mit filamentarem Aktin auch mit anderen Aktin-bindenden Proteinen wie
Z0O 1 und a-Catenin interagieren (Takai et al., 2003; Yokoyama et al., 2001). Die
Interaktion mit a-Catenin deutet darauf hin, dass eine Verbindung zwischen dem
Cadherin/Catenin- und dem Nektin/Afadin-Komplex bestehen konnte. Wie die
Cadherin/Catenin-Adhasionseinheit  enthalt der  Nektin/Afadin-Komplex also
Komponenten, die die interzellulare Adhasion und die Aktin-Assoziation vermitteln

konnen.

1.4.1.2.3 Desmosomen

Die Desmosomen wurden von Marilyn G. Farquhar und George E. Palade als die am
weitesten adluminal liegende Komponente des dreiteiligen Schlussleistenkomplexes
beschrieben. Aufgrund ihres geringen Durchmessers und ihrer ultrastrukturell
punktférmigen Erscheinung werden sie auch als Macula adhaerens bezeichnet
(Farquhar & Palade, 1963). Ihr grundsatzlicher Aufbau kann in interzelluldre und
intrazelluldare Strukturen unterteilt werden. Interzellular sorgen die desmosomalen
Cadherine, Desmoglein (DSG) und Desmocollin (DSC) fiir eine adhasive Zell-Zell-
Bindung, indem sie mit dem Transmembranprotein der Nachbarzelle eine homo- oder
heterophile Verbindung eingehen (Garrod & Chidgey, 2008). Im Darm kommen die
desmosomalen Proteine DSG2 und DSC 2 vor (Holthofer et al.,, 2007). Auf
zytoplasmatischer Seite sind die Transmembranproteine Uber Plakoglobin und
Plakophilin durch Plaque-Bildung in der Zelle verankert. Um diesen Komplex zu stltzen,
bindet Desmoplakin die Komplexe aus Transmembranproteinen und Plaque-Proteinen

an Intermediarfilamente (Kowalczyk & Green, 2013). Dadurch entsteht ein
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transzellulares Netzwerk, das den Geweben mechanischen Widerstand verleiht und die
Zellmorphologie aufrechterhalt. Aufgrund der von Desmosomen vermittelten starken
Adhasion und Netzwerkbildung, die dem Zellverband eine mechanische Festigkeit
verleiht, sind die Desmosomen besonders haufig in Geweben zu finden, die standig
hohen mechanischen Kraften ausgesetzt sind (Garrod & Chidgey, 2008). Die
nachfolgende Abbildung 6 zeigt eine schematische Darstellung eines Desmosoms

zwischen zwei Enterozyten.

} Plakophilin

"N

i
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o
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Plakoglobin \
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Abbildung 6: Schematische Darstellung eines Desmosoms

Abbildung 6 zeigt eine schematische Darstellung eines Desmosoms zwischen zwei Enterozyten. Dargestellt
sind die Transmembranproteine DSG 2 und DSC 2, die Plaqueproteine Plakophilin und Plakoglobin sowie
das Adapterprotein Desmoplakin, welches den Komplex an Strukturen des Zytoskeletts, die sogenannten
Intermediarfilamente, bindet (modifiziert nach Schlegel et al., 2021). DSG 2 = Desmoglein 2,
DSC 2 = Desmocollin 2.

Desmosome sind dynamische Strukturen, deren Adhasionskraft sich wahrend
Prozessen wie der Wundheilung von einem Zustand hoher zu einem Zustand niedriger
Affinitdat andern kann (Garrod et al., 2005). Die Transmembranproteine kénnen ihre
Bindung Ca?*-unabhangig und Ca?*-abhangig vermitteln, wobei sich der Wechsel schnell
vollzieht und Uber die Hemmung der Proteinkinase C geschieht (Wallis et al., 2000).
Ca?*-unabhangige Desmosomen sind hyperadhasiv, Ca?‘-abhangige sind weniger
adhasiv (Garrod & Chidgey, 2008). Die Desmosomen der normalen Epidermis arbeiten
Ca?*-unabhangig. Im Gegensatz dazu arbeiten die Desmosomen der Epidermis an

einem Wundrand Ca?*-abhangig und haben ihre Hyperadhasivitat verloren, damit die
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Keratinozyten der Epidermis mobil und fahig sind, den Wundrand zu verschliel3en
(Garrod et al., 2005). Daruber hinaus kdnnen Desmosome als Signalzentren fungieren,
die eine regulatorische Rolle bei verschiedenen Zellprozessen wie der Differenzierung
und der Proliferation spielen (Garrod & Chidgey, 2008; Schlegel et al., 2021). Wenn die
desmosomale Adhasion versagt, wie dies bei bestimmten genetischen Erkrankungen
und Autoimmunerkrankungen der Fall ist, kbnnen Gewebe ihre Stabilitat verlieren und
zerfallen. So wird beim Pemphigus vulgaris, einer Autoimmunerkrankung mit
Autoantikérperbildung gegen das desmosomale Protein DSG 3, das Versagen der
desmosomalen adhasiven Bindung in einer Blasenbildung der Epidermis sichtbar
(Shimizu et al., 2004).

Die wesentliche Rolle der desmosomalen Adhasion fir die Integritat der IEB konnte in
vitro bestatigt werden. Eine gro3e Rolle an der Aufrechterhaltung der IEB wird dabei vor
allem DSG 2 zugeschrieben (Schlegel et al., 2010). Uber eine Regulierung der
Occludenskontakte scheint DSG 2 darliber hinaus eine wichtige Rolle flr die intestinale

Permeabilitat zu spielen (Gross et al., 2018; Schlegel et al., 2010).

1.5 Regulation der intestinalen Permeabilitat und klinische Relevanz

Die IEB ist keine statische Struktur. Sie ist hochdynamisch und wird stadndig erneuert
(Schlegel et al.,, 2021). Aullerdem wird die IEB durch verschiedene physiologische,
medikamentdse und krankheitsbedingte Reize reguliert (Salvo Romero et al., 2015). Die
Permeabilitat der Barriere variiert zwischen den proximalen und distalen Regionen sowie
zwischen den Krypten und den Zotten (Salvo Romero et al., 2015). Ebenso hangt die
Partikeldurchlassigkeit von der GroRe und der Ladung der Partikel ab (Garcia-
Hernandez et al., 2017; Salvo Romero et al., 2015). Die molekularen Mechanismen, die
die Passage von Substanzen durch das Epithel regulieren, sind hingegen im gesamten
Darm ahnlich und umfassen interzellulare Proteininteraktionen, das Aktinzytoskelett,
Endozytose und intrazellulare Signalibertragung (Salvo Romero et al., 2015).

Zum einen erfolgen Permeabilitdtsdnderungen Uber das Zytoskelett und werden durch
die Aktivierung der Ca?*-Calmodulin-abhangigen Myosinleichtkettenkinase und die
Endozytose von Proteinen der Occludenskontakte reguliert (Shen & Turner, 2006; Utech
et al., 2010). Daneben gehoéren die Regulierung der Expression verschiedener an der
Barriere beteiligter Proteine sowie die Apoptose von Epithelzellen zu den langfristigen
Veranderungen, die eine Permeabilitatsveranderung induzieren kénnen (Prasad et al.,
2005; Schulzke et al., 2006).
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DarlUber hinaus wird die IEB durch Interaktionen zwischen dem Mikrobiom und den
Epithelzellen reguliert und kontrolliert (Neish, 2009). Daneben reguliert das
Immunsystem Uber verschiedene Zytokine die intestinale Permeabilitat (Al-Sadi et al.,
2009). Andererseits spielen enterische Neuronen bei der Steuerung der parazellularen
Permeabilitat eine Rolle (Neunlist et al., 2003).

Die IEB des Darms kann durch transzellularen Transport Uberquert werden. Dieser Weg
stellt den physiologischen Weg fur Nahrstoffe dar. Daneben kénnen Partikel die Barriere
auch Uber den parazellularen Weg Uberqueren (Schlegel et al., 2021). Lange Zeit wurde
angenommen, dass es in erster Linie Veranderungen der Claudinexpression bzw.
Claudinverteilung sind, die die Permeabilitat von Epithelien modulieren (Garcia-
Hernandez et al., 2017; Turner, 2009). Fir DSG 2 konnte erst Jahre spater anhand eines
DSG 2-defizienten Mausmodelles gezeigt werden, dass die Expression von DSG 2 eine
ebenso wichtige Rolle fir die Regulation der intestinalen Permeabilitdt spielt. Die
intestinale Permeabilitat war in diesem Modell erhoht, die Ultrastruktur der Desmosomen
war verandert und Uberraschenderweise kam es zu einer Reduktion der Claudin 1- und
Occludin-Expression (Gross et al.,, 2018). Ebenso konnte ein hemmender DSG 2-
Antikérper eine tiefgreifende Veranderung der Verteilung der Komponenten der
Occludenskontakte in einer Zellkultur bewirken (Schlegel et al., 2010) und somit
belegen, dass DSG 2, vermutlich Uber eine DSG 2-vermittelte Regulierung der
Occludenskontakte, flir die Aufrechterhaltung der Darmbarriere sowohl in vitro als auch
in vivo erforderlich ist.

Bei einer Reihe von Erkrankungen die den Magen-Darm-Trakt betreffen istinsbesondere
die Regulierung der Komponenten, die den parazelluldren Spalt versiegeln, gestort
(Schlegel et al., 2021). Dies, sowie die daraus resultierende erhéhte Darmpermeabilitat,
stellt einen pathogenen Faktor bei der Zdliakie (Pizzuti et al., 2004), den chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen (CED) (Zeissig et al.,, 2007) und dem
Reizdarmsyndrom (Bertiaux-Vandaéle et al., 2011) dar. Eine Deregulierung bestimmter
Barriereproteine konnte auch direkt durch Infektionserreger wie Vibrio cholera,
enteropathogene Escherichia coli und Clostridium perfringens oder deren Toxine
hervorgerufen werden (Berkes et al., 2003).

Wie eben erwahnt, gehen CED mit einer erhéhten Permeabilitat der IEB einher. Die
Veranderungen der Claudine bei CED sind gut charakterisiert. So findet sich bei diesen
Patientinnen und Patienten ein erhohter Claudin 2 Anteil sowie ein erniedrigter
Claudin 5 und 8 Anteil (Zeissig et al., 2007). Betroffene Patientinnen und Patienten

zeigen ein erhdhtes Profil proinflammatorischer Zytokine (Edelblum & Turner, 2009;
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Rogler & Andus, 1998). Passend dazu konnte gezeigt werden, dass TNFa in Zellkulturen
den Einbau des porenbildenen Claudin 2 stimuliert (Zhang et al., 2017). Die klinische
Relevanz des Entzindungsmediators konnte bereits Ende der 1990er Jahre belegt
werden, als Studien die Wirksamkeit eines TNFa-Antikérpers bei Morbus Crohn
nachwiesen (Targan et al., 1997). Die Anti-TNF-Therapie fuhrt zu einer
Wiederherstellung der Darmbarriere bei Morbus Crohn (Suenaert et al., 2002).

Darliber hinaus konnen neben TNFa weitere proinflammatorische Zytokine eine
Dysfunktion der Barriere induzieren, indem sie die Transkription von
Verbindungsproteinen hemmen und eine durch das Zytoskelett vermittelte
Umverteilung, wie eine vermehrte Internalisierung, von Proteinen bewirken (Bruewer et
al., 2005; Prasad et al., 2005).

Fur diese Arbeit entscheidend ist die pathogene Rolle der Adipositas an der Regulation
der Funktion der IEB. Konzepte, die die Pathophysiologie der Adipositas sowie der
assoziierten  Folgeerkrankungen mit einer Pathologie der Darmbarriere
zusammenbringen, stammen in erster Linie aus Studien an Mausen. Dabei konnte
eindeutig gezeigt werden, dass Stoffwechselerkrankungen bzw. Ubererndhrung mit
einer erhdhten Durchlassigkeit des Darms und der Verlagerung von bakteriellen
Produkten wie Endotoxinen aus dem Darm korrelieren (Ahmad et al., 2017; Brun et al.,
2007; Everard & Cani, 2013). Eine Beeintrachtigung der Darmbarriere wurde ebenso bei
Patientinnen und Patienten mit morbider Adipositas beobachtet. Dabei wurde
festgestellt, dass Adipositas auch beim Menschen mit einer verstarkten systemischen
Entziindungsreaktion einher geht (Damms-Machado et al., 2017; Genser et al., 2018).
Eine detaillierte Studie an Mausen belegte die Modulation von Claudin Proteinen sowie
die dadurch entstehende Hyperpermeabiliat des Darms durch Messung des
transepithelialen elektrischen Widerstands (TEER) und einem
Fluoresceinisothiocyanate (FITC)-Assay sowie die subklinische Entzindung der
Schleimhaute nach Fettleibigkeit induzierender Diat. Im Dinndarm der fettleibigen
Mause zeigten sich eine signifikante Erniedrigung der Claudine 1, 3, 4 und 15 sowie
eine Erhdéhung von Claudin 2 (Ahmad et al., 2017). Ahmad et al. konnten darlber hinaus
einen signifikanten Anstieg der TNFa und Claudin 2 Messenger-Ribonukleinsaure

(mRNA)-Expression im Darm der Mause zeigen.
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1.6 Aktueller Forschungsstand und Fragestellung

Fir den RYGB konnte bisher einheitlich gezeigt werden, dass er die durch Adipositas
induzierte chronische Entziindung reduziert und zur Suppression von LPS sowie
proinflammatorischen Zytokinen wie TNFa und IL-1B fihrt (Guo et al., 2019; Monte et
al.,, 2012). Diese Ergebnisse lassen die Hypothese zu, dass es eine verbesserte
Funktion der Schlisselproteine der Schlussleistenkomplexe sein kdnnte, die Uber eine
Normalisierung der Barrierefunktion nach RYGB zu einer geringeren Entziindung und
zu einer Verringerung der mit Fettleibigkeit verbundenen metabolischen Komplikationen
fahrt.

Die Forschungsergebnisse Uber die Darmpermeabilitdt und die Proteine der
Verschlusskontakte im Darm nach einem RYGB sind jedoch begrenzt und einige
Ergebnisse teilweise sogar widerspruchlich. So zeigten Guo et al. neben der eben
erwahnten Suppression der Entzindung auch eine Erniedrigung der Permeabilitat im in
vivo FITC-Assay sowie eine Erhéhung der Proteinmenge von Claudin 1, ZO 1 und
Occludin in der Western Blot Analyse im Kolon von Ratten nach RYGB-Operation (Guo
et al., 2019). Wang et al. konnten ebenfalls eine Permeabilitatsverminderung im lleum
durch FITC-Assay bei Ratten nach RYGB im Vergleich zu hochkalorisch erndhrten
Ratten und zu einer Gruppe von pair-fed Ratten feststellen (Wang et al., 2020). Diese
Technik, bei der den Ratten nur die Futtermenge der Kontrollgruppe, in diesem Fall den
RYGB-operierten Ratten, zur Verfigung steht, schliel3t diatetisch induzierte
Veranderungen aus. Casselbrant et al. stellten fest, dass die jejunale
Claudin 3- und 4-Expression nach RYGB anstieg, aber dass sich die Occludin- und
Z0 1-Expression verringerte, wahrend die Claudin 1-, 2- und 5-Expression im
menschlichen Dunndarm unverandert blieb. Die unter Verwendung von Ussing-
Kammern gemessene Permeabilitat stellte sich als vermindert und damit konsistent zu
den Ergebnissen von Guo et al. und Wang et al. dar (Casselbrant et al., 2015). Steensels
et al. berichteten Gber &hnliche Ergebnisse und zeigten, dass die Darmpermeabilitat
nach RYGB im Jejunum verringert war. Die epitheliale Integritdt wurde ebenfalls mit
Ussing-Kammern und mittels FITC-Passage ermittelt. Allerdings zeigte sich, dass die
Permeabilitat im Kolon durch die Operation nicht verandert wurde (Steensels et al.,
2017). Diese Versuche wurden an Mausen durchgefihrt. Jin et al testeten
ortsspezifische Auswirkungen des RYGB auf die IEB, indem sie die Proteinexpression
von Claudin 1 und ZO 1 in RYGB-operierten Mausen analysierten und mit funktionellen
in vivo Experimenten kombinierten. Die intestinale Permeabilitat zeigte sich im Jejunum

sowie im Kolon vermindert. Die Expression von ZO 1 zeigte sich im Jejunum der RYGB-
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operierten Mause gegenuber den schein-operierten Mausen erhdht. Die Expression von
Claudin 1 zeigte sich im Kolon erhéht (Jin et al., 2021). Im Gegensatz dazu berichteten
Savassi-Rocha et al., dass es bei 16 stark fettleibigen Personen, die sich einer RYGB-
Operation unterzogen hatten, zu einem signifikanten Anstieg ihrer intestinalen
Permeabilitat kam. Dies wurde anhand der Laktuloseausscheidungsrate und des
Laktulose-Mannitol-Verhaltnisses gemessen. Savassi-Rocha et al. fiihrten diesen
Anstieg auf das Auftreten einer intestinalen Schleimhauthyperplasie im Sinne eines
Adaptionsmechanismus, um die Malabsorption von Mikronahrstoffen zu minimieren,
zuriick (Savassi-Rocha et al., 2014).

Aufgrund der Uneinheitlichkeit der Ergebnisse der genannten Studien war es das Ziel
dieser Arbeit, eine Charakterisierung der Veranderungen der Schllsselproteine der
Occludenskontakte in den vier Darmregionen Duodenum, Jejunum, lleum und Kolon bei
Ratten nach RYGB- bzw. Schein-Operation vorzunehmen. Daflir wurden
Vollwandresektate aller Darmregionen der Ratten nach RYGB- bzw. nach Schein-
Operation verwendet. Um der Frage nachzugehen, ob sich im Darminhalt der operierten
Ratten Stoffe befinden, die sich positiv auf die Barriereeigenschaften auswirken, wurden
im Anschluss an die quantitative Proteinanalyse der Vollwandresektate
Transferexperimente auf Zellkulturen mit dem Darminhalt der Ratten durchgefuhrt. Das
Ziel der Transferexperimente war es herauszufinden, ob es Faktoren im Darminhalt der
Ratten gibt, die die Funktion der Darmbarriere regionenspezifisch regulieren und die

Proteinmenge der Barriereproteine verandern.
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2 Material und Methoden

21 Tierexperimentelle Methoden

211 Genehmigung des Versuchsvorhabens

Vor Durchfihrung der Experimente wurden diese durch den Tierschutzausschuss der
Regierung von Unterfranken, Wiurzburg, Deutschland Gberprift und genehmigt
(Lizenznummer 55.2-2532-2-467). Alle Experimente wurden im Einklang mit den

Tierschutzrichtlinien der Europaischen Union durchgefuhrt.

2.1.2 Versuchstiere

Fir die Experimente dieser Arbeit wurden mannliche Albino-Ratten des Stammes Wistar
der Firma Charles River Laboratories, Wilmington, MA, USA, verwendet. Zu Beginn der
Experimente waren die Ratten vier Wochen alt. Inr Gewicht betrug zu diesem Zeitpunkt
324,3g+/-2,8g. Die im Folgenden beschriebene Versorgung der Tiere, die
Durchfuhrung der Operationen, die Durchfihrung der terminalen Anédsthesie sowie die
Entnahme und Asservierung der Organe erfolgte freundlicherweise durch
Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter der experimentellen Viszeralchirurgie des
Universitatsklinikum Wadirzburgs. Die Aufarbeitung und Analyse der entnommenen
Gewebe sowie die Auswertung der physiologischen Daten waren neben den unten

beschriebenen Zellkulturexperimenten Gegenstand der vorliegenden Dissertation.

2.1.3 Tierhaltung
Die Ratten wurden bei einer Raumtemperatur von kontinuierlich 22 °C gehalten. Der

Tag-Nacht-Rhythmus war 12 Stunden mit Beginn des Tageslichts um 7:00 Uhr.

2.1.4 Versuchsgruppen und Versuchsprotokoll

Far finf Wochen hatten alle Ratten freien Zugang zu hochkalorischer Nahrung mit
5,2 kcal/lg wovon 60 % der Kalorien aus Fett bestanden (C1090-60; Adipositas
induzierende Ernahrung, Altromin Spezialfutter GmbH und Co. KG, Lage, Deutschland).
Das Gewicht der Ratten betrug nach finf Wochen 477,9 g +/- 6,9 g. Die Tiere wurden
nach dem Zufallsprinzip in zwei Gruppen aufgeteilt, wobei bei der einen Gruppe eine
RYGB-Operation (n =20, Kérpergewicht von 474,2 g +/- 6,7 g) und bei der anderen
Gruppe eine Schein-Operation durchgefiihrt wurde (n =10, Ko&rpergewicht von
470,6 g +/- 10,1 g). Nach der Operation erhielten die Ratten Zugang zu der oben
erwahnten hochkalorischen Nahrung sowie zu niedrigkalorischer Nahrung mit 3,5 kcal/g
wobei 10 % der Kalorien aus Fett bestanden (C1090-10; Altromin Spezialfutter GmbH &
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Co. KG, Lage, Deutschland). Sechs Wochen nach der Operation erfolgte die terminale
Anasthesie. Die nachfolgende Abbildung 7 zeigt eine schematische Darstellung der im

Verlauf des Experiments an den Ratten durchgefiihrten MalRnahmen.

Versuchsbeginn Operation terminale Anasthesie
hochkalorische Nahrung, freier Zugang zu hoch- und
Induktion von Adipositas niedrigkalorischer Nahrung
4 Wochen 5 Wochen 6 Wochen

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls

Abbildung 7 zeigt eine schematische Darstellung der im Verlauf des Experiments an den Ratten
durchgefuhrten MaRnahmen. Zwischen dem Versuchsbeginn und der Operation betrug der Zeitraum funf
Wochen, wohingegen sechs Wochen zwischen Operation und terminaler Anasthesie lagen (modifiziert nach
Hankir et al., 2020).

2.1.5 Operationsablauf und Technik

2.1.5.1 Narkose und Analgesie

Die Operationen wurden von Herrn Professor Florian Seyfried unter Vollnarkose
durchgefuhrt. Die Narkoseeinleitung geschah mit 5 % Isofluran in 2 % Sauerstoff.
Aufrechterhalten wurde die Narkose mit 2 % Isofluran in 2 % Sauerstoff. Die Tiere
erhielten jeweils 3 mg/kgkG Caprofen subcutan und 1,25 mg/kgkG Amoxicillin

intraperitoneal.

2.1.5.2 RYGB-Operation

Die Durchfuhrung der RYGB-Operation sowie der Schein-Operation bedurften einer
Langsschnittlaparotomie. Bei der RYGB-Operation wurde ein kleiner Magenpouch,
welcher etwa flnf Prozent des urspriinglichen Magenvolumens entsprach, angelegt. Das
Jejunum wurde etwa 15 cm aboral des Pylorus abgesetzt. Es erfolgte ein End-zu-
Endanschluss des Magenpouches an das distale Ende des abgesetzten Jejunums. So
entstand die sogenannte alimentdre Schlinge, die dem unteren Teil des
Gastrointestinaltrakts die Nahrung zuflhrt. Zudem erfolgte ein End-zu-Seitanschluss
des Duodenums an das Jejunum etwa 25 cm oral der lleozékalklappe. Dadurch entsteht

eine Schlinge, die Nahrungs- und Verdauungssafte gemeinsam flihrt sowie die
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sogenannte bilipankreatische Schlinge, die die Galle und die Verdauungssafte aufnimmt

und weiterfuhrt.

2.1.5.3 Schein-Operation
Bei der Schein-Operation folgte auf die Laparotomie die Durchflihrung einer etwa einen

Zentimeter langen Gastrostomie mit anschlielendem Verschluss.

2.1.5.4 Post-operative Phase und terminale Anasthesie

Die ersten drei post-operativen Tage verbrachten die Ratten jeweils alleine in Kafigen.
Die Ratten wurden lediglich mit flissiger Nahrung gefiittert (Ensure mit
Vanillegeschmack; 0,93 kcal/ml, 22 % der Kalorien aus Fett) und erhielten zur
Schmerzmilderung weiterhin 0,3 mg/kgKG Caprofen subcutan. Um die Verhaltnisse
analog zur klinischen Versorgung in der Humanmedizin nachzustellen, erhielten die
Ratten ab dem vierten postoperativen Tag Zugang zu sowohl hochkalorischer Nahrung
als auch zu niedrigkalorischer Nahrung, wie in 2.1.4 bereits erlautert. Aufgrund einer
Anastomoseninsuffizienz der Seit-zu-Seitanastomose wurden funf Ratten aus der
RYGB-Gruppe innerhalb von sieben Tagen nach der Operation eingeschlafert. Die
terminale Anasthesie sowie die Entnahme und Asservierung der Organe erfolgte sechs
Wochen nach der Operation in Vollnarkose. Die Ratten der RYGB-Gruppe wogen zum
Zeitpunkt der terminalen Anasthesie 451,9 g +/- 12,5 g und die der schein-operierten
Gruppe 592,6 g +/- 13,9 g.

2.2 Material

2.21 Zellkultur

Fir die Experimente dieser Arbeit wurden Caco2-Zellen verwendet. Diese Zellreihe
entstammt urspringlich einem menschlichen kolorektalen Adenocarcinom. Werden
diese Zellen unter spezifischen Konditionen kultiviert, so bilden sie eine der IEB ahnliche
Monolayer. Caco2-Zellen differenzieren spontan, ohne Zusatz oder Entnahme von
Stoffen aus dem Medium. Sie bilden eine polarisierte Morphologie, Mikrovilli und
Schlussleistenkomplexe (Lea, 2015a). Caco2-Zellen kénnen aus diesem Grund als in
vitro Modell fiir die IEB fungieren. Die Zellen wurden kommerziell erworben (HTB-37,

American Type Cell Culture, Manassas, VA, USA).
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2.2.1.1 Kultivierung

Die Kultivierung der Caco2-Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen mit einer
Wachstumsflache von 75 cm? (Greiner Bio-One International GmbH, Frickenhausen,
Deutschland) in einem Medium bestehend aus Dulbeccos Modified Eagle’s Medium
(DMEM) (DMEM D5796, Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland) unter Zusatz von
10 % Fetal Calf Serum (Biochrom, Berlin, Deutschland), 50 U/ml Penicillin-G und
50 pug/ml Streptomycin (Sigma Aldrich, Mldnchen, Deutschland). Die Caco2-Zellen
wuchsen unter konstanten Bedingungen bei 37°C und 5% CO. in einer
wassergesattigten Atmosphare in einem Brutschrank (Heracell 150, Thermo Electron
Corporation, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) bis zur fir die Experimente
notigen Konfluenz heran. Das Kulturmedium wurde alle drei Tage gewechselt. Alle
Arbeiten erfolgten, um einer Kontamination mit Bakterien, Pilzen oder Viren
vorzubeugen, an einer sterilen Werkbank (HersaSafe, Heraeus, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Vor Benutzung wurde die Werkbank fir zehn Minuten
mit ultraviolettem Licht bestrahlt. Mehrfach verwendete Gerate oder Behaltnisse wurden
zur Reduzierung der Keimbelastung mit Terralin Liquid® (Schulke & Mayr, Norderstedt,
Deutschland) desinfiziert. Die nachfolgende Tabelle 2 stellt die bei der Kultivierung

verwendeten Substanzen tabellarisch dar.

Tabelle 2: Zellkulturreagenzien

Tabelle 2 stellt die bei der Kultivierung der Caco2-Zellen verwendeten Substanzen tabellarisch dar.
DMEM = Dulbeccos Modified Eagle’s Medium, FCS =Fetal Calf Serum, PI/S = Penicillin-G und
Streptomycin.

Zellkulturmedien Hersteller

DMEM D5796 Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland
FCS Biochrom, Berlin, Deutschland

P/S Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

2.2.1.2 Passagierung und Aussaat

Die Zellen wurden taglich mikroskopiert (Carl ZeissTM Axiovert 40 C, Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Deutschland). Nach dem Erreichen der noétigen Konfluenz erfolgte die
Passagierung der Zellen im Verhaltnis 1:6 in Zellkulturflaschen mit einer
Wachstumsflache von 75 cm? (Greiner Bio-One International GmbH, Frickenhausen,

Deutschland) zur WeiterfUhrung der Zelllinie sowie die Aussaat in 6-Well-Platten
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(Durchmesser je 3,5 cm) (Greiner Bio-One International GmbH, Frickenhausen,
Deutschland) auf Transwellfilter (Porengréf3e 0,4 um, Falcon, Heidelberg, Deutschland)
und auf 8-Well-Electric Cell-Substrate Impendance Sensing (ECIS)-Platten (Applied
BioPhysics Inc., Troy, NY, USA) fir die Durchfihrung der Experimente. Nach ca. funf
Tagen erreichten die Zellen erneut Konfluenz. Fir die Passagierung wurde das
Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellmonolayer einmalig mit Phosphat gepufferter
Kochsalzldsung (PBS) gewaschen. Es erfolgte eine 15-minitige Inkubation mit ca. 8 ml
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Lésung (1 % EDTA in PBS) im Brutschrank. Ca?*-
Chelatoren wie EDTA werden haufig als Reagenzien verwendet, um die Dissoziation
von Zellen in Monolayern zu fordern. EDTA bildet stabile Chelatkomplexe mit
mindestens zweiwertigen Kationen (Muller-Newen & Petrides, 2014). Man macht sich
dabei die Tatsache zunutze, dass die Adhasion der Caco2-Zellen durch Cadherine
aufrechterhalten wird. Diese bilden wie in Abschnitt 1.4.1.2.2 aufgefiihrt, Ca?*-abhangige
Haftkontakte. Der Kalziumentzug reicht aufgrund der
Ca?*-unabhangigen Zell-Zell-Adhasionsmechanismen nicht aus, um eine vollstandige
Dispersion der Zellen zu erreichen. Aus diesem Grund folgte nach Absaugung der
EDTA-LAsung und einer erneuten Spulung mit PBS die Zugabe der Serinprotease
Trypsin und eine Inkubation von finf Minuten bei 37 °C im Brutschrank, um die Zellen
ganzlich zu I6sen. Danach erfolgte die Zugabe von Nahrmedium sowie die Zentrifugation
des Zellgemisches bei 1.300 Umdrehungen pro Minute fir insgesamt vier Minuten. Es
folgte die Absaugung des Uberstandes und eine griindliche Resuspension des Pellets.
Danach erfolgte die Aussaat der Zellen. Die Zellkulturbehaltnisse wurden 30 Minuten vor
der Aussaat mit in Wasser geloster 0,5-prozentiger Gelatine benetzt, um eine bessere
Adhasion und Kultivierbarkeit der Caco2-Zellen zu erreichen. Die Gelatine wurde nach
der Inkubationszeit abgesaugt und die Behaltnisse zweimalig mit PBS gewaschen.
Danach wurde auf 37 °C vorgewarmtes Nahrmedium vorgelegt und die Zellsuspension

zugegeben.
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2.2.2 Pufferrezepturen
In dieser Arbeit wurden insgesamt sechs verschiedene Puffer verwendet. Tabelle 3 zeigt
eine tabellarische Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Puffer mitsamt ihrer

Rezepturen.

Tabelle 3: Verwendete Puffer und Rezepturen

Tabelle 3 zeigt die fir diese Arbeit verwendeten Puffer und Rezepturen. Aqua dest. = destilliertes Wasser,
EDTA = Ethylendiaminotetraacetat, HCI = Salzsdure, HEPES = Hydroxyethylpiperazinethansulfonsaure,
MOPS = Morpholinopropansulfonsaure, NaCl = Natriumchlorid, NaF = Natriumfluorid, SDS = Sodium-
dodecylsulfat, TBS = Tris gepufferte Kochsalzlésung, Triton X-100 = Octoxinol 9.

Puffer Inhaltsstoffe

1,212 g Ultra Pure™ Tris-Puffer, 4 g NaCl,
Gewebelysepuffer 0,3723 g EDTA, 5 ml Triton X-100, 50 ml Glycerol;
Ad 500 ml Aqua dest.; pH mit HCI auf 8 einstellen

50 mM MOPS, 50 mM TRIS Base, 0,1 % SDS,
1mM EDTA, pH 7,7

25 ml 1 M Tris HCI pH 6,8 (12,12 g Ultra PureTM
Tris-Puffer ad 100 ml Aqua dest., pH einstellen mit
HCI) 40 ml Glycerol 86 %, 8 g 10 % SDS, 1 mg
Bromphenolblau; Ad 100 ml Aqua dest.

10 ml 10 % SDS, 0,105 g 25 mM NaF, 0,076 g
SDS-Lysepuffer 2 mM EDTA, 0,595 g 2 mM HEPES (pH 7,6); Ad
100 ml Aqua dest.

60,6 g Tris Ultra PureTM Tris-Puffer, 87,6 g NaCl;
TBS Ad 800 ml Aqua dest.; pH mit HCI auf 7,6
einstellen

50 ml 20x Transferpuffer, 200 ml Methanol; Ad
1000 ml Aqua dest.

MOPS SDS Running Buffer

Probenpuffer Western Blot

Transferpuffer

39



2.2.3 Oligonukleotidprimer fur die PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) bendtigt einen Primer um Desoxyribonukleinsaure
(DNA) zu amplifizieren. Als Primer bezeichnet man Oligonukleotide, bestehend aus etwa
18 — 30 Basen, die den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt flankieren. Sie bendtigen
zudem ein freies 3’'OH-Ende, das der Polymerase als Startpunkt fiir die DNA-Synthese
dient (Brix et al., 2014; Mulhardt, 2013). In der nachfolgenden Tabelle 4 sind die fur diese
Arbeit verwendeten Primerpaare aufgefuhrt.

Tabelle 4: Primer Sequenzen

Tabelle 4 zeigt die fir die RT-gPCR verwendeten Primer und deren Sequenzen. CDH1 = E-Cadherin,
CLDN1 = Claudin 1, CLDN2 = Claudin 2, CLDN3 = Claudin 3, CLDN4 = Claudin 4, DSG2 = Desmoglein 2,
GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, = OCLN = Occludin, RT-qPCR = quantitative
Echtzeit Polymerasekettenreaktion.

Gen Sequenz
CDH1 Vorwarts: AAMAGTGCCTTTGTTGGCCTG
Rickwarts: AGGGGTTTTTGTCACTGGGG
CLDN1 Vorwarts: CCCAGTCAATGCCAGGTACG
Rickwarts: CAAAGTAGGGCACCTCCCAG
CLDN2 Vorwarts: GGATCCCTTTCTCCCTCTCCA
Rickwarts: AAGAAGGCATCTAGAAGACAGGG
CLDN3 Vorwarts: GCCACCAAGGTCGTCTACTC
Rickwarts: CCTGCGTCTGTCCCTTAGAC
CLDN4 Vorwarts: AAAGTGCCTTTGTTGGCCTG
Rickwarts: AGGGGTTTTTGTCACTGGGG
DSG?2 Vorwarts: TTGAGGTCAATGAAGGGGTC
Rickwarts: GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA
GAPDH Vorwarts: TGCTGCTTCTCCTGATCTGCT
Rickwarts: GATCCTCTCCCTCCCGAAGA
OCLN Vorwarts: CCCCATCTGACTATGTGGAAAG

Rickwarts: CAGGCGAAGTTAATGGAAGC

2.2.4 Antikorper fiir den Western Blot

Die in der nachfolgenden Tabelle 5 aufgefuhrten Antikbrper wurden fur die
Proteinanalyse im Western Blot verwendet. Um die gesuchten Proteine nachzuweisen,
macht man sich die Antigen-Antikérper Bindung zunutze. Diese geschieht mit hoher
Spezifitat nach  dem  Schlissel-Schloss-Prinzip.  Ein  antigenspezifischer
Primarantikorper bindet an das Epitop des Antigens. An den konstanten Teil dieses
Primarantikorpers bindet ein Sekundarantikérper, tber den wiederum die Detektion
erfolgt (Kalbitzer, 2014).
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Tabelle 5: Primarantikorper

Tabelle 5 zeigt die fur den Western Blot verwendeten Primarantikdrper und die verwendete Konzentration
sowie Hersteller und die zugehérige Bestellnummer. POX-gek. = Meerettichperoxidase-gekoppelt,
WB = Western Blot.

Antikorper Konzentration WB Hersteller und Bestellnummer
Claudin 1 1:250 Thermo Fisher Scientific,
(Kaninchen, polyklonal) ’ Waltham, MA, USA; 51-9000
Claudin 2 1-500 Thermo Fisher Scientific,
(Maus, monoklonal) : Waltham, MA, USA; 32-5600
Claudin 3 1:250 Thermo Fisher Scientific,
(Kaninchen, polyklonal) ’ Waltham, MA, USA; PA5-16867
Claudin 4 1:250 Thermo Fisher Scientific,
(Maus, monoklonal) ’ Waltham, MA, USA; 32-9400
Desmoglein 2 1:250 Thermo Fisher Scientific,
(Maus, monoklonal) : Waltham MA, USA; 32-6100
E-Cadherin 1:1000 BD Bioscience, Franklin Lakes,
(Maus, monoklonal) ’ NJ, USA; 610182

Occludin 1:500 Thermo Fisher Scientific,
(Maus, monoklonal) : Waltham, MA, USA; 33-1500
POX-gek. 3-Aktin 1:10000 Sigma-Aldrich, Miinchen,

(Maus, monoklonal)

Deutschland; A3854

Der Sekundarantikérper wird von einem anderen Tier gebildet. Die flr diese Arbeit

verwendeten Sekundarantikérper stammen von der Ziege und sind gegen das

Immunglobulin G von Maus bzw. Kaninchen gerichtet. In der folgenden Tabelle 6 sind

die verwendeten Sekundarantikorper aufgeflhrt.

Tabelle 6: Sekundarantikérper

Tabelle 6 zeigt die fir den Western Blot verwendeten Sekundarantikdrper und die verwendete Konzentration

sowie Hersteller und zugehorige Bestellnummer. IgG = Immunglobulin G, gam = goat anti mouse,

garb = goat anti rabbit, POX-gek. = Meerettichperoxidase-gekoppelt, WB = Western Blot.

Antikorper Konzentration WB Hersteller und Bestellnummer
Ziege gegen Maus, IgG; (gam, 1:3000 Dionova, Hamburg,

POX-gek.) ’ Deutschland; 115-035-003
Ziege gegen Kaninchen, 1gG; 1:3000 Dionova, Hamburg,

(garb, POX-gek.)

Deutschland; 111-035-003
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2.3 Experimentelle Methoden

2.3.1 Herstellung der Gewebelysate

Fir die Herstellung der Gewebelysate wurden die einzelnen Darmregionen Duodenum,
Jejunum, lleum und Kolon der Ratten mit einem Skalpell (Cutfix Einmalskalpelle 15,
Braun Kronberg, Deutschland) unterteilt. Es wurde pro Versuchstier und Darmregion ein
ca. 5mm langes Stuck Darm in ein 2 ml Reaktionsgefald (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) Uberfuhrt. Pro Probe wurden 500 ul Gewebelysepuffer zugegeben. Den
Proben wurde ein Proteaseinhibitor (Halt Protease Inhibitor Cocktail, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) in der Verdinnung 1:100 zugegeben. Um die Proben zu
homogenisieren, wurde den Eppendorf-GefaRen eine kleine Metallkugel zugegeben.
AnschlieRend wurden die Proben fir zehn Minuten bei einer Frequenz von 30 Hz in
einem Tissue Lyser (TissuelLyser Il, Qiagen, Hilden, Deutschland) zerkleinert. Die
Eppendorf-Gefalte wurden anschliefiend fir zehn Minuten bei 13.000 Umdrehungen pro
Minute zentrifugiert (Biofuge fresco, Heraeus, Hanau). Der Uberstand wurde abpipettiert
und in ein neues Eppendorf-Gefaly Uberfihrt. Dieser Vorgang wurde noch einmal
wiederholt. Vor der weiteren Verwendung wurden die Proben mit Ultraschall
homogenisiert (Sonopuls, Homogenisator HD 2070, 10 Impulse, BANDELIN electronic
GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland). Die nachfolgende Abbildung 8 gibt eine Ubersicht

Uber die Gewinnung der Lysate sowie deren Verwendung.
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A  Schein-Operation B RYGB
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Duodenum Jejunum lleum Duodenum Jejunum lleum

Western Blot Western Blot

Abbildung 8: Schematische Darstellung liber die Gewinnung der Gewebelysate und deren
Verwendung

Abbildung 8 zeigt in A die schein-operierten Ratten und in B die RYGB-operierten Ratten. Es wurden jeweils
5 mm der Darmsegmente entnommen und in Reaktionsgeféalle uberfiihrt. Nach Herstellung der Lysate folgte
die Analyse der Proben mittels Western Blot (eigene Abbildung; modifiziert nach Hankir et al., 2020; Teile
der Abbildung erstellt mit BioRender.com). RYGB = Roux-en-Y Magenbypass.

2.3.2 Aufbereitung des Darminhalts

Noch bevor die Segmente des Darmes in etwa 5 mm groRe Stlicke geschnitten worden
sind, um daraus Gewebelysate herzustellen, wurde mit Hilfe eines Wattestabchens der
Darminhalt des jeweiligen Darmabschnitts herausgeschoben, ohne dabei den Darm zu
verletzen. Der Inhalt wurde sofort in ein Kryoréhrchen Gberfiihrt, in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei -80 °C bis zur Weiterverwendung gelagert. Der Inhalt des
Duodenums sowie des Jejunums wurde in destilliertem Wasser mit einer Konzentration
von 100 mg/ml aufgeldst, der Inhalt von lleum und Kolon wurde mit einer Konzentration
von 100 mg/1,5 ml aufgel6st und in 2 ml Eppendorf-GefalRe dberfuhrt. Um die Proben
zu homogenisieren, wurde den Eppendorf-Gefallen eine kleine Metallkugel zugegeben
und sie wurden fiir zehn Minuten bei einer Frequenz von 30 Hz in einem Tissue Lyser
(TissueLyser II, Qiagen, Hilden, Deutschland) zerkleinert. Der dadurch entstandene

halbflissige Brei wurde anschlieRend fir zehn Minuten bei 13.000 Umdrehungen pro
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Minute zentrifugiert (Biofuge fresco, Heraeus, Hanau). Der Uberstand wurde durch einen
70 um Nylon-Zell-Sieb gefiltert und nach RYGB- und schein-operierter Gruppe gepoolt.
Der aufbereitete Darminhalt wurde in 2 ml Eppendorf-Gefalle aliquotiert und bei -20 °C
bis zur Verwendung verwahrt. Die nachfolgende Abbildung 9 gibt eine Ubersicht Uber

die Gewinnung des Darminhaltes sowie dessen Verwendung.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung liber die Gewinnung des Darminhalts und dessen
Verwendung

Abbildung 9 zeigt in A die schein-operierten Ratten und in B die RYGB-operierten Ratten. Der Darminhalt
der Ratten wurde in Reaktionsgefal’e Uberfuhrt und aufbereitet. Danach wurden Caco2-Zellen fir
24 Stunden damit behandelt. Es folgten verschiedene Versuche mit den Zelllysaten der Caco2-Zellen wie
das Transwellassay, die ECIS-Messung, die Western Blot Untersuchung oder die RT-qPCR (eigene
Abbildung; modifiziert nach Hankir et al., 2020; Teile der Abbildung erstellt mit BioRender.com).
RYGB = Roux-en-Y Magenbypass, ECIS = Electric Cell-Substrate Impendance Sensing; RT-
qPCR = quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion.
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2.3.3 Behandlung der Zellen mit Darminhalt

Die konfluenten, in 6-Well-Platten ausgesaten Caco2-Zellen, wurden fiir diese Arbeit
Uber 24 Stunden mit dem, wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben, aufbereiteten Darminhalt
behandelt. Daflir wurde der gepoolte Darminhalt 1:10 mit DMEM (DMEM D5796, Sigma

Aldrich, Miinchen, Deutschland) verdinnt.

2.3.4 Herstellung der Zelllysate

Nach der 24-stiindigen Inkubation erfolgte die Zellernte. Daflir wurde das mit Darminhalt
versetzte Medium abgesaugt und die Zellen einmalig mit 1 ml PBS pro Well gewaschen.
Die Zellen wurden mit 200 ul Sodiumdodecylsulfat (SDS)-Lysepuffer unter Zuhilfenahme
eines Zellscrapers abgeldst und in 2 ml Eppendorf-Gefalde Gberfluhrt. Vor der weiteren
Verwendung wurden die Proben mit Ultraschall homogenisiert (Sonopuls,
Homogenisator HD 2070, 10 Impulse, BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin,
Deutschland).

2.3.5 Permeabilitaitsmessung mittels Transwellfiltersystem

Das Transwellassay bietet die Moglichkeit die Barrierefunktion eines Epithels anhand
der parazellularen Permeabilitat fur einen fluoreszierenden Farbstoff (4kDa FITC-
Dextran, Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland) zu beurteilen. Dafiir wurden Caco2-
Zellen auf semipermeable Filter (PorengréRe 0,4 um, 353180, Falcon, Heidelberg,
Deutschland) ausgesat und bis zur Konfluenz kultiviert. Diese Filter wurden, wie in
untenstehender Abbildung 10 dargestellt, in eine 12-Well-Platte gehangt, sodass sich
ein unteres und ein oberes Kompartiment bildete. Das Nahrmedium wurde mit dem, wie
in Abschnitt 2.3.2 beschrieben, aufbereiteten Darminhalt versetzt (Duodenum 1:20,
Jejunum 1:20, lleum 1:20; Kolon 1:10) und zu den Filtern in die obere sowie untere
Kammer der 12-Well-Platte gegeben. In das obere Kompartiment wurden 500 pl und in
das untere 1600 ul hinzugegeben. Die Inkubationszeit betrug 24 Stunden. Danach
wurde das Medium abgesaugt. Es folgte eine vorsichtige Spllung mit PBS, um alle
Reste des Mediums zu entfernen. Dieser Schritt ist wichtig, da das im Medium enthaltene
Phenolrot, bei unvollstandiger Spllung die Fluoreszenzmessung beeinflussen kénnte.
Im Anschluss folgte eine zweistlindige Inkubation mit frischem Medium ohne Phenolrot.
Daflir wurden dem oberen Kompartiment, wie bereits beschrieben, 500 ul zugegeben,
dem unteren Kompartiment 1600 pl. Dem oberen Kompartiment wurden zudem
zusatzlich 150 ul von 10 mg/ml 4kDa FITC-Dextran zugegeben. Der parazellulare Fluss

wurde durch die Entnahme von 50 ul Flussigkeit aus der oberen Kammer zum
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Ausgangszeitpunkt des Experiments sowie durch Enthahme von 100 ul aus der unteren

Kammer nach jeweils 30, 60, 90 und 120 Minuten quantifiziert.

W Transwellfilter

oberes Kompartiment

unteres Kompartiment

ho NBBROABABACD Caco2-Monolayer
gooopgooopdo

FITC-Dextran

\ J

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Transwellassays

Abbildung 10 zeigt schematisch den Aufbau einer Kammer bei der Durchfiihrung eines Transwellassays.
Der mit einer Caco2-Zellmonolayer beschichtete Transwellfilter teilt die Kammer in ein oberes und unteres
Kompartiment. Dem oberen Kompartiment wurden zu Beginn des Experiments 10 mg/ml 4kDa FITC-
Dextran, in grun dargestellt, zugegeben. Wahrend des Experiments gelangt durch parazelluldren Fluss
FITC-Dextran durch die Caco2-Zelmonolayer in das untere Kompartiment (Teile der Abbildung erstellt mit

BioRender.com). FITC = Fluoresceinisothiocyanat.

Wahrend des Experiments wurde die 12-Well-Platte bei 37 °C auf einem horizontalen
Schuttler abgestellt. Die zu Beginn des Experimentes sowie die nach jeweils 30, 60, 90
und 120 Minuten enthommenen Proben wurden in eine 96-Well-Platte Gberflhrt. Diese
wurde bis zur Abnahme des 120 Minuten Wertes in einer Dunkelbox bei 4 °C verwahrt.
Es erfolgte die Messung der Exzitation bei 485 nm und der Emission bei 535 nm mittels

eines Fluoreszenzspektrometers.
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Fir die Berechnung des Permeabilitdtskoeffizienten (Pg) in cm/s wurde folgende Formel

verwendet (Schlegel et al., 2010):

(MG, = AD) -V,
E=  Ac,-S

Dabei gilt:
P = Permeabilitatskoeffizient in cm/s
AC, = Anderung der FITC-Dextran-Konzentration
At = Zeitdnderung in s
V4 = Volumen des unteren Kompartiments in pl
AC;, = FITC-Dextran-Konzentration im oberen Kompartiment zum Zeitpunkt O

S = Oberflache in cm?

2.3.6 Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes

Die Messung des TEER stellt eine sensitive Methode dar, um funktionelle
Veranderungen einer Epithelbarriere zu quantifizieren (Lea, 2015b). Durch die
kontinuierliche Messung des TEER kann im Vergleich zu Endpunktassays wie dem
Transwellassay eine Quantifizierung der Barrierefunktion im Zeitverlauf durchgefihrt
werden. Dafur wurden Caco2-Zellen auf einer ECIS-8-Well-Platte ausgesat (83W10E+
PET, Applied BioPhysics Inc., Troy, NY, USA) und bis zur Konfluenz kultiviert. Die
Zellmonolayer wurde zu Beginn des Experiments mit 200 ul Medium behandelt. Da die
Stromleitung Uber der Zellmonolayer vor allem Uber die lonen geschieht, die sich im
Medium befinden, ist es essenziell, dieses vor der Messung zu wechseln und exakt
200 pl in jede Vertiefung zu geben. Es erfolgte eine zehnminitige Aquilibrierung zur
Bestimmung der Ausgangswerte. Danach wurde den Wells 200 pul des mit Darminhalt
versetzten Mediums zugegeben. Das zugesetzte Medium wurde 1:10 mit Darminhalt von
Duodenum und Kolon sowie 1:20 mit Darminhalt von Jejunum und lleum versetzt.
Danach begannen die Messungen Uuber einen Zeitraum von 24 Stunden. Das
verwendete Messsystem ECIS-1600R (Applied BioPhysics Inc., Troy, NY, USA) misst
mit 40 Elektroden die durch den elektrischen Wechselstrom mit einer Stromstarke von
1 uA bei einer Frequenz von 400 Hz induzierten Spannungsanderungen zwischen den
Elektroden. Ein Spannungsabfall geschieht in erster Linie durch parazellulare Diffusion
der lonen, daher korreliert dieser mit Barriereveranderungen der Epithelschicht. Die

Impedanz wird aus den Spannungsanderungen berechnet. Parameter wie die
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Resistance, Uber die sich die Qualitat und Funktion der Zellbarriere quantifizieren lasst,
lassen sich aus der Impedanzmessung ableiten (Szulcek et al., 2014). Die Messreihen
wurden in Microsoft Excel in Prozent relativ zur Baseline flr jede Behandlung

ausgewertet.

2.3.7 Western Blot

Der Western Blot ist eine hochspezifische Methode zum Nachweis von Proteinen aus
einem Proteingemisch (Kalbitzer, 2014), in diesem Fall aus Zelllysaten bzw. aus
Gewebelysaten. Dieses Verfahren erlaubt neben dem Nachweis des gesuchten Proteins
auch eine semiquantitative Bestimmung. Im Folgenden werden die flr die Durchflihrung

des Western Blots nétigen Schritte genauer beschrieben.

2.3.7.1 Quantitative Proteinbestimmung mittels Bicinchoninsdure-Test

Der Bicinchoninsaure (BCA)-Test ist eine Methode zur  quantitativen
Proteinbestimmung. In den durchgefihrten Experimenten diente sie zur
Gesamtproteinbestimmung jedes einzelnen Lysats. Diese Quantifizierung ist wichtig, um
beim Western Blot verschiedene Proben miteinander vergleichen zu kénnen. Aufgrund
der identische Gesamtproteinmenge kdnnen spater semiquantitativ spezifische Proteine
verschiedener Proben verglichen werden. Der Test wurde mithilfe eines Kits der Firma
Thermo Fisher (Pierce® BCA Protein Assay, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA)
durchgefiihrt. Das Verfahren beruht auf einer Reduktion von zweiwertigen Kupferionen
durch Protein zu einwertigen Kupferionen im alkalischen Milieu. Diese Reaktion ist auch
als Biuret-Reaktion bekannt. Im zweiten Schritt reagieren die einwertigen Kupferionen
mit BCA zu einem violetten Komplex. Dieser Komplex kann bei 562 nm photometrisch
quantifiziert werden (Smith et al., 1985). Die Durchfihrung des Tests sieht zunachst das
Anlegen einer Standardkonzentrationsreihe bestehend aus Rinder-Serum-Albumin
(BSA) in neun verschiedenen Konzentrationen vor. Hierbei wurde exakt nach
Herstellerangabe vorgegangen. Um mdgliche Abweichungen beim Pipettieren
auszugleichen, wurden die Proteinstandards, genauso wie spater auch die Proben, als
Doubletten pipettiert. So ist es moglich mit Hilfe einer Durchschnittsberechnung die
Abweichungen zu reduzieren. Es wurden fir jede Konzentrationsstufe zweimal 10 pl
BSA in einer 96-Well-Platte (Greiner Bio-One International GmbH, Frickenhausen,
Deutschland) vorgelegt. Die zu analysierenden Proben wurden 1:10 mit Lysepuffer
(entsprechend Gewebelysepuffer bzw. SDS-Lysepuffer) verdiinnt, um den Proteingehalt

zu minimieren. Danach wurden je zweimal 10 pl in die 96-Well-Platte pipettiert. Die im
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Set enthaltenen Reagenzien wurden wie angegeben im Verhaltnis 50:1
(Reagenz A : Reagenz B) vermischt und je 200 pl pro Well zu den BSA-Standards sowie
den Proben gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 37 °C erfolgte die
spektralphotometrische Messung der Extinktion. Mittels der Uber die BSA-Standards
erstellten Kalibriergeraden, konnte die Proteinkonzentration der Proben ermittelt

werden.

2.3.7.2 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-Page) dient der
Auftrennung der Proteine eines Proteingemisches anhand ihres Molekulargewichtes.
Das Prinzip beruht darauf, dass Proteine verschiedener Molekulgrofien mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit durch eine Gelmatrix, bestehend aus Polyacrylamid,
in einem elektrischen Feld wandern. (Kalbitzer, 2014). Damit sich die Proteine
ausschlief8lich aufgrund ihres GroéRenunterschieds auf dem Weg Richtung Anode
auftrennen, missen sie einheitlich geladen und linear vorliegen. Dies geschieht mit Hilfe
des anionischen Detergens SDS. Dies bindet an die Proteine und maskiert deren
Ladung. Zudem wird die Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur der Proteine durch
Zugabe von Dithiothreitol (DTT) und Erhitzung zerstort. Fur die Elektrophorese wurden
vorgefertigte Zwei-Komponenten Gele verwendet (NUPAGE 4 -12 % Bis-Tris-Gel,
Novex™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Die Gele wurden in die mit
MOPS SDS Puffer (siehe 2.2.2) geflllte Elektrophoresekammer (X-Cell sure lock mini
cell electrophoresis system, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) gespannt. Es
wurden 5 pl eines Pageruler™ Plus (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
aufgetragen. Vor dem Auftragen der Proben in die Gelkammern wurden diese 1:1 mit
dem Probenpuffer fir Western Blot (siehe 2.2.2) versetzt. Neben SDS enthielt der Puffer
auch DTT (AppliChem GmbH, Darmstadt), das Disulfidbriicken reduziert und so
Aminosauren spaltet sowie Glycerin, das aufgrund seiner hohen Dichte daflr sorgt, dass
die Proben gleichmaRig in die Taschen sinken sowie Bromphenolblau zur Visualisierung
der Lauffront. Das Gemisch aus Probe und Probenpuffer wurde anschliel3end noch fir
finf Minuten auf 95 °C erhitzt, um die Proteine vollstandig zu denaturieren. Danach
wurden je nach Qualitdt 10 pug bis 30 ug Protein in jede Gelkammer pipettiert. An die
Elektrophoresekammer (X-Cell sure lock mini cell electrophoresis system, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) wurde eine Spannung von 120 Volt angelegt und
gewartet bis die farblich markierte Front das untere Ende des Gels erreicht hatte. Danach

wurde das Gel herausgenommen und fiir den Immunoblot vorbereitet.
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2.3.7.3 Immunoblot

Die durch die SDS-Page der molekularen GroRe nach aufgetrennten Proteine wurden
im Nassblot-Verfahren (Towbin et al., 1979) vom Gel auf eine Nitrozellulosemembran
(0,2 um Porengrélte, NovexTM, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
Ubertragen. Die Nitrozellulosemembran wurde dafir mit Transferpuffer befeuchtet und
das Gel passgenau und luftblasenfrei auf die Membran gelegt. Um diese beiden Lagen
wurden nun mit Transferpuffer angefeuchtete Filterpapiere gelegt. Dieses ,Sandwich®
wurde zwischen zwei Schwamme geklemmt und in die vertikale, mit Transferpuffer
geflllte Blotkammer eingespannt (PerfectBlue Tank-Elektroblotter Web; Preqlab,
Erlangen, Deutschland). Dabei musste unbedingt darauf geachtet werden, dass das Gel
zur Kathode bzw. die Membran zur Anode zeigt, da die negativ geladenen Proteine
Richtung Anode wandern. Es wurde eine Stromstarke von 140 mA angelegt und die
Proteine wanderten aus dem Gel auf die Membran und blieben dort hangen. Wahrend
dieses ca. eineinhalb Stunden dauernden Vorganges wurde die Blotkammer im
Kuihlraum aufbewahrt. Die nachfolgende Abbildung 11 zeigt schematisch den Aufbau

des ,Sandwiches"” in der Blotkammer.

Kathode

Schwamm

Filterpapier
Gel
Membran
Filterpapier

Transfer

Schwamm

v

Anode

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Nassblotverfahrens
Abbildung 11 zeigt schematisch den Aufbau des sich in der Blotkammer befindenden Sandwichs aus
Schwammen, Filterpapier, Gel und Membran. Dargestellt ist die Aufsicht von oben auf die Blotkammer. Der

Pfeil markiert die Laufrichtung der Proteine Richtung Anode.

Der Nachweis spezifischer auf der Membran gebundener Proteine gelingt mit Hilfe von
Primarantikdrpern die gegen spezifische Epitope der Proteine gerichtet sind. Ein
Sekundarantikoérper bindet danach an den konstanten Teil des Primarantikdrpers
(Kalbitzer, 2014).
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Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurde die Nitrocellulosemembran
zuerst fir eine Stunde in einer Suspension aus 5 % Magermilchpulver in Tris gepufferte
Kochsalzlésung (TBS) + 0,05 % Tween unter standigem Schitteln auf einer
Schuttelplatte (GFL 3017, Gesellschaft fir Labortechnik GmbH, Burgwedel,
Deutschland) inkubiert. Danach wurde die Membran Uber Nacht im Kiihiraum ebenfalls
unter standigem Schutteln mit dem Primarantikorper inkubiert. Das Schutteln dient der
gleichmaRigen Verteilung der Antikdrper uber der Membran. Fir die Inkubation wurde
die Membran in Folie eingeschweil3t und die Antikérpersuspension hinzugegeben. Dies
verhindert eine Verdunstung der Suspension bei langerer Inkubationszeit. Die Antikdrper
wurden dafur in den in Tabelle 5 genannten Konzentrationen mit 5 % Magermilchpulver
in TBS + 0,05 % Tween verdinnt.

Am nachsten Tag wurden die mit dem Primarantikorper inkubierten Membranen drei Mal
fur jeweils funf Minuten bei Raumtemperatur mit TBS + 0,05 % Tween gewaschen.
Danach erfolgte die Inkubation mit dem passenden Sekundarantikérper, welcher
ebenfalls in den in der Tabelle 6 genannten Konzentrationen in 5 % Magermilchpulver
in TBS + 0,05 % Tween verdiinnt wurde. Die Inkubation erfolgte fiir eine Stunde auf dem
Schuttler bei Raumtemperatur. AnschlielRend erfolgte ein erneuter drei Mal funf-
mindtiger Waschgang mit TBS + 0,05 % Tween auf dem Schittler, um den
Uberschissigen Sekundarantikdrper abzuwaschen. Die Nitrozellulosemembran wurde
flr eine Minute in einer Luminol und Wasserstoffperoxid enthaltenden Belichtungslésung
inkubiert. Die Lésung, bestehend aus Enhanced Chemilumineszenz | (enthalt Luminol)
und Enhanced Chemilumineszenz Il (enthalt H202), wurde im Verhaltnis 1:1 gemischt
(AppliChem, Darmstadt, Deutschland). An die Sekundarantikdrper ist eine Meerettich-
Peroxidase gekoppelt. Diese katalysiert die Reaktion von Luminol mit H202. Luminol
reagiert mit Oxidationsmitteln unter Emission von Photonen (Chemilumineszenz),
welche in einem Fotosystem (BioRad ChemiDoc Touch Imaging System, Hercules, CA,
USA) unter Belichtung nachgewiesen werden kdnnen. Um sicherzustellen, dass initial
alle Geltaschen mit der gleichen Menge Gesamtprotein beladen worden sind, wurde eine
sogenannte Ladungskontrolle mit dem Strukturprotein 3-Aktin durchgefuhrt. Analog dem
oben bereits beschriebenen Vorgehen wurden die Nitrocellulosemembranen mit einem
Primarantikorper gegen [3-Aktin, einem sogenannten Housekeeping Gen, inkubiert und
entwickelt. Diese endogene Kontrolle wird bendtigt, um die Menge des gesuchten
Proteins relativ quantifizieren zu kdénnen. Die Menge des Housekeeping Gens ist
zwischen den Vergleichsgruppen konstant. Im Anschluss erfolgte die digitale
Auswertung mit Hilfe der Software BioRad Image Lab (BioRad Hercules, CA, USA). Es
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wurde die optische Dichte der Banden des zu quantifizierenden Proteins sowie die
Bande von 3-Aktin gemessen. Im Anschluss wurden diese beiden Werte fur jede Probe

ins Verhaltnis gesetzt (Optische Dichtegesuchtes protein / Optische Dichte g-aktin)-

2.3.8 Transkriptionsanalyse

Die Analyse der Transkription erfolgte in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe einer
quantitativen Echtzeit Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR). Dabei folgt auf die
Extraktion der Ribonukleinsaure (RNA) eine Umschreibung der RNA in komplementare
Desoxyribonukleinsdure (cDNA). Erst danach kann die PCR erfolgen (Milhardt, 2013).

Im Folgenden werden die einzelnen Schritte genauer beschrieben.

2.3.8.1 Extraktion der RNA

Besonders wichtig beim Arbeiten mit RNA ist es, Verunreinigungen zu vermeiden. Aus
diesem Grund erfolgten alle beschriebenen Prozesse mit Ribonuklease (RNase)-freien
Verbrauchsgegenstanden und Chemikalien sowie unter einer Werkbank. Die Isolierung
der totalen RNA-Fraktion erfolgte mittels des kommerziell erhéltlichen RNeasy™ plus
micro kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) gemal den Angaben des Herstellers. Hierflr
wurden Caco2-Zellen in einer Zellkulturschale mit sechs Vertiefungen ausgesat und bis
zur Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden im Anschluss flr 24 Stunden mit
Kulturmedium, das den wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben aufbereiteten Darminhalt in
einer Verdlinnung von 1:10 enthielt, inkubiert. Das Medium wurde abgesaugt und die
Zellen einmalig mit PBS gewaschen. Danach folgte die Zelllyse mit 350 ul Rneasy™
Lysis Buffer (RLT) (Qiagen, Hilden, Deutschland) und einem Zellscraper. Das Lysat
wurde in ein 2 ml Reaktionsgefald Uberfuhrt und grindlich gevortext, bevor es im
Anschluss in eine Qiashredder Spin-Saule Uberflhrt und fur drei Minuten bei 13.000 rpm
zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde abpipettiert und in ein neues ReaktionsgefaR
Uberfuhrt. Diesem Reaktionsgefald wurde nun 1:1 70 % Ethanol zugegeben und es
wurde durch hoch und runter pipettieren gemischt. Das Gemisch wurde in eine RNeasy
Spin-Saule pipettiert. Um diese Saule befindet sich ein 2 ml Reaktionsgefall. Die Spin-
Saule mit dem Reaktionsgefal® wurden fir 15 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert.
Danach wurde das Eluat, welches sich im Reaktionsgefal® befand, verworfen. Die RNA
befindet sich in der zentralen Saule. Diese wurde erneut in ein 2 ml Reaktionsgefaly
gesteckt. AnschlieBend wurden 700 yl RW1 Puffer zugegeben, um die Probe durch
einen weiteren Zentrifugationsschritt mit gleichen Einstellungen zu waschen. Der

Vorgang wurde in zwei weiteren Zentrifugationsschritten mit jeweils 500 pl RPE-Puffer
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zunachst flir 15 Sekunden bei 10.000 rom und anschlieRend flir zwei Minuten bei
10.000 rpm wiederholt. Die Saule wurde vorsichtig in ein neues 2 ml Reaktionsgefafl
Uberfihrt und bei 13.000 rpm flr eine Minute zentrifugiert. Zuletzt wurde die Saule in ein
neues RNase-freies Gefal} Gberfiihrt und die RNA durch Zugabe von 30 pl RNase-freiem
Wasser verdiinnt. Es folgte eine letzte Zentrifugation bei 10.000 rpm fiir eine Minute.
Direkt im Anschluss erfolgte mit dem Nanodrop™ 2000 C Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) die RNA-Konzentrationsbestimmung bei 260 nm.
Die Reinheit der Probe wurde mit einer zusatzlichen Messung der Absorption bei 280 nm
Uberprift (Milhardt, 2013). Die RNA wurde danach direkt fiir die Reverse Transkription

verwendet oder fiir die Lagerung bei -80 °C aliquotiert.

2.3.8.2 Reverse Transkription

Um mittels PCR die mRNA-Expression zu analysieren, muss diese mittels Reverser
Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden. Die cDNA-Synthese fiir die RT-gPCR
wurde mit dem iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad Hercules, CA, USA) durchgefuhrt.
Jeder Ansatz enthielt 1 ug RNA welcher mit RNase-freiem Wasser auf ein einheitliches
Volumen von 15 pl verdinnt wurde. Durch Zugabe von Reaktion Mix und Reverser
Transkriptase wurde ein Reagenzgemisch mit den in Tabelle 7 aufgefiihrten

Bestandteilen und Volumina angelegt. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 20 pl.

Tabelle 7: Mastermix Reverse Transkription
Tabelle 7 zeigt den verwendeten Mastermix fir die Reverse Transkription. Da die RNA in verschiedenen
Konzentrationen vorlag, wurde sie mit RNase-freiem Wasser auf eine Konzentration von 1 pg/ 15 pl

verdiinnt. RNA = Ribonukleinsaure, RNase = Ribonuklease.

Substanz Volumen
Totale RNA Fraktion x ul
RNase-freies Wasser X ul
iScript Reverse Transkriptase 1
5x iScript Reaction Mix 4l

Die Umschreibung der RNA in komplementare cDNA erfolgte in einem Thermocycler
(Primus 96 Thermocycler Peglab, Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) nach

dem in Tabelle 8 beschriebenen Temperaturprotokoll.
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Tabelle 8: Thermocycler Konditionen
Tabelle 8 zeigt die Einstellung des Thermocyclers fiir die Reverse Transkription. Die angegeben

Temperaturen wurden entsprechend der in der Tabelle aufgefihrten Zeiten einmalig durchlaufen.

Thermocycler Konditionen

25°C 5 Minuten
42 °C 30 Minuten
82 °C 5 Minuten

2.3.8.3 Quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion

Die RT-gPCR ist eine molekularbiologische Methode und dient der Vervielfaltigung von
DNA in vitro (Brix et al., 2014). Die PCR findet in drei sich wiederholenden Schritten statt.
Die Denaturierung, das Annealing und die Polymerasereaktion. Die hohen
Temperaturen im ersten Schritt, der Denaturierung, sorgen fir ein Auftrennen des
DNA-Doppelstranges in zwei Einzelstrange. Beim Annealing lagern sich die Primer an
den komplementaren DNA-Strangen an. Bei der Polymerasereaktion synthetisiert die
Polymerase komplementéare Strange (Brix et al., 2014). Die PCR wurde erstmals in den
1980er Jahren von Kary Mullis und seinen Mitarbeitern durchgefihrt (Saiki et al., 1985).
Folgende Abbildung 12 gibt einen Uberblick tiber die Funktionsweise der PCR.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der Funktionsweise der Polymerasekettenreaktion
Abbildung 12 zeigt eine schematische Darstellung der Funktionsweise der PCR. Abgebildet sind die
Temperatur im Verlauf sowie die cDNA-Strange wahrend der Denaturierung bei 95 °C, dem Annealing bei
60°C und der Elongation bei 72°C. cDNA =komplementare Desoxyribonukleinsaure,
PCR = Polymerasekettenreaktion (eigene Abbildung; Teile der Abbildung erstellt mit BioRender.com).

Die real-time PCR ist eine Weiterentwicklung der PCR und ermdglicht eine
kontinuierliche Quantifizierung der PCR-Produkte (Miilhardt, 2013). Uber die im
Abschnitt Reverse Transkription beschriebene Umschreibung der mRNA in cDNA,
welche nétig ist, da die PCR nur DNA als Substrat akzeptiert, kann man mit Hilfe der
PCR Aussagen Uber die Transkription bestimmter Zielgene treffen. Die RT-qPCR
verwendet Fluoreszenzfarbstoffe, die an DNA binden. In den Experimenten flir diese
Arbeit wurde SYBRGreen™ verwendet. SYBRGreen™ bindet an neu synthetisierte
PCR-Produkte und emittiert bei Anregung Licht der Wellenldnge 520 nm (Rodriguez-
Lazaro & Hernandez, 2014). Der Anstieg des Fluoreszenzsignals geschieht proportional
zur Zunahme der wahrend eines PCR-Zyklus produzierten DNA. Der Cycle of threshold
(Ct)-Wert beschreibt jenen Amplifikationszyklus in dem das Fluoreszenzsignal erstmals
signifikant Uber das Hintergrundsignal ansteigt (Milhardt, 2013). Ein kleiner Cr-Wert
bedeutet also das friihe Erreichen des Schwellenwertes und folglich das Vorliegen der
gesuchten cDNA in einer hohen Konzentration. Um die cDNA-Expression der Proben
relativ quantifizieren zu kénnen, bendtigt man eine endogene Kontrolle entsprechend

der Kontrolle, die auch fir die Quantifizierung der Western Blots benétigt wird. In den
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PCR-Experimenten wurde die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
als Housekeeping Gen verwendet. Normalisiert auf dieses Referenzgen lassen sich die
Proben anhand ihrer Ct-Werte relativ zueinander quantifizieren.

Alle fir die Durchfiihrung der PCR benétigten Materialen wurden zunachst fiir zehn
Minuten mit ultraviolettem Licht bestrahlt. Fir die Durchfiihrung der PCR wurde der
MESA GREEN MasterMix Plus fir SYBR™ Assay Kit (Eurogentec, Seraing, Belgien)
verwendet. Die verwendeten Primerpaare wurden bereits publizierten Primerpaaren
nachempfunden (Eurofins Genomics Germany, Ebersberg, Deutschland) oder
stammten aus dem Bestand des Labors. Die Sequenzen der Primer sind in Tabelle 4
aufgefuhrt. Mittels Erstellung exponentieller cDNA-Verdiinnungsreihen wurde die
Effizienz der Primerpaare untersucht. Die cDNA wurde, ebenso wie die Primer, im
Verhaltnis 1:10 mit nukleasefreiem Wasser verdiunnt (Promega GmbH, Walldorf,

Deutschland). Der PCR Reaktionsmix wurde, wie in Tabelle 9 beschrieben, vorbereitet.

Tabelle 9: Mastermix RT-qPCR
Tabelle 9 beschreibt die Zusammensetzung des Mastermixes fur die RT-qPCR. Das Gesamtvolumen
betragt 25 ul. Aqua dest. = destilliertes Wasser, cDNA = komplementare Desoxyribonukleinsdure, RT-

qPCR = quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion.

Substanz Endkonzentration Volumen
SYBRGreen™ zweifach 12,5 pl
Forward Primer 5 pmol/l 0,5 ul
Reverse Primer 5 pymol/l 0,5 ul
Aqua dest. 9,5 ul
cDNA 50 ng/pl 2,0 pl

Der Reaktionsansatz hatte ein Gesamtvolumen von 25 ul und einen cDNA-Gehalt von
100 ng. Jede Probe wurde als Doublette angelegt. Die PCR wurde in einem PCR-Cycler
(CFX 96, BioRad, Hercules, CA, USA) mit der Steuerungssoftware CFX Manager
(Version 2.0, BioRad, Hercules, CA, USA) umgesetzt. Die nachfolgende Tabelle 10 zeigt
das Temperaturprotokoll der PCR. Schritt 1, der initiale Denaturierungsschritt, wurde
dabei nur einmal zu Beginn der PCR durchlaufen. Die Schritte 2 bis 4, also
Denaturierung, Annealing und Amplifikation wurden 40 Mal wiederholt. Anschlief3end

wurde in einem letzten Schritt die Temperatur bei 72 °C fir funf Minuten gehalten.
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Tabelle 10: Einstellung PCR-Zyklen
Tabelle 10 stellt die Temperatur sowie die Dauer der PCR-Zyklen, die nach Eingabe in die
Steuerungssoftware vom PCR-Cycler in den entsprechenden Teilschritten automatisch durchlaufen werden,

tabellarisch dar.

Schritt Temperatur Dauer

1 95 °C 5 Minuten

2 95°C 15 Sekunden
3 60 °C 30 Sekunden
4 72°C 30 Sekunden
5 72°C 5 Minuten

Uber ein Schmelztemperaturprofil zwischen 60 °C und 95 °C konnten Primer-Artefakte
ausgeschlossen werden. Fur die Quantifizierung konnen verschiedene Rechenmodelle
herangezogen werden. In dem vorliegenden Experiment wurde GAPDH als
Referenzgen verwendet. Dessen Expression wurde gemessen, um die Expression der
gesuchten Gene relativ in Bezug auf GAPDH quantifizieren zu kénnen. Die Bestimmung
der relativen Genexpression erfolgte dann mittels der AACT-Methode (Livak &
Schmittgen, 2001). Die mRNA-Expression des interessierenden Gens, normalisiert auf
ein Referenzgen, wurde im Verhaltnis zur mRNA-Expression der schein-operierten
Gruppe ausgedriickt. Im ersten Rechenschritt werden die Cr-Werte normalisiert: Vom
Cr-Wert des Zielgens (in diesem Fall X) wurde der Cr-Wert des Referenzgens (in diesem
Fall GAPDH) abgezogen (ACt = Crx - Cr,carpH). In einem weiteren Rechenschritt bildet
man die Differenz zwischen den ACt-Werten zweier Versuchsgruppen (in diesem Fall
schein-operierte  Gruppe = Schein  und RYGB-operierten  Gruppe = RYGB)
(AACt = ACr.schein - ACtryee). Der AACt gibt den relativen Unterschied der auf das
Referenzgen normalisierten Expression des Zielgens in den zwei Gruppen im Vergleich
an. Mittels der Formel 222CT) kann der relative Unterschied der mRNA-Expression
zwischen RYGB- und der Schein-Gruppe (= Kontrollgruppe) ermittelt werden. Der
Mittelwert der Schein-Gruppe wurde hierbei fir jede Probe als = 1 festgelegt und die
Werte der RYGB-Gruppe hierauf bezogen. Fold change (fc) =1 bedeutet kein
Unterschied in der Expression des untersuchten Gens zwischen den beiden Gruppen.

Fc > 1 bedeutet eine héhere und fc < 1 eine niedrigere Expression in der RYGB-Gruppe.
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2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten sowie ihre graphische Darstellung erfolgte mit der
Software GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Die
Ergebnisse wurden als Mittelwert mit dem standard error oft the mean (SEM), der als
Fehlerbalken angezeigt wird, dargestellt. Statistische Signifikanz wurde fir p < 0,05
angenommen. Zum Vergleich der beiden Gruppen bei den Western Blots mit
Gewebelysaten wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet, da bei einer Gruppengrdl3e
zwischen n =4 und n = 9 nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden kann.
Die Daten der Western Blots mit den Zelllysaten wurden mittels des Shapiro Wilk Test
auf Normalverteilung getestet. Es erfolgte die Auswertung der Daten mittels
zweiseitigem, ungepaartem t-Test. Mittels des F-Tests wurde die Varianz ermittelt und
bei ungleicher Varianz die Welch’s Korrektur angewendet. Genauso wurde bei der
Analyse der Daten der RT-gPCR verfahren. Die Daten der Transwellassays wurden mit
Hilfe eines two-way ANOVA ausgewertet. Die statistische Auswertung des 60 Minuten
Wertes erfolgte nach Uberpriifung der Normalverteilung mittels Shapiro Wild Test mittels
eines ungepaarten t-Tests und bei ungleichen Varianzen, wie oben bereits beschrieben,
mit Welch’s Korrektur. Fir die statistische Auswertung der TEER Messungen wurde
ebenfalls eine two-way ANOVA Analyse sowie eine Area under the Curve (AUC)

Analyse durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden bereits als folgende Publikation
veroffentlicht:

Hankir, M. K., Langseder, T., Bankoglu, E. E., Ghoreishi, Y., Dischinger, U., Kurlbaum,
M., Kroiss, M., Otto, C., le Roux, C. W., Arora, T., Seyfried, F., & Schlegel, N. (2020).
Simulating the Post-gastric Bypass Intestinal Microenvironment Uncovers a Barrier
Stabilizing Role for FXR. iScience, 23(12): 101777. doi: 10.1016/).isci.2020.101777.
PMID: 33294786; PMCID: PMC7689555.

Eine veranderte Nahrungspraferenz (Le Roux et al.,, 2011), eine verringerte
Insulinresistenz und eine verminderte Endotoxamie (Monte et al., 2012) sowie ein
Gewichtsverlust sind wichtige Merkmale des RYGB beim Menschen. Um die Giultigkeit
unseres Rattenmodells zu belegen, wurde das Essverhalten der Tiere nach den
Operationen beobachtet. Es zeigte sich, dass die RYGB- im Vergleich zu den schein-
operierten Ratten im Beobachtungszeitraum weniger Nahrung zu sich nahmen und
aulBerdem die fettarme Erndhrung gegeniber der fettreichen praferierten. Sie wogen
dementsprechend kurz vor der terminalen Anasthesie, sechs Wochen nach der
Operation, 23,7 % +2,1 % weniger als ihre Artgenossen. Aullerdem wiesen sie
niedrigere Nlchternplasmainsulinwerte und niedrigere LPS-Spiegel auf (Hankir et al.,
2020). Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass das Rattenmodell
den klinischen Merkmalen des RYGB nahekommt und somit ein valides Modell darstellt.
Die beschriebenen Messungen wurden freundlicherweise von Dr. rer. nat Mohamed
Hankir sowie Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern der experimentellen Viszeralchirurgie

des Universitatsklinikum Wurzburg durchgefuhrt.

3.1 Veranderung von Proteinen der Occludenskontakte nach RYGB in den
Vollwandresektaten
Die urspringliche Betrachtungsweise einer bariatrischen Operation als rein
mechanischer Eingriff wurde inzwischen widerlegt. Es konnte gezeigt werden, dass die
mit Fettleibigkeit einhergehende Insulinresistenz, vermittelt durch eine Stérung der IEB
und einer daraus resultierenden Endotoxamie (Everard & Cani, 2013) durch den RYGB
rekonstruiert werden kann (Bojsen-Mgller et al., 2014; Monte et al., 2012).
Tierexperimentelle Studien zeigten, dass die durch Adipositas induzierte Erhéhung der
intestinalen Permeabilitat (Cani et al., 2008) durch einen RYGB reduziert werden kann

(Guo etal., 2019; Jin et al., 2021; Wang et al., 2020). Um ortsspezifische Veranderungen
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der IEB nach RYGB zu untersuchen, wurden Analysen der Proteinmenge einiger
Schlusselproteine der Occludenskontakte mit Hilfe einer Western Blot Untersuchung fur
die unterschiedlichen experimentellen Bedinungen durchgefiihrt. Es wurden als
Vertreter der Transmembranproteine der Occludenskontakte die Claudine 1, 2, 3 und 4
im Hinblick auf quantitative Veranderungen nach RYGB sowie im Hinblick auf ihr
Verteilungsmuster im Intestinum untersucht. Von den Claudinen 1, 3 und 4 ist bekannt,
dass sie den Interzellularspalt versiegeln (Markov et al., 2010). Claudin 2 hingegen gilt
als porenbildendes Transmembranprotein dessen Vorkommen mit einem erhdhten
parazellularen Efflux von Wasser und Kationen einhergeht (Amasheh et al., 2002). In
der nachfolgenden Abbildung 13 ist die Veranderung der Proteinmenge von Claudin 1
im Intestinum der schein-operierten und der RYGB-operierten Ratten dargestellt. Die
Analyse der einzelnen Darmregionen ergab eine signifikante Erhéhung der
Proteinmenge von Claudin 1 im Duodenum (A) sowie leichte Reduktion im Jejunum (B)
und im lleum (C) sowie eine leichte Erhéhung im Kolon (D) nach RYGB-Operation
gegenuber der Schein-Operation. Die letztgenannten Proteinmengenveranderungen
waren nicht signifikant. In Abbildung 13 ist oberhalb der Balkendiagramme jeweils ein

reprasentativer Western Blot zu sehen.
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Abbildung 13: Proteinmenge von Claudin 1 im Intestinum von schein- und RYGB-operierten Ratten
Abbildung 13 zeigt in A-D eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse fir
Claudin 1. Uber den Balkendiagrammen ist jeweils ein reprasentativer Western Blot zu sehen. In A wurde
die Proteinmenge von Claudin 1 im Duodenum der schein-operierten sowie der RYGB-operierten Ratten
verglichen, in B die Proteinmenge im Jejunum, in C die Proteinmenge im lleum und in D die Proteinmenge
im Kolon. Die Western Blot Analysen wurden durch Messung der optischen Dichte der einzelnen Banden
fur Claudin 1 und R-Aktin quantifiziert. Diese Werte wurden ins Verhéltnis zueinander gesetzt
(ODclaudin 1 / ODg-aktin). Signifikanz wurde angenommen fir p <0,05. n=5-9. OD = Optische Dichte,
RYGB = RYGB-operierte Ratten, Schein = schein-operierte Ratten.

Die Ergebnisse der Analyse von Claudin 2 sind in der nachfolgenden Abbildung 14
dargestellt. Im Duodenum (A) sowie im lleum (C) zeigte sich keine signifikante
Veranderung der Proteinmenge von Claudin 2 nach RYGB-Operation gegenuber
Schein-Operation, auch wenn dies im gezeigten Western Blot auf den ersten Blick den
Eindruck vermittelt. Allerdings zeigte die Analyse des Jejunums (B) sowie des Kolons

(D) eine signifikante Reduktion von Claudin 2 in der RYGB-operierten Gruppe.
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Abbildung 14: Proteinmenge von Claudin 2 im Intestinum von schein- und RYGB-operierten Ratten
Abbildung 14 zeigt in A-D eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse fir
Claudin 2. Uber den Balkendiagrammen ist jeweils ein reprasentativer Western Blot zu sehen. In A wurde
die Proteinmenge von Claudin 2 im Duodenum der schein-operierten sowie der RYGB-operierten Ratten
verglichen, in B die Proteinmenge im Jejunum, in C die Proteinmenge im lleum und in D die Proteinmenge
im Kolon. Signifikanz wurde angenommen fiir p < 0,05. n = 4 - 6. Siehe Abbildung 13 fir ndhere Erklarungen

zu Beschriftung und Auswertung.

Wie in Abbildung 15 zu sehen, unterscheidet sich die Proteinmenge von Claudin 3
deutlich zwischen den einzelnen Darmregionen. Im Duodenum (A) zeigte sich ein
signifikanter Anstieg der Proteinmenge von Claudin 3 nach RYGB. In den distalen
Darmregionen zeigte sich ebenfalls eine Veranderung der Proteinmenge: Dabei war eine
signifikante Reduktion der Claudin 3-Proteinmenge im lleum (C) sowie im Kolon (D) zu
beobachten. In der Analyse von Claudin 3 im Duodenum (B) zeigte sich kein signifikanter

Unterschied zwischen den beiden Gruppen.
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Abbildung 15: Proteinmenge von Claudin 3 im Intestinum von schein- und RYGB-operierten Ratten
Abbildung 15 zeigt in A-D eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse flr
Claudin 3. Uber den Balkendiagrammen ist jeweils ein reprisentativer Western Blot zu sehen. In A wurde
die Proteinmenge von Claudin 3 im Duodenum der schein-operierten sowie der RYGB-operierten Ratten
verglichen, in B die Proteinmenge im Jejunum, in C die Proteinmenge im lleum und in D die Proteinmenge
im Kolon. Signifikanz wurde angenommen fir p < 0,05. n = 4 - 8. Siehe Abbildung 13 fir ndhere Erklarungen

zu Beschriftung und Auswertung.

Wie in Abbildung 16 dargestellt, ergab die Auswertung der Western Blots fir Claudin 4
keinerlei Unterschiede in der Proteinmenge zwischen den beiden Vergleichsgruppen. Es
war eine allenfalls geringe Verminderung der Proteinmenge nach RYGB-Operation im
Jejunum (B), im lleum (C) und im Kolon (D) zu beobachten, die aufgrund der Streuung

der Daten keine statistisch messbaren Unterschiede ergab.
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Abbildung 16: Proteinmenge von Claudin 4 im Intestinum von schein- und RYGB-operierten Ratten
Abbildung 16 zeigt in A-D eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse fir
Claudin 4. Uber den Balkendiagrammen ist jeweils ein reprasentativer Western Blot zu sehen. In A wurde
die Proteinmenge von Claudin 4 im Duodenum der schein-operierten sowie der RYGB-operierten Ratten
verglichen, in B die Proteinmenge im Jejunum, in C die Proteinmenge im lleum und in D die Proteinmenge
im Kolon. Signifikanz wurde angenommen fiir p < 0,05. n = 4 - 7. Siehe Abbildung 13 fir ndhere Erklarungen

zu Beschriftung und Auswertung.

Die nachstehende Tabelle 11 zeigt zusammenfassend die Veranderung der
Proteinmenge der mit Hilfe der Western Blots analysierten Proteine. Im Duodenum der
RYGB-operierten Ratten zeigte sich insgesamt eine vermehrte Proteinmenge der den
Interzellularspalt versiegelnden Claudine 1 und 3. Fur die anderen beiden analysierten
Claudine ergaben sich keine signifikanten Veranderungen. Im Jejunum zeigte sich ein
anderes Muster. Die Gesamtmenge von Claudin 2 war im Jejunum der RYGB-operierten
Ratten signifikant vermindert. Im lleum zeigte sich eine Reduktion von Claudin 3 in den
Resektaten der RYGB-operierten Ratten verglichen mit denen der schein-operierten
Ratten. Im Kolon zeigte sich ebenso eine Verminderung von Claudin 3. Zudem zeigte
sich eine Verminderung von Claudin 2 in den Resektaten der RYGB-operierten Ratten
gegenuber denen der schein-operierten Ratten. In nachfolgender Tabelle 11 sind nur die
Veranderungen der Proteinmengen dargestellt, die sich als signifikant unterschiedlich
herausgestellt haben. Ein nicht signifikanter Nachweis von Veranderungen ist mit «

gekennzeichnet.
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Tabelle 11: Vergleich der Proteinmengen ausgewahlter Transmembranproteine der
Occludenskontakte in den Vollwandresektaten schein-operierter bzw. RYGB-operierter Ratten
Tabelle 11 zeigt zusammenfassend die Ergebnisse der Western Blots aller analysierten Proteine. Die
Tabelle stellt die Differenz der Mittelwerte (RYGB — Schein-Operation) der optischen Dichte der gesuchten
Proteine im Verhaltnis zu R-Aktin £ SEM dar. 1 = signifikante Erhohung der Proteinemenge in den
Resektaten der RYGB-operierten Ratten gegeniiber denen der schein-operierten Ratten, | = signifikante
Reduktion der Proteinmenge in den Resektaten der RYGB-operierten Ratten gegenliber denen der schein-
operierten Ratten, < =keine signifikanten Anderungen der Proteinmenge, RYGB = Roux-en Y

Magenbypass, SEM = Standard error of the mean.

Analysierte Proteine

Darmregion
Claudin 1 Claudin 2 Claudin 3 Claudin 4
0,53+ 0,09 0,02 +£ 0,06 1,00 £ 0,24 -0,10 £ 0,29
Duodenum
T o i ©
-0,45+£ 0,38 -0,98 £ 0,33 -0.49 £ 0.11 -0,27 £ 0,14
Jejunum
— l “— —
-0,52 £ 0,24 -0,23 £ 0,17 -0.25 £ 0.09 -1,76 £ 0,68
lleum
«— — l —
0,18 £ 0,14 -0,91 £ 0,09 -0.53 +0.20 -0,11 £ 0,17
Kolon

Die Barrierefunktion wird neben Veranderungen des zellularen Gehalts von Barriere-
assoziierten Proteinen auch durch deren zellulare Verteilung determiniert. Die zellulare
Verteilung hatte an dieser Stelle zum Beispiel mit Hilfe der Immunfluoreszenz-
Mikroskopie untersucht werden kdnnen. Leider war dies zum Zeitpunkt der
Durchfuhrung der Experimente nicht mdglich, da die Gewebe hierfir nicht gesammelt
und aufbereitet wurden. Aufgrund dessen, sowie aufgrund der durchgefihrten Analyse
von nur vier am Schlussleistenkomplex beteiligten Proteine, die die Vielzahl der
beteiligten Proteine nicht vollstandig reprasentieren, ist es nicht mdglich von den
Ergebnissen der Western Blot Analysen auf eine dichtere oder weniger dichte Barriere
in den untersuchten Darmregionen zu schlieBen. Um einen funktionell besseren
Eindruck zu bekommen, wurden danach zusatzliche Versuche in der Zellkultur, also

einem reduktionistischen System, durchgefiihrt.
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3.2 Transferexperimente

In der Vergangenheit wurde bereits gezeigt, dass sich die intestinale Permeabilitdt nach
RYGB vermindert (Guo et al., 2019; Jin et al., 2021; Wang et al., 2020). Darlber hinaus
gelang es, die IEB durch eine Mikrobiom-Transplantation zu stabilisieren bzw. die
Insulinsensitivitat zu erhéhen (Depommier et al., 2019; Natividad et al., 2018; K. Wang
et al., 2019). Wie genau es zu diesen Effekten kommt, ist bis heute nicht ins letzte Detail
verstanden. Es konnte gezeigt werden, dass die verbesserte Glucosetoleranz genetisch
fettleibiger und glucoseintoleranter Ratten nach RYGB im Vergleich zur Schein-
Operation durch Transplantation ihres Zékuminhaltes auf keimfreie Mause Ubertragen
werden konnte. Allerdings hatte die Transplantation des lleuminhaltes keine positiven
Auswirkungen auf die Glucosetoleranz der Mause (Arora et al., 2017). Wir postulierten
daher, dass es Faktoren im intestinalen Inhalt der Ratten nach RYGB sein missen, die
die Barrierefunktion der Darmregionen regulieren und so weitere positive Effekte, wie
die verbesserte Glucosetoleranz oder die verminderte Endotoxamie, im Anschluss an
eine RYGB-Operation vermitteln.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden Simulationsexperimente durchgefiihrt. Flr
die Experimente dienten Caco2-Zellen als in vitro Modell fir die IEB. Die regionale
intestinale Mikroumgebung wurde simuliert, indem der Darminhalt auf die apikale Seite
der konfluenten Caco2-Zellmonolayer aufgetragen wurde. Das Zellkulturmedium wurde
mit Antibiotika versetzt um eine Auswirkung der I8slichen, aus der Mikrobiota
stammenden Faktoren, die bereits bei Enthahme aus dem Intestinum der Ratten
enthalten waren, auf die Barriere beurteilen zu kénnen. Es wurden zwei komplementare
funktionelle Untersuchungen, das Transwellassay und die Bestimmung des
transepithelialen Widerstandes durchgefuhrt. Danach erfolgte mit dem Western Blot
Verfahren eine Analyse der Proteinmenge von wichtigen Transmembranproteinen der
Occludenskontakte (Claudin 1,2, 3,4 und Occludin), der Adharenskontakte (E-
Cadherin) sowie der Desmosomen (DSG 2). AnschlieRend erfolgte die Quantifizierung

der mRNA-Expression der oben genannten Proteine mittels RT-qPCR.
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3.21 Veranderung der Barrierefunktion der Caco2-Zellen nach Behandlung mit
gepooltem Darminhalt

An der mit Darminhalt von schein- und RYGB-operierten Ratten behandelten Caco2-
Zellmonolayer wurde ein Transwellassay sowie die Bestimmung des TEER
durchgeflihrt. Beide Untersuchungen erlauben Aussagen Uber die Funktionalitat der IEB
(Lea, 2015b; Schlegel et al., 2010). Zunachst wurde mittels des zur Messung der
Permeabilitat von Zellkulturen etablierten Transwellassays der parazelluldre 4 kDa
FITC-Dextran-Fluss von der apikalen zur basolateralen Seite der Caco2-Zellen
analysiert. Aus diesen Werten wurde, wie bereits ausflhrlich in 2.3.5. beschrieben, der
Pe berechnet.

Die nachfolgende Abbildung 17 stellt die Pe wahrend des Transwellassays dar. Die
Messungen erfolgten zu vier verschiedenen Zeitpunkten, mit einem Abstand von je
30 Minuten. Die Ergebnisse des Transwellassays ergaben, dass der Duodenal- (A), der
Jejunal- (B) und der Koloninhalt (D) von RYGB-operierten Ratten im Vergleich zum
Darminhalt schein-operierten Ratten die Passage von 4 kDa FITC-Dextran durch die
Caco2-Zellmonolayer deutlich verringerte, was sich direkt im verringerten Pg
widerspiegelte. Interessanterweise zeigte sich nach Behandlung der Zellmonolayer mit
lleuminhalt der schein-operierten Ratten gegentber der Behandlung mit lleuminhalt der

RYGB-operierten Ratten kein Unterschied des Pe zwischen den beiden Gruppen.
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Abbildung 17: Darstellung des Permeabilitatskoeffizienten im Transwellfilterversuch

Abbildung 17 zeigt in A-D den Pe zu den Zeitpunkten 30 Minuten, 60 Minuten, 90 Minuten und 120 Minuten,
nachdem die ausgereifte Zellmonolayer aus Caco2-Zellen zuvor fiir 24 Stunden mit gepooltem Darminhalt
der schein-operierten bzw. RYGB-operierten Ratten behandelt wurde. Signifikanz wurde angenommen fir
p <0,05. n =5 Zellkulturen / Gruppe. Pe = Permeabilitatskoeffizient, RYGB = Roux-en-Y Magenbypass,

Schein = Schein-Operation.

Die nachfolgende Tabelle 12 zeigt eine Gegenlberstellung der Pe der Caco2-
Zellkulturen eine Stunde nach Zugabe von 4 kDa FITC-Dextran in das obere
Kompartiment der Transwellkammer. Der niedrigste Pe zeigt sich hierbei nach

Behandlung der Zellen mit Koloninhalt.
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Tabelle 12: Gegeniiberstellung der Permeabilitdtskoeffizenten zum Zeitpunkt 60 Minuten

Tabelle 12 zeigt eine Gegenuberstellung der Pe (cm/s x 10¢) 60 Minuten nach Zugabe von 4 kDa FITC-
Dextran nach vorangegangener 24-stiindiger Behandlung der Caco2-Zellen mit Darminhalt der schein-
operierten bzw. RYGB-operierten Ratten. Die Pe der Caco2-Zellkulturen, die mit Darminhalt schein-
operierter Ratten behandelt worden sind, sind zur besseren Vergleichbarkeit auf 1 normalisiert. Der Pe-Wert
ist als Mittelwert (n=5) mit dem SEM angegeben. FITC = Fluoresceinisothiocyanat, Pge=

Permeabilitatskoeffizient, SEM = Standard error of the mean.

Pe (cm/s x 10°) Pe (cm/s x 10°9)
Behandlung der Caco2-Zellen

Schein-Operation RYGB
Duodenunalinhalt 1+0,1067 0,5016 £ 0,0240
Jejunalinhalt 1+0,1079 0,5527 £ 0,0179
lleuminhalt 10,0592 1,1370 £ 0,0569
Koloninhalt 1+0,2039 0,3347 £ 0,0245

Um diese Ergebnisse zu untermauern, wurde zusatzlich die Messung des TEER
durchgefuhrt. Der Vorteil dieser Methode gegeniber dem Transwellassay ist die
kontinuierliche Aufzeichnung des transepithelialen Widerstandes als MalR fir die
Integritat der Epithelbarriere. Die Caco2-Zellen wurden fur dieses Experiment auf ECIS-
Elektroden ausgesat. Ihnen wurde am Tag der Konfluenz Medium mit Darminhalt aus
dem Duodenum, dem Jejunum, dem Illeum und dem Kolon der beiden
Vergleichsgruppen zugesetzt. Direkt im Anschluss begann die 24-stundige Messung. In
der Auswertung fiel auf, dass es bei den mit Duodenal- sowie Koloninhalt behandelten
Zellen bereits nach drei Stunden zu einem signifikanten Abfall des Widerstandes ber
der mit Darminhalt der schein-operierten Ratten behandelten Zellmonolayer kam. Nach
funf Stunden zeigte sich erstmals eine signifikante Reduktion des Widerstandes in der
Zellmonolayer, die mit Jejunalinhalt der schein-operierten Ratten behandelt worden war.
Interessanterweise zeigte sich auch in diesem Experiment, konsistent zu den
Ergebnissen des Transwellassays, kein Unterschied bei Behandlung der Zellkultur mit
lleuminhalt. Die nachfolgende Abbildung 18 zeigt auf der linken Seite in A, C, E und G
die graphische Darstellung des Widerstandsverlustes gemessen in Prozent Uber der
Grundlinie Uber der Caco2-Zellschicht Uber 24 Stunden. Deutlich sichtbar ist der
signifikant hdhere Widerstandsverlust der mit Duodenal- (A), Jejunal- (C), oder
Koloninhalt (G) der schein-operierten Ratten behandelten Caco2-Zellkulturen
gegenluber den Caco2-Zellkulturen, die mit Duodenal-, Jejunal oder Koloninhalt der

RYGB-operierten Ratten behandelt worden sind. Die Behandlung der Zellschicht mit
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lleuminhalt (E) der beiden Vergleichsgruppen ergab konsistent zu den Ergebnissen des
Transwellassays keine Veranderungen. Auf der rechten Seite der Abbildung ist die AUC
in Form eines Balkendiagrammes dargestellt. Sie beschreibt die Flache unter der
Widerstandszeitkurve der Messungen, des jeweils links daneben abgebildeten Graphen.
Dadurch wird der Widerstandsverlust der Caco2-Zellkulturen, die mit dem Duodenal-
(B), dem Jejunal- (D) und dem Koloninhalt (H) der schein-operierten Ratten behandelt
worden sind, gegenlber der Behandlung mit dem Darminhalt der RYGB-operierten
Ratten, verdeutlicht. Die AUC der mit lleuminhalt behandelten Zellen ist zwischen den
beiden Vergleichsgruppen entsprechend nahezu gleich gro® (F). Zur besseren
Vergleichbarkeit wurde die AUC der Caco2-Zellkulturen, die mit Darminhalt der schein-

operierten Ratten inkubiert worden sind, auf 1 normalisiert.
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Abbildung 18: Darstellung der kontinuierlichen Messung des TEER

Abbildung 18 zeigt in A und B die Messergebnisse nach Behandlung der konfluenten Caco2-Zellmonolayer
mit Duodenalinhalt von schein- bzw. RYGB-operierten Ratten, in C und D nach Behandlung mit Jejunalinhalt
von schein- bzw. RYGB-operierten Ratten, in E und F nach Behandlung mit lleuminhalt von schein- bzw.
RYGB-operierten Ratten und in G und H nach Behandlung mit Koloninhalt von schein- bzw. RYGB-

operierten Ratten. A, C, E und G zeigen die Veranderung des TEER, gemessen in Prozent von der
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Grundlinie Gber 24 Stunden. In B, D, F und H ist die AUC dargestellt. Die AUC-Werte der Caco2-Zellkulturen,
die mit Darminhalt der schein-operierten Ratten behandelt worden sind, sind zur besseren Vergleichbarkeit
auf 1 normalisiert. Die AUC-Werte sind als Mittelwerte mit dem SEM angegeben. Signifikanz wurde
angenommen flr p < 0,05. n = 16 Zellkulturen / Gruppe. AUC = Area under the curve, ECIS = Electric Cell-
Substrate  Impendance Sensing, RYGB = Roux-en-Y Magenbypass, Schein = Schein-Operation,
TEER = transepithelialer elektrischer Widerstand.

Die nachfolgende Tabelle 13 stellt die AUC der Widerstandsmessungen tabellarisch dar.
Dabei besteht der grofdte Unterschied zwischen den mit Koloninhalt der schein-
operierten bzw. Koloninhalt der RYGB-operierten Ratten behandelten Caco2-Zellen. In
den Transwellexperimenten war der Unterschied zwischen den mit Koloninhalt der
RYGB-operierten bzw. der schein-operierten Ratten behandelten Zellen ebenfalls am

gréften.

Tabelle 13: Darstellung der AUC der Widerstandsmessungen an Caco2-Zellen

Tabellarische Darstellung der Werte der AUC des in Abschnitt 3.2.1 bereits beschriebenen ECIS-
Experiments. Die AUC-Werte der Caco2-Zellen die mit dem Darminhalt der schein-operierten Ratten
behandelt worden sind, sind zur besseren Vergleichbarkeit auf 1 normalisiert. Die AUC-Werte sind als
Mittelwerte mit dem SEM angegeben. n=16. AUC = Area under the curve, RYGB = Roux-en-Y
Magenbypass, SEM = Standard error of the mean.

AUC AUC
Behandlung der Caco2-Zellen

Schein-Operation RYGB
Duodenunalinhalt 1+0,06154 1,837 £ 0,1429
Jejunalinhalt 1+0,11680 1,761 £ 0,08155
lleuminhalt 1+0,07078 1,006 £ 0,05302
Koloninhalt 1+0,08287 1,903 + 0,1320

Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse der funktionellen Experimente eine deutliche
Erhéhung der Integritat der Barriere der Caco2-Zellmonolayer nach Behandlung mit
Duodenal-, Jejunal- und Koloninhalt der RYGB-operierten Ratten. Dabei zeigten die
Experimente Ubereinstimmend, dass durch Behandlung mit Koloninhalt der RYGB-
operierten Ratten im Vergleich zur Behandlung mit Koloninhalt der schein-operierten
Ratten der grote Einfluss auf die Barrierefunktion genommen werden kann. Die
Behandlung mit dem lleuminhalt der beiden Vergleichsgruppen fiihrte hingegen zu
keiner Veranderung der Barrierefunktion. Zusammenfassend stitzen diese Ergebnisse

die Vermutung, dass es l6sliche mikrobiotische und/oder vom Wirt stammende
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Metaboliten im Intestinum nach RYGB sein konnten, die direkte, die Barrierefunktion

stabilisierende Auswirkungen haben.

3.2.2 Der Schlussleistenkomplex in Caco2-Zellen nach Behandlung mit
Darminhalt

Um die Barrierefunktion der Caco2-Zellmonolayer nach Behandlung mit Darminhalt auch

strukturell zu untersuchen, wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt. Hierbei wurden

mdgliche Veranderungen der Proteinmenge wichtiger Schllsselproteine des

Schlussleistenkomplexes nach Behandlung der Caco2-Zellen Gber 24 Stunden mit dem

Darminhalt der schein- und RYGB-operierten Ratten untersucht.

3.2.2.1 Mengenveranderungen von Proteinen der Occludenskontakte in Caco2-
Zellen nach Behandlung mit Darminhalt
Die Proteinmenge von Claudin 1 in den Caco2-Zellen wurde durch Behandlung mit
Duodenal- (A) und Koloninhalt (D) RYGB-operierter Ratten signifikant erhéht, wie in
Abbildung 19 graphisch dargestellt ist. Auf den ersten Blick fiihrt auch die Behandlung
mit Jejunalinhalt (B) RYGB-operierter Ratten zu einer Erhéhung der Proteinmenge von
Claudin 1, allerdings waren die Ergebnisse der Analyse nicht signifikant. Die Behandlung
mit lleuminhalt (C) RYGB-operierter Ratten fuhrte ebenfalls nicht zu signifikanten
Unterschieden in der Proteinmenge von Claudin 1. Die nachfolgende Abbildung 19 gibt
einen Uberblick Uber die Ergebnisse der Analysen der Proteinmenge von Claudin 1,

dabei ist links der Balkendiagramme jeweils ein reprasentativer Western Blot zu sehen.
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Abbildung 19: Proteinmenge von Claudin 1 in Caco2-Zellen nach 24-stiindiger Behandlung mit
gepooltem Darminhalt

Abbildung 19 zeigt in A-D eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse flr
Claudin 1 in konfluenten Caco2-Zellen, die 24 Stunden lang mit gepooltem Duodenal- (A), Jejunal- (B),
lleum- (C) und Koloninhalt (D) von schein-operierten bzw. RYGB-operierten Ratten behandelt wurden. Links
der Balkendiagramme ist jeweils ein reprasentativer Western Blot zu sehen. Die Western Blot Analysen
wurden durch Messung der optischen Dichte der einzelnen Banden fir Claudin 1 und B-Aktin quantifiziert.
Diese Werte wurden ins Verhaltnis zueinander gesetzt (ODciaudin1/ ODg-aktin). Signifikanz wurde
angenommen fir p <0,05. n=10-12 Zellkulturen / Gruppe. OD = optische Dichte, RYGB = Roux-en-Y

Magenbypass, Schein = Schein-Operation.

Wie in der nachfolgenden Abbildung 20 graphisch dargestellt, wurde die Proteinmenge
von Claudin 2 in Caco2-Zellen durch die Behandlung mit Duodenal- (A) und
lleuminhalt (C) RYGB-operierter Ratten im Vergleich zur Behandlung mit dem
Darminhalt schein-operierter Ratten signifikant vermindert. Eine Tendenz war auch nach
Behandlung mit Jejunal- (B) und Koloninhalt (D) der RYGB-operierten Ratten zu sehen,

allerdings waren die Ergebnisse hierbei nicht signifikant.

75



2.0+ 0.0014 0.6
z s
B 15 g
Schein RYGB 3 Schein RYGB & 04
Claudin2 & Claudin2 &
[t | e ——— ) § 4o e e P <
R-Aktin R-AKtn 2
[----||—-—_|(45k03) 8 I-—-—”—-——](ﬁkDa) 8 0.2+
= 0.5+ =
Q
8 8
0.0- 0.0-
Schein RYGB Schein RYGB
C D
109 00073 299
§ 08+ £ 45
Schein RYGB p— % " Schein RYGB Cloudin? % ’
laudin .6 - audin
Rt | et T £ [ = - | [ S e =] 3 kD) £ 104
" 3 044 B-Aktin 2
I-———'“———-]z5k|;a) 8 I——~—“——-—l(45kDa) 3
-~ ~ 0.5—
Q 02+ Q
o o]
0.0- 0.0-
Schein RYGB Schein RYGB

Abbildung 20: Proteinmenge von Claudin 2 in Caco2-Zellen nach 24-stiindiger Behandlung mit
gepooltem Darminhalt

Abbildung 20 zeigt in A-D eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse flr
Claudin 2 in konfluenten Caco2-Zellen, die 24 Stunden lang mit gepooltem Duodenal- (A), Jejunal- (B),
lleum- (C) und Koloninhalt (D) von schein-operierten bzw. RYGB-operierten Ratten behandelt wurden. Links
der Balkendiagramme ist jeweils ein reprasentativer Western Blot zu sehen. Signifikanz wurde angenommen
fir p <0,05. n =10 - 12 Zellkulturen / Gruppe. Siehe Abbildung 19 fur ndhere Erklarungen zu Beschriftung

und Auswertung.

Die Proteinmenge von Claudin 3 erhdhte sich signifikant nach Behandlung der
Zellmonolayer mit Duodenalinhalt (A) der RYGB-operierten Ratten im Vergleich zur
Behandlung mit Duodenalinhalt schein-operierter Ratten. Sie verminderte sich nach
Behandlung mit lleum- (C) und Koloninhalt (D) RYGB-operierter Ratten, wie in
Abbildung 21 graphisch dargestellt ist. Die Behandlung mit dem Jejunalinhalt (B) fiihrte

zu keiner signifikanten Veranderung von Claudin 3 in den Caco2-Zellen.
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Abbildung 21: Proteinmenge von Claudin 3 in Caco2-Zellen nach 24-stiindiger Behandlung mit
gepooltem Darminhalt

Abbildung 21 zeigt in A-D eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse flr
Claudin 3 in konfluenten Caco2-Zellen, die 24 Stunden lang mit gepooltem Duodenal- (A), Jejunal- (B),
lleum- (C) und Koloninhalt (D) von schein-operierten bzw. RYGB-operierten Ratten behandelt wurden. Links
der Balkendiagramme ist jeweils ein reprasentativer Western Blot zu sehen. Signifikanz wurde angenommen
fir p < 0,05. n =10 - 12 Zellkulturen / Gruppe. Siehe Abbildung 19 fir ndhere Erklarungen zu Beschriftung
und Auswertung.

In der nachfolgenden Abbildung 22 sind die Ergebnisse der Proteinanalysen von
Claudin 4 graphisch dargestellt. Das Muster, mit dem sich die Proteinmenge von
Claudin 4 nach Behandlung der Caco2-Zellen veranderte, entspricht dem von Claudin 3.
Die Behandlung mit Duodenalinhalt (A) der RYGB-operierten Ratten fuhrte ebenfalls zu
einer erhoéhten Proteinmenge von Claudin 4. Die Behandlung mit lleum- (C) und
Koloninhalt (D) flihrte zu einer Reduktion der Proteinmenge von Claudin 4 in den Caco2-
Zellen. Die Behandlung mit dem Jejunalinhalt (B) flihrte zu keiner signifikanten
Veranderung von Claudin 4 in den Caco2-Zellen.
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Abbildung 22: Proteinmenge von Claudin 4 in Caco2-Zellen nach 24-stiindiger Behandlung mit
gepooltem Darminhalt

Abbildung 22 zeigt in A-D eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse flr
Claudin 4 in konfluenten Caco2-Zellen, die 24 Stunden lang mit gepooltem Duodenal- (A), Jejunal- (B),
lleum- (C) und Koloninhalt (D) von schein-operierten bzw. RYGB-operierten Ratten behandelt wurden. Links
der Balkendiagramme ist jeweils ein reprasentativer Western Blot zu sehen. Signifikanz wurde angenommen
fir p <0,05. n =10 - 12 Zellkulturen / Gruppe. Siehe Abbildung 19 fur ndhere Erklarungen zu Beschriftung

und Auswertung.

Die Proteinmenge von Occludin, einem weiteren Transmembranprotein der
Verschlusskontakte, zeigte lediglich eine signifikante Zunahme nach Behandlung der
Caco2-Zellen mit Jejunalinhalt (B) der RYGB-operierten Ratten gegenlber der
Behandlung mit Jejunalinhalt der schein-operierten Ratten, wie in Abbildung 23

graphisch dargestellt ist.
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Abbildung 23: Proteinmenge von Occludin in Caco2-Zellen nach 24-stiindiger Behandlung mit

gepooltem Darminhalt von schein-operierten bzw. RYGB-operierten Ratten

Abbildung 23 zeigt in A-D eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse fiir Occludin

in konfluenten Caco2-Zellen, die 24 Stunden lang mit gepooltem Duodenal- (A), Jejunal- (B), lleum- (C) und

Koloninhalt (D) von schein-operierten bzw. RYGB-operierten Ratten behandelt wurden. Links der

Balkendiagramme ist jeweils ein reprasentativer Western Blot zu sehen. Signifikanz wurde angenommen

fur p <0,05. n =10 - 12 Zellkulturen / Gruppe. Siehe Abbildung 19 fir ndhere Erklarungen zu Beschriftung

und Auswertung.
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3.2.2.2 Mengenveranderung von E-Cadherin in Caco2-Zellen nach Behandlung
mit Darminhalt

Die Analyse der Proteinmenge von E-Cadherin, einem Transmembranprotein der

Adharenskontakte, zeigte eine Herabregulierung nach Behandlung der Zellen mit

lleuminhalt (C) der RYGB-operierten Ratten gegeniber dem der schein-operierten

Ratten, wie in Abbildung 24 graphisch dargestellt. Die Behandlung mit Duodenal- (A),

Jejunal- (B) und Koloninhalt (D) RYGB- bzw. schein-operierter Ratten flhrte zu keiner

signifikanten Veranderung der Proteinmenge von E-Cadherin in den Caco2-Zellen.
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Abbildung 24: Proteinmenge von E-Cadherin in Caco2-Zellen nach 24-stiindiger Behandlung mit
gepooltem Darminhalt

Abbildung 24 zeigt in A-D eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse flr
E-Cadherin in konfluenten Caco2-Zellen, die 24 Stunden lang mit gepooltem Duodenal- (A), Jejunal- (B),
lleum- (C) und Koloninhalt (D) von schein-operierten bzw. RYGB-operierten Ratten behandelt wurden. Links
der Balkendiagramme ist jeweils ein reprasentativer Western Blot zu sehen. Signifikanz wurde angenommen
flir p < 0,05. n =10 - 12 Zellkulturen / Gruppe. Siehe Abbildung 19 fiir nahere Erklarungen zu Beschriftung
und Auswertung.
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3.2.2.3 Mengenveranderung von DSG 2 in Caco2-Zellen nach Behandlung mit
Darminhalt

Als nachstes folgte die Untersuchung des desmosomalen Proteins DSG 2. Wie in

nachstehender Abbildung 25 dargestellt, zeigte sich, dass der Duodenal- (A), der

Jejunal- (B) und der Koloninhalt (D) von RYGB-operierten Ratten im Vergleich zu schein-

operierten Ratten die Proteinmenge des barrierestabilisierenden desmosomalen

Proteins DSG 2 (Schlegel et al., 2021) in Caco2-Zellen erhéht.
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Abbildung 25: Proteinmenge von Desmoglein 2 in Caco2-Zellen nach 24-stiindiger Behandlung mit

gepooltem Darminhalt

Abbildung 25 zeigt in A-D eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse fir DSG 2
in konfluenten Caco2-Zellen, die 24 Stunden lang mit gepooltem Duodenal- (A), Jejunal- (B), lleum- (C) und
Koloninhalt (D) von schein-operierten bzw. RYGB-operierten Ratten behandelt wurden. Links der
Balkendiagramme ist jeweils ein reprasentativer Western Blot zu sehen. Signifikanz wurde angenommen
flir p < 0,05. n =10 - 12 Zellkulturen / Gruppe. Siehe Abbildung 19 fiir nahere Erklarungen zu Beschriftung
und Auswertung. DSG 2 = Desmoglein 2.
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3.2.2.4 Zusammenfassung der Mengenveranderungen junktionaler Proteine in
Caco2-Zellen

Die nachfolgende Tabelle 14 zeigt zusammenfassend die Veranderungen der

analysierten Proteine des Schlussleistenkomplexes der Caco2-Zellen nach Behandlung

mit gepooltem Darminhalt. Dabei sind nur signifikante Veranderung dementsprechend

gekennzeichnet. Fur fehlende Veranderungen wurde einheitlich « verwendet.

Tabelle 14: Proteinmengenverdnderung ausgewahlter Proteine der Occludenskontakte,
Adhérenskontakte und Desmosomen in Caco2-Zellen nach 24-stiindiger Behandlung mit
gepooltem Darminhalt

Tabelle 14 fasst die Verdnderungen der Proteinmenge der analysierten Proteine in Caco2-Zellen
zusammen. Die Tabelle stellt die Differenz der Mittelwerte (RYGB — Schein-OP) der optischen Dichte der
gesuchten Proteine im Verhaltnis zu R-Aktin dar. 1 = signifikante Erhdhung der Proteinmenge in den mit
Darminhalt der RYGB-operierten Ratten behandelten Zellen gegeniiber den mit Darminhalt der schein-
operierten Ratten behandelten Zellen, | = signifikante Reduktion der Proteinmenge in den mit Darminhalt
der RYGB-operierten Ratten behandelten Zellen gegenlber den mit Darminhalt der schein-operierten
Ratten behandelten Zellen, < = keine signifikanten Anderungen der Proteinmenge. Signifikanz wurde
angenommen flr p <0,05. E-Cad. = Epitheliales Cadherin; DSG 2 = Desmoglein 2, RYGB = Roux-en-Y

Magenbypass.
Analysierte Proteine
Darminhalt
Claudin1 Claudin2 Claudin3 Claudin4  Occludin E-Cad. DSG 2

Duodenalinhalt 1 l 1 1 o « T
Jejunalinhalt - — — v 1 « T
lleuminhalt o ) ! ! o l ©
Koloninhalt i > l l > > 1

Es lasst sich zusammenfassen, dass der Duodenalinhalt deutliche Auswirkungen auf die
Proteinmengen der Transmembranproteine hatte. Die Behandlung mit dem
Duodenalinhalt RYGB-operierter Ratten fiihrte gegenuber der Behandlung mit dem
Duodenalinhalt schein-operierter Ratten zu einer Erhdhung der barrierestabilisierenden
Proteine Claudin 1, 3, und 4 sowie DSG 2 und einer Reduktion von Claudin 2. Diese
Veranderungen lassen sich mit der verbesserten Barrierefunktion der Caco2-Zellen in
den funktionellen Experimenten korrelieren. Auch der Jejunalinhalt RYGB-operierter
Ratten hatte gegeniber dem der schein-operierten Ratten insgesamt positive

Auswirkungen auf die Proteine des Schlussleistenkomplexes. Die Behandlung flhrte zu

82



einer Erhdhung von Occludin und DSG 2. Diese Veranderungen lassen sich ebenfalls
mit der verbesserten Barrierefunktion der Caco2-Zellen nach Behandlung mit
Jejunalinhalt in den funktionellen Experimenten korrelieren. Die Applikation von
lleuminhalt RYGB-operierter Ratten fliihrte zu einer Reduktion der
barrierestabilisierenden Proteine Claudin 3, 4 und E-Cadherin sowie zu einer
Verminderung des porenbildenden Claudins Claudin 2. Die funktionellen Messungen
zeigten nach Applikation von lleuminhalt der beiden Vergleichsgruppen auf die Caco2-
Zellen keine signifikante Funktionsverbesserung bzw. Verschlechterung der Barriere.
Die Behandlung der Caco2-Zellen mit Koloninhalt RYGB-operierter Ratten fiihrte
verglichen mit der Behandlung mit Koloninhalt schein-operierter Ratten zu einer
Reduktion der Proteinmenge von Claudin 3 und 4 sowie zu einer Erhéhung der
Proteinmenge von Claudin 1 und DSG 2. Der Koloninhalt der RYGB-operierten Ratten
fihrte im Vergleich zum Koloninhalt der schein-operierten Ratten zu den deutlichsten
positiven Veranderungen der Barrierefunktion der Caco2-Zellen im Transwellassay
sowie im ECIS-Experiment. Insofern ist es (berraschend, dass die Ergebnisse der
Proteinanalyse nach Behandlung mit Koloninhalt weniger eindeutig waren und die
Ergebnisse der funktionellen Experimente nur bedingt widerspiegelten. Diese
Diskrepanz ist moglicherweise damit zu erklaren, dass viele Proteine, die neben den
analysierten ebenfalls wesentlich flr die Funktion der Barriere sind, nicht analysiert
worden sind. Ebenso konnte es sich aber auch um nur ein oder zwei Proteine handeln,
die maldgeblich die Funktionsverbesserung der Barriere verantworten. Dabei konnte es
sich um DSG 2 handeln, da das Muster der Veranderungen der Proteinanalysen von
DSG 2 direkt mit den Ergebnissen der funktionellen Experimente korrelierte. Die wichtige
Rolle von DSG 2 an der Aufrechterhaltung der epithelialen Darmbarrierefunktion konnte
bereits durch in vivo Experimente an Caco2-Zellkulturen mittels eines DSG 2 Antikorpers
gezeigt werden. In diesen Experimenten verringerte die Zugabe des Antikorpers den
elektrischen transepithelialen Widerstand signifikant und erhéhte den FITC-Dextran-
Fluss (Schlegel et al., 2010).
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3.2.2.5 Transkriptionsanalyse

Um  mogliche Unterschiede in der Transkription von Proteinen der
Schlussleistenkomplexe in Caco2-Zellen als Reaktion auf die Behandlung mit
duodenalem, jejunalem, ilealem und kolonalem Inhalt von RYGB-operierten Ratten im
Vergleich zu Darminhalt schein-operierter Ratten zu bewerten, wurden RT-gPCRs
durchgefuhrt. Die verwendeten Primer-Sequenzen sind in Tabelle 4 aufgefuhrt. Die
nachfolgende Abbildung 26 zeigt die Ergebnisse der PCR-Analysen. Es zeigten sich
keine signifikanten Effekte der Behandlung mit Darminhalt der Ratten auf die mRNA-
Expression von Claudin 1, Claudin 3, Claudin 4, Occludin, E-Cadherin und DSG 2, was
darauf hindeutet, dass posttranskriptionelle Prozesse, die in den Western Blot Analysen
beobachteten Veranderungen der Barriereproteine unter in vitro Bedingungen steuern.
Eine solche Dissoziation zwischen mRNA-Expression- und Proteinmengenniveau
verschiedener Barriereproteine wurde auch fiir Darm-Enteroide von Patientinnen und
Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen im Vergleich zu gesunden Patientinnen
und Patienten gezeigt (Meir et al., 2020). Auch Jin et al., die das Expressionsniveau des
Tight Junction-Proteins Occludin im Jejunum von RYGB-operierten Mausen gegentiber
schein-operierten Mausen sowie das Tight Junction-assoziierte Protein ZO 1 im
Dickdarm analysierten, konnten dabei jeweils eine Erhéhung der Proteinmenge des
jeweiligen Proteins feststellen, allerdings keine signifikante Veranderung im mRNA-
Expressionsniveau (Jin etal., 2021). Wie in Abbildung 26 dargestellt, wurde fiir Claudin 2
eine signifikante Verminderung der mRNA-Expression nach Behandlung mit Duodenal-
(A), lleum- (C) und Koloninhalt (D) RYGB-operierter gegenuber der Behandlung mit

Darminhalt schein-operierter Ratten festgestellt.
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Abbildung 26: Graphische Darstellung der Ergebnisse der RT-qPCR

Abbildung 26 =zeigt eine graphische Darstellung der relativen mRNA-Expression verschiedener
Schlisselproteine des Schlussleistenkomplexes in Caco2-Zellen nach 24-stiindiger Behandlung mit
Duodenalinhalt (A), Jejunalinhalt (B), lleuminhalt (C) und Koloninhalt (D) schein- bzw. RYGB-operierter
Ratten. Die relative mRNA-Expression der Caco2-Zellen, die mit Darminhalt der schein-operierten Ratten
behandelt worden sind, sind zur besseren Vergleichbarkeit auf 1 normalisiert. Signifikanz wurde
angenommen fir p <0,05. n=6 pro Gruppe und Zellkultur. CDH1 = E-Cadherin, CLDN1 = Claudin 1,
CLDN2 = Claudin 2, CLDNS3 = Claudin 3, CLDN4 = Claudin 4, Cr = Cycle of threshold,
DSG2 = Desmoglein 2, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, OCLN = Occludin,
RYGB = Roux-en-Y Magenbypass, Schein = Schein-Operation.
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Ziel der Transferexperimente war es, zu untersuchen, ob sich durch die Inkubation mit
Darminhalt der Ratten gleichartige Veranderungen der Proteine der
Schlussleistenkomplexe in den Caco2-Zellen induzieren lassen, wie sie nach Operation
der Ratten an deren Darm zu finden waren. Ein weiteres Ziel war es, zu untersuchen,
ob sich die Barrierefunktion von Caco2-Zellen durch Inkubation mit Darminhalt
verandern |3sst. Die nachstehende Tabelle 15 zeigt eine Zusammenfassung der
Ergebnisse der Western Blot Analysen sowie eine Gegenlberstellung der Ergebnisse
der Analysen der Vollwandresektate mit den Analysen der Caco2-
Stimulationsexperimenten. Dabei ist zu sehen, dass einige der in den
Vollwandresektaten vollzogenen Veranderungen ebenfalls in den korrespondierenden
Simulationsexperimenten zu sehen sind. Daneben kam es aber auch zu signifikanten
Veranderungen der Proteinmengen in den Caco2-Zellen, die so nicht in den

Vollwandresektaten zu finden waren und andersherum.
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Tabelle 15: Vergleichende Gegeniiberstellung der Ergebnisse der Western Blot Analysen

Tabelle 15 zeigt eine zusammenfassende und vergleichende Analyse der Verteilungsmuster der
Barriereproteine zwischen Vollwandresektaten und den Caco2-Zellen. 1 = signifikante Erhéhung der
Proteinmenge in den Vollwandresektaten der RYGB-operierten Ratten im Vergleich zu den
Vollwandresektaten schein-operierter Ratten (Resek.) bzw. in den Caco2-Zellen nach Behandlung mit
Darminhalt RYGB-operierter Ratten im Vergleich zur Behandlung mit Darminhalt schein-operierter Ratten
(Caco2), | = signifikante Reduktion der Proteinmenge in den Vollwandresektaten der RYGB-operierten
Ratten im Vergleich zu den Vollwandresektaten schein-operierter Ratten (Resek.) bzw. in den Caco2-Zellen
nach Behandlung mit Darminhalt RYGB-operierter Ratten im Vergleich zur Behandlung mit Darminhalt
schein-operierter Ratten (Caco2), < = keine signifikante Veranderung der Proteinmenge, < () = keine
signifikante Veranderung der Proteinmenge, allerdings eine nicht signifikante Erhdhung, < () = keine
signifikante  Veranderung der Proteinmenge, allerdings eine nicht signifikante Reduktion.
DSG 2 = Desmoglein 2, Resekt. = Vollwandresektat.

Duodenum / Jejunum / lleum / Kolon /

Duodenalinhalt Jejunalinhalt lleuminhalt Koloninhalt
Protein

Resekt. Caco2 Resekt. Caco2 Resekt. Caco2 Resekt. Caco2
Claudin 1 1 1 — “— “— > > 1
Claudin 2 — l l — > l l >
Claudin 3 1 1 — — ! l ! l
Claudin 4 — T — — — l — l
Occludin — 1 — —
E-Cadherin — — ! <«
DSG 2 1 1 “— 1
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4 Diskussion

Tier- und Humanstudien weisen darauf hin, dass Fettleibigkeit mit einer erhdhten
Darmpermeabilitat einhergehen kann (Brun et al., 2007; Teixeira et al., 2012). Als eine
der Hauptfolgen der erhéhten Darmpermeabilitat wird das Eindringen von Endotoxinen
aus dem Darmlumen in den Blutkreislauf angesehen. Die Translokation von LPS flihrt
zu einer systemischen Entziindung (Moreira et al., 2012). Der chronische niedriggradige
Entzindungszustand zieht weitere Stoffwechselerkrankungen nach sich (Cani et al.,
2007; Ledn-Pedroza et al., 2015; Moreira et al., 2012). Darmbarrierestérungen stehen
in erster Linie im Zusammenhang mit Expressionsveranderungen bzw. Veranderungen
der Proteinmenge von Proteinen der Occludenskontakte. In der Vergangenheit wurde
auch die Reduktion desmosomaler Kontakte wie DSG2 als relevant fur den
Zusammenbruch der Darmbarriere beschrieben (Garcia-Hernandez et al., 2017; Gross
et al., 2018; Schlegel et al., 2010). Bariatrische Operationen wie die RYGB-Operation
verbessern den chronischen Entziindungszustand (Guo et al., 2019; Monte et al., 2012),
verandern die Zusammensetzung der Darmmikrobiota (Tremaroli et al.,, 2015) und
tragen zu einer Stabilisierung der intestinalen Barrierefunktion bei (Guo et al., 2019). Die
normalisierte Barrierefunktion korreliert dabei mit der Verringerung der Entziindung (Guo
et al,, 2019) und tragt dadurch potenziell zur Verbesserung der mit Fettleibigkeit
verbundenen metabolischen Komplikationen wie der Insulinresistenz bei. Die
Mechanismen die zu diesen Veranderungen fuhren sind jedoch weitgehend unklar.

Um zunachst deskriptiv die Auswirkungen einer RYGB-Operation auf die Proteinmenge
von Proteinen der Occludenskontakte zu ermitteln, wurde hier eine detaillierte
Charakterisierung der Verdnderung der Proteinmengen nach RYGB-Operation im
Vergleich zu Schein-Operation bei Ratten durchgefiihrt. Darliber hinaus war das
Hauptziel dieser Arbeit, ein besseres Verstandnis dartiber zu gewinnen, wie der RYGB
die intestinale Barriere stabilisiert und die Endotoxamie vermindert (Guo et al., 2019).
Daflir wurden die oben genannten Analysen durch Simulationsexperimente erganzt. Das
intestinale Milieu wurde durch Transfer von Darminhalt RYGB- bzw. schein-operierter
Ratten auf Caco2-Zellen simuliert. Im Anschluss wurde untersucht, ob durch
Darminhalttransfer auf eine Zellmonolayer die Barrierefunktion stabilisiert werden kann.
Erganzend wurde untersucht, ob durch Darminhalttransfer die gleichen
Proteinmengenveranderungen in der Zellkultur hervorgerufen werden, wie in vivo in den
Vollwandresektaten der Ratten zu finden waren, um herauszufinden, ob es sich um

luminale Faktoren handeln koénnte, die zu den Barriereveranderungen nach RYGB
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beitragen. Darlber hinaus wurden an der Zellkultur weitere Schllsselproteine der

Adharenskontakte und der Desmosomen untersucht.

41 Die Vollwandresektate der RYGB-operierten Ratten zeigen
regionenspezifische Veranderungen der analysierten Barriereproteine

Die in dieser Arbeit beschriebene Charakterisierung der Proteinmengenveranderungen
der Occludenskontakte nach RYGB ist die bisher umfassendste Analyse ihrer Art. Es
wurden im Vergleich zu friher publizierten Arbeiten alle Bereiche des Intestinums der
RYGB-operierten Ratten auf die Proteinmengenveranderungen der
Claudine 1, 2, 3 und 4 untersucht. Eine erhdhte Menge von Claudin 1, 3 und 4 wirkt
barriereversiegelnd, wahrend eine erhdéhte Menge von Claudin2 eine erhohte
Permeabilitdt der Barriere mit sich bringt (Markov et al, 2010). Die
barrierestabilisisierende Wirkung der RYGB-Operation konnte in der Vergangenheit
Ubereinstimmend und speziesiibergreifend belegt werden (Casselbrant et al., 2015; Guo
et al., 2019; Jin et al., 2021; Wang et al., 2020). Die in dieser Arbeit beschriebenen
Western Blot Analysen zeigten jedoch keine einheitliche Erhéhung der Proteinmenge
der Claudine 1, 3 und 4 sowie eine Reduktion von Claudin 2. Die Analyse zeigte jedoch
eindeutig ein regional unterschiedliches Veranderungsmuster der analysierten Proteine.
Eine signifikante Erhéhung nach RYGB ergab sich fur Claudin 1 im Duodenum. Ebenso
ergab sich eine leichte Proteinmengenerhéhung im Kolon der RYGB-operierten Ratten,
die aufgrund der Streuung der Daten nicht signifikant war. Guo et al. untersuchten
ebenfalls die Expression von Claudin 1 nach RYGB-Operation mittels einer Western Blot
Analyse. Sie untersuchten dabei lediglich das Kolon und konnten hierbei eine
signifikante Steigerung der Proteinmenge von Claudin 1 nach RYGB zeigen (Guo et al.,
2019). Die Daten von Casselbrant et al. sind schwer mit den flr diese Arbeit analysierten
Daten vergleichbar, da sie die Proteinveranderung an humanen, jejunalen Proben
analysierten. Sie konnten keine signifikante Veranderung fur Claudin 1 zeigen. Dies ist
vergleichbar mit Proben aus Patientinnen und Patienten mit chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen, die auch heterogene Muster fur Claudin 1 in unterschiedlichen
Kollektiven zeigen (Meir et al., 2020).

Fir Claudin 2 wurde eine signifikante Herunterregulierung im Jejunum sowie im Kolon
beobachtet. Casselbrant et al. konnten dagegen keine Veranderung der Proteinmenge
von Claudin 2 im humanen Jejunum zeigen. Fur Claudin 3 zeigte sich eine signifikante
Erhéhung im Duodenum, allerdings entgegen der Erwartung eine signifikante Reduktion

im lleum und im Kolon sowie eine nicht signifikante Herabregulierung im Jejunum.
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Casselbrant et al. konnten ebenso fur Claudin 3 in humanen jejunalen Proben eine
Erhéhung der Proteinmenge feststellen (Casselbrant et al., 2015). Fur Claudin 4
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Die in dieser Arbeit beschriebenen
Untersuchungen stellen eine wichtige Grundlage fir weitere Untersuchungen an
Barriereproteinen sowie funktionellen in vivo und ex vivo Untersuchungen der
Barrierefunktion nach RYGB dar. Die Ergebnisse zeigten dartber hinaus eindeutig, dass
es regional zu unterschiedlichen Proteinverteilungsmustern der Junktionsproteine nach
RYGB-Operation kam. Diese Erkenntnis wird auch durch Untersuchungen von Jin et al.
unterstitzt, die ebenfalls regional verschiedene Expressionsmuster von ZO 1 und
Occludin im Jejunum sowie im Kolon nach RYGB- bzw. Schein-Operation an Mausen
zeigen konnten. Darlber hinaus zeigten sie, dass es in beiden untersuchten Regionen
zu einer Permeabilititsabnahme des Epithels nach RYGB-Operation kam (Jin et al.,
2021). Eine Limitation der Analysen dieser Arbeit ist, dass vor der terminalen Andsthesie
bzw. danach ex vivo keine funktionellen Messungen der IEB durchgefihrt wurden. Damit
hatten Erkenntnisse Uber die Funktion der Darmbarriere im Duodenum, Jejunum, lleum
und Kolon gewonnen werden kénnen und diese mit den Ergebnissen der Proteinanalyse
korreliert werden kdnnen.

Neben den analysierten Proteinen gibt es viele weitere Proteine und Faktoren, die an
der Regulation der IEB beteiligt sind und die es zu diesem Zeitpunkt nicht zulassen, von
den beobachteten Proteinveranderungen auf die Funktionalitdt der Darmbarriere zu
schlieRen. Eines dieser Proteine ist DSG 2. |hm wird Uber eine Regulation der
Occludenskontakte ein grofler Einfluss auf die Integritat der Darmbarriere und die
Regulation der Permeabilitat zugeschrieben (Gross et al., 2018; Schlegel et al., 2010).
In zukunftigen Studien sollte die Veranderung von DSG 2 nach RYGB im Darm der
Ratten untersucht werden, insbesondere aufgrund der Ergebnisse der durchgeflihrten
Transferexperimente, die zeigten, dass die Veranderungen von DSG 2 in den Caco2-
Zellen direkt mit den funktionellen Messungen korrelierten. Zusammenfassend wurden
an der Darmschleimhaut vor und nach der RYGB-Operation mehrere junktionale
Proteinverdnderungen festgestellt, die auf eine verdnderte Barrierefunktion der
Schleimhaut in den unterschiedlichen Regionen des Intestinums hinweisen. Diese
Untersuchungen liefern als erste ihrer Art deutliche Hinweise auf einen
regionenspezifischen Faktor, der die Regulation der Darmbarriere nach RYGB-

Operation vermittelt.
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42 Der Darminhalt von RYGB-operierten Ratten stabilisiert direkt die
Barrierefunktion in Caco2-Zellen

Indem in den Versuchen fiir die vorliegende Arbeit der Darminhalt von RYGB-operierten
und schein-operierten Ratten direkt auf die apikale Seite von Caco2-Zellen aufgebracht
wurde, wurde die regionale intestinale Mikroumgebung der jeweiligen Operationsgruppe
simuliert. Dabei zeigten sich regionenspezifische, barrierestabilisierende Effekte des
Duodenal-, Jejunal- und Koloninhalt von RYGB-operierten Ratten im Vergleich zum
Darminhalt schein-operierter Ratten. Die Inkubation der Zellen mit dem lleuminhalt
RYGB-operierter Ratten im Vergleich zur Inkubation mit dem lleuminhalt schein-
operierter Ratten zeigte keinen Unterschied in der Barrierefunktion der Caco2-Zellen.
Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen von Arora et al., die zeigen konnten,
dass sich die Transplantation des lleuminhaltes RYGB-operierter genetisch fettleibiger
und glucoseintoleranter Ratten im Vergleich zu schein-operierten Ratten auf keimfreie
Mause nicht positiv auf deren Glucosetoleranz auswirkte, wohingegen die
Transplantation des Zokuminhaltes zu einer verbesserten Glucosetoleranz fiihrte (Arora
et al., 2017). Diese Beobachtungen unterstiitzen die These, dass es sich zumindest
teilweise um luminale Faktoren handelt, die auf die apikale Seite der Enterozyten
einwirken und auf bislang unbekannte Weise die IEB stabilisieren.

Die Wirkung des Darminhaltes wird mdglicherweise durch verschiedene vom Wirt
und/oder der Mikrobiota erzeugten, I6slichen Faktoren vermittelt. Da keine Analyse des
Darminhaltes durchgeflihrt wurde, kann keine Aussage darliber getroffen werden, wie
sich die Inhaltsstoffe des Darminhalts der schein- gegentber des Darminhalts der
RYGB-operierten Ratten unterscheiden. Ebenso kann die intestinale Mikroumgebung
durch den Transfer von Darminhalt auf eine Zellkultur nur unvollstidndig abgebildet
werden. Durch Zugabe von antibiotischen Substanzen zum Kulturmedium wurde der
Darminhalt von lebenden Bakterien bereinigt, sodass nur noch deren
Stoffwechselprodukte enthalten waren. Dies filhrte zwar zum Ausschluss direkter
Signale zwischen Mikrobiota und Wirt als Vermittler der stabilisierenden Effekte, auf der
anderen Seite kam es dadurch aber zu einer unvollstdndigen Abbildung der intestinalen
Mikroumgebung. Die Caco2-Zellmonolayer wird routinemafig als Modell fir die
intestinale Barriere verwendet. Allerdings bildet dieses Modell die intestinale Barriere nur
unvollstandig ab (Lea, 2015a). Dies liegt unter anderem daran, dass sie ausschlief3lich
aus Epithelzellen besteht und Immunzellen sowie Zellen des ENS, die einen Einfluss auf
die intestinale Barriere ausuben (Al-Sadi et al., 2009; Neunlist et al., 2003), fehlen. Ein

weiterer wichtiger Punkt ist, dass fur die Transferexperimente der Darminhalt von Wistar
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Ratten auf eine humane Zellkultur aufgetragen wurde, es sich also um ein
speziesubergreifendes Experiment handelt. Nichtsdestotrotz bietet dieses Modell einen
neuartigen Ansatz und konnte eindricklich zeigen, dass der Darminhalt direkt Einfluss
auf die Barrierefunktion und die Proteinmenge der Barriereproteine hat. Das Modell
unterstitzt  die in dieser  Arbeit  beschriebenen regionenspezifischen
Proteinmengenveranderungen der Barriereproteine im Darmepithel der operierten
Ratten. Die Veranderungen der Proteine in den mit Darminhalt behandelten Caco2-
Zellen entsprachen nur teilweise den zuvor beobachteten Veranderungen in den
Vollwandresektaten der Ratten. Dies spricht zum einen fir einen luminalen, im
Darminhalt enthaltenen Faktor, der Veranderungen in der Proteinmenge der Caco2-
Zellen sowie auch in vivo nach RYGB vermittelt und der durch das reduktionistische
Zellkulturmodell abgebildet werden konnte. Zum anderen aber auch fir weitere
Faktoren, die die Veranderungen in vivo induziert haben und durch das Caco2-Modell
nicht abgebildet werden konnten. Bei diesen, vom Wirt stammenden Faktoren kénnte es
sich unter anderem um Faktoren des ENS handeln, da diese Faktoren, sowie das
gesamte ENS im Caco2-Modell nicht abgebildet werden konnten. In vitro
Kulturmodellstudien von enterischen Gliazellen, Hauptakteuren des ENS und Caco2-
Zellen konnten belegen, dass enterische Gliazellen eine Rolle bei der Regulierung der
intestinalen Barriere spielen (Meir et al., 2021). Die wichtige Rolle von Mediatoren des
ENS wie zum Beispiel dem von der Gliazelllinie abgeleiteten neurotrophen Faktor wird
durch die Tatsache unterstrichen, dass eine therapeutische Verabreichung dieses
Faktors bei Mausen mit induzierter Kolitis die Funktion der Barriere verbessert, indem

es die intestinale Permeabilitat herabsetzt (Meir et al., 2019).

4.3 Diskussion moglicher Luminalfaktoren, die die barrierestabilisierenden
Effekte vermitteln
Die Auswirkungen der Funktion der IEB auf Adipositas-assoziierte Erkrankungen sind
anerkannt (Everard & Cani, 2013). Forschungsbestrebungen die vermittelnden Faktoren
zu identifizieren, gelangen bisher nicht in ausreichendem Male. Dies gilt insbesondere
fir die nach RYGB-Operation beobachteten Darmbarriereveranderungen. Die
Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen legen nahe, dass es im Darminhalt der
RYGB-operierten Ratten Faktoren geben muss, die regional in unterschiedlicher
Konzentration bzw. Zusammensetzung vorliegen und so die regionenspezifischen
Barriereveranderungen am Caco2-Modell hervorrufen. Dabei kénnte es sich um

Nebenprodukte des Mikrobiom-Metabolismus sowie um direkt vom Wirt stammende
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Faktoren handeln. Es ist bekannt, dass Nebenprodukte des Mikrobiom-Metabolismus
eine wichtige Rolle bei der Steuerung der Interaktion zwischen Wirt und Mikrobiom
spielen (Meijer et al., 2010; K. Wang et al., 2019).

4.3.1 Tryptophanderivate

Unter den von der intestinalen Mikrobiota produzierten Stoffwechselprodukte sind
Tryptophanderivate. Das Mikrobiom von Patientinnen und Patienten mit metabolischem
Syndrom ist nur bedingt fahig Tryptophan in Derivate umzuwandeln (Natividad et al.,
2018), wohingegen das Mikrobiom von RYGB-operierten Probanden insgesamt eine
gréliere Kapazitat hat, Tryptophanderivate herzustellen (Li et al., 2021). Tryptophan
kann durch bakterielle Enzyme in Indol umgewandelt werden, welches weiter,
ausschlie3lich durch bakterielle Enzyme in Indol-3-Proprionsaure (IPA) oder Tryptamin
verstoffwechselt werden kann (Jennis et al., 2018). In einem Experiment wurde Mausen
ein Lactobacillus-Stamm mit hoher Tryptophan-Metabolisierungsfahigkeit verabreicht.
Diese Supplementierung flihrte zur Verbesserung des Glucosestoffwechsels und zur
Verbesserung der Darmbarrierefunktion (Natividad et al., 2018). Ein zellbiologisches
Experiment belegte, dass die Exposition gegenlber physiologisch relevanten Mengen
von Indol eine erhdhte Expression von Genen, die an der Starkung der
Schleimhautbarriere beteiligt sind, wie Claudin 3, induzierte. Dies ging auch mit einer
Erhéhung der transepithelialen Resistenz der HCT-8-Zellen, die in der Zellkultur die
intestinale Barriere modellierten, einher (Bansal et al., 2010). Fir IPA, welches durch
bakterielle Tryptophanasen aus Indol entsteht, konnte durch direkte orale Verabreichung
gezeigt werden, dass es in keimfreien Mausen entzindungshemmend und
Darmbarrierefunktion verbessernd wirkt (Venkatesh et al., 2014). Auch Jennis et al.
untersuchten anhand einer Zellkultur die Auswirkungen von IPA auf die Darmbarriere in
vitro sowie in vivo an Mausen und konnten dessen barrierestabilisierende Effekte
bestatigen. Sie konnten dartber hinaus auch belegen, dass der IPA-Spiegel im Plasma
schlanker Probanden Uber dem der fettleibigen, an T2D erkrankten Probanden lag.
AuRerdem konnten sie zeigen, dass die niedrigen IPA-Spiegel durch eine RYGB-
Operation dieser Probanden wiederhergestellt werden konnten (Jennis et al., 2018). IPA
scheint dabei wesentliche regulatorische Effekte auf die intestinale Barrierefunktion tGber
einen Kernrezeptor, den Pregnane-X-Rezeptor zu vermitteln und so die Transkription
von TNFa herunterzuregulieren wahrend die mRNA von Junktionsproteinen
hochreguliert wird (Venkatesh et al., 2014). Wie grofl die Rolle der Tryptophanderivate

an der Regulation der Barriere nach RYGB ist, ist derzeit noch unklar.
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4.3.2 Kurzkettige Fettsauren

Neben den Tryptophanderivaten konnten als Iluminale, die Barrierefunktion
modulierende Faktoren auch kurzkettige Fettsauren in Frage kommen. Kurzkettige
Fettsauren, hauptsachlich Essigsaure, Buttersaure und Propionsaure, entstehen durch
bakterielle Fermentation unverdauter Kohlenhydrate im Darm (Daniel & Wenzel, 2014).
Ihr Vorkommen wird also ebenso wie das der Tryptophanderivate durch das Mikrobiom
des Wirts determiniert. Die positiven Auswirkungen der kurzkettigen Fettsduren wie
Proprionat und Butyrat sind vielfach belegt. Kurzkettige Fettsduren sind fir die
Aufrechterhaltung der Darmbarriere von grolier Bedeutung (Peng et al., 2009) und
stehen aullerdem mit einer Verringerung der systemischen Entzindung im
Zusammenhang (Meijer et al., 2010). Eine Studie am Mausmodell belegte, dass die
RYGB-Gruppe eine signifikant héhere Gesamtmenge kurzkettiger Fettsduren im Zokum
aufwies (Liou et al., 2013). Ebenso zeigte eine Langsschnittstudie an humanen
Probanden eine erhdhte fakale Konzentration von Proprionat und Butyrat nach RYGB
(llhan et al., 2020). Im Gegensatz dazu zeigte eine jlingere Publikation von Seyfried et
al., dass es nach RYGB-Operation an Ratten zu einer verminderten Konzentration von
kurzkettigen Fettsduren in den Fakalien der Ratten kam (Seyfried et al., 2021). Zur
gleichen Erkenntnis kamen Tremaroli et al., die ebenso eine verminderte fakale
Produktion kurzkettiger Fettsduren in Menschen nach RYGB-Operation beschrieben
(Tremaroli et al., 2015). Die in der Literatur beschriebenen Auswirkungen des RYGB auf
die von der Darmflora produzierten kurzkettigen Fettsduren sind teilweise
widerspruchlich. An dieser Stelle sind weitere Studien sinnvoll, um herauszufinden, wie
sich die Gesamtkonzentration der einzelnen kurzkettigen Fettsduren nach RYGB-
Operation verandert und welche Rolle diese Veranderungen nach RYGB-Operation

spielen.

4.3.3 Gallensauren

Weitere Stoffwechselprodukte, die als Vermittler der Effekte nach RYGB-Operation
diskutiert werden, sind die Gallensauren. Bei den Gallensduren unterscheidet man
primare, vom Wirt produzierte Gallensauren von sekundaren, durch enterobakterielle
Dehydroxylierung, also durch das Mikrobiom determinierte Gallensauren (Loffler &
Mossner, 2014). Ubereinstimmende Daten zeigten, dass die RYGB-Operation die
Plasmagallensaure-Spiegel postprandial sowie nlichtern signifikant erhéht (Ahmad et
al.,, 2013; Pournaras et al.,, 2012). Die Operation fihrt neben der Erhéhung der

Plasmagallensaure-Spiegel zu einer Verminderung fakaler Gallensaure-Spiegel (llhan
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et al., 2020). Die aus der Leber stammenden primaren Gallensauren konzentrieren sich
aufgrund der Umleitung der Nahrung nach RYGB in der biliopankreatischen Schlinge.
Physiologischerweise wirden die Gallensauren erst im lleum absorbiert werden.
Aktuelle Untersuchungen zeigen jedoch, dass ein grofRer Teil nach Bypass bereits in der
biliopankreatischen Schlinge reabsorbiert wird (Ise et al., 2019). Gallensauren haben
pleiotrope Effekte, die Uber ihre Rolle in der Verdauung der Lipide hinausgeht. Sie sind
endokrine Faktoren, die verschiedene Rezeptoren wie FXR und TGR5 aktivieren und
die Freisetzung von Stoffwechselhormonen wie PYY und GLP-1 anregen, die wiederum
den Glucose- und Lipidstoffwechsel regulieren (Batterham & Cummings, 2016;
Haussinger & Loffler, 2014). Daruber hinaus kdnnten sie auch an der Regulation der IEB
beteiligt sein. Speziell fir sekundare Gallensauren konnte gezeigt werden, dass sie
einen direkten stabilisierenden Effekt auf die Darmbarrierefunktion haben (Lajczak-
McGinley et al., 2020). Die sekundaren Gallensduren Ursodesoxycholsaure und
Litocholsdure wirkten in einem Mausmodell, bei dem eine Darmentziindung durch
Induktion des Zusammenbruchs der epithelialen Barriere hervorgerufen wurde,
stabilisierend auf die epitheliale Barrierefunktion und schitzten vor Entziindung
(Lajczak-McGinley et al., 2020). Tremaroli et al. konnten zeigen, dass im Mikrobiom
RYGB-operierter Patientinnen mikrobielle Gene, die an der Dehydroxylierung von
primaren zu sekundaren Gallensauren beteiligt sind, vermehrt vorkommen (Tremaroli et
al., 2015). In einer Langsschnittstudie fanden Albaugh et al. heraus, dass sich die
Spiegel von Ursodesoxycholsaure, einer sekundaren Gallensaure, im ersten Monat nach
RYGB signifikant erhdhten (Albaugh et al., 2015).

4.3.3.1 Der Duodenal- und der Koloninhalt RYGB-operierter Ratten stabilisiert die
intestinale Barriere teilweise FXR-abhadngig
Ein moglicher molekularer Mechanismus Uber den die sekundaren, aber auch die
primaren Gallensauren, also die direkten Produkte des Wirts, ihre Wirkungen vermitteln,
konnte in der Aktivierung der Gallensaurerezeptoren FXR und TGRS liegen. Die
Relevanz beider Rezeptoren fir die Integritat der IEB konnte bereits tierexperimentell
belegt werden. Eine genetische Inaktivierung der Rezeptoren flhrt zum
Zusammenbruch der IEB im Mausmodell (Cipriani et al., 2011; Inagaki et al., 2006).
Aufbauend auf den Erkenntnissen dieser Arbeit wurden deshalb in weiteren
Simulationsexperimenten die Auswirkungen des Duodenal-, Jejunal- und Koloninhalts
von RYGB-operierten Ratten im Vergleich zu den Auswirkungen des Duodenal-, Jejunal-

und Koloninhalt von schein-operierten Ratten auf den transepithelialen Widerstand einer
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Caco-2-Zellmonolayer in Gegenwart von selektiven TGR5-/FXR-Antagonisten bzw.
TGRS-/FXR-Agonisten gemessen (Hankir et al., 2020). Mit dem lleuminhalt fanden keine
Messungen statt. Da diese Experimente nicht von mir persénlich durchgefihrt worden
sind, wurden die Ergebnisse nicht im Kapitel 3. Ergebnisse aufgefiihrt. Die Behandlung
mit dem FXR-Antagonisten hob in den Experimenten die positiven Auswirkungen des
Duodenal- und des Koloninhaltes, nicht jedoch die Auswirkungen des Jejunalinhaltes
auf die Barriere auf. Die Behandlung mit dem TGRS5-Antagonisten ergab keine
signifikanten Veranderungen des TEER. Der Duodenal-, Jejunal- und Koloninhalt der
schein-operierten Ratten wurde in einem weiteren Experiment mit jeweils einem TGR5-
/FXR-Agonisten versetzt. Dabei zeigte sich ebenfalls, dass nur die Behandlung mit dem
mit dem FXR-Agonisten versetzten Duodenal- und Koloninhalt die TEER-Werte der
Caco2-Zellen leicht erhdhte (Hankir et al., 2020).

Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass duodenale und kolonale Luminalfaktoren die
intestinale Barriere zumindest teilweise FXR-abhangig verbessern, wahrend jejunale
Faktoren dies FXR-unabhangig tun. Diese Erkenntnis wird durch die Tatsache gestutzt,
dass der Gallefluss postoperativ groRe Teile des Jejunums der Ratten umgeht. Der
Kernrezeptor FXR kdénnte somit nicht nur bezogen auf die Regulierung des
Kohlenhydrat-, Lipid- und Energiestoffwechsels (Beenken & Mohammadi, 2009; Li et al.,
2020; Zhang et al., 2006) sondern auch bezogen auf die Regulation der intestinalen
Barriere nach RYGB eine Schlisselrolle einnehmen (Hankir et al., 2020). In diesem
Zusammenhang sollte darauf hingewiesen werden, dass Ubereinstimmend gezeigt
werden konnte, dass die Gallensaure-Spiegel nach RYGB im Plasma erhéht sind, fakal
jedoch erniedrigt (Ilhan et al., 2020). Die fakale Erniedrigung der Konzentration der
Gallensauren ist dabei nicht gleichzusetzten mit einer Erniedrigung im gesamten
Darmtrakt. Die meisten Forschungsbemiihungen konzentrierten sich bisher lediglich auf
die Gesamtveranderungen des Gallensaurepools. Da Gallensduren aber sowohl als
Agonisten als auch als Antagonisten an den Rezeptoren wirken kénnen (Sayin et al.,
2013) und sich zudem in ihrer Potenz unterscheiden (Kawamata et al., 2003; Makishima
et al., 1999), kann nicht pauschal angenommen werden, dass durch eine hdhere
Konzentration an Gallensduren FXR und TGRS starker aktiviert werden als durch eine
niedrige Konzentration. Die Gallensaureprofile missen daher detailliert betrachtet
werden. Interessanterweise konnten Haange et al. zeigen, dass es im Dickdarm von
RYGB-operierten Ratten im Vergleich mit der korpergewicht-gematchten, schein-
operierten Kontrollgruppe zu einer Verminderung der Gesamtgallensaurenkonzentration

kam, die Konzentrationen von CDCA und Cholsaure aber erhdht waren (Haange et al.,
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2020). CDCA ist sehr potent, bezogen auf die Aktivierung von FXR (Makishima et al.,
1999). Daruber hinaus fanden sich im Dickdarm der RYGB-operierten Ratten eine
verminderte Konzentration von o- und R-Tauromuricholsdure. FUr diese beiden
Gallensauren konnte gezeigt werden, dass sie potente Antagonisten am FXR Rezeptor
sind (Sayin et al., 2013). Diese Daten liefern zusammen mit den Daten aus den
Simulationsexperimenten einen Hinweis darauf, dass es in Bezug auf die Regulierung
der Barrierefunktion nach RYGB wahrscheinlich nicht auf die
Gesamtgallensaurekonzentration im Darm sondern auf das Gallensaureprofil ankommt.
Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die RYGB-Operation die
intestinale Barriere durch eine Interaktion zwischen intestinalen luminalen Faktoren und
intestinaler FXR-Signalgebung stabilisiert. Neben den Gallensduren mussen noch
weitere luminale und zirkulierende Faktoren an der Regulation der intestinalen Barriere
nach RYGB beteiligt sein, darunter moéglicherweise Tryptophanderivate, kurzkettige
Fettsauren oder Faktoren des ENS. Zukiinftige Studien sind erforderlich, um dies zu

bestatigen und mdéglicherweise neue Faktoren zu entdecken.

4.4 Die DSG 2-Proteinmenge in Caco2-Zellen korreliert mit den Ergebnissen der
funktionellen Untersuchungen
Wie oben bereits erwahnt, entsprechen die Veranderungen der Proteinmenge der
Barriereproteine in den Vollwandresektaten denen der Caco2-Zellen nur teilweise. Dies
spricht daflir, dass neben den luminalen Faktoren zirkulierende, vom Wirt oder von der
Mikrobiota abgeleitete Faktoren, eine Rolle spielen. Auffallend war, dass die
Proteinmenge von DSG 2 mit den funktionellen Veranderungen im Transwellassay
sowie in der TEER-Messung korrelierte. Korrelation stellt jedoch keinen Beweis flr
Kausalitdt dar. Trotzdem sollte in zuklnftigen Experimenten, basierend auf dieser
Feststellung, die Rolle von DSG 2 an der Regulation der IEB nach RYGB untersucht
werden. Leider war es zum Zeitpunkt der Arbeit nicht mdglich, das Muster der
Proteinmengenveranderung von DSG 2 nach Schein-Operation bzw. RYGB in den
Vollwandresektaten zu analysieren. Die Rolle von DSG 2 nach RYGB kénnte in
Simulationsexperimenten, entsprechend dem in dieser Arbeit verwendetem Caco2-
Modell, allerdings mit DSG 2 Knockout-Zellen untersucht werden. Sollte sich hierbei eine
entscheidende Rolle von DSG 2 bestatigen, kénnte dies mit Hilfe von DSG 2-Knockout-

Mausen bestatigt werden.
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4.5 Ausblick

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals eine regionenspezfische
Regulation der Schliisselproteine der intestinalen Barriere nach RYGB gezeigt werden.
Mittels eines neuartigen Ansatzes konnte gezeigt werden, dass es sich bei den
vermittelnden Faktoren unter anderem um Iluminal wirkendende, im Darminhalt
befindliche Faktoren handelt. Lange Zeit wurden die Effekte des RYGB auf die reine
Gewichtsabnahme reduziert. Mittlerweile ist bekannt, dass die Effekte der Operation weit
Uber den Gewichtsverlust hinaus gehen und unter anderem die systemische Entziindung
und die damit einhergehende Insulinresistenz senken (Bojsen-Mgller et al., 2014; Monte
et al., 2012). Diese Arbeit konnte einen Teil dazu beitragen, die komplexen molekularen
Auswirkungen einer RYGB-Operation auf die intestinale Barriere besser zu verstehen
und soll als Grundlage fur weitere in vitro und in vivo Forschungsreihen dienen.
Langfristiges Ziel ist eine Identifikation der Faktoren, die nach RYGB zu einer
Barrierestabilisierung und zur Verbesserung der post-operativen Glucosehomdostase
wie der Senkung der Insulinresistenz beitragen. Dies konnte helfen, in Zukunft weitere

innovative Ansatze fir die Therapie des T2D zu entwickeln.
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5 Zusammenfassung

Die bariatrische Chirurgie ist momentan die einzige Therapieoption der morbiden
Adipositas mit der eine langfristige Gewichtsreduktion erreicht werden kann. Unter den
Operationsmethoden gilt der RYGB als eine der wirksamsten Behandlungen bezogen
auf den Gewichtsverlust und die Verbesserung von Begleiterkrankungen wie dem
Diabetes mellitus Typ 2. Daruber hinaus belegt eine wachsende Zahl an
Veroffentlichungen, dass der RYGB den Zustand chronischer Entzindung, wie er
typischerweise mit Adipositas einhergeht, verringern kann. Diese sogenannte
Endotoxamie geht unter anderem mit einer gestérten Integritdt der intestinalen
Epithelbarriere einher. Ziel der vorliegenden Arbeit war es eine Analyse der
Veranderungen von flr die Darmbarriere wichtigen Junktionsproteinen vorzunehmen,
um eine Grundlage fur kunftige mechanistische Untersuchungen zu schaffen. Dafur
wurden die Veranderungen von Barriereproteinen in Vollwandresektaten des
Duodenums, des Jejunums, des lleums sowie des Kolons von Ratten, die einen RYGB
erhalten hatten, mittels Western Blot Untersuchungen quantifiziert. Als Kontrollgruppe
dienten schein-operierte Ratten. Es kam zu tiefgreifenden Veranderungen der
analysierten Barriereproteine in den Vollwandresektaten. Interessanterweise
unterschieden sich die Verteilungsmuster der Veranderungen der Barriereproteinte
deutlich zwischen den einzelnen Darmregionen. Um herauszufinden, ob diese
Veranderungen durch regionale Veranderungen der Mikroumgebung nach RYGB-
Operation induziert wurden, wurden im reduktionistischen Zellkultursystem Stuhl-
Transferexperimente durchgefihrt. Caco2-Zellkulturen dienten hierbei als Modell fiir die
intestinale epitheliale Barriere. Es wurden funktionelle Messungen und quantitative
Analysen der Veranderungen der Barriereproteine der Zellkultur durchgefuhrt. Die
Funktionsmessungen zeigten, dass der Inhalt des Duodenums, des Jejunums sowie des
Kolons deutliche barrierestabilisierende Effekte auf die Caco2-Zellmonolayer hatte.
Zudem zeigten sich tiefgreifende Veranderungen der untersuchten Barriereproteine.
Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals eine regionenspezfische
Regulation der intestinalen Barriereproteine in Korrelation mit funktionellen Messungen

nach RYGB nachgewiesen.
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