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1.Einleitung 

1.1. Das Enterische Nervensystem (ENS) 

1.1.1. Einführung 

Das enterische Nervensystem (ENS) umfasst über 150 Millionen Neurone und erstreckt sich 

über den gesamten Gastrointestinaltrakt (GIT). Neben diesem innerviert es zusätzlich Pan-

kreas, Leber und Gallenblase (Costa, 1987) und kann als Teil des autonomen Nervensys-

tems (ANS) betrachtet werden, da es zwar gewissen Einflüssen des Zentralnervensystems 

(ZNS) unterliegt, jedoch weitgehend autark von diesem arbeitet (Bornstein, 2009; Wood, 

2004). So zeigten frühe Versuche von Bayliss und Starling, dass ein isolierter Darm weiterhin 

seine regelrechte Funktion durchführt und der Darminhalt von oral nach aboral koordiniert 

transportiert wird (Bayliss and Starling, 1899, 1900). Daraufhin wurde 1899 „the law of the 

intestine“ formuliert, welches besagt, dass ein Stimulus (Anwesenheit von Nahrung im Darm) 

eine Kontraktion im proximalen Anteil und eine Relaxation im distalen Anteil des Darmab-

schnittes initiiert. Aufgrund seiner Autonomie und funktionalen Komplexität wird das ENS 

auch „little brain of the gut“ genannt (Frieling, 1993; Wood, 1999). Die Nomenklatur „enteri-

sches Nervensystem“ wurde 1921 eingeführt (Langley, 1921).  

Ontogenetisch entstammen die enterischen Neurone multipotenten Stammzellen der Neural-

leiste, einer transienten Komponente des Ektoderms während der Neurulation (Le Douarin 

and Teillet, 1974; Le Douarin, 1973). Der Ursprung der meisten enterischen Stammzellen 

lässt sich in der vagalen Neuralleistenregion (im Bereich der Somiten 1-7) lokalisieren, eine 

geringere Anzahl befindet sich auch im sakralen Bereich (Burns and Le Douarin, 1998; 

Pomeranz and Gershon, 1990). Die Wanderung erfolgt zunächst ventrolateral und anschlie-

ßend ventromedial entlang der dorsalen Aorta. Nach vollständiger Kolonisation formen diese 

Stammzellen komplexe Netzwerke aus differenzierten Neuronen und Gliazellen, welche sich 

in Ganglien zwischen der Ring- und Längsmuskulatur (Plexus myentericus) und in der Sub-

mukosa (Plexus submucosus) ansiedeln (Le Douarin and Teillet, 1974; Le Douarin, 1973). 

Untersuchungen zeigten, dass sich zunächst der myenterische Plexus ausbildet, gefolgt vom 

submukösen Plexus (Jiang et al., 2003). 

 

1.1.2. Funktion des ENS 

Das ENS reguliert Peristaltik, Motorik, Blutfluss sowie den mukösen Transport und die Sek-

retion durch die Drüsen (Abb.1). Zusätzlich beeinflusst es immunologische und endokrine 

Funktionen, aber auch den Wasser- und Ionentransport (Costa et al., 2000; Furness and 
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Abbildung 1: Funktionen des enterischen Nervensystems (ENS) 

Costa, 1987; Snoek et al., 2010; Suprenant, 1994). Das ENS ist in der Lage, die Effektoren, 

wie zum Beispiel die Muskulatur oder die Mukosa, getrennt zu steuern und aktivierende oder 

hemmende Wirkung auszuüben, wobei der Plexus submucosus maßgeblich Vorgänge in der 

Mukosa steuert, während der Plexus myentericus für die Muskulatur im GIT zuständig ist. 

Zudem sorgt die Verbindung dieser beider Plexus dafür, dass die diversen Vorgänge wäh-

rend der Propulsion zeitlich aufeinander abgestimmt werden können. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.3. Anatomie und Histologie des ENS 

Das ENS ist in der Wand des GIT lokalisiert. Die in Ganglien zusammengelagerten Neurone 

sind durch interganglionäre Nervenfasern miteinander verbunden. So entstehen Plexus aus 

einem Nervenfasernetz mit je einem Ganglion an den Knotenpunkten (Lüllmann-Rauch, 

2003) und Gliazellen mit Nähr - und Stützfunktion. Die Neurone bilden die erregungsleitende 

Struktur des ENS und innervieren den GIT und mit cholinergen und nitrergen Axonen auch 

interstitielle Zellen von Cajal (Huizinga et al., 2011), welche eine Schrittmacherfunktion ein-

nehmen (Hirst et al., 2006; Hirst and Suzuki, 2006; Thuneberg, 1982). Die unterschiedlichen 

Plexus werden grob unterteilt in den Plexus submucosus, welcher in der Submukosa liegt 

(Meissner Plexus) und den Plexus myentericus (Auerbach Plexus), der zwischen der Ring- 

und Längsschicht der Tunica muscularis lokalisiert ist (Gunn, 1968; Ohkubo, 1936; 

Scheuermann D. W. und Stach, 1984) (Abb.2). 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung (A) und humaner Paraffinschnitt in Hämatoxylin-Eosin Färbung 

(B) der Darmwand mit Plexus submucosus und Plexus myentericus (modifiziert nach Böttner et al 2012).  

FT = full thickness (Ganzwandschicht), MUC = Mukosa, SM = Submukosa, TM = Tunica muscularis, MP = Plex-

us myentericus, PSM = Plexus submucosus  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.4. Neurone und Neurotransmitter des ENS 

Die von verschiedenen Neuronen des ENS vermittelten Funktionen reflektieren sich in der 

großen Diversität der Neurone, die sich in ihrer Form, Lokalisation, Projektion und Funktion 

unterscheiden (Costa et al., 1996). Um funktionale Diversität zu gewährleisten, werden in 

den unterschiedlichen Neuronen verschiedene Neurotransmitter, wie zum Beispiel Acetyl-

cholin, Noradrenalin, Adenosintriphosphat (ATP), Peptide, Stickstoffmonoxid, Histamin und 

Serotonin, synthetisiert (Lüllmann-Rauch, 2003; McConalogue and Furness, 1994). 

Intrinsische primär afferente Neurone finden sich sowohl in myenterischen als auch in sub-

mukösen Ganglien. Sie reagieren auf luminale chemische Stimuli, mechanische Verände-

rungen der Mukosa und Muskelspannung, wodurch die autonome sensorische Reizaufnah-

me ermöglicht wird (Costa et al., 2000; Costa et al., 1996; Furness et al., 1998). Die Mo-

toneurone des ENS innervieren die Effektorsysteme des ENS und können aktivierend oder 

inhibierend wirken. Die exzitatorischen Neurone verwenden Acetylcholin und Tachykinin als 

Neurotransmitter und wirken direkt auf die glatte Muskulatur. In den inhibitorischen Motoneu-

ronen kommen Stickstoffmonoxid, Serotonin, Adenosintriphosphat, Vasoaktives intestinales 

Peptid (VIP) und Hypophyse aktivierendes zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) zur 

Verwendung (Brookes, 1991; Steele, 1991). Die Kommunikation zwischen enterischen Ner-

venzellen wird durch Interneurone sichergestellt. Diese ermöglichen die höhere Funktion des 

ENS und können hemmender oder aktivierender Form sein. Transmitter, die von Interneuro-

PSM 

A B 
Muc 

SM 

TM 



13 
 

nen verwendet werden, sind unter anderem Acetylcholin, Substanz P, Serotonin, Stickstoff-

monoxid und VIP (Brookes, 1997; Costa et al., 2000). 

 

1.2. Reelin  

Reelin ist ein großes, sezerniertes, extrazelluläres Glykoprotein mit einem Molekulargewicht 

von 400 kDa, bestehend aus 3461 Aminosäuren (AS) (D'Arcangelo et al., 1995). Die Kartie-

rung für das kodierende Gen erfolgte auf dem humanen Chromosom 7q22 (DeSilva et al., 

1997). Sezernierte Reelin Moleküle bilden große Proteinkomplexe (Utsunomiya-Tate et al., 

2000). Zudem zeigt Reelin eine Serin-Protease Charakteristik (Quattrocchi et al., 2002). 

Während der frühen Entwicklungsphase des Cortex reguliert Reelin die regelrechte Migration 

der kortikalen Neurone und in der späteren Entwicklungsphase die Ausreifung von Dendriten 

und dendritischen „Spines“ (stachelförmige Fortsätze). Im adulten Gehirn ist es an der Modu-

lation synaptischer Funktionen beteiligt (Förster et al., 2010). Die Erstbeschreibung einer 

Reelin–Maus-Mutante, der sogenannten Reeler-Maus, die taumelnde Bewegungen aufwies, 

erfolgte durch Douglas S. Falconer 1951 (Falconer, 1951). Zusätzlich zeigten sich bei dieser 

Maus atypische Schichtungen des Neocortex, Hippocampus und Cerebellum (Caviness Jr, 

1982; D'Arcangelo et al., 1995; Mariani et al., 1977; Ogawa et al., 1995; Stanfield et al., 

1979; Tissir and Goffinet, 2003; Trommsdorff et al., 1999). 

 

1.2.1. Struktur Reelins 

Reelin besteht aus einem N-terminalen Signalpeptid, gefolgt von einer F-Spondin-ähnlichen, 

200 AS langen Sequenz (F-spondin-like sequence) (Abb.3.). F-Spondin ist ein extrazellulä-

res Matrixprotein, welches an Adhäsion und Extension von kommissuralen Axonen im Rü-

ckenmark beteiligt ist (Klar et al., 1992). Eine etwa 400 AS lange Region folgt der „F-

spondin-like“ Domäne. Es folgen acht Repeats mit einer Länge von etwa je 380 AS mit zent-

ralen „Epidermal Growth Factor-like“-Motiven (EGF-like-Motiv), welche die Repeats in Un-

tereinheiten (A und B) unterteilen. Den Abschluss bildet ein C-terminales Ende (D'Arcangelo 

et al., 1995; Ichihara et al., 2001; Nogi et al., 2006; Tissir and Goffinet, 2003). Dieses ist 

essentiell für die Sekretion in den extrazellulären Raum (D’Arcangelo et al., 1997; Martínez-

Cerdeño et al., 2003). Das N-terminale Signalpeptid beherbergt die Epitope für die 

Antikörper G 10, 142 und den funktions-neutralisierenden Antikörper CR-50 (D’Arcangelo et 

al., 1997; Nakajima et al., 1997; Ogawa et al., 1995). 
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Abbildung 3: Molekülstruktur von Reelin (modifiziert nach Dityatev und Schachner 2003). Das Reelin-

Molekül besteht aus einem N-terminalen Signalpeptid, einer anschließenden F-Spondin-ähnlichen Sequenz, 

gefolgt von acht Repeats (1-8), bestehend aus Unterdomänen (A u. B), die durch ein EGF-Motiv getrennt sind.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.2. Reelin Synthese  

Während der pränatalen Entwicklung des ZNS wird Reelin von Cajal-Retzius (CR) Zellen in 

der Marginalzone des Neocortex und Hippocampus und von Körnerzellen des Cerebellums 

synthetisiert und sezerniert (Alcántara et al., 1998; D’Arcangelo et al., 1997; Frotscher, 1998; 

Nakajima et al., 1997). Im adulten Gehirn wird Reelin von Subpopulationen GABAerger In-

terneurone, cerebellären Körnerzellen und bis zu einem gewissen Grad von verbleibenden 

Cajal-Retzius Zellen gebildet und sezerniert (Alcántara et al., 1998; Drakew et al., 1997; 

Pesold et al., 1998). 

 

1.2.3. Reelin Rezeptoren und Signalkaskade 

Das sezernierte Reelin bindet an die Lipoproteinrezeptoren Low-density lipoprotein receptor-

related protein 8 (Lrp8), welcher auch als Apolipoprotein E Rezeptor 2 (ApoER2) bekannt ist 

(Kim et al., 1996), und an Very-low-density-lipoprotein receptor (VLDLR) (D'Arcangelo et al., 

1999) (Abb.4). Diese wiederum sind mit ihrem cytoplasmatischen Anteil an das intrazelluläre 

Adapterprotein Disabled 1 (Dab1) (Howell et al., 1997a) gekoppelt (Howell et al., 1997b). Die 

Bindung Reelins an diese Rezeptoren induziert intrazellulär die Tyrosinphosphorylierung von 

Dab1 vor allem durch Fyn-und-Src-Kinasen (Ballif et al., 2003; Bock and Herz, 2003; Howell 

et al., 2000). Das phosphorylierte Dab1 aktiviert die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) 

(Bock et al., 2003), was zur Aktivierung der Protein Kinase B und Inhibierung der Glykogen-

Synthase Kinase 3ß (GSK 3ß) und letztendlich zur Phosphorylierung des Mikrotubuli-

stabilisiernden Proteins Tau führt (Beffert et al., 2002). Zusätzlich führt die Aktivierung von 

PI3K zur Phosphorylierung der LIM-Kinase (LMK). Dies wiederum führt zur Phosphorylierung 

von Cofilin. Dadurch kann Cofilin das F-Aktin nicht mehr depolymerisieren, was zur Stabili-

sierung des Aktincytoskelettes führt (Arber et al., 1998; Chai et al., 2009a, b).  
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Reelin-Signalwegs (modifiziert nach Herz und Chen, 

2006). Reelin bindet an die Lipoproteinrezeptoren VLDLR und Lrp8 (ApoER2). Intrazellulär sind diese an 

Dab1 gekoppelt. Durch Phosphorylierung von Dab1 werden diverse intrazelluläre Vorgänge induziert.  

 

Einen alternativen Weg für die Stabilisierung neuronaler Fortsätze stellt die Reelin-Notch 

Interaktion dar. Die Notch-intrazelluläre Domäne (NICD) interagiert mit Dab1, was die De-

gradation von NICD verhindert (Hashimoto-Torii et al., 2008). Die Phosphorylierung von 

Dab1 führt zu einer retrograden Translokation des NICD in den Nucleus und induziert die 

Transkription bestimmter Zielgene, was zum Wachstumsarrest und zur Stabilisierung der 

Fortsätze führt (Šestan et al., 1999).  

Weiterhin kommt es durch die Phosphorylierung von Dab1 zur Mobilisierung des Lisse-

nencephaly 1-Komplexes (Lis1). Dieser ist beteiligt an der Regulation neuronaler Migration 

und regelrechter kortikaler Schichtung (Herz and Chen, 2006). Zudem beeinflusst Reelin 

(Src-Kinase und Dab1 abhängig) die Aktivität NMDA-artiger Glutamatrezeptoren, durch 

Phosphorylierung und den dadurch resultierenden Calciumeinstrom, welcher wiederum den 

Transkriptionsfaktor cyclic-AMP-response element binding protein (CREB) induziert (Chen et 

al., 2005). 

 

 

 

 

 

1.2.4. Proteolytische Spaltung von Reelin 

Reelin wird in vivo N-terminal nach dem zweiten Repeat und C-terminal nach dem sechsten 

Repeat proteolytisch, durch Metallproteasen und Proteasen des Plasminogen aktivierenden 

Systems, gespalten (Ignatova et al., 2004; Lambert de Rouvroit et al., 1999; Lugli et al., 

2003). Es entstehen so zusätzlich fünf Fragmente. Drei dieser Fragmente enthalten die 

Repeats drei bis sechs, welche die zentralen Fragmente darstellen und ausschlaggebend für 
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die Bindung und Phosphorylierung von Dab1 sind (Jossin et al., 2004; Lambert de Rouvroit 

et al., 1999). 

 

1.2.5. Bedeutung Reelins im zentralen Nervensystem (ZNS) während der Entwicklung 

und im adulten Gehirn 

Während der frühen pränatalen Ontogenese ist Reelin an der Regulation der Migration und 

laminären Schichtung von Neuronen in diversen Strukturen des ZNS wie im Neocortex, Hip-

pocampus, Cerebellum und Rückenmark beteiligt (Cooper, 2008; D'Arcangelo et al., 1995; 

Forster et al., 2006; Rakic and Caviness Jr, 1995; Tissir and Goffinet, 2003; Yip et al., 2007). 

Zudem fungiert Reelin als „Stop-Signal“ für Neurone, die ihre Zielposition erreicht haben, 

indem es die Ablösung migrierender Neurone vom radialen Glia-Gerüst induziert (Zhao and 

Frotscher, 2010). Außerdem beeinflusst Reelin die Differenzierung und Funktionalität radialer 

Gliazellen (Förster et al., 2002; Frotscher et al., 2003; Hartfuss et al., 2003). In späteren 

Entwicklungsphasen fördert Reelin die Dendritogenese (MacLaurin et al., 2007; Niu et al., 

2008; Pappas et al., 2002; Yabut et al., 2007) und Stabilisierung des Aktin-Zytoskeletts (Chai 

et al., 2009b; Frotscher, 2010; Hiesberger et al., 1999). Zusätzlich spielt es bei der Modulati-

on der Langzeitpotenzierung (LZP) (Chen et al., 2005; Pujadas et al., 2010) und synapti-

scher Plastizität (Beffert et al.; Rogers et al., 2011; Weeber et al., 2002) eine Rolle und ist 

beteiligt an präsynaptischer Neurotransmitterfreisetzung (Hellwig et al., 2011). 

 

1.2.6. Bedeutung Reelins in humanen Pathologien 

Eine Dysfunktion der Reelin Signalkaskade lässt sich in diversen neurologischen und neu-

ropsychiatrischen Krankheitsbildern, namentlich der Lissenzephalie, Schizophrenie, bipolarer 

Störung, Major Depression, Autismus, Temporallappen-Epilepsie und Morbus Alzheimer, 

beobachten (Grayson et al., 2006; Guidotti A et al., 2000). So zeigt sich eine signifikante 

Herunterregulation der Reelin Expression im Kleinhirn von Patienten mit bipolarer Störung 

und Schizophrenie, bei autistischen Patienten zusätzlich im frontalen Cortex (Fatemi et al., 

2001; Teixeira et al., 2011). Eine verringerte Reelin Expression wird mit der Entstehung von 

ß-Amyloid-Plaques bei der Alzheimer Erkrankung in Verbindung gebracht (Kocherhans et al., 

2010). Bei der Temporallappen-Epilepsie zeigt sich eine Korrelation zwischen Reelin Defizi-

enz und der Entstehung der Körnerzell-Dispersion (Haas and Frotscher, 2010). Auch die 

autosomal rezessive Form der Lissenzephalie mit Kleinhirnhypoplasie steht in Assoziation 

mit einer Punktmutation des RELN Gens (Hong, 2000).   
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1.3. Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor (GDNF) 

Das Signalmolekül Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor (GDNF) moduliert die Prolife-

ration und das Überleben enterischer Neurone (Anitha et al., 2006; Gianino et al., 2003; 

Heuckeroth et al., 1998) und stellt daher einen unabdingbaren Faktor für die ENS-Genese 

dar. Der GDNF/GFL-Komplex bindet an den transmembranen Tyrosin-Kinase-Rezeptor 

RET, welcher wiederrum, im Zusammenhang mit der GDNF Signalkaskade, für seine Akti-

vierung eine der vier Glycosylphosphatidylinositol (GPI) gekoppelten Ko-Rezeptoren 

(GFRα1–4) benötigt (Durbec et al., 1996; Jing et al., 1996; Treanor et al., 1996). GDNF, 

GFRα oder RET Defizienz führen zu intestinaler Aganglionose und Defekten im sympathi-

schen, parasympathischen und sensorischen Nervensystem (Enomoto et al., 1998; Moore et 

al., 1996; Schuchardt et al., 1994).  
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2. Zielsetzung und Fragestellung  

Reelin ist ein sezerniertes Protein, das eine entscheidende Rolle in der Regulation der neo-

kortikalen Architektur während der Entwicklung spielt. Zu späteren Zeitpunkten konnte ge-

zeigt werden, dass Reelin zusätzliche Funktionen wie die Modulation der Dendritogenese, 

die Stabilisierung des Aktin-Zytoskeletts und die Beeinflussung der Langzeit-Potenzierung 

ausübt. Seine biologischen Wirkungen vermittelt Reelin über die Rezeptoren VLDLR (Very 

low density-lipoprotein receptor) und Lrp8 (Low density lipoprotein receptor related protein 

8), welche wiederum an Dab1 (Disabled 1) binden.  

Während Expression und Funktion von Reelin im ZNS bereits gut beschrieben sind, ist über 

die Rolle von Reelin im ENS noch wenig bekannt. Daher sollten in dieser Arbeit grundlegen-

de Erkenntnisse zur Expression und Funktion von Reelin im ENS gewonnen werden. Es 

ergaben sich folgende Fragestellungen: 

 Werden Reelin und dessen korrespondierende Rezeptoren und Dab1 im humanen 

Kolon und insbesondere in enterischen Ganglien exprimiert? 

 In welchen Gewebe- und Zelltypen ist Reelin im humanen Kolon lokalisiert? 

 Lässt sich eine Ko-Lokalisation von Reelin und dem synaptischen Vesikelmarker Sy-

naptophysin im humanen Kolon nachweisen? 

 Wie wird die Expression von Reelin, dessen Rezeptoren und Dab1 während der 

postnatalen Ontogenese im Dünn- und Dickdarm der Ratte reguliert? 

 Wird die Reelin Lokalisation in kultivierten enterischen Neuronen der Ratte durch den 

neurotrophen Faktor GDNF (Glial cell line-derived neurotrophic factor) beeinflusst? 
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Tabelle 1: Verwendete Chemikalien 

3. Material und Methoden 

3.1. Material und Geräte 

3.1.1. Chemikalien 

Nachfolgend in Tabelle 1 sind alle Chemikalien aufgeführt, die in dieser Arbeit zur Verwen-

dung gekommen sind. 

 

   

Produkt Hersteller 

  

Antikörperdiluent Invitrogen, Karlsruhe, D 

Aquatex Merck, Darmstadt, D 

B 27 Supplementmix Gibco Life Technologies, Karlsruhe, D 

Blockserum „Normalserum“ Dako Cytomation GmbH, Hamburg, D 

Citrat Roth, Karlsruhe, D 

DAPI Roche, Mannheim, D 

Desoxyribonukleosidtriphosphaste (dNTP`s) Promega, Madison, U.S.A 

3-3`-Diaminobenzidin (DAB) Dako Cytomation GmbH, Hamburg, D 

Dithiothreitol (DTT) Invitrogen, Karlsruhe, D 

DNase Puffer Sigma, Dreisenhofen, D 

Ethanol Roth, Karlsruhe, D 

Ethylenediaminetetraaceticacid (EDTA) Sigma, Dreisenhofen, D 

Glutamine Sigma, Dreisenhofen, D 

Hämalaun nach Mayer Roth, Karlsruhe, D 

Hanks Balanced Salt Solution Promocell, Heidelberg, D 

Immumount Thermo Scientific, Bremen, D 

Isomount Labonord, Templemars, Frankreich 
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PCR Puffer Promega, Madison, U.S.A 

Polylysin/Laminin Sigma, Dreisenhofen, D 

Refobacin Merck, Darmstadt, D 

RNase freies Wasser Macherey-Nagel, Düren, D 

Shandon Cryomatrix Thermo Scientific, Bremen, D 

TRIS Roth, Karlsruhe, D 

TRizol® Invitrogen, Karlsruhe, D 

Trypanblau Merck, Darmstadt, D 

Wasserstoffperoxid Roth, Karlsruhe, D 

Xylol Roth, Karlsruhe, D 

 

  

Kristall-Violett Merck, Darmstadt, D 

Minimal Essential Medium (MEM) Promocell, Heidelberg, D 

Methanol Merck, Darmstadt, D 

Methronidazol Ratiopharm, Ulm, D 

Neurobasalmedium Gibco Life Technologies, Karlsruhe, D 
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Tabelle 2: Verwendete Laborgeräte 

3.1.2. Laborgeräte und Verbrauchsmaterialien 

Die in Tabelle 2 aufgelisteten Geräte und in Tabelle 3 aufgelisteten Verbrauchsmaterialien 

wurden in dieser Arbeit genutzt.  

 

    

Produkt Name Hersteller 

Brutschrank Forma Scientific Labotetct, Göttingen, D 

Cryostat 2800Frigocut N Reichert-Jung, Heidelberg, D 

Digitalkamera Axiocam Zeiss, Jena, D 

Digitalkamera digital slight Nikon, Tokio, Japan 

Durchlicht-Mikroskop eclipse E600 Nikon, Tokio, Japan 

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M Zeiss, Jena, D 

LCM-Instrument  Carl Zeiss MicroImaging München, D 

Kühlschrank -20°C electronic Bosch, Gerlingen, D 

Mikrowelle  Panasonic, Hamburg, D 

 

Pipetten (1, 10, 100, 1000μl) Eppendorf Eppendorf, Hamburg, D 

Umluftschrank  Memmert, Schwabach, D 

Thermocycler ABI PRISM 7000 Se-

quence Detection Sys-

tem 

Applied Biosystems, Weiterstadt, D 

  

Thermocycler Gene Amp PCR Sys-

tem 2400 

Perkin Elmer, Rodgau, D 

  

Wasserbad  Memmert, Schwabach, D 

Zentrifuge Minifuge 2 Heraeus Christ, Osterode, D 

  Biofuge Heraeus Christ, Osterode, D 
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Tabelle 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 4: Verwendete Kits 

 

   

Produkt  Hersteller 

  

AdhesiveCaps Carl Zeiss, München, D 

AMPLIseal Greiner, Frickenhausen, D 

Deckgläser Menzel-Gläser, Braunschweig, D 

HistoBond® Menzel-Gläser, Braunschweig, D 

Objektträger Marienfeld GmbH, Lauda-Königshafen, D 

Pipettenspitzen Eppendorf, Sarstedt, D 

Probengefäße (Tubes 1,5ml) Eppendorf, Sarstedt, D 

96 Well Platten Greiner Bio-one, Monroe, U.S.A 

  

 

 

3.1.3. Kits 

Für diese Arbeit verwendete Kits werden folgend in Tabelle 4 aufgelistet. 

    

Produkt Hersteller 

ABC Elite Kit Vector Laboratories, Eching, D 

Liquid DAB+ (Diaminobenzidin) Dako Cytomation GmbH, Hamburg, D 

Nucleospin XS-Kit Macherey-Nagel, Düren, D 

Nucleospin RNA II-Kit Macherey-Nagel, Düren, D 

qPCR Master Mix Plus Eurogentec, Köln, D 
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Tabelle 5: Verwendete Antikörper 

Tabelle 6: Verwendete Puffer und Lösungen 

3.1.4. Antikörper 

Für die Immunohistochemie und Dual-Label-Fluoreszenz-Immunohistochemie verwendete 

Primär- und Sekundärantikörper sind folgend in Tabelle 5 aufgelistet. 

 

        

Antikörper Wirtsorganismus Verdünnung Hersteller 

Primär    

Anti-PGP 9.5 Rabbit 1:2000 UCL, Isle of Wight, GB 

Anti-Reelin Mouse 1:200 Acris, Herford, D 

Anti-

Synaptophysin Rabbit 1:200 Biozol, Echingen, D 

sekundär    

Alexa Fluor 488 goat, anti-mouse 1:250 Invitrogen, Karlsruhe, D 

Alexa Fluor 546 goat, anti-rabbit 1:250 Invitrogen, Karlsruhe, D 

    

Alpha E 0432 goat, anti-rabbit, biotyniliert 1:400 Dako, Hamburg, D 

Alpha E 0433 goat, anti-mouse, biotyniliert 1:400 Dako, Hamburg, D 

 

 

3.1.5 Puffer und Lösungen  

Folgend in Tabelle 6 sind in dieser Arbeit verwendete Puffer und Lösungen aufgelistet. 

 

 

      

Puffer/Lösung Bestandteile Menge/Herstellung 

      

Puffer   

TBS Puffer (pH 7,6)  9 Teile H2O bidest 

  1 Teil TBS-

Stammlösung: 

 Tris-Base  242,28g [10 mM] TRIS  
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 Natriumchlorid 344,40g [50 mM] NaCl  

   

Zitronesäurepuffer (pH 6,1) Citrat 2,1g [10 mM]  

 H2Odest 1l 

   

PBS Puffer (pH 7,2) NaCl 16,00g [273 mM]  

 Na2HPO4*2H2O   2,88g [12,8 mM]   

 KH2PO4   0,48g [3,5 mM] 

 KCl   0,40g [5,3 mM] 

  H2Obidest   ad 2l 

Lösung    

MEM +Antibiose Fertiglösung 500,0ml 

 PS-Lösung (Penicillin-Streptomycin)      6,0ml  

 Metronidazol (500mg/ml)       1,0ml  

 Refobacin (40mg/ml)      0,5ml 

   

HBSS w Ca2+, Mg2+ Fertiglösung 500,0ml  

 PS-Lösung      6,0ml 

 

Neurobasalmedium Fertiglösung 500,00ml 

 Glutamine     1,25ml 

 PS-Lösung     6,00ml 

 B27 Supplementmix   10,00ml 

   

H2O2-Lösung final 3% 30% H2O2   20ml 

  H2O bidest 180ml 
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Tabelle 7: Verwendete Nucleotide und Wachstumsfaktoren 

Tabelle 8: Verwendete Enzyme 

3.1.6 Nucleotide und Wachstumsfaktoren 

Die in dieser Arbeit verwendeten Nucleotide und Wachstumsfaktoren sind wie folgt in Tabelle 

7 aufgelistet. 

 

    

  

Produkt Hersteller 

Nucleotid  

Primer 1 GE Healthcare, Freiburg, D 

Protein  

GDNF 100µg/ml PeproTech, Hamburg, D 

1
Primersequenzen siehe Tabelle 12  

 

 

3.1.7 Enzyme 

Enzyme, die in dieser Arbeit zur Verwendung gekommen sind, sind in Tabelle 8 gelistet. 

 

    

  

Produkt Hersteller 

Collagenase Sigma, Dreisenhofen, D 

Desoxyribonuklease I Sigma, Dreisenhofen, D 

M-MLV Reverse Transkriptase Promega, Madison, U.S.A 

Trypsin Sigma, Dreisenhofen, D 
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3.2. Methoden 

3.2.1. Gewebe 

3.2.1.1. Humanes Gewebe 

Das humane Vollwandgewebe, welches für die Immunohistochemie und in Genexpressions-

studien verwendet wurde, entstammte Patienten, die sich aufgrund eines nicht-

stenosierenden distalen Kolonkarzinoms einer Resektion im Bereich des (sigmoiden) Kolons 

oder Rektums unterziehen mussten. Es lagen keine intestinalen Motilitätsstörungen oder 

Hinweise für eine enterische Neuropathie vor. Die Genehmigung zur Studie an humanem 

Gewebe stammte von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultät, Christian-

Albrechts-Universität zu Kiel, Deutschland (B299/07).  

Nach Resektatentnahme wurde im Bereich des distalen Sigmoids, proximal der Konfluenz 

der Tänien ein 6 cm x 3 cm großes Gewebestück zur weiteren Aufbereitung entnommen. Es 

wurde ein Mindestabstand von 10 cm zu dem Tumor eingehalten, um eine physiologische 

Morphologie zu gewährleisten. Der Längsrand des Gewebeblockes entsprach hierbei der 

Schnittoberfläche für histologische Schnitte. Die Ausrichtung erfolgte quer zur Darmachse. 

Einer Austrocknung des entnommenen Gewebes, während des Transports von der Klinik in 

das Labor, wurde durch Lagerung in PBS (Phosphate-buffered-saline, pH=7,2) Puffer vorge-

beugt. Um ein Schrumpfen oder Dehnen des Gewebes zu vermeiden, wurde es spannungs-

frei, mittels Nadeln auf einer Korkplatte, befestigt. Für die Paraffineinbettung wurde ein 

Darmvollwandstreifen von 5 mm x 25 mm zugeschnitten und, wie in Tabelle 9 dargestellt, 

aufbereitet. Von den generierten Paraffingewebeblöcken wurden anschließend 6 µm dicke 

Schnitte erzeugt. 
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Tabelle 9: Protokoll Paraffineinbettung             

Schritt Substanz Konzentration Durchführung Dauer Zweck 

I Parafor-

maldehyd 

4% in PBS Inkubation bei 

6°C 

über Nacht Fixierung 

II Leitungs-

wasser 

 fließend Wässern 2 h Entfernung 

von Restbe-

ständen 

III   Ränder für Ein-

bettung zuschnei-

den 

 glatte Schnitt-

kante im Pa-

raffinblock 

IV aufsteigen-

de Ethanol-

reihe 

50%, 70%, 80%, 

90%, 96%, 

100%   

Einlegen, je x 2  je 30 min Dehydrierung 

Va Methylben-

zoat  

100% Einlegen über Nacht Intermedium 

Vb Methylben-

zoat  

100% Einlegen, x 2  je 30 min Intermedium 

VI Paraffin 100% Wärmeschrank, 

bei 60°C 

über Nacht Einbettung 

VII   Präparat ausrich-

ten, auskühlen 

lassen 
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3.2.1.2. Rattendarm 

3.2.1.2.1. Zellkultur enterischer Neurone aus Rattendarm 

Zur Kultivierung enterischer Neurone wurden Därme von zwei Tage alten Wistarratten isoliert 

und in MEM + Antibiotika (Refobacin 40 mg/ml + Metronidazol 500 mg/ml) auf Eis gelagert. 

Anschließend wurde der Darm vom Mesenterium befreit und die Tunica muscularis von der 

Mucosa und Submucosa von distal nach proximal abpräpariert. Eine Genehmigung von der 

Tierschutzkommission Kiel zur Tötung und Organentnahme lag vor. Zur Isolierung der myen-

terischen Nervenplexus wurde die Tunica muscularis in 900 µl HBSS (Hanks Balanced Salt 

Solution +100 µl Collagenase-SL (≥1250 collagen digesting units (CDU)/ml) bei 37°C im 

Brutschrank für 2 h verdaut. Die abgelösten Nervenzellplexus konnten dann mittels einer 

Pipette eingesammelt und in MEM auf Eis gelagert werden. Die Plexusnetze wurden dann 

für 5 min bei 184 g zentrifugiert. Daraufhin wurden diese zu Einzelzellen verdaut, indem sie 

mit 500 µl 0.25% Trypsin-EDTA vermischt und für 1.5 min bei 37°C inkubiert wurden. 5 µl der 

Zellsuspension wurden mit 5 µl Trypanblau vermengt und für 5 min bei 184 g zentrifugiert. 

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mikroskopisch in der Neubauer Zählkammer, einem 

Hämozytometer. Es folgte die Zählung und Addition der Zellen von 16 kleinen Eckquadraten 

(16 kleine Eckquadrate entsprechen einem Großquadrat). Aus der errechneten Summe wur-

de der Mittelwert (MW) bestimmt. Die Zellzahl in der Suspension konnte dann anhand fol-

gender Formel ermittelt werden: 

Zellzahl/µl = MW aus 2 Großquadranten / (gezählte Fläche * Kammerhöhe* Verdünnung)  

Für die Beschichtung der Deckgläser wurde 100 µl PDL/Deckglas verwendet und für 20 min 

bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Spülen mit PBS wurden die Deckgläschen 

für 30 min zum Trocknen in den Brutschrank gelegt. Von der Laminin Fertiglösung (1 mg/ml) 

wurden 5 µg/ml in Medium angesetzt und 2 h im Brutschrank bei 37°C gelagert, mit 

H2Omonodest dreimal gespült und für 6 h bei Raumtemperatur getrocknet. Es wurden ungefähr 

100.000 Einzelzellen, pro auf ein mit Poly-D-Lysin (PDL) und Laminin beschichtet Deckgläs-

chen ausgesät und in 1 ml definiertem Medium, welches aus Neurobasalmedium + B27 be-

stand, kultiviert. Die Stimulation zum Wachstum der Zellen erfolgte anhand von Glial cell line-

derived neurotrophic factor (GDNF), wobei Konzentrationen von 0, 2, 10, und 50 ng/ml ver-

wendet wurden. Für die Immunohistochemie betrug die Kultivierungsdauer drei Wochen. Das 

Nährmedium wurde jeden zweiten Tag erneuert um Stoffwechselabbauprodukte der Zellen 

zu beseitigen. 
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3.2.2. Laser Capture-Microdissection (LCM) 

3.2.2.1. Prozessierung von humanem Darmwandgewebe für die Laser Capture-

Microdissection (LCM)  

Für die Prozessierung der mRNA mittels Laser Capture Microdissection (LCM) wurden die 

aufbereiteten Darmwandvollstreifen möglichst zügig nach der Gewebegewinnung in eine 

Cryolösung (Polymer aus Polyvenylalkohol und Polyethylenglykol) eingebettet und bei -80°C 

aufbewahrt. Die möglichst schnelle Einbettung soll den Abbau der RNA durch RNasen und 

Proteindegradierung durch unspezifische Proteasen verhindern. Mittels eines Cryostaten 

(Reichert-JUNG 2800 Frigocut N) wurde das Gewebe zu 16 µm dünnen Schnitten verarbeitet 

und auf einen mit Polyethylen Naphtalat (PEN) beschichteten Objektträger gelegt. Das PEN 

dient als stabilisierendes Gerüst. Daraufhin wurden die Schnitte für 20 min bei Raumtempe-

ratur in einem Umluftschrank (Memmert, Schwabach, D) zum Trocknen gelagert. Anschlie-

ßend erfolgte eine Schnellfärbung mit Kristall-Violett. Dazu wurden die Schnitte nach dem 

Trocknen für 2 min in 70% Ethanol gestellt. Darauf folgte die Färbung mit 1% Kristall-Violett 

Lösung für 30 sek, Restbestände waren nach Ablauf der Zeit abzukippen. Der Färbung folgte 

ein Eintauchen in 70% und anschließend 100% Ethanol für je 10 sek Die gefärbten Schnitte 

wurden an der Luft getrocknet. 

 

3.2.2.2. Laser Capture- Microdissection (LCM) 

Die LCM-Methode besteht im Wesentlichen aus mikroskopischer Visualisierung der gesuch-

ten Zellpopulation und Transfer von Laserenergie auf ein thermolabiles Polymer mit Entste-

hung eines Polymer-Zell Verbundes und Zellextraktion. Bei dem LCM-Instrument (Zeiss 

MicroImaging, Göttingen, D) ist der Laser an ein inverses Mikroskop und einen Computer 

gekoppelt. Als Auffangvorrichtung wurden mit Öl beschichtete Microfuge Tubes (Adhesive 

Caps, Zeiss MicroImaging, München, D) verwendet. Anschließend wurde unter dem Mikro-

skop speziell nach myenterischen Ganglien (zwischen der Ring- und Längsmuskulatur) ge-

sucht. Einmal detektiert, konnte deren Lokalisation anhand des Computers markiert werden. 

Das durch den Laser herausgeschnittene Gewebe wurde mittels eines gepulsten Laser-

strahls in die Auffangkappe des Microfuge Tubes katapultiert. Auf diese Weise wurden pro 

Probe 2 x 106 µm2 myenterische Ganglien gesammelt und anschließend für mRNA Expressi-

onsstudien verwendet. 
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3.2.3. RNA-Isolierung 

3.2.3.1. RNA-Isolierung aus Ganglien des Plexus myentericus des humanen Kolons 

Die Isolierung der RNA aus laser-mikrodissektierten humanen myenterischen Ganglien er-

folgte anhand des NucleoSpin® XS-Kits (Macherey-Nagel GmbH & CoKG, Düren, D) nach 

Angaben des Herstellers. Das Gewebe wurde in 350 μl Lysis-Puffer, der mit 1% Mercap-

toethanol komplettiert wurde, homogenisiert. Anschließend wurde das Homogenat fünf Mal 

durch eine 0,9 mm Kanüle passagiert, um die DNA zu scheren. Danach wurde die Suspen-

sion auf eine vom Hersteller mitgelieferten Säule gegeben und abzentrifugiert, sodass das 

nicht benötigte Zellmaterial entfernt werden konnte. Das Filtrat wurde mit 350 μl 70% Ethanol 

gemischt und auf eine RNA bindende Säule gegeben, welche anschließend nach dem 

Waschprotokoll des Herstellers gewaschen wurde. Die RNA wurde mit 15 μl RNase-freiem 

Wasser eluiert. Um den Gehalt der RNA zu optimieren, wurde das Eluat ein zweites Mal auf 

die Säule gegeben und zentrifugiert. Die aufgereinigte Gesamt-RNA wurde in Eppendorf-

Reaktionsgefäßen bei -80°C gelagert. 

 

3.2.3.2. RNA-Isolierung aus humanen Vollwandbiobsien des Kolons 

Die Isolierung der RNA aus humanen Vollwandbiobsien des Kolons wurde mit Hilfe des Nu-

cleoSpin® RNA II Kit (Macherey-Nagel GmbH & CoKG, Düren, D) nach Angaben des Her-

stellers durchgeführt. Das Verfahren gleicht dem in 3.2.3.1. beschriebenen Prozedere. In 

diesem Falle wurde mittels RNase-freiem Wasser zu einem finalen Volumen von 30 µl elu-

iert. Daraufhin wurde die RNA Konzentration gemessen, sodass 400 ng RNA aufgereinigt 

und asserviert werden konnte. Die auf diese Weise gewonnene RNA wurde aufgereinigt und 

anschließend wurde cDNA hergestellt. 

 

3.2.3.3. RNA-Isolierung aus Resektaten des Dünn- und Dickdarms der Ratte  

Die Isolierung der RNA aus den Darmresektaten richtete sich nach dem Standard des 

TRizol® Reagenz Protokolls, die durch den Hersteller mitgeliefert wird. TRizol® ist ein Ge-

misch aus Phenol und Guanidinisothiocyanat und wird verwendet, um Gesamt-RNA von Zel-

len oder Gewebe zu isolieren. In dieser Arbeit wurde TRizol® anhand eines Standardproto-

kolls des Herstellers verwendet, um die Gesamt-RNA aus dem Dünn- und Dickdarm ver-

schieden alter Ratten (P 0 = Tag der Geburt, P 3 = Postnataltag 3, P 6 = Postnataltag 6, P 

21 = Postnataltag 21, adult) isolieren zu können. Das Gewebe wurde in 1 ml TRizol® homo-

genisiert, eingefroren und anschließend aufgetaut verarbeitet. 
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Tabelle 10: Arbeitsprotokoll für den DNase Verdau und die cDNA Synthese mittels reverser Transkription 

3.2.4. mRNA-Expressionsstudien  

3.2.4.1. Reverse Transkription (RT) 

Die reverse Transkription (RT) dient der Umschreibung von messenger RNA (mRNA) in 

komplementäre DNA (cDNA), um eine in vitro Vervielfältigung der DNA mittels PCR (Poly-

merase-Kettenreaktion) zu ermöglichen. Die Transkription erfolgt mittels reverser Transkrip-

tase. Reverse Transkriptasen sind Enzyme, die die Umschreibung von RNA zu cDNA kataly-

sieren. Dazu wird zunächst ein einzelner RNA-DNA-Hybridstrang durch eine RNA abhängige 

DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase) synthetisiert. Durch den RNase-H Anteil des Pro-

teins wird die RNA abgebaut und mittels einer DNA abhängigen DNA-Polymerase der DNA 

Einzelstrang zu einem Doppelstrang komplettiert. Als Startermolekül wird ein random-

Hexamer-Primer (6bp DNA Fragmente mit zufälliger Basenpaarung) eingesetzt. Diese Nuk-

leotidsequenzen werden vorab bestimmt und synthetisch hergestellt. Für die erste Verknüp-

fung benötigen DNA-Polymerasen eine Hydroxygruppe als Startpunkt. Primer stellen mit 

ihrem 3'-OH-Ende eine passende Hydroxyfunktion. Als Produkt der RT erhält man eine rela-

tiv stabile cDNA, die bei -20°C gelagert wird. 

 

        

Substanz Menge 

[µl] 

Durchführung Dauer  Zweck 

RNA in H2O 12 Inkubation bei 

Raumtemperatur 

15 min Verhinderung der 

Amplifizierung geno-

mischer DNA 

DNase Puffer 1,5 

DNase  1,5 

EDTA [20mM] 1,5   Verhindert Degradie-

rung von Nukleinsäu-

ren 

    

  Thermocycler 10 min, 70°C Denaturierung der 

Sekundärstruktur u. 

Inaktivierung der 

DNase 
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5x RT - Puffer (one 

step reaction) 

6    

    

DTT [0,1mM] 3   Supprimierung der 

RNase - Aktivität  
    

dNTP’s [19mM] 1,5   Kettenverlängerung  

N6 Primer (250ng/µl) 1,5   Primer 

 30 total Thermocycler 10 min, 25°C Primer Annealing 

   50 min, 42°C Kettenverlängerung 

Transkription 

   15 min, 70°C Denaturierung der 

RNA/cDNA - Hybride 

 

 

3.2.4.2. Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) mittels TaqMan 

Sonde 

Die quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) ermöglicht die Amplifikation 

und den simultanen (relativen) quantitativen Nachweis des entsprechenden Genabschnittes. 

Dieses auf dem TaqMan™ Assay (Lee et al., 1993) beruhende Verfahren basiert auf dem 

ursprünglichen 5´Nuklease Assay (Holland, 1991), bei dem eine spezielle, aus einem Oligo-

nukleotid bestehende, fluorogene Sonde verwendet wird. Dessen 5´-Ende ist mit einem Re-

porter-Farbstoff (Fluoreszin-Derivat) markiert. Das 3´-Ende ist mit einem Quencher-Farbstoff 

versehen und mit einem Phosphatrest blockiert. Wird die Sonde bei einer spezifischen Wel-

lenlänge (488 nm) zur Fluoreszenz angeregt, wird die Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffs 

durch die unmittelbare Nähe zum Quencher durch einen Fluoreszenz-Energietransfer (FET) 

supprimiert.  

Während der PCR hybridisieren Sonde und Primer zunächst an der Matrize. In der Elongati-

onsphase trifft die thermostabile Taq-Polymerase auf diese und beginnt selbige zu verdrän-

gen. Die 5´-3´-Exonukleaseaktivität der Taq-Polymerase wird aktiviert und es kommt zur 

Hydrolyse der hybridisierten Sonden. Dies führt zur Aufhebung der räumlichen Nähe zwi-

schen Reporter und Quencher und somit auch der FET. Nicht hybridisierte Sonden werden 

hingegen nicht hydrolysiert. Abhängig von der Menge des PCR Produktes steigt die Fluores-

zenz des Reportes mit jedem PCR Zyklus an, da die Fluoreszenzintensität in Korrelation zur 
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hydrolisierten Sonde steht und die räumliche Nähe des Quenchers zum Reporter aufgeho-

ben wird, womit der Quencher das Signal nicht mehr unterdrücken kann und damit die Fluo-

reszenzintensität als Maß für den Gehalt der Primerprodukte dient. Das dabei gebildete Sig-

nal folgt einer stringenten Sequenzspezifität, da nicht vollständig bindende Sondenmoleküle 

verdrängt werden.  

Für die quantitativen mRNA-Expressionsstudien wurden die Proben-Tubes der 96 Well Plat-

te, wie in Tabelle 11 dargestellt, komplettiert und mit einer selbstklebenden Abdeckfolie 

(AMPLIseal) verschlossen. Die Real-time PCR fand im Thermocycler ABI PRISM Sequence 

Detection System statt. Das verwendete Protokoll beinhaltet folgende Schritte, wobei Schritte 

2-4 40 mal wiederholt wurden: 

1. 2 min Denaturierunng der cDNA und Aktivierung der Polymerase bei 95°C 

2. 15 sek Denaturierung der cDNA   

3. 60 sek Annealing der Primer an die cDNA  

4. Elongation der Polymerase bei 60°C 

Durch die mehrfache Wiederholung dieses Zyklus erfolgte eine exponentielle Vermehrung 

der Sequenzen. Zur Detektion der PCR-Amplifikate wurde eine Hydrolyse-Sonde (TaqMan-

Sonde) eingesetzt, die aus einem doppelt fluoreszenzmarkierten Oligonukleotid bestand. 

Das 5´Ende der Sonde trägt den Reporter (Reporter: 6FAM (6-[Carboxy-Fluoreszein]). An 

dem 3´Ende befindet sich der Quencher (Quencher: TAMRA (Tetramethylrhodamin)). Die 

Fluoreszenz wurde nach jedem Zyklus durch das ABI PRISM Sequence Detection System 

gemessen.   

Das qPCR Verfahren diente der Ermittlung der mRNA Expression von Reelin, seinen Rezep-

toren VLDLR und Lrp8 und deren intrazellulärem Adapterprotein Dab1 (siehe1.2.3) in diver-

sen Schichten des humanen Kolons (Ganzwandschicht, Tunica muscularis, Mucosa, n = 8-9 

pro experimentelle Gruppe für Reelin, VLDLR und Lrp8,n = 2-5 für Dab1 pro experimentelle 

Gruppe). Auch bei der Ontogenesestudie am Dick- und Dünndarm der Ratte kam dieses 

Verfahren zum Einsatz, wobei die Därme von Ratten verschiedener Altersstadien (P 0 = Ge-

burt, P 3 = dritter Lebenstag, P 6 = sechster Lebenstag, P 21 =einundzwanzigster Lebens-

tag, n = 7-12, pro experimentelle Gruppe) verwendet wurden. Die relative mRNA Expression 

von Reelin, seinen Rezeptoren und Dab1 wurde in den verschiedenen Altersstadien und 

Darmabschnitten ermittelt und graphisch dargestellt. Zusätzlich wurden mikrodissektierte 

myenterische Ganglien auf ihre relative mRNA Expression bezüglich Reelin, VLDLR, Lrp8 

und Dab1 untersucht (n = 7-11 pro experimentelle Gruppe). 
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Tabelle 11: Arbeitsprotokoll der qPCR 

Tabelle 12: Verwendete Primersequenzen in der qPCR  

 

        

Substanz Menge [µl] Durchführung Dauer Zweck 

cDNA 2   Template 

qPCR MasterMix Plus 

(2x) 

10   Enthält Taq-

Polymerase, Nuk-

leotide, Puffer u. 

Ionen 

   

Primer sense [100nM] 0.18   Markiert 5`- Ende 

der Zielsequenz 

Primer antisense [100nM] 0.18   Markiert 3`- Ende 

der Zielsequenz 

Sonde [10nM] 0.448   Detektion 

RNase-freies H2O  7.19    

 20 total ABI PRISM Se-

quence Detec-

tion System 

140 min qPCR 

         

 

 

       

Primer Orientierung Sequenz 

human 

Sequenz 

Ratte 

HPRT sense 5´-tgaacgtcttgctcgagatgtg-3´ 5´-cgccagcttcctcctcaga-3´ 

 antisense 5´-ccagcaggtcagcaaagaattt-3´ 5´-ggtcataacctggttcatcact-3´ 

 Sonde 5´-tgggaggccatcacattgtagcc-3´ 5´-ttttcccgcgagccgaccgg-3´ 

Reelin sense 5´-tccagtgctttcggatttgg-3´ 5´-acgggcaactggcttttctt-3´ 

 antisense 5´-ttggttgtgggcaggtgact-3´ 5´-ttgagctggcttccttcatttc-3´ 
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 Sonde 5´-tttatgtgcagtgtggtagcctctc-3´ 5´-agcaacggtcaagcacagctgcca-

3´ 

VLDLR sense 5´-gctgggtatgcgacgatgat-3´ 5´-atttgatagacgtccactggtgaca-3´ 

 antisense 5´-ttcgctggctggacacttg-3´ 5´-gcaacttggaatccagccagta-3´ 

 Sonde 5´-agtgtggccgtcagccagtcatac-3´ 5´-tccaatggcctaatggaattaccct-3´ 

Lrp8 sense 5´-gccaaggattgcgaaaagga-3´ 5´-tggtgcagaccggcaaac-3´ 

 antisense 5´-tcgctgtggtctaagcagtcatc-3´ 5´-gcttggagtccacccagtacaa-3´ 

  Sonde 5´-atcccctctgtgtggagatgcga-3´ 5´-cagcaacatcgagtggcccaacgg-

3´ 

Dab1 sense 5´-cgtcccaggcacgagtga-3´ 5´-ggtacaaagccaagctgattgg-3´ 

 antisense 5´-gctgggccatctgaaatc-3´ 5´-gccagcaacaacacccttga-3´ 

 Sonde 5´cacagaccgacaagcccaggcagaa-

3´ 

5´-atcgatgaactgtccgcagctcg-3´ 

 

 

3.2.5. Immunohistochemische Verfahren   

3.2.5.1. Prinzip der Immunohistochemie 

Diese Methode, die auf hochspezifischen Antigen-Antikörperreaktionen basiert, dient dem 

Nachweis von speziellen, vorher durch die Wahl des Primärantikörpers bestimmten, Protei-

nen, die vornehmlich in bestimmten Zelltypen oder Gewebekompartimenten vorkommen. Der 

Nachweis beruht auf einer Bindung zwischen Antikörper (AK) und Epitopen des Antigens 

(AG). Der unkonjugierte Primärantikörper bindet spezifisch an Epitope des Antigens und soll-

te sich möglichst durch hohe Spezifität und Affinität auszeichnen. Der konjugierte Sekun-

därantikörper (der sekundäre Antikörper kann hierfür mit verschiedenen Substanzen, wie 

z.B. kleinen Molekülen, Enzymen oder Fluoreszenzfarbstoffen, gekoppelt sein) bindet an das 

Fc-Fragment (Fragment crystallizable) des Primärantikörpes. Durch chromogene Substratlö-

sungen oder Enzymumsetzung können diese dann sichtbar gemacht und das gesuchte Anti-

gen detektiert werden. Da jedes Antigen mehrere Epitope aufweist und somit mehrere Anti-

körper Bindungsstellen hat, können schon geringe Mengen an Antigenen so verstärkt darge-

stellt werden.  
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3.2.5.2.Prinzip der Dual-Label-Fluoreszenz-Immunohistochemie 

Diese Methode gleicht im Wesentlichen dem Prinzip der konventionellen Immunohistoche-

mie (3.2.5.1). Jedoch wird bei der Dual-Label-Fluoreszenz-Immunohistochemie der Antigen-

Antikörperkomplex durch fluoreszenzmarkierte Sekundärantikörper detektiert und zwei pri-

mär Antikörper verwendet, welche durch Licht einer charakteristischen Wellenlänge im Fluo-

reszenzmikroskop (Zeiss Axiovert 200) sichtbar gemacht werden können.  

 

3.6.3. Entparaffinierung und Supprimierung der endogenen Peroxidase 

Die Anhaftung der Schnitte auf dem Objektträger wurde durch Beschichtung mit Histobond®, 

eine silianisierte Oberfläche, gewährleistet. Vor der Hitzebehandlung wurden die Schnitte 

zunächst mittels Einlegen in eine Xylolreihe (3 x für jeweils 10 min) und nachfolgender ab-

steigender Alkoholreihe (2 x 100%, 2 x 96%, 1x 90%, 1 x 80%, 1 x 70%, 1 x 50%, jeweils 3 

min pro Stufe) entparaffiniert, gefolgt von einer dreimaligen Spülung mit destilliertem Wasser. 

Um eine unerwünschte, unspezifische Hintergrundfärbung zu vermeiden, musste die im 

Zellmaterial enthaltene endogene Peroxidase unterdrückt werden. Dazu wurden die Gewe-

beschnitte für 10 min in eine frisch angesetzte 3%ige Wasserstoffperoxid (H2O2) Lösung ge-

legt. Das Prinzip der endogenen Peroxidasehemmung beruht auf einer reversiblen kompeti-

tiven Hemmung der endogenen Peroxidasen der Zellen durch den Überschuss an H2O2,  

wodurch die Oxidation und damit die Umsetzung von hinzugefügtem Chromogen in einen 

Farbstoff supprimiert wird. So wird der Farbstoff spezifisch von der an den sekundären Anti-

körper gekoppelten Meerrettichperoxidase umgesetzt. Auf diesen Schritt folgte wiederum die 

dreimalige Spülung mit destilliertem Wasser. 

 

3.2.5.3. Hitzevorbehandlung zur Antigendemaskierung mittels Wasserbad oder Mikro-

welle 

Die Verwendung von formalin-fixierten und paraffin-eingebetteten (FFPE) Gewebeschnitten 

ist eine sehr gute Methode, um die Morphologie der Schnitte zu erhalten. Jedoch kann die 

FFPE bei formalin-sensitiven Epitopen (Antigenbindungsstellen) von Gewebeproteinen zur 

Konformationsänderung dieser führen und damit einen Verlust der Immunreaktivität bewirken 

(Boenisch, 2011). Zur Wiederherstellung der verloren gegangenen Immunreaktivität wurden 

die verwendeten FFPE Gewebeschnitte mit Hitze in wässriger Lösung (Mikrowelle 2 x 5 min, 

in Zitronenpuffer und Wasserbad 95°C, in Zitronenpuffer für 45 min) ausgesetzt.  
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3.2.5.4. Detektion mit 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB) und Hämalaun Kernfärbung 

Die Avidin-Biotin-Komplex Methode (ABC-Methode) nutzt die starke Affinität von Avidin für 

Biotin zur Bildung von Komplexen aus enzymmarkierten Avidin-Biotin-Komplexen mit biotiny-

lierten Sekundärantikörper, wobei das Biotin kovalent an den AK gebunden ist. Die ABC–

Methode zeigt eine hohe Sensitivität. Das aus Hühnereiweiß gewonnene Glykoprotein Avidin 

besitzt vier Bindungsstellen für Biotin. Nach der Inkubation mit einem Avidin-Enzym-Konjugat 

bindet Avidin an Biotin. Als Enzym innerhalb des Avidin-Biotin-Komplexes diente die Meer-

rettichperoxidase, die als Oxidoreduktase das Chromogen 3-3`-Diaminobenzidin (DAB) in 

einen braunen Farbstoff überführt. Durch diese Braunfärbung ließ sich der Antikörper-

Antigenkomplex indirekt lokalisieren.  

Um die DAB Lösung anzusetzen, wurde 1 ml Puffer mit einem Tropfen Chromogen (DAB) 

vermengt und die Schnitte wurden 5 min mit dieser Lösung inkubiert. Zur Kernfärbung wur-

den direkt aus der letzten Waschung (siehe Tabelle 14) heraus die Schnitte für 30 sek in 

eine vorher filtrierte und nicht verdünnte Hämalaun-Fertiglösung nach Mayer (Roth, Karlsru-

he, D) gegeben und anschließend dreimal mit zweifach destilliertem Wasser (H2Obidest) ge-

spült. Die Bindung des Farbstoffes erfolgt im stark sauren Milieu. Um die blaue Färbung zu 

erhalten, wird ein pH-Wert > 3 eingestellt (durch intensives Spülen mit Leitungswasser für 10 

min (Bläuen)). Anschließend erfolgte wiederum eine dreimalige Spülung mit H2Obidest und 

Eindeckung mit Isomount (Labonord, Templemars, Frankreich). Zur Herstellung der DAB-

Färbungen wurden die humanen Paraffinschnitte gemäß dem Protokoll aus Tabelle 14 be-

handelt und anschließend lichtmikroskopisch begutachtet (Nikon 6000, Tokyo, Japan). Die 

verwendeten Antikörper sind in Tabelle 13 aufgeführt. Tabelle 14 zeigt die Arbeitsschritte der 

Immunohistochemie. 
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Tabelle 13: Verwendete Antikörper in der Immunohistochemie 

Tabelle 14: Arbeitsprotokoll der Immunohistochemie nach ABC-Methode und mit DAB als Chromogen an 

paraffineingebetteten Schnitten des humanen Kolons 

      

Antikörper Wirtsorganismus Verdünnung 

primär   

Anti-Reelin monoklonal Mouse 1:200  

sekundär   

Alpha E 0433 monoklonal goat, anti-mouse, biotyniliert 1:400  

für Zellkultur:   

Alpha E 0433 monoklonal goat, anti-mouse, biotyniliert 1:1000  

   

 

 

  

         

Schritt Substanz Konzentration Dauer Zweck 

     

I Xylol >99,9% 3 x 10 min Deparaffinierung 

II absteigende 

Ethanolreihe 

2 x 100%, 2x 96%, 

90%, 80%, 70%, 

50% 

je 3 min Dehydrierung 

III H2O seradest  3 x je 5 min Spülen 

IV H2O2 3% 10 min Supprimierung der 

endogenen Per-

oxidase 

V H2O seradest  3 x je 5 min Spülen 

VIa Citrat-Puffer pH 6,1 2 x 5 min in der Mik-

rowelle 

Permeabilisie-

rung, AG Demas-

kierung 
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VIb   30 min bei RT Abkühlung 

VII H2O bidest  3 x je 5 min Spülen 

VIII TBS  3 x je 5 min Spülen 

IX Anti-Reelin 

(mouse) 

1:200 über Nacht Primärantikörper 

X TBS  3 x je 5 min Spülen 

XI Goat, anti- 

mouse, biotyni-

liert 

1:400 45 min Sekundärantikör-

per 

XII TBS  3 x je 5 min Spülen 

XIII ABC-Elite Kit  45 min Avidin-Biotin-

Peroxidase Kom-

plex 

XIV TBS  3 x je 5 min Spülen 

XV Liquid DAB+  5 min Chromogen, Vi-

sualisierung des 

AG-AK Komple-

xes 

XVI H2O seradest  3 x je 5 min Spülen 

   3 x je 5 min Spülen 

XVII aufsteigende 

Ethanolreihe 

50%, 70%, 80%, 

90%, 96%, 100% 

je 3 min Dehydrierung 

XVIII Isomount   Fixierung 
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Tabelle 15: Arbeitsprotokoll der Immunohistochemie nach der ABC-Methode und mit DAB als Chromogen 

an kultivierten enterischen Nervenzellen 

3.2.5.5. Immunohistochemie mit DAB als Chromogen an kultivierten enterischen Ner-

venzellen 

Die Deckgläser wurden am Vortag der Aussaat mit Polylysin/Laminin (PDL) beschichtet. 

Diese Beschichtung fördert die Anhaftung, Differenzierung und Adhäsion der kultivierten en-

terischen Nervenzellen. In den Kulturschalen erfolgte die Fixierung der enterischen Zellen 

mittels 4% Paraformaldehyd-Lösung für 30 min. Anschließend wurden die Zellen dreimal mit 

TBS gespült und dann für 10 min in 99,9%, 4°C kaltem Methanol permeabilisiert. Daraufhin 

folgte eine erneute dreimalige Spülung mit TBS. Für die weitere Aufbereitung, wie in Tabelle 

15 aufgeführt, wurden die Deckgläser aus den Kulturschalen entfernt. Anschließend wurden 

die Zellkulturen lichtmikroskopisch begutachtet (Nikon 6000 Tokyo, Japan). 

 

 

          

Schritt Substanz Konzentration  Dauer Zweck 

I normal goat Se-

rum 

1:10 30 min Blockierung der unspezifischen Hin-

tergrundfärbung 

II anti Reelin 

(mouse) 

1:200 1 h Primärantikörper zur Bildung eines 

AG-AK Komplexes 

III TBS  3x je 5 min Spülen 

IV goat, anti-

mouse, biotyni-

liert 

1:1000 30 min Sekundärantikörper zur Bindung an 

Primärantikörper 

V TBS  3x je 5 min Spülen 

VI ABC-Elite Kit  30 min Avidin-Biotin Peroxidase Komplex 

VII TBS  3x je 5 min Spülen 

VIII Liquid DAB+  5 min Chromogen zur Visualisierung des 

AG-AK Komplexes 

IX H2OSeradest  3x je 5 min Spülen 

X Aquatex   Eindeckung 
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3.2.5.6. Dual-Label-Fluoreszenz-Immunohistochemie für humanes Gewebe 

Es wurden pro Versuchsreihe jeweils zwei Primärantikörper verwendet. Die Sekundäranti-

körper wurden in einer standardisierten Verdünnung aufgetragen. Die Inkubation mit dem 

Zweitantikörper und die darauf folgenden Schritte wurden lichtgeschützt durchgeführt. Da die 

Fluorophore Alexa Fluor 488 (grün) und Alexa Fluor 546 (rot) unterschiedliche Emissions-

spektren aufweisen, kann die Kolokalisation zweier unterschiedlicher Proteine in einem ein-

zigen Schnitt erfolgen. Die Kernfärbung erfolgte anhand des Fluoreszenzfarbstoffes 4′,6-

Diamidin-2-Phenylindol (DAPI), welcher an DNA bindet und sich unter dem Fluoreszenzmik-

roskop als blaue Fluoreszenzabsonderung der Kerne darstellt. Nach fotographischer Abbil-

dung der jeweiligen Fluoreszenz wurden diese mittels des Ko-Lokalisationstools (AxioVision, 

Carl Zeiss MicroImaging, Göttingen, D) softwaregesteuert übereinander gelegt (merge). Eine 

etwaige Kolokalisation stellte sich in Häufigkeit und Intensität durch eine gelbe Färbung dar. 

 

3.2.5.7. Dual-Label-Fluoreszenz-Immunohistochemie zur Detektion von Reelin und 

PGP 9.5 

Diese Versuchsreihe beinhaltete als Primärantikörper den monoklonalen Antikörper mouse-

anti-Reelin in Kombination mit dem polyklonalen Antikörper rabbit-anti- PGP 9.5 (Pan-

neuronaler Marker), welcher zur Visualisierung neuronaler Somata und Fortsätze verwendet 

wurde. Als Sekundärantikörper diente gegen Reelin Alexa Fluor 488 (grün) und gegen PGP 

9.5 Alexa Fluor 546 (rot). 

 

3.2.5.8. Dual-Label-Fluoreszenz-Immunohistochemie zur Detektion von Reelin und Sy-

naptophysin 

Eine weitere Versuchsreihe bestand aus dem monoklonalen Antikörper mouse-anti- Reelin in 

Kombination mit dem polyklonalen Antikörper rabbit-anti-Synaptophysin, welcher gegen den 

Vesikelmarker Synaptophysin gerichtet ist, als Primärantikörper. Als Sekundärantikörper 

diente gegen Reelin Alexa Fluor 488 (grün), gegen Synaptophysin kam Alexa Fluor 546 (rot) 

zur Verwendung. Die verwendeten Antikörper und deren Verdünnung sind in Tabelle 16 auf-

gelistet. Zur Herstellung der Fluoreszenz-Immunohistochemie wurden die humanen Paraffin-

schnitte gemäß dem Protokoll aus Tabelle 17 aufbereitet. 
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Tabelle 16: Verwendete Antikörper in der Dual-Label Fluoreszenz-Immunohistochemie 

Tabelle 17: Arbeitsprotokoll der Dual-Label Fluoreszenz-Immunohistochemie an paraffineingebetteten 

Schnitten des humanen Kolons 

 

      

Antikörper Wirtsorganismus Verdünnung 

primär   

Anti-PG P9.5 polyklonal goat, anti-rabbit 1:2000  

Anti-Reelin monoklonal goat, anti-mouse 1:200  

Anti-Synaptophysin polyklonal goat, anti-rabbit 1:200  

sekundär   

Alexa Fluor 488 goat, anti-mouse 1:250 

Alexa Fluor 546 goat, anti-rabbit 1:250 

   

 

 

 

         

Schritt Substanz Konzentration Dauer Zweck 

      

I Xylol >99,9% 3 x 10 min Deparaffinierung 

II absteigende Ethanol-

reihe 

100%, 96%, 90%, 

80%, 70%, 50% 

je 3 min Dehydrierung 

III H2O seradest  3 x je 5 min Spülen 

IV Citrat-Puffer pH 6,1 2 x 5 min in 

der Mikrowelle 

Permeabilisierung, 

AG Demaskierung 

V H2O seradest  3 x je 5 min Spülen 

VI TBS  3 x je 5 min  Spülen 

VII Anti-Reelin 142 

(mouse) 

1:100 über Nacht Primärantikörper zur 

AG-Bindung 
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 Anti-PGP 9.5 (rabbit) 1:2000 

 oder Anti-

Synaptophysin (rabbit) 

1:200                                                                                                                                        

VIII TBS  3 x je 5 min Spülen 

IX Alexa Fluor 488 (goat-

anti-mouse) 

1:250 30 min Fluoreszenzmarkier-

te Sekundär-AK zur 

Kopplung an Primär-

AK 

 Alexa Fluor 546 (goat-

anti-rabbit) 

X TBS  3 x je 5 min Spülen 

XI DAPI  30 min Kernfärbung 

XII TBS  3 x je 5 min Spülen 

XIII H2Omonodest  3 x je 5 min Spülen 

 

 

 

3.2.6. Statistische Verfahren 

Zur Auswertung der RT-qPCR wurde die jeweilige mRNA Expression die Expression des 

house-keeping Gens Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) normalisiert. Hierfür 

errechnete man ΔCt (Cycle Threshold für Schwellenwert-Zyklus) -Werte mit Hilfe folgender 

Formel: ΔCt=2^ - (Ct Zielgen - Ct HPRT). Der errechnete Wert stellt die relative mRNA Ex-

pression dar. Die statistische Auswertung erfolgte durch einen One-Way-Anova-Test mit 

nachfolgender Newman-Keuls Post-hoc-Analyse. Die ermittelten Werte wurden graphisch 

mittels GraphPadPrism® (GraphPad Software, Inc., San Diego, U.S.A) Software, + / - SEM, 

als relative mRNA Expression dargestellt. Die p-Werte in der Ontogenesestudie wurden wie 

folgt dargestellt: * = p < 0,05 gegen P 0 (gelten als statistisch signifikant). 

  

http://www.graphpad.com/
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4. Ergebnisse 

4.1. mRNA Expressionsstudien an humanem Gewebe 

Zur Untersuchung von Reelin und dessen Rezeptoren VLDLR und Lrp8, sowie dem intrazel-

lulären Adapterprotein Dab1 im humanen Kolon, wurde zunächst die mRNA Expression der 

einzelnen Komponenten in Ganzwandresektaten, sowie in der isolierten Tunica muscularis 

und Mucosa und in myenterischen Ganglien bestimmt. 

 

4.1.1. mRNA Expression des Reelin-Systems im humanen Kolon 

Die mRNA Expression von Reelin, VLDLR, Lrp8 und Dab1 ließ sich sowohl in den Ganz-

wandresektaten als auch in der Mucosa und Tunica muscularis nachweisen (Abb. 5, A-D). 

Die relative mRNA Expression von Reelin war in der Ganzwandschicht und in der Tunica 

muscularis etwa gleich stark, während in der Mucosa niedrigere Werte zu beobachten waren 

(Abb. 5 A). Für VLDLR zeigte sich bezüglich der Genexpression ein ähnliches Muster. In der 

Ganzwandschicht und in der Tunica muscularis ließen sich vergleichbar hohe Werte der 

mRNA Expression beobachten, wogegen VLDLR in der Mucosa niedriger exprimiert wurde. 

Der Rezeptor Lrp8 wies in den Ganzwandresektaten, Mucosa und Tunica muscularis ver-

gleichbare mRNA Spiegel auf (Abb. 5 C). Das Expressionsmuster von Dab1 zeigte ähnlich 

hohe Werte in der Mucosa und Tunica muscularis, während eine niedrigere Expression in 

der Ganzwandschicht zu beobachten war (Abb. 5 D). Bemerkenswert für das gesamte Ree-

lin-System ist die ausgeprägte mRNA Expression in der Tunica muscularis, d.h. dem Kom-

partiment der Darmwand, welches die motilitätsvermittelnden Zellpopulationen umfasst. 
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A B 

C 

Abbildung 5: mRNA Expression des Reelin-Systems in Ganzwandresektaten und intestinalen Gewebe-

schichten des humanen Kolons. mRNA Expression von Reelin (A), VLDLR (B), Lrp8 (C) und Dab1 (D) konnte 

sowohl in Ganzwandresektaten (GW) als auch in separierten Schichten, d.h. in der Mucosa (Muc) und Tunica 

muscularis (TM) detektiert werden. Die mRNA Expression wurde mittels qPCR bestimmt und auf die Expression 

des House-keeping Gens HPRT normalisiert. Reelin: n = 9, VLDLR und Lrp8: GW n = 8, Muc und TM n = 9, Dab1: 

GW n = 2, Muc n = 5, TM n= 4, pro experimentelle Gruppe. Fehlerbalken entspricht den statistischen Fehlern des 

Mittelwertes (+ / - SEM). 
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4.1.2. Genexpression des Reelin-Systems in isolierten myenterischen Ganglien des 

humanen Kolons 

In, mittels Laser-capture Microdissection gewonnenen, isolierten myenterischen Ganglien 

(Plexus myentericus) des humanen Kolons, konnte die Genexpression von Reelin, VLDLR, 

Lrp8 und Dab1 nachgewiesen werden (Abb.6). Die Expressionsmuster von Reelin und sei-

nen Rezeptoren VLDLR und Lrp8 zeigten annähernd gleich hohe Werte. In Relation zu oben 

genannten Expressionsmustern zeigten sich für Dab1 geringere Werte (Abb.6).  

D 
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Abbildung 6: mRNA Expression des Reelin-Systems in isolierten myenterischen Ganglien des humanen Ko-

lons. Die mRNA Expression von Reelin, VLDLR, Lrp8 und Dab1 konnte in Laser-mikrodissezierten, isolierten Gangli-

en des humanen Kolons detektiert werden. Die mRNA Spiegel der Zielgene wurden auf die Genexpression des 

House-keeping Gens HPRT normalisiert, Reelin: n = 11, VLDLR: n = 11, Lrp8: n = 10, Dab1: n = 7. Fehlerbalken 

entspricht den statistischen Fehlern des Mittelwertes (+ / - SEM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2. Lokalisation von Reelin im humanen Kolon 

Nachdem die mRNA Expression von Reelin, seinen Rezeptoren und Dab1 mittels RT-qPCR 

bestimmt wurde, erfolgte die Lokalisation von Reelin im humanen Kolon durch immunohisto-

chemische Nachweisverfahren an Paraffinschnitten. Die Detektion erfolgte durch die ABC-

Methode (Avidin-Biotin-Complex-Methode). Als Enzym innerhalb des Avidin-Biotin-

Komplexes diente die Meerrettichperoxidase, die als Oxidoreduktase das Chromogen 3-3`-

Diaminobenzidin (DAB) in einen braunen Farbstoff überführt. Zur besseren Unterscheidung 

der verschiedenen Darmwandschichten wurde eine Hämalaun Kernfärbung nach Meyer 

(siehe Kap. 3.2.5.1.) durchgeführt. 

 

4.2.1. Immunohistochemie für Reelin an humanem Kolon mittels Detektion mit 3,3‘-

Diaminobenzidin (DAB) und Hämalaun Kernfärbung  

Reelin ließ sich in allen Bestandteilen des enterischen Nervensystems im humanen Kolon 

nachweisen. In den Übersichtsaufnahmen zeigte sich eine deutliche Reelin-Immunreaktivität 

im Plexus myentericus (Abb. 7 A) und Plexus submucosus (Abb. 7 C). In der Detailansicht 

des Plexus myentericus (Abb. 7 B) und des Plexus submucosus (Abb. 7 D) konnten Ausspa-

rungen der Nuklei, eine homogene somatische Färbung und granuläre Anreicherungen im 
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restlichen Neuropil beobachtet werden. Auch im Bereich der Nervenfasern in der Ringmus-

kulatur (Abb. 7 E) und in Nervenfasern in der Längsmuskulatur (Abb. 7 F) ließen sich braune 

granuläre Anreicherungen detektieren, die sich deutlich von den Muskelfasern abhoben. 

 

4.2.2. Dual-Label-Immunohistochemie 

Zum Nachweis der neuronalen Lokalisation von Reelin wurde eine Ko-Lokalisationsstudie für 

Reelin (grün) mit dem pan-neuronen Marker PGP 9.5 (rot), welcher zur Visualisierung neu-

ronaler Somata und Fortsätze verwendet wird, durchgeführt. Für eine weitere Ko-

Lokalisationsfärbung wurde der synaptische Vesikelmarker Synaptophysin (rot) verwendet. 

Zur Darstellung der Kerne wurde mit DAPI (blau) inkubiert. Die anschließende Überlagerung 

(merge) der einzelnen Fluoreszenz-Bilder zeigte die Ko-Lokalisation der immunreaktiven 

Signale an. 

 

4.2.2.1. Dual-Label-Immunohistochemie für Reelin und PGP 9.5 im humanen Kolon 

Im myenterischen Plexus zeigte sich eine Immunreaktivität für Reelin (grün). Es zeigten sich 

Aussparungen der Nuclei und granuläre Anreicherungen im Soma der Neurone und im Neu-

ropil des Plexus myentericus (Abb. 8 A). Es konnte eine deutliche Akkumulation von PGP 9.5 

(rot) im Bereich der Perikarya (8 B), aber auch Immunreaktivität im Bereich des Neuropils 

festgestellt werden. Die Ko-Lokalisation von Reelin und PGP 9.5 (gelb) im Bereich der Peri-

karya, wobei in den Zellkernen keine überlagernden Signale zu detektieren waren, ist in Ab-

bildung 8 D dargestellt.  

Im Plexus submucosus war eine Immunreaktivität für Reelin (grün) mit Aussparungen der 

Nuclei und granulärem Färbemuster im Neuropil (Abb. 9 A) zu detektieren. Die PGP 9.5 Lo-

kalisation (rot), durch die Immunfluoreszenz im Bereich der neuronalen Somata des Plexus 

submucosus, ist in Abbildung 9 B dargestellt. Auch dort waren deutliche granuläre Anreiche-

rungen detektierbar. Abbildung 9 D zeigt die Ko-Lokalisation von Reelin und PGP 9.5 im Ple-

xus submucosus. Im Bereich der neuronalen Somata und vereinzelt granulär im Neuropil 

zeigte sich eine simultane Lokalisation von Reelin und PGP 9.5 (gelb). 

In den Nervenfasern der Ringmuskulatur fielen prägnante granuläre Anreicherungen von 

Reelin auf (Abb. 10 A, grün dargestellt). Auch bei der Immunreaktivität für PGP 9.5 (Abb. 10 

B, rot dargestellt) zeigten sich deutlich granuläre Färbemuster in den Nervenfasern. Zusätz-

lich konnte eine prägnante granuläre Ko-Lokalisation von Reelin und PGP 9.5 im Bereich der 

Nervenfasern des enterischen Nervensystems (gelb) ermittelt werden (Abb. 10 D). 
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4.2.3. Dual-Label-Immunohistochemie für Reelin und Synaptophysin im humanen Ko-

lon 

Reelin und der Vesikelmarker Synaptophysin wurden in Paraffinschnitten des humanen Ko-

lons mittels Dual-Label-Immunohistochemie detektiert (Abb. 11 A -D). Es zeigten sich Anrei-

cherungen in den Perikarya und granuläre Färbemuster im Neuropil. In Abbildung 11 A sieht 

man die Immunreaktivität für Reelin (grün). Es zeigten sich granuläre Anreicherungen (siehe 

Pfeil), aber auch Aussparungen der Zellkerne. Synaptophysin konnte in neuronalen Somata, 

insbesondere in Form von granulären Akkumulationen (Abb. 11 B), detektiert werden. Es 

konnte eine partielle Ko-Lokalisation (gelb) von Reelin und Synaptophysin in Neuronen und 

deren Fortsätzen (11 D) und partielle Überlagerungen granulärer Art detektiert werden.  

Im Plexus submucosus zeigten sich für Reelin (Abb. 12 A) deutliche granuläre Anreicherun-

gen um die Zellkerne herum. Die Zellkerne zeigten Aussparungen. Auch für Synaptophysin 

(Abb. 12 B) ließen sich granuläre Anreicherungen zirkulär der neuronalen Somata mit Aus-

sparungen der Nuclei beobachten. Im Bereich der Perikarya konnten, wie in Abbildung 12 D 

dargestellt, granuläre Überlagerungen (gelb) detektiert werden. Auch hier wurde wiederum 

die nucleäre Aussparung sichtbar. 

In den Nervenfasern, die sich durch die Ringmuskulatur ziehen, ließen sich deutliche gra-

nuläre Färbemuster von Reelin (Abb. 13 A, grün dargestellt) und Synaptophysin (Abb. 13 B, 

rot dargestellt) ermitteln. Die Immunreaktivität zog sich entlang der gesamten Faser. In Ab-

bildung 13 D zeigte sich prägnant die Ko-Lokalisation (gelb) von Reelin und Synaptophysin 

entlang der gesamten Länge der Nervenfasern. Auch die Überlagerungen wiesen granulären 

Charakter auf. 
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Abbildung 7: Lokalisation von Reelin im humanen Kolon. Immunohistochemie für Reelin, Visualisierung 

von Reelin mittels DAB, Gegenfärbung der Nuclei mit Hämalaun (blau). Plexus myentericus(A-B), Plexus submu-

cosus(C-D), Nervenfasern in der Ringmuskulatur(E), Nervenfasern in der Längsmuskulatur(F) .Muc = Mucosa, 

Mm =  muscularis mucosae, SM = Submucosa, PSM = Plexus submucosus, PM = Plexus myentericus, NF = 

Nervenfasern, RM = Ringmuskulatur, LM = Längsmuskulatur. 
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Abbildung 8: Dual-Label-Immunohistochemie für Reelin (grün) und PGP 9.5 (rot) im Plexus myentericus 

des humanen Kolons. (A), Lokalisation von Reelin in Ganglien des Plexus myentericus. (B), Lokalisation von 

PGP 9.5. (C), DAPI-Kernfärbung. (D), Überlagerung der immunreaktiven Signale. Pfeile (A, B) zeigen ein granulä-

res Färbemuster.   
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Abbildung 9: Dual-Label-Immunohistochemie für Reelin (grün) und PGP 9.5 (rot) im Plexus submucosus 

des humanen Kolons. Lokalisation von Reelin (A) und PGP 9.5 (B) in Ganglien des Plexus submucosus. (C), 

DAPI-Kernfärbung.(D), Überlagerung der immunreaktiven Signale. Pfeile (A, B) zeigen ein granuläres Färbemus-

ter. 
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Abbildung 10: Dual-Label-Immunohistochemie für Reelin (grün) und PGP 9.5 (rot) in Nervenfasern der 

Tunica muscularis des humanen Kolons. (A), Lokalisation von Reelin in Nervenfasern. (B), Lokalisation von 

PGP 9.5, (C), DAPI-Kernfärbung. (D), Überlagerung der immunreaktiven Signale. NF, Nervenfasern. Pfeilköpfe in 

(A) und (B) zeigen ein granuläres Färbemuster. 
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Abbildung 11: Dual-Label-Immunocytochemie für Reelin (grün) und Synaptophysin (rot) im Plexus Myen-

tericus des humanen Kolons. (A),  Lokalisation von Reelin in Ganglien des Plexus Myentericus. (B), Lokalisati-

on von Synaptophysin. (C), Kernfärbung. (D), Überlagerung der immunreaktiven Signale. Pfeile in (A) und (B) 

zeigen ein granuläres Färbemuster. 
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Abbildung 12: Dual-Label-Immunocytochemie für Reelin (grün) und Synaptophysin (rot) im Plexus sub-

mucosus des humanen Kolons. (A), Lokalisation von Reelin in Ganglien des Plexus submucosus. (B), Lokalisa-

tion von Synaptophysin. (C), Kernfärbung. (D): Überlagerung der immunreaktiven Signale. Pfeile (in A und B) 

zeigen ein granuläres Färbemuster. 
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Abbildung 13: Dual-Label-Immunohistochemie für Reelin (grün) und Synaptophysin (rot) in Nervenfasern 

der Tunica muscularis des humanen Kolons. (A); Lokalisation von Reelin in Nervenfasern. (B), Lokalisation 

von Synaptophysin. (C): Kernfärbung. (D):,Überlagerung der immunreaktiven Signale. NF = Nervenfasern. Pfeil-

köpfe zeigen auf das granuläre Färbemuster. 
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4.3. Ontogenetische Studie der mRNA Expression von Reelin, VLDLR, Lrp8 und Dab1 

im Dünn- und Dickdarm der Ratte 

Anhand einer Ontogenesestudie wurde die mRNA Expression von Reelin, dessen Rezepto-

ren und dem intrazellulären Adapterprotein Dab1 in Abhängigkeit vom Alter der Versuchstie-

re und damit dem Entwicklungsgrad des Dick- und Dünndarms ermittelt. Analysiert wurde die 

mRNA Expression von Reelin, VLDLR, Lrp8 und Dab1 im Dünn- und Dickdarm von Ratten 

des postnatalen Tages P 0 (Geburtstermin), P 3 (3. postnataler Tag), P 6 (6. postnataler 

Tag) und P 21 (21. postnataler Tag), sowie von adulten Tieren. Es konnte gezeigt werden, 

dass Reelin, VLDLR, Lrp8 und Dab1 sowohl im Dünndarm (Abb. 14 A-D) als auch im Dick-

darm (Abb. 14 E-H) der Ratte in allen untersuchten Altersstadien exprimiert wurden. 

Im Dünndarm zeigten sich signifikante Erhöhungen von Reelin, VLDLR, Lrp8 und Dab1. Alle 

Expressionsgipfel manifestierten sich bei P 3 und P 6. Reelin und seine Rezeptoren zeigten 

eine sinkende Tendenz zum adulten Stadium hin (Abb. 14 A-C), wogegen das Expressions-

muster von Dab1, nach einer Abnahme bei P 21, im adulten Stadium einen Wiederanstieg 

aufwies (Abb. 14 D). Für Reelin konnte im Kolon jedoch für die unterschiedlichen Alterssta-

dien keine nennenswerten Unterschiede in der mRNA Expression ermittelt werden (Abb. 14 

E). Die mRNA Expression der Rezeptoren VLDLR und Lrp8 zeigten sich mit zunehmendem 

Alter steigend, jedoch konnte erst im Kolon adulter Tiere eine signifikante Erhöhung gegen-

über P 0 ermittelt werden (Abb. 14 F-G). Dab1 zeigte bei P 0 äußert geringe Expressions-

muster (Abb.14 H).Es zeigte sich aber eine deutliche Erhöhung im Stadium P 3 und eine 

signifikante Erhöhung gegenüber P 0 und gleichzeitig auch das Expressionsmaximum für 

Dab1 im Kolon bei P 6 (Abb. 14 H).  

Im Vergleich der mRNA Expression von Reelin im Dünndarm (Abb. 14 A) und im Dickdarm 

(Abb. 14 E) zeigte sich in beiden Darmabschnitten zwar eine Expression an P 0, jedoch fand 

sich nur im Dünndarm eine signifikante Erhöhung der Reelin Expression im Stadium P 3 ge-

genüber P 0. Zusätzlich fiel im direkten Vergleich von P 3 Dünndarm (Abb. 14 A) und P 3 

Dickdarm (Abb. 14 E) die deutlich höhere mRNA Expression Reelins im Dünndarm auf. Für 

P 21 ließ sich im Dünndarm zwar ein deutlicher Rückgang beobachten, während dies im 

Kolon nicht der Fall war, jedoch zeigten sich im direkten Vergleich dieser Altersstadien keine 

bedeutenden Unterschiede im Expressionsgrad der mRNA. Für das adulte Stadium ließen 

sich etwas höhere Werte im Dickdarm beobachtet (Abb. 14 A u. E).  

Im Dünndarm zeigte sich das Expressionsmaximum von VLDLR (Abb. 14 B) an P 6 erreichte 

mit signifikant höheren Werten gegen P 0. Nach dem Erreichen seines Maximums zeigte 

sich eine Herrunterregulation von VLDLR, wobei bei der adulten Ratte höhere Werte gemes-
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sen wurden als an P 0. Der Rezeptor VLDLR zeigte im Dickdarm (Abb. 14 F) eine stetige 

Erhöhung der Expression bis zu einem höheren Wert im adulten Alter, der im Vergleich zu P 

0 signifikant war. Für P 0 ließen sich sowohl im Dickdarm als auch im Dünndarm relativ ähn-

liche Werte beobachten. Im Stadium P 3 zeigten sich auch relativ nahe beieinander liegende 

Expressionsgrade, jedoch im Vergleich zum jeweiligen P 0 Stadium des Dickdarms und des 

Dünndarms zeigte sich im Dünndarm eine etwas höhere Steigerung der Expression. Wäh-

rend im Stadium P 6 im Dickdarm zwar eine Erhöhung der Expression in Bezug auf P 0 er-

mittelt werden konnte, erreichte diese jedoch keinen statistisch signifikanten Wert (Abb. 14 

F). Im Dickdarm ließ sich im Stadium P 21 eine deutliche Zunahme der VLDLR mRNA Ex-

pression nachweisen (Abb. 14 F), während sich im Dünndarm ein Rückgang der Werte er-

mitteln ließ (Abb. 14 B). Im adulten Stadium zeigte sich im Dickdarm sowohl der Expressi-

onsgipfel von VLDLR als auch im Vergleich zum Dünndarm ein deutlich höherer Wert, wo 

sich abnehmende Tendenzen beobachten ließen (Abb. 14 B und F).  

Bezüglich Lrp8 zeigte sich im Dünndarm das Expressionsmaxium an P 3 mit einer deutlich 

signifikanten Erhöhung gegenüber P 0 (Abb. 14 C). Anschließend zeigte sich eine Rückläu-

figkeit in der Expression über P 21 bis zur adulten Ratte (Abb. 14 C). Die relative mRNA Ex-

pression von Lrp8 im Dickdarm zeigte in den frühen postnatalen Stadien geringe zunehmen-

de Tendenzen, jedoch eine signifikante Erhöhung gegenüber P 0 im adulten Zustand (Abb. 

14 G). Die Expressionswerte bei P 0 im Dünndarm und Dickdarm zeigten relativ geringe Un-

terschiede (Abb. 14 C und G). Während sich im Stadium P 3 im Dickdarm nur eine geringfü-

gige Erhöhung ermitteln ließ, so zeigte sich im Dünndarm eine signifikante Erhöhung gegen-

über P 0 (Abb. 14 C und G). Im Stadium P 6 im Dünndarm (Abb. 14 C) ließ sich ein Abfall 

der Expression von Lrp8 beobachten, welcher etwas unter dem Wert im Dickdarm fiel (Abb. 

14 G). Während die Werte im Stadium P 21 und im adulten Tier im Dünndarm gleich blieben 

(Abb. 14 C), zeigte sich im Dickdarm zunächst ein sehr leichter Anstieg bei P 21 und eine 

signifikante Erhöhung im adulten Stadium gegen P 0 mit einem Expressionsmaximum (Abb. 

14 G) und deutlich höheren Werten als im Vergleich zum adulten Stadium im Dünndarm 

(Abb. 14 C und G).  

Die mRNA Expression von Dab1 im Dünndarm der Ratte konnte in allen untersuchten Stadi-

en nachgewiesen werden (Abb. 14 D). Vor allem bei P 3 und im adulten Stadium zeigten 

sich statistisch signifikante Werte gegenüber P 0. Nachdem Dab1 sein Expressionsmaximum 

an P 3 erreichte, zeigte sich eine leicht abnehmende Expressionsrate, um dann wieder im 

adulten Alter einen Anstieg und signifikanten Wert zu erreichen (Abb. 14 D). Im Dickdarm 

ließen sich bei P 0 nur äußerst geringe Expressionswerte ermitteln, gefolgt von einem deutli-

chen Anstieg bei P 3 und anschließendem signifikantem Wert gegenüber P 0 bei P 6 (Abb. 
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14 H). Nach Erlangen seines Expressionsmaximums an P 6 zeigte sich ein drastischer Abfall 

der Werte mit einer nur geringen Expressionsrate bei P 21 und im adulten Alter (Abb. 14 H). 

Im direkten Vergleich zwischen Dünndarm und Dickdarm (Abb. 14 D und H) fiel auf, dass die 

Expressionsrate von Dab1 bei P 0 im Dickdarm kaum nennenswert erschien, während sich 

im Dünndarm bereits deutlich die Expression von Dab1 abzeichnete. Im Stadium P 3 zeigten 

beide Darmabschnitte einen Anstieg der Expression. Aber nur im Dünndarm zeigte sich in 

diesem Stadium eine statistische Signifikanz und auch im direkten Vergleich deutlich höhere 

Werte. Im Stadium P 6 konnte eine signifikante Erhöhung gegen P 0 im Dickdarm ermittelt 

werden (Abb. 14 G), wogegen im Dünndarm bei P 6 keine signifikanten Werte erreicht wur-

den (Abb. 14 D). In der direkten Gegenüberstellung fielen annähernd gleiche Werte auf. Zu-

sätzlich war der drastische Expressionsunterschied im adulten Alter zwischen dem hohen 

Expressionswert im Dünndarm und dem sehr geringen Wert im Dickdarm auffällig Abb. 14 D 

und G).    
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Abbildung 15: Ontogenetische Studie zur relativen mRNA-Expression von Reelin, VLDLR, Lrp 8 und 

Dab1 im Dünndarm (A-D) und Dickdarm (E-H) der Ratte. P 0 = Geburtstermin, P 3 = postnatal Tag 3, P 6 = 

postnatal Tag 6, P 21 = postnatal Tag 21. * = p < 0,05 gegen P 0. Dünndarm: Reelin, n =7-8, VLDLR, n=7-8, 

Lrp8, n=8, Dab1, n=8-12 pro experimentelle Gruppe. Dickdarm: Reelin, VLDLR, Lrp8, n=8, Dab1, n=8-12 pro 

experimentelle Gruppe. Die Daten sind auf die mRNA Expression des House-keeping Gens HPRT normalisiert. 

Fehlerbalken entsprechen den statistischen Fehlern des Mittelwertes (+ / - SEM) 
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Abbildung 16: Immunohistochemie für Reelin in für 3 Wochen kultivierten enterischen Ganglienzellen von 

Ratten. (A), Visualisierung der Reelin-Immunreaktivität mit DAB in kultivierten enterischen Neuronen ohne 

GDNF-Behandlung. (B) mit 2 ng/ml GDNF-Behandlung. (C), mit 10 ng/ml GDNF-Behandlung (D) mit 50 ng/ml 

GDNF-Behandlung. 

4.4. Zellkultur  

Zum spezifischen Nachweis von Reelin in Kulturen enterischer Ganglienzellen von Ratten 

wurde eine Immunohistochemie für Reelin durchgeführt, die durch das Chromogen DAB vi-

sualisiert wurde (siehe Kap. 3.2.5.5.). Mit dieser Methode konnte an 3 Wochen alten enteri-

schen Zellkulturen der Nachweis erbracht werden, dass Reelin in kultivierten Ganglienzellen 

des ENS exprimiert wird (Abb. 15). Während in den Kulturen ohne GDNF-Zusatz nur runde, 

unverzweigte, einzelne Zellen immunohistochemisch detektiert werden konnten (Abb. 15 A), 

stellten sich in den Kulturen nach GDNF-Zusatz Netzwerke aus Ganglien und dazwischen 

liegenden Nervenfasern dar (Abb. 15 B-D). Die Ergebnisse zeigten, dass die GDNF-

Behandlung eine konzentrationsabhängige Netzwerkformation beeinflusste. Die Reelin-

Immunreaktivität war im Gegensatz zu den unbehandelten Kontrollen nicht nur auf Perikarya 

beschränkt, sondern erstreckte sich auch auf verzweigte neuronale Fortsätze, wodurch die 

einzelnen Neurone in Verbund miteinander treten. 
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5. Diskussion 

5.1. Wesentliche Erkenntnisse 

Durch die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente konnten zum ersten Mal die Expres-

sion und das Verteilungsmuster des Reelinsystems sowohl im humanen ENS als auch im 

ENS der Ratte nachgewiesen werden. Aus den Daten ergaben sich folgende Erkenntnisse: 

1. Die mRNA-Expression von Reelin und dessen Rezeptoren VLDLR und Lrp8 sowie 

Dab1 ist sowohl in Vollwandpräparaten als auch in der Mukosa und Tunica muscula-

ris des humanen Kolons detektierbar. 

2. Die mRNA Expression von Reelin, dessen Rezeptoren und Dab1 ist in isolierten 

myenterischen Ganglien des humanen Kolons detektierbar. 

3. Reelin lässt sich in submukösen und myenterischen Ganglien (Plexus submucosus 

und Plexus myentericus) sowie in Nervenfasern lokalisieren und ist begrenzt auf neu-

ronale Somata und deren Fortsätze. 

4. Die Immunreaktivität von Reelin zeigt eine Kolokalisation mit dem synaptischen Vesi-

kel Marker Synaptophysin und dem pan-neuronalen Marker PGP 9.5. 

5. Während der postnatalen Ontogenese der Ratte zeigten sich im Dünndarm mRNA-

Expressionsmaxima von Reelin, VLDLR, Lrp8 und Dab1 vor allem in frühen postnata-

len Stadien, Dab1 zusätzlich im adulten Stadium. Im Dickdarm zeigten VLDLR und 

Lrp8 ihre mRNA-Expressionsmaxima im adulten Stadium und das Expressionsmaxi-

mum für Dab1 ließ sich in frühen postnatalen Stadien detektieren. 

6. Reelin konnte spezifisch in kultivierten enterischen Neuronen nachgewiesen wer-

den, welche unter Behandlung mit dem neurotrophen Faktor GDNF Reelin-

immunreaktive neuronale Netzwerke ausbilden. 

 

 

5.2. Methodik 

5.2.1. Lokalisationsstudien 

Zur Visualisierung und Detektion der strukturellen Organisation des ENS muss man spezifi-

sche histologische Färbemethoden anwenden. So können antizipierte Strukturen effizienter 

dargestellt werden, während Gewebebestandteile, die für das jeweilige Experiment von 

nachrangiger Bedeutung sind, in den Hintergrund treten. Als effektive Methode erwiesen sich 

dazu immunohistochemische Nachweisverfahren. 
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Mittels des pan-neuronalen Markers PGP9.5 ließen sich sowohl Perikarya als auch die neu-

ronalen Fortsätze in der Muscularis darstellen, damit deutlich abgrenzen und eindeutig iden-

tifizieren. PGP 9.5 ist ein Protein, welches in Neuronen und neuroendokrinen Zellen vor-

kommt (Thompson et al., 1983). Ein weiterer verwendeter Antikörper in dieser Arbeit war ein 

Antikörper gegen Synaptophysin. Auch dieser Antikörper erwies sich in der Versuchsreihe 

als zufriedenstellend. Synaptophysin ist ein Glykoprotein, welches in präsynaptischen Vesi-

keln lokalisiert ist (Wiedenmann and Franke, 1985). So kann der Antikörper gegen dieses 

Protein als präsynaptischer Vesikelmarker verwendet werden.  

Die Dual-Label-Immunocytochemie für Reelin und PGP 9.5 bzw. Synaptophysin zeigte je-

doch eine gewisse Empfindlichkeit, sodass diverse Vorversuche von Nöten waren, um ge-

eignete Antikörper und Antigendemaskierungs–Methoden zu eruieren. Antigendemaskierun-

gen, mittels kurzzeitiger Erhitzung in der Mikrowelle unter Verwendung von Zitronenpuffer, 

erwiesen sich in diesem Falle als gewebeschonender, im Vergleich zu der Verwendung ei-

nes „Decloaking-Chamber“ oder der Behandlung im Wasserbad. Die ersten Versuche bezüg-

lich der Ko-Lokalisation, vor allem mit Synaptophysin, brachten nicht direkt zufriedenstellen-

de Ergebnisse. Es wurde beispielsweise dann auch der Versuch unternommen schonender 

zu arbeiten, indem bei den Reelin/Synaptophysin Versuchen eine sequentielle „Färbung“ 

ausprobiert wurde. Bei der sequentiellen Bearbeitung wurden, im Gegensatz zu dem Stan-

dardverfahren (wie in Kap. 3.2.5.8, Tabelle 17 dargestellt), die Arbeitsschritte auf drei Tage 

verteilt, wobei das Auftragen der Primärantikörper dementsprechend sequentiell durchge-

führt wurde. Der Reelin Antikörper (AK) wurde an Tag 1, der AK für Synaptophysin an Tag 2 

aufgetragen. Jedoch zeigten sich keine nennenswerten Verbesserungen der Ergebnisse, 

sodass wieder das Standardverfahren für die Durchführung dieser Versuchsreihe gewählt 

wurde. 

Als etwaige Ursachen für oben aufgeführte Problematik könnten die Fixierungsmethode oder 

aber auch mögliche Kreuzreaktionen zwischen den Antikörpern in Frage kommen. Denn bei 

dieser Methode wird das Probenmaterial zunächst mit Paraformaldehyd fixiert, anschließend 

dehydriert und dann in Paraffin eingebettet. Diese Methode verleiht dem Gewebe zwar Stabi-

lität, jedoch kann sie auch zur Maskierung der zu erkennenden nativen Epitope führen. Je-

doch soll die Demaskierung durch „Antigen retrival“ genau dem entgegenwirken (siehe Kap. 

3.2.3.5). Die Quantifizierung durch immunocytochemische Nachweisverfahren stellt sich 

zwar als problematisch dar, aber von Vorteil ist, dass bei dieser Methode die Struktur erhal-

ten bleibt und so die Lokalisierung der Proteine untersucht werden kann. 
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5.2.2. Expressionsstudien 

Um die quantitative Expression des Reelin-Systems darstellen zu können, wurde die quanti-

tative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) verwendet. Wie bereits in Kapitel 

3.2.4.2 beschrieben, ermöglicht die Methode der qPCR simultan die Amplifikation und den 

relativen quantitativen Nachweis eines bestimmten Genabschnittes. Des Weiteren ermöglicht 

diese Methode den Nachweis geringer Mengen an mRNA. Nach jedem Zyklus wird die Fluo-

reszenz gemessen, welche sich dann, trägt man die Messpunkte als Fluoreszenz über dem 

CT Wert auf, in einer Kurve wiederspiegelt, anhand derer die relative Expression sensitiv 

erfasst werden kann. Von großem Vorteil erwies sich die qPCR bei der Ontogenesestudie 

am Rattendarm, da so Veränderungen im Expressionsmuster, in Abhängigkeit vom Alter der 

Ratte und vom Darmabschnitt, sich zufriedenstellend darstellen ließen. Valide Daten lieferte 

die qPCR auch für mRNA, gewonnen aus humanen Kolon-Ganzwandbiopsaten, wobei 

dadurch ein Überblick über die jeweiligen Anteile der mRNA Expression in der Mucosa und 

Tunica muscularis im humanen Kolon gewonnen werden konnte. Eine Bestätigung der 

mRNA Expression auf Proteinebene erfolgte mittels immunzytochemischer Nachweisverfah-

ren. 

 

5.3. Expression von Reelin, VLDLR, Lrp8 und Dab1 im humanen ENS 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl Reelin als auch die Rezeptoren VLDLR, 

Lrp8 und das Adapterprotein Dab1 exprimiert werden. Die mRNA Expression konnte sowohl 

in Ganzwandschichten als auch in einzelnen separaten Schichten, vordergründig der Muco-

sa und der Tunica muscularis, nachgewiesen werden. Betrachtet man die Ergebnisse (siehe 

Kapitel 4.1.1., Abb. 5) so zeigen sich besonders hohe Expressionsraten der mRNA von Ree-

lin, VLDLR, Lrp8 und Dab1 in der Tunica muscularis. Ursächlich dafür sei aufzuführen, dass 

in der Tunica muscularis der Plexus myentericus und zugehörige Nervenfasern in Längs- 

und Ringmuskulatur lokalisiert sind und somit das anteilige Expressionsmuster der hier vor-

kommenden Proteine höher ist. Anschließende Experimente an, mittels LCM-gewonnenen, 

isolierten myenterischen Ganglien (Kapitel 4.1.2., Abb. 6) untermauerten diese ortsspezifi-

sche mRNA Expression von Reelin und seinen Rezeptoren sowie Dab1.  

Es ist bekannt, dass Reelin im ZNS von Cajal-Retzius-Zellen des Neocortex und Hippocam-

pus von Subpopulationen GABAerger Interneurone und von Körnerzellen des Cerebellums 

synthetisiert wird (Alcántara et al., 1998; D’Arcangelo et al., 1997; Nakajima et al., 1997; 

Pesold et al., 1998). Es bindet dort an VLDLR und Lrp8, welche wiederrum an das intrazellu-

läre Adapterprotein Dab1 (Disabled 1) binden (Benhayon et al., 2003; D'Arcangelo et al., 
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1999; Hiesberger et al., 1999). Jedoch werden VLDLR, Lrp8 und Dab1 nur von Zellen expri-

miert, die ihrerseits kein Reelin synthetisieren (Pesold et al., 1999; Trommsdorff et al., 1999). 

Diese Erkenntnisse setzen eine parakrine Aktivität von Reelin voraus. Geht man nun von 

diesen parakrinen Mechanismen im ZNS aus und betrachtet gleichzeitig die in dieser Arbeit 

erhaltenen Ergebnisse anhand der mRNA Expression aus isolierten myenterischen Gangli-

en, welche zeigten, dass sowohl Reelin als auch VLDLR, Lrp8 und Dab1 exprimiert werden, 

so erhärtet sich die Annahme, dass auch im ENS, spezifisch betrachtet in myenterischen 

Ganglien, zum einen Reelin exprimierende Zellen und zum anderen aber auch deren Zielzel-

len vorzufinden sein könnten. Somit würde Synthese, Sekretion und parakrine Wirkung in 

enterischen Ganglien vonstattengehen.  

 

5.4. Lokalisation von Reelin im humanen Kolon 

Um den Nachweis zu erbringen, dass Reelin in Ganglien des ENS lokalisiert ist, wurden im-

munohistochemische Versuche an Paraffinschnitten aus humanem Kolongewebe durchge-

führt (siehe Kapitel 3.2.5.). Dabei konnte Reelin im Plexus submucosus, Plexus myentericus 

und auch in Nervenfasern lokalisiert werden (siehe Kapitel 4.2.1.). Die Verifizierung der ge-

nauen neuronalen Lokalisation von Reelin wurde anhand von Dual-Label-

Immunohistochemie realisiert. 

 

5.4.1. Kolokalisation von Reelin mit PGP 9.5 

Wie bereits in Kapitel 5.2.1. erwähnt, so erwies sich das ca. 25 kDa schwere zytoplasmati-

sche Protein PGP 9.5 als idealer Ko-Marker für den neuronalen Lokalisationsnachweis von 

Reelin. Da es in großen Mengen in Nerven vorzufinden ist, eignet es sich besonders gut zur 

Detektion peripherer Nerven. PGP 9.5 ist eine Ubiquitin C-terminal Hydrolase 1 (UCHL-1) 

(Wilkinson et al., 1992). Die Expression von PGP 9.5 ist hochspezifisch für Neurone und für 

diffuse Zellen des neuroendokrinen Systems und seiner Tumoren (Rode J et al., 1985). Des 

Weiteren kodiert das pgp9.5 Gen für zwei divergente Enzymaktivitäten, welche 1) die Degra-

dation von alpha-Synuclein (Liu et al., 2002) und 2) die Anfälligkeit für Morbus Parkinson 

(Farrer, 2006; Lowe J et al., 1990; Setsuie et al., 2007), beeinflussen. PGP 9.5 soll ca. 1-3% 

aller Proteine des ZNS repräsentieren (Doran JF et al., 1983). Zusätzlich zum Vorkommen 

von PGP 9.5 in Neuronen findet man dieses Protein auch im Nierentubulus, Spermatogo-

nien, Ovar und Corpus luteum (Luo et al., 2006; Wilson et al., 1988).  
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In Konklusion der vorhergegangenen Versuche ließ sich anhand der immunohistochemi-

schen Ergebnisse dieser Arbeit, nämlich der Kolokalisation von PGP 9.5 und Reelin im ENS, 

verifizieren, dass Reelin speziell in Neuronen und den dazugehörigen Nervenfasern vorzu-

finden ist. 

 

5.4.2. Kolokalisation von Reelin mit Synaptophysin  

Die interneuronale Kommunikation erfolgt an Synapsen (Sherrington, 1906). Synapsen stel-

len die kommunikativen Verbindungspunkte (Axon, Synaptischer Spalt und Dendrit) zweier 

Neurone dar. Die Informationsweiterleitung an chemischen Synapsen erfolgt mittels der Frei-

setzung diverser Neurotransmitter. Ein eintreffendes Aktionspotential führt kurzzeitig zu der 

Öffnung spannungsabhängiger Calciumkanäle (Hodgkin and Huxley, 1952). Dieser Vorgang 

führt über mehrere Mechanismen und der Konformationsänderung diverser Vesikelproteine 

zur Exozytose (Vesikelverschmelzung mit der Membran) von synaptischen Vesikeln an der 

präsynaptischen aktiven Zone der Nervenendigungen (Südhof, 2004, 1995) und anschlie-

ßender Neurotransmitterfreisetzung in den synaptischen Spalt. 

Neben anderen Proteinen, welche für die Membranfusion unerlässlich sind (Bennett et al., 

1993; Oyler et al., 1989; Trimble et al., 1988), findet man das Strukturprotein Synaptophysin. 

Dieses 38 kDa große Membranprotein ist in reichlichen Mengen als integrales synaptisches 

Vesikelprotein in neuroendokrinen Zellen und allen Neuronen vorzufinden (Jahn et al., 1985). 

Da Synaptophysin das am meisten verbreitetste synaptische Vesikelprotein ist, wird es häu-

fig und effektiv zur Quantifizierung von Synapsen verwendet (Calhoun et al., 1996). Die 

exakte Funktion von Synaptophysin ist nicht genau geklärt. Da es aber mit dem essentiellen 

Vesikelprotein Synaptobrevin (Baumert et al., 1989; Trimble et al., 1988) interagiert (Calakos 

and Scheller, 1994), lässt dies auf eine mögliche Funktion Synaptophysins bei der Fusion 

von Vesikel und Membran schließen (Edelman et al., 1995). Jedoch scheint Synaptophysin 

selbst nicht essentiell für die Neurotransmitterfreisetzung zu sein (McMahon et al., 1996). 

Weitere Versuche zeigten, dass Synaptophysin-defiziente Mäuse sich zwar normal entwi-

ckelten, jedoch Verhaltensauffälligkeiten und Lerndefizite aufwiesen (McMahon et al., 1996; 

Schmitt et al., 2009).  

Die in Kapitel 4.2.3. dargestellten Ergebnisse zeigen prägnanter weise granuläre immunreak-

tive Signale für Synaptophysin zirkulär der neuronalen Somata im Plexus myentericus (siehe 

Kapitel 4.2.3., Abb. 12 B) und des Plexus submucosus (Kap. 4.2.3., Abb. 13 B) sowie ent-

lang der enterischen Nervenfasern (Kap. 4.2.3., Abb. 14 B). Für Reelin ergab sich ein ver-

gleichbares, feingranuläres immunreaktives Färbemuster im Plexus myentericus (Kap. 



66 
 

4.2.3., Abb. 12 A), Plexus submucosus (Kap. 4.2.3., Abb. 13 A) und entlang der Nervenfa-

sern (Kap. 4.2.3., Abb. 14 A). Reelin und Synaptophysin zeigten eine partielle Ko-

Lokalisation in Perikarya des Plexus myentericus, des Plexus submucosus und innerhalb der 

Nervenfasern (siehe Kap. 4.2.3., Abb. 12 D, 13 D, 14 D). Das jeweils granuläre Färbemuster 

lässt darauf schließen, dass Reelin und Synaptophysin in den sog. enterischen neuronalen 

Varikositäten vorkommen. Varikositäten sind eine Ansammlung von synaptischen Vesikeln 

und stellen den Ort der Neurotransmitterfreisetzung im ENS dar (Burnstock, 2008). Diese 

Beobachtungskonstellation deutet auf eine präsynaptische Lokalisation von Reelin und damit 

auf mögliche Funktionen in der enterischen Neurotransmission hin. 

Bislang sind Einflüsse Reelins auf die Differenzierung und Funktionen postsynaptischer 

Strukturen, wie zum Beispiel Dendriten, postsynaptischer Densität und den Dornfortsätzen, 

bekannt (Beffert et al., 2005; Hellwig et al., 2011; Niu et al., 2004; Niu et al., 2008). Andere 

Untersuchungen zeigten, dass Reelin Defizienz vor allem postsynaptische Malformation und 

Dysfunktion zur Folge hat, indem die molekulare Komposition Veränderungen aufweist 

(Ventruti et al., 2011). Eine neuere Studie impliziert, dass Reelin im ZNS durchaus auch eine 

Rolle in der Neurotransmitterfreisetzung zu spielen scheint, aber nicht mittels der konventio-

nellen Signalkaskade (Vldlr, Lrp8, Dab1), sondern durch die Bindung an Integrine (Hellwig et 

al., 2011). Jedoch weisen wiederum andere Studien darauf hin, dass Reelin selbst aber kon-

stitutiv und damit abhängig vom endoplasmatischen Retikulum/Golgi-Komplex sezerniert 

wird und nicht einem Calcium abhängigen Mechanismus zu unterliegen scheint, damit nicht 

in präsynaptischen Vesikeln gespeichert wird, sondern in Vesikeln des Golgi-Apparates. Die-

se Befunde beruhen auf hippocampalen Zellen und Körnerzellen (Lacor et al., 2000; Tinnes, 

2009). Eine weitere Arbeitsgruppe konnte zusätzlich zeigen, dass Reelin produzierende In-

terneurone durchaus die kompensatorische Fähigkeit zur zell-autonomen Regulation ihrer 

Erregbarkeit besitzen (Karayannis et al., 2012).  

So scheint die Reelinsekretion selbst nicht Calcium abhängig zu sein, trotzdem könnte Ree-

lin Einfluss nehmen auf die Vesikel-Membranfusion durch Regulation der Expression von 

Snap 25 und damit indirekt auf die Ca+ abhängige Neurotransmitterfreisetzung. So erhöhte 

sich die Anzahl präsynaptischer Vesikel in CA1 (Cornu ammonis 1) Synapsen signifikant und 

es zeigte sich eine Abnahme der SNAP 25 Expression in der Reeler Mutante (Hellwig et al., 

2011). Geht man nun davon aus, dass Reelin auch im ENS eine präsynaptische Funktion 

einnimmt, so scheinen weitere Versuche von Nöten, um zu eruieren, ob Reelin auch im ENS 

an der Neurotransmitterfreisetzung beteiligt ist. Zu prüfen wäre insbesondere, ob die Signal-

kaskade konventionell verläuft oder entlang einer Integrin-Signalkaskade. Auch die Frage 

nach der konstitutiven Reelin Sekretion im ENS scheint klärungsbedürftig. 
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5.5. Ontogenesestudie: mRNA Expression von Reelin, VLDLR, Lrp8 und Dab1 im Rat-

tendarm 

Anhand der Ontogenesestudie am Dünn- und Dickdarm der Ratte konnte die mRNA-

Expression von Reelin, VLDLR, Lrp8 und Dab1 zu unterschiedlichen postnatalen Lebens-

phasen (P 0, P 3, P 6, P 21, adult) beobachtet werden (siehe Kapitel 4.3.). Im Dünndarm 

zeigten sich die Expressionsmaxima für Reelin und auch VLDLR und Lrp8 vor allem in frü-

hen postnatalen Phasen. So zeigte sich das Expressionsmaximum für Reelin bei P 3, für 

VLDLR bei P 6, für Lrp8 bei P 3 und für Dab1 zeigte sich das Maximum bei P 3 und im adul-

ten Stadium (Abb. 14 A-D).  

Im ZNS ist Reelin in frühen postnatalen Phasen beteiligt an weiteren Schritten neuronaler 

Entwicklungen sowie der Differenzierung der Dendriten und der Ausbildung von Dornfortsät-

zen (Niu et al., 2004; Niu et al., 2008). Weitere Analysen der Reeler-Mutante zeigten, dass 

Reelin bei der Entwicklung synaptischer Konnektivität vor allem im Hippocampus (Borrell et 

al., 2007; Borrell et al., 1999; Del Rio et al., 1997) und des Kleinhirns (Mariani, 1982; Mariani 

et al., 1977) von Bedeutung ist. Unter anderem fungiert Reelin in postnatalen Stadien im 

ZNS auch als eine Art „Abkopplungs“-Signal für migrierende Neurone (Hack et al., 2002). Die 

Bildung von Synapsen, welche vorwiegend in postnatalen Stadien zu beobachten sind und 

das Fundament der neuronalen Konnektivität darstellen, ist von entscheidender Bedeutung 

für die neuronale Reifung im ZNS. Zieht man nun Schlüsse aus der Funktion Reelins in frü-

hen postnatalen Stadien im ZNS und wendet diese auf ENS an unter Betrachtung der Ex-

pressionsmuster, so ergibt sich die Frage, ob Reelin während der frühen postnatalen Stadien 

im Dünndarm der Ratte auch involviert sein könnte in die Maturation, Dendritogenese und 

letztendlich die Etablierung synaptischer Konnektivität im ENS, was den Informationsaus-

tausch und die regelrechte Funktion ermöglichen würde. 

Bezüglich der Expression der Lipoproteinrezeptoren VLDLR und Lrp8 ist bereits bekannt, 

dass diese im ZNS vor allem in pränatalen Stadien unterschiedliche Rollen war nehmen. So 

stellte sich heraus, dass VLDLR, in Kombination mit Reelin, unter anderem als eine Art 

„Stop“-Signal für migrierende Neurone fungiert, während Lrp8 essentiell für die regelrechte 

Migration von Neuronen ist (Benhayon et al., 2003; Frotscher, 1998; Hack et al., 2007). Eine 

andere Arbeitsgruppe konnte zudem in postnatalen Untersuchungen zeigen, dass 

Lrp8/VLDLR/Dab1 unabhängig von Reelin die Migration und Formation von Neuroblasten 

aus der subventrikulären Zone (SVZ) Richtung Bulbus Olfactorius beeinflussen (Andrade et 

al., 2007). Betrachtet man die Ergebnisse dieser Arbeit, so wirft sich die Frage auf, ob das 

frühe Expressionsmaximum der Lipoproteinrezeptoren auf eine mögliche Funktionalität die-
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ser Rezeptoren im ENS in frühen postnatalen Phasen hinweist. Und sollte dies der Fall sein, 

entsprechen diese Funktionen denen im ZNS? Könnten die frühen Maxima eine Involvierung 

von Reelin in die Ausbildung neuronaler Netzwerke darstellen? 

Im Dickdarm der Ratte zeigten sich bei den mRNA Expressionsstudien hohe Expressionsra-

ten von Reelin, VLDLR und Lrp8 vorwiegend im adulten Stadium (siehe Kap. 4.3., Abb. 14 E-

G). Für Dab1 ließ sich ein Expressionsgipfel an P 6 beobachten (siehe Kap. 4.3., Abb. 14 H). 

Untersuchungen im adulten hippocampalen Gyrus dentatus zeigten weiterhin stattfindende 

Neurogenese (Altman J and Das GD, 1965; Cameron et al., 1993; Kuhn et al., 1996). Auch 

die Expression von Reelin konnte in diesen Strukturen nachgewiesen werden (Alcántara et 

al., 1998; Pesold et al., 1998). Zusätzlich scheint die Reelin-Signalkaskade die Neurogenese 

im Gyrus dentatus zu regulieren. Eine Reelin Überexpression führte in diesem Falle zu einer 

beschleunigten Dendritogenese, während eine Unterbrechung der Signalkaskade zu einer 

von der Norm abweichenden Entwicklung und Formation von Dendriten führt, aber auch den 

synaptischen Kreislauf verändert (Teixeira et al., 2012) und vor allem postsynaptische Ver-

änderungen herbeiführt (Ventruti et al., 2011). Andere Untersuchungen konnten zeigen, dass 

Reelin bei der Aufrechterhaltung der gebildeten ZNS-Architektur von Bedeutung zu sein 

scheint (Heinrich et al., 2006). So zeigten Heinrich et al., dass bei der Körnerzelldispersion 

nicht zwangsläufig eine erhöhte Neurogenese die Ursache zu sein scheint, sondern vielmehr 

eine lokale Reelin Defizienz (Heinrich et al., 2006). 

Die Annahme der Einflussnahme Reelins auf Neurone im ZNS konnte unter anderem auch 

durch Beobachtungen bezüglich weiterer neuropsychiatrischer Erkrankungen, welche mit 

einer Reelin-Defizienz assoziiert werden, gemacht werden (Folsom and Fatemi, 2013). So 

zeigten sich zum Beispiel erniedrigte Reelinwerte bei der der Bipolaren Störung und auch bei 

der Schizophrenie (Fatemi et al., 2001; Teixeira et al., 2011; Torrey et al., 2005). Eine be-

schleunigte Entstehung von ß-Amyloid-Plaques bei der Alzheimer Erkrankung wird auch in 

Verbindung mit einer erniedrigten Reelin-Expression gebracht (Kocherhans et al., 2010). 

Diese Beobachtungen im ZNS, in Kombination mit den Befunden zum ontogenetischen Ex-

pressionsmuster von Reelin und seiner Rezeptoren im ENS, wirft die Hypothese auf, dass 

Reelin auch im ENS eine Beteiligung bei der Aufrechterhaltung enterischer Neurone und 

deren Netzwerke; der Dendritogenese und der regelrechten Ausbildung synaptischer Kreis-

läufe zugesprochen werden könnte. 

Erwähnenswert ist auch, dass die Rezeptoren VLDLR und vor allem Lrp8 in der Ontogene-

sestudie im Kolon ihr Expressionsmaximum im adulten Stadium aufweisen (siehe Kap. 4.3., 

Abb. 14 F-G). Diese Rezeptoren gehören zu einer multifunktionellen Lipoproteinrezeptor- 
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Familie, deren unterschiedliche Angehörigen, auch unterschiedliche, bisweilen divergente 

Funktionen haben (Strickland et al., 2002). So wird ApoER4 mit dem hereditären early-onset 

Alzheimer assoziiert (Bu, 2009; Corder et al., 1993; Poirier, 2000), während Lrp8 eher mit 

einem geringeren Risiko in Verbindung gebracht werden kann (Herz, 2009; Marzolo and Bu, 

2009). Im ZNS ist Lrp8 von Bedeutung für die Langzeitpotenzierung (LZP) (Weeber et al., 

2002), indem es postsynaptisch funktionale Komplexe mit den NMDA-Rezeptoren bildet. 

Zudem ist es auch von Bedeutung für deren Homöostase (Beffert et al., 2005; Campo et al., 

2009) und dadurch beteiligt an synaptischer Plastizität und räumlichem Lernen (Beffert et al., 

2005; Myant, 2010). In Anbetracht dessen ergibt sich die Vermutung, dass dieser Rezeptor 

auch im ENS an der Ausbildung synaptischer Plastizität beteiligt sein könnte, indem es auf 

die LZP enterischer exzitatorischer Neurone Einfluss nimmt. 

Interessanter Weise zeigte das intrazelluläre Adapterprotein Dab1, an welches die zytoplas-

matischen Anteile der zwei Rezeptoren binden (siehe Kap. 1.2.3.), im adulten Stadium im 

Dünndarm ein deutliches Expressionsmaximum, während die Werte für VLDLR und Lrp8 

keine Signifikanz und eine sinkende Tendenz aufwiesen (Abb. 14 B-D). Im Dickdarm verhielt 

es sich genau gegenteilig. Während VLDLR und Lrp8 hohe Werte im adulten Stadium auf-

wiesen, so zeigte sich für Dab1 ein bemerkenswertes Expressionstief mit nur minimalen 

Werten (Abb. 14 F-H). Einen möglichen Erklärungsansatz bieten Untersuchungen, die zeig-

ten, dass Dab1, in Abwesenheit von VLDLR und Lrp8, eine deutliche Hochregulation in neu-

ronalen Zellen von Ratten erfährt. Trommsdorff et. al. zeigten zudem auch, dass die soge-

nannte scrambler Maus, welcher durch Mutation das Dab1 Gen fehlt, den gleichen Phänotyp 

zeigt wie die Reeler- Maus (Trommsdorff et al., 1999). Des Weiteren untermauert die erho-

bene Datenlage dieser Arbeit, dass die Expression von Dab1 auch im enterischen ENS für 

die Signaltransduktion Reelins via VLDLR und Lrp8 nötig zu sein scheint. Neuere Experi-

mente zeigten, dass Dab1 auch im adulten Gehirn synaptische Funktionen zu übernehmen 

scheint und bedeutend ist für die Ausbildung synaptischer Plastizität und anderen Lernpro-

zessen (Trotter et al., 2013). So stellt sich die Frage, ob diese Funktionen auch auf das ENS 

übertragbar sein könnten.  

 

5.6. Reelin-Lokalisation in Kulturen enterischer Ganglienzellen  

Da Reelin, VLDLR, Lrp8 und Dab1 hohe Expressionsraten vor allem in frühen postnatalen 

Stadien aufweisen (siehe Kapitel 4.3.), wurden enterische Nervenzellen, welche von 2 Tage 

alten Ratten stammen, 3 Wochen lang kultiviert und mit steigenden Konzentrationen von 

GDNF behandelt (siehe Kapitel 4.4.). GDNF ist ein maßgeblicher Wachstumsfaktor für ente-
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rische Neurone und beeinflusst nicht nur die Proliferation, sondern auch deren Überleben 

(Heuckeroth et al., 1998; Lin et al., 1993). Eine Defizienz von GDNF, aber auch von GFRα 

(GDNF-family Rezeptor α1) oder RET (rearranged during transfection) führt zu intestinaler 

Aganglionose und Defekten im sympathischen, parasympathischen und sensorischen Ner-

vensystem (Enomoto et al., 1998; Moore et al., 1996; Schuchardt et al., 1994).  

Es zeigte sich eine deutliche Immunreaktivität, welche sich bei GDNF behandelten Kulturen 

auch entlang der aussprossenden Nervenfasern manifestierte. Unter GDNF Behandlung 

bildeten die enterischen Nervenzellkulturen Netzwerke, bestehend aus Ganglien und verbin-

denden Nervenfasern, welche der in vivo Situation entsprechen. So zeigten in vivo Studien 

von Moore et al. Aganglionosen bei GDNF knock-out Mäusen (Moore et al., 1996). Die wei-

tere Behandlung mit GDNF führte zu einer Zunahme neuronaler Aggregate sowie vermehrter 

Ausbildung kaliberstarker Nervenfaserbündel (siehe Kap. 4.4., Abb. 15). Es zeigte sich eine 

deutliche Immunreaktivität für Reelin, dessen Verteilungsmuster mit Kaliberzunahme der 

Nervenfasern und der Zunahme neuronaler Aggregate korrelierte. Diese erhobenen Daten 

weisen auf eine mutmaßliche Rolle des Reelin-Signalweges in der Entwicklung von enteri-

schen Neuronen und Ausbildung neuronaler Verbindungen hin. 

Im ZNS ist Reelin während der Entwicklung an der Regulation radialer Migration von Neuro-

nen im Neocortex und Hippocampus (D'Arcangelo et al., 1995; Drakew et al., 1997) und von 

Purkinje Zellen im Cerebellum beteiligt (Larouche et al., 2008; Miyata et al., 2010). Es ist 

jedoch auch bekannt, dass Reelin in postnatalen Stadien von Bedeutung ist für die Aufrecht-

erhaltung synaptischer Konnektivität und Einfluss nimmt of postsynaptische Morphologien 

(Ventruti et al., 2011). So konnte beobachtet werden, dass in Reelin-defizienten Mutanten, 

bei denen die Signalkaskade gestört ist, führende neuronale Ausläufer Missorientierungen 

aufwiesen und auch die Dendriten von Pyramidenzellen ihre regelrechte Ausrichtung nicht 

entwickelten (Landrieu and Goffinet, 1981; Olson et al., 2006). Zudem spielt Reelin in der 

Stabilisierung des Aktin- Zytoskeletts eine bedeutende Rolle, indem es die n-Cofilin Phos-

phorylierung beeinflusst (Chai et al., 2009b; Frotscher, 2010). Diese oben aufgeführten Me-

chanismen legen die Überlegung nahe, dass Reelin auch im ENS an der Stabilisierung und 

regelrechten Ausrichtung der Neurone beteiligt sein könnte. Daneben induziert Reelin im 

ZNS die Ablösung migrierender Neurone von radialen Glia, die während der Entwicklung als 

Leitstruktur dienen (Sanada et al., 2004). Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass radiale 

Glia als Leitstruktur für die regelrechte Migration von Interneuronen von Nöten sind (Poluch 

and Juliano, 2007; Yokota et al., 2007) und dass Reelin, in Zusammenarbeit mit seinem Re-

zeptor Lrp8, die Migration von Interneuronen in den Bulbus olfactorius beeinflusst (Hellwig et 
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al., 2012). Diese Beobachtungen werfen die Frage auf, ob Reelin auch für enterische Inter-

neurone diese Aufgabe übernimmt. 

 

5.7. Mögliche synaptische Funktionen von Reelin im ENS 

Die Beobachtungen, dass Reelin im adulten humanen Kolon eine partielle Ko-Lokalisation 

mit dem synaptischen Vesikelmarker Synaptophysin aufweist, deuten auf eine Rolle Reelins 

in präsynaptischen Funktionen im ENS hin. Diese Hypothese wird untermauert durch eine 

neuere Studie, welche zeigte, dass Reelin bei der Neurotransmitterfreisetzung von Belang 

ist. So erhöhte sich die Anzahl präsynaptischer Vesikel in CA 1 Synapsen signifikant und 

eine Abnahme der SNAP 25 Expression in der Reeler-Mutante war zu beobachten. Gab man 

aber Reelin hinzu, so ließ sich eine Reversion dieses Zustandes beobachten (Hellwig et al., 

2011). Darüber hinaus zeigte sich in der Reeler-Maus auch bezüglich der paired-pulsed 

Bahnung, was ein präsynaptischer Mechanismus ist, der mit Transmitterfreisetzung assozi-

iert wird, eine Abnahme in CA 1 Synapsen. Eine andere Studie zeigte, dass Reelin-Defizienz 

eine veränderte Neurotransmitterrezeptordichte und deren Verteilung in der Reeler-Maus zur 

Folge hat (Cremer et al., 2011), was wiederum die synaptische neuronale Plastizität beein-

flusst. Auch, wie bereits mehrfach erwähnt, zeigt die Reeler-Maus postsynaptische Auffällig-

keiten; wie zum Beispiel Defekte in Gerüst-bildenden Proteinen, Neurotransmitterrezeptoren 

und Signal-Proteinen (Ventruti et al., 2011), was den Einfluss Reelins auf synaptische 

Konnektivi-tät und Plastizität untermauert und auch zusätzlich Einfluss nimmt auf das vor 

allem räumliche Lernverhalten und Gedächtnis (Brosda et al., 2011; Stranahan et al., 2011). 

Für die LZP scheinen aber auch vor allem bestimmte „Splicing“- Variationen des Lrp8 Re-

zeptors, in Kombination mit Reelin, von Bedeutung zu sein (Beffert et al., 2005; Weeber et 

al., 2002).  

Reelin beeinflusst zudem die Formation und Stabilisierung von dendritischen Fortsätzen im 

postnatalen Hippocampus (Niu et al., 2004; Niu et al., 2008). Diese Funktion der Formation 

und Stabilisierung von Synapsen könnte Reelin auch im ENS übernehmen. Verminderte 

Dichte von Dornfortsätzen konnte in apikalen Dendriten von Reeler- Mäusen festgestellt 

werden. Dieser Zustand konnte in vitro durch die Applikation von rekombinantem Reelin re-

vidiert werden, was einen interessanten Blick auf den möglichen therapeutischen Nutzen 

Reelins aufwirft. Elektronenmikroskopische Untersuchen zeigten, dass heterozygote Reeler-

Mäuse einen Verlust kortikaler Dornfortsätze aufweisen (Liu et al., 2001), während sezernier-

tes Reelin eine extrazelluläre Konzentration um die Dendriten und Dornfortsätze kortikaler 

Pyramidzellen herum (Rodriguez et al., 2000) aufzeigt. Diese Beobachtungen weisen auf 
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eine Beteiligung von Reelin bei der Regulierung der neuronalen Plastizität und präsynapti-

scher Einflussnahme im ENS hin. 

Sollte Reelin die synaptische Kommunikation im ENS beeinflussen, so wie es für Reelin im 

ZNS gezeigt werden konnte, könnte ein verändertes Reelin-System von pathogenetischer 

Bedeutung sein für intestinale Motilitätsstörungen, bei denen eine gestörte enterische Neuro-

transmission vorliegt. So zeigten sich beispielsweise an Ganzwandresektaten aus dem hu-

manen Kolon signifikant veränderte mRNA Expressionsspiegel von Reelin bei Patienten mit 

Morbus Hirschsprung (Saeed et al., 2012). Der M. Hirschsprung ist eine kongenitale Fehlbil-

dung des ENS. Charakterisiert ist diese Erkrankung durch das fehlende Einwandern der 

Neurone in der 6.-12. SSW, die später die beiden Plexus myentericus und submucosus bil-

den. Dies führt zu einer intestinalen Aganglionose mit funktioneller Stenose des betroffenen 

Darmabschnittes (Amiel and Lyonnet, 2001; Grünbaum, 1909).  

 

5.8. Ausblick 

Daten zu wesentlichen Funktionen und dem Verständnis des Reelin-Systems stammen bis-

her fast ausnahmslos aus dem ZNS. Mit dem in diesen Untersuchungen erbrachten Nach-

weis von Reelin und seinen Rezeptoren sowohl im humanen ENS als auch in enterischen 

Nervenzellkulturen ist die Grundlage dafür geschaffen, die durch Reelin vermittelten Funktio-

nen und Effekte auch im peripheren ANS näher zu charakterisieren. Neben den physiologi-

schen Aufgaben des Reelin-Systems im ENS des GIT sollte auch eine mögliche Beteiligung 

an der Pathogenese von intestinalen Innervationsstörungen überprüft werden, die häufig zu 

schweren Einschränkungen der intestinalen Motilität führen können. Darüber hinaus ist es 

vorstellbar, dass eine - z.B. pharmakologische - Beeinflussung des Reelin-Systems möglich-

erweise therapeutisch zu nutzen ist. So konnte bereits gezeigt werden, dass im ZNS Reelin 

bei der post-lesionalen Zellmigration von Bedeutung ist (Courtès et al., 2011), auf die LZP 

und die Neurotransmitterfreisetzung (Beffert et al., 2005; Hellwig et al., 2011; Weeber et al., 

2002) Einfluss nehmen kann. Eine Supplementierung von Reelin führt darüber hinaus zur 

Wiedererlangung der Fähigkeit zum sensomotorischen „Gating“ und zu einer Verbesserung 

des assoziativen Lernens (Rogers et al., 2013). Diese für das ZNS gezeigten Eigenschaften 

könnten sich ggf. auch nutzen lassen für therapeutisch intendierte Anwendungen am ENS. 
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6. Zusammenfassung 

Reelin ist ein sezerniertes Protein, das seine Signaltransduktion über die Rezeptoren VLDLR 

(Very low density-lipoprotein receptor) und Lrp8 (Low density lipoprotein receptor related 

protein 8) vermittelt. Diese wiederum binden an das Adapterprotein Dab1. Im zentralen Ner-

vensystem koordiniert Reelin die Wanderung und Laminierung von neokortikalen Neuronen 

und reguliert die synaptische Plastizität. Pathologisch wurde Reelin bedeutsam, als nachge-

wiesen werden konnte, dass eine Reelin-Dysregulation mit vielen neurologischen und psy-

chiatrischen Erkrankungen assoziiert ist. Somit spielt Reelin nicht nur in der Entstehung, 

sondern auch in der funktionellen Instandhaltung neuronaler Netzwerke eine zentrale Rolle.  

Während die Bedeutung von Reelin im zentralen Nervensystem ausgiebig untersucht wor-

den ist, liegen zur Expression und Funktion von Reelin im enterischen Nervensystem kaum 

Daten vor. Ziel dieser Arbeit war es daher, das Reelin-System im humanen enterischen Ner-

vensystem hinsichtlich der Genexpression und Lokalisation zu charakterisieren, den Zeitver-

lauf der mRNA Expression des Reelin-Systems im Rattendarm zu beschreiben und die Mo-

dulation der Reelin-Expression durch den neurotrophen Faktor GDNF (Glial cell line derived 

neurotrophic factor) in kultivierten enterischen Neuronen der Ratte zu untersuchen. 

Zunächst wurde die mRNA Expression von Reelin und dessen korrespondierenden Rezepto-

ren mittels qPCR in Ganzwandresektaten und separierten Darmwandschichten des huma-

nen Kolons ermittelt. Die Ergebnisse zeigten, dass die mRNA Expression von Reelin, 

VLDLR, Lrp8 und Dab1 in Ganzwandschnitten, Mucosa und Tunica muscularis nachweisbar 

war. Die höchsten mRNA-Spiegel waren in der Tunica muscularis detektierbar, die auch den 

Plexus myentericus beinhaltet und maßgeblich an der Vermittlung der Darmmotilität beteiligt 

ist. Um zu untersuchen, ob das Reelin-System auch in myenterischen Ganglien des huma-

nen Kolons nachweisbar ist, wurde die mRNA Expression von Reelin, dessen Rezeptoren 

und Dab1 nachfolgend in Laser-mikrodissezierten Ganglien des Plexus myentericus mittels 

qPCR untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die mRNA Expression von Reelin, 

VLDLR, Lrp8 und Dab1 im isolierten Gangliengewebe nachweisbar ist.  

Um Aufschluss über die Lokalisation von Reelin im humanen Kolon zu erhalten, wurden im-

munohistochemische Färbungen durchgeführt. Reelin-immunreaktive Signale ließen sich 

sowohl in den Ganglien des Plexus myentericus und des Plexus submucosus als auch in 

den Nervenfasern der Ring- und Längsmuskulatur nachweisen. Eine Dual-Label-

Immunohistochemie mit Reelin und dem pan-neuronalen Marker PGP 9.5 bestätigte, dass 

Reelin innerhalb des enterischen Nervensystems in neuronalen Somata und Fortsätzen loka-

lisiert ist. Um eine potenzielle Funktion von Reelin in der Regulation synaptischer Plastizität 
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des enterischen Nervensystems zu überprüfen, wurden Ko-Lokalisationsstudien von Reelin 

mit dem synaptischen Vesikelmarker Synaptophysin durchgeführt, welche zeigten, dass 

Reelin teilweise mit Synaptophysin ko-lokalisiert ist. 

Der Zeitverlauf der Genexpression des Reelin-Systems im Rahmen der postnatalen Ontoge-

nese wurde im Tiermodell untersucht. Dazu wurde die mRNA Expression von Reelin, 

VLDLR, Lrp8 und Dab1 im Dünn- und Dickdarm der Ratte am Postnataltag 0 (P 0), P 3, P 6, 

P 21 und in adulten Tieren bestimmt. Dabei zeigte sich, dass im Dünndarm die maximalen 

Expressionsspiegel für Reelin und Lrp8 an P 3 und die für VLDLR an P 6 detektierbar waren. 

Dab1 zeigte Expressionsmaxima an P 3 und im adulten Stadium. Im Kolon der Ratte war der 

Reelin mRNA Gehalt während der Ontogenese annähernd konstant, wogegen für VLDLR 

und Lrp8 die höchsten Spiegel in adulten Tieren und für Dab1 an P 3 gemessen wurden.  

Um abschließend die Modulation der Reelin-Expression in enterischen Neuronen durch 

GDNF zu untersuchen, wurden kultivierte myenterische Neurone, die aus dem Dünndarm 

von Ratten des Postnataltages 2 gewonnen wurden, mit dem neurotrophen Faktor GDNF 

behandelt, der eine Schlüsselrolle in der Entwicklung und Differenzierung des enterischen 

Nervensystems spielt. Nachfolgend wurden die kultivierten Neurone einer Immunohistoche-

mie für Reelin unterzogen. Die Ergebnisse zeigten, dass die GDNF-Behandlung eine kon-

zentrationsabhängige Ausbildung von enterischen Nervengeflechten mit steigender Immun-

reaktivität für Reelin induzierte. Die Reelin-Immunreaktivität war im Gegensatz zu den unbe-

handelten Kontrollen nicht nur auf neuronale Somata beschränkt, sondern erstreckte sich 

auch auf verzweigte neuronale Fortsätze.  

Zusammenfassend belegen die Ergebnisse, dass Reelin und dessen Rezeptoren VLDLR, 

Lrp8 und das intrazelluläre Adapterprotein Dab1 im enterischen Nervensystem ubiquitär ex-

primiert, durch neurotrophe Faktoren reguliert werden und möglicherweise eine Rolle für die 

neuronale Plastizität des enterischen Nervensystems spielen. Falls Reelin die synaptische 

Kommunikation im enterischen Nervensystem auf ähnliche Weise wie im zentralen Nerven-

system beeinflusst, könnte eine veränderte Reelin-Signaltransduktion eine pathogenetische 

Bedeutung bei Störungen der enterischen Neurotransmission haben, die klinisch zu intesti-

nalen Motilitätsstörungen führt. 
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