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1. Einleitung 

1.1. Prävalenz, Pathogenese und Ursachen der nicht-alkoholbedingten 

Fettlebererkrankung 
Prävalenz und Pathogenese der nicht-alkoholbedingten Fettlebererkrankung 

Die weltweit hohe Prävalenz von Übergewicht und Adipositas führte dazu, dass seit 1980 

das Auftreten der Nicht-alkoholbedingten Fettlebererkrankung (engl.: non-alcoholic-

fatty-liver disease = NAFLD) rapide gestiegen ist [1]. Global gesehen wird die Prävalenz 

der NAFLD auf etwa 25% geschätzt, womit sie zu der häufigsten Lebererkrankung weltweit 

zählt [2]. 

Definiert wird die NAFLD als Anreicherung von Leberfett wovon über 5% der Hepatozyten 

betroffen sind, und unter Ausschluss eines signifikanten Alkoholkonsum (bei Männern 

weniger als 20g pro Tag, bei Frauen weniger als 10g pro Tag), einer Virusinfektion, oder 

einer anderen spezifischen Ätiologie einer Lebererkrankung [3]. 

Die NAFLD umfasst ein pathologisches Krankheitsspektrum, das über eine Steatose, 

Steatohepatitis, Steatohepatitis mit Fibrose, Zirrhose bis hin zu einem hepatozellulären 

Karzinom reicht [4]. Die Steatohepatitis (engl.: non-alcoholic steatohepatitis = NASH) 

selbst kann nur durch eine Leberbiopsie am eindeutigsten diagnostiziert werden [5]. Bei 

dieser reversiblen Form der Leberschädigung sind wesentliche pathologische 

Mechanismen, wie die Fettakkumulierung und eine gleichzeitige Degeneration der 

Hepatozyten, erkennbar [6]. Außerdem entsteht vermehrt oxidativer Stress, womit eine 

entzündliche Reaktion einhergeht, welche insbesondere in den Makrophagen sichtbar ist 

[6]. Schreitet die Steatohepatitis zur Fibrose voran, kommt es zu narbigen 

Bindegewebsvermehrungen im Lebergewebe, wodurch die Funktion der Leber weiter 

eingeschränkt wird [2, 5]. Mit jedem Stadium steigt auch das Risiko für die Entstehung 

eines hepatozellulären Karzinom (engl.: hepatocellular carcinoma = HCC) [4]. Abbildung 1 

soll hierzu veranschaulichen, wie die einzelnen Stadien der NAFLD zusammenhängen und 

deren Progression darstellen.  
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der verschiedenen Stadien der NAFLD-Erkrankung 

(modifiziert nach [7]). Die nicht-alkoholbedingte Fettleber schreitet langsamer und seltener zu 
höhergradigen NAFLD Stadien voran. Besteht jedoch bereits eine Steatohepatitis, so kommt es oft 
zu schwereren und schnelleren Progressionen. Bei der Steatohepatitis handelt es sich um ein 

reversibles Stadium [7]. 

 

Risikofaktoren der NAFLD 

In Europa sind mehr als 50% der Erwachsenen von Übergewicht oder Fettleibigkeit 

betroffen, was den größten Risikofaktor für die NAFLD Entstehung darstellt [3]. Daten 

zeigen eine weiter steigende Prävalenz, weswegen die Prävention dieser Risikofaktoren 

in Zukunft ein wesentliches Ziel der öffentlichen Gesundheit ist [3]. 

Das Risiko der Progression von einer Steatose zur Steatohepatitis hängt von vielen 

Faktoren ab, wie zum Beispiel dem Lebensstil des Patienten, genetischen Faktoren, aber 

auch das Vorhandensein des metabolischen Syndroms stellt einen großen Risikofaktor dar 

[5]. Personen, die an Diabetes mellitus Typ 2 leiden, haben ein deutlich höheres Risiko für 

das Fortschreiten der NAFLD als Personen ohne Insulinresistenz [8]. Eine Insulinresistenz 

führt dazu, dass es in der Leber zu einer erhöhten Insulinexposition kommt. Studien haben 

gezeigt, dass die Hyperinsulinämie die Fettsäureaufnahme stimuliert und es dadurch zu 

einer erhöhten Triglyceridsynthese in der Leber kommt [9].  Für eine Dysbalance im 

Fettsäurestoffwechsel wurde gezeigt, dass sie die Entwicklung und Progression der NAFLD 
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begünstigt [10]. Diabetes mellitus Typ 2 wirkt sich auch in den fortgeschrittenen Stadien 

der NAFLD negativ aus. Studien konnten einen Zusammenhang zwischen der 

Diabetesprävalenz und dem Fortschreiten zu einem HCC feststellen [11].   

Studien weisen darauf hin, dass die Ernährung ein wichtiger Faktor in der Entwicklung der 

NALFD ist und auch mit dem Fortschreiten zur NASH in Verbindung steht. Der 

Zusammenhang ist relativ komplex und geht über die Gesamtenergiezufuhr hinaus. Eine 

westliche Ernährung die reich an Fett, Cholesterin und Zucker ist, wird häufig bei NAFLD 

Patienten beobachtet [12, 13].   Häufig konsumieren NAFLD Patienten auch geringe 

Mengen an Milch- und Vollkornprodukten sowie geringe Mengen von Gemüse [14].   Ein 

Bewegungsmangel und ein hoher Konsum von Fleisch, Fett und Süßwaren führt häufig zu 

einer zu hohen Kalorienzufuhr, was die NAFLD Entstehung begünstigen kann [14].    Vor 

allem Fruktose scheint einen wesentlichen Einfluss bei der Entstehung der NAFLD zu 

spielen, und konnte in Tierexperimentellen Studien und Humanstudien mit der 

Entstehung und Progression der NAFLD in Zusammenhang gebracht werden [15, 16, 17].  

Nach derzeitigem Wissensstand gibt es keinen spezifisch medikamentösen 

Therapieansatz zur Behandlung der NAFLD [5].    Der primäre Ansatz konzentriert sich auf 

der Kontrolle der zugrunde liegenden Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, 

Hyperlipidämie, Fettleibigkeit und anderen Komorbiditäten. Änderungen des Lebensstils, 

durch eine Modifikation der Ernährung und körperlicher Aktivität, haben sich als 

etablierte Therapiestrategien herausgestellt [18]. Darüber hinaus ist bekannt, dass ein 

signifikanter Gewichtsverlust, unabhängig vom zugrunde liegenden Mechanismus, sich 

positiv auf die NASH auswirkt, wobei ein anhaltender Gewichtsverlust von 10% mit einer 

Verringerung der Leberschädigung verbunden ist [19, 20]. Ein besseres Verständnis der 

zugrundeliegenden molekularen Mechanismen und insbesondere der Wirkung einzelner 

Nahrungsbestandteile wäre daher hilfreich, um neue Behandlungsstrategien zu 

entwickeln. 
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1.2. Der Darm – das Mikrobiom und die Darmbarriere  
Das Mikrobiom, der menschliche Organismus und Krankheiten 

Neben den erwähnten Risikofaktoren wie Insulinresistenz und Übergewicht scheint auch 

das Mikrobiom und die Darmbarriere bei der Entstehung der NAFLD eine entscheidende 

Rolle zu spielen [21]. Das Darmmikrobiom umfasst das kollektive Genom von etwa 100 

Billionen Mikroorganismen im Magen-Darm-Trakt, und scheint eine wichtige Rolle als 

Modulator des Gesundheitszustandes des Menschen zu spielen [22]. Die 

Zusammensetzung des Mikrobioms unterscheidet sich wesentlich zwischen Individuen 

und hängt mit zahlreichen Umwelteinflüssen und der genetischen Disposition zusammen 

[23]. Bei der Geburt hängt die mikrobielle Besiedelung sehr davon ab, ob eine natürliche 

Entbindung oder ein Kaiserschnitt stattgefunden hat [24]. Auch das Stillen hat einen 

wesentlichen Einfluss auf die Mikrobiota, und erst mit Einführung von fester Nahrung wird 

der Darm von jenen Bakterien dominiert, die für die Kohlenhydrat-, Protein-, und 

Fettverwertung notwendig sind [25]. 

Das Mikrobiom verändert sich aber nicht nur am Beginn des Lebens, sondern ist ständig 

in Interaktion mit der Umwelt und somit auch Veränderungen ausgesetzt. So sind zum 

Beispiel auch die geografische Lage und die Ethnizität nachweisliche Determinanten für 

die Vielfalt und Zusammensetzung der Mikrobiota [26]. Der wahrscheinlich größte 

Einflussfaktor ist die Ernährung. Vor allem ein hoher Verzehr von Ballaststoffen aus Obst, 

Gemüse und Getreide wird mit einer vielfältigeren Mikrobiota in Verbindung gebracht 

[27]. Stress, sowie die Einnahme von Medikamenten kann zu Veränderungen der 

Darmmikrobiota führen, wodurch es zu einer Dysregulation der intestinalen Homöostase 

kommen kann. In weiterer Folge kommt es so zu einer erhöhten Anfälligkeit für 

Krankheiten [28]. Dieses Ungleichgewicht kann zu Funktionsstörungen des intestinalen 

Immunsystems führen und wird im Kontext mit einer Vielzahl von chronisch 

entzündlichen Darmerkrankungen, wie Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa, diskutiert. 

[29]. Neuere Studien konnten auch einen Zusammenhang zwischen Veränderungen der 

Darmmikrobiotazusammensetzung und systemischen Erkrankungen wie Arthritis, 

Atherosklerose, Diabetes mellitus, Lebererkrankungen und Fettleibigkeit feststellen 

[30,31]. 
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Das Mikrobiom als Einflussfaktor auf die NAFLD 

Wie zuvor bereits erwähnt, wird der Darm von einer Vielzahl an Bakterien besiedelt. Ein 

hier herrschendes Ungleichgewicht wird als Dysbiose bezeichnet, was im Kontext mit der 

Entstehung zahlreicher Krankheiten diskutiert wird. Auch die NAFLD Entstehung steht im 

Zusammenhang mit einem gestörten Mikrobiom [32]. Eine Studie von Wang et al., 

verglich das Mikrobiom von NAFLD-Patienten mit gesunden Probanden und zeigte, dass 

NAFLD Patienten bis zu 20% mehr Bacteriodetes und bis zu 24% weniger Firmicutes 

Bakterien aufwiesen, im Vergleich zu gesunden Personen [33]. Für eine verringerte 

Prävalenz von Firmicutes wird diskutiert, dass weniger kurzkettige-Fettsäuren-

produzierende Bakterien im Darm vorhanden sind. In einer Studie von Loomba et al., 

wurde gezeigt, dass es während des Fortschreitens der NAFLD zu einer Zunahme von 

Proteobakterien und einer Abnahme von Firmicutes Bakterien kommt, was darauf 

hindeutet, dass das Darmmikrobiom auch während des Fortschreitens der NAFLD nicht 

stabil dysbiotisch ist [34]. 

 

Die intestinale Barriere als Einflussfaktor auf die NAFLD 

Häufig wird bei NAFLD Patienten nicht nur eine Dysbiose des Mikrobioms beobachtet, 

sondern auch eine erhöhte intestinale Permeabilität gemessen [35]. Studien weisen 

inzwischen darauf hin, dass Veränderungen der intestinalen Barriere direkt in der 

Entwicklung und dem Voranschreiten der NAFLD involviert sind. (siehe Abbildung 2) [36].  
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Interaktion von Darmbarriere und Leber in der 

Pathogenese der NAFLD (modifiziert nach [36]). Eine gestörte Darmbarriere geht mit einer 
erhöhten Translokation von bakteriellen Endotoxin einher. Über die Portalvene gelangt das 
bakterielle Endotoxin in die Leber und führt dort zu einer Aktivierung von Kupfferzellen. Diese 
Aktivierung induziert verschiedene Zytokine wie IL-1ß, IL-6 oder TNF-Alpha. Diese können 
Veränderungen der Hepatozyten hervorrufen und zu einer gesteigerten Lipidakkumulation in der 

Leber führen [36].        

Die intestinale Barriere ist eine komplexe Struktur welche aus mikrobiologischer, 

chemischer, physischer und immunologischer Barriere besteht. Diese Barrieren spielen 

eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Stabilität der internen und externen 

Umgebung [36]. Die gastrointestinale Schleimhaut hat die komplexe Aufgabe als 

semipermeable Barriere zu fungieren. Dabei muss die Absorption von Nährstoffen und die 

Immunerkennung ermöglicht werden und gleichzeitig der Transport von potenziell 

schädlichen Antigenen und Mikroorganismen verhindert werden [37]. Dies wird durch das 

Zusammenspiel von Strukturkomponenten und molekularen Wechselwirkungen 

ermöglicht, um die Darmintegrität und Immunhomöostase aufrechtzuerhalten [37]. 

Durch Entzündungen oder bakterielle Überbesiedelung kommt es zu einer erhöhten 

Permeabilität der Darmschleimhautbarriere wodurch Darmbakterien und deren 
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Stoffwechselprodukte in den Blutkreislauf zur Leber gelangen können [36]. Der Transport 

von Molekülen zwischen intestinalen Epithelzellen wird durch verschiedene 

Verbindungskomplexe der physischen Membran reguliert. Dieser parazelluläre Transport 

ist essenziell für eine normale Darmfunktion und weist deswegen ein hohes Maß an 

struktureller und funktioneller Spezialisierung auf [38]. Die drei wichtigsten 

membranüberspannenden Strukturen sind Tight Junctions (TJ), Adherens Junctions (AJ) 

und Desmosomen [39]. Tight Junctions liegen apikal und decken den Interzellularraum 

weitestgehend ab. Sie bestehen aus Transmembranproteinen, wie zum Beispiel Claudin, 

Occludin und aus peripheren Membranproteinen wie Zonula Occludens [40]. Adherens 

Junctions stellen zusammen mit den Desmosomen starke Haftbindungen dar, um die 

Integrität des Epithels aufrechtzuerhalten (siehe Abbildung 3) [41]. Sowohl Tight Junctions 

als auch Adherens Junctions sind mit dem Peri-Junction-Ring von Actin und Myosin 

verbunden, der die Regulation der Junctions über das Zytoskelett ermöglicht [42]. Die 

Darmbarriere sollte deshalb nicht als statische Struktur angesehen werden, sondern ist 

dynamisch und reagiert sowohl auf interne als auch auf externe Reize [42].  

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Hauptkomponenten der epithelialen interzellulären 

Verbindungen (modifiziert nach [41]). Desmosomen stellen die stärkste Verbindung zwischen 
Epithelzellen dar. Die Transmembranproteine E-Cadherin und Catenin bilden die sogenannten 
Adherens Junctions und sind für die Zell-Zell-Adhäsion und die Aufrechterhaltung der 
Zellschichtstruktur verantwortlich. Adherens Junctions sind auch an der intrazellulären 
Signalübertragung beteiligt, um die Tight-Junction Expression zu induzieren. Tight Junctions gelten 
als Hauptbarriere gegen die parazelluläre Diffusion und sind nicht direkt für die Zellschichtstruktur 

verantwortlich [41]. 
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Studien von Sellmann et al., und Brandt et al., weisen darauf hin, dass die Entstehung der 

diätinduzierten NAFLD mit einem Verlust an Tight Junction Proteinen einhergeht [16, 17]. 

Außerdem konnte gezeigt werden, dass Entzündungen der Darmschleimhaut und eine 

Zerstörung der Darmepithelbarriere zur Translokation mikrobieller Produkte und damit 

auch zur Induktion der NAFLD führen kann [16, 17]. Somit gelangen Metabolite von LPS 

über das Portalsystem zur Leber und Entzündungsfaktoren wie TNF-Alpha und Interleukin 

6 werden freigesetzt [43]. Ob Funktionsstörungen der Darmbarriere ein primärer Defekt 

beim Fortschreiten der NAFLD sind oder nicht bleibt unklar. Eine an Mäusen mit milder 

Lebersteatose durchgeführte Studie von Gäbele et al. hat gezeigt, dass durch Dextran 

Sulfat-Natrium, welches ein schädliches Mittel für die Darmbarriere darstellt, die 

Leberentzündung und Fibrose Entstehung verstärkt wurde und LPS-Spiegel im portalen 

Blut erhöht waren [44]. Eine Studie von Luther et al., ebenfalls an Mäusen durchgeführt, 

fand heraus, dass die Leberschädigung der Entwicklung von 

Darmpermeabilitätsänderungen voraus ging [45]. Wie diese Prozesse auf den Menschen 

übertragbar sind, bleibt weiterhin unklar. Jedoch scheint die NASH-Progression mit 

Veränderungen der Darmpermeabilität zusammenzuhängen und somit auch die 

Pathogenese der NAFLD entscheidend mit zu beeinflussen [46]. 

  



 

9 
 

1.3. Fragestellung und Ziel der Arbeit  
Mit einer Prävalenz von bis zu 44% in der europäischen Bevölkerung und etwa 25% in der 

nordamerikanischen Population, stellt die Nicht-alkoholbedingte Fettlebererkrankung 

inzwischen die häufigste Lebererkrankung weltweit dar [2, 3]. Molekulare Mechanismen, 

die der Entstehung unterliegen, sind trotz intensiver Forschung noch nicht vollständig 

geklärt. Aus diesem Grund sind auch die Behandlungsmöglichkeiten begrenzt und 

Therapien, die über die Veränderungen des Lebensstils und Ernährungsgewohnheiten 

hinaus gehen, sind noch nicht etabliert [47]. 

Veränderungen der Darmbarriere und des intestinalen Mikrobioms werden in 

Zusammenhang mit der Entstehung der NAFLD diskutiert. [48,49]. Die Ergebnisse 

mehrerer Studien weisen darauf hin, dass die Entstehung der NAFLD mit Veränderungen 

der intestinalen Barrierefunktion einhergehen. Dabei kommt es zur Verringerung von 

Tight Junctions Proteinen, sowie einem erhöhten LPS-Spiegel [17, 35, 50, 51, 52]. 

Die orale Gabe von Antibiotika konnte in tierexperimentellen Studien die Entstehung der 

NAFLD abmildern [16, 50, 53]. Es liegen jedoch auch gegenteilige Befunde vor [54]. 

Gründe dieser gegensätzlichen Ergebnisse sind bisher nicht geklärt. Der protektive Effekt 

ging mit weniger Endotoxin im Pfortaderblut und einer verminderten Produktion von TLR 

in der Leber einher [16, 50]. Offen ist, ob der Verlust der Darmbarrierefunktion kausal mit 

Veränderungen der intestinalen Bakterien zusammenhängt, d.h. ob auch der protektive 

Effekt von Antibiotika eher mit dem Verlust von Mikroorganismen und/oder dem Verlust 

von Mikroorganismen und einer Verbesserung der intestinalen Barriere zusammenhängt. 

Ausgehend von diesem Hintergrund, liegt die zentrale Bedeutung der vorliegenden Arbeit 

in folgender Fragestellung:  

Schützt die orale Gabe von Antibiotika vor der Entstehung der NAFLD? Und wenn ja, geht 

das mit einer Verbesserung der intestinalen Barrierefunktion einher? 
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2. Material 

2.1. Versuchstierhaltung  
Antibiotikum 

Ampicillin Natriumsalz 

Vancomycin Hydrochlorid 

Gentamycinsulfat 

Metronidazol 

 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Abcam plc, Cambridge, UK 

C57BL/6J Mäuse (männlich) Janvier S.A.S., Le-Genest-Saint-Isle, Frankreich 

Experimentalfutter 

Kontrolldiät (S0514-E772) 

Fett und Fruktosereiche-Diät 

(S0514-E761) 

SSniff Spezialdiäten GmbH, Soest, Deutschland 

Pelletfutter (V1534-300) SSniff Spezialdiäten GmbH, Soest, Deutschland 

 

 

2.2. Gewebepräparation (Einbettung und Anfertigung von Gewebeschnitten) 
Brutschrank (für Paraffin) Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, 

Deutschland 

Einbettkassetten Sanova Pharma GesmbH, Wien, Österreich 

Einbettschälchen Weckert Labortechnik, Kitzingen, Deutschland 

Einbettstation: Cryo Console, 

Dispensing Console, Thermal Console 

AP250 

Microm International GmbH, Walldorf, 

Deutschland 

Ethanol (C₂H₆O) ≥ 99,8%, vergällt Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Filterpapier (für Einbettkassetten)  MEDITE Medical GmbH, Burgdorf, Deutschland 

Formalin (4%) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Formaldehydlösung säurefrei 37%ig 

(PBS-gepuffert) 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Mikrotom Leica RM2245 Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, 

Deutschland 

Objektträger Superfrost® plus Labxperts GmbH, Klosterneuburg, Österreich 
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Paraffin – Paraplast® Plus™ Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Paraffin-Streckbad GFL 1052 LAUDA-GFL Gesellschaft für Labortechnik mbH, 

Burgwedel, Deutschland 

Roti Histol (C10 H18) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

SB Einwegklingen  Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, 

Deutschland 

Wärmeschrank – Thermo Scientific™ 

Heratherm™ Compact  

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland 

 

 

2.3. Histologische und immunhistochemische Färbungen 
Allgemeine Materialien und Geräte für Färbungen: 

Deckgläschen VWR International GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Digital Orbital Shaker Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland 

Ethanol (C₂H₆O) ≥ 99,8%, vergällt Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Entellan® VWR International GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Färbegestell Glas Sanova Pharma GesmbH, Wien, Österreich 

Färbepipette  VWR International GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Färbeschale - StainTray™ Simport Scientific Inc., Quebec, Kanada 

Färbetrog Kunststoff weiß Sanova Pharma GesmbH, Wien, Österreich 

Färbetrog Glas Sanova Pharma GesmbH, Wien, Österreich 

Fettstift – Super HT PAP Pen VWR International GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Glasstab Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Hämatoxylin Lösung, Gill No. 2 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Objektträgerhalter Kunststoff blau Sanova Pharma GesmbH, Wien, Österreich 

Roti Histol (C10 H18) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
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Hämatoxylin und Eosin (H&E) Färbung: 

Eosin Y Lösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

 

Naphthol AS-D Chloracetat Esterase – Färbung: 

Aceton (C3H6O) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Formaldehydlösung säurefrei 37%ig Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Naphthol AS-D Chloracetat Esterase Kit  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Wärmeschrank – Thermo Scientific™ 

Heratherm™ Compact  

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland  

wässriges Eindeckmedium – CC Mount Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

 

Alcianblau-PAS-Färbung: 

Alcianblau 8 GS SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

Essigsäure 100% (C2H4O2) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Perjodsäurelösung 1%  Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Schiffs-Reagenz Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

 

ZO-1 Proteinfärbung im Duodenum: 

Dako - DAB+ Chromogen  Agilent Technologies Österreich GmbH, Wien, 

Österreich 

Dako - DAB+ Substrat Puffer Agilent Technologies Österreich GmbH, Wien, 

Österreich 

Dako - Labelled Polymer HRP Anti-

Rabbit  

Agilent Technologies Österreich GmbH, Wien, 

Österreich 
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Dinatriumhydrogenphosphat (Na₂HPO₄) 

≥ 99%, wasserfrei 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Kaliumchlorid (KCl) ≥ 99,5% Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH₂PO₄) ≥ 

99%, wasserfrei 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) ≥ 99,9% Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Protease (Streptomyces griseus, P5147)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

ZO-1 Polyclonal Antibody  Invitrogen - Thermo Fisher Scientific GmbH, 

Massachusetts, USA 

 

Auswertung Färbungen: 

Mikroskop ZEISS Axiolab 5 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Göttingen, 

Deutschland 

Mikroskop Leica DM6 B Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, 

Deutschland 

Leica Application Suite X  

 

Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, 

Deutschland 

ZEN Imaging-Software Carl Zeiss Microscopy GmbH, Göttingen, 

Deutschland 

 

 

2.4. Messung der Lipidperoxidation - TBARS 
3-(N-)Morpholinopropansulfonsäure 

(MOPS) 

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

IGEPAL (C2H4O)nC14H22O)) Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) ≥ 99,9% Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumdodecylsulfat (NaC12H25SO4) 

(SDS) 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
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Phosphatase Inhibitor Cocktail II 

 

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Phosphatase Inhibitor Cocktail III Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Protease Inhibitor Cocktail I 

 

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Tetramethoxypropan (C7H16O4) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Thiobarbitursäure 0,67% (C4H4N2O2S) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Trichloressigsäure (C2HCl3O2) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

 

 

2.5. Proteinbestimmung nach Bradford  
Protein Assay Dye Reagent  Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

Albumin Fraktion V (BSA) >98% Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

 

 

2.6. RNA Isolation und quantitative mRNA Expressions Analyse 
RNA Isolation 

Chloroform (CHCl₃) ≥ 99,5% VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol (C₂H₆O) ≥ 99,8% Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Isopropanol (C₃H₈O) ≥ 99,5% Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

peqGOLD Trifast™ (Trizol) VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 

ROTIPURAN® Wasser   Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

cDNA Synthese 

AMV Reverse Transcriptase (15U) Promega Cooperation, Madison, USA 

dNTP Mix (10mM) Promega Cooperation, Madison, USA 

DLAB Mini Zentrifuge Typ D1008 DLAB Scientific Co., Ltd., Beijing, China 

LifeECO Thermal cycler Hangzhou Bioer Technology Co., Hangzhou, China 



 

15 
 

Magnesiumchlorid (MgCl₂) (25 mM) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Multiply® µStrip Pro 8-strip, 0,2 µl SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 

Random Primer  Promega Cooperation, Madison, USA 

Reverse Transkriptase Puffer Promega Cooperation, Madison, USA 

RNAsin Promega Cooperation, Madison, USA 

RNA/UV Platte Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 

ROTIPURAN® Wasser   Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

RQ1 DNase Stop Solution  Promega Cooperation, Madison, USA 

RQ1 RNase-Free DNase  Promega Cooperation, Madison, USA 

RQ1 RNase-Free DNase 10x Reaction 

Buffer  

Promega Cooperation, Madison, USA 

 

RT-qPCR 

CFX Connect™ Real- Time system Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

DLAB Mini Zentrifuge Typ D1008 DLAB Scientific Co., Ltd., Beijing, China 

Forward Primer (18S, F4/80) Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland 

Hard Shell PCR Plates 96 well Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

iTaq™ Universal SYBR® Green Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

Microseal 'B' PCR Plate Sealing Film Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

Nuclease-freies Wasser  Promega Cooperation, Madison, USA 

Reverse Primer (18S, F4/80) Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland 

 

 

2.7.Xylose Messung 
37% konzentrierte Salzsäure (HCl) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Benzoesäure (C7H6O2) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Bovines Serumalbumin (BSA) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 
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Calciumchlorid-Dihydrat (anhydrous) (CaCl2 

*2H2O) 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

D (+)-Xylose (C5H10O5) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

HEPES (PUFFERAN® ≥ 99,5%) (C8H18N2O4S) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Essigsäure 100% (C2H4O2) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

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

Deutschland 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Magnesiumsulfat (anhydrous, 99,5%) 

(MgSO4) 

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland 

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

Deutschland 

Phloroglucin-Dihydrat ≥ 98% (C6H6O3 

*2H2O) 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Phosphatgepufferte Salzlösung (DPBS) PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland 

 

 

2.8. Quantitativer Proteinnachweis – Western Blot 
Materialien und Geräte 

ChemiDoc™ Imaging Systems 

(XRS+System) 

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

Extra Thick Blot Paper Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland 

Gel Releasers Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

Impuls Schweißgerät PM-FS-200-S ALLPAX GmbH + Co. KG, Papenburg, Deutschland 

Mini-PROTEAN® Casting Stand Gaskets Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

Mini-PROTEAN® Glass Plates Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

Mini-PROTEAN® Spacer Plates (1,5mm) Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

Mini-PROTEAN® System Comb 15 well Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 
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Mini-PROTEAN® Tetra Cell Casting  

Stands & Clamps 

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

Mini-PROTEAN® Tetra Electrode 

Assembly 

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

Mini-PROTEAN® Tetra Vertical 

Electrophoresis Cell for Mini Precast 

Gels 

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

Multifunktionsrotor PS-M3D Grant Instruments Ltd, Cambridge, UK 

Orbi-Blotter™ Benchmark Scientific Inc, Sayreville, USA 

Plastikkassetten   Laborbestand 

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

PowerPac™ HC High-Current Power 

Supply 

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

Schlauchfolie zum Einschweißen ALLPAX GmbH + Co. KG, Papenburg, Deutschland 

Trans Blot Turbo Transfer System Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

 

Chemikalien 

2-ß-Mercaptoethanol (C2H6OS) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

37% konzentrierte Salzsäure (HCl) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Acrylamid/Bis (30%) (C3H5NO) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Ammoniumpersulfat (APS) ((NH4)2S2O8)  Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Bromphenolblau (C19H10Br4O5S) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Dithiothreitol (DTT 100mM) (C4H10O2S2) VWR International GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Essigsäure 100% (C2H4O2) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 
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Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 

(C10H16N2O8) 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Glycerol (C3H8O3) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

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

Deutschland 

IGEPAL (C2H4O)nC14H22O)) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

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

Deutschland 

Magermilchpulver PanReac AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Methanol (CH3OH) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

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

Deutschland 

Natriumdodecylsulfat (SDS) (NaC12H25SO4)  Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Phosphatase Inhibitor Cocktail II Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Phosphatase Inhibitor Cocktail III Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Ponceau S (C22H16N4O13S4) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Precision Plus Protein Standard Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

Primärantikörper Occludin Invitrogen - Thermo Fisher Scientific GmbH, 

Massachusetts, USA 

Primärantikörper ß-Actin Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, USA 

Protease Inhibitor Cocktail I Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Sekundärantikörper Anti-Mouse IgG (HRP-

linked) 

Cell Signaling Technology, Leiden, Niederlande 
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SuperSignal™ West Dura Extended 

Duration Substrate 

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland 

Tetramethylethylendiamin (C6H16N2) 

(TEMED) 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS 

base )(C4H11NO3)  

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Tween® 20 (C58H114O26) Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

 

2.9. Allgemeine Verbrauchsmaterialien und Geräte  
96-Well Platten BRANDplates, BRAND GmbH + Co. KG, Wertheim, 

Deutschland 

Aluminiumfolie Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Aluminiumblock (-20 °C) Laborbestand 

Bechergläser Laborbestand 

CryoCube F570h Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Falcon-Tubes (15ml, 50ml) SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 

Feinwaage VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Flockeneisbereiter EF 103 Scotsman Industries Inc., Vernon Hills, USA 

Flüssigstickstoff Air Liquide Austria GmbH, Schwechat, Österreich 

Flüssigstickstoffbehälter KGW-Isotherm Karlsruher Glastechnisches Werk 

Schieder GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Glastrichter Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Homogenisator - Potter  Laborbestand 

Laborhandschuhe  STARLAB International GmbH, Hamburg, 

Deutschland 

Laborstift VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Labortücher - Kimtech Kimberly-Clark GmbH, Koblenz, Deutschland 

Magnetheizrührer RSM 10 HS Phoenix Instruments GmbH, Garbsen, Deutschland 

Magnetstäbchen ROTILABO® Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
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Mehrkanalpipette Research Plus® 

(100µl, 300µl) 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Messbecher Technischen Glaswerke Ilmenau GmbH, Ilmenau, 

Deutschland 

Messzylinder (100ml, 1 Liter) Laborbestand 

Mixing Block MB - 102 Hangzhou Bioer Technology Co., Hangzhou, China 

pH-Meter 420 A Orion Research Inc., Jacksonville, USA 

Microplate Reader SpectraMax M3 Molecular Devices GmbH, San Jose, USA 

Pinzetten Laborbestand 

Pipettenspitzen (20µl, 100µl, 1000µl) SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 

Pufferwanne Kunststoff VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Reaktionsgefäße (0,5ml, 1,5ml, 2ml) 

(Eppis) 

SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 

Reaktionsgefäß mit Schraubdeckel 

(2ml, hitzebeständig) 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Reaktionsgefäßständer - ROTILABO® Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Research Plus ® Pipetten (2,5µl, 10µl, 

20µl, 100µl, 200µl, 1000µl) 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Schere Laborbestand  

Schwimmteile  Laborbestand 

Serologische Pipetten (5ml, 10ml, 

25ml) 

SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 

Stainless Steel Beads (5mm) QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 

Stoppuhr Laborbestand 

Styroporboxen Laborbestand 

TipOne Filterspitzen STARLAB International GmbH, Hamburg, 

Deutschland 

Tissue Lyser QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 

Trockeneis Nuggets Linde Gas GmbH, Eggendorf, Österreich 

Ultraschallbad Bandelin Sonorex Digital BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin, 

Deutschland 
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Ultraschallhomogenisator BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin, 

Deutschland 

Vortex REAX 2000 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, 

Deutschland 

Wägeschälchen Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Zentrifuge Z216 MK HERMLE Labortechnik GmbH, Wehingen, 

Deutschland 

 

2.10. Software zur allgemeinen Ergebnisauswertung 
GraphPad Prism 7.0 GraphPad Software, Inc., San Diego, USA 

Microsoft Office 365 Microsoft Corporation, Redmon, USA 

SoftMax Pro7 Software Molecular Devices GmbH, San Jose, USA 
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3. Methoden 

3.1. Aufbau des Tierversuchs, Haltung 
Die Gewebeproben der C57BL/6J Mäuse, die für die Untersuchungen notwendig waren, 

standen bereits vor Beginn der Masterarbeit zur Verfügung. Der Versuch wurde vom 

BMBWF genehmigt (Aktenzeichen: BMBWF-66.006/0019-V/3b/2018). Im Folgenden sind 

die Versuchsbedingungen und das Studiendesign kurz zusammengefasst.   

Die tierexperimentelle Studie wurde mit männlichen C57BL/6J Mäuse von Janvier in der 

SPF-Haltung der Universität Wien unter standardisierten Bedingungen (12h-Hell-,12h-

Dunkel Zyklus, Luftfeuchtigkeit ~ 55%, Raumtemperatur 24-25°C) durchgeführt. Wasser 

stand während des gesamten Versuchs ad libitum für alle Versuchsgruppen zur 

Verfügung. 1 Woche vor dem tatsächlichen Versuchsbeginn wurden die Versuchstiere an 

die Flüssigdiät adaptiert (siehe Abbildung 4). Danach erhielten die Mäuse (n=8/Gruppe, 

insgesamt 4 Gruppen) für 8 Wochen entweder eine flüssige Kontrolldiät oder eine fett- 

und fruktosereiche Diät (Zusammensetzung der Diäten siehe Anhang Tabelle 19) mit oder 

ohne zusätzlicher Antibiotikagabe (siehe Tabelle 1). Die beiden Kontrollgruppen sowie die 

beiden fett- und fruktosereich gefütterten Gruppen wurden jeweils isokalorisch gefüttert. 

Nach 8 Wochen war der Versuch beendet und die Mäuse wurden narkotisiert, getötet 

und Gewebeproben entnommen, um weiterführende Untersuchungen durchführen zu 

können. 

Tabelle 1: Gruppeneinteilung der Versuchstiere 

Versuchsgruppe Tieranzahl pro 

Gruppe 

Fütterung und Behandlung 

Kontrolle (K) 8 Kontrolldiät flüssig 

Fett-Fructose-reiche Diät 

(FFr) 

8 FFr-Diät flüssig 

K + Antibiotikum (KAB) 8 Kontrolldiät flüssig + Ampicillin 1g/L, 

Vancomycin 1g/L, Metronidazol 1g/L, 

Gentamycin 160mg/kg KG 

FFr + Antibiotikum (FFrAB) 8 FFr - Diät flüssig + Ampicillin 1g/L, 

Vancomycin 1g/L, Metronidazol 1g/L, 

Gentamycin 160mg/kg KG 
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Abbildung 4: Schema des Versuchsaufbaus. Die Kontrollgruppe und die FFr-Gruppe bekamen 
nach der Adaptionsphase eine Flüssigdiät. Die Zusammensetzung der Diät ist im Anhang in Tabelle 
19 beschrieben. K- Kontrolle, FFr – Fett und Fruktose-reich, AB – Antibiotikum 

 

3.2. Gewebepräparation – Paraffineinbettung und Anfertigung histologischer 

Schnitte 
Für die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit lagen Leberschnitte bereits befundet 

vor, und auch die Querschnitte des proximalen Dünndarms waren im Vorfeld von anderen 

Mitarbeitern der Arbeitsgruppe hergestellt worden.  Daher sind die hier zur Anwendung 

kommenden Methoden nur kurz folgend zusammengefasst. Für das Anfertigen von 

Gewebeschnitten am Mikrotom war es zuvor notwendig, die entnommenen 

Gewebeproben des proximalen Dünndarms und der Leber in 4% PBS-gepufferten 

Formalin (siehe Anhang Lösung 3) zu fixieren und sie anschließend in Paraffin einzubetten 

(siehe Tabelle 2).  
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Tabelle 2: Schritte der Paraffineinbettung 

Inkubationszeit Lösung 

≥ 48 Stunden 4% PBS-gepuffertes Formalin* 

15 Minuten Unter fließendem, kaltem Leitungswasser spülen 

≥ 1 Stunde 75% Ethanol 

≥ 1 Stunde 85% Ethanol 

Über Nacht 95% Ethanol 

≥ 3 Stunden 100% Ethanol 

30 Minuten 100% Ethanol + Roti Histol (1:1) 

≥ 2 Stunden Roti Histol 

30 Minuten Paraffin I (bei 60˚C) 

30 Minuten Paraffin II (bei 60˚C) 

30 Minuten Paraffin III (bei 60˚C) 

*Zusammensetzung siehe Anhang Lösung 3 

Danach wurden die Gewebeproben in einer Einbettstation in die Einbettkassetten 

überführt, mit flüssigen Paraffin bedeckt, dass bei Raumtemperatur aushärtet. Die fertig 

ausgehärteten Gewebepräparate wurden vor dem Anfertigen der Gewebedünnschnitte 

für mindestens 10 Minuten im Gefrierschrank bei -20 °C abgekühlt. Danach konnten am 

Mikrotom 4µm dünne Schnitte angefertigt werden, die vor dem Überführen auf den 

Objektträger noch in einem Streckbad bei 37 °C geglättet wurden. Danach wurden die auf 

den Objektträger überführten Schnitte für 3 Tage bei 37 °C im Wärmeschrank getrocknet.  

 

3.3. Histologische Färbungen  
3.3.1. Hämatoxylin & Eosin Färbung des Lebergewebes 

Die H & E Färbung des Lebergewebes lag bereits vor, weshalb diese Methode nur im 

Anhang (siehe Methode H&E Färbung) kurz beschrieben ist. 

Die Leberhistologie wurde unter dem Mikroskop mittels NAFLD-Activity Score befundet 

[55]. Dafür wurden acht Bildausschnitte pro Schnitt angefertigt und danach der Grad der 

Inflammation und Steatose semiquantitativ bewertet (siehe Tabelle 3). 
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Tabelle 3: Semiquantitative Auswertung der Steatose nach dem NAS 

Grad der 

Steatose/Inflammation 

Fettanteil in 

Flächenprozent 

Inflammationen pro 

Gesichtsfeld 

0 <5% Abwesend 

1 5% - 33% <2 

2 34% - 66% 2-4 

3 >66% >4 

 

 

3.3.2. Naphthol AS-D Chloracetat Esterase-Färbung des Lebergewebes 

Die Naphthol AS-D Chloracetat Esterase Färbung dient dem histologischen Nachweis 

neutrophiler Granulozyten. Das Enzym Esterase ist ein in diesen Zellen spezifisch 

vorkommendes Enzym. Verläuft die Färbung erfolgreich, sind neutrophile Granulozyten 

unter dem Mikroskop als pinkfarbene Punkte im Zytoplasma erkennbar [56]. Zur Färbung 

wurde ein kommerziell erhältliches Kit entsprechend den Angaben des Herstellers 

verwendet.  

Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung der 4µm dicken Lebergewebeschnitte 

(siehe Tabelle 4) auf dem Orbitalschüttler bei 80rpm, wurden die Präparate mit 1-4 

Tropfen der zuvor hergestellten CAF-Lösung (siehe Anhang Lösung 5). 30 Sekunden fixiert 

Danach wurden die Schnitte für 60 Sekunden mit destilliertem Wasser gespült.  

Tabelle 4: Entparaffinierung und Rehydrierung Naphthol AS-D-Chloracetat Esterase Färbung 

Inkubationszeit Lösung 

10 Minuten Roti Histol 

5 Minuten 100% Ethanol 

5 Minuten 95% Ethanol 

5 Minuten 70% Ethanol 

10 Minuten destilliertes Wasser 

 

Anschließend wurden die Gewebeschnitte bei 37 °C für 20 Minuten mit vorgewärmten 

Farbreagenz (siehe Anhang Lösung 6) inkubiert. Im Anschluss wurden die Schnitte erneut 
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für 2 Minuten mit destilliertem Wasser gespült und danach mit Hämatoxylin 

gegengefärbt. Dafür wurden die Schnitte für 20 Sekunden in die Hämatoxylin-Lösung 

getaucht und leicht geschwenkt, und danach für jeweils 10 Sekunden in zwei Behälter mit 

Leitungswasser gebläut. Die Reaktion wurde mit destillierten Wasser gestoppt und die 

gefärbten Schnitte wurden mit einem wässrigen Eindeckmedium bedeckt und über Nacht 

unter dem Abzug getrocknet.  

Das Zählen der neutrophilen Granulozyten erfolgte am Mikroskop bei 200-facher 

Vergrößerung, wobei 8 Bildausschnitte pro Gewebeschnitt herangezogen wurden. Die 

Ergebnisse sind als Mittelwerte der Zählung angegeben.  

 

3.3.3. Alcianblau-PAS-Färbung des Dünndarmgewebes inkl. Morphologie 

Das Alcianblau färbt saure Mucine der Becherzellen und sulfatierte Glykosaminoglykane 

blau, wohingegen mit der PAS-Reaktion neutrale Mucine und neutrale Glykoproteine 

magenta bis rosa angefärbt werden. Bei der PAS-Reaktion dient die Perjodsäure als 

Oxidationsmittel, die Glykole zu Aldehyden oxidiert. Mit dem Schiffs-Reagenz reagieren 

die Aldehyde zu leuchtend magentafarbenen Komplexen. Das Färbeergebnis umfasst 

somit eine magenta-rote bis rosa Färbung neutraler Mucopolysaccharide, blauviolette 

Zellkerne und zart rosa bzw. bei einer erhöhten RNA-Konzentration ein bläulich gefärbtes 

Cytoplasma [57,58]. 

Zunächst wurden die 4µm dünnen Dünndarmschnitte entparaffiniert und rehydriert 

(siehe Tabelle 5, die verschiedenen Inkubationszeiten bei der Rehydrierung und 

Dehydrierung erfolgten aufgrund etablierter Protokolle der Arbeitsgruppe). Danach 

wurden die Schnitte mit Alcianblau-Lösung (1g Alcianblau in 100ml 3% Essigsäure) für 30 

Minuten in der feuchten Färbeschale bei Raumtemperatur inkubiert. Die Schnitte wurden 

danach für 3 Minuten unter fließendem Leitungswasser gespült und für 10 Sekunden in 

destilliertes Wasser getaucht. Anschließend wurden die Gewebepräparate mit 

Perjodsäure in der feuchten Färbeschale für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Daraufhin wurden die Schnitte erneut in Leitungswasser gespült und mit destilliertem 

Wasser abgestoppt. Im Anschluss wurden die Gewebeschnitte für 15 Minuten mit Schiffs-

Reagenz inkubiert und nach einem erneuten Waschschritt erfolgte die Gegenfärbung mit 
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Hämatoxylin. Danach erfolgte die Dehydrierung auf dem Orbitalschüttler bei 80rpm (siehe 

Tabelle 6). Nach der Dehydrierung konnten die Schnitte mit Entellan und Deckgläschen 

eingedeckt und getrocknet werden.  

Tabelle 5: Entparaffinierung und Rehydrierung Alicanblau-PAS Färbung 

Inkubationszeit Lösung 

4 Minuten Roti Histol 

2 Minuten 100% Ethanol 

2 Minuten 95% Ethanol 

2 Minuten 70% Ethanol 

4 Minuten destilliertes Wasser 

 

Tabelle 6: Dehydrierung Alicanblau-PAS-Färbung 

Inkubationszeit Lösung 

2 Minuten 70% Ethanol 

2 Minuten 95% Ethanol 

2 Minuten 100% Ethanol 

4 Minuten Roti Histol 

 

Für die Auswertung wurden pro Schnitt am Mikroskop 8 Bilder bei 200-facher 

Vergrößerung entlang der Darmwand angefertigt. Mit dem Computerprogramm ZEN 

wurde die Zottenlänge abgemessen und die Anzahl an Becherzellen pro Zotte gezählt. 

Anschließend wurde die Anzahl an Becherzellen pro 100µm Zotte ermittelt und der 

Mittelwert der 8 Schnitte gebildet. 

Zur Bewertung der Morphologie des Dünndarmgewebes wurde die Zottenlänge, 

Zottenbreite, Enterozytenhöhe und Kryptentiefe herangezogen. Für die Messung der 

Parameter wurden Dünndarmschnitte der Alcianblau-PAS-Färbung verwendet. Dafür 

wurden jene Schnitte herangezogen, die einen Querschnitt des Duodenalgewebes 

zeigten. Mit Hilfe des Computerprogramms ZEN wurde die Länge jeder Zotte, sowie die 

Breite, die Enterozytenhöhe und die Kryptentiefe gemessen.  
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3.3.4. ZO-1 Proteinfärbung im Duodenum 

Um das Tight Junction Protein ZO-1 im Dünndarmgewebe anzufärben, wurden 4µm dünne 

Dünndarmgewebeschnitte immunhistochemisch gefärbt, bei der das DAB-Substrat an den 

Stellen des Zielantigens zur Braunfärbung führt [59]. 

Wie oben bereits beschrieben, wurden die Paraffinschnitte zunächst entparaffiniert und 

rehydriert (vgl. Tabelle 4). Nach der Rehydrierung wurden die Objektträger mit dem PAP 

Pen umrandet, um ein Auslaufen von Flüssigkeit zu verhindern. Danach erfolgte die 

Protease-Inkubation (2mg/ml in 1x PBS) bei 37 °C für 10 Minuten. Die Schnitte wurden 

anschließend für 10 Minuten in 1 x PBS (siehe Anhang Lösung 2) gewaschen. Daraufhin 

erfolgte die Antikörperinkubation (siehe Tabelle 7) in der feuchten Färbeschale. 

Tabelle 7: Schritte der ZO-1 Proteinfärbung 

Inkubationszeit Lösung 

Über Nacht bei 4˚C Primärantikörper (1:100 in 1 x PBS) 

10 Minuten 1 x PBS 

30 Minuten Sekundärantikörper HRP-Anti-Rabbit 

10 Minuten 1 x PBS 

Ca. 90 Sekunden Substrat + DAB 

 

Die Braunfärbung wurde mit destilliertem Wasser abgestoppt und danach wurden die 

Schnitte mit Hämatoxylin gegengefärbt und kurz in eine aufsteigende Ethanolreihe (70%, 

95%, 100%) getaucht und danach für 10 Minuten in Roti-Histol inkubiert. Zuletzt wurden 

die Schnitte mit Entellan und Deckgläschen eingedeckt und getrocknet. 

 

3.4. Messung der Lipidperoxidation des Lebergwebes – TBARS   
Die Lipidperoxidation läuft über einen Radikalkettenmechanismus, wobei Aldehyde als 

Endprodukte gebildet werden. Malondialdehyd (MDA) zählt hier zu einem wichtigen 

Marker für oxidative Schäden in physiologischen Systemen. MDA kann mit 

Thiobarbitursäure zu einer rosa gefärbten dimeren Verbindung reagieren. Das 

entsprechende rosa Addukt kann mittels Spektrometrie quantifiziert werden, wodurch 
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auf die antioxidative Aktivität im zu messenden Gewebe rückgeschlossen werden kann 

[60]. 

Zu Beginn wurden etwa 20mg tiefgefrorenes Lebergewebe in 500µl RIPA-Lysepuffer (pro 

ml RIPA-Puffer 10µl Protease-Inhibitor I und Phosphatase-Inhibitor II und III) mit Hilfe 

eines Potters homogenisiert. Das Homogenat wurde für 10 Sekunden mittels Ultraschall 

weiter aufgebrochen. Nun wurden die Proben für 10 Minuten bei 4 °C und 3000rpm 

zentrifugiert. 100µl des Überstands wurde in ein neues Eppi überführt und 50µl des 

Überstands wurden für die Proteinbestimmung nach Bradford verwendet (siehe 3.5). Zur 

Fällung des Proteins wurde zu den Proben 200µl 10%ige Trichloressigsäure gegeben und 

15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben für 15 Minuten bei 

4 °C und 2200rpm zentrifugiert. Währenddessen konnte bereits die Standardreihe 

hergestellt werden (siehe Tabelle 8), bei der 500µM Tetramethoxypropanlösung die 

Stocklösung darstellte.  

Tabelle 8: Herstellung Standardverdünnungsreihe TBARS 

 Tetramethoxypropan 

(500µM) 

H₂O Konzentration (µm) 

Standard 1 − 500 µl H₂O 0 

Standard 2 500µl aus Standard 3 500 µl H₂O 0,625 

Standard 3 500µl aus Standard 4 500 µl H₂O 1,25 

Standard 4 500µl aus Standard 5 500 µl H₂O 2,5 

Standard 5 500µl aus Standard 6 500 µl H₂O 5 

Standard 6 200µl aus Standard 7 500 µl H₂O 10 

Standard 7 500µl aus Standard 8 500 µl H₂O 50 

Standard 8 200µl aus der 500µM 

Stocklösung 

800 µl H₂O 100 

 

Nun wurden 200µl Standard und 200µl Überstand mit je 200µl frisch angesetzter 

0,67%iger Thiobarbitursäure (67mg in 10ml destillierten Wasser gelöst) versetzt und für 

10 Minuten bei 95 °C erhitzt. Nach dem Abkühlen wurden 160µl pro Well an Proben und 

Standards mittels Doppelbestimmung in eine 96-Well-Platte pipettiert. Die Absorption 
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wurde im Photometer bei 532nm gemessen und daraufhin konnte die Bradford-

Bestimmung durchgeführt werden. Die Ergebnisse der TBARS Messung wurden mit der 

Bradfordbestimmung normalisiert und in µm TBARS pro g Protein angegeben. 

 

3.5. Proteinbestimmung nach Bradford 
Das Prinzip der Proteinbestimmung ist der Farbstoff Bio-Rad der in saurer Lösung mit 

kationischen, unpolaren Seitenketten des Proteins Komplexe bildet. Der 

Extinktionskoeffizient des Farbstoff-Protein-Komplexes kann photometrisch gemessen 

werden und dient somit der Konzentrationsbestimmung des Proteins [61]. 

Der Extraktionspuffer wurde für die TBARS Messung in einem Verhältnis von 1:40 und für 

den Western Blot in einem Verhältnis von 1:30 verdünnt. Nach der Verdünnung der 

Proben konnte mit der Standardreihe begonnen werden (siehe Tabelle 9). Bei der 

Stocklösung handelte es sich um bovines Serumalbumin (BSA). 

Tabelle 9: Herstellung Standardverdünnungsreihe Bradford-Bestimmung 

 BSA-

Verdünnungsreihe 

Verdünnter 

Extraktionspuffer (µl) 

Konzentration (mg 

BSA/ml) 

A 2µl Stocklösung 198µl 1,0 

B 100µl A 100 µl 0,5 

C 100µl B 100 µl 0,25 

D 100µl C 100 µl 0,125 

E 100µl D 100 µl 0,0625 

F − 100 µl 0 

 

Nun wurden 5µl der Standards und der Proben in eine 96-Well-Platte in 

Dreifachbestimmung pipettiert und 200µl des Bio-Rad Farbreagenz (1 Volumen BioRad 

Stammlösung mit 4 Volumen destilliertem Wasser verdünnt) zupipettiert. Danach wurde 

die Absorption bei 590nm im Photometer gemessen. Die Proteinkonzentration der 

Proben konnte anschließend anhand der Standardgerade berechnet werden. 
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3.6. Analyse mRNA Expression von F4/80 des Lebergewebes 
3.6.1. RNA Isolation des Lebergewebes 

Für die Isolation von RNA aus dem Lebergewebe wurde ein kommerziell erhältliches 

Reagenz (peqGOLD TriFastTM ) entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet. Die 

Methode wurde von Chomczynski und Sacchi 1987 entwickelt und führt zur Inaktivierung 

von Ribonukleasen und Zelllysierung [62]. 

In 2ml Eppis wurden dafür 1000µl Trizol vorgelegt, und ein großes Stück gefrorenes 

Lebergewebe zugegeben. Daraufhin kam ein 5mm Stainless Steels Bead hinzu und die 

Eppis wurden für 1 Minute bei 25Hz/s und danach nochmal für 30 Sekunden bei 25Hz/s 

im Tissue Lyser homogenisiert. Daraufhin wurden die Eppis für 30 Sekunden gevortext 

und danach bei Raumtemperatur für 5 Minuten inkubiert. Nach der Inkubation wurden 

200µl Chloroform hinzugefügt und daraufhin erneut im Tissue Lyser für 20 Sekunden bei 

25Hz/s homogenisiert und danach für 10 Sekunden gevortext. Nach einer 10-minütigen 

Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben bei 12000rcf für 10 Minuten bei 4 °C 

zentrifugiert. Alle weiteren Schritte wurden auf Eis durchgeführt. Die obere Phase der 

Proben wurde abgenommen und in einen 1,5ml Eppi überführt. Nun wurde 500µl 

Isopropanol hinzugegeben, die Proben kurz gevortext, und auf Eis für 15 Minuten 

inkubiert. Danach wurden sie erneut für 10 Minuten bei 12000rcf und 4°C zentrifugiert. 

Der Überstand wurde vorsichtig in ein Becherglas gekippt und nun erfolgten zwei 

Waschschritte mit Ethanol. Dafür wurde 1ml Ethanol hinzugegeben, kurz gevortext bis das 

Pellet schwimmt und bei 7500rcf bei 4°C für 8 Minuten zentrifugiert. Der Überstand 

wurde erneut abgekippt und der Schritt einmal wiederholt. Danach wurden die Eppis 

geöffnet und über Kopf auf einem Filterpapier etwa 10 Minuten getrocknet. Je nach 

entstandener Pelletgröße wurde nun zwischen 100 und 200µl DNase- und RNAse-freies 

Wasser zupipettiert. Zum Schluss wurden die Eppis bei 55 °C und 300rpm für 10 Minuten 

erhitzt, um das Pellet zu lösen. Danach wurden die Eppis sofort auf Eis gesetzt und bei -80 

°C gelagert. 

3.6.2. Reverse Transkription von RNA in komplementäre DNA 

Das Umschreiben von RNA in einzelsträngige cDNA erfolgte mittels AMV Reverse. Dafür 

wurde ein kommerziell erhältliches Kit nach Angaben des Herstellers verwendet. Vor der 

Umschreibung fand ein DNase-Verdau statt, um die DNA zu degradieren.  
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Zuerst wurde eine RNA Konzentrationsmessung durchgeführt, um die RNA so zu 

verdünnen, dass 1,11µg RNA in 8µl dH2O vorhanden ist. Dafür wurden 5µl RNA mit 95µl 

dH2O verdünnt und im Plattenreader bei 160nm gemessen. Nun fand der DNase-Verdau 

statt, bei dem in die Tubes 1µl RQ1 RNase-Free DNase 10x Reaction Buffer und 1µl RQ1 

RNase-Free DNase pipettiert wurden. Anschließend wurden die Tubes kurz 

abzentrifugiert und für 30 Minuten im Thermocycler inkubiert. Danach wurde 1µl RQ1 

DNase Stop Solution in die Tubes pipettiert und für 10 Minuten bei 65°C im Thermocycler 

inkubiert, damit die DNase inaktiviert wird. Für die cDNA-Synthese wurde ein Mastermix 

hergestellt (siehe Tabelle 10). 

Tabelle 10: Mastermix (cDNA-Synthese)  

Substanz Volumen 

MgCl2 4µl 

Reverse Transkriptase Puffer 2µl 

dNTP Mix (10mM) 2µl 

RNAsin 0,5µl 

Random Primer 1µl 

AMV Reverse Transkriptase (15U) 0,6µl 

 

Die Tubes wurden kurz zentrifugiert und auf Eis gestellt und danach wurden 10,1µl 

Mastermix in jedes Tube pipettiert. Im Thermocycler erfolgte danach die cDNA-Synthese 

(siehe Tabelle 11).  

Tabelle 11: cDNA-Synthese 

Zeit Temperatur 

10 Minuten 25°C 

15 Minuten 42°C 

5 Minuten 95°C 

5 Minuten 4°C 

 

Der cDNA wurde 80µl DNase- und RNase-freies Wasser zugegeben, kurz abzentrifugiert 

und bei -20 °C gelagert.  
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3.6.3. mRNA Expression mittels RT-qPCR 

Die quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (RT-qPCR) ist eine 

Vervielfältigungsmethode für Nukleinsäuren mit zusätzlicher Quantifizierung der 

gewonnen DNA [63]. Zuerst musste der Mastermix hergestellt werden, dafür wurden 3µl 

nuklease freies Wasser, 10µl iTaq™ Universal SYBR® Green und 1µl Reverse und 1µl 

Forward Primer des jeweiligen Zielgens (siehe Tabelle 12) vermengt. 

Tabelle 12: Primer Sequenz Information 

 Forward (5´→ 3´) Reverse (3´→ 5´) 

F4/80 TGGCTGCCTCCCTGACTTTC CAAGATCCCTGCCCTGCACT 

18 S CCATCCAATCGGTAGTAGCG  GTAACCCGTTGAACCCCATT 

 

Nun wurden 15µl Mastermix in jedes Well pipettiert und 5µl der jeweiligen Probe in 

Doppelbestimmung zupipettiert. Die Platte wurde kurz abzentrifugiert, in das RT-qPCR 

Detektions-System gestellt und danach wurde das Programm gestartet (siehe Tabelle 13). 

Zu Beginn der RT-qPCR wurde die DNA denaturiert und in die Einzelstränge aufgetrennt. 

In mehreren darauffolgenden Zyklen banden die Primer an die Einzelstränge und die 

Polymerase ergänzte diese wieder zu Doppelsträngen. Die Quantifizierung wurde durch 

die laufende Fluoreszenzmessung ermöglicht. Die Zahl an PCR Zyklen bei welchen die 

Fluoreszenz des Zielgens (F4/80) über einen Schwellenwert, dem sogenannten Ct Wert, 

gelangt wurde mit einem Referenzgen (18S) verglichen.  

Tabelle 13: Protokoll der einzelnen PCR Zyklen 

 Temperatur (°C) Zeit (Sekunden) Zyklen (n) 

Polymerase 

Aktivierung 

95 30  

DNA Denaturierung 95 5  

Annealing/Elongation 

18S 

F4/80 

 

55 

64 

 

30 

30 

 

25 

49 

 95 10  

Schmelzkurvenanalyse 65-95 5  
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3.7. Bestimmung der Darmpermeabilität mittels Xylose Assay 
Die Proben zu dieser Messung lagen bereits vor und stammten aus dem Everted Gut Sac 

Modell. Dabei wurde den Mäusen nach einer zervikalen Dislokation der Dünndarm 

entnommen und in phosphatgepufferte Salzlösung (DPBS) gegeben. Dafür wurde der 

Dünndarm in etwa 3cm große Stücke geschnitten, umgestülpt und in KRH-Puffer gelegt. 

Daraufhin wurden die Enden der Darmgewebestücke zugeknotet und mit KRH-Puffer 

(siehe Anhang Tabelle 22) gefüllt und am anderen Ende ebenfalls zugeknotet.  Zu Beginn 

mussten die Standardlösungen (siehe Tabelle 14) und das Farbreagenz hergestellt 

werden.  Für die Standardreihe wurde destilliertes Wasser als Blank verwendet und für 

die Proben KRH-Puffer. Die Gewebeproben wurden auf Eis aufgetaut, gevortext und bei 

1000rcf 2 Minuten lang zentrifugiert. Daraufhin wurden 500µl Farbreagenz (100ml 

Essigsäure, 10ml 37% Salzsäure, 0,5g Phloroglucin-Diyhdrat) in den Reaktionsgefäßen 

vorgelegt und jeweils mit 5µl Probe, Standard oder Blank versetzt. Der Standard und Blank 

wurde in Doppelbestimmung, die Proben in Dreifachbestimmung gemessen. Im Mixing 

Block wurden die Proben danach für 4 Minuten bei 100 °C erhitzt. Die Farbreaktion wurde 

durch Abkühlen auf Raumtemperatur gestoppt und danach wurden 200µl der Proben in 

eine 96-well-Platte pipettiert und im Photometer bei 540nm gemessen. Mit Hilfe des 

Xylose-Standards konnte eine Geradengleichung angefertigt werden und somit die 

Xylose-Konzentration der Proben bestimmt werden.  

Tabelle 14: Xylose-Standards für den D(+)-Xylose Assay 

 D (+)-Xylose (mg) Lösungsmittel 

(Liter) 

Konzentration 

(mg/Liter) 

Standard 1 52,6 0,5 0,7 

Standard 2 97,6 0,5 1,3 

Standard 3 195,2 0,5 2,6 

Lösungsmittel: 3,9g Benzoesäure in 1,5 Liter dH2O 
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3.8. Bestimmung der Proteinkonzentration von Occludin des Dünndarmgewebes 

mittels Western Blot  
Die Proteinkonzentration spezifischer Proteine wurde mit Hilfe des Western Blots 

bestimmt. Hierzu wurden die Proben zunächst in ein SDS-PAGE im elektrischen Feld 

aufgetragen. Nach der Auftrennung des Gemisches folgte das Blotten und Übertragen der 

Proteine auf eine Polyvinyliden-Difluorid (PVDF)-Membran. Die Proteinexpression wurde 

danach durch spezifische Bindung von Antikörpern, an das sich auf der Membran 

befindende Protein, ermittelt [64]. Alle notwendigen Puffer und Lösungen sind im Anhang 

Tabelle 23 aufgelistet. 

3.8.1. Proteinextraktion und Probenvorbereitung 

Etwa 8mm große Gewebestücke wurden mit 120µl RIPA-Lysepuffer (pro ml RIPA-Puffer 

20µl Protease-Inhibitor I und Phosphatase-Inhibitor II und III) und 5mm Stainless Steel 

Beads im Tissue Lyser für 1 Minute bei 25Hz/s homogenisiert. Danach wurde das Lysat für 

10 Sekunden im Ultraschallbad behandelt und darauffolgend für 15 Minuten bei 13200 

rpm zentrifugiert. 

Anschließend wurde die Proteinkonzentration der Proben gemessen (siehe 3.5. 

Proteinbestimmung nach Bradford), um die benötigte Proteinmenge für die Beladung der 

Gele einzustellen. Hierzu wurden die Proben entsprechend mit Extraktionspuffer und 

Ladepuffer verdünnt. Die Proben wurden auf eine Zielkonzentration von 1µg/µl (ß-Actin) 

bzw. 3µg/µl (Occludin) eingestellt. Am Ende wurde durch Zugabe von Dithiothreitol (DTT) 

die vollständige Denaturierung der Proteine erreicht. Daraufhin wurden die Proben für 5 

Minuten am Heizblock inkubiert und danach sofort bei 4 °C abzentrifugiert. 

3.8.2.SDS-Gelelektrophorese 

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einer Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE). Dafür wurden 10% und 8% Trenngele und 5% 

bzw. 4% Sammelgele hergestellt, wobei APS immer frisch hergestellt wurde (siehe Tabelle 

15, 16). Nach der Polymerisierung der Gele wurden diese in die Gelelektrophorese-

Apparatur eingebaut und mit einfachen Elektrophoresepuffer bedeckt. Anschließend 

wurden die Proben (10µl) zusammen mit einem Protein-Ladder (2µl) auf das Gel 

aufgetragen und in der Gelelektrophoresekammer bei 110V für 90 Minuten aufgetrennt.  
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Tabelle 15: Zusammensetzung der Trenngele, Angaben für 2 Gele bei 1mm Spacer 

Acrylamidgehalt 8% 10% 

dH2O 4500 µl 4170 µl 

1,5 M Tris pH 8,8 2600 µl 2600 µl 

30% Acryl/Bis (Roth) 2700 µl 3330 µl 

10% SDS 100 µl 100 µl 

10% APS 100 µl 100 µl 

TEMED 6 µl 6 µl 

 

Tabelle 16: Zusammensetzung der Sammelgele, Angaben für 2 Gele bei 1mm Spacer 

Acrylamidgehalt 4% 5% 

dH2O 1575 µl 1512,5 µl 

0,5 M Tris pH 6,8 625 µl 625 µl 

30% Acryl/Bis (Roth) 250 µl 312,50 µl 

10% SDS 25 µl 25 µl 

10% APS 25 µl 25 µl 

TEMED 3 µl 3 µl 

 

3.8.3. Blotten 

Nach der Proteinauftrennung erfolgte die Überführung der Proteine auf eine 

Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran. Dafür musste diese zuvor in Methanol aktiviert 

werden und zusammen mit zwei Filterpapieren für 10 Minuten in Transferpuffer inkubiert 

werden. Auch die Gele wurden für 10 Minuten in Transferpuffer gelegt, bevor das Gel und 

die Membran zwischen die beiden Filterpapiere gegeben wurde (siehe Abbildung 5). Bei 

25V wurde im Turboblotter für 30 Minuten der Transfer der Proteine vom Gel auf die 
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Membran durchgeführt. Danach wurde die Membran für mindestens eine Stunde 

getrocknet. 

Abbildung 5: Aufbau des Blottingsandwiches 

 

3.8.4. Ponceau Färbung und Bestimmung der spezifischen Proteinkonzentration 

Die getrocknete Membran wurde danach erneut in Methanol aktiviert und für 3 Minuten 

in Ponceau-Lösung geschwenkt. Dabei bindet die negative Komponente des Ponceau 

Farbstoffs an die positiv geladenen Aminosäuren der Proteine [65]. Danach wurde die 

Membran mehrmals mit destilliertem Wasser gewaschen und konnte direkt im nicht 

angetrockneten Zustand weiterverarbeitet werden.  

Je nach untersuchten Protein unterscheiden sich die Trenngele zur Proteinauftrennung, 

die Verdünnung der primären Antikörper, die Blockierlösung und der sekundäre 

Antikörper. Alle sonstigen Schritte erfolgten nach demselben Prinzip und sind in Tabelle 

17 zusammengefasst. 
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Tabelle 17: Zusammenfassung Bestimmung der spezifischen Proteinkonzentration 

Inkubationszeit Lösung (Occludin) Lösung (ß-Actin) 

30 Minuten 1xTBST 1xTBST 

1 Stunde Blockierlösung 5% MMP in 

1x TBST 

Blockierlösung 2,5% MMP 

in 1x TBST 

Über Nacht (4°C) pAK 1:500 in BL pAK 1:750 in BL 

5,10, 15 Minuten 1xTBST 1xTBST 

90 Minuten sAK (Anti-mouse) 1:5000 

verdünnt in BL 

sAK (Anti-mouse) 1:5000 

verdünnt in BL 

5,10, 15 Minuten 1xTBST 1xTBST 

 pAK = primäre Antikörperlösung; sAK = sekundäre Antikörperlösung; BL = Blockierlösung 

Zuletzt erfolgte die Detektion. Dafür wurde die Membran in einer abgedunkelten Schale 

mit einer 1:1 verdünnten Peroxidase Puffer Lösung und Luminol/Enhancer Solution für 5 

Minuten inkubiert. Daraufhin wurde die Membran in das Detektionsgerät überführt und 

die detektierten Banden festgehalten.  

3.9. Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung der experimentellen Untersuchungen sowie die grafische 

Darstellung der Ergebnisse wurde mit GraphPad Prism 7.0 durchgeführt. Die Ergebnisse 

der Gruppen wurden als Mittelwerte (MW) ± Standardfehler dargestellt. Ausreißer 

wurden mittels Grubbs-Test detektiert und eliminiert. Um die Signifikanz der Ergebnisse 

zu ermitteln, wurde eine Two-way-ANOVA durchgeführt. Dabei wurden die Ergebnisse auf 

Varianzhomogenität überprüft, falls dies nicht gegeben war, wurden die Daten 

transformiert und mit den neu transformierten Werten eine Two-way-ANOVA 

durchgeführt. Bei jenen als signifikant bezeichneten Unterschiede wurde ein p-Wert von 

≤ 0,05 ermittelt. 
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4. Ergebnisse 
In der vorliegenden Arbeit sind zum besseren Verständnis der Ergebnisse, neben den 

Messergebnissen, die im Rahmen der Arbeit erhoben wurden, auch weitere Daten mit 

ausgewertet worden. So wurden Daten der Nahrungsaufnahme und des Gewichtsverlaufs 

der Mäuse in die Auswertung miteinbezogen.  

4.1. Einfluss der Fütterung einer Fett- Fruktosereichen Diät und der oralen Gabe 

von Antibiotika auf die Nahrungsaufnahme, hepatische Fetteinlagerung und 

Parameter der Leberschädigung 
Die mittlere Nahrungsaufnahme, sowie der Einfluss der Fütterung auf das Körpergewicht 

und das Gewicht der Leber sind in Tabelle 18 zusammengefasst. Um den Einfluss der 

Fütterung auf den Leberstatus zu messen, wurde bei der Probenentnahme das 

Körpergewicht und das Gewicht der Leber bestimmt, um damit die Leber-

/Körpergewichts-Ratio zu bilden.  

Da die Mäuse über den gesamten Versuchszeitraum innerhalb der Kontrollgruppen bzw. 

der fett-fruktosereich gefütterten Gruppen isokalorisch gefüttert wurden, unterschied 

sich die Nahrungsaufnahme nicht innerhalb der Kontrollgruppen und der fett-

fruktosereich gefütterten Gruppen. Jedoch nahmen die Tiere der FFr-Gruppen signifikant 

mehr Kalorien auf als die Tiere der Kontrollgruppen (p<0,05). Sowohl das Start- als auch 

das Endgewicht unterschied sich nicht zwischen den vier Versuchstiergruppen. Jedoch 

war die absolute Gewichtszunahme in der FFr+AB-gefütterten Gruppe höher als in der 

Kontrollgruppe (p<0,05). Das Lebergewicht und die Leber-/Körpergewichts-Ratio waren 

bei beiden FFr-Gruppen signifikant höher als in den beiden Kontrollgruppen (p<0,05).  
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Tabelle 18: Mittlere Nahrungsaufnahme, Start- und Endgewicht sowie Lebergewicht 

Versuchsgruppe K FFr KAB FFrAB 

n 8 8 8 8 

Nahrungsaufnahme 

(kcal/Maus/Tag) 

9,0 ± 0,2 

 

10,9 ± 0,1 a,c 

 

8,6 ± 0,1 

 

10,7 ± 0,2 a,c 

 

Startgewicht (g) 24,3 ± 1,2 23,8 ± 1,7 23,6 ± 0,4 23,2 ± 1,0 

Endgewicht (g) 25,9 ± 1,6 25,7 ± 1,5 25,9 ± 1,2 26,3 ± 1,2 

Absolute 

Gewichtszunahme 

(g) 

 

1,6 ± 1,1 

 

1,9 ± 1,0  

 

2,1 ± 1,2 

 

3,1 ± 0,5 a 

Lebergewicht (g) 1,1 ± 0,1 1,3 ± 0,1 a, c 1,1 ± 0,0 1,3 ± 0,1 a, c 

Leber-

/Körpergewichts-

Ratio (%) 

 

4,2 ± 0,3 

 

5,0 ± 0,3 a, c 

 

4,1 ± 0,1 

 

4,9 ± 0,3 a, c 

K = Kontrolldiät, FFr = Fett-, Fruktosereiche Diät, AB = Antibiotikum, ªp<0,05 im Vergleich zu K, 

ᶜp<0,05 im Vergleich zu KAB, die Ergebnisse sind als MW ± SD angegeben. 

 

Um den Grad der Leberschädigung und den Effekt der Antibiotikagabe auf die Leber zu 

beurteilen, wurden histologische Schnitte des Lebergewebes mit der Hämatoxylin & Eosin 

Färbung gefärbt und mittels NAFLD-Activity Score (NAS) befundet. 

Die 8-wöchige Aufnahme der FFr-Diät führte zu einer signifikanten Verfettung der Leber 

mit beginnenden Entzündungsgeschehen (p<0,05).  Im Gegensatz dazu trat bei der FFr+AB-

Versuchstiergruppe, genauso wie bei den Kontrollgruppen, keine Verfettung oder 

Entzündung des Lebergewebes auf (Abbildung 6B). Der Grad der Steatose und die 

Fettakkumulation war auch in der Kontrollgruppe mit zusätzlicher Antibiotikagabe 

signifikant geringer als in der Kontrollgruppe (p<0,05). 
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Abbildung 6: Einfluss der Fütterung einer Fett- und Fruktosereichen Diät und einer zusätzlichen 
Antibiotikagabe auf den NAFLD-Activity Score. (n=7-8). A) Repräsentative Bilder der H&E-
Färbung in 200-facher Vergrößerung, B) statistische Auswertung des NAS, K = Kontrolldiät, FFr = 
Fett-, Fruktosereiche Diät, AB = Antibiotikum, ªp<0,05 im Vergleich zu K, ᶜp<0,05 im Vergleich zu 
KAB, ᵈp<0,05 im Vergleich zu FFrAB, die Ergebnisse sind als MW ± SEM angegeben. 

B 
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4.2. Einfluss der Fütterung einer Fett- Fruktosereichen Diät und der oralen Gabe 

von Antibiotika auf die Anzahl neutrophiler Granulozyten, F4/80 mRNA Expression 

und die TBARS Konzentration im Lebergewebe 
Um zu untersuchen, ob die in der H&E Färbung gefundene beginnende Entzündung mit 

einer Veränderung der Zahl der neutrophilen Granulozyten einhergeht, wurden acht 

Bildausschnitte pro Objektträger der Naphthol-AS-D Chloracetat-Esterase Färbung 

herangezogen.  

Wie in Abbildung 7 zu sehen, wies die Gruppe der fett- fruktosereich gefütterten Mäuse, 

verglichen mit den drei anderen Versuchstiergruppen, eine signifikant höhere Anzahl 

neutrophiler Granulozyten auf (p<0,05). Die beiden Versuchstiergruppen, die eine 

Antibiotikagabe erhalten haben, genauso wie die Kontrolltiergruppe, zeigten keine 

messbaren Unterschiede in der Zahl der neutrophilen Granulozyten. 
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Abbildung 7: Einfluss der Fütterung einer Fett- und Fruktosereichen Diät und einer zusätzlichen 
Antibiotikagabe auf die Zahl der neutrophilen Granulozyten im Lebergewebe. (n=6-8). A) 
Repräsentative Bilder der Naphthol-AS-D Chloracetat Esterase-Färbung in 200-facher 
Vergrößerung, Pfeile repräsentieren die neutrophilen Granulozyten B) Statistische Auswertung 
der Anzahl neutrophiler Granulozyten, K = Kontrolldiät, FFr = Fett-, Fruktosereiche Diät, AB = 
Antibiotikum, ªp<0,05 im Vergleich mit K, ᶜp<0,05 im Vergleich mit KAB, ᵈp<0,05 im Vergleich zu 
FFrAB, die Ergebnisse sind als MW ± SEM angegeben.  

Um zu untersuchen, ob neben der Zahl der neutrophilen Granulozyten, auch F4/80 

positive Zellen im Lebergewebe der FFr-gefütterten Tiere verändert waren, wurde die 

Expression von F4/80 mRNA im Lebergewebe gemessen. Die mRNA Expression war bei 

der fett- fruktosereich gefütterten Versuchstiergruppe signifikant höher als in den drei 

weiteren Versuchsgruppen (Abbildung 8, p<0,05). Innerhalb der anderen 

Versuchsgruppen gab es keine Unterschiede.  

 

Abbildung 8: Einfluss der Fütterung einer Fett- und Fruktosereichen Diät und einer zusätzlichen 
Antibiotikagabe auf die mRNA Expression von F4/80 im Lebergewebe. (n=7-8). mRNA Expression 
in % zur Kontrolle, K = Kontrolldiät, FFr = Fett-, Fruktosereiche Diät, AB = Antibiotikum, ªp<0,05 im 
Vergleich zu K, ᶜp<0,05 im Vergleich zu KAB, ᵈp<0,05 im Vergleich zu FFrAB, die Ergebnisse sind als 
MW ± SEM angegeben. 

B 
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Um zu untersuchen, ob das Entzündungsgeschehen der Zellen auch auf Proteinebene 

quantitativ zu messen ist, wurde die TBARS Konzentration in µM/g Protein herangezogen. 

Dabei zeigte sich eine signifikant höherer Konzentration an TBARS bei jenen Mäusen, die 

mit einer fett-fruktosereichen Diät gefüttert wurden, im Vergleich zur Kontrollgruppe und 

fett-fruktosereich gefütterten Versuchsgruppe mit Antibiotikagabe (siehe Abbildung 9, 

p<0,05). Die beiden Kontrollgruppen und die FFr+AB gefütterte Gruppe unterschieden sich 

nicht. 

 

Abbildung 9: Einfluss der Fütterung einer Fett- und Fruktosereichen Diät und einer zusätzlichen 
Antibiotikagabe auf die TBARS Konzentration im Lebergewebe. (n=6-8). TBARS Konzentration, K 
= Kontrolldiät, FFr = Fett-, Fruktosereiche Diät, AB = Antibiotikum, ªp<0,05 im Vergleich mit K, 
ᵈp<0,05 im Vergleich zu FFrAB, die Ergebnisse sind als MW ± SEM angegeben. 

 

4.3. Einfluss der Fütterung einer Fett- Fruktosereichen Diät und der oralen Gabe 

von Antibiotika auf Veränderungen der intestinalen Darmpermeabilität 
Um zu untersuchen, ob das Antibiotikum die Darmpermeabilität beeinflusst, wurden am 

Ende des Fütterungsversuchs Stücke des Dünndarms jedes Tieres zur Herstellung 

sogenannter Everted Sacs verwendet. Hierbei wurde die Permeation von Xylose 

gemessen. Die FFr+AB-Gruppe, sowie die FFr-Gruppe im Trend, wiesen eine höhere 

Permeation der Xylose auf (Abbildung 10). Auch bei der K+AB-Gruppe war die Permeation 

der Xylose im Vergleich zur Kontrollgruppe leicht erhöht. Ein ungepaarter T-Test zeigte 

eine Signifikanz zwischen der Kontrollgruppe und der FFr-Gruppe, sowie zwischen den 

beiden Versuchsgruppen mit zusätzlicher Antibiotikagabe (p<0,05). 
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Abbildung 10: Einfluss der Fütterung einer Fett- und Fruktosereichen Diät und einer zusätzlichen 
Antibiotikagabe auf die Darmpermeabilität in einem Ex vivo Modell. (n=5-7). Quantifizierung der 
Permeation von Xylose, K = Kontrolldiät, FFr = Fett-, Fruktosereiche Diät, AB = Antibiotikum, 
ªp<0,05 im Vergleich zu K, die Ergebnisse sind als MW ± SEM angegeben. 

 

Um zu untersuchen, ob das Antibiotikum die durch die fett- und fruktosereiche Diät 

veränderte Darmpermeabilität beeinflusst, wurde das Tight Junction Protein Occludin in 

Relation zu ß-Actin im Western Blot untersucht. Aufgrund der zu hohen Streuung der 

Werte und der geringen n-Zahl konnte hierfür keine densitometrische Auswertung 

durchgeführt werden. 

 

Abbildung 11: Einfluss der Fütterung einer Fett- und Fruktosereichen Diät und einer zusätzlichen 
Antibiotikagabe auf das Tight Junction Protein Occludin im Duodenum. Repräsentativer Western 
Blot der ß-Actin und Occludinkonzentration. K = Kontrolldiät, FFr = Fett-, Fruktosereiche Diät, AB 
= Antibiotikum. 
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Zusätzlich wurde eine ZO-1 Proteinfärbung im Duodenum durchgeführt, um dieses Tight 

Junction Protein anzufärben und damit weitere Aufschlüsse über den Einfluss der 

verschiedenen Diäten und der Antibiotikagabe auf die Darmbarriere zu erlangen. 

Aufgrund der uneinheitlichen Anfärbung des Gewebes, konnte keine quantitative 

Auswertung vorgenommen werden. Jedoch weisen die Ergebnisse auf, dass die fett- und 

fruktosereich gefütterte Gruppe eine geringere Menge an ZO-1 im apikalen Bereich der 

Zotten haben (Abbildung 12).  

 

Abbildung 12: Einfluss der Fütterung einer Fett- und Fruktosereichen Diät und einer zusätzlichen 
Antibiotikagabe auf das Tight Junction Protein ZO-1 im Duodenum. Repräsentative Bilder der 
ZO-1 Proteinfärbung im Duodenum in 200-facher Vergrößerung.  FFr = Fett-, Fruktosereiche Diät, 
AB = Antibiotikum. 
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4.4. Einfluss der Fütterung einer Fett- Fruktosereichen Diät und der oralen Gabe 

von Antibiotika auf die Anzahl an Becherzellen und die Morphologie im Duodenum 
Um zu untersuchen, ob die Gabe von Antibiotika bzw. die Aufnahme der FFr-Diät 

Parameter der Darmbarriere verändert, wurden die Becherzellen im Dünndarm gefärbt 

und gezählt. Bei der Anzahl der Becherzellen pro 100 Mikrometer Zotte fanden sich keine 

Unterschiede zwischen den vier Versuchstiergruppen (Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Einfluss der Fütterung einer Fett- und Fruktosereichen Diät und einer zusätzlichen 
Antibiotikagabe auf die Anzahl an Becherzellen im Duodenum. (n=7-8). A) Repräsentative Bilder 
der Alcianblau-PAS-Färbung in 200-facher Vergrößerung, B) Ergebnisse der Zählung, K = 
Kontrolldiät, FFr = Fett-, Fruktosereiche Diät, AB = Antibiotikum, die Ergebnisse sind als MW ± SEM 
angegeben. 

Um zu untersuchen, ob die verschiedenen Diäten und Zusätze zur Diät einen Einfluss auf 

die intestinale Morphologie hatten, wurde die Zottenlänge, Zottenbreite, 

Enterozytenhöhe und Kryptentiefe bei Querschnitten der Alicanblau-PAS-Färbung 

untersucht. Bei der Zottenlänge und Zottenbreite gab es keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den vier Versuchsgruppen (Abbildung 14A und 14B). Die Höhe der Enterozyten 

war bei der fett- fruktosereich gefütterte Versuchstiergruppe signifikant höhere im 

Vergleich zur Kontrollgruppe mit zusätzlicher Antibiotikagabe (Abbildung 14C, p<0,05). 

Bei den anderen Gruppen gab es hier keine Unterschiede. Ebenfalls unterschieden sich 

die Gruppen nicht hinsichtlich der Kryptentiefe (Abbildung 14D).  

B 
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Abbildung 14: Einfluss der Fütterung einer Fett- und Fruktosereichen Diät und einer zusätzlichen 
Antibiotikagabe auf die Morphologie im Duodenum. (n=5-8). A) statistische Auswertung der 
Zottenlänge in Mikrometer im Duodenum, B) statistische Auswertung der Zottenbreite in 
Mikrometer im Duodenum, C) statistische Auswertung der Enterozytenhöhe in Mikrometer im 
Duodenum, ᶜp<0,05 im Vergleich zu KAB D) statistische Auswertung der Kryptentiefe in 
Mikrometer im Duodenum, K = Kontrolldiät, FFr = Fett-, Fruktosereiche Diät, AB = Antibiotikum, 
die Ergebnisse sind als MW ± SEM angegeben. 
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5. Diskussion 
Weltweit steigt die Prävalenz metabolischer Erkrankungen wie der NAFLD an, weshalb ein 

großer Bedarf an Präventionsmaßnahmen besteht, die weiter ausgebaut werden müssen 

[2, 66]. Studien weisen darauf hin, dass die Hauptfaktoren, die zu metabolischen 

Krankheiten führen, zum einen der erhöhte Konsum von hochkalorischen, 

ballaststoffarmen Lebensmitteln, und zum anderen der Mangel an körperlicher Aktivität 

ist [67]. Neben diesen Faktoren scheint auch die Darmbarriere einen wesentlichen Einfluss 

zu nehmen [48, 68]. Studien haben gezeigt, dass NAFLD-Patienten eine höhere intestinale 

Permeabilität aufweisen [35, 52].  Somit scheint es einen Zusammenhang zwischen einer 

gestörten Darmbarriere und der NAFLD Entstehung zu geben [69]. Studien haben 

ebenfalls gezeigt, dass NAFLD-Patienten ein verändertes Mikrobiom, im Vergleich zu 

gesunden Probanden, aufweisen [33]. Die Anwendung von Antibiotika als 

Therapiemöglichkeit zur Behandlung der NAFLD ist bis heute nicht etabliert. Dennoch 

konnten in tierexperimentellen Studien und kleinen Humanstudien bereits Erfolge in 

Hinblick auf die präventive Funktion von Antibiotika auf die Entstehung der NAFLD gezeigt 

werden [16, 50, 70]. Ungeklärt ist jedoch, ob die Veränderungen der Mikroorganismen 

oder andere Faktoren für den Verlust der Barrierefunktion bei NAFLD Patienten von 

Bedeutung sind. Hintergrund dieser Arbeit war, herauszufinden, ob eine Antibiotikagabe 

vor der NAFLD Entstehung schützt, und wenn dies der Fall ist, ob dies mit einer 

Verbesserung der intestinalen Barrierefunktion einhergeht. 

 

5.1. Das Mausmodell zur Untersuchung molekularer Mechanismen der NAFLD 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhielten männliche C57BL/6J Mäuse 8 Wochen lang 

eine flüssige fett- und fruktosereiche Diät oder eine Kontrolldiät. Zwei weitere Gruppen 

wurden mit den jeweiligen Diäten und einer zusätzlichen Antibiotikagabe behandelt.  

Mausmodelle haben im Vergleich zu Humanstudien einige Vorteile in der Untersuchung 

molekularer Mechanismen. Es besteht die Möglichkeit bestimmte Variablen, wie 

Umweltfaktoren oder die Ernährung, die Einfluss auf die Erkrankung nehmen, direkt zu 

steuern [71]. So gibt es im Mausmodell sowohl einfache und kontrollierbare 

Haltungsbedingungen, als auch eine einheitliche Fütterung. In Humanstudien kann das 

Ernährungsverhalten nicht in diesem Ausmaß gesteuert und beeinflusst werden. 
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Außerdem führt die Fütterung der Mäuse mit einer fett- und fruktosereichen Diät, 

aufgrund der kürzeren Lebensdauer, zu einer rascheren Krankheitsentwicklung als beim 

Menschen [72]. Im Vergleich zu in-vitro Modellen kann die Leber der Maus als 

vollständiges und intaktes Organ untersucht werden, womit dynamische Zell-Zell- und 

Zell-Matrix-Interaktionen beobachtet werden können [71]. Dennoch müssen die 

Ergebnisse aus tierexperimentellen Studien in Bezug auf die Übertragbarkeit auf den 

Menschen immer kritisch beleuchtet werden, da bestimmte metabolische Eigenschaften 

zwischen Mensch und Maus nicht gänzlich ident sind [73]. Das ideale Tiermodell welches 

alle Aspekte der humanen NAFLD Pathogenese wie die typischen histologischen 

Merkmale, metabolischen Hintergrund wie Adipositas, Hyperglykämie, Insulinresistenz, 

Dyslipidämie, rekapituliert, existiert in dieser Form nicht [73]. In Studien mit Mäusen die 

mit einer atherogenen Diät, die mit Cholesterin und Cholat angereichert ist, gefüttert 

wurden, entwickelten zwar eine charakteristische NASH, waren jedoch systematisch 

insulinsensitiv [74]. Diese Tiermodelle replizieren somit nicht das volle Spektrum der 

NAFLD beim Menschen, sie können jedoch hilfreich sein, um Hypothesen zur Pathogenese 

der NASH zu überprüfen und Interventionsstudien durchzuführen [75]. 

Männliche C57BL/6J Mäuse weisen im Vergleich zu weiblichen Mäusen eine geringere 

Anfälligkeit für diätinduzierte Leberschäden auf [76]. Häufig kommt es bei männlichen 

Mäusen zu einer höheren absoluten Gewichtszunahme und gleichzeitig zu weniger 

lobulären Entzündungen und neutrophilen Granulozyten als bei weiblichen Mäusen [76]. 

Außerdem wurde im vorliegenden Tierversuch Schweinefett als Fettquelle verwendet, 

während in zuvor von der Arbeitsgruppe durchgeführten Versuchen Butterfett die 

Fettquelle darstellte [16, 77, 78]. Dieser Hintergrund sollte im Hinblick auf die vorliegende 

Arbeit berücksichtigt werden. 
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5.2. Einfluss einer fett- und fruktosereichen Diät auf die NAFLD Entstehung im 

Mausmodell 

In der vorliegenden Arbeit führte eine 8-wöchige fett- und fruktosereiche Diät bei 

männlichen C57BL/6J Mäusen zu einer NAFLD Entstehung. Das Gesamtgewicht der vier 

Versuchstiergruppen unterschied sich nicht, jedoch lag das Lebergewicht der beiden FFr-

gefütterten Gruppen über den der Kontrolltiere. Die 8-wöchige Aufnahme der FFr-Diät 

führte zu einer signifikanten Verfettung der Leber mit beginnenden 

Entzündungsgeschehen. In Humanstudien gibt es Beobachtungen, dass neben einer 

generellen Überernährung, die erhöhte Aufnahme bestimmter Makronährstoffe, vor 

allem gesättigte Fettsäuren und Zucker zur NAFLD-Entstehung beitragen [14, 15, 79].  

Insbesondere ein hoher Fruktosekonsum wird in mehreren Studien als Risikofaktor, eine 

NAFLD zu entwickeln, diskutiert [51, 80, 81]. Ein möglicher zugrunde liegender 

Mechanismus dahinter ist die Erhöhung der Darmpermeabilität und damit einhergehend 

erhöhte Endotoxin-Spiegel die TLR4-abhängige Signalwege und Kupfferzellen im 

Lebergewebe aktivieren könnten [80, 82]. Dies deckt sich auch mit der höheren 

Expression von F4/80 mRNA im Lebergewebe der FFr-gefütterten Mäuse im Vergleich zu 

den Kontrolltieren.  

 

5.3. Die gleichzeitige Gabe von Antibiotika schützt vor der Entstehung der 

diätinduzierten NAFLD im Mausmodell 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit Antibiotika zu 

einem geringeren Anstieg der Parameter der diätinduzierte NAFLD Entstehung führte. Es 

kam zu einem protektiven Effekt der oralen Antibiotikagabe auf die diätinduzierte NAFLD 

Entstehung bei C57BL/6J Mäusen.  Bei den durchgeführten Untersuchungen zeigte sich 

bei Lebern der FFr-gefütterten Mäuse mit zusätzlicher Antibiotikagabe eine reduzierte 

Leberfettakkumulation. Auch die Zahl neutrophiler Granulozyten und die Expression von 

F4/80 mRNA war in der FFr-gefütterten Gruppe, die zusätzlich ein Antibiotikum erhalten 

haben, deutlich geringer im Vergleich zu FFr-gefütterten Mäusen ohne oraler 

Antibiotikagabe. Außerdem wurde auch die TBARS Konzentration der FFr+AB gefütterten 

Mäuse beinahe auf das Niveau der Kontrolltiere reduziert. Die Kontrolltiere mit 

zusätzlicher Antibiotikagabe zeigten bei diesen Parametern keine signifikanten 
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Unterschiede zu den Kontrolltieren, weswegen davon auszugehen ist, dass die zusätzliche 

Antibiotikagabe hier keinen schädigenden Effekt auf die Leber gehabt hat.  

Diese Ergebnisse sind in Einklang mit zuvor durchgeführten Studien, bei welchen die orale 

Antibiotikagabe bei C57BL/6J Mäusen ebenfalls die NAFLD Entstehung abmildern konnte 

[16, 50, 53]. In der Studie von Brandt et al., wurden weibliche C57BL/6J Mäuse untersucht 

und bei der Fütterung handelte es sich um eine fett-, fruktose- und cholesterinreiche Diät. 

Bei dem Antibiotikum wurde eine Mischung aus Polymyxin und Neomycin angewendet. 

Trotz kurzer Dauer von 8 Tagen zeigte das Antibiotikum einen Schutz vor den frühen 

Anzeichen einer diätinduzierten NAFLD [16]. Außerdem gibt es auch Humanstudien 

welche einen positiven Effekt einer Antibiotikatherapie bei NAFLD Patienten aufzeigen 

konnten [83]. Jedoch gibt es auch Studien bei der eine orale Antibiotikagabe zu keiner 

Verbesserung der diätinduzierten NAFLD geführt hat [54]. In der Studie von Bier et al., 

wurden Ratten über acht Wochen mit einer 60% igen-fruktosereichen Diät gefüttert und 

erhielten zusätzlich ein Antibiotikum, das aus Ampicillin und Neomycin bestand. Das 

Antibiotikum reduzierte die mikrobielle Diversität zwar drastisch und auch die Mikrobiota-

Zusammensetzung wurde verändert, dennoch kam es zu keinen metabolischen 

Unterschieden im Vergleich zu den Ratten ohne zusätzlicher Antibiotikagabe [54]. Im 

Gegensatz dazu wurden im selben Rattenmodell bei einer 30%igen-Fruktose-Diät und 

zusätzlicher Antibiotikagabe Parameter der Leber verbessert [84, 85]. Möglicherweise 

liegen die Unterschiede in der Zusammensetzung der Diät und damit an einer 

differenzierten Verstoffwechselung, abhängig von der Fruktose-Dosis [54]. In der 

vorliegenden Arbeit wurde ein nicht resorbierbares Breitbandantibiotikum aus Ampicillin, 

Vancomycin, Metronidazol und Gentamycin verwendet.  Inwiefern die Zusammensetzung 

des Antibiotikums und auch die Fütterung der Mäuse Einfluss auf die Auswirkung in der 

Leber hat, müsste weiter untersucht werden. Es gibt somit zahlreiche Unterschiede im 

Studiendesgin, die bei der Interpretation der Ergebnisse berücksichtigt werden müssen.  

Insgesamt weisen die Ergebnisse darauf hin, dass die zusätzliche Antibiotikagabe die 

Entstehung der diätinduzierten NAFLD deutlich abmildert. Um spezifische Aussagen zu 

den Wirkungsweisen und Effekten der Behandlung treffen zu können sind weitere 

Untersuchungen notwendig. Außerdem ist nicht klar, welche langfristigen Effekte eine 
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Antibiotikagabe bei der diätinduzierten NAFLD hat. Auch dies müsste in weiterführenden 

Studien geklärt werden.  

Eine Studie zeigte, dass die Störung der Darmgefäßbarriere ein frühes Ereignis der NASH-

Pathogenese ist [86]. Die erhöhte intestinale Permeabilität der Darmbarriere kann zur 

Translokation ganzer Bakterien oder bakterieller Produkte führen, die somit über den 

Pfortaderkreislauf zur Leber gelangen können [86]. In den vorliegenden Untersuchungen 

könnte durch die orale Gabe des Antibiotikums es zu einer drastischen Reduktion der 

Mikroorganismen gekommen sein und somit weniger bakterielle Produkte über den 

Pfortaderkreislauf zur Leber gelangt sein. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch keine 

Reduktion der Permeation von Xylose im Everted Gut Sac Modell bei Mäusen mit 

zusätzlicher Antibiotikagabe beobachtet werden. Sowohl beim Vergleich der 

Kontrollgruppe mit der Kontrollgruppe + AB als auch beim Vergleich der FFr-Gruppe zur 

FFr-Gruppe +AB zeigte sich keine Reduktion der Xylosepermeation. Die beiden FFr-

gefütterten Versuchsgruppen zeigten eine höhere Xylosepermeation als die Kontrolltiere. 

Der protektive Effekt der Antibiotika Behandlung auf die Entstehung der NAFLD war nicht 

mit einem Schutz vor der erhöhten intestinalen Permeabilität assoziiert. Diese 

Mechanismen sind vermutlich auf die Zusammensetzung der Nahrung, insbesondere dem 

Zucker- und Fettgehalt, zurückzuführen. In einer Studie von Brandt et al., konnten durch 

den Austausch von Rapsöl statt Butterfett die Versuchstiere vor einer Translokation von 

bakteriellen Endotoxin und TLR-4 Aktivierung in der Leber geschützt werden [87]. Dies 

deutet darauf hin, dass die Unterbrechung der Endotoxin/TLR4-Signalübertragung, sei es 

durch eine Verbesserung der Darmbarrierefunktion oder durch eine mögliche veränderte 

Zusammensetzung der Darmmikrobiota, die NAFLD Entstehung abmildern kann [82, 88]. 

Somit würde die gefundene Schutzwirkung des Antibiotikums auf Parameter der Leber 

nicht eine primäre Wirkung auf die Darmbarriere sein, sondern durch die deutliche 

Reduktion der Mikrobiota zustande kommen. In weiterer Folge gelangt somit weniger 

schädigendes bakterielles Endotoxin über die Pfortader zur Leber und Signalkaskaden der 

NAFLD Entstehung werden reduziert.   

Zusammenfassend legen die Daten nahe, dass die schützende Wirkung einer oralen 

Antibiotikagabe auf die diätinduzierte NAFLD Entstehung durch weniger schädigendes 

bakterielles Endotoxin und damit einhergehender Aktivierung von TLR4 in der Leber 
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resultieren könnte [88, 89]. Das Antibiotikum hat somit keine primäre Schutzwirkung auf 

die Darmbarriere, sondern ist auf die verminderte Translokation von bakteriellen 

Endotoxin zurückzuführen.  

Sowohl Tier- als auch Humanstudien haben gezeigt, dass die Entwicklung einer NAFLD mit 

Veränderungen der Darmbarrierefunktion und in weiterer Folge mit einer Translokation 

von bakteriellen Endotoxin über die Pfortader zur Leber einhergeht [35, 50, 90, 91]. 

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass der Schutz vor dem Verlust von Tight-

Junction-Proteinen im Dünndarm mit einer verringerten portalen Endotoxinkonzentration 

in Zusammenhang steht [92]. Die Ergebnisse in tierexperimentellen Studien weisen 

weiters darauf hin, dass es durch die diätinduzierte Veränderung der Darmpermeabilität 

zu einer verminderten Konzentration an Tight Junction Proteinen wie Occludin und ZO-1 

kommt [17, 43, 82, 93]. Die Veränderungen der Tight Junction Proteine werden als 

ausschlaggebend für die erhöhte Permeabilität der Darmbarriere diskutiert [94]. In einer 

Studie konnte gezeigt werden, dass durch eine zusätzliche Antibiotikagabe, zu einer 

Cholin-defizienten Diät, der Verlust von Tight Junction Proteinen fast vollständig reduziert 

werden konnte [93]. In der Studie von Brandt et al., zeigte sich, dass C57BL/6J Mäuse bei 

einer 8-tägigen Fütterung einer modifizierten Western-Style Diät und zusätzlicher 

Antibiotikagabe ebenfalls keine Reduktion der Tight Junction Proteine Occludin und ZO-1 

aufgewiesen haben [16]. In der vorliegenden Arbeit konnte aufgrund der zu hohen 

Streuung von Occludin im Western Blot und der eingeschränkten Zahl an auswertbaren 

ZO-1 Proteinfärbung konnten für diese beiden Tight Junction Proteine keine 

Auswertungen durchgeführt werden. Tight Junction Proteine sind nicht auswertbar – 

könnten aber wesentlich sein. Die Mechanismen, die an der ernährungsabhängigen 

Regulation der Tight Junction Proteine beteiligt sind, konnten noch nicht vollständig 

geklärt werden [53]. Es könnte auch die Phosphorylierung der Tight Junction Proteine eine 

entscheidende Rolle spielen, da diese für die Stabilität der Proteine entscheidend ist [95]. 

Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es noch keine konkreten Daten über den Zusammenhang der 

Dünndarmmorphologie und der Leber. In einer Studie zeigte sich, dass die Morphologie 

des Dünndarms leicht durch verschiedene Ernährungsmuster verändert werden kann 

[96]. Neben Tight Junction Proteinen stellen auch schleimsezernierende Becherzellen eine 

wichtige Barriere dar, um Krankheitserreger vor dem Eindringen in die Schleimhaut zu 
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hindern [97]. Diese Zellen sind essenziell für die Aufrechterhaltung der Immunität des 

Darmtrakts und sind die erste Verteidigungslinie gegenüber Krankheitserregern [97]. Ein 

Defekt dieser Schleimschicht würde es zahlreichen Bakterien ermöglichen in das Epithel 

einzudringen [98]. In welcher Form der Schleimhautdefekt Einfluss auf die Leber und 

NAFLD hat, ist noch nicht geklärt. Häufig wird diskutiert, dass eine Antibiotikagabe die 

Darmschleimschicht stören könnte, und dabei entweder den Schleimabbau verstärkt oder 

die normalen kommensalen Auslöser für die Schleimproduktion hemmt [99]. Bei den 

vorliegenden Untersuchungen konnte jedoch keine Veränderung der Zahl der 

schleimsezernierenden Becherzellen gezeigt werden. 

Entzündungsmediatoren wie Zytokine oder Lipide können zur vermehrten Freisetzung 

von Mucinen führen. Die Fixierung der Darmgewebeschnitte führt zum Verlust der 

Mucine, wodurch keine Aussage über deren Zusammensetzung gemacht werden kann 

[100]. Eine Studie hat gezeigt, dass zwischen keimfreien Tieren und konventionell 

aufgezogenen Tieren die Mucinzusammensetzung verändert ist [101]. Becherzellen von 

keimfreien Nagetieren waren dabei weniger zahlreich und kleiner als bei herkömmlich 

aufgezogenen Mäusen. Weitere Studien haben gezeigt, dass auch Ernährungsfaktoren die 

Becherzellzahl und die Mucinheterogenität beeinflussen und damit die Sekretion der 

Becherzellen modulieren könnten [102, 103]. Studien weisen darauf hin, dass die 

Mikrobiota die Becherzellfunktion direkt beeinflusst, als auch darauf, dass bioaktive 

Faktoren die Funktion der Becherzellen verändert. Proinflammatorische Zytokine wie 

TNF-Alpha oder IL-6 zeigten in Studien eine Stimulation der Mucinsekretion und eine 

erhöhte Expression von MUC2, MUC5AC, MUC2B und MUC6 [104]. Die Exposition 

gegenüber Gram-positiven als auch Gram-negativen Bakterien erhöhte die 

Mucinproduktion ebenfalls [102]. Das Fehlen dieser Bakterien könnte somit zur Reduktion 

der Mucinproduktion führen, wodurch die Permeabilität der Darmbarriere negativ 

beeinflusst wird. In der vorliegenden Untersuchung wurde die Sezernierung der 

Becherzellen nicht erhoben, sondern ausschließlich die Anzahl dieser. Dabei konnten 

keine Unterschiede zwischen den vier Versuchsgruppen beobachtet werden. 

Möglicherweise kommt es durch die drastische Reduktion der Mikrobiota aufgrund des 

Antibiotikums zu einer Veränderung der Mucinzusammensetzung und Größe der 

Becherzellen, jedoch hat dies keinen direkten Einfluss auf die Anzahl an Becherzellen. 
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Diese Einflussfaktoren müssten in weiterführenden Studien untersucht werden und auch 

ob diese in weiterer Folge Einfluss auf die Leber und NAFLD Entstehung haben. 

Bei den vorliegenden Untersuchungen führte die fett- und fruktosereiche Diät zu keiner 

Veränderung der Dünndarmmorphologie. Eine Ausnahme stellt die Höhe der Enterozyten 

dar, bei der ein signifikanter Unterschied zwischen der FFr-Gruppe und der Kontrollgruppe 

mit Antibiotikagabe beobachtet werden konnte. Enterozyten stellen die 

Hauptkomponenten des Darmepithels dar und sind für die Ionen-, Wasser-, Zucker-, 

Peptid- und Lipidaufnahme verantwortlich [97]. Ob dies möglicherweise in 

Zusammenhang mit der erhöhten Permeabilität steht, müsste weiter untersucht werden. 

Die Behandlung mit Antibiotika führt zu keiner Veränderung der Becherzellen und 

Morphologie im Duodenum bei C57BL/6J Mäusen.  
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Fazit  
Insgesamt weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass die orale 

Antibiotikagabe vor einer diätinduzierten NAFLD Entstehung im Mausmodell schützt. 

Welche Mechanismen dieser Wirkung zugrunde liegen, konnte in dieser Arbeit jedoch 

nicht abschließend geklärt werden. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die 

Schutzwirkung des Antibiotikums keine direkte Wirkung auf die Darmbarriere ist, sondern 

aufgrund der drastischen Reduktion der Mikrobiota zustande kommt. In weiterer Folge 

gelangt weniger schädigendes bakterielles Endotoxin über die Pfortader zur Leber und 

Signalkaskaden der NAFLD Entstehung werden reduziert (siehe Abbildung 15). Inwiefern 

die Mikrobiotazusammensetzung verändert wird und welche Folge eine langfristige 

Antibiotikagabe hätte, müsste in weiterführenden Studien untersucht werden.   

 

Abbildung 15: Schematische Darstellung des Einflusses einer Fett-und fruktosereichen Diät und 
einer gleichzeitigen Antibiotikagabe auf die NAFLD Entstehung. Durch eine fett- und 
fruktosereiche Diät gelangt vermehrt LPS über die Portalvene zur Leber und aktiviert 
Signalkaskaden der NAFLD Entstehung. Eine zusätzliche Antibiotikagabe reduziert die Mikrobiota 
im Darm und führt zu reduzierten LPS Spiegeln und damit einer verringerten NAFLD Entstehung.   
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Zusammenfassung 
Die nicht-alkoholbedingte Fettlebererkrankung (NAFLD) ist die häufigste chronische 

Lebererkrankung weltweit, mit noch immer steigender Prävalenz. Neueste Erkenntnisse 

zeigen, dass neben Lebensstilfaktoren wie Fettleibigkeit oder Insulinresistenz auch eine 

Störung der Darmbarriere ein Risikofaktor für die Entwicklung der NAFLD darstellt. In 

tierexperimentellen Studien führt eine fett- und fruktosereiche Diät zu einem Verlust von 

Tight Junction Proteinen und damit einhergehend zu einer Störung der Darmbarriere. 

Aufgrund der erhöhten Darmpermeabilität gelangen bakterielles Endotoxin über die 

Pfortader vermehrt zur Leber und spezifische Signalkaskaden, die an der NAFLD-

Entstehung beteiligt sind, werden somit aktiviert. Eine orale Antibiotikagabe steht in 

Zusammenhang eine diätinduzierte NAFLD Entstehung reduzieren zu können. Ob dies 

direkt als Folge einer Verbesserung der Darmbarriere geschieht, oder nur aufgrund der 

Dezimierung der Darmmikrobiota ist noch nicht klar. Ziel der vorliegenden Arbeit war es 

daher, den Einfluss einer oralen Antibiotikagabe auf die diätinduzierte NAFLD Entstehung 

und die Darmbarriere zu untersuchen. Dazu wurden männliche C57BL/6J Mäuse für acht 

Wochen mit einer Kontrolldiät oder einer fett- und fruktosereichen Diät gefüttert, die 

jeweils mit oder ohne einem Antibiotikum angereichert war. Anschließend wurden 

Parameter der Leber wie der NAFLD-Activity Score, die Anzahl neutrophiler Granulozyten, 

die Expression von F4/80 mRNA und die Thiobarbitursäure-reaktive Substanzen 

Konzentration bestimmt. Zur Untersuchung molekularer Mechanismen im Duodenum 

wurde die Xylosepermeation im ex vivo Everted Gut Sac Modell gemessen und die Anzahl 

an Becherzellen und Morphologie des Duodenums bestimmt. Es zeigte sich, dass die orale 

Antibiotikagabe einen Schutz vor der diätinduzierten NAFLD Entstehung bietet. Die FFr-

Versuchstiergruppe mit zusätzlicher Antibiotikagabe zeigte bei allen vier gemessenen 

Leberparametern Werte, die auf dem Niveau der Kontrolltiere lagen. Wohingegen diese 

in den FFr-Gruppen deutlich erhöht waren. Bei der Messung der Xylosepermeation zeigte 

sich keine Veränderung der Permeabilität in den Versuchstiergruppen mit 

Antibiotikagabe, im Vergleich zu FFr-gefütterten Tieren. Auch die Anzahl an Becherzellen 

und Parameter der Morphologie im Duodenum zeigten keine Unterschiede zwischen den 

vier Versuchstiergruppen. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die orale 

Antibiotikagabe vor der diätinduzierten NAFLD Entstehung schützt, dies aber nicht mit 

einer Verbesserung der Darmbarrierefunktion einhergeht.   
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Summary 
Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common chronic liver disease 

worldwide, with still increasing prevalence. Recent evidence suggests that, in addition to 

lifestyle factors such as obesity or insulin resistance, intestinal barrier dysfunction is also 

a risk factor for the development of NAFLD.  In animal studies, a high-fat and high-fructose 

diet leads to a loss of tight junction proteins and thus to a disturbance of the intestinal 

barrier. Due to the increased intestinal permeability, bacterial endotoxin reaches the liver 

via the portal vein and specific signalling cascades involved in the development of NAFLD 

are activated. Oral antibiotic administration is associated with being able to reduce diet-

induced NAFLD development. Whether this occurs directly as a consequence of an 

improvement of the intestinal barrier or only due to the decimation of the intestinal 

microbiota is not yet clear. Therefore, starting from this background, the aim of the 

present work was to investigate the influence of an oral antibiotic administration on diet-

induced NAFLD development and the gut barrier. For this purpose, male C57BL/6J mice 

were fed a control diet or a high-fat and high-fructose diet, each enriched with or without 

an antibiotic, for eight weeks. Liver parameters such as NAFLD activity score, neutrophil 

granulocyte count, F4/80 mRNA expression and TBARS concentration were then 

determined. To investigate molecular mechanisms in the duodenum, xylose permeation 

was assessed in the ex vivo Everted Gut Sac model, and the number of goblet cells and 

duodenal morphology were determined. Oral antibiotic administration was found to 

provide protection against diet-induced NAFLD development. The FFr experimental 

animal group with additional antibiotic administration showed values for all four 

measured liver parameters that were at the level of the control animals. Whereas these 

were significantly increased in the FFr groups. The measurement of xylose permeation 

showed no change in permeability in the groups of animals with antibiotic administration 

compared to FFr-fed animals. There was also no effect on the number of goblet cells and 

on the morphology in the duodenum, and the four groups of experimental animals 

showed no differences with respect to these parameters. In conclusion, oral antibiotic 

administration was shown to protect against diet-induced NAFLD development, but this 

was not associated with an improvement in gut barrier function.  
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Anhang 
Tabelle 19: Detaillierte Zusammensetzung der Kontrolldiät und der FFr-Diät 

 Kontrolldiät 

flüssig, 12 kJ% Fett 

S0514-E772 

Modifizierte Western-

Style Diät flüssig, 28 kJ% 

Fett, S0514-E761 

Casein (%) 19,500 18,000 

Maisstärke, vor-gelatiniert (%) 36,000 5,100 

Maltodextrin (%) 16,690 − 

Fruktose (%) − 50,000 

Saccharose (%) 10,000 − 

Glucose (%) − 5,000 

Cellulose-Pulver (%) 5,000 2,155 

DL-Methionin (%) 0,100 0,300 

L-Cystein (%) 0,200  

Vitamin-Vorgemisch (%) 1,000 1,000 

Mineralstoff und 

Spurenelemente Vorgemisch 

(%) 

4,600 4,835 

Cholin Cl (50%) (%) 0,200 0,200 

Ascorbinsäure (%) 0,100 0,100 

Butylhydroxytoluol (%) 0,010 0,010 

Xanthangummi (%) 1,600 1,630 

Eisen-(III)-citrat H₂O (%) − 0,070 

Cholesterin (%) − − 

Sojabohnenöl (%) 5,000 − 

Butterfett (%) − − 

Schweinefett (%) − 1,600 

Geschätzte Inhalte   

Rohprotein (%) 17,4 16,0 

Rohfett (%) 5,1 11,8 

Rohballaststoff (%) 5,0 2,2 
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Rohasche (%) 4,2 4,2 

Stärke (%) 34,6 5,0 

Saccharose (%) 11,0 − 

Fruktose (%) − 50,0 

Glukose (%) − 5,0 

Kohlenhydrate (%) 64,8 63,6 

Energie (Atwater) MJ/kg 15,7 17,8 

Kcal% Protein 19 15 

Kcal% Fett 12 25 

Kcal% Kohlenhydrate 69 60 

Lysin % 1,43 1,32 

Met. & Cys. % 1,00 0,96 

Threonin (%) 0,75 0,69 

Eisen (mg/kg) 49 190 

Vitamin A (IU/kg) 15,000 15,000 

Vitamin D (IU/kg) 1,500 1,500 

Vitamin E (IU/kg) 150 150 

Fettsäuren (% in der Diät)   

C 4:0 − − 

C 6:0 − − 

C 8:0 − − 

C 10:0 − 0,01 

C 12:0 − 0,03 

C 14:0 0,02 0,17 

C 16:0 0,57 2,81 

C 18:0 0,18 1,57 

C 16:1 0,01 0,34 

C 18:1 1,28 4,86 

C 18:2 2,65 1,10 

C 18:3 0,29 0,12 

Cholesterin (mg/kg) − 86 
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Methode H & E Färbung  

Die Hämatoxylin & Eosin (H&E) Färbung wird auch als Übersichtsfärbung bezeichnet, da 

sie einen Überblick über das gesamte Gewebe, Strukturen, die Zellverteilung und Kern-

Plasma-Relationen gibt [105]. Hierbei färbt das Hämatoxylin Organellen mit negativ 

geladenen Nukleinsäuren wie z.B. den Zellkern blau. Eosin ist ein saurer Farbstoff und 

färbt Cytoplasma, Bindegewebe und Kollagenfasern kräftig rot [105]. Die Senkung des pH-

Wertes durch Leitungswasser führt zum Farbumschlag und Fixierung des Hämatoxylin 

[106]. Dieses Phänomen wird als „Bläuen“ bezeichnet [105]. 

Im Folgenden sind die einzelnen Schritte der H & E Färbung kurz zusammengefasst. Zuerst 

wurden die Paraffinschnitte der Leber entparaffiniert und rehydriert (siehe Tabelle 20). 

Dafür wurden die Objektträger in ein Färbgestell gegeben und in die jeweilige Lösung 

getaucht. Während der Inkubationszeit standen die Behälter auf dem Orbitalschüttler bei 

80rpm.  

Tabelle 20: Entparaffinierung und Rehydrierung H&E Färbung 

Inkubationszeit Lösung 

20 Minuten Roti Histol 

10 Minuten 100% Ethanol 

10 Minuten 95% Ethanol 

10 Minuten 85% Ethanol 

10 Minuten 70% Ethanol 

10 Minuten 30% Ethanol 

10 Minuten Destilliertes Wasser 

10 Minuten Destilliertes Wasser (neuer Behälter) 

 

Die entparaffinierten Schnitte wurden anschließend in ein Färbegestell aus Glas gestellt 

und für 1 Minute in die mit Hämatoxylin gefüllte Färbeküvette gegeben und leicht 

geschwenkt. Anschließend wurden die Schnitte für jeweils 30 Sekunden zum Bläuen in 

Leitungswasser getaucht, das mit destilliertem Wasser abgestoppt wurde. Nach dem 

Bläuen wurde das Färbegestell erneut für etwa 30 Sekunden in zwei Behälter mit 

destilliertem Wasser gegeben, um die Reaktion abzustoppen. Nun erfolgte die 
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Dehydrierung, erneut auf dem Orbitalschüttler bei 80rpm, bei der die Schnitte für 7-10 

Minuten zuerst in 75% Ethanol und danach in 85% Ethanol inkubiert wurden. Nach der 

Dehydrierung erfolgte die Gegenfärbung mit Eosin (siehe Tabelle 21). 

Tabelle 21: Eosin Färbung 

Inkubationszeit Lösung 

1-2 Sekunden Eosin Y Lösung 

10-20 Sekunden in 95% Ethanol spülen 

10-20 Sekunden in 100% Ethanol spülen 

20 Minuten Roti Histol 

 

Nach diesem Schritt und einer vollständigen Dehydrierung wurden die Gewebepräparate 

mit Entellan und Deckgläschen eingedeckt.  

 

Zusammensetzung genutzter Arbeitslösungen und Puffer  

Lösung 1: 10x PBS 

80g Natriumchlorid (NaCl) 

2g Kaliumchlorid (KCl) 

7,62g Dinatriumhydrogenphosphat (Na₂HPO₄) 

0,77g Kaliumhydrogenphosphat (KH₂PO₄) 

Diese Substrate werden in etwa 800ml destilliertem Wasser gelöst und der pH-Wert auf 

7,4 eingestellt (mit Hilfe von konz. Salzsäure (HCl)). Danach wurde der Puffer mit 

destilliertem Wasser auf 1000ml aufgefüllt.  

 

Lösung 2: 1x PBS  

Für 1x PBS werden 100ml 10x PBS mit 900ml destilliertem Wasser vermengt. 
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Lösung 3: 4% PBS-gepuffertes Formalin 

892ml 1x PBS + 108ml 37%ige Formaldehydlösung 

 

Lösung 4: 5% BSA/PBS 

0,5g Albumin Fraktion V (BSA) in 10ml 1x PBS lösen 

 

Lösung 5: Fixierlösung (CAF Lösung) für Naphthol AS-D Chloracetat Esterase-Färbung  

Die Lösung wurde frisch, nach Angaben des Herstellers des Naphthol AS-D Chloracetat 

Esterase-Färbekits Sigma Aldrich, wie folgt hergestellt:  

2,5ml Citratlösung 

6,5 ml Aceton 

0,8ml 37%iges Formalin 

 

Lösung 6: Färbelösung für Naphthol AS-D Chloracetat Esterase-Färbung 

Die Färbelösung wurde frisch, nach Angaben des Herstellers des Naphthol AS-D 

Chloracetat Esterase-Färbekits Sigma Aldrich, wie folgt hergestellt: 

100µl Natriumnitrit-Lösung 

100µl Fast Red Violet LB Standardlösung  

➔ Lösung vortexen und 2 Minuten ruhen lassen 

4ml 37 Grad Celsius warmes destilliertes Wasser 

500µl TRIZMAL 6,3 Pufferkonzentrat 

100µl Napthol-AS-D Chloracetat Lösung  

➔ Gut mischen  
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Tabelle 22: Herstellung Krebs-Ringer-HEPES-Puffer (KRH-Puffer)  

 Chemikalien Menge (1 Liter) 

Lösung 1: 10x Salz-Lösung NaCl (1,15M) 

KCl (50mM) 

MgSO 4 (anhydrous) 

(12mM) 

CaCl2*2H2O 

67,2g 

3,73g 

1,44g 

2,94g 

Lösung 2: 10x HEPES-Lösung HEPES (250mM) 59,5g 

Lösung 3: 10x KH2PO4 - Lösung KH2PO4 (19mM) 1,36g 

Herstellung 1 Liter 1x KRH-Puffer  

1. 100ml Lösung 1 + 100ml Lösung 2 + 100ml Lösung 3 + 500ml dH2O  

2. pH-Wert von 7,4 einstellen 

3. 2g BSA hinzufügen, auf 1000ml mit dH2O auffüllen 
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Tabelle 23: Lösungen für den Western Blot 

Lösung Herstellung 

RIPA-Puffer 20mM MOPS; 150mM NaCl; 1mM EDTA; 

1% (v/v) IGEPAL; 0,1% (w/v) SDS 

Tris (0,5M) 6,05g Tris (base) in 90ml dH2O; pH 6,8 mit 

HCl einstellen und auf 100ml mit dH2O 

auffüllen 

Tris (1,5M) 18,15g Tris (base) in 80ml dH2O; pH 8,8 

mit HCl einstellen und auf 100ml mit 

dH2O auffüllen 

SDS (10%) 10g SDS in 100ml dH2O lösen 

APS (10%) 0,1g Ammoniumpersulfat in 1ml dH2O 

lösen 

4X SDS-Ladepuffer 5,217ml Tris 1,5M (pH auf 6,8 einstellen); 

2,5g SDS; 12,5ml Glycerol; 5ml 2-ß-

Mercaptoethanol; 12,5mg 

Bromphenolblau, auf 25ml mit dH2O 

auffüllen 

10x Elektrophoresepuffer → vor 

Gebrauch auf 1x Elektrophoresepuffer 

verdünnen 

30,28g Tris (base); 144,13g Glycin; 10g 

SDS, in einem Endvolumen von 1000ml 

dH2O lösen 

100mM DTT 0,85mg DTT in 2ml dH2O lösen 

Towbin Transferpuffer 

 

14,4g Glycin; 3,03g Tris (base); 200ml 

Methanol; auf 1000ml mit dH2O auffüllen 

Ponceau S 0,1g Ponceau S; 500µl Essigsäure 100%, 

auf 50ml mit dH2O auffüllen 

10x TBS → vor Gebrauch auf 1x TBS 

verdünnen 

24,2g Tris (base); 80g NaCl in 900ml dH2O, 

pH=7,6; mit dH2O auf 1000ml auffüllen  

1xTBST 100ml 10xTBS; 900ml dH2O; 0,5ml Tween 

20 
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