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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 

über 18-jährigen Weltbevölkerung als übergewichtig. Als übergewichtig gilt, wer einen 

Body Mass Index (BMI) von über 25,0 kg/m2 hat. Damit hat sich die Prävalenz der 

Fettleibigkeit weltweit seit 1975 nahezu verdreifacht (World Health Organization, 2021). 

Die Prävalenz der Fettleibigkeit in Deutschland ist ebenfalls alarmierend. Laut Daten der 

GEDA 2014/2015 EHIS Studie sind in Deutschland 54 % der Erwachsenen 

übergewichtig einschließlich adipös (Schienkiewitz et al., 2017). Die sozialen und 

wirtschaftlichen Auswirkungen dieser Epidemie sind weitreichend und belasten nicht nur 

durch Komorbiditäten wie zum Beispiel Diabetes mellitus Typ 2 (T2D), Herz-Kreislauf-

Erkrankungen und Krebserkrankungen (Guh et al., 2009) die Patientinnen und Patienten 

selbst, sondern durch höhere Gesundheitsausgaben für adipöse Patientinnen und 

Patienten gegenüber normalgewichtigen (Cawley & Meyerhoefer, 2012) auch unser 

Gesundheitssystem. Durch Fehlzeiten und Produktivitätsverluste kommen weitere 

Kosten hinzu, die die wirtschaftspolitische Relevanz der Adipositas für unsere 

Gesellschaft noch verstärken. Die nachfolgende Abbildung 1 stellt die 

Gewichtsverteilung der deutschen Bevölkerung graphisch dar. Dabei ist deutlich 

ersichtlich, dass der Anteil der normalgewichtigen Frauen nur etwa die Hälfte ausmacht, 

wohingegen der Anteil normalgewichtiger Männer sogar weniger als die Hälfte der 

männlichen Bevölkerung darstellt.  
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Abbildung 1: Gewichtsverteilung der Bevölkerung Deutschlands 

Abbildung 1 stellt die Gewichtsverteilung der Bevölkerung Deutschlands graphisch dar. Das Gewicht wurde 

dafür anhand des BMI definiert. Für Untergewicht gilt ein BMI von weniger als 18,5 kg/m2, für Normalgewicht 

gilt ein BMI zwischen 18,5 kg/m2 und weniger als 25,0 kg/m2, für Übergewicht gilt ein BMI von mehr als 

25,0 kg/m2 bis weniger als 30,0 kg/m2 und für Adipositas gilt ein BMI von mehr als 30,0 kg/m2 (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 über 

die Norm hinausgehende Vermehrung des Körperfetts, die eine Beeinträchtigung der 

Gesundheit zur Folge haben kann, definiert (Ogden et al., 2007). Da es schwierig ist 

Körperfett direkt zu messen, wird Adipositas häufig als übermäßiges Körpergewicht und 

nicht als übermäßiges Fett definiert (Ogden et al., 2007). Um Adipositas für 

epidemiologische Studien zu klassifizieren, hat sich der BMI als nützliches, wenn auch 

grobes Maß für Fettleibigkeit auf Bevölkerungsebene etabliert (World Health 

Organization, 2000). Der BMI berechnet sich wie folgt: 

 

ܫܯܤ ൌ
݃݇�݊݅�ݐ݄ܿ݅ݓ݁݃ݎ݁ݎÚܭ
ሺܭÚݎ݃ݎ݁ݎÚé݁�݅݊�݉ሻଶ 

 

Der BMI ist eine geschlechts- und altersunabhängige Größe. Die nachfolgende Tabelle 1 

definiert Übergewicht sowie Adipositas Grad I, II und III 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 Ernährung, die ethnische 

Gruppe und das Aktivitätsniveau (World Health Organization, 2000). 
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Tabelle 1: Klassifikation der Adipositas bei Erwachsenen gemäß dem BMI 
Tabelle 1 definiert das Übergewicht eines Erwachsenen anhand des BMI. Die Tabelle zeigt eine 

vereinfachte Beziehung zwischen dem BMI und dem Risiko eine Komorbidität zu entwickeln (modifiziert 

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

Kategorie  BMI (kg/m2)  Risiko für Folgeerkrankungen 

Übergewicht  25,0 - 29.9  gering erhöht 

Adipositas Grad I   30,0 - 34,9  erhöht 

Adipositas Grad II   35,0 - 39,9  hoch 

Adipositas Grad III  t 40,0  sehr hoch 

 

Der BMI stellt allerdings nur ein grobes Maß des Körperfettanteils dar und lässt die 

Körperproportionen sowie Fettverteilung komplett außen vor. Adipositas prädisponiert 

für Folgeerkrankungen, von denen oben bereits drei wichtige genannt worden sind. Für 

genauere Berechnungen des Risikos von Adipositas-assoziierten Folgeerkrankungen ist 

ein Wissen um die Fettverteilung entscheidend. Hierfür kann der Taillenumfang als Maß 

verwendet werden. Er stellt, verglichen mit dem BMI, einen besseren Prädiktor für 

kardiovaskuläre 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 

überprüfte im Jahr 2000 die vorhandenen Daten über den Zusammenhang zwischen 

Taillenumfang und Morbidität und empfahl geschlechtsspezifische Cut-off-Werte. Ein 

Taillenumfang von über 94 cm bei Männern sowie über 80 cm bei Frauen weist auf ein 

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

 

1.1.2 Therapieoptionen bei Adipositas 
Aufgrund der schwerwiegenden persönlichen, sozialen und ökonomischen Folgen der 

Adipositas für Individuum und Gesellschaft sind effektive und nachhaltige 

Therapieansätze nötig. Diese lassen sich unterteilen in konservative, also nicht-

operative, und chirurgische Therapien (AWMF, 2018). Im Folgenden wird lediglich auf 

die chirurgische Therapie eingegangen. Unabhängig von der Art der durchgeführten 

bariatrischen Operation sind die Auswirkungen auf den Gewichtsverlust und die damit 

verbundenen Komorbiditäten den nicht-chirurgischen Eingriffen überlegen (Colquitt et 

al., 2014). Die Operationen stellen somit effektive Therapiemethoden mit andauerndem 

Erfolg dar.  
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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 Mortalität (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 durchgeführt (Angrisani 

et al., 2015). Darüber hinaus trägt wahrscheinlich vor allem die Tatsache, dass die 

operativen Eingriffe bezogen auf den Gewichtsverlust den konservativen Therapien 

überlegen 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. Primäres Ziel ist es, die 

Anatomie und Physiologie des Magen-Darm-Trakts so zu verändern, dass eine 

nachhaltige Gewichtsreduktion möglich ist. Nahrungsrestriktion lässt sich dabei durch 

die Verkleinerung des Magenvolumens erreichen, während Malabsorption durch eine 

funktionelle Verkürzung der Dünndarmpassage erreicht wird. Im Mittel wird dabei ein 

Jahr nach der Operation eine Gewichtsreduktion von 13,5 BMI-Punkten erzielt (Chang 

et al., 2014). Nicht nur im Hinblick auf die Gewichtsreduktion ist die chirurgische Therapie 

den konservativen Therapieverfahren überlegen, sondern auch im Hinblick auf die 

Kontrolle der Komorbiditäten und die Lebensqualität der Patientinnen und Patienten 

(Colquitt et al., 2014). Die Effektgröße der bariatrischen Chirurgie geht somit weit über 

die reine Gewichtsabnahme hinaus. Die oben beschriebene mechanische Einteilung in 

malabsorptive und restriktive Verfahren wird den komplexen Veränderungen, die sich 

nach bariatrischer Chirurgie im Körper 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 et al., 2014). Daher sollte die Einteilung in malabsorptiv und restriktiv aufgrund 

der zu einfachen Darstellung verlassen werden.  
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1.2.1 Indikationsstellung 
Der chirurgischen Therapie muss zunächst ein konservativer, multimodaler 

Behandlungsversuch über mehr als sechs Monate vorausgehen. Dieser beinhaltet eine 

Ernährungsumstellung, Bewegungstherapie und Verhaltensmodifikation, welche 

medikamentös unterstützt werden kann (AWMF, 2018). Die konservativen Maßnahmen 

gelten als erschöpft, wenn der Therapieversuch innerhalb der letzten zwei Jahre nicht 

zu einer Gewichtsabnahme von über 15 % bei einem BMI zwischen 35,0 kg/m2 und 

39,9 kg/m2 oder über 20 % bei einem BMI von 40,0 kg/m2 oder mehr führte (AWMF, 

2018). Die Indikation für einen adipositaschirurgischen Eingriff kann gestellt werden, 

wenn der konservative Therapieversuch gescheitert ist und der BMI über 40,0 kg/m2 

oder über 35,0 kg/m2 liegt und bereits Folgeerkrankungen eingetreten sind. Liegt der 

BMI über 50,0 kg/m2, kann auch ohne vorrausgegangene konservative Therapie eine 

Primärindikation gestellt werden (AWMF, 2018).  

Die Verbesserung metabolischer Parameter nach adipositaschirurgischen Eingriffen ist 

mehr als nur ein Nebeneffekt dieser. Daher bezeichnet der Begriff Ämetabolische 

Chirurgie³ 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 zurückzuführen ist, sondern 

dass die veränderte Anatomie über eine Modifikation der intestinalen 

Hormonfreisetzung, eine Veränderung des Gallensäurestoffwechsels und ein 

verändertes Mikrobiom zu einer Verbesserung des Glucosestoffwechsels führt 

(Batterham & Cummings, 2016; Corteville et al., 2014; Pournaras et al., 2012). Diese 

Veränderungen werden im Abschnitt 1.3 genauer aufgeführt. Die Indikation für einen 

metabolischen Eingriff kann bei einem BMI > 40,0 kg/m2 und einem koexistenten T2D 

auch ohne vorausgegangene konservative Therapie gestellt werden. Auch Patientinnen 

und Patienten mit einem BMI zwischen 35,0 kg/m2 und 40,0 kg/m2 und einem 

koexistenten T2D, bei denen es in der Vergangenheit nicht gelang, die individuellen 

diabetesspezifischen Zielwerte gemäß der nationalen Versorgungsleitlinie zu erreichen, 

sollte eine metabolische Operation empfohlen werden. Bei Patientinnen und Patienten 

mit einem BMI zwischen 30 kg/m2 und 35 kg/m2 und einem T2D, bei denen es ebenfalls 

nicht gelang die individuellen diabetesspezifischen Zielwerte gemäß der nationalen 

Versorgungsleitlinie zu erreichen, sollte ein Eingriff in Erwägung gezogen werden 

(AWMF, 2018). Es existiert kein für alle Patientinnen und Patienten pauschal zu 

empfehlendes Operationsverfahren (AWMF, 2018), da sich die Wirkweisen, die Effekte 

und die Auswirkungen auf bestehende Begleiterkrankungen der adipositaschirurgischen 
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und der metabolischen Operationen deutlich unterscheiden (Padwal et al., 2011). Die 

Verfahrenswahl sollte daher unter Berücksichtigung individueller Faktoren wie dem BMI, 

den Komorbiditäten aber auch psychosozialen Faktoren, individuell und unter 

Berücksichtigung des Patientenwunsches erfolgen (AWMF, 2018). Bezogen auf die 

Gewichtsabnahme und die Verbesserung der Komorbiditäten sind der Roux-en-Y 

Magenbypass (RYGB) sowie die Schlauchmagen-Operation effektiver als andere 

Verfahren. Bei Personen mit sehr hohem BMI führt allerdings die biliopankreatische 

Diversion mit duodenalem Switch zu einer größeren Gewichtsabnahme als die RYGB-

Operation (Colquitt et al., 2014). Die RYGB- und die Schlauchmagen-Operation sind die 

in Deutschland am häufigsten durchgeführten Verfahren (Angrisani et al., 2015; AWMF, 

2018). Die Eingriffe werden hierzulande an zertifizierten Zentren durchgeführt (AWMF, 

2018).  

 

1.3 Die Physiologie des RYGB 
Da die Experimente für diese Arbeit ausschließlich an Ratten, die zuvor eine RYGB-

Operation erhalten haben, durchgeführt worden sind, wird im Folgenden lediglich diese 

Operationstechnik genauer vorgestellt. Der Magenbypass wurde erstmals 1969 von 

Edward E. Mason und Chikashi Ito durchgeführt (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 Dünndarms modifiziert, um einen Gallerückfluss 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 Körper. 

Anschließend erfolgt die Rekonstruktion des Dünndarms nach Roux-en-Y. Hier wird die 

biliopankretatische Schlinge auf ca. 50 cm und die alimentäre Schlinge auf 150 cm 

ausgemessen. Die alimentäre 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 maßstabsgetreue 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 präoperativ, sowie in B die 

Rekonstruktion nach RYGB. Es handelt sich hierbei nicht um eine maßstabsgetreue Darstellung. Die 

alimentäre 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 Effektivität des RYGB im Hinblick auf den Gewichtsverlust und die Verbesserung 

von Komorbiditäten ist unbestritten. Keine derzeit verfügbare nicht-chirurgische 

Behandlungsmethode für morbide Adipositas erreicht die klinische Wirksamkeit von 

metabolischen Operationen wie dem RYGB (Colquitt et al., 2014). Der Eingriff führt ein 

Jahr nach der Operation zu einer Gewichtsreduktion um im Durchschnitt 14,5 BMI-

Punkte. Die Gewichtsreduktion ist dabei über die folgenden Jahre anhaltend (Chang et 

al., 2014). Ebenso führt die RYGB-Operation in 77 % der Fälle zu einer Remission des 

T2D (Panunzi et al., 2015). Auch weitere Folgeerkrankungen wie der arterielle 

Hypertonus, die Dyslipidämie oder die Schlafapnoe konnten durch die Operation 

signifikant verbessert werden (Chang et al., 2014). Die molekularen Wirkmechanismen 

sind jedoch nicht abschließend geklärt. Fest steht, dass Malabsorption und 

Nahrungsrestriktion alleine nicht ausreichen, um die positiven Auswirkungen auf die 

Folgeerkrankungen der Adipositas zu erklären (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 veränderte Anatomie und Physiologie nach RYGB im Sinne eines 

magenbypassspezifischen, gewichtsunabhängigen 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 

Pouch 

 

 

Alimentäre Schlinge 

Biliodigestive Schlinge 
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(Pories et al., 1995; Pournaras et al., 2010), stützen jedoch die These eines 

magenbypassspezifischen, gewichtsunabhängigen Mechanismus, der die positiven 

Wirkungen vermittelt. Zudem sind die Effekte des RYGB auf die Diabetesremission, 

abgesehen von der biliopankreatischen Diversion, größer als bei anderen bariatrischen 

Operationen (Panunzi et al., 2015) und unabhängig von der Gewichtsabnahme 

(Pournaras et al., 2010). 

Verschiedene Ursachen für die positiven postbariatrischen Effekte wurden in der 

Vergangenheit postuliert. Als mögliche Ursachen wurden eine veränderte 

Nahrungspräferenz (Le Roux et al., 2011), ein gesteigertes Sättigungsgefühl durch die 

Freisetzung von sättigungsfördernden Darmhormonen wie Glucagon-like Peptide 1 

(GLP-1) (Korner et al., 2007) oder Peptid Tyrosin-Tyrosin (PYY) (Oliván et al., 2009), 

eine Verschiebung des Gallensäurestoffwechsels in Verbindung mit einer veränderten 

Signalübertragung über Rezeptoren wie zum Beispiel dem nuklearen 

Gallensäurerezeptor Farnesoid-X-Rezeptor (FXR) (Arble et al., 2015; W. Wang et al., 

2019), eine verringerte Endotoxämie (Monte et al., 2012), ein verändertes Mikrobiom 

(Ilhan 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 größte endokrine Organ 

des menschlichen Körpers und produzieren eine Vielzahl verschiedener Hormone und 

Signalmoleküle, die die vielfältigen Aspekte der Verdauungsphysiologie regulieren 

(Lüllmann-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 Ileum und 

Kolons sowie das glucoseabhängige insulinotrope Peptid (GIP) aus den duodenalen K-

Zellen eingegangen (Löffler, 2014; Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). 

GLP-1 ist ein Inkretin, das nahrungsaufnahmeabhängig aus den L-Zellen des unteren 

Gastrointestinaltrakts ausgeschüttet wird, die Insulinausschüttung aus den ß-Zellen des 

Pankreas steigert und so zu einer höheren Glucosetoleranz beiträgt (Lüllmann-Rauch & 

Asan, 2019). Der sogenannte Inkretineffekt beschreibt die höhere Insulinantwort auf oral 

zugeführte Glucose, vermittelt durch Darmhormone, im Vergleich zu intravenös 

aufgenommener Glucose (Nauck et al., 1986). Neben dem insulinotropen Effekt von 

GLP-1 führt das Hormon zu einer verzögerten Magenentleerung, einer Appetithemmung 
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(Lüllmann-Rauch & Asan, 2019), einer Hemmung der Glucagonausschüttung (Drucker, 

2002) und darüber 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 Ausmaß der Gewichtsabnahme deutlich 

geringer und beträgt schätzungsweise 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 Erhöhung des GLP-1 Spiegels (Korner et al., 2007). Die 

verstärkte GLP-1 Antwort auf die Einnahme von Mahlzeiten oder auf eine orale 

Glucosebelastung tritt früh nach der Operation auf und ist weitgehend unabhängig vom 

Gewichtsverlust (Laferrère et al., 2007; Laferrère et al., 2008; Pournaras et al., 2010). 

Die vermehrte Ausschüttung und die daraus resultierende Wirkung auf die 

Insulinsekretion werden von vielen Arbeitsgruppen als Vermittler der im Vergleich zu Diät 

oder Magenband größeren Verbesserung der Glucosespiegel nach Magenbypass 

angesehen (Korner et al., 2007; Laferrère et al., 2008). Darüber 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 dafür, dass die 

Verbesserung der Glucosetoleranz nach einer dem RYGB technisch ähnlichen 

Operation mitunter durch eine verstärkte 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 Erhöhung der GLP-1 Spiegel nicht zwischen den 

Patientinnen und Patienten mit Diabetes-Remission und ohne Remission unterscheidet 

(Jiménez et al., 2013). Ihre Daten bestätigen zwar, dass die postprandiale GLP-1 

Antwort bei Patientinnen und Patienten mit T2D nach RYGB langfristig erhöht ist, dass 

dies aber nicht unbedingt mit der Remission des T2D verbunden ist. 

Zusammengenommen zeigen diese Daten, dass GLP-1 allein nicht für 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 Veränderungen, 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 (Löffler, 2014). Eine klinische Studie konnte zeigen, dass PYY 

darüber hinaus Auswirkungen auf die Energiehomöostase des Menschen hat. Nach 
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Infusion von PYY erhöhte 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 erhöhte 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 erhöht sich die Konzentration von PYY postprandial und ist im 

Vergleich zu einer gewichtsverlustäquivalenten Diät, einem äquivalenten 

Gewichtsverlust durch Magenband-Operation sowie zu schlanken und fettleibigen 

Kontrollpersonen signifikant erhöht (le Roux et al., 2006; Oliván et al., 2009). Der ebenso 

erhöhte 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 führen sind bislang nicht gänzlich 

geklärt. Auch fehlen einheitliche Daten zur Energiebilanz nach RYGB beim Menschen 

(Corteville et al., 2014). Trotzdem spricht vieles dafür, dass auch hier die veränderten 

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 stärker 

als jedes Hormon für sich (Neary et al., 2005). Darüber hinaus besteht eine Beziehung 

zwischen der Höhe des Gewichtsverlustes nach Magenbypass und der Höhe 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 für die nach RYGB-Operation 

erhöhten Spiegel von GLP-1 und PYY wird ein sekretorischer Stimulus auf die distalen 

L-Zellen angenommen, welcher durch die chirurgische Rekonstruktion und die 

Veränderung der Physiologie und der Anatomie des Gastrointestinaltrakts zustande 

kommt (Batterham & Cummings, 2016). Es wird angenommen, dass die hohe 

Konzentration unverdauter Nährstoffe die L-Zellen im Ileum stimuliert (Feng et al., 2013). 

Ein weiteres Darmhormon, auf das im Folgenden näher eingegangen werden soll, ist 

GIP. Es wird vorwiegend aus den duodenalen K-Zellen ausgeschüttet und trägt neben 

GLP-1 zum Inkretineffekt bei (Löffler, 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 erhöhte (Laferrère et al., 2007) oder verminderte 

postprandiale bzw. nach oraler Glucosebelastung gemessene Spiegel (Korner et al., 

2007). Korner et al. stellten für ihre nach RYGB-Operation niedriger gemessene GIP-

Werte die Vermutung auf, dass durch die Umleitung der Nährstoffe der proximale 

Dünndarm, in dem GIP vor allem synthetisiert wird, nicht mit Nährstoffen 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 (Löffler, 2014). Es 

wird überwiegend im Magen gebildet (Löffler, 2014). Jedoch ist auch hier die Datenlage 

nicht eindeutig und teils sogar widersprüchlich. Übergewicht sorgt häufig für einen 

niedrigen Ghrelin-Spiegel, was physiologisch sinnvoll ist (Tschöp et al., 2001). 

Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass ein diätinduzierter Gewichtsverlust den 

Ghrelin-Spiegel ansteigen lässt, während ein Gewichtsverlust aufgrund eines 

Magenbypasses zu einem verminderten Ghrelin-Spiegel führt (Cummings et al., 2002). 

Holdstock et al. dagegen zeigten, dass es nach der Durchführung des RYGB zu einer 

Erhöhung 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 veränderten 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 begründet liegt. Die Rolle der einzelnen Hormone und deren Auswirkungen 

auf den Organismus nach RYGB-Operation ist trotz zahlreicher Studien bisher nicht 

abschließend geklärt.  
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1.3.2 Die Auswirkungen des RYGB auf den Gallensäurestoffwechsel 
Die Biosynthese der primären Gallensäuren aus Cholesterin geschieht in der Leber. 

Nach Aktivierung der Carboxylgruppe folgt die Konjugation mit Taurin bzw. Glycin. Die 

konjugierten Gallensäuren werden in die Gallenflüssigkeit sezerniert. Im Darm entstehen 

durch enterobakterielle Dehydroxylasen die sekundären Gallensäuren. Über 90 % der 

Gallensäuren werden im Ileum mit Hilfe eines aktiven Transportsystems resorbiert und 

über das Pfortadersystem zur Leber zurückgebracht. Dort stehen sie dann wieder für die 

Sekretion in die Gallenflüssigkeit zur Verfügung (Löffler & Mössner, 2014). Gallensäuren 

haben pleiotrope Effekte, die über ihre Rolle in der Verdauung hinaus gehen (Löffler & 

Mössner, 2014). Eine veränderte Zusammensetzung bzw. Konzentration der 

Gallensäuren kann daher über multiple Effekte eine Verbesserung der Stoffwechsellage 

des Körpers vermitteln (Batterham & Cummings, 2016; Corteville et al., 2014; Pournaras 

et al., 2012). 

Die mit Fettleibigkeit typischerweise einhergehende, postprandial abgeschwächte 

Gallensäureantwort kann durch eine bariatrische Operation, wie die RYGB-Operation, 

wieder hergestellt werden (Ahmad et al., 2013). Der RYGB erhöht postoperativ die 

Konzentration der im Blut zirkulierenden postprandialen bzw. Nüchtern-

Gesamtgallensäure-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 

Nüchtern-Gallensäureantwort nach einer vertikalen Gastroplastik bzw. einem 

Magenband war gegenüber der des RYGB deutlich abgeschwächt (Pournaras et al., 

2012; Tremaroli et al., 2015). Wie genau es zu den erhöhten Plasmagallensäure-

Spiegeln nach RYGB kommt, ist bisher nicht bis ins Detail verstanden. Eine verminderte 

fäkale Ausscheidung (Ilhan et al., 2020) in Kombination mit einer verstärkten bzw. 

veränderten Resorption könnten ursächlich sein (Ise et al., 2019). Es konnte gezeigt 

werden, dass eine Operation, die einem RYGB technisch sehr ähnlich ist, zu einer 

verstärkten Gallensäureresorption in der biliopankreatischen Schlinge führt und so die 

Zirkulation der Gallensäuren nach RYGB grundsätzlich ändert (Ise et al., 2019). Eine 

Untersuchung von Haange et al. zeigte, dass es im Dickdarm von RYGB-operierten 

Ratten im Vergleich mit der körpergewicht-gematchten, schein-operierten 

Kontrollgruppe zu einer Verminderung der Gesamtgallensäurekonzentration kommt 

(Haange et al., 2020). Allerdings galt dies für unterschiedliche Gallensäuren in 

unterschiedlichem Ausmaß. So zeigten sich einzelne Gallensäuren, wie die 

Chenodesoxycholsäure (CDCA) und die Cholsäure nach RYGB-Operation erhöht.  
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Ein wichtiger Faktor, der die Zusammensetzung der Gallensäuren darüber hinaus 

determiniert, ist das intestinale Mikrobiom. Gallensäuren und Darmmikrobiota 

beeinflussen sich gegenseitig und werden beide durch eine RYGB-Operation verändert. 

Vor allem die Konzentration und Zusammensetzung der sekundären Gallensäuren wird 

durch das Mikrobiom determiniert (Sayin et al., 2013).  

Die Auswirkungen einer RYGB-Operation auf den Gallensäuremetabolismus sind 

komplex und verändern die Zirkulation, die Zusammensetzung sowie den Gesamt-

Spiegel nachhaltig. Es ist aktuell von großem Interesse, inwieweit der veränderte 

Gallensäurestoffwechsel postoperativ zu den metabolischen Vorteilen, die eine RYGB-

Operation mit sich bringt, beiträgt bzw. inwieweit er in die Wirkmechanismen involviert 

ist. Bisherige Forschungsbemühungen konzentrierten sich oftmals lediglich auf 

Veränderungen des Gallensäurepools im Plasma. Um die Rolle der Gallensäuren an 

den metabolischen Veränderungen nach RYGB-Operation weiter aufzuklären, bedarf es 

in Zukunft weiteren ausführlichen Studien, die neben der Zusammensetzung der 

Gallensäuren im Plasma nach RYGB auch Auskunft über deren Konzentration und 

Zusammensetzung in den einzelnen Darmsegmenten sowie fäkal geben. Dies ist 

entscheidend, da bekannt ist, dass unterschiedliche Gallensäuren verschiedene Effekte 

auf Rezeptoren wie den FXR oder den G-Protein-gekoppelten Gallensäurenzeptor 

TGR5 haben können. So ist die Gallensäure CDCA ein starker Agonist am FXR-

Rezeptor, die Gallensäure Muricholsäure ein Antagonist (Parks et al., 1999; Sayin et al., 

2013). Auch für TGR5 konnte belegt werden, dass verschiedene Gallensäuren den 

Rezeptor mit unterschiedlicher Potenz aktivieren können (Kawamata et al., 2003). 

Aktuell stehen die beiden Rezeptoren bzw. ihre Rolle als mögliche Vermittler der 

pleiotropen Effekte des veränderten Gallensäuremetabolismus nach RYGB im 

Vordergrund des wissenschaftlichen Interesses. Mehrere tierexperimentelle Studien 

belegen die Relevanz von FXR für die Glucosehomöostase. Die Gallensäuren 

vermittelte FXR-Signalübertragung trägt in einem diabetischen Mausmodell durch 

Hemmung der Gluconeogenese zur Verbesserung der Hyperglykämie sowie zu einer 

Verbesserung der Insulinempfindlichkeit bei (Zhang et al., 2006). Durch die Gabe eines 

FXR-Agonisten an fettleibige Mäuse konnten multiple positive Effekte auf deren 

Stoffwechsel ausgelöst werden (Cariou et al., 2006). Eine andere Arbeitsgruppe 

bestätigte die Relevanz von FXR für die Glucosehomöostase nach RYGB, indem sie 

belegten, dass der Rezeptor körpergewichtunabhängig zur Blutzuckerkontrolle nach 

RYGB beiträgt (Li et al., 2020). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass FXR ein 

potenzieller Vermittler der Stoffwechseleffekte des RYGB sein könnte. Die Erhöhung 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 könnten. Fibroblast Growth Factor-19 ist ein intestinaler Faktor der den 

Glykogen-Spiegel auf eine insulinunabhängige Weise reguliert (Kir et al., 2011) und die 

hepatische Gluconeogenese hemmen kann (Potthoff et al., 2011). Er reguliert 

Gallensäure-, Kohlenhydrat-, Lipid- und Energiestoffwechsel und könnte damit in 

Zukunft eine wichtige therapeutische Option für die Behandlung von T2D und den damit 

verbundenen Erkrankungen darstellen (Beenken & Mohammadi, 2009).  

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass primäre und sekundäre Gallensäuren 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 

Gallensäuren die intestinalen enteroendokrinen L-Zellen stimulieren und so die 

Ausschüttung von GLP-1 fördern, allerdings weniger stark wie die Kombination beider 

(Pournaras et al., 2012). Die Förderung der GLP-1 Ausschüttung durch die Gallensäuren 

könnte unter anderem über die Aktivierung von TGR5 in enteroendokrinen Zellen des 

distalen Dünndarms vermittelt werden (Batterham & Cummings, 2016).  

Für diese Arbeit von entscheidender Bedeutung sind die Auswirkungen der 

Gallensäurezusammensetzung 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 Mäusen zum Zusammenbruch 

der IEB führt (Cipriani et al., 2011; Inagaki et al., 2006) unterstützt die Hypothese, dass 

Gallensäuren neben den bereits beschriebenen Effekten auch an der 

Barriereregulierung nach RYGB beteiligt sein könnten.  

 

1.3.3 Die Auswirkungen des RYGB auf das intestinale Mikrobiom 
Unsere Darmmikroben sind an der Regulierung der Energiehomöostase sowie der 

Fettspeicherung beteiligt und spielen daher bei der Adipositas und ihren 

Folgeerkrankungen eine große Rolle (Tremaroli & Bäckhed, 2012). Veränderungen 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 Mäuse mit 
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dem intestinalen Mikrobiom von fettleibigen Spendern führte zu einer signifikanten 

Zunahme der Gesamtkörperfettmasse der Mäuse, ohne dass diese signifikant mehr 

Kalorien zu sich nahmen als die Mäuse, die mit den Darmmikroben von nicht-adipösen 

Spendern besiedelt wurden (Turnbaugh et al., 2006). Weitere Studien haben gezeigt, 

dass keimfreie Mäuse vor Glucoseintoleranz und Insulinresistenz geschützt sind, die 

durch eine fettreiche Ernährung hervorgerufen werden (Bäckhed et al., 2007; Ding et al., 

2010). Ding et al. konnten darüber hinaus zeigen, dass das Mikrobiom und die 

kalorienhaltige Diät zusammen proinflammatorische Veränderungen im Dünndarm 

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 (Ilhan et al., 2020; Liou et al., 2013; Tremaroli et al., 2015). Dies führt folglich 

auch zu einer Veränderung der vom Mikrobiom produzierten und freigesetzten 

Metabolite, wie zum Beispiel den sekundären Gallensäuren (Ilhan et al., 2020), 

Tryptophanderivanten (Jennis et al., 2018) oder den kurzkettigen Fettsäuren (Liou et al., 

2013). Man geht davon aus, dass dies ein entscheidender Wirkmechanismus des RYGB 

sein könnte. Gestützt wird diese These vor allem durch Transferexperimente an 

keimfreien Mäusen. 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 Endotoxämie der 

Mäuse führte (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 Mäuse, führte zu niedrigeren Blutzuckerspitzenwerten während eines 

oralen Glucosetoleranztests (OGTT) (Arora et al., 2017). Die von Tremaroli et al. 

durchgeführten Transferexperimente zeigten, dass es bei keimfreien Mäusen nach 

Transfer von humanem Darminhalt von Patientinnen, die einen RYGB bekommen 

hatten, zu einer Verminderung der Fettdepots der Mäuse kam, verglichen mit den 

Mäusen, die Darminhalt von adipösen 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 Endotoxämie und Verbesserung der Glucosehomöostase 

spielt. Tremaroli et al. konnten darüber hinaus zeigen, dass die Veränderung der 

Darmmikrobiota BMI unabhängig ist (Tremaroli et al., 2015). Dem gegenüber steht die 
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Feststellung von Cottilard et al, dass diätetische Maßnahmen den Genreichtum der 

Mikrobiota erhöhen und ihre Zusammensetzung in Richtung derjenigen von schlanken 

Personen verschieben (Cotillard et al., 2013).  

Fünf Bakterienabteilungen dominieren das humane intestinale Mikrobiom, darunter sind 

Aktinobakterien, Bacteroidaceae, Firmicuten, Proteobakterien und Verrucomikrobien, 

von denen Bacteroidaceae und Firmicuten über 90 % der gesamten Darmmikrobiota 

ausmachen (Harris et al., 2012). Nach RYGB konnte übereinstimmend 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 überraschend ist, da 

Proteobakterien zu den gram-negativen Bakterien gehören. Sie werden aufgrund ihrer 

entzündungsfördernden Eigenschaften im Allgemeinen nicht als nützlich betrachtet 

(Cani et al., 2007). Daneben verändert die RYGB-Operation auch die relative Häufigkeit 

der Firmicuten und Bacteroidaceae. Beide sind nach RYGB relativ vermindert (Li et al., 

2011; Tremaroli et al., 2015). Allerdings gilt das für die Firmicuten in uneinheitlicher 

Weise, da einzelne Gattungen nach RYGB auch relativ vermehrt vorkamen (Ilhan et al., 

2020). Für Akkermansia muciniphila, eine Gattung der Verrucomikrobien konnte 

einheitlich gezeigt werden, dass ihre relative Häufigkeit nach RYGB erhöht ist (Ilhan et 

al., 2020; Liou et al., 2013) und Fettleibigkeit sowie Diabetes mit einer verringerten 

relativen Häufigkeit 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 schützt 

(Chelakkot et al., 2018; Depommier et al., 2019).  

 

1.3.4 Die Auswirkungen des RYGB auf die systemische Endotoxämie 
Als systemische Endotoxämie bezeichnet man die Verlagerung entzündungsfördernder, 

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 zurückzuführen ist, wenn die Integrität der Barriere beeinträchtigt und 

die Permeabilität des Darms erhöht ist (Harris et al., 2012). LPS enthält ein Pathogen 

assoziiertes molekulares Muster, das Lipid-A, welches nach Bindung an den Toll-

Like Rezeptor-4 viele gut charakterisierte, entzündungsfördernde Signalkaskaden in 

Gang setzt (Lu et al., 2008).  
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Mehrere Studien haben über erhöhte zirkulierende LPS-Spiegel bei Personen mit 

Adipositas und/oder T2D berichtet (Cox et al., 2017; Pussinen et al., 2011; Trøseid et 

al., 2013). Der Zusammenhang von Adipositas und Endotoxämie konnte auch durch 

Messung höherer proinflammatorischer Zytokin-Spiegel, wie Tumornekrosefaktor D 

(TNFD) und Interleukin-6 (IL-6), im Blut adipöser Patientinnen und Patienten gegenüber 

normalgewichtigen belegt werden (Bahceci et al., 2007). In einer Ernährungsstudie 

konnte gezeigt werden, dass bereits nach einer einmonatigen Diät mit einem Fettanteil 

von 40 % die LPS-Konzentration im Plasma steigt (Pendyala et al., 2012). 

Tierexperimentell konnte durch kontinuierliche Infusion von Endotoxinen in Mäuse belegt 

werden, dass die chronische Entzündung zur Entwicklung von Fettleibigkeit und 

Insulinresistenz führt (Cani et al., 2007). Eine Störung der Darmbarriere sowie die 

geringradige Entzündung sind ein gemeinsames charakteristisches Merkmal von 

Stoffwechselerkrankungen (Everard & Cani, 2013). Dies stützt folgende These: Ein mit 

Fettleibigkeit assoziierter undichter Darm ermöglicht die Passage von mikrobiellen 

Produkten wie LPS durch die Schleimhaut. Diese Passage verursacht eine metabolische 

Endotoxämie, die sich in einem moderaten Anstieg der LPS-Konzentration im Plasma 

manifestiert. Die systemische Entzündungsreaktion fördert die Entwicklung von 

Stoffwechselerkrankungen (Cani et al., 2007; Everard & Cani, 2013; León-Pedroza et 

al., 2015; Moreira et al., 2012). Insofern gilt die systemische Endotoxämie zunehmend 

als anerkannter ätiologischer Faktor der mit Fettleibigkeit einhergehenden 

Insulinresistenz und des T2D (Chakaroun et al., 2020). 

Klinische (Monte et al., 2012; Trøseid et al., 2013; Yang et al., 2014) und präklinische 

Studien (Guo et al., 2019; Wu et al., 2019) konnten zeigen, dass der RYGB die 

systemische Endotoxämie abschwächt und zu einer Reduktion des chronischen 

Entzündungszustandes beiträgt.  

 

1.3.5 Die Auswirkungen des RYGB auf die intestinale epitheliale Barriere 
Die ersten Hinweise darauf, dass Adipositas mit einer erhöhten intestinalen 

Permeabilität verbunden sein könnte, stammen aus Tiermodellen (Brun et al., 2007; 

Cani et al., 2009). Als Hauptfolge der Störung der Darmbarriere wird, wie im Abschnitt 

1.3.4 bereits beschrieben, das Eindringen von Toxinen aus dem Darmlumen vermutet, 

welches zu einer chronischen Entzündung führt und Insulinresistenz sowie weitere 

Stoffwechselerkrankungen vermittelt (Cani et al., 2007; Everard & Cani, 2013; León-

Pedroza et al., 2015; Moreira et al., 2012). Das Darmmikrobiom interagiert sehr eng mit 

dem Darmepithel. Es stellt eine Schlüsselkomponente der Darmbarriere dar, indem es 
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den Metabolismus, die Proliferation und somit die Aufrechterhaltung der IEB beeinflusst 

(Neish, 2009). So können zum Beispiel, die von der intestinalen Mikrobiota 

abgesonderten Fermentationsprodukte wie kurzkettige Fettsäuren zur Unterdrückung 

der entzündungsbedingten Zytokinsekretion beitragen (Tedelind et al., 2007). Außerdem 

können 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 et al., 2017; Wang et al., 2020). Es wird daher postuliert, dass die verbesserte 

Barrierefunktion nach RYGB über eine Verminderung der Endotoxämie zu einer 

Abschwächung der Insulinresistenz und zur verbesserten Blutzuckerkontrolle sowie zur 

Verbesserung der Adipositas-assoziierten Erkrankungen nach RYGB führt. Die 

zugrundeliegenden molekularen und zellulären Mechanismen sind jedoch nach wie vor 

wenig verstanden. Wie bereits eingeführt, ist möglicherweise die Darmmikrobiota oder 

das durch sie verursachte Milieu das zentrale externe Organ, welches zu einer 

Stabilisierung der Integrität der IEB beiträgt. Daneben könnte es sich bei den 

vermittelnden Faktoren auch um Faktoren des Wirts, wie zum Beispiel die Gallensäuren 

handeln. Es ist momentan nicht geklärt, 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 Zäkum-, aber nicht ihren Ileuminhalt auf keimfreie Mäuse übertragen 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 Körper ist täglich einer Vielzahl potenziell schädlicher Substanzen und 

Krankheitserreger ausgesetzt. Insbesondere der Darm ist aufgrund seiner Oberfläche 

von durchschnittlich 32 m2 (Helander & Fändriks, 2014) einer besonders hohen 

Antigenbelastung ausgesetzt. Die Darmmikrobiota eines Erwachsenen beherbergt etwa 

1013 Bakterienzellen (Sender et al., 2016). Das Immunsystem des Darms muss daher 

tolerant gegenüber kommensalen Mikroorganismen agieren, den Übertritt 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 Nährstoffen und Elektrolyten nachkommen kann, 

muss die Barriere selektiv bestimmte Stoffe passieren lassen. Nur so kann eine innere 

Homöostase gewährleistet werden (Salvo Romero et al., 2015; Turner, 2009). Eine 

intakte Barriere ist somit eine wichtige Voraussetzung für die menschliche Gesundheit. 

Dies wird vor allem dadurch verdeutlicht, dass eine gestörte intestinale Barrierefunktion 

mit zahlreichen Erkrankungen assoziiert ist (Turner, 2009), auf die im Abschnitt 1.5 

näher eingegangen wird.  

 

1.4.1 Aufbau der Darmbarriere 
Ein komplexes Zusammenwirken chemischer und physikalischer Barrieren sowie 

immunologischer Verteidigungslinien gewährleistet die Barrierefunktion des Darms 

(Salvo Romero et al., 2015; Schlegel et al., 2021). Die Bestandteile der IEB können in 

extrazelluläre und zelluläre Komponenten eingeteilt werden, welche im Folgenden 

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

 

1.4.1.1 Extrazelluläre Komponenten 
Die am weitesten luminal gelegene extrazelluläre Komponente der IEB ist eine zwei-

phasige Muzin-Schicht die von den Becherzellen gebildet wird (Lüllmann-Rauch & Asan, 

2019). Die äußere, dickere und lockerere Phase ist der Lebensraum der kommensalen 

Bakterien (Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). Die innere Schicht stellt eine Art 

mechanische Schutzzone dar und verhindert durch ein sehr enges Muzin-Netz das 

Eindringen der Bakterien (Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). Zudem beinhaltet sie 

antimikrobielle Peptide, welche von Paneth-Zellen sezerniert werden, sowie 

sekretorisches Immunglobulin A (Lüllmann-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 Zelluläre Komponenten 
Die sogenannte Darmflora befindet sich in der äußeren Muzin-Schicht (Lüllmann-Rauch 

& Asan, 2019). Im Abschnitt 1.3.5 wurde bereits erläutert, 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). Darüber hinaus 

schränkt die Darmflora die Besiedlung durch Krankheitserreger ein, indem sie mit ihnen 
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um Nährstoffe und die ökologische Nische konkurriert (Neish, 2009). Kommt es zur 

Dysbiose, einem Ungleichgewicht zwischen physiologischen und pathogenen Bakterien, 

verändert sich die Barrierefunktion, was zu Kolitis und Reizdarmsyndrom beitragen kann 

und die Relevanz der Darmflora für 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 

(Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). Die Epithelzellschicht besteht vor allem aus 

Enterozyten, Becherzellen, endokrinen Zellen, Bürstenzellen und Stammzellen 

(Lüllmann-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 (Lüllmann-Rauch & 

Asan, 2019).  

Die Enterozyten, auch Saumzellen genannt, sind spezialisierte und polarisierte 

Epithelzellen, die alle drei bis fünf Tage erneuert werden und prozentual den größten 

Teil des Epithels ausmachen (Lüllmann-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 Integrität der Barriere aufrecht zu erhalten 

(Lüllmann-Rauch & Asan, 2019; Salvo Romero et al., 2015). Sie spielen außerdem eine 

Rolle bei der Immunabwehr, da sie Rezeptoren der angeborenen Immunabwehr 

exprimieren (Artis, 2008). 

Die Aufgabe der Becherzellen ist es, Muzine zu bilden, die für die in Abschnitt 1.4.1.1 

beschriebene Muzin-Schicht notwendig sind (Lüllmann-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 (Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). Adluminal des Epithels befindet sich die aus 

zellreichem Bindegewebe bestehende Lamina propria (Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). 

Sie beherbergt unter anderem eine große 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 

Homöostase, Entzündung und Barrierefunktion zu leisten (Artis, 2008). Das ENS 

moduliert motorische und sekretorischen Aktivitäten des Darm, es kontrolliert die 

Nährstoffaufnahme, den Blutfluss sowie immunologische und entzündliche Prozesse 

(Goyal & Hirano, 1996; Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). Die Kommunikation erfolgt dabei 

über diverse Peptide und Neurotransmitter (Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). Das ENS 
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setzt sich aus zwei Hauptbestandteilen zusammen: Neuronen und Gliazellen. Die 

Gliazellen bilden ein großes Netzwerk über die Schichten des Gastrointestinaltrakts 

hinweg und fungieren als Vermittler bei der Verarbeitung von Neurotransmission und 

enterischen Informationen (Rühl, 2005). In vitro Experimente konnten zeigen, dass unter 

den verschiedenen Faktoren, die vom ENS ausgeschüttet 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 

maßgeblich an der Regulierung der Darmepithelbarriere beteiligt. 

Die Plasmamembran der Enterozyten bildet in ihrer Gesamtheit eine für hydrophile 

Stoffe ohne spezifische Transporter unüberwindbare Barriere (Turner, 2009). Zwischen 

den Enterozyten sorgen interzelluläre Verbindungen aus Proteinkomplexen für eine 

Regulation und gegebenenfalls eine Unterbindung des parazellulären Transport (Balda 

& Matter, 2008; Turner, 2009) sowie den Erhalt der strukturellen Integrität des 

Zellverbandes (Salvo Romero et al., 2015). In ihrer Gesamtheit werden diese Zell-Zell 

Verbindungen als Schlussleistenkomplexe bezeichnet (Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). 

Ein Schlussleistenkomplex besteht (von luminal nach adluminal) aus 

Occludenskontakten (Tight Junctions), Adhärenskontakten und Desmosomen (Farquhar 

& Palade, 1963). Die Occludenskontakte und die Adhärenskontakte sind im polarisierten 

Epithel als Gürtel angelegt (Farquhar & Palade, 1963). Die Zonula occludens regulieren 

die parazelluläre Permeabilität zwischen den Epithelzellen (Balda & Matter, 2008), 

während die Zonula adhaerens und die Desmosomen als adhäsive 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, Adährenskontakten und Desmosomen 

(modifiziert nach Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). 

 

1.4.1.2.1 Zonula occludens  
Die Occludenskontakte sind die am weitesten apikal gelegenen Interzellularkontakte der 

Enterozyten. Sie verbinden diese gürtelförmig und verengen den Interzellularspalt. 

(Farquhar & Palade, 1963). Die Occludenskontakte erfüllen gewissermaßen eine 

Schrankenfunktion und verhindern den ungerichteten parazellulären Transport, erlauben 

aber auch die Passage kleiner wasserlöslicher Moleküle (Balda & Matter, 2008). Ihre 

Funktion ist entscheidend für die Aufrechterhaltung der Barriere und der epithelialen 

Polarität durch Verhinderung von Lateraldiffusion luminal gelegener Proteine nach 

adluminal und umgekehrt (Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). Occludenskontakte sind 

Multiproteinkomplexe, bestehend aus einem Transmembranprotein, das über seine 

extrazelluläre Domäne zu einem Transmembranprotein der Nachbarzelle Kontakt hält 

und durch Überlappung mit diesem den Interzellularraum versiegelt sowie einem 

Adapterprotein, das die Verbindung zwischen dem Transmembranprotein und dem 

Aktinoskelett im Zytosol vermittelt (Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). Zu den 

Transmembranproteinen der Occludenskontakte gehören die Claudine, die junktionalen 

Adhäsionsmoleküle (JAM) und die Tight Junction-assoziierten MARVEL-Proteine 

Occludin, Tricellulin und MarvelD3 (Balda & Matter, 2008; Furuse et al., 1993; Ikenouchi 

et al., 2005; Martìn-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 intrazellulären Domäne sind die membranintegralen Proteine an 

Adapterproteine wie Zonula occludens (ZO) 1, ZO 2 oder ZO 3 gebunden und über diese 

Occludenskontakt 
 
 

 

 

 

 

Adhärenskontakt 
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mit zytoskelettalen Aktinfilamenten verbunden (Lüllmann-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 Gründen der Übersichtlichkeit nur auf der 

linken Seite des Interzellularspaltes dargestellt. Die mechanische Absicherung der 

Occludenskontakte geschieht zum einen durch ihre unmittelbare Nähe zu den adluminal 

gelegenen Adhärenskonakten sowie über die JAMs (Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). 

 

 
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 Adhäsionsmolekül. 

 

Wie oben bereits beschrieben ist die selektive Regulierung des parazellulären Effluxes 

eine wichtige Aufgabe der Zonula occludens. Eine gewebeabhängige Expression der 

Claudine erlaubt eine selektive Permeabilität (Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). Je nach 

Claudin-Typ, trägt der Occludenskontakt entweder zur Abdichtung des 

Interzellularraums bei oder bildet Kanäle, die ähnliche biophysikalische Eigenschaften 

wie Ionenkanäle haben und den Durchgang bestimmter Ionen ermöglichen (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 

Permeabilität in den distalen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts insgesamt geringer 

ist (Markov et al., 2010). So weist das Kolon von Ratten den höchsten epithelialen 

Widerstand und eine höhere Gesamtproteinmenge von Claudin 1, 3, 4, 5 und 8 sowie 

eine geringere Menge von Claudin 2, 7 und 12 als das Jejunum oder das Ileum auf 

(Markov et al., 2010).  

Obwohl Occludin das erste entdeckte membranintegrale Protein der Occludenskontakte 

war (Furuse et al., 1993), ist seine Bedeutung für die IEB nach wie vor unklar. Es konnte 

gezeigt werden, dass durch Unterbrechung der Interaktionen zwischen den 

extrazellulären Domänen von Occludin, unter Verwendung synthetischer Peptide, die 

parazelluläre Permeabilität steigt (Wong & Gumbiner, 1997). Dies legt die Vermutung 

nahe, Occludin sei für 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). Darüber 

hinaus zeigte eine Knockout-Maus für Occludin das Vorhandensein normaler 

Occludenskontakte im Darmepithel (Saitou et al., 2000). Es zeigte sich jedoch, dass die 

Integrität der Occludenskontakte im Epithelgewebe der Magendrüsen, der 

Hodenkanälchen und der Speicheldrüsen in Abwesenheit von Occludin gestört war 

(Saitou et al., 2000). Gesammelt weisen diese Erkenntnisse auf eine untergeordnete 

Rolle von Occludin für das Darmepithel hin.  

JAMs sind eine weitere Gruppe von Transmembranproteinen der Occludenskontakte. 

Sie besitzen zwei immunglobulinähnliche extrazelluläre Domänen und durchspannen, 

anders als die oben genannten Proteine, die Membran nur einmal (Balda & Matter, 2008; 

Martìn-Padura et al., 1998). In epithelialen Occludenskontakten sind JAMs am 

Zusammenbau und der Bildung funktioneller, polarisierter Occludenskontakte beteiligt 

(Liu et al., 2000). Außerdem dienen sie der mechanischen Stabilisierung der 

Occludenskontakte (Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). Ihnen kommt zudem eine 

bedeutende Rolle bei der Regulierung der intestinalen Permeabilität und Entzündung zu 

(Laukoetter et al., 2007). 
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Tricellulin findet sich an den interzellulären Kontakten zwischen drei oder mehr 

benachbarten Zellen (Ikenouchi et al., 2005). Die Unterdrückung der Tricellulin-

Expression beeinträchtigt die Organisation und Funktion der trizellulären 

Occludenskontakte, aber auch der bizellulären Occludenskontakte (Ikenouchi et al., 

2005), was darauf hindeutet, dass Tricellulin eine wichtige Rolle für die 

Aufrechterhaltung intakter Occludenskontakte spielt.  

Die oben bereits erwähnten Ankerproteine ZO 1, ZO 2, ZO 3 stellen ein feste, 

mechanische Bindung zwischen Transmembranproteinen und Aktinzytoskelett her 

(Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). Über diese feste Verbindung ist unter anderem die 

Dynamik des Aktinzytoskeletts an der Regulation der Integrität der Occludenskontakte 

beteiligt (Schlegel et al., 2021; Turner, 2009). Aufgrund ihrer Interaktion mit 

verschiedenen Proteinen wie Claudin, Occludin und Aktin, spielen die Ankerproteine 

eine große Rolle beim Aufbau sowie bei der Aufrechterhaltung der Occludenskontakte 

(Turner, 2009). 

 

1.4.1.2.2 Zonula adhaerens 
Die Adhärenskontakte sind im Schlussleistenkomplex adluminal der Occludenskontakte 

angeordnet (Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). Wie ihr Name bereits vermuten lässt, sind 

sie für eine Bindung zwischen den Zellen verantwortlich und sorgen auch für eine 

mechanische Absicherung der unmittelbar luminal gelegenen Occludenskontakte 

(Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). Ihr Aufbau gleicht vom Prinzip dem der 

Occludenskontakte. Ihre Hauptbestandteile sind Transmembranproteine vom Cadherin- 

oder Nektin-Typ, die membranübergreifende Komplexe bilden. Auf der extrazellulären 

Seite vermitteln sie die Verbindung zwischen zwei Zellen und auf der intrazellulären 

Seite assoziieren sie mit den Ankerproteinen Catenin und Afadin. Catenin und Afadin 

vermitteln den Kontakt zum Zytoskelett und wahren so die mechanische Stabilität des 

Multiproteinkomplexes (Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). Man unterscheidet zwei 

Proteinkomplexe: Den Cadherin/Catenin-Komplex und den Nektin/Afadin-Komplex 

(Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). 

Auf elektronenmikroskopischer Ebene ist die Zonula adhaerens eine Region, in der die 

Membranen perfekt parallel über eine Länge von 0,2 - 0,5 ȝP� HUVFKHLQHQ�� ,n der 

darunter liegenden zytoplasmatischen Matrix finden sich auffällige, bandartige 

Strukturen (Farquhar & Palade, 1963). Die nachfolgende Abbildung 5 zeigt eine 

schematische Darstellung eines Adhärenskontakts zwischen zwei Enterozyten.  
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Abbildung 5: Schematische Darstellung eines Adhärenskontakts 

Abbildung 5 zeigt eine schematische Darstellung eines Adhärenskontakts zwischen zwei Enterozyten. 

Dargestellt sind das Transmembranprotein Cadherin sowie die Ankerproteine Į- und ß-Catenin, p120 und 

Plakoglobin (modifiziert nach Schlegel et al., 2021). 

 

Die Familie der Kalzium (Ca2+)-abhängigen Adhäsionsmoleküle, der sogenannten 

Cadherine, umfasst etwa 20 Mitglieder, die ein gewebespezifisches Expressionsmuster 

sowie eine gemeinsame Domänenorganisation aufweisen (Meng & Takeichi, 2009; 

Takeichi, 1988). Im Epithel bildet E-Cadherin die Grundlage der Adhärenskontakte 

(Lüllmann-Rauch & Asan, 2019). Cadherine durchspannen die Membran einmal. Ihre 

extrazellulären Domänen enthalten Ca2+-bindende Sequenzen (Overduin et al., 1995). 

Bei der Assoziation mit Ca2+ geht die extrazelluläre Domäne der Cadherine einer Zelle 

eine homophile Interaktion mit der Domäne der Cadherine der angrenzenden Zelle ein 

(Meng & Takeichi, 2009). Diese Bindung ist essenziell für 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 Domäne des Cadherins vermittelt durch ihre Assoziation mit 

verschiedenen Proteinen die als sogenannte Catenine bekannt sind, wichtige 

strukturelle und signalgebende Aktivitäten, die für die Adhäsion erforderlich sind 

(Niessen & Gottardi, 2008; Ozawa et al., 1989). Cadherine binden an Į (Vinculin)-,  

ȕ-��Ȗ (Plakoglobin)- und į (p120)-Catenin (Lüllmann-Rauch & Asan, 2019; Ozawa et al., 

1989; Reynolds et al., 1994). Die Catenine übernehmen verschiedene Aufgaben, die in 

ihrer Gesamtheit weit über eine reine Adapterfunktion hinaus gehen. Į-Catenin besitzt 

eine Aktin-Bindungsstelle und erhält über Bindung an das Zytoskelett die strukturelle 

Absicherung der Adhärenskontakte (Rimm et al., 1995). ß-Catenin vermittelt den 

Transport von E-Cadherin an die Zellmembran sowie einen gewissen Schutz vor 

Proteolyse (Chen et al., 1999; Huber et al., 2001). 0DQ�JLQJ�ODQJH�GDYRQ�DXV��GDVV�Į-
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&DWHQLQ�GHQ�&DGKHULQ�ȕ-Catenin-Komplex mit dem Aktin-Zytoskelett fest verdrahtet. In 

vitro Studien zeigtHQ� MHGRFK�� GDVV� Į-Catenin nicht in der Lage ist,  

ȕ-Catenin und F-$FWLQ� JOHLFK]HLWLJ� ]X� ELQGHQ�� Į-Catenin vollzieht einen ständigen 

Bindungswechsel zwischen Aktin und ß-Catenin und reguliert so die Veränderungen der 

Aktin-Dynamik (Drees et al., 2005). Cadherine assoziieren auch mit p120. p120 

verhindert über Bindung an E-Cadherin dessen Endozytose und reguliert so die E-

Cadherin-Konzentration (Davis et al., 2003).  

Nektine sind eine Familie immunglobulinähnlicher Transmembranproteine, die  

Ca2+-unabhängige homo- und heterophile Interzellularverbindungen eingehen können. 

Ihre extrazelluläre Domäne ähnelt der von Immunglobulin G. Sie bestehen aus einer 

Familie mit vier Mitgliedern. Die zytoplasmatische Domäne von Nektin interagiert mit 

Afadin, einem Aktin-bindenden Protein (Nakanishi & Takai, 2004). Afadin kann neben 

der Interaktion mit filamentärem Aktin auch mit anderen Aktin-bindenden Proteinen wie 

ZO �� XQG� Į-Catenin interagieren (Takai et al., 2003; Yokoyama et al., 2001). Die 

,QWHUDNWLRQ� PLW� Į-Catenin deutet darauf hin, dass eine Verbindung zwischen dem 

Cadherin/Catenin- und dem Nektin/Afadin-Komplex bestehen könnte. Wie die 

Cadherin/Catenin-Adhäsionseinheit enthält der Nektin/Afadin-Komplex also 

Komponenten, die die interzelluläre Adhäsion und die Aktin-Assoziation vermitteln 

können.  

 

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 

punktförmigen Erscheinung werden sie auch als Macula adhaerens bezeichnet 

(Farquhar & Palade, 1963). Ihr grundsätzlicher Aufbau kann in interzelluläre und 

intrazelluläre Strukturen unterteilt werden. Interzellulär sorgen die desmosomalen 

Cadherine, Desmoglein (DSG) und Desmocollin (DSC) für eine adhäsive 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 DSG 2 und DSC 2 vor (Holthöfer et al., 2007). Auf 

zytoplasmatischer Seite sind die Transmembranproteine über Plakoglobin und 

Plakophilin durch Plaque-Bildung in der Zelle verankert. Um diesen Komplex zu stützen, 

bindet Desmoplakin die Komplexe aus Transmembranproteinen und Plaque-Proteinen 

an Intermediärfilamente (Kowalczyk & Green, 2013). Dadurch entsteht ein 
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transzelluläres Netzwerk, das den Geweben mechanischen Widerstand verleiht und die 

Zellmorphologie aufrechterhält. Aufgrund der von Desmosomen vermittelten starken 

Adhäsion und Netzwerkbildung, die dem Zellverband eine mechanische Festigkeit 

verleiht, sind die Desmosomen besonders häufig in Geweben zu finden, die ständig 

hohen mechanischen Kräften ausgesetzt sind (Garrod & Chidgey, 2008). Die 

nachfolgende Abbildung 6 zeigt eine schematische Darstellung eines Desmosoms 

zwischen zwei Enterozyten. 

 

 
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 

Intermediärfilamente, bindet (modifiziert nach Schlegel et al., 2021). DSG 2 = Desmoglein 2, 

DSC 2 = Desmocollin 2. 

 

Desmosome sind dynamische Strukturen, deren Adhäsionskraft sich während 

Prozessen wie der Wundheilung von einem Zustand hoher zu einem Zustand niedriger 

Affinität ändern kann (Garrod et al., 2005). Die Transmembranproteine können ihre 

Bindung Ca2+-unabhängig und Ca2+-abhängig vermitteln, wobei sich der Wechsel schnell 

vollzieht und über die Hemmung der Proteinkinase C geschieht (Wallis et al., 2000). 

Ca2+-unabhängige Desmosomen sind hyperadhäsiv, Ca2+-abhängige sind weniger 

adhäsiv (Garrod & Chidgey, 2008). Die Desmosomen der normalen Epidermis arbeiten 

Ca2+-unabhängig. Im Gegensatz dazu arbeiten die Desmosomen der Epidermis an 

einem Wundrand Ca2+-abhängig und haben ihre Hyperadhäsivität verloren, damit die 



 

 29 

Keratinozyten der Epidermis mobil und fähig sind, den Wundrand zu verschließen 

(Garrod et al., 2005). Darüber hinaus können 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 Adhäsion versagt, wie dies bei bestimmten genetischen Erkrankungen 

und Autoimmunerkrankungen der Fall ist, können Gewebe ihre Stabilität verlieren und 

zerfallen. So wird beim Pemphigus vulgaris, einer Autoimmunerkrankung mit 

Autoantikörperbildung gegen das desmosomale Protein DSG 3, das Versagen der 

desmosomalen adhäsiven Bindung in einer Blasenbildung der Epidermis sichtbar 

(Shimizu et al., 2004).  

Die wesentliche Rolle der desmosomalen Adhäsion für die Integrität der IEB konnte in 

vitro bestätigt werden. Eine große Rolle an der Aufrechterhaltung der IEB wird dabei vor 

allem DSG 2 zugeschrieben (Schlegel et al., 2010). Über eine Regulierung der 

Occludenskontakte scheint DSG 2 darüber hinaus eine wichtige Rolle für die intestinale 

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

 

1.5 Regulation der intestinalen Permeabilität und klinische Relevanz 
Die IEB ist keine statische Struktur. Sie ist hochdynamisch und wird ständig erneuert 

(Schlegel et al., 2021). Außerdem wird die IEB durch verschiedene physiologische, 

medikamentöse und krankheitsbedingte Reize reguliert (Salvo Romero et al., 2015). Die 

Permeabilität der Barriere variiert zwischen den proximalen und distalen Regionen sowie 

zwischen den Krypten und den Zotten (Salvo Romero et al., 2015). Ebenso hängt die 

Partikeldurchlässigkeit von der Größe und der Ladung der Partikel ab (GarciaǦ

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 ähnlich und umfassen interzelluläre Proteininteraktionen, das Aktinzytoskelett, 

Endozytose und intrazelluläre Signalübertragung (Salvo Romero et al., 2015).  

Zum einen erfolgen Permeabilitätsänderungen über das Zytoskelett und werden durch 

die Aktivierung der Ca2+-Calmodulin-abhängigen Myosinleichtkettenkinase und die 

Endozytose von Proteinen der Occludenskontakte reguliert (Shen & Turner, 2006; Utech 

et al., 2010). Daneben gehören die Regulierung der Expression verschiedener an der 

Barriere beteiligter Proteine sowie die Apoptose von Epithelzellen zu den langfristigen 

Veränderungen, die eine Permeabilitätsveränderung induzieren können (Prasad et al., 

2005; Schulzke et al., 2006). 
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Darüber hinaus wird die IEB durch Interaktionen zwischen dem Mikrobiom und den 

Epithelzellen reguliert und kontrolliert (Neish, 2009). Daneben reguliert das 

Immunsystem über verschiedene Zytokine die intestinale Permeabilität (Al-Sadi et al., 

2009). Andererseits spielen enterische Neuronen bei der Steuerung der parazellulären 

Permeabilität eine Rolle (Neunlist et al., 2003).  

Die IEB des Darms kann durch transzellulären Transport überquert werden. Dieser Weg 

stellt den physiologischen Weg für Nährstoffe dar. Daneben können Partikel die Barriere 

auch über den parazellulären Weg überqueren (Schlegel et al., 2021). Lange Zeit wurde 

angenommen, dass es in erster Linie Veränderungen der Claudinexpression bzw. 

Claudinverteilung sind, die die Permeabilität von Epithelien modulieren (GarciaǦ

Hernandez et al., 2017; Turner, 2009). Für DSG 2 konnte erst Jahre später anhand eines 

DSG 2-defizienten Mausmodelles gezeigt werden, dass die Expression von DSG 2 eine 

ebenso wichtige Rolle für die Regulation der intestinalen Permeabilität spielt. Die 

intestinale Permeabilität war in diesem Modell erhöht, die Ultrastruktur der Desmosomen 

war verändert und überraschenderweise kam es zu einer Reduktion der Claudin 1- und 

Occludin-Expression (Gross et al., 2018). Ebenso konnte ein hemmender DSG 2-

Antikörper eine tiefgreifende Veränderung der Verteilung der Komponenten der 

Occludenskontakte in einer Zellkultur bewirken (Schlegel et al., 2010) und somit 

belegen, dass DSG 2, vermutlich über eine DSG 2-vermittelte Regulierung der 

Occludenskontakte, für die Aufrechterhaltung der Darmbarriere sowohl in vitro als auch 

in vivo erforderlich ist. 

Bei einer Reihe von Erkrankungen die den Magen-Darm-Trakt betreffen ist insbesondere 

die Regulierung der Komponenten, die den parazellulären Spalt versiegeln, gestört 

(Schlegel et al., 2021). Dies, sowie die daraus resultierende erhöhte Darmpermeabilität, 

stellt einen pathogenen Faktor bei der Zöliakie (Pizzuti et al., 2004), den chronisch 

entzündlichen Darmerkrankungen (CED) (Zeissig et al., 2007) und dem 

Reizdarmsyndrom (Bertiaux-Vandaële 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 erwähnt, gehen CED mit einer erhöhten Permeabilität der IEB einher. Die 

Veränderungen der Claudine bei CED sind gut charakterisiert. So findet sich bei diesen 

Patientinnen und Patienten ein erhöhter Claudin 2 Anteil sowie ein erniedrigter 

Claudin 5 und 8 Anteil (Zeissig et al., 2007). Betroffene Patientinnen und Patienten 

zeigen ein erhöhtes Profil proinflammatorischer Zytokine (Edelblum & Turner, 2009; 
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Rogler & Andus, 1998). Passend dazu konnte gezeigt werden, dass TNFD in Zellkulturen 

den Einbau des porenbildenen Claudin 2 stimuliert (Zhang et al., 2017). Die klinische 

Relevanz des Entzündungsmediators konnte bereits Ende der 1990er Jahre belegt 

werden, als Studien die Wirksamkeit eines TNFD-Antikörpers bei Morbus Crohn 

nachwiesen (Targan et al., 1997). Die Anti-TNF-Therapie führt zu einer 

Wiederherstellung der Darmbarriere bei Morbus Crohn (Suenaert et al., 2002).  

Darüber hinaus können neben TNFD 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). 

Für 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 Mäusen. Dabei konnte 

eindeutig gezeigt werden, dass Stoffwechselerkrankungen bzw. Überernährung mit 

einer erhöhten Durchlässigkeit 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 Beeinträchtigung der Darmbarriere wurde ebenso bei 

Patientinnen und Patienten mit morbider Adipositas beobachtet. Dabei wurde 

festgestellt, dass Adipositas auch beim Menschen mit einer verstärkten systemischen 

Entzündungsreaktion einher geht (Damms-Machado et al., 2017; Genser et al., 2018). 

Eine detaillierte Studie an Mäusen belegte die Modulation von Claudin Proteinen sowie 

die dadurch entstehende Hyperpermeabiliät des Darms durch Messung des 

transepithelialen elektrischen Widerstands (TEER) und einem 

Fluoresceinisothiocyanate (FITC)-Assay sowie die subklinische Entzündung der 

Schleimhäute nach Fettleibigkeit induzierender Diät. Im Dünndarm der fettleibigen 

Mäuse zeigten sich eine signifikante Erniedrigung der Claudine 1, 3, 4 und 15 sowie 

eine Erhöhung von Claudin 2 (Ahmad et al., 2017). Ahmad et al. konnten darüber hinaus 

HLQHQ� VLJQLILNDQWHQ� $QVWLHJ� GHU� 71)Į� XQG� &ODXGLQ 2 Messenger-Ribonukleinsäure 

(mRNA)-Expression im Darm der Mäuse zeigen. 
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1.6 Aktueller Forschungsstand und Fragestellung  
Für den RYGB konnte bisher einheitlich gezeigt werden, dass er die durch Adipositas 

induzierte chronische Entzündung reduziert und zur Suppression von LPS sowie 

proinflammatorischen Zytokinen wie 71)Į�XQG�,/-1ß führt (Guo et al., 2019; Monte et 

al., 2012). Diese Ergebnisse lassen die Hypothese zu, dass es eine verbesserte 

Funktion der Schlüsselproteine der Schlussleistenkomplexe sein könnte, die über eine 

Normalisierung der Barrierefunktion nach RYGB zu einer geringeren Entzündung und 

zu einer Verringerung der mit Fettleibigkeit verbundenen metabolischen Komplikationen 

führt.  

Die Forschungsergebnisse über die Darmpermeabilität und die Proteine der 

Verschlusskontakte im Darm nach einem RYGB sind jedoch begrenzt und einige 

Ergebnisse teilweise sogar widersprüchlich. So zeigten Guo et al. neben der eben 

erwähnten Suppression der Entzündung auch eine Erniedrigung der Permeabilität im in 

vivo FITC-Assay sowie eine Erhöhung 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 Permeabilitätsverminderung im Ileum 

durch FITC-Assay bei Ratten nach RYGB im Vergleich zu hochkalorisch ernährten 

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 Verfügung steht, schließt diätetisch induzierte 

Veränderungen aus. Casselbrant et al. stellten fest, dass die jejunale  

Claudin 3- und 4-Expression nach RYGB anstieg, aber dass sich die Occludin- und 

ZO 1-Expression verringerte, während die Claudin 1-, 2- und 5-Expression im 

menschlichen Dünndarm unverändert blieb. Die unter Verwendung von Ussing-

Kammern gemessene Permeabilität 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 über ähnliche Ergebnisse und zeigten, dass die Darmpermeabilität 

nach RYGB im Jejunum verringert war. Die epitheliale Integrität wurde ebenfalls mit 

Ussing-Kammern und mittels FITC-Passage ermittelt. Allerdings zeigte sich, dass die 

Permeabilität im Kolon durch die Operation nicht verändert wurde (Steensels et al., 

2017). Diese Versuche wurden an Mäusen durchgeführt. Jin et al testeten 

ortsspezifische Auswirkungen des RYGB auf die IEB, indem sie die Proteinexpression 

von Claudin 1 und ZO 1 in RYGB-operierten Mäusen analysierten und mit funktionellen 

in vivo Experimenten kombinierten. Die intestinale Permeabilität zeigte sich im Jejunum 

sowie im Kolon vermindert. Die Expression von ZO 1 zeigte sich im Jejunum der RYGB-
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operierten Mäuse gegenüber den schein-operierten Mäusen erhöht. Die Expression von 

Claudin 1 zeigte sich im Kolon erhöht (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 

Permeabilität kam. Dies wurde anhand der Laktuloseausscheidungsrate und des 

Laktulose-Mannitol-Verhältnisses gemessen. Savassi-Rocha et al. führten diesen 

Anstieg auf das Auftreten einer intestinalen Schleimhauthyperplasie im Sinne eines 

Adaptionsmechanismus, um die Malabsorption von Mikronährstoffen zu minimieren, 

zurück (Savassi-Rocha et al., 2014).  

Aufgrund der Uneinheitlichkeit der Ergebnisse der genannten Studien war es das Ziel 

dieser Arbeit, eine Charakterisierung der Veränderungen der Schlüsselproteine der 

Occludenskontakte in den vier Darmregionen Duodenum, Jejunum, Ileum und Kolon bei 

Ratten nach RYGB- bzw. Schein-Operation vorzunehmen. Dafür 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 durchgeführt. 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 verändern.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Tierexperimentelle Methoden 
2.1.1 Genehmigung des Versuchsvorhabens 
Vor Durchführung der Experimente wurden diese durch den Tierschutzausschuss der 

Regierung von Unterfranken, Würzburg, Deutschland überprüft und genehmigt 

(Lizenznummer 55.2-2532-2-467). Alle Experimente wurden im Einklang mit den 

Tierschutzrichtlinien der Europäischen Union durchgeführt. 

 

2.1.2 Versuchstiere 
Für die Experimente dieser Arbeit wurden männliche Albino-Ratten des Stammes Wistar 

der Firma Charles River Laboratories, Wilmington, MA, USA, verwendet. Zu Beginn der 

Experimente waren die Ratten vier Wochen alt. Ihr Gewicht betrug zu diesem Zeitpunkt 

324,3 g +/- 2,8 g. Die im Folgenden beschriebene Versorgung der Tiere, die 

Durchführung der Operationen, die Durchführung der terminalen Anästhesie sowie die 

Entnahme und Asservierung der Organe erfolgte freundlicherweise durch 

Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter der experimentellen Viszeralchirurgie des 

Universitätsklinikum Würzburgs. 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 
Für fünf Wochen hatten alle Ratten freien Zugang zu hochkalorischer Nahrung mit 

5,2 kcal/g wovon 60 % der Kalorien aus Fett bestanden (C1090-60; Adipositas 

induzierende Ernährung, Altromin Spezialfutter GmbH und Co. KG, Lage, Deutschland). 

Das Gewicht der Ratten betrug nach fünf 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, Körpergewicht von 474,2 g +/- 6,7 g) und bei der anderen 

Gruppe eine Schein-Operation durchgeführt wurde (n = 10, Körpergewicht von 

470,6 g +/- 10,1 g). Nach der Operation erhielten die Ratten Zugang zu der oben 

erwähnten 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 

Anästhesie. Die nachfolgende Abbildung 7 zeigt eine schematische Darstellung der im 

Verlauf des Experiments an den Ratten durchgeführten Maßnahmen.  
 

 
Abbildung 7: Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls 
Abbildung 7 zeigt eine schematische Darstellung der im Verlauf des Experiments an den Ratten 

durchgeführten Maßnahmen. Zwischen dem Versuchsbeginn und der Operation betrug der Zeitraum fünf 

Wochen, wohingegen sechs Wochen zwischen Operation und terminaler Anästhesie 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 

durchgeführt. 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 Durchführung der RYGB-Operation sowie der Schein-Operation bedurften einer 

Längsschnittlaparotomie. Bei der RYGB-Operation wurde ein kleiner Magenpouch, 

welcher etwa fünf Prozent des ursprünglichen 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 alimentäre Schlinge, die dem unteren Teil des 

Gastrointestinaltrakts die Nahrung zuführt. Zudem erfolgte ein End-zu-Seitanschluss 

des Duodenums an das Jejunum etwa 25 cm oral der Ileozäkalklappe. Dadurch entsteht 

eine Schlinge, die Nahrungs- und Verdauungssäfte gemeinsam führt sowie die 
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sogenannte bilipankreatische Schlinge, die die Galle und die Verdauungssäfte aufnimmt 

und weiterführt.  

 

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

Zentimeter langen Gastrostomie mit anschließendem Verschluss.  

 

2.1.5.4 Post-operative Phase und terminale Anästhesie  
Die ersten drei post-operativen Tage verbrachten die Ratten jeweils alleine in Käfigen. 

Die Ratten wurden lediglich mit flüssiger Nahrung gefüttert (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 Verhältnisse 

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 erläutert. Aufgrund einer 

Anastomoseninsuffizienz der Seit-zu-Seitanastomose wurden fünf Ratten aus der 

RYGB-Gruppe innerhalb von sieben Tagen nach der Operation eingeschläfert. Die 

terminale Anästhesie 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 Anästhesie 451,9 g +/- 12,5 g und die der schein-operierten 

Gruppe 592,6 g +/- 13,9 g. 

 

2.2 Material 
2.2.1 Zellkultur  
Für die Experimente dieser Arbeit wurden Caco2-Zellen verwendet. Diese Zellreihe 

entstammt ursprünglich einem menschlichen kolorektalen Adenocarcinom. Werden 

diese Zellen unter spezifischen Konditionen kultiviert, so bilden sie eine der IEB ähnliche 

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 können aus diesem Grund als in 

vitro Modell für 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 

Wachstumsfläche von 75 cm2 (Greiner Bio-One International GmbH, Frickenhausen, 

'HXWVFKODQG�� LQ� HLQHP�0HGLXP� EHVWHKHQG� DXV� 'XOEHFFRV�0RGLILHG� (DJOH¶V�0HGLXP 

(DMEM) (DMEM D5796, Sigma Aldrich, München, Deutschland) unter Zusatz von 

10 % Fetal Calf Serum (Biochrom, Berlin, Deutschland), 50 U/ml Penicillin-G und 

50 Pg/ml Streptomycin (Sigma Aldrich, München, Deutschland). Die Caco2-Zellen 

wuchsen unter konstanten Bedingungen bei 37 °C und 5 % CO2 in einer 

wassergesättigten Atmosphäre in einem Brutschrank (Heracell 150, Thermo Electron 

Corporation, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) bis zur für die Experimente 

nötigen 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 für zehn Minuten 

mit ultraviolettem Licht bestrahlt. Mehrfach verwendete Geräte oder Behältnisse wurden 

zur Reduzierung der Keimbelastung mit Terralin Liquid® (Schülke & 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 = 'XOEHFFRV� 0RGLILHG� (DJOH¶V� 0HGLXP� FCS = Fetal Calf Serum, P/S = Penicillin-G und 

Streptomycin. 

Zellkulturmedien  Hersteller 

DMEM D5796  Sigma Aldrich, München, Deutschland 

FCS  Biochrom, Berlin, Deutschland 

P/S  Sigma Aldrich, München, Deutschland 

 

2.2.1.2 Passagierung und Aussaat  
Die Zellen wurden täglich mikroskopiert (Carl ZeissTM Axiovert 40 C, Carl Zeiss AG, 

Oberkochen, Deutschland). Nach dem Erreichen der nötigen Konfluenz erfolgte die 

Passagierung der Zellen im Verhältnis 1:6 in Zellkulturflaschen mit einer 

Wachstumsfläche von 75 cm2 (Greiner Bio-One International GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland) zur Weiterführung 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 (Porengröße 0,4 Pm, Falcon, Heidelberg, Deutschland) 

und auf 8-Well-Electric Cell-Substrate Impendance Sensing (ECIS)-Platten (Applied 

BioPhysics Inc., Troy, NY, USA) für die Durchführung der Experimente. Nach ca. fünf 

Tagen erreichten die Zellen erneut Konfluenz. Für die Passagierung wurde das 

Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellmonolayer einmalig mit Phosphat gepufferter 

Kochsalzlösung (PBS) gewaschen. Es erfolgte eine 15-minütige Inkubation mit ca. 8 ml 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Lösung (1 % EDTA in PBS) im Brutschrank. Ca2+-

Chelatoren wie EDTA werden häufig als Reagenzien verwendet, um die Dissoziation 

von Zellen in Monolayern zu fördern. EDTA bildet stabile Chelatkomplexe mit 

mindestens zweiwertigen Kationen (Müller-Newen & Petrides, 2014). Man macht sich 

dabei die Tatsache zunutze, dass die Adhäsion der Caco2-Zellen durch Cadherine 

aufrechterhalten wird. Diese bilden wie in Abschnitt 1.4.1.2.2 aufgeführt, Ca2+-abhängige 

Haftkontakte. Der Kalziumentzug reicht aufgrund der  

Ca2+-unabhängigen Zell-Zell-Adhäsionsmechanismen nicht aus, um eine vollständige 

Dispersion der Zellen zu erreichen. Aus diesem Grund folgte nach Absaugung der 

EDTA-Lösung und einer erneuten Spülung mit PBS die Zugabe der Serinprotease 

Trypsin und eine Inkubation von fünf Minuten bei 37 °C im Brutschrank, um die Zellen 

gänzlich zu lösen. Danach erfolgte die Zugabe von Nährmedium sowie die Zentrifugation 

des Zellgemisches bei 1.300 Umdrehungen pro Minute für insgesamt vier Minuten. Es 

folgte die Absaugung des Überstandes und eine gründliche Resuspension des Pellets. 

Danach erfolgte die Aussaat der Zellen. Die Zellkulturbehältnisse wurden 30 Minuten vor 

der Aussaat mit in Wasser gelöster 0,5-prozentiger Gelatine benetzt, um eine bessere 

Adhäsion und Kultivierbarkeit der Caco2-Zellen zu erreichen. Die Gelatine wurde nach 

der Inkubationszeit abgesaugt und die Behältnisse zweimalig mit PBS gewaschen. 

Danach wurde auf 37 °C vorgewärmtes Nährmedium 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 für diese Arbeit verwendeten Puffer und Rezepturen. Aqua dest. = destilliertes Wasser, 

EDTA = Ethylendiaminotetraacetat, HCl = Salzsäure, HEPES = Hydroxyethylpiperazinethansulfonsäure, 

MOPS = Morpholinopropansulfonsäure, NaCl = Natriumchlorid, NaF = Natriumfluorid, SDS = Sodium-

dodecylsulfat, TBS = Tris gepufferte Kochsalzlösung, Triton X-100 = Octoxinol 9. 

Puffer  Inhaltsstoffe 

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

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

Probenpuffer Western Blot  

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

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

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

Transferpuffer  50 ml 20x Transferpuffer, 200 ml Methanol; Ad 
1000 ml Aqua dest. 
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2.2.3 Oligonukleotidprimer für die PCR  
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) benötigt einen Primer um Desoxyribonukleinsäure 

(DNA) zu amplifizieren. Als Primer bezeichnet man Oligonukleotide, bestehend aus etwa 

18 ± 30 Basen, die den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt flankieren. Sie benötigen 

]XGHP�HLQ�IUHLHV��¶2+-Ende, das der Polymerase als Startpunkt für die DNA-Synthese 

dient (Brix et al., 2014; Mülhardt, 2013). In der nachfolgenden Tabelle 4 sind die für diese 

Arbeit verwendeten Primerpaare aufgeführt.  

 
Tabelle 4: Primer Sequenzen 
Tabelle 4 zeigt die für die RT-qPCR 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  Vorwärts: AAAGTGCCTTTGTTGGCCTG 
Rückwärts: AGGGGTTTTTGTCACTGGGG 

CLDN1  Vorwärts: CCCAGTCAATGCCAGGTACG 
Rückwärts: CAAAGTAGGGCACCTCCCAG 

CLDN2  Vorwärts: GGATCCCTTTCTCCCTCTCCA 
Rückwärts: AAGAAGGCATCTAGAAGACAGGG 

CLDN3  Vorwärts: GCCACCAAGGTCGTCTACTC 
Rückwärts: CCTGCGTCTGTCCCTTAGAC 

CLDN4  Vorwärts: AAAGTGCCTTTGTTGGCCTG 
Rückwärts: AGGGGTTTTTGTCACTGGGG 

DSG2  Vorwärts: TTGAGGTCAATGAAGGGGTC 
Rückwärts: GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA 

GAPDH  Vorwärts: TGCTGCTTCTCCTGATCTGCT 
Rückwärts: GATCCTCTCCCTCCCGAAGA 

OCLN  Vorwärts: CCCCATCTGACTATGTGGAAAG 
Rückwärts: CAGGCGAAGTTAATGGAAGC 

 

2.2.4 Antikörper für den Western Blot 
Die in der nachfolgenden Tabelle 5 aufgeführten Antikörper wurden für die 

Proteinanalyse im Western Blot verwendet. Um die gesuchten Proteine nachzuweisen, 

macht man sich die Antigen-Antikörper Bindung zunutze. Diese geschieht mit hoher 

Spezifität nach dem Schlüssel-Schloss-Prinzip. Ein antigenspezifischer 

Primärantikörper bindet an das Epitop des Antigens. An den konstanten Teil dieses 

Primärantikörpers bindet ein Sekundärantikörper, über den wiederum die Detektion 

erfolgt (Kalbitzer, 2014).  
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Tabelle 5: Primärantikörper 
Tabelle 5 zeigt die für den Western Blot verwendeten Primärantikörper und die verwendete Konzentration 

sowie Hersteller und die zugehörige Bestellnummer. POX-gek. = Meerettichperoxidase-gekoppelt, 

WB = Western Blot. 

Antikörper  Konzentration WB  Hersteller und Bestellnummer 

Claudin 1 
(Kaninchen, polyklonal)  1:250  Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA; 51-9000 

Claudin 2 
(Maus, monoklonal)  1:500  Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA; 32-5600 

Claudin 3 
(Kaninchen, polyklonal)  1:250  Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA; PA5-16867 

Claudin 4 
(Maus, monoklonal)  1:250  Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA; 32-9400 

Desmoglein 2 
(Maus, monoklonal)  1:250  Thermo Fisher Scientific, 

Waltham MA, USA; 32-6100 

E-Cadherin 
(Maus, monoklonal)  1:1000  BD Bioscience, Franklin Lakes, 

NJ, USA; 610182 

Occludin 
(Maus, monoklonal)  1:500  Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA; 33-1500 

POX-gek. ß-Aktin  
(Maus, monoklonal)  1:10000  Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland; A3854 

 

Der Sekundärantikörper wird von einem anderen Tier gebildet. Die für diese Arbeit 

verwendeten Sekundärantikörper stammen von der Ziege und sind gegen das 

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

die verwendeten Sekundärantikörper aufgeführt.  

 
Tabelle 6: Sekundärantikörper 
Tabelle 6 zeigt die für den Western Blot verwendeten Sekundärantikörper und die verwendete Konzentration 

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

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

Antikörper  Konzentration WB  Hersteller und Bestellnummer 

Ziege gegen Maus, IgG; (gam, 
POX-gek.)  1:3000  Dionova, Hamburg, 

Deutschland; 115-035-003 

Ziege gegen Kaninchen, IgG; 
(garb, POX-gek.)  1:3000  Dionova, Hamburg, 

Deutschland; 111-035-003 
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2.3 Experimentelle Methoden 
2.3.1 Herstellung der Gewebelysate 
Für die Herstellung der Gewebelysate wurden die einzelnen Darmregionen Duodenum, 

Jejunum, Ileum und Kolon der Ratten mit einem Skalpell (Cutfix Einmalskalpelle 15, 

Braun Kronberg, Deutschland) unterteilt. Es wurde pro Versuchstier und Darmregion ein 

ca. 5 mm langes Stück Darm in ein 2 ml Reaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland) überführt. Pro Probe wurden 500 Pl Gewebelysepuffer zugegeben. Den 

Proben wurde ein Proteaseinhibitor (Halt Protease Inhibitor Cocktail, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) in der Verdünnung 1:100 zugegeben. Um die Proben zu 

homogenisieren, wurde den Eppendorf-Gefäßen eine kleine Metallkugel zugegeben. 

Anschließend wurden die Proben für zehn Minuten bei einer Frequenz von 30 Hz in 

einem Tissue Lyser (TissueLyser II, Qiagen, Hilden, Deutschland) zerkleinert. Die 

Eppendorf-Gefäße wurden anschließend für zehn Minuten bei 13.000 Umdrehungen pro 

Minute zentrifugiert (Biofuge fresco, Heraeus, Hanau). Der Überstand wurde abpipettiert 

und in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt. 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 Übersicht 

über die Gewinnung der Lysate sowie deren Verwendung. 

 



 

 43 

 
Abbildung 8: Schematische Darstellung über 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 Reaktionsgefäße überführt. 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 große Stücke geschnitten worden 

sind, um daraus Gewebelysate herzustellen, wurde mit Hilfe eines Wattestäbchens der 

Darminhalt des jeweiligen Darmabschnitts herausgeschoben, ohne dabei den Darm zu 

verletzen. Der Inhalt wurde sofort in ein Kryoröhrchen überführt, in flüssigem 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 aufgelöst, der Inhalt von Ileum und Kolon wurde mit einer Konzentration 

von 100 mg/1,5 ml aufgelöst und in 2 ml Eppendorf-Gefäße überführt. Um die Proben 

zu homogenisieren, wurde den Eppendorf-Gefäßen eine kleine Metallkugel zugegeben 

und sie wurden für zehn Minuten bei einer Frequenz von 30 Hz in einem Tissue Lyser 

(TissueLyser II, Qiagen, Hilden, Deutschland) zerkleinert. Der dadurch entstandene 

halbflüssige Brei wurde anschließend für zehn Minuten bei 13.000 Umdrehungen pro 

Schein-Operation 
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Minute zentrifugiert (Biofuge fresco, Heraeus, Hanau). Der Überstand wurde durch einen 

70 Pm Nylon-Zell-Sieb gefiltert und nach RYGB- und schein-operierter Gruppe gepoolt. 

Der aufbereitete Darminhalt wurde in 2 ml Eppendorf-Gefäße aliquotiert und bei -20 °C 

bis zur Verwendung verwahrt. Die nachfolgende Abbildung 9 gibt eine Übersicht über 

die Gewinnung des Darminhaltes sowie dessen Verwendung.  
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Abbildung 9: Schematische Darstellung über 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 Reaktionsgefäße überführt und aufbereitet. Danach wurden Caco2-Zellen für 

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 ausgesäten Caco2-Zellen, wurden für diese Arbeit 

über 24 Stunden mit dem, wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben, aufbereiteten Darminhalt 

behandelt. Dafür wurde der gepoolte Darminhalt 1:10 mit DMEM (DMEM D5796, Sigma 

Aldrich, München, Deutschland) verdünnt. 

 

2.3.4 Herstellung der Zelllysate 
Nach der 24-stündigen Inkubation erfolgte die Zellernte. Dafür wurde das mit Darminhalt 

versetzte Medium abgesaugt und die Zellen einmalig mit 1 ml PBS pro Well gewaschen. 

Die Zellen wurden mit 200 Pl Sodiumdodecylsulfat (SDS)-Lysepuffer unter Zuhilfenahme 

eines Zellscrapers abgelöst und in 2 ml Eppendorf-Gefäße überführt. 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 Permeabilitätsmessung mittels Transwellfiltersystem 
Das Transwellassay bietet die Möglichkeit die Barrierefunktion eines Epithels anhand 

der parazellulären Permeabilität für einen fluoreszierenden Farbstoff (4kDa FITC-

Dextran, Sigma Aldrich, München, Deutschland) zu beurteilen. Dafür wurden Caco2-

Zellen auf semipermeable Filter (Porengröße 0,4 Pm, 353180, Falcon, Heidelberg, 

Deutschland) ausgesät und bis zur Konfluenz kultiviert. Diese Filter wurden, wie in 

untenstehender Abbildung 10 dargestellt, in eine 12-Well-Platte gehängt, sodass sich 

ein unteres und ein oberes Kompartiment bildete. Das Nährmedium wurde mit dem, wie 

in Abschnitt 2.3.2 beschrieben, aufbereiteten Darminhalt versetzt (Duodenum 1:20, 

Jejunum 1:20, Ileum 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 Pl hinzugegeben. Die Inkubationszeit betrug 24 Stunden. Danach 

wurde das Medium abgesaugt. Es folgte eine vorsichtige Spülung mit PBS, um alle 

Reste des Mediums zu entfernen. Dieser Schritt ist wichtig, da das im Medium enthaltene 

Phenolrot, bei unvollständiger Spülung die Fluoreszenzmessung beeinflussen könnte. 

Im Anschluss folgte eine zweistündige Inkubation mit frischem Medium ohne Phenolrot. 

Dafür wurden dem oberen Kompartiment, wie bereits beschrieben, 500 Pl zugegeben, 

dem unteren Kompartiment 1600 Pl. Dem oberen Kompartiment wurden zudem 

zusätzlich 150 Pl von 10 mg/ml 4kDa FITC-Dextran zugegeben. Der parazelluläre Fluss 

wurde durch die Entnahme von 50 Pl Flüssigkeit aus der oberen Kammer zum 
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Ausgangszeitpunkt des Experiments sowie durch Entnahme von 100 Pl aus der unteren 

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

 

 
Abbildung 10: Schematische Darstellung des Transwellassays  
Abbildung 10 zeigt schematisch den Aufbau einer Kammer bei der Durchführung 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 grün dargestellt, zugegeben. Während des Experiments gelangt durch parazellulären Fluss 

FITC-Dextran durch die Caco2-Zelmonolayer in das untere Kompartiment (Teile der Abbildung erstellt mit 

BioRender.com). FITC = Fluoresceinisothiocyanat. 

 

Während des Experiments wurde die 12-Well-Platte bei 37 °C auf einem horizontalen 

Schüttler abgestellt. Die zu Beginn des Experimentes sowie die nach jeweils 30, 60, 90 

und 120 Minuten entnommenen Proben wurden in eine 96-Well-Platte überführt. 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.   



 

 48 

Für die Berechnung des Permeabilitätskoeffizienten (PE) in cm/s wurde folgende Formel 

verwendet (Schlegel et al., 2010): 

 

ாܲ ൌ
ሺοܥ ൊ οݐሻ ή ܸ

οܥ ή ܵ
 

 

Dabei gilt:  

ாܲ  = Permeabilitätskoeffizient in cm/s 

οܥ  = Änderung der FITC-Dextran-Konzentration 

οݐ = Zeitänderung in s 

ܸ = Volumen des unteren Kompartiments in Pl 

οܥ = FITC-Dextran-Konzentration im oberen Kompartiment zum Zeitpunkt 0  

ܵ = Oberfläche in cm2 

 

2.3.6 Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes 
Die Messung des TEER stellt eine sensitive Methode dar, um funktionelle 

Veränderungen 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 durchgeführt 

werden. Dafür wurden Caco2-Zellen auf einer ECIS-8-Well-Platte ausgesät (8W10E+ 

PET, Applied BioPhysics Inc., Troy, NY, USA) und bis zur Konfluenz kultiviert. Die 

Zellmonolayer wurde zu Beginn des Experiments mit 200 Pl Medium behandelt. Da die 

Stromleitung über der Zellmonolayer vor allem über die Ionen 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 zehnminütige Äquilibrierung zur 

Bestimmung der Ausgangswerte. Danach wurde den Wells 200 Pl 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 Ileum versetzt. 

Danach begannen die Messungen über 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 Stromstärke von 

1 PA bei einer Frequenz von 400 Hz induzierten Spannungsänderungen zwischen den 

Elektroden. Ein Spannungsabfall geschieht in erster Linie durch parazelluläre Diffusion 

der Ionen, daher korreliert dieser mit Barriereveränderungen der Epithelschicht. Die 

Impedanz wird aus den Spannungsänderungen berechnet. Parameter wie die 
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Resistance, über die sich die Qualität und Funktion der Zellbarriere quantifizieren lässt, 

lassen sich aus der Impedanzmessung ableiten (Szulcek et al., 2014). Die Messreihen 

wurden in Microsoft Excel in Prozent relativ zur Baseline für 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 für die Durchführung 

des Western Blots nötigen Schritte genauer beschrieben. 

 

2.3.7.1 Quantitative Proteinbestimmung mittels Bicinchoninsäure-Test  
Der Bicinchoninsäure (BCA)-Test ist eine Methode zur quantitativen 

Proteinbestimmung. In den durchgeführten Experimenten diente sie zur 

Gesamtproteinbestimmung jedes einzelnen Lysats. Diese Quantifizierung ist wichtig, um 

beim Western Blot verschiedene Proben miteinander vergleichen zu können. Aufgrund 

der identische Gesamtproteinmenge können später 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) 

durchgeführt. 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 Durchführung des Tests sieht zunächst das 

Anlegen einer Standardkonzentrationsreihe bestehend aus Rinder-Serum-Albumin 

(BSA) in neun verschiedenen Konzentrationen vor. Hierbei wurde exakt nach 

Herstellerangabe vorgegangen. Um mögliche Abweichungen beim Pipettieren 

auszugleichen, wurden die Proteinstandards, genauso wie später auch die Proben, als 

Doubletten pipettiert. So ist es möglich mit Hilfe einer Durchschnittsberechnung die 

Abweichungen zu reduzieren. Es wurden für 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) verdünnt, 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 Verhältnis 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 über 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 Molekülgrößen mit 

unterschiedlicher Geschwindigkeit durch eine Gelmatrix, bestehend aus Polyacrylamid, 

in einem elektrischen Feld wandern. (Kalbitzer, 2014). Damit sich die Proteine 

ausschließlich aufgrund ihres Größenunterschieds auf dem Weg Richtung Anode 

auftrennen, müssen 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 Sekundär-, Tertiär- und Quartärstruktur der Proteine durch 

Zugabe von Dithiothreitol (DTT) und Erhitzung zerstört. Für die Elektrophorese wurden 

vorgefertigte Zwei-Komponenten Gele verwendet (NuPAGE 4 - 12 % Bis-Tris-Gel, 

NovexTM, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Die Gele wurden in die mit 

MOPS SDS Puffer (siehe 2.2.2) gefüllte Elektrophoresekammer (X-Cell sure lock mini 

cell electrophoresis system, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) gespannt. Es 

wurden 5 Pl eines PagerulerTM Plus (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

aufgetragen. Vor dem Auftragen der Proben in die Gelkammern wurden diese 1:1 mit 

dem Probenpuffer für Western Blot (siehe 2.2.2) versetzt. Neben SDS enthielt der Puffer 

auch DTT (AppliChem GmbH, Darmstadt), das Disulfidbrücken reduziert und so 

Aminosäuren spaltet sowie Glycerin, das aufgrund seiner hohen Dichte dafür sorgt, dass 

die Proben gleichmäßig in die Taschen sinken sowie Bromphenolblau zur Visualisierung 

der Lauffront. Das Gemisch aus Probe und Probenpuffer wurde anschließend noch für 

fünf Minuten auf 95 °C erhitzt, um die Proteine vollständig zu denaturieren. Danach 

wurden je nach Qualität 10 Pg bis 30 Pg 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 für den Immunoblot vorbereitet.  
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2.3.7.3 Immunoblot 
Die durch die SDS-Page der molekularen Größe nach aufgetrennten Proteine wurden 

im Nassblot-Verfahren (Towbin et al., 1979) vom Gel auf eine Nitrozellulosemembran 

(0,2 Pm Porengröße, NovexTM, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

übertragen. Die Nitrozellulosemembran wurde dafür mit Transferpuffer befeuchtet und 

das Gel passgenau und luftblasenfrei auf die Membran gelegt. Um diese beiden Lagen 

ZXUGHQ�QXQ�PLW�7UDQVIHUSXIIHU�DQJHIHXFKWHWH�)LOWHUSDSLHUH�JHOHJW��'LHVHV�Ä6DQGZLFK³�

wurde zwischen zwei Schwämme geklemmt und in die vertikale, mit Transferpuffer 

gefüllte 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 Stromstärke von 140 mA angelegt und die 

Proteine wanderten aus dem Gel auf die Membran und blieben dort hängen. Während 

dieses ca. eineinhalb Stunden dauernden Vorganges wurde die Blotkammer im 

Kühlraum aufbewahrt. Die nachfolgende Abbildung 11 zeigt schematisch den Aufbau 

GHV�Ä6DQGZLFKHV³�LQ�GHU�%ORWNDPPHU�� 

 

 
Abbildung 11: Schematische Darstellung des Nassblotverfahrens 
Abbildung 11 zeigt schematisch den Aufbau des sich in der Blotkammer befindenden Sandwichs aus 

Schwämmen, 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 

Primärantikörpern die gegen spezifische Epitope der Proteine gerichtet sind. Ein 

Sekundärantikörper bindet danach an den konstanten Teil des Primärantikörpers 

(Kalbitzer, 2014). 
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Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurde die Nitrocellulosemembran 

zuerst für eine Stunde in einer Suspension aus 5 % Magermilchpulver in Tris gepufferte 

Kochsalzlösung (TBS) + 0,05 % Tween unter ständigem Schütteln auf einer 

Schüttelplatte (GFL 3017, Gesellschaft für Labortechnik GmbH, Burgwedel, 

Deutschland) inkubiert. Danach wurde die Membran über Nacht im Kühlraum ebenfalls 

unter ständigem Schütteln mit dem Primärantikörper inkubiert. Das Schütteln dient der 

gleichmäßigen Verteilung der Antikörper über der Membran. Für die Inkubation wurde 

die Membran in Folie eingeschweißt und die Antikörpersuspension hinzugegeben. Dies 

verhindert eine Verdunstung der Suspension bei längerer Inkubationszeit. Die Antikörper 

wurden dafür in den in Tabelle 5 genannten Konzentrationen mit 5 % Magermilchpulver 

in TBS + 0,05 % Tween verdünnt.  

Am nächsten Tag wurden die mit dem Primärantikörper inkubierten Membranen drei Mal 

für jeweils fünf Minuten bei Raumtemperatur mit TBS + 0,05 % Tween gewaschen. 

Danach erfolgte die Inkubation mit dem passenden Sekundärantikörper, welcher 

ebenfalls in den in der Tabelle 6 genannten Konzentrationen in 5 % Magermilchpulver 

in TBS + 0,05 % Tween verdünnt wurde. Die Inkubation erfolgte für eine Stunde auf dem 

Schüttler bei Raumtemperatur. Anschließend erfolgte ein erneuter drei Mal fünf-

minütiger Waschgang mit TBS + 0,05 % Tween auf dem Schüttler, um den 

überschüssigen Sekundärantikörper abzuwaschen. Die Nitrozellulosemembran wurde 

für eine Minute in einer Luminol und Wasserstoffperoxid enthaltenden Belichtungslösung 

inkubiert. Die Lösung, bestehend aus Enhanced Chemilumineszenz I (enthält Luminol) 

und Enhanced Chemilumineszenz II (enthält H202), wurde im Verhältnis 1:1 gemischt 

(AppliChem, Darmstadt, Deutschland). An die Sekundärantikörper 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 können. Um sicherzustellen, dass initial 

alle Geltaschen mit der gleichen Menge Gesamtprotein beladen worden sind, wurde eine 

sogenannte Ladungskontrolle mit dem Strukturprotein ß-Aktin durchgeführt. Analog dem 

oben bereits beschriebenen Vorgehen wurden die Nitrocellulosemembranen mit einem 

Primärantikörper gegen ß-Aktin, einem sogenannten Housekeeping Gen, inkubiert und 

entwickelt. Diese endogene Kontrolle wird benötigt, um die Menge des gesuchten 

Proteins relativ quantifizieren zu können. 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 ß-Aktin gemessen. Im Anschluss wurden diese beiden Werte für jede Probe 

ins Verhältnis gesetzt (Optische Dichtegesuchtes Protein / Optische Dichte ß-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 Ribonukleinsäure (RNA) eine Umschreibung der RNA in komplementäre 

Desoxyribonukleinsäure (cDNA). Erst danach kann die PCR erfolgen (Mülhardt, 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 

Verbrauchsgegenständen und Chemikalien sowie unter einer Werkbank. Die Isolierung 

der totalen RNA-Fraktion erfolgte mittels des kommerziell erhältlichen RNeasyTM plus 

micro kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) gemäß den Angaben des Herstellers. Hierfür 

wurden Caco2-Zellen in einer Zellkulturschale mit sechs Vertiefungen ausgesät und bis 

zur Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden im Anschluss für 24 Stunden mit 

Kulturmedium, das den wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben aufbereiteten Darminhalt in 

einer Verdünnung von 1:10 enthielt, inkubiert. Das Medium wurde abgesaugt und die 

Zellen einmalig mit PBS gewaschen. Danach folgte die Zelllyse mit 350 µl RneasyTM 

Lysis Buffer (RLT) (Qiagen, Hilden, Deutschland) und einem Zellscraper. Das Lysat 

wurde in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt und gründlich gevortext, bevor es im 

Anschluss in eine Qiashredder Spin-Säule überführt und für drei Minuten bei 13.000 rpm 

zentrifugiert wurde. Der Überstand wurde abpipettiert und in ein neues Reaktionsgefäß 

überführt. Diesem Reaktionsgefäß wurde nun 1:1 70 % Ethanol zugegeben und es 

wurde durch hoch und runter pipettieren gemischt. Das Gemisch wurde in eine RNeasy 

Spin-Säule pipettiert. Um diese Säule befindet sich ein 2 ml Reaktionsgefäß. Die Spin-

Säule mit dem Reaktionsgefäß wurden für 15 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert. 

Danach wurde das Eluat, welches sich im Reaktionsgefäß befand, verworfen. Die RNA 

befindet sich in der zentralen Säule. Diese wurde erneut in ein 2 ml Reaktionsgefäß 

gesteckt. Anschließend wurden 700 µl 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 µl RPE-Puffer 



 

 54 

zunächst für 15 Sekunden bei 10.000 rpm und anschließend für zwei Minuten bei 

10.000 rpm wiederholt. Die Säule wurde vorsichtig in ein neues 2 ml Reaktionsgefäß 

überführt und bei 13.000 rpm für eine Minute zentrifugiert. Zuletzt wurde die Säule in ein 

neues RNase-freies Gefäß überführt und die RNA durch Zugabe von 30 µl RNase-freiem 

Wasser verdünnt. Es folgte eine letzte Zentrifugation bei 10.000 rpm für eine Minute. 

Direkt im Anschluss erfolgte mit dem NanodropTM 2000 C Spectrophotometer (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) die RNA-Konzentrationsbestimmung bei 260 nm. 

Die Reinheit der Probe wurde mit einer zusätzlichen Messung der Absorption bei 280 nm 

überprüft (Mülhardt, 2013). Die RNA wurde danach direkt für die Reverse Transkription 

verwendet oder für 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 für die RT-qPCR 

wurde mit dem iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad Hercules, CA, USA) durchgeführt. 

Jeder Ansatz enthielt 1 µg RNA welcher mit RNase-freiem Wasser auf ein einheitliches 

Volumen von 15 µl verdünnt wurde. Durch Zugabe von Reaktion Mix und Reverser 

Transkriptase wurde ein Reagenzgemisch mit den in Tabelle 7 aufgeführten 

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

 
Tabelle 7: Mastermix Reverse Transkription 
Tabelle 7 zeigt den verwendeten Mastermix für die Reverse Transkription. Da die RNA in verschiedenen 

Konzentrationen vorlag, wurde sie mit RNase-freiem Wasser auf eine Konzentration von 1 Pg / 15 Pl 

verdünnt. RNA = Ribonukleinsäure, RNase = Ribonuklease. 

Substanz  Volumen 

Totale RNA Fraktion  x Pl 

RNase-freies Wasser  x Pl 

iScript Reverse Transkriptase  1 Pl 

5x iScript Reaction Mix  4 Pl 

 

Die Umschreibung der RNA in komplementäre cDNA erfolgte in einem Thermocycler 

(Primus 96 Thermocycler Peqlab, 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 für die Reverse Transkription. Die angegeben 

Temperaturen wurden entsprechend der in der Tabelle aufgeführten 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-qPCR ist eine molekularbiologische Methode und dient der Vervielfältigung 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 für ein Auftrennen des  

DNA-Doppelstranges in zwei Einzelstränge. Beim Annealing lagern sich die Primer an 

den komplementären DNA-Strängen an. Bei der Polymerasereaktion synthetisiert die 

Polymerase komplementäre Stränge (Brix et al., 2014). Die PCR wurde erstmals in den 

1980er Jahren von Kary Mullis und seinen Mitarbeitern durchgeführt (Saiki et al., 1985). 

Folgende Abbildung 12 gibt einen Überblick über 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-Stränge während der Denaturierung bei 95 °C, dem Annealing bei 

60 °C und der Elongation bei 72 °C. cDNA = komplementäre Desoxyribonukleinsäure, 

PCR = Polymerasekettenreaktion (eigene Abbildung; Teile der Abbildung erstellt mit BioRender.com). 

 

Die real-time PCR ist eine Weiterentwicklung der PCR und ermöglicht eine 

kontinuierliche Quantifizierung der PCR-Produkte (Mülhardt, 2013). Über die im 

Abschnitt Reverse Transkription beschriebene Umschreibung der mRNA in cDNA, 

welche nötig ist, da die PCR nur DNA als Substrat akzeptiert, kann man mit Hilfe der 

PCR Aussagen über die Transkription bestimmter Zielgene treffen. Die RT-qPCR 

verwendet Fluoreszenzfarbstoffe, die an DNA binden. In den Experimenten für diese 

Arbeit wurde SYBRGreenTM verwendet. SYBRGreenTM bindet an neu synthetisierte 

PCR-Produkte und emittiert bei Anregung Licht der Wellenlänge 520 nm (Rodríguez-

Lázaro & Hernández, 2014). Der Anstieg des Fluoreszenzsignals geschieht proportional 

zur Zunahme der während eines PCR-Zyklus produzierten DNA. Der Cycle of threshold 

(CT)-Wert beschreibt jenen Amplifikationszyklus in dem das Fluoreszenzsignal erstmals 

signifikant über das Hintergrundsignal ansteigt (Mülhardt, 2013). Ein kleiner CT-Wert 

bedeutet also das frühe Erreichen des Schwellenwertes und folglich das Vorliegen der 

gesuchten cDNA in einer hohen Konzentration. Um die cDNA-Expression der Proben 

relativ quantifizieren zu können, benötigt man eine endogene Kontrolle entsprechend 

der Kontrolle, die auch für die Quantifizierung der Western Blots benötigt 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 für die Durchführung der PCR benötigten Materialen wurden zunächst für zehn 

Minuten mit ultraviolettem Licht bestrahlt. Für die Durchführung der PCR wurde der 

MESA GREEN MasterMix Plus für SYBRTM 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 

aufgeführt. Mittels Erstellung exponentieller cDNA-Verdünnungsreihen wurde die 

Effizienz der Primerpaare untersucht. Die cDNA wurde, ebenso wie die Primer, im 

Verhältnis 1:10 mit nukleasefreiem Wasser verdünnt (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 für die RT-qPCR. Das Gesamtvolumen 

beträgt 25 µl. Aqua dest. = destilliertes Wasser, cDNA = komplementäre Desoxyribonukleinsäure, RT-
qPCR = quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion. 

Substanz  Endkonzentration  Volumen 

SYBRGreenTM  zweifach  12,5 µl 

Forward Primer  5 µmol/l  0,5 µl 

Reverse Primer  5 µmol/l  0,5 µl 

Aqua dest.    9,5 µl 

cDNA  50 ng/µl  2,0 µl 

 

Der Reaktionsansatz hatte ein Gesamtvolumen von 25 µl 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. Anschließend 

wurde in einem letzten Schritt die Temperatur bei 72 °C für fünf Minuten gehalten.  



 

 58 

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 

 

Über ein Schmelztemperaturprofil zwischen 60 °C und 95 °C konnten Primer-Artefakte 

ausgeschlossen werden. Für die Quantifizierung können 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 können. Die Bestimmung 

GHU� UHODWLYHQ� *HQH[SUHVVLRQ� HUIROJWH� GDQQ� PLWWHOV� GHU� ¨¨&7-Methode (Livak & 

Schmittgen, 2001). Die mRNA-Expression des interessierenden Gens, normalisiert auf 

ein Referenzgen, wurde im Verhältnis zur mRNA-Expression der schein-operierten 

Gruppe ausgedrückt. Im ersten Rechenschritt werden die CT-Werte normalisiert: Vom 

CT-Wert des Zielgens (in diesem Fall X) wurde der CT-Wert des Referenzgens (in diesem 

Fall GAPDH) DEJH]RJHQ��¨&T = CT;x - CT;GAPDH). In einem weiteren Rechenschritt bildet 

PDQ�GLH�'LIIHUHQ]�]ZLVFKHQ�GHQ�¨&T-Werten zweier Versuchsgruppen (in diesem Fall 

schein-operierte Gruppe = Schein und RYGB-operierten Gruppe = RYGB) 

�¨¨CT = ¨CT;Schein - ¨CT;RYGB). Der ¨¨&T gibt den relativen Unterschied der auf das 

Referenzgen normalisierten Expression des Zielgens in den zwei Gruppen im Vergleich 

an. Mittels der Formel 2(-ǻǻCT) kann der relative Unterschied der mRNA-Expression 

zwischen RYGB- und der Schein-Gruppe (= Kontrollgruppe) ermittelt werden. Der 

Mittelwert der Schein-Gruppe wurde hierbei für 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 höhere 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 für 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 Gruppengröße 

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 

EHL� XQJOHLFKHU� 9DULDQ]� GLH� :HOFK¶V� .RUUHNWXU� DQJHZHQGHW�� Genauso wurde bei der 

Analyse der Daten der RT-qPCR verfahren. Die Daten der Transwellassays wurden mit 

Hilfe eines two-way ANOVA ausgewertet. Die statistische Auswertung des 60 Minuten 

Wertes erfolgte nach Überprüfung der Normalverteilung mittels Shapiro Wild Test mittels 

eines ungepaarten t-Tests und bei ungleichen Varianzen, wie oben bereits beschrieben, 

PLW�:HOFK¶V�.RUUHNWXU. Für die statistische Auswertung der TEER Messungen wurde 

ebenfalls eine two-way ANOVA Analyse sowie eine Area under the Curve (AUC) 

Analyse durchgeführt. 
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3 Ergebnisse 

Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden bereits als folgende Publikation 

veröffentlicht:  

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/j.isci.2020.101777. 

PMID: 33294786; PMCID: PMC7689555. 

 

Eine veränderte Nahrungspräferenz (Le Roux et al., 2011), eine verringerte 

Insulinresistenz und eine verminderte Endotoxämie (Monte et al., 2012) sowie ein 

Gewichtsverlust sind wichtige Merkmale des RYGB beim Menschen. Um die Gültigkeit 

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 

außerdem die fettarme Ernährung gegenüber der fettreichen präferierten. Sie wogen 

dementsprechend kurz vor der terminalen Anästhesie, sechs Wochen nach der 

Operation, 23,7 % r 2,1 % weniger als ihre Artgenossen. Außerdem wiesen sie 

niedrigere Nüchternplasmainsulinwerte 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 Universitätsklinikum Würzburg durchgeführt.  

 

3.1 Veränderung von Proteinen der Occludenskontakte nach RYGB in den 
Vollwandresektaten 

Die ursprüngliche Betrachtungsweise einer bariatrischen Operation als rein 

mechanischer Eingriff wurde inzwischen widerlegt. Es konnte gezeigt werden, dass die 

mit Fettleibigkeit einhergehende Insulinresistenz, vermittelt durch eine Störung der IEB 

und einer daraus resultierenden Endotoxämie (Everard & Cani, 2013) durch den RYGB 

rekonstruiert werden kann (Bojsen-Møller et al., 2014; Monte et al., 2012). 

Tierexperimentelle Studien zeigten, dass die durch Adipositas induzierte Erhöhung der 

intestinalen Permeabilität (Cani et al., 2008) durch einen RYGB reduziert werden kann 

(Guo et al., 2019; Jin et al., 2021; Wang et al., 2020). Um ortsspezifische Veränderungen 
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der IEB nach RYGB zu untersuchen, wurden Analysen der Proteinmenge einiger 

Schlüsselproteine der Occludenskontakte mit Hilfe einer Western Blot Untersuchung für 

die unterschiedlichen experimentellen Bedinungen durchgeführt. Es wurden als 

Vertreter der Transmembranproteine der Occludenskontakte die Claudine 1, 2, 3 und 4 

im Hinblick auf quantitative Veränderungen 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 erhöhten 

parazellulären Efflux von Wasser und Kationen einhergeht (Amasheh et al., 2002). In 

der nachfolgenden Abbildung 13 ist die Veränderung der Proteinmenge von Claudin 1 

im Intestinum der schein-operierten und der RYGB-operierten Ratten dargestellt. Die 

Analyse der einzelnen Darmregionen ergab eine signifikante Erhöhung der 

Proteinmenge von Claudin 1 im Duodenum (A) sowie leichte Reduktion im Jejunum (B) 

und im Ileum (C) sowie eine leichte Erhöhung im Kolon (D) nach RYGB-Operation 

gegenüber der Schein-Operation. Die letztgenannten Proteinmengenveränderungen 

waren nicht signifikant. In Abbildung 13 ist oberhalb der Balkendiagramme jeweils ein 

repräsentativer 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 für 

Claudin 1. Über den Balkendiagrammen ist jeweils ein repräsentativer 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 Ileum und in D die Proteinmenge 

im Kolon. Die Western Blot Analysen wurden durch Messung der optischen Dichte der einzelnen Banden 

für Claudin 1 und ß-Aktin quantifiziert. Diese Werte wurden ins Verhältnis zueinander gesetzt 

(ODClaudin 1 / ODß-Aktin). Signifikanz wurde angenommen für 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 Ileum (C) zeigte sich keine signifikante 

Veränderung der Proteinmenge von Claudin 2 nach RYGB-Operation gegenüber 

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 für 

Claudin 2. Über den Balkendiagrammen ist jeweils ein repräsentativer 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 Ileum und in D die Proteinmenge 

im Kolon. Signifikanz wurde angenommen für p < 0,05. n = 4 - 6. Siehe Abbildung 13 für nähere Erklärungen 

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 Veränderung der Proteinmenge: Dabei war eine 

signifikante Reduktion der Claudin 3-Proteinmenge im Ileum (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 für 

Claudin 3. Über den Balkendiagrammen ist jeweils ein repräsentativer 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 Ileum und in D die Proteinmenge 

im Kolon. Signifikanz wurde angenommen für p < 0,05. n = 4 - 8. Siehe Abbildung 13 für nähere Erklärungen 

zu Beschriftung und Auswertung.  

 

Wie in Abbildung 16 dargestellt, ergab die Auswertung der Western Blots für 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 Ileum (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 für 

Claudin 4. Über den Balkendiagrammen ist jeweils ein repräsentativer 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 Ileum und in D die Proteinmenge 

im Kolon. Signifikanz wurde angenommen für p < 0,05. n = 4 - 7. Siehe Abbildung 13 für nähere Erklärungen 

zu Beschriftung und Auswertung.  

 

Die nachstehende Tabelle 11 zeigt zusammenfassend die Veränderung 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. Für die anderen beiden analysierten 

Claudine ergaben sich keine signifikanten Veränderungen. Im Jejunum zeigte sich ein 

anderes Muster. Die Gesamtmenge von Claudin 2 war im Jejunum der RYGB-operierten 

Ratten signifikant vermindert. Im Ileum 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 

gegenüber denen der schein-operierten Ratten. In nachfolgender Tabelle 11 sind nur die 

Veränderungen der Proteinmengen dargestellt, die sich als signifikant unterschiedlich 

herausgestellt haben. Ein nicht signifikanter Nachweis von Veränderungen ist mit ļ 
gekennzeichnet. 
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Tabelle 11: Vergleich der Proteinmengen ausgewählter 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 Verhältnis zu ß-Aktin ± SEM GDU�� Ĺ = signifikante Erhöhung der Proteinemenge in den 

Resektaten der RYGB-operierten Ratten gegenüber denen der schein-operierten Ratten, Ļ = signifikante 

Reduktion der Proteinmenge in den Resektaten der RYGB-operierten Ratten gegenüber denen der schein-

operierten Ratten, ļ = keine signifikanten Änderungen der Proteinmenge, RYGB = Roux-en Y 

Magenbypass, SEM = Standard error of the mean. 

Darmregion 
 Analysierte Proteine 

 Claudin 1  Claudin 2  Claudin 3  Claudin 4 

Duodenum 
 0,53 ± 0,09  0,02 ± 0,06  1,00 ± 0,24  -0,10 ± 0,29 

 Ĺ  ļ  Ĺ  ļ 

Jejunum  
 -0,45 ± 0,38  -0,98 ± 0,33  -0.49 ± 0.11  -0,27 ± 0,14 

 ļ  Ļ  ļ  ļ 

Ileum 
 -0,52 ± 0,24  -0,23 ± 0,17  -0.25 ± 0.09  -1,76 ± 0,68 

 ļ  ļ  Ļ  ļ 

Kolon 
 0,18 ± 0,14  -0,91 ± 0,09  -0.53 ± 0.20  -0,11 ± 0,17 

 ļ  Ļ  Ļ  ļ 

 

Die Barrierefunktion wird neben Veränderungen des zellulären Gehalts von Barriere-

assoziierten Proteinen auch durch deren zelluläre Verteilung determiniert. Die zelluläre 

Verteilung hätte an dieser Stelle zum Beispiel mit Hilfe der Immunfluoreszenz-

Mikroskopie untersucht werden können. Leider war dies zum Zeitpunkt der 

Durchführung der Experimente nicht möglich, da die Gewebe hierfür nicht gesammelt 

und aufbereitet wurden. Aufgrund dessen, sowie aufgrund der durchgeführten Analyse 

von nur vier am Schlussleistenkomplex beteiligten Proteine, die die Vielzahl der 

beteiligten Proteine nicht vollständig repräsentieren, ist es nicht möglich von den 

Ergebnissen der Western Blot Analysen auf eine dichtere oder weniger dichte Barriere 

in den untersuchten Darmregionen zu schließen. Um einen funktionell besseren 

Eindruck zu bekommen, wurden danach zusätzliche Versuche in der Zellkultur, also 

einem reduktionistischen System, durchgeführt.  
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3.2 Transferexperimente 
In der Vergangenheit wurde bereits gezeigt, dass sich die intestinale Permeabilität nach 

RYGB vermindert (Guo et al., 2019; Jin et al., 2021; Wang et al., 2020). Darüber hinaus 

gelang es, die IEB durch eine Mikrobiom-Transplantation zu stabilisieren bzw. die 

Insulinsensitivität zu erhöhen (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 Zökuminhaltes auf keimfreie Mäuse übertragen 

werden konnte. Allerdings hatte die Transplantation des Ileuminhaltes keine positiven 

Auswirkungen auf die Glucosetoleranz der Mäuse (Arora et al., 2017). Wir postulierten 

daher, dass es Faktoren im intestinalen Inhalt der Ratten nach RYGB sein müssen, die 

die Barrierefunktion der Darmregionen regulieren und so weitere positive Effekte, wie 

die verbesserte Glucosetoleranz oder die verminderte Endotoxämie, im Anschluss an 

eine RYGB-Operation vermitteln.  

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden Simulationsexperimente durchgeführt. Für 

die Experimente dienten Caco2-Zellen als in vitro Modell für 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 löslichen, aus der Mikrobiota 

stammenden Faktoren, die bereits bei Entnahme aus dem Intestinum der Ratten 

enthalten waren, auf die Barriere beurteilen zu können. Es wurden zwei komplementäre 

funktionelle Untersuchungen, das Transwellassay und die Bestimmung des 

transepithelialen Widerstandes durchgeführt. Danach erfolgte mit dem Western Blot 

Verfahren eine Analyse der Proteinmenge von wichtigen Transmembranproteinen der 

Occludenskontakte (Claudin 1, 2, 3, 4 und Occludin), der Adhärenskontakte (E-

Cadherin) sowie der Desmosomen (DSG 2). Anschließend erfolgte die Quantifizierung 

der mRNA-Expression der oben genannten Proteine mittels RT-qPCR.  
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3.2.1 Veränderung 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 

durchgeführt. Beide Untersuchungen erlauben Aussagen über die Funktionalität der IEB 

(Lea, 2015b; Schlegel et al., 2010). Zunächst wurde mittels des zur Messung der 

Permeabilität von Zellkulturen etablierten Transwellassays der parazelluläre 4 kDa 

FITC-Dextran-Fluss von der apikalen zur basolateralen Seite der Caco2-Zellen 

analysiert. Aus diesen Werten wurde, wie bereits ausführlich in 2.3.5. beschrieben, der 

PE berechnet.  

Die nachfolgende Abbildung 17 stellt die PE während 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 PE 

widerspiegelte. Interessanterweise zeigte sich nach Behandlung der Zellmonolayer mit 

Ileuminhalt der schein-operierten Ratten gegenüber der Behandlung mit Ileuminhalt der 

RYGB-operierten Ratten kein Unterschied des PE zwischen den beiden Gruppen.  
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Abbildung 17: Darstellung des Permeabilitätskoeffizienten 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 für 24 Stunden mit gepooltem Darminhalt 

der schein-operierten bzw. RYGB-operierten Ratten behandelt wurde. Signifikanz wurde angenommen für 

p < 0,05. n = 5 Zellkulturen / Gruppe. PE = Permeabilitätskoeffizient, RYGB = Roux-en-Y Magenbypass, 

Schein = Schein-Operation. 

 

Die nachfolgende Tabelle 12 zeigt eine Gegenüberstellung 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: Gegenüberstellung der Permeabilitätskoeffizenten zum Zeitpunkt 60 Minuten 
Tabelle 12 zeigt eine Gegenüberstellung der PE (cm/s x 10-6) 60 Minuten nach Zugabe von 4 kDa FITC-

Dextran nach vorangegangener 24-stündiger 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, PE= 

Permeabilitätskoeffizient, SEM = Standard error of the mean. 

Behandlung der Caco2-Zellen  
PE (cm/s x 10-6)  

 
PE (cm/s x 10-6)  

Schein-Operation RYGB 

Duodenunalinhalt  1 ± 0,1067  0,5016 ± 0,0240 

Jejunalinhalt  1 ± 0,1079  0,5527 ± 0,0179 

Ileuminhalt  1 ± 0,0592  1,1370 ± 0,0569 

Koloninhalt  1 ± 0,2039  0,3347 ± 0,0245 

 

Um diese Ergebnisse zu untermauern, wurde zusätzlich die Messung des TEER 

durchgeführt. Der Vorteil dieser Methode gegenüber dem Transwellassay ist die 

kontinuierliche Aufzeichnung des transepithelialen Widerstandes als Maß für die 

Integrität der Epithelbarriere. Die Caco2-Zellen wurden für dieses Experiment auf ECIS-

Elektroden ausgesät. Ihnen wurde am Tag der Konfluenz Medium mit Darminhalt aus 

dem Duodenum, dem Jejunum, dem Ileum und dem Kolon der beiden 

Vergleichsgruppen zugesetzt. Direkt im Anschluss begann die 24-stündige 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 über 

der mit Darminhalt der schein-operierten Ratten behandelten Zellmonolayer kam. Nach 

fünf 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 

Ileuminhalt. Die nachfolgende Abbildung 18 zeigt auf der linken Seite in A, C, E und G 

die graphische Darstellung des Widerstandsverlustes gemessen in Prozent über der 

Grundlinie über der Caco2-Zellschicht über 24 Stunden. Deutlich sichtbar ist der 

signifikant höhere Widerstandsverlust der mit Duodenal- (A), Jejunal- (C), oder 

Koloninhalt (G) der schein-operierten Ratten behandelten Caco2-Zellkulturen 

gegenüber 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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Ileuminhalt (E) der beiden Vergleichsgruppen ergab konsistent zu den Ergebnissen des 

Transwellassays keine Veränderungen. Auf der rechten Seite der Abbildung ist die AUC 

in Form eines Balkendiagrammes dargestellt. Sie beschreibt die Fläche 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, gegenüber der Behandlung mit dem Darminhalt der RYGB-operierten 

Ratten, verdeutlicht. Die AUC der mit Ileuminhalt behandelten Zellen ist zwischen den 

beiden Vergleichsgruppen entsprechend nahezu gleich groß (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 Ileuminhalt 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 Veränderung des TEER, gemessen in Prozent von der 
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Grundlinie über 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 für 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 größte 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 

größten. 

 
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. 

Behandlung der Caco2-Zellen  
AUC  

 
AUC  

Schein-Operation RYGB 

Duodenunalinhalt  1 ± 0,06154  1,837 ± 0,1429 

Jejunalinhalt  1 ± 0,11680  1,761 ± 0,08155 

Ileuminhalt  1 ± 0,07078  1,006 ± 0,05302 

Koloninhalt  1 ± 0,08287  1,903 ± 0,1320 

 

Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse der funktionellen Experimente eine deutliche 

Erhöhung der Integrität der Barriere der Caco2-Zellmonolayer nach Behandlung mit 

Duodenal-, Jejunal- und Koloninhalt der RYGB-operierten Ratten. Dabei zeigten die 

Experimente übereinstimmend, dass durch Behandlung mit Koloninhalt der RYGB-

operierten Ratten im Vergleich zur Behandlung mit Koloninhalt der schein-operierten 

Ratten der größte Einfluss auf die Barrierefunktion genommen werden kann. Die 

Behandlung mit dem Ileuminhalt der beiden Vergleichsgruppen führte hingegen zu 

keiner Veränderung der Barrierefunktion. Zusammenfassend stützen diese Ergebnisse 

die Vermutung, dass es lösliche mikrobiotische und/oder vom Wirt stammende 
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Metaboliten im Intestinum nach RYGB sein könnten, 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 durchgeführt. Hierbei wurden 

mögliche Veränderungen der Proteinmenge wichtiger Schlüsselproteine des 

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

Darminhalt der schein- und RYGB-operierten Ratten untersucht. 

 

3.2.2.1 Mengenveränderungen 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 erhöht, wie in 

Abbildung 19 graphisch dargestellt ist. Auf den ersten Blick führt auch die Behandlung 

mit Jejunalinhalt (B) RYGB-operierter Ratten zu einer Erhöhung der Proteinmenge von 

Claudin 1, allerdings waren die Ergebnisse der Analyse nicht signifikant. Die Behandlung 

mit Ileuminhalt (C) RYGB-operierter Ratten führte ebenfalls nicht zu signifikanten 

Unterschieden in der Proteinmenge von Claudin 1. Die nachfolgende Abbildung 19 gibt 

einen Überblick über die Ergebnisse der Analysen der Proteinmenge von Claudin 1, 

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

gepooltem Darminhalt 
Abbildung 19 zeigt in A-D eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse für 

Claudin 1 in konfluenten Caco2-Zellen, die 24 Stunden lang mit gepooltem Duodenal- (A), Jejunal- (B), 

Ileum- (C) und Koloninhalt (D) von schein-operierten bzw. RYGB-operierten Ratten behandelt wurden. Links 

der Balkendiagramme ist jeweils ein repräsentativer Western Blot zu sehen. Die Western Blot Analysen 

wurden durch Messung der optischen Dichte der einzelnen Banden für Claudin 1 und ß-Aktin quantifiziert. 

Diese Werte wurden ins Verhältnis zueinander gesetzt (ODClaudin 1 / ODß-Aktin). Signifikanz wurde 

angenommen für 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  

Ileuminhalt (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.  
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Abbildung 20: Proteinmenge von Claudin 2 in Caco2-Zellen nach 24-stündiger Behandlung mit 

gepooltem Darminhalt 
Abbildung 20 zeigt in A-D eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse für 

Claudin 2 in konfluenten Caco2-Zellen, die 24 Stunden lang mit gepooltem Duodenal- (A), Jejunal- (B), 

Ileum- (C) und Koloninhalt (D) von schein-operierten bzw. RYGB-operierten Ratten behandelt wurden. Links 

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

für p < 0,05. n = 10 - 12 Zellkulturen / Gruppe. Siehe Abbildung 19 für nähere Erklärungen zu Beschriftung 

und Auswertung. 

 

Die Proteinmenge von Claudin 3 erhöhte 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 Ileum- (C) und Koloninhalt (D) RYGB-operierter Ratten, wie in  

Abbildung 21 graphisch dargestellt ist. Die Behandlung mit dem Jejunalinhalt (B) führte 

zu keiner signifikanten Veränderung von Claudin 3 in den Caco2-Zellen.  
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Abbildung 21: Proteinmenge von Claudin 3 in Caco2-Zellen nach 24-stündiger Behandlung mit 

gepooltem Darminhalt 
Abbildung 21 zeigt in A-D eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse für 

Claudin 3 in konfluenten Caco2-Zellen, die 24 Stunden lang mit gepooltem Duodenal- (A), Jejunal- (B), 

Ileum- (C) und Koloninhalt (D) von schein-operierten bzw. RYGB-operierten Ratten behandelt wurden. Links 

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

für p < 0,05. n = 10 - 12 Zellkulturen / Gruppe. Siehe Abbildung 19 für nähere Erklärungen 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 veränderte, entspricht dem von Claudin 3. 

Die Behandlung mit Duodenalinhalt (A) der RYGB-operierten Ratten führte ebenfalls zu 

einer erhöhten Proteinmenge von Claudin 4. Die Behandlung mit Ileum- (C) und 

Koloninhalt (D) führte zu einer Reduktion der Proteinmenge von Claudin 4 in den Caco2-

Zellen. Die Behandlung mit dem Jejunalinhalt (B) führte zu keiner signifikanten 

Veränderung von Claudin 4 in den Caco2-Zellen.  
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Abbildung 22: Proteinmenge von Claudin 4 in Caco2-Zellen nach 24-stündiger Behandlung mit 

gepooltem Darminhalt 
Abbildung 22 zeigt in A-D eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse für 

Claudin 4 in konfluenten Caco2-Zellen, die 24 Stunden lang mit gepooltem Duodenal- (A), Jejunal- (B), 

Ileum- (C) und Koloninhalt (D) von schein-operierten bzw. RYGB-operierten Ratten behandelt wurden. Links 

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

für p < 0,05. n = 10 - 12 Zellkulturen / Gruppe. Siehe Abbildung 19 für nähere Erklärungen 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 gegenüber 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-stündiger 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 für Occludin 

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

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

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

für p < 0,05. n = 10 - 12 Zellkulturen / Gruppe. Siehe Abbildung 19 für nähere Erklärungen zu Beschriftung 

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

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

Adhärenskontakte, zeigte eine Herabregulierung nach Behandlung der Zellen mit 

Ileuminhalt (C) der RYGB-operierten Ratten gegenüber 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 führte zu keiner 

signifikanten Veränderung der Proteinmenge von E-Cadherin in den Caco2-Zellen. 

 

 
Abbildung 24: Proteinmenge von E-Cadherin in Caco2-Zellen nach 24-stündiger Behandlung mit 
gepooltem Darminhalt 
Abbildung 24 zeigt in A-D eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse für  

E-Cadherin in konfluenten Caco2-Zellen, die 24 Stunden lang mit gepooltem Duodenal- (A), Jejunal- (B), 

Ileum- (C) und Koloninhalt (D) von schein-operierten bzw. RYGB-operierten Ratten behandelt wurden. Links 

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

für p < 0,05. n = 10 - 12 Zellkulturen / Gruppe. Siehe Abbildung 19 für nähere Erklärungen zu Beschriftung 

und Auswertung. 
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3.2.2.3 Mengenveränderung von DSG 2 in Caco2-Zellen nach Behandlung mit 
Darminhalt  

Als nächstes 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 erhöht.  

 

 
Abbildung 25: Proteinmenge von Desmoglein 2 in Caco2-Zellen nach 24-stündiger Behandlung mit 
gepooltem Darminhalt 
Abbildung 25 zeigt in A-D eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse für DSG 2 

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

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

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

für p < 0,05. n = 10 - 12 Zellkulturen / Gruppe. Siehe Abbildung 19 für nähere Erklärungen zu Beschriftung 

und Auswertung. DSG 2 = Desmoglein 2. 
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3.2.2.4 Zusammenfassung der Mengenveränderungen junktionaler Proteine in 
Caco2-Zellen  

Die nachfolgende Tabelle 14 zeigt zusammenfassend die Veränderungen der 

analysierten Proteine des Schlussleistenkomplexes der Caco2-Zellen nach Behandlung 

mit gepooltem Darminhalt. Dabei sind nur signifikante Veränderung dementsprechend 

gekennzeichnet. Für fehlende Veränderungen wurde einheitlich ļ verwendet.  

 
Tabelle 14: Proteinmengenveränderung ausgewählter Proteine der Occludenskontakte, 

Adhärenskontakte und Desmosomen in Caco2-Zellen nach 24-stündiger Behandlung mit 
gepooltem Darminhalt  
Tabelle 14 fasst die Veränderungen 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 Verhältnis zu ß-Aktin dar. Ĺ = signifikante Erhöhung der Proteinmenge in den mit 

Darminhalt der RYGB-operierten Ratten behandelten Zellen gegenüber den mit Darminhalt der schein-

operierten Ratten behandelten Zellen, Ļ = signifikante Reduktion der Proteinmenge in den mit Darminhalt 

der RYGB-operierten Ratten behandelten Zellen gegenüber den mit Darminhalt der schein-operierten 

Ratten behandelten Zellen, ļ = keine signifikanten Änderungen der Proteinmenge. Signifikanz wurde 

angenommen für p < 0,05. E-Cad. = Epitheliales Cadherin; DSG 2 = Desmoglein 2, RYGB = Roux-en-Y 

Magenbypass. 

Darminhalt 
 Analysierte Proteine 

 Claudin 1  Claudin 2  Claudin 3  Claudin 4  Occludin  E-Cad.  DSG 2 

Duodenalinhalt  Ĺ  Ļ  Ĺ  Ĺ  ļ  ļ  Ĺ 

Jejunalinhalt  ļ  ļ  ļ  ļ  Ĺ  ļ  Ĺ 

Ileuminhalt  ļ  Ļ  Ļ  Ļ  ļ  Ļ  ļ 

Koloninhalt  Ĺ  ļ  Ļ  Ļ  ļ  ļ  Ĺ 

 

Es lässt sich zusammenfassen, dass der Duodenalinhalt deutliche Auswirkungen auf die 

Proteinmengen der Transmembranproteine hatte. Die Behandlung mit dem 

Duodenalinhalt RYGB-operierter Ratten führte gegenüber der Behandlung mit dem 

Duodenalinhalt schein-operierter Ratten zu einer Erhöhung der barrierestabilisierenden 

Proteine Claudin 1, 3, und 4 sowie DSG 2 und einer Reduktion von Claudin 2. Diese 

Veränderungen lassen sich mit der verbesserten Barrierefunktion der Caco2-Zellen in 

den funktionellen Experimenten korrelieren. Auch der Jejunalinhalt RYGB-operierter 

Ratten hatte gegenüber dem der schein-operierten Ratten insgesamt positive 

Auswirkungen auf die Proteine des Schlussleistenkomplexes. Die Behandlung führte zu 
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einer Erhöhung von Occludin und DSG 2. Diese Veränderungen lassen sich ebenfalls 

mit der verbesserten Barrierefunktion der Caco2-Zellen nach Behandlung mit 

Jejunalinhalt in den funktionellen Experimenten korrelieren. Die Applikation von 

Ileuminhalt RYGB-operierter Ratten führte 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 Ileuminhalt der beiden Vergleichsgruppen auf die Caco2-

Zellen keine signifikante Funktionsverbesserung bzw. Verschlechterung der Barriere. 

Die Behandlung der Caco2-Zellen mit Koloninhalt RYGB-operierter Ratten führte 

verglichen mit der Behandlung mit Koloninhalt schein-operierter Ratten zu einer 

Reduktion der Proteinmenge von Claudin 3 und 4 sowie zu einer Erhöhung der 

Proteinmenge von Claudin 1 und DSG 2. Der Koloninhalt der RYGB-operierten Ratten 

führte im Vergleich zum Koloninhalt der schein-operierten Ratten zu den deutlichsten 

positiven Veränderungen der Barrierefunktion der Caco2-Zellen im Transwellassay 

sowie im ECIS-Experiment. Insofern ist es überraschend, dass die Ergebnisse der 

Proteinanalyse nach Behandlung mit Koloninhalt weniger eindeutig waren und die 

Ergebnisse der funktionellen Experimente nur bedingt widerspiegelten. Diese 

Diskrepanz ist möglicherweise damit zu erklären, dass viele Proteine, die neben den 

analysierten ebenfalls wesentlich für die Funktion der Barriere sind, nicht analysiert 

worden sind. Ebenso könnte es sich aber auch um nur ein oder zwei Proteine handeln, 

die maßgeblich die Funktionsverbesserung der Barriere verantworten. Dabei könnte es 

sich um DSG 2 handeln, da das Muster der Veränderungen 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 Antikörpers 

gezeigt werden. In diesen Experimenten verringerte die Zugabe des Antikörpers den 

elektrischen transepithelialen Widerstand signifikant und erhöhte den FITC-Dextran-

Fluss (Schlegel et al., 2010). 
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3.2.2.5 Transkriptionsanalyse  
Um mögliche 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-qPCRs 

durchgeführt. Die verwendeten Primer-Sequenzen sind in Tabelle 4 aufgeführt. 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 Veränderungen der Barriereproteine unter in vitro Bedingungen steuern. 

Eine solche Dissoziation zwischen mRNA-Expression- und Proteinmengenniveau 

verschiedener Barriereproteine wurde auch für Darm-Enteroide von Patientinnen und 

Patienten mit entzündlichen 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 Mäusen gegenüber 

schein-operierten Mäusen sowie das Tight Junction-assoziierte Protein ZO 1 im 

Dickdarm analysierten, konnten dabei jeweils eine Erhöhung der Proteinmenge des 

jeweiligen Proteins feststellen, allerdings keine signifikante Veränderung im mRNA-

Expressionsniveau (Jin et al., 2021). Wie in Abbildung 26 dargestellt, wurde für Claudin 2 

eine signifikante Verminderung der mRNA-Expression nach Behandlung mit Duodenal- 

(A), Ileum- (C) und Koloninhalt (D) RYGB-operierter gegenüber 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 

Schlüsselproteine des Schlussleistenkomplexes in Caco2-Zellen nach 24-stündiger Behandlung mit 

Duodenalinhalt (A), Jejunalinhalt (B), Ileuminhalt (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 für p < 0,05. n = 6 pro Gruppe und Zellkultur. CDH1 = E-Cadherin, CLDN1 = Claudin 1, 

CLDN2 = Claudin 2, CLDN3 = Claudin 3, CLDN4 = Claudin 4, CT = 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 Veränderungen 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 

verändern lässt. Die nachstehende Tabelle 15 zeigt eine Zusammenfassung der 

Ergebnisse der Western Blot Analysen sowie eine Gegenüberstellung der Ergebnisse 

der Analysen der Vollwandresektate mit den Analysen der Caco2-

Stimulationsexperimenten. Dabei ist zu sehen, dass einige der in den 

Vollwandresektaten vollzogenen Verlnderungen ebenfalls in den korrespondierenden 

Simulationsexperimenten zu sehen sind. Daneben kam es aber auch zu signifikanten 

Veränderungen der Proteinmengen in den Caco2-Zellen, die so nicht in den 

Vollwandresektaten zu finden waren und andersherum.   
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Tabelle 15: Vergleichende Gegenüberstellung der Ergebnisse der Western Blot Analysen 
Tabelle 15 zeigt eine zusammenfassende und vergleichende Analyse der Verteilungsmuster der 

Barriereproteine zwischen Vollwandresektaten und den Caco2-Zellen. Ĺ = signifikante Erhöhung 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), Ļ = 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), ļ = keine signifikante Veränderung der Proteinmenge, ļ �Ĺ� = keine 

signifikante Veränderung der Proteinmenge, allerdings eine nicht signifikante Erhöhung, ļ �Ļ) = keine 

signifikante Veränderung der Proteinmenge, allerdings eine nicht signifikante Reduktion. 

DSG 2 = Desmoglein 2, Resekt. = Vollwandresektat. 

Protein 
 Duodenum / 

Duodenalinhalt  Jejunum / 
Jejunalinhalt  Ileum / 

Ileuminhalt  Kolon / 
Koloninhalt 

 Resekt. Caco2  Resekt. Caco2  Resekt. Caco2  Resekt. Caco2 

Claudin 1  Ĺ Ĺ  ļ �Ļ) ļ �Ĺ�  ļ �Ļ) ļ �Ļ)  ļ �Ĺ� Ĺ 

Claudin 2  ļ �Ĺ� Ļ  Ļ ļ �Ļ)  ļ �Ļ) Ļ  Ļ ļ �Ļ) 

Claudin 3  Ĺ Ĺ  ļ �Ļ) ļ  Ļ Ļ  Ļ Ļ 

Claudin 4  ļ Ĺ  ļ �Ļ) ļ  ļ �Ļ) Ļ  ļ �Ļ) Ļ 

Occludin   ļ   Ĺ   ļ �Ĺ�   ļ �Ĺ� 

E-Cadherin   ļ   ļ   Ļ   ļ 

DSG 2   Ĺ   Ĺ   ļ �Ļ)   Ĺ 
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4 Diskussion 

Tier- und Humanstudien weisen darauf hin, dass Fettleibigkeit mit einer erhöhten 

Darmpermeabilität einhergehen kann (Brun et al., 2007; Teixeira et al., 2012). Als eine 

der Hauptfolgen der erhöhten Darmpermeabilität wird das Eindringen von Endotoxinen 

aus dem Darmlumen in den Blutkreislauf angesehen. Die Translokation von LPS führt 

zu einer systemischen Entzündung (Moreira et al., 2012). Der chronische niedriggradige 

Entzündungszustand zieht weitere Stoffwechselerkrankungen nach sich (Cani et al., 

2007; León-Pedroza et al., 2015; Moreira et al., 2012). Darmbarrierestörungen stehen 

in erster Linie im Zusammenhang mit Expressionsveränderungen bzw. Veränderungen 

der Proteinmenge von Proteinen der Occludenskontakte. In der Vergangenheit wurde 

auch die Reduktion desmosomaler Kontakte wie DSG 2 als relevant für den 

Zusammenbruch der Darmbarriere beschrieben (GarciaǦHernandez et al., 2017; Gross 

et al., 2018; Schlegel et al., 2010). Bariatrische Operationen wie die RYGB-Operation 

verbessern den chronischen Entzündungszustand (Guo et al., 2019; Monte et al., 2012), 

verändern 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 Entzündung (Guo 

et al., 2019) und trägt dadurch potenziell zur Verbesserung der mit Fettleibigkeit 

verbundenen metabolischen Komplikationen wie der Insulinresistenz bei. Die 

Mechanismen die zu diesen Veränderungen führen sind jedoch weitgehend unklar. 

Um zunächst deskriptiv die Auswirkungen einer RYGB-Operation auf die Proteinmenge 

von Proteinen der Occludenskontakte zu ermitteln, wurde hier eine detaillierte 

Charakterisierung der Veränderung der Proteinmengen nach RYGB-Operation im 

Vergleich zu Schein-Operation bei Ratten durchgeführt. Darüber hinaus war das 

Hauptziel dieser Arbeit, ein besseres Verständnis darüber zu gewinnen, wie der RYGB 

die intestinale Barriere stabilisiert und die Endotoxämie vermindert (Guo et al., 2019). 

Dafür wurden die oben genannten Analysen durch Simulationsexperimente ergänzt. 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. 

Ergänzend wurde untersucht, ob durch Darminhalttransfer die gleichen 

Proteinmengenveränderungen 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 könnte, die zu den Barriereveränderungen nach RYGB 
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beitragen. Darüber hinaus wurden an der Zellkultur weitere Schlüsselproteine der 

Adhärenskontakte und der Desmosomen untersucht.  

 

4.1 Die Vollwandresektate der RYGB-operierten Ratten zeigen 
regionenspezifische Veränderungen der analysierten Barriereproteine 

Die in dieser Arbeit beschriebene Charakterisierung der Proteinmengenveränderungen 

der Occludenskontakte nach RYGB ist die bisher umfassendste Analyse ihrer Art. Es 

wurden im Vergleich zu früher publizierten Arbeiten alle Bereiche des Intestinums der 

RYGB-operierten Ratten auf die Proteinmengenveränderungen der 

Claudine 1, 2, 3 und 4 untersucht. Eine erhöhte Menge von Claudin 1, 3 und 4 wirkt 

barriereversiegelnd, während eine erhöhte Menge von Claudin 2 eine erhöhte 

Permeabilität der Barriere mit sich bringt (Markov et al., 2010). Die 

barrierestabilisisierende Wirkung der RYGB-Operation konnte in der Vergangenheit 

übereinstimmend und speziesübergreifend 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 Erhöhung der Proteinmenge 

der Claudine 1, 3 und 4 sowie eine Reduktion von Claudin 2. Die Analyse zeigte jedoch 

eindeutig ein regional unterschiedliches Veränderungsmuster der analysierten Proteine. 

Eine signifikante Erhöhung nach RYGB ergab sich für Claudin 1 im Duodenum. Ebenso 

ergab sich eine leichte Proteinmengenerhöhung 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 für diese Arbeit analysierten 

Daten vergleichbar, da sie die Proteinveränderung an humanen, jejunalen Proben 

analysierten. Sie konnten keine signifikante Veränderung für Claudin 1 zeigen. Dies ist 

vergleichbar mit Proben aus Patientinnen und Patienten mit chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen, die auch heterogene Muster für Claudin 1 in unterschiedlichen 

Kollektiven zeigen (Meir et al., 2020). 

Für Claudin 2 wurde eine signifikante Herunterregulierung im Jejunum sowie im Kolon 

beobachtet. Casselbrant et al. konnten dagegen keine Veränderung der Proteinmenge 

von Claudin 2 im humanen Jejunum zeigen. Für Claudin 3 zeigte sich eine signifikante 

Erhöhung im Duodenum, allerdings entgegen der Erwartung eine signifikante Reduktion 

im Ileum und im Kolon sowie eine nicht signifikante Herabregulierung im Jejunum. 
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Casselbrant et al. konnten ebenso für Claudin 3 in humanen jejunalen Proben eine 

Erhöhung der Proteinmenge feststellen (Casselbrant et al., 2015). Für Claudin 4 

ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Die in dieser Arbeit beschriebenen 

Untersuchungen stellen eine wichtige Grundlage für weitere Untersuchungen an 

Barriereproteinen sowie funktionellen in vivo und ex vivo Untersuchungen der 

Barrierefunktion nach RYGB dar. Die Ergebnisse zeigten darüber hinaus eindeutig, dass 

es regional zu unterschiedlichen Proteinverteilungsmustern der Junktionsproteine nach 

RYGB-Operation kam. Diese Erkenntnis wird auch durch Untersuchungen von Jin et al. 

unterstützt, die ebenfalls regional verschiedene Expressionsmuster von ZO 1 und 

Occludin im Jejunum sowie im Kolon nach RYGB- bzw. Schein-Operation an Mäusen 

zeigen konnten. Darüber hinaus zeigten sie, dass es in beiden untersuchten Regionen 

zu einer Permeabilitätsabnahme des Epithels nach RYGB-Operation kam (Jin et al., 

2021). Eine Limitation der Analysen dieser Arbeit ist, dass vor der terminalen Anästhesie 

bzw. danach ex vivo keine funktionellen Messungen der IEB durchgeführt wurden. Damit 

hätten Erkenntnisse über die Funktion der Darmbarriere im Duodenum, Jejunum, Ileum 

und Kolon gewonnen werden können und diese mit den Ergebnissen der Proteinanalyse 

korreliert werden können.  

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 Proteinveränderungen auf die Funktionalität der Darmbarriere zu 

schließen. Eines dieser Proteine ist DSG 2. Ihm wird über eine Regulation der 

Occludenskontakte ein großer Einfluss auf die Integrität der Darmbarriere und die 

Regulation der Permeabilität zugeschrieben (Gross et al., 2018; Schlegel et al., 2010). 

In zukünftigen Studien sollte die Veränderung von DSG 2 nach RYGB im Darm der 

Ratten untersucht werden, insbesondere aufgrund der Ergebnisse der durchgeführten 

Transferexperimente, die zeigten, dass die Veränderungen 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 

Proteinveränderungen festgestellt, die auf eine veränderte 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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4.2 Der Darminhalt von RYGB-operierten Ratten stabilisiert direkt die 
Barrierefunktion in Caco2-Zellen 

Indem in den Versuchen für 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 Ileuminhalt 

RYGB-operierter Ratten im Vergleich zur Inkubation mit dem Ileuminhalt 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 Ileuminhaltes RYGB-operierter genetisch fettleibiger 

und glucoseintoleranter Ratten im Vergleich zu schein-operierten Ratten auf keimfreie 

Mäuse nicht positiv auf deren Glucosetoleranz auswirkte, wohingegen die 

Transplantation des Zökuminhaltes zu einer verbesserten Glucosetoleranz führte (Arora 

et al., 2017). Diese Beobachtungen unterstützen 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 möglicherweise durch verschiedene vom Wirt 

und/oder der Mikrobiota erzeugten, löslichen Faktoren vermittelt. Da keine Analyse des 

Darminhaltes durchgeführt wurde, kann keine Aussage darüber getroffen werden, wie 

sich die Inhaltsstoffe des Darminhalts der schein- gegenüber des Darminhalts der 

RYGB-operierten Ratten unterscheiden. Ebenso kann die intestinale Mikroumgebung 

durch den Transfer von Darminhalt auf eine Zellkultur nur unvollständig abgebildet 

werden. Durch Zugabe von antibiotischen Substanzen zum Kulturmedium wurde der 

Darminhalt von lebenden Bakterien bereinigt, sodass nur noch deren 

Stoffwechselprodukte enthalten waren. Dies führte zwar zum Ausschluss direkter 

Signale zwischen Mikrobiota und Wirt als Vermittler der stabilisierenden Effekte, auf der 

anderen Seite kam es dadurch aber zu einer unvollständigen Abbildung der intestinalen 

Mikroumgebung. Die Caco2-Zellmonolayer wird routinemäßig als Modell für die 

intestinale Barriere verwendet. Allerdings bildet dieses Modell die intestinale Barriere nur 

unvollständig ab (Lea, 2015a). Dies liegt unter anderem daran, dass sie ausschließlich 

aus Epithelzellen besteht und Immunzellen sowie Zellen des ENS, die einen Einfluss auf 

die intestinale Barriere ausüben (Al-Sadi et al., 2009; Neunlist et al., 2003), fehlen. Ein 

weiterer wichtiger Punkt ist, dass für die Transferexperimente der Darminhalt von Wistar 
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Ratten auf eine humane Zellkultur aufgetragen wurde, es sich also um ein 

speziesübergreifendes Experiment handelt. Nichtsdestotrotz bietet dieses Modell einen 

neuartigen Ansatz und konnte eindrücklich zeigen, dass der Darminhalt direkt Einfluss 

auf die Barrierefunktion und die Proteinmenge der Barriereproteine hat. Das Modell 

unterstützt die in dieser Arbeit beschriebenen regionenspezifischen 

Proteinmengenveränderungen der Barriereproteine im Darmepithel der operierten 

Ratten. Die Veränderungen der Proteine in den mit Darminhalt behandelten Caco2-

Zellen entsprachen nur teilweise den zuvor beobachteten Veränderungen in den 

Vollwandresektaten der Ratten. Dies spricht zum einen für einen luminalen, im 

Darminhalt enthaltenen Faktor, der Veränderungen 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 für weitere 

Faktoren, die die Veränderungen in vivo induziert haben und durch das Caco2-Modell 

nicht abgebildet werden konnten. Bei diesen, vom Wirt stammenden Faktoren könnte 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 Mäusen mit induzierter Kolitis die Funktion der Barriere verbessert, indem 

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

 

4.3 Diskussion möglicher 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 Maße. Dies gilt insbesondere 

für die nach RYGB-Operation beobachteten Darmbarriereveränderungen. 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 

Barriereveränderungen am Caco2-Modell hervorrufen. Dabei könnte 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 fähig Tryptophan in Derivate umzuwandeln (Natividad et al., 

2018), wohingegen das Mikrobiom von RYGB-operierten Probanden insgesamt eine 

größere Kapazität hat, Tryptophanderivate herzustellen (Li et al., 2021). Tryptophan 

kann durch bakterielle Enzyme in Indol umgewandelt werden, welches weiter, 

ausschließlich durch bakterielle Enzyme in Indol-3-Proprionsäure (IPA) oder Tryptamin 

verstoffwechselt werden kann (Jennis et al., 2018). In einem Experiment wurde Mäusen 

ein Lactobacillus-Stamm mit hoher Tryptophan-Metabolisierungsfähigkeit verabreicht. 

Diese Supplementierung führte zur Verbesserung des Glucosestoffwechsels und zur 

Verbesserung der Darmbarrierefunktion (Natividad et al., 2018). Ein zellbiologisches 

Experiment belegte, dass die Exposition gegenüber physiologisch relevanten Mengen 

von Indol eine erhöhte Expression von Genen, die an der Stärkung der 

Schleimhautbarriere beteiligt sind, wie Claudin 3, induzierte. Dies ging auch mit einer 

Erhöhung der transepithelialen Resistenz der HCT-8-Zellen, die in der Zellkultur die 

intestinale Barriere modellierten, einher (Bansal et al., 2010). Für IPA, welches durch 

bakterielle Tryptophanasen aus Indol entsteht, konnte durch direkte orale Verabreichung 

gezeigt werden, dass es in keimfreien Mäusen entzündungshemmend 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 Mäusen und konnten dessen barrierestabilisierende Effekte 

bestätigen. Sie konnten darüber hinaus auch belegen, dass der IPA-Spiegel im Plasma 

schlanker Probanden über dem der fettleibigen, an T2D erkrankten Probanden lag. 

Außerdem 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 über 

einen Kernrezeptor, den Pregnane-X-Rezeptor zu vermitteln und so die Transkription 

YRQ� 71)Į� KHUXQWHU]XUHJXOLHUHQ� ZlKUHQG� GLH� P51$� YRQ� -XQNWLRQVSURWHLQHQ�

hochreguliert wird (Venkatesh et al., 2014). Wie groß die Rolle der Tryptophanderivate 

an der Regulation der Barriere nach RYGB ist, ist derzeit noch unklar.  
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4.3.2 Kurzkettige Fettsäuren 
Neben den Tryptophanderivaten könnten als luminale, die Barrierefunktion 

modulierende Faktoren auch kurzkettige Fettsäuren in Frage kommen. Kurzkettige 

Fettsäuren, hauptsächlich Essigsäure, Buttersäure und Propionsäure, 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 Fettsäuren wie 

Proprionat und Butyrat sind vielfach belegt. Kurzkettige Fettsäuren sind für die 

Aufrechterhaltung der Darmbarriere von großer Bedeutung (Peng et al., 2009) und 

stehen außerdem mit einer Verringerung der systemischen Entzündung im 

Zusammenhang (Meijer et al., 2010). Eine Studie am Mausmodell belegte, dass die 

RYGB-Gruppe eine signifikant höhere Gesamtmenge kurzkettiger Fettsäuren im Zökum 

aufwies (Liou et al., 2013). Ebenso zeigte eine Längsschnittstudie an humanen 

Probanden eine erhöhte fäkale Konzentration von Proprionat und Butyrat nach RYGB 

(Ilhan et al., 2020). Im Gegensatz dazu zeigte eine jüngere Publikation von Seyfried et 

al., dass es nach RYGB-Operation an Ratten zu einer verminderten Konzentration von 

kurzkettigen Fettsäuren in den Fäkalien der Ratten kam (Seyfried et al., 2021). Zur 

gleichen Erkenntnis kamen Tremaroli et al., die ebenso eine verminderte fäkale 

Produktion kurzkettiger Fettsäuren 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 Fettsäuren sind teilweise 

widersprüchlich. An dieser Stelle sind weitere Studien sinnvoll, um herauszufinden, wie 

sich die Gesamtkonzentration der einzelnen kurzkettigen Fettsäuren nach RYGB-

Operation verändert und welche Rolle diese Veränderungen nach RYGB-Operation 

spielen.  

 

4.3.3 Gallensäuren 
Weitere Stoffwechselprodukte, die als Vermittler der Effekte nach RYGB-Operation 

diskutiert werden, sind die Gallensäuren. Bei den Gallensäuren unterscheidet man 

primäre, vom Wirt produzierte Gallensäuren von sekundären, durch enterobakterielle 

Dehydroxylierung, also durch das Mikrobiom determinierte Gallensäuren (Löffler & 

Mössner, 2014). Übereinstimmende Daten zeigten, dass die RYGB-Operation die 

Plasmagallensäure-Spiegel postprandial sowie nüchtern signifikant erhöht (Ahmad et 

al., 2013; Pournaras et al., 2012). Die Operation führt neben der Erhöhung der 

Plasmagallensäure-Spiegel zu einer Verminderung fäkaler Gallensäure-Spiegel (Ilhan 
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et al., 2020). Die aus der Leber stammenden primären Gallensäuren konzentrieren sich 

aufgrund der Umleitung der Nahrung nach RYGB in der biliopankreatischen Schlinge. 

Physiologischerweise würden die Gallensäuren erst im Ileum absorbiert werden. 

Aktuelle Untersuchungen zeigen jedoch, dass ein großer Teil nach Bypass bereits in der 

biliopankreatischen Schlinge reabsorbiert wird (Ise et al., 2019). Gallensäuren haben 

pleiotrope Effekte, die über 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; 

Häussinger & Löffler, 2014). Darüber hinaus könnten sie auch an der Regulation der IEB 

beteiligt sein. Speziell für sekundäre Gallensäuren konnte gezeigt werden, dass sie 

einen direkten stabilisierenden Effekt auf die Darmbarrierefunktion haben (LajczakǦ

McGinley et al., 2020). Die sekundären Gallensäuren Ursodesoxycholsäure und 

Litocholsäure wirkten in einem Mausmodell, bei dem eine Darmentzündung durch 

Induktion des Zusammenbruchs der epithelialen Barriere hervorgerufen wurde, 

stabilisierend auf die epitheliale Barrierefunktion und schützten vor Entzündung 

(LajczakǦMcGinley et al., 2020). Tremaroli et al. konnten zeigen, dass im Mikrobiom 

RYGB-operierter Patientinnen mikrobielle Gene, die an der Dehydroxylierung von 

primären zu sekundären Gallensäuren beteiligt sind, vermehrt vorkommen (Tremaroli et 

al., 2015). In einer Längsschnittstudie fanden Albaugh et al. heraus, dass sich die 

Spiegel von Ursodesoxycholsäure, einer sekundären Gallensäure, im ersten Monat nach 

RYGB signifikant erhöhten (Albaugh et al., 2015).  

 

4.3.3.1 Der Duodenal- und der Koloninhalt RYGB-operierter Ratten stabilisiert die 
intestinale Barriere teilweise FXR-abhängig 

Ein möglicher molekularer Mechanismus über den die sekundären, aber auch die 

primären Gallensäuren, also die direkten Produkte des Wirts, ihre Wirkungen vermitteln, 

könnte in der Aktivierung der Gallensäurerezeptoren FXR und TGR5 liegen. Die 

Relevanz beider Rezeptoren für die Integrität der IEB konnte bereits tierexperimentell 

belegt werden. Eine genetische Inaktivierung der Rezeptoren führt 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. 

TGR5-/FXR-Agonisten gemessen (Hankir et al., 2020). Mit dem Ileuminhalt fanden keine 

Messungen statt. Da diese Experimente nicht von mir persönlich durchgeführt worden 

sind, wurden die Ergebnisse nicht im Kapitel 3. Ergebnisse aufgeführt. 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 TGR5-Antagonisten ergab keine 

signifikanten Veränderungen 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 erhöhte (Hankir et al., 2020).  

Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass duodenale und kolonale Luminalfaktoren die 

intestinale Barriere zumindest teilweise FXR-abhängig verbessern, während jejunale 

Faktoren dies FXR-unabhängig tun. Diese Erkenntnis wird durch die Tatsache gestützt, 

dass der Gallefluss postoperativ große Teile des Jejunums der Ratten umgeht. Der 

Kernrezeptor FXR könnte 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 Schlüsselrolle einnehmen (Hankir et al., 2020). In diesem 

Zusammenhang sollte darauf hingewiesen werden, dass übereinstimmend gezeigt 

werden konnte, dass die Gallensäure-Spiegel nach RYGB im Plasma erhöht sind, fäkal 

jedoch erniedrigt (Ilhan et al., 2020). Die fäkale Erniedrigung der Konzentration der 

Gallensäuren ist dabei nicht gleichzusetzten mit einer Erniedrigung im gesamten 

Darmtrakt. Die meisten Forschungsbemühungen konzentrierten sich bisher lediglich auf 

die Gesamtveränderungen des Gallensäurepools. Da Gallensäuren aber sowohl als 

Agonisten als auch als Antagonisten an den Rezeptoren wirken können (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 höhere 

Konzentration an Gallensäuren FXR und TGR5 stärker aktiviert werden als durch eine 

niedrige Konzentration. Die Gallensäureprofile müssen daher detailliert betrachtet 

werden. Interessanterweise konnten Haange et al. zeigen, dass es im Dickdarm von 

RYGB-operierten Ratten im Vergleich mit der körpergewicht-gematchten, schein-

operierten Kontrollgruppe zu einer Verminderung der Gesamtgallensäurenkonzentration 

kam, die Konzentrationen von CDCA und Cholsäure aber erhöht waren (Haange et al., 
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2020). CDCA ist sehr potent, bezogen auf die Aktivierung von FXR (Makishima et al., 

1999). Darüber hinaus fanden sich im Dickdarm der RYGB-operierten Ratten eine 

verminderte Konzentration von D- und ß-Tauromuricholsäure. Für diese beiden 

Gallensäuren 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 

Gesamtgallensäurekonzentration im Darm sondern auf das Gallensäureprofil 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 Gallensäuren müssen noch 

weitere luminale und zirkulierende Faktoren an der Regulation der intestinalen Barriere 

nach RYGB beteiligt sein, darunter möglicherweise Tryptophanderivate, kurzkettige 

Fettsäuren oder Faktoren des ENS. Zukünftige Studien sind erforderlich, um dies zu 

bestätigen und möglicherweise neue Faktoren zu entdecken.  

 

4.4 Die DSG 2-Proteinmenge in Caco2-Zellen korreliert mit den Ergebnissen der 
funktionellen Untersuchungen 

Wie oben bereits erwähnt, entsprechen die Veränderungen der Proteinmenge der 

Barriereproteine in den Vollwandresektaten denen der Caco2-Zellen nur teilweise. Dies 

spricht dafür, 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 Veränderungen im Transwellassay 

sowie in der TEER-Messung korrelierte. Korrelation stellt jedoch keinen Beweis für 

Kausalität dar. Trotzdem sollte in zukünftigen 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 möglich, das Muster der 

Proteinmengenveränderung von DSG 2 nach Schein-Operation bzw. RYGB in den 

Vollwandresektaten zu analysieren. Die Rolle von DSG 2 nach RYGB könnte 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 bestätigen, könnte dies mit Hilfe von DSG 2-Knockout-

Mäusen bestätigt werden.  
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4.5 Ausblick 
Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals eine regionenspezfische 

Regulation der Schlüsselproteine der intestinalen Barriere nach RYGB gezeigt werden. 

Mittels eines neuartigen Ansatzes konnte gezeigt werden, dass es sich bei den 

vermittelnden Faktoren unter anderem um luminal 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 

über den Gewichtsverlust hinaus gehen und unter anderem die systemische Entzündung 

und die damit einhergehende Insulinresistenz senken (Bojsen-Møller 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 für 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 Glucosehomöostase 

wie der Senkung der Insulinresistenz beitragen. Dies könnte helfen, in Zukunft weitere 

innovative Ansätze für 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. Darüber hinaus belegt eine wachsende Zahl an 

Veröffentlichungen, dass der RYGB den Zustand chronischer Entzündung, wie er 

typischerweise mit Adipositas einhergeht, verringern kann. Diese sogenannte 

Endotoxämie geht unter anderem mit einer gestörten Integrität der intestinalen 

Epithelbarriere einher. Ziel der vorliegenden Arbeit war es eine Analyse der 

Veränderungen von für die Darmbarriere wichtigen Junktionsproteinen vorzunehmen, 

um eine Grundlage für künftige mechanistische Untersuchungen zu schaffen. Dafür 

wurden die Veränderungen von Barriereproteinen in Vollwandresektaten des 

Duodenums, des Jejunums, des Ileums 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 Veränderungen der 

analysierten Barriereproteine in den Vollwandresektaten. Interessanterweise 

unterschieden sich die Verteilungsmuster der Veränderungen der Barriereproteinte 

deutlich zwischen den einzelnen Darmregionen. Um herauszufinden, ob diese 

Veränderungen durch regionale Veränderungen der Mikroumgebung nach RYGB-

Operation induziert wurden, wurden im reduktionistischen Zellkultursystem Stuhl-

Transferexperimente durchgeführt. Caco2-Zellkulturen dienten hierbei als Modell für die 

intestinale epitheliale Barriere. Es wurden funktionelle Messungen und quantitative 

Analysen der Veränderungen der Barriereproteine der Zellkultur durchgeführt. 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 Veränderungen 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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I. Abkürzungsverzeichnis 
AUC Area under the Curve 
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BMI Body Mass Index 
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cDNA Komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

CED Chronisch entzündliche Darmerkrankungen 

CT Cycle of Threshold 
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DTT Dithiothreitol 

ECIS Electric Cell-Substrate Impendance Sensing 
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ENS Enterisches Nervensystem 

Fc Fold change 
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FXR Farnesoid-X-Rezeptor 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GIP Glucoseabhängiges insulinotropes Peptid 

GLP-1 Glucagon like Peptide 1 

IEB Intestinale epitheliale Barriere 

IL Interleukin 

IPA Indol-3-Proprionsäure 

JAM Junktionales Adhäsionsmolekül 

LPS Lipopolysaccharid 

mRNA Messenger-Ribonukleinsäure 

PBS Phosphat gepufferte Kochsalzlösung 

PCR Polymerasekettenreaktion 

PE Permeabilitätskoeffizient 
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RT-qPCR Quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion 

RYGB Roux-en-Y Magenbypass 

SDS Sodiumdodecylsulfat 

SDS-Page Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese 

T2D Diabetes mellitus Typ 2 

TBS Tris gepufferte Kochsalzlösung 

TEER Transepithelialer elektrischer Widerstand 
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