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1. Einleitung 
 

1.1 Ernährungsmuster im Vergleich und Ernährungsempfehlungen 

Für die Erhaltung der Gesundheit des Menschen spielt die Ernährung im öffentlichen Diskurs und in 

der Wissenschaft eine immer größere Rolle (1). Klar definierte Empfehlungen für eine 

gesundheitsförderliche Ernährung, wie sie etwa von den deutschsprachigen Fachgesellschaften (DGE, 

ÖGE und SGE bilden die D-A-CH-Fachgesellschaften für Ernährung) herausgegeben werden, basieren 

auf einem breiten wissenschaftlichen Konsens und entstehen in mehrjähriger Abstimmung (2,3). 

Dennoch herrscht in der individuellen Ernährung oft Unsicherheit, wenn es um die Umsetzung geht 

(4). Zudem ist die Wahl einer Mahlzeit und eines Ernährungsschemas ein vielschichtiger, komplexer 

Prozess für den neben den Empfehlungen der Fachgesellschaften auch individuelle Faktoren 

(Umweltfaktoren, Stresslevel, Konstitution etc.) und die Werbung für Lebensmittel eine Rolle spielen 

(5). Daraus resultiert eine unzureichende Umsetzung der Richtlinien der Fachinstitutionen. 

Insbesondere der Konsum von Gemüse, Hülsenfrüchten und Vollkornprodukten liegt deutlich 

unterhalb der empfohlenen Mengen wie Daten aus nationalen Verzehrsstudien und Modellierungen 

der neuen FBDG (Food-Based Dietary Guidelines) belegen. Der Konsum von Fleisch und Zucker ist dabei 

überproportional hoch (6). Diese Diskrepanz scheint in Zusammenhang mit Störungen der intestinalen 

Barrierefunktion zu stehen. So bewirkt eine ballaststoffarme, fettreiche Ernährung eine Erhöhung der 

Darmpermeabilität, die die Translokation von mikrobiellen Fragmenten (z.B. LPS) begünstigt und 

systematische Entzündungsprozesse initiieren kann (7,8). Eine gestörte Darmbarriere wird mit einigen 

chronischen Erkrankungen in Verbindung gebracht, darunter Reizdarmsyndrom, nicht-alkoholische 

Fettleber, Autoimmunerkrankungen und Depressionen (9,10). Die gesellschaftliche Relevanz einer 

intakten Darmbarriere wird durch die hohe Prävalenz solcher Erkrankungen unterstrichen. Etwa 8–

20 % der Weltbevölkerung leiden z.B. am Reizdarmsyndrom (11).  

 

Die vegane Ernährung erfährt aus verschiedenen Gründen zunehmendes Interesse innerhalb der 

Bevölkerung. Sowohl gesundheitliche und ethische als auch ökologische Aspekte spielen hier eine Rolle 

(12,13). 

Die vegane Ernährung beinhaltet typischerweise einen hohen Anteil an Ballaststoffen, sekundären 

Pflanzenstoffen und Antioxidantien sowie einen geringen Gehalt an gesättigten Fettsäuren und enthält 

kein Cholesterin (14). Diese Nährstoffzusammensetzung wird mit einer Reihe positiver 

gesundheitlicher Effekte assoziiert, darunter ein verringertes Risiko für Typ-2-Diabetes, koronare 
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Herzkrankheiten und bestimmte Krebsformen (12). Gleichzeitig existieren jedoch auch potenzielle 

Risiken durch Nährstoffmängel (z.B. Vitamin B12, Eisen, Kalzium, Vitamin D, Jod, Zink, Omega-3-

Fettsäuren und Selen), insbesondere bei unausgewogener Umsetzung (15,16).  

 

Der Konsum von hochverarbeiteten veganen Ersatzprodukten, die teilweise erhöhte Mengen an Salz, 

Zucker und gesättigten Fettsäuren und gleichzeitig weniger essenzielle Nährstoffe (z.B. Proteine und 

Mikronährstoffe) enthalten, nimmt zu (17). Die zur Entstehung dieser Convenience-Produkte 

eingesetzten technologischen Verarbeitungsprozesse wie Fermentation, Erhitzung oder pH-

Verschiebungen können zur Racemisierung von L-Aminosäuren führen und damit zur Bildung von D-

Aminosäuren beitragen (18). Dies kann die Verwertbarkeit und die Ernährungsqualität der Proteine 

beeinträchtigen und in höheren Konzentrationen in Tierversuchen das Wachstum hemmen und 

Veränderungen in den Organen hervorrufen. Zwar wird die daraus resultierende gesundheitliche 

Relevanz für den Menschen grundsätzlich als gering eingestuft (19,20), doch bleibt die Langzeitwirkung 

solcher Produkte und deren Einfluss auf die Darmbarriere ein weitgehend unerforschtes Feld. 

 

Omnivore Ernährungsformen, insbesondere wenn sie sich an den Empfehlungen der D-A-C-H-

Gesellschaften orientieren, enthalten sowohl pflanzliche als auch tierische Lebensmittel in 

ausgewogener Form. Sie gelten ebenfalls als gesundheitsförderlich, v.a. wenn der Anteil an Obst, 

Gemüse, Vollkornprodukten und ungesättigten Fettsäuren hoch ist (21–23). Die genaue 

Zusammensetzung einer Ernährung, unabhängig von der genauen Bezeichnung, entscheidet über den 

physiologischen Effekt (23). Die vorliegende Arbeit untersucht die Wirkung solcher definierter 

Ernährungsmuster auf die Darmbarriere im Zellkulturmodell. 

 

1.2 Die Darmbarriere – Struktur und Bedeutung  

Die Darmbarriere ist ein hochkomplexes System, das aus verschiedenen Komponenten besteht: (a) 

einer physikalischen Barriere (Schleimschicht und Epithelzellen), (b) einer humoralen Komponente 

(z.B. Immunglobulin A und Defensine) sowie (c) immunologischen Zellen (z.B. Lymphozyten und 

dendritische Zellen) und (d) muskulären und (e) neurologischen Komponenten. Sie fungiert als 

regulative Schnittstelle  zwischen dem intestinalen Lumen und dem Körperinneren, indem sie 

einerseits die Aufnahme essenzieller Nährstoffe und eine friedliche Koexistenz mit den intestinalen 

Symbionten ermöglicht, andererseits jedoch pathogene Mikroorganismen, Toxine und Antigene durch 

dosierte inflammatorische Reaktion und Verteidigung am Übertritt hindert (24–26). 
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Abbildung 1 Chemische und physische Barrieren im Dünndarm (modifiziert nach (24)), Abkürzungen: sIgA = sekretorisches 

Immunglobulin A; pIgR = poly-Immunglobulin-Rezeptor; Reg3 Proteine = Regenerating islet-derived protein 3. Erstellt mit 

BioRender.com. 

 

Für die vorliegende Arbeit ist eine Abgrenzung der beiden Begriffe „Darmbarriere“ und 

„Darmpermeabilität“ hilfreich. Die Darmpermeabilität wird als eine funktionelle Eigenschaft der 

Darmbarriere an bestimmten Stellen definiert, die durch die Analyse der Flussraten von bestimmten, 

weitgehend inerten Molekülen gemessen werden kann (z.B. LPS), entweder über die gesamte 

Darmwand oder über einzelne Wandkomponenten. Die Darmpermeabilität hängt von einigen 

Faktoren ab und kann durch diese beeinflusst und verändert werden. Dazu zählen z.B. die Veränderung 

der Zusammensetzung der Darmmikrobiota, Veränderungen der mukosalen Schicht oder Schäden an 

den Epithelien. Diese Veränderungen können eine Translokation der luminal liegenden Stoffe in die 

inneren Schichten der Darmwand bewirken und somit die Darmbarriere beeinträchtigen (24). Dies 

wird u.a. durch Alter, Stress, Medikamente, mikrobielle Dysbiosen oder Ernährung beeinflusst (27). 

 

Abbildung 2 Intestinale Barrieredysfunktionen durch Tight junction-Defekte, Apoptotische Lecks, Transzytose und 

Erosionen/Ulzerationen und deren Folgen (Passage von Ionen, Wasser, Antigenen, Makromolekülen und Bakterien durch die 

Zellbarriere)(modifiziert nach (24). Erstellt mit BioRender.com. 
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Die Ernährung beeinflusst die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota sowie die metabolische 

Aktivität im Darm in besonderem Maße. Ballaststoffe und Omega-3-Fettsäuren sind wichtige 

Nahrungsbestandteile, die über Fermentationsprozesse die Produktion kurzkettiger Fettsäuren 

(SCFAs) wie Butyrat, Acetat und Propionat fördern. Diese können die Integrität der Darmbarriere 

modulieren, da sie die Tight-Junction-Proteine stabilisieren sowie epitheliale Energiestoffwechsel und 

entzündungshemmende Signalwege fördern (28–31).  

Butyrat z.B. aktiviert spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPR41/GPR43) auf Darmepithelien 

und verhindert über eine Unterdrückung der entzündungsfördernden Signalwege (wie NF-ĸB) eine 

Barrieredestabilisierung. Gleichzeitig hemmt es Histondeacetylasen auf epigenetischer Ebene, was die 

Expression antiinflammatorischer Zytokine fördert und damit einen Schutz gegen Schäden der 

Darmbarriere bietet (32).  

Omega-3-Fettsäuren beeinflussen die Zusammensetzung des Mikrobioms zugunsten derer Bakterien, 

die kurzkettige Fettsäuren produzieren. Dazu zählen u.a. Roseburia und Bifidobakterien, sie tragen 

indirekt zur Stabilisierung der Darmbarriere bei (29,33). 

 

Ernährungsformen mit einem hohen Fett- und Proteinanteil wirken sich nachteilig auf die 

Darmbarriere aus. Wesentlich dafür ist die verringerte Bildung kurzkettiger Fettsäuren, die zu einer 

erhöhten epithelialen Durchlässigkeit beiträgt. Durch ihren geringen Gehalt an Ballaststoffen 

beeinflussen sie die Zusammensetzung der Darmmikrobiota. Ein hoher Fettgehalt fördert das 

Wachstum von Bacteroides und potenziell krankheitserregenden Proteobakterien, während 

ballaststoffverarbeitende Bakterien wie Bifidobakterien und bestimmte Firmicutes in ihrer 

Entwicklung gehemmt werden (34,35). Diese Dysbiose führt zu einer verstärkten Freisetzung von LPS, 

das über den TLR4-Signalweg proinflammatorische Reaktionen auslöst. Der daraus resultierende 

Effekt, bekannt als „metabolische Endotoxämie“, kann eine systemische niedriggradige Entzündung 

hervorrufen, die mit metabolischen Erkrankungen wie Adipositas und Typ-2-Diabetes in Verbindung 

steht (36). 

Ein hoher Proteingehalt in der Ernährung, insbesondere aus rotem Fleisch, kann ebenfalls 

problematisch sein. Durch die bakterielle Proteolyse entstehen Stoffwechselprodukte wie Ammoniak, 

Schwefelwasserstoff, Phenole und Indole, die die Integrität der Darmschleimhaut beeinträchtigen und 

zum Abbau der Mukosa führen. Diese Substanzen können zudem epitheliäre Schäden verursachen und 

die Barrierefunktion des Darms schwächen. Aktuelle Studien deuten darauf hin, dass die verstärkte 

Bildung solcher Metabolite direkt mit einer erhöhten intestinalen Durchlässigkeit zusammenhängt und 

entzündungsfördernde Prozesse begünstigt (37).  
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Damit wird deutlich, dass die Qualität und Zusammensetzung der Ernährung einen entscheidenden 

Einfluss auf die Aufrechterhaltung der intestinalen Barrierefunktion hat und somit maßgeblich zur 

Prävention von Störungen der Darmgesundheit beitragen kann (38). 

 

1.3 TLR4 Liganden als Indikatoren für Permeabilitätsveränderungen der 

intestinalen Barriere 

TLR4 (Toll-like receptor 4) ist Teil der Familie der Toll-like-Rezeptoren, die ein zentraler Bestandteil des 

angeborenen Immunsystems sind. TLR4 ist ein membranständiger Mustererkennungsrezeptor 

(Pattern Recognition Receptors, PRR) und erkennt konservative molekulare Strukturen, sogenannte 

„Pathogen-Associated Molecular Patterns“ (PAMPs). Diese sind typisch für Mikroorganismen. Die 

Erkennung dieser Strukturen ermöglichen es dem Organismus frühzeitig eine Immunantwort 

einzuleiten. TLR4 ist der am ausführlichsten charakterisierte Rezeptor für das Registrieren von LPS, 

einem Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien (39).  

Die Bindung von LPS an TLR4 ist nicht ohne das Zusammenspiel mit weiteren Molekülen möglich. 

Zunächst gehen LPS und das lösliche Lipopolysaccharid-bindende Protein (LBP) eine Bindung ein und 

wird von LBP an CD14 (Cluster of Differentiation 14) weitergegeben, das es im nächsten Schritt dann 

auf das TLR4/MD-2-(myeloid differentiation factor-2) Komplexprotein überträgt. Dabei wird eine 

Konformitätsänderung ausgelöst, die zur Initiierung der Signalübertragung führt. Für die Aktivierung 

von TLR4 existieren zwei unterschiedliche Signalwege: der TRIF-abhängige und der MyD88-abhängige 

Pfad. Der MyD88-abhängige Pfad führt primär zur Aktivierung von NF-ĸB und im Anschluss zur 

Produktion proinflammatorischer Zytokine (TNF-α, IL-1β und IL-6) (40), während der TRIF-abhängige 

Signalweg die Aktivierung von IRF3 und antiviraler Typ-I-Interferone bewirkt. Somit ist TLR4 ein 

Schlüsselrezeptor für die Regulation von entzündlichen und antiviralen Immunantworten. In jüngeren 

wissenschaftlichen Publikationen stellte sich heraus, dass das Scaffold-Protein IRAK4 eine wichtige 

Rolle bei der Integration beider Signalwege übernimmt, da es für die Aktivierung der Ubiquitin-Ligase 

TRAF6 eine entscheidende Funktion einnimmt (41). 
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Abbildung 3 Der MyD88-(un-)abhängige TLR4-Signalweg (modifiziert nach (39,40)), Abkürzungen: LBP = Lipopolysaccharid-

bindendes Protein, LPS = Lipopolysaccharid, MD-2 = myeloid differentiation factor-2, TIRAPs = TIR domain-containing adapter 

protein, CD14 = Cluster of Differentiation 14, IRAK4 = interleukin-1 receptor-associated kinases 4, TRAF6 = TNF receptor-

associated factor 6, TRIF = TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β, TLR4 = Toll-like receptor 4, MyD88 = myeloid 

differentiation primary response protein 88, p50 = Protein50, p65 = Protein65, IRF3 = interferon-regulatory factor 3, NF-ĸB = 

nuclear factor- ĸB, IFN = interferon. Erstellt mit BioRender.com. 

 

Neben LPS können auch endogene Liganden TLR4 aktivieren. Dazu zählen High Mobility Group Box 

1 Protein (HMGB1), oxidiertes LDL, Hyaluronsäurefragmente, Fibronektin oder 

Hitzeschockproteine. Sie gehören zur Gruppe der „Damage-Associated Molecular Patterns“ 

(DAMPs) und entstehen infolge von Gewebeschäden, Zellstress oder entzündlichen Prozessen. Die 

Aktivität der DAMPs kann als funktioneller Marker für die Barriereintegrität gesehen werden. 

Somit fungiert TLR4 neben seiner Funktion als Sensor für bakterielle Infektionen auch als Brücke 

zwischen mechanischem oder metabolischem Stress und der immunlogischen Antwort (42).  

Diese Mechanismen haben einen erheblichen Einfluss auf die Darmbarriere.  Zum einen kann eine 

erhöhte TLR4-Aktivität eine erhöhte exogene Last durch bakterielle Endotoxine aufzeigen, zum 

anderen auch auf endogene Stresssignale hinweisen, die durch diätinduzierte Prozesse oder 

Veränderungen in der Mukosaintegrität entstehen. Eine erhöhte TLR4-Aktivität ist im Kontext von 

Ernährungsinterventionen demnach nicht ausschließlich auf mikrobielle Belastungen 
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zurückzuführen, sondern auch auf Anpassungen im Stoffwechsel und auf die Produktion 

körpereigener Liganden von TLR4. Das macht TLR4 zu einem gewichtigen funktionellen Marker für 

die Beurteilung der Integrität und Belastung der intestinalen Barriere (43).  

Im für diese Arbeit verwendeten Caco-2-Zellkulturmodell ist davon auszugehen, dass TLR4 

überwiegend durch exogene Liganden (LPS und andere diätassoziierte Komponenten) stimuliert 

wird. Dies liegt an einer geringeren TLR4-Reaktivität im Grundzustand, in dem die Zellen eine 

niedrige Expression von TLR4 und MD-2 aufweisen. Endogenen Stresssignalen (DAMPs) kommt 

demnach in diesem Modell eine eher untergeordnete Rolle bei der Beeinflussung der 

Barrierepermeabilität zu (44).  

 

1.4 In vitro Ansätze und modellhafte Untersuchungen 

Mit einer Vielzahl von Modellsystemen wird seit mehreren Jahrzehnten die intestinale 

Barrierefunktion untersucht. Die Untersuchungen unterscheiden sich dabei hinsichtlich Komplexität, 

physiologischer Nähe und technischer Handhabbarkeit. Bereits in den 1970er-Jahren wurden erste 

experimentelle Ansätze in Form von Caco-2- oder HT-29-Zellen entwickelt, die grundlegende Barriere- 

und Transportfunktionen des Darmepithels in vitro simulieren sollten (45,46). Die Caco-2-Zelllinie 

wurde ursprünglich aus einem menschlichen Kolonkarzinom gewonnen. Nach einer 

Differenzierungszeit bilden sie Tight Junctions aus und entwickeln ein polarisierendes Epithel, das 

morphologische und funktionelle Eigenschaften des Dünndarmepithels aufweist (47). Da sie die 

selektive Permeabilität des intestinalen Epithels abbilden können, gelten Caco-2-Zellen weiterhin als 

Standard in der Barriereforschung, auch in verbesserten, aktuellen Co-Kultur-Modellen (48). 

Um bestimmte Aspekte der intestinalen Barriere differenzierter zu erfassen, wurden parallel dazu 

alternative Modelle entwickelt. Ein Verfahren, das v.a. für die Analyse elektrophysiologischer 

Charakteristika und die Absorption bestimmter Stoffe genutzt wird, ist die ex vivo Untersuchung 

isolierter Darmabschnitte in Ussing-Kammern (49). Ein weiteres ex vivo-Modell stellen 

Organoidkulturen dar, die aus adulten intestinalen Stammzellen gezüchtet werden und mehrere 

Zelltypen des intestinalen Epithels enthalten (50). Sie haben in den letzten Jahren erheblich an 

Bedeutung gewonnen, weil sie im Vergleich zu klassischen Zelllinien die dreidimensionale Architektur 

und Zelldiversität des Darms besser modellieren können und die Untersuchung zellulärer Interaktionen 

in einem nativen Gewebeumfeld ermöglichen (51,52). Auch Organ-on-a-Chip-Technologien haben in 

den letzten Jahren vermehrt Aufmerksamkeit erhalten. Diese erreichen wie die Organoidkulturen eine 

höhere physiologische Relevanz und können neben den epithelialen auch vaskuläre und 

immunologische Komponenten miteinbeziehen. Hierdurch lassen sich mechanische Belastungen oder 

Immunzellmigration als dynamische Aspekte simulieren (53).  
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Eine weitere Möglichkeit die Interaktion von Nervensystem, Mikrobiota und Mukosa zu untersuchen 

sind ex vivo Organmodelle im Rahmen von Gewebekulturen. Yissachar et al. (2017) liefern mit ihrem 

intestinalen Organ-Kultursystem ein Beispiel. Es bildet eine Schnittstelle zwischen Mikroben und 

Immunzellen in einem intakten Gewebeverband ab. Diese Systeme haben zwar eine aufwendigere 

Methodik, bieten jedoch eine sehr realitätsnahe Modellierung (54). 

Neben zellulären und organotypischen Modellen gibt es tierexperimentelle Ansätze, die die intestinale 

Barriere im Kontext des gesamten Organismus erforschen. Sie sind zwar wegen interspezifischer 

Abweichungen in der Anwendbarkeit beschränkt, können jedoch Ernährungseinflüsse, Mikrobiota und 

Immunantworten integriert erfassen (55). 

Die Palette an Modellsystemen reicht von simplen Zellkulturmodellen bis hin zu komplexen humanen 

Organoiden, wobei jedes Modell spezifische Vor- und Nachteile mit sich bringt. In vitro Ansätze wie 

Caco-2-Zellen bieten standardisierte, reproduzierbare Systeme, um gezielt Fragestellungen zu 

adressieren, während tierexperimentelle und ex vivo Versuche eine hohe Komplexität abbilden 

können, jedoch kosten- und ressourcenintensiver sind und ethische Fragestellungen mit sich bringen. 

Durch eine Kombination der verschiedenen Modelle lassen sich die vielschichtigen Prozesse der 

Darmbarrierefunktion zunehmend besser verstehen (52). 

 

1.5 Zielsetzung der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit war es ein in vitro Modell zu entwickeln um einerseits den Einfluss verschiedener 

Ernährungsmuster (hier: eine gesunde omnivore, eine gesunde vegane und eine ‚westliche‘ 

Standarddiät) auf die Funktion der Darmbarriere zu untersuchen. Ein weiteres Augenmerk lag auf der 

Frage, ob bestimmte Ernährungsmuster protektive Effekte auf die Integrität der epithelialen 

Zellschicht entfalten können.  

Im Vordergrund stand daher die Adaptation eines Laborprotokolls, mithilfe dessen Verdau und 

Fermentation von homogenisierten Speisen simuliert werden kann. Gemeinsam mit der 

anschließenden Inkubation von ausdifferenzierten Caco-2-Zellmonolayern sollten potenzielle 

Unterschiede in der Barrierefunktion sichtbar gemacht werden. Dafür wurden der transepitheliale 

elektrische Widerstand (TEER) und die TLR4-Ligandenkonzentration in verschiedenen Zeitintervallen 

gemessen.  
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2. Materialien 
 

2.1 Allgemeines 

 

Lösungen/Chemikalien 

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

Natriumhydroxid (NaOH)    Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Wasserstoffchlorid (HCl)    Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

 

Allgemeine Verbrauchsmaterialien und Geräte 

Becherglas  Laborbestand 

Destilliertes Wasser     Laborbestand 

Edelstahlspatel      Laborbestand 

Eisbereiter (FM-120KE-50-HC) Hoshizaki Europe B.V. – HQ, Amsterdam, 

Niederlande 

Feinwaage VWR International GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Glastrichter Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Kochutensilien       Laborbestand 

Labortücher – Kimtech  Kimberly-Clark GmbH, Koblenz, Deutschland 

Laborstift VWR International GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Magnetrührer (PCE-MSR 100/MR 3001 K) PCE Deutschland GmbH, Meschede, 

Deutschland 

Magnetrührstäbchen ROTILABO® Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Mikroreaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 

Deutschland 

pH Meter Orion (420A/CG840)  Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA 

Pipettenspitzen, 1000 µl, 200 µl,   Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 

100 µl, 20 µl, 10 µl Deutschland 

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

Deutschland 
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Reinstwasser (Milli-Q ®)     Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

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

20 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl)  Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Rotiprotect® Nitril-Handschuhe Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Röhrchengestell  Laborbestand 

Schere  Laborbestand 

Serologische Pipetten (2 ml, 5 ml,  SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, 

10 ml, 25 ml) Deutschland 

StarGuard® Nitril-Handschuhe    Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland 

Stoppuhr  Laborbestand 

 

  

Thermomix® Vorwerk Deutschland Stiftung & Co.KG, 

Wuppertal, Deutschland 

TipOne Filterspitzen STARLAB International GmbH, Hamburg, 

Deutschland 

Vortex Laborschüttler Phoenix Instrument GmbH, Garbsen, 

Deutschland 

Vortex REAX 2000 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 

Schwabach, Deutschland 

Wasserbad  Köttermann GmbH, Uetze, Deutschland 

Wiegeschalen Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Zentrifugen (5804R/5427R) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Zentrifugen (Z 216 MK/Z 446 K) Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, 

Deutschland 

Zentrifugenröhren, 15ml, 50ml (Falcon) SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, 

Deutschland 

Software 

EBISpro  Version 2011, Deutschland 

GraphPad Prism 7  GraphPad Software, Inc., Boston, USA 

Microsoft Office 365  Microsoft Corporation, Redmond, USA 
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Zotero Corporation for Digital Scholarship, Virginia, 

USA 

 

2.2 Gefriertrocknung 

 

Verbrauchsmaterialien und Geräte 

Gefriertrockner      Labconco, Kansas City, USA 

Zellkulturschalen TPP Techno Plastic Products AG, 

Trasadingen, Schweiz 

 

2.3 In vitro Verdau 

 

Chemikalien/Lösungen 

Alpha-Amylase aus Humanspeichel  

(A1031-1KU)  Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis, USA 

 

Ammoniumcarbonat (NH4)2CO3 Carl ROTH Gmbh & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland  

Galle (Rind, B3883-25G)  Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis, USA 

Gastrische Lipase und Pepsin  

(RGE15-100 mg)  Lipolytech SASU, Marseille, Frankreich 

Kaliumchlorid (KCl) Carl ROTH Gmbh & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland  

Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis, USA 

Kalziumchlorid-Dihydrat (CaCl2(H2O)2) Carl ROTH Gmbh & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland  

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl2(H2O)6) Carl ROTH Gmbh & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland  

Natriumchlorid (NaCl) Carl ROTH Gmbh & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland  

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Carl ROTH Gmbh & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland  

Pankreatin (P7545-25G)  Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis, USA 
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Verbrauchsmaterialien und Geräte 

CO2-Inkubator (MCO-170A/C-PE) Panasonic Biomedical Sales Europe, Etten-

Leur, Niederlande 

Kipp-/Rollenmischer RS-TR-Serie  Phoenix Instrument GmbH, Garbsen, 

(Modell RS-TR 05) Deutschland 

pH Meter Orion (420A/CG840)  Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA 

Wasserbad  Köttermann GmbH, Uetze, Deutschland 

  

2.4 In vitro Fermentation 

 

Chemikalien/Lösungen 

Glycerol ROTIPURAN® ≥99,5 %   Carl ROTH Gmbh & Co. KG, Karlsruhe,  

Deutschland  

L-Cystein (97 %) Carl ROTH Gmbh & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland  

Natriumphosphat, monobasisch, Dihydrat  

(NaH2PO4 .  2H2O)  Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA 

Natriumsulfidhydrat (Na2S . H2O)  Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis, USA 

Pepton Carl ROTH Gmbh & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland  

Resazurin Natriumsalz  Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis, USA 

 

Verbrauchsmaterialien und Geräte 

CO2-Inkubator (MCO-170A/C-PE) Panasonic Biomedical Sales Europe, Etten-

Leur, Niederlande 

Kipp-/Rollenmischer RS-TR-Serie  Phoenix Instrument GmbH, Garbsen, 

(Modell RS-TR 05) Deutschland 

pH Meter Orion (420A/CG840)  Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA 

Standautoklav HV-Serie (85 L)  HMC Europe GmbH, Tüssling, Deutschland 

Sterilbank Mars Safety Class 2 (Scanlaf)  LaboGene ApS, Lynge Dänemark 

Stuhlprobenbehälter Sarstedt Aktiengesellschaft & Co KG 

Nümbrecht, Deutschland 

Vortex REAX 2000 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 

Schwabach, Deutschland 
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Zentrifugen (5804R/5427R) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

 

2.5 Zellkultur 

 

Zelllinie 

Caco-2 Zellen (DSMZ Nr.: ACC 169)  Leibniz-Institut, Braunschweig, Deutschland 

 

Chemikalien/Lösungen 

D-Fruktose Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM)    

(4,5 g/L Glukose, mit L-Glutamin & Na-Pyruvat)  PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland 

Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline (DPBS)    

ohne Ca & Mg (1x)  Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, USA 

Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)  

N,N,N´,N´-tetraaceticacid (EGTA)  PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland 

Fetales Rinderserum (FRS) (Cat No: S0115,  

Lot No: 1241W) PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland 

Lipopolysaccharide (1,5 µg/mL) Laborbestand  

MEM non-essential Amino Acids (100x) PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland 

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Carl ROTH Gmbh & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Penicillin/Streptomycin  PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland 

TRItidy G™ (Trizol)  AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Trypsin/EDTA ((10x) (0,5%/0,2% in PBS))  PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland 

 

Verbrauchsmaterialien und Geräte 

CO2-Inkubator (MCO-170A/C-PE) Panasonic Biomedical Sales Europe, Etten-

Leur, Niederlande 

Deckgläser Carl ROTH Gmbh & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Handzähler      Laborbestand 

Inverses Mikroskop mit Phasenkontrast    
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(ID02)  Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland 

Laboport ® Mini-Laborpumpe  DLAB SCIENTIFIC CO., LTD., Peking, China 

Neubauer Zählkammer  Superior, Marienfeld, Deutschland 

Omnifix Luer Lock Solo (Einmalspritzen  B. Braun Austria GmbH, Maria Enzersdorf, 

10ml/Spritzen zum filtrieren)    Österreich 

Pasteurpipetten Carl ROTH GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Pipettierhilfe  DLAB Scientific Inc., Beijing, China 

Sterilbank Mars Safety Class 2 (Scanlaf)  LaboGene ApS, Lynge Dänemark 

Syringe Filter, 0,22 µm (Rotilabo ®-   

Spritzenfilter, 0,22µm Porengröße)  Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland 

Wasserbad  Köttermann, Hänigsen, Deutschland 

Zellkultureinsatz MultiwellTM 12 Well  Sarstedt Aktiengesellschaft & Co KG 

(353090) Nümbrecht, Deutschland 

Zellkulturflaschen (25 cm³, 75 cm³) Sarstedt Aktiengesellschaft und Co KG, 

Nümbrecht, Deutschland 

Zellkulturplatte 12 Well Sarstedt Aktiengesellschaft und Co KG, 

Nümbrecht, Deutschland 

Zentrifugen (5804R/5427R) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

 

2.5.1 Messung des transepithelischen elektrischen Widerstands (TEER) 

 

Verbrauchsmaterialien und Geräte 

Millicell® ERS Elektrode  Millipore Corporation, Bedford, MA, USA 

Millicell® ERS Messgerät  Millipore Corporation, Bedford, MA, USA 

 

Chemikalien/Lösungen 

Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline (DPBS)    

ohne Ca & Mg (1x)  Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, USA 
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2.5.2 Messung von “Toll like receptor 4” (TLR4)-Liganden 

 

Chemikalien/Lösungen 

Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline (DPBS)    

ohne Ca & Mg (1x)  Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, USA 

HEK-Blue™Detection   InvivoGen S.A.S., Toulouse, Frankreich 

Reinstwasser (Milli-Q ®)     Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

 

Verbrauchsmaterialien und Geräte 

96-Well-Mikroplatte VWR International GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

CO2-Inkubator (MCO-170A/C-PE) Panasonic Biomedical Sales Europe, Etten-

Leur, Niederlande 

iMark™ Mikrotiterplatten-Absorptions- 

messgerät Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

Inverses Mikroskop mit Phasenkonstrast    

(ID02)  Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland 

Neubauer Zählkammer  Superior, Marienfeld, Deutschland 

Vortex REAX 2000 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 

Schwabach, Deutschland  
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3. Methoden 
 

Die in der vorliegenden Arbeit als omnivor und vegan bezeichneten Speisen entsprechen in ihrer 

Zusammensetzung den Empfehlungen der Fachgesellschaften für Ernährung (DGE, ÖGE, SGE) für den 

Erhalt des Normalgewichts. Die Zubereitung der Gerichte erfolgte in der Küche des Departments für 

Ernährungswissenschaften der Universität Wien (Josef-Holaubek-Platz 2 (UZA II), Althanstraße 14, 

1090 Wien) nach zuvor durch einen Koch (im Einklang mit der Software EBISpro, Version 2011) 

erstellten Rezepten, die aktuell auch in einer Humanstudie eingesetzt werden (die Zusammensetzung 

der Speisen ist im Anhang nachlesbar). Im Anschluss an die Zubereitung wurden die fertig gekochten 

Mahlzeiten mittels Haushaltsmixer zerkleinert, in 50 mL Falcons abgefüllt und bei -20 °C tiefgefroren. 

Die zerkleinerten, gefrorenen Speisen wurden im nächsten Schritt bei -48 °C gefriergetrocknet und 

danach abermals im Mixer pulverisiert und in 5 g Proben aliquotiert. Diese Speiseproben konnten nun 

für den Verdau und anschließend verdaut für die weiteren Verfahren verwendet werden und waren 

für alle in dieser Arbeit inkludierten Versuche bzw. Messwerte identisch. 

 

3.1 Gefriertrocknung 

Zur Gefriertrocknung wurde ein FreeZone Gefriertrockner (Labconco, USA) verwendet. Zuvor wurden 

die Mahlzeiten der omnivoren -, veganen - und Standarddiät gegart, mit einem Haushaltsmixer 

homogenisiert und bei −20 °C vorgefroren. Anschließend erfolgte die Lyophilisation bei einer 

Kollektortemperatur von −48 °C und unter Vakuumbedingungen über einen Zeitraum von 48 Stunden, 

um eine vollständige Trocknung der Proben zu gewährleisten. Nach der Gefriertrocknung wurden die 

Proben zu einem Pulver zerkleinert und je 5 g in ein Reaktionsgefäß abgefüllt und bei -20 °C bis zur 

Verwendung im in vitro Verdau gelagert. 

 

3.2 In vitro Verdau-Protokoll 

Basierend auf dem Protokoll von Brodkorb et al. (56) wurden die gefriergetrockneten Speisen zunächst 

in vitro verdaut. Für den in vitro Verdau wurden zuerst Lösungen für die Elektrolyte und die simulierten 

Verdauungsflüssigkeiten hergestellt, da sie gut lagerbar sind. Dafür wurden die Elektrolyte in einem 

bestimmten Verhältnis mit Reinstwasser (Milli-Q System, © Millipore) versetzt, um eine definierte 

Konzentration der Salze zu erreichen (siehe Tabelle 1). Im vorliegenden Protokoll wurden drei 

verschiedene Verdauungslösungen verwendet, um die vorbereiteten Speisen zu verdauen. Sie wurden 

durch Mischen der oben erwähnten Elektrolyte und das Einstellen des im Protokoll definierten pH-
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Wertes entsprechend der Fachliteratur hergestellt. Die dafür verwendeten Elektrolyte, ihre 

Konzentrationen, sowie die Zusammensetzung der Verdauungsflüssigkeiten kann Tabelle 1 

entnommen werden. 

Tabelle 1 Zusammensetzung der simulierten Speichel-, gastrischen- und intestinalen Verdauflüssigkeiten  

   Simulierte 

Speichel- 

flüssigkeit 

(SSF) 

Simulierte 

gastrische 

Flüssigkeit 

(SGF) 

Simulierte 

intestinale 

Flüssigkeit 

(SIF) 

   pH7 pH3 pH7 

 g/L mol/L mL mL mL 

KCl 37,3 0,5 15,1 6,9 6,8 

KH2PO4 68 0,5 3,7 0,9 0,8 

NaHCO3 84 1 6,8 12,5 42,5 

NaCl 117 2 - 11,8 9,6 

MgCl2(H20)6 30,5 0,15 0,5 0,4 1,1 

(NH4)2CO3 48 0,5 0,06 0,5 - 

HCl  1 0,09 1,3 0,7 

CaCl2(H2O)2 44,1 0,3 0,025 0,005 0,04 

 

Die Lagerung der Stocklösungen und der simulierten Verdauungsflüssigkeiten erfolgte bei -20 °C 

(Haltbarkeit: 1 Jahr nach Herstellung bei entsprechender Lagerung). Die für den Verdau verwendeten 

Enzyme wurden aufgrund ihrer Reaktivität erst kurz vor Versuchsstart vorbereitet. Die später in den 

Verdauungsflüssigkeiten enthaltenen Enzyme sind Amylase (SSF), gastrische Lipase (SGF), Pepsin (SGF), 

Pankreatin (SIF) und Galle (SIF) (siehe Tabelle 2).  

Für jede Diät wurde ein 50 mL Falcon vorbereitet. Die in dieser Arbeit untersuchten Diätgruppen 

waren: omnivore Ernährung, vegane Ernährung und eine ‚westliche‘ Standarddiät, die die 

Ernährungsgewohnheiten des größten Teils der österreichischen Bevölkerung widerspiegeln sollte. 

Zudem wurde ein Vehikel vorbereitet, welches den Verdau ohne Speisen (stattdessen mit der 

aliquoten Menge Wasser), jedoch mit allen Enzymen und der Galle durchlief, um den Effekt der Enzyme 

und Verdauungslösungen auf die Zellkultur zu beobachten.  
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Ablauf des Verdauungsprozesses 

Im Verdauungsprozess wurden zuallererst die simulierten Verdauungsflüssigkeiten bei 37 °C im 

Wasserbad erwärmt. Im nächsten Schritt wurden alle Enzym- und Gallenlösungen zeitlich so nah wie 

möglich am Start der ersten Inkubation hergestellt und auf Eis gelagert. Pankreatin und Galle wurden 

im Gegensatz zu den anderen Enzymen in der simulierten intestinalen Flüssigkeit in Lösung gegeben.  

 

 

Um die pH Adjustierungen während der einzelnen Verdauungsphasen (Inkubation mit den drei 

verschiedenen Verdauungslösungen SSF, SGF und SIF und die Anpassungen an die jeweils festgelegten 

pH-Milieus) effizienter zu gestalten, wurde ein weiteres Reaktionsgefäß vorbereitet, worin sich das 

zerkleinerte Essen, Enzyme und Galle für die gesamte Verdauungsphase befanden. Dieses 

Reaktionsgefäß durchlief zeitverzögert vor dem Verdau den Verdau, wobei die Mengen an 

zugegebener NaOH und HCl gemessen und notiert wurden, die benötigt wurden, um den definierten 

pH-Wert zu erreichen. Diese Mengen dienten zur Orientierung für die benötigten Mengen an Basen 

und Säuren für die gastrische und intestinale Phase beim Verdau (56). 

Das Quantum an Enzymen, die für einen einzelnen Verdaudurchlauf verbraucht wurden, hing von der 

Menge an zu verdauenden Speisen ab. Für diese Arbeit wurden 5 g gefriergetrocknete Speisen pro 

Interventionsgruppe in den Verdau eingeschleust. Die Menge an Enzymen, die hierfür nötig war, ist in 

Tabelle 2 nachlesbar. 

Tabelle 2 Für die orale, gastrische und intestinale Phase des Verdau benötigte Mengen an Enzymen 

 

 

 

Amylase Gastrische 

Lipase + 

Pepsin (RGE) 

Pankreatin Galle 

6 mg 320 mg 2,67 g 2,4 g 

Abbildung 4 Vorbereitung der benötigten Lösungen für den Verdauungsvorgang. SSF = simulierte Speichelflüssigkeit, SGF = 
simulierte gastrische Flüssigkeit, SIF = simulierte intestinale Flüssigkeit. Erstellt mit BioRender.com 
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3.2.1 Orale Phase 

Für die Orale Phase des Verdaus wurden die gefriergetrockneten Speisen zunächst mit der dreifachen 

Menge Reinstwasser verdünnt (g/vol) und anschließend mit simulierter Speichelflüssigkeit (SSF) im 

Gewichtsverhältnis 1:1 (z.B. 5 g Speise mit 5 g SSF) vermischt, um eine pastenartige Konsistenz, ähnlich 

wie die von Tomatenmark oder Senf, am Ende der oralen Phase zu erhalten. Falls die Konsistenz des 

Bolus dicker war als eine solche Paste, wurde Wasser hinzugefügt, um die angestrebte Konsistenz zu 

erhalten. Im nächsten Schritt wurde Calciumchloriddihydrat in einer Konzentration hinzugegeben, um 

eine Konzentration von 1,5 mM in SSF zu erreichen. Danach wurde Speichelamylase zuerst mit Wasser 

vermengt, um eine Aktivität von 75 IU/mL in der finalen Verdauungsflüssigkeit zu erreichen und 

anschließend hinzugegeben. Dann wurde das restliche Wasser beigemengt, um eine 1-fache 

Konzentration der SSF zu erreichen und das Falcon in einem Inkubator bei 37°C für 2 Minuten inkubiert 

(56).  

 

Abbildung 5 Arbeitsschritte der oralen Phase des Verdaus. SSF = simulierte Speichelflüssigkeit, IU = internationale Einheiten. 

Erstellt mit BioRender.com 
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3.2.2 Gastrische Phase  

Nach Ablauf der Inkubationszeit der oralen Phase beginnt die gastrische Phase des 

Verdauungsprozesses. Zum Start wurde der orale Bolus nach dem Entnehmen aus dem 

Inkubationsschrank mit der simulierten gastrischen Flüssigkeit (SGF) im Volumenverhältnis 1:1 

gemischt und der pH-Wert auf 3.0 eingestellt.  

Anschließend wurde die Calciumchloriddihydrat-Lösung hinzugegeben, um eine Konzentration von 

0,15 mM in SGF zu erreichen, ebenso wie die in Wasser vorbereitete gastrische Lipase-Lösung. Dabei 

wurde eine Enzymaktivität von 60 U/mL in der Verdauungsflüssigkeit und weiterhin ein pH-Wert von 

3,0 anvisiert. Danach wurde Wasser hinzugefügt, um eine einfache Konzentration von SGF zu erhalten 

und die Proben bei 37°C für 2 h inkubiert, ab dem Zeitpunkt, zu dem das Pepsin zugegeben wurde. 

Dabei wurden die Proben durchgehend auf einem Wippschüttler in Bewegung gehalten (56).  

 

Abbildung 6 Arbeitsschritte der gastrischen Phase des Verdaus. SGF = simulierte gastrische Flüssigkeit, U = Einheiten. Erstellt 

mit BioRender.com 

 

3.2.3 Intestinale Phase  

Nach der Inkubationszeit der gastrischen Phase wurden die simulierte intestinale Flüssigkeit (SIF) und 

der Speisebrei aus dem Magen im Volumenverhältnis 1:1 gemischt und der pH-Wert auf 7,0 eingestellt.  
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Die Gallelösung wurde dann zum SIF/Magenbrei-Mix hinzugegeben, wobei eine finale Konzentration 

von 10 mM erreicht werden sollte. Die Lösung rotierte anschließend auf einem Wippschüttler bei 37°C 

für mindestens 30 min., sodass sich die Galle gut löst. Danach wurde die Calciumchloriddihydrat-

Lösung bei einer angestrebten Konzentration von 0,6 mM in SIF hinzugefügt und die Pankreatin 

Suspension in SIF ebenfalls zugegeben und dabei eine Trypsinaktivität von 100 U/mL angestrebt. Dann 

wurde der pH-Wert nochmals auf 7,0 eingestellt.  Im nächsten Schritt wurde Wasser hinzugefügt, um 

eine einfache Konzentration von SIF zu erhalten und die Proben bei 37°C auf einem Wippschüttler für 

2 h inkubiert, um den Verdauungsmix ausreichend zu durchmischen. Hierfür wurde die Zeit erst 

genommen, sobald Pankreatin hinzugegeben wurde. Der Verdau wurde durch einen fünfminütigen 

Hitzeschock bei 100 °C beendet und die Falcons danach bei -80 °C tiefgefroren (56). 
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Abbildung 7 Arbeitsschritte der intestinalen Phase des Verdaus. SIF = simulierte intestinale Flüssigkeit, U = Einheiten. Erstellt 

mit BioRender.com 
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Abbildung 8 Beenden des Verdaus durch Inaktivierung der Enzyme mittels Hitzeschock und Lagerung der verdauten 

Probenröhrchen bei -80°C. Erstellt mit BioRender.com 

 

3.3 In vitro Fermentation-Protokoll 

Bevor mit der Fermentation der verdauten Speisen begonnen wurde, wurde der Stuhl von gesunden 

Proband*innen unter sterilen Bedingungen gesammelt. Nach der Probennahme wurde die Stuhlprobe 

mit einer Glycerol:Wasser Lösung (20 % vol/vol) im Verhältnis 1:1 gemixt und bei -80 °C gelagert. 

Zudem wurden am Tag vor der Fermentation alle Reagenzien vorbereitet und autoklaviert, mit 

Ausnahme von L-Cystein, da es hitzesensibel ist. Es wurde nach dem Autoklavieren hinzugefügt. 

Vorzubereitende Reagenzien für die Fermentation waren der Phosphatpuffer, die Peptonlösung, die 

Resazurinlösung und die reduktive Lösung. Im Folgenden ist die Herstellung der Reagenzien genauer 

beschrieben (57): 

- Der Phosphatpuffer wurde als eine 0,1 molare Lösung mit einem pH-Wert von 7,0 hergestellt. 

Dabei wurde das Natriumphosphat monobasische Dihydrat in weniger Volumen des 

Reinstwasser gelöst, als das finale Volumen vorsieht und anschließend mit Reinstwasser auf 

das finale Volumen aufgefüllt. Der Phosphatpuffer kann bis zu einen Monat bei 

Raumtemperatur gelagert werden. Vor dem Gebrauch sollte der pH gecheckt und ggf. 

eingestellt werden.  

- Die Peptonlösung wurde mit 1,5 %-iger Konzentration von Pepton in Reinstwasser (1,5 g 

Pepton auf 100 mL Wasser) bei einem pH-Wert von 7,0 hergestellt.  

- Die Resazurinlösung wurde in 0,1 %-iger Konzentration (wt/vol) vorbereitet. Dafür wurde 1 mg 

Resazurin eingewogen und in 1 mL Reinstwasser gelöst. Pro 100 mL Fermentationsmedium 

wurden 125 µL Resazurinlösung benötigt.  
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- Für die reduktive Lösung wurden 31,2 mg L-Cystein und 31,2 mg Natriumsulfit in 200 µL 1 M 

NaOH gelöst und auf 5 mL Gesamtvolumen mit Reinstwasser aufgefüllt.  

 

Das Autoklavieren aller Utensilien, die bei der Fermentation genutzt wurden, erfolgte einen Tag vor 

dem Experiment und die Utensilien wurden anschließend in Folie gewickelt gelagert. Die Volumina, die 

durch das Autoklavieren verloren gingen, wurden durch Reinstwasser ersetzt. 

Nach dem Autoklavieren der für die Fermentation benötigten Substanzen, konnte aus den oben in 

ihrer Herstellung stichpunktartig beschriebenen Lösungen das Fermentationsmedium hergestellt 

werden. Für 100 mL Fermentationsmedium wurden 100 mL Peptonlösung, 5 mL reduktive Lösung und 

125 µL Resazurinlösung unter sterilen Bedingungen miteinander vermengt (57).

 

Abbildung 9 Vorbereitungen für die Fermentation der verdauten Proben. Erstellt mit BioRender.com 

Nachdem alle Utensilien vorbereitet wurden, konnte das Fermentationssubstrat angelegt werden. 

Zuvor wurden die Verdauprodukte bei 4000 g und 4 °C für 10 min. zentrifugiert. 0,5 g fester Überrest 

aus der Zentrifugation wurden in 50 mL Falcons eingewogen und mit einem Edelstahlspatel 

homogenisiert. Zusätzlich wurden 10 % (vol/vol) vom Überstand des in vitro Verdaus hinzugefügt. Dies 

hat den Hintergrund, dass bei der menschlichen Verdauung durchschnittlich ca. 10 % des theoretisch 
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vom Dünndarm aufnehmbaren Darminhalts nicht aufgenommen werden und den Dickdarm erreichen 

(57).  

Anschließend wurde die Stuhlprobe von Schritt 1 verwendet, um das Inoculum bei 32 % (wt/vol) 

Fäzes/Phosphatpuffer, einer Konzentration von 0,1 M und einem pH von 7,0 herzustellen. Die 

Stuhlproben wurden nach dem Auftauen aerob bei 4000 g für 10 min. bei 4 °C zentrifugiert, um das 

Glycerol zu entfernen. Hierfür wurde der Überstand verworfen und das Pellet behalten. Das fäkale 

Pellet wurde dann in Phosphatpuffer (0,1 M, pH 7,0) bei einer Konzentration von 32 % Fäkalpellet: 

Phosphatpuffer (wt/vol) resuspendiert und direkt danach durch vortexen für 1 min. gründlich 

homogenisiert. Weiters wurde die fäkale Suspension bei 550 g für 5 min. bei Raumtemperatur 

zentrifugiert, um größere Partikel loszuwerden. Der Überstand der Zentrifugation stellte das fäkale 

Inoculum dar, das direkt nach dem Zentrifugieren vorsichtig in ein anderes Gefäß überführt wurde, 

sodass die größeren Partikel/Ablagerungen im zentrifugierten Röhrchen verbleiben. Das fäkale 

Inoculum wurde anschließend zu jedem Fermentationsröhrchen in Relation von 20 % (vol/vol) zum 

Fermentationsmedium und der zu testenden Substratprobe zugegeben. Unter aseptischen 
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Bedingungen wurden folglich 7,5 mL des Fermentationsmediums und 2 mL fäkales Inoculum zu jedem 

Fermentationsröhrchen zugegeben, das die eingewogene Probe und den Überstand enthielt (57). 

Abbildung 10 Arbeitsschritte zur Aufbereitung des Fermentationssubstrats und Herstellung des fäkalen Inoculum. Erstellt 

mit BioRender.com 
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Im anschließenden Fermentationsschritt wurden die Tubes für 20 h bei 37 °C bei einer Oszillation von 

20 rpm inkubiert (Pérez-Burillo et al., 2021). Um die Fermentation zu stoppen, wurden alle Proben für 

15 min. auf Eis gekühlt und danach bei 4200 g und 4 °C für 30 min zentrifugiert. Der Überstand wurde 

erneut bei 4200 g und 4 °C für 15 min. zentrifugiert und im Anschluss der Überstand abermals 

abgenommen und bei -80 °C tiefgefroren (Stein et al., 2011).  

Abbildung 11 Arbeitsschritte zur Durchführung und Beendigung der Fermentation, sowie der anschließenden Lagerung. 

Erstellt mit BioRender.com 

Für die darauffolgenden Versuche war es essenziell den Inhalt des Falcons zuerst gründlich zu 

durchmischen, um sicherzugehen, dass Bakterienstämme oder interessante Stoffe sich während der 

Zeit auf Eis nicht abgesetzt haben. Zuletzt wurden die aliquotierten Proben vor dem Auftragen auf die 

Zellkultur sterilisiert. Dafür wurden sie schnell aufgetaut, in 2 mL Tubes alliquotiert und bei 16 000 

g/RCF und 4°C für 5 min. zentrifugiert. Um die Sterilität zu gewährleisten, wurden die Proben zuletzt 
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bei einer Porengröße von 0,22 µm filtriert und in der Zellkultur verwendet bzw. bei -80 °C tiefgefroren 

(Pérez-Burillo et al., 2021). 

 

Abbildung 12 Aliquotieren und Aufbereiten der verdauten und fermentierten Proben. Erstellt mit BioRender.com 

 

3.4 In vitro-Analysen unter Verwendung des humanen Caco-2 

Zellmodells  

In den Zellkulturversuchen kam die humane, epithelähnliche und adhärent wachsende Kolonzelllinie 

Caco-2 (DSMZ Nr.: ACC 169) zum Einsatz. Sie wurde 1974 aus einem primären Kolontumor eines 72-

jährigen Mannes isoliert und dient aufgrund ihrer charakteristischen funktionellen, morphologischen 

und phänotypischen Merkmale als etabliertes Modell für Dünndarm-Enterozyten (46,58). Nach dem 

Entnehmen aus der Kryolagerung wurden die Zellen im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und unter 

sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank in eine 75 cm³ Zellkulturflasche überführt und dort bis zur 

etwa 70-80 %-igen Konfluenz (ca. 70-80 % des Flaschenbodens durch Zellmonolayer bedeckt) 

kultiviert. Die Caco-2 Zellen wurden in einem Inkubator bei feuchtem Klima mit 5 % CO2-Konzentration 

gelagert und mithilfe von DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)-Zellkulturmedium versorgt, 

welches zu 10 % mit fetalem Rinderserum, zu 1 % mit einem Gemisch aus Penicillin und Streptomycin 
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und zu 1 % mit nicht essenziellen Aminosäuren versehen wurde (genaue Mengenangaben siehe 

Tabelle 3). 

Tabelle 3 Inhalt des Zellkulturmediums für die Kultivierung von Caco-2 Zellen 

Menge Medium 

440 mL DMEM (4,5 g/L Glukose, mit L-Glutamin & Na-Pyruvat) 

50 mL Fetales Rinderserum 

5 mL Penicilin/Streptomycin 

5 mL Nicht essenzielle Aminosäuren 

 

Sobald die Zellen in der Zellkulturflasche die 70-80 %-ige Konfluenz erreicht hatten, wurden sie 

„gesplittet“ und in eine neue Zellkulturflasche pipettiert, worin sie wiederum bis zur 70-80 %-igen 

Konfluenz kultiviert wurden. Dafür wurden zunächst die verwendeten Lösungen Trypsin/EDTA, DPBS 

(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) und DMEM bei 37°C für 20 Minuten im Wasserbad erwärmt 

und die Sterilbank mit Ethanol gereinigt. Nach Ablauf der 20 Minuten wurden die Zellen zuerst mit 

DPBS, einer salzhaltigen Pufferlösung, gewaschen. Hierfür wurde das verbrauchte Medium aus der 

Zellkullturflasche der zu splittenden Zellen abgesaugt, 5 mL DPBS hinzugefügt, die Zellen für 5 Minuten 

mit dem Puffer inkubiert und anschließend der Puffer abgenommen. Im Anschluss wurde 1,5 mL 

Trypsin/EDTA in die Flasche pipettiert und für 2 Minuten gewartet, das Trypsin/EDTA wieder 

verworfen, erneut mit 1,5 mL Trypsin versehen und für 10-12 Minuten im Inkubator bei 37°C inkubiert. 

Daraufhin wurden 5 mL DMEM, das Kultivierungsmedium, hinzugefügt, um das Trypsin zu deaktivieren 

und die Suspension in ein Falcon-Röhrchen überführt, das dann bei 1200 rpm für 5 Minuten 

zentrifugiert wurde. Der Überstand aus der Zentrifugation wurde verworfen, das Zellpellet in 5 mL 

frischem DMEM resuspendiert und anschließend die Zellzahl mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt. 

Für eine frische 75 cm³-Flasche wurde eine Zelldichte von 24,3 x 104 Zellen pro Flasche festgelegt und 

die dafür erforderliche Menge Zellsuspension in 10 mL frischem DMEM ausgesät. Das 

Kultivierungsmedium wurde daraufhin alle zwei bis drei Tage gewechselt. Zusätzlich wurden aus den 

Zellkulturflaschen bei diesem Vorgang Zellen entnommen und in Transwell-inserts (Porengröße: 0,4 

µm) auf 12-Well-Platten überführt und dort bei einer Zelldichte von 0,7 x 105 Zellen pro Transwell-

insert für 12 Tage bis zur vollen Ausdifferenzierung mithilfe von DMEM-Nährmedium (1,5 mL 

basolateral; 0,5 mL apikal) kultiviert und anschließend mit den sterilfiltrierten Proben des Verdaus 

inkubiert.  
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Abbildung 13 Transwell-insert mit Caco-2 Zellmonolayer in 12-Well-Platte. Erstellt mit BioRender.com (modifiziert nach (59). 

Hierfür wurde der Versuch auf zwei 12-Well-Platten aufgeteilt. Die Barrierefunktion der 

ausdifferenzierten Zellmonolayer wurde mittels Messung des transepithelialen elektrischen 

Widerstands (TEER) bewertet. 

 

3.4.1 Messung des transepithelialen elektrischen Widerstands 

Der transepithelische elektrische Widerstand (TEER) ist ein quantitatives Verfahren zur Messung der 

Integrität der Tight-Junction-Dynamik in Zellkulturmodellen von endothelialen und epithelialen 

Monolayern. Der TEER-Wert ist ein aussagekräftiger Indikator für die Integrität der zellulären 

Barrieren. TEER-Messungen können in Echtzeit ohne Zellschädigung durchgeführt werden und 

beruhen im Allgemeinen auf der Messung des ohmschen Widerstands (60).  

Der transepithelische elektrische Widerstand wurde zwischen dem apikalen und dem basolateralen 

Kompartment der Transwellsysteme gemessen, um zu erkennen, wie sich die Integrität der zellulären 

Barrieren im Zeitverlauf entwickelt. Dafür wurde während der Inkubation mittels Messelektrode der 

ohmsche Widerstand der Caco-2 Zellbarriere gemessen und ausgewertet. Die Werte wurden in Form 

der prozentuellen Veränderung des ohmschen Widerstandes gegenüber dem Zeitpunkt der ersten 

Messung bezogen auf die Fläche des Transwell-Inserts dargestellt (Ω/cm²). Zur Errechnung der 
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Permeabilität wurde die Optische Dichte des Unterstands (mit Abzug des Leerwerts) durch die 

Optische Dichte des Überstands (mit Abzug des Leerwerts) dividiert und mit 100 multipliziert, um einen 

Prozentwert zu erhalten. 

Die Messelektrode des Geräts wurde vor Gebrauch equilibriert, indem die Elektrode für 2 min in 

Ethanol sterilisiert und im Anschluss 15 min lang in der Messlösung bei 37 °C equilibriert wurde. Vor 

jeder Messung wurde der Blank (Transwell-Inserts mit Nährmedium, ohne Zellen) bestimmt und 

danach die Behandlungsgruppen in den 12-Well-Platten in Dreifachbestimmung gemessen. Die 

erfassten TEER-Werte, die um den Widerstand des Blanks als Hintergrundwert angepasst wurden, 

wurden auf die Oberfläche des Zellmonolayers (Ω*cm²) bezogen und als Anteil des TEER-Werts vor der 

Behandlung angegeben.  

 

3.4.2 Versuchsaufbau der Zellkulturversuche mit der Caco-2 Zelllinie 

Der Versuchsaufbau wurde innerhalb der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Bergheim entwickelt und - 

unter Berücksichtigung der zwischenzeitlichen Ergebnisse - hinsichtlich bestimmter Parameter wie 

Inkubationszeit, Plattengröße, Behandlung mit Lipopolysacchariden (LPS) und Zeitpunkt der Messung 

des TEER-Werts immer wieder neu evaluiert. Letztendlich hat sich ein Aufbau durchgesetzt, der eine 

separate Behandlung zweier 12-Well-Platten vorsieht. Im Folgenden werden diese zwei separaten 

Platten als ‚Zellkulturversuch 1‘ und ‚Zellkulturversuch 2‘ bezeichnet. In beiden Zellkulturversuchen 

wurden die Zellen in je zwei Wells mit derselben Behandlungsgruppe behandelt. Die verschiedenen 

Behandlungsgruppen waren die Kontrolle (K), das Vehikel (Veh.), Fruktose (F), die omnivore Diät (O), 

die vegane Diät (Vg) und die Standarddiät (S). Fruktose diente im Versuch als Positivkontrolle, zeigte 

jedoch stark streuende Ergebnisse und wurde deshalb letztlich in den Abbildungen nicht 

berücksichtigt. 

Im Zellkulturversuch 1 wurden die Proben wie folgt auf der Platte arrangiert:  
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Abbildung 14 Aufteilung der verschiedenen Behandlungsgruppen auf einer 12-Well-Platte für Zellkulturversuch 1. K = 

Kontrolle, Veh. = Vehikel, F = Fruktose, O = Omnivore Diät, Vg = Vegane Diät, S = Standarddiät, LPS = Lipopolysaccharide. 

 

Es erfolgte für jede Behandlungsgruppe eine Behandlung ohne und eine mit LPS. Die Volumina der 

zugegebenen Media und Proben sind in den folgenden Tabellen 4 und 5 dargestellt: 

 

Tabelle 4 Volumina der zugegebenen Media und Behandlungsgruppen in Wells ohne LPS-Behandlung in Zellkulturversuch 

1 (in µL) 

Ohne LPS 

Bedingung Volumen 

Nährmedium 

[µl] 

Volumen 

Behandlungsgru

ppe [µl] 

Kontrolle 540 / 

Vehikel 490 50 

Fruktose 515 25 (aus 0,5 M) 

Omnivore Diät 490 50 

Vegane Diät  490 50 

Standarddiät 490 50 

 

 

   

K 
K 

+LPS 
Veh. 

F 
F 

+LPS 
O 

Veh. 
+LPS 

O 
+LPS 

Vg 
Vg 

+LPS 
S. 

S. 
+LPS 
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Tabelle 5 Volumina der zugegebenen Media und Behandlungsgruppen in Wells mit LPS-Behandlung in Zellkulturversuch 1 

(in µL) 

Mit LPS 

Bedingung Volumen 

Nährmedium [µl] 

Volumen 

Behandlungsgrupp

e [µl] 

Volumen LPS [µl] 

(aus 1,5 µg/ml 

Ausgangskonzentra

tion) 

Kontrolle 524,7 / 15,3 

Vehikel 474,7 50 15,3 

Fruktose 499,7 25 15,3 

Omnivore Diät 474,7 50 15,3 

Vegane Diät 474,7 50 15,3 

Standarddiät 474,7 50 15,3 

 

Für Zellkulturversuch 1 wurden zu verschiedenen Zeitpunkten für jede Intervention je 40 µL Proben 

aus dem Über- und Unterstand entnommen. Zur Quantifizierung der TLR4-abhängigen 

Ligandenkonzentration in den Über- und Unterständen wurde ein zellbasiertes Testsystem mit 

HEK293-Reporterzellen eingesetzt. Dies erfolgte vor der Behandlung mit der Behandlungsgruppe, 

direkt nach Zugabe der Probe, direkt nach der Zugabe von LPS, nach zweistündiger Inkubation, nach 

sechsstündiger Inkubation und nach 24-stündiger Inkubation.  

Parallel dazu wurden in den Transwell-inserts ohne LPS zu jedem der oben genannten Zeitpunkte (mit 

Ausnahme des Zeitpunkts zu dem LPS zugegeben wurde) die TEER-Werte mit einer Messelektrode 

gemessen und notiert.  

Für Zellkulturversuch 2 wurden die Proben wie folgt auf der Platte aufgeteilt: 
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Für diesen Zellkulturversuch wurde die verwendete 12-Well-Platte wie oben abgebildet in der Mitte 

zwischen den Wells A2 und A3, B2 und B3 und C2 und C3 in zwei gleichmäßige Hälften geteilt. Die 

beiden Seiten wurden unabhängig voneinander behandelt.  

Auf einer der beiden Seiten wurde wie in Zellkulturversuch 1 zu bestimmten Zeitpunkten je 40 µL des 

Über- und Unterstandes des Transwell-inserts für eine anschließende Bestimmung der TLR4-

Ligandenkonzentration mittels HEK293-Reporterzellen abgenommen. Die Volumina der zugegebenen 

Flüssigkeiten finden sich in der folgenden Tabelle 6: 

Tabelle 6 Volumina der zugegebenen Media und Behandlungsgruppen in Wells mit anschließender LPS-Behandlung in 

Zellkulturversuch 2 (in µL) 

Einzel-Inkubation mit Behandlungsgruppen und 

anschließend LPS 

Bedingung Volumen 

Nährmedium 

[µl] 

Volumen 

Behandlungsgru

ppe [µl] 

Kontrolle 540 / 

Vehikel 490 50 

Fruktose 515 25 (aus 0,5 M) 

   

K Veh. K 

F O F 

Veh. 

O 

Vg S Vg S 

Abbildung 15 Aufteilung der verschiedenen Behandlungsgruppen auf einer 12-Well-Platte für Zellkulturversuch 2. K = 
Kontrolle, Veh. = Vehikel, F = Fruktose, O = Omnivore Diät, Vg = Vegane Diät, S = Standarddiät. 
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Omnivore Diät 490 50 

Vegane Diät 490 50 

Standarddiät 490 50 

 

Die Abfolge der Behandlung von Zellkulturversuch 2 unterscheidet sich von der des Zellkulturversuchs 

1. Nach der Inkubation der Zellen mit den Behandlungsgruppen für zwei Stunden wurde auf einer der 

beiden Plattenhälften der komplette Über- und Unterstand der Inserts entnommen und die Zellen 

anschließend zuerst mit 523 µL Zellkulturmedium und anschließend 16,7 µL LPS versetzt und für 

weitere zwei Stunden inkubiert. Die Probennahme für die Messung der TLR4-Ligandenkonzentration 

erfolgte vor der Behandlung mit der Behandlungsgruppe, direkt nach Zugabe der jeweiligen 

Behandlungsgruppe und nach 2 h Inkubation. Nach der erneuten Zugabe von Zellmedium, direkt nach 

der Zugabe von LPS, nach einer Stunde, sowie nach 2 Stunden Inkubation mit LPS sind die weiteren 

Entnahmezeitpunkte. Die TEER-Wert Messung erfolgte vor der Behandlung, direkt nach Probenzugabe 

und nach zweistündiger Inkubation. 

Auf der anderen Plattenhälfte wurde das Gesamtvolumen auf 500 µL aufgefüllt (450 µL Nährmedium 

+ 50 µL Behandlungsgruppe, K=500 µL Nährmedium, F=475 µL Nährmedium + 25 µL Fruktoselösung), 

für zwei Stunden inkubiert und nach 2 h in Trizol abgenommen. Eine TEER-Wert-Messung erfolgte vor 

Zugabe der Intervention und nach 2 h Inkubation.  

 

3.4.3 Messung von “Toll like receptor 4” (TLR4)-Liganden 

Die Messung der TLR4-Ligandenkonzentration in den Über- und Unterständen der 12-Well-Platten 

erfolgte mittels HEK-Blue™ Detection. Dies ist ein Zellkulturmedium zur schnellen und unkomplizierten 

Detektion der SEAP (Secreted Embryonic Alkaline Phosphatase)-Expression. SEAP ist ein weit verbreitet 

verwendetes Reporterenzym und stellt eine trunkierte Form der plazentaren alkalischen Phosphatase 

dar, einem GPI-verankerten Protein. Die von den Zellen in das Medium sezernierte SEAP führt bei 

Aktivität zu einer violett/blauen Verfärbung des Mediums. Die Messung erfolgte nicht-invasiv, ohne 

Zellaufschluss (61).  

Zur Vorbereitung der HEK-Blue™ Detection wurde der Inhalt eines Beutels in 50 ml für Zellkultur 

geeignetem Reinstwasser gelöst, intensiv vortexiert, drei Stunden bei 37 °C temperiert und 

anschließend durch einen 0,2 µm Vakuumfilter steril filtriert. Das rekonstituierte Medium wurde 

entweder bei 37 °C aufbewahrt oder bei 2–8 °C für bis zu zwei Wochen gelagert (61). 
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Für die SEAP-Detektion wurden HEK-Zellen mittels PBS abgelöst, gezählt und in HEK-Blue™ Detection 

auf die gewünschte Konzentration eingestellt. In 96-Well-Platten wurden jeweils 20 µl der jeweiligen 

Behandlungsgruppe sowie 180 µl der Zell-Suspension gegeben und mithilfe der Pipette homogenisiert. 

Anschließend erfolgte eine Inkubation über Nacht bei 37 °C und 5 % CO₂. Die SEAP-Aktivität wurde 

durch Messung der optischen Dichte bei 655 nm mittels Spektrophotometer bestimmt (61). 

 

3.5 Statistische Auswertung 

Die in dieser Arbeit präsentierten Daten sind als Mittelwerte (MW) ± Standardfehler der Mittelwerte 

(SEMs) dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programms „GraphPad Prism 7“ 

(GraphPad Prism Software, USA). Hierfür wurden zunächst die Ausreißer mithilfe des Grubb’s Test 

aussortiert. Der D’Agostino & Pearson Test, der Shapiro-Wilk Test, sowie der Kolmogorov–Smirnov 

Test wurden verwendet, um zu testen, ob die Daten eine Normalverteilung zeigten und anschließend 

mithilfe der one-way ANOVA oder dem Kruskal-Walis Test gepaart mit einem Dunn’s Test für 

Mehrfachvergleiche auf statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen 

untersucht. Bezüglich des Signifikanzniveaus wurde p ≤ 0,05 festgelegt. Die Abbildungen zur 

Präsentation der Ergebnisse wurden ebenso in „GraphPad Prism 7“ erstellt. 
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4. Ergebnisse 
 

Um festzustellen, ob die verschiedenen Diäten einen Einfluss auf die Permabilität des Caco-2 Zellrasen 

haben, wurde zunächst der TEER-Wert erfasst. Außerdem wurde in den Über- und Unterständen der 

Transwell-inserts die LPS-Ligandenkonzentration zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen und damit 

die Permeabilität der ausdifferenzierten Caco-2 Zellen unter den fünf verschiedenen Bedingungen 

Kontrolle (K), Vehikel (Veh.), Standarddiät (S), vegane Diät (Vg) und omnivore Diät (O) bestimmt. Die 

Messungen wurden im zeitlichen Verlauf durchgeführt. Hierbei wurden die Liganden zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten zugesetzt und die Zellen unterschiedlich lange exponiert.  

  

4.1 Einfluss unterschiedlicher Ernährungsmuster auf die Permeation in 

Caco-2 Zellen 

Für die folgenden Ergebnisse wurde der Versuchsaufbau von Zellkulturversuch 1 umgesetzt. Eine 12-

Well-Platte wurde vorbereitet, mit den Behandlungsbedingungen und einer 1,5 µg/mL LPS-Lösung für 

24 Stunden inkubiert.  

4.1.1 Einfluss der verschiedenen Diäten auf die Permeabilität ausdifferenzierter 

Caco-2 Zellen nach zweistündiger Inkubation, gemessen anhand des TEER-Werts 

und der LPS-Permeation 

Um zu untersuchen, ob die verschiedenen Diäten einen Einfluss auf die Dichtigkeit des Zellrasens 

hatten, wurde zunächst der TEER-Wert im zeitlichen Verlauf der Exposition gemessen. 
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Abbildung 16 Einfluss der unterschiedlichen Ernährungsmuster auf die Integrität der Zellbarriere in Caco-2 Zellen: 
Messung des transepithelischen elektrischen Widerstandes (TEER) in einem Transwellsystem, in dem sich apikal 
ausdifferenzierte Caco-2-Zellen befanden, die kurz zuvor (A) und für zwei Stunden (B) mit einer verdauten und 
fermentierten Standard-, omnivoren – bzw. veganen Diät inkubiert wurden. Werte sind dargestellt in MW ± SEM. n = 
4-5. Abkürzungen: MW – Mittelwert; SEM – Standardfehler; K – Kontrolle; Veh. – Vehikel; S – Standarddiät; Vg – 
Vegane Diät; O – Omnivore Diät 
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Für die TEER-Werte (Abbildung 16) waren sowohl direkt nach der Zugabe der 

Behandlungsbedingungen als auch nach zweistündiger Inkubation keine Unterschiede zwischen den 

einzelnen Behandlungsgruppen messbar. Jedoch streuten die Werte in einzelnen 

Versuchsbedingungen sehr. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Um zu untersuchen, ob die Konzentration an bakteriellem Endotoxin (in Form von TLR4-Liganden) in 

den verschiedenen Diäten gleich hoch war und wie sich diese nach Zugabe von LPS (1,5 µg/ml) 

insgesamt entwickelt, wurde die LPS-Konzentration mittels des HEK-TLR4-Zell-Assays gemessen. 

Im Überstand waren signifikante Unterschiede (p ≤ 0,05) sowohl zwischen der Kontrolle und der 

veganen –, als auch der Kontrolle und der omnivoren Diät messbar. Die TLR4 Ligandenkonzentration 

war hierbei bei der veganen Diät um ca. 250 % und bei der omnivoren Diät ca. 215 % höher als in der 

Kontrolle, die lediglich aus Nährmedium und LPS bestand. Auch im Vergleich zwischen Vehikel und der 

veganen (p ≤ 0,01) – sowie der omnivoren Diät (p ≤ 0,05) war die TLR4-Ligandenkonzentration in den 

Diätgruppen um ca. 255 % und 220 % deutlich erhöht.  

Im Unterstand zeigte sich nach zweistündiger Inkubation mit den jeweiligen Diäten ein signifikanter 

Unterschied in der LPS-Konzentration zwischen der Kontrolle und der omnivoren Diät (p ≤ 0,05). Die 

Konzentration lag dabei ca. 45 % niedriger, verglichen mit der Kontrolle.  

Die relative Permeabilität der Caco-2-Zellen, die mit der Kontrolle bzw. dem Vehikel inkubiert wurden, 

lagen jeweils bei ca. 20 % (p ≤ 0,001). Im Gegensatz dazu lag die relative Permeabilität der TLR4 

Liganden für die vegane und omnivore Diät bei ca. vier Prozent (p ≤ 0,001). 
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Abbildung 17 Einfluss der unterschiedlichen Ernährungsmuster auf die Permeation von TLR4-Liganden in Caco-2 Zellen: (A) 
Konzentration von TLR4-Liganden im apikalen Kompartment des Transwellsystems, (B) Konzentration von TLR4-Liganden im 
basolateralen Kompartment des Transwellsystems, (C) Relative Permeation in % von TLR4-Liganden durch eine Zellschicht 
innerhalb eines Transwellsystems, in dem sich apikal ausdifferenzierte Caco-2-Zellen befanden, die für 2 Stunden mit einer 
verdauten und fermentierten Standard-, omnivoren – bzw. veganen Diät und einer 1,5 µg/mL LPS-Lösung inkubiert wurden. 
Werte sind dargestellt in MW ± SEM. n = 5-7. * = p ≤ 0,05, ** = p ≤ 0,01, *** = p ≤ 0,001. Abkürzungen: MW – Mittelwert; SEM 
– Standardfehler; K – Kontrolle; Veh. – Vehikel; S – Standarddiät; Vg – Vegane Diät; O – Omnivore Diät; TLR4 – Toll-like-Rezeptor 
4; LPS – Lipopolysaccharide. 
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4.1.2 Einfluss der verschiedenen Diäten auf die Permeabilität ausdifferenzierter 

Caco-2 Zellen nach sechs- und 24-stündiger Inkubation, gemessen anhand des 

TEER-Werts und der LPS-Permeation 

 

Für die TEER-Werte waren auch nach sechsstündiger 

Inkubation keine Unterschiede zwischen den 

einzelnen Behandlungsgruppen messbar. Wie zuvor 

direkt nach Inkubationsbeginn, sowie nach zwei 

Stunden Inkubation streuten die Werte in einigen 

Versuchsbedingungen sehr. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nach sechsstündiger Inkubation war die LPS-Konzentration in der veganen und omnivoren Diät 

weiterhin signifikant um etwa 200 % höher als in der Kontrolle und der Vehikel Gruppe. Auch der 

Abbildung 18 Einfluss der unterschiedlichen 
Ernährungsmuster auf die Integrität der Zellbarriere in 
Caco-2 Zellen: Messung des transepithelischen 
elektrischen Widerstandes (TEER) in einem 
Transwellsystem, in dem sich apikal ausdifferenzierte 
Caco-2-Zellen befanden, die für sechs Stunden mit einer 
verdauten und fermentierten Standard-, omnivoren – 
bzw. veganen Diät inkubiert wurden. Werte sind 
dargestellt in MW ± SEM. n = 8. Abkürzungen: MW – 
Mittelwert; SEM – Standardfehler; K – Kontrolle; Veh. – 
Vehikel; S – Standarddiät; Vg – Vegane Diät; O – 
Omnivore Diät. 
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Abbildung 19 Einfluss der unterschiedlichen Ernährungsmuster auf die Permeation von TLR4-Liganden in Caco-2 Zellen: 
(A) Konzentration von TLR4-Liganden im apikalen Kompartment des Transwellsystems, (B) Konzentration von TLR4-Liganden 
im basolateralen Kompartment des Transwellsystems, (C) Relative Permeation in % von TLR4-Liganden durch eine Zellschicht 
innerhalb eines Transwellsystems, in dem sich apikal ausdifferenzierte Caco-2-Zellen befanden, die für 6 Stunden mit einer 
verdauten und fermentierten Standard-, omnivoren – bzw. veganen Diät und einer 1,5 µg/mL LPS-Lösung inkubiert wurden. 
Werte sind dargestellt in MW ± SEM. n = 5-6. * = p ≤ 0,05, ** = p ≤ 0,01, *** = p ≤ 0,001. Abkürzungen: MW – Mittelwert; 
SEM – Standardfehler; K – Kontrolle; Veh. – Vehikel; S – Standarddiät; Vg – Vegane Diät; O – Omnivore Diät; TLR4 – Toll-like-
Rezeptor 4; LPS – Lipopolysaccharide. 
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Unterschied in der TLR4 Ligandenkonzentration zwischen (p ≤ 0,05 bzw. p ≤ 0,01 für den Unterschied 

zwischen Kontrolle und omnivorer Diät). 

Im Gegensatz dazu fanden sich im Unterstand der Transwell-Inserts nach sechs Stunden keine 

Unterschiede in der TLR4 Ligandenkonzentration. 

Die relative Permeabilität berechnet aus der LPS-Konzentration im Über- und Unterstand der 

Transwell-inserts war in der Kontrollgruppe und der Vehikelgruppe sinifikant höher als in der mit der 

veganen - und omnivoren Diät inkubierten Zellen. Auch zwischen der Kontrollgruppe und den mit der 

Standarddiät inkubierten Zellen konnte ein signifikanter Unterschied festgestellt werden.  

 

Für die TEER-Werte waren auch nach 24-stündiger 

Inkubation keine Unterschiede zwischen den einzelnen 

Behandlungsgruppen messbar. Wie für die vorherigen 

TEER-Messungen streuten auch hier die Werte in 

einigen Versuchsbedingungen sehr.  
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Abbildung 20 Einfluss der unterschiedlichen 
Ernährungsmuster auf die Integrität der Zellbarriere in 
Caco-2 Zellen: Messung des transepithelischen elektrischen 
Widerstandes (TEER) in einem Transwellsystem, in dem sich 
apikal ausdifferenzierte Caco-2-Zellen befanden, die für 24 
Stunden mit einer verdauten und fermentierten Standard-, 
omnivoren – bzw. veganen Diät inkubiert wurden. Werte 
sind dargestellt in MW ± SEM. n = 8. Abkürzungen: MW – 
Mittelwert; SEM – Standardfehler; K – Kontrolle; Veh. – 
Vehikel; S – Standarddiät; Vg – Vegane Diät; O – Omnivore 
Diät 
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Abbildung 21 Einfluss der unterschiedlichen Ernährungsmuster auf die Permeation von TLR4-Liganden in Caco-2 Zellen: (A) 
Konzentration von TLR4-Liganden im apikalen Kompartment des Transwellsystems, (B) Konzentration von TLR4-Liganden im 
basolateralen Kompartment des Transwellsystems, (C) Relative Permeation in % von TLR4-Liganden durch eine Zellschicht 
innerhalb eines Transwellsystems, in dem sich apikal ausdifferenzierte Caco-2-Zellen befanden, die für 24 Stunden mit einer 
verdauten und fermentierten Standard-, omnivoren – bzw. veganen Diät und einer 1,5 µg/mL LPS-Lösung inkubiert wurden. 
Werte sind dargestellt in MW ± SEM. n = 5-6. * = p ≤ 0,05, ** = p ≤ 0,01. Abkürzungen: MW – Mittelwert; SEM – Standardfehler; 
K – Kontrolle; Veh. – Vehikel; S – Standarddiät; Vg – Vegane Diät; O – Omnivore Diät; TLR4 – Toll-like-Rezeptor 4; LPS – 
Lipopolysaccharide. 
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Wie in Abbildung 21 zu sehen, war auch nach 24-stündiger Inkubation in den Überständen der beiden 

Diätgruppen “vegane”- und omnivore Diät eine deutlich höhere TLR4 Ligandenkonzentration messbar 

im Vergleich zur Kontrolle. 

In den Unterständen der verschiedenen Behandlungen waren keine Unterschiede quantifizierbar. 

Die relative Permeabilität war in allen drei Diätgruppen (S, Vg, O) eindeutig geringer als in der 

Kontrollgruppe. Im Vergleich zur Vehikelgruppe zeigten jedoch nur die vegane - und die omnivore Diät 

einen eindeutig niedrigeren Wert. 

 

4.1.3 Relative Differenz der TLR4-Ligandenkonzentration nach zwei Stunden mit 

und ohne Zugabe von LPS 

In Abbildung 22 ist dargestellt wie jeweils die LPS-Konzentration in den Über- und Unterständen der 

Transwell-inserts nach zweistündiger Inkubation der CaCo2-Zellen mit den jeweiligen 

Behandlungsgruppen verglichen wurde. Hierbei wurde die Konzentration, die in dem Versuch, in dem 

LPS zugesetzt wurde mit dem ohne LPS-Zugabe verrechnet. Hierdurch sollte festgestellt werden wie 

viel TLR4 Ligandenkonzentration in den jeweiligen Diäten auch ohne Zugabe von LPS vorhanden ist. 

Wenn negative Werte abgebildet sind, bedeutet dies, dass in den Diäten ohne Zugabe von LPS eine 

höhere TLR4 Ligandenkonzentration gemessen wurde.  

In den Überständen der omnivoren Diät war– im Gegensatz zur Kontrolle - auch ohne Zugabe von LPS 

eine besonders hohe TLR4 Ligandenkonzentration messbar (p ≤ 0,05). 

Für die Unterstände lässt sich kein Unterschied feststellen. 
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Abbildung 22 Relativer Unterschied der TLR4-Ligandenkonzentration zwischen Behandlungsproben mit und ohne Zugabe 

von LPS in unterschiedlichen Ernährungsmustern im apikalen (A) und im basolateralen (B) Kompartment des 

Transwellsystems. Werte sind dargestellt in MW ± SEM aus 3-5 Versuchen. * = p ≤ 0,05. Abkürzungen: MW – Mittelwert; 

SEM – Standardfehler; K – Kontrolle; Veh. – Vehikel; S – Standarddiät; Vg – Vegane Diät; O – Omnivore Diät; TLR4 – Toll-like-

Rezeptor 4; LPS – Lipopolysaccharide. 
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4.2 Einfluss unterschiedlicher Ernährungsmuster auf die Permeation in 

Caco-2 Zellen nach zweistündiger Inkubation mit den verschiedenen 

Diäten und anschließender Challenge mit LPS 

Für die folgenden Ergebnisse wurde der Versuchsaufbau von Zellkulturversuch 2 umgesetzt. Eine 12-

Well-Platte wurde vorbereitet und zunächst für zwei Stunden mit den verschiedenen 

Behandlungsbedingungen inkubiert. Diese wurden anschließend vollständig abgenommen. Die Zellen 

wurden danach für zwei Stunden mit einer 1,5 µg/mL LPS-Lösung kultiviert.  

 

4.2.1 Einfluss der verschiedenen Diäten auf die Permeabilität ausdifferenzierter 

Caco-2 Zellen nach zweistündiger Inkubation, gemessen anhand der LPS-

Permeation 

 

 

 

 

 

 

  

 

Im Überstand waren sowohl die Messwerte der veganen Diät als auch die der omnivoren Diät bezüglich 

der LPS-Konzentration signifikant verschieden zur Kontrolle (jeweils p ≤ 0,01). Im Überstand der 

Transwell-inserts, die mit der veganen Diät inkubiert wurden war die LPS-Konzentration um etwa 315 

% höher als in der Kontrolle. Die Erhöhung der LPS-Konzentration in den Überstanden der omnivoren 

Diät lag bei ca 360 % im Vergleich zur Kontrolle.  

Nach zweistündiger Inkubation mit den verschiedenen Diäten ohne LPS waren im Unterstand keine 

signifikanten Unterschiede hinsichtlich der TLR4 Ligandenkonzentration zu erkennen.  

Hinsichtlich der relativen Permeabilität zeigten sich Unterschiede zwischen den Diätgruppen vegane 

und omnivore Diät im Vergleich zur Kontrolle (p ≤ 0,05). Der Durchlässigkeitswert der Caco-2-

Zellschicht der Kontrolle lag bei etwa 35 % (vegane Diät ca. 6 %, omnivore Diät etwa 7 %). 
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Abbildung 23 Einfluss der unterschiedlichen Ernährungsmuster auf die Permeation von TLR4-Liganden in Caco-2 Zellen: (A) 
Konzentration von TLR4-Liganden im apikalen Kompartment des Transwellsystems, (B) Konzentration von TLR4-Liganden im 
basolateralen Kompartment des Transwellsystems, (C) Relative Permeation in % von TLR4-Liganden durch eine Zellschicht innerhalb 
eines Transwellsystems, in dem sich apikal ausdifferenzierte Caco-2-Zellen befanden, die für 2 Stunden mit einer verdauten und 
fermentierten Standard-, omnivoren – bzw. veganen Diät inkubiert wurden. Werte sind dargestellt in MW ± SEM. n = 5-7. * = p ≤ 
0,05, ** = p ≤ 0,01. Abkürzungen: MW – Mittelwert; SEM – Standardfehler; K – Kontrolle; Veh. – Vehikel; S – Standarddiät; Vg – 
Vegane Diät; O – Omnivore Diät; TLR4 – Toll-like-Rezeptor 4; LPS – Lipopolysaccharide. 
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4.2.2 Einfluss der verschiedenen Diäten auf die Permeabilität ausdifferenzierter 

Caco-2 Zellen nach ein- und zweistündiger Inkubation mit LPS nach Abnahme der 

Diäten, gemessen anhand der LPS-Permeation  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nach Abnahme der Überstände mit den jeweiligen Behandlungsbedingungen und einstündiger LPS-

Inkubation zeigten sich folgende Ergebnisse. 

Die LPS-Konzentration im Überstand des Transwell-inserts der omnivoren Diät war im Vergleich zur 

Kontrolle um ca. 25 % reduziert (p ≤ 0,05).   

Im Unterstand der Transwell-inserts der Diätgruppen ‚vegane‘ und ‚omnivore‘ war die LPS-

Konzentration im Vergleich zur Kontrolle und dem Vehikel bis zu 50 % niedriger (jeweils p ≤ 0,05).  

Bei der relativen Permeabilität der Zellschicht nach einstündiger LPS-Inkubation zeigten sich keine 

Unterschiede. 
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Abbildung 24 Einfluss der unterschiedlichen Ernährungsmuster auf die Permeation von TLR4-Liganden in Caco-2 Zellen: (A) 
Konzentration von TLR4-Liganden im apikalen Kompartment des Transwellsystems, (B) Konzentration von TLR4-Liganden im 
basolateralen Kompartment des Transwellsystems, (C) Relative Permeation in % von TLR4-Liganden durch eine Zellschicht 
innerhalb eines Transwellsystems, in dem sich apikal ausdifferenzierte Caco-2-Zellen befanden, die für 2 Stunden mit einer 
verdauten und fermentierten Standard-, omnivoren – bzw. veganen Diät und anschließend für eine Stunde mit einer 1,5 µg/mL 
LPS-Lösung inkubiert wurden. Werte sind dargestellt in MW ± SEM. n = 5. * = p ≤ 0,05. Abkürzungen: MW – Mittelwert; SEM – 
Standardfehler; K – Kontrolle; Veh. – Vehikel; S – Standarddiät; Vg – Vegane Diät; O – Omnivore Diät; TLR4 – Toll-like-Rezeptor 
4; LPS – Lipopolysaccharide. 
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Nach zweistündiger Inkubation mit 1,5 µg/mL LPS-Lösung zeigten sich in den Messwerten für die LPS-

Konzentration im Überstand keine Unterschiede. 

Die LPS-Konzentration in den Unterständen der omnivoren Diät war im Vergleich zur Kontrolle um 

etwa 45 % reduziert (p ≤ 0,01). 

In der relativen Permeabilität fanden sind keine statistisch auffälligen Unterschiede.  

Für alle Messungen der TLR4-Ligandenkonzentration war die Wiederfindung von LPS in den Proben 

innerhalb der einzelnen Versuche konstant. 
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Abbildung 25 Einfluss der unterschiedlichen Ernährungsmuster auf die Permeation von TLR4-Liganden in Caco-2 Zellen: 
(A) Konzentration von TLR4-Liganden im apikalen Kompartment des Transwellsystems, (B) Konzentration von TLR4-
Liganden im basolateralen Kompartment des Transwellsystems, (C) Relative Permeation in % von TLR4-Liganden durch eine 
Zellschicht innerhalb eines Transwellsystems, in dem sich apikal ausdifferenzierte Caco-2-Zellen befanden, die für 2 Stunden 
mit einer verdauten und fermentierten Standard-, omnivoren – bzw. veganen Diät und anschließend für zwei Stunden mit 
einer 1,5 µg/mL LPS-Lösung inkubiert wurden. Werte sind dargestellt in MW ± SEM. n = 4-5. ** = p ≤ 0,01. Abkürzungen: 
MW – Mittelwert; SEM – Standardfehler; K – Kontrolle; Veh. – Vehikel; S – Standarddiät; Vg – Vegane Diät; O – Omnivore 
Diät; TLR4 – Toll-like-Rezeptor 4; LPS – Lipopolysaccharide. 
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5. Diskussion 
 

Neben makro- und mikronährstoffspezifischen Aspekten rückt insbesondere die Wirkung 

unterschiedlicher Ernährungsmuster auf die Funktion des Darms stärker in den Fokus der Forschung. 

Im Zentrum dieser Entwicklung steht die Integrität der intestinalen Barriere (62), diese stellt eine 

zentrale Schnittstelle zur Umwelt dar und übernimmt eine Schlüsselrolle in der Aufrechterhaltung der 

Immunhomöostase. Eine funktionierende intestinale Barriere kontrolliert die Aufnahme von 

Nährstoffen und schützt gleichzeitig vor dem Eindringen von Pathogenen oder Toxinen. 

Veränderungen in dieser Schutzfunktion, sei es durch Ernährung, Lebensstil oder Erkrankungen, 

können weitreichende Auswirkungen auf die Gesundheit haben (25,32). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Effekte bestimmter Diätformen auf die Permeabilität der 

Darmbarriere und somit indirekt auf den gesundheitlichen Wert dieser Diäten gemessen. Dafür 

wurden verschiedene Methoden etabliert, miteinander kombiniert und daraufhin mit 

unterschiedlichen Diäten getestet. Als methodische Grundlage dienten das INFOGEST-Protokoll zur in 

vitro Verdauung (56) sowie Arbeiten zur in vitro Fermentation von Pérez-Burillo et al. (57), ergänzt 

durch die Inkubation der verdauten Proben in einer Caco-2-Zellkultur, wobei die TLR4-

Ligandenkonzentration unter Zugabe von LPS sowie die Zellbarrierefunktion über TEER-Messungen 

erfasst wurden. 

 

5.1 Erhöhte TLR4-Ligandenkonzentration bei gleichzeitiger 

Stabilisierung der Barrierefunktion 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die TLR4-Ligandenkonzentration im Überstand 

nach Inkubation mit verdauten und fermentierten veganen sowie omnivoren Diäten signifikant höher 

war als in den Kontrollen. Diese Beobachtung weist darauf hin, dass die Diätproben selbst relevante 

Mengen an TLR4-aktivierenden Molekülen enthalten. Bereits die Messungen der relativen Differenz 

der TLR4-Ligandenkonzentration nach zwei Stunden Inkubation mit und ohne Zugabe von LPS 

verdeutlichten, dass in den Diätgruppen ohne zusätzliche LPS-Gabe eine Grundlast an Liganden 

vorhanden war, während in den Kontroll- und Vehikelgruppen deutlich niedrigere Werte gemessen 

wurden. Besonders ausgeprägt war dieser Effekt bei der veganen und omnivoren Diät. 

Die erhöhte TLR4-Ligandenkonzentration lässt sich auf verschiedene Ursachen zurückführen. 

Einerseits sind pflanzliche Nahrungsbestandteile wie Ballaststoffe, insbesondere unlösliche 

Fraktionen, in der Lage, bakterielles Wachstum während der Fermentation zu fördern und damit die 

Bildung von LPS und anderen TLR4-Liganden durch das Absterben der Bakterien zu begünstigen (63). 
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Auch Bestandteile pflanzlicher Zellwände, wie Arabinoxylane oder β-Glucane, können durch 

mikrobielle Fermentation indirekt die Menge an immunaktiven Molekülen erhöhen (64).  

Ein weiterer methodischer Faktor, der zur Erklärung der Ergebnisse beitragen könnte, ist die Nutzung 

von Verdauungsenzymen. Pankreatin ist häufig mit geringen Mengen an bakteriellen 

Lipopolysacchariden kontaminiert, die die Messungen beeinflussen können (65). 

Besonders auffällig war die Diskrepanz zwischen erhöhter TLR4-Ligandenkonzentrationen im 

Überstand und einer gleichzeitig verringerten Permeabilität der Zellmonolayer. Dies deutet darauf hin, 

dass bestimmte Nahrungsbestandteile protektiv auf die Barriere wirken können, selbst wenn die Zellen 

einer höheren Ligandenlast ausgesetzt sind. Kurzkettige Fettsäuren, insbesondere Butyrat, spielen 

eine zentrale Rolle bei der Stabilisierung der Darmbarriere. Butyrat erhöht über die Aktivierung von 

AMPK die TEER-Werte und reduziert die parazelluläre Permeabilität (66). Darüber hinaus weisen 

Studien darauf hin, dass Polyphenole protektiv auf den Abbau von Tight-Junction-Proteinen wirken 

(67). 

Diese Befunde stimmen mit weiteren Studien überein, die positive Effekte pflanzlicher bioaktiver 

Substanzen auf die Darmbarriere beschreiben. Marino et al. (68) konnten nachweisen, dass 

Blaubeerpulver nicht nur die TEER-Werte in Caco-2-Modellen erhöhte, sondern auch die Expression 

von Tight-Junction-Proteinen verstärkte und entzündliche Marker reduzierte. Ähnliche Ergebnisse 

liegen für andere Polyphenolquellen wie Traubenkernextrakte oder Grüntee-Polyphenole vor, die 

sowohl antioxidative Effekte entfalten als auch die Barrierefunktion schützen (69). Diese Mechanismen 

könnten eine Erklärung dafür sein, dass die omnivoren und veganen Diäten trotz erhöhter Ligandenlast 

im Überstand teilweise eine geringere Permeabilität aufwiesen. 

Ein weiterer relevanter Aspekt ist die Art der Fermentation. Die Aktivität der Mikrobiota bestimmt 

maßgeblich, welche Metabolite im Verdauungsprozess entstehen und wie diese auf die Barriere 

wirken. Unterschiedliche Ernährungsmuster erzeugen charakteristische mikrobielle 

Metabolitenprofile, die entweder protektiv oder schädigend wirken können (70). Während kurzkettige 

Fettsäuren wie Butyrat die Barriere stabilisieren, können andere bakterielle Produkte, darunter 

sekundäre Gallensäuren, die Integrität schwächen (71). 

Die TEER-Messungen selbst lieferten in der vorliegenden Arbeit keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Gruppen, waren jedoch von hoher Variabilität geprägt. Dieses Phänomen ist in der 

Literatur häufig beschrieben. Schon geringe Abweichungen in Zellpassagezahl, 

Mediumzusammensetzung oder Handhabung können TEER-Werte stark beeinflussen (72). Eine 

Interpretation der TEER-Daten ist aufgrund der Streuung der Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit 

faktisch nicht möglich. 
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Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Modell zur Untersuchung des Einflusses von verschiedenen 

Diäten auf die Darmbarriere geeignet sein könnte. Jedoch sind hier weitere Untersuchungen nötig. 

Zudem konnte gezeigt werden, dass die omnivore und vegane Diät sich in Ihrer Grundlast an TLR4-

Liganden von der Kontroll- und der Vehikelgruppe unterscheiden. Auch die Permeabilität der Caco-2-

Zellbarrriere war in den Diätgruppen (einschließlich der Standarddiät nach sechs- und 24-stündiger 

Inkubation) im Vergleich zur Kontrolle und dem Vehikel verringert. Die Diäten wiesen untereinander 

keine Unterschiede in der TLR4-Liagndenkonzentration und der Permeabilität des Zell-Monolayers auf. 

Es scheint, als wäre nicht die Bezeichnung einer Ernährung als vegan oder omnivor entscheidend für 

die Barrierefunktion, sondern vielmehr die spezifische Zusammensetzung der Diät und die daraus 

entstehenden Metabolite. Während eine höhere TLR4-Ligandenkonzentration im Überstand für eine 

größere immunologische Herausforderung spricht, können gleichzeitig vorhandene protektive 

Nahrungsbestandteile wie Ballaststoffe, kurzkettige Fettsäuren oder Polyphenole die Barriere 

stabilisieren und damit eine schützende Wirkung entfalten. 

 

5.2 Methodische Limitationen und Stärken des gewählten Modells 

Limitationen 

Die vorliegende Arbeit weist einige methodische Einschränkungen auf, die bei der Interpretation der 

Ergebnisse berücksichtigt werden müssen. Besonders die TEER-Messungen zeigten eine hohe 

Variabilität und erlaubten keine konsistenten Aussagen. Dieses Problem ist in der Literatur gut 

dokumentiert, da selbst bei standardisierten Caco-2-Assays Unterschiede in Passagezahl, 

Mediumzusammensetzung und Messbedingungen zu erheblichen Schwankungen führen können (72). 

Vor dem Hintergrund wurden zusätzlich TLR4-Liganden gemessen, wobei sich hier als Schwierigkeit 

herausstellte, dass sie auch in den Lebensmitteln und deshalb in den Diäten vorkommen. 

Eine weitere Limitation ist die beschränkte Auswahl an Endpunkten. Die Analysen konzentrierten sich 

auf TEER-Werte und die TLR4-Ligandenkonzentration, während zusätzliche Marker wie die Expression 

von Tight-Junction-Proteinen oder die Bildung kurzkettiger Fettsäuren nicht berücksichtigt wurden. 

Diese Parameter können zusätzliche Hinweise auf die zugrunde liegenden Mechanismen liefern 

(73,74).  

Darüber hinaus stellt sich die Frage, ob die im Modell angesetzte Fermentationsdauer verändert 

werden sollte. Während das verwendete Protokoll von Pérez-Burillo et al. (57) eine Inkubation von 20 

Stunden vorsieht, beträgt die tatsächliche Passagezeit des Speisebreis durch den Dünndarm nach 

aktuellen Erkenntnissen höchstens drei Stunden (75). Diese Diskrepanz könnte ein Anlass sein, die 
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verwendete Fermentationsdauer zu verkürzen, um die Inkubationszeit näher an die in vivo Situation 

anzupassen. 

Stärken 

Trotz dieser Einschränkungen weist das in dieser Arbeit eingesetzte Modell mehrere Stärken auf. Der 

kombinierte Ansatz aus INFOGEST-Verdauung (56), in vitro Fermentation (57) und anschließender 

Anwendung auf Caco-2-Transwell-Systeme stellt eine moderne Methodik dar, die den Einfluss 

verschiedener Ernährungsmuster auf die Darmbarriere vergleichsweise realitätsnah abbilden kann. 

Der Aufbau entspricht aktuellen Empfehlungen, die dafür plädieren, Lebensmittelwirkungen über 

kombinierte Verdauungs- und Absorptionskaskaden zu untersuchen, um ein integratives Bild von 

Ernährungseinflüssen zu gewinnen (76). 

Eine wesentliche Stärke liegt in der Nutzung eines international anerkannten und standardisierten 

Verdauungsprotokolls. Das INFOGEST-Modell ist auf Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit 

ausgelegt, sodass sich die Daten in einen größeren wissenschaftlichen Kontext einordnen lassen und 

eine Abgleichbarkeit mit anderen Studien möglich ist (56). Die zusätzliche Fermentation stellt eine 

wichtige methodische Erweiterung dar, da sie die mikrobielle Aktivität berücksichtigt. Damit können 

neben den Effekten der primären Verdauung auch die Veränderungen durch mikrobielle Metabolite 

einbezogen werden, was die Differenzierung ernährungsbedingter Unterschiede verbessert (65). 

Durch die gute Praktikabilität eines Zellkulturmodells kann zudem auf ein Tiermodell verzichtet 

werden. 

Ein weiterer Vorteil besteht in der Verwendung kompletter Diäten statt isolierter Nährstoffe. Dieser 

Ansatz ermöglicht es, verschiedene Lebensmittelbestandteile gleichzeitig zu betrachten und deren 

gemeinsame Wirkung auf die Barriere zu erfassen. Damit wird eine höhere Nähe zur Ernährungspraxis 

erreicht, was die Übertragbarkeit der Ergebnisse auf ernährungswissenschaftliche Fragestellungen 

verbessert (77). Die Untersuchung verdeutlicht, dass Unterschiede in Ligandenlast und 

Barriereeffekten zwischen den Ernährungsmustern durch dieses lebensmittelnahe Vorgehen gut 

abgebildet werden können. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass das Modell trotz seiner methodischen Einschränkungen 

eine robuste und praxisnahe Methode darstellt. Es kombiniert standardisierte und international 

anerkannte Protokolle, integriert mikrobielle und zelluläre Ebenen und erlaubt die differenzierte 

Untersuchung von Ernährungsmustern. Damit liefert es eine wertvolle Grundlage für die weitere 

Erforschung der Zusammenhänge zwischen Ernährung und Darmbarriere, auch wenn zusätzliche 

Marker und eine methodische Feinjustierung die Aussagekraft in Zukunft weiter erhöhen könnten. 
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6. Fazit und Ausblick 
 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein in vitro-Modell zu etablieren, das die Effekte verschiedener 

Ernährungsmuster auf die Darmbarrierefunktion abbilden kann. Wenngleich die Ergebnisse darauf 

hinweisen, dass es Unterschiede zwischen den untersuchten Ernährungsmustern in diesem Modell 

gibt, wurden auch einige Schwierigkeiten und Verbesserungsmöglichkeiten ausgemacht. Die Messung 

der TEER-Werte ist für diese Methode nicht geeignet, als Alternative könnte ein parazellulärer Flux-

Assay mit FITC-Dextran verwendet werden. Um robustere und reproduzierbare Aussagen tätigen zu 

können sollten außerdem die Verdauungs- und Fermentationsprotokolle sowie die 

Zellkulturbedingungen stärker standardisiert werden. Zudem sind größere Stichprobenumfänge und 

ggf. interlaboratorische Vergleiche Optionen, um die Reproduzierbarkeit zu erhöhen. 

Darüber hinaus könnte das Modell durch die Messung weiterer Parameter wie kurzkettiger Fettsäuren 

aus der Fermentation erweitert werden. Diese Metabolite gelten als zentrale Mediatoren der 

Ernährungseffekte auf die Darmbarriere und würden eine präzisere Verknüpfung zwischen 

diätbedingten Veränderungen und funktionellen Konsequenzen erlauben. Auch eine Erhöhung der 

Probenzahl und Wiederholung der Experimente in unabhängigen Ansätzen wären notwendig, um die 

statistische Aussagekraft zu steigern. Für die in vitro-Fermentation könnte es in zukünftigen Studien 

interessant sein, die Fermentationszeit systematisch zu variieren, um eine realitätsnähere Abbildung 

zu erreichen. 

Für die Zukunft erscheint zudem die Weiterentwicklung des Modells in Richtung komplexerer Systeme 

sinnvoll. Ko-Kulturen mit mukusproduzierenden Zelllinien oder der Einsatz dynamischer Systeme wie 

Organ-on-Chip-Technologien könnten die physiologische Relevanz verbessern und eine 

realitätsnähere Abbildung des Darmmilieus ermöglichen. 

Insgesamt konnte mit der Arbeit ein erster Ansatz geschaffen werden, um die Effekte ganzer 

Ernährungsmuster in vitro vergleichbar zu machen. Um die Übertragbarkeit auf 

ernährungswissenschaftliche Fragestellungen zu erhöhen, sollten jedoch die methodischen 

Grundlagen weiter optimiert und zusätzliche Messgrößen integriert werden. 

 

 

 

 



 7. Zusammenfassung 

50 
  

7. Zusammenfassung  
 

Vorangegangene Untersuchungen konnten zeigen, dass eine Ernährung nach den Empfehlungen der 

Fachgesellschaften bereits innerhalb weniger Tage zu einer Reduktion der Endotoxinkonzentration im 

Blut führt, was auf eine verbesserte Funktion der Darmbarriere hinweist. Aufbauend auf diesen 

Erkenntnissen verfolgte die vorliegende Arbeit das Ziel, diesen Zusammenhang in einem in vitro Modell 

zu etablieren, das für die Untersuchung der molekularen Mechanismen der Interaktion von 

Ernährungsmustern und der Darmbarriere geeignet ist. Zudem sollte geklärt werden, ob bestimmte 

Ernährungsmuster protektive Effekte auf die Integrität der epithelialen Zellschicht entfalten können.  

Zunächst wurden Lebensmittelproben einer gesunden, auf den Empfehlungen der D-A-CH-

Fachgesellschaften für Ernährung basierenden, omnivoren und veganen Ernährung sowie einer 

‚westlichen‘ omnivoren Diät hergestellt. Diese wurden dann unter der Verwendung des INFOGEST-

Protokolls zur in vitro Verdauung verdaut und durch eine anschließende Fermentation nach etablierten 

Methoden ergänzt. Die so aufbereiteten Proben wurden in einem Caco-2-Transwell-System eingesetzt, 

um die Integrität der intestinalen Barriere zu simulieren und Effekte der unterschiedlichen Diäten 

vergleichend zu analysieren. Die Caco-2-Zellen wurden für zwei, sechs und 24 Stunden mit den 

unterschiedlichen Diäten inkubiert und auf einer separaten 12-Well-Platte (nach zweistündiger 

Inkubation mit den Diäten) für ein und zwei Stunden mit bakteriellem Endotoxin behandelt. Dabei 

wurden zwei zentrale Parameter untersucht: zum einen die Durchlässigkeit des konfluenten Zellrasens 

für bakterielles Endotoxin im Über- und Unterstand der Zellkulturen und zum anderen die 

Barrierefunktion anhand der transepithelialen elektrischen Widerstandsmessung (TEER).  

Die Ergebnisse zeigten, dass die verdauten und fermentierten Proben der veganen und omnivoren Diät 

eine deutlich erhöhte „Toll-like-receptor 4“ (TLR4)-Ligandenkonzentration in den apikalen 

Kompartimenten der Transwellsysteme aufwiesen, während dies für die Standarddiät nicht 

nachweisbar war. Diese Messungen deuten darauf hin, dass die untersuchten Ernährungsmuster selbst 

relevante Mengen an TLR4-Liganden enthalten, die unabhängig von zusätzlichem bakteriellem 

Endotoxin nachweisbar sind. In den basolateralen Kompartimenten der Transwellsysteme zeigte sich 

hingegen teilweise eine geringe Ligandenkonzentration. Besonders auffällig war, dass die relative 

Permeabilität der Zellen bei veganer und omnivorer Diät trotz erhöhter Ligandenlast im Überstand 

nicht anstieg, sondern sogar in den meisten Fällen reduziert war.  

Die TEER-Werte zeigten insgesamt keine konsistenten Unterschiede zwischen den 

Behandlungsgruppen. Die hohe Variabilität und fehlende Signifikanz stimmen mit Messungen anderer 

Arbeitsgruppen überein, die auf methodische Limitationen dieser Messung hinweisen.  
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Ziel der Arbeit war es ein Modell zu etablieren und zu testen. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass 

das hier verwendete Modell, bestehend aus standardisierter Verdauung, Fermentation und Caco-2-

Barriere, eine differenzierte Untersuchung von Diäten ermöglicht. 
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Summary 
Previous studies have demonstrated that a diet based on the recommendations of nutrition societies 

can reduce endotoxin concentrations in the blood within just a few days, indicating an improvement 

in intestinal barrier function. Building on these findings, the present study aimed to establish an in vitro 

model suitable for investigating the molecular mechanisms underlying the interaction between dietary 

patterns and the intestinal barrier. In addition, it should be clarified whether certain dietary patterns 

can have protective effects on the integrity of the epithelial cell layer. 

Food samples reflecting a balanced omnivorous and vegan diet based on the recommendations of the 

German-speaking nutrition societies (D-A-CH), as well as a “Western”-type omnivorous diet, were 

prepared. These samples were subjected to in vitro digestion using the INFOGEST protocol and 

subsequently fermented according to established methods. The processed samples were then applied 

in a Caco-2 Transwell system to simulate intestinal barrier integrity and to enable comparative analysis 

of the different diets. Caco-2 cells were incubated with the dietary samples for two, six, and 24 hours, 

and separately exposed to bacterial endotoxin on 12-well plates (following a two-hour incubation with 

the diets) for one and two hours. Two central parameters were examined: first, the permeability of 

the confluent cell layer to bacterial endotoxin in the apical and basolateral compartments of the 

cultures, and second, barrier function assessed via transepithelial electrical resistance (TEER). 

The results showed that digested and fermented samples of the vegan and omnivorous diets exhibited 

markedly increased concentrations of “Toll-like receptor 4” (TLR4) ligands in the apical compartments 

of the Transwell systems, whereas this was not observed for the standard diet. These measurements 

suggest that the investigated dietary patterns themselves contain relevant amounts of TLR4 ligands, 

detectable independently of additional bacterial endotoxin. In contrast, the basolateral compartments 

showed only low ligand concentrations. Notably, the relative permeability of cells exposed to the vegan 

and omnivorous diets did not increase despite higher apical ligand levels. In some cases, it was even 

reduced. 

TEER values did not show consistent differences between the treatment groups. High variability and 

lack of statistical significance were consistent with findings from other research groups, highlighting 

methodological limitations of this measurement. 

The aim of this work was to establish and test a model. Overall, the results demonstrate that the 

applied combination of standardized digestion, fermentation, and Caco-2 barrier assays provides a 

suitable framework for the differentiated investigation of dietary effects on intestinal barrier function. 
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Anhang 
 

Zusammensetzung der omnivoren-, veganen- und Standarddiät  

Für jedes der drei verschiedenen Ernährungsmuster, die in der Zellkultur eingesetzt wurden, wurden 

je zwei volle Tage Ernährung geplant, zubereitet und gefriergetrocknet. Die Speisen und Getränke 

bestanden aus folgenden Zutaten: 

 

Omnivore Diät, Tag 1  

 

Frühstück 

Haferflocken (80 g, 283.6 kcal), Kuhmilch Trinkmilch 3.5% Fett (100 g, 65.0 kcal), Joghurt < 1% Fett (20 

g, 7.4 kcal), Cashewnuss geröstet (10 g, 59.5 kcal), Blütenhonig (30 g, 92.0 kcal), Weintrauben (50 

g, 34.8 kcal), Rosinen (50 g, 152.0 kcal), Banane (150 g, 134.4 kcal), Apfel (100 g, 60.9 kcal), 

Mineralwasser prickelnd (500 g, 0.0 kcal) 

Zwischenanalyse: Energie 889.6 kcal  

  

Mittagessen 

Kartoffeln geschält (210 g, 148.1 kcal), Karotte (60 g, 19.9 kcal), Pastinake (60 g, 32.8 kcal), Porree (20 

g, 5.3 kcal), Zuckermais (50 g, 46.5 kcal), Schwein Schinken gekocht (30 g, 44.5 kcal), Rapsöl (21 g, 185.7 

kcal), Kräutermischung (3 g, 1.4 kcal), Rucola (20 g, 5.9 kcal), Essig (2 g, 0.4 kcal), Kürbiskernöl (16 g, 

141.5 kcal), Apfel (30 g, 18.3 kcal), Kürbiskern (10 g, 56.5 kcal), Speisesalz (1 g, 0.0 kcal), Mineralwasser 

prickelnd (500 g, 0.0 kcal) 

Zwischenanalyse: Energie 706.7 kcal  

  

 Zwischenmahlzeit 

Orange (150 g, 64.9 kcal), Dattel getrocknet (95 g, 264.5 kcal), Mineralwasser prickelnd (500 g, 0.0 kcal) 

Zwischenanalyse: Energie 329.4 kcal  
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Abendessen 

Vollkornbrot (80 g, 158.3 kcal), Margarine (15 g, 99.8 kcal), Liptauer Original mild (25 g, 48.8 kcal), Brie 

mind. 50% Fett i. Tr. (30 g, 102.5 kcal), Preiselbeere Konfitüre (20 g, 53.8 kcal), Mandarine (100 g, 50.2 

kcal), Weintrauben (50 g, 34.8 kcal), Apfel (70 g, 42.7 kcal), Mineralwasser prickelnd (500 g, 0.0 kcal) 

 Zwischenanalyse: Energie 590.9 kcal  

 

Omnivore Diät, Tag 2 

 

Frühstück 

Roggen Vollkornmehl (75 g, 225.3 kcal), Kuhmilch Trinkmilch 3.5% Fett (180 g, 117.0 kcal), 

Mineralwasser prickelnd (5 g, 0.0 kcal), Agavendicksaft (20 g, 14.7 kcal), Speisesalz (1 g, 0.0 kcal), Rapsöl 

(12 g, 106.1 kcal), Karamellgebäck-Brotaufstrich Creme VEGAN (25 g, 146.8 kcal), Preiselbeere 

Konfitüre (27 g, 72.7 kcal), Liptauer Original mild (40 g, 78.0 kcal), Orange (180 g, 77.9 kcal), 

Mineralwasser prickelnd (500 g, 0.0 kcal) 

 Zwischenanalyse: Energie 838.5 kcal  

  

Mittagessen 

Brathähnchen Brustfilet (30 g, 30.5 kcal), Rapsöl (20 g, 176.9 kcal), Karotte (120 g, 39.9 kcal), 

Paprikaschoten (120 g, 23.5 kcal), Pastinake (100 g, 54.7 kcal), Kokosmilch (180 g, 18.1 kcal), Reis 

parboiled (85 g, 298.6 kcal), Trinkwasser (170 g, 0.0 kcal), Speisesalz (1 g, 0.0 kcal), Cashewnuss 

geröstet (15 g, 89.2 kcal), Kräutermischung (3 g, 1.4 kcal), Mineralwasser prickelnd (500 g, 0.0 kcal) 

 Zwischenanalyse: Energie 732.8 kcal  

  

Zwischenmahlzeit 

Banane (200 g, 179.3 kcal), Dattel getrocknet (100 g, 278.4 kcal), Mineralwasser prickelnd (500 g, 0.0 

kcal) 

 Zwischenanalyse: Energie 457.7 kcal  

  

Abendessen 
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Weißbrot-Weizenbrot (60 g, 145.6 kcal), Vollkornbrot (80 g, 158.3 kcal), Tomate rot (100 g, 17.4 kcal), 

Porree (12 g, 3.2 kcal), Knoblauch (3 g, 4.3 kcal), Essig (1 g, 0.2 kcal), Rapsöl (12 g, 106.1 kcal), Rucola 

(25 g, 7.4 kcal), Gurke (50 g, 6.1 kcal), Mineralwasser prickelnd (500 g, 0.0 kcal) 

Zwischenanalyse: Energie 448.5 kcal  

 

Vegane Diät, Tag 1 

 

Frühstück 

Haferflocken (100 g, 354.4 kcal), Hafer Drink (110 g, 45.2 kcal), Veganer Naturjoghurt (20 g, 15.1 kcal), 

Cashewnuss geröstet (5 g, 29.7 kcal), Agavendicksaft (10 g, 7.3 kcal), Weintrauben (55 g, 38.3 kcal), 

Rosinen (50 g, 152.0 kcal), Banane (150 g, 134.4 kcal), Apfel (100 g, 60.9 kcal), Mineralwasser prickelnd 

(500 g, 0.0 kcal) 

 Zwischenanalyse: Energie 837.4 kcal 

  

Mittagessen 

Kartoffeln geschält (250 g, 176.3 kcal), Karotte (40 g, 13.3 kcal), Pastinake (75 g, 41.0 kcal), Porree (20 

g, 5.3 kcal), Zuckermais (40 g, 37.2 kcal), Speck vegan (95 g, 88.1 kcal), Rapsöl (25 g, 221.1 kcal), 

Kräutermischung (5 g, 2.3 kcal), Rucola (25 g, 7.4 kcal), Essig (1 g, 0.2 kcal), Kürbiskernöl (22 g, 194.6 

kcal), Apfel (100 g, 60.9 kcal), Kürbiskerne (5 g, 28.3 kcal), Speisesalz (1 g, 0.0 kcal), Mineralwasser 

prickelnd (600 g, 0.0 kcal) 

 Zwischenanalyse: Energie 875.8 kcal 

  

Zwischenmahlzeit 

Orange (200 g, 86.5 kcal), Dattel getrocknet (50 g, 139.2 kcal), Mineralwasser prickelnd (750 g, 0.0 kcal) 

Zwischenanalyse: Energie 225.7 kcal 

  

Abendessen 

Vollkornbrot (75 g, 148.4 kcal), Margarine vegan (15 g, 34.1 kcal), Liptauer Art Aufstrich vegan(20 g, 

44.5 kcal), Brie Weichkäse vegan (35 g, 111.7 kcal), Preiselbeere Konfitüre (25 g, 67.3 kcal), Mandarine 
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(80 g, 40.2 kcal), Weintrauben (80 g, 55.6 kcal), Apfel (100 g, 60.9 kcal), Mineralwasser prickelnd (500 

g, 0.0 kcal) 

Zwischenanalyse: Energie 562.6 kcal 

 

Vegane Diät, Tag 2 

 

Frühstück 

Roggen Vollkornmehl (90 g, 270.4 kcal), Hafer Drink (125 g, 51.4 kcal), Mineralwasser prickelnd (10 g, 

0.0 kcal), Agavendicksaft (20 g, 14.7 kcal), Speisesalz (1 g, 0.0 kcal), Rapsöl (12 g, 106.1 kcal), 

Karamellgebäck-Brotaufstrich Creme vegan (20 g, 117.4 kcal), Preiselbeere Konfitüre (25 g, 67.3 kcal), 

Liptauer Art Aufstrich vegan (30 g, 66.7 kcal), Orange (200 g, 86.5 kcal), Mineralwasser prickelnd (500 

g, 0.0 kcal) 

Zwischenanalyse: Energie 780.5 kcal  

  

Mittagessen 

Huhn Filetstückchen vegan (65 g, 81.6 kcal), Rapsöl (25 g, 221.1 kcal), Karotte gegart (70 g, 23.3 kcal), 

Paprikaschoten (65 g, 12.7 kcal), Pastinake (70 g, 38.3 kcal), Kokosmilch (150 g, 15.1 kcal), Reis 

parboiled (70 g, 245.9 kcal), Trinkwasser (140 g, 0.0 kcal), Speisesalz (1 g, 0.0 kcal), Cashewnuss 

geröstet (15 g, 89.2 kcal), Kräutermischung (3 g, 1.4 kcal), Mineralwasser prickelnd (500 g, 0.0 kcal) 

Zwischenanalyse: Energie 728.5 kcal  

  

Zwischenmahlzeit 

Banane (150 g, 134.4 kcal), Dattel getrocknet (85 g, 236.7 kcal), Mineralwasser prickelnd (750 g, 0.0 

kcal) 

Zwischenanalyse: Energie 371.1 kcal 

  

 Abendessen 

Weißbrot-Weizenbrot (100 g, 242.6 kcal), Vollkornbrot (100 g, 197.9 kcal), Tomate rot (125 g, 21.8 

kcal), Porree (15 g, 3.9 kcal), Knoblauch (3 g, 4.3 kcal), Essig (1 g, 0.2 kcal), Rapsöl (15 g, 132.6 kcal), 

Rucola (25 g, 7.4 kcal), Gurke (50 g, 6.1 kcal), Mineralwasser prickelnd (500 g, 0.0 kcal) 
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Zwischenanalyse: Energie 616.8 kcal 

 

 

 

Standarddiät, Tag 1 

 

Frühstück 

Schoko-Müsli (75 g, 288.8 kcal), Kuhmilch Trinkmilch 3.5% Fett (150 g, 97.5 kcal), Banane (100 g, 89.6 

kcal), Kaffee (200 g, 4.3 kcal) 

Zwischenanalyse: Energie 480.2 kcal 

  

1. Zwischenmahlzeit 

Laugengebäck (50 g, 171.2 kcal), Butter (10 g, 74.1 kcal) 

Zwischenanalyse: Energie 245.4 kcal 

  

Mittagessen 

Kartoffeln geschält (250 g, 176.3 kcal), Trinkwasser (250 g, 0.0 kcal), Speisesalz (3,5 g, 0.0 kcal), 

Kuhmilch Trinkmilch 3.5% Fett (30 g, 19.5 kcal), Butter (10 g, 74.1 kcal), Broccoli (150 g, 42.3 kcal), 

Rumpsteak (Rind) (150 g, 369.3 kcal), Colagetränk (330 g, 155.4 kcal) 

Zwischenanalyse: Energie 836.8 kcal  

  

2. Zwischenmahlzeit 

Schokolade (50 g, 268.3 kcal), Apfel (100 g, 60.9 kcal), Trinkwasser (250 g, 0.0 kcal) 

Zwischenanalyse: Energie 329.2 kcal  

  

Abendessen 

Vollkornbrot (80 g, 158.3 kcal), Butter (20 g, 148.2 kcal), Emmentaler mind. 45% Fett i. Tr. (40 g, 151.1 

kcal), Salami (40 g, 149.9 kcal), Tee (200 g, 1.0 kcal) 

 Zwischenanalyse: Energie 608.6 kcal 
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Standarddiät, Tag 2 

 

Frühstück 

Schoko-Müsli (75 g, 288.8 kcal), Kuhmilch Trinkmilch 3.5% Fett (150 g, 97.5 kcal), Banane (100 g, 89.6 

kcal), Kaffee (150 g, 3.2 kcal) 

 Zwischenanalyse: Energie 479.1 kcal 

  

Mittagessen 

Kartoffeln geschält (200 g, 141.0 kcal), Speisesalz (3 g, 0.0 kcal), Rind/Schwein Hackfleisch (125 g, 357.3 

kcal), Rapsöl (10 g, 88.4 kcal), Semmel (105 g, 298.1 kcal), Tomatenketchup (20 g, 22.0 kcal), 

Eisbergsalat (20 g, 2.6 kcal), Tomate rot (20 g, 3.5 kcal), Gurke (20 g, 2.4 kcal), Cheddar mind. 50% Fett 

i. Tr. (20 g, 78.7 kcal), Colagetränk (190 g, 89.5 kcal), Trinkwasser (250 g, 0.0 kcal) 

Zwischenanalyse: Energie 1083.6 kcal  

  

Zwischenmahlzeit 

Schokolade (50 g, 268.3 kcal), Apfel (100 g, 60.9 kcal), Trinkwasser (300 g, 0.0 kcal) 

Zwischenanalyse: Energie 329.2 kcal 

 

Abendessen 

Vollkornbrot (80 g, 158.3 kcal), Butter (20 g, 148.2 kcal), Emmentaler mind. 45% Fett i. Tr. (40 g, 151.1 

kcal), Salami (40 g, 149.9 kcal), Tee (150 g, 0.7 kcal) 

 Zwischenanalyse: Energie 608.3 kcal 

 

 

Erklärung zum Einsatz von Künstlicher Intelligenz 

In der vorliegenden Masterarbeit wurde das Sprachmodell ChatGPT (OpenAI, Version GPT-5, Stand: 

September 2025) unterstützend eingesetzt. 

Der Einsatz erfolgte ausschließlich zur 
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• Strukturierung von Ideen (ausschließlich in Einleitung, Diskussion, Fazit und Zusmmenfassung), 

• Klärung von methodischen und formalen Fragen (z. B. Erstellung von Verzeichnissen in MS 

Word), 

• Formulierungsvorschlägen und sprachlicher Optimierung. 

Alle inhaltlichen Aussagen, Daten, Theorien und Ergebnisse, die in dieser Arbeit dargestellt sind, 

beruhen auf eigener Leistung und/oder sind durch geeignete wissenschaftliche Fachquellen belegt. 

ChatGPT wurde nicht als Quelle für wissenschaftliche Inhalte genutzt, sondern lediglich als Hilfsmittel 

im Schreibprozess. 

 


