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Abkürzungsverzeichnis 
 

AAHC    Antibiotika-assoziierte-hämorrhagische Kolitis 

C. jejuni   Campylobacter jejuni 

CED    chronisch-entzündliche Darmerkrankungen 

DNA    Desoxyribonucleinsäure 

E. coli    Escherichia coli 

EcN   Escherichia coli Nissle 

EPEC    enteropathogene Escherichia coli 

ERK1/2   extrazellulär regulierte Kinase 1/2 

FITC    fluoreszein isothiocyanate (Fluoreszein-Derivat) 

GvHD    graft-versus-host disease 

IL    Interleukin 

HIV   humanes Immundefizienz-Virus 

JNK    c-Jun N-terminale Kinasen 

K. oxytoca  Klebsiella oxytoca 

LDH    Lactatdehydrogenase 

LPS    Lipopolysaccharid 

MAPK    Mitogen-aktivierte Proteinkinase 

MARVEL  myelin and lymphocyte and related proteins for vesicle trafficking and 

membrane link 

MC   Morbus Crohn 

MLCK    myosin-light chain kinase, Myosin-Leichte-Ketten-Kinase 

mRNA   Boten-Ribonukleinsäure 

M-Zellen   Microfold-Zellen 

PCR   Polymerase-Kettenreaktion 

PKC    Proteinkinase C zeta 

Repi    epithelialer Widerstand  

Rpara   parazellulärer Widerstand 

Rsub    subepithelialer Widerstand 

Rtrans   transzellulärer Widerstand 

TER   transepithelialer Widerstand 

TJ    Tight Junction 

TNFα    Tumornekrosefaktor alpha 

UC   Colitis ulcerosa 

WT    Wildtyp 

Y. enterocolitica Yersinia enterocolitica 

ZO   Zona occludens  
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1. Einleitung 

1.1 Die epitheliale Darmbarriere – Aufbau und Funktion 

Die intestinale Mukosa stellt eine natürliche Barriere zwischen der funktionell äußeren Umwelt 

und dem Körperinneren dar. Sie besteht aus einer einzigen Schicht polarisierter Epithelzellen, 

die in direktem Kontakt mit dem Darmlumen stehen, wobei eine die Epithelzellen bedeckende 

visköse Mukusschicht als initialer physikalischer Schutz vor mechanischen, chemischen, en-

zymatischen und mikrobiellen Einflüssen fungiert (1). Die Epithelzellen sind durch verschie-

dene Zell-Zell-Verbindungen miteinander verbunden; am weitesten apikal befindet sich die 

Tight Junction (TJ, Zonula occludens), weiter basolateral sind Adherens Junctions (Zonula 

adhaerens) und schließlich die Desmosomen (Macula adhaerens) lokalisiert. Die epitheliale 

Barriere erfüllt einerseits die Aufgabe, eine kontrollierte Aufnahme von Nährstoffen, Soluten 

und Wasser aus dem Darmlumen in die Zirkulation zu gewährleisten und andererseits einen 

unerwünschten Durchtritt von Antigenen, Pathogenen und anderer Noxen in das Körperinnere 

zu verhindern. Die Aufnahme von Nährstoffen erfolgt transzellulär durch verschiedene Carrier 

und Kanäle in den Membranen der Epithelzellen. Im Gegensatz hierzu erfolgt der Transport 

von kleinen Ionen und Wasser sowohl transzellulär als auch parazellulär durch Kanäle der TJ 

und den interzellulären Spalt, das heißt zwischen benachbarten Zellen hindurch. Der parazel-

luläre Transport wird durch die Struktur und molekulare Zusammensetzung der TJ begrenzt 

bzw. ermöglicht und erfolgt in Abhängigkeit von Ionenradius und -ladung (2). In Gefrierbruch-

elektronenmikroskopischen Analysen kann die TJ als Netzwerk von kontinuierlichen Strängen 

identifiziert werden (3). Diese TJ-Stränge setzen sich aus verschiedenen TJ-Proteinen zusam-

men, welche die Zellen perlschnurartig umgürten. Hierbei handelt es sich um Transmembran-

proteine, die über ihre extrazellulären Domänen mit entsprechenden TJ-Proteindomänen be-

nachbarter Zellen interagieren (4-6) (Abbildung 1). 

Gegenwärtig sind vier TJ-Proteinfamilien bekannt, die Familien der Claudine (7-9), der Juncti-

onal Adhesion Molecules (10), der TJ-associated MARVEL proteins (TAMPs) (11) und der 

Anguline (12). Im Hinblick auf ihre Bedeutung für die Regulation und Aufrechterhaltung der 

Barriere- bzw. Kanalfunktion sind die Claudine und TAMPs bisher am besten untersucht. Die 

größte Familie bilden die Claudine mit 27 bekannten Mitgliedern. Hierbei kann funktionell zwi-

schen abdichtenden und kanalbildenden Claudinen unterschieden werden. Die Expression 

und Lokalisation barrierebildender Claudine in der TJ, wie zum Beispiel Claudin-1 (13) oder 

Claudin-5 (14), tragen zu einer Abdichtung der Barriere bei. Kanalbildende Claudine hingegen 

erhöhen die Durchlässigkeit der TJ für bestimmte Ionen und/oder Wasser. Beispiele hierfür 

sind Claudin-2 (15, 16) und Claudin-15 (17) (18, 19), die beide selektiv den Durchtritt von 
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Kationen und Wasser ermöglichen. Die Funktion anderer Claudine ist wiederum von der Zu-

sammensetzung der TJ und der Interaktion mit anderen Claudinen abhängig (20), wie bei-

spielsweise für Claudin-4 oder -8 beschrieben (21). 

 

 

 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der Tight Junction. a) Das TJ-Gerüst umgürtet die Epithelzellen. b) 

Darstellung des parazellulären Spalts zwischen den lateralen Membranen zweier benachbarter Epithelzellen (vio-

lett) mit perlschnurartig aufgereihten TJ-Proteinen (gelb). c) Interaktion von TJ-Proteinen (hier: Claudine) in cis 

(Proteine in der gleichen Zellmembran) und trans (Proteine in der gegenüberliegenden Zellmembran). (Bildnach-

weis: (22); Reproduktionsgenehmigungen Journal of cell science (1340352-1), Pflügers Archiv: European journal 

of physiology (1343666-1) 

 

Zur Familie der TAMPs gehören Tricellulin (Marvel-D2), Marvel-D3 und Occludin. Namens-

gebend für Tricellulin ist, dass es vorwiegend in trizellulären Tight Junctions, das heißt im 

Kontaktpunkt von drei Zellen, exprimiert wird (23). In der trizellulären TJ hat Tricellulin eine 

abdichtende Funktion und reguliert hier insbesondere den Transport von Makromolekülen 

(24). Die funktionelle Aufgabe von Marvel D3 ist bisher kaum verstanden. Möglicherweise ist 

es für die Regulation der Proliferation, Migration und Überlebensfähigkeit der Epithelzellen 

von Relevanz (25). 

Auch die Rolle von Occludin ist bisher nicht abschließend geklärt. In Studien an Occludin-

defizienten Mäusen (26) oder Zellkulturen (27) zeigten sich keine Effekte auf die untersuchten 

Barriereeigenschaften. Etwas jüngere Arbeiten deuten darauf hin, dass bei einer Verminde-

rung der Expression von Occludin dieses durch Tricellulin ersetzt werden kann (20, 28). In 

seiner Interaktion mit dem intrazellulären Gerüstprotein Zonula Occludens 1 (ZO-1) kommt 

Occludin eine regulatorische Funktion für die Zellpolarisation zu (29). 

Die Zusammensetzung, Aufrechterhaltung und Regulation der TJ wird außer durch ZO-1 durch 

zahlreiche weitere TJ-assoziierte Proteine unterstützt. Diese interagieren meist intrazellulär 

über Proteininteraktionsdomänen mit den TJ-Proteinen und fungieren als Gerüstprotein oder 
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haben regulatorische Funktionen (30). Als Beispiel für Gerüstproteine sind hier die Zonula oc-

cludens-Proteine 1 bis 3 (ZO-1 bis -3) hervorzuheben, die entgegen ihrer Namensgebung 

keine TJ-Proteine sind. Diese intrazellulären Proteine koppeln die TJ-Proteine mit dem Myo-

sin-Aktin-Zytoskelett (31) und verankern diese somit in der Membran (32). Regulatorische 

Funktionen übernehmen assoziierte Proteinkinasen, wie zum Beispiel Myosin Light Chain 

Kinase (MLCK), Proteinkinase C zeta (PKCζ) und MAGI (membrane-associated guanylate 

kinase with an inverted arrangement of proteinprotein interaction domains) (2, 33-35). 

1.2 Experimentelle Methoden zur Charakterisierung der Barrierefunktion 

Die Barrierefunktion kann experimentell durch Messung verschiedener Parameter quantitativ 

erfasst und charakterisiert werden. Hierfür können verschiedene Modelle unterschiedlicher 

Komplexität genutzt werden. Als Modell mit hoher Integrationsebene bieten sich humane, en-

doskopisch entnommene Darmschleimhautbiobsate oder aus Versuchstieren gewonnene Mu-

kosaproben an. Allerdings stehen solche Proben nicht immer zur Verfügung bzw. muss eine 

Verwendung und Untersuchung dieser ethisch vertretbar sein. Daher kommt zumeist ein in 

vitro-Epithelzellmodell auf Transwellfiltern zum Einsatz. Intestinale Zelllinien, wie zum Beispiel 

T84, HT-269/B6 oder Caco2 werden hierfür auf Transwellfilter ausgesät und bilden innerhalb 

weniger Tage konfluente Monolayer mit epithelialen Eigenschaften (36). 

Der transepitheliale Widerstand (TER) ist ein reziprokes Maß für die elektrische Leitfähigkeit 

aller Ionen in Lösung und berechnet sich aus dem Quotienten der gemessenen Spannung (U) 

bei einer induzierten Stromstärke (I) über der epithelialen Barriere: 𝑇𝐸𝑅 = 𝑈𝐼  . Dieses erfolgt 

unter Berücksichtigung der Fläche des Epithels bzw. Zelllayers, so dass der TER in Ohmcm2 

angegeben wird. Am Zellmodell kann der TER mit Hilfe eines Chopstik-Elektrodenpaars oder 

in der Ussing-Kammer gemessen werden. Die Ussing-Technik wurde in den 1940er Jahren 

von dem dänischen Zoologen und Physiologen Hans Ussing entwickelt und ermöglicht die 

Messung elektrophysiologischer Barriere- und Transportfunktionen am lebenden Epithel (37) 

bzw. an konfluenten Zellmonolayern (36). Die Grundidee von Ussing bestand darin, dass bei 

Ausschaltung aller den passiven Transport antreibenden Gradienten (Konzentration, Druck 

und elektrische Spannung) der zur Nullung der Spannung notwendige Strom ("Kurzschluss-

strom") einem aktiven Ionentransport entspricht (37). Auf diese Weise kann passiver Transport 

(angetrieben von physikalischen Triebkräften) von aktivem Transport (angetrieben durch me-

tabolische Energie in Form von ATP) unterschieden werden. 

Der Beitrag epithelialer (Repi) und subepithelialer (Rsub) Anteile zum gesamten Widerstand 

(TER = Repi + Rsub) eines Epithels kann durch eine als Ein-Wege-Impedanzspektroskopie be-

zeichnete Technik unterschieden werden. Durch Weiterentwicklung dieser Technik zur Zwei-

Wege-Impedanzspektroskopie ist seit einigen Jahren sogar eine Differenzierung von parazel- 
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lulärem (Rpara) und transzellulärem (Rtrans) Widerstand möglich (38). Hierbei wird Rpara durch 

die Dichtigkeit der TJ determiniert, während Rtrans durch die Gesamtheit aller Transportwege 

für Ionen durch die Epithelzellen hindurch bestimmt wird. Diese beiden Komponenten deter-

minieren den epithelialen Widerstand (Repi), präzise formuliert ergibt sich Repi aus 1/(1/Rtrans + 

1/Rpara). 

Zusätzlich zu Widerstand, Strom und Spannung kann in der Ussing-Kammer auch der passive 

Durchtritt von Markermolekülen verschiedener Größe pro Zeiteinheit (Flux) gemessen werden. 

Aus dem Flux und der eingesetzten Konzentration des Markermoleküls lässt sich die Perme-

abilität für dieses Molekül berechnen. Neben dem TER stellt die Permeabilität für Moleküle 

unterschiedlicher Größe ein spezifisches Charakteristikum der Barriereintegrität dar. Moleku-

lar können einer Barrierestörung eine veränderte oder gestörte Expression, Lokalisation und/o-

der Interaktion von TJ-Proteinen oder das Auftreten apoptotischer Lecks zu Grunde liegen. 

Werden beispielsweise vermehrt kanalbildende TJ-Proteine wie Claudin-2 oder Claudin-15 in 

die TJ eingebaut oder kommt es zu einer Abnahme von abdichtenden TJ-Proteinen wie Clau-

din-1 oder Claudin-3, wird die Barriere für Ionen und Wasser durchlässiger. TJ-Expressions-

profile werden typischerweise auf mRNA-Ebene mittels quantitativer Polymerase-Kettenreak-

tion (qPCR) und auf Proteinebene mittels Western Blot untersucht.  

Neben einer veränderten Zusammensetzung der TJ kann aber auch eine veränderte Lokali-

sation, das heißt eine Umverteilung von TJ-Proteinen in subapikale oder intrazelluläre Kom-

partimente der Zellen, eine Barrierestörung verursachen. Mittels Immunfluoreszenzfärbung 

entsprechender TJ-Proteine und konfokaler Laserscanning-Mikroskopie können solche Pro-

zesse visualisiert werden. Die Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie ermöglicht wiederum eine 

Quantifizierung der TJ-Ultrastruktur durch Vermessung der vertikalen Netzwerkausdehnung, 

der Strangdichte und -anzahl oder Strangbrüchen. Auch ein vermehrtes Auftreten von Epithel-

zellapoptosen, Ulzerationen und eine verminderte oder beeinträchtigte Epithelzellrestitution 

(39, 40) können für eine Barrierestörung ursächlich sein.  

Normalerweise werden auftretende Defekte, die kurzzeitig durch den Verlust einzelner apopto-

tischer Zellen entstehen, schnell durch die Proliferation umliegender Zellen geschlossen. Bei 

bestimmten Infektionskrankheiten oder intestinalen Entzündungsprozessen wurde jedoch 

nachgewiesen, dass bei einem vermehrten Auftreten von Apoptosen, dieser Prozess zur Io-

nenleitfähigkeit und Permeabilität insbesondere größerer Moleküle beiträgt (40-42). Es wird 

angenommen, dass der Beitrag von Apoptosen zur Barrierestörung maßgeblich durch die Re-

stitutionsgeschwindigkeit des geschädigten Epithels determiniert wird (40, 43).  

Darüber hinaus können apoptotische Prozesse auch einen Einfluss auf TJ-Proteine haben, 

wie anhand einer Fragmentierung von Occludin in apoptotischen Epithelzellen gezeigt wurde 

(44). Das Auftreten von Epithelzellapoptosen kann experimentell durch Spaltung des Apopto-

seenzyms Caspase-3 im Western Blot nachgewiesen werden oder mittels TUNEL-Färbung 
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(TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling), wobei DNA-Strangbrüche in apoptotischen Zel-

len mit Fluoreszein gekoppelten Nukleotiden markiert und durch Fluorescence-activated cell 

scanning identifiziert und quantifiziert werden. Abbildung 2 gibt einen Überblick über die hier 

beschriebenen und für diese Arbeit relevanten Methoden zur Messung der Barrierefunktion. 

 

 

Abbildung 2: Experimentelle Methoden zur Messung und Charakterisierung der Barrierefunktion. Die Dich-

tigkeit der Epithelschicht wird durch die Zusammensetzung bzw. Durchlässigkeit der Tight Junction (TJ) und/oder 

durch das Auftreten von Epithelzellapoptosen bestimmt. Die unterschiedlichen Parameter der Barrierefunktion kön-

nen experimentell gemessen werden. Mit Hilfe eines Chopstick-Elektrodenpaars oder mit Hilfe der Ussing-Technik 

kann der elektrische Widerstand gemessen bzw. die Permeabilität verschieden großer Markermoleküle (z.B. 332 

Da-Fluoreszein) bestimmt werden. Strukturelle Untersuchungen der TJ können mittels Laserscanning-Mikroskopie 

(LSM) oder Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie (FFEM) erfolgen. Die quantitative Polymerase-Kettenreaktion 

(qPCR) erlaubt eine Expressionsanalyse auf mRNA-Ebene, während die Proteinexpression im Western Blot (WB) 

untersucht wird. Apoptosen können nach entsprechender Färbung mittels Fluorescence-activated cell scanning 

(FACS) oder anhand der Spaltung des Enzyms Caspase-3 im WB nachgewiesen werden. 

1.3 Barrierestörung – Ursachen und Mechanismen 

Für die physiologische Funktion des Darms ist die Aufrechterhaltung der Barrierefunktion und 

-integrität von größter Bedeutung. Viele intestinale Erkrankungen sind mit einer Barrierestö-

rung der Darmmukosa assoziiert oder werden sogar durch eine solche bedingt. Normalerweise 

ist der Übertritt von antigenen Molekülen, Allergenen, Bakterien, Pilzen oder Viren über das 

gesunde Darmepithel sehr gering. Verschiedene Faktoren können jedoch eine Störung der 

Barrierefunktion verursachen und eine gesteigerte Permeabilität und verstärkten Übertritt über 

die Darmbarriere hervorrufen. 
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1.3.1 Intestinale Erreger als Auslöser einer Barrierestörung 

Eine Infektion mit pathogenen Mikroorganismen ruft häufig eine Durchfallerkrankung hervor, 

wobei drei infektiöse Diarrhö-Mechanismen zu unterscheiden sind. (1) Bei der malabsorptiven 

Diarrhö liegt eine Verminderung der resorptiven Oberfläche, das heißt eine Beeinträchtigung 

der Zottenarchitektur und -funktion zugrunde. Diese wird zwar häufiger durch inflammatorische 

Prozesse oder chirurgische Interventionen bedingt, kann aber auch durch den Endoparasiten 

Giardia lamblia (Lambliasis) (45) oder das Bakterium Tropheryma whipplei (Morbus Whipple) 

(46) verursacht werden. (2) Bei der sekretorischen Diarrhö kommt es zu einer gesteigerten 

Sekretion von Anionen, vor allem Chlorid und Bikarbonat, denen Kationen und Wasser osmo-

tisch folgen. Dieses äußert sich in heftigen, wässrigen Durchfällen, wobei Volumen- und Elekt-

rolytverlust häufig durch orale oder parenterale Rehydratation bilanziert werden müssen. Ein 

typischer Erreger einer sekretorischen Diarrhöe ist der Cholera-Erreger Vibrio cholerae (47). 

(3) Die sogenannte Leckfluxdiarrhö basiert auf einer lecken Darmbarriere. Verschiedene en-

terale Erreger können fokale Läsionen (48) und/ oder TJ-Destruktionen im Epithel induzieren. 

Der bakterielle Durchfallerreger Yersinia enterocolitica (Y. enterocolitica) verursacht im Zell-

modell sogenannten leaky regions, die durch eine erhöhte Leitfähigkeit und eine Umverteilung 

von Claudin-3, -4 und -8 aus der TJ in das Zytoplasma charakterisiert sind. Zusätzlich kann 

eine verminderte Expression von ZO-1 und von Claudin-2, -3, -8 und -10 in infizierten Zelllay-

ern nachgewiesen werden. Eine Inhibition der c-Jun-N-terminalen Kinase (JNK) bewirkt hier 

eine Wiederherstellung der durch Y. enterocolitica reduzierten Claudin-8 Expressionslevel und 

eine teilweise Inhibition des TER-Abfalls (49). Campylobacter jejuni (C. jejuni), eine weiterer 

typischer Durchfallerreger, induziert in der humanen Kolonmukosa Apoptosen, eine vermin-

derte Expression der barrierebildenden Claudine-3, -4, -5 und -8 und eine Umverteilung von 

Claudin-1, -5 und -8 aus der TJ (50). 

Zumeist kommt es zu einer Kombination von verschiedenen Störungen, die sich in einer Mi-

schung aus Diarrhö-Mechanismen widerspiegeln. Die C. jejuni-Kolitis ist neben einer lecken 

Epithelbarriere noch durch eine Malabsorption charakterisiert (50). Vibrio cholerae produziert 

verschiedene Toxine. Während das Choleratoxin eine Chloridsekretion durch Aktivierung ent-

sprechender Ionenkanäle stimuliert, verursacht das Zonula Occludens-Toxin eine TJ-Störung 

(51). Auch bei einer Norovirus-Infektion liegt eine Kombination aus einer sekretorischen Diar-

rhö und einer Leckfluxdiarrhö zu Grunde, wobei letztere durch eine verminderte Expression 

von Claudin-4, Claudin-5 und Occludin sowie ein vermehrtes Auftreten von Apoptosen ge-

kennzeichnet ist (52). 

Die Antibiotika-assoziierten Diarrhöen stellen eine Sonderform dar, die durch eine Störung der 

kommensalen Mikrobiota induziert wird. Die humane Darmmukosa ist dicht mit Mikroorganis-

men besiedelt, die in erster Linie eine protektive Funktion für den Wirtsorganismus haben. 

Neben der Förderung des Epithelstoffwechsels, der Anregung der Darmperistaltik sowie der 
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Stimulation zur Ausbildung des darmassoziierten Immunsystems, vermittelt die kommensale 

Mikrobiota die Aufrechterhaltung einer mikrobiellen Barriere (Kolonialisierungsresistenz). Un-

ter normalen physiologischen Bedingungen besteht ein mikro-ökologisches Gleichgewicht. 

Wird dieses zum Beispiel durch eine Antibiotikatherapie gestört, kann es durch eine überschie-

ßende Vermehrung und/ oder Toxinproduktion zur Entstehung von Krankheiten kommen. Ein 

typisches Beispiel hierfür ist das Bakterium Clostridioides difficile, das 15-20 % aller Antibio-

tika-assoziierten Durchfallerkrankungen verursacht (53). Aber auch bei chronisch entzündli-

chen Darmerkrankungen (54) und dem Reizdarmsyndrom gibt es Hinweise auf eine verän-

derte Mikrobiota (55).  

Die Wirkungsweisen intestinaler Diarrhö-Erreger sind mannigfaltig und speziesspezifisch, was 

eine individuelle Erforschung der diversen Pathomechanismen erfordert. 

1.3.2 Inflammatorisch assoziierte Barrierestörung 

Häufig korreliert eine gestörte Darmbarrierefunktion mit einer Immunaktivierung. Der gestei-

gerte Übertritt von (makro)molekularen Antigenen über die gestörte Darmbarriere triggert eine 

Immunantwort und es kommt lokal zur Ausschüttung von Zytokinen. Eine große Anzahl ver-

schiedenster Studien an Patientinnen und Patienten, Tiermodellen und Zellkulturen konnte 

belegen, dass insbesondere proinflammatorische Zytokine, wie zum Beispiel der Tumornek-

rosefaktor α (TNFα) selbst schädigend auf die Architektur und Funktion der Darmbarriere wir-

ken und eine Barrierestörung induzieren bzw. zusätzlich befeuern können, so dass eine Art 

Teufelskreis besteht (56). Im Folgenden sollen vier Erkrankungen vorgestellt werden, denen 

trotz unterschiedlicher Genese allen eine intestinale Barrierestörung zugrunde liegt, die mit 

einer Immunaktivierung assoziiert ist. 

Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (UC) sind chronisch entzündliche Darmerkrankungen 

(CED), die multifaktoriell bedingt sind und typischerweise mit einer Darmbarrierestörung und 

einer schweren Inflammation mit variabler Ausbreitung über die verschiedenen Abschnitte des 

Gastrointestinaltraktes einhergehen. Eine vollständige Heilung ist bisher nicht möglich, da we-

der die Ursache für die Entstehung dieser Erkrankungen noch die zugrundeliegenden Patho-

mechanismen vollständig verstanden sind. Der TER der Kolonmukosa ist bei beiden Krank-

heitsformen reduziert und die Permeabilität für Markermoleküle unterschiedlicher Größe er-

höht (57-60). Die Barrierestörung bei MC-Patientinnen und -Patienten ist durch eine verstärkte 

Expression des Kationen- und Wasserkanals Claudin-2, eine verminderte Expression von Oc-

cludin und Claudin-3 sowie durch eine verminderte Expression und Umverteilung von Claudin-

5 und -8 gekennzeichnet (59). Bei der UC sind die Claudine 1 und 4 sowie Occludin (40) und 

Tricellulin (60) im Darmepithel vermindert exprimiert, während das Level von Claudin-2 wie bei 

MC erhöht ist (40). Analysen der TJ-Ultrastruktur in sigmoidalen Biopsien von Patientinnen 

und Patienten mit MC als auch UC zeigen zudem eine verringerte Anzahl an TJ-Strängen, 

eine verminderte Tiefe des TJ-Maschenwerks und beim MC auch eine Zunahme von TJ-
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Strangbrüchen, was insgesamt auf eine reduzierte Komplexität der TJ schließen lässt (58, 59). 

Bei beiden CED-Formen treten vermehrt Apoptosen im Darmepithel auf (59, 61), bei der UC 

zusätzlich noch Mikroerosionen und Ulzerationen (61).  

Die chronische bzw. in rezidivierenden Schüben auftretende Entzündung des Darmepithels 

wird durch eine gesteigerte Expression und Aktivität von proinflammatorischen Zytokinen ge-

triggert. Primär liegen beiden Krankheitsbildern unterschiedliche T-Zellantworten zu Grunde. 

Beim MC kommt es hauptsächlich zu einer Th1/Th17-Antwort, bei der vorwiegend Interferon 

 (IFN), Interleukin (IL)-12 und -23 eine Rolle spielen. Bei der UC herrscht hingegen eine Th2-

ähnliche Antwort vor, bei der IL-13 durch Natürliche Killer-T-Zellen produziert wird. Darüber 

hinaus ist sowohl beim MC als auch bei der UC TNFα eines der vorherrschenden Zytokine, 

das sekundär als Antwort auf die primäre Th1/Th17 bzw. Th2-ähnliche Antwort ausgeschüttet 

wird (62, 63). Insbesondere die Wirkung von TNFα, INF und IL-13 auf die epitheliale Barrie-

refunktion ist mittlerweile gut untersucht. Sowohl in Zellmodellen als auch im Tiermodell konnte 

bestätigt werden, dass diese proinflammatorischen Zytokine vergleichbare Barrieredefekte in-

duzieren, wie sie bei CED-Patientinnen und -Patienten zu beobachten sind. Elektronenmikro-

skopische Gefrierbruchanalysen der Kolonkarzinomzelllinie HT-29/B6 zeigen, dass TNFα die 

Anzahl von TJ-Strängen und die Tiefe des TJ-Maschenwerks deutlich reduziert (58, 64). TNFα 

stimuliert in diesem Zellmodell die Expression des kanalbildenden Claudin-2 über die Aktivie-

rung der Phosphatidylinositol-3-kinase (65) und induziert eine Umverteilung des abdichtenden 

Claudin-1 in subapikale Kompartimente (66). Am Rattenkolon bewirken TNFα und INF in 

Kombination eine Hochregulation von Claudin-2 und eine Expressionsreduktion von Claudin-

1, -5 und -7 (67). Darüber hinaus induziert TNFα Epithelzellapoptosen (68, 69). In einer Studie 

an humanen Biopsien von MC-Patientinnen und -Patienten konnte bestätigt werden, dass die 

Verabreichung eines TNFα-Antikörpers eine verminderte Apoptoserate und Wiederherstellung 

der Barrierefunktion bewirkt (70). 

Auch das UC-Effektorzytokin IL-13 verursacht Apoptosen im Epithel (71) und stimuliert die 

Claudin-2-Expression (40). Zusätzlich beeinträchtigt IL-13 die Restitution des Epithels (40) und 

reduziert die Expression von Tricellulin, wobei letzteres mit einer erhöhten Makromolekülper-

meabilität einhergeht (60). 

INF induziert in Kombination mit TNF ebenfalls Zelltod in Form von Nekroptose (72). Erhöhte 

INF-Level allein bedingen eine Internalisierung von TJ-Proteinen via Endozytose (73). In T84-

Zellen verursacht INF eine Aktin-Restrukturierung, eine Verminderung des Gerüstproteins 

ZO-1 (74) und eine Internalisierung von Claudin-1 und -4, Occludin und dem Junctional Adhe-

sion Molecule-A aus der TJ (75). Diese Prozesse werden durch eine Aktivierung der GTPase 

RhoA getriggert, was wiederum zu einer gesteigerten Expression der Rho-assoziierten Kinase 

führt, die letztlich die Myosin light chain (MLC) phosphoryliert und somit aktiviert (76).  
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Bei der Graft versus Host Erkrankung (graft-versus-host disease; GvHD) kommt es nach einer 

allogenen Transplantation von Knochenmark, Blutstammzellen oder Nabelschnurblut bei 30-

60 % der Betroffenen zu einer systemischen Entzündung, die sich hauptsächlich in der Haut, 

der Leber und dem Darm manifestiert. Letzteres geht mit Übelkeit, Erbrechen, abdominalen 

Krämpfen und Diarrhöen einher. In der aktiven GvHD findet sich im Darmepithel neben dem 

histologisch bestätigten Auftreten von Kryptenabzessen (77) und Epithelzellapoptosen (77, 

78) ein reduzierter epithelialer Widerstand, eine verstärkte Expression von Claudin-2 und eine 

Umverteilung von Claudin-5 in die basolaterale Membran (78). Dieses ist höchstwahrschein-

lich ebenfalls auf die Aktivität proinflammatorischer Zytokine zurückzuführen (79, 80). Darüber 

hinaus konnte in der Kolonmukosa von Patientinnen und Patienten mit aktiver GvHD eine ge-

steigerte Transportaktivität für die makromolekulare Meerrettich-Peroxidase nachgewiesen 

werden (78). Dieses stützt wiederum die Hypothese, dass eine gesteigerte Translokation mik-

robieller Produkte oder luminaler Antigene die Immunaktivierung triggern und somit einen „Zy-

tokinsturm“ auslösen (81). 

Nach Infektion mit dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV) kommt es initial zu einer starken 

Virusreplikation und T-Zellaktivierung in der intestinalen Mukosa. Eine Infiltration von Perforin-

produzierenden CD8 Zellen (82) sowie eine lokale Ausschüttung von Zytokinen, wie TNF, IL-

4 und IL-2 (83) induzieren eine Barrierestörung, die durch ein vermehrtes Auftreten von 

Epithelzellapoptosen, eine gesteigerte Expression von Claudin-2 und eine verminderte Ex-

pression von Claudin-1 gekennzeichnet ist. Der Hypothese folgend, sind insbesondere die 

Epithelzellapoptosen von zentraler Bedeutung für die HIV-Immunpathogenese, da hierüber 

mutmaßlich eine verstärkte Translokation mikrobieller Antigene erfolgt, was zu einer systemi-

schen Immunaktivierung und Immunzelldepletion führt (84). Dieses ist letztlich ursächlich für 

die Anfälligkeit für opportunistische Infektionen und bestimmte Tumore. So gibt der Nachweis 

erhöhter Lipopolysaccharid (LPS)-Level im Serum HIV-positiver Patientinnen und Patienten 

Anlass zu der Annahme, dass es hier möglicherweise zu einem verstärkten Übertritt von LPS 

aus dem Darmlumen in die Zirkulation kommt (84). Diese Hypothese wird durch weitere Stu-

dien gestützt, die zeigen, dass eine suppressive antivirale Therapie bei HIV-positiven Patien-

tinnen und Patienten zu einer Verminderung der LPS-Level im Serum sowie zu einer Norma-

lisierung der mukosalen Zytokinlevel und Barrierefunktion führt (83). 

Der Zusammenhang zwischen einer gestörten Darmbarrierefunktion und einer Immunaktivie-

rung lässt sich auch bei dem klinischen Bild des postoperativen Ileus beobachten. Ein posto-

perativer Ileus tritt nach ca. 10-30 % aller viszeralchirurgischen Interventionen auf und ist initial 

durch eine neuronal vermittelte Inhibition der gastrointestinalen Motilität und eine Passagestö-

rung gekennzeichnet (85). Dieses geht mit einer gesteigerten mukosalen Permeabilität für ver-

schieden große Markermoleküle einher (86), auf die eine Entzündungsreaktion folgt, die durch 

das Einwandern von Leukozyten in die Tunica muscularis gekennzeichnet ist. Auch hier wird 
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davon ausgegangen, dass ein vermehrter Übertritt von Antigenen über die lecke Darmmukosa 

zur Immunaktivierung führt (87). So zeigen Untersuchungen in einem Mausmodell des posto-

perativen Ileus, dass durch eine präoperative Spülung des Darms mit physiologischer Koch-

salzlösung, das heißt durch Reduktion des Darminhalts und insbesondere der mikrobiellen 

Last, eine Permeabilitätszunahme von Fluoreszein, die Expression von TNFα und das Ein-

wandern von Leukozyten in die Tunica Muskularis in der frühen Phase der Ileus-Entstehung 

inhibiert werden kann (88). 

Die hier vorgestellten Beispiele zeigen eindrücklich, dass eine entzündlich getriggerte Barrie-

restörung bei vielen verschiedenen Erkrankungen unterschiedlichster Ätiologie vorliegt und 

den Krankheitsverlauf grundlegend beeinflussen und vorantreiben kann. Prävention und Be-

handlung stellen nach wie vor große Herausforderungen dar und machen die Dringlichkeit für 

die Erforschung neuer innovativer Therapieansätze deutlich. 

1.4 Stabilisierung und Protektion der epithelialen Barrierefunktion 

Die Entschlüsselung und Charakterisierung zu Grunde liegender Pathomechanismen bilden 

die Basis zur Entwicklung neuer spezifischer therapeutischer Interventionsmöglichkeiten. Die 

beste Option, eine Barrierestörung zu beheben, ist die auslösende Krankheit selbst zu heilen. 

Da dieses jedoch nicht immer möglich ist, kann zumindest eine Stärkung oder Protektion der 

epithelialen Barriere zur Linderung beitragen. Diverse Studien der letzten Jahre zeigen, dass 

dieses zum Beispiel durch bestimmte Probiotika oder Nahrungsinhaltsstoffe gefördert werden 

kann. 

1.4.1 Modulation der intestinalen Barrierefunktion durch Probiotika 

Als Probiotikum wird allgemein ein Produkt bezeichnet, das lebende Mikroorganismen enthält 

und bei entsprechender Verabreichung eine gesundheitsfördernde Wirkung auf den Wirtsor-

ganismus ausübt (89). Der Begriff Probiotikum leitet sich aus dem griechischen „pro bios“, 

übersetzt „für das Leben“ ab. Zu den bekannten Spezies probiotischer Bakterien gehören unter 

anderem Lactobazillen, Bifidobakterien, Streptokokken und einige Escherichia coli (E. coli)-

Stämme (90). Ihre Wirkmechanismen sind vielgestaltig. Durch Produktion bzw. Stimulation 

antibakterieller oder zytoprotektiver Substanzen können sie immunmodulatorisch wirken, Pa-

thogene direkt bekämpfen oder die Zusammensetzung der TJ modifizieren (91). Probiotika 

kommen bereits seit vielen Jahren zur Prävention oder Therapie gastrointestinaler Erkrankun-

gen zum Einsatz. Das Bakterium E. coli Nissle (EcN) wurde im Jahr 1917 durch den Arzt Alfred 

Nissle entdeckt und wird heutzutage in Form des Probiotikums Mutaflor® (Ardeypharm GmbH, 

Herdecke, Germany und EcN, Cadigroup, Italien) zur Therapie gastrointestinaler Störungen 

verabreicht. In mehreren klinischen Studien konnte bestätigt werden, dass Mutaflor® den Zu-

stand der Remission bei UC-Patientinnen und Patienten genauso gut erhalten kann, wie die 

Standardtherapie mit dem Glukokortikoid Mesalazin (92). Glukokortikoide oder Zytokinantago-
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nisten kommen häufig zum Einsatz, um die intestinale Entzündungsreaktion bei CED-Erkrank-

ten zu dämpfen. Eine Therapie mit Steroiden bringt auf Dauer jedoch schwere Nebenwirkun-

gen mit sich und der Einsatz von Zytokinantagonisten ist sehr teuer. 

Verschiedene Studien haben sich mit der Identifikation und Charakterisierung der Wirkmecha-

nismen von EcN beschäftigt. So konnte gezeigt werden, dass EcN die Invasion von pathoge-

nen Mikroorganismen, wie Salmonella typhimurium, Shigella flexneri oder Y. enterocolitica in 

Darmepithelzellen hemmen kann (93). EcN wirkt immunmodulatorisch und stimuliert die Ex-

pression des antimikrobiellen Peptids -Defensin-2 (94), dessen Expression insbesondere bei 

Betroffenen mit MC reduziert ist (95) und hat einen regulatorischen Einfluss auf bestimmte, für 

die Entzündungsantwort relevante microRNAs (96, 97). In einer 2014 publizierten Studie 

wurde EcN zur Erzeugung eines transgenen Probiotikums genutzt, welches das immunmodu-

latorische Nematodenprotein Cystatin exprimierte und sezernierte. Untersuchungen zeigten, 

dass dieser transgene EcN-Stamm die Barrierefunktion sowohl im Zellkulturmodell als auch 

im Kolon von Ferkeln verbessert und die Entzündungsantwort im murinen Kolitis-Modell sowie 

im Darm von Absatzferkeln inhibieren kann [127]. Einige Arbeiten beschreiben eine indirekte 

Einflussnahme auf die epitheliale Barrierefunktion über die Regulation von ZO-Gerüstprotei-

nen. In T84-Zellen stimuliert EcN die Expression des Gerüstproteins ZO-2 und des Desmoso-

men-Proteins Pinin und hemmt eine durch Enteropathogene E. coli-induzierte Umverteilung 

von ZO-2 (98). Im Kolitis-Mausmodell stimuliert EcN hingegen die Expression von ZO-1 (99). 

Trotz intensiver Forschung sind die barriereprotektiven und stabilisierenden Mechanismen des 

EcN nicht abschließend verstanden. Insbesondere sind die verantwortlichen bakteriellen Fak-

toren bisher nicht identifiziert. 

1.4.2 Wirkung von Nahrungsinhaltsstoffen auf die intestinale Barrierefunktion 

Nahrungsinhaltsstoffe passieren täglich den menschlichen Gastrointestinaltrakt, werden hier 

weiter enzymatisch gespalten, mikrobiell umgesetzt und über erleichterte Diffusion oder aktive 

Transportprozesse aus dem Darmlumen aufgenommen. Das heißt, Nahrungsinhaltsstoffe und 

ihre Metaboliten treten in direkten Kontakt mit den Epithelzellen und haben somit das Potential 

direkt auf die Barrierefunktion zu wirken. 

Milch enthält verschiedene Proteinfraktionen, vor allem Molkeproteine und Casein, aber auch 

Wachstumsfaktoren, Zytokine und Immunglobuline, die für die frühkindliche Entwicklung des 

Darms und die Reifung des Immunsystems relevant sind (100). Ihre Wirkung auf die epitheliale 

Darmbarrierefunktion ist bisher allerdings wenig untersucht. Eine Studie an einem Kolitis-Mo-

dell der Maus beschreibt einen inhibierenden Effekt auf die Expression des INF-Rezeptors 

und eine Linderung der intestinalen Entzündung nach oraler Verabreichung eines Molkepro-

teinkonzentrats (101). Das bovine Molkeproteinkonzentrat WPC1 (whey protein concentrate 

1) und das caseinreiche Magermilchpulver NFDM (nonfat dry milk), zwei Präparationen, die 
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für die Produktion von Säuglings- und Kleinkindernahrung zum Einsatz kommen, zeigen un-

terschiedliche Effekte auf die epitheliale Barriere im Zellmodell, was auf dem unterschiedlichen 

Gehalt an Wachstumsfaktor Transforming growth factor  (TGF) beruht. Im HT-29/B6 Zell-

modell stimuliert das an TGFβ reiche WPC1 einen Widerstandsanstieg und eine Reduktion 

der Fluoreszein-Permeabilität, was mit einer Expressionszunahme von Claudin-4 einhergeht 

und erweist sich darüber hinaus gegenüber einer INF-induzierten Barrierestörung als protek-

tiv. Im Gegensatz dazu zeigt NFDM, das geringere Mengen an Molkeproteinen und TGFβ 

enthält, keine Barrierewirksamkeit (102). Verschiedene Wachstumsfaktoren sind bekannt, die 

Barriereintegrität durch Stimulation von Zellproliferation und Restitutionsprozessen zu stärken 

(103). TGFβ kommt sowohl in humaner Muttermilch als auch in Kuhmilch in hohen Konzent-

rationen vor und hat neben seinem Einfluss auf die neonatale Entwicklung und Reifung auch 

einen regulatorischen Einfluss auf Entzündungsprozesse und Reparaturprozesse im Epithel, 

kann vor Infektionen schützen und das Allergiepotential reduzieren (104). An T84-Zellen sti-

muliert TGF einen Widerstandsanstieg, eine verstärkte Expression von Claudin-1 und kann 

eine durch enterohämorrhagische E. coli induzierte Barrierestörung inhibieren (105). 

Andere Studien untersuchen die Wirksamkeit von verschiedenen Pflanzeninhaltsstoffen auf 

ihre protektiven Eigenschaften an der epithelialen Barriere. Polyphenole bilden eine große 

Gruppe mit verschieden Subgruppen bioaktiver Verbindungen, wie zum Beispiel Flavonoiden, 

Ligninen und Tanninen, die natürlicherweise in Pflanzen vorkommen. Das Flavonol Quercetin 

gehört zu den am häufigsten vorkommenden Flavonoiden und findet sich in bestimmten Obst- 

und Gemüsesorten, wie zum Beispiel Äpfeln oder Zwiebeln (106). Im Zellmodell stimuliert 

Quercetin einen dosisabgängigen TER-Anstieg, eine Permeabilitätsminderung für Natrium 

und Chlorid, und eine Expressionssteigerung von Claudin-4 (107). Untersuchungen am nati-

ven Ileum und Kolon der Ratte ex vivo in Ussing-Kammern zeigen zudem, dass Quercetin den 

durch TNFα und INF verursachten TER-Abfall und die Expressionsregulation von Claudin-2 

inhibieren kann (66). 

Auch eine Reihe anderer Pflanzeninhaltsstoffe, wie 6-Shogaol aus dem Ingwerrhizom (Zingi-

ber officinale), das Gummiharz des Myrrhenbaums (Commiphora molmol) oder das Alkaloid 

Berberin, das sich unter anderem in der Berberitze (Berberis vulgaris) oder der Orangenwurzel 

(Hydrastis canadensis) findet, zeigen ebenfalls eine antiinflammatorische Wirkung auf die 

durch TNFα induzierte Barrierestörung. Alle drei Substanzen inhibieren die durch TNFα be-

dingte Stimulation der Claudin-2-Expression und die Umverteilung von Claudin-1 aus der TJ 

im HT-29/B6 Zellmodell (66, 108, 109). Berberin und Shogaol wirken hierbei durch Inhibition 

der Phosphorylierung der Akt-Kinase und Nuclear factor kappa B (NFκB)-Signaltransduktion 

(66, 108), während Myrrhe die Expressionsregulation von Claudin-2 durch Hemmung des Sig-

nal transducer and activator of transcription 6 (STAT6) Signalweges beeinflusst (109). Diese 
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Untersuchungen zeigen eine sehr ähnliche protektive Wirkungsweise dieser Pflanzeninhalts-

stoffe auf die inflammatorisch induzierte Barrierestörung und die TJ-mediierte Barrierefunktion. 

Möglicherweise lassen sich hier grundlegende Wirkmechanismen ableiten, auf deren Basis 

eine Entwicklung neuer Interventionsmöglichkeiten oder Therapiekonzepte erfolgen könnte. 

Die Wirkung vieler Nahrungsinhaltsstoffe auf die epitheliale Barriere ist bisher jedoch noch 

kaum erforscht und ihr Potential somit nicht erkannt. 

 

1.5 Zielsetzung und Fragestellung 

Die epitheliale Darmbarriere ist fortwährend verschiedensten Reizen aus dem Darminhalt aus-

gesetzt. Diese können gegensätzliche Effekte auf die Barrierefunktion des Darmepithels aus-

üben, das heißt sie können schadhaft wirken und die Barrierefunktion stören oder aber diese 

stabilisieren bzw. schützen. Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Identifizierung und 

Charakterisierung molekularer Prozesse, die die Barrierefunktion modulieren und entweder in 

einer Barrierestörung oder aber in einer Barrierestabilisierung bzw. -protektion resultieren. Im 

Fokus stehen hierbei einerseits die molekulare Zusammensetzung und Integrität der TJ und 

andererseits die Induktion und Inhibition von Epithelzellapoptosen. Diese Aspekte werden hier 

anhand ausgewählter Stimuli im Zell- und Tiermodell untersucht. Im ersten Teil der Arbeit wer-

den Mechanismen der Barrierestörung durch zwei enteropathogene Durchfallerreger er-

forscht, der zweite Teil beschäftigt sich mit Mechanismen der Barrierestabilisierung und -pro-

tektion durch ein ausgewähltes Probiotikum und verschiedene Nahrungsinhaltsstoffe. Ziel der 

Arbeit ist es, sowohl Patho- als auch Protektionsmechanismen auf molekularer Ebene zu ent-

schlüsseln. Nur ein detailliertes Verständnis solcher Mechanismen ermöglicht eine gezielte 

Entwicklung von effektiven, innovativen Therapieansätzen und Interventionsmöglichkeiten für 

die Behandlung intestinaler oder auch systemischer Erkrankungen, die mit einer Barrierestö-

rung assoziiert sind. 

Zu den Themenkomplexen, Mechanismen der Barrierestörung bzw. Barrierestabilisierung und 

-protektion werden in dieser Arbeit die folgenden Fragestellungen untersucht: 

 

Pathomechanismen enteraler Durchfallerreger an der epithelialen Barriere (Arbeit 1 und 2) 
 

1.1  Verursacht Y. enterocolitica auch im Kolon eine Barrierestörung und durch welche mole-

kularen Mechanismen ist diese charakterisiert? (Arbeit 1) 
 

1.2  Beruht die durch den Erreger der Antibiotika-assoziierten hämorrhagischen Kolitis Kleb-

siella oxytoca induzierte Barrierestörung einzig auf der Zytotoxin-vermittelten Induktion 

von Epithelzellapoptosen oder gibt es eine zusätzliche Störung der Tight Junction-medi-

ierten Barrierefunktion? (Arbeit 2) 
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Stabilisierende und protektive Wirkung eines probiotischen Bakteriums und Nahrungsinhalts-

stoffen auf die epitheliale Barriere 
 

2.1 Welcher bakterielle Faktor des probiotischen E. coli Nissle ist für die Barrierestabilisierung 

verantwortlich und über welche Signaltransduktionsmechanismen wird dieses vermittelt? 

(Arbeit 3) 
 

2.2 Welchen Einfluss hat das in der humanen Muttermilch enthaltene Protein Lactoferrin auf 

die Barrierefunktion? Kann seine Wirkungsweise an der epithelialen Darmbarriere seinen 

Zusatz in Säuglingsnahrung rechtfertigen? (Arbeit 4) 
 

2.3 Auf welchen molekularen Wirkmechanismen beruht die mutmaßlich gesundheitsfördernde 

Wirkung des Polyphenols Punicallagin und seiner Metaboliten Ellagsäure und Urolithin A 

am Darmepithel? (Arbeit 5) 

 

Für die Untersuchungen kamen vorrangig Zellmodelle verschiedener intestinaler Zelllinien 

(T84, HT-29/B6, Caco2) zum Einsatz. Hierfür wurden die auf Filterinserts kultivierten epitheli-

alen Zellmonolayer mit den genannten enteropathogen Bakterien infiziert bzw. mit den gewähl-

ten Nahrungsinhaltsstoffen und Metaboliten inkubiert. Ein Entzündungsmodell wurde durch 

Stimulation der Zelllayer mit dem proinflammatorischen Zytokin TNF generiert. Der Einsatz 

von Tiermodellen ermöglichte eine Untersuchung der Barrierestörung auf höherer Komplexi-

tätsebene. Die Barrierefunktion der epithelialen Zelllayer bzw. die murinen oder porzinen in-

testinalen Mukosaproben wurden zur eingehenden Charakterisierung elektrophysiologischen, 

molekularbiologischen, protein-biochemischen und konfokal-mikroskopischen Untersuchun-

gen unterzogen.  
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2. Eigene Arbeiten 

2.1 Nachweis und Charakterisierung eines neuen Yersinia enterocolitica-Pathomecha-

nismus am Kolon der Maus 

Das enteropathogene Bakterium Y. enterocolitica ist ein typischer Durchfallerreger, der beim 

Menschen akute Enteritis, Enterokolitis, mesenteriale Lymphadenitis oder Ileitis (Yersiniose) 

hervorrufen kann. In Abhängigkeit von Alter und Immunstatus kann es auch zu postinfektiösen 

Erkrankungen, wie zum Beispiel einer reaktiven Arthritis kommen. Während die Pathogenität 

dieses Erregers im Ileum bereits sehr gut untersucht ist (110, 111), wurden mögliche Patho-

mechanismen im Kolon bisher nicht erforscht. 

In einer vorangegangenen Studie am Epithelmodell der Kolonkarzinomzelllinie HT-29/B6 

konnte bereits gezeigt werden, dass die durch Y. enterocolitica induzierte Barrierestörung 

durch lokale TJ-Defekte und das Auftreten von Nekrosen charakterisiert ist (49). Um diese in 

vitro beobachteten Effekte auf die TJ-mediierte Barriere in vivo zu bestätigen, wurden Mäuse 

mit dem Erreger oral infiziert und die physiologischen und molekularen Effekte am murinen 

Kolonepithel untersucht.  

Symptomatisch ging die Infektion der Mäuse mit der Ausscheidung wässriger Fäzes und ei-

nem Gewichtsverlust einher. Eine Invasion des Erregers in das Darmepithel konnte sowohl im 

Ileum als auch im Kolon spezifisch mittels Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung mikroskopisch 

nachgewiesen werden. Vermessungen von epithelialen Ileum- und Kolonproben in Ussing-

kammern ergaben eine Verminderung des TER und eine Zunahme der Fluoreszein (332 Da)-

Permeabilität. Weitere Untersuchungen mittels Western Blot und konfokaler Laserscanning-

Mikroskopie zeigten, dass dieses im Kolon mit einer verminderten Expression von Claudin-8, 

Occludin und Tricellulin und einer fokalen Umverteilung von Claudin-5 und Occludin korre-

lierte. Im Ileum wurde eine verminderte Expression von Occludin nachgewiesen. Somit konnte 

in dieser Arbeit erstmalig in vivo bestätigt werden, dass Y. enterocolitica auch das Kolonepithel 

invadiert und hier eine Barrierestörung verursacht. Die hier im Mausmodell beobachteten Pa-

thomechanismen ergänzen die Befunde aus den vorangegangenen Zellkulturstudien (49) und 

stützen die Einordnung des Diarrhömechanismus als Leckflux. Ein verstärkter Übertritt von 

Antigenen über die gestörte Darmbarriere könnte zudem ursächlich für das postinfektiöse Auf-

treten von Arthritiden sein. 
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2.2 Identifikation eines neuen Pathomechanismus von Klebsiella oxytoca 

Nach einer oralen Antibiotikatherapie mit Penicillin kann es als seltene Nebenwirkung zu einer 

segmentalen Kolitis mit blutiger Diarrhö und starken abdominellen Schmerzen kommen, die 

durch Klebsiella oxytoca (K. oxytoca) Bakterien verursacht wird, die normalerweise Teil der 

gesunden Darmflora sind (112). Diese sogenannte Antibiotika-assoziierte-hämorrhagische 

Kolitis (AAHC) stellt eine Differentialdiagnose zur Antibiotika-assoziierten Clostridioides diffi-

cile-Kolitis dar. Bisher wurde die Symptomatik auf die von K. oxytoca sezernierten Toxine Tili-

valline und Tilimycin zurückgeführt, die als starke Apoptoseinduktoren am Darmepithel wirken 

(113, 114). 

Um weitere mögliche Effekte von K. oxytoca auf die epitheliale Darmbarriere zu untersuchen, 

wurden bakterielle Kulturüberstände des Toxin-produzierenden K. oxytoca-Stamms AHC6 und 

einer isogenen Tilivalline/Tilimycin-defizienten Mutante (Mut-89) im T84-Zellmodell untersucht. 

Die Kulturüberstände beider Stämme verursachten einen Abfall des TER, eine Zunahme der 

Permeabilität für Fluoreszein (332 Da) und FITC-Dextran-4kDa sowie eine Expressionsmin-

derung und Umverteilung der abdichtenden TJ-Proteine Claudin-5 und -8 in den T84-Zelllay-

ern. Weitere konfokalmikroskopische Analysen von Kolonproben aus mit AHC6 und Mut-89 

infizierten Mäusen zeigten ebenfalls eine Umverteilung dieser beiden Claudine in den Kolon-

krypten. Somit konnte bestätigt werden, dass diese Barrieredefekte unabhängig von Tilival-

line/Tilimycin induziert wurden. Einzig eine Expressionsregulation von Claudin-1 wurde nach-

weislich durch die Toxine bedingt und konnte durch den Einsatz eines Apoptoseinhibitors ge-

blockt werden. 

Zusammenfassend wurde in dieser Studie ein neuer Pathomechanismus der AAHC identifi-

ziert und nachgewiesen, dass der Erreger K. oxytoca über zwei verschiedene Mechanismen 

eine Barrierestörung am intestinalen Epithel verursacht. Zusätzlich zu den durch die Toxine 

Tilivalline/Tilimycin stimulierten epithelialen Apoptosen, wird die Barriere durch eine gestörte 

Expression und Lokalisation von Claudin-5 und -8 geschwächt, was unabhängig von Tilival-

line/Tilimycin erfolgt. 
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2.3 Barrierestabilisierende Regulationsmechanismen des Probiotikums E. coli Nissle 

Bisherige Studien zeigen, dass E. coli Nissle (EcN), das als wirksamer Bestandteil der Präpa-

ration Mutaflor® therapeutisch verabreicht wird, immunmodulatorische Fähigkeiten aufweist 

und die Expression von ZO-Proteinen regulieren kann. Bisher war aber nicht bekannt, ob EcN 

auch durch Modulation der TJ die Barrierefunktion direkt beeinflussen und modulieren kann, 

welche Signalwege involviert sind und welcher bakterielle Faktor hierfür verantwortlich ist. 

Um diese Fragen zu klären, wurden epitheliale Zelllayer der Kolonkarzinomzelllinie HT-29/B6 

mit einer Präparation des EcN-Kulturüberstandes inkubiert. Dieses bedingte eine Zunahme 

des TER und eine parallele Abnahme der Permeabilität für Mannitol (182 Da). Zwei-Wege-

Impedanzmessungen am HT-29/B6-Modell sowie an Mukosaproben aus Schweinen, die mit 

EcN gefüttert wurden, zeigten eine Zunahme des parazellulären Widerstandes, das heißt eine 

Abdichtung der durch die TJ determinierten parazellulären Route. Durch Einsatz einer Deleti-

onsmutante konnte das TIR domain containing protein C (TcpC), das von EcN in den Kultur-

überstand sezerniert wird, als ursächlich identifiziert werden. Dieses stimulierte über eine Ak-

tivierung der PKC und der extrazellulär regulierten Kinase 1/2 (ERK1/2) eine verstärkte Ex-

pression von Claudin-14. Die abdichtende Funktion dieses Claudins wurde durch Einsatz einer 

spezifischen small interfering RNA und die Messung von Dilutionspotentialen für Natrium- und 

Chloridionen experimentell bestätigt. 

 

In dieser Studie konnte erstmalig ein direkter Einfluss von EcN auf ein TJ-Protein gezeigt wer-

den, durch den es die Barrierefunktion stärkt. Der identifizierte molekulare Wirkmechanismus 

beruht hierbei auf einer durch das bakterielle TcpC-Protein stimulierten Expression von Clau-

din-14 über Aktivierung der Kinasen PKC und ERK1/2. 
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2.4 Barriereprotektive Wirkmechanismen von Lactoferrin 

Lactoferrin ist ein Glykoprotein, das natürlicherweise in der Muttermilch vorkommt (115) und 

zur frühkindlichen Entwicklung und Gesundheit beiträgt. Ihm werden unter anderem antiin-

flammatorische, antimikrobielle und antiapoptotische Eigenschaften zugeschrieben (116). Pä-

diatrische Studien konnten zeigen, dass Lactoferrin Frühgeborene vor einer nekrotisierenden 

Enterokolitis schützt und das Wachstum pathogener Mikroorganismen einschränkt (117, 118).  

Gegenstand dieser Studie war es, einen direkten protektiven Einfluss von Lactoferrin auf eine 

inflammatorisch oder infektiös bedingte Barrierestörung am Zellmodell zu untersuchen. 

In einem HT-29/B6-Entzündungsmodell wurde eine Barrierestörung durch das proinflammato-

rische Zytokin TNFα induziert. Eine Vorbehandlung der Zelllayer mit bovinem Lactoferrin 

konnte das durch TNFα stimulierte Auftreten von Apoptosen und eine TJ-Strangreduktion ver-

hindern. Dieses spiegelte sich funktionell in einer anteiligen Inhibierung des TER-Abfalls und 

Permeabilitätszunahme von FITC-Dextran-4kDa wider. Hierbei zeigte sich, dass Lactoferrin 

ebenso effektiv wirkte, wie der pharmakologische Apoptoseinhibitor Q-VD-Oph. 

Auch im Infektionsmodell erwies sich Lactoferrin als protektiv und konnte den durch Y. 

enterocolitica induzierten TER-Abfall sowohl in HT-29/B6- als auch in T84-Zellayern partiell 

hemmen. Western Blot Analysen zeigten, dass Lactoferrin die Phosphorylierung der JNK 

durch Y. enterocolitica vollständig blockierte und eine Expressionsminderung von Claudin-8 

somit verhinderte. 

Zusammenfassend konnten in beiden Zellmodellen barriereprotektive Wirkmechanismen von 

Lactoferrin identifiziert und die Relevanz dieses Milchproteins für die gesunde frühkindliche 

Entwicklung somit bekräftigt werden. 
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2.5 Barriereprotektion durch die Punicalagin-Metaboliten Ellagsäure und Urolithin A 

Das Ellagitannin Punicalagin ist ein Polyphenol und kommt vor allem in Granatäpfeln (Punica 

granatum) vor. Extrakte und Teile dieser Frucht finden aufgrund ihrer antiinflammatorischen 

(119, 120) und antidiarrhöischen Wirkung (121) schon lange in der traditionellen bzw. alterna-

tiven Medizin Anwendung. Wissenschaftliche Studien, die die molekularen Wirkmechanismen 

der Inhaltsstoffe charakterisieren und belegen, gibt es bisher jedoch kaum. 

Dem wurde in dieser Arbeit nachgegangen und die protektiven und stabilisierenden Eigen-

schaften von Punicalagin und seinen bioaktiven Metaboliten Ellagsäure und Urolithin A an der 

epithelialen Barriere untersucht. Hierfür wurde das Caco2-Zellmodell, das Dünndarmepithelei-

genschaften aufweist und das Entzündungsmodell der Kolonkarzinomzelllinie HT-29/B6 ge-

nutzt. 

Punicalagin selbst zeigte sich in beiden Zellmodellen kaum barrierewirksam. Ellagsäure indu-

zierte hingegen einen dosisabhängigen TER-Anstieg und eine Abnahme der Fluoreszein (332 

Da)-Permeabilität in Caco-2 Zelllayern. Dieses ging mit einer über die Aktivierung der Myosin-

Light Chain Kinase 2 vermittelten Expressionsverminderung von Claudin-4, -7 und -15 einher. 

Urolithin A wiederum konnte die durch TNFα-induzierte Barrierestörung im HT-29/B6 Entzün-

dungsmodell durch Hemmung der Expressionsregulation von Claudin-1 und -2 und der Um-

verteilung von Claudin-1 aus der TJ entgegenwirken. 

Zusammenfassen ist festzuhalten, dass die Punicalagin-Metaboliten Ellagsäure und Urolithin 

A in Abhängigkeit des Zellmodells auf unterschiedliche Weise auf die intestinale Barrierefunk-

tion wirken. Ellagsäure wirkt vorrangig präventiv, in dem es die Barriere per se durch TJ-Mo-

difikation in Dünndarmzellen stärkt. Urolithin A ist wiederum gegenüber einem inflammato-

risch-induzierten Barrieredefekt im Kolonzellmodell effektiv. 
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3. Diskussion 

Die Barrierefunktion des Darmepithels spielt eine entscheidende Rolle für die Gesundheit des 

Gastrointestinaltrakts, das heißt ihr kommt eine Schlüsselfunktion bei der Entstehung und Ver-

hinderung von Krankheiten zu. Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Untersuchung und Cha-

rakterisierung von Mechanismen der Barrierestörung und -protektion. Dafür wurden einerseits 

Pathomechanismen der infektiös bedingten Barrierestörung durch zwei unterschiedliche 

Durchfallerreger charakterisiert und andererseits die stabilisierenden und protektiven Wirkme-

chanismen eines Probiotikums sowie ausgewählter Nahrungsinhaltsstoffe auf die epitheliale 

Barriere untersucht. Im direkten Vergleich lässt sich erkennen, dass Barrierestörung und Bar-

riereprotektion prinzipiell die gleichen molekularen Zielstrukturen und Mechanismen zu 

Grunde liegen. Einerseits stellt die TJ eine wesentliche Zielstruktur dar, über die der Verlust 

von Ionen und Wasser reguliert wird. Andererseits ist das Ausmaß an Epithelzellapoptosen, 

die als Eintrittspforte für immunmodulatorische Moleküle diskutiert werden, entscheidend. Das 

heißt, TJ-Modulation und Apoptoseregulation sind von zentraler Bedeutung für die Barrierein-

tegrität und stellen somit potenzielle Ziele für therapeutische Interventionen dar. 

3.1 Modulation und Regulation der Tight Junction als Mechanismus der intestinalen 

Barrierefunktion 

In dieser Arbeit wurden die Pathomechanismen von zwei bakteriellen Durchfallerregern unter-

schiedlichen Ursprungs untersucht. Während Y. enterocolitica hauptsächlich durch die Auf-

nahme von kontaminierter Nahrung oder Wasser in den Darm gelangt, kolonisiert das Bakte-

rium K. oxytoca die gesunde Darmmukosa und wird erst bei einer Störung des mikrobiellen 

Ökosystems zum Pathogen. Beide Erreger verursachen eine Störung der TJ-Integrität, was 

die epitheliale Barrierefunktion schwächt und letztlich in einer Leckflux-bedingten Diarrhö re-

sultiert. Erstmalig konnte eine Invasion von Y. enterocolitica in das Kolonepithel gezeigt und 

eine Barrierestörung in diesem Darmabschnitt nachgewiesen werden. Bisherige Untersuchun-

gen beschäftigten sich vor allem mit der Induktion von Lymphknotenabzessen (122), der Inva-

sion in M-Zellen und einer Translokation in die Peyerischen Plaques (110) im Ileum. Dieses 

steht aber vielmehr mit einer systemischen Ausbreitung von Y. enterocolitica in andere Organe 

in Zusammenhang, als mit einer tatsächlichen Barrierestörung. Die vorliegende Arbeit konnte 

somit maßgeblich zum Verständnis der Y. enterocolitica-Diarröh zugrundeliegenden Pathome-

chanismen beitragen. Neben einem Widerstandsabfall und einer Zunahme der Fluoreszein-

Permeabilität konnten eine verminderte Expression von Claudin-8, Occludin und Tricellulin und 

eine fokale Umverteilung von Claudin-5 und Occludin in der murinen Kolonmukosa nachwei-

sen werden (123). Diese Beobachtungen stimmen prinzipiell mit den Befunden einer vorange-

gangenen Zellkulturstudie überein (49). 
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Die durch K. oxytoca hervorgerufene AAHC wurde bisher auf die durch die bakteriellen Zyto-

toxine Tilivalline und Tilimycin induzierten Epithelzellapoptosen zurückgeführt (113, 114, 124). 

Die hier durchgeführten Untersuchungen im Zell- und Mausmodell konnten jedoch einen wei-

teren Pathomechanismus an der epithelialen Barriere identifizieren, der in einer Zytotoxin-un-

abhängigen Expressionsminderung und Umverteilung der abdichtenden Claudine-5 und -8 be-

steht. Der durch K. oxytoca induzierten Barrierestörung, die letztlich in der AAHC resultiert, 

liegen somit zwei verschiedene Pathomechanismen zu Grunde. Einerseits werden durch die 

Zytotoxine Apoptosen im Epithelzellverband induziert (113, 114, 124) und andererseits führen 

die Expressionsminderung und Umverteilung abdichtender Claudine in subapikale Komparti-

mente zu einer Schwächung der Barriere und einer erhöhten Durchlässigkeit für Ionen und 

Wasser (42). 

Insbesondere Claudin-8 scheint eine relevante Zielstruktur bakterieller Erreger zu sein. So 

wurde eine Regulation dieses Claudins nicht nur in den vorliegenden Arbeiten durch Y. 

enterocolitica und K. oxytoca beobachtet (42, 49, 123), sondern auch durch Arcobacter butzleri 

(125) und C. jejuni, zwei Durchfallerreger aus der Familie der Campylobacteraceaen (50). 

Weitere Veröffentlichungen zeigen, dass Claudin-8 ein Ziel bakterieller Toxine ist. So kann das 

Clostridium perfringens Enterotoxin an Claudin-8 binden (126), während die von C. jejuni se-

zernierte Serinprotease HtrA Claudin-8 spaltet (127). Eine Identifikation der Virulenzfaktoren, 

die für die durch Y. enterocolitica bzw. K. oxytoca induzierten TJ-Defekte verantwortlich sind, 

steht noch aus. 

Die Untersuchung der barriereprotektiven Mechanismen des Milchproteins Lactoferrin zeigen, 

dass die durch Y. enterocolitica im HT-29/B6 Infektionsmodell stimulierte Aktivierung der JNK 

und die damit verbundene Expressionsminderung des abdichtenden Claudin-8 (128) durch 

das Milchprotein Lactoferrin verhindert werden kann (128). Y. eterocolitica und Lactoferrin mo-

dulieren offensichtlich die Aktivität der JNK in entgegengesetzter Richtung. Dieses Beispiel 

zeigt eindrücklich die Modulation von TJ-Proteinen durch verschiedene Effektoren und ihren 

gegensätzlichen Einfluss auf die Barrierefunktion. Andere Studien beschreiben eine Hemmung 

der durch C. jejuni hervorgerufenen Barrierestörung durch die Polyphenole Resveratrol oder 

Curcumin (129, 130). Resveratrol verhindert im Zellmodell die durch C. jejuni induzierte Um-

verteilung von Claudin-5 und Occludin sowie eine Expressionsregulation von Claudin-1 und -

2 (130). 

Den enteralen Durchfallerregern stehen probiotische Bakterien, wie der hier untersuchte 

Stamm EcN gegenüber, der bereits seit vielen Jahren im Fokus der Forschung steht. Obwohl 

EcN in Form der Präparation Mutaflor® therapeutisch zum Einsatz kommt, waren bisher weder 

die bakteriellen Faktoren noch die Wirkmechanismen des EcN an der epithelialen Barriere im 

Detail bekannt. In der vorliegenden Arbeit konnten nun sowohl ein bakterieller Faktor als auch 

ein zu Grunde liegender Regulationsmechanismus in der Kolonkarzinomzelllinie HT-29/B6 
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identifiziert werden, über den EcN die Barrierefunktion stabilisiert. Das von EcN in den Kultur-

überstand sezernierte Protein TcpC stimuliert hier durch Aktivierung der PKC-ζ und der ERK 

1/2 die Expression des abdichtenden Claudin-14, was in einem TER-Anstieg und einer verrin-

gerten parazellulären Permeabilität für Mannitol resultiert [126]. Das TcpC-Protein konnte in 

dieser Arbeit als neuer wirksamer bakterieller Faktor identifiziert werden (131). Bisher war ein-

zig das Flagellenprotein FliA als immunmodulatorisch aktiver Faktor des EcN bekannt (94). 

Die durch EcN stimulierte Zunahme des TER über die Aktivierung von ERK1/2 sowie die TcpC-

induzierte Expression von Claudin-14 konnte inzwischen auch in anderen intestinalen Zellli-

nien durch andere Arbeitsgruppen bestätigt werden (132, 133). Möglicherweise gibt es noch 

einen weiteren TcpC-unabhängigen Regulationsmechanismus der Claudin-14-Expression 

durch extrazelluläre EcN-Vesikel, was allerdings bisher ausschließlich auf mRNA und nicht auf 

Proteinexpressionsebene gezeigt werden konnte (133). Diese Vesikel können auch einer 

durch EPEC induzierten Claudin-14 Expressionsminderung in T84-Zellen entgegenwirken 

(133). Die protektiven Mechanismen des EcN sind offensichtlich divers und bestehen neben 

seiner antagonistischen Wirkung auf Pathogene und seinen immunmodulatorischen Fähigkei-

ten (93, 94, 96, 134) in einer die Barrierefunktion direkt stabilisierenden- und protektiven Ex-

pressionsregulation von Claudin-14 und ZO-Proteinen (98, 99, 131). Letztendlich ist anzuneh-

men, dass die multiplen Wirkmechanismen des EcN von verschiedenen äußeren Gegeben-

heiten und Faktoren abhängen und durch die Interaktion mit den humanen Epithel- und Im-

munzellen, der Mikrobiota, verschiedenen Pathogenen sowie Stoffwechselprodukten und 

Nahrungsinhaltstoffen getriggert werden (135). 

Nahrungsinhaltsstoffe werden während des Verdauungsprozesses aus der Nahrung freige-

setzt und passieren in verschiedenen Verdauungsstufen den Gastrointestinaltrakt. So wird 

beispielsweise aus dem in Granatäpfeln (Punica granatum) enthaltenen Polyphenol Puni-

calagin im Magen durch saure Hydrolyse Ellagsäure gebildet, die dann wiederum im Darm 

durch bakterielle Spaltung zu Urolithin A und B umgesetzt wird (Abbildung 3). Das Gesund-

heitspotential des Granatapfelextrakts, das insbesondere Punicalagin und Ellagsäure enthält, 

wird gegenwärtig stark beworben und ist als Nahrungsergänzungsmittel in Form von Kapseln 

oder Saft erhältlich. Wissenschaftlich belegt ist seine Wirkung jedoch noch nicht abschließend. 

Verschiedene Studien weisen unter anderem auf antioxidative, antikanzerogene oder antiin-

flammatorische Effekte hin (121). Auch eine antidiarrohische Wirkung ist beschrieben (119, 

120), aber die zugrundeliegenden Wirkmechanismen waren bisher kaum untersucht. In der 

vorliegenden Arbeit konnte für Punicalagin selbst keine Barrierewirksamkeit im Zellmodel be-

obachtet werden (136). Ausschließlich seine Metaboliten Ellagsäure und Urolithin A zeigen 

Effekte in zwei unterschiedliche Barriere-Modellen. Während Ellagsäure die Barriere durch 

Modifikation der TJ per se stabilisiert, indem es insbesondere durch Expressionsminderung 

von Claudin-15 und Claudin-7 den Ionenfluss reduziert, wirkt Urolithin A durch Hemmung der 
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Expressionsregulation von Claudin-1 und -2 und der Umverteilung von Claudin-1 aus der TJ 

protektiv gegenüber einer durch TNF-induzierten Barrierestörung (136). Die Stimulation der 

Kolonkarzinomzelllinie HT-29/B6 mit TNF hat sich als Entzündungsmodell in der Barrierefor-

schung bewährt (66, 108, 109, 136). TNFα verursacht in diesem Modell eine Zunahme von 

Claudin-1 und des kanalbildenden Claudin-2. Trotz verstärkter Expression kann Claudin-1 

nicht funktional abdichtend agieren, da es nicht in der TJ lokalisiert ist. Offensichtlich kann 

dieser proinflammatorische Pathomechanismus durch verschiedene Nahrungsinhaltsstoffe 

gehemmt werden. Neben Urlothin A (136) können wie eingangs beschrieben auch Berberin 

(66), Shogaol (108) und Myrrhe (109), die durch TNFα-induzierten Expressionsregulation und 

Lokalisation von Claudin-1 und -2 in HT-29/B6 hemmen. Inwiefern dieser Wirkmechanismus 

auch im Tiermodell oder Menschen nachgewiesen werden kann, bleibt in nachfolgenden Stu-

dien zu untersuchen.  

3.2 Epithelzellapoptosen als Mechanismus der Barrierefunktion 

Neben der Modulation und Regulation der TJ spielt auch das Auftreten von Epithelzellapopto-

sen eine entscheidende Rolle für die Barriereintegrität. Prinzipiell werden apoptotische Löcher 

im Epithel als Eintrittspforte für Erreger oder antigene (Makro)-Moleküle wie zum Beispiel LPS 

diskutiert (84), die wiederum eine Immunaktivierung triggern können, was schließlich in dem 

eingangs beschrieben Teufelskreis mündet. Das heißt, eine Immunaktivierung führt zu einer 

verstärkten Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine, die wiederum die Barrierefunktion 

schwächen. Eine Translokation von Bakterien selbst oder ihrer LPS aus dem Darmlumen in 

die Zirkulation kann unter Umständen eine lebensbedrohliche Sepsis auslösen (137). α-Hä-

molysin produzierende E. coli induzieren zum Beispiel fokale Löcher (focal leaks) im Darme-

pithel, über die sie die Barriere überwinden (48) (138). Zytokine können die Translokation von 

Bakterien verstärken (139, 140). 

Zur Charakterisierung der Barrierepermeabilität kommen verschieden große Markermoleküle 

zum Einsatz. Kleinere Moleküle, wie 3H-Mannitol (182 Da) oder Fluoreszein (332 Da) können 

auf Grund ihrer kleinen Radien je nach Dichtigkeit noch die bizelluläre TJ passieren. Größere 

Moleküle wie das hier eingesetzte FITC-Dextran-4kDa oder auch Makromoleküle (> 10 kDa) 

können die Barriere nur über die tricelluläre TJ, Endozytoseprozesse oder apoptotische Lecks 

bzw. größere Läsionen im Epithel überwinden (24, 77, 78). 

In Folge einer Infektion mit Y. enterocolitica kommt es in Abhängigkeit vom Immunstatus und 

Alter häufiger zu postinfektiösen Erkrankungen, einschließlich reaktiver Arthritis, Entzündung 

des subkutanen Fettgewebes (Erythema nodosum) oder Uveitis (141). Dies kann mit einer 

Translokation bakterieller Antigene in die Zirkulation und Immunaktivierung in Zusammenhang 

gebracht werden. So können in der Synovialflüssigkeit von Patientinnen und Patienten mit 
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reaktiver Arthritis Yersinia-Antigene (LPS) nachgewiesen werden (142). In dem in dieser Arbeit 

untersuchten Yersinia-Mausmodell, zeigt sich eine tendenzielle Zunahme der FITC-Dextran-

4kDa-Permeabilität an der Kolonmukosa (123), was mit einer Translokation von Antigenen in 

Einklang gebracht werden kann. Dieses könnte hier auf eine verminderte Expression von Tri-

cellulin zurückgeführt werden. Eine verstärkte Apoptoseinduktion wurde im Kolonepithel der 

Maus ausgeschlossen. Im Zellmodell verursacht Y. enterocolitica allerdings Nekrosen (49). 

Auch wenn sich der Prozess der Nekrose von dem der Apoptose unterscheidet, ist anzuneh-

men, dass hier ähnlich wie bei den Apoptosen kurzzeitig Löcher im Epithel entstehen, über die 

eine Antigentranslokation möglich ist (143). Dieses wurde im Mausmodell bis her jedoch nicht 

näher untersucht. 

Die beiden K. oxytoca Toxine Tilimycin und Tilivalline sind starke Apoptoseinduktoren (113, 

114) und stimulieren die Permeabilität von FITC-Dextran-4kDa im Zellmodel signifikant (42). 

Postinfektiöse Syndrome einer K. oxytoca-Infektion sind bisher nicht bekannt bzw. untersucht. 

Ein Zusammenhang mit der Entstehung von CED durch K. oxytoca konnte allerdings ausge-

schlossen werden (144). In dem hier untersuchten T84-Zellmodell zeigt die pharmakologische 

Hemmung der Apoptose eine partielle Inhibition des durch Tilimycin- und Tilivalline induzierten 

TER-Abfalls. Auch die Toxin-Deletionsmutante verursacht einen signifikant geringeren TER-

Abfall als der Wildtyp (42). Diese Befunde veranschaulichen die Barriererelevanz von Epithel-

zellapoptosen deutlich. Darüber hinaus stehen die durch K. oxytoca-Toxine verursachten 

Epithelzellapoptosen in einem direkten Zusammenhang mit einer Expressionsminderung von 

Claudin-1 (42). Auch in anderen Arbeiten konnte ein direkter Einfluss von Epithelzellapoptosen 

auf TJ-Proteine beobachtet werden. So ist beispielsweise eine Spaltung von Occludin und der 

Gerüstproteine ZO-1 und -2 nach Apoptoseinduktion durch Staurosporin beschrieben (44). 

Eine aktuelle Arbeit zeigt, dass Occludin selbst einen regulativen Einfluss auf die Expression 

des Apoptoseenzyms Caspase-3 hat und dieser Mechanismus bei einem entzündungsbeding-

ten Verlust von Occludin einen protektiven Einfluss auf die Barriere hat (145). Das proinflam-

matorische Zytokin TNF ist ebenfalls ein bekannter Apoptoseinduktor und kann die Permea-

bilität von FITC-Dextran-4kDa steigern (128). In der HT-29/B6-Zelllinie zeigt das Zytokin neben 

seiner proapoptotischen Wirkung auch Effekte auf die Expression und Lokalisation von Clau-

din-1 und -2. Interessanterweise sind hier beide Pathomechanismen offensichtlich vollkommen 

unabhängig voneinander. Das in dieser Arbeit untersuchte Milchprotein Lactoferrin kann die 

durch TNF bedingte Apoptose vollständig inhibieren, nicht aber die Expressionsregulation 

von Claudin-1 und -2 (128). Das Punicalagin-Metabolit Urolithin A hingegen hemmt die durch 

TNF hervorgerufene Expressionsregulation und Umverteilung von Claudin-1 und -2, aber 

nicht die Apoptose (136). 

Lactoferrin hat sich in der hier untersuchten Studie als potenter Apoptoseinhibitor erwiesen.  
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Es hemmt die durch TNFα im Zellmodell induzierte Spaltung des Apoptoseenzyms Caspase-

3 und verhindert zusätzlich Effekte auf die TJ-Morphometrie. Lactoferrin wirkt hier gleicherma-

ßen potent, wie der pharmakologische Apoptoseinhibitor Q-VD-Oph. Dieses spiegelt sich in 

einem geringeren TER-Abfall und verminderter Permeabilität für Fluoreszein und FITC-

Dextran-4kDa wider. Eine antiapoptotische und antiinflammatorische Wirkung von Lactoferrin 

am Darmepithel wird auch in anderen Studien beschrieben, die eine durch bakterielle LPS 

induzierten Barrierestörung im Mausmodell bzw. in der porzinen Dündarmzellinie IPEC unter-

suchten (146, 147). Im DSS-Kolitismodel der Maus wirkt Lactoferrin ebenfalls antiinflammato-

risch und reduziert die Expression von IL-1β, IL-6 und TNF-α (148). Bisher ist Lactoferrin pri-

mär auf Grund seiner immunmodulatorischen Fähigkeiten in der Diskussion als Behand-

lungsoption bei CED [145]. Inwiefern Lactoferrin auch im menschlichen Darm die (Makro)mo-

lekültranslokation reduzieren und dieser Hypothese folgend zu einer verminderten Immunak-

tivierung beitragen kann, bleibt noch zu untersuchen. Aus den bisherigen Erkenntnissen kann 

geschlussfolgert werden, dass Lactoferrin eine besondere Rolle für die neonatale Barriere-

funktion spielt, da der Gastrointestinaltrakt bei Neugeborenen unreif ist und sich Mikrobiom 

und Immunsystem noch entwickeln müssen. Eine intakte Barrierefunktion ist hier von beson-

derer Wichtigkeit, um die Translokation von Antigenen, Allergenen oder bakteriellen Toxinen 

zu verhindern und einer Entstehung von zum Beispiel Nahrungsmittelallergien oder schlimms-

tenfalls einer nekrotisierenden Enterokolitis vorzubeugen (128). Eine enterale oder orale Supp-

lementierung von Lactoferrin in Kombination mit dem Probiotikum Lactobacillus GG kann das 

Risiko einer nekrotisierenden Enterokolitis oder Sepsis bei Frühgeborenen senken (149, 150). 

Als natürlicher Inhaltsstoff von Kolostrum und Muttermilch scheint Lactoferrin somit unverzicht-

bar und sein Zusatz in Säuglingsnahrung gerechtfertigt zu sein. 

3.3 Neue Behandlungsoptionen und alternative therapeutische Strategien 

Die beste Option eine Erkrankung zu heilen ist ihre Ursache zu beheben. Leider ist dieses 

nicht immer möglich, wie zum Beispiel bei den chronisch entzündlichen Darmerkrankungen, 

deren Ätiologie bis heute nicht vollständig verstanden ist. Die gegenwärtigen Therapieansätze 

und Behandlungsoptionen zielen hier vor allem auf die Eindämmung der Entzündungsreaktion 

ab, sind jedoch nicht immer erfolgreich und bringen häufig unerwünschte Nebenwirkungen mit 

sich. In manchen Fällen ist eine Operation zwingend notwendig, in der einzelne Abschnitte 

des Darms entfernt werden müssen. Der Leidensdruck der Betroffenen ist sehr hoch und die 

Notwendigkeit für neue bzw. alternative Therapieansätze somit gegeben. 

Ziel ist es bei Erkrankungen, die mit einer inflammatorisch assoziierten Barrierestörung ein-

hergehen, wie CED, HIV oder GvHD, durch Stärkung oder Protektion der intestinalen Barrie-

refunktion, die Immunaktivierung einzudämmen und darüber eine Linderung akuter Symptome 

zu erreichen. Bei einer bakteriell verursachten Barrierestörung kann durch Stärkung der Bar 
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rierefunktion der Wasser- und Elektrolytverlust (Diarrhö) eingedämmt und das Risiko für die 

Entstehung postinfektiöser Erkrankungen, wie zum Beispiel eines Reizdarmsyndroms, ge-

senkt werden (151). Insbesondere für kleine Kinder scheint der Aspekt der Eindämmung von 

Wasser- und Elektrolytverlust evident, da diese wesentlich schneller dehydrieren als Erwach-

sene. Eine im Jahr 2017 publizierte Studie zeigt hingegen, dass eine durch das Bakterium 

Citrobacter rodentium stimulierte Expressionszunahme von Claudin-2 im Mausmodell wesent-

lich für den Diarrhöprozess und eine damit einhergehende Auswaschung des Erregers ist. Im 

Vergleich zum Wildtyp zeigen Claudin-2-defiziente Mäuse hier einen deutlich schwereren 

Krankheitsverlauf, mit höheren Zytokinleveln, einer größeren Gewebeschädigung, einer ver-

stärkten mukosalen Kolonialisierung durch den Erreger und einer längeren Ausscheidungs-

phase. Hieraus lässt sich ableiten, dass die Diarrhö ggf. als Protektionsmechanismus fungiert, 

der der Auswaschung des Erregers dient und vor einem verlängerten Krankheitsverlauf 

schützt (152). Inwiefern dieses auch auf die durch Y. enterocolitica oder K. oxytoca induzierte 

Diarrhö zutrifft, ist bisher nicht untersucht. 

Im Hinblick auf eine therapeutische Intervention sollte in jedem Fall abgewogen werden und 

zwischen einer inflammatorisch und einer bakteriell induzierten Barrierestörung unterschieden 

werden. Bakteriell hervorgerufene Diarrhöen sind häufig innerhalb weniger Tage selbstlimitie-

rend, während bei den CED Durchfälle in immer wiederkehrenden Schüben auftreten und oft 

auch blutig sind, was auf Gewebeschädigungen hindeutet. Darüber hinaus haben insbeson-

dere UC-Patientinnen und Patienten ein erhöhtes Risiko an einem Kolonkarzinom zu erkran-

ken (153), wobei das Risiko mit zunehmender Dauer der Erkrankung und mit dem Ausmaß 

der Inflammation steigt (154, 155). Die Erforschung alternativer Therapiekonzepte sollte somit 

immer krankheitsspezifisch erfolgen und erfordert zudem eine Erprobung und sichere Evalua-

tion in verschiedenen Modellen. 

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Barrierestörung und -protektion prinzipiell auf den gleichen 

Grundmechanismen basieren, nämlich TJ-Modulation und Apoptoseregulation. Die Unter-

schiede liegen jedoch im Detail und variieren mit den verschiedenen Stimuli. Während die 

Apoptoseregulation unterschiedlich stark ausgeprägt sein kann, ist die TJ-Modulation sehr 

vielgestaltig und verschiedene Stimuli haben diverse Effekte auf unterschiedliche TJ-Proteine. 

Während das Zytokin TNFα insbesondere die Expression und Lokalisation von Claudin-1 und 

-2 beeinflusst, sind in den bakteriellen Infektionsmodellen mit Y. enterocolitica und K. oxytoca 

Claudin-8 und/ oder -5 betroffen. Das heißt, jede Barrierestörung hat ihre eigenen Charakte-

ristika. Gleichermaßen verhält es sich mit den barrierestabilsierenden Mechanismen. Während 

EcN die Expression des abdichtenden Claudin-14 stimuliert, stabilisiert Ellagsäure die Barriere 

durch verminderte Expression von kanalbildenden TJ-Proteinen, wie Claudin-7 und -15. Die-

ses hat auch Konsequenzen für die Übertragbarkeit von Forschungsergebnissen von einem 

Modell auf ein anderes. Insbesondere Zellkulturmodelle stellen sehr isolierte Systeme dar, mit 
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denen zwar Fragestellungen auf molekularer Ebene präzise untersucht werden können, denen 

aber die Komplexität des Gesamtorganismus fehlt. Tiermodelle eigenen sich hier besser, um 

eine Fragestellung auf dem Hintergrunde der Komplexität des Gesamtorganismus zu untersu-

chen und den Einfluss des Immunsystems, der Mikrobiota, des Nervensystems usw. zu be-

rücksichtigen. Aber auch hier darf nicht außer Acht gelassen werden, dass es sich um Modelle 

handelt. Beispielweise stellt die mit Dextran-Natriumsulfat induzierte Kolitis ein etabliertes 

murines CED-Modell dar. Tatsächlich unterscheiden sich die Mechanismen der Barrierestö-

rung in diesem Modell aber von denen in CED-Patientinnen und -Patienten (156).  

Auch die Speziesdiversität sollte bei der Modellwahl berücksichtig werden. Möglicherweise 

eigenen sich bestimmte Nagermodelle nicht für die Untersuchung eines bestimmten Nah-

rungsinhaltsstoffs, wenn dieser nicht zum spezifischen Nahrungsspektrum dieser Tierart ge-

hört. Speziesbedingte Unterschiede sind nicht auszuschließen. 

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Erforschung von Nahrungsinhaltstoffen ist die Bioverfüg-

barkeit. Untersuchungen zeigen, dass beim Erwachsenen mehr als 60 % eines verabreichten 

bovinen Lactoferrins die Magenpassage überstehen (157). Die Magenpassage allein sagt aber 

noch wenig über die tatsächliche Aufnahme von Lactoferrin aus, was hauptsächlich im Darm 

durch Bindung an Lactoferrin-Rezeptoren auf Enterozyten erfolgt (158). Während bei Kindern 

humanes Lacoferrin in signifikanten Mengen im Stuhl nachgewiesen werden kann (159), steigt 

die Fähigkeit dieses Protein zu verdauen bzw. aufzunehmen mit zunehmendem Alter (157). 

Auch Ellagsäure und Urolithin A zeigen sich wirksam in Kolitismodellen der Maus oder Ratte 

(160-163). Während Urolithin A im Entzündungsmodell der Kolonkarzinomzellline HT-29/B6 

protektiv ist, wirkt Ellagsäure vor allem in der Caco-2 Zelllinie, die zwar ursprünglich eine Ko-

lonkarzinomzelllinie ist, aber nachweislich Dünndarmeigenschaften aufweist (164). Diese un-

terschiedlichen Befunde und Wirkungsweisen sind möglicherweise auf die unterschiedlichen 

Entstehungsorte von Ellagsäure und Urolithin A im Verdauungstrakt zurückzuführen (Abbil-

dung 3). Neben dem Prozess der Verstoffwechselung und dem Wirkungsort von Nahrungsin-

haltsstoffen sind auch eine adäquate Konzentration und eine lokale Bioverfügbarkeit relevant. 

In den hier untersuchten Zellmodellen wurden alle zu untersuchenden Substanzen (Lacotofer-

rin, Ellagsäure, Urolithin A) stets von apikal und basolateral verabreicht, um osmotische Ef-

fekte zu vermeiden. Einzelne, nicht veröffentlichte Versuche zeigen jedoch, dass ihre Wirkung 

insbesondere von einer basolateralen Applikation abhängig ist. Somit bleibt zu vermuten, dass 

auch im menschlichen Körper zuerst eine Aufnahme dieser Nahrungsinhaltsstoffe bzw. Meta-

boliten in die Zirkulation erfolgt und diese dann von basolateral mit den Epithelzellen intera-

gieren. Auch eine direkte Translokation über Defekte (z.B. Apoptosen) in der Darmbarriere ist 

denkbar, zum Beispiel im Falle von Lactoferrin. 
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Abbildung 3: Chemische Strukturen, Entstehung und Wirkungsorte der Punicalagin-Metaboliten Ellagsäure 

und Urolithin A. Das vor allem in Granatäpfeln enthaltende Punicalagin zerfällt im Magen durch saure Hydrolyse 

zu Ellagsäure. Diese gelangt in den Dünndarm und wird im Dickdarm durch die intestinale Mikrobiota unter anderem 

zu Urolithin A verstoffwechselt. (Bildnachweise: Grantapfel (161), Organe: www.medicalgraphics.de/kostenlose-

bilder/search.html; Stand 08.09.2022) 

 

Die Aspekte der Modellwahl und Bioverfügbarkeit sollten bei der Untersuchung und Erprobung 

neuer Therapieoptionen unbedingt berücksichtigt werden. Grundlagenforschung an Zell- und 

Tiermodellen ist unumgänglich notwendig, um neue Therapieoptionen zu erforschen und aus-

schlaggebend für ihre Entwicklung. Ihre Effektivität und sichere Anwendung bleiben aber zu-

letzt in gut kontrollierten klinischen Studien zu bestätigen. 

4. Zusammenfassung 

Das Epithel der Darmmukosa wird durch eine einzelne Schicht von Enterozyten gebildet, die 

apikal durch die TJ miteinander verbunden sind. Diverse Studien zeigen, dass eine Störung 

der TJ-Integrität sowie ein vermehrtes Auftreten von Epithelzellapoptosen zu einer Barriere-

störung führen, die durch einen verminderten transepithelialen Widerstand und eine erhöhte 

Molekülpermeabilität gekennzeichnet ist. Dieses lässt sich bei verschiedensten intestinalen 

und systemischen Erkrankungen, die mit einer intestinalen Barrierestörung einhergehen, be-

obachten. Aus der Barrieredysfunktion resultieren ein verstärkter Verlust von Ionen und Was-

ser (Diarrhö) und eine gesteigerte Translokation von Allergenen, Antigenen und anderen No-

xen, die wiederum eine Immunaktivierung und Entzündungsreaktion triggern können. Insbe-

sondere die Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine, wie zum Beispiel TNF oder IL-13, 
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hat eine Verstärkung des Barrieredefekts zur Folge, da diese ebenfalls modulatorisch auf die 

TJ wirken und Epithelzellapoptosen induzieren können.  

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Entschlüsselung und Charakterisierung von 

Pathomechanismen der Barrierestörung einerseits und mit protektiven Mechanismen, die die 

Barrierefunktion schützen und stärken können andererseits. Die Identifizierung und moleku-

lare Erforschung solcher Mechanismen bildet die Basis, auf der potenziell die Entwicklung 

neuer, effektiver therapeutischer oder präventiver Interventionen zur Behandlung von Erkran-

kungen, die mit einer Barrierestörung verknüpft sind, erfolgen kann. 

Im ersten Teil werden Pathomechanismen der bakteriell induzierten Barrierestörung analy-

siert. Untersuchungen in einem murinen Infektionsmodell charakterisieren erstmalig einen Pa-

thomechanismus des Durchfallerregers Y. enterocolitica im Kolon. Das Bakterium verursacht 

hier eine Barrierestörung, die auf einer Expressionsminderung der TJ-Proteine Claudin-8, Oc-

cludin und Tricellulin und einer fokalen Umverteilung von Claudin-5 und Occludin aus der TJ 

basiert (123). Auch für K. oxytoca, den Erreger der AAHC, kann im Zell- und Mausmodell eine 

verminderte Expression und Umverteilung von Claudin-5 und -8 sowie eine Apoptose-abhän-

gige Expressionsminderung von Claudin-1 nachgewiesen werden. Dieser neu identifizierte 

Pathomechanismus trägt, zusammen mit der bereits bekannten Induktion von Epithel-

zellapoptosen (113, 114), zur Barrierestörung und Diarrhöentstehung der AAHC bei (42). Dem 

gegenüber steht im zweiten Teil die Analyse protektiver Mechanismen an der epithelialen Bar-

riere durch das Probiotikum EcN, dem Milchprotein Lactoferrin und den Punicallagin-Metabo-

liten Ellagsäure und Urolithin A. Die Untersuchungen identifizieren das von EcN in den Kultur-

überstand sezernierte Protein TcpC, das über die Aktivierung der Signalkinasen PKC und 

ERK1/2 eine Expressionszunahme des abdichtenden Claudin-14 stimuliert und somit die Bar-

riere stärkt (131). Lactoferrin zeigt sich einerseits wirksam gegenüber der durch Y. enterocoli-

tica hervorgerufenen Barrierestörung, wobei es die durch den Erreger stimulierte Phosphory-

lierung der JNK hemmt und somit die Expressionsminderung des abdichtenden Caudin-8 ver-

hindert. Andererseits hemmt Lactoferrin durch das proinflammatorische Zytokin TNFα indu-

zierte Epithelzellapoptosen (128). Urolithin A inhibiert hingegen die durch TNFα stimulierte 

Expressionsregulation und Umverteilung der Claudine 1 und 2, wohingegen Ellagsäure die 

Barrierefunktion per se über eine MLCK-abhängige Expressionsregulation von Claudin-4, -7 

und -15 stabilisiert (136). Abbildung 4 gibt eine Übersicht, über die in dieser Arbeit diskutierten 

Patho- und Wirkmechanismen. 

  



86 
 

 

 
 

 
 

Abbildung 4: Zusammenfassung der in dieser Arbeit untersuchten Stimuli und ihrer Patho- und Wirkme-

chanismen an der epithelialen Barriere. Das von dem probiotischen Bakterium E. coli Nissle sezernierte TcpC-

Protein aktiviert die Kinasen PKC und ERK1/2 und stimuliert darüber eine Expressionszunahme von Claudin-14, 

das zu einer Abdichtung der Barriere führt. Der Durchfallerreger Y. enterocolitica induziert eine Umverteilung von 

Claudin-5 und Occludin und vermindert die Expression von Claudin-8, Occludin und Tricellulin, wobei die Expres-

sionsregulation von Claudin-8 über eine Aktivierung der JNK erfolgt. Die Aktivierung der JNK durch Y. enterocolitica 

kann durch das Milchprotein Lactoferrin gehemmt und somit die Expressionsminderung von Claudin-8 verhindert 

werden. Darüber hinaus inhibiert Lactoferrin Epithelzellapoptosen, die durch das Zytokin TNF verursacht werden 

und den ungehinderten Übertritt von Antigenen und Noxen erlauben. Bei einem Ungleichgewicht der Mikrobiota 

kann es zu einem überschießenden Wachstum von K. oxytoca-Bakterien kommen, deren Zytotoxine Tilivalline und 

Tilimycin ebenfalls Epithelzellapoptosen stimulieren (113, 114). Dieses steht in direktem Zusammenhang mit einer 

verminderten Expression von Claudin-1. Zudem verursacht der Erreger eine Zytotoxin-unabhängige Expressions-

minderung und Umverteilung von Claudin-5 und -8. Ellagsäure und Urolithin A sind Metaboliten des Polyphenols 

Punicalagin. Urolithin A hemmt die durch TNF induzierte Expressionsregulation und Umverteilung von Claudin-1 

und -2. Ellagsäure dichtet die Barriere durch Expressionsregulation von Claudin-4, -7 und -15 ab, was über eine 

Aktivierung der MLCK erfolgt. 
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Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen, dass die epitheliale TJ sowie die Regulation 

von Epithelzellapoptosen zentrale Angriffspunkte sowohl für Barrierestörung als auch für Bar-

rierestabilisierung und/ oder -protektion darstellen. Das Ausmaß und die Spezifität der Expres-

sionsregulation und Lokalisation distinkter TJ-Proteine bzw. das Ausmaß der Apoptoseregu-

lation ist, in Abhängigkeit des jeweiligen Stimulus, verschieden und wird darüber hinaus durch 

dessen Bioverfügbarkeit und/oder den Wirkungsort mitbestimmt. 
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