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1 Einleitung 

1.1 Die epitheliale Barriere  

Epithelien kleiden fast alle Körperoberflächen aus, grenzen das Körperinnere von externen 

Einflüssen ab, wie beispielsweise die Haut, den Urogenital- oder den Respirationstrakt, und 

formen somit eine physikalische Barriere. Die größte Epitheloberfläche bildet dabei der 

Gastrointestinaltrakt. Die Barrierefunktion der Epithelien ist jedoch nicht absolut, denn sie 

ermöglichen zugleich einen geregelten Stoffaustausch zwischen inneren und äußeren 

Kompartimenten.  

Die Funktion der epithelialen Barriere für Ionen kann mithilfe elektrophysiologischer Tech-

niken charakterisiert werden. Dabei definieren der transepitheliale elektrische Widerstand 

(TER) und der Kurzschlussstrom die Integrität der epithelialen Barriere bzw. den aktiven 

Ionentransport. Der dänische Physiologe Hans Henriksen Ussing publizierte 1949 die bis 

heute eingesetzte Ussingkammer-Technik, mit der gut definierte Messungen an Geweben 

durchgeführt werden können (Ussing 1949). Messungen von TER, Kurzschlussstrom und 

Fluxen bzw. Permeabilität für kleine Markermoleküle, wie Fluorescein (332 Da), Dextran 

(4 kDa) oder Meerrettichperoxidase (Horseradish peroxidase; HRP; 44 kDa) können in Us-

singkammern analysiert werden. Außer in der Ussingkammer kann der TER an epithelialen 

Zellkulturen auch mittels Chopstick-Elektroden gemessen werden.  

 

1.1.1 Funktion intestinaler Epithelien 

Im Darm bilden Mikroorganismen, die Mukusschicht, die Epithelzellen und das darunterlie-

gende mukosale Immunsystem einen Schutzschild gegenüber Noxen, die intestinale Bar-

riere (Stange und Schroeder 2019). Das intestinale Epithel besteht aus polarisierten 

Epithelzellen und erfüllt unter anderem zwei wichtige Aufgaben. Zum einen bilden die 

Epithelzellen eine selektive Barriere, um den Organismus vor schädlichen Einflüssen, wie 

Bakterien, Viren, Antigenen und Toxinen zu schützen. Zum anderen werden Nährstoffe, 

Elektrolyte, kurzkettige Fettsäuren (short-chain fatty acids; SCFA), Aminosäuren, Zucker 

und Wasser über das Epithel resorbiert oder sezerniert (Ferraris und Diamond 1997, Kun-

zelmann und Mall 2001, Blikslager et al. 2007, Groschwitz und Hogan 2009). Der Stoffaus-

tausch erfolgt dabei sowohl über den transzellulären als auch über den parazellulären Weg 

(Ferraris und Diamond 1997) (Abbildung 1). Während bei der transzellulären Passage direkt 

durch die Zelle hindurch Kanäle, Carrier und Pumpen benötigt werden oder Transportpro-

zesse aktiv über rezeptorvermittelte Transzytose ablaufen, erfolgt die parazelluläre Pas-

sage getrieben durch elektrochemische Gradienten passiv über den intrazellulären Spalt 
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durch die Tight Junction (TJ) hindurch (Anderson 2001). In Abhängigkeit vom Darmsegment 

(proximal oder distal) bzw. der Differenzierungsseite in der Schleimhaut (Krypte, Oberfläche 

oder Zotten) wird durch das Expressionsmuster und die Verteilung verschiedener TJ-Pro-

teine, insbesondere der Claudine, die intestinale epitheliale Barrierefunktion aufrechterhal-

ten. 

 

Abbildung 1: Transportwege durch die Epithelschicht. Über den parazellulären Weg werden Io-
nen, Elektrolyte und Wasser durch den intrazellulären Spalt passiv durch die Tight Junction hindurch 
transportiert. Im Gegensatz dazu erfolgt ein aktiver Transport über den transzellulären Weg mittels 
Kanäle, Carrier, Pumpen oder (hier nicht dargestellt) rezeptorvermittelter Transzytose.  

 

1.1.2 Die Tight Junction  

Benachbarte Epithelzellen werden über ein kontinuierliches Netzwerk aus verschiedenen 

Membranproteinen miteinander verknüpft, welche den junktionalen Komplex (Schlussleis-

tenkomplex) bilden. Elektronenmikroskopische Aufnahmen ermöglichten bereits vor 50 

Jahren eine Visualisierung der Zell-Zell-Verbindungen und des Netzwerkes der TJ-Proteine 

(Abbildung 2A und B) (Staehelin 1974). Die Proteine des junktionalen Komplexes dichten 

in erster Linie das Epithel ab. Dabei besteht eine direkte Proportionalität zwischen der An-

zahl der Stränge (strands) der Zell-Zell-Verbindungen und der Dichtigkeit des Epithels 

(Claude und Goodenough 1973, Claude 1978). Inzwischen ist allerdings bekannt, dass die 

Dichtigkeit bzw. Undichtigkeit von Epithelien sowohl von der parazellulären als auch von 

der transzellulären Permeabilität abhängig ist und sich „lecke“ oder „dichte“ Epithelien ab-

hängig von der Zusammensetzung der TJ-Proteine ausbilden bzw. definieren (Fromm 

2019). Zum junktionalen Komplex gehören die lateroapikal gelegenen transmembranen TJ-

Proteine, welche auch als Schlussleiste oder Zonula occludens bezeichnet werden. Unter 

der TJ liegt die Adherens Junction, die knopfartigen Desmosomen (Farquhar und Palade 

1963) und die Gap Junction, welche jedoch nicht zu dem junktionalen Komplex gehören 
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(Abbildung 2C). Adherens Junctions und Desmosomen dienen vorrangig der Stabilisierung 

der Zell-Zell-Kontakte, besitzen signalvermittelnde Funktionen zur Kommunikation benach-

barter Zellen und tragen im Gegensatz zur TJ nicht zur parazellulären Barriere bei (Shen et 

al. 2009).  

 

Abbildung 2: Darstellung des junktionalen Komplexes. A) Elektronenmikroskopische Aufnahme 
des kontinuierlichen Tight Junction (TJ)-Netzwerkes intestinaler Epithelzellen (modifiziert nach 
Staehelin 1974). Die TJ befinden sich direkt unterhalb der apikalen Mikrovilli (M). Weiter basolateral 
folgen die Adherens Junction (AJ) und die punktuell lokalisierten Desmosomen (D). B) Drei-dimen-
sionales Schema der Zellgrenzen von fünf Epithelzellen. Die Proteine des junktionalen Komplexes 
umspannen die Epithelzellen gürtelartig (Menco 1988). C) Schematische Zusammensetzung des 
junktionalen Komplexes, welcher aus TJ, Adherens Junction und Desmosomen besteht. Darunter 
sind Gap Junctions lokalisiert. TJ binden mit ihrem längeren C-Terminus an Gerüstproteine, wie das 

Zonula Occludens Protein-1 (ZO-1), welches wiederrum direkt an Aktin binden kann. 

Das erste identifizierte transmembranale TJ-Protein war Occludin (Furuse et al. 1993), ge-

folgt von der Familie der Claudine (Furuse et al. 1998) und Tricellulin, welches präferentiell 

in der drei oder mehr Zellen miteinander verknüpfenden trizellulären TJ lokalisiert ist und 

die parazelluläre Passage gegenüber kleinen Makromolekülen abdichtet (Ikenouchi et al. 

2005, Krug et al. 2009). Das Junctional Adhesion Molecule (JAM)-Protein ist ebenfalls Be-

standteil der Gruppe der Transmembranproteine. Occludin gehört neben MarvelD3 und Tri-

cellulin (MarvelD2) zu der Tight junction-associated MARVEL Protein (TAMP)-Familie 

(Raleigh et al. 2010). Die TJ-Proteine sind mit intrazellulären Gerüstproteinen, wie Zonula 

Occludens-Protein-1 (ZO-1), -2 und -3, MUPP1, Cingulin oder MAGI verbunden, welche 

wiederum mit dem Aktin-Zytoskelett verknüpft sind (Van Itallie und Anderson 2014, Shi et 

al. 2018). TJ-Proteine können direkt miteinander interagieren. Dies erfolgt entweder zwi-

schen nebeneinander liegenden Proteinen innerhalb einer Zellmembran (cis-Interaktion) o-

der zwischen Proteinen von gegenüberliegenden Zellen (trans-Interaktion) (Krause et al. 
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2008). Neben einer stabilisierenden Aufgabe gewährleisten und begrenzen die TJ-Proteine 

die selektive Diffusion von Ionen und Elektrolyten und bilden somit eine Diffusionsbarriere 

(gate function). Außerdem ermöglichen die TJ-Proteine die Polarisation der Epithelzellen, 

indem sie die Vermischung von Transmembranproteinen zwischen apikaler und basolate-

raler Zellmembran verhindern. Diese Funktion wird auch als Zaunfunktion (fence function) 

bezeichnet (Mandel et al. 1993). Eine weitere wichtige Rolle spielen die TJ in der Signal-

transduktion (González-Mariscal et al. 2008, Balda und Matter 2009) sowie in der Funktion 

des angeborenen Immunsystems (Sawada 2013) (Abbildung 3).  

 

Abbildung 3: Funktionen der epithelialen Barriere. Die Zaunfunktion (fence function) ist für die 
Entstehung der Polarität verantwortlich und führt zur Ausbildung eines apikalen und eines basolate-
ralen Membrankompartiments. Die Barrierefunktion (gate function) reguliert die passive parazelluläre 
Diffusion von Soluten und Wasser zwischen der apikalen und basolateralen Epithelseite über die 
Tight Junction (TJ) und verhindert das Eindringen von Mikroorganismen, deren Antigenen und Toxi-

nen (Immunabwehr). Die TJ vermittelt zudem die Weiterleitung von Signalkaskaden. 

Claudine bilden das Rückgrat der TJ-Stränge. Strukturell sind alle Claudine vergleichbar. 

Die 20 – 27 kDa großen Proteine bestehen aus vier Transmembranregionen und zwei ext-

razellulären Schleifen (extracellular loops; ECL1 und ECL2), einer kleinen intrazellulären 

Schleife sowie intrazellulär gelegene C- und N-Terminalen (Furuse et al. 1998). Dabei un-

terscheiden sich die meisten Claudine im längeren C-Terminus, welcher unterschiedliche 

PDZ-Bindedomänen beinhalten kann und an Gerüstproteine, wie ZO-1, bindet (Krause et 

al. 2008). In Säugern besteht die Claudinfamilie aus 27 bisher identifizierten Mitgliedern 

(Lal-Nag und Morin 2009, Günzel und Yu 2013, Günzel 2017). Die Verteilung ist organ- und 

gewebespezifisch (Günzel und Yu 2013), wodurch unterschiedliche Dichtigkeiten zwischen 

verschiedenen Geweben und Gewebeabschnitten resultieren. 14 verschiedene Claudine 

konnten im humanen Darm nachgewiesen werden (Günzel und Yu 2013). Claudin-1, -2, -

3, -4, -5, -7, -8, -12 und -15 wird in verschiedenen Darmsegmenten unterschiedlich stark 

exprimiert (Chiba et al. 2008, Luettig et al. 2015). Noch sind nicht alle Claudine vollständig 
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charakterisiert, jedoch können aufgrund der unterschiedlichen Aufgaben die Claudine in 

abdichtende und in kanalbildende Claudine unterteilt werden (Günzel und Fromm 2012), 

also in Claudine, welche die Barriere stärken oder in Claudine, die zum selektiven Stoffaus-

tausch beitragen. Es stellte sich heraus, dass kanalbildende Claudine funktionell in drei 

Gruppen unterteilt werden können, solche mit Selektivität i) für Kationen, ii) für Anionen und 

iii) für Kationen und zugleich Wasser. Zur ersten Gruppe (reine Kationenselektivität) gehö-

ren eventuell Claudin-7 (Alexandre et al. 2005), Claudin-12 (Fujita et al. 2008) und Claudin-

21 (Tanaka et al. 2016), aber auf jeden Fall Claudin-10b (Günzel et al. 2009) und Claudin-

16/Claudin-19 (Hou et al. 2008). Zur zweiten Gruppe (Anionenselektivität) gehören Claudin-

10a (Günzel et al. 2009) und Claudin-17 (Krug et al. 2012). Zur dritten Gruppe (Kationen-

selektivität und zugleich Wasserpermabilität) gehören Claudin-2 (Amasheh et al. 2002, 

Fujita et al. 2008, Rosenthal et al. 2010) und Claudin-15 (Charoenphandhu et al. 2009, 

Tamura et al. 2011, Rosenthal. et al. 2020).  

Die im humanen Gastrointestinaltrakt vorkommenden Claudin-1, -3, -4, -5 und -8 werden 

der Gruppe der abdichtenden Claudine zugeordnet (Furuse et al. 2002, Amasheh et al. 

2005, Amasheh et al. 2009, Milatz et al. 2010).  

Eine Expressionsänderung oder eine subzelluläre Umverteilung von TJ-Proteinen, insbe-

sondere der Claudine, spiegelt das molekulare und strukturelle Korrelat zur Barrieredys-

funktion wider. Eine solche Barrieredysfunktion kann durch verschiedene invasive Patho-

gene ausgelöst werden, wie beispielsweise Escherichia coli (Pawłowska und Sobies-

zczańska 2017), Salmonella spp. (Tafazoli et al. 2003), Yersinia enterocolitica (Hering et al. 

2015), Shigella spp. (Sakaguchi et al. 2002), genau wie Campylobacter spp., welche in den 

letzten Jahren aufgrund der weltweit hohen und steigenden Inzidenz stark an Bedeutung 

gewonnen haben (RKI 2020). 

 

1.2 Campylobacter jejuni 

Campylobacter jejuni ist ein gramnegatives, spiralförmiges, mikroaerophiles Bakterium mit 

einer Länge von 1,5 – 6 µm und einer Breite von 0,2 – 0,9 µm (Beltinger et al. 2008) mit 

polarem Flagellum, an einem oder an beiden Zellpolen. Sie werden der ε-Proteobacteria-

Klasse (Ordnung Campylobacterales) zugeordnet. 

Campylobacter jejuni ist der weltweit häufigste zoonotische, lebensmittelbedingte bakteri-

elle Auslöser für Gastroenteritis (Skirrow 1982). 90% der humanen Campylobacter-Infekti-

onen werden durch C. jejuni (80%) und C. coli (10%) verursacht (Dasti et al. 2010). In den 
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letzten fünf Jahren wurden in Deutschland jährlich 60.000 – 70.000 Fälle von Campylobac-

teriosen dokumentiert, wobei im Jahr 2019 genau 61.526 Fälle vom Robert Koch-Institut 

registriert wurden. Damit liegt die Zahl der gemeldeten Fälle deutlich unter denen der letzten 

Jahre (RKI 2020). Die Dunkelziffer wird um einiges höher eingeschätzt.  

Campylobacter kolonisiert neben dem Menschen auch Nutz- und Haustiere, aber vor allem 

Vögel. Campylobacter gelten in den meisten Fällen als Kommensale der Tiere, sodass zum 

Beispiel Vögel keine Erkrankungszeichen zeigen. Durch C. jejuni verursachter Durchfall 

konnte experimentell bisher nur bei Primaten und Schweinen beobachtet werden (Murphy 

et al. 2011). Beim Menschen hingegen reicht eine geringe Anzahl von 500 C. jejuni-Bakte-

rien für eine Infektion und die Ausprägung von Symptomen aus (Black et al. 1988). Die 

Inkubationsdauer beträgt zwei bis fünf Tage. Eine Infektion mit C. jejuni geht mit leichten 

bis schweren, wässrigen oder zum Teil blutigen Durchfällen, abdominalen Krämpfen und 

häufig auch mit Fieber, Erbrechen und Kopfschmerzen einher (Skirrow 1994). Die durch-

schnittliche Dauer der Symptome beträgt sieben Tage, wobei die Infektion nach circa zwei 

Wochen selbstlimitierend ist. Jedoch ist C. jejuni noch nach mehreren Wochen im Stuhl 

nachweisbar (Ketley 1997). C. jejuni-Infektionen stehen im Zusammenhang mit einer Reihe 

von schweren Komplikationen und Folgeerkrankungen, wie das Guillain-Barré Syndrom 

(Speed et al. 1984), eine reaktive Arthritis (Berden et al. 1979) oder das postinfektiöse 

Reizdarmsyndrom (García Rodríguez et al. 2006).  

Die Übertragung von C. jejuni erfolgt vornehmlich durch den Verzehr von kontaminierten 

tierischen Produkten, vor allem aber durch rohes oder nicht vollständig gegartes Geflügel-

fleisch, Rohmilchprodukte oder über Kreuzkontaminationen in der Küche. Auch kontami-

niertes Oberflächenwasser, der Kontakt mit infizierten Tieren oder die Übertragung von 

Mensch zu Mensch über den fäkal-oralen Weg wurden als Übertragungswege beschrieben 

(Dasti et al. 2010, Kaakoush et al. 2015). 

Bei einer Infektion gelangt C. jejuni über die orale Aufnahme in den Magen und kolonisiert 

das Jejunum, das distale Ileum und das Kolon, wobei letzteres das eigentliche Ziel der 

Kolonisation darstellt (Black et al. 1988). C. jejuni kolonisiert zunächst den Mukus und ver-

mehrt sich dort (van Spreeuwel et al. 1985). Im weiteren Verlauf adhäriert Campylobacter 

an und invadiert in die Epithelzellen (Welkos 1984, Lee et al. 1986). Zudem transmigrieren 

die Bakterien durch die intestinale epitheliale Barriere (Konkel et al. 1992) sowohl über den 

parazellulären als auch über den transzellulären Weg durch das Epithel in die Submukosa 

(Backert et al. 2013). Diese Mechanismen haben insgesamt einen direkten Einfluss auf die 

Barriere und schädigen diese. Zusätzlich sezernieren die Bakterien Toxine und virulenzas-

soziierte Faktoren, welche ebenfalls einen negativen Einfluss auf die epitheliale Barriere 
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ausüben (Dasti et al. 2010). In der Lamina propria können sowohl die Bakterien selbst, als 

auch deren virulenzassoziierte Faktoren die dort liegenden Immunzellen angreifen, 

wodurch eine Immunreaktion ausgelöst wird. Die dabei ausgeschütteten proinflammatori-

schen Mediatoren, wie Interferon (IFN)-γ, Tumornekrosefaktor (TNF)-α oder Interleukin (IL)-

1β, schädigen ebenfalls die Barrierefunktion (siehe Kapitel 1.2.1). 

Im Vergleich zu anderen Diarrhö-auslösenden Bakterien besitzt Campylobacter nur wenige 

virulenzassoziierte Faktoren. Die Flagellen dienen vorrangig der Chemotaxis und Motilität 

der Bakterien, jedoch sind sie auch für die Adhäsion und Invasion in die Wirtzelle essentiell 

(Newell et al. 1985, Black et al. 1988). Zudem dienen die Flagellen auch als Sekretionsap-

parat, um campylobacter invasive antigens (Cia)-Proteine zu sezernieren, welche ebenfalls 

zur Invasion beitragen (Rivera-Amill et al. 2001, Konkel et al. 2004). Ebenso ermöglichen 

Lipooligosaccharide (LOS) und fibronectin-binding outer membrane protein (CadF) die Ad-

häsion und Invasion (Konkel et al. 1997, Krause-Gruszczynska et al. 2007, Louwen et al. 

2008). Lipopolysaccharide (LPS), die Hauptzelladhäsionsantigene PEB1 und PEB3 sowie 

das Oberflächen-exponierte Lipoprotein JlpA scheinen ebenfalls eine Rolle im Prozess der 

Adhäsion zu spielen (McSweegan und Walker 1986, Pei et al. 1991, Pei et al. 1998, Jin et 

al. 2001). Sequenzanalysen zeigten, dass C. jejuni nur ein Enterotoxin bildet – das cyto-

lethal distending toxin (CDT), bestehend aus den drei Untereinheiten CdtA, CdtB und CdtC 

(Johnson und Lior 1988, Parkhill et al. 2000). Das CDT wird über outer membrane vesicles 

(OMV) von den Bakterien sezerniert (Lindmark et al. 2009). Die Menge an produziertem 

CDT variiert von Stamm zu Stamm (Dasti et al. 2010). CDT induziert eine Zelldehnung und 

hemmt den Zellzyklus der Wirtszellen in der G1- und/oder G2-Phase der Zellteilung und 

kann so zum Zelltod über Apoptose-Induktion führen (Whitehouse et al. 1988, Jain et al. 

2009).  

Campylobacter transmigriert durch die epitheliale Barriere über den parazellulären und den 

transzellulären Weg und gelangt an die basolaterale Zellmembran der Wirtszellen, wo sich 

Rezeptoren zur Invasion befinden, wie Fibronektin oder Integrin (Monteville und Konkel 

2002, Backert et al. 2013). Die parazelluläre Translokation der Bakterien wird von einer 

Veränderung in der Expression und einer Umverteilung der TJ-Proteine begleitet, sodass 

eine direkte Schädigung der Barrierefunktion resultieren kann. Mukosale Immunzellen rea-

gieren auf die C. jejuni-Infektion mit einer übersteigerten Immunantwort in Form eines mu-

kosalen Zytokin-Sturms (Black et al. 1988, Bücker et al. 2018), bei dem nicht nur Zytokine, 

sondern auch Chemokine und inflammatorische und neurogastrointestinale Mediatoren 

ausgeschüttet werden, welche ebenfalls zur Barriereschädigung beitragen können (Black 

et al. 1988). Auf die C. jejuni-induzierte Immunantwort wird im nachfolgenden Kapitel de-

taillierter eingegangen (Kapitel 1.2.1). 
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Die Campylobacteriose stellt ein ernstzunehmendes Problem für die Humanmedizin dar. 

Aber auch in der Veterinärmedizin besteht Handlungsbedarf in den kontaminierten Nutz-

tierställen, sodass die Aufklärung der zugrundeliegenden Übertragungs- und Pathomecha-

nismen und die Präventions- und Therapieoptionen von großer Bedeutung für die Bekämp-

fung dieser Zoonose sind. 

 

1.2.1 Campylobacter jejuni-induzierte Immunantwort 

Mukosale Zytokine beeinflussen die epitheliale Barrierefunktion in intestinalen Entzün-

dungssituationen, wie sie bei verschiedenen gastrointestinalen Erkrankungen einschließ-

lich der Campylobacteriose vorliegen. Sowohl Campylobacter selbst als auch seine Viru-

lenzfaktoren greifen das Epithel an und induzieren parallel dazu eine Immunantwort im Sub-

epithel. Begleitet werden die direkt induzierten Barrieredefekte mit einer erhöhten pro- und 

antiinflammatorischen Zytokin- und Chemokinsekretion. Zusätzlich können andere in-

flammatorische und neurogastrointestinale Mediatoren, wie Prostaglandin E2 (PGE2) 

(Schmitz et al. 1996), Serotonin (Spiller et al. 2000) oder Laktatdehydrogenase (LDH) (Bel-

tinger et al. 2008) eine indirekte Schädigung am Epithel auslösen. Diese Entzündungsme-

diatoren werden dabei nicht nur von Immunzellen, sondern auch mitunter von den Epithel-

zellen selbst sezerniert. Die Menge der sezernierten Entzündungsmediatoren korreliert mit 

der Dauer und Intensität der Gewebeschädigung.  

Generell locken inflammatorische Signale Immunzellen zum Entzündungsort, um Bakterien 

zu eliminieren und somit die Infektion zu bekämpfen. Während dieses Prozesses stellt das 

angeborene Immunsystem – bestehend aus verschiedenen Immunzellen wie Neutrophilen 

Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten, dendritischen Zellen, natürlichen 

Killerzellen und Phagozyten – die initiale Abwehr gegen die eindringenden Bakterien dar. 

Bakterien enthalten hochkonservierte pathogenassoziierte molekulare Muster (Pathogen-

associated molecular pattern; PAMP), welche vom befallenen Wirt mittels Mustererken-

nungsrezeptoren (Pattern-recognition receptors; PRR) erkannt werden. Dabei können 

PAMPs Peptide, Nukleinsäuren oder im Falle von Bakterien das hitzestabile Oberflächen-

antigen LPS sein. Die entscheidenden PRRs in Bezug auf die Campylobacteriose stellen 

die Toll-like Rezeptoren (TLR) und NOD-like Rezeptoren (NLR) dar (Watson und Galán 

2005, Andersen-Nissen et al. 2005, Watson et al. 2007, Haag et al. 2012a, Otto et al. 2012, 

Zilbauer et al. 2007). Anschließend erkennen die Immunzellen der adaptiven Immunantwort 

die Muster auf den Antigenpräsentierenden Zellen. Die adaptive Immunantwort kann in die 
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humorale B-Zell Aktivierung und die zelluläre T-Zell-Aktivierung unterteilt werden. Die letz-

tere Gruppe inkludiert T-Helferzellen, welche im weiteren Verlauf zu Th1, Th2, Th17, Th22 

oder Treg differenzieren und spezifische Zytokinprofile sezernieren. 

Die Kolonmukosa C. jejuni-infizierter Patienten sezerniert vermehrt proinflammatorische 

Zytokine, wie IFN-γ, TNF-α, IL-1β und IL-13 (Bücker et al. 2018). Verschiedene in vitro- und 

in vivo-Studien zeigen, dass IFN-γ (Adams et al. 1993, Bruewer et al. 2003, Rees et al. 

2008), TNF-α (Schmitz et al. 1999, Gitter et al. 2000b, Gitter et al. 2000a, Mankertz et al. 

2000, Bruewer et al. 2003, Barmeyer et al. 2004, Amasheh et al. 2010, Luettig et al. 2016, 

Hatayama et al. 2018), IL-1β (Barmeyer et al. 2004, Wang et al. 2017), IL-6 (Wang et al. 

2007), IL-13 (Heller et al. 2005, Heller et al. 2008) und Chemokine (Hu et al. 2005) die 

intestinale epitheliale Barriere unterschiedlich intensiv schädigen können und somit Barri-

ere-relevant sind. Zudem regulieren Zytokine die Expression und Lokalisation der TJ-Pro-

teine. Die C. jejuni-induzierte mukosale Immunantwort ist daher wesentlich für die Barrie-

restörung und trägt zur Diarrhö infolge eines Leckflux-Mechanismus bei (siehe Kapitel 

1.2.2) (Gitter et al. 2000a, Schulzke et al. 2006, Bücker et al. 2018). 

Das proinflammatorische Zytokin TNF-α spielt eine zentrale Rolle bei einer Vielzahl von 

infektiösen entzündlichen Erkrankungen. Verschiedene intestinale Epithelzellen zeigen 

nach der Stimulation mit TNF-α eine gestörte intestinale Barrierefunktion mit einem redu-

zierten TER und einem erhöhten Makromolekülflux (Schmitz et al. 1999, Gitter et al. 2000b, 

Mankertz et al. 2000, Amasheh et al. 2010, Gitter et al. 2000a, Luettig et al. 2016, Hatayama 

et al. 2018). TNF-α induziert außerdem einen Kalium (K+)- und Chlorid (Cl-)-Ausstrom durch 

einen subepithelialen PGE2-vermittelten Weg (Schmitz et al. 1996). Zudem führt die Stimu-

lation mit TNF-α zu epithelialen Lecks und Einzelzellapoptosen (Gitter et al. 2000b), was 

wiederum die Ausbildung einer Leckflux-Diarrhö verstärkt.  

IFN-γ ist ein weiterer zentraler Mediator in der intestinalen Inflammation und beeinflusst die 

Barrierefunktion, was beispielsweise durch reduzierte TER-Messung in vitro im T84-Zell-

model gezeigt werden konnte (Madara und Strafford 1989, Adams et al. 1993, Mankertz et 

al. 2000). Die TER-Reduktion wird von erhöhten Na+- und Mannitol-Permeabilitäten beglei-

tet (Madara und Strafford 1989). IFN-γ vermindert die aktive Anionensekretion (Colgan et 

al. 1994, Besançon et al. 1994), reguliert die Expression von ZO-1 und Occludin herunter 

(Sugi et al. 2001), induziert die Umverteilung von TJ-Proteinen aus den TJ-Strängen (Brue-

wer et al. 2003) und spaltet Claudin-2, vergleichbar mit TNF-α (Mankertz et al. 2000). IFN-

γ verstärkt zudem synergistisch mit C. jejuni den intestinalen Epithelzellverlust und verän-

dert die Occludin-Lokalisation (Rees et al. 2008). 
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Campylobacter jejuni-Infektionen führen darüber hinaus zu einer erhöhten Sekretion des 

Chemokins IL-8, was als initiales Event akuter Inflammationen die Immunantwort triggert 

(Hickey et al. 1999, Borrmann et al. 2007, Beltinger et al. 2008, Zheng et al. 2008). Es 

wurden Unterschiede in der IL-8-Sekretion nach C. jejuni-Infektionen zwischen Zelllinien 

und primären Zellkulturen beobachtet, wobei primäre Zellen stärker und schneller auf die 

Infektion mit C. jejuni reagieren (MacCallum et al. 2006). Die IL-8-Sekretion wird mit Adhä-

sion- und Invasionseigenschaften viabler Bakterien (Hickey et al. 1999), mit dem Flagellum 

(Zheng et al. 2008) oder mit CDT assoziiert (Hickey et al. 2000, Zheng et al. 2008).  

Außerdem führt eine C. jejuni-Infektion zur Aktivierung verschiedener Signalkaskaden, wie 

der extracellular-signal regulated kinase (ERK), p38 mitogen-activated protein kinase 

(MAPK) und nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-κB) via nu-

clear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor alpha (IκBα)-De-

gradation, was ebenfalls zu einer erhöhten IL-8-Sekretion führt (Mellits et al. 2002, Watson 

und Galán 2005). IL-1β und IL-6 wirken sich ebenfalls negativ auf die intestinale Barriere-

funktion in verschiedenen gastrointestinalen Erkrankungen aus (Barmeyer et al. 2004, 

Wang et al. 2007). Ebenso stört IL-13 die epitheliale Barrierefunktion (Heller et al. 2005, 

Schulzke et al. 2009). IL-13 erhöht zudem die Apoptoserate und induziert die Expression 

des porenbildenden Claudin-2 (Heller et al. 2005).  

 

1.2.2 Diarrhömechanismen bei Campylobacteriosen 

Obwohl zahlreiche Studien zur Charakterisierung der zugrundeliegenden Pathomechanis-

men der Campylobacter-Infektion durchgeführt wurden, sind bisher noch nicht alle Mecha-

nismen und Virulenzfaktoren, die zur Ausbildung der Diarrhö führen, abschließend analy-

siert. Grundsätzlich liegt bei allen Durchfallerkrankungen ein Ungleichgewicht zwischen 

Sekretion und Absorption vor. Pathophysiologisch kann die infektiöse entzündliche Campy-

lobacter-Diarrhö drei Mechanismen zugeordnet werden: i) der sekretorischen, ii) der mal-

absorptiven und iii) der Leckflux-Diarrhö. Detaillierte Informationen dazu finden sich in un-

serem kürzlich veröffentlichten Übersichtsartikel (Lobo de Sá et al. 2021a). 

 

i) Sekretorische Diarrhö 

Bei der sekretorischen Diarrhö kommt es durch eine aktive Sekretion von Anionen zu einem 

Flüssigkeitsverlust (Abbildung 1Abbildung 4). Dies wird durch Pathogene verursacht, welche 

Enterotoxine bilden, wie das Choleratoxin (CT) von Vibrio cholerae. Es wurde zunächst 



                                                                                                                               Einleitung 

11 
 

angenommen, dass C. jejuni ebenso ein solches Choleratoxin-ähnliches Enterotoxin pro-

duziert (Campylobacter jejuni Enterotoxin; CJT) (Ruiz-Palacios et al. 1983). Obwohl die 

Funktionalität eines Enterotoxins bewiesen schien (McCardell et al. 1984), wird die Existenz 

von CJT inzwischen von vielen Wissenschaftlern angezweifelt (Wadström et al. 1983, Was-

senaar 1997). Enterotoxine vom Choleratoxin-Typ verursachen einen Anstieg des cycli-

schen Adenosinmonophospahts (cAMP) in der Epithelzelle, wodurch es zu einem Anstieg 

der Flüssigkeits- und Cl--Sekretion in das Darmlumen kommt (Wassenaar 1997). Bei der 

Campylobacter-Infektion konnte jedoch keine aktive Cl-- oder Bikarbonat-Sekretion, wie 

beim CT, nachgewiesen werden. Kurzschlussstrommessungen in der Ussingkammer von 

Biopsien der Darmmukosa von C. jejuni-Patienten bestätigten ebenfalls das Fehlen der 

postulierten Cl--Sekretion und schlossen somit die aktive Anionensekretion als Diarrhöme-

chanismus aus (Bücker et al. 2018). Da die Anionentransportkapazität zudem reduziert war, 

wurde von einer verminderten Aktivität von Transportern und Kanälen, wie des cystic fibro-

sis transmembrane conductance regulator (CFTR), ausgegangen. Die Reduktion dieser 

Transportaktivität konnte auf RNA-Ebene bestätigt werden (Bücker et al. 2018). Es kommt 

also in der Darmmukosa der C. jejuni-Patienten zu einer reduzierten Cl--Sekretion via CFTR 

(Bücker et al. 2018), was in vitro in C. jejuni-infizierten T84-Zellen ebenfalls gezeigt wurde 

(Negoro et al. 2014). Dieser Diarrhömechanismus allein kann die Campylobacter-Enteritis 

demnach nicht erklären, sodass weitere Dysregulationen vorliegen müssen. 

 

ii) Malabsorptive Diarrhö 

Die malabsorptive Diarrhö manifestiert sich, wenn Kanäle, Carrier oder Verdauungsenzyme 

defekt oder inhibiert sind (Abbildung 4). Ein gängiges Beispiel für die malabsorptive Diarrhö 

ist die Fruktoseintoleranz, bei der die Expression oder Aktivität des apikalen Fruktosetrans-

porters GLUT5 der Enterozyten reduziert ist. Durch die Akkumulation der Fruktose im Dünn-

darmlumen kann von einer osmotischen Komponente bei der Entstehung der Diarrhö aus-

gegangen werden. Es gelangt aber auch die nicht resorbierte Fruktose in den Dickdarm 

und wird dort von Dickdarmbakterien verstoffwechselt. Die im Dickdarm fermentierte 

Fruktose wird in Gase (Methan, Wasserstoff) umgesetzt, was zu Blähungen, Abdominial-

schmerzen und Durchfall führt. Bei Campylobacteriose-Patienten hingegen wurde eine ver-

mehrte Gasproduktion oder eine verminderte Expression von Transportern im Dünndarm 

bisher nicht beschrieben.  

In der intestinalen Epithelzelllinie Caco-2 führt eine Infektion mit C. jejuni zu einer Flüssig-

keitsansammlung und zum Kollaps von Zellkuppelformationen (dome formation) bedingt 
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durch eine inhibierte absorptive Transportfunktion, was als Hinweis auf einen malabsorpti-

ven Mechanismus gilt (MacCallum et al. 2005). Außerdem wurde in der Darmmukosa von 

C. jejuni-infizierten Patienten ein herunterregulierter Anionentauscher DRA (down regulated 

in adenoma) und ein ebenfalls herunterregulierter epithelialer Natriumkanal (ENaC) festge-

stellt. In Summe führt dies zu einer gestörten Cl-- und Na+-Absorption (Bücker et al. 2018, 

Nattramilarasu, Lobo de Sá et al. 2020). Außerdem ist die Na+-Resorption über den ENaC 

nach einer Campylobacter-Infektion gestört. Insbesondere betrifft die verminderte Aktivität 

des ENaC dabei die Expression der regulatorischen Untereinheiten β und γ (Bücker et al. 

2018, Nattramilarasu, Lobo de Sá et al. 2020). Zudem inhibiert die C. jejuni-Infektion die 

Na+/K+-ATPase im Ileumschleifen-Modell bei Wistar-Ratten, was als ein weiterer Hinweis 

zur verminderten resorptiven Transportkapazität angesehen wird (Kanwar et al. 1994). Eine 

Na+/H+-Antiporter (NHE)-Inhibierung konnte für verschiedene infektiöse Diarrhöen be-

schrieben werden, welche in Gurney et al. 2017 zusammengefasst sind. Allerdings konnte 

diese Inhibition bisher nicht für Campylobacter-Infektionen gezeigt werden. 

 

Abbildung 4: Mechanismen der sekretorischen und malabsorptiven Diarrhö, die bei einer 
Campylobacter jejuni-Infektion wirksam werden können. Bakterielle Enterotoxine, wie das Cho-
leratoxin (CT) oder potentielle C. jejuni Enterotoxine (CJT), sowie Adhäsion und Invasion werden mit 
einer sekretorischen Diarrhö in Verbindung gebracht. Cystic fibrosis transmembrane conductance 
regulator (CFTR) scheinen eine geringere Rolle in der C. jejuni-Infektion zu spielen. Im Gegensatz 
dazu inhibiert die C. jejuni-Infektion den Anionentauscher DRA (down regulated in adenoma exchan-
ger) und den epithelialen Natriumkanal (ENaC). Ob C. jejuni ebenfalls die Na+/K+-ATPase und den 
Na+/H+-Antiporter (NHE) reguliert ist bisher fraglich. AC: Adenylatcyclase; CadF: campylobacter ad-
hesin to fibronectin; cAMP: cyclisches Adenosinmonophosphat; Cia: campylobacter invasion anti-
gens; CPS: Polysaccharidkapsel; HtrA: high temperature requirement A Serinprotease; LOS: Lip-
ooligosaccharide (Lobo de Sá et al. 2021a). 
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iii) Leckflux-Diarrhö 

Eine Leckflux-Diarrhö entsteht, wenn Solute und Wasser passiv in das Darmlumen strö-

men. Dieser Ausfluss entsteht durch eine veränderte Proteinexpression oder Umverteilun-

gen der TJ-Proteine oder andere Barriereschäden, z. B. durch Apoptose-Induktion (Schul-

zke et al. 2009). Durch die geschädigte Barriere können zusätzlich zu den Ionen und dem 

Wasser auch Makromoleküle mit unterschiedlicher Größe, wie Antigene, aus dem Lumen 

in die Mukosa eindringen und weiteren Schaden anrichten. Um die Mechanismen der Dys-

funktion der epithelialen Barriere zu beschreiben, wurde der Begriff "Leckflux-Mechanis-

mus" in die Literatur eingeführt (Gitter et al. 2000a). Eine Leckflux-Diarrhö wird durch die 

Pathogene selbst, wie bei der Yersinia enterocolitica (Hering et al. 2011, Hering et al. 2016), 

oder aber auch durch proinflammatorische Zytokine der induzierten Immunantwort, wie 

TNF-α, ausgelöst (Gitter et al. 2000a). Auch Campylobacter spp. induzieren eine Diarrhö 

auf der Basis des Leckflux-Mechanismus (Nielsen et al. 2011, Bücker et al. 2017, Bücker 

et al. 2018).  

Alle drei aufgeführten Diarrhömechanismen resultieren aus intestinalen Transport- und Bar-

rierestörungen sowie der mukosalen Immunantwort, welche synergistisch mitunter auch zu 

blutigen Durchfällen führen können, wenn die epitheliale Restitution eine inadäquate 

Response zeigt und in der Folge Läsionen entstehen, aus denen Blutungen auftreten.  

 

1.2.3 Campylobacter jejuni-Infektionsmodelle in vitro und in vivo 

Eine der Herausforderungen in der Campylobacter-Forschung ist ein Mangel an geeigneten 

experimentellen Modellen, welche die Situation im menschlichen Organismus widerspie-

geln. Um die teilweise noch unklaren Pathomechanismen zu charakterisieren, wurden in 

der Vergangenheit Infektionsstudien an verschiedenen intestinalen epithelialen Zelllinien 

durchgeführt. Dabei kamen vor allem polare Kolonkarzinomzelllinien zum Einsatz, wodurch 

die Dysfunktion an der intestinalen epithelialen Barriere nachgestellt und Mechanismen wie 

Adhäsion, Invasion und Transmigration untersucht werden konnten. Zu den eingesetzten 

Zelllinien gehören beispielsweise die humanen intestinalen Epithelzelllinien Caco-2 (Eve-

rest et al. 1992), T84 (Monteville und Konkel 2002) und HT-29 (Haddad et al. 2010) und die 

nicht polaren humanen intestinalen INT-407-Zellen (Grant et al. 1993, Boehm et al. 2012), 

aber auch die humane Magenkarzinomzelllinie MKN-28 (Boehm et al. 2012) und die epithe-

liale Hundenierenzelllinie MDCK-I (Wine et al. 2008). Neben den direkten Barriereschäden, 

die C. jejuni verursacht, löst die Infektion eine akute Entzündungsreaktion aus, welche 
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ebenso eine wesentliche Rolle in der Ausbildung der Barrieredysfunktion spielt (Black et al. 

1988). Um die C. jejuni-induzierte Immunantwort zu charakterisieren wurden dendritische 

Zellen (Hu et al. 2006), isolierte mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (Peripheral 

blood mononuclear cell; PBMC) (Hamza et al. 2017) und THP-1-Immunzellen (Jones et al. 

2003) mit C. jejuni infiziert und die Veränderungen im Zytokin- und Chemokinprofil unter-

sucht. 

Bei den meisten in vitro-Zellkulturmodellen handelt es sich um 2D-Monokulturen bestehen 

aus nur einer Zelllinie auf einer ebenen Matrix (z. B. PCF-Filter-Material). Diese reflektieren 

die Komplexität der Infektion nicht ausreichend, da nicht nur Zell-Zell-Kontakte zwischen 

verschiedenen Zellen und somit die interzelluläre Kommunikation, sondern auch die Rolle 

der Immunantwort des Wirtes nicht berücksichtigt wird (Smith et al. 2018). Um die Bakte-

rien-Wirt-Interaktion besser zu charakterisieren, könnten zunächst Co-Kultur-Modelle, be-

stehend aus Epithel- und Immunzellen (Kämpfer et al. 2017, Smith et al. 2018), einen Vorteil 

haben. Ein solches Co-Kultur-Modell, bestehend aus epithelialen HT-29/B6-Zellen und 

PBMCs, wurde von uns bereits mit C. jejuni infiziert und verdeutlichte die essentielle Rolle 

der Immunantwort auf die Barrieredysfunktion (Bücker et al. 2018). Neben den Co-Kultur-

Modellen eignen sich für die in vitro-Simulation insbesondere auch verschiedene komplexe 

3D-Modelle, welche verschiedene Zelltypen enthalten (Smith et al. 2018). Zu den 3D-Mo-

dellen gehören zum Beispiel Organoide (Smith et al. 2018), induzierte pluripotente Stamm-

zellen (iPSC) (Workmann et al. 2017), precision-cut tissue slices (PCTS) (de Graaf et al. 

2010) und die organ-on-a-chip-Technologie (Skardal et al. 2017). All diese Modelle gewan-

nen in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung und ermöglichen neben der Aufklärung 

von zugrundeliegenden Pathomechanismen ebenfalls Pharmakotoxizität- und Metabolis-

mus-Studien von potenziellen neuen Therapeutika, sodass Tierversuche reduziert werden 

können. Erst kürzlich wurde ein 3D-Modell basierend auf Caco-2-Zellen auf einem extra-

zellulären Matrixgerüst entwickelt, sodass die 2D in vitro und in vivo generierten Ergebnisse 

der C. jejuni-Pathogenese weiter ergänzt werden konnten (Alzheimer et al. 2020).  

Trotz der zahlreichen innovativen in vitro-Modelle sind in vivo-Studien noch von besonderer 

Bedeutung. Häufig werden in vivo-Infektionsstudien mit Campylobacter im Hühnermodell 

durchgeführt, jedoch ist dieses Modell für die Aufklärung der Pathomechanismen ungeeig-

net, da die Bakterien als Kommensale den Darmtrakt der Hühner kolonisieren und keine 

Erkrankungssymptome bzw. nur eine milde, adäquate Immunantwort auslösen. Somit eig-

nen sich Hühnermodelle eher um allgemeine Aspekte der Wirtskolonisation, Verbreitung 

der Bakterien und mögliche Hygienestrategien in der Fleischverarbeitungskette zu entwi-

ckeln (Young et al. 2007), sodass für die Campylobacteriose des Menschen diverse Maus-
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modelle mit einem entsprechenden Krankheitsverlauf etabliert wurden. Aufgrund von Kolo-

nisationsresistenzen der Mäuse gegenüber C. jejuni und die fehlende Ausbildung von 

Symptomen sind die meisten Wildtyp-Mausmodelle für Infektionsversuche nicht geeignet 

(Poly und Guerry 2008, Haag et al. 2012b). In den letzten Jahren wurden jedoch immer 

mehr präkonditionierte Mausmodelle etabliert, die auf der Eradikation der murinen Darm-

flora, Fäzes-Transplantation, knockout-Modellen (IL-10-/-, TLR4-/-, Nod2-/-, MyD88-/-) und 

Kombinationen aus den aufgeführten Methoden beruhen (Watson et al. 2007, Bereswill et 

al. 2011a, Bereswill et al. 2011b, Haag et al. 2012a, Otto et al. 2012, Stahl et al. 2014, 

Heimesaat et al. 2017, Heimesaat et al. 2019).  

Alle aufgezählten Modelle bieten eine gute Möglichkeit, die zugrundeliegenden Pathome-

chanismen der Campylobacter-Infektionen im Detail zu beleuchten und so auch mögliche 

Therapieoptionen oder protektive Ansätze sowohl für die Human- als auch für die Veteri-

närmedizin zu identifizieren.  

 

1.3 Therapieoptionen und protektive Ansätze 

Campylobacteriosen stellen aufgrund der stetig hohen weltweiten Inzidenz und möglicher 

Komplikationen mit Spätfolgen ein globales Gesundheitsproblem dar, sodass die Entwick-

lung innovativer Strategien zur Vorbeugung, Kontrolle und Behandlung im Fokus der For-

schung steht. Um dieses Ziel zu erreichen, könnten verschiedene Barriere-protektive und/o-

der antiinflammatorische Substanzen zum Einsatz kommen.  

Der hohe Flüssigkeits- und Elektrolytverlust bei der Diarrhö wird meistens zunächst mit 

Hausmitteln, wie dem Trinken von gesüßten Getränken und dem Verzehr von Salzstangen, 

ausgeglichen. Klinisch kommen Rehydratationslösungen (oral rehydration solution; ORS) 

zum Einsatz. Antibiotika gegen C. jejuni-Infektionen werden nur bei schweren Verläufen 

und bei Risikopatienten verabreicht, wobei als erstes Mittel der Wahl Azithromycin und als 

Alternative Ciprofloxacin empfohlen werden (RKI 2018).  

Neben dem essentiellen Spurenelement Zink, welches von der Weltgesundheitsorganisa-

tion (World Health Organization; WHO) als Supplement zur ORS bei Durchfällen empfohlen 

wird (WHO 2011), kommt auch eine Behandlung mit Probiotika bei einer C. jejuni-Infektion 

in Frage (Fooks und Gibson 2003, Messaoudi et al. 2012, Helmy et al. 2017, Šikić Pogačar 

et al. 2020).  

Der Fokus dieser Arbeit zielt allerdings auf natürlich vorkommende Substanzen, welche 

den durch C. jejuni-induzierten Krankheitsverlauf mildern könnten, indem sie die Barriere 
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stärken oder die überschießende und Barriere-kompromittierende Immunreaktion attenuie-

ren. Zu den in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Substanzen gehören die beiden pflanz-

lichen Polyphenole Resveratrol und Curcumin. 

1.3.1 Resveratrol 

Resveratrol (3, 5, 4′-Trihydroxystilbene; Molekulargewicht (molecular weight; MW) = 

228,25 g/mol) (Abbildung 5) kommt als Mikronährstoff in unterschiedlichen Konzentratio-

nen in verschiedenen Lebensmitteln, wie Weintrauben (<3,5 µg/g), Beeren (ca. 0,02 – 

95 µg/g), Erdnüsse (ca. 2 – 39 µg/g) und dem in der traditionellen asiatischen Medizin ein-

gesetzten Japanische Staudenknöterich (Reynoutria japonica; 520 – 3420 µg/g), vor 

(Koushiki et al. 2018, Liu et al. 2020). Resveratrol wird im Jejunum und im Ileum resorbiert 

(Chudzińska et al. 2020) und im weiteren Verlauf zu verschiedenen Metaboliten und Inter-

mediaten metabolisiert, welche in unterschiedlichen Konzentrationen im Serum, Urin und 

Fäzes nachgewiesen werden (Boocock et al. 2007) und ebenfalls therapeutisch wirksam 

sein können, wie z. B. bei der Behandlung von Tumoren (Potter et al. 2002). 

 

Abbildung 5: Chemische Struktur des trans-Resveratrol. 

 

Dem Polyphenol Resveratrol werden eine Reihe gesundheitsfördernder Effekte zugespro-

chen, welche u. a. das Herz-Kreislauf-System betreffen (Weiskirchen und Weiskirchen 

2016). Das unter Medizinern umstrittene „französische Paradoxon“ beschreibt, dass Herz-

Kreislauf-Erkrankungen mit Todesfolge in Frankreich seltener als in anderen Ländern vor-

kommen, da mehr gesättigte Fettsäuren und Rotwein, welcher hohe Mengen an Res-

veratrol enthält, konsumiert werden (Renaud und Lorgeril 1992). Diese Beobachtung soll 

auf den kardio- und gefäßprotektiven Eigenschaften des Resveratrols basieren, welche in 

verschiedenen in vitro- und in vivo-Studien gezeigt wurden (zusammengefasst in 

Chudzińska et al. 2020). Neben seiner Aufgabe als Radikalfänger und der Reduktion des 

oxidativen Stresses wird Resveratrol auch als antikarzinogene Substanz eingesetzt (Le-

onard et al. 2003). Zudem zeigt Resveratrol antiinflammatorische Eigenschaften, da es bei-
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spielsweise die Entzündung während einer Toxoplasma gondii-induzierten Ileitis im Tier-

modell reduziert (Bereswill et al. 2010, Oh et al. 2009), sodass es auch bei der Behandlung 

gastrointestinaler Erkrankungen protektiv wirkt (Li et al. 2020). Colitis-induzierte mikrobielle 

Dysbiosen (Alrafas et al. 2019) und die TJ-Expression werden moduliert und somit die in-

testinale Barriere gestärkt (Carrasco-Pozo et al. 2013, Ling et al. 2016, Mayangsari und 

Suzuki 2018). Resveratrol zeigte zudem protektive Eigenschaften in Mykotoxin-behandel-

ten intestinalen Zellen in vitro (Ling et al. 2016). Die antibakterielle Wirkung von Resveratrol 

konnte für Arcobacter spp. (Ferreira et al. 2014), aber auch für verschiedene E. coli spp., 

Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa und Providen-

cia stuartii nachgewiesen werden, sodass Resveratrol als Supplementation von Antibiotika-

Behandlungen oder als potenzielle Substanz im Kampf gegen Bakterien mit Multiple-The-

rapie-Resistenzen (multi drug resistance; MDR) Einsatz finden könnte (Seukep et al. 2016). 

Der Einsatz von Resveratrol im Zusammenhang mit C. jejuni-Infektionen ist bisher wenig 

erforscht. Jedoch weiß man, dass die Adhäsion von C. jejuni in Anwesenheit von Res-

veratrol inhibiert ist, was eine reduzierte Invasion zufolge hat und die intrazelluläre Überle-

bensrate der Bakterien in intestinalen Zellen minimiert (Klančnik et al. 2017). Hinweise für 

Barriere-protektive Eigenschaften des Resveratrols bei C. jejuni-induzierten Barriereschä-

digungen lieferten parallel zu dem im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Experiment in 

vivo-Studien in IL-10-/--Mäusen (Heimesaat, Lobo de Sá et al. 2020). Außerdem inhibiert 

Resveratrol verschiedene Signalwege, welche direkt oder indirekt bei der Stärkung der in-

testinalen Barriere involviert sind; dazu gehören NF-κB (Tsai et al. 1999, Leonard et al. 

2003), MAPK (Ling et al. 2016) und der p38-abhängige Kinase MK2/3 – Phosphoinositid-

3-Kinase (PI3K)/Akt-Signalweg (Nakajima et al. 2019). 

Therapeutische Dosen können aufgrund des geringen Gehaltes nur schwer allein über die 

Nahrung aufgenommen werden (Boocock et al. 2007, Weiskirchen und Weiskirchen 2016). 

Zudem ist die Bioverfügbarkeit durch die geringe intestinale Resorption, der schnellen Me-

tabolisierung und Exkretion gering (Boocock et al. 2007), sodass eine geeignete Galenik in 

Form von Nanopartikeln (Ha et al. 2019) oder Mizellen (zusammengefasst in Chimento et 

al. 2019) eine bessere Pharmakokinetik gewährleisten könnte. 

 

1.3.2 Curcumin 

Curcumin ((E,E)-1,7-Bis-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadien-3,5-dion; MW = 

368,38 g/mol) (Abbildung 6) ist ein lipophiles Polyphenol, welches hauptsächlich in der 

Wurzel der Curcuma longa Pflanze (Gelbwurzel) vorkommt und zu den Ingwergewächsen 
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zählt (auch als Kurkuma oder engl. Tumeric (root) bezeichnet) (Goel et al. 2008, Cho und 

Park 2015, Masashi et al. 2017).  

 

Abbildung 6: Chemische Struktur des Curcumins. 

 

Curcumin findet vor allem Anwendung als Farbstoff, in Kosmetika und ist als Hauptbestand-

teil in Currygewürzen enthalten (Cho und Park 2015, Goel et al. 2008). Seit Jahrhunderten 

wird Curcumin jedoch auch in der traditionellen indischen und chinesischen Medizin gegen 

verschiedene gastrointestinale Erkrankungen und Verdauungsstörungen eingesetzt (Goel 

et al. 2008, Anggakusuma et al. 2014, Masashi et al. 2017). Studien zeigen, dass Curcumin 

als komplementäre Therapie bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (CED) (Coli-

tis Ulcerosa und Morbus Crohn) die Remissionsinduktion und -erhaltung unterstützt (Hanai 

et al. 2006, Singla et al. 2014, Lang et al. 2015, Kucharzik et al. 2018). Curcumin weist in 

hohen Dosen antibakterielle, antiinflammatorische, antioxidative, antikarzinogene, antivi-

rale, (anti)apoptotische und antiproliferative Eigenschaften auf (Mahady et al. 2002, Goel 

et al. 2008, Chen et al. 2010, Bereswill et al. 2010, Anggakusuma et al. 2014) und zeigt 

dabei keine toxischen Nebenwirkungen in Tierversuchsstudien sowie im Menschen (Lao et 

al. 2006). Neben Resveratrol beeinflusst auch Curcumin durch Mikroorganismen verur-

sachte intestinale Dysfunktionen (Gan et al. 2019). Der antibakterielle Effekt konnte u. a. 

gegen Salmonella spp. (Marathe et al. 2016), Helicobacter pylori (Mahady et al. 2002, Mo-

ghadamtousi et al. 2014, Santos et al. 2015), Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis und 

Escherichia coli (Gunes et al. 2016) gezeigt werden. Ob Curcumin auch auf Campylobacter 

antibakteriell wirkt, wurde bis zur Anfertigung dieser Arbeit nicht untersucht. Verschiedene 

Studien verdeutlichen die Fähigkeit von Curcumin, die Sekretion und/oder Produktion ent-

zündlicher Botenstoffe, wie TNF-α, IL-1β, IL-6 und IL-8, zu inhibieren (Goel et al. 2008, 

Wang et al. 2017, Cho und Park 2015). Außerdem blockiert Curcumin verschiedene Sig-

nalwege und Enzyme, wie NF-ΚB, Protein-Kinasen (Goel et al. 2008, Chen et al. 2010, 

Moghadamtousi et al. 2014), signal transducers and activators of transcription STAT3, re-

aktive Sauerstoffspezies (reactive oxidative species; ROS) und Cyclooxygenase-2 (COX-

2) (Goel et al. 2008, Ohno et al. 2017, Dai et al. 2018), welche alle direkt oder indirekt eine 
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Rolle in der Erhaltung der Barrierefunktion spielen. Des Weiteren ist bekannt, dass Cur-

cumin die mRNA-Expression von Claudin-4 in Caco-2-Zellen induziert (Watari et al. 2012) 

und somit die intestinale Barrierefunktion stärken kann (Wang et al. 2017).  

Die schlechte Wasserlöslichkeit und die Pharmakokinetik mit der begrenzten Bioverfügbar-

keit gelten jedoch als limitierende Faktoren in der klinischen Anwendung von Curcumin. 

Aus diesem Grund werden verschiedene innovative Formulierungen entwickelt und unter-

sucht. So zeigen Formulierungen wie Mikronisate und Mizellen (Schiborr et al. 2014) oder 

Nanopartikel (Ohno et al. 2017) eine verbesserte Bioverfügbarkeit aber u. a. auch effekti-

vere antimikrobielle Eigenschaften in vitro (Bhawana et al. 2011).  

 

1.4 Zielstellung 

Die hohe weltweite Inzidenz der C. jejuni-Infektion, sowie die klinische Bedeutung der Di-

arrhö, Darmentzündungen und Folgeerkrankungen, verdeutlichen die Notwendigkeit der 

Entwicklung neuer Strategien zur Prävention und Behandlung der Campylobacter-Enteritis. 

Potentiell effektive Substanzen und Kombinationstherapien aus antiinflammatorischen und 

Barriere-protektiven Wirkungsweisen könnten in Zukunft nicht nur für die Humanmedizin 

von Interesse sein, sondern auch als Strategie für die Minimierung der Kolonisation bei 

Tieren, die zur Nahrungsmittelproduktion verwendet werden. 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ein sensitives in vitro-Zellkulturmodell zu identifizieren, 

in dem die zugrundeliegende C. jejuni-induzierte Barrierestörung näher charakterisiert wer-

den kann und das als Testsystem für die Effektivität von Wirkstoffen gegen die C. jejuni-

induzierten Barriereschäden genutzt werden kann. Dabei kommen verschiedene in vitro-

Modelle und das in vivo-IL-10-knockout-Modell zum Einsatz. Als wesentliche Weiterent-

wicklung des in vitro-Modells wird ein neues Co-Kultur-Modell bestehend aus Epithelzellen 

und Immunzellen etabliert. 

In Vorarbeiten wurde eine RNA-Sequenzierung (RNA-Seq) von Kolonbiopsien von C. je-

juni-infizierten Patienten durchgeführt, die eine potentielle Wirksamkeit von Polyphenolen 

wie Resveratrol und Curcumin nahelegen. Auf Basis dieser bioinformatischen Vorhersage 

stellt sich die Hauptfrage dieser Arbeit: Sind die pflanzlichen Substanzen Resveratrol und 

Curcumin effektive Pharmaka gegen die C. jejuni-induzierte Barrieredysfunktion?  

Zur Beantwortung der vorliegenden Fragestellungen, werden auf der funktionellen Ebene 

Messungen der Barrierefunktion (Permeabilität, transepithelialer elektrischer Widerstand) 

durchgeführt und weiter auf molekularer Ebene analysiert. Western Blot-Analysen dienen 

der Ermittlung von Expressionsänderungen von Tight Junction (TJ)-Proteinen. Mithilfe von 
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Immunfluoreszenzfärbungen werden mit dem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop Loka-

lisationsänderung von TJ-Proteinen visualisiert. Des Weiteren werden die Apoptose-Induk-

tion, Inhibitor-Experimente sowie weitere RNA-Seq-Analysen der in vitro-Experimente 

durchgeführt. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

Alle für die Zellkultur verwendeten sterilen Materialien, wie Einwegpipetten und Kulturfla-

schen, wurden nur unter der Werkbank oder an einem brennenden Bunsenbrenner ausge-

packt und geöffnet. Flüssigkeiten, wie Medien oder Puffer, wurden ebenfalls nur unter der 

Werkbank oder am Bunsenbrenner geöffnet. Wenn nicht anderes angeben wurden Lösun-

gen mit bidestilliertem Wasser (H2Odd) angesetzt. Material, welches nicht steril erhältlich 

war, wurde für mindestens 20 min bei 121 °C autoklaviert. 

 

2.1.1 Chemikalien 

Für die Durchführung der Versuche wurden die in Tabelle 1 aufgelisteten Chemikalien ver-

wendet.  

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien und zugehörige Hersteller  

Chemikalien Hersteller 

0,5 M Tris-HCl Puffer, pH 6,8 
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, 
US 

1 M Tris-HCl, pH 7,5 Gibco, Carlsbad, CA, US 

1,5 M Tris-HCl Puffer, pH 8,8 
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, 
US 

16 % Paraformaldehyd (PFA) 
Electron Microscopy Sciences, Inc., Hat-
field, PA, US 

1M Tris Puffer, pH 8,8 
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 
DE 

1M Tris-HCL, pH 7,5 Gibco, Carlsbad, CA, US 

4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Hoffmann-La Roche AG, Basel, CH 

Acrylamid-Bis Fertiglösung 30 % Merck KGaA, Darmstadt, DE 
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Chemikalien Hersteller 

Albumin Standard 
Thermo Fisher Scientific GmbH, Waltham, 
MA, US 

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion V Biomol GmbH, Hamburg, DE 

Bromphenolblau GE Healthcare, Chicago, IL, US 

Calciumchlorid (CaCl2) Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Carbogen Linde plc, Dublin, IRL 

Complete Protease Inhibitor Cocktail Tabletten Hoffmann-La Roche AG, Basel, CH 

Curcumin (C21H20O6) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Dimethylsulfoxid (DMSO; C2H6OS) Riedel-de Haën AG, Seelze, DE 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Dithiotreitol (DTT; C4H10O2S2) Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) + 
Glutamax 

Gibco, Carlsbad, CA, US 

Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mix-
ture F-12 (DMEM/F12) 

Gibco, Carlsbad, CA, US 

Eosin Merck KGaA, Certistan, Darmstadt, DE  

Ethanol 100 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Ethanol 80 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA; 
C10H16N2O8) 

Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA; 
C14H24N2O10) 

Merck KGaA, Darmstadt, DE 
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Chemikalien Hersteller 

Fluorescein (332 Da) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

flüssiger Stickstoff Linde plc, Dublin, IRL 

Formalin Roti-Histofix 4 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Fötales Rinderserum (Fetal bovin serum; FBS) Gibco, Carlsbad, CA, US 

G418-BC Invitrogen AG, Carlsbad, CA, US 

Glukose (C6H12O6) Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Glycerol (C3H8O3) 
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 
DE 

Glycin (C2H5NO2) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Hämatoxylin Merck KGaA, Certistan, Darmstadt, DE 

HEPES Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Hygromycin B Biochrom GmbH, Berlin, DE 

Kaliumchlorid (KCl) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Kohlenstoffdioxid (CO2) Linde plc, Dublin, IRL 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Methanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Milchpulver Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Minimum Essential Media (MEM) AQ Medium 
(M0446) 

Gibco, Carlsbad, CA, US 

Müller Hinten Medium (MH-Medium) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Natriumazid (NaN3) Merck KGaA, Darmstadt, DE 
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Chemikalien Hersteller 

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Natriumhydrogenphophat (NaH2PO4) Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Natriumlaurylsulfat (Sodiumdodecylsulfat; SDS) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Nicht essentielle Aminosäuren Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Paraffin Paraplast Plus Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Penicillin/Streptomycin (P/S, 100x, P11-010) Gibco, Carlsbad, CA, US 

Pertex Carl Zeiss Meditec AG, Jena, DE 

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA; C36H56O8) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Phosphate-buffered saline mit (PBS+) oder ohne 
(PBS) Mg2+ und Ca2+  

Gibco, Carlsbad, CA, US 

Polysorbat 20 (Tween-20; C58H114O26) 
Arcos Organics B.V.B.A., Fair Lawn, NJ, 
USA 

Polyvinylpyrrolidone (PVP-40; (C6H9NO)n) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Resveratrol (C14H12O3) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

RNase-freies Wasser Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI 
1640) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 

Tetramethylethylenediamine (TEMED; C6H16N2) Amresco, Inc., West Chester, PA, US 

TRIS (C4H11NO3) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Triton X-100 (C33H60O10) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US 
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Chemikalien Hersteller 

Trypsin-EDTA  Gibco, Carlsbad, CA, US 

Wasser (arium pro Reinstwassersystem; H2Odd) Sartorius AG, Göttingen, DE 

Xylol (C8H10) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Ziegenserum (Goatserum; GS) Gibco, Carlsbad, CA, US 

 

2.1.2 Labormaterial 

Für die Durchführung der Experimente wurden die in Tabelle 2 gelisteten Labormaterialen 

verwendet. 

Tabelle 2: Verwendete Labormaterialien 

Labormaterial Bezeichnung/Volumen Hersteller 

Anaerobier Box 2,5 L 
Thermo Fisher Scientific GmbH, 
Waltham, MA, US 

Blutagarplatten Columbia 
Thermo Scientific Oxoid, Wal-
tham, MA, US 

chirurgische Einmalskalpelle No. 11 und No. 20 
B. Braun Melsungen AG, 
Melsungen, DE 

Dako-Stift Dako-PEN 
Agilent Technologies, Inc., 
Santa Clara, CA, US 

Deckgläschen 24x50 mm 
Menzel Deckgläser Thermo Sci-
entific, Waltham, MA, US 

Einbettkassette Swingsette 
Carl Roth GmbH + Co. KG, 
Karlsruhe, DE 

Eppendorf Reaktionsgefäß 
(Eppi) 

Safe Seal Reaktionsgefäß 
1,5 mL, 2 mL 

Sarstedt AG & Co. KG, Nüm-
brecht, DE 

Falcon-Stripette 5 mL, 10 mL, 25 mL Corning, Inc., Corning, NY, US 
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Labormaterial Bezeichnung/Volumen Hersteller 

Falcon-Tube 
Zentrifugenröhrchen Cent-
riStar 15 mL, 50 mL 

Corning, Inc., Corning, NY, US 

Faltenfilter Selecta 
Schleicher & Schüll GmbH, 
Maidstone, UK 

Filterpapier (WB) Whatman 3 mm 
Carl Roth GmbH + Co. KG, 
Karlsruhe, DE 

Gaspack Campygen 2,5 L 
Thermo Fisher Scientific GmbH, 
Waltham, MA, US 

Glashomogenisator CXE6.1 
Carl Roth GmbH + Co. KG, 
Karlsruhe, DE 

Glaspasteurpipetten - BRAND GmbH + Co. 

Histoacrylkleber Histoacryl 
B. Braun Melsungen AG, 
Melsungen, DE 

Injekt Spritzen 1 mL, 10 mL, 20 mL 
B. Braun Melsungen AG, 
Melsungen, DE 

Kopierfolie A4 Folex Coating GmbH, Köln, DE 

Kryoröhrchen 1,6 mL 
Sarstedt AG & Co. KG, Nüm-
brecht, DE 

Neubauer Zählkammer - 
BRAND GMBH + Co. KG, Wert-
heim, DE 

Objektträger - 
Paul Marienfeld GmbH & Co. 
KG, Lauda-Königshofen, DE 

Objektträger beschichtet SuperFrost Objektträger 
R. Langenbrinck GmbH, Em-
mendingen, DE 

Parafilm Laboratory Film 
Pechiney Plastic Packaging, 
Inc., Chicago, IL, US 

Petrischalen  unbeschichtet, 6 cm Ø Corning, Inc., Corning, NY, US 
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Labormaterial Bezeichnung/Volumen Hersteller 

Pipettenspitzen (gestopft und 
ungestopft) 

Filter Tips 0,5 µL – 1000 µL 
Sarstedt AG & Co. KG, Nüm-
brecht, DE 

Polyvinyldendifluorid-Mem-
bran (PVDF-Membran) 

PVDF-Transfer-Membran 
Thermo Fisher Scientific GmbH, 
Waltham, MA, US 

ProTaqs MountFluor  Einbettmedium 
Biocyc GmbH & Co. KG., Lu-
ckenwalde, DE 

Sterican Kanülen Nr. 1. 24 G  
Becton Dickinson, Franklin 
Lakes, NJ, US 

Sterilfilter 0,2 µm GE Healthcare, Chicago, IL, US 

Trans-Blot Turbo Mini PVDF-
Membran 

- 
Bio-Rad Laboratories, Inc., Her-
cules, CA, US 

Tuberkulinnadel 1 mL, 26 G x 3/8 in 
Becton Dickinson, Franklin 
Lakes, NJ, US 

Well-Platten 12-, 24-, 96-Well  Corning, Inc., Corning, NY, US 

Western Blot Größenmarker 
Page-Ruler Plus Prestained 
Protein Ladder  

Thermo Fisher Scientific GmbH, 
Waltham, MA, US 

Zellkulturfilter 
Millicell-PCF; 0,4 µm und 
3 µm Porengröße 

Merck Millipore, Burlington, MA, 
US 

Zellkulturflasche 
25 cm2 (T25) und 75 cm2 
(T75) 

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesba-
den, DE 

Zellschaber/Rührspatel - 
Sarstedt AG & Co. KG, Nüm-
brecht, DE 
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2.1.3 Geräte 

Für die Durchführung der Versuche wurden die in Tabelle 3 aufgelisteten Geräte verwen-

det. 

Tabelle 3: Verwendete Geräte und zugehörige Hersteller 

Gerät Bezeichnung Hersteller 

Aspirationsstation Fisherbrand FB70155 
Thermo Fisher Scientific 

GmbH, Waltham, MA, US 

Autoklav Systec VX-150 Systec GmbH, Linden, DE 

Brutschrank Heracell VIOS 160i 
Thermo Fisher Scientific 

GmbH, Waltham, MA, US 

Kryostat Leica CM1900 
Leica Biosystems Nussloch 
GmbH, Nußloch, DE 

Durchflusszytometer (fluores-
cence-activated cell sorting; 

FACS) 
CantoII 

Becton Dickinson, Franklin 
Lakes, NJ, US 

Elektrophoresegerät BioRad Power PAC200 
Bio-Rad Laboratories, Inc., 
Hercules, CA, US 

Elektrophoresekammer BioRad 
Bio-Rad Laboratories, Inc., 
Hercules, CA, US 

Feinwaage PAS214 
Thermo Fisher Scientific 

GmbH, Waltham, MA, US 

Fusion FX7 
Vilber Lourmat Deutschland 
GmbH, Eberhardzell, DE 

Heizblock AccuBlock 
Labnet International, Inc., 
Corning, NY, US 

Inkubationsschüttler UNIMAX 1010 
Heidolph Instruments GmbH 
& Co. KG, Schwabach, DE 

Inversmikroskop Mikroskop Axiovert S100 
Carl Zeiss Meditec AG, Jena, 
DE 
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Gerät Bezeichnung Hersteller 

Konfokales Laser-Scanning-
Mikroskop  

LSM 780 
Carl Zeiss Meditec AG, Jena, 
DE 

Lichtmikroskop IMT-2 Olympus K.K., Tokio, JPN 

Magnetrührer/Heizplatte IKA-COMBIMAG RCT 
IKA-Werke GmbH, Staufen im 
Breisgau, DE 

Magnetrührfisch - Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Multipipette 100 µL Eppendorf AG, Hamburg, DE 

Nanodrop Nanodrop 2000 
Thermo Fisher Scientific 

GmbH, Waltham, MA, US 

Ohmmeter Widerstandsmessgerät 
Klinische Physiologie, Charité 
– Universitätsmedizin Berlin 

Paraffineinbettstation Leica EG 1160 
Leica Biosystems Nussloch 
GmbH, Nußloch, DE 

Photometer SpectraMax M2 
Molecular Devices LLC, San 
José, CA, US 

Photometer 
Lambda2 UV/VIS Spectropho-
tometer 

PerkinElmer, Inc., Waltham, 
MA, US 

Photometer Tecan infinite M200 
Tecan Group AG, Männedorf, 
CH 

Pipetboy Pipetboyacu 
INTEGRA Biosciences AG, 
Zizers, CH 

Pipetten 10 µL, 100 µL, 1000 µL Eppendorf AG, Hamburg, DE 

Schlittenmikrotom - 
R. Jung Heidelberg, Heidel-
berg, DE 

Schwenkplattform Titramax 101 
Heidolph Instruments GmbH 
& Co. KG, Schwabach, DE 
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Gerät Bezeichnung Hersteller 

Sterilwerkbank HeraSafe KS 
Thermo Fisher Scientific 

GmbH, Waltham, MA, US 

Transferkammer - 
Bio-Rad Laboratories, Inc., 
Hercules, CA, US 

Mini Trans-Blot 
Trans-Blot Turbo Transfer 
System 

Bio-Rad Laboratories, Inc., 
Hercules, CA, US 

Ultraschallsonde UP50H 
Hielscher Ultrasonics GmbH, 
Teltow, DE 

Ussing Kammer Eigenbau 
Klinische Physiologie, Charité 
– Universitätsmedizin Berlin 

Voltage Clamp Apparatur  CVC6 
Fiebig Hard & Software, Ber-
lin, Germany 

Vortexer 34524-200 
Thermo Fisher Scientific 

GmbH, Breda, NL 

Waage L2200P Sartorius AG, Göttingen, DE 

Wasserbad - 
Köttermann GmbH & Co KG, 
Uetze, DE 

Wiegeschüttler Wippe WT12 
Biometra GmbH, Göttingen, 
DE 

Zentrifuge 
Heraeus FRESCO21  
(1,5 mL – 2 mL) 

Thermo Fisher Scientific 

GmbH, Waltham, MA, US 

Zentrifuge 
UNIVERSAL 320 R  
(15 mL – 50 mL) 

Andreas Hettich GmbH & Co. 
KG, Tuttlingen, DE 

Zentrifuge Avanti J-25 
Beckman Coulter, Brea, CA, 
US 
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2.1.4 Zellen, Mikroorganismen und Zytokine 

Die in Tabelle 4 aufgelisteten Zelllinien wurden für die Durchführung der Versuche verwen-

det.  

Tabelle 4: Verwendete Zelllinien 

Zelle Hersteller 

Caco-2D ATCC HTB-37 

Caco-2BBe ATCC CRL-2102 

HT-29/B6 Kreusel et al. 1991 

HT-29/B6-GR/MR Bergann et al. 2009 

T84 ATCC CCL-248 

THP-1 ATCC TIB-202 

 

Die Infektionsversuche wurden mit dem Referenzstamm C. jejuni 81-176 (ATCC BAA-2151) 

und einer Multiplizität der Infektion (multiplicity of infection; MOI) von 100 je nach Fragestel-

lung entweder von apikal oder von basolateral durchgeführt. Die Lagerung der Bakterien 

erfolgte bei -80°C in einem 70 %-igen Glycerolstock.  

Zytokin-Stimulationsversuche erfolgten vom basolateralen Kompartiment ausgehend mit 

IFN-γ, TNF-α und IL-1β (PeproTech, Inc., Rocky Hill, CT, US). 

 

2.1.5 Medien, Lösungen und Puffer 

2.1.5.1 Medien 

Für die Kultivierung der humanen Zellen wurden folgende Medien zubereitet und verwen-

dete.  

Caco-2D: MEM AQ Medium 15 

1 

% 

% 

FBS 

P/S-Lösung 
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Caco-2BBe: DMEM+ Glutamax 10 

1 

10 

10 

% 

% 

mM 

mM 

FBS 

P/S-Lösung 

HEPES 

1x nicht essentielle Ami-

nosäuren 

     

HT-29/B6: RPMI 1640 Medium 10 

1 

% 

% 

FBS 

P/S-Lösung 

     

HT-29/B6-GR/MR: RPMI 1640 Medium 10 

1 

200 

300 

% 

% 

µg/mL 

µg/mL 

FBS 

P/S-Lösung 

Hygromycin B 

G418-BC 

     

T48: DMEM/F-12 10 

1 

% 

% 

FBS 

P/S-Lösung 

     

THP-1: RPMI 1640 Medium 10 

1 

% 

% 

FBS hitzeinaktiviert (HI) 

P/S-Lösung 

 

Die Lagerung der Medien erfolgte nach Anbruch im Kühlschrank bei 2 - 8 °C. Die Hitzein-

aktivierung des FBS erfolgte im Wasserbad bei 56 °C für mindestens 30 min. 
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2.1.5.2 Lösungen und Puffer 

Für die durchgeführten Versuche wurden folgende Substanzlösungen und Chemikalienlö-

sungen benötigt: 

Blockierlösung für Immun-

fluoreszenzfärbung: 

5 

3 

0,05 

% 

% 

% 

Ziegenserum 

BSA 

Triton X-100 

 

 

in PBS+ 

     

Blockierlösung für Western 

Blot: 

1 

0,05 

% 

% 

PVP-40 

Tween-20 

 

in TBST 

     

EPHO-Puffer: 10 

0,1 

% 

% 

10x West-Puffer 

SDS 

 

 

     

Gesamtlysepuffer: 150 

10 

0,5 

0,1 

1 

mM 

mM 

% 

% 

Tablette 

NaCl 

Tris-Puffer pH 7,5  

Triton X-100 

SDS 

Proteaseinhibitor pro 10 mL 

    

Laemmli-Probenpuffer (5x): 125 

500 

50 

10 

0,001 

mM 

mM 

% 

% 

% 

Tris-HCl, pH 6,8 

DTT 

Glycerol 

SDS 

Bromphenolblau 
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Membranlysepuffer: 2 

500 

200 

120 

100 

1 

mL 

µL 

µL 

µL 

mL 

Tablette 

1 M Tris-HCl, pH 7,4 

1 M MgCl2 

0,5 M EDTA 

0,5 M EGTA 

H2Odd 

Proteaseinhibitor pro 10 mL 

 

Ringerlösung: 113,6 

21 

5,4 

2,4 

1,2 

1,2 

0,6 

(10 

mM 

mM 

mM 

mM 

mM 

mM 

mM 

mM 

NaCl 

NaHCO3 

KCl 

Na2HPO4 

MgCl2 

CaCl2 

NaH2PO4  

Glucose) 

 

 

 

 

 

mit Carbo-

gengas ver-

setzt pH 7,4 

   Substrate  

     

Sammelgel: 5,1 

 

125 

0,1 

0,1 

0,1 

% 

 

mM 

% 

% 

% 

Acrylamid-Bis  

Fertiglösung 30 % 

Tris-HCl, pH 6,8 

SDS 

APS 

TEMED 
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TBST: 500 

200 

0,1 

mM 

mM 

% 

NaCl 

TRIS 

Tween-20 

 

 

pH 7,3 

     

Transferpuffer: 10 

10 

% 

% 

10x West-Puffer 

Methanol 

 

     

Trenngel: 10-12,5 

350 

0,1 

0,1 

0,1 

% 

mM 

% 

% 

% 

Acrylamid 

Tris Puffer, pH 8,8 

SDS 

APS 

TEMED 

 

     

10x West-Puffer: 1,9 

0,25 

M 

M 

Glycin 

Tris 

 

pH 8,1 – 8,4  

 

2.1.6 Kits 

Die in Tabelle 5 aufgeführten gebrauchsfertigen Kits wurden nach Herstellerangaben an-

gewendet. 

Tabelle 5: Verwendete gebrauchsfertige Kits 

Kit Verwendung Hersteller 

Cytometric Bead Array Th1/Th2/Th17 Kit Zytokin-
quantifizierung 

Becton Dickinson, Franklin 
Lakes, NJ, USA 

Cytometric Bead Array Flex-Set IL-13 

Flex-Set IL-1β 

Becton Dickinson, Franklin 
Lakes, NJ, USA 
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Kit Verwendung Hersteller 

Cell Counting Kit-8 (CCK-8) Zellproliferations- und Zytoto-
xizitäts-Assay 

Dojindo Molecular 
Technologies, Inc., 
Kumamoto, JPN 

Lumi-LightPLUS Western 
Blotting Kit 

Chemilumineszenz-Lösung für 
Western Blot Detektion 

Hoffmann-La Roche AG, Ba-
sel, CH 

mirVana RNA Isolation Ambion, Life Technologies, 
Carlsbad, CA, US 

Pierce BCA Protein Assay Proteinquantifizierung Thermo Fisher Scientific 

GmbH, Waltham, MA, US 

TUNEL-Assay Apoptosequantifizierung Hoffmann-La Roche AG, Ba-
sel, CH 

 

2.1.7 Antikörper 

Die in Tabelle 6 und Tabelle 7 aufgeführten Primär- bzw. Sekundärantikörper wurden für 

Immunfluoreszenzfärbungen und Western Blot-Analysen eingesetzt. Spezies, Verdün-

nungsfaktoren (VF) und Hersteller sind den Tabellen 6 und 7 zu entnehmen. 

Tabelle 6: Primärantikörper 

 Bezeichnung Spezies VF (IF) VF (WB) Hersteller 

anti- β-Aktin Maus - 1:10.000 Cell Signaling Tech-
nology, Danvers, 
MA, US 

anti- Claudin-1 Kaninchen 1:50 1:1000 Invitrogen AG, Carls-
bad, CA, US 

anti- Claudin-1 Maus 1:50      - Life Technologies, 
Carlsbad, CA, US 

anti- Claudin-2 Maus 1:100 1:1000 Invitrogen AG, Carls-
bad, CA, US 

anti- Claudin-2 Kaninchen 1:100 1:1000 Invitrogen AG, Carls-
bad, CA, US 
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 Bezeichnung Spezies VF (IF) VF (WB) Hersteller 

anti- Claudin-4 Maus 1:100 1:1000 Invitrogen AG, Carls-
bad, CA, US 

anti- Claudin-4 Kaninchen 1:100 1:1000 ProSci, Inc., Poway, 
CA, US 

anti- Claudin-5 Kaninchen 1:100 1:1000 Invitrogen AG, Carls-
bad, CA, US 

anti- Claudin-7 Kaninchen 1:100 1:1000 Invitrogen AG, Carls-
bad, CA, US 

anti- Claudin-8 Kaninchen 1:100 1:1000 Invitrogen AG, Carls-
bad, CA, US 

anti- cleaved Caspase-3 Kaninchen 1:100      - Cell Signaling Tech-
nology, Danvers, 
MA, US 

anti- Occludin Kaninchen 1:100 1:1000 Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, US 

anti- ZO-1 Maus 1:100      - Becton Dickinson, 
Franklin Lakes, NJ, 
US 

anti- ZO-1 Kaninchen 1:100      - Invitrogen AG, Carls-
bad, CA, US 

IF: Immunfluoreszenz; VF: Verdünnungsfaktor; WB: Western Blot 

 

Tabelle 7: Sekundärantikörper 

 Bezeichnung VF (IF) VF (WB) Hersteller 

anti- Kaninchen (IgG-gesamt 
AlexaFluor®594) 

1:500     - Invitrogen AG, Carlsbad, CA, US 

anti- Maus (IgG-gesamt Dy-
LightTM488) 

1:500     - Invitrogen AG, Carlsbad, CA, US 
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 Bezeichnung VF (IF) VF (WB) Hersteller 

anti- Maus     - 1:10.000 Jackson ImmunoResearch, Inc., 
West Grove, PA, US 

anti- Kaninchen     - 1:10.000 Jackson ImmunoResearch, Inc., 
West Grove, PA, US 

IF: Immunfluoreszenz; VF: Verdünnungsfaktor; WB: Western Blot 

 

2.1.8 Software 

Für die Auswertung der Versuche wurden die in Tabelle 8 aufgelisteten Computer-Pro-

gramme verwendet. 

Tabelle 8: Verwendete Software 

Software Verwendung Hersteller 

Analogon Datenaufnahme der Ussingkammern Klinische Physiologie, Cha-
rité – Universitätsmedizin 
Berlin 

Easywin Fitting, 
Version V6.0a 

Photometrische Auswertung Tecan Group AG, Männe-
dorf, CH 

FlowJo Durchflusszytometrische Analyse Becton Dickinson, Franklin 
Lakes, NJ, US 

GraphPad Prism 8 Statistische Auswertung und Diagrammer-
stellung 

GraphPad Software, San 
Diego, CA, US  

ImageJ Bildbearbeitung, densitometrische Auswer-
tung der Western Blots, Zellzahlquantifizie-
rung 

Rasband, W. S., National 
Institute of Health US 

Image Studio Lite Bildbearbeitung und densitometrische Aus-
wertung der Western Blots 

Li-COR Biosciences, Lin-
coln, NE, US 

Ingenuity Pathway 
Analysis (IPA) 

Auswertung RNA-Sequenzierung Qiagen N.V., Hilden, DE 

Microsoft Office – 
Excel 

Datenaufnahme und Auswertung Microsoft Corporation, Red-
mond, WA, US 
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Software Verwendung Hersteller 

SoftMax Pro 6.4 Photometer  Molecular Devices, LLC, 
San José, CA, US 

Zen Bildverarbeitung des konfokalen Mikro-
skops 

Carl Zeiss Meditec AG, 
Jena, DE 

 

2.2 Methoden 

Wenn nicht anders angegeben erfolgten Inkubationsphasen im Brutschrank immer bei 

37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit. Infektionsversuche mit C. jejuni erfolgten immer 

bei 37 °C und unter mikroaeroben Bedingungen in luftdichten Boxen. Die mikroaerobe At-

mosphäre wurde mithilfe von Gaspacks (CampyGen), welche ca. 5 – 10 % O2, 10 % CO2 

und 85 % N2 produzieren, erzeugt. 

 

2.2.1 Zellbiologische Methoden 

2.2.1.1 Kultivierung humaner Zelllinien und Stimulation 

Die Kultivierung der adhärenten humanen Kolonepithelzellen HT-29/B6, des Subklon HT-

29/B6-GR/MR, sowie der Zelllinien Caco-2, Caco-2-BBe und T84 erfolgte in Zellkulturfla-

schen bei 37 °C, mit 5 % CO2 und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit im jeweiligen Medium (Ka-

pitel 2.1.5.1). An jedem zweiten Tag erfolgte ein Mediumwechsel bis zur vollständigen Dif-

ferenzierung der Zellen. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Dabei 

wurden T25-Flaschen mit 10 mL PBS gespült und anschließend mit 3 mL Trypsin-EDTA für 

5 min im Brutschrank trypsiniert. Der Überstand mit abgestorbenen Zellen wurde verworfen. 

Die vollständige Ablösung der vitalen Zellen erfolgte mit 1 mL Trypsin-EDTA ebenfalls im 

Brutschrank. Durch die Zugabe von 10 mL des jeweiligen Mediums wurde der enzymati-

sche Verdau des Trypsin-EDTA gestoppt. Nach dem Resuspendieren durch Auf- und Ab-

pipettieren wurde die Zellzahl mithilfe einer Neubauer-Zählkammer ermittelt. Eine definierte 

Zellzahl wurde zur Weiterkultivierung in eine neue T25-Flasche (ca. 1,5 mL) oder in PCF-

Filter (ca. 500 µL) überführt. Die Zellen in den Filtern differenzierten dabei in Zellkulturscha-

len mit einem Durchmesser von 6 cm. Die Zellkulturen wurden mindestens zwei Stunden – 

im Idealfall über Nacht – vor der Infektion mit C. jejuni zwei Mal mit antibiotikafreiem Me-

dium gewaschen. Die Infektionsversuche erfolgten in Anwesenheit von hitzeinaktiviertem 

FBS. 
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Die THP-1-Immunzellen erhielten alle zwei Tage frisches Medium. Zur Weiterkultivierung 

wurde nach sieben Tagen eine definierte Zellzahl der Suspensionszellen je nach Bedarf in 

eine neue T25 oder T75 überführt. Es wurde darauf geachtet, dass die Zellzahl während 

der Kultivierung nicht mehr als 106 Zellen/mL betrug. Für den Infektionsversuch wurden 

sieben Tage alte Zellen in Falkon-Tubes überführt und bei 22 °C für 10 min bei 130 × g 

zentrifugiert und in frischem Medium ohne Antibiotika resuspendiert. Für die nachfolgenden 

Co-Kultur-Versuche wurden 1,8·105 THP-1-Zellen je Well einer 12-Well-Platte gesät und 

mit 100 nM Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) für 24 Stunden (Std.) stimuliert, damit die 

THP-1-Zellen zu Immunzellen mit makrophagenähnlichem Phänotypen differenzierten. 

Nach der 24-stündigen Differenzierung wurde das PMA-Medium vorsichtig abgenommen 

und die Zellen einmal mit frischem antibiotikafreiem Medium gewaschen. 

 

2.2.1.2 In vitro-Infektionsmodell  

Der Referenzstamm C. jejuni wt 81-176 wurde aus einem tiefgefrorenen 70 %-igem Glyce-

rolstock auf Blutagarplatten ausgestrichen und bei 37 °C und unter mikroaeroben Bedin-

gungen (5 – 10 % O2, 10 % CO2 und 85 % N2) kultiviert und nach zwei Tagen auf frische 

Blutagarplatten überimpft. Anschließend wurden einzelne Kolonien in Müller-Hinton (MH)-

Flüssigmedium aufgenommen und für 2 Std. bei 37 °C und 200 rpm im Inkubationsschüttler 

ebenfalls unter mikroaeroben Bedingungen geschüttelt. Für die in vitro-Infektionsversuche 

wurden die Bakterien bei 10 °C für 2 min und 5.000 × g zentrifugiert. Die OD600 wurde er-

mittelt und eine OD600 von 1 mit dem jeweiligen Zellkulturmedium eingestellt. Diese OD600 

entsprach ca. 108 koloniebildenden Einheiten (KBE). Im Anschluss wurden die Zellen mit 

einer MOI von 100 je nach Fragestellung entweder von apikal oder von basolateral infiziert 

und über die gesamte Dauer des Experimentes bei 37 °C und zum Vorteil der Bakterien 

unter mikroaeroben Bedingungen inkubiert. 

 

2.2.1.3 In vitro-Testsubstanzgabe 

Die in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöste Stocklösung der Testsubstanz wurde in dem jewei-

ligen Zellkulturmedium ohne Antibiotika gelöst. Die Substanzen wurden entweder nur von 

apikal (Resveratrol, Endkonzentration im Filter 100 µM) oder von beiden Seiten (apikal und 

basolateral; Curcumin, Endkonzentration im Filter 50 µM) appliziert. Die behandelten Zellen 

inkubierten zwei Stunden bei normalen Kultivierungsbedingungen im Brutschrank (37 °C, 

5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit) bevor die Infektion der Zellen mit C. jejuni 81-176 und 

einer MOI 100 erfolgte. 
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2.2.2 Mausmodell  

Für das in vivo-Infektionsmodell wurden abiotische IL-10-knockout (IL-10-/-)-Mäuse (mit ei-

nem C57BL/10J Hintergrund) verwendet und unter spezifisch pathogenfreien (specific pa-

thogen free; SPF) Bedingungen in der Forschungseinrichtung für Experimentelle Medizin 

der Charité – Universitätsmedizin Berlin gehalten. Die in vivo-Versuche erfolgten in Koope-

ration mit der Arbeitsgruppe „Gastrointestinale Mikrobiologie“ des „Instituts für Mikrobiologie 

und Infektionsimmunologie der Charité – Universitätsmedizin Berlin“. Um die Darmflora der 

Tiere zu eliminieren, erhielten die Tiere über einen Zeitraum von acht Wochen einen Anti-

biotikacocktail ad libitum über das Trinkwasser. Dieser Antibiotikacocktail enthielt Ampicil-

lin/Sulbactam (1,5 g/L), Ciprofloxacin (200 mg/L). Imipenem/Cilastatin (150 mg/L), Metro-

nidazol (1 g/L) und Vancomycin (50 mg/L). Dieses für C. jejuni etablierte Mausmodell wurde 

bereits publiziert (Bereswill et al. 2011a, Haag et al. 2012a). Die Studien wurden gemäß 

dem Tierschutzgesetz und den ARRIVE-Richtlinien durchgeführt und vom Landesamt für 

Gesundheit und Soziales (LAGeSo Berlin; G0104/19, G0109/19 und G0172/16) tierschutz-

rechtlich genehmigt. 

 

2.2.2.1 Behandlung der Mäuse 

Zwei Tage vor dem Infektionsstart wurde der Antibiotikacocktail im Trinkwasser der sekun-

där abiotischen IL-10-/--Mäuse gegen Wasser, welches die Testsubstanz enthielt, ausge-

tauscht. Die Tiere erhielten dann ad libitum über autoklaviertes Trinkwasser Resveratrol 

(0,3 mg/mL in 2 % Carboxymethylcellulose (CMC)) oder Curcumin (0,5 mg/L, in 2 % CMC 

gelöst in PBS pH 7,4). 

 

2.2.2.2 In vivo-Infektionsmodell  

An zwei aufeinanderfolgenden Tagen (d 0/1) wurden die Tiere per oraler Gavage mit 108 - 

109 KBE C. jejuni 81-176 in 0,3 mL PBS (pH 7,4) infiziert. Die C. jejuni-infizierten IL-10-/--

Mäuse entwickelten innerhalb von sechs Tagen eine akute Enterokolitis (Haag et al. 

2012a). Sechs Tage nach der Infektion wurden die Mäuse mittels Isofluran-Inhalation be-

täubt, mittels zervikaler Dislokation getötet und das distale Kolon unter sterilen Bedingun-

gen entnommen. Das lebende Kolongewebe wurde sofort in Ussingkammern eingebaut 

und elektrophysiologische Messungen des transmuralen Widerstandes sowie Permeabili-

tätsanalysen mithilfe des Tracermoleküls Fluorescein (332 Da) durchgeführt. Außerdem 

wurde weiteres Gewebe für histologische Analysen in 4 % Formalin fixiert. Für molekular-

biologische Analysen wurde das Gewebe direkt in flüssigem Stickstoff eingefroren.  
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2.2.3 Biochemische Methoden 

2.2.3.1 Zytotoxizitäts-Assay  

Um zytotoxische Effekte des Bakteriums auf die Zellkulturen zu untersuchen, wurde ein 

WST-basierter Zytotoxizitätstest (Cell Counting Kit-8 (CCK-8)-Assay) verwendet. WST-8 

wird durch eine Dehydrogenase, welche nur in vitalen Zellen vorhanden ist, reduziert und 

produziert den wasserlöslichen orangen Farbstoff Formazan. Die produzierte Formazan 

Menge ist direkt proportional zu der Anzahl an lebenden Zellen. Die CCK-8-Lösung wurde 

in Zellkulturmedium gelöst (10 µL CCK-8 auf 100 µL Medium) und auf die zuvor zwei Mal 

mit Medium gewaschenen Zellen pipettiert. Nach 60-minütiger Inkubation bei 37 °C wurde 

die Absorption bei 450 nm gemessen. Unbehandelte und uninfizierte Zellen repräsentierten 

100 % Vitalität. Als Positivkontrolle für die Effektivität des Testes wurden Zellen mit 1 % 

SDS inkubiert und definierten den Wert für vollständig geschädigte Zellen.  

 

2.2.3.2 Cytometric Bead Array und Durchflusszytometrie  

Um den Einfluss der C. jejuni-Infektion sowie den der Substanzbehandlung im Hinblick auf 

die Zytokinsekretion während der Co-Kultur zu untersuchen, wurde nach dem Versuchs-

ende Zellkulturüberstand abgenommen und mithilfe des Cytometric Bead Arrays (CBA) ge-

färbt und anschließend mittels Durchflusszytometrie der Zytokingehalt quantifiziert. Zur 

Messung verschiedener pro- und antiinflammatorischer Zytokine kamen der humane 

Th1/Th2/Th17 Zytokin Kit sowie die Flex Sets IL-13 und IL-1β zum Einsatz. Die Durchfüh-

rung erfolgte nach Herstellerangaben. Die Proben wurden unverdünnt eingesetzt und nach 

der Färbung über Nacht im Dunkeln bei 4 °C bis zur Durchflusszytometrie gelagert. Die 

Auswertung erfolgte mit der FlowJo Software. 

 

2.2.3.3 Western Blot 

Für die Membranproteinextraktion aus murinem Kolongewebe wurde das Gewebe in einen 

Glashomogenisator gegeben, Membranlysepuffer hinzugefügt und solange homogenisiert 

bis keine Gewebestücke mehr vorhanden waren. Die Zellsuspension wurde in ein 1,5 mL-

Reaktionsgefäß überführt, zehn Mal durch eine gelbe Kanüle (Nr. 1; 24 G) und anschlie-

ßend zehn Mal durch eine Tuberkulinnadel (26 G) gezogen. Nach einem Zentrifugations-

schritt für 5 min bei 200 × g und 4 °C wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß 

überführt und für 30 min bei 42.100 × g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand enthielt die 

gelöste Fraktion. Für die Generation der membranständigen Proteinfraktion wurden 100 µL 
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des eiskalten Gesamtlysepuffer zum Pellet gegeben und das Pellet vorsichtig gelöst. Die 

Probenlagerung bis zum Western Blot erfolgte bei -20 °C. 

Für die Gesamtproteinextraktion aus Zellkulturen wurden die Zellkulturfilter zwei Mal mit 

PBS+ gewaschen und mit Gesamtlysepuffer versetzt. Anschließend wurden die Zellen mit 

einem Spatel vom Zellkulturfilter abgeschabt und in ein 1,5 mL-Reaktionsgefäß überführt. 

30 – 60 min inkubierten die Zellen mit wiederholtem Vortexen auf Eis. Ein Zentrifugations-

schritt von 15 min bei 4 °C und 15.000 × g folgte. Im Anschluss wurde der Überstand ab-

genommen, mit einer Ultraschallsonde mit 10 Pulse behandelt und erneut zentrifugiert 

(15 min, 4 °C, 15.000 × g). Die Lagerung des fertigen Proteins aus dem Überstand erfolgte 

bei -20 °C bis zum Western Blot. 

Um jeweils vergleichbare Proteinmengen im Western Blot gewährleisten zu können, er-

folgte die Quantifizierung des Proteingehaltes in den Proben mit dem Pierce BCA (Bicin-

choninic acid) Kit nach Herstellerangaben. Dabei werden zweiwertige Kupferionen (Cu2+) 

in einem alkalischen Milieu durch Proteine in einwertige Kupferionen (Cu+) reduziert. Die 

reduzierten einwertigen Kupferionen bilden mit der Bicinchoninsäure violette Komplexe, 

welche mittels Absorption bei einer Wellenlänge von 562 nm und einer Standardreihe quan-

tifiziert wurden.  

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelekt-

rophorese (sodiumdodecylsulfat polyacrylamide gel elektrophoresis; SDS-PAGE) nach der 

Methode von Laemmli (1970). Durch ein angelegtes elektrisches Feld wandern die negativ 

geladenen Proteine der Probe während der Elektrophorese zur Anode, sodass sich die 

Proteine aufgrund ihrer Molekülgröße trennen und kleinere Moleküle schneller als die gro-

ßen Moleküle zur Anode gelangen. Für die Gelelektrophorese wurden 1,5 mm dicke Gele, 

bestehend aus einem Trenn- und einem Sammelgel, hergestellt. Die Proteinlysate wurden 

mit Lysepuffer und zwar soweit verdünnt, dass ein definierter Proteingehalt (10 – 20 µg pro 

Probe) resultierte. Zusätzlich wurden die Proteinlysate jeweils im Verhältnis 5:1 mit 5x 

Leammli-Puffer versetzt, um die Position der Proteine sichtbar zu machen. Die Proben wur-

den 5 min bei 95 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben nach Entfernen des Pro-

benkammes in die Probentaschen des Sammelgels gegeben und die Kammer mit EPHO-

Puffer gefüllt. Zusätzlich wurde eine Probentasche mit einem Größenmarker (Page-Ruler 

Plus Ladder) beladen, um später eine Größendefinition der detektierten Proteine zu ermög-

lichen. Im Anschluss erfolgte die Gelelektrophorese bei einer Spannung von zunächst 80 V. 

Nachdem die Proben das Trenngel erreicht haben, wurde die Spannung auf 100 V erhöht. 

Die Elektrophorese dauerte im Durchschnitt zwei Stunden. 
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Für den Semi-dry-Transfer der Proteine vom Gel auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-

Membran wurde der Mini Trans-blot (17 min, 25 V, ca. 1,5 A) verwendet. Dafür wurden die 

Membranen für mindestens 5 min in Methanol aktiviert. Anschließend wurde sowohl die 

Membran als auch das Gel für 15 min in Transferpuffer äquilibriert und ohne Luftblasen in 

der Transferkammer zusammengesetzt. Alternativ erfolgte der Wet-Transfer mit Transfer-

puffer in gekühlten Transferzellen für 1 Std. bei 100 V. 

Die aufgetrennten Mausproteine wurden mit dem Mini Trans-blot System nach Hersteller-

angaben auf Trans-Blot Turbo Mini PVDF-Membranen transferiert (Programm: „Mixed 

MW“; 7 min, 25 V, ca. 2,5 A). 

Nach dem Protein-Transfer wurde die Membran für 2 Std. bei Raumtemperatur (RT) unter 

Schwenken in der Blockierungslösung blockiert. Die Blockierungslösung enthält PVP-40 

und BSA, welches an freie Proteinbindungsstellen bindet, sodass dieser Schritt unspezifi-

sche Bindungen des ersten Antikörpers reduziert. Anschließend wurde der erste Antikörper 

(siehe Tabelle 6) über Nacht bei 4 °C schwenkend inkubiert. Nach dreimaligem Waschen 

mit TBST-Puffer für jeweils 10 min folgte die zweistündige Inkubation des Peroxidase-ge-

koppelten Sekundärantikörper (siehe Tabelle 7) in 1 % Milchpulverlösung in TBST-Puffer 

schwenkend bei RT. Anschließend wurde die Membran für 5 min (bei der Detektion von β-

Aktin für 2 min) in der Lumi-LightPLUS-Lösung im Dunkeln inkubiert. Die Membran wurde im 

letzten Schritt zwischen zwei Folien gelegt, Luftblasen wurden entfernt und die Proteine 

sofort mithilfe des Fusion FX7 detektiert. Durch den Größenmarker konnten die gesuchten 

Proteine identifiziert werden und mittels ImageJ oder der Image Studio Lite Software den-

sitometrisch quantifiziert werden. 

 

2.2.4 Molekularbiologische Methoden 

2.2.4.1 RNA-Isolation von Epithelzellen, Quantifizierung und cDNA-Synthese 

Die Isolation der RNA erfolgte mit dem mirVana miRNA Isolations Kit von LifeTechnologies 

nach Herstellerangaben. Alle Schritte erfolgten dabei auf Eis. Für die Isolation wurden die 

auf den Filtern gewachsenen Zellen mit PBS+ gewaschen, mit 600 µL des mitgelieferten 

Lysepuffers lysiert, in ein sauberes 1,5 mL-Reaktionsgefäß überführt und gevortext. 60 µL 

des RNA-Homogenat-Additives wurden hinzu pipettiert und weiter gevortext. Die Proben 

inkubierten im Anschluss 10 min auf Eis bevor 600 µL Acid-Phenol:Chloroform hinzugefügt 

wurden. Dann wurden die Proben erneut 30 – 60 s gevortext bevor sie für 5 min, bei 

10.000 × g und RT zentrifugiert wurden, um die wässrige von der organischen Phase zu 
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trennen. Die obere wässrige Phase wurde vorsichtig, ohne Berührung der Interphase, ab-

genommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Das Volumen der abgenommenen 

wässrigen Phase wurde mit 1,25 multipliziert, um das Volumen des notwendigen 100 %-

igen Ethanols zu berechnen. Für jede Probe wurde jeweils eine Filterkartusche in ein Sam-

melreaktionsgefäß gesteckt und mit maximal 700 µL Probe (Lysat/Ethanol-Gemisch) bela-

den. Es folgte ein Zentrifugationsschritt für 15 s, bei 10.000 × g, bei dem der Durchfluss 

verworfen wurde. Dann wurden 700 µL RNA Waschlösung in die Kartusche pipettiert und 

die Proben für ca. 5 – 10 s bei 10.000 × g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde erneut ent-

sorgt und die Proben zwei Mal mit 500 µL Waschlösung 2/3 wie im vorherigen Zentrifugati-

onsschritt gewaschen. Flüssigkeitsrückstände im Filter wurden durch einen einminütigen 

Zentrifugierschritt entfernt. Die Kartusche wurde auf ein neues Sammelreaktionsgefäß ge-

steckt und mit 100 µL nukleasefreiem Wasser, welches zuvor auf 95 °C erhitzt wurde, be-

füllt. Die Proben wurden für die Isolierung der RNA bei maximaler Geschwindigkeit 

(17.200 × g) zentrifugiert.  

Die Quantifizierung der RNA-Konzentration erfolgte mit dem Nanodrop 2000. Die nachfol-

genden Schritte wurden von unseren Kooperationspartnern an der Universität Köln durch-

geführt. Die cDNA-Synthese erfolgte aus der gewonnen RNA mithilfe des Illumina´s RNA-

Seq prep Kits nach Herstellerangaben. 

 

2.2.4.2 Next Generation Sequencing, RNA-Sequenzierung und IPA-Analyse 

Im Anschluss erfolgte mittels TrueSeq Stranded Total RNA Methode und dem NovaSeq 

6000 Sequenzierungssystem die Sequenzierung. 50 Mio. Reads und eine Qualitätskenn-

zahl von ≥80% wurden für den Ausgabebereich definiert. Die resultierenden Reads wurden 

von einem Bioinformatiker gegen das humane Referenzgenom GRCh38.97 gemappt und 

in einem 2-Pass-Verfahren mit der STAR aligner Version 2.7.1 sortiert (Dobin et al. 2013). 

Das erste Mapping resultierte aus der Verwendung der Ensembl v97 Koordinaten. Bei dem 

zweiten Mapping wurden Spleißstellen mit einbezogen, die während des ersten Mapping 

identifiziert wurden. Mittels der Feature Count Funktion des Bioconductor Packets Rsub-

read wurde eine Tabelle mit den Gen-Read-Coverages erstellt (Liao et al. 2019). Zur Be-

stimmung der differenziellen Expression zwischen zwei Konditionen wurde das DESeq2-

Packet verwendet (Love et al. 2014). Die Änderungen wurden in Form von log2-Change 

und P-Wert dargestellt, wobei die P-Werte mittels Benjamini-Hochberg Methode mit multip-

ler Testung berechnet wurden.  

Down- und Upstream-Analysen erfolgten mithilfe der Ingenuity Pathway Analysis (IPA)-

Software von Qiagen. 
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2.2.5 Elektrophysiologische Methoden 

2.2.5.1 Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes in Zellkulturen 

Der transepitheliale elektrische Widerstand (TER) steht für die Integrität, also die Unver-

sehrtheit eines Epithels und gibt somit Auskunft über die ionale Dichtigkeit der Barriere. Der 

TER von Zellkulturen wurde mithilfe einer Chopstick-Elektrode gemessen. Dabei taucht die 

eine Seite der Elektrode apikal in den Zellkulturfilter und die andere Seite in das basale 

Medium ein. Von dem gemessenen TER wurde jeweils der Widerstand eines Filters ohne 

Zellen jedoch mit Medium subtrahiert und mit der Filterfläche von 0,6 cm2 multipliziert. Die 

Messung erfolgte immer unter einer Sterilwerkbank. Zwischen den Messungen wurden die 

Elektroden vorsichtig mit 80 %-igem Ethanol desinfiziert.  

 

2.2.5.2 Ussingkammer Messungen 

Mithilfe der Ussingkammer kann der aktive Ionentransport in ex vivo-Explantaten aber auch 

in in vitro-Zellmonolayern ermittelt werden. Zusätzlich können Permeabilitätsmessungen 

mit unterschiedlich großen Tracermolekülen durchgeführt werden. Die U-förmige Ussing-

kammer besteht aus zwei Kammerhälften, welche nur durch das eingesetzte Epithel ge-

trennt sind, sodass ein Stoffaustausch zwischen serosaler und mukosaler Seite erfolgen 

kann (Abbildung 7).  
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Abbildung 7: Schematischer Aufbau einer Ussingkammer. Die beiden Kammerhälften werden 
lediglich durch eingebaute Zellmonolayer bzw. Gewebe getrennt. Beide Kammerhälften sind mittels 
Agarbrücken (0,5 M KCl) über epithelnahe Spannungs- und epithelferne Stromelektroden miteinan-
der verbunden. Die Stromelektroden sind an ein Ampermeter angeschlossen. Durch den angelegten 
Gleichstrom wird über dem Epithel eine Potentialdifferenz verursacht, welche mithilfe des Voltmeters 
gemessen werden kann. Aus diesen beiden Größen kann der Widerstand mithilfe des Ohm´schen 
Gesetzes berechnet werden (modifiziert nach Günzel et al. 2010). 

Um das Gewebe ex vivo unter physiologischen Bedingungen am Leben zu halten, wurden 

die Kammerhälften auf 37 °C erwärmt und in die beiden Hälften jeweils dasselbe Volumen 

der Ringerlösung synchron befüllt, um hydrostatische Druckunterschiede zu vermieden. Für 

eine ausreichende und zirkulierende Versorgung mit Sauerstoff und der Aufrechterhaltung 

des physiologischen pH-Wertes von 7,4 in der Ringerlösung erfolgte die Begasung mit Car-

bogengas (95 % O2, 5 % CO2). Mithilfe des Ohm´schen Gesetzes (𝑅 =
𝑈

𝐼
) wurde der TER 

in Ohm berechnet, welcher im Anschluss mit dem Leerwertwiderstand der Kammer (Bad-

widerstand) und der Epithelfläche von 0,049 cm2 verrechnet wurde. Zusätzlich wurde in den 
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Ussingkammern die Einwege-Impedanztechnik angewendet, um zwischen epithelialem 

(Repi), subepithelialem (Rsub) und transepithelialem Widerstand (Rt) unterscheiden zu kön-

nen (Gitter et al. 1998). Die Steuerung und Datenaufnahme erfolgte mit der Software Ana-

logon (entwickelt von Detlef Sorgenfrei; Klinische Physiologie, Charité – Universitätsmedi-

zin Berlin). 

 

2.2.5.3 Permeabilitätsbestimmung 

Permeabilitätsmessungen fanden für ex vivo-Gewebe in den Ussingkammern und für Zell-

kulturfilter in 12-Well-Platten statt. Für die Messung von Gewebe, wurden die Kolonbiopsien 

der Mäuse in die Ussingkammern eingespannt, jede Kammerhälfte mit jeweils 10 mL Rin-

gerlösung synchron befüllt und die Spannungsklemme aktiviert. Von der basolateralen 

Seite wurden sowohl aus der 12-Well-Platte als auch aus der Ussingkammer 300 µL einer 

Leerwertprobe entnommen und mit frischer Ringerlösung bzw. Medium ersetzt. Anschlie-

ßend wurde die entsprechende Menge Fluorescein (332 Da) für eine finale Konzentration 

von 0,1 mM apikal hinzu pipettiert. Nach 15, 30, 45 und 60 Minuten wurden jeweils 300 µL-

Proben vom basolateralen Kompartiment abgenommen und mit frischer Ringerlösung bzw. 

Medium ersetzt. Nach dem Versuchsende wurden die Fluorescein-Konzentrationen in Dop-

pelbestimmungen (à 130 µL pro Well) in einer 96-Well-Platte photometrisch bei einer Wel-

lenlänge von 520 nm ermittelt und mithilfe einer Kalibriergeraden zur Berechnung der Fluxe 

und Permeabilitäten verwendet.  

 

2.2.6 Histologische Methoden 

2.2.6.1 Immunhistochemische Färbung und konfokale Laser-Scanning Mikroskopie 

Durch Immunfluoreszenzfärbungen von Zellen oder Gewebeschnitten können definierte 

Proteinstrukturen visualisiert und lokalisiert werden. Dafür wurden die Zellkulturfilter nach 

dem Versuchsende mit PBS+ gewaschen und mit 2 % Paraformaldehyd (PFA) für 30 min 

bei RT fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS+ wurden die Zellen mit 0,5% Triton X-

100 in PBS+ für 7 min permeabilisiert und anschließend mit Blockierungslösung für 1 Std. 

bei RT blockiert, um freie Bindungsstellen an den Proteinen zu blockieren und somit unspe-

zifische Antikörperbindungen zu minimieren. Die Filtermembran wurde im Anschluss vor-

sichtig mit einem Skalpell aus dem Filtergerüst geschnitten und für 1 Std. bei 37 °C oder 

über Nacht bei 4 °C mit zwei verschiedenen Primärantikörpern (siehe Tabelle 6) inkubiert. 

Neben dem Zielprotein erfolgte die Färbung eines TJ-Referenzproteins, wie dem Zonula 

Occludens-1 (ZO-1). Nach der Primärantikörperinkubation wurden die Zellen drei Mal mit 
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der Blockierungslösung gewaschen. Danach folgte eine einstündige Inkubation bei 37 °C 

im Dunkeln mit dem fluoreszenzgekoppelt Sekundärantikörper (Tabelle 7), welcher sich je-

weils gegen den Primärantikörper (Maus oder Kaninchen) richtet. Zur weiteren Orientierung 

wurden die Zellkerne mit dem Nukleinsäurefarbstoff 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) für 

mindestens 10 min im Dunkeln gefärbt. Durch die Fluoreszenzmarkierung können die Pro-

teine bei den Exzitationswellenlängen von λex = 488 nm und λex = 594 nm und der Zellkern 

bei λex = 405 nm im konfokalen Laser-Scanning Mikroskop (Confocal laser-scanning 

microscopy; CLSM) sichtbar gemacht werden. Nach mehrmaligem Waschen mit Blockie-

rungslösung, PBS+ und H2Odd wurden die Zellen kurz mit Ethanol gespült und anschließend 

mit ProTaq MountFluor eingebettet und bis zur mikroskopischen Visualisierung in lichtdich-

ten Boxen im Kühlschrank bei 4 °C gelagert. 

 

2.2.6.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung der Kolonproben der Maus 

Die Kolonproben der Mäuse aus den Ussingkammern wurden nach der Messung für 2 Std. 

in 4 % Formalin bei RT fixiert und anschließend bei 4 °C in PBS+ bis zur Entwässerung 

gelagert. Die Entwässerung erfolgte mithilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe in der Pa-

thologie der Charité. Anschließend wurden die Proben in Paraffin eingebettet, mit einem 

Schlittenmikrotom circa 4 µm dicke Gewebeschnitte angefertigt und auf beschichteten Ob-

jektträgern aufgebracht. Um Übersichtsaufnahmen für die Oberflächenkorrektur der Proben 

anfertigen zu können, folgte eine Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung). Hierbei wer-

den saure bzw. basophile Strukturen, wie die Zellkerne, durch das Hämatoxylin (Hämalaun) 

blau und basische bzw. eosinophile Strukturen, wie das Zytoplasma, durch das Eosin rot 

angefärbt. Für die HE-Färbung wurden die Gewebeschnitte zunächst für 10 min und dann 

noch einmal für 30 s in Xylol entparaffiniert. Für die Rehydratisierung wurden die Gewebe-

schnitte für jeweils 30 s mit einer absteigenden Ethanolreihe (100 %, 96 %, 70 %, 30 %, 

H2Odd) behandelt. Anschließend wurden die Gewebeschnitte für 1 min mit Hämalaun ge-

färbt und so lange mit lauwarmem Leitungswasser gebläut bis das Wasser klar wurde. Es 

folgte eine Dehydratisierung mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (1 min H2Odd, dann je-

weils 30 s in 30 %, 70 %, 96 % Ethanol). Je nach gewünschtem Färbegrad wurden die Ge-

webeschnitte für 10 – 30 min mit Eosin gefärbt und kurz in 96 % Ethanol getaucht. Die finale 

Dehydratisierung erfolgte durch zweimaliges Eintauchen für 30 s in 100 % Ethanol und 

zweimaliges Eintauchen für 30 s in Xylol. Zum Schluss wurden die Gewebeschnitte mit 

Pertex eingedeckt. Übersichtsaufnahmen wurden mit einem Lichtmikroskop bei 10-facher 

Vergrößerung aufgenommen und zur Berechnung des Oberflächenkorrekturfaktors für die 

Korrektur der Widerstandsdaten der ex vivo-Darmgewebe verwendet. 
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2.2.7 Statistische Analysen  

Die Ergebnisse dieser Arbeit werden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM) 

dargestellt und wurden mehrfach wiederholt (n-fach). Die statistische Auswertung erfolgte 

dabei mithilfe der Software GraphPad Prism 8.4.2, wobei eine Irrtumswahrscheinlichkeit 

von kleiner als 5 % (P<0,05) als statistisch signifikant definiert wurde. Statistisch signifi-

kante Gruppen werden bei P<0,05 mit einem Stern (*), bei P<0,01 mit zwei Sternen (**) und 

bei P<0,001 mit drei Sternen (***) gekennzeichnet. Der Vergleich zweier Gruppen erfolgte 

mittels Student´s t-Test für normalverteilte Daten und mittels Mann-Whitney-U-Test für 

nicht-parametrische Daten. Um die Normalverteilung zu identifizieren, wurde der Kolmo-

gorow-Smirnow-Test vorab durchgeführt (P<0,05 = nicht parametrisch). Für den Vergleich 

von mehr als zwei Gruppen erfolgte eine einfache Varianzanlayse (1way ANOVA) mit Bon-

ferroni-Korrektur oder für nicht normalverteilte Daten der Kruskal-Wallis-Test. 
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3 Ergebnisse 

Im nachfolgenden Kapitel 3.1 werden zunächst verschiedene Zellkulturzelllinien im Hinblick 

auf die C. jejuni-induzierte Barrieredysfunktion analysiert. In Kapitel 3.2 folgt die Identifizie-

rung möglicher protektiver und therapeutischer Substanzkandidaten gegen C. jejuni-indu-

zierte Barrierestörungen. Kapitel 3.3 zeigt die Charakterisierung der Barriere-Protektion 

durch Resveratrol. Im zweiten Teil der Ergebnisse folgt in Kapitel 3.4 die Etablierung des 

neuen Co-Kultur-Modells und in Kapitel 3.5 die Untersuchung der Wirkung von Curcumin 

auf die indirekt C. jejuni-vermittelten immunmediierten Barriereschäden. 

Die dargestellten Ergebnisse für Resveratrol (Kapitel 3.3) (Lobo de Sá et al. 2021b), für 

Curcumin (Kapitel 3.5), sowie für die neu etablierte Co-Kultur (Kapitel 3.4) (Lobo de Sá et 

al. 2019) sind zum Teil bereits in Frontiers in Pharmacology bzw. im International Journal 

of Molecular Sciences publiziert. 

 

3.1 Untersuchung der Barrierestörung durch Campylobacter jejuni in verschiedenen 

intestinalen Epithelzellkulturen  

In der Literatur sind verschiedene Zellkulturmodelle beschrieben, die als Infektionsmodelle 

für die C. jejuni-Infektion verwendet wurden. Dabei stand jedoch die funktionelle Messung 

der Barrierefunktion selten im Mittelpunkt der Analysen. Um eine geeignete Zellkultur für 

die Infektionsversuche mit C. jejuni und die Substanztestung zur Inhibition der Barrierestö-

rung zu identifizieren, wurden zuerst verschiedene humane intestinale Epithelzelllinien ge-

testet. Dabei verursachte C. jejuni in den verschiedenen Zelllinien eine Störung der Barrie-

refunktion in Form eines reduzierten TER. Durch den unterschiedlichen Verlauf der Vermin-

derung des TER ergaben sich unterschiedliche Sensitivitäten der Zellkulturen gegenüber 

C. jejuni. 

Caco-2D und Caco-2BBe zeigten 90 Stunden (Std.) nach der Infektion mit C. jejuni eine 

Reduktion des TER. Der Widerstand der infizierten Caco-2D reduzierte sich in dieser Zeit 

auf 13 ± 2 % (Kontrolle vs. C. jejuni, ***P<0,001; Student´s t-Test, n= 3 – 4) und der Caco-

2BBe auf 65 ± 8 % (Kontrolle vs. C. jejuni, **P<0,01; Student´s t-Test, n= 3). Im Gegensatz 

dazu verringert sich der TER der T84-Kontrollzellen bereits nach 20 Std. um mehr als die 

Hälfte auf 38 ± 6 % (Kontrolle t0 vs. Kontrolle t20, ***P<0,001; Student´s t-Test, n= 8) und 

bei den C. jejuni-infizierten T84-Zellen auf 20 ± 3 % des Ausgangswertes (Kontrolle t20 vs. 

C. jejuni t20, *P<0,05; Student´s t-Test, n= 8). Die TER-Reduktion in der Kontrollgruppe 

könnte dabei auf die Inkubation unter mikroaeroben Bedingungen zurückzuführen sein. Der 

TER der T84-Kontrollzellen regenerierte unter normalen Inkubationsbedingungen (37 °C, 
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5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit) nicht und blieb bis zum Versuchsende nach 90 Std. 

unter dem Kontrollniveau bei 21 ± 7 %. Lediglich die uninfizierten HT-29/B6-Zellen zeigten 

nach 48 Std. einen stabilen Verlauf mit einem Widerstand von 87 ± 8 % und einem signifi-

kanten Abfall in der C. jejuni-infizierten Gruppe auf 43 ± 11 % (Kontrolle vs. C. jejuni, 

**P<0,01; Student´s t-Test, n= 8). Auch der Subklon HT-29/B6-GR/MR (Bergann et al. 

2009), welcher einen Glukokortikoid-Rezeptor (GR) und einen Mineralokortikoid-Rezeptor 

(MR) exprimiert, zeigte eine noch stabilere Kontrollgruppe und ebenfalls einen Abfall des 

TER nach 48 Std. auf 65 ± 10 % nach der Infektion mit C. jejuni (Kontrolle vs. C. jejuni, 

**P<0,01; Student´s t-Test, n= 8). Sieben Tage nach der Passage erreichten die Zellen 

einen Widerstand von ca. 600 – 900 Ω·cm2. 

Aufgrund der Stabilität und Effektivität der Infektion in der HT-29/B6-GR/MR Zelllinie wur-

den die nachfolgenden Versuche mit dieser Zelllinie durchgeführt. 

Um den Einfluss der C. jejuni-Infektion auf die Zellviabilität zu untersuchen, wurde ein WST-

basierter Zytotoxizitätstest (CCK-8 Assay) 48 Std. nach der Infektion durchgeführt. C. jejuni 

hatte in proliferierenden konfluenten Zellen (einen Tag nach der Passage) keinen Einfluss 

auf die Zellviabilität (81 ± 4 % lebende Zellen, nicht signifikant; Student´s t-Test, n= 3 – 4), 

sodass die beobachteten Barrierestörungen unabhängig von der Zytotoxizität zu sein schie-

nen. Im Gegensatz dazu verringerte sich die Zellviabilität durch die C. jejuni-Infektion in 

polarisierten Zellen (sieben Tage nach der Passage) auf 54 ± 8 % (***P<0,001; Student´s 

t-Test, n= 12 – 16).  

 

3.2 Potenzielle protektive oder therapeutische Substanzen gegen die Campylobacter 

jejuni-Infektion 

Die Auswahl potenzieller Testsubstanzen beruht auf einer RNA-Sequenzierungs-Analyse 

von Kolonbiopsien aus C. jejuni-infizierten Patienten. Die generierten RNA-Seq-Daten 

(Bücker et al. 2018) wurden mithilfe der Ingenuity Pathway Analyse (IPA) näher analysiert. 

Unter der Infektion mit C jejuni verändert sich die Genexpression (target molecules in data 

set), durch welche sich die daran beteiligten Upstream-Regulatoren ermitteln lassen. Die 

Software vergleicht die generierten Daten mit einer hinterlegten literaturbasierten Daten-

bank zu Signalkaskaden, sodass auf Basis einer bioinformatischen Vorhersage verschie-

dene potenzielle Signalwege aufgelistet werden, die unter der Infektion entweder aktiviert 

oder inhibiert zu sein scheinen (predicted activation state). So zeigten beispielsweise Sub-

stanzen, Mediatoren oder proinflammatorische Mediatoren, wie LPS, TNF-α, IFN-γ oder IL-

6, einen aktivierten Signalweg, wohingegen Verbindungen, wie Resveratrol und Curcumin, 

einen inhibierten Signalweg zeigten, sodass eine therapeutische Gabe von Resveratrol und 
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Curcumin die durch die Campylobacter-Infektion gehemmten Signalwege potentiell restitu-

ieren könnte. Ein Auszug aus der resultierenden Upstream-Regulatoren-Analysentabelle 

ist Tabelle 9 zu entnehmen.  

Tabelle 9: Auszug der Upstream-Regulator-Analyse mittels IPA von Kolonbiopsien von 
Campylobacter jejuni-infizierten Patienten. 

Upstream-
Regulator 

Aktivations-
statusvor-
hersage 

Aktivation 
Z-score 

P-Wert der 
Überlap-
pung 

Target Moleküle im Dataset 

LPS Aktiviert 11,943 3,22E-66 ABCB1,ABCC1,ABCC3,ABCC5, … 

IFNG Aktiviert 9,622 3,95E-44 ABCA6,ABCB1,ABLIM3,ACOD1, 

… 

TNF Aktiviert 8,998 3,23E-41 ABCC1,ABCC3,ABCG2,ABR, … 

IL-6 Aktiviert 7,247 1,18E-38 ABCC1,ABCC3,ABCC5,ABCG2, … 

Calcitriol Inhibiert -6,254 8,97E-25 ABCB1,ABCC3,ACKR4,ADAM19, 

… 

IL-1B Aktiviert 8,574 1,54E-24 ABCC3,ABCG2,ACHE,ACKR2, … 

Resveratrol Inhibiert -2,805 1,09E-05 ADIPOQ,AIF1,BCL2A1,BIRC3, … 

Curcumin Inhibiert -3,489 2,06E-05 ABCB1,ABCC1,ABCG1,ADAMTS4, 

… 

IFNG: Interferon Gamma; IL: Interleukin; LPS: Lipopolysaccharide; TNF: Tumornekrosefaktor; mo-
difizierter Auszug aus Bücker et al. 2018, Datensatz GEO-Nummer GSE88710. 

Auf Basis dieser bioinformatischen Vorhersage in Kombination mit einer Literaturrecherche 

wurden die Substanzen Resveratrol und Curcumin als Substanzkandidaten identifiziert und 

hinsichtlich ihrer Barriere-protektiven und immunmodulatorischen Eigenschaften zur Ab-

wehr der C. jejuni-induzierten Barrierestörungen untersucht. 
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3.3 Protektive Wirkung von Resveratrol auf die Campylobacter jejuni-induzierte Bar-

rierestörung in vitro und in vivo 

Resveratrol wurde in der IPA-Berechnung aus der Genexpression der Kolonmukosa von 

C. jejuni-infizierten Patienten als potenzielle präventive bzw. therapeutisch wirksame Sub-

stanz bei C. jejuni-Infektionen identifiziert. Um die protektiven Eigenschaften von Res-

veratrol zu untersuchen, wurde Resveratrol sowohl in vitro als auch im in vivo- 

IL-10-/--Mausmodell eingesetzt.  

 

3.3.1 Resveratrol minimiert die durch Campylobacter jejuni-induzierte Barrierestö-

rung  

Messungen mit Chopstick-Elektroden sowie elektrophysiologische Analysen in Ussingkam-

mern ermöglichen die Messung des TER. Ein stabiler epithelialer Widerstand spiegelt die 

Integrität und somit die intakte Funktionsfähigkeit der epithelialen Barriere wider. Verände-

rungen, welche durch die C. jejuni-Infektion oder durch die Resveratrol-Behandlung ausge-

löst werden, wurden in vitro in Epithelzellmonokulturen sowie in vivo in dem sekundär abi-

otischen IL-10-/--Mausmodell untersucht. C. jejuni-infizierte sekundär abiotische IL-10-/--

Mäuse zeigten akute Symptome einer Enteritis mit blutigem Durchfall und Gewichtsverlust 

(Haag et al. 2012a). Es ist im Rahmen dieser Arbeit erstmals gelungen, in diesem speziellen 

Mausinfektionsmodell die Kolonmukosa aus C. jejuni-infizierten Tieren in Ussingkammern 

u. a. mittels Impedanzspektroskopie zu vermessen und somit eine funktionelle Charakteri-

sierung der epithelialen Barrierestörung durchzuführen. 

Sowohl in vitro als auch in vivo schwächte die C. jejuni-Infektion die intestinale epitheliale 

Barriere (Abbildung 8). In vitro reduzierte sich der TER der Zellmonolayer nach der Infektion 

mit C. jejuni auf 43 ± 5 % des Ausgangswertes. In Anwesenheit von Resveratrol erholte 

sich der TER wieder und erreichte einen Wert von 71 ± 7 % (Abbildung 8A). In vivo überstieg 

der Widerstand der mit Resveratrol-behandelten Gruppe den Widerstandswert der unbe-

handelten uninfizierten Kontrollgruppe (Kontrolle 61 ± 4 Ω·cm2 vs. Resveratrol + C. jejuni 

76 ± 3 Ω·cm2, *P<0,05; Mann-Whitney-U-Test, n= 4 – 17) (Abbildung 8B). 
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A)                                  in vitro 

 

B)                           in vivo 

 

Abbildung 8: Resveratrol minimiert den durch Campylobacter jejuni-induzierten Barrierede-
fekt. A) HT-29/B6-GR/MR-Zellen wurden 2 Std. vor der apikalen Infektion mit C. jejuni mit 100 µM 
Resveratrol (Resv) behandelt und der transepitheliale elektrische Widerstand (TER) mittels Chop-
stick-Elektroden 48 Std. nach der Infektion gemessen und die Veränderung prozentual zum Aus-
gangswert dargestellt (**P<0,01, ***P<0,001; 1way ANOVA, n= 9 – 10) (Lobo de Sá et al. 2021b). 
B) Kolonbiopsien Resveratrol-behandelter IL-10-/--Mäuse wurden sechs Tage nach der peroralen 
Infektion mit C. jejuni in Ussingkammern eingespannt und der transmurale Widerstand (Rt) gemes-
sen (*P<0,05; Mann-Whitney-U-Test, n= 4 – 17) (modifiziert nach Heimesaat, Lobo de Sá et al. 

2020). 

Der TER repräsentiert die Permeabilität für Ionen, während die parazelluläre Leckage bzw. 

Dichtigkeit des Epithels gegenüber größeren Molekülen durch die Permeabilität von ent-

sprechenden Marker-Molekülen definierter Größe dargestellt wird (Marker-Flux-Messung). 

Fluorescein, als ein kleines Makromolekül, diente als parazellulärer Flux-Marker. Sowohl in 

vitro (Abbildung 9A) als auch in vivo (Abbildung 9B) schädigte C. jejuni die Barriere durch 

die Öffnung des parazellulären Weges, dargestellt durch die Passage von Fluorescein von 

apikal nach basolateral. Die Resveratrol-Behandlung verbesserte in beiden Modellen die 

Permeabilität von Fluorescein im Vergleich zur unbehandelten C. jejuni-infizierten Gruppe 

(Abbildung 9). 
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A)                                 in vitro 

 

B)                              in vivo 

 

Abbildung 9: Einfluss von Campylobacter jejuni und Resveratrol auf den Makromolekülflux. 
A) 48 Std. nach der C. jejuni-Infektion von HT-29/B6-GR/MR-Zellen und der Behandlung mit Res-
veratrol (Resv) wurde die Permeabilität für Fluorescein (332 Da) bestimmt (*P<0,05, **P<0,01; 1way 
ANOVA, n= 10) (Lobo de Sá et al. 2021b). B) Kolongewebe von C. jejuni-infizierten bzw. mit Res-
veratrol-behandelten IL-10-/--Mäusen wurde sechs Tage nach der Infektion in Ussingkammern ein-
gespannt und die Permeabilität von Fluorescein ermittelt (***P<0,001; Mann-Whitney-U-Test, n= 4 – 
17) (Lobo de Sá et al. 2021b).  

 

3.3.2 Einfluss von Resveratrol auf die Expression von Tight Junction-Proteinen und 

deren Lokalisation 

Da das molekulare Korrelat eines gestörten leak pathway häufig auf der Expression und/o-

der der Verteilung von TJ-Proteinen basiert, wurde sowohl die Proteinexpression als auch 

die Lokalisation von TJ-Proteinen in C. jejuni-infizierten und mit Resveratrol-behandelten 

HT-29/B6-GR/MR-Zellen analysiert. Eine Infektion mit C. jejuni erhöhte die Proteinexpres-

sion von Claudin-1 (Abbildung 10A), wohingegen die Proteinexpression von Claudin-2 ver-

ringert war (Abbildung 10B). Im Gegensatz zur Claudin-1-Proteinexpression erholte sich 

die Proteinexpression des Claudin-2 während der Behandlung mit Resveratrol vollständig 

auf das Kontrollniveau (Abbildung 10B). 
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A)                             Claudin-1 

 

B)                            Claudin-2 

 

Abbildung 10: Einfluss der Campylobacter jejuni-Infektion und Resveratrol-Behandlung auf 
die Proteinexpression der Epithelzellen. Densitometrische Analyse von A) Claudin-1 und B) Clau-
din-2 in Resveratrol (Resv)-behandelten (100 µM) HT-29/B6-GR/MR-Zellen 48 Std. nach C. jejuni-
Infektion. Der Kontrollwert unbehandelter uninfizierter Zellen wird als gestrichelte Linie dargestellt 
und entspricht 100 %. Die Proteinexpression wurde auf die β-Aktin-Expression normalisiert (*P<0,05; 
1way ANOVA, n= 8 – 9) (Lobo de Sá et al. 2021b).  

Alle anderen getesteten TJ-Proteine zeigten keine Veränderung in ihrer Expression durch 

die C. jejuni-Infektion oder die Behandlung mit Resveratrol (Tabelle 10). Die Expression 

von Occludin, Claudin-4 und Claudin-7 in HT-29/B6-Monolayern war nach der C. jejuni-

Infektion bzw. nach der Resveratrol-Behandlung unbeeinflusst. Obwohl das Expressionsni-

veau von Claudin-5 und Claudin-8 nach der Infektion eine Tendenz zur Reduktion zeigte 

und durch die Resveratrol-Behandlung aufgehoben wurde, erreichte dies keine statistische 

Signifikanz. Außerdem konnte unter diesen Infektionsbedingungen keine Auswirkung auf 

eine Spaltung von TJ-Proteinen, wie z. B. von Occludin, beobachtet werden (exemplari-

scher Blot im Anhang Abbildung 26).  

Tabelle 10: Einfluss von Campylobacter jejuni und Resveratrol auf die Tight Junction-Protei-
nexpression der Epithelzellen.  

TJ-Protein C. jejuni Resveratrol Resveratrol + C. jejuni 

Claudin-4 118 ± 14 % 117 ± 14 % 99 ± 7 % 

Claudin-5 74 ± 13 % 81 ± 14 % 116 ± 11 % 

Claudin-7 105 ± 18 % 123 ± 10 % 88 ± 11 % 

Claudin-8 64 ± 10 % 107 ± 23 % 104 ± 30 % 
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TJ-Protein C. jejuni Resveratrol Resveratrol + C. jejuni 

Occludin 102 ± 7 % 84 ± 5 % 108 ± 12 % 

Densitometrische Analyse der C. jejuni-infizierten bzw. mit 100 µM Resveratrol-behandelten HT-
29/B6-GR/MR-Zellen. Die unbehandelten und uninfizierten Zellen wurden als Kontrolle auf 100 % 
gesetzt. Die Proteinexpression wurde mittels β-Aktin normalisiert (nicht signifikant; 1way ANOVA, n= 
5 – 10) (Lobo de Sá et al. 2021b). 

Um den Einfluss von C. jejuni und Resveratrol auf die Lokalisation der TJ-Proteine zu be-

stimmen, wurden HT-29/B6-GR/MR-Zellen mittels Immunfluoreszenzfärbungen gefärbt und 

mithilfe des CLSM visualisiert. Die Z-Stack-Aufnahmen (X-, Y- und Z-Ebene) konnten mit-

tels Intensitäts-Abstand-Plots der ZEN-Software analysiert werden. Nach der Infektion mit 

C. jejuni kam es zu einer Umverteilung der TJ-Proteine Occludin und Claudin-5 aus der TJ-

Domäne der Epithelzellen heraus (Abbildung 11). In den mit C. jejuni infizierten Zellen be-

fanden sich die Occludin-Signale intrazellulär und waren in den TJ-Strängen nicht mehr mit 

ZO-1 co-lokalisiert (Abbildung 11A). Noch ausgeprägter war die Umverteilung von Claudin-

5 aus der TJ-Domäne nach intrazellulär (Abbildung 11B). In Abbildung 11 zeigen die Inten-

sitätsplots erhöhte intrazelluläre Signale von Occludin und Claudin-5 unter der Infektion mit 

C. jejuni, welche nach der Resveratrol-Behandlung vermindert waren.  
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Abbildung 11: Tight Junction-Lokalisation nach der Campylobacter jejuni-Infektion und Res-
veratrol-Behandlung. HT-29/B6-GR/MR-Zellen wurden 48 Std. nach der Infektion mit C. jejuni und 
der Behandlung mit Resveratrol mit Antikörpern gegen A) Occludin (grün) und ZO-1 (rot) sowie B) 
Claudin-5 (rot) und ZO-1 (grün) gefärbt und mittels CLSM visualisiert. Z-Stack-Aufnahmen verdeut-
lichen die Umverteilung sowohl nach intrazellulär als auch nach basolateral. Die in den Z-Stack-
Aufnahmen dargestellten weißen Pfeile geben den analysierten Bereich der Intensitäts-Abstand-
Plots wieder. Unter Kontrollbedingungen erscheinen die Intensitätssignale (Y-Achse) der TJ-Prote-
ine in der TJ-Domäne co-lokalisiert mit ZO-1 am höchsten. Die Signale variieren unter Infektions- 
und Behandlungsbedingungen und verlagern sich unter der Infektion nach intrazellulär (modifiziert 
nach Lobo de Sá et al. 2021b).  
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3.3.3 Wirkung von Campylobacter jejuni und Resveratrol auf die Apoptose-Induk-

tion 

Neben den TJ-Veränderungen auf Expressions- und Lokalisationsebene während der C. je-

juni-Infektion stellt die Induktion der epithelialen Apoptose einen weiteren Barriere-relevan-

ten Pathomechanismus dar. Um den Einfluss von Resveratrol auf die C. jejuni-verursachte 

Apoptose-Induktion zu untersuchen, wurde der TUNEL-Assay (TdT-mediated dUTP-biotin 

nick end labeling) durchgeführt. Dabei markiert das Enzym Terminale Desoxynucleotidyl 

Transferase (TdT) die 3´OH-Gruppen der apoptotischen DNA-Fragmente, welche im An-

schluss an die Färbung fluoreszenzmikroskopisch visualisiert werden können. Die Anzahl 

an apoptotischen Ereignissen wurde in Relation zur Anzahl der in einem Bildausschnitt lie-

genden Zellkerne gesetzt und der prozentuale Anteil an TUNEL-positiven und somit apopto-

tischen Zellen quantifiziert. Das Ergebnis des TUNEL-Assays zeigte, dass die apikale In-

fektion der HT-29/B6-GR/MR mit C. jejuni einen Anstieg der Apoptose-Ereignisse indu-

zierte. Dieser Anstieg wurde in Anwesenheit von Resveratrol gehemmt (Abbildung 12).  

 

Abbildung 12: Apoptose-Induktion in Campylobacter jejuni-infizierten HT-29/B6-GR/MR-Zel-
len und der antiapoptotische Einfluss von Resveratrol. Die Epithelzellen wurden 48 Std. nach 
der Infektion mit C. jejuni und der Behandlung mit 100 µM Resveratrol (Resv) mithilfe des TUNEL-
Assays markiert und die Zellkerne mit 4´-6-Diamidin-2´phenylindol (DAPI) gefärbt. Die Visualisierung 
erfolgte mittels CLSM. TUNEL-positive Zellen wurden in Relation zur Gesamtzellzahl eines Bildaus-
schnittes gesetzt und so der prozentuale Anteil an Apoptosen ermittelt. Von jedem Zellmonolayer 
erfolgte die Aufnahme von sechs zufällig gewählten Bildausschnitten für die Quantifizierung der 
Apoptoserate (*P<0,05, **P<0,01; 1way ANOVA, n= 4) (Lobo de Sá et al. 2021b). 
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3.3.4 In vitro-Zytokin-Stimulation und die Behandlung mit Resveratrol 

Um die protektive Wirkung von Resveratrol ebenfalls auf durch immunantwortinduzierte 

Barriereschäden zu untersuchen, wurden HT-29/B6-GR/MR-Zellen mit IFN-γ, TNF-α und 

IL-1β stimuliert. Diese Zytokine werden vermehrt in der Kolonmukosa C. jejuni-infizierter 

Patienten sezerniert (Bücker et al. 2018).  

Die alleinige IFN-γ-Stimulation erhöhte den parazellulären Flux für Fluorescein, was durch 

die Gabe von Resveratrol inhibiert werden konnte (Abbildung 13A). Ein Zytokin-Cocktail 

bestehend aus hohen Dosen IFN-γ, TNF-α und IL-1ß potenzierte die Barriereschädigung 

im Vergleich zur IFN-γ-induzierten Dysfunktion. Dieser starke Defekt konnte jedoch durch 

die Resveratrol-Behandlung nicht gehemmt werden (Abbildung 13B). Submaximale Zytoki-

neffekte können demnach durch Resveratrol ausgeglichen werden, jedoch gilt dies nicht 

bei einer maximalen Stimulation mit einem Zytokin-Cocktail. 

A)                             IFN-γ 

 

B)                   Zytokin-Cocktail 

 

Abbildung 13: Einfluss der Zytokin-Stimulation und Resveratrol-Behandlung auf die Flu-
orescein-Permeabilität. HT-29/B6-GR/MR wurden nach der Behandlung mit 100 µM Resveratrol 
(Resv) von basolateral mit A) 50 ng/mL IFN-γ oder B) einem Zytokin-Cocktail, bestehend aus 
50 ng/mL IFN-γ, 100 U/mL TNF-α und 100 ng/mL IL-1β, stimuliert. Nach 24 Std. wurden Permeabi-
litäten für Fluorescein (332 Da) vom apikalen zum basolateralen Kompartiment gemessen (*P<0,05; 
1way ANOVA, n= 3 – 8) (Lobo de Sá et al. 2021b).  
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3.4 Etablierung eines Co-Kultur-Modells mit humanen intestinalen Epithelzellen und 

Immunzellen 

Um den Einfluss der C. jejuni-induzierten Immunantwort auf die Barrierestörung zu analy-

sieren und die Effektivität möglicher antiinflammatorischer und/oder immunmodulatorischer 

Substanzen gegenüber C. jejuni zu testen, wurde ein Co-Kultur-Modell bestehend aus HT-

29/B6-GR/MR-Epithelzellen und subepithelial lokalisierten THP-1-Immunzellen etabliert. 

Dafür wurden die Epithelzellen auf permeable Filtermembranen mit unterschiedlichen Po-

rengrößen ausgesät und zu einem polarisierten Zellmonolayer mit einem ausgebildeten TJ-

Netzwerk differenziert. Parallel dazu wurden die THP-1-Monozyten mit Phorbol-12-my-

ristate-13-acetate (PMA) in 12-Well-Platten stimuliert, sodass die Immunzellen zu adhären-

ten makrophagenähnlichen Immunzellen differenzierten. Je nach Fragestellung können in 

dem neu etablierten Co-Kultur-Modell verschiedene Filterporengrößen und die Infektions-

seite (apikal oder basal) variiert werden (Abbildung 14).  

 

Abbildung 14: Experimentelles Setting des neu etablierten Co-Kultur-Modells mit HT-29/B6-
GR/MR-Epithelzellen und THP-1-Immunzellen. Sowohl Epithel- als auch Immunzellen wurden für 
die kontinuierliche Kultivierung in Zellkulturflaschen kultiviert. Nach sieben bis neun Tagen wurden 
die konfluenten Epithelzellen aus den Zellkulturflaschen in Zellkulturfilter gesät und differenzierten 
dort zu polarisierten Monolayern aus. Die THP-1-Immunzellen wurden in 12-Well-Platten gesät und 
differenzierten mittels 100 nM Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) innerhalb von 24 Std. zu ad-
härenten M1 makrophagenähnlichen Immunzellen. Nach der Differenzierung der Epithel- und Im-
munzellen wurde je ein Filter mit den Epithelzellen in ein Well der 12-Well-Platte positioniert, sodass 
im apikalen Kompartiment Epithelzellen und im basolateralen Kompartiment Immunzellen lokalisiert 
waren. Die Infektion mit C. jejuni erfolgte je nach Fragestellung entweder von apikal oder von baso-
lateral 2 Std. nach dem Start der Co-Kultivierung (modifiziert nach Lobo de Sá et al. 2019). 

Das neu etablierte Co-Kultur-Modell zeigte über einen Zeitraum von 48 Std. einen stabilen 

TER. Die schnellste und stärkste Barrierestörung konnte mit einer Filterporengröße von 

3 µm und einer Infektion von apikal beobachtet werden (nachfolgend als Co-Kultur-Mo-

dell A bezeichnet), da dabei direkte bakterielle Barriereschäden synergistisch mit der Im-

munaktivierung wirken. Bei diesem Setting des Co-Kultur-Modells A reduzierte sich der 

TER in der Co-Kultur bereits nach 22 Std., wohingegen in derselben Zeit in der Epithelzell-
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Monokultur kein negativer TER-Effekt bzw. sogar ein Anstieg des TER auf 116 ± 3 % des 

initialen Wertes in der C. jejuni-Gruppe sichtbar war (Kontrolle vs. C. jejuni, *P<0,05; Stu-

dent´s t-Test, n= 3) (Abbildung 15A). Mit der Verwendung einer Porengröße von 0,4 µm 

und einer Infektion von basal (Co-Kultur-Modell B), kann die Immunzellreaktion isoliert ohne 

die direkten Einflüsse des Bakteriums auf die epitheliale Barriere untersucht werden, da die 

Bakterien nicht in der Lage waren, durch die kleinen Poren zu migrieren und nicht an die 

basolateral lokalisierten Rezeptoren zur Invasion gelangen. Die Migration von lebenden 

Bakterien wurde durch das Ausplattieren des apikalen Überstandes auf Blutagarplatten 

überprüft und ausgeschlossen, da keine koloniebildenden Einheiten (KBE) nach 48 Std. in 

mikroaerober Atmosphäre wuchsen. In Anwesenheit der Makrophagen im Co-Kultur-Modell 

B reduzierte sich der TER auf 67 ± 4 % (Abbildung 15B), wobei die hier verursachten Bar-

rieredefekte nur auf die durch die C. jejuni-induzierte Immunantwort zurückzuführen sind. 

A)  

 

B)  

 

Abbildung 15: Campylobacter jejuni-Infektion von Epithelzell-Monokulturen (HT-29/B6-
GR/MR) und von Co-Kulturen (HT-29/B6-GR/MR zusammen mit THP-1-Makrophagen). A) 
Transepithelialer elektrischer Widerstand (TER) in Bezug auf die Kontrolle 22 Std. nach der apikalen 
Infektion mit C. jejuni der Monokultur (ohne Makrophagen) und der Co-Kultur A (mit Makrophagen). 
Die Epithelzellen differenzierten dabei jeweils auf Filtern mit einer Porengröße von 3 µm (*P<0,05, 
**P<0,01; Student´s t-Test, n= 3). B) TER in Bezug auf die Kontrolle 48 Std. nach der basalen Infek-
tion mit C. jejuni der Monokultur (ohne Makrophagen) und der Co-Kultur B (mit Makrophagen). Die 
Epithelzellen differenzierten dabei jeweils auf Filtern mit einer Porengröße von 0,4 µm (***P<0,001; 
Student´s t-Test, n= 7 – 9) (Lobo de Sá et al. 2019).  
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3.5 Protektive Wirkung von Curcumin auf die immunvermittelte Campylobacter je-

juni-induzierte Barrierestörung in vitro und in vivo 

Basierend auf der bioinformatischen Vorhersage der Kolonmukosa C. jejuni-infizierter Pa-

tienten und der in der Literatur postulierten Barriere-protektiven und immunmodulatorischen 

Eigenschaften von Curcumin, wurde Curcumin im Hinblick auf die protektive Wirkung auf 

die C. jejuni-induzierte Barrierestörung untersucht. Diese Analyse erfolgte sowohl in vitro in 

dem neu etablierten Co-Kultur-Modell B als auch in dem in vivo-IL-10-/--Mausmodell.  

 

3.5.1 Curcumin inhibiert den durch Campylobacter jejuni-vermittelten Einfluss auf 

den transepithelialen elektrischen Widerstand 

Um isoliert den Einfluss des Immunsystems auf die C. jejuni-induzierte Barrierestörung zu 

beleuchten, wurden die möglichen protektiven Eigenschaften von Curcumin unter Verwen-

dung des Co-Kultur-Modells B (siehe Kapitel 3.4) charakterisiert. Durch den Einsatz dieses 

Modells können sowohl immunmodulatorsiche und antiinflammatorische als auch Barriere-

protektive Eigenschaften des Curcumins untersucht werden. Curcumin zeigte in der nach-

folgend verwendeten Konzentration von 50 µM in Vorversuchen weder auf die Epithelzellen 

noch auf die Immunzellen zytotoxische Eigenschaften im CCK-8 Assay (Epithelzellen: Kon-

trolle 81 ± 4 % vs. Curcumin 66 ± 6 %, nicht signifikant; Immunzellen: Kontrolle 71 ± 11 % 

vs. Curcumin 57 ± 5 %, nicht signifikant; 1way ANOVA, n= 3 – 4) (Lobo de Sá et al. 2019). 

Für eine systemische Einschätzung der Effektivität von Curcumin bei einer C. jejuni-indu-

zierten Gastroenteritis erfolgten zusätzlich in vivo-Infektionsexperimente am IL-10-/--Maus-

modell.  

Sowohl in dem Co-Kultur-Modell B (Abbildung 16A) als auch in den IL-10-/--Mäusen (Abbil-

dung 16B) inhibierte die Curcumin-Behandlung die durch C. jejuni-induzierte Verringerung 

des epithelialen Widerstandes. So wurden in den Curcumin-behandelten Mäusen epitheli-

ale Widerstände erreicht, welche vergleichbar mit den Werten der Kontrollgruppen waren. 
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A)                             in vitro 

 

B)                               in vivo 

 

Abbildung 16: Curcumin inhibiert den durch Campylobacter jejuni-induzierten Barrieredefekt 
in vitro und in vivo. A) Die Behandlung mit 50 µM Curcumin (Curc) der Co-Kultur erfolgte in vitro 
sowohl in dem apikalen als auch in dem basalen Kompartiment 2 Std. vor der basalen Infektion mit 
C. jejuni. 48 Std. nach der Infektion mit C. jejuni wurde der transepitheliale elektrische Widerstand 
(TER) gemessen (***P<0,001; 1way ANOVA, n= 13) (Lobo de Sá et al. 2019). B) Kolongewebe von 
C. jejuni-infizierten IL-10-/--Mäusen und von Curcumin-behandelten Tieren wurde in der Ussingkam-
mer mittels Impedanztechnik untersucht und der epitheliale Widerstand (Repi) mithilfe eines Oberflä-
chenkorrekturfaktors ermittelt  (***P<0,001; Mann-Whitney-U-Test, n= 5 – 18). Exemplarische HE-

Färbungen hierzu befinden sich im Anhang in Abbildung 27. 

 

3.5.2 Curcumin stärkt die epitheliale Barriere belegt durch eine Verringerung der 

Permeabilität für Fluorescein 

Permeabilitätsuntersuchungen spiegeln die Durchlässigkeit von Gewebe gegenüber klei-

neren Markermolekülen wider. Der parazelluläre Fluxmarker Fluorescein wurde zur Perme-

abilitätsmessung verwendet. Im Vergleich zu den Kontrollen verdoppelte sich die Permea-

bilität für Fluorescein nach der Infektion mit C. jejuni sowohl in dem Co-Kultur-Modell B 

(Abbildung 17A) als auch in dem IL-10-/--Mausmodell (Abbildung 17B). In vitro zeigte die 

uninfizierte Curcumin-Kontrollgruppe bereits einen Trend zur Reduktion der Permeabilität 

im Vergleich zur unbehandelten und uninfizierten Kontrollgruppe (Kontrolle 1 ± 0,2·10-6 

cm/s vs. Curcumin 0,8 ± 0,1·10-6 cm/s, nicht signifikant; 1way ANOVA, n= 7 – 8). Unter der 

Curcumin-Gabe verringerte sich die durch die C. jejuni-Infektion erhöhte Permeabilität für 

Fluorescein in beiden Modellen unter das Kontrollniveau, sodass es sogar zu einer Verstär-

kung der epithelialen Barriere kam. 
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A)                              in vitro 

 

B)                               in vivo 

 

Abbildung 17: Curcumin verbessert die Campylobacter jejuni-induzierte Erhöhung der Per-
meabilität für Fluorescein. A) Die Co-Kultur wurde mit 50 µM Curcumin (Curc) beidseitig behandelt 
und nach 2 Std. mit C. jejuni von basal infiziert. 48 Std. nach der Infektion mit C. jejuni wurde die 
Permeabilität für Fluorescein (332 Da) ermittelt (*P<0,05, ***P<0,001; 1way ANOVA, n= 7 – 8) (Lobo 
de Sá et al. 2019). B) In Ussingkammern wurde die Permeabilität für Fluorescein im Kolongewebe 
C. jejuni-infizierter und Curcumin-behandelter IL-10-/--Mäuse gemessen (*P<0,05; Mann-Whitney-U-
Test, n= 4 – 14) (Lobo de Sá et al. 2019). 

 

3.5.3 Curcumin reduziert die Campylobacter jejuni-induzierte Immunantwort 

Um zu definieren, welche Zytokine für die Barrierestörung in dem Co-Kultur-Modell B ver-

antwortlich sind, wurden mithilfe des Cytometric Bead Arrays (CBA) die sezernierten Zyto-

kine im Kulturüberstand 48 Std. nach der Infektion mit C. jejuni quantifiziert. Dabei stieg der 

Gehalt an den proinflammatorischen Zytokinen TNF-α (Abbildung 18A), IL-1β (Abbildung 

18B) und IL-6 (Abbildung 18C) durch die Infektion mit C. jejuni an. Durch die Zugabe von 

Curcumin reduzierte sich die Zytokinausschüttung von allen drei Zytokinen. Bei TNF-α und 

IL-1β wurde dabei das Kontrollniveau wieder erreicht und der IL-6-Anstieg halbierte sich. 

A) 
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B) 

 

C) 

 

Abbildung 18: Zytokinsekretion der Co-Kultur nach Campylobacter jejuni-Infektion und Cur-
cumin-Behandlung. 48 Std. nach der Infektion mit C. jejuni und der beidseitigen Behandlung mit 
50 µM Curcumin (Curc) wurden die proinflammatorischen Zytokine A) TNF-α, B) IL-1β und C) IL-6 
im Kulturüberstand des Co-Kultur-Modells B mittels Cytometric Bead Array und Durchflusszytometrie 
quantifiziert (**P<0,01, ***P<0,001; 1way ANOVA, n= 5 – 6) (Lobo de Sá et al. 2019). 

Weitere hier quantifizierte Zytokine wie IL-2, IL-10, IL-13, IL17A und IFN-γ zeigten keine 

Veränderung nach der Infektion mit C. jejuni (siehe Anhang Abbildung 28). 

Vergleichbare Ergebnisse auf RNA-Expressionsebene lieferte die RNA-Sequenzierung der 

Epithelzellen aus dem Co-Kultur-Experiment für TNF-α, für das die Genexpression nach 

der C. jejuni-Infektion anstieg und sich unter Curcumin-Gabe wieder auf das Basislevel re-

duzierte (Kontrolle 55 ± 9 Counts per Million (CpM) vs. C. jejuni 316 ± 101 CpM, *P<0,05 

und C. jejuni 316 ±101 CpM vs. Curcumin + C. jejuni 49 ± 9 CpM, *P<0,05; 1way ANOVA, 

n= 2 – 3). Diese Daten stammen aus einer RNA-Seq der C. jejuni-infizierten Curcumin-

behandelten Co-Kultur B, die in Kapitel 3.5.8 weiter präsentiert werden. 
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3.5.4 Einfluss von Campylobacter jejuni und Curcumin auf die Expression von Tight 

Junction-Proteinen 

Um den Einfluss der C. jejuni-Infektion und der Curcumin-Behandlung auf die Expression 

verschiedener TJ-Proteine zu analysieren, wurden Zelllysate der Epithelzellen aus der infi-

zierten und mit Curcumin-behandelten Co-Kultur präpariert. Die Proteinexpressionsände-

rung wurde mittels densitometischer Analyse des Western Blots unter Normalisierung ge-

gen β-Aktin quantifiziert (Abbildung 19). In der C. jejuni-infizierten Co-Kultur kam es ledig-

lich zu einer Erhöhung der Claudin-1-Expression. Die Curcumin-Behandlung reduzierte die 

Claudin-1-Proteinexpression tendenziell. Dies konnte auch auf RNA-Ebene beobachtet 

werden (Kontrolle 347 ± 45 CpM vs. C. jejuni 1405 ± 114 CpM, ***P<0,001 und C. jejuni 

1405 ± 114 CpM vs. Curcumin + C. jejuni 855 ± 22 CpM, ***P<0,001; 1way ANOVA, n= 2 

– 3). Alle anderen untersuchten TJ-Proteine zeigten keine Proteinexpressionsänderung und 

zwar weder nach der Infektion noch nach der Curcumin-Behandlung. Mit einer statistischen 

Auswertung mittels Student´s t-Test konnte eine Reduktion nach C. jejuni-Infektion für die 

Claudin-8-Proteinexpression beobachtet werden (Kontrolle vs. C. jejuni, *P<0,05; Student´s 

t-Test, n= 7 – 9). 

 

Abbildung 19: Tight Junction-Proteinexpression der Epithelzellen aus der Co-Kultur. Reprä-
sentative Western Blots und densitometrische Analyse der C. jejuni-infizierten und mit 50 µM Cur-
cumin-behandelten Co-Kulturen. Die TJ-Proteinexpression wurde mittels β-Aktin normalisiert. Der 
Kontrollwert der unbehandelten und uninfizierten Zellen wird als gestrichelte Linie bei 100 % darge-
stellt (*P<0,05; 2way ANOVA, n= 6 – 9) (modifiziert nach Lobo de Sá et al. 2019). 
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Darüber hinaus wurden Proteinpräparationen aus Kolongewebe infizierter und Curcumin-

behandelter IL-10-/--Mäuse für Western Blots hergestellt und die Expression der TJ-Proteine 

analysiert (Abbildung 20). Im Tiermodell zeigten alle getesteten TJ-Proteine eine Herunter-

regulation der Expression. Jedoch waren vor allem Occludin, Claudin-1, Claudin-5 und 

Claudin-7 quantitativ von der Herabregulation betroffen. Die Curcumin-Behandlung führte 

zu einer tendenziellen Normalisierung der TJ-Proteinexpression (Abbildung 20). 

 

Abbildung 20: Tight Junction-Proteinexpression im Kolongewebe von IL-10-/--Mäusen. Sekun-
där abiotische IL-10-/--Mäuse wurden an zwei aufeinander folgenden Tagen mit C. jejuni infiziert und 
erhielten Curcumin über das Trinkwasser. Sechs Tage nach der Infektion erfolgte die Organent-
nahme. Kolongewebe wurde direkt in flüssigem Stickstoff eingefroren und die Proteine isoliert. Dar-
gestellt sind repräsentative Western Blots und die densitometrische Analyse der C. jejuni infizierten 
und Curcumin-behandelten IL-10-/--Mäusen. Die TJ-Proteinexpression wurde gegen β-Aktin norma-
lisiert. Der Kontrollwert unbehandelter uninfizierter Kolonproben ist als gestrichelte Linie bei 100 % 
dargestellt (*P<0,05, **P<0,01; Kruskal-Wallis-Test, n= 4 – 5).  

 

3.5.5 Einfluss von Campylobacter jejuni und Curcumin auf die Lokalisation von 

Tight Junction-Proteinen 

Da neben der Proteinexpression insbesondere die Lokalisation der TJ-Proteine in der TJ-

Domäne für die Barrierefunktion funktionell maßgeblich ist, wurde die subzelluläre Vertei-

lung von Claudinen im CLSM untersucht. Dabei wurden Z-Stacks (Z-Ebenen der X- und Y-

Scans) und darin Intensitäts-Abstands-Plots der C. jejuni-infizierten und Curcumin-behan-

delten Epithelzellen aus der Co-Kultur erstellt. Nach der Infektion mit C. jejuni kam es ins-
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besondere bei Claudin-4 (Abbildung 21A) und Claudin-8 (Abbildung 21B) zu einer Umver-

teilung der TJ-Proteine nach intrazellulär. Dies wird durch die Intensitäts-Abstands-Plots 

verdeutlicht. Hier zeigte sich eine intrazellulär höhere Hintergrundintensität bei verminder-

ten Signalstärken über der TJ-Domäne. Das Signal von Claudin-4 bzw. Claudin-8 nach der 

C. jejuni-Infektion zeigte sich nicht mehr mit dem akzessorischen TJ-Protein ZO-1 co-loka-

lisiert. Nach der Behandlung mit Curcumin erschien sowohl Claudin-4 als auch Claudin-8 

wieder in der TJ-Region, sodass die Co-Lokalisation durch ein gelbes Überlagerungssignal 

(merge) deutlich wurde. Zusätzlich konnten in der TJ-Domäne wieder vergleichbar hohe 

Peak-Intensitäten wie in der Kontrolle beobachtet werden. Die Curcumin-Kontrollgruppe 

zeigte weder einen Einfluss auf die Lokalisation noch auf die Signal-Intensität der darge-

stellten TJ-Proteine. 
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A) 
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B) 

 

Abbildung 21: Claudin-Verteilung in der Co-Kultur nach Campylobacter jejuni-Infektion und 
Curcumin-Behandlung. Dargestellt sind repräsentative CLSM Bilder (links), Z-Stacks (mitte), sowie 
Intensitäts-Abstands-Plots (rechts; Intensität: Y-Achse; Abstand in µm: X-Achse) von Epithelzellen 
aus der Co-Kultur B nach Infektion mit C. jejuni und Curcumin-Behandlung. Die weißen Pfeile in den 
Z-Stacks zeigen den Bereich des gemessenen Intensitäts-Abstands-Plots. Immunfluoreszenzfär-
bung der Epithelzellen wurden zuvor mit Antikörpern gegen A) Claudin-4 (grün) bzw. B) Claudin-8 
(grün) und ZO-1 (rot) durchgeführt. Die Zellkerne wurden mithilfe von 4´-6-Diamidin-2´phenylindol 
(DAPI) blau gefärbt (modifiziert nach Lobo de Sá et al. 2019). 

 



                                                                                                                             Ergebnisse 

74 
 

3.5.6 Wirkung von Campylobacter jejuni und Curcumin auf die Apoptose-Induktion 

Da die im Western Blot und die im CLSM beobachteten Defekte möglicherweise nicht allein 

für die resultierende Barrierestörungen verantwortlich sein können, wurde der Anteil der 

Apoptose-Ereignisse untersucht, da Apoptose-Events auch Barriere-relevant sein können. 

Apoptosen wurden als ein wichtiger Pathomechanismus bei der C. jejuni-Infektion postu-

liert. Zur Detektion von Apoptosen wurden die Epithelzellen der Co-Kultur B mit Antikörpern 

gegen cleaved-Caspase-3 gefärbt und anschließend mittels CLSM visualisiert (Abbildung 

22A). Die Apoptosen wurden gezählt und in das Verhältnis zu der Gesamtanzahl der Zellen 

in einem Bildausschnitt gesetzt (Abbildung 22B). Dabei wurde eine Verdreifachung der 

Apoptose-Events 48 Std. nach der Infektion mit C. jejuni gemessen (Kontrolle 0,8 ± 0,4 % 

vs. C. jejuni 3,0 ± 0,4 %, ***P<0,001; 1way ANOVA, n= 6). Die Curcumin-Behandlung inhi-

bierte die durch C. jejuni-induzierte Apoptose-Induktion (Abbildung 22), sodass die Ausbil-

dung des Apoptose-abhängigen Leckflux-Mechanismus inhibiert werden konnte.  

A)

 

B) 

                                         

Abbildung 22: Apoptose-Induktion in Campylobacter jejuni-infizierten Co-Kulturen. Die 
Epithelzellen der Co-Kulturen wurden 48 Std. nach der Infektion mit C. jejuni und der Behandlung 
mit 50 µM Curcumin mit Antikörpern gegen cleaved-Caspase-3 zur Visualisierung der apoptotischen 
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Zellen (grün) und mit 4´-6-Diamidin-2´phenylindol (DAPI) für die Zellkerne blau gefärbt. Die Visuali-
sierung erfolgte mittels CLSM. A) Repräsentative Immunfluoreszenzfärbung der Epithelzellen aus 
Co-Kulturen nach der Infektion mit C. jejuni und der Curcumin-Behandlung. B) Caspase-3-positive 
Zellen wurden in Relation zur Gesamtzellzahl innerhalb eines Bildausschnittes gesetzt und so der 
prozentuale Anteil an Apoptosen bestimmt (***P<0,001; 1way ANOVA, n= 6) (Lobo de Sá et al. 

2019). 

Ferner wurden Inhibitorversuche mit dem Pan-Caspase Inhibitor Q-VD-Oph in der Co-Kul-

tur B durchgeführt, um den relativen Anteil der Apoptosen an der beobachteten Barriere-

störung zu ermitteln (Abbildung 23). Die Behandlung mit Q-VD-Oph führte bereits zu einem 

Anstieg des TER auf 147 ± 10 % (Kontrolle 100 ± 5 % vs. Q-VD-Oph 147 ± 10 %, *P<0,05; 

1way ANOVA, n= 3 – 5). Die Behandlung mit Q-VD-Oph der mit C. jejuni-infizierten Zellkul-

turen ließ den TER auf 80 ± 11 % wieder ansteigen (C. jejuni 9 ± 5% vs. Q-VD-Oph + C. 

jejuni 80 ± 11 %, **P<0,01; 1way ANOVA, n= 3 – 5) (Abbildung 23A). 

Neben dem TER wurde auch die Permeabilität des Markermoleküls Fluorescein untersucht, 

um Undichtigkeiten des parazellulären Weges darzustellen. Die Infektion mit C. jejuni ver-

ursachte eine Verdreifachung der Permeabilität für Fluorescein. Dieser Anstieg konnte 

durch die Behandlung mit Q-VD-Oph aufgehoben werden (Abbildung 23B). 

A) 

 

B) 

 

Abbildung 23: Barriere-relevante Apoptose-Induktion durch die Campylobacter jejuni-Infek-
tion. Der inhibitorische Effekt von 10 µM Q-VD-Oph in C. jejuni-infizierten Co-Kulturen des Modells 
B ist sowohl bei dem A) transepithelialen elektrischen Widerstand (TER) als auch bei der B) Perme-
abilität für Fluorescein (332 Da) 48 Std. nach der basalen Infektion zu beobachten (*P<0,05, 
**P<0,01, ***P<0,001; 1way ANOVA, n= 3 – 5).  

 

3.5.7 Rolle des NFκB-Signalweges hinsichtlich der Barrierefunktion 

Da der NF-ΚB-Signalweg eine zentrale Rolle bei der Campylobacter jejuni-Infektion zu spie-

len scheint, wurde die Relevanz des NF-ΚB-Signalweges im Zusammenhang mit dem Er-

halt der Barrierefunktion untersucht. Dafür wurde die C. jejuni-infizierte Co-Kultur B mit dem 
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NF-ΚB-Inhibitor BAY 11-7082 (BAY) behandelt. BAY inhibierte die C. jejuni-vermittelte TER-

Reduktion, sodass der Widerstand eindrucksvollerweise das Kontroll-Level erreichte (Ab-

bildung 24A) und verhinderte ebenso einen Anstieg der Permeabilität für Fluorescein (Ab-

bildung 24B). 

A) 

 

B) 

 

Abbildung 24: Der NF-ΚB-Signalweg ist Barriere-relevant. Der inhibitorische Effekt von 10 µM 

BAY 11-7082 (BAY) in C. jejuni-infizierten Co-Kulturen des Modells B ist sowohl bei dem A) 
transepithelialen elektrischen Widerstand (TER) als auch bei der B) Permeabilität von Fluorescein 
(332 Da) messbar (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001; 1way ANOVA, n= 5) (Lobo de Sá et al. 2019).  

 

3.5.8 RNA-Sequenzierungsanalyse mit Ingenuity Pathway Analysis  

Um weitere Expressionsdaten auf RNA-Ebene zur C. jejuni-Infektion sowie der Behandlung 

mit Curcumin zu erhalten, wurden die infizierten Epithelzellen der Co-Kultur B mittels RNA-

Sequenzierungsanalyse und einer nachgeschalteten bioinformatischen Signalwegsanalyse 

(IPA) tiefer charakterisiert. Mithilfe der IPA können u. a. kausale Netzwerkanalysen (Identi-

fikation von Upstream-Molekülen, welche die Genexpression kontrollieren), Vergleichsana-

lysen (Visualisierung von kanonischen Signalwegen) oder aber auch Upstream-Regulator-

Analysen (bioinformatische Vorhersage möglicher Upstream-Moleküle, welche eine verän-

derte Genexpression hervorrufen können) erstellt werden.  

Wie auch in den C. jejuni-infizierten Patienten-Proben (vgl. Tabelle 9, Kapitel 3.2) konnten 

in der C. jejuni-infizierten Co-Kultur LPS, IFN-γ, IL-6, TNF-α und IL-1β als Top-Upstream-

Regulatoren identifiziert werden (Tabelle 11). Des Weiteren tauchen auch in dieser Analyse 

die potenziellen protektiven Kandidaten Resveratrol und Curcumin aus Kapitel 3.2 auf. 
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Tabelle 11: Upstream-Regulator-Analyse mittels IPA von Epithelzellen aus der Campylobacter 
jejuni-infizierten Co-Kultur. 

Upstream-Regu-
lator 

Aktivation 
Z-score 

P-Wert der 
Überlappung 

Target Moleküle im Dataset 

LPS 1,026 5,96E-29 AGT,ALOX5AP,APOC1,APOE,… 

IFNG -1,392 1,35E-27 A2M,AGT,ALDH1A3,ALOX5AP,… 

TNF -0,485 6,73E-27 A2M,AGT,ALDH1A3,ALOX5AP,… 

IL-1B 0,315 1,16E-14 A2M,APOE,BCL2A1,BMP2,... 

IL-6 0,867 7,49E-11 A2M,AGT,ANPEP,APOE,... 

Curcumin -1,373 3,35E-06 APOE,AQP1,CCL5,CD36,... 

IFNG: Interferon Gamma; IL: Interleukin; LPS: Lipopolysaccharide; TNF: Tumor Nekrosefaktor 

 

Auch die mit 50 µM Curcumin behandelten Epithelzellen aus der C. jejuni-infizierten Co-

Kultur wurden mittels IPA analysiert und eine Upstream-Regulator-Analyse durchgeführt 

(Tabelle 12). Es wurde davon ausgegangen, dass die Zugabe der potenziellen protektiven 

Kandidaten die vorhergesagte Inhibition gegenregulieren oder aufheben würde. Diese Ge-

genregulierung konnte in der IPA dann auch tatsächlich nachgewiesen werden, sodass die 

in vitro-Daten, die in vivo gewonnen Daten nicht nur widerspiegeln, sondern die Effektivität 

des Substanzkandidaten Curcumin direkt bestätigen. Durch die Zugabe von Curcumin zur 

Behandlung der C. jejuni-Infektion wird aus dem negativen Aktivations Z-Score von -1,373 

(siehe Tabelle 11) ein positiver Wert von 0,858 für Curcumin (siehe Tabelle 12). Zudem 

erhöht sich der P-Wert der Überlappung in allen aufgeführten Upstream-Regulatoren durch 

die Behandlung mit Curcumin. Aber auch die Z-Scores der proinflammatorischen Zytokine 

werden negativer und die P-Werte verringern sich (Tabelle 12), was für die antiinflammato-

rische Wirkung von Curcumin sprechen könnte. 
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Tabelle 12: Upstream-Regulator-Analyse mittels IPA von Epithelzellen aus der Campylobacter 
jejuni-infizierten mit 50 µM Curcumin behandelten Co-Kultur. 

Upstream-Regu-
lator 

Aktivations 
Z-score 

P-Wert der 
Überlappung 

Target Moleküle im Dataset 

IL1B -2,092 3,54E-14 ACHE,BAMBI,CFTR,CHI3L1,… 

LPS -1,202 5,56E-14 ABCB1,ALDH3A1,BAG3,BAMBI,… 

IFNG -2,526 1,22E-10 ABCB1,CCL26,CFTR,CP,… 

TNF -2,653 2,24E-10 ALDH3A1,BAMBI,CCL26,CFTR,... 

IL6 -0,982 6,77E-08 ACVRL1,BAMBI,CLU,COL2A1,… 

Curcumin 0,858 4,07E-03 ABCB1,DNAJB1,EGR1,FOSB,… 

IFNG: Interferon Gamma; IL: Interleukin; LPS: Lipopolysaccharide; TNF: Tumor Nekrosefaktor 
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4 Diskussion 

Campylobacter jejuni-Infektionen stellen weltweit die häufigste Ursache für lebensmittelbe-

dingte Gastroenteritiden dar und können zu Folgeerkrankungen wie postinfektiösem 

Reizdarmsyndrom, infektreaktiver Arthritis oder einem Guillain-Barré-Syndrom führen. 

Trotz der intensiven Forschung zur Aufklärung der zugrundeliegenden Pathomechanismen 

der Campylobacteriose sind diese bisher nicht aufgeklärt. Nicht zuletzt hierdurch ist auch 

die Entwicklung geeigneter präventiver und therapeutischer Maßnahmen erschwert. 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Charakterisierung zweier verschiedener na-

türlich vorkommender Polyphenole als mögliche Substanzen zur Bekämpfung der Campy-

lobacter jejuni-Infektion: zum einen Resveratrol, welches überwiegend in Rotwein vor-

kommt, und zum anderen Curcumin, welches aus der Pflanze Curcuma longa extrahiert 

wird. Beide Substanzen wurden sowohl in in vitro-Modellen als auch in dem in vivo- 

IL-10-/--Mausmodell auf ihr Potenzial, Campylobacter jejuni-induzierte Barrierestörungen zu 

inhibieren, analysiert und stellen vielversprechende Prophylaxe- oder sogar Therapieoptio-

nen sowohl für die Human- als auch für die Veterinärmedizin dar. 

 

4.1 Campylobacter jejuni induziert intestinale Barrierestörungen 

Die intestinale epitheliale Barriere grenzt den Organismus von pathogenen Einflüssen des 

Lumens ab. Gelangen jedoch pathogene Bakterien, wie C. jejuni in den Gastrointestinal-

trakt, können diese die Barriere schädigen, indem sie die Expression oder Lokalisation ab-

dichtender TJ-Proteine verändern oder Apoptosen induzieren, wodurch ein vermehrter 

Efflux von Elektrolyten und Wasser ausgelöst wird, was zu wässrigen oder zum Teil auch 

blutigen Durchfällen führen kann (Skirrow 1994, Bücker et al. 2018). Letztere werden durch 

den vermehrten Influx von Antigenen über die geschwächte epitheliale Barriere als inflamm-

atorischer Potentiator begünstigt (Gitter et al. 2000a, Schulzke et al. 2006, Bücker et al. 

2018). 

Für die Untersuchung der direkt durch C. jejuni-verursachten Barrierestörungen kamen ver-

schiedene epitheliale Zelllinien zum Einsatz. Abhängig von der Zelllinie und den experimen-

tellen Infektionsbedingungen war C. jejuni unterschiedlich effektiv in der Lage, Barrierestö-

rungen – gemessen auf TER-Ebene und somit der Permeabilität für Ionen – zu induzieren. 

Während sich der Widerstand von Caco-2D- und Caco-2BBe-Zellen erst 90 Std. nach der 

Infektion verringerte, reduzierte sich der Widerstand von T84-Zellen bereits 20 Std. nach 

der Infektion mit C. jejuni. Diese Ergebnisse stimmen mit früheren Arbeiten überein, bei 

denen Caco-2-Zellen bis dahin keine bis allenfalls leichte Abnahmen des TER 8 Std. nach 
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der C. jejuni-Infektion zeigten, obwohl die Bakterien nach wenigen Stunden in dem basola-

teralen Kompartiment nachweisbar waren und somit die Epithelzellen schnell durchwandert 

hatten (Konkel et al. 1992, Brás und Ketley 1999). Dieser TER-Effekt war sowohl in Caco-

2- als auch in T84-Zellen von einer Occludinumverteilung begleitet (MacCallum et al. 2005, 

Chen et al. 2006). Diese Occludinspaltung basiert auf der C. jejuni-vermittelten HtrA-Sek-

retion, welche sowohl in Caco-2-Zellen als auch in humanen Kolonbiopsien beobachtet 

werden konnte (Harrer et al. 2019). In unserem HT-29/B6-Modell konnte keine Occludi-

nspaltung auf Proteinebene nach der Infektion mit C. jejuni beobachtet werden. Neben der 

Occludinspaltung induzierte C. jejuni zudem auch die Spaltung des Adherence Junction 

Proteins E-Cadherin in nicht-polarisierenden INT-407- und polarisierenden MKN-28-Zellen 

durch die sezernierte Serinprotease HtrA, welche nicht durch eine TER-Reduktion begleitet 

wurde (Boehm et al. 2012). Im Gegensatz dazu zeigten C. jejuni-infizierte T84- und MDCK-

1-Zellen auch in anderen Studien eine Reduktion im TER (Wine et al. 2008). Gleichzeitig 

zur Reduktion im TER kam es in der vorliegenden Arbeit zu einer erhöhten Permeabilität 

für Fluorescein (332 Da) und somit zu einer erhöhten parazellulären Durchlässigkeit gegen-

über größeren Molekülen sowohl im epithelialen Monokultur-Modell als auch im Co-Kultur-

Modell mit Immunzellen. Gesteigerte Permeabilitäten wurden auch in anderen C. jejuni-

infizierten T84-Epithelzellen für größere Markermoleküle (10 kDa Dextran) gemessen 

(Wine et al. 2008). Auch in humanen Kolonbiopsien kam es zu erhöhten Permeabilitäten 

von kleinen Markermolekülen wie Mannitol und Lactulose (Spiller et al. 2000) und zu einer 

Erhöhung des Fluorescein-Fluxes jedoch nicht für 4 kDa Dextran (Bücker et al. 2018).  

In vivo-Modelle mit klinisch vergleichbaren Symptomen wie bei einer Campylobacteriose 

des Menschen wurden in den vergangenen Jahren als Maus-Infektionsmodelle entwickelt 

(Murphy et al. 2011, Otto et al. 2012, Haag et al. 2012a). Auch in unserem in vivo-Maus-

Modell kam es nach der Infektion mit C. jejuni zu einer Reduktion des epithelialen Wider-

stands (Repi) und des transmuralen Widerstands (Rt) sowie zu einem gesteigerten Flu-

orescein-Flux, was erstmalig im Rahmen dieser Arbeit in Ussingkammern belegt werden 

konnte (Lobo de Sá et al. 2019, Mousavi, Lobo de Sá et al. 2019, Heimesaat, Lobo de Sá 

et al. 2020, Lobo de Sá et al. 2021b). Basierend auf den Widerstands- und Permeabilitäts-

effekten in vitro und in vivo besteht eine starke Evidenz für C. jejuni-induzierte Barrierede-

fekte, jedoch war der Zusammenhang von Zelltodmechanismen und TJ-Veränderungen 

bisher nur unzureichend charakterisiert.  

Erste durch eine C. jejuni-Infektion verursachte Veränderungen von Barriere-bildenden TJ-

Proteinen zeigte eine Studie in SCBN-Epithelzellen (Lamb-Rosteski et al. 2008). In dieser 

Studie kam es zu einer Umverteilung des Barriere-bildenden TJ-Proteins Claudin-4 (Lamb-

Rosteski et al. 2008). Humane Kolonbiopsien von C. jejuni-infizierten Patienten zeigten 
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dann später TJ-Expressionsänderungen sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene für 

weitere Barriere-bildende Claudine (Claudin-1, -3, -4, -5 und -8) (Bücker et al. 2018). Diese 

Änderungen konnten zum Teil in unseren in vitro-Modellen nachgeprüft werden. Sowohl in 

der Monokultur als auch in der Co-Kultur B erhöht sich die Proteinexpression von Claudin-

1, obwohl paradoxerweise gleichzeitig der TER sank (Lobo de Sá et al. 2019, Lobo de Sá 

et al. 2021b). Das gleiche Phänomen wurde in den humanen Kolonbiopsien der C. jejuni-

Patienten beobachtet und wurde als Claudin-1-Paradoxon bezeichnet (Bücker et al. 2018). 

Eine solche Claudin-1-Induktion konnte auch bei C. fetus- und C. coli-Infektionen in HT-

29/B6-Zellen (Bücker et al. 2017) und bei einer proinflammatorischen Zytokinstimulation 

von HT-29/B6-Zellen z. B. mit TNF-α beobachtet werden (Amasheh et al. 2010, Rosenthal 

et al. 2017). Die Erklärung für dieses Paradoxon ist, dass Claudin-1 zwar vermehrt gebildet 

wird, funktionell aber nicht in die epithelialen TJ-Stränge assembliert, sondern in intrazellu-

lären Kompartimenten verbleibt (Bücker et al. 2018). Dies könnte durchaus auch als Beginn 

einer Kontra- bzw. Erholungsreaktion nach der primären infektionsmediierten TJ-Dysregu-

lation in der ersten Infektionsphase interpretiert werden. Im Widerspruch zur TER-Reduk-

tion und der erhöhten Permeabilität steht weiterhin auch die verminderte Proteinexpression 

des Poren-bildenden Claudin-2 in der hier verwendeten Monokultur (Lobo de Sá et al. 

2021b). Im Gegensatz dazu erhöhte sich die mRNA-Expression von Claudin-2 in der Ko-

lonmukosa C. jejuni-infizierter Patienten als auch die Proteinexpression von Claudin-2 in 

der C. jejuni-infizierten Co-Kultur A (Bücker et al. 2018, Butkevych, Lobo de Sá et al. 2020). 

Die weiteren untersuchten Barriere-bildenden TJ-Proteine, Claudin-3,  

-4, -5, -7, -8 und Occludin, zeigten keine signifikanten Veränderungen in unserer Monokul-

tur. Jedoch kam es zu einer tendenziellen Herunterregulierung von Claudin-5 und Claudin-

8. Diese Claudin-5-Regulierung ging zudem mit einer Umverteilung aus den TJ-Strängen 

nach intrazellulär einher, was mikroskopisch ebenso für Occludin beobachtet werden 

konnte (Lobo de Sá et al. 2021b). Eine solche Umverteilung Barriere-bildender TJ-Proteine 

konnte auch in anderen in vitro-Infektionsmodellen (Chen et al. 2006, Rees et al. 2008), 

sowie in der Kolonmukosa C. jejuni-infizierter Patienten beobachtet werden (Bücker et al. 

2018, Harrer et al. 2019) und trägt ursächlich zur Störung der epithelialen Barrierefunktion 

bei.  

Im IL-10-/--Mausmodell verringerte sich die Proteinexpression der TJ-Proteine Occludin, 

Claudin-1, -5 und -7. Diese verminderte Proteinexpression in den C. jejuni-infizierten Mäu-

sen ging mit erhöhten Apoptoseraten sowie einer vermehrten Immunaktivierung einher, 

welche synergistisch die akute Enterokolitis mit wässriger und zum Teil blutiger Diarrhö und 

dem schlechten klinischen Bild der Tiere sechs bis sieben Tagen nach der Infektion mit 



                                                                                                                             Diskussion 

82 
 

C. jejuni erklären (Haag et al. 2012a). Die Histopathologie der Kolonmukosa C. jejuni-infi-

zierter Mäuse zeigte bei den Versuchen von Yu et al. (2016) zudem starke Infiltrationen von 

Immunzellen, epitheliale Ulzerationen, Becherzellabbau sowie submuköse Ödeme und 

Kryptenabszesse (Yu et al. 2016). 

Neben der subzellulären Expressions- und Lokalisationsänderung der TJ-Proteine spielen 

Apoptosen eine wesentliche Rolle bei der Entstehung einer Barrieredysfunktion. Sowohl in 

der Monokultur als auch in der Co-Kultur B kam es nach der Infektion mit C. jejuni zu einer 

Verdreifachung der Apoptose-Ereignisse (Lobo de Sá et al. 2019, Lobo de Sá et al. 2021b). 

Diese Ergebnisse bestätigen die in vivo gewonnenen Daten in C. jejuni-infizierten IL-10-/--

Mäusen (Haag et al. 2012a) sowie in der Kolonmukosa C. jejuni-infizierter Patienten 

(Bücker et al. 2018). Dieser nachgewiesene Anteil an Apoptose-Events ist bereits Barriere-

relevant (Bojarski et al. 2004, Butkevych, Lobo de Sá et al. 2020) und kann partiell die 

funktionelle Störung der epithelialen Barriere erklären. Frühe durch C. jejuni-induzierte Bar-

rieredefekte in der ersten Phase der Infektion basieren überwiegend auf Apoptose-Ereig-

nissen (Butkevych, Lobo de Sá et al. 2020). Epitheliale Apoptosen sowie die Bildung von 

fokalen Lecks konnten funktionell durch die Anwendung der Impedanzspektroskopie nach-

gewiesen werden, da es auch in der humanen Kolonmukosa C. jejuni-infizierter Patienten 

zu einer Verringerung des Widerstands sowie einer Erhöhung der Permeabilität von Flu-

orescein kam, während der 4 kDa Dextran-Flux unverändert war (Bücker et al. 2018). Aus 

der Synopsis dieser Befunde wurde bei der C. jejuni-induzierten Diarrhö in erster Linie auf 

eine Diarrhö basierend auf den leak pathway geschlossen (Bücker et al. 2018). Die C. je-

juni-Infektion beeinflusst aber nicht nur die Störung des TJ-abhängigen leak pathway, son-

dern auch durch Barriere-relevante Zytotoxizität die unbeschränkte Passage von Makro-

molekülen und Wasser durch den unrestricted pathway (Abbildung 25) (Lobo de Sá et al. 

2021a). 

 

4.2 Die Campylobacter jejuni-induzierte Immunantwort hat einen Einfluss auf die Bar-

rierefunktion  

Campylobacter jejuni-Infektionen lösen eine akute mukosale Immunreaktion mit einer ver-

mehrten Sekretion von Zytokinen, Chemokinen und anderen proinflammatorischen Media-

toren aus. Der Einfluss des Immunsystems auf die Barrierestörung wurde in der vorliegen-

den Arbeit durch die Verwendung des neu etablierten Co-Kultur-Modells B isoliert – ohne 

die direkten C. jejuni-induzierten Barriereschäden – betrachtet. Dafür wurden die Epithel-

zellen auf Filtern mit kleinen Porengrößen (0,4 µm) kultiviert, um sicherzustellen, dass die 

Bakterien nur im basalen Kompartiment verbleiben und nicht die Epithelzellen erreichen. 
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Selbst 48 Std. nach der basalen Infektion waren in dem vorliegenden experimentellen Set-

ting der Co-Kultur B im apikalen Kompartiment keine Bakterien nachweisbar. In der Mono-

kultur der HT-29/B6-GR/MR-Zellen auf Filtern mit 0,4 µm Porengröße veränderte sich der 

TER nach der basalen Infektion mit C. jejuni nicht. Eine direkte Wirkung der Bakterien auf 

die Epithelzellen (wie im Co-Kultur-Modell A mit 3 µm Filter-Porengröße) konnte so ausge-

schlossen werden. 48 Std. nach der basalen Infektion mit C. jejuni in Anwesenheit der Im-

munzellen sank der TER dann aber, was nur durch die ausgelöste Immunreaktion verur-

sacht worden sein konnte, da frühere Studien eine signifikante Verringerung des TER nach 

einer basalen Infektion mit C. jejuni auf 3 µm großen Poren zeigten und dies somit nicht 

auflösen konnten (Chen et al. 2006). Parallel zur Reduktion des TER stieg die Permeabilität 

für Fluorescein, was auf die Möglichkeit des Einstroms von kleinen Antigenen hindeutet 

(leak pathway). Im weiteren Verlauf der Infektion könnte es durch diese Schädigung aber 

auch zum Eintritt weiterer Antigene oder sogar ganzer Bakterien kommen (unrestricted pa-

thway), welche die Barriere passieren, tieferliegende Zellen erreichen und somit die Immun-

reaktion potenzieren. Dies führt wiederum rückkoppelnd zu einer Schädigung der Barriere 

und zum Verlust der Barriereintegrität (Backert et al. 2013, Bücker et al. 2018). Es manifes-

tiert sich dadurch auch eine Leckflux-Diarrhö, welche den Hauptdurchfallmechanismus bei 

der Campylobacteriose darstellt. 

Die Regulierung der epithelialen Barrierefunktion kann in drei Mechanismen untergliedert 

werden (zusammengefasst in Lobo de Sá et al. 2021a). Dabei sind der pore pathway sowie 

der leak pathway TJ-abhängig beteiligt (Shen et al. 2011), wohingegen der unrestricted 

pathway TJ-unabhängig betroffen ist (France und Turner 2017). Unabhängig von der La-

dung passieren größere Moleküle bis zu 63 Å den parazellulären leak pathway (Buschmann 

et al. 2013). Eine vermehrte Permeabilität von kleinen Makromolekülen basiert auf der 

Schädigung bizellulärer TJ-Proteine, wie den Claudinen. Bei Patienten mit Colitis ulcerosa 

wurde eine Herunterregulation von Tricellulin beobachtet, die mit einer gesteigerten Per-

meabilität von kleinen Makromolekülen durch die trizelluläre TJ begleitet wurde und die IL-

13-Rezeptor-α2 vermittelt ist (Krug et al. 2018). Pathogene wie C. jejuni sind dabei generell 

in der Lage, sowohl den leak pathway als auch den unrestricted pathway zu öffnen, was 

auch in dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Es wurde in dieser Arbeit konkret gezeigt, 

dass die C. jejuni-induzierte Apoptose-Induktion Barriere-relevant ist und dass die Barriere-

stabilisierenden TJ-Proteine durch die C. jejuni-Infektion umverteilt werden, sowie deren 

Expression verändert wird. Diese beiden Mechanismen können neben dem Leckflux-Me-

chanismus der Diarrhö auch den Antigeneinstrom der Immunreaktion und der daraus resul-

tierenden Barriereschädigung, das Leaky Gut-Phänomen, erklären. Die durch C. jejuni-in-
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duzierte Diarrhömechanismen wurden in einem Buch „Combating Campylobacter infec-

tions: towards a One Health approach“ des Springer Verlages in der Reihe „Current Topics 

in Microbiology and Immunology“ im Rahmen dieser Arbeit in dem Kapitel „Diarrheal me-

chanisms and the role of intestinal barrier dysfunction in Campylobacter infections“ jüngst 

zusammengefasst (Lobo de Sá et al. 2021a). In diesem Kapitel wurde auch die nachfolgend 

dargestellte modifizierte Übersicht der mehrstufigen C. jejuni-induzierten Barrierestörung 

publiziert (Abbildung 25). 

 

Abbildung 25: Mehrstufige Events während der durch Campylobacter jejuni-induzierten Bar-
rieredysfunktion. Im undichten Darm passieren gelöste Stoffe und insbesondere Makromoleküle, 
wie Antigene, die kompromittierte Epithelbarriere. Dabei bilden die Mechanismen des leak pathway 
(Unterbrechung der TJ und insbesondere der trizellulären TJ) und des unrestricted pathway (Epithel-
schädigung) die Grundlage für den Antigeneinstrom und die damit einhergehende Immunaktivierung. 
i) Initiale Transmigration durch C. jejuni (parazelluläre und/oder transzelluläre Translokation über 
Transzytose). ii) Öffnung des leak pathway und des unrestricted pathway (direkte Epithelzellinterak-
tion). iii) Induktion einer subepithelialen Zytokinfreisetzung durch Immunzellen, was zur Öffnung des 
pore pathway und des unrestricted pathway führt (indirekte Immunzell-Epithelzellinteraktion). iv) Mu-
kosaler Zytokinsturm mit potenzierter Barrieredysfunktion durch Antigeneinstrom (leaky gut). CDT: 
cytolethal distending Toxin; TJ: Tight Junction (modifiziert nach Lobo de Sá et al. 2021a).  

Durch die basale Infektion der Co-Kultur mit C. jejuni wurden von den Immunzellen Zytokine 

sezerniert (Lobo de Sá et al. 2019), welche ebenfalls in der Kolonmukosa der C. jejuni-
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infizierten Patienten identifiziert wurden (Bücker et al. 2018). Dazu gehören die proinflamm-

atorischen Zytokine TNF-α und IL-1β. C. jejuni-Infektionen von Epithelzellen führten zudem 

zu einer starken Ausschüttung von NF-κB-abhängigen inflammatorsichen Mediatoren, wie 

IL-1β und IL-6 (Yu et al. 2016). Weitere in unserer Co-Kultur sezernierte Zytokine, wie IL-6, 

zeigten in der RNA-Seq der Kolonmukosa C. jejuni-infizierter Patienten ebenfalls eine ver-

mehrte Expression (Bücker et al. 2018). Diese proinflammatorischen Zytokine haben nach-

weislich einen signifikanten Einfluss auf die Barriereintegrität wie es in verschiedenen in 

vitro- und in vivo-Studien für TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-13 und Chemokine verdeutlicht 

wurde (Schmitz et al. 1999, Adams et al. 1993, Barmeyer et al. 2004, Wang et al. 2007, 

Heller et al. 2005, Hu und Hickey 2005).  

TNF-α spielt in verschiedenen infektiösen Entzündungsprozessen eine Schlüsselrolle. Wer-

den verschiedene intestinale Epithelzellen mit TNF-α stimuliert, kommt es zu einer Reduk-

tion des TER, zu einer Erhöhung des Fluxes von Ionen und anderen Molekülen oder aber 

auch zu einer Expressions- und Lokalisationsänderung von Occludin, Claudin-1 und Clau-

din-2 (Schmitz et al. 1999, Gitter et al. 2000a, Mankertz et al. 2000, Amasheh et al. 2010, 

Luettig et al. 2016, Hatayama et al. 2018). Ebenso zählt IFN-γ zu den Schlüsselmediatoren 

während der C. jejuni-induzierten Immunantwort, das ebenso wie TNF-α an der Ausbildung 

der Barrieredefekte beteiligt ist (Madara und Strafford 1989, Adams et al. 1993, Mankertz 

et al. 2000). Die schädigende Wirkung auf die Barriere konnten wir sowohl für IFN-γ als 

auch für den Zytokin-Cocktail bestehend aus IFN-γ, TNF-α und IL-1β durch einen erhöhten 

Fluorescein-Flux darstellen (Lobo de Sá et al. 2021b). Zudem führt die Behandlung mit IFN-

γ zu einer Expressionsänderung von TJ-Proteinen und zu ihrer Umverteilung nach intrazel-

lulär (Mankertz et al. 2000, Bruewer et al. 2003). Interessanterweise konnten in unserem 

Co-Kultur-Modell B modellspezifisch keine erhöhten IFN-γ-Konzentrationen nachgewiesen 

werden. Im Co-Kultur-Modell A wurden vergleichbare Ergebnisse bereits 22 Std. nach einer 

C. jejuni-Infektion wie im Modell B beobachtet (Butkevych, Lobo de Sá et al. 2020), obwohl 

in anderen epithelialen in vitro-Modellen erhöhte IFN-γ-Sekretionen nach C. jejuni-Infektio-

nen nachgewiesen werden konnten (Al-Salloom et al. 2003), jedoch ebenfalls dort nicht für 

unsere THP-1-Zellen. THP-1-Zellen sezernieren generell im Vergleich zu frisch isolierten 

mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cell; PBMC) 

sowohl geringere Zytokinkonzentrationen als auch ein geringeres Zytokinspektrum (Kerma-

nizadeh et al. 2019). Weitere sezernierte Zytokine nach der C. jejuni-Infektion in unserem 

Co-Kultur-Modell B sind IL-1β und IL-6 (Lobo de Sá et al. 2019). Beide proinflammatori-

schen Zytokine sind nachweislich an der Schädigung der Barrierefunktion beteiligt und spie-

len eine wesentliche Rolle in der Ausprägung anderer gastrointestinaler entzündlicher Er-

krankungen (Barmeyer et al. 2004, Wang et al. 2007, Bücker et al. 2018). Ebenso schwächt 
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IL-13 die intestinale Barriere (Heller et al. 2005, Schulzke et al. 2009), jedoch konnte in 

unserem Co-Kultur-Modell keine veränderte IL-13-Konzentration nachgewiesen werden. 

Ob Virulenzfaktoren, wie CDT oder das Flagellumprotein Flagellin, für die Zytokinproduktion 

oder die direkte Öffnung des unrestricted pathway eine entscheidende Rolle spielen, konnte 

in unseren Studien nicht unterschieden werden, da ausschließlich mit dem Referenzstamm 

C. jejuni 81-176 gearbeitet wurde, der diese Virulenzfaktoren exprimiert. 

 

4.3 Verminderung der Campylobacter jejuni-induzierten Barrierestörung durch Res-

veratrol und Curcumin 

Basierend auf der RNA-Seq-Analyse der Kolonmukosa C. jejuni-infizierter Patienten 

(Bücker et al. 2018), ergaben die IPA-Vorhersagen für die Upstream-Regulatoren die Re-

sultate Resveratrol und Curcumin. Das IPA-Programm vergleicht differentiell exprimierte 

Gene bei verschiedenen Krankheiten in unserem Campylobacteriose-Datensatz mit einer 

Datenbank zahlreicher verfügbarer Expressionsdatensätze aus der Literatur. Dabei zeigte 

Resveratrol vergleichbare Werte im P-Wert und im negativen Z-Score wie auch Curcumin. 

Negative Z-Scores deuten hierbei auf inhibierte pathways bzw. inhibierte downstream tar-

gets hin. Dies wurde als Hinweis interpretiert, dass die Zugabe von Resveratrol oder Cur-

cumin die C. jejuni-induzierten Veränderungen an der Kolonmukosa gegenregulieren 

könnte. Im Gegensatz dazu zeigten proinflammatorische Zytokine positive Z-Scores sowie 

vergleichbare P-Werte. Die Zytokine IFN-γ und TNF-α zeigten die höchste Signifikanz akti-

vierender pathways, was experimentell auch konformiert werden konnte. 

Der inhibitorische Effekt der beiden Polyphenole auf die C. jejuni-induzierten Barrierestö-

rungen wurde in unterschiedlichen in vitro-Modellen sowie in dem IL-10-/--Mausmodell ana-

lysiert. Resveratrol in der C. jejuni-infizierten Monokultur, Curcumin in der C. jejuni-infizier-

ten Co-Kultur B und beide Substanzkandidaten in vivo im Mausmodell konnten die C. jejuni-

induzierte Barriereschädigung inhibieren. Somit stellen beide Polyphenole vielverspre-

chende Phytopharmaka im Kampf gegen C. jejuni-Infektionen mit einem möglichen Einsatz 

in der Medizin dar. 

In den Infektionsexperimenten wurden pharmakologisch relevante Konzentrationen ver-

wendet, welche lediglich auf die Epithelbarriere wirken und keinen direkten antibakteriellen 

Einfluss ausüben. So zeigten minimale Hemmkonzentrationsuntersuchungen (MHK) eines 

kooperierenden Labors, dass die von uns verwendete Curcumin-Konzentration von 50 µM 

unter der MHK von 87 µM (bei einem pH 7,4) lag (Lobo de Sá et al. 2019). Für Resveratrol 

konnte in der Literatur eine MHK von 1304 µM recherchiert werden (Klančnik et al. 2017, 
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Heimesaat, Lobo de Sá et al. 2020). Somit lag die MHK ebenso über der in dieser Arbeit 

verwendeten Konzentration von 100 µM.  

Die antiapoptotischen Eigenschaften von Resveratrol und Curcumin spielen eine wesentli-

che Rolle im Erhalt der durch C. jejuni-geschwächten Barrierefunktion. Resveratrol zeigte 

beispielsweise auch in H2O2-stimulierten Caco-2-Zellen antiapoptotische Effekte (Wang et 

al. 2016). Auch in C. jejuni-infizierten IL-10-/--Mäusen, reduzierten sich in den Resveratrol-

behandelten Tieren die Apoptose-Ereignisse und es kam zur Erhöhung proliferierender Zel-

len (Heimesaat, Lobo de Sá et al. 2020). Jedoch verdeutlichen mehrere experimentelle und 

klinische Studien, dass sowohl Resveratrol als auch Curcumin die Apoptose in Krebszellen 

induzieren können (Singh et al. 2017, El-Kott et al. 2019, Berman et al. 2017, Mortezaee et 

al. 2019). Campylobacter jejuni-Infektionen und die daraus resultierende subepitheliale Im-

munaktivierung verursachen also eine intestinale Barrieredysfunktion die zum erheblichen 

Teil Apoptosen-abhängig ist. Dies konnte auch in Inhibitor-Versuchen mit dem Pan-

Caspase-Inhibitor Q-VD-Oph in vitro verifiziert und weiter quantitativ analysiert werden (But-

kevych, Lobo de Sá et al. 2020).  

Neben der Apoptose-Induktion tragen ebenso TJ-Protein-Expressionsänderungen und sub-

zelluläre Umverteilungen von TJ-Proteinen zur Beeinträchtigung der Barrierefunktion bei 

(Chen et al. 2006, Bücker et al. 2018). Beide untersuchten Polyphenole inhibierten die Um-

verteilung der untersuchten Barriere-bildenden TJ-Proteine und verbesserten partiell die 

durch C. jejuni-induzierten TJ-Proteinexpressionsänderungen (Lobo de Sá et al. 2019, 

Lobo de Sá et al. 2021b). Somit trägt eine Resveratrol- bzw. Curcumin-Behandlung zur 

Barrierestabilisierung bei. Die Behandlung mit Resveratrol verbesserte sowohl im Barriere-

kompromittierten Kolon von high-fat-diet-konditionierten Mäusen als auch in H2O2-stimulier-

ten intestinalen Epithelzellen und im dextran sulfat sodium (DSS)-induzierten Kolitis-Modell 

die Expression von Occludin, Claudin-1 und ZO-1 (Chen et al. 2020, Wang et al. 2016, 

Zhuang et al. 2019, Pan et al. 2020). In einem anderen Experiment konnte gezeigt werden, 

dass die TJ-Struktur von ZO-1, Claudin-3 und -7 unter der Gabe von Resveratrol bei der 

Kolitis DSS-induzierter Mäuse erhalten blieb (Mayangsari und Suzuki 2018). Vergleichbare 

positive Effekte auf die TJ-Stabilität zeigten auch unterschiedliche in vitro- und in vivo-Stu-

dien während der Gabe von Curcumin (Ma et al. 2004, Kim und Kim 2014, Wang et al. 

2017), welche zusammengenommen die hier gewonnenen Daten zu den Barriere-protekti-

ven Charakteristika unterstützen.  

Campylobacter jejuni aktiviert den NF-κB-Signalweg (Chen et al. 2006), welcher durch Res-

veratrol (Tsai et al. 1999) und Curcumin (Goel et al. 2008, Moghadamtousi et al. 2014) 
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supprimiert werden kann. Um die Rolle des NF-κB-Signalweges im Erhalt der Barrierefunk-

tion während einer C. jejuni-Infektion zu untersuchen, erfolgten NF-κB-Inhibitor-Versuche 

mit dem NF-κB-Inhibitor BAY 11-7082 (BAY). Eine BAY-Behandlung inhibierte sowohl den 

C. jejuni-induzierten Abfall im TER als auch die Erhöhung der Permeabilität für Fluorescein 

im Co-Kultur-Modell B – möglicherweise mediiert durch die Inhibierung der Zytokinsekre-

tion, was geringere Barriereschäden zur Folge hätte. Dies verdeutlicht, dass NF-κB in der 

Regulierung der epithelialen Barrierefunktion involviert zu sein scheint (Lobo de Sá et al. 

2019). Ähnliche Ergebnisse wurden für den bioaktiven Ingwer-Scharfstoff 6-Shogaol nach 

einer TNF-α-Stimulation in Caco-2-Zellen beobachtet (Luettig et al. 2016).  

Resveratrol und Curcumin sind trotz ihrer schwachen Bioverfügbarkeit potente antiinflamm-

atorische Polyphenole in vitro (Weiskirchen und Weiskirchen 2016, Wang et al. 2017). Die 

in der Co-Kultur B durch C. jejuni vermehrt sezernierten proinflammatorischen Zytokine 

IFN-γ, TNF-α und IL-6 konnten durch die Behandlung mit Curcumin herunterreguliert wer-

den (Lobo de Sá et al. 2019). Die Vorstimulation mit Curcumin von 24 bis 48 Std. beugte in 

einer anderen Studie ebenso einer LPS-induzierten Barrierestörung in Caco-2-Zellen vor, 

sodass ZO-1, Claudin-1, Claudin-7 und die Aktinfilamente keine Expressions- und Lokali-

sationsänderung anzeigten (Wang et al., 2017). Ähnliches konnten Wang et al. (2017) auch 

in HT-29-Zellen beobachten. Zudem konnte Curcumin als Claudin-4 Induktor in Caco-2-

Zellen auf Genexpressionsebene identifiziert werden (Watari et al. 2012). Da Resveratrol 

adverse Effekte auf die THP-1-Immunzellen ausübt (Feng et al. 2019), wurde die Immun-

antwort in der Monokultur durch eine Zytokin-Stimulation (Zugabe von IFN-γ, TNF-α und IL-

1β) simuliert (Lobo de Sá et al. 2021b). Rees und Kollegen zeigten, dass 100 U/mL IFN-γ 

synergistisch die C. jejuni-induzierte Barrieredysfunktion in Caco-2-Zellen schädigten 

(Rees et al. 2008). Außerdem ist in der IPA der IFN-γ pathway, der am signifikantesten 

aktivierte Signalweg unter den Zytokin-Signalwegen. Aus diesem Grund wurden in der vor-

liegenden Arbeit die HT-29/B6-Zellen mit IFN-γ bzw. mit einem Zytokin-Cocktail stimuliert. 

Die IFN-γ-induzierten Barriereschäden konnten durch die Behandlung mit Resveratrol inhi-

biert werden. Im Gegensatz dazu konnten die durch den Zytokin-Cocktail-mediierten Stö-

rungen nicht durch Resveratrol aufgehoben werden (Lobo de Sá et al. 2021b). Ähnliche 

Ergebnisse konnten in Lymphozyten generiert werden, bei denen die Zytokinproduktion 

nach der Behandlung mit Resveratrol sogar anstieg (Gao et al. 2001). Im Gegensatz dazu 

regulierte Resveratrol die IL-6-Sekretion von Makrophagen herunter (Zhong et al. 1999), 

ähnlich zur IL-6-Ausschüttung in Mäusen mit einer DSS-induzierten Kolitis, wobei Res-

veratrol jedoch nicht das TNF-α-Level beeinflusste (Mayangsari und Suzuki 2018). Den-

noch kam es durch die Resveratrol-Behandlung zu einer Verbesserung der DSS-induzier-

ten Kolitis in diesen Tieren (Mayangsari und Suzuki 2018). Die im Rahmen dieser Arbeit 
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neu gewonnen Daten deuten nun darauf hin, dass die pharmakologische Effektivität von 

Resveratrol, im Gegensatz zu der von Curcumin, mehr direkt auf Barriere-protektive und 

weniger auf den antiinflammatorischen Eigenschaften beruht bzw. dass Resveratrol in un-

seren Experimenten eher als immunmodulierende Substanz und nicht als Immunsuppres-

sivum agiert. Dabei liegt die Wirkung auf schwach betroffenen Zytokinwegen und Res-

veratrol wirkt teilweise mit inhibitorähnlichen Eigenschaften auf Signalwege, wie z. B. auf 

IL-6 (Lobo de Sá et al. 2021b). Daher könnte die C. jejuni LOS-induzierte Immunaktivierung 

über Toll-like-Rezeptor-4 (TLR4), wie sie aus dem hier verwendeten Mausmodell bekannt 

ist (Stephenson et al. 2013, Mousavi et al. 2020), durch Resveratrol moduliert oder teilweise 

gehemmt werden und dadurch zur Wiederherstellung der Barrierefunktion beitragen sowie 

das Leaky Gut-Phänomen abschwächen oder verhindern. 

Neben einer Co-Kultur-Infektion und der direkten Zytokin-Stimulation in vitro, zählen Tier-

Modelle zum Standardrepertoire der Forschung, um Informationen über das Immunsystem 

nach der Beeinträchtigung der Darmbarriere bei enteropathogenen Infektionsversuchen zu 

gewinnen (Gölz et al. 2015, von Klitzing et al. 2017). In unserem sekundär abiotischen 

Campylobacter-IL-10-/--Mausmodell entwickeln infizierte Tiere innerhalb einer Woche eine 

akute Enterokolitis, welche vor allem durch eine blutige Diarrhö gekennzeichnet war (Haag 

et al. 2012a). Die zugrundeliegende massive Immunüberreaktion basiert auf dem sube-

pithelialen Zytokinsturm, der durch das Lipooligosaccharid (LOS) der invasiven Campy-

lobacter induziert wird. Dies leitet sich dadurch ab, dass die Pathogenität von C. jejuni we-

niger toxinabhängig ist, sondern überwiegend auf dem translozierten LOS in das Subepithel 

basiert, wobei der zusätzliche Antigeneinstrom durch LOS von weiteren Bakterien aus dem 

Lumen in der Leaky-Gut-Situation die mukosale Entzündung erheblich verschlimmern 

kann. In Anbetracht der Tatsache, dass das LOS von C. jejuni auf den TLR4 abzielt, wurde 

die wichtige Rolle des LOS bei der Induktion und dem Fortschreiten der Campylobacteriose 

durch den Befund unterstützt, dass eine C. jejuni-Infektion in TLR4-defizienten Mäusen sig-

nifikant weniger Symptome einer Enterokolitis auslöste als in TRL4-kompetenten Mäusen 

(Lobo de Sá et al. 2021b). Dies wurde unabhängig voneinander von verschiedenen For-

schergruppen in ihren individuellen murinen Modellen der Campylobacteriose bestätigt 

(Otto et al. 2012, Haag et al. 2012a, Stahl et al. 2014, Stahl und Vallance 2015, Mousavi et 

al. 2020). Am wichtigsten ist, dass ein allgemeiner pharmazeutischer Wirkmechanismus 

gegen die durch C. jejuni-induzierte Entzündung die Blockade oder die Antagonisierung 

von TLR4-Signalwegen beinhaltet, was den pathologischen Folgen des Leaky Gut entge-

genwirken sollte. Diese Art der Immuninduktion über einen TLR4-abhängigen Signalweg 

könnte in unseren Mausexperimenten sowohl durch Resveratrol als auch durch Curcumin 
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gehemmt werden, wobei Curcumin als ein TLR4-Antagonist gilt und die LOS-mediierte Im-

munantwort inhibieren kann (Zhao et al. 2011, Lobo de Sá et al. 2019, Heimesaat, Lobo de 

Sá et al. 2020, Lobo de Sá et al. 2021b).  

Darüber hinaus könnte spekuliert werden, dass epitheliale Abwehrmechanismen durch 

Resveratrol und Curcumin verstärkt werden können. Generell kann die mukosale Abwehr 

gegen Mikroorganismen durch erhöhte Expression von Muzinen, TJ-Proteinen, Sekretion 

von Chemokinen und Zytokinen oder Freisetzung von direkten antimikrobiellen Substanzen 

wie β-Defensinen und Cathelicidin moduliert werden. Dabei gehören Defensine und Cathe-

licidin zu den Hauptkomponenten der angeborenen Abwehr des Wirtes gegen Bakterien an 

der gastrointestinalen Oberfläche. Eine vermehrte Expression von Defensinen und Cathe-

licidin konnte beispielsweise in C. jejuni-infizierten epithelialen Monokulturen, wie Caco-2 

und HT-29-Zellen, nachgewiesen werden (Zilbauer et al. 2005). Curcumin führte in U937-

Zellen zu einer vermehrten Expression der mRNA von Cathelicidin (Guo et al. 2013). Zu-

dem zeigte das antimikrobielle Peptide Cathelicidin auch in Anwesenheit von Probiotika in 

einem Kolitis-Modell eine vermehrte Expression (Wu et al. 2015).  

 

4.4 Potenzielle synergistische Effekte von Resveratrol, Curcumin und weiteren anti-

inflammatorischen und Barriere-protektiven Substanzen 

Weltweit stellen Campylobacteriosen ein ernst zu nehmendes medizinisches Problem dar. 

Aus diesem Grund ist der Bedarf nach neuen Strategien zur Prävention, Kontrolle und Be-

handlung der Zoonose umso größer. Verschiedene Barriere-protektive und/oder antiin-

flammatorische Substanzen könnten im Kampf gegen Campylobacter-Infektionen einge-

setzt werden. Es kann davon ausgegangen werden, dass eine Kombinationstherapie aus 

Barriere-protektiven, antiinflammatorischen und/oder immunmodulierenden und antimikro-

biellen Substanzen deutlich effektiver ist als eine einfache Single-Compound-Behandlung, 

sodass in einem multimodalen Therapieansatz positive Synergien entstehen und so die 

Ausbildung eines Leaky Guts vermieden wird. Ebenso können Substanzen wertvoll sein, 

die die bakterielle Motilität hemmen oder die Transmigration von C. jejuni durch das Epithel 

stören. Neben der Kombination aus den in dieser Arbeit getesteten Substanzen, Res-

veratrol und Curcumin, kommen weitere Substanzkandidaten zur Bekämpfung der Campy-

lobacter-Infektion in Frage. Eine kürzlich erschienene Publikation verdeutlicht die protekti-

ven Eigenschaften einer Kombination aus Resveratrol und Curcumin in Ferkeln mit Darm-

entzündungen in ihrer antiinflammatorischen, Bakterien-regulierenden und synergistischen 

Wirkung (Gan et al. 2019). 
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Weitere pflanzenbasierte Substanzen könnten die C. jejuni-geschwächte Barriere stärken. 

Dabei sind insbesondere Barriere-protektive Substanzen von großem Interesse. Beispiels-

weise zeigt Quercetin (ein Flavonoid aus Zwiebeln, Kohl oder Äpfeln) Barriere-stärkende 

Eigenschaften durch eine erhöhte Claudin-4-Expression in Caco-2-Zellen (Amasheh et al. 

2008). In Salmonella Typhimurium-infizierten Zellen störte Quercetin direkt das bakterielle 

Typ-III-Sekretionssystem und interferiert somit direkt mit dem bakteriellen Virulenzfaktor 

(Tsou et al. 2016). Eine Interferenz von Quercetin mit Adhärenz- oder Virulenzfaktoren 

könnte auch bei Campylobacter denkbar sein. Für das Polyphenol Curcumin zeigte sich 

allerdings bereits, dass es keinen Einfluss auf die horizontale DNA-Aufnahme von C. jejuni 

hat und somit die bakterielle Fitness sowie genetische Rekombination von C. jejuni durch 

die Curcumin-Behandlung unbeeinflusst bleibt (Lobo de Sá et al. 2019). Ein weiterer Hin-

weis für die Effektivität gegen Campylobacter-Infektionen zeigte eine Studie bei der das 

Wachstum verschiedener Campylobacter-Stämme in Anwesenheit von Quercetin inhibiert 

war (Campana et al. 2009).  

In der Traditionellen Chinesischen Medizin wird Berberin zur Behandlung infektiöser Diar-

rhöen, Gastroenteritis und Bauchschmerzen verwendet (Zhou und Mineshita 2000). Berbe-

rin, ein Pflanzenalkaloid aus der Berberitze-Pflanze (Berberis vulgaris), zeigte antiinflamm-

atorische Eigenschaften in TNF-α- und IFN-γ-induzierter Barrieredysfunktionen in Caco-2-

Zellen (Amasheh et al. 2010) und reduzierte zudem auch die IL-8-Sekretion und somit die 

Immunantwort in einer Trinitrobenzolsulfonsäure (TNB)-induzierten Kolitis in Mäusen (Zhou 

und Mineshita 2000). Neben seinen antiinflammatorischen Eigenschaften wirkt Berberin 

auch antimikrobiell gegen Escherichia coli (CCTCC AB91112) und in hohen Konzentratio-

nen auch gegen Bacillus subtilis (Kong et al. 2012). Bisher gibt es noch keine publizierten 

Daten, ob Berberin auch gegen Campylobacter spp. wirksam ist. 

Vitamin D ist ein lipophiles Prohormon, welches vor allem im Knochenmetabolismus, in der 

Immunregulation aber auch in der Funktion des Gastrointestinaltraktes, wie der Mikrobiom-

regulation, eine wesentliche Rolle spielt (Ooi et al. 2013). 1,25-dihydroxyvitamin D3 

(1,25(OH)2D3; Calcitriol) ist die biologisch aktive Form des Vitamin D und wird über den 

nukläer lokalisierten Vitamin D Rezeptor (VDR) und den Retinoid-X-Rezeptor (RXR) kon-

trolliert (Barbalho et al. 2016). Über den VDR-Signalweg kann die Immunantwort von Im-

munzellen reduziert werden, sodass weniger Zytokine sezerniert werden (Froicu und Can-

torna 2007). Insbesondere in Kombination mit Calcium zeigte Vitamin D Barriere-protektive 

Eigenschaften in in vivo CED-Modellen (Zhu et al. 2005). Zudem konnte auch gezeigt wer-

den, dass VDR-knockout Mäuse leichter eine DSS-Kolitis entwickeln und Bakterien schnel-

ler in den systemischen Kreislauf gelangen (Froicu und Cantorna 2007). Korrelierend dazu 

inhibiert die Vitamin D-Behandlung die Ausbildung einer DSS-Kolitis (Ooi et al. 2013). Durch 
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die Überexpression des VDR kommt es zu einer verbesserten Barriereintegrität in vivo (Zhu 

et al. 2005). Auch schützt die Vitamin D-Behandlung in vitro vor Ethanol-induzierter (Chen 

et al. 2015b) sowie TNF-α-induzierter Barriereschädigung (Chen et al. 2015a). Es konnte 

speziell gezeigt werden, dass der Vitamin D-Signalweg in Campylobacteriosen eine Rolle 

spielen könnte und dass die Gabe von Vitamin D die C. jejuni-induzierte Verringerung der 

Zellviabilität sowie die TER-Reduktion in vitro aufhebt (Bücker et al. 2018). Auch unsere 

erste in vivo-Studie dazu zeigte, dass Vitamin D-behandelte C. jejuni-infizierte IL-10-/--

Mäuse einen milderen Krankheitsverlauf hatten im Vergleich zu den Placebo-behandelten 

Mäusen (Mousavi, Lobo de Sá et al. 2019). Dies war mit einer reduzierten Translokation 

der C. jejuni in extraintestinale Kompartimente sowie einer schwächeren Entzündung so-

wohl intestinal als auch extraintestinal begleitet (Mousavi, Lobo de Sá et al. 2019). So konn-

ten bereits synergistische Effekte von Resveratrol und Vitamin D auf die Heterodimerisie-

rung von VDR-RXR-Kernfaktoren gezeigt werden (Dampf-Stone et al. 2015).  

Für die meisten gastrointestinalen Infektionen stellen auch Probiotika geeignete Interventi-

onsstrategien dar (Mohan 2015). Probiotika sind Darmflora-stärkende und somit gesund-

heitsfördernde Mikroorganismen, die Lebensmittelprodukten zugesetzt werden und vielver-

sprechende Ergebnisse zur Reduzierung der Kolonisierung mit Campylobacter gezeigt ha-

ben. Lactobacillus salivarius SMXD51 beispielsweise sezerniert Bakterizid-ähnliche Pro-

dukte, welche hochwirksam gegen C. jejuni sind, und stärkt zudem die intestinale Barriere, 

was durch einen erhöhten TER angezeigt wurde (Messaoudi et al. 2012). In Anwesenheit 

von Lactobacillus spp. reduzierte sich außerdem die Adhäsion, Invasion und Translokation 

von Campylobacter in Schweine- und Hühner-Zellen (Šikić Pogačar et al. 2020). Eine Stu-

die mit dem Probiotikum L. plantarum 0407, kombiniert mit Oligofruktose, Bifidobacterium 

bifidum Bb12 und Xylo-Oligosacchariden hemmte das Wachstum von C. jejuni in Fermen-

tationsstudien (Fooks und Gibson 2003). Ein weiterer möglicher probiotischer Kandidat bei 

C. jejuni-Infektionen ist E. coli Nissle 1971, welcher die Invasion und das intrazelluläre 

Überleben von C. jejuni reduzierte (Helmy et al. 2017). VSL#3 als probiotische Mixtur ver-

hinderte des Weiteren in DSS-Kolitis-induzierten Mäusen die Alteration der TJ-Expression 

und –Lokalisation von Occludin, Claudin-1, -3, -4, -5 und ZO-1 sowie die Entzündungsre-

aktion und Apoptose-Induktion (Mennigen et al. 2009) und könnte somit auch bei C. jejuni-

induzierten Barriereschäden therapeutisch wirksam sein. Angesichts des allgemein 

schlechten Verständnisses sowohl des C. jejuni- als auch Probiotika-Metabolismus könnten 

Metabolom-Analysen attraktive Techniken darstellen, um den Stoffwechsel und resultie-

rende Metabolite detaillierter zu charakterisieren. 

Probiotika alleine oder in Kombination mit den oben erläuterten Substanzen, die der Ernäh-

rung von Nutztieren zugesetzt werden, stellen eine einfache und wirksame neue Strategie 
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dar, um die Besiedlung mit C. jejuni zu verhindern und infolgedessen das Auftreten von 

Campylobacteriosen beim Menschen zu reduzieren.  

 

4.5 Ausblick 

Die vorliegende Arbeit identifizierte die beiden Polyphenole Resveratrol und Curcumin als 

effektive Substanzen und mögliche Präventiva und Therapeutika zur Behandlung C. jejuni-

induzierter intestinaler Barriereschäden. Es kann angenommen werden, das Resveratrol 

und Curcumin auch bei anderen infektiösen, akuten sowie chronischen gastrointestinalen 

Erkrankungen oder sogar bei anderen extraintestinalen Krankheiten therapeutisch wirksam 

sein könnten. Dies sollte in verschiedenen in vitro, in vivo und klinischen Studien untersucht 

werden. So konnte Curcumin bereits in einer klinischen Studie als komplementäre Therapie 

zur CED-Therapie mit Sulfasalazin oder Mesalamine die Remissioninduktion und –erhal-

tung unterstützen (Hanai et al. 2006).  

Da epitheliale 2D-Monokultur-Modelle nicht die Komplexität des Organismus widerspiegeln 

und Tierversuche möglichst nach dem 3R-Prinzip reduziert werden sollen, sollten neue Me-

thoden wie 3D-Organoide, precision-cut tissue slices oder die organ-on-a-chip-Technologie 

genutzt werden, um Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Zelltypen, systemische 

Wirkmechanismen sowie die Pharmakokinetik betrachten zu können. Mit diesen Methoden 

können mögliche Substanzkandidaten identifiziert und weitere Details im Pathomechanis-

mus der C. jejuni-Infektion und Virulenzfaktoren definiert und charakterisiert werden. Zudem 

können auch Toxizitätstudien, die Pharmakokinetik (inkludiert Absorption, Distribution, Me-

tabolismus und Exkretion) und die Wirksamkeit von Arzneimitteln analysiert werden, sodass 

klinische Studien beschleunigt und somit Kosten gespart werden können.  

Potenziell effektive Substanzen und Kombinationstherapien aus Barriere-protektiven, anti-

inflammatorischen und/oder immunmodulierenden und antiapoptotischen Wirkungsweisen 

könnten in Zukunft nicht nur für die Humanmedizin von Interesse sein, sondern auch als 

Strategie für die Minimierung der Campylobacter-Kolonisation und der Bakterienlast bei 

Tieren in der Nahrungsmittelproduktion angewendet werden, was bereits im Zoonosenfor-

schungs-Konsortium PAC-Campylobacter (PAC-CAMPY) an Hühnern getestet wird. Zu 

den vielversprechenden Substanzkandidaten gehören neben Probiotika phenolische Bak-

terienmetabolite, wie Carvacrol, und weitere Phytopharmaka, wie Berberin und Quercetin. 

Ebenfalls interessant ist die Wirkungsweise von Vitamin D und welchen Einfluss C. jejuni 

auf den Vitamin D-Signalweg hat. Während des Bearbeitungszeitraumes dieser Arbeit 

wurde die Wirksamkeit von Vitamin D auf C. jejuni-induzierte Barrierestörungen untersucht 
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und die Rolle des Vitamin D-Signalwegs während der C. jejuni-Infektion analysiert. Die dazu 

generierten Daten werden zeitnah zur Publikation eingereicht.  
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5 Zusammenfassung  

Campylobacter jejuni-Infektionen stellen ein gravierendes Gesundheitsproblem dar und 

zählen weltweit zu den häufigsten Ursachen für eine lebensmittelbedingte Gastroenteritis. 

Während Campylobacter die meisten Tiere als Kommensale besiedelt, löst das Bakterium 

im Menschen wässrige bis blutige Diarrhöen aus, die häufig von Fieber und Bauchkrämpfen 

begleitet werden. Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war, das protektive Potenzial von 

Resveratrol und Curcumin für C. jejuni-induzierte intestinale Barriereschäden zu untersu-

chen. 

C. jejuni induzierte eine epitheliale Barrieredysfunktion, welche zunächst mit Adhäsion, In-

vasion und Transmigration der Bakterien beginnt. Diese Barriereschädigung konnte in vitro 

und in vivo durch einen reduzierten TER, welcher mit einem Anstieg in der Permeabilität für 

Fluorescein (332 Da) begleitet wurde, dargestellt werden. Zusätzlich wurde die Expression 

sowie Lokalisation von Proteinen der Tight Junction (TJ) durch die Infektion mit C. jejuni 

beeinflusst, wodurch sowohl der pore pathway als auch der leak pathway beeinflusst wur-

den. Diese Expressions- und Lokalisationsänderung der TJ-Proteine wurde mittels Wes-

ten Blot-Analyse quantifiziert und mit konfokaler Laser-Scanning Mikroskopie visualisiert. 

Des Weiteren kommt es durch die C. jejuni-Infektion zur Apoptose-Induktion, wodurch eine 

Passage auch von größeren Molekülen durch das Epithel ermöglicht wird (Öffnung des 

unrestricted pathway). Als letzten entscheidenden Mechanismus im Hinblick auf die C. je-

juni-induzierte Barrierestörung konnte die aus der bakteriellen Interaktion resultierende Im-

munantwort mit einer Zytokinsekretion gezeigt werden, die wiederrum die epitheliale Barri-

ere schwächt und somit den Teufelskreis des Leaky Gut-Phänomens mit weiterem Antigen-

einstrom hervorruft. Der Einfluss der Immunantwort wurde zum einen mit einem neu etab-

lierten Co-Kultur-Modell, bestehend aus Epithel- und Immunzellen charakterisiert, und zum 

anderen mittels Zytokin-Stimulation untersucht. 

RNA-Seq-Daten der Kolonmukosa C. jejuni-infizierter Patienten, die mit der Ingenuity Pa-

thway Analysis (IPA)-Software analysiert wurden, sagten die Wirksamkeit der beiden Poly-

phenole Resveratrol und Curcumin vorher. Diese Vorhersage wurde in verschiedenen in 

vitro- und in vivo-Modellen überprüft. Das neu etablierte Co-Kultur-Modell erlaubte eine iso-

lierte Betrachtung des Einflusses der C. jejuni-induzierten Immunreaktion bzw. die Beurtei-

lung der kombinierten Effekte aus direkten bakterienmediierten und indirekten immunindu-

zierten Barriereschäden. Mit diesem Modell konnten insbesondere antiinflammatorische 

bzw. immunmodulatorische Eigenschaften der Testsubstanzen genauer analysiert werden.  
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Zusammenfassend konnte sowohl Resveratrol als auch Curcumin die durch die C. jejuni-

Infektion ausgelöste intestinale Barriereschädigung in unseren verwendeten Modellen auf-

halten. Die untersuchten Substanzen stellen somit vielversprechende Kandidaten für die 

Behandlung der C. jejuni-induzierten Gastroenteritis im Menschen dar und könnten die Ko-

lonisation von Tieren in der Nahrungsmittelproduktion reduzieren. 

  



                                                                                                                                Summary 
 

97 
 

6 Summary  

Campylobacter jejuni infections are a serious health problem and are the most common 

causes for foodborne gastroenteritis worldwide. While Campylobacter colonizes animals as 

a commensal, the bacterium causes watery to bloody diarrhea in humans, which is often 

accompanied by fever and abdominal cramps. The main objective of the present work was 

to investigate the protective potential of resveratrol and curcumin in C. jejuni-induced intes-

tinal barrier dysfunction. 

C. jejuni induced an epithelial barrier dysfunction, which initially starts with bacterial adhe-

sion, invasion, and transmigration. This barrier damage could be presented in vitro and in 

vivo by a reduced TER, which was accompanied by an increase in permeability to fluores-

cein (332 Da). In addition, tight junction (TJ) expression as well as localization was affected 

by C. jejuni infection, consequently both the pore pathway and the leak pathway are af-

fected. This change in expression and localization of TJ proteins was quantified by Western 

blot analysis and visualized by confocal laser scanning microscopy. Furthermore, apoptosis 

induction occurs by C. jejuni infection, which enables the unrestricted passage of molecules 

through the epithelium (opening of the unrestricted pathway). As a final crucial mechanism 

with regard to the C. jejuni-induced barrier disruption, the immune response resulting from 

the bacterial interaction was shown to involve cytokine secretion, which in turn weakens the 

epithelial barrier and thus induces the vicious cycle of the leaky gut phenomenon with fur-

ther antigen influx. On the one hand the influence of the immune response was character-

ized with the newly established co-culture model consisting of epithelial cells and immune 

cells and on the other hand investigated by cytokine challenge. 

RNA-Seq data of the colon mucosa of C. jejuni-infected patients analyzed with the Ingenuity 

Pathway Analysis (IPA) software predicted the efficacy of the two polyphenoles resveratrol 

and curcumin. This prediction was tested in different in vitro and in vivo models. The new 

established co-culture model allowed an isolated consideration of the influence of the C. 

jejuni-induced immune response or an assessment of the combined effects from direct bac-

teria-mediated and indirect immune-induced barrier disturbance. In particular, anti-inflam-

matory or immunomodulatory properties of the test compounds can be analyzed with this 

model.  

In summary, both resveratrol and curcumin were able to restore the intestinal barrier dys-

function induced by C. jejuni infection in our models. Thus, the investigated compounds 

represent promising candidates for the treatment of C. jejuni-induced gastroenteritis in hu-

mans and may reduce colonization of animal food products. 
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Abbildung 26: Exemplarischer Occludin-Western Blot C. jejuni-infizierter Resveratrol-behan-
delter HT-29/B6-GR/MR-Zellen. HT-29/B6-GR/MR-Zellen wurden 48 Std. mit C. jejuni inkubiert und 
mit 100 µM Resveratrol-behandelt. Das Protein aus Gesamtzelllysat wurde isoliert und mittels Wes-
tern Blot-Technik wurde die Proteinexpressionsänderung des TJ-Proteins Occludin quantifiziert. 
Banden von links nach rechts: 1.1 Kontrolle, 2.1 C. jejuni, 3.1 Resveratrol, 4.1 Resveratrol + C. jejuni. 

Es folgt die zweite und dritte Probe: 1.2, 2.2, 3.2, 4.2, 1.3, 2.3, 3.3, 4.3.  

 

 

Abbildung 27: Exemplarische HE-Färbung der C. jejuni-infizierten und Curcumin-behandelten 
IL-10-/--Mäuse. Formalin-fixierte Kolonbiopsien der C. jejuni-infizierten und Curcumin-behandelten 
IL-10-/--Mäuse wurden mittels HE-Färbung und Durchlichtmikroskopie visualisiert (10-fache Vergrö-
ßerung). Mithilfe der Image J-Software wurde die mukosale Oberfläche anhand der Kryptenbreite,  
-länge und -anzahl berechnet. Der Widerstand der C. jejuni-infizierten und Curcumin-behandelten 
Tiere resultierte aus dem gemessenen Widerstand, welcher mit dem Korrekturfaktor verrechnet 
wurde. Maßstab 50 µm. 
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Abbildung 28: C. jejuni-induzierte Zytokinsekretion in der Co-Kultur. Das Co-Kultur-Modell B 
bestehend aus HT-29/B6-GR/MR und THP-1 wurde mit C. jejuni infiziert. Die Zytokine A) IFN-γ, B) 
IL-2, C) IL-10, D) IL-13, E) IL-17A wurden 48 Std. nach der Infektion in den Überstände mittels Cy-
tometric Bead Array und dem FACS Canto II quantifiziert.  
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