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1 Einleitung 

1.1 Morbus Crohn und Colitis ulcerosa 

1.1.1 Definition und Ätiologie  

Morbus Crohn (M. Crohn) und Colitis ulcerosa sind chronisch entzündliche Erkrankungen 

des Gastrointestinaltrakts, die durch klinische, histologische, endoskopische und radiolo-

gische Merkmale definiert sind (Podolsky 2002, Xavier und Podolsky 2007). Beide 

Krankheitsbilder sind Hauptvertreter der chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (CED). 

Chronisch entzündliche Darmerkrankungen weisen Merkmale von polygenetischen 

Erkrankungen auf (Schreiber et al. 2005). Des Weiteren werden aber auch Umweltfaktoren, 

wie z.B. ein höherer Hygienestandard und veränderte Ernährungsgewohnheiten, für die 

Entstehung dieser Erkrankungen verantwortlich gemacht (Koutroubakis et al. 1996, Hampe et 

al. 2003, Schreiber et al. 2005). 

 

1.1.2 Klinik 

Das klinische Bild des M. Crohn ist durch einen segmentalen, diskontinuierlichen Befall von 

Dünn- und Dickdarm charakterisiert (Böcker 2004). Die Entzündung umfasst alle 

Wandschichten des Darms (Renz-Polster 2004), die im histologischem Bild besonders von 

Makrophagen und T-Lymphozyten infiltriert sind und epitheloidzellige Granulome aufweisen 

(Xavier und Podolsky 2007). Bauchschmerzen, Durchfälle und extraintestinale 

Manifestationen, wie Arthritiden oder Erythema nodosum, sind charakteristische Symptome 

des M. Crohn (Herold 2009). 

Im Gegensatz dazu besteht bei der Colitis ulcerosa ein retrograd vom Rektum ausgehendes 

kontinuierliches Ausbreitungsmuster. Dabei ist das proximale Ausmaß der Entzündung 

variabel und kann bis in das terminale Ileum reichen (Böcker 2004).  

Die entzündlichen Infiltrate sind auf die Mukosa und Submukosa der Darmwand begrenzt und 

weisen eine hohe Anzahl an neutrophilen Granulozyten auf, die in der Lamina propria und in 

den Krypten Mikro-Abszesse bilden (Xavier und Podolsky 2007). Die Symptome bei der 

Colitis ulcerosa umfassen insbesondere schleimig-blutige Durchfälle, Tenesmen sowie 

seltener  extraintestinale Manifestationen, wie primär sklerosierende Cholangitis (Herold 

2009). 
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1.2 Pathophysiologie von CED: Barrierestörung 

Charakteristisch für die Pathophysiologie chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen ist ein 

gestörtes Zusammenspiel vieler verschiedener Komponenten.  

Als eine der Ursache für die Entstehung von M. Crohn und Colitis ulcerosa wird ein 

Barrieredefekt in der Darmwand auf dem Boden einer genetischen Prädisposition 

angenommen (Schreiber et al. 2005). Der Darm als Grenzorgan zwischen Umwelt und dem 

Körperinneren besitzt eine Barrierefunktion, die durch mechanische Faktoren (z.B. 

Epithelzellen oder die Mukusschicht) und durch die Abwehrmechanismen des Organismus, 

welche das angeborene und erworbene Immunsystem beinhalten, aufrechterhalten werden 

(Hampe et al. 2001). Die Barriere soll verhindern, dass Makromoleküle und intakte Bakterien 

die Darmwand passieren und in das Innere des Organismus vordringen können (Xavier und 

Podolsky 2007). 

 

1.2.1 Physiologie und Störungen der Barrierefunktion 

1.2.1.1 Das Epithel und seine Zellen 

1.2.1.1.1 Die Epithelzellen 

Ein wichtiger Bestandteil der Darmwandbarriere ist die Epithelschicht der Mukosa, die mit 

ihren verschiedenen Zellen die Barrierefunktion aufrechterhält.  

Epithelzellen fungieren dabei als physikalische Barriere und kontrollieren den transzellulären 

Transport. Daneben kommt ihnen aber auch eine bedeutende Funktion innerhalb des 

angeborenen Immunsystems zu (Jobin 2003, Gewirtz 2003). Sie besitzen pathogen associated 

molecular pattern-Rezeptoren (PAMP), mit denen sie eindringende und adhärente Pathogene 

erkennen und in der Folge unter anderem Chemokine und antimikrobielle Peptide induzieren 

können (O'Neil et al. 1999, Cario et al. 2000, Abreu et al. 2001, Hornef et al. 2002, Hisamatsu 

et al. 2003, Rosenstiel et al. 2003).  Damit sind sie aktiv an der Immunantwort beteiligt 

(Schreiber et al. 2005).  

Von großer Bedeutung für die Aufrechterhaltung der oben genannten Funktionen und somit 

für eine Epithelzellintegrität ist eine Balance zwischen Epithelzellproliferation und –

regeneration auf der einen und Apoptose veralteter oder geschädigter Zellen auf der anderen 

Seite. Eine Imbalance zwischen Apoptose und Proliferation führt zu einer Leckage in der 

epithelialen Barriere (Perse und Cerar 2012). Hierbei spielt u.a. auch der Mitogen-aktivierte-
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Protein-Kinase (MAPK) Signalweg eine zentrale Rolle. Er stellt eine zentrale Schaltbahn der 

eukaryotischen Zelle dar, in die zahlreiche Signalwege einmünden, die elementare Funktionen 

wie Proliferation und Differenzierung steuern. Zu den einzelnen Komponenten dieser 

Kaskade gehören die Enzyme Ratten-Sarkom-Virus (Ras), Ras-aktivierbarer-Faktor (Raf), 

extracellular signal regulated kinase (ERK) sowie MAP/ERK-Kinase (MEK) (Müller-Esterl 

2004). Mögliche Störungen in der Signalkaskade können zu einer erhöhten Apoptose und 

damit zu einem Funktionsverlust der Epithelzellen in der Aufrechterhaltung der Darmwand-

barriere führen. 

 

Neben den Epithelzellen spielen aber auch noch weitere Zellen im Darmepithel eine wichtige 

Rolle in der mukosalen Homöostase und damit in der Barrierefunktion der Darmwand. 

 

1.2.1.1.2 Die Paneth-Zellen 

Paneth-Zellen befinden sich an der Basis der Krypten des Dünndarms und sezernieren 

antimikrobielle Peptide, darunter auch das α-Defensin (Xavier und Podolsky 2007). M. Crohn 

Patienten mit einer nucleotide-binding oligomerization domain containing 2 (NOD2) 

Mutation weisen eine geringere Expression von α-Defensinen auf, sodass vermutet wird, dass 

eine Reduktion der α-Defensine zu der Pathogenese von M. Crohn bei Patienten mit einer 

Mutation beiträgt (Wehkamp et al. 2004, Wehkamp et al. 2005). 

 

1.2.1.1.3 Die Becherzellen 

Becherzellen sind verantwortlich für die Produktion von intestinal trefoil factor (ITF), einem 

Protein, welches wichtig für die Abwehr und die epitheliale/mukosale Reparatur ist (Mashimo 

et al. 1996).  Mäuse, die aufgrund eines Knockouts dieses Protein nicht produzieren, 

versterben im dextran sodium sulfate (DSS)-Colitis-Modell und zeigen eine geringe 

epitheliale Regeneration nach entzündungsbedingter Schleimhautschädigung (Mashimo et al. 

1996). Muzine gehören zu den mechanischen Bestandteilen einer intakten Darmwandbarriere 

und werden ebenfalls von Becherzellen sezerniert. Das Muzin MUC2 wird in Patienten mit 

CED unterschiedlich exprimiert (Xavier und Podolsky 2007). Im Einklang damit zeigen 

Muc2-/- Mäuse, die keine Becherzellen besitzen, das Bild einer spontanen Colitis (Van der 

Sluis et al. 2006, Sugimoto et al. 2008).  Wichtig in diesem Zusammenhang ist auch die Rolle 

von anterior gradient protein 2 (AGR2), das bereits 2006 von Zheng et al. als ein 
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Suszeptibilitätsgen für chronisch entzündliche Darmerkrankungen identifiziert wurde (Zheng 

et al. 2006). AGR2 ist eine Proteindisulfidisomerase, die entscheidend für die Bildung von 

MUC2 ist (Park et al. 2009). Agr2-/- Mäuse können keine intestinalen Muzine bilden, zeigen 

eine deutliche Reduktion an Becherzellen und haben eine stark erhöhte Anfälligkeit für 

experimentell induzierte Colitis (Park et al. 2009). 

 

1.2.1.2 Adhäsionskomplexe 

Neben den Zellen im Epithel spielen auch die Zell-Zell-Kontakte eine wichtige Rolle für die 

Integrität der Darmwandbarriere (Xavier und Podolsky 2007). 

Dazu gehören die epithelialen Adhäsionskontakte (adhesion junction) und Verschlusskontakte 

(tight junctions), die beide von Zytokinen, Chemokinen und Immunzellen reguliert werden 

und ein physikalische Barriere der Darmwand darstellen (Xavier und Podolsky 2007). Sie 

dienen unter anderem der Zell-Zell-Erkennung zur Bildung und Erhaltung geordneter Zell-

verbände (adhesion junction) und dem Verschluss der interzellulären Spalten (tight junctions) 

(Lüllmann-Rauch 2003). Mithilfe einer Expressionsanalyse konnte gezeigt werden, dass es in 

entzündetem Gewebe von Patienten mit CED zu einer deutlichen Herunterregulation der 

Adhäsionskontakte zwischen E-Cadherin und α-Catenin kommt (Gassler et al. 2001). 

Ähnliche Befunde zeigen auch Kucharzik et al. Im Rahmen einer intestinalen Entzündung 

kommt es nämlich zu einer Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in die Mukosa der 

Darmwand (Kucharzik et al. 2005, Laukoetter et al. 2007, Sina et al. 2009).  Kucharzik et al. 

beschreiben eine Assoziation zwischen dieser Transmigration und einer diffusen Herunter-

regulation von Occludin, einem Transmembranprotein der Verschlusskontakte, sowie 

weiteren Adhäsions- und Verschlussproteinen in entzündeten Darmabschnitten (Kucharzik et 

al. 2001). 

Dieses führt zu einer Erhöhung der parazellulären Permeabilität und somit zu einer 

Schwächung der intestinalen Barrierefunktion (Kucharzik et al. 2001).  

 

1.2.2 Genomweite Assoziationsstudien 

Wie eingangs bereits beschrieben, haben chronisch entzündliche Darmerkrankungen einen 

polygenetischen Hintergrund. Mit Hilfe von genomweiten Assoziationsstudien (genome wide 

association study, GWAS) konnten verschiedene Genloci identifiziert werden, die in 

Zusammenhang mit einer Suszeptibilität für chronisch entzündliche Darmerkrankung stehen. 
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Viele dieser bisher identifizierten Gene können aufgrund ihrer Funktion die Vermutung 

unterstützen, dass bei M. Crohn und Colitis ulcerosa z.B. eine Barrierestörung für die 

Pathogenese ursächlich ist.   

 

1.2.2.1 NOD2 

In verschiedenen Studien konnte NOD2 in einen klaren Zusammenhang mit einer 

Prädisposition für chronisch entzündliche Darmerkrankungen gebracht werden und zwar 

unter anderem durch Defekte in der intrazellulären Erkennung von Pathogenen, die z.B. durch 

Varianten in dem Gen NOD2 hervorgerufen werden (Hampe et al. 2001, Hugot et al. 2001, 

Ogura et al. 2001).   

NOD2 ist ein intrazellulärer Rezeptor für die bakterielle Zellwandkomponente Muramyl-

Dipeptid (MDP) und spielt eine wichtige Rolle bei der Initiierung der Immunantwort auf 

zytoinvasive Pathogene (Girardin et al. 2003, Inohara et al. 2003). In Paneth-Zellen trägt es 

zur Expression von bakteriziden Peptiden, wie Defensinen und Cryptidinen (murine 

intestinale alpha-Defensine) bei, die möglicherweise als Pförtner für die intestinale Flora 

fungieren (Kobayashi et al. 2005). Durch proinflammatorische Zytokine kommt es in 

intestinalen Epithelzellen zu einer Hochregulation von NOD2, das hier als ein direkter 

antibakterieller Faktor wirkt (Hisamatsu et al. 2003). Überexpression von NOD2 führt zur 

Freisetzung des chemotaktischen Zytokins Interleukin-8, das der stärkste bekannte Aktivator 

von neutrophilen Granulozyten ist (Rosenstiel et al. 2003, Schreiber et al. 2005). Eine 

beeinträchtigte Funktion von NOD2, wie es bei M. Crohn der Fall ist, führt daher zu einem 

komplexen Defekt, der einen erleichterten Eintritt von Bakterien in die Darmwand, 

abgeschwächte bakterizide Kapazität und reduzierte epitheliale Immunabwehr beinhalten 

würde (Wehkamp et al. 2004). 

Alternativ wird für die Pathophysiologie der Erkrankung im Zusammenhang mit einer NOD2-

Mutation eine Zunahme der nuclear factor „kappa-light-chain-enhancer“ of activated B-cells 

(NF-κB) Aktivität und eine vermehrte Sekretion des Zytokins Interleukin-1β, die nach 

Transfektion eines verkürzten NOD2 Proteins bemerkt worden war, verantwortlich gemacht 

(Maeda et al. 2005). Wie der genaue Mechanismus hierfür ist, bleibt aber noch unklar 

(Schreiber et al. 2005). 

Lipinski et al. konnten FERM and PDZ domain-containing 2 (FRMPD2) als einen Mediator 

bzw. Gerüstprotein des NOD2 Signalweges identifizieren (Lipinski et al. 2012).  FRMPD2 

enthält PDZ Domänen, die entsprechende Proteine zu der basolateralen Membran einer Zelle 
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leiten und den Aufbau von großen Signalkomplexen erleichtern (Nourry et al. 2003, Stenzel 

et al. 2009). Es konnte gezeigt werden, dass FRMPD2 die NOD2-vermittelte MDP-

Erkennung zur basolateralen Membran von intestinalen Epithelzellen leitet. Dieses wiederum 

ist essentiell für die Aktivierung von NF-kB. Eine genetische Verkürzung von der NOD2 

Leucin-reichen Domäne, welche mit M. Crohn assoziiert ist, beeinträchtigt die Interaktion mit 

FRMPD2. Gleichzeitig führt eine intestinale Entzündung zu einer Herunterregulation von 

FRMPD2. Diese Ergebnisse suggerieren einen strukturellen Mechanismus, wie die Epithel-

zellpolarität auf die intestinalen NOD-ähnlichen Rezeptor-Signalwege in der Erkennung von 

Bakterien und der Kontrolle der Immunantwort in Abhängigkeit der räumlichen Spezifität 

wirkt (Lipinski et al. 2012). 

 

1.2.2.2 ATG16L1 

Ebenfalls von Bedeutung für die Barrierefunktion der Darmwand ist ein gestört ablaufender 

intrazellulärer Prozess der Autophagie. Die Autophagie dient dem Abbau von Organellen und 

der Elimination von zellulären und bakteriellen Substanzen (Lee et al. 2012). 

Hampe et al. konnten im Rahmen einer single nucleotide polymorphism (SNP)-Studie mit 

Proben von Patienten mit M. Crohn eine Variante im autophagy related 16-like 1 (ATG16L1) 

Gen identifizieren (Hampe et al. 2007). ATG16L1 ist Teil des Autophagosomen-Prozesses, 

welcher unter anderem in der Prozessierung intrazellulärer Bakterien beteiligt ist und somit 

das Konzept des M. Crohn als entzündliche Barrierestörung unterstützen würde (Hampe et al. 

2007). 

Sowohl bei gleichzeitig vorliegender caspase recruitment domain (CARD15)/NOD2 Mutation 

als auch ohne weitere Mutationen, stellt sich die ATG16L1 Variante rs2241880 als ein 

Risikofaktor für M. Crohn dar (Hampe et al. 2007). 

In diesem Zusammenhang konnte ein konditionales Knockout-Maus-Modell von Adolph et 

al. weitere Erklärung für die Bedeutung von ATG16L1 in der Pathogenese von chronisch 

entzündlichen Darmerkrankungen erbringen (Adolph et al. 2013). Die Paneth-Zellen dieser 

Atg16l1ΔIEC Mäusen wiesen eine geringere Größe sowie eine geringere Anzahl von meist 

diffusen Granula auf, was wiederum die antimikrobielle Funktion dieser Zellen schwächte. 

Verstärkt wurde der Effekt durch die Verpaarung mit x-box binding protein 1 (Xbp1) 

Knockout Mäusen, Xbp1ΔIEC Mäusen, bei denen ein erhöhter endoplasmatischer Retikulum 

(ER) Stress vorliegt, der wiederum im Epithel vieler Patienten mit CED nachweisbar ist. Die 
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so generierten Atg16l1/Xbp1ΔIEC Mäuse zeigten das Bild einer schweren spontanen Colitis mit 

einer diskontinuierlichen submukosalen oder transmuralen Entzündung.  

Diese Ergebnisse zeigen die wichtige Funktion der Autophagie und im Besonderen von 

ATG16L1 für die Aufrechterhaltung der Darmhomöostase (Adolph et al. 2013).  

Im Weiteren konnte gezeigt werden, dass in den intestinalen Epithelzellen der Atg16l1ΔIEC 

Mäuse eine im Vergleich zu den Wildtyp Mäusen höhere Konzentration von inositol 

requiring enzyme 1α (IRE1α) vorliegt, welches die NF-κB Aktivität reguliert, sodass eben-

falls ein erhöhte Konzentration von NF-κB nachgewiesen werden kann, das wiederum eine 

wichtige Rolle in der intestinalen Entzündung spielt (Rogler et al. 1998, Adolph et al. 2013).    

Somit unterdrückt ATG16L1 die IRE1α Aktivität und eine Zunahme der Autophagie  

verbessert die ER Stress-induzierte intestinale Entzündung und verringert die NF-κB 

Überaktivität und den Zelltod des intestinalen Epithels (Adolph et al. 2013). 

 

1.2.2.3 Interleukin-23R 

Das proinflammatorische Zytokin Interleukin-23 hat eine wichtige Rolle für die Entstehung 

und die Aufrechterhaltung von organ-spezifischen autoimmunen Entzündungskrankheiten 

(Langrish et al. 2005). Es wird von aktivierten dendritischen Zellen und Makrophagen als 

Antwort auf mikrobielle Stimulation produziert (Langrish et al. 2004, Morrison et al. 2011). 

In einer genomweiten Assoziationsstudie konnten Duerr et al. eine Assoziation zwischen M. 

Crohn und einem SNP im interleukin-23 receptor (Il-23R) Gen identifizieren, das für eine 

Untereinheit des Interleukin-23-Rezeptors kodiert (Duerr et al. 2006). 

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass Il-23 eine entscheidende Rolle in der Pathogenese  

der chronisch entzündlichen Darmerkrankung spielt. Verantwortlich hierfür sind unter 

anderem gewebsständige T-Gedächtniszellen, die durch Il-23 aktiviert werden und ihrerseits 

die proinflammatorischen Zytokine Il-17 und Il-6 produzieren (Yen et al. 2006).  

Ein weiterer Effekt von Il-23 scheint die Aktivierung/Aufrechterhaltung der cluster of 

differentiation (CD) 4+ T-Helfer (Th) 17 Zellen zu sein, die ihrerseits Zytokine, wie Il-17A, 

Il-17F, Il-22 und Il-21 produzieren (Aggarwal et al. 2003, Langrish et al. 2005, Weaver et al. 

2007, McGeachy und Cua 2008, Morrison et al. 2011). 

Diese Zytokine haben zum Teil eine gewebsprotektive Funktion, indem sie die intestinale 

Barrierefunktion unterstützen (Il-17A und Il-22), tragen aber durch eine proinflammatorische 

Wirkung  auch zur Pathogenese der Erkrankung bei (Il-17F und Il-21) (Kinugasa et al. 2000, 
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Chen et al. 2003, Ogawa et al. 2004, Fina et al. 2008, Sugimoto et al. 2008, Yang et al. 2008, 

Zenewicz et al. 2008, Morrison et al. 2011). 

Eine weitere mögliche Ursache für den pathogenen Effekt von Il-23 könnte dessen indirekte 

Wirkung auf die Produktion von Interferon-γ sein. Hierbei wandeln sich unter dem Einfluss 

von Il-23 Th17-Zellen in so genannte Th-1-like „ex-Th17“ Zellen um und produzieren statt Il-

17 das proinflammatorische Zytokin Interferon-γ. Diese „ex-Th17“ Zellen wirken somit an 

der Pathogenese der Erkrankung mit, indem sie proinflammatorische Mediatoren produzieren 

(Khader et al. 2005, Kullberg et al. 2006, Lee et al. 2009, Hirota et al. 2011, Morrison et al. 

2011). 

 

1.2.3 DLG5 

Neben den oben genannten im Zusammenhang mit M. Crohn identifizierten Genen, deren 

Funktion in großen Teilen bereits verstanden wird, gibt es viele Gene, die eine Assoziation 

mit CED besitzen, über deren Funktion aktuell nur wenig bekannt ist. Zu diesen Genen gehört 

disc large homolog 5 (DLG5), welches erstmals 2004 als krankheitsrelevantes Gen für M. 

Crohn beschrieben werden konnte (Stoll et al. 2004). 

DLG5, ein evolutionär konserviertes Gen (Nechiporuk et al. 2007), gehört zu der Gruppe der 

Membran-assoziierten Guanylatkinasen (MAGUK) und hat eine wichtige Funktion in der 

Aufrechterhaltung der epithelialen Zellintegrität (Nakamura et al. 1998, Stoll et al. 2004). 

DLG5 kann sowohl in Kolon- und Dünndarmgewebe als auch in isolierten primären 

Darmepithelzellen nachgewiesen werden (Stoll et al. 2004) und verfügt auch im Hirn- und 

Nierengewebe über eine wichtige Funktion bei der Epithelzellintegrität (Nechiporuk et al. 

2007). Dieses konnten Nechiporuk et al. in einem Tiermodell mit Dlg5-/- Mäusen zeigen. Der 

Verlust von Zellpolarität und die aufgrund einer fehlenden Ependymzellschicht dysplastisch 

wachsenden Zellen im Ventrikelsystem des sich entwickelnden Gehirns führt hier zu einem 

Verschluss des Aquädukts und schließlich zu einem Hydrozephalus. Des Weiteren bilden sich  

Nierenzysten, die sich aufgrund eines Polaritätsverlusts besonders des Sammelrohrepithels 

und des damit verbundenen Zilienverlusts entwickeln (Nechiporuk et al. 2007). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass DLG5, als Suszeptibilitätsgen für chronisch entzünd-

liche Darmerkrankungen, mit seiner Funktion, u.a. im Bereich der Zell-Zell-Kontakte und 

damit in der Aufrechterhaltung der Zellintegrität, die Theorie der Barrierestörung  unterstützt.  
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1.3 Zielsetzung 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Einordnung der Funktion von DLG5 in die molekularen 

Mechanismen bei intestinaler Entzündung, wie sie bei CED vorliegt. Hierzu soll mithilfe 

eines spezifischen Maus Knockout Modells, bei dem eine Deletion von DLG5 nur in den 

intestinalen Epithelzellen vorliegt, die Rolle von DLG5 im Rahmen der intestinalen Immun-

antwort auf eine Darmentzündung untersucht werden. Ferner sollen durch in vitro Zellkultur-

Experimente Einblicke in die molekulare Funktion von DLG5 möglich werden. 

Mit diesen Untersuchungen soll versucht werden Erkenntnisse zu gewinnen, die zum besseren 

Verständnis der Pathophysiologie von CED beitragen.  
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2 Material und Methoden 

Eine tabellarische Auflistung aller verwendeten Chemikalien, Antikörper, Enzyme, Kits und 

Primer, sowie die Zusammensetzung der Pufferlösungen und Medien befinden sich im 

Anhang.  

 

2.1 Tiere 

2.1.1 Generierung der Dlg5ΔIEC Mäuse 

Für die Experimente wurden Dlg5ΔIEC Mäuse verwendet, die durch einen konditionalen 

Knockout eine Deletion des Dlg5-Gens in den intestinalen Epithelzellen besitzen 

(Generierung der Mäuse im Rahmen einer Industriekooperation mit der Firma AstraZeneca, 

Schweden). 

Das Prinzip der epithelzellspezifischen Deletion beruht auf dem Cre-lox P-Verfahren. Dabei 

kann eine Cre-Rekombinase (cyclization recombination), codiert durch das Cre-Gen, DNA-

Abschnitte rekombinieren (z.B. bestimmte Gene deletieren, hier: Dlg5) wenn eine ent-

sprechende Erkennungssequenz im DNA Molekül vorhanden ist. Diese Erkennungssequenz 

bezeichnet man als locus of X-over P1 (lox P), die vor und hinter dem DNA-Abschnitt 

lokalisiert ist (floxed), der das zu deletierende Gen bzw. mindestens ein Exon dieses Gens 

enthält (hier: Exon 3 und 4). Im Fall der epithelzellspezifischen Deletion wurde eine Villin-

Promotorsequenz im 5`Bereich des Cre-Rekombinase Gens gentechnisch eingefügt. Da nur 

intestinale Epithelzellen das transkriptionell aktive Protein Villin exprimieren, wird die Cre-

Rekombinase auch nur hier aktiviert und es kommt zu einer Zielgendeletion (hier: Exon 3 und 

4 des Dlg5 Gens) (Adachi et al. 2006). 
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Abbildung 1: Die Verpaarung von Mäusen, die das loxP-flanked Dlg5 Allel tragen mit 

Villin-cre transgenen Mäusen führt zu einer spezifischen Deletion von Dlg5 in den 

intestinalen Epithelzellen 

Abgebildet ist die native 5‘ Region des Dlg5 Gens sowie der Zielvektor, darunter das Ziel 

Allel, das konditionale Allel und schließlich das deletierte Allel, wobei hierbei Exon 3 und 4 

entfernt wurden. Die vertikalen Striche markieren die Exons.  

Die Abbildung wurde von AstraZeneca freundlicherweise zur Verfügung gestellt. 

 

2.1.2 Tierhaltung 

Die Haltung der Dlg5ΔIEC und Wildtyp Mäuse erfolgte unter Spezifisch-Pathogen-Freien 

(SPF) Bedingungen in individuell ventilierten Käfigen (individually ventilated cage, IVC) 

oder Filterdeckel-Macrolon-Käfigen der Firma „Ehret“ bei freiem Zugang zu Wasser und 

Futter. Es herrschte ein Tag/Nacht-Rhythmus von 12 / 12 Stunden bei einer Raumtemperatur 

von 20 – 25 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60 – 80 %. Käfige mitsamt Einstreu 

und Futter wurden vor dem Einsetzen der Mäuse autoklaviert (20 min, 121 °C), ebenso das 

Trinkwasser. Es wurde Futter der Firma SSNIFF (MZ15, autoklavierbar) und deionisiertes 

Wasser verwendet. 

 

2.1.3 Organisolierung aus den Versuchstieren 

Am Ende des Experiments wurden die Tiere mit Ketamin/Xylazin betäubt und Vollblut durch 

Punktion des Herzens entnommen. Das Blut wurde in EDTA oder Heparin Monovetten 
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überführt, für 5 min. bei 10.000 rpm zentrifugiert und anschließend bis zur weiteren 

Verwendung bei –80 °C gelagert. Im Anschluss wurden die Tiere getötet. 

Nach Eröffnen der Bauchhöhle wurden die Leber und die Milz entnommen, gewogen und die 

Gewebestücke in Eppendorf-Gefäße stickstoffgefroren und bei –80 °C gelagert. Nun wurde 

der gesamte Darm freigelegt und Kolonkot, das Kolon und das terminale Ileum sowie die 

mesenterialen Lymphknoten entnommen. Das Zoekum wurde gewogen und die Kolonlänge 

bestimmt (Ende Zoekum bis Rektum). Nun wurden das Kolon und das terminale Ileum 

entnommen und die Lymphknoten für Protein- bzw. Ribonukleinsäure-Isolation (ribonucleic 

acid, RNA) bei –80 °C eingefroren. Darmgewebe und Lymphknoten für die histopatho-

logischen Untersuchungen  wurden ebenso wie Milz und Leber in 4%iges PFA gegeben, 

welches nach 7 Tagen auf 1% verdünnt wurde. 

 

Tabelle 1: Organisolation aus den Versuchstieren 

Organ Größe/Menge Abschnitt Verwendungszweck 

Kolon 
linke Hälfte  

je 1 cm 

proximal-distal 

proximal 

2 x mittig 

distal 

- Genexpression oder Proteinlysat 

- Histopathologie  

Zoekum 0,5 cm komplett 
- Genexpression oder Proteinlysat 

- Histopathologie 

Ileum 0,5 cm 
ileozoekaler 

Übergang 

- Genexpression oder Proteinlysat 

- Histopathologie 

Jejunum 3 cm komplett 
- Genexpression oder Proteinlysat 

- Histopathologie 

Duodenum 0,5 cm proximal 
- Genexpression oder Proteinlysat 

- Histopathologie 

Leber 2 Teile komplett 
- Genexpression oder Proteinlysat 

- Histopathologie 

Milz 2 Teile komplett 
- Genexpression oder Proteinlysat 

- Histopathologie 

MLN 2 Teile komplett 
- Genexpression oder Proteinlysat 

- Histopathologie 

Serum 500 μl Herz - ELISA/Multiplex 
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2.1.4 Basale Phänotypisierung 

Für die Phänotypisierung wurde der Gewichtsverlauf und die Dickdarmlänge unbehandelter 

Mäuse bestimmt und histologische Schnitte von Ileum und Kolon angefertigt.  

2.1.4.1 Gewichtsbestimmung 

Zur Beurteilung des Gewichtsverlaufs im Rahmen der basalen Phänotypisierung wurde bei 

den Dlg5IEC  und Wildtyp Mäusen über einen Zeitraum von 10 Wochen das Gewicht in g 

regelmäßig bestimmt. 

 

2.1.4.2 Kolonlänge 

Für den Vergleich der Darmlängen wurde den Dlg5IEC und Wildtyp Mäusen jeweils der 

komplette Darm entnommen und anschließend die Länge des Kolons in cm bestimmt. 

Genauere Angaben zur Organisolierung aus den Versuchstieren siehe unter 2.1.6. 

 

2.1.4.3 Histologische Schnitte 

Siehe unter 2.1.7.1 

 

2.1.5 Induktion einer chronischen Colitis durch Gabe von DSS 

Zur Induktion einer chronischen Colitis erfolgte die Gabe von 1,5%igem dextran sodium 

sulfate (DSS, Molekularmasse 40 kDa) im Trinkwasser der Mäuse.  

Hierbei wurde den Dlg5IEC  und Wildtyp Mäusen über einen Zeitraum von zunächst 5 Tagen 

Trinkwasser gegeben, das mit 1,5%igem DSS versetzt war. Im Anschluss folgten 5 Tage, an 

denen die Mäuse normales Trinkwasser erhielten. Nach diesen 5 Tagen wiederholte sich die 

Gabe von Trinkwasser mit 1,5%igem DSS für 6 Tage, gefolgt von 4 Tagen, an denen die 

Mäuse wieder normales Trinkwasser erhielten.  

Für die Experimente wurden nur männliche Tiere verwendet, deren Alter mind. 8 und 

höchstens 32 Wochen betrug. 
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Abbildung 2: Schemazeichnung zum murinen DSS-Colitis-Modell 

 

2.1.6 Disease Activity Index 

Der so genannte Disease Activity Index (DAI) beurteilt den Schweregrad der Erkrankung und 

umfasst den Körpergewichtsverlust, die Stuhlkonsistenz, sowie den okkulten oder sichtbaren 

peranalen Blutabgang mittels Haemoccult-Test (Beckman Coulter, Krefeld-Fischeln, 

Germany) (Siegmund et al. 2001a). Die entsprechenden Befunde erhielten jeweils eine 

Punktzahl, je nach Schwere des Befundes (max. 4 pro Befund), und wurden anschließend zum 

DAI-Score addiert. Die angegebenen Parameter wurden alle zwei Tage protokolliert, um den 

DAI-Score zu errechnen. Die maximal zu erreichende Summe von Punkten lag bei 12, was 

einem sehr schweren Krankheitsverlauf entspricht, der niedrigste Wert lag bei 0 und zeigt die 

Abwesenheit jeglicher Krankheitssymptome an. Einzelne Punktwerte und Parameter: siehe 

Tabelle. 

 

Tabelle 2: Disease Activity Index 

Gewichtsverlust Stuhlkonsistenz Peranale Blutungen Punkte 

0 % gut-geformter Stuhl negativer Haemoccult 0 

1-5 % - - 1 

6-10 % 

schmieriger & halb-

geformter Stuhl, der 

nicht am Anus haftet 

positiver Haemoccult 2 

11-20 % - - 3 

>20 % 
flüssiger Stuhl, der am 

Anus haftet 
sichtbare Blutung 4 
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2.1.7 Histopathologische Analyse 

 

2.1.7.1 Hämatoxylin-Eosin Färbungen 

Die Organe wurden wie in Abschnitt 2.1.6 beschrieben entnommen und in 4% bzw. 1% 

Paraformaldehyd (PFA) in PBS fixiert. Danach wurden die Organpräparate in Paraffin 

eingebettet und mit einem Mikrotom (Leica, Wetzlar) in 4 µm dicke Scheiben geschnitten. 

Auf dem Objektträger wurden die Schnitte luftgetrocknet und anschließend in einer abstei-

genden Alkoholreihe (Xylolersatz 2 x 10 min; 100% Ethanol 2 x 5 min; 90% Ethanol 5 min; 

80% Ethanol 3 min; 70% Ethanol 3 min; 50% Ethanol 3 min; Aqua bidest 5 min) 

entparaffiniert. 

Die Objektträger mit den Schnitten wurden 5 min in Hämatoxylin und Eosin gefärbt. 

Anschließend wurden sie mit fließendem Leitungswasser für 10-15 min gespült, um das 

überschüssige Farbsubstrat zu entfernen. Durch diese Färbung nahm das Zytoplasma eine rosa 

Farbe an, während Zellkerne blau-lila erschienen. Anschließend folgte die Entwässerung in 

einer aufsteigenden Alkoholreihe (70% Ethanol 5 s; 80% Ethanol 5 s; 90% Ethanol 5 s; 100% 

Ethanol 2 x 5 min; Xylolersatz 3 min) und das Eindeckeln mit einem xylolfreien 

Eindeckmedium und Deckglas. 

 

2.1.7.2 TUNEL-Färbungen 

Die terminal desoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated deoxyuridine-triphosphate 

(dUTP)-biotin nick end labeling (TUNEL)-Färbung dient der Kennzeichnung apoptotischer 

Zellen. Hierfür wurde das ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit an 

Paraffinschnitten verwendet. Freie Hydroxygruppen, der im Rahmen der Apoptose entstan-

denen fragmentierten DNA-Stränge, werden durch das Enzyms TdT mit digoxigenin-

konjugierten Nukleotiden markiert. Anschließend werden diese digoxigenin-Nukleotide durch 

einen anti-digoxigenin Antikörper gebunden, der an ein Peroxidase-Reportermolekül 

konjugiert ist. Nach Zugabe des Substrates entsteht so ein Chromogen, das lichtmikros-

kopisch detektiert werden kann. 

Zunächst erfolgte die Entparaffinierung in einer absteigenden Alkoholreihe (Xylolersatz 1 x 

10 min; 100% Ethanol 3 x 30 s; 96% Ethanol 30 s; 70% Ethanol 30 s; PBS-Spülung 5 min), 

danach wurden die Schnitte mit Proteinase K bei Raumtemperatur (RT) für 15 min inkubiert 

und anschließend für 2 mal 2 min mit Aqua bidest gespült. 

http://de.wikipedia.org/wiki/Desoxyribonukleotidyltransferase
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Für 5 min wurde nun die endogene Peroxidase bei RT mit 3%-igem H2O2 blockiert, die 

Schnitte erneut für 2 mal 5 min mit PBS gespült und im Anschluss direkt mit dem Equilibrie-

rungspuffer (75µl/5cm2) für mindestens 10 s bei RT inkubiert. 

Als nächster Schritt wurde das TdT-Enzym (55µl/5cm2) aufgetragen und für 1 Stunde in der 

feuchten Kammer bei 37°C belassen. 

Die Schnitte wurden nun für 10 min unter leichter Bewegung und danach für 10 min bei RT 

in eine Küvette mit Stop/Waschpuffer gestellt, danach für 3 mal 1 min in PBS gewaschen und 

anschließend für 30 min mit der erwärmten Anti-Digoxigenin Peroxidase in einer feuchten 

Kammer bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen für 4 mal 2 min in PBS, wurde die 

Peroxidase aufgetragen und für 3 bis 6 min belassen. Um die optimale Reaktionszeit festzu-

stellen, kann man die Farbentwicklung unter dem Mikroskop betrachten. 

Im Anschluss wurden die Schnitte zunächst für 3 mal 1 min in Aqua bidest gewaschen und 

danach noch einmal für 5 min in Aqua bidest bei RT inkubiert. 

Abschließend erfolgte die Gegenfärbung mit Hämalaun, wofür die Präparate für 1 min in eine 

Küvette mit Hämalaun gestellt und danach für 8 min unter fließendem Leitungswasser gebläut 

wurden.  

Nach Entwässerung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70% Ethanol 5 s; Xylolersatz 3 x 2  

min) wurden die Schnitte mit einem xylolfreien Eindeckmedium (Roth) und Deckglas 

eingedeckelt. 

 

2.1.7.3 Histologischer Score 

Mithilfe eines histologischen Scores wurde auf mikroskopischer Ebene das entzündlich 

veränderte Kolongewebe beurteilt. Hierfür wurde ein modifizierter Score nach Siegmund et 

al. bzw. Laroui et al verwendet (Siegmund et al. 2001a, Laroui et al. 2012). Der Score 

beinhaltet sowohl die Beurteilung von Entzündungszellinfiltraten, Kryptenschädigungen als 

auch Ulzerationen.  

Dabei erhalten gelegentlich auftretende Entzündungszellinfiltrate in der Lamina propria 0 

Punkte, eine erhöhte Anzahl von Entzündungszellinfiltraten in der Lamina propria 1 Punkt, 

eine Ausbreitung der Entzündungszellen in die Submukosa 2 Punkte und eine transmurale 

Ausbreitung des Infiltrats 3 Punkte. 

Das Vorliegen von intakten Krypten wurde mit 0 Punkten, der Verlust des basalen Drittels der 

Krypten mit 1 Punkt, der Verlust der basalen Zweitdrittel mit 2 Punkten, ein kompletter 
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Kryptenverlust  mit 3 Punkten, eine Veränderung der Oberfläche mit vereinzelten Erosionen 

mit 4 Punkten und konfluierende Erosionen mit 5 Punkten bewertet.  

Des Weiteren wurde das Vorkommen von Ulzerationen beurteilt: das Fehlen von 

Ulzerationen wurde mit 0 Punkten, ein oder zwei Ulzerationen mit 1 Punkt, drei oder vier 

Ulzerationen mit 2 Punkten und konfluierende Ulzerationen mit 3 Punkten beurteilt.  

Die maximale Punktzahl lag bei 11 Punkten und entspricht einem stark entzündeten Gewebe 

mit ausgeprägter Darmwandschädigung. 

 

Tabelle 3: Histologischer Score 

Entzündungszellinfiltrate Kryptenschädigung Ulzerationen Punkte 

Vereinzelte Zellen in der 

Lamina propria 
Intakte Krypten 

Keine 

Ulzerationen 
0 

Erhöhte Anzahl von Zellen 

in der Lamina propria 

Verlust des basalen 

Drittels der Krypte 

1 oder 2 

Ulzerationen 
1 

Infiltrate reichen bis in die 

Submukosa 

Verlust der basalen 

Zweidrittel der Krypte 

3 oder 4 

Ulzerationen 
2 

Ausgedehnte Infiltrate   

transmural 
Kompletter Kryptenverlust 

Konfluierende 

Ulzerationen 
3 

 
Veränderung der 

Oberfläche mit Erosionen 
 4 

 

 
Konfluierende Erosionen  5 

 

 

2.1.7.4 Epithelverlust 

Zusätzlich zum histologischen Score erfolgte die isolierte Beurteilung des Darmepithels der 

Mäuse. Hierbei wurden Punkte in Abhängigkeit der prozentualen Schädigung des Epithels 

verteilt, dabei entsprechen 0 Punkte einem intakten Epithel und 10 Punkte einem kompletten 

Epithelverlust (=100%). 

 

2.2 Zellbiologische Methoden 

Während aller Arbeiten mit Zellkulturen wurde auf sterile Bedingungen geachtet und 

ausschließlich sterile Materialien, Puffer und Medien verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden 

an einer Sicherheitswerkbank (HeraSafe, Heraeus Instruments GmbH, Hanau) durchgeführt. 
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2.2.1 Zelllinie 

Die in dieser Arbeit verwendete humane Krebszelllinie HeLa (DMSZ Nr.: ACC57; Zelltyp: 

human cervix carcinoma; Kulturmedium: RPMI + 10% FKS) wurden von der Deutschen 

Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig) bezogen 

und in Nährmedium bei 37 °C und 5 % (v/v) Kohlendioxid (CO2) kultiviert. 

Die Konfluenz und Morphologie der Zellkultur wurde zweimal pro Woche mittels eines 

Inversmikroskops (h500, Hund, Wetzlar) visuell überprüft. Bei 80 %-iger Konfluenz wurden 

die Zellen passagiert. Hierzu wurden die adhärenten Zellen mit erwärmtem PBS gewaschen 

und für 5 min bei 37 °C mit Trypsin/EDTA-Lösung behandelt. Um das Ablösen der Zellen zu 

stoppen erfolgte die Zugabe von FKS-haltigem Medium. Die Zellsuspensionen wurde nun in 

50 ml-Röhrchen überführt und für 5 min bei 1.700 U/min in einer Zentrifuge (Varifuge 3.0R, 

Heraeus, Kendro Laboratory Products Sorvall® und Heraeus® Laborgeräte, Langenselbold) 

pelletiert. Die sedimentierten Zellen wurden in 5 ml Medium resuspendiert und in 25 ml-

Kulturflaschen überführt oder direkt in definierter Zelldichte für das entsprechende 

Experiment ausgesät. Die Zellen wurden maximal bis zur 25. Passage verwendet und einmal 

pro Monat auf Kontamination mit Mykoplasmen untersucht. 

 

2.2.2 Bestimmung der Zellzahl 

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden Trypan-Blau und eine Neubauer-Zählkammer (VWR 

International, Darmstadt) verwendet. Trypan-Blau ist  ein Azofarbstoff, der selektiv tote 

Zellen anfärbt und zur Bestimmung der Zell-Vitalität eingesetzt wird.  

Für die Auszählung wurde 10 μl der Zellsuspension mit 90 μl Trypan-Blau-Lösung (0,4 %) 

vermischt und 10 µl dieser Verdünnung in die Zählkammer eingebracht. Anschließend 

wurden die Zellen unter einem Lichtmikroskop ausgezählt. Die Zellzahl pro Milliliter wurde 

mit folgender Formel berechnet: 

 

10.000
Quadranten enausgezählt der Anzahl

Zellen enausgezählt der Anzahl
lZellzahl/m 

 

 

 

2.2.3 Zellkultur und Transfektion von eukaryotischen Zellen mit siRNA 

Mit der Transfektion von sogenannter small-interfering RNA (siRNA) können gezielte                

Gene in der Zelle ausgeschaltet werden. siRNA sind kurze RNA-Moleküle von 21-23 
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Basenpaaren Länge, die sich mit einer komplementären messenger-RNA (mRNA) verbinden. 

Dadurch steht dieser mRNA Abschnitt nicht mehr zur Translation zur Verfügung, wodurch 

das entsprechende Ziel-Gen ausgeschaltet wird (Elbashir et al. 2001a, Elbashir et al. 2001b).  

Für die transiente Transfektion von siRNA in eukaryotische Zellen wurde das Polyamin-

basierte Reagenz siPORTTM Amine (Ambion, Austin, USA) verwendet. 

Zunächst erfolgte die Kultivierung der für die Transfektion vorgesehenen HeLa Zellen. 

Hierfür wurde das Zellpellet zunächst in 12 ml Medium (MEM with Earle´s Salts + 10% FKS 

+ 1% Penicillin/Streptomycin) aufgenommen und dann auf eine Platte mit 6 Vertiefungen 

(tissue culture plate, Sarstedt, Newton, USA) ausgesät,  je 2 ml pro Vertiefung. Über Nacht 

wurden die Zellen dann bei 37°C im Inkubator kultiviert. 

Am Folgetag erfolgte dann die Transfektion. Hierfür wurden jeweils 2 Aliquot von FKS-

freiem Zellkulturmedium verwendet, wobei das eine mit siPORTTM Amine und das andere 

mit siRNA vermischt wurde und jeweils für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert wurde. 

Anschließend wurden die beiden Ansätze  gemischt und nach zehnminütiger Inkubation zu 

den Zellen hinzu pipettiert. Je nach Plattengröße wurden für die Ansätze unterschiedliche 

Volumina verwendet (s. Tabelle 4).  

Anschließend wurden die Zellen dem Experiment entsprechend stimuliert und im Anschluss 

geerntet. Dafür wurde die Zellkulturplatte auf Eis überführt, mit eiskaltem PBS gewaschen 

und die Zellen anschließend mit einem Gummischaber vom Boden der Platte abgelöst. Die in 

PBS gelösten Zellen wurden in ein Reaktionsgefäß überführt  und bei 1300 rpm für 5 min bei 

Raumtemperatur sedimentiert. Danach wurden die Zellpellets entweder sofort zur Protein-

bestimmung lysiert oder bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C eingefroren. 

 

Tabelle 4: Verwendete Formate und Volumina für siRNA-Transfektionen 

Plattenformat 
Plattengesamt-

volumen [ml] 

siRNA [µmol] pro 

Medienvolumen 

siPORTTM Amine [µl] 

pro Medienvolumen 

6-well-Platte 2 7,5/100 µl 5/100 µl 

12-well-Platte 1 3/50 µl 3/50 µl 

24-well-Platte 0,5 1,5/25 µl 1,5/25 µl 

96-well-Platte 0,1 0,3/10 µl 0,3/10 µl 
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2.2.4 Isolierung primärer muriner Darmepithelzellen 

Für die Isolierung der intestinalen Epithelzellen wurde das Lamina Propria Dissociation Kit 

(Miltenyi Biotec) verwendet. Mithilfe dieses Kits können einzelnen Zellsuspensionen aus der 

Lamina propria von Darmgewebe herausgelöst werden, indem die extrazellulären Adhäsions-

proteine, die für die Aufrechterhaltung der Gewebestruktur notwendig sind, mechanisch und 

enzymatisch herausgelöst werden. 

Zunächst wurde der Darm herauspräpariert (s. 2.1.3 Organisolierung) und mit Hanks´s 

balanced salt solution (HBSS) gewaschen um Fäzes zu entfernen. Als nächstes wurde der 

Darm longitudinal aufgeschnitten und anschließend quer in ca. 0,5 cm große Stücke  geteilt. 

Nun erfolgte die Inkubation der Darmstücke in eine predigestion Lösung für 20 min bei 37°C 

unter kontinuierlicher Rotation, anschließend wurden sie dann für 10 s gevortext. Als nächstes 

wurden die Proben auf einen MACS SmartStrainer überführt und anschließend erneut in eine 

predigestion Lösung für 20 min bei 37°C unter kontinuierlicher Rotation inkubiert, gevortext 

und auf einen MACS SmartStrainer überführt. 

Nach erneuter Inkubation für 20 min diesmal in HBSS und Vortexen für 10 s erfolgte zum 

dritten Mal das Auftragen auf den MACS SmartStrainer. Diese Fraktion enthielt die 

intestinalen Epithelzellen (IEC) sowie die intraepithelialen Lymphozyten und wurde in dieser 

Arbeit als IEC-Fraktion bezeichnet. Im nächsten Schritt wurde eine Enzymlösung in einem 

gentleMACS C Tube  hergestellt, bestehend aus 100 µl Enzym D, 50 µl Enzym R und 12,5 µl 

Enzym A, welche mit einer vorgeheizten digestion Lösung gemischt wurde. Nach Überführen 

der verbliebenen Gewebestücke (ohne IEC) in das gentleMACS C Tube erfolgte die 

Inkubation für 30 min bei 37°C unter kontinuierlicher Rotation. Anschließend wurde das 

gentleMACS C Tube umgekehrt auf den gentleMACS Dissociator befestigt und das Programm 

m_intestine_01 gestartet. Nach Beendigung des Programms wurde das Tube entfernt und die 

Zellen bei 300 x g zentrifugiert. Diese Fraktion beinhaltet u.a. Immunzellen der Lamina 

propria sowie andere Zelltypen des verbliebenen Gewebes, wie z.B. Muskelzellen aus der 

Muskularis und wird im Folgenden als LP-Fraktion bezeichnet. Die beiden Fraktionen 

wurden pelletiert und je nach anschließendem Experiment erfolgte die Aussaat und 

Kultivierung der Zellen bzw. die Herstellung von Proteinlysaten.    
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2.3 Molekularbiologische Methoden 

2.3.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäure 

Die Konzentration von Nukleinsäuren wurde mit einem UV-Photometer (NanoDrop® 

ND-1000 Spektrophotometer, ©PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen) bei 260 nm 

bestimmt. Um Proteinverunreinigungen (Absorption bei 280 nm) auszuschließen wurden der 

Quotient aus der Absorption bei 260 nm und 280 nm ermittelt und nur Proben mit einem 

Verhältnis zwischen 1,6 und 2,0 verwendet.  

 

2.3.2 Isolierung von genomischer DNA aus Mäuseschwänzen 

Die DNA-Isolierung erfolgt mithilfe des Dneasy Tissue-Kits (Qiagen, Hilden).  

Zur Bestimmung des Genotyps der Tiere wurden ca. 2 mm Schwanzspitze von den Mäusen 

verwendet und in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefäß gegeben. Nun wurde 180 μl ATL-Puffer mit 20 

μl Proteinase K in die Eppendorf-Gefäße pipettiert, die Proben gevortext und anschließend bei 

56°C für ca. 2 h inkubiert. Dabei wurden die Schwänze wiederholt gevortext, um sie zu 

zersetzen. Nach Zugabe von 200 μl AL-Puffer gemischt mit 200 μl Ethanol wurde noch 

einmal gründlich gevortext und der Mix nun auf die Säulen pipettiert. Nach einminütiger 

Zentrifugation bei 8.000 rpm wurde der Durchfluss verworfen, die Säule in ein neues Tube 

gesetzt und 500 μl AW1 Puffer auf die Säule pipettiert. Nach einminütiger Zentrifugation bei 

8.000 rpm wurde der Durchfluss erneut verworfen, die Säule wieder in ein neues Tube gesetzt 

und diesmal 500 μl  AW2 Puffer auf die Säule pipettiert und 3 min bei 13.200 rpm zentri-

fugiert. Nach Überführen der Säule in ein steriles 1,5 Eppendorf-Gefäß wurde 100 μl AE 

Puffer pro Eppendorf-Gefäß hinzugegeben und 5 min bei RT inkubiert. Nun wurde noch 

einmal bei 8.000 rpm für 5 min zentrifugiert und das Eluat mit der enthaltenen DNA 

gewonnen.  

 

2.3.3 Genotypisierungs-PCR 

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine Methode um einen 

genau definierten Abschnitt DNA oder komplementäre DNA (complemetary DNA, cDNA)  

mithilfe einer DNA-Polymerase zu vervielfältigen (amplifizieren) (Mullis und Faloona 1987).  

Die aus dem Schwanzgewebe der Maus gewonnene genomische DNA wurde für die Geno-

typisierung eingesetzt. Spezifische Primer und die DNA-Polymerase GoTaqTM (Promega, 
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Madison, USA) wurden in einem Gradienten Thermocycler (Biometra, Göttingen) verwendet, 

um spezifisch DNA-Bereiche zu amplifizieren, die die Bestimmung des Genotyps erlauben. 

Die verwendeten Oligonukleotidprimer mit den jeweiligen Hybridisierungstemperaturen sind 

im Anhang aufgelistet.  

 

Tabelle 5: PCR-Ansatz und PCR-Programm für Dlg5 

PCR-Komponente 
Volumen 

[µl] 
 

Temperatur 

[°C] 

Zeit 

[min] 
Zyklenanzahl 

DNA 3,0  94 4:00 1 

5x GoTaqTM Reaktionspuffer 4,0  94 0:30 

35 Primer-Mix (jeweils 0,5 µl ) 1,0  Tanneal 63 0:30 

dNTP-Mix (jeweils 10 mM) 0,5  72 1:00 

GoTaqTM DNA-Polymerase 0,2  72 8:00 1 

Aqua bidest ad. 20 µl 11,3  10 ∞ 1 

 

 

Tabelle 6: PCR-Ansatz und PCR-Programm für Villin-Cre 

PCR-Komponente 
Volumen 

[µl] 
 

Temperatur 

[°C] 

Zeit 

[min] 
Zyklenanzahl 

DNA 3,0  94 3:00 1 

5x GoTaqTM Reaktionspuffer 4,0  94 0:30 

30 Primer-Mix (jeweils 0,5 µl ) 1,0  Tanneal 62 0:30 

dNTP-Mix (jeweils 10 mM) 0,5  72 1:30 

GoTaqTM DNA-Polymerase 0,2  72 1:00 1 

Aqua bidest ad. 20 µl 11,3  10 ∞ 1 

 

 

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und mit der 

Software ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html, National Institutes of Health, USA) 

quantifiziert und ausgewertet.  

 

2.3.4 Isolierung von Gesamt-RNA aus intestinalen Epithelzellen 

Die RNA-Isolierung aus den intestinalen Epithelzellen wurde mithilfe des Rneasy-Kit 

(Qiagen, Hilden) durchgeführt. Die Zellen wurden zunächst mit PBS gewaschen, in 350 μl 

RLT Puffer (supplementiert mit 10 μl/ml 2-Mercaptoethanol) lysiert und durch Zentrifugation 

über eine QiaShredder®-Säule bei 13.000 rpm für 2 min bei RT aufgeschlossen. Der 
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Durchfluss wurde mit gleichem Volumen 70 %igem Ethanol versetzt und auf eine Rneasy-

Säule aufgebracht. Die RNA wurde nun durch Zentrifugation (30 s bei 10.000 rpm) an die 

Membran gebunden und der Durchfluss verworfen. Die an die Säule gebundene RNA wurde 

nach einem Waschschritt mit 350 μl Puffer RW1 (30 s bei 10.000 rpm) durch zwei 

30-minütige Inkubationen mit Dnase-Lösung (10 µl Dnase I in 70 µl RDD Puffer) von 

verbliebener genomischer DNA gereinigt. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit 350 µl 

RW1 und Zentrifugation bei 10.000 rpm für 30 s. Anschließend wurden jeweils zwei mal 500 

µl RPE auf die Säulen pipettiert und zentrifugiert. Hiernach wurden die Säulen  auf ein 

unbenutztes Auffangröhrchen überführt und zum Trocknen nochmals für 1 min bei 12.000 

rpm zentrifugiert. Die Säulen wurden nun erneut auf ein neues, steriles, Rnase-freies Gefäß 

gegeben, mit 30–50 µl Rnase-freiem Wasser versetzt und für 5 min bei RT inkubiert. Die 

Elution der Gesamt-RNA erfolgte durch einen letzten Zentrifugationsschritt (1 min, 12.000 

rpm) in ein frisches Rnase-freies Röhrchen. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80 °C. Alle 

weiteren Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgeführt. 

 

Während bei intakten RNA-Proben lediglich die 18S- und 28S-rRNA-Banden zu erkennen 

sind, deuten zusätzliche Banden oder ein Verschmieren der rRNA-Banden auf Kontamination 

oder Degradation der RNA hin. Um Kontaminationen der RNA-Proben mit genomischer 

DNA auszuschließen, wurde eine Test-PCR mit isolierter RNA als Matrize durchgeführt. Nur 

RNA-Proben, die keine GAPDH-Bande beruhend auf der Amplifikation genomischer DNA 

zeigten, wurden für die reverse Transkription verwendet.  

 

2.3.5 cDNA-Synthese 

Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase ist die Synthese von cDNA aus einem RNA-

Template möglich. Hierfür wurden eine RNA-abhängige DNA-Polymerase (=Reverse 

Transkriptase) aus dem Retrovirus moloney-murine leukemia virus (MMLV) verwendet. Für 

die Bindung an RNA benötigt diese RNA-abhängige DNA-Polymerase einen Primer, der 

mithilfe eines Oligo-dT-Abschnittes (10-15 Thyminbasen), der komplementär zum Poly-A-

Schwanz der mRNA ist, an die mRNA bindet. Für die die Herstellung der cDNA wurde das 

Advantage® RT-for-PCR Kit (Clontech, Heidelberg) verwendet, welches neben einer retro-

viralen MMLV Transkriptase alle weiteren benötigten Komponenten enthält. Die Zusammen-

setzung und der Ablauf einer cDNA-Synthese sind in der Tabelle dargestellt.  



24 

 

Im ersten Schritt wurden 500 ng Gesamt-RNA mit 1 µl oligo(dT)-Primer in einem mit Rnase-

freiem Wasser aufgefüllten Gesamtvolumen von 13,5 µl für 2 min bei 70°C vorinkubiert, 

damit der Primer an die mRNA-Moleküle binden kann. Nun wurden 6,5 µl eines Mastermixes 

hinzugefügt, der den 5X RT-Puffer, dNTPs, synthetischen Rnase-Inhibitor und das Enzym 

MMLV-Reverse Transkriptase enthielt, und für ein Stunde bei 42°C inkubiert. Danach wurde 

das Enzym durch Erhitzen für 5 min auf 98°C inaktiviert und schließlich die cDNA mit 80 µl 

DEPC-behandeltem Wasser (Ambion/Applied Biosystems, Darmstadt) 1:5 verdünnt und bis 

zur weiteren Nutzung bei –80 °C gelagert.  

 

Tabelle 7: Reaktionsansatz für die cDNA-Synthese 

Komponente Volumen/Menge Inkubation 

Gesamt-RNA 500 ng 

2 min bei 70 °C Oligo(dT)18-Primer 1,0 µl 

Aqua bidest (Rnase-frei) Ad 13,5 µl 

5-fach Reaktionspuffer 4,0 µl 
1 h bei 42 °C 

+ 

5 min bei 95 °C 

dNTP-Mix (jeweils 10 mM) 1,0 µl 

Rekombinanter Rnase-Inhibitor (40 U/µl) 0,5 µl 

MMLV-Reverse-Transkriptase (200 U/µl) 1,0 µl 

Gesamtvolumen 20,0 µl  

 

 

2.3.6 Semiquantitative reverse transcriptase PCR (sRT-PCR) 

Um die fehlende Expression des Dlg5 Gens in den intestinalen Epithelzellen von Dlg5IEC 

Mäusen auf mRNA-Ebene zu zeigen, wurden entsprechende genspezifische Primer syntheti-

siert und in Anlehnung an die Methode nach Mullis zur Amplifikation von DNA-Fragmenten 

benutzt. Dabei wurde ebenfalls die DNA-Polymerase GoTaqTM (Promeaga, Madison, USA) 

verwendet (s.2.2.3). Basierend auf der Sequenzinformation der jeweiligen mRNA wurden die 

Primerpaare so gewählt, dass die Länge des resultierenden Amplikons zwischen 200 und 

1000 bp betrug. 
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Tabelle 8: sRT-PCR Ansatz und sRT-PCR-Programm 

PCR-Komponente 
Volumen 

[µl] 
 

Temperatur 

[°C] 

Zeit 

[min] 
Zyklenanzahl 

cDNA 3,0  94 4:00 1 

5x GoTaqTM Reaktionspuffer 4,0  94 0:30 

35 Primer-Mix (jeweils 0,5 µl) 1,0  Tanneal 0:30 

dNTP-Mix (jeweils 10 mM) 0,5  72 1:00 

GoTaqTM DNA-Polymerase 0,2  72 8:00 1 

Aqua bidest ad 20 µl 11,3  10 ∞ 1 

 

 

In einigen Fällen wurden im Anschluss die gewonnenen PCR-Produkte ebenfalls mittels 

Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und mit der Software ImageJ 

(http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html, National Institutes of Health, USA) densitometrisch 

quantifiziert. Die Expression entsprechender Zielgene wurde als Mittelwert von mindestens 

zwei unabhängigen Experimenten in Relation zur β-Actin Expression berechnet. 

 

2.3.7 Agarose-Gelelektrophorese  

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde verwendet, um z.B. bei der Genotypisierung oder dem 

Deletionsnachweis von Dlg5, lineare DNA-Fragmente ab einer Größe von 200 bp zu trennen 

und zu identifizieren. Die DNA-Fragmente werden dabei in Abhängigkeit von der 

Agarosekonzentration im Gel [0,5 bis 2,0 % (w/v)] entsprechend ihrer Größe und Gestalt 

aufgetrennt. Nachdem die DNA-Proben hierfür mit zehnfachem Auftragspuffer versetzt 

worden sind, wurden sie zusammen mit einem Marker in die Taschen des Gels aufgetragen 

und bei konstanter Spannung von 90 Volt 20-60 min aufgetrennt. Durch das Hinzufügen von 

2 µl SYBR® Safe DNA Gel Stain, das mit der DNA interkaliert, kann die Größe der DNA 

Fragmente durch die Exposition an UV Licht mithilfe der UV-Geldokumentationsanlage 

(Molecular Imager ChemiDoc XRS Imaging System, Bio-Rad) visualisiert werden. 

 

2.3.8 Quantitative real-time PCR (Taqman-PCR) 

Die quantitative real-time PCR (qPCR) nach dem Taqman-Prinzip ermöglicht die 

Quantifizierung von mRNA unter Verwendung Zielgen-spezifischer Oligonukleotide. Die 
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qPCR basiert auf der Methode der klassischen PCR mit einem zusätzlichen DNA 

Quantifizierungsschritt am Ende eines jeden Amplifikationszyklus. 

Für die Experimente wurde das Taqman® Gene Expression Assay der Firma Applied 

Biosystems verwendet, das bereits die entsprechenden Primer enthält (Auflistung der Sonden 

im Anhang). In der Tabelle ist der Reaktionsansatz mit dem entsprechenden Programm 

aufgeführt. 

 

Tabelle 9: qRT-PCR Ansatz und qRT-PCR-Programm 

PCR-Komponente 
Volumen 

[µl] 
 

Temperatur 

[°C] 

Zeit 

[min] 
Zyklenanzahl 

cDNA 5,0  50 2:00 1 

Gene Expression Taqman Assay 0,5  95 10 1 

Gene Expression Mastermix  4,5  95 0:15 
45 

Gesamtvolumen 10  60 1:00 

 

Anschließend wurde der Reaktionsansatz auf eine 384-Platte mithilfe des 7900 DNA Fast 

Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems) aufgetragen.  

 

2.4 Biochemische Methoden 

2.4.1 Herstellung von Gesamtproteinlysaten aus Zellen 

Für die Proteinanalysen unter anderem zum Nachweis von Dlg5 in den intestinalen 

Epithelzellen der Mäuse wurde das Gesamtprotein isoliert. Die Zellen bzw. die Zellpellets 

wurden je nach Größe in 70 bis 100 μl gekühltem Lysepuffer 1x DLB + 1% Phosphatase-

Inhibitor Cocktail II + 2% 50x Protease-Inhibitor-Cocktail resuspendiert. Anschließend 

wurden die Lysate für 5 min bei 99°C im Heizblock (Blockthermostat, BT 100, Kleinfeld 

Labortechnik, Gehrden) aufgekocht und nach Ultraschallbehandlung für 2 x 5 sec 

(Bandelin Sonopuls HD 200, Bandelin electronic, Berlin) mit zwischenzeitlicher Kühlung 

erneut zentrifugiert, um die Zelltrümmer zu entfernen (16.000 g, 15 min, 4°C, Sigma 

3K30, Braun Biotech). Der Überstand wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis 

belassen oder zur längeren Lagerung bei -20°C gelagert.  
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2.4.2 Proteinkonzentrationsbestimmung 

Die Messung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode von Bradford unter der 

Verwendung des detergent compatible (DC) Protein Assays (Biorad, München). Durch die 

Reaktion des Farbstoffes Coomassie-Blau mit basischen Aminosäuren verschiebt sich das 

Absorptionsmaximum von 465 nm hin zu 595 nm. Für die Messung wurden 5 μl 

Proteinlysat 1:2 in H20 verdünnt und die entsprechenden Assay Reagenzien hinzugefügt.  

Durch die Messung der Absorption bei dieser Wellenlänge kann die Konzentration einer 

unbekannten Proteinlösung mithilfe der aus dem BSA-Standard bestimmten Eichgeraden, 

kalkuliert werden. 

 

2.4.3 Denaturierende Gelelektrophorese von Proteinen 

Die Auftrennung der Proteine erfolgte durch die denaturierende Gelelektrophorese (sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-Page) in Anlehnung an die Methode 

nach Laemmli (Laemmli 1970). Durch die Zugabe des anionischen Detergenzes SDS und 

durch Erhitzen der Proben werden die Eigenladungen der Proteine überdeckt und die Tertiär- 

und Sekundärstrukturen aufgelöst. So werden schließlich die denaturierten Proteine durch ihr 

konstantes Ladung/Masse-Verhältnis im Polyacrylamidnetz nach ihrem Molekulargewicht 

aufgetrennt.  

Zu Beginn wurde das Gel, entsprechend des erwarteten Molekulargewichtes des zu 

detektierenden Proteins, aus den unten genannten Komponenten hergestellt. Die Proben 

wurden je nach Proteingehalt zum Auftragen mit H2O verdünnt und mit 5x SDS 

Ladepuffer versetzt und dann für 5 min bei 99°C erhitzt. Es wurden 12 µg/Tasche 

aufgetragen und zusammen mit 8µl eines Proteingrößenmarkers (BioRad) 

elektrophoretisch aufgetrennt (Gelkammer: Multigel G44, Biometra). Nach einem 

Sammellauf von 30 min bei 15 mA/Gel wurden die Proteine je nach Molekulargewicht bei 

35 mA/Gel für 45 min bis 120 min aufgetrennt. 
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Tabelle 10: Zusammensetzung des Trenngels 

Komponente 
Größe des Zielproteins [kDa] 

10-60 20-100 30-120 50-200 

Acrylamid 15 % 12 % 10 % 7,5 % 

N,N’-Methylenbisacrylamid 5 ml 4,15 ml 3,5 ml 2,5 ml 

4x Trenngelpuffer 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 

Aqua bidest 2,5 ml 3,5 ml 4,15 ml 5 ml 

TEMED 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 

10 % (v/w) APS 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 

 

 

 

Tabelle 11: Zusammensetzung des Sammelgels 

Komponente Sammelgel (3 % Acrylamid) 

N,N‘-Methylenbisacrylamid 0,3 ml 

4x Sammelgelpuffer 0,75 ml 

Aqua bidest 1,95 ml 

TEMED 3 µl 

10 % (v/w) APS 30 µl 

 

 

 

2.4.4 Immobilisierung von Proteinen durch Elektrotransfer (Westernblot) 

Die Methode nach Towbin beruht darauf, dass die aufgetrennten Proteine aus der 

Polyacrylamidmatrix über das senkrecht zum Gel angelegte elektrische Feld eluiert und auf 

die Membran transferiert und immobilisiert werden. 

Die Polyvinyldifluorid (PVDF)-Membran (GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK) wurde 10 s 

in Methanol aktiviert, anschließend  mind. 5 min in Aqua bidest äquilibriert und danach 5 min 

in Anodenpuffer 1 belassen. 3 Whatman-Filterpapiere wurden exakt zugeschnitten und je eins 

in Anodenpuffer 1, Anodenpuffer 2 und Kathodenpuffer gelegt. Nach Beenden des Gellaufs, 

wurde das Gel aus der Kammer entfernt, von polymerisierten Gelresten gereinigt und von 

dem Kathoden-Filterpapier bedeckt. Der Blot wurde umgedreht und die PVDF-Membran 

luftblasenfrei auf die andere Gelseite aufgebracht, gefolgt von Anodenpuffer-1-Papier und 

Anodenpuffer-2-Papier. Der Blot wurde nun in die Blottingapparatur (Trans-Blot SD Semi-

Dry Transfer Cell, BioRad, München) gelegt und je nach Größe und Anzahl der Gele ein 

Strom von 0,8 mA/cm² für 55 min angelegt. 
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2.4.5 Immundetektion von Proteinen 

Die Immundetektion erfolgt durch spezifische Primärantikörper und horseradish peroxidase 

(HRP)-gekoppelte Sekundärantikörper, die gegen die Ursprungsspezies des Primärantikörpers 

gerichtet sind. Das Prinzip beruht  auf der chemilumineszenten Reaktion, bei der Licht 

abgegeben wird, das mittels geeigneter Röntgenfilme sichtbar gemacht und dokumentiert 

werden kann. 

Nach Abschluss des Proteintransfers wurde die PVDF-Membran in 5 %igem 

Magermilchpulver (MMP) in TTBS bei RT für 1 h inkubiert um die unspezifischen 

Bindungsstellen abzublocken. Anschließend erfolgte die Inkubation der Membran mit dem 

primären Antikörper über Nacht  bei 4°C. Am folgenden Tag wurde die Membran zunächst 3 

x 5 min in TTBS gewaschen und anschließend für 30 min mit dem Sekundärantikörper 

inkubiert. Die Verdünnung der Antikörper erfolgte in 5 %igem MMP in TTBS mit einem 

Verdünnungsfaktor von 1:500 bis 1:1000. Nach dreimaligem Waschen in TTBS für jeweils 

30 min,  wurde der Blot mit ECL-Reagenz-Mix (ECL™ PLUS, Amersham Biosciences, 

Freiburg) überschichtet und 2 min bei RT inkubiert. Das überschüssige Reagenz wurde 

entfernt und schließlich der Röntgenfilm (Hyperfilm ECL, Amersham Pharmacia) für 1 min – 

10 min belichtet und maschinell entwickelt (Curix 60, GFA, Leverkusen).  

Um weitere Proteine auf derselben Membran zu untersuchen, können die gebundenen 

Antikörpern durch „Strippen“ von der Membran entfernt und diese bis zu dreimal zur 

wiederholten Immundetektion benutzt werden. Das Strippen erfolgte durch Inkubation der 

PVDF-Membran für 30 min bei 56°C in Stripping-Puffer, gefolgt von mehrmaligem Waschen 

in TTBS und Wiederholung des Inkubationsprozesses mit Antikörpern. Um eine 

vergleichbare Beladung der aufgetragenen Proteinmenge zu überprüfen, wurden hier 

beispielsweise Antikörper verwendet, die entweder gegen die unphosphorylierte Form des 

Zielproteins oder gegen ein gut charakterisiertes housekeeping-Gen (-Actin, GAPDH) 

gerichtet waren. 

 

2.4.6 Zytokinbestimmungen   

2.4.6.1 Keratinocyte chemoattractant ELISA 

Der enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) wurde zum Nachweis von keratinocyte 

chemoattractant (KC) unter Verwendung des  CytoSet von BioSource Europe (Nivelles, 

Belgien) durchgeführt. Das Prinzip des Assays beruht auf der Immobilisierung von KC durch 
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einen spezifischen, an eine Oberfläche gekoppelten Antikörper (sog. capture Antikörper) und 

der anschließenden immunologischen und kolorimetrischen Detektion. Für diesen Schritt wird 

ein Peroxidase-gekoppelter Antikörper (sog. detection Antikörper) verwendet, der die 

Umsetzung einer Farbstoffvorstufe in einen Farbstoff katalysiert. Da die Absorptionsintensität 

proportional zur Konzentration an Peroxidase ist, und diese wiederum die Menge an 

immobilisiertem Antigen widerspiegelt, kann über eine Eichkurve die Konzentration von KC 

bestimmt werden. 

Die verwendeten Puffer und Antikörper waren in dem Kit enthalten und wurden mit Aqua 

bidest bzw. PBS im angegebenen Verhältnis verdünnt.  

Zur Vorbereitung wurde zunächst eine Platte mit 96 Vertiefungen über Nacht mit je 100 µl 

Coating solution pro Vertiefung inkubiert, anschließend mit PBS-Tween gewaschen und dann 

mit je 300 µl assay buffer pro Vertiefung für 1 h bei RT geblockt. Nach Entfernung des Assay 

Buffer wurde als nächstes je 100 µl des vorbereiteten Standards und je 100 µl Serum pro 

Vertiefung aufgetragen. Direkt im Anschluss wurde je 50 µl detection antibody 

hinzupipettiert und dann für 2 h bei RT inkubiert. Nach fünfmaligem Waschen mit PBS-

Tween wurde die Streptdavidin-Peroxidase hinzugegeben, für 30 min inkubiert und dann 

erneut 5 x mit PBS-Tween gewaschen. Nun wurde TMB Substrat zu den Proben pipettiert, die 

Farb-Reaktion mit stop solution beenden und schließlich die Absorption des Farbstoffs bei 

450 nm mit Hilfe des GeniosPro-Plattenreaders (Tecan Trading AG, Schweiz) bestimmt. 

 

2.4.6.2 Multiplex ELISA 

Multiplex-ELISA ermöglichen den Nachweis und die Quantifizierung von verschiedenen 

Analyten (Proteinen, Peptiden) in einer einzelnen Probe.  

Der Nachweis verschiedener Zytokine, u.a. Interleukin-1β (Il-1β), Interleukin-6 (Il-6), 

keratinocyte Chemoattractant (KC), Interleukin-10 (Il-10), Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), 

Interferon-γ (IFN-γ) und Makrophagen-Inflammatorisches Protein-1α (MIP-1α), wurde mit 

dem Bio-Plex ProTM Mouse Cytokine 23-plex Assay der Firma Biorad (München) 

durchgeführt. Mit diesem Kit können insgesamt 23 Zytokine nachgewiesen werden; die 

entsprechenden Puffer, Lösungen und Antikörper sind in dem Kit enthalten. Die Messungen 

der Immunoassays wurden durch die Firma Bioglobe in Hamburg durchgeführt. 
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2.5 Statistik 

Die statistischen Analysen wurden mithilfe von GraphPad Prism (Version 6.0) für Windows 

Software (GraphPad Software, San Diego, CA) durchgeführt. Die statistische Signifikanz 

wurde mit dem T-Test bewertet. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Züchtung der konditionalen Knockout Maus Dlg5ΔIEC 

Um die Funktion von DLG5 zu untersuchen, wurde ein konditionales Knockout Maus-Modell 

verwendet. 

Hierbei wurde das Gen Dlg5 nur in den intestinalen Epithelzellen deletiert, um zu 

untersuchen, welche Auswirkungen dieser selektive Knockout für die Mäuse hat und zwar 

einmal unter physiologischen und im Weiteren unter pathophysiologischen Bedingungen nach 

Induktion einer Colitis. Ein konstitutiver Knockout, d.h. eine Deletion von Dlg5 im gesamten 

Körpergewebe (Dlg5-/-), führte, wie Nechiporuk et al. in ihrer Studie zeigen konnten, zu 

schweren Fehlbildungen wie Hydrozephalus und Nierenzysten (Nechiporuk et al. 2007). 

Aus diesem Grund und zur genaueren Untersuchung der zelltypspezifischen Funktion von 

Dlg5 im Epithel, wurde das oben beschriebene konditionale Knockout-Modell verwendet.  

Mithilfe dieses epithelzell-spezifischen Knockout Modells sollte die Rolle von Dlg5 im 

Rahmen der intestinalen Entzündung und Immunantwort sowohl klinisch als auch auf 

molekularer Ebene untersucht werden. 

Für die im Rahmen dieser Arbeit  durchgeführten Experimente wurde nach o.g. Prinzip eine 

gewebespezifische Deletion von Dlg5 erzeugt und zwar durch das Verpaaren 

epithelzellspezifisch Cre-Rekombinase expremierender Mausstämme (B6.SJL-Tg(Vil-

cre)997Gum/J, Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) mit Mäusen (AstraZeneca) in 

denen das Dlg5 Gen von zwei lox P Sequenz-Motiven flankiert ist (siehe 2.1.1).  

Um den Genotyp der konditionalen Mäuse zu detektieren, erfolgte eine Genotypisierung 

mittels PCR. Hierfür wurde genomische DNA aus den Schwänzen der Mäuse isoliert. Mittels 

spezifischer Primer (665, forward: 5’-GGCTGAATCCTGATTATGAGA-3’; 666, reverse: 

5’-TGAGTCCAAGAGGCACAAGT-3’ und 667, forward: 5’-AGACATTTATATGC 

TTCCGGTCTTGG-3’) und nachfolgender PCR konnte anhand der Bandenmuster im 

Agarosegel das gefloxte Allel nachgewiesen werden. Dabei wies das gefloxte Allel eine 

Größe von 0,424 kb auf, während das Wildtyp Allel 0,282 kb groß ist. 
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Abbildung 3: Nachweis des gefloxten Allels in der Genotypisierungs-PCR 

Abgebildet ist eine Genotypisierungs-PCR. Die Probe der Maus, die das gefloxte Allel trägt 

(Dlg5fl/fl), weist eine Bande auf Höhe von 0.424 kb auf. Eine Bande auf Höhe von 0.282kb 

weist auf eine Probe einer Maus ohne gefloxtes Allel hin (Dlg5wt/wt). Eine Doppelbande auf 

Höhe von 0.424 kb und 0.282 kb zeigt eine Heteorzygotie für das floxed Allel (Dlg5fl/wt). 

 

 

Im nächsten Schritt wurde dann der Nachweis des Vorhandenseins von Villin-Cre ebenfalls 

mittels entsprechender PCR nachgewiesen. Eine Besonderheit der Nachweismethode hierbei 

ist, dass nur eine Bande sichtbar ist (Cre+ oder Cre-), sodass nicht bestimmt werden kann, ob 

ein Cre+/- oder ein Cre+/+ vorliegt.  

Anhand dieser beiden Genotypisierungs-PCRs konnten die Mäuse detektiert werden, die 

sowohl ein gefloxtes Allel trugen als auch Villin-Cre positiv waren (Dlg5fl/flCre+ in dieser 

Arbeit als Dlg5ΔIEC bezeichnet). Als Kontrolle wurden die Geschwistertiere verwendet, die 

entweder das gefloxte Allel trugen, aber für Villin-Cre negativ waren (Dlg5fl/flCre-) oder für 

Villin-Cre positiv waren, aber nicht das gefloxte Allel trugen (Dlg5wt/wtCre+) (in dieser Arbeit  

wurden beide Kontroll-Genotypen als Wildtyp bezeichnet). 

 

3.1.1 Nachweis der gewebespezifischen Deletion von Dlg5 in den Dlg5IEC 

Mäusen 

Zunächst erfolgte der Nachweis der Dlg5 Deletion durch die fehlende Genexpression von 

Dlg5 in den intestinalen Epithelzellen der Mäuse. Hierfür wurde RNA aus den Epithelzellen 

isoliert, in cDNA umgeschrieben und diese schließlich mittels RT-PCR amplifiziert und im 

Agarose-Gel nachgewiesen. Bei der Auswertung konnte gezeigt werden, dass das Transkript 
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bei den Dlg5IEC Mäusen im Kolongewebe nicht vorhanden war, wohingegen es bei den 

Wildtyp Mäusen nachweisbar war.  

Um relevante Unterschiede in der Ausgangmenge der verwendeten mRNA auszuschließen, 

wurde parallel zum Zielgen die Expression des housekeeping-Gens β-Actin untersucht. 

 

Um den Erfolg der gewebespezifischen Deletion von Dlg5 auch auf Proteinebene zu belegen, 

erfolgte eine Untersuchung des Kolongewebes mithilfe des Westernblots.  

Für den Westerblot wurden Kolonepithelzellen von Dlg5IEC Mäusen und Wildtyp Mäusen 

gewonnen und auf die Proteinexpression des 200 kDa großen Proteins Dlg5 hin analysiert. 

Dabei zeigte sich in Höhe von 200 kDa bei den Wildtyp Mäusen eine Bande, die bei den 

Knockout Mäusen fehlte. Zur versuchsinternen Kontrolle wurden die Proben außerdem auf 

die Expression des housekeeping-Proteins β-Actin untersucht. Hierbei zeigte sich auf Höhe 

von 42 kDa, der entsprechenden Größe von β-Actin, in beiden Gewebeproben eine Bande. 

Dieser Befund beweist, dass weder das Fehlen von Proteinen noch eine Fehldetektion zu 

einem falsch negativen Ergebnis geführt haben und es sich bei den Dlg5IEC Mäusen 

folgerichtig um einen gewebespezifischen Knockout von Dlg5 handelt.  

 

A           B   

Abbildung 4: Nachweis der Dlg5-Deletion in den Epithelzellen 

Abbildung A zeigt eine RT-PCR mit Nachweis der gewebespezifischen Dlg5-Deletion durch 

Detektion der fehlenden Genexpression, Abbildung B zeigt die Deletion auf Proteinebene 

mittels Westernblot. Zu sehen ist jeweils die fehlende Bande bei den Dlg5IEC  Mäusen.  

β-Actin, als versuchsinterne Kontrolle, ist mit beiden Methoden nachweisbar. 
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3.2 Basale Phänotypisierung 

Zunächst wurde der basale intestinale Phänotyp der Dlg5IEC und Wildtyp Mäuse untersucht.  

 

3.2.1 Gewichtsbestimmung 

Der Gewichtsverlauf der Mäuse wurde zu verschiedenen Zeitpunkten als Parameter für 

Entwicklungsstörungen der Mäuse über einen Zeitraum von 10 Wochen dokumentiert. Das 

Durchschnittsgewicht der Dlg5IEC  Mäuse lag im Alter von 10 Wochen bei 22,4 ± 2,63 g. 

Bei den Wildtyp Mäusen lag das Körpergewicht nach 10 Wochen durchschnittlich bei 22,5 ± 

2,72 g. Somit bestand kein relevanter Unterschied im Körpergewicht der Dlg5IEC Mäuse im 

Vergleich zu dem der Wildtyp Mäuse (p < 0,934). 
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Abbildung 5: Kein signifikanter Unterschied im Gewicht der Dlg5ΔIEC  und Wildtyp Mäuse 

nach 10 Wochen in der basalen Phänotypisierung 

Abgebildet sind die Körpergewichte von jeweils n = 10 Mäusen pro Genotyp mit den 

Mittelwerten. 

 

 

3.2.2 Kolonlänge  

Die Kolonlänge wurde ebenfalls von 10 Wochen alten Tieren gemessen, um mögliche 

Auswirkungen des konditionalen Dlg5 Knockouts auf die intestinale Anatomie festzustellen.  

Bei den Dlg5IEC Mäusen maß die Länge des Kolons durchschnittlich 10,0 ± 0,58 cm, bei den 

Wildtyp Mäusen hatte das Kolon eine Länge von 10,1 ± 0,61 cm.  

Also zeigte sich auch hier kein signifikanter Unterschied bezüglich der Darmlängen bei den 

Dlg5IEC Mäusen im Vergleich zu den Wildtyp Mäusen (p < 0,712). 



36 

 

 

W ild typ D lg 5  
 IE C

8

9

1 0

1 1

1 2

K
o

lo
n

lä
n

g
e

 i
n

 c
m

 

Abbildung 6: Kein signifikanter Unterschied in den Kolonlängen beider Mausgruppen in 

der basalen Phänotypisierung 

Dargestellt sind jeweils die Kolonlängen von n = 10 Mäusen mit den Mittelwerten jeweils der 

Dlg5IEC  und Wildtyp Mäuse. 

 

 

3.2.3 Histologische Untersuchung 

Schließlich erfolgte die histologische Aufarbeitung von Ileum- und Kolonpräparaten.  

Die Ileumpräparate sowohl der Dlg5IEC Mäuse als auch der Wildtyp Mäuse zeigten einen 

regulären Wandaufbau mit Mukosa, Submukosa und Muskularis. Das Zylinderepithel der 

Mukosa sowie die Struktur der Zotten und Krypten waren regelhaft. Es zeigte sich ein 

normales Zellbild mit Enterozyten, Becherzellen und Panethzellen sowie Zellen der 

Immunabwehr, wie Makrophagen, Granulozyten und Lymphozyten. Des Weiteren fanden 

sich sogenannte Peyer-Plaques, welche Ansammlungen von Lymphfollikeln in der Lamina 

propria mucosae sind (Lüllmann-Rauch 2003). 

Auch bei den Präparaten des Kolons ergaben sich im histologischen Bild keine Unterschiede 

bei der basalen Phänotypisierung zwischen den Dlg5IEC Mäusen und den Wildtyp Mäusen. 

Es zeigte sich ein regulärer Wandaufbau mit Mukosa, Submukosa und Muskularis. Das 

einschichtige Zylinderepithel wies eine hohe Anzahl von Becherzellen auf. In der Lamina 

propria zeigten sich solitäre Lymphfollikel, jedoch, wie zu erwarten, kaum Zellen der 

Immunabwehr. 

Diese Befunde zeigen, dass die Deletion von Dlg5 zu keinen offensichtlichen Veränderungen 

des histologischen Aufbaus der Darmwand weder im Ileum noch im Kolon führt. 
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Abbildung 7: HE-gefärbte Längsschnitte von Kolonpräparaten mit regulärem 

Wandaufbau 

Abgebildet sind zwei HE-gefärbte Kolonpräparate jeweils einer Wildtyp und einer Dlg5IEC 

Maus. Beide Abbildungen zeigen einen Normalbefund ohne Nachweis entzündlicher 

Veränderungen im Sinne einer spontanen Colitis.  

 

 

3.3 Induktion einer Colitis bei Dlg5IEC und Wildtyp Mäusen 

mittels DSS-Gabe  

Nach der basalen Phänotypisierung der Dlg5IEC Mäuse erfolgte die Induktion einer Colitis im 

DSS-Experiment wie im Material und Methoden Teil beschrieben. 

Im Folgenden wurden verschiedene Parameter bestimmt um das Ausmaß und die Schwere der 

Colitis zu beurteilen. 

 

3.3.1 Klinischer Befund im DSS-Experiment 

3.3.1.1 Überlebenskurve 

Zunächst wurde die Letalität der Mäuse während des Experimentes untersucht. Hierzu 

wurden, neben den während des Experimentes verstorbenen Mäusen, auch die Mäuse gezählt, 

die aufgrund eines vorgegebenen Abbruchgewichtes (≤ 20% des Ausgangsgewichtes) oder 

eines schlechten Allgemeinzustandes (Absonderung von der Gruppe, struppiges Fell, kauernd, 

krummer Rücken) getötet werden mussten.  

Bei den Wildtyp Mäusen kam es erst zum Ende des Experimentes zu einer erhöhten 

Sterblichkeit. Bis Tag 19 lag die Überlebenskurve bei 100%. Am Tag 20 verstarb eine Maus 

(90,9% Überleben) und an Tag 21 zwei Mäuse, sodass die Überlebenskurve am Ende des 
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Experimentes bei 72,73% lag. Alle drei Mäuse mussten aufgrund ihres Abbruchgewichtes 

getötet werden. 

Bei den Dlg5IEC  Mäusen kam es bereits an Tag 9 zu einem Abfall der Überlebenskurve auf 

93,91%, zuvor lag das Überleben bei 100%. An Tag 19 mussten weitere 2 Mäuse getötet 

werden, sodass die Überlebenskurve bei 80,0% lag. Am Folgetag mussten 3 weitere Mäuse 

aufgrund ihres Abbruchgewichtes getötet werden (Überleben 60,0%) und an Tag 21 lag die 

Überlebenskurve schließlich bei 53,33%. Insgesamt verstarb eine der 7 Mäuse, die anderen 6 

Mäuse mussten aufgrund des Abbruchgewichtes getötet werden. 

Zusammengefasst lag die Überlebenskurve bei den Wildtyp deutlich höher als bei den 

Dlg5IEC  Mäusen (72,73% vs. 53,33%), was auf eine erhöhte Suszeptibilität der Dlg5IEC  

Mäuse für das DSS hindeutet. 
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Abbildung 8: Deutlich erhöhte Mortalität in der Gruppe der Dlg5ΔIEC Mäuse im DSS-

Experiment 

 

 

3.3.1.2 Gewichtsverlauf  

Als weiterer Parameter zur Beurteilung des klinischen Krankheitsverlauf der Mäuse während 

des  Experimentes wurde alle zwei Tage und ab Tag 17 täglich das Körpergewicht der Mäuse 

bestimmt. 

Das durchschnittliche Gewicht der Wildtyp Mäuse stieg zunächst konstant von dem 

durchschnittlichen Ausgangsgewicht (100%) in den ersten 5 Tagen auf 105,18 ± 2,49% an. 

Nach einem Gewichtsabfall auf 99,56 ± 3,03% des Ausgangsgewichtes an Tag 7, stieg das 
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durchschnittliche Gewicht bis Tag 13 wieder kontinuierlich an (106,59 ± 4,85% des 

Ausgangsgewichtes). Ab Tag 15 kam es dann im Verlauf zu einem kontinuierlichen 

Gewichtsverlust bis zum Ende der Messung an Tag 21 auf durchschnittlich 90,37 ± 12,42% 

des Ausgangsgewichtes.  

Die Dlg5IEC Mäuse zeigten zunächst auch in den ersten 5 Tagen eine kontinuierlichen 

Gewichtszunahme auf 103,79 ± 3,35 % des Ausgangsgewichtes (p < 0,259). Ab Tag 7 kam es 

dann, wie bei den Wildtyp Mäusen ebenfalls zu einem Gewichtsverlust, der jedoch bis zum 9. 

Tag anhielt (98,83 ± 7,82 %, p < 0,223). Zwischen Tag 11 und 13 konnte zunächst wieder 

eine Gewichtszunahme auf 102,79 ± 9,12 % des Ausgangsgewichtes verzeichnet werden; ab 

Tag 15 fiel das Gewicht bis zum Ende der Messung an Tag 21 wieder kontinuierlich bis auf  

83,18 ± 11,17% (p < 0,135) des Ausgangsgewichtes ab. Bei den Dlg5IEC Mäusen war 

insbesondere zwischen Tag 15 und Tag 19 ein starker Gewichtsverlust im Vergleich zu den 

Wildtyp Mäusen zu verzeichnen: an Tag 17 lag das durchschnittlich Gewicht der Dlg5IEC 

Mäuse bei 94,98 ± 7,97 % des Ausgangsgewichtes (Gewicht der Wildtyp Mäuse 101,57 ± 

3,73 %, p < 0,018), an Tag 18 bei 91,28 ± 8,41 % (Gewicht der Wildtyp Mäuse bei 98,28 ± 

4,41%; p < 0,019) und an Tag 19 bei 86,40 ± 7,92 % (Gewicht der Wildtyp Mäuse bei 92,80 

± 6,39 %, p < 0,037). Somit zeigte sich hier ein signifikanter Unterschied in der 

Gewichtsabnahme im Zeitraum von Tag 17 bis 19 zwischen den Wildtyp und Dlg5IEC 

Mäusen. 

An Tag 20 und 21 zeigte sich kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den Maus-

gruppen (p < 0,115 Tag 20 und p < 0,135 Tag 21). 

Die angegebenen Gewichtsabnahmen in den beiden Mausgruppen jeweils an Tag 7 und Tag 

15 korrelierten mit der Gabe/Wirkung von DSS. Die dazwischen liegende Regeneration ab 

Tag 9 entsprach der Gabe von normalem Trinkwasser ohne DSS. 
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Abbildung 9: Stärkere Gewichtsabnahme während des DSS-Experiment in der Gruppe der 

Dlg5ΔIEC Mäuse 

Die Abbildung zeigt den Gewichtsverlauf beider Mausgruppen in Prozent über den Zeitraum 

des DSS-Experimentes mit signifikanten Unterschied an Tag 17 und 19.  

Abgebildet sind jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung.  

 

 

3.3.1.3 Disease Activity Index 

Um die Schwere der Colitis beurteilen zu können, wurde der im Material und Methoden Teil 

beschriebene Disease Activity Index, DAI, (Siegmund et al. 2001a) bestimmt. Dieser bezog 

den Körpergewichtsverlust, die Stuhlkonsistenz und den peranalen Blutabgang mit ein. Die 

angegebenen Parameter wurden an Tag 15 des Experiments erhoben und daraus der DAI-

Score errechnet. 

Der DAI-Score der Wildtyp Mäuse lag durchschnittlich bei 4,95 ± 1,11 Punkten. Die Dlg5IEC  

Mäuse wiesen eine DAI-Score von durchschnittlich 5,13 ± 2,66 Punkten auf. Somit bestand 

an Tag 15 des Experimentes kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden 

Mausgruppen (p < 0,836).  
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Abbildung 10: Kein signifikanter Unterschied im Ausmaß der Colitis in den beiden 

Mausgruppen am 15. Tag des Experimentes 

Abgebildet ist der DAI an Tag 15 während des DSS-Experimentes mit n = 11 bzw. 15 

Mäusen mit den jeweiligen Mittelwerten. 

 

 

 

3.3.2 Befunde der ex vivo Untersuchungen im DSS-Experiment 

Im Anschluss an die klinischen Untersuchungen erfolgte die Tötung der Mäuse und die 

Organ- und Gewebeentnahme für weitere Analysen. 

Dieses diente der genaueren Beurteilung sowohl von makroskopischen als auch von 

mikroskopischen Veränderungen der verschieden Gewebe, die unter der induzierten Colitis 

auftraten. 

 

3.3.2.1 Untersuchung der Organpräparate im DSS-Experiment 

3.3.2.1.1 Kolonlänge 

Zunächst wurde die Kolonlänge bestimmt. Hier zeigte sich bei den Wildtyp Mäusen eine 

durchschnittliche Kolonlänge von 6,86 ± 0,63 cm. Die Kolonlänge der Dlg5IEC Mäuse lag 

durchschnittlich bei 6,27 ± 0,73 cm und war damit signifikant kürzer (p < 0,041).  

Insgesamt zeigte sich bei der Bestimmung der Kolonlänge im DSS-Experiment im Vergleich 

zu den Ergebnissen der basalen Phänotypisierung ebenfalls ein signifikanter Unterschied 

(Wildtyp Mäuse durchschnittlich 10,1 cm vs. 6,86 cm, p < 0,001; Dlg5IEC Mäuse durch-

schnittlich 10,0 cm vs. 6,27 cm, p < 0,0001).  
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3.3.2.1.2 Zoekumgewicht 

Als nächstes wurde das Gewicht des Zoekums bestimmt. Das durchschnittliche Gewicht des 

Zoekums lag bei den Wildtyp Mäusen bei 0,74 ± 0,26 g und bei den Dlg5IEC Mäusen bei 0,47 

± 0,13 g (p < 0,006). Somit ergab sich hier ebenfalls ein signifikanter Unterschied zwischen 

beiden Mausgruppen. 

 

3.3.2.1.3 Milzgewicht 

Das Milzgewicht lag bei der Gruppe der Wildtyp Mäusen durchschnittlich bei 0,08 ± 0,03 g 

und bei den bei 0,07 ± 0,03 g (p < 0,526). Hieraus ergab sich kein signifikanter Unterschied 

zwischen den Wildtyp und Dlg5IEC Mäusen. 

 

3.3.2.1.4 Lebergewicht 

Bei den Wildtyp Mäusen ergab sich ein durchschnittliches Gewicht der Leber von 0,92 ± 0,19 

g. Das durchschnittliche Gewicht der Leber bei den Dlg5IEC Mäusen lag bei 0,90 ± 0,13 g 

und zeigte daher keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den Wildtyp Mäusen (p < 

0,824). 
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Abbildung 11: Bestimmung der Kolonlänge bzw. des Organgewichts der Wildtyp und 

Dlg5ΔIEC Mäuse im DSS-Experiment

Abgebildet ist die Kolonlänge, das Zökum-, Milz- und Lebergewicht mit n = 11 bzw. 15 

Mäusen mit jeweils den Mittelwerten. Es zeigt sich eine signifikante Verkürzung der 

Kolonlänge und ein signifikant geringeres Zökumgewicht bei den Dlg5IEC Mäusen im DSS 

Experiment. Keine Unterschiede des Milz- und Lebergewichtes in beiden Mausgruppen.  

 

 

3.3.2.2 Histologische Untersuchungen von Gewebeproben im DSS-Experiment 

Für die histologische Aufarbeitung der Gewebeproben von den Dlg5IEC  Mäusen und den 

Wildtyp Mäusen wurden HE-Färbungen angefertigt und mithilfe eines histologischen Scores 

mikroskopisch beurteilt (Siegmund et al. 2001a). Der Score beinhaltete sowohl die 

Beurteilung von Entzündungszellinfiltraten als auch von Gewebeschäden. 

Die Kolonpräparate der Dlg5ΔIEC Mäuse zeigten teilweise ausgeprägte Entzündungsinfiltrate 

mit hauptsächlich Granulozyten sowie Lymphozyten und Makrophagen. Daneben zeigten sich 

zahlreiche Kryptenabszesse, Mukosaulzerationen und Schädigungen tieferer Wandstrukturen. 

Der histologische Score lag bei 9,3 ± 2,5 Punkten. 
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Auch in den Darmpräparaten der Wildtyp Mäuse lag eine teilweise ausgeprägte  Entzün-

dungsreaktion mit Entzündungszellinfiltraten und Kryptenabszessen vor. Der histologische 

Score lag bei 6,0 ±  2,3 Punkten. 

Anhand des histologischen Scores für das gesamte Kolon konnte somit ein signifikanter 

Unterschied zwischen den beiden Mausgruppen festgestellt werden (p < 0,002). 

 

 

Abbildung 12: HE-gefärbte Kolonschnitte von einer Wildtyp (links) und Dlg5ΔIEC  Maus 

(rechts) 

Abgebildet ist jeweils oben ein Übersichtsbild und in der unteren Reihe eine Detailaufnahme 

des distalen Kolons. 
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Abbildung 13: Signifikanter Unterschied bei der histologischen Auswertung der 

Kolonpräparate zwischen den  Mausgruppen im DSS-Experiment 

Abgebildet ist der histologische Score mit n = 11 bzw. 15 Mäusen pro Genotyp mit den 

errechneten Mittelwerten. 

 

 

 

3.3.2.3 Epithelverlust 

Da in der Pathogenese der chronisch entzündlichen Darmerkrankungen das Epithel, durch 

seine Barrierefunktion und durch seine Funktion innerhalb des angeborenen Immunsystems, 

eine wichtige Rolle zu spielen scheint, wurde das Epithel in der histologischen Analyse 

nochmals genauer betrachtet. Hierbei wurde das Ausmaß der Epithelschädigung prozentual 

beurteilt und mit einer entsprechenden Punktzahl bewertet. Bei der Gruppe der Dlg5ΔIEC 

Mäuse ergab sich bei dem Kolonepithel eine Punktzahl von 4,7 ± 2,7, und bei dem 

Zoekumepithel eine Punktzahl von 3,9 ± 3,0.  

Die Beurteilung des Kolonepithels ergab bei den Wildtyp Mäusen ein Punktzahl von 

durchschnittlich 2 ± 2,2 und bei dem Zoekumepithel eine Punktzahl von 1 ± 0,8. Somit ergab 

sich sowohl bei der Untersuchung des Kolon- als auch des Zoekumepithels ein signifikanter 

Unterschied zwischen den beiden Mausgruppen im Sinne einer ausgeprägteren 

Epithelschädigung bei den Dlg5ΔIEC Mäuse (Kolonepithel p < 0,03; Zoekumepithel p < 

0,025). 
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Abbildung 14: Signifikanter Unterschied bei der Beurteilung des Kolon- und 

Zoekumepithels zwischen den  Mausgruppen im DSS-Experiment 

Abgebildet ist der mit entsprechender Punktzahl bewertete Epithelverlust von Kolon und 

Zoekum mit n = 7 bzw. 15 Mäusen pro Genotyp mit den errechneten Mittelwerten. 

 

 

3.3.2.4 TUNEL Färbung 

Eine erhöhte Apoptoserate kann ebenfalls die Integrität des Epithels beeinträchtigen, 

weswegen neben der allgemeinen histologischen Beurteilung mittels des histologischen 

Scores und der Beurteilung der Epithelschädigung zusätzlich noch mittels TUNEL-Färbung 

die Anzahl der apoptotischen Zellen im Ileumepithel ermittelt wurde. Hierbei ergab sich ein 

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Mausgruppen: die durchschnittliche Zahl von 

TUNEL-positiven Zellen lag bei den Wildtyp-Mäusen bei 0,37 ± 0,15 pro 10 Krypten, 

wohingegen die Zahl bei den Dlg5ΔIEC Mäusen bei 1,35 ± 0,53 pro 10 Krypten lag (p < 

0,029). 
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Abbildung 15: Signifikant mehr TUNEL-positive Zellen bei den Dlg5ΔIEC Mäusen 

Abgebildet sind TUNEL-gefärbte Dünndarmschnitte beider Mausgruppen sowie die 
ausgezählten TUNEL-positiven Zellen pro 10 Krypten mit n = 3 bzw. 4 Mäusen der beiden 

Genotypen mit den errechneten Mittelwerten. 

 

   

3.3.2.5 Multiplex Analysen 

Zusätzlich zu den oben genannten histologischen Untersuchungen zur Beurteilung des 

Zellbildes während des Entzündungsprozesses wurden auch Botenstoffe des Abwehrsystems, 

sogenannte Zytokine, in Serumproben beider Mausgruppen untersucht. Diese Untersuchungen 

wurden durch die Firma Bioglobe Hamburg mit Bio-Plex ProTM Mouse Cytokine 23-plex 

Assay der Firma Biorad mit der Luminex-Technologie durchgeführt. Untersucht wurden die 
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Zytokine Interleukin-1β (Il-1β), Interleukin-6 (Il-6), keratinocyte chemoattractant (KC), 

Interleukin-10 (Il-10), Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), Interferon-γ (IFN-γ) und 

Makrophagen-Inflammatorisches Protein-1α (MIP-1α).  

Diese Zytokine werden hauptsächlich von Zellen des Immunsystems synthetisiert 

(überwiegend Makrophagen/Monozyten und  T-Helferzellen) aber auch zum Teil von 

aktivierten Epithelzellen und dienen auf unterschiedliche Weise der interzellulären Kommuni-

kation im Sinne von Mediatoren in immunologischen Reaktionen und Entzündungsprozessen.  

Eine Erhöhung der Zytokinspiegel würde somit für ein entzündliches Geschehen in den 

Tieren hindeuten.  

 

3.3.2.5.1 Interleukin-1β 

In den Proben der Dlg5ΔIEC Mäuse lag der durchschnittlich errechnete Wert der Il-1β 

Konzentration bei 364 ± 112,1 pg/ml. Die Konzentration von Il-1β betrug bei den Proben der 

Wildtyp Mäuse durchschnittlich 313 ± 54,79 pg/ml. Somit bestand kein signifikanter Unter-

schied zwischen den beiden Mausgruppen (p < 0,391). 

 

3.3.2.5.2 Interleukin-6 

Die Konzentration von Il-6 lag bei den Proben der Dlg5ΔIEC Mäuse durchschnittlich bei 412 ± 

1156 pg/ml, in den Proben der Wildtyp Mäuse entsprechend bei 3,44 ± 4,6 pg/ml. Hieraus 

ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Mausgruppen (p < 0,255). 

 

3.3.2.5.3 Keratinocyte chemoattractant (KC) 

In den Proben der Dlg5ΔIEC Mäuse lag der durchschnittlich errechnete Wert der KC 

Konzentration bei 203,6 ± 353,6 pg/ml. Die Konzentration von KC betrug bei den Proben der 

Wildtyp Mäuse durchschnittlich 43,63 ± 33,06 pg/ml. Somit bestand kein signifikanter 

Unterschied zwischen den beiden Mausgruppen (p < 0,311). 

 

3.3.2.5.4 Interleukin-10 

Die Konzentration von Il-10 betrug bei den Proben der Dlg5ΔIEC Mäuse durchschnittlich 114,1 

± 217,9 pg/ml. In den Proben der Wildtyp Mäuse lag der durchschnittlich errechnete Wert der 

Il-10 Konzentration bei 57,34 ± 17,56 pg/ml. Hieraus ergab sich kein signifikanter 

Unterschied zwischen den beiden Mausgruppen (p < 0,4). 
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3.3.2.5.5 Tumornekrosefaktor-α 

In den Proben der Dlg5ΔIEC Mäuse lag der durchschnittlich errechnete Wert der TNF-α 

Konzentration bei 430,9 ± 186,8 pg/ml. Die Konzentration von der TNF-α ergab bei den 

Proben der Wildtyp Mäuse einen durchschnittlichen Wert von 466,3 ± 274,8 pg/ml. Somit 

bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Mausgruppen (p < 0,699). 

 

3.3.2.5.6 Interferon-γ 

Die Konzentration von IFN-γ betrug bei den Proben der Dlg5ΔIEC Mäuse durchschnittlich 9,93 

± 5,35 pg/ml. In den Proben der Wildtyp Mäuse lag der durchschnittlich errechnete Wert der 

IFN-γ Konzentration bei 9,25 ± 4,49 pg/ml. Hieraus ergab sich kein signifikanter Unterschied 

zwischen den beiden Mausgruppen (p < 0,732). 

 

3.3.2.5.7 Makrophagen-Inflammatorisches Protein-1α 

In den Proben der Dlg5ΔIEC Mäuse betrug der durchschnittlich errechnete Wert des MIP-1α  

Konzentration 31,29 ± 8,98 pg/ml. Die Konzentration vom MIP-1α lag bei den Proben der 

Wildtyp Mäuse bei 25,74 ± 3,10 pg/ml. Somit ergab sich kein signifikanter Unterschied 

zwischen den Dlg5ΔIEC und Wildtyp Mäusen (p < 0,062). 
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Abbildung 16: Keine Unterschiede in den mittels Multiplex analysierten 

Zytokinkonzentrationen bei den Wildtyp und Dlg5ΔIEC Mäusen am Ende des DSS-

Experiments

Abgebildet sind die einzelnen Multiplex Analysen der Zytokine mit n = 11 bzw. 15 Mäusen 

der beiden Genotypen mit den errechneten Mittelwerten. 
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3.3.2.5.8 ELISA 

Ergänzend zu den Multiplex-Analysen wurde auch noch ein KC-ELISA durchgeführt, dessen 

Ergebnisse mit den Ergebnissen der Multiplex-Analyse übereinstimmten. Bei den Proben der 

Dlg5ΔIEC Mäuse lag die durchschnittliche KC-Konzentration bei 1208 ± 1201 pg/ml. Bei den 

Proben der Wildtyp Mäusen wurde diese bei durchschnittlich 954,8 ± 968,1 pg/ml 

gemessenen, sodass diese Ergebnisse den Befund aus dem Multiplex Assay bestätigten.   
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Abbildung 17: Kein Unterschied beim KC-ELISA zwischen den Wildtyp und Dlg5ΔIEC 

Mäusen am Ende des DSS-Experiments 

Abgebildet ist die gemessene Konzentration von KC mit n = 9 bzw. 11 Mäusen der beiden 

Genotypen mit den errechneten Mittelwerten. 

 

 

3.3.2.6 Taqman-Analysen zur Genexpression von Zytokinen 

Schließlich wurde auch das Kolon- und Zoekumgewebe auf die Expression von Genen  

untersucht, die für Entzündungsmediatoren kodieren. Hierfür wurde eine RT-PCR nach dem 

Taqman-Prinzip verwendet. Das Expressionslevel des jeweiligen Gens wurde auf die 

Expression des housekeeping-Gens β-Actin normiert.  

 

3.3.2.6.1 Interleukin-1β 

Die gemessene Genexpression von Interleukin-1β in dem Kolongewebe der Dlg5ΔIEC Mäuse 

lag durchschnittlich bei 21,02 ± 21,85 ohne signifikanten Unterschied zu der gemessenen 

Expression, die im Kolongewebe der Wildtyp Mäuse gemessen wurde (durchschnittlich 28,82 

± 29,88, p < 0,53). 
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Auch wenn im Zoekumgewebe der beiden Mausgruppen kein signifikanter Unterschied 

bestand, war aber die Expression von Il-1β bei den Dlg5ΔIEC Mäusen höher (0,05 ± 0,05) als 

bei den Wildtyp Mäusen (0,03 ± 0,02, p < 0,07).  

 

3.3.2.6.2 Interleukin-6 

Auch bei der Genexpression von Interleukin-6 ergab sich in beiden Mausgruppen sowohl im 

Kolongewebe (Dlg5ΔIEC Mäuse 2,97 ± 4,65, Wildtyp Mäuse 12,89 ± 32,32, p < 0,242) als 

auch im Zoekumgewebe (Dlg5ΔIEC Mäuse 0,09 ± 0,05, Wildtyp Mäuse 0,007 ± 0,007, p < 

0,530) kein signifikanter Unterschied. Jedoch lag in diesem Fall die Genexpression von Il-6 

im Zoekumgewebe der Wildtyp Mäuse deutlich über dem Wert der Dlg5ΔIEC Mäuse. 

 

3.3.2.6.3 Keratinocyte chemoattractant 

Die Expression von keratinocyte chemoattractant war im Zoekumgewebe der Dlg5ΔIEC Mäuse 

etwas höher (0,101 ± 0,195) als die Expression im Zoekumgewebe der Wildtyp Mäuse (0,042 

± 0,04), jedoch ohne signifikanten Unterschied (p < 0,887). Auch im Kolongewebe ergab die 

Expression von KC keinen signifikanten Unterschied (4,521 ± 7,71 bei den Dlg5ΔIEC Mäusen, 

23,22 ± 63,07 bei den Wildtyp Mäusen, p < 0,37).  

 

3.3.2.6.4 Tumornekrosefaktor-α 

Sowohl im Kolon- als auch im Zoekumgewebe der Dlg5ΔIEC Mäuse war die Genexpression 

von TNF-α im Vergleich zu den Gewebeproben der Wildtyp Mäuse leicht erhöht; im Kolon 

lag die Expression bei den Dlg5ΔIEC Mäusen bei 0,552 ± 0,29, bei den Wildtyp Mäuse bei 

0,466 ± 0,326. Im Zoekum betrug die Expression von TNF-α bei den Dlg5ΔIEC Mäusen 0,009 

± 0,005, bei den Wildtyp Mäusen 0,007 ± 0,007. In beiden Geweben lag aber kein  

signifikanter Unterschied vor (Kolon: p < 0,37; Zoekum p < 0,887). 
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Abbildung 18: Keine signifikanten Unterschiede in der Genexpression der Zytokine 

zwischen den Mausgruppen

Abgebildet sind die Genexpressionsanalysen der Zytokine mit jeweils n = 11 bzw. 15 Mäusen 

und den errechneten Mittelwerten. 
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3.3.3 Bestimmung von phosphoryliertem ERK in siRNA gegen DLG5 

behandelten HeLa Zellen  

Ein ergänzendes Experiment zur Untersuchung der Vorgänge eines DLG5 Knockouts auf 

molekularer Ebene erfolgte mithilfe von epithelialen Zellkulturen, in diesem Fall mit HeLa 

Zellen. Hierbei wurde in den Zellen ein „Knock-Down“ von DLG5 durch die Transfektion 

von entsprechender siRNA generiert. Die Zellen wurden dann für 30 min mit 30 ng/ml TNF-α 

stimuliert und im Anschluss die Menge an  extracellular signal regulated kinase (ERK) und 

phosphoryliertem ERK mittels Westernblot-Technik bestimmt. ERK ist ein wichtiger 

Bestandteil des MAP-Kinase Signalwegs, der durch Phosphorylierung/Dephosphorylierung 

(aktiv/inaktiv) wichtige Funktionen wie Zellproliferation und Zellregeneration steuert. 

Hierbei zeigte sich in den transfizierten Zellen unabhängig vom Stimulus TNF-α eine deutlich 

erhöhte Konzentration von phosphoryliertem ERK im Vergleich zu der Kontrolle. Demnach 

führte ein durch siRNA induzierter Knockout von DLG5 in HeLa Zellen auf molekularer 

Ebene zur verstärkten Phosphorylierung des MAP/ERK Signalweges. 

 
A          B 

Abbildung 19: Erhöhte Konzentration an phosphoryliertem ERK in mit siRNA gegen 

DLG5 behandelten  HeLa Zellen 

A RT-PCR mit 64-fach bzw. 128-fach verdünnter cDNA mit Nachweis der DLG5 Deletion in 

den HeLa Zellen; Spalten von links nach rechts: keine Transfektion, Transfektion mit dem 

Transfektionsreagenz siPORT, Transfektion mit siDLG5, Transfektion mit der 

Kontrollsequenz siCON-1; als Kontrolle in der unteren Zeile diente das housekeeping-Gen 

GAPDH. 

B Bestimmung von phosphoryliertem ERK in den DLG5-Knockout Zellen nach vorheriger 

Stimulation mit 30 ng/ml TNF-α für 30 min mittels Westernblot-Technik; die obere Zeile 

zeigt zudem die Bestimmung von DLG5 auf Proteinebene; abgebildet ist jeweils eine Probe 

nach TNF-α Stimulation (+) bzw. ohne TNF-α Stimulation (-) der jeweiligen siRNA; zur 

Kontrolle diente das housekeeping-Protein Tubulin. 
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4 Diskussion 

Die Ätiologie von M. Crohn und Colitis ulcerosa, konnte bisher noch nicht abschließend 

geklärt werden. Jedoch kann in vielen Studien gezeigt werden, dass bei diesen 

Krankheitsbildern eine polygenetische Ätiologie der Pathogenese vorliegt (Hampe et al. 2001, 

Stoll et al. 2004, Schreiber et al. 2005). Zu den relevanten Genen in diesem Zusammenhang 

zählen z.B. NOD2 und ATG16L1, sowie DLG5, das erstmals 2004 als krankheitsrelevantes 

Gen für M. Crohn beschrieben wurde (Stoll et al. 2004). 

Um die Rolle von DLG5 in der Pathogenese von chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 

und den molekularen Mechanismus von DLG5 genauer zu betrachten, wurde mithilfe eines in 

vivo Mausmodells und in vitro Zellkulturexperimenten die Bedeutung dieses Gens untersucht.  

 

4.1 Die Funktion von Dlg5 im konditionale Knockout Modell der 

Maus  

4.1.1 Die Deletion von Dlg5  in den Darmepithelzellen der Dlg5ΔIEC Mäuse 

führt zu keinen Unterschieden in der basalen Phänotypisierung im 

Vergleich zu den Wildtyp Mäusen   

Bei den Dlg5ΔIEC Mäusen, sogenannten konditionalen Knockout Mäusen,  liegt eine Deletion 

von Dlg5 in den intestinalen Epithelzellen vor. Konstitutive Knockout Mäuse (Dlg5-/- Mäuse) 

hingegen weisen einen Verlust von Dlg5 im gesamten Körpergewebe auf.  

Nechiporuk et al. konnten zeigen, dass diese Dlg5-/- Mäuse, bei denen also eine komplette 

Deletion von Dlg5 vorliegt, einen pathologischen Phänotyp entwickeln. Hier zeigten sich 

bereits im äußeren Erscheinungsbild der Maus gravierende Unterschiede zu der Kontroll-

gruppe: die Dlg5-/- Mäuse wiesen, bedingt durch einen Hydrozephalus, eine kuppelförmige 

Kopfform sowie ein atypisches Gangbild auf; außerdem lagen Nierenzysten und eine 

Wachstumsretardierung vor (Nechiporuk et al. 2007). Auffälligkeiten des Darmgewebes 

wurden nicht beschrieben. Als ursächlich für die genannten Veränderungen wurden 

Störungen der Zellpolarität und der Adhäsionsverbindungen (adherens junctions) 

beschrieben, die dazu führten, dass die röhrenförmige Anordnung der Epithelien nicht 

aufrechterhalten blieb. Auf molekularer Ebene sollen hierfür Störungen in der Freisetzung 
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und Stabilisierung des Cadherin-Catenin Adhäsionskomplexes verantwortlich sein 

(Nechiporuk et al. 2007).  

Die aufgeführten Befunde von Nechiporuk et al. entsprachen auch eigenen Beobachtungen 

aus Experimenten mit konstitutiven Dlg5-/- Mäusen, die am Institut für klinische Molekular-

biologie durchgeführt worden waren (persönliche Mitteilung, P. Rosenstiel).  

Aufgrund der oben aufgeführten Organdysfunktionen und der bereits damit verbundenen 

erhöhten, frühzeitigen Letalität, erschien die Durchführung einer DSS-induzierten Colitis in 

diesem Mausmodell nicht sinnvoll, sodass darauf verzichtet wurde. Um eine mögliche 

Dysfunktion von Dlg5 auf das Darmgewebe der Mäuse zu  begrenzen, ohne dass der 

Gesamtorganismus beeinträchtigt wird, erfolgte daher die Generierung einer konditionalen 

Knockout-Maus mit einem ausschließlich auf die intestinalen Epithelzellen begrenzten Dlg5-

Knockout. 

Dieses konditionale Knockout Maus-Modell wurde bereits in verschiedenen anderen Studien 

erfolgreich angewendet (Nenci et al. 2007, Gunther et al. 2011). 

 

Im Gegensatz zu den konstitutiven Knockout Mäusen zeigten sich bei der basalen 

Phänotypisierung der Dlg5ΔIEC Mäusen im Vergleich zu den Wildtyp Mäusen keine 

signifikanten Unterschiede. 

Hierbei wurde im Einzelnen das äußere Erscheinungsbild der Mäuse, das Körpergewicht, 

sowie makroskopische und mikroskopische Untersuchungen des Darms miteinander 

verglichen. 

Dabei zeigten sowohl die Dlg5ΔIEC Mäuse als auch die Wildtyp Mäuse mit dem Alter eine 

reguläre Gewichtszunahme ohne relevante Gewichtsunterschiede zwischen beiden Maus-

gruppen. Daraus lässt sich schließen, dass der Verlust von Dlg5 in den intestinalen 

Epithelzellen nicht zu einer Wachstumsretardierung der Mäuse führte, die beispielsweise 

durch Maldigestion oder Malabsorption ausgelöst werden könnte. Hierfür spricht auch der 

reguläre mikroskopische und makroskopische Befund des Darms bei den Dlg5ΔIEC  Mäusen, 

der mittels histologischer Untersuchungen erhoben wurde.  

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Verlust von Dlg5 unter physiologischen Bedingungen zu 

keinen durch die genannten Untersuchungsverfahren nachweisbaren Veränderungen am 

Darmepithel geführt hat und wahrscheinlich erst ein entzündlicher Reiz den Verlust von Dlg5 

in Bezug auf seine Funktion für das Darmgewebe sichtbar machen würde.   
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4.1.2 Der konditionale Knockout von Dlg5 führt zu einer höheren 

Empfindlichkeit der Mäuse im DSS-Entzündungsmodell  

4.1.2.1 Triggerfaktoren können einen intestinalen Entzündungsprozess auslösen 

Während in den Befunden zur basalen Phänotypisierung keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Dlg5ΔIEC und Wildtyp Mäusen bestanden, zeigten sich dagegen im Rahmen der 

DSS-induzierten Colitis teilweise deutliche Unterschiede. 

Um einen Effekt der Dlg5-Deletion nachweisen zu können, war demnach ein auslösender 

Faktor notwendig. Das in den Experimenten verwendete DSS als Auslöser der entzündlichen 

Prozesse im Darm der Mäuse, kann als ein so genannter Triggerfaktor gewertet werden. DSS 

wirkt toxisch auf die Darmepithelzellen und führt zu einer Störung der Integrität der 

Epithelbarriere, wodurch die Permeabilität der Darmschleimhaut erhöht wird und vermehrt 

größere Moleküle, wie das DSS, aber auch Antigene und Mikroorganismen, wie Bakterien, 

die Darmwand passieren und demzufolge eine überschießende entzündliche Reaktion 

auslösen können (Perse und Cerar 2012, Chassaing et al. 2014).  

Solche Triggerfaktoren, spielen auch im klinischen Alltag in der Entstehung und Behandlung 

von chronisch entzündlichen Darmerkrankungen eine wichtige Rolle.  

So konnten zum Beispiel Felder et al. im Jahr 2000 anhand einer Fall-Kontrollstudie 

nachweisen, dass die Einnahme von nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) die 

Krankheitsaktivität sowohl bei M. Crohn auch als bei Colitis ulcerosa negativ beeinflusst 

(Felder et al. 2000). Des Weiteren konnte anhand einer Kohorten Studie gezeigte werden, 

dass die regelmäßige Einnahme von NSAIDs mit einer erhöhten Inzidenz an Colitis ulcerosa 

und Morbus Crohn assoziiert zu sein scheint (Ananthakrishnan et al. 2012). 

Als weiterer Triggerfaktor neben der Einnahme von NSAID gilt auch eine frühe Exposition 

gegenüber Antibiotika in der Kindheit als Risikofaktor um an M. Crohn zu erkranken (Card et 

al. 2004, Hildebrand et al. 2008). Der Zusammenhang hierbei ist noch unklar. Erwiesen ist, 

dass die Antibiotika vorübergehend die Mikroflora des Darms verändern und somit einen 

potenziellen Risikofaktor für chronisch entzündliche Darmerkrankungen darstellen können 

(Card et al. 2004).  

Insgesamt konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass eine Assoziation zwischen 

der Zusammensetzung der Darmflora und chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 

besteht. Ott et al. konnten in einer Studie an 57 Patienten mit einer aktiven chronisch 

entzündlichen Darmerkrankung im Vergleich zu einer Kontrollgruppe eine Reduktion der 

Diversität der intestinalen Mikroflora um 50% nachweisen. Als ursächlich hierfür zeigte sich 
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ein Verlust der in einer gesunden Darmflora vorkommenden anaerobe Bakterien, wie z.B. 

Bacteroides specien, Eubacterium species und Lactobacillus species (Ott et al. 2004).  

Andere Studien konnten zeigen, dass Patienten mit einem Morbus Crohn erhöhte Konzen-

trationen an Escheria coli und Bacteroides species aufweisen (Keighley et al. 1978, 

Swidsinski et al. 2002, Swidsinski et al. 2005). Eine erhöhte Konzentration an invasiven 

Escheria coli konnte in Ileumgewebe von Patienten mit Morbus Crohn nachgewiesen werden 

(Barnich und Darfeuille-Michaud 2007, Darfeuille-Michaud et al. 1998). Des Weiteren zeig-

ten Studien, dass eine reduzierte Anzahl und geringere Diversität von Firmicutes im Magen 

von Patienten mit Morbus Crohn vorliegen (Gophna et al. 2006, Manichanh et al. 2006). 

Auch in Mausmodellen nach Induktion einer Colitis durch DSS konnten ähnliche 

Beobachtungen gemacht werden. Couturier-Maillard et al. konnten zeigen, dass der Verlust 

von NOD2 zu einer Instabilität in der Zusammensetzung der Darmflora und dadurch zu einem 

Risiko für die Entwicklung einer Colitis bzw. einer Colitis-assoziierten Karzinom-Genese in 

der Maus führt (Couturier-Maillard et al. 2013). Cathepsin K ist eine lysosomale Cystein 

Protease, die ebenfalls durch eine direkte bakterizide Wirkung gegenüber intestinalen 

Bakterien in diesem Zusammenhang von Bedeutung ist. In einem Mausmodell mit einem 

Knockout für Cathepsin K zeigte sich eine Veränderung der intestinalen Mikrobiota, die auf 

die bakterizide Wirkung der Protease zurückgeführt wurde und die mit einem erhöhten 

Entzündungsgeschehen einherging. Somit scheint Cathepsin K über die bakterizide Wirkung 

einen protektiven Effekt gegenüber einer intestinalen Entzündung zu haben (Sina et al. 2013).  

Diese beschriebenen Veränderungen in der Zusammensetzung der bakteriellen Darmflora 

könnten ebenfalls, wie oben genannt, als Triggerfaktor dienen, eine entzündliche 

Darmentzündung auszulösen. 

  

4.1.2.2 Die Dlg5ΔIEC Mäuse zeigen im klinischen Befund eine erhöhte Mortalitätsrate 

und eine stärkere Gewichtsabnahme 

Im DSS-Experiment kam es bei den Dlg5ΔIEC Mäusen zu einer höheren Mortalität im 

Vergleich zu den Wildtyp Mäusen. Neben einer deutlichen Verschlechterung des Allgemein-

zustandes war für die erhöhte Mortalität der starke Gewichtsverlust hauptursächlich, der bei 

einigen Mäusen zu einer Reduktion um 20% des Ausgangsgewichtes führte (Abbruch-

kriterium). Insgesamt lag die Mortalitätsrate der Dlg5ΔIEC Mäuse am Ende des Experimentes 

bei 47,67% und war somit fast doppelt so hoch wie die Mortalitätsrate der Wildtyp Mäuse 

(27,27%).  



59 

 

Bei beiden Mausgruppen kam es 2 Tage nach dem ersten Zyklus DSS zu einem leichten 

Abfall des Körpergewichtes unterhalb des Ausgangsgewichtes (Wildtyp Mäuse 99,56 ± 

3,03%, Dlg5ΔIEC Mäuse 98,34 ± 5,11 %, p < 0,259). Beim zweiten Zyklus DSS ließ sich 

bereits während der Gabe des DSS ein erneuter Körpergewichtsabfall in beiden Mausgruppen 

beobachten, wobei direkt nach Beendigung des 2. Zyklus DSS der Körpergewichtsverlust 

deutlich zunahm. Insgesamt lag in den ersten 3 Tagen nach Ende des zweiten DSS-Zyklus ein 

signifikant stärkerer Gewichtsabfall bei den Dlg5IEC Mäusen gegenüber den Wildtyp Mäusen 

vor. Im Verlauf des Experiments war der Gewichtsverlust bei den Dlg5IEC Mäusen zwar noch 

ausgeprägter gegenüber den Wildtyp Mäusen, jedoch nicht mehr signifikant. Somit scheint 

besonders der chronische Verlauf der Colitis durch den zweiten Zyklus einen starken Effekt 

auf den Gewichtsverlauf der Dlg5IEC Mäuse zu haben.  

Ein wichtiger Marker für den Schweregrad eines entzündlichen Geschehens im Darm ist die 

Veränderung des Körpergewichts. Eine starke Gewichtsabnahme kann für eine schlechte 

Resorptionsfähigkeit des Darms sprechen  und  Ausdruck einer katabolen Stoffwechsellage 

des Organismus sein. Ebenfalls kann eine verminderte Nahrungsaufnahme ursächlich für eine 

Gewichtsabnahme sein.  

Da sich nach der ersten DSS-Exposition über 5 Tage nur ein schwacher klinischer Effekt bei 

beiden Mausgruppen gezeigt hatte, wurde die zweite Exposition auf 6 Tage verlängert. Da es 

wie oben beschrieben bereits während des 2. DSS-Zyklus zu einem deutlichen Gewichts-

verlust bei den Mäusen kam, ist zu vermuten, dass nicht die längere Expositionszeit mit DSS, 

sondern die wiederholte Gabe diesen Effekt bewirkt hat.  

Ursächlich hierfür könnte die inkomplette Regeneration des Darms zwischen den beiden 

Zyklen sein. In vielen Mausmodellen konnte nämlich gezeigt werden, dass DSS einen 

toxischen Effekt auf Epithelzellen hat (Okayasu et al. 1990, Cooper et al. 1993, Yan et al. 

2009, Kim et al. 2012, Perse und Cerar 2012), sodass anzunehmen ist, dass, bei erneuter 

Exposition von DSS und fehlender Epithelzellregeneration, die Auswirkungen deutlich 

stärker hier im Sinne eines stärkeren Gewichtsverlustes nachzuweisen sind. 

Auch wenn bei beiden Mausgruppen dieser stärkerer Effekt nach der 2. Exposition nachzu-

weisen ist, war der Gewichtsverlust der Dlg5ΔIEC Mäuse signifikant höher als bei den Wildtyp 

Mäusen. Der Verlust von Dlg5 in den Epithelzellen der Dlg5ΔIEC Mäuse scheint dafür 

ursächlich zu sein, dass der toxische Effekt von DSS auf die Epithelzellen größer und somit 

ihre Wiederverstandsfähigkeit geringer ist, ebenso wie die Regenerationsfähigkeit des 

intestinalen Epithels. 
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Der Disease Activity Index dient zur Beurteilung der Schwere der Colitis anhand klinischer 

Parameter. Der Index wurde an Tag 15 des Experimentes, also zum Ende des zweiten Zyklus 

der DSS-Exposition erhoben und zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

beiden Mausgruppen. Prinzipiell hätte man aufgrund des Körpergewichtsverlaufes und der 

erhöhten Mortalitätsrate bei den Dlg5ΔIEC Mäusen auch einen höheren DAI im Vergleich zu 

den Wildtyp Mäusen als Ausdruck des schwereren Krankheitsverlaufes erwartet. Ursächlich 

hierfür könnte der Zeitpunkt der Datenerhebung (Tag 15) sein. Die signifikanten Unterschiede 

zwischen den Mausgruppen von Gewichtsverlauf und der Mortalitätsrate traten erst einige 

Tage später auf, sodass der Zeitpunkt möglicherweise zu früh gewählt wurde.  

 

4.1.2.3 Die Dlg5 Deletion in den murinen Darmepithelzellen führt zu einem signifikant 

höheren intestinalen Entzündungsgeschehen bei den Dlg5ΔIEC Mäusen 

Während bei der basalen Phänotypisierung das Kolon beider Mausgruppen keine 

signifikanten Längenunterschiede aufwies, waren im DSS Experiment die Kolonlängen der 

Dlg5ΔIEC Mäuse signifikant kürzer als die der Wildtyp Mäuse und zwar durchschnittlich um 

0,59 cm (p < 0,041).  

Signifikante Unterschiede bestanden auch bei dem Gewicht des Zoekums. Bei den Dlg5ΔIEC 

Mäusen lag das durchschnittliche Zoekumgewicht bei 0,47 g im Vergleich zu den Wildtyp 

Mäusen (0,74 g, p < 0,006). 

Dieses Phänomen wurde auch schon von anderen Arbeitsgruppen beobachtet, jedoch bleibt 

die Ursache dieser durch entzündliche Prozesse ausgelösten Darmverkürzung unklar 

(Okayasu et al. 1990, Siegmund et al. 2001a, Siegmund et al. 2001b, Sina et al. 2010).  

Interessanterweise ist der Unterschied der erhobenen Befunde zwischen den beiden Maus-

gruppen beim Zoekum deutlich ausgeprägter als beim Kolon.  Dieses lässt sich über die 

unterschiedliche Suszeptibilität der einzelnen Darmabschnitte von verschiedenen Maus-

stämmen auf das DSS erklären. Der für dieses Experiment verwendete Mausstamm 

(C57BL/6J) weist im distalen Kolon und Zoekum eine höhere Suszeptibilität gegenüber DSS 

als im proximalen und mittleren Kolon auf (Mahler et al. 1998, Perse und Cerar 2012). 

 

Die Gewichtsbestimmung von Leber und Milz ergaben keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den beiden Mausgruppen. Generell zeigte sich aber in beiden Mausgruppen nach 

Gabe von DSS ein geringes Milzgewicht im Vergleich zu unbehandelten Mäusen. Ursächlich 

hierfür könnte ein systemischer Effekt von DSS sein. Hinweise hierfür geben andere DSS-
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induzierte Colitis Modelle in der Maus: Cooper et al. konnten einen Anreicherung von DSS in 

der Milz nachweisen (Cooper et al. 1993). Ebenfalls zeigte sich eine Aufnahme von DSS in 

den Kupferzellen der Leber (Kitajima et al. 1999).  

Des Weiteren werden in der Literatur Veränderungen im Milzgewicht, hier aber eine 

Gewichtszunahme im Sinne einer Splenomegalie, als Zeichen einer systemischen Entzün-

dungsreaktion beschrieben (McComb et al. 1999, Siegmund et al. 2001b).  

Eigene Beobachtungen deuten darauf hin, dass es unter DSS zunächst zu einer 

Milzvergrößerung und danach, durch weitere Exposition, zur starken Milzverkleinerung 

kommt. Demnach zeigt der Gewichtsverlust der Milz in diesem Experiment an, dass bereits 

ein starker systemischer toxischer Effekt von DSS vorliegt. Dies wiederum könnte auch den 

schlechten Allgemeinzustand der Tiere generell erklären. 

In der histologischen Beurteilung des Darmgewebes zeigte sich bei den Dlg5ΔIEC Mäusen im 

Vergleich zu den Wildtyp Mäusen eine deutlich ausgeprägtere Entzündungsreaktion mit 

signifikantem Unterschied des histologischen Scorings (p < 0,002). Somit kann die bereits 

anhand der klinisch/makroskopischen Befunde angestellte Vermutung eines verstärkten 

Entzündungsgeschehens bei den Dlg5ΔIEC Mäusen auf mikroskopisch/histologischer Ebene 

bestätigt werden.  

Bei der isolierten Betrachtung der Epithelschädigung wurde im Vergleich zu den Wildtyp 

Mäusen bei den Dlg5ΔIEC Mäusen ebenfalls ein signifikant höhere Punktzahl erreicht (p < 

0,025 bzw. p < 0,03). Ursächlich hierfür könnte z.B. sein, dass der Verlust von Dlg5 in den 

intestinalen Epithelzellen der Dlg5ΔIEC Mäuse eine heilende Zellproliferation nach der DSS-

induzierten Schädigung im Sinne eines Regenerationsdefektes verhindert. Zu dieser 

Hypothese würde auch der oben genannte klinische Befund (stärkerer Gewichtsverlust nach 

wiederholter DSS-Exposition) passen.  

  

Die durchgeführte quantitative Bestimmung bzw. die Untersuchung der Genexpression der 

Zytokine (Il-1β, Il-6, KC, Il-10, TNF-α, IFN-γ und MIP-1α) im Kolongewebe erbrachte 

keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Mausgruppen. Demnach scheint die 

Deletion von Dlg5 im Darmepithel der Mäuse zumindest keinen starken Einfluss auf die 

Fähigkeit der angeborenen Immunreaktion der intestinalen Epithelzellen zu haben. Zusätzlich 

deuten diese Ergebnisse daraufhin, dass bei der gerichteten Infiltration der Immunzellen zum 

Ort des Entzündungsgeschehens zwischen beiden Genotypen keine Unterschiede vorliegen. 

Diese Beobachtungen widersprechen jedoch den histologischen Befunden, bei denen sich eine 

deutlich erhöhte Entzündungszellinfiltration im Darmgewebe der Dlg5ΔIEC Mäuse nachweisen 
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ließ. Eine Erklärung für diese Diskrepanz könnte damit zusammenhängen, dass 

Gesamtkolongewebe verwendet wurde und der molekulare Effekt der Dlg5 Deletion in den 

intestinalen Epithelzellen dadurch maskiert wird, dass nicht ausschließlich intestinale Epithel-

zellen analysiert wurden. Offen bleibt aber weiterhin der Grund für die nicht messbare 

verstärkte Infiltration von Immunzellen (zelltypspezifische Zytokine oder Oberflächenmarker) 

in das Gesamtkolongewebe. 

Bei fehlender Signifikanz konnte aber bei einigen Zytokinen im Serum der Dlg5ΔIEC Mäuse 

eine im Vergleich zu den Wildtyp Mäusen leicht höhere Konzentration bzw. im Zoekum eine 

leicht erhöhte Genexpression, wie z.B. bei Il-1β, KC und MIP-1α nachgewiesen werden. 

Beim Il-6 war bei den Dlg5ΔIEC Mäusen bei der Bestimmung der Genexpression die 

Konzentration im Zoekum und Kolon vermindert, in der quantitativen Bestimmung im 

Vergleich zu den Wildtyp Mäusen im Serum jedoch erhöht.  

Insgesamt waren dieses zwar keine signifikanten Ergebnisse; sie unterstützen aber prinzipiell 

die oben genannten Befunde, die für ein erhöhtes Entzündungsgeschehen bei den Dlg5ΔIEC 

Mäusen sprechen.  

 

Zusammenfassend kann man aus den erhobenen Befunden schließen, dass das Fehlen von  

Dlg5 klinisch zu einem schwereren Krankheitsverlauf bei den Mäusen führt. Dieses konnte 

anhand der erhöhten Mortalitätsrate, dem stärkeren Gewichtsverlust, der Darmverkürzung 

sowie anhand des histologischen Scores gezeigt werden. Im Weiteren werden mögliche 

Ursachen hierfür diskutiert.  

 

4.2 Mögliche Bedeutung des Gens DLG5 für die Integrität der 

Darmwandbarriere  

Unter der Annahme, dass der Verlust von Dlg5 in den intestinalen Epithelzellen zu einer 

erhöhten Krankheitsaktivität führt, stellt sich die Frage, welche Funktion Dlg5 in diesem 

Zusammenhang einnimmt.  

 

Für die Pathogenese der chronisch entzündlichen Darmerkrankungen spielt die Integrität der 

Darmwandbarriere eine bedeutende Rolle (Schreiber et al. 2005, Xavier und Podolsky 2007). 

Viele einzelne Komponenten tragen gemeinsam dazu bei, dass eine solche Barriere 

aufrechterhalten wird (Schreiber et al. 2005).  
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Andererseits können Störungen einzelner Komponenten dazu führen, dass die Integrität der 

Barriere gestört ist und in der Folge eine erhöhte Krankheitssuszeptibilität vorliegt (Schreiber 

et al. 2005). 

So weisen auch viele der Gene (NOD2, ATG16L1, Il-23R), die bisher im Zusammenhang mit 

entzündlichen Darmkrankheiten identifiziert wurden, in die Richtung einer Barrierestörung 

als hauptursächlichem Faktor (Schreiber et al. 2005). 

DLG5 ist ein evolutionär konserviertes Gen, das  zur Familie der Membran-assoziierten 

Guanylatkinasen (MAGUK) gehört (Nechiporuk et al. 2007). Varianten im DLG5 Gen 

können mit dem Risiko assoziiert werden, eine chronisch entzündliche Darmerkrankung zu 

entwickeln (Stoll et al. 2004). 

Wie in der Einleitung bereits erläutert, hat das Epithel als Bestandteil der Darmwandbarriere 

eine besondere Bedeutung (Schreiber et al. 2005). Die Epithelzellen besitzen zum einen eine 

mechanische Funktion, gleichzeitig sind sie aber auch aktiv an der Immunantwort beteiligt, 

indem sie beispielsweise eindringende Pathogene bekämpfen (Gewirtz 2003, Jobin 2003).  

Zur Aufrechterhaltung der Epithelzellintegrität tragen verschiedene Mechanismen bei. Dazu 

zählen unter anderem die Adhäsionskontakte, die aus dem Transmembranprotein Cadherin 

und verschieden Plaque-Proteinen, wie z.B. Catenin und Vinculin aufgebaut sind und den 

Zell-Zell-Kontakt ermöglichen. Sie dienen u.a. der Zell-Zell-Erkennung zur Bildung und 

Erhaltung geordneter Zellverbände (Lüllmann-Rauch 2003). Daneben besitzt auch die 

Epithelzellproliferation und –regeneration sowie die funktionelle Homöostase des Darms 

(Balance zwischen Proliferation und Zelltod) eine große Bedeutung für die 

Epithelzellintegrität.  

 

Nechiporuk et al. zeigten anhand eines Dlg5-/- Knockout Modells, dass Dlg5 sowohl für die 

Aufrechterhaltung der Adhäsionsverbindungen (adherens junctions) und der Epithelzell-

polarität im Gehirn und Nierengewebe notwendig ist als auch auf molekularer Ebene für die 

Freisetzung und Stabilisierung des Cadherin-Catenin Adhäsionskomplexes (Nechiporuk et al. 

2007). Außerdem wurde DLG5 in einer Studie von Wakabayashi et al. als Bindungspartner 

des Vinexin-Vinculin-Komplexes und von β-Catenin an den Zell-Zell Kontaktstellen  identi-

fiziert (Wakabayashi et al. 2003). Vinexin ist ein fokales Adhäsionsprotein, das an Vinculin 

bindet (Kioka et al. 1999). 

Die Bedeutung von DLG5 für die Zell-Zell-Kontakte und die damit verbundene strukturelle 

Funktion in der Aufrechterhaltung der Epithelzellintegrität konnte in den Studien an Nieren- 
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und Hirngewebe gezeigt werden. Entsprechende Untersuchungen am Darmgewebe wurden in 

den genannten Studien jedoch nicht beschrieben.  

Präliminarisch Untersuchungen dazu am Institut für klinische Molekularbiologie gaben keine 

Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen Cadherin und Dlg5 in Darmgewebe 

(persönliche Mitteilung, P. Rosentiel). 

Anhand der eigenen Ergebnisse scheint für das Darmgewebe die Epithelzellproliferation bzw. 

–regeneration und in diesem Zusammenhang Dlg5 für die Aufrechterhaltung einer intakten 

Darmwandbarriere von großer Bedeutung zu sein. Hierfür spricht die in dieser Arbeit 

detektierte erhöhte Schädigung des Epithels nach chronisch induzierter Darmentzündung 

durch DSS sowie die erhöhte Rate an apoptotischen Zellen im Dünndarm der Dlg5ΔIEC Mäuse, 

gemessen mithilfe von TUNEL-Färbungen. Außerdem ist in der Regenerationsphase des 

ersten DSS-Zyklus eine verminderte Erholung der Dlg5ΔIEC Mäuse, gemessen an der 

schlechten Gewichtszunahme, zu erkennen. 

Es stellt sich die Frage, welche Funktion Dlg5 in diesem Zusammenhang einnimmt.  

Für die Proliferation und Regeneration spielt, wie bereits oben erwähnt, der MAP-Kinase 

Signalweg eine zentrale Rolle, indem er die elementaren Funktionen wie Proliferation und 

Differenzierung steuert. (Müller-Esterl 2004).  

In Experimenten mit HeLa Zellen konnte ein Zusammenhang zwischen ERK, einem 

wichtigen Bestandteil des MAP-Kinase Signalwegs, und DLG5 gezeigt werden. Nach 

Deletion von DLG5 mittels siRNA konnte in den Zellen eine erhöhte Phosphorylierung von 

ERK nachgewiesen werden.  

Smolen et al. konnten ebenfalls einen Zusammenhang zwischen DLG5 und ERK nachweisen. 

In einer Studie zur Regulation der Zellmigration zeigte sich bei Mammakarzinom-Zellen mit 

einer Herunterregulation von DLG5 (durch siRNA) eine deutlich erhöhte Phosphorylierung 

und somit Aktivierung von ERK1/2 (Smolen et al. 2010).  

Obgleich ERK am besten bekannt ist für seine Funktion in der Aktivierung und 

Proliferationsinduktion, konnte in einigen Studien wiederum nachgewiesen werden, dass eine 

anhaltende Aktivität des MAP-Signalweges eine Seneszenz bzw. Wachstumsstop in Zellen 

wie Fibroblasten, T-Zellen oder Hepatozyten auslösen kann (Serrano et al. 1997, Sewing et al. 

1997, Tombes et al. 1998, Guegan et al. 2014).  

Somit wäre eine mögliche Hypothese, dass es durch den DLG5 Knockout zu einer verstärkten 

Phosphorylierung von ERK und in der Folge zu einem Wachstumsarrest in den intestinalen 

Epithelzellen kommt. Folglich kommt es zur Störung der Epithelzellintegrität und nach-

folgend zur verstärkten Entzündung u.a. aufgrund des Eindringens von Bakterien. 
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Alternativ wäre denkbar, dass es bei bereits erhöhtem Level an phosphoryliertem/aktiviertem 

ERK bei einer folgenden Schädigung zu keiner weiteren Steigerung der Aktivierung von ERK 

kommen kann und somit die notwendige Zellproliferaton/-regeneration ausbliebe. 

Um diese Epithelzellregeneration genauer beurteilen zu können, hätten entsprechende 

Befunde einige Tage nach  dem 2. Zyklus DSS, also während der Regenerationsphase, 

erhoben werden müssen. Dieses war aufgrund des schlechten Gesundheitszustandes der 

Mäuse und des damit verbundenen frühzeitigen Versuchsabbruchs nicht möglich. Zu 

vermuten ist, dass die Dlg5ΔIEC Mäuse hier eine schlechtere Prognose gezeigt hätten, wie die 

bereits erwähnte verringerte Gewichtszunahme bei den Dlg5ΔIEC Mäusen im Vergleich zu den 

Wildtyp Mäusen in der kurze Regenerationsphase nach dem 1. Zyklus DSS vermuten lässt.  

Nach Abschluss der ersten Versuchsreihe soll daher nun ein zweites Experiment geplant 

werden, bei dem nur ein Zyklus DSS verabreicht wird und im Anschluss entsprechende 

Befunde in den Tagen der Regenerationsphase erhoben werden sollen. Diese Ergebnisse 

könnten eine genauere Beurteilung über die zellulären Prozesse (Regeneration und 

Proliferation) ermöglichen, die nach Setzen eines Entzündungsreizes in der Epithelzelle 

ablaufen.  

 

4.3 Ausblick 

In der Pathophysiologie der chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen geht man sowohl 

von einer multifaktoriellen als auch von einer polygenetischen Genese aus.  

Genetische Variationen im DLG5 Gen führen zu einer erhöhten Suszeptibilität des Menschen, 

an einer CED zu erkranken (Stoll et al. 2004). Die genetischen Variationen im Sinne eines 

genetischen Polymorphismus können sowohl zu einem kompletten oder eingeschränkten 

Funktionsverlust des Gens als auch zu einem Funktionszuwachs führen oder prinzipiell aber 

auch ohne Effekt bleiben. Erst im Zusammenspiel mit anderen genetischen Faktoren bzw. 

Umweltfaktoren kann es zu einer Manifestation der Erkrankung kommen.  

Auch wenn daher DLG5 nur ein kleiner Faktor in einem großen Zusammenspiel vieler 

verschiedener Faktoren in der Pathogenese von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen 

zu sein scheint, ist die genaue Kenntnis der pathophysiologischen Mechanismen jedes 

einzelnen Faktors entscheidend in Hinblick auf die dadurch immer spezifischer werdenden 

Therapien. 
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Anhand der in dieser Arbeit aufgeführten Befunde und den sich daraus ergebenen 

Überlegungen, in wie fern die Funktion von DLG5 mit der Pathogenese von chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen zusammenhängen könnte, dient ausschließlich ein Maus-

Modell als Grundlage dieser Überlegung. In wie weit dieses nun auf den Menschen und das 

Erkrankungsbild des M. Crohn übertragbar ist, bleibt offen.  

Auch in diesem Modell, wie bei anderen CED Suszeptibilitätsgenen, wie z.B. NOD2 

(Amendola et al. 2014), ATG16L1 (Adolph et al. 2013) und Cathepsin K (Sina et al. 2013), 

konnte bei den Mäusen kein spontaner Phänotyp beschrieben werden. Dieses könnte zum 

einen in der Physiologie der Maus begründet sein, zum anderen könnte dieses aber auch auf 

den Einfluss anderer (u.a. genetischer) Faktoren schließen lassen.  

Im Hinblick auf die bisher durchgeführten Experimente und den daraus resultierenden 

Ergebnissen ergeben sich neue Aspekte und Überlegungsansätze für weitere Experimente und 

Versuchsverfahren. Nach Abschluss der ersten Versuchsreihe ist daher nun ein zweites 

Experiment mit der Induktion einer akuten Colitis geplant, um speziell die zellulären Prozesse 

der Regeneration und Proliferation, die nach Setzen eines Entzündungsreizes in der 

Epithelzelle ablaufen, genauer untersuchen zu können. Auch auf molekularbiologischer Ebene 

sollten die Prozesse der Proliferation sowie auch der Seneszenz z.B. mit siRNA gegen DLG5 

behandelten HeLa Zellen untersucht werden; insbesondere hierbei interessant ist die 

Bedeutung des ERK-Signalweges im Zusammenhang mit einem DLG5 Knockout. Durch 

Immunpräzipitation oder yeast-two-hybrid Verfahren sollte nach Interaktionspartnern von 

DLG5 gesucht werden, um das oder die Bindeglied/er zwischen DLG5 und ERK aufdecken 

zu können. Zusätzlich könnten in vitro Experimente durchgeführt werden, die Aufschluss 

über die Auswirkung eines DLG5 Knockouts auf die Zell-Zell-Kontakte geben könnten (z.B. 

mit siRNA gegen DLG5 behandelten Caco2 Zellen). Ferner sollte der Befund des erhöhten 

Zelltods in den Dlg5ΔIEC Mäusen nachgegangen und geklärt werden, ob DLG5 direkt Wege 

des Zelltods (wie Apoptose) beeinflusst. Dies alles könnte letztendlich dazu dienen, neue 

Erkenntnisse in Bezug auf dessen Funktion insbesondere in Hinblick auf die Pathogenese von 

chronisch entzündlichen Darmerkrankungen zu erlangen, sodass gezielte therapeutische 

Möglichkeiten geschaffen werden.  
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5 Zusammenfassung 

Chronisch entzündliche Darmerkrankungen, wie M. Crohn und Colitis ulcerosa, deren 

Ätiologie bis zum heutigen Zeitpunkt nicht letztendlich geklärt ist, sind charakterisiert durch 

chronisch-rezidivierende Entzündungen des Gastrointestinaltrakts. In der Pathogenese spielt 

eine Barrierestörung der Darmwand vor dem Hintergrund einer polygenetischen Suszeptibi-

lität eine wichtige Rolle. Störungen der Barrierefunktion führen dazu, dass Bakterien die 

Darmwand passieren und intestinale Entzündungen auslösen können. 

Verschiedene krankheitsrelevante Gene konnten bislang identifiziert werden, darunter auch 

DLG5, mit dessen Funktion sich die vorliegende Arbeit befasst.  

Hierfür wurde mithilfe eines konditionalen Dlg5 Knockout-Modells das Gen Dlg5 in den 

intestinalen Epithelzellen von Mäusen selektiv deletiert. Um die Auswirkungen dieses Knock-

outs während eines entzündlichen Geschehens im Darm zu untersuchen, wurde mittels DSS 

eine Colitis induziert und die Befunde mit denen von Wildtyp Mäusen verglichen.  

Die Befunde, der im Rahmen der DSS ausgelösten Colitis, erbrachten teilweise deutliche 

Unterschiede zwischen den Dlg5ΔIEC und Wildtyp Mäusen: Die Dlg5ΔIEC Mäuse zeigten eine 

erhöhte Letalitätsrate und einen stärkeren Gewichtsverlust, einen erhöhten histologischen 

Score, eine stärkere Epithelschädigung und eine erhöhte Apoptoserate der Epithelzellen. 

Hieraus ist zu schließen, dass der Verlust von Dlg5 in den Knockout Mäusen ein stärkeres 

Entzündungsgeschehen auslöst, das mit einem schwereren Krankheitsverlauf und einer 

erhöhten Letalität einhergeht.  

Ursachen hierfür könnten in einer Störung der Darmwandbarriere, insbesondere in der 

Funktion des Epithels liegen. Die wichtige Funktion von DLG5 in der Aufrechterhaltung der 

Epithelzellintegrität konnte in anderen Studien bereits demonstriert werden, u.a. in seiner 

Funktion für die Zell-Zell-Kontakte in Nieren- und Hirngewebe. Anhand der erhobenen 

Befunde scheinen Veränderungen der Epithelzellproliferation und –regeneration des 

Darmepithels, ein weiterer Aspekt zu sein, der von großer Bedeutung für die Epithelzell-

integrität ist. Hinweise auf eine Störung dieser Zellabläufe geben eine verstärkte 

Epithelschädigung sowie eine erhöhte Rate an apoptotischen Zellen im Dünndarm der 

Dlg5ΔIEC Mäuse. Welche Funktion DLG5 in diesen Zellabläufe einnimmt ist jedoch noch 

unklar.  
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In dieser Arbeit konnte auf molekularer Ebene durch in vitro Experimente in HeLa Zellen 

eine Verbindung zwischen dem Knockout von Dlg5 und einer erhöhten Aktivierung von 

ERK, einem Bestandteil des MAP-Kinase Signalwegs, detektiert werden.  

Ob für eine verminderte Proliferation und Regeneration ein durch die anhaltende Aktivität 

von ERK ausgelöster Wachstumsstop ursächlich ist, wie dies in einigen Studien gezeigt 

werden konnte, oder ob es, bei bereits erhöhtem Level an phosphoryliertem/aktiviertem ERK 

zu keiner weiteren Steigerung der ERK-Aktivität bei einer folgenden Schädigung kommen 

kann und somit die notwendige Zellproliferation/-regeneration ausbliebe, sind hypothetische 

Erklärungsmodelle, die es zu untersuchen gilt. 
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7 Anhang 

7.1 Antikörper 

Für den Westernblot wurden die Antikörper mit 5% MMP in TTBS verdünnt. Ms, rb, gt, rt 

bezeichnet die Spezies des Antikörpers: ms = mouse (Maus), rb = rabbit (Kaninchen), gt = 

goat (Ziege), rt = rat (Ratte). Die Prozentangabe (w/v) bezieht sich auf die Blocking-

Substanz.  

 

7.1.1 Primäre Antikörper 

Tabelle 12: Verwendete primäre Antiköper mit Name des Herstellers 

Zielprotein Bezeichnung 
Spezies, Applikation, 

Verdünnung 
Hersteller 

β-Actin Anti- β-Actin ms, WB 1:10000 (5%MMP) Sigma-Aldrich 

DLG5 Anti-DLG5 C-19 gt, WB 1:1000 (5% MMP)  Santa Cruz 

p44/42 Anti-p44/42 rb, WB 1:1000 (5% MMP) Cell Signaling 

phosphor p44/42 Anti-phospho-p44/42 rb, WB 1:1000 (5% MMP) Cell Signaling 

Tubulin Anti-Tubulin ms, WB 1:1000 (5% MMP) Zymed 

 

 

 

7.1.2 Sekundäre Antikörper 

Tabelle 13: Verwendete sekundäre Antiköper mit Name des Herstellers 

Spezies Bezeichnung Verdünnung Hersteller 

Rabbit Anti-Rabbit  1:1000 (5 % MMP) Amersham 

Mouse Anti-Mouse 1:1000 (5 % MMP) Amersham 

Goat Anti-Goat 1:1000 (5 % MMP)  Amersham 
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7.2 Chemikalien, Enzyme, Medien und Zusätze 

Tabelle 14: Bezeichnung und Name des Herstellers verwendeter Chemikalien und 

Zusätze 

Bezeichnung             Hersteller 

6-Amino-Capronsäure Merck, Darmstadt 

Aceton Merck, Darmstadt 

Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung (30:0,8) BioRad, München 

Agarose Eurogentec, Köln 

Ammoniumpersulfat (APS) Merck, Darmstadt  

Aqua Tex Merck, Darmstadt 

Bromphenolblau Merck, Darmstadt 

BSA-Lösung (10mg/ml) NEB, Bad Schwalbach 

Citratpuffer Merck, Darmstadt 

DAPI (4‘,6-Diamidino-2-phenylindol) Sigma-Aldrich, München 

DEPC Sigma-Aldrich, München 

DSS MP Biomedicals, Santa Ana, USA 

Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, München 

DMEM PAA Laboratories, Linz 

dNTP Set (100 mM-Lösung) Invitrogen, Karlsruhe 

Edithiumbromid Invitrogen, Karlsruhe 

Eosin Roth, Karlsruhe 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma, München 

Fetales Kälberserum (FKS) PAA Laboratories, Linz 

Glycerol Merck, Darmstadt 

Hämalaun Roth, Karlsruhe 

HCl Merck, Darmstadt 

H2O2 Merck, Darmstadt 

KCL Merck, Darmstadt 

KH2PO4 Merck, Darmstadt 

Magermilchpulver (MMP)  BioRad, München 

MEM with Earle’s Salts PAA Laboratories, Linz 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, München 

Methanol Merck, Darmstadt 

NaCl Merck, Darmstadt 

Na2HPO4 Merck, Darmstadt 

Paraformaldehyd (PFA) Merck, Darmstadt 

1x PBS PAA Laboratories, Linz 

Penicillin + Streptomycin Biochrom, Berlin 

Phosphatase Inhibitor Cocktail II Sigma-Aldrich, München 
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Protease-Inhibitor-Cocktail Sigma-Aldrich, München 

Proteinkinase K Qiagen, Hilden 

RPMI-1640 Medium PAA Laboratories, Linz 

SDS Calbiochem, Bad Soden 

siPORT amine  Life Technologies, Darmstadt 

SYBR® Safe DNA Gel Stain Life Technologies, Darmstadt 

TEMED Sigma-Aldrich, München 

TNF-α Gibco, Life Technologies, Darmstadt 

Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) BioSource Europe, Nivelles, Belgien 

Tris Merck, Darmstadt 

Trypan Blau Sigma-Aldrich, München 

Tween20 Merck, Darmstadt 

Wasserstoffperoxid (30% Lösung) Sigma-Aldrich, München 

Xylol Merck, Darmstadt 

7.3 Puffer und Medien 

Tabelle 15: Bezeichnung und Zusammensetzung verwendeter Puffer und Medien 

Bezeichnung Zusammensetzung 

Anodenpuffer 1 30mM Tris-Base, 20% (v/v) Methanol 

Anodenpuffer 2 300mM Tris-Base, 20% (v/v) Methanol 

2x DLB 20mM Tris/HCl (pH 7,4), 2% (w/v) SDS 

Kathodenpuffer 
25mM Tris-Base, 40mM 6-Amino-Capronsäure, 20% (v/v) 

Methanol 

4x Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCl (pH 6,8), 0,4 % (w/v) SDS 

5x SDS Ladepuffer 
312,5mM Tris/HCl (pH 6,8), 10% (w/v) SDS, 50%(v/v) Glycerol, 

10% (v/v) -Mercaptoethanol, 0,05% (w/v) Bromphenolblau  

Stripping-Puffer 
62,5mM Tris/HCl (pH 6,8), 2% (w/v) SDS, 0,7% (v/v) -

Mercaptoethanol 

4x Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCl (pH 8,8), 0,4  % (w/v) SDS 

TTBS 20mM Tris, 137mM NaCl, 0,1% (v/v) Tween20 

 

7.4 Taqmansonden 

Tabelle 16: Bezeichnung, Spezies und Hersteller der verwendeten Taqmansonden 

Gen Sonde Spezies Applikation Hersteller 

Il-6 Mm99999064_m1 ms quantitative RT-PCR Applied Biosystems 

Il-1β Mm01336189_m1 ms quantitative RT-PCR Applied Biosystems 

KC Mm04207460_m1 ms quantitative RT-PCR Applied Biosystems 

TNF-α Mm00443258_m1 ms quantitative RT-PCR Applied Biosystems 
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7.5 Oligonukleotide 

Tabelle 17: Bezeichnung, Sequenzen und Spezies der verwendeten Oligonukleotide 

Primername Sequenz Spezies Applikation 

DLG5 ATCG 665, 

forward 

5'-GGCTGAATCC 

TGATTATGAGA-3' 
ms Genotypisierungs-PCR 

DLG5 ATCG 666, 

reverse 

5'-TGAGTCCAAG 

AGGCACAAGT-3' 
ms Genotypisierungs-PCR 

DLG5 ATCG 667, 

forward 

5'-AGACATTTATATG 

CTTCCGGTCTTGG-3' 
ms Genotypisierungs-PCR 

Dlg5, forward 
5'-GAAGACTCAG 

CCTCACCTGC-3' 
ms semiquantitaive RT-PCR 

Dlg5, reverse 
5'-CTGAGGGCAT 

GATGGACAGG-3' 
ms semiquantitaive RT-PCR 

GAPDH, forward 
5'-CCGGGGCTGG 

CATTGCTCTCA-3' 
ms semiquantitaive RT-PCR 

GAPDH, reverse 
5'-CTTGCTCAGTGT 

CCTTGCTGGGG-3' 
ms semiquantitaive RT-PCR 

siDLG5_1 
5'-GAAGGATGAC 

GTGGACATGCT-3' 
hu siRNA-Transfektion 

Vil-cre, forward 
5’-GTGTGGGACAG 

AGAACAAACC-3’ 
ms Genotypisierungs-PCR 

Vil-cre, reverse 
5’-ACATCTTCAG 

GTTCTGCGGG-3’ 
ms Genotypisierungs-PCR 

7.6 Kits 

Tabelle 18: Bezeichnung und Name des Herstellers verwendeter Kits 

Bezeichnung Hersteller 

Advantage RT-for-PCR Kit Clontech, Heidelberg 

ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis 

Detection Kit 
Millipore/ Merck, Darmstadt 

Bio-Plex ProTM Mouse Cytokine 23-plex 

Assay 
BioRad, München 

DC Protein Assay BioRad, München 

DNA-Polymerase GoTaqTM  Promeaga, Madison, USA 

DNase I Qiagen, Hilden 

DNeasy Blood and Tissue Kit Qiagen, Hilden 

ECL-PLUS Amersham Biosciences, Freiburg 

Lamina Propria Dissociation Kit mouse Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Mouse KC CytoSetTM BioSource Europe, Nivelles, Belgien 

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden 

Taqman® Gene Expression Assay Applied Biosystems 

Vectastain Elite ABC Kit Vector Laboratories, Burlingame, USA  
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