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Zusammenfassung 

Mitglieder der IL-6 Zytokinfamilie signalisieren über die signaltransduzierende 

Rezeptoruntereinheit gp130, wobei insbesondere IL-6 an Entzündungs- und 

Regenerationsprozessen sowie der Tumorentstehung in der Leber und dem Darm beteiligt ist. 

Hierbei ist es jedoch schwierig, einem einzelnen Zelltypen einen biologischen Beitrag 

zuzuordnen.  

Um die Auswirkungen einzelner Zelltypen bei der Leber- und Darmentzündung sowie der 

Tumorbildung zu analysieren, generierten wir Mäuse mit einer Cre-induzierbaren 

Expressionskasette, welche für ein konstitutiv aktives gp130 kodiert (R26
Lgp130

). Diese Mäuse 

kreuzten wir mit Cre-Treibern für Hepatozyten (Alb-CreERT
2
) und intestinale Epithelzellen 

(Vil-CreERT
2
). 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse zeigen eine zellautonome gp130 Aktivierung in 

Hepatozyten und eine Induktion der Akut-Phase-Reaktion. Das hepatische myeloide 

Kompartiment ist in Mäusen mit Lgp130-Expression in Hepatozyten verändert. Trotz 

langanhaltender Aktivierung von gp130 findet keine Induktion von Lebertumoren bei 

gealterten Mäusen mit Lgp130 Aktivierung in Hepatozyten statt. Als Folge der anhaltenden 

Hochregulierung von Akut-Phase-Proteinen leiden gealterte Mäuse mit Hepatozyten-

spezifischem gp130-Signalweg an Amyloidose. Die konstitutive gp130 Aktivierung in 

Hepatozyten hat keinen Einfluss auf die Morphologie des Darms. 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse zeigen bei einer DSS-Kolitis eine geringere 

Epithelschädigung trotz vermehrtem Gewichtsverlust. Mäuse mit Lgp130-Expression in 

Hepatozyten zeigen eine vermehrte Tumorbildung nach einer AOM/DSS-Kolitis.  

Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse mit Lgp130 Expression in intestinalen Epithelzellen 

weisen nach zellautonomer gp130 Aktivierung eine leicht veränderte Darmmorphologie auf. 

Bei einer DSS-Kolitis zeigen Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse einen geringeren 

Schweregrad der epithelialen Schädigungen trotz vermehrtem Gewichtsverlust. Die 

konstitutive gp130 Aktivierung in intestinalen Epithelzellen führt nach einer AOM/DSS-

Kolitis zur vermehrten Tumorbildung. 

Zusammenfassend weisen unsere Ergebnisse auf eine zentrale Rolle von gp130 bei der 

Aktivierung des angeborenen Immunsystems und der Akut-Phase-Reaktion hin und zeigen 

eine pro-tumorigene Rolle bei Kolitis-assoziiertem Darmkrebs. 
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Abstract 

Members of the IL-6 type cytokine family signal via the signal transducing receptor subunit 

gp130. In particular IL-6 is involved in inflammation, regeneration and tumorigenesis in the 

liver and intestine. However, it is difficult to delineate the biological contribution of a single 

cell type. 

To analyze the effects of single cell types in liver and intestinal inflammation and tumor 

formation, we generated mice with a Cre-inducible expression cassette encoding a 

constitutively active gp130 (R26
Lgp130

). We breed these mice with Cre-drivers for hepatocytes 

(Alb-CreERT
2
) and intestinal epithelial cells (Vil-CreERT

2
). 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 mice show cell-autonomous gp130 activation in hepatocytes 

and induction of the acute phase response. The hepatic myeloid compartment is altered in 

mice with gp130 signalling in hepatocytes. Despite prolonged activation of gp130, there is no 

induction of liver tumors in aged mice with Lgp130 activation in hepatocytes. Resulting from 

persistent up-regulation of acute-phase-proteins, aged mice with hepatocytic gp130 signaling 

suffer from amyloidosis. Constitutive gp130 activation in hepatocytes does not affect gut 

morphology. Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
mice show reduced severity of epithelial 

damage in DSS colitis despite increased weight loss. Mice expressing Lgp130 in hepatocytes 

show increased tumor formation after AOM/DSS colitis.  

Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
mice with Lgp130 expression in intestinal epithelial cells 

exhibit slightly altered intestinal morphology after cell-autonomous gp130 activation. In DSS 

colitis, Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
mice show a lower severity of epithelial damage 

despite increased weight loss. Constitutive gp130 activation in intestinal epithelial cells leads 

to increased tumor formation after AOM/DSS colitis. 

In conclusion, our results point out the central role of gp130 in activation of the innate 

immune system and acute-phase response and identify a pro-tumorigenic role in colitis-

associated colorectal cancer. 
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1 Einleitung 

1.1 Interleukin 6 Zytokinfamilie 

Zytokine sind interzelluläre Mediatoren und spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation 

von Apoptose, Differenzierung und Proliferation von Zellen [1]. 

Die Interleukin-6 Zytokinfamilie umfasst Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 11 (IL-11), ciliary 

neurotrophic factor (CNTF),  leukemia inhibitory factor (LIF), oncostatin M (OSM), 

cardiotrophin-1 (CT-1), cardiotrophin-like cytokine (CLC) und Interleukin 27 (IL-27) [2]. 

Hierbei ist die Verwendung von mindestens einem Molekül der signaltransduzierenden 

Rezeptoruntereinheit Glykoprotein 130 (gp130) in jeweiligen Signalkomplex charakteristisch 

für die Zytokinfamilie (Abb. 1.1) [3, 4].  

 

Abb. 1.1: Rezeptorkomplexbildung der Interleukin 6 Zytokinfamilie. Alle Mitglieder der 

IL-6 Zytokinfamilie rekrutieren die Rezeptoruntereinheit gp130. Hierbei wird entweder eine 

Homodimerisierung zweier gp130-Moleküle oder eine Heterodimerisierung von gp130 mit 

dem LIFR, OSMR oder WSX-1 induziert. IL-6: Interleukin-6, IL-11: Interleukin-11, LIF: 

leukaemia inhibitory factor, CT-1: cardiotrophin-1, CNTF: ciliary neutrophic factor, OSM: 

oncostatin M, CLC: cardiotrophin-like cytokine, LIFR: leukaemia inhibitory factor receptor. 

 

IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin, welches sowohl pro- als auch anti-inflammatorische 

Eigenschaften aufweist. Es ist ein glykosyliertes Protein [3], besteht aus 184 Aminosäuren [5] 

und hat eine Masse von 26 kDa [6]. IL-6 ist ein Zytokin mit einem vier Helixbündel, dessen 

Orientierung einer typischen Up-Up-Down-Down Topologie folgt [7]. 

Historisch wurde das Zytokin IL-6 aufgrund seiner Bedeutung für die B-Zell Differenzierung 

und Proliferation, sowie für die Immunglobulin (Ig-) Produktion durch Plasmazellen 

ursprünglich als Differenzierungsfaktor für B Zellen (B-cell stimulating factor, BSF) 

beschrieben [8-10]. IL-6 stimuliert die Hämatopoese [11], zum Beispiel die Differenzierung 
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zu Makrophagen [12] und Megakaryozyten [13]. Ebenso ist IL-6 ein unabhängiger Regulator 

der Granulopoese [14]. Auch bei der Regulation des Metabolismus wird IL-6 eine wichtige 

Rolle zugeschrieben [15, 16]. So stimuliert IL-6 die Glukoseverwertung, die Lipolyse und den 

oxidativen Stoffwechsel [17, 18]. 

IL-6 reguliert die Proliferation, Differenzierung und Aktivierung von T Zellen [19]. T-Zellen 

werden in naive CD4
+
 T-Helfer-Zellen und CD8

+
 zytotoxische T-Zellen unterschieden. CD4

+
 

T-Helferzellen unterteilen sich weiter in TH1- und TH2-Zellen, TH17-Zellen und in die 

regulatorischen T-Zellen. Für die TH1-Zellen ist eine hohe Interferon (IFN)-Ɣ, Tumor necrosis 

factor (TNF) α und IL-2 Produktion charakteristisch, wohingegen TH2-Zellen IL-4, IL-5, IL-9 

und IL-13 induzieren [20]. IL-6 hat eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung von 

TH17-Zellen. So induziert IL-6 zusammen mit dem transformierenden Wachstumsfaktor 

(TGF) ß durch Aktivierung von signal transducer and activator of transcription (STAT) 3 die 

Expression des Transkriptionsfaktors RAR-related orphan receptor gamma (RORƔt), der die 

Differenzierung naiver CD4
+
 T-Zellen in IL-17 sekretierende TH17-Zellen induziert [21-23]. 

In Abwesenheit von TGFß induziert eine Kombination von IL-6 mit IL-1ß und IL-23 einen 

pathogenen TH17-Phänotyp [24, 25]. Darüber hinaus induziert Serum Amyloid A (SAA) 

Proteine in Kombination mit IL-6 ebenfalls einen pathogenen TH17-Phänotyp unabhängig 

vom TGFβ [26]. 

Das Zytokin IL-6 wird als Reaktion auf akute Infektionen, Gewebsschädigung und in 

Autoimmun- und Tumorerkrankungen exprimiert. Hierbei kann der IL-6 Serumspiegel in 

Extremfällen von einem basalen Spiegel von 1-5 pg/ml bis zu mehreren µg/ml ansteigen [27, 

28]. Während der Akutphase induziert IL-6 die Expression der Akut-Phase-Proteine in 

Hepatozyten (s. Abschnitt 1.5.2) [29, 30]. IL-6 ist an der Pathogenese inflammatorischer 

Krankheiten beteiligt, wie zum Beispiel der rheumatoiden Arthritis [27, 31], juvenilen 

Arthritis [32], Morbus Castleman [33] und chronisch entzündliche Darmerkrankungen 

(inflammatory bowel disease IBD) [34]. Darüber hinaus kann eine unausgeglichene IL-6 

Signalgebung entzündungs-getriebene Karzinogenese fördern [35], was zu Leberkrebs [36, 

37], Bauchspeicheldrüsenkrebs [38] und Darmkrebs [39-41] führt. 

IL-6-defiziente Mäuse sind lebensfähig und weisen keine makroskopischen Anomalien auf. 

Jedoch zeigen diese Tiere eine beeinträchtigte Akut-Phase-Reaktion, eine verminderte T - und 

B - Zellreaktion sowie eine gestörte Immunglobulinproduktion nach Virusinfektionen. 

Zusätzlich zeigen IL-6-defiziente Mäuse einen Mangel an neutrophiler Proliferation, was zu 

einer fehlenden Beseitigung der Listerien bei einer Infektion führt [42, 43]. 
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IL-6 fördert in der Leber die Geweberegeneration nach Verletzungen. IL-6 Knockout Mäuse 

zeigten eine beeinträchtigte Leberregeneration nach einer Hepatektomie, was sich in 

Lebernekrose und –versagen äußerte [44, 45]. Dabei wiesen IL-6 Knockout Mäuse 

Anomalien in der G1-Phase des Zellzyklus auf, was zu einer verminderte Expression von mit 

dem Zellzyklus assoziierten Genen und Transkriptionsfaktoren wie Aktivator-Protein-1 (AP-

1), c-Myc und Cyclin D1 führte. Des Weiteren war die DNA-Synthese in Hepatozyten dieser 

Mäuse abgeschwächt [44]. Darüber hinaus konnten hohe IL-6 Serumspiegel in Patienten mit 

verschiedenen Lebererkrankungen wie akute und virale Hepatitis [46], alkoholische 

Leberzirrhose [47] und primäre bililäre Leberzirrhose [48] assoziiert werden. Gleichzeitig 

kann eine deregulierte IL-6 Signalübertragung zu unkontrollierter Proliferation und 

hepatozellulären Adenomen führen [49-51], was ebenso in doppelt transgenen IL-6/sIL-6 

Mäusen bei anhaltender Aktivierung des IL-6 Trans-Signalings gezeigt werden konnte [52]. 

Die IL-6 Trans-Signalübertragung ermöglicht durch proteolytische Abspaltung des 

membranständigen IL-6Rα die Bildung eines Komplexes aus einer löslichen Form des IL-6R 

und IL-6. Dieser Komplex kann wiederum an gp130 auf Zellen binden, die den IL-6R nicht 

exprimieren (s. Abschnitt 1.3) [28]. Auch aktivierende gp130-Mutanten in Menschen konnten 

bereits mit gutartigen Lebertumoren in Verbindung gebracht werde [50]. 

IL-6 ist ein Schlüsselzytokin, welches bei Darmentzündungen sowohl proinflammatorische, 

als auch regenerationsfördernde Eigenschaften aufweist [53, 54]. So wurde ein erhöhter IL-6 

Serumspiegel bei Patienten mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (inflammatory 

bowel disease IBD) in den intestinalen Schleimhäuten gefunden [55, 56], jedoch ist eine 

Korrelation von IL-6 Serumspiegel und Krankheitsschwere ambivalent [55, 57]. IL-6 trägt zu 

einem verstärkten Überleben von T-Zellen und Apoptoseresistenz in der Lamina propria an 

entzündeten Stellen bei IBD bei [34, 58]. STAT3 wird eine wesentliche Rolle bei der 

Epithelproliferation und –regeneration zugeschrieben [59, 60]. Mit Hilfe der Dextran-Sodium-

Sulfat (DSS)-Kolitis können chronisch entzündliche Darmerkrankungen im Mausmodell 

untersucht werden. Zur Induktion einer Dünn- und Dickdarmentzündung wird den Mäusen 

DSS über das Trinkwasser verabreicht, welches die natürliche Integrität des Darmepithels 

zerstört. Wildtyp-Mäuse zeigten in der DSS-induzierten Kolitis eine deutlich stärkere 

Krankheitsaktivität und Darmentzündung [61] bei deutlich erhöhtem IL-6 Serumspiegel und 

gesteigerter Granulozyteninfiltration [62]. 

Studien zeigten bereits eine funktionale Rolle der IL-6 Trans-Signalübertragung bei DSS-

behandelten Mäusen und IBD-Patienten. Morbus Crohn Patienten mit chronischen 
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Darmerkrankungen wiesen eine erhöhte Resistenz mukosaler T-Zellen gegen Apoptose auf. 

Diese T-Zellen produzieren IL-6, besitzen selber jedoch keinen membrangebundenen IL-6R. 

Daher sind sie auf die IL-6 Trans-Signalübertragung und die Freisetzung von IL-6R 

angewiesen, welcher höchstwahrscheinlich von Makrophagen und infiltrierenden 

Neutrophilen freigesetzt wird. Olamkicept (sgp130Fc) ist ein therapeutischer Ansatz für 

chronisch entzündliche Darmerkrankungen, das die IL-6-Trans-Signalübertragung blockiert. 

Das Classic Signaling über den membranständigen IL-6Rα wird jedoch nicht beeinflusst (s. 

Abschnitt 1.3). Hierbei wird der IL-6/sIL-6R-Komplex kompetitiv gehemmt, wobei 

Olamkicept weder mit IL-6 noch mit IL-6R interagiert [63]. Das Fusionsprotein besteht aus 

zwei vollständigen extrazellulären Domänen von gp130, die durch Fusion mit der 

kristallisierbaren Fragmentregion (Fc-Region) vom menschlichen Immunglobulin (Ig) G1 

dimerisiert wurden. Eine spezifische Neutralisierung von sIL-6R in vivo durch sgp130Fc 

führte zur Induktion der Apoptose. Dies deutet darauf hin, dass sIL-6R die Apoptose in den 

Schleimhäuten verhindert [34, 64]. 

Olamkicept konnte bereits im DSS-Kolitis Mausmodell die Kolitisaktivität unterdrücken und 

Apoptose von T-Zellen induzieren [34]. Auch Phase-2a-Studien an Patienten konnten zeigen, 

dass die Trans-Signal-Hemmung durch Olamkicept vom Mausmodell auf den Patienten 

übertragen werden kann. So konnte eine klinische Wirksamkeit  anhand vollständiger 

Remission in Form eines vollständigen und schnellen Rückgangs der klinischen Symptome, 

der Entzündungsmarker und der endoskopischen Aktivität bei 19 % der Patienten (3/16), 

sowie klinisch signifikantes Ansprechen bei 44 % der Patienten (7/16) aufgezeigt werden. 

Darüber hinaus zeigte sich eine klinische Wirksamkeit anhand Transkriptionsveränderungen 

in der entzündeten Schleimhaut, eine Herunterregulierung der Gene für die neutrophile 

Degranulation und einen Rückgang der Phosphorylierung von STAT3 aufgezeigt werden. Die 

weitere Wirksamkeit wird derzeit in multizentrischen, randomisierten, prospektiven, 

placebokontrollierten Phase-2-Studie bei Patienten mit mittelschwerer bis schwerer aktiver 

Colitis ulcerosa untersucht (NCT03235752) [65]. 
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1.2 Glykoprotein gp130 kDa 

Glykoprotein 130 kDa (gp130) ist ein transmembranes Typ I Protein, welches zur Typ-1-

Zytokinrezeptoren-Gruppe gehört und ubiquitär exprimiert wird [66]. 

Die extrazelluläre Domäne von gp130 besteht aus einer Immunglobulin-ähnlichen Domäne 

D1, gefolgt von einem Zytokin Bindungsmodul (cytokine binding module CBM), die die 

Domänen D2 und D3 enthält. Diese zwei Domänen beinhalten vier konservierte Cysteinreste 

und das WSXWS Motiv (Tryptophan-Serin-X-Tryptophan-Serin) (Trp-Ser-Glu-Trp-Ser) [66, 

67]. In der membranproximalen Region befinden sich die Fibronektin-Typ-3 Domänen (D4, 

D5 und D6), gefolgt von der Transmembran (TM) und der intrazellulären Domäne (ICD), 

welche mit einer Janus Kinase (JAK) assoziiert ist [68-70]. Die extrazelluläre Domäne D1, 

sowie die Domänen D2 und D3 des Zytokin Bindungsmoduls sind an der Bindung von IL-6 

beteiligt. Die Fibronektin-Typ-3 Domänen D4 bis D6 sind dagegen an der Signalübertragung 

zum zytoplasmatischen Teil beteiligt (Abb. 1.2) [71, 72].  

 

 

Abb. 1.2: Struktureller Aufbau von gp130. Die extrazelluläre Domäne von gp130 besteht 

aus einer Immunglobulin (Ig) ähnlichen Domäne, einem Zytokinbindemodul und drei 

Fibronektin Typ-III Domänen, gefolgt von der Transmembrandomäne und der Intrazellulären 

Domäne, welche mit Janus-Kinasen assoziiert ist. 



6 

 

1.3 IL-6 Signaltransduktion 

Zur Initiierung der Signalübertragung wird IL-6 vom IL-6 Rezeptor α (IL-6Rα) rekrutiert. 

Dieser besitzt selber keine Möglichkeit zur intrazellulären Signalweitergabe. Dieser 

niedrigaffine Komplex bindet im Anschluss an ein Homodimer von transmembranen gp130, 

was zu einem hochaffinen Hexamer und signalübertragenden Komplex führt [66, 73, 74]. Die 

IL-6 induzierte Signaltransduktion wird durch die Bildung des Rezeptorkomplexes ausgelöst. 

Durch die Bindung von gp130 an konstitutiv mit gp130 assoziierten Kinasen (Januskinase 1 

(JAK1) und Tyrosinkinase 2 (Tyk2)) wird gp130 an Tyrosinresten phosphoryliert. Die 

phosphorylierten Tyrosinreste dienen nachfolgend als Bindestelle für Proteine mit Src-

homology 2 Domänen (SH2) [75], welche einen Ausgangspunkt für Faktoren der 

Signaltransduktionkaskade wie z.B STAT bilden. Sie assoziieren mit den Rezeptoren und 

werden phosphoryliert. 

Nachfolgend dissoziieren STATs vom Rezeptor und homodimerisieren oder 

heterodimerisieren mit einem weiteren phosphorylierten STAT. Im Anschluss translozieren 

sie in den Kern, wo sie an die DNA binden und als Transkriptionsfaktor wirken [76]. 

Stromabwärts von gp130 wird hauptsächlich STAT3 aktiviert [77], wobei an gp130 

Homodimere ebenfalls STAT1 und STAT3 rekrutiert werden [78, 79]. Das Homodimer aus 

STAT3-STAT3 induziert die Genexpression STAT3-responsiver Gene [76, 77].  

SH2-haltige Protein-Tyrosin-Phosphatase (SHP2), welches aufgrund der SH2-Domäne eine 

hohe Affinität zu phosphorylierten Tyrosinresten aufweist, und Growth factor receptor-bound 

protein 2 (Grb2) dienen als Adaptorproteine und binden son of sevenless (SOS), ein Guanin-

Nukleotid-Austauschfaktor. Dieser aktiviert das membrangebundene kleine G-Protein Ras 

und initiiert die Ras-Raf- Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPKinase)-Kaskade. Die Ras-

Raf-MAPK-Kaskade führt zur Aktivierung der Serin- und Threonin-Kinasen Extracellular 

signal-regulated kinases (Erk) 1/2, welche aktivierend auf Transkriptionsfaktoren wirken [80, 

81]. Die IL-6 Signalkaskade führt darüber hinaus zur Aktivierung des Phosphatidylinositol-3-

Kinase (PI3K) / AKT-Modul [82], das direkt oder durch ein aktives Ras induziert wird [83]. 

Die Aktivierung von phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) führt zur Produktion des second 

messenger phosphatidylinositol (3, 4, 5)-triphosphate (PIP3) aus dem Substrat 

phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate (PIP2). PIP3 rekrutiert nachfolgend eine Untergruppe 

von Signalproteinen an die Membran, darunter die Serin- und Threonin-Kinase 3′-

phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1) und Proteinkinase B (AKT). Die Bindung mit 

PIP3 führt zu einer Konformationsveränderung in AKT, wodurch Phosphorylierungsstellen 
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für verschiedene Kinasen freigelegt werden (Abb. 1.3). Die PI3K/AKT-Kaskade führt zur 

Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren und von anti-apoptotischen Proteinen der 

BCL-2 Familie [84, 85]. Phosphoryliertes Akt kann sowohl im Zytosol, als auch im Zellkern 

wirken [86, 87]. 

STAT3 ist in der Lage die Expression von Suppressor of Cytokin Signaling 3 (SOCS3) 

hochzuregulieren. Hierbei hemmt SOCS3 die katalystische Aktivität von Janus-Kinasen, 

indem SOCS3 mit Hilfe der SOCS3-KIR-Domäne den Tyrosin-phosphorylierten IL-6R in 

einer SH2-abhängigen und gleichzeitig JAK2 in einer phospho-unabhängigen Weise bindet 

[88]. Dies führt zu einer negativen Rückkopplungsschleife und somit zur Herabregulierung 

der gp130-Signale (Abb. 1.3) [89-92]. 

 

  

Abb. 1.3: Der IL-6 Signalweg. Bildung des Rezeptorkomplexes induziert JAK-Aktivierung 

und Phopsphorylierung von gp130 an Tyrosinresten. Bindung von SHP2 führt zur 

Aktivierung der PI3K/AKT-, MAPK- und JAK-STAT-Signalwege. ERK1/2 und AKT 

phosphorylieren Zielproteine, Effektorproteine und Transkriptionsfaktoren. Das gebildete und 

phosphorylierte Homodimer aus STAT3-STAT3 wandert in den Zellkern und wirkt als 

Transkriptionsfaktor. 
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Gp130 wird ubiquitär exprimiert [66], wohingegen das membrangebundene IL-6Rα von 

Hepatozyten, Neutrophilen, Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten sowie 

verschiedenen Epithelzellen exprimiert wird [70]. Aufgrund der limitierten Expression des 

IL-6Rα ist die Bildung von Signalkomplexen zur klassischen IL-6-induzierten 

Signaltransduktion nur für spezifische Zellen relevant. Durch proteolytische Abspaltung des 

membranständigen IL-6Rα durch extrazelluläre Proteasen der a disintegrin and 

metalloproteinase (ADAM)- Familie nahe der Zellmembran kann ein lösliches IL-6Rα 

(sIL-6Rα) erzeugt werden [10, 93]. 

Dieser IL-6/IL6Rα – Komplex kann ebenfalls an gp130 binden und die intrazelluläre 

Signaltransduktion initiieren. Dieser Signalweg wird als „IL-6 Trans-Signaling“ bezeichnet 

und erweitert so das Spektrum IL-6 responsiver Zellen [94]. 

 

1.4 Lgp130 

In früheren Arbeiten unseres Labors wurde eine modifizierte konstitutiv aktive und 

ligandenunabhängige gp130-Variante entwickelt. Hierbei wurde der extrazelluläre Anteil der 

gp130-Domäne durch einen basischen Leuzin-Zipper des humanen c-Jun Proteins ersetzt [95]. 

Diese Regionen des chimären Proteins interagieren miteinander, welches zu einer 

Dimerisierung führt. Lgp130 Homodimere werden darüber hinaus durch intermolekulare 

Disulfidbrücken weiter stabilisiert [96, 97]. Zusätzlich wurde eine FLAG-Sequenz C-terminal 

des Signalpeptids eingeführt. Die Transmembrandomäne, als auch der zytoplasmatische 

Schwanz von gp130 wurde nicht modifiziert. Dieses Konstrukt wird „Lgp130“ bezeichnet 

und hat eine Länge von 343 Aminosäuren und eine Masse von 46 kDa (Abb. 1.4) [98]. 
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung von gp130 und Lgp130. (A) gp130-WT Rezeptor. 

Signalaktivierung nach Bindung mit IL-6/sIL-6R. (B) Lgp130 mit FLAG-tag (Flag), dem 

Leucin-Zipper (LZ) und der stabilisierenden Disulfidbrücke (S-S). Modifiziert nach [98]. 

 

Um den biologischen Effekt von IL-6 einem einzelnen Zelltyp wie Hepatozyten oder 

Darmepithelzellen zuzuordnen, wurde ein Mausmodell mit Hepatozyten spezifischer Lgp130 

Aktivierung und ein weiteres Mausmodel mit Darmepithelzellen spezifischer Lgp130 

Aktivierung generiert. Hierbei wurde eine Lgp130 Expressionskasette, bestehend aus einem 

CAG Promotor, gefolgt von einer Westphal Stop Kasette, welche von loxP-Seiten flankiert 

ist, Lgp130 cDNA, einem 2A-Peptid und ein ZsGreen-Reporter, konstruiert. Das 2A-Peptid 

ist ein virales Strukturmotiv, welches aus viralen Oligopeptiden besteht und der Spaltung der 

Lgp130 cDNA und des ZsGreen-Reporters während der Translation dient (Abb. 1.5) [99, 

100]. 

 

 

Abb. 1.5: Expressionskasette von Lgp130. Die Lgp130 Expressionskasette besteht aus 

einem CAG Promotor, gefolgt von einer Cre-Westphal Stop Kasette, der Lgp130 cDNA, 

einem 2A-Peptid und einem ZsGreen-Reporter. Schwarze Dreiecke kennzeichnen die LoxP-

Stellen. 

 

 

A B 
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Zur Generierung der R26
L-gp130

 Maus wurde die Lgp130 Expressionskasette in den ROSA26 

Lokus durch homologe Rekombination eingefügt. Dieser Lokus wird vorzugsweise zur 

Erzeugung von Knock-in Mauslinien verwendet, da das Einfügen von Genen in diesen Lokus 

keine unerwünschten Nebenwirkungen verursacht [101]. 

Transgene Alb-CreERT
2
 Mäuse exprimieren ein Cre-Östrogenrezeptor Fusionsprotein unter 

Kontrolle eines Albumin Promotors. Hierbei wurde das CreERT
2
 in den endogenen Alb-

Locus inseriert. Die mutierte Form der Ligandenbindungsdomäne des menschlichen 

Östrogenrezeptors ist an eine Cre-Rekombinase fusioniert, welche spezifisch durch 

Tamoxifen, aber nicht durch Östradiol aktiviert werden kann. CreERT
2
 weist im Gegensatz zu 

CreERT, welches eine Punktmutation der  menschlichen Östrogenrezeptor-

Ligandenbindungsdomäne aufweist, drei Punktmutationen (C400V/M453A/L544A) auf und 

ist nachweislich sensitiver gegenüber Tamoxifen als CreERT [102]. Das Fusionsprotein ist 

inaktiv, da es sich im Zytoplasma befindet und erst nach Bindung von Tamoxifen in den 

Zellkern transloziert [103]. Alb-CreERT
2
 Mäuse zeigen keinen Phänotyp und leiden an 

keinen gesundheitlichen Beschwerden. 

Vil-CreERT
2 

Mäuse exprimieren das CreERT
2
 Fusionsprotein unter Kontrolle eines Villin 

Promotors in Zotten und Kryptenepithelzellen des Dünn-und Dickdarms [104, 105]. Vil-

CreERT
2
 Mäuse zeigen keinen Phänotypen und leiden an keinen gesundheitlichen 

Beschwerden. 

Zur Generierung von Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 und Vil- CreERT

2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 

Mäusen wurden R26
Lgp130 

mit Alb-CreERT
2
 bzw. Vil-CreERT

2
 Mäusen verpaart. 
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1.5 Die Leber 

1.5.1 Zelluläre Struktur und Funktion 

Die Leber ist das zentrale Stoffwechselorgan, welches eine Vielzahl von Funktionen ausübt. 

Hierzu gehören unter anderem die Produktion der Gallenflüssigkeit, Entgiftungsfunktionen, 

der Stoffwechsel von Nahrungsbestandteilen  und die Regulierung des Glukosespiegels durch 

Glykogenspeicherung und Gluconeogenese. Darüber hinaus trägt es zur Bluthomöostase 

durch Sekretion von Serumproteinen und Gerinnungsfaktoren bei [106]. 

Die kleinste anatomische Einheit der Leber, das sogenannte Leberläppchen, besteht aus dem 

Portalfeld, dem Leberparenchym und der Zentralvene. Dort, wo drei Leberläppchen 

aneinander grenzen, entsteht das Periportalfeld mit der Glisson-Trias, die den Ductus biliferi 

interlobulars, einer Verzweigung des Gallenganges, die Arteria interlobularis, einem Ast der 

Arteria hepatica propria und die Vena interlobularis, einem Ast der Pfortader, enthält. Das 

Portalfeld besteht aus dem Gallengang, der Leberarterie und der Pfortader. Die Leberarterie 

liefert sauerstoffreiches Blut und die Pfortader liefert nährstoffreiches Blut aus dem Magen-

Darm-Trakt, dem Pankreas und der Milz in die Leber. Das nährstoff- und sauerstoffreiche 

Blut fließt zusammen in die Zentralvene der Leber, wobei die basolaterale Membran von 

Hepatozyten zu den Lebersinusoiden gerichtet ist und das Leberparenchym bildet. Die apikale 

Membran der Hepatozyten bildet Gallenkanälchen, durch welche Gallenflüssigkeit in die 

Gallengänge fließt. Während die Gallengänge von biliären Epithelzellen (Cholangiozyten) 

ausgekleidet werden, sind Lebervorläuferzellen (LPCs) am Übergang von Gallenkanälchen 

und Gallengängen, auch Heringkanäle genannt, ansässig (Abb. 1.6) [107]. 

Die Leber besteht aus verschiedenen Zelltypen. Hierbei stellen Hepatozyten mit fast 80% den 

hauptsächlichen Zelltyp dar und formen das Leberparenchymgewebe [108]. Cholangiozyten, 

auch Gallengangsepithelzellen genannt, kleiden die Gallengänge aus. Darüber hinaus besteht 

die Leber zu etwa 10% aus hepatischen Sternzellen, welche sich im „Disse Raum“ befinden, 

einer Lücke zwischen sinusoidalen Endothelzellen und Hepatozyten [109]. Hepatische 

Sternzellen dienen als Fettspeicher, werden als Antigen-präsentierende Zellen angesehen und 

produzieren nach „Aktivierung“ Extrazellulärmatrix und tragen so zur Regeneration, aber 

auch Fibrotisierung bei [110, 111]. Ein weiterer Leberzelltyp sind die gewebsresidenten 

Kupffer-Zellen, bei denen es sich um gewebsresidente Makrophagen mesenchymalen 

Ursprungs handelt [112, 113]. Rekrutierte Makrophagen, welche aus hämatopoetischen 

Stammzellen stammen und sich aus zirkulierenden myeloischen Vorläuferzellen aus dem 

Knochenmark differenzieren, können ebenfalls einen Kupffer-Zellphänotyp annehmen [114]. 
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Kupffer-Zellen tragen durch ihre Zytokinproduktion zur Regulation von Immunreaktionen bei 

und phagozytieren Bakterien und Viren (Abb. 1.6) [115-117]. Hepatische parenchymale 

Leberzellen können einen Einfluss auf verschiedene immunologische Reaktionen durch 

Sekretion von Chemokinen, Zytokinen und Akut-Phase-Proteinen in der Leber haben 

(s. Abschnitt 1.5.2). 

 

Abb. 1.6: Schematische Darstellung des Leberaufbaus. Die Leber besteht aus den 5 

Leberzelltypen Hepatozyten, Endothelzellen, Sternzellen, Kupfferzellen, Cholangiozyten. Die 

duale Blutversorgung aus Pfortader (sauerstoffarmes Blut) und Leberarterie (sauerstoffreiches 

Blut) vereinigt sich beim Eintritt in das Leberläppchen und tritt an der Zentralvene aus. 

Modifiziert nach [118]. 

 

Die Leber ist funktionell mit dem Gastrointestinaltrakt verbunden, da das venöse Blut aus 

dem Darm in die hepatische Blutversorgung gelangt. Hierdurch ist die Leber kontinuierlich 

mit Antigen aus der Nahrung und Molekülen aus der Mikroflora des Darms konfrontiert, was 

Entzündungspotentiale darstellt, aber auch das spezielle tolerogene Immunmilieu der Leber 

erklärt [119]. 
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1.5.2 Akut-Phase-Reaktion 

Die Akut-Phase-Reaktion ist eine evolutionär konservierte systemische Erstreaktion auf 

lokale und systemische Störungen wie Infektionen, Gewebeschäden, Tumorwachstum und 

immunologische Störungen [120, 121]. 

Innerhalb weniger Stunden nach einer Infektion verändert sich das Muster der Proteinsynthese 

in der Leber, wobei insbesondere das IL-6/gp130 Signalmodul für die Produktion und 

Sekretion der Akut-Phase-Proteine entscheidend ist [1, 122, 123]. Dies führt zu einem Anstieg 

von positiven Akut-Phase-Proteinen wie C-reaktives Protein (CRP), Serum Amyloid A1 

(SAA1), Serum Amyloid A2 (SAA2), Serum Amyloid P (Apcs) und Haptoglobin (Hpt). Die 

hepatische RNA-Hochregulierung dieser Akut-Phase-Proteine ist mit einer Abnahme der 

Synthese negativer Akut-Phase-Proteine wie Albumin  verbunden [1, 30, 124], was für die 

Synthese an Aminosäuren, welche für die Produktion positiver Akut-Phase-Proteine zur 

Verfügung stehen, erhöht [123, 125]. 

Die Akut-Phase-Reaktion ist von den Transkriptionsfaktoren STAT3 und Nuclear factor кB 

(NF-κB) abhängig. In Mäusen konnte gezeigt werden, dass eine hepatozytenspezifische 

Deletion beider Transkriptionsfaktoren die Bildung von Akut-Phase-Proteinen aufhebt [126]. 

Sowohl der IL-1 Signalweg, als auch der TNF-Signalweg aktivieren die NF-κB Familie von 

Transkriptionsfaktoren. Hierbei wird die Aktivierung von NF-κB durch zytokinabhängige 

Phosphorylierung und anschließenden Abbau des inhibitorischen Proteins nuclear factor of 

kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor (IκB) erreicht [127]. IL-1β 

Knockout Mäuse zeigten in Studien eine beeinträchtigte Akut-Phase-Reaktion bei induzierten 

lokalen Entzündungen und Gewebeschädigungen [128]. Aktivierte myeloide Zellen können 

inflammatorische Zytokine wie IL-1 und TNFα freisetzen, was zu einer erhöhten Produktion 

und Sekretion von IL-6 von anderen Zellen wie Endothelzellen, Fibroblasten und myeloiden 

Zellen, und zu einer positiven Rückkopplungsschleife führt [129]. Mäuse mit einer Interferon-

induzierten STAT3 Deletion in der Leber und im Knochenmark zeigten ebenfalls eine 

reduzierte Induktion von Akut-Phase-Proteinen [130]. Bei IL-6 Knockout Mäusen konnte 

ebenfalls eine Notwendigkeit des IL-6/gp130 Signalweges und des Transkriptionsfaktors 

STAT3 für die Induktion von Akut-Phase-Proteinen aufgezeigt werden [43, 44]. Ebenso 

konnte beim Menschen eine Beeinträchtigung der Sekretion der Akut-Phase-Proteine durch 

Mutationen mit resultierendem Funktionsverlust (Loss-of-function Mutation) in gp130 [131] 

bzw. IL-6Rα [132] nachgewiesen werden. 
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Das Akut-Phase SAA-Protein kann als Reaktion auf Gewebeschäden in Extremfällen 

innerhalb von 24-48 h um ein 1000-faches bis zu einer Konzentration über 1mg/ml ansteigen 

[133, 134]. SAA gehört zur Familie von Apolipoproteinen, welche nach der Synthese an 

Lipoproteine mit hoher Dichte (High-Density Lipoprotein HDL) binden [133]. Hierbei bilden 

die beiden SAA Isoformen SAA1 und SAA2 das „Akut-Phase SAA“ (im Folgenden als Akut-

Phase SAA-Protein oder SAA bezeichnet) und werden in der Leber synthetisiert, während die 

ausschließlich in Mäusen vorkommende Isoform SAA3 an extrahepatischen Stellen 

exprimiert wird [133, 135, 136]. SAA4 wird konstitutiv exprimiert und reagiert nur 

geringfügig auf inflammatorische Stimuli [137, 138]. Die Akut-Phase SAA-Proteine 

signalisieren über die Bindung und Aktivierung von Zelloberflächenrezeptoren wie die Toll-

like-Rezeptoren (TLR)-2 und -4 [139, 140], den Formylpeptidrezeptor 1 (FPRL1) [141, 142], 

den Klasse-B-Scavenger-Rezeptor CD36 [140, 143] und den ATP-Rezeptor Purinergic 

Receptor P2X 7 [144]. Als Akut-Phase-Protein beeinflusst SAA den Cholesterinstoffwechsel 

während der Entzündungsreaktion [145, 146]. SAA führt darüber hinaus zur Adhäsion und 

Chemotaxis von phagozytotischen Zellen und Lymphozyten sowie zur Rekrutierung von 

Monozyten und polymorphonuklearen  Zellen (PMN) an Entzündungsstellen [147, 148]. 

Patienten mit chronischen Entzündungskrankheiten wie der rheumatoiden Arthritis mit stetig 

erhöhten SAA-Blutplasmakonzentrationen weisen im Verlauf ihrer Krankheit ein erhöhtes 

Risiko für die Entwicklung einer Amyloid A (AA) Amyloidose auf [149, 150]. SAA ist eine 

Hauptkomponente von Amyloidfibrillen. Menschliche und murine Amyloidfibrillen sind 

fadenförmige Polypeptidaggregate mit einer Kreuz-β-Struktur [151] und bestehen aus dem C-

terminal verkürzten SAA1-Protein. Dieses entsteht durch die proteolytische Spaltung von 

SAA durch Matrix-Metalloproteasen (MMP) [152, 153]. Amyloidfibrillen stehen im 

menschlichen Körper im Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen, 

systemischer Amyloidose, Typ-II-Diabetes und „normaler“ Alterung [154, 155]. Bei der 

reaktiven systemischen (AA)-Amyloidose gelangt das Fibrillenvorläuferprotein (SAA) nach 

der Synthese in das Blutplasma. Dies kann zu massiven Ablagerungen von Amyloidfibrillen 

in Milz, Leber und Nieren führen [135, 150, 156]. Die Hauptursache für die Schwächung des 

Patienten bei AA-Amyloidose ist das von der Niere niedergelegene Nierenamyloid. Die 

Nieren sind eines der am häufigsten betroffenen Organsysteme der AA-Amyloidose. 

Nierenamyloidose kann zu einer Nierenerkrankung im Endstadium und progressivem 

Nierenversagen mit manchmal tödlichem Ausgang führt [157]. 
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1.6 Der Gastrointestinaltrakt 

1.6.1 Aufbau 

Der Gastrointestinaltrakt besteht aus der Speiseröhre, dem Magen, dem Dünndarm und dem 

Dickdarm, wobei die Hauptaufgabe in der Verdauung und Absorption von zugeführter 

Nahrung liegt. Nach der ersten enzymatischen Aufspaltung und Homogenisierung der 

Nahrungsbestandteile im Magen wandert der Nahrungsbrei weiter in den Dünndarm, wo er 

durchmischt und die Nahrung absorbiert wird. 

Der Dickdarm, welcher für die Elektrolyt- und Wasserrückresorption verantwortlich ist, wird 

in drei Abschnitte gegliedert: das Caecum (Blinddarm) mit dem Appendix vermiformis 

(Wurmfortsatz), der Colon (Grimmdarm) und das Rektum (Mastdarm). Der Dickdarm weist 

den gleichen Darmschichtenaufbau wie der Dünndarm auf, jedoch besitzt er keine Zotten. 

Darüber hinaus sind die Krypten im Dickdarm flacher und weniger dicht als im Dünndarm. 

Die Darmwand des Colons besteht von außen zum Lumen hin aus der Serosa, der Muskularis, 

Submukosa und Darmschleimhaut (Mukosa) aufgebaut. Der äußere Teil des Dickdarms ist 

von Serosa, einer subserösen Bindegewebs- und Fettschicht, umschlossen. Die äußere Schicht 

der Serosa besteht aus einem einschichtigen Plattenepithel (Mesothel). Die Serosa ist eine 

Verschiebeschicht, wobei die Mesothelzellen einen feinen Flüssigkeitsfilm sezernieren und so 

zur Gleitfähigkeit der verschiedenen Serosablätter gegeneinander beitragen. Unter dem 

Mesothel liegt die Bindegewebsschicht, welche aus  Nervenfasern, Blut- und Lymphgefäßen 

besteht. Die Muskularis besteht aus dem inneren Ringmuskel und der äußeren 

Längsmuskelschicht, der für die Muskelkontraktion (Darmperistaltik) und der damit 

verbundenen Beförderung des Verdauungsinhaltes verantwortlich ist. Diese beiden 

Muskelschichten sind von Serosa umgeben. Die Darmschleimhaut (Mukosa) besteht aus den 

drei Abschnitten Muscularis mucosae, Lamina propria und dem Darmepithel und befindet 

sich innenliegend von der Submukosa. Hierbei trennt die Muscularis mucosae die Mukosa 

von der Submukosa. Die Lamina propria besteht aus Bindegewebe und beinhaltet zahlreiche 

Immunzellen. Das Darmepithel bildet eine einzellige intestinale Epithelschicht, welche als 

Barriere zwischen innerem Darmlumen und Lamina propria fungiert (Abb. 1.7) [158]. 
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Abb. 1.7: Der Colonquerschnitt. Das Colon besteht von außen nach innen aus der Serosa, 

der Muscularis, der Submucosa und der Mucosa. Die Muscularis teilt sich auf in die äußere 

Längsmuskelschicht und die innere Ringmuskelschicht. Die Mucosa besteht von außen nach 

innen aus der Lamina propria, der Lamina muscularis mucosae und der Lamina epithelialis. 

 

Der Dünndarm gliedert sich in die drei Abschnitte Duodenum (Zwölffingerdarm), Jejunum 

(Leerdarm) und Ileum (Krummdarm). Die Hauptaufgabe des Dünndarms ist die Absorption 

von Nährstoffen. Hierfür bildet die Darmschleimhaut (Mukosa) Schleimhautfalten, auch 

Kerckringsche Falten genannt, zur Oberflächenvergrößerung und effizienteren 

Nährstoffaufnahme. Zur weiteren Oberflächenvergrößerung weisen die Kerckringsche Falten 

auf ihrer Oberfläche Zotten auf. Diese besteht aus einschichtigen intestinalen Epithelzellen, 

wobei die Invagination der Darmschleimhaut Krypten genannt werden. Die Krypte enthält die 

untere Stammzellzone und das obere Transit-Amplifikations-Kompartiment (TA), welche für 

die Differenzierung intestinaler Epithelzellen entlang der Krypten-Villus-Einheit 

verantwortlich sind. Die intestinale Darmepithelschicht besteht aus den ausdifferenzierten 

Enterozyten, Becherzellen, Paneth-Zellen und intestinalen epithelialen Stammzellen [158]. 

Die Kryptenbasis beinhaltet säulenförmige Stammzellen (crypt base columnar cells) und 

Stammzellen der Position +4. Säulenförmige Stammzellen sind stark proliferativ und 

exprimieren die Markerproteine Leucin rich motif G-­protein coupled receptor-5 (Lgr5) und 

achaete scute-like 2 (Ascl2) [158-160]. Stammzellen der Position +4 befinden sich vier Zellen 

oberhalb des Kryptenbodens und sind negativ für Lgr5 und Ascl2. Sie werden als ruhende 

Stammzellen bezeichnet und sind nur wenig proliferativ [161]. 
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Neben den intestinalen epithelialen Stammzellen, welche durch ihre ständige Neubildung zum 

Erhalt der intestinalen Epithelschicht beitragen, befinden sich Paneth-Zellen im Kryptenboden 

[162]. Die Paneth-Zellen sezernieren zur Immunabwehr Lysozyme und anti-mikrobielle 

Peptide [163]. Sie können unter pathologischen Bedingungen ebenso zu intestinalen 

Stammzellen differenzieren. Intestinale epitheliale Stammzellen sind in Paneth-Zellen 

eingebettet, wodurch die Paneth-Zellen die intestinale Stammzellnische bilden. Darüber 

hinaus können Paneth-Zellen aber auch die Stammzellproliferation durch Absonderung von 

Hormonen oder Stoffwechselzwischenprodukten regulieren. Paneth-Zellen produzieren 

hierbei sekretierende Proteine wie z.B. Epidermal Growth Factor (EGF), Wingless-type 

(Wnt)-3a und die Notch-Liganden Delta-like canonical Notch ligand 1 (DLL1) und 4 [164, 

165]. Lgr5
+
 Stammzellen teilen sich täglich und differenzieren zu neuen Darmepithelzellen 

des TA-Kompartiments. Die Zellen des TA-Kompartiments teilen sich hingegen viermal 

täglich [158]. Während der Differenzierung bewegen sich Enterozyten und Becherzellen an 

das apikale Kryptenende, lösen sich von der extrazellulären Matrix und werden in das 

Darmlumen abgestoßen (Anoikis) [166]. Zur Oberflächenvergrößerung und verbesserten 

Resorption der Nährstoffe besitzen Enterozyten fadenförmige Ausstülpungen der 

Zellmembran (Mikrovilli) an der luminalen Seite. Becherzellen sezernieren verschiedene 

Muzine. Muzine, insbesondere Muzin 2, bilden einen intestinalen Schleimfilm, der das 

Epithel wie eine Schutzschicht bedeckt. Muzin 2 ist ein Glykoprotein und bildet eine 

Barriereschicht zwischen Darmepithel und Darmflora. Dadurch wird verhindert, dass der 

saure Magenbrei und Bicarbonate das Epithel zerstören (Abb. 1.8) [167]. 
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Abb. 1.8: Struktur und zelluläre Zusammensetzung der Krypte. Die Krypte wird in die 

untere Stammzellzone und das obere TA Kompartiment aufgeteilt. Die Kryptenbasis besteht 

aus Lgr5
+
 intestinalen epithelialen Stammzellen, die mit Paneth-Zellen durchsetzt sind. 

Paneth-Zellen sezernieren EGF, Wnt3a, DLL1 und DLL4. +4 Stammzellen können nach 

Verletzungen das Stammzellkompartiment wiederherstellen. Das TA Kompartiment besteht 

aus ausdifferenzierten Enterozyten und Becherzellen. Erreichen die Zellen das Kryptenende, 

lösen sie sich von der extrazellulären Matrix (ECM) und werden in das Darmlumen 

abgestoßen, wo sie durch Anoikis absterben. 

 

Die Integrität der Barriereschicht zwischen Darmepithel und Darmflora stellt einen wichtigen 

Teil der Immunhomöostase dar. Ein Verlust oder eine Beschädigung dieser Barriereschicht 

kann das Eindringen von Pathobionten und unverdauten Nahrungspartikeln begünstigen 

[168], welches zu Entzündungsreaktionen führen kann [169]. 

Die Expression von Akut-Phase-Proteinen wie den SAA-Isoformen kann neben Hepatozyten 

in der Leber auch in anderen Zellen in extrahepatischen Bereichen des Darms durch Bakterien 

oder inflammatorische Zytokine wie IL-6 und IL-1β induziert werden [133]. So führte eine 

Besiedlung mit segmented filamentous bacterium (SFB) in keimfreien Mäusen (germ-free 

mice) zu einer Induktion epithelspezifischer Gene der Akut-Phase-Reaktion wie den drei 

SAA-Isoformen im terminalen Ileum [170]. Darüber hinaus zeigten Mäusen mit STAT3 

Deletion in intestinalen Epithelzellen signifikant reduzierte Transkripte der Akut-Phase-

Proteine Saa1 und Saa2 [59]. 
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1.6.2 Chronisch entzündliche Darmerkrankungen 

Chronisch entzündliche Darmerkrankungen (inflammatory bowel disease IBD), werden durch 

permanente und rezidivierende Entzündungen im Gastrointestinaltrakt charakterisiert [171]. 

Zu den zwei häufigsten entzündlichen Darmerkrankungen gehören Colitis ulcerosa 

(Ulcerative colitis, UC) und Morbus Crohn (Crohn´s disease, CD). Hierbei begrenzt sich die 

Entzündung im intestinalen Schleimhautgewebe bei der UC auf den Dickdarm, während bei 

der CD alle Abschnitte des Gastrointestinaltraktes betroffen sein können, auch extra-

intestinal. Die CD ist durch ein diskontinuierliches Befallsmuster gekennzeichnet. Neben 

entzündeten Bereichen können hierbei auch vollständig intakte Darmabschnitte auftreten 

[172, 173]. 

Epidemiologische Studien zeigen, dass die Inzidenz beider Erkrankungen in den letzten 

Jahrzehnten angestiegen ist [174]. Hierbei entwickeln insbesondere Menschen in 

Industriestaaten wie Nordamerika und Nordeuropa eine IBD. Dies liegt an der höheren 

Prävalenz von Risikofaktoren wie einer Zucker- und fetthaltige Ernährungsweise und 

erhöhtem Stress. Gleichzeitig kann auch die häufige Einnahme von Medikamenten die 

Entwicklung einer IBD begünstigen [172, 173]. Als weitere Risikofaktoren für IBD werden 

genetische Faktoren [175] und eine gestörte Interaktion der physiologischen Darmflora [172] 

aufgeführt. Die Darmmukosa stellt aufgrund ihres Abwehrmechanismus von kommensaler 

und pathogener Bakterien eine wichtige physikalische Barriereschicht im Darm dar. Daher 

sind Barrieredefekte der Darmmukosa, welche auf genetische Mutationen zurückzuführen 

sein können, weitere Risikofaktoren für die Entstehung von IBD dar [176, 177]. 

Diarrhö, blutiger Stuhl, starker Appetitverlust, Gewichtsverlust, Fieber und teilweise ebenso 

Unterleibsschmerzen stellen typische Symptome beider Erkrankungen dar [178]. Die 

wiederkehrende Entzündung kann die Bildung von Aphten und Fisteln begünstigen und auch 

extraintestinale Begleiterkrankungen wie Osteoporose, Psoriasis, Morbus Bechterew und 

Cholelithiasis begünstigen [179]. Histopathologisch zeigen Patienten mit UC charakteristische 

Störungen der Kryptenarchitektur, Infiltrationen von Lymphozyten in die Lamina propria, 

sowie eine Erosion der Darmschleimhaut [180], während Patienten mit CD diskontinuierliche 

Störungen der Kryptenarchitektur sowie Lymphozyten- und Plasmazellinfiltrate aufweisen 

[181]. 

Die Pathophysiologie von IBD wird durch einen Überschuss an proinflammatorischen 

Zytokinen wie IL-6, IL-17, IL-22 und IL-23 charakterisiert, welches zu einer Dysregulation 

von angeborenen und adaptiven Immunsystem führt [182, 183]. In IBD-Patienten wurde eine 
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erhöhte Induktion von IL-23 durch Makrophagen, dendritische Zellen (DC) und Granulozyten 

nachgewiesen. IL-23 vermittelt die Aktivierung und Zytokinproduktion anderer Immunzellen 

wie T-Lymphozyten, als auch angeborener lymphoider Zellen (ILCs), was zur Induktion 

sekundärer entzündungsfördernder Zytokine wie IL-17 und IL-22 führt [184-186]. IL-17A, 

IL-22 und IL-23 aktivieren nachfolgend NF-κB und den JAK-STAT-Signalweg und können 

zur Aktivierung der Akut-Phase-Reaktion führen.  

 

1.6.3 Darmkrebs 

Darmkrebs (colorectal cancer CRC) ist eine der häufigsten diagnostizierten 

Tumorerkrankungen und ist eine der Hauptursachen für krebsbedingten Tod bei Männern und 

Frauen. In Industriestaaten entwickeln mehr als 4% der Bevölkerung im Laufe ihres Lebens 

CRC [187]. Dies liegt an der höheren Prävalenz von Risikofaktoren wie dem hohen Konsum 

von Kohlenhydraten, fettreichen Speisen [188] und dem Tabakkonsum [189], als auch an dem 

höheren Durchschnittsalter der westlichen Bevölkerung. So werden 70 % der Patienten mit 

CRC in einem Alter von 50-80 Jahren diagnostiziert [190]. Weitere Risikofaktoren stellen 

Diabetes [191] und entzündliche Darmerkrankungen dar. So haben Patienten mit chronisch 

entzündlichen Darmerkrankungen ein erhöhtes Risiko an Kolitis-assoziiertem Krebs (colitis-

associated cancer CAC) zu erkranken [39-41]. 

Verschiedene Studien konnten Mutationen wie z. B. Mutationen im adenomatösen Polyposis 

coli-Gen (APC) [192] und im p53-Gen [193] mit dem kolorektalen Karzinom in Verbindung 

bringen. Der Verlust des Tumorsuppressorgens APC führt zu einer Aktivierung und 

Dysregulation des Wnt-β-Catenin-Signalweges. APC bindet nukleäres β-Catenin und 

exportiert es ins Zytoplasma, wo es durch einen Komplex verschiedener Proteine 

phosphoryliert wird [194]. Das phosphorylierte β-Catenin wird ubiquitiniert und proteasomal 

abgebaut [195]. Eine Mutation im APC-Gen verhindert den Abbau von β-Catenin. In Folge 

dessen steigt der β-Catenin-Spiegel im Zytoplasma und im Zellkern, was zu einer 

dysregulierten Expression von Wnt-Zielgenen wie c-myc [196] und Cyclin D1 [197] führt 

[198]. Hierdurch findet eine verstärkte Proliferation von Darmepithelzellen, eine verzögerte 

Migration entlang der Krypten-Villus Einheit und eine verminderte Zelldifferenzierung statt 

[199, 200]. Darüber hinaus führt der Verlust des Tumorsuppressors APC zu einer Störung bei 

der Chromosomen-Segregation [201, 202]. Da das APC-Gen eine entscheidende Rolle für die 

Chromosomenstabilität spielt, führt dessen Funktionsverlust zu einer Instabilität auf 
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chromosomaler Ebene. Dies kann zu einem Verlust oder Zugewinn von 

Chromosomenmaterial führen, u. a. eine Aneuploidie oder Polypoidie von Zellen zur Folge 

haben und die Tumorigenese auslösen [203]. 

Das Tumorsuppressorprotein p53 wird als Reaktion auf verschiedene Stresssignale wie DNA-

Schäden, oxidativer Stress und hyperproliferative Signale aktiviert. Dies führt zu einer 

Akkumulation des p53-Proteins in den Zellen. Das aktivierte p53-Protein bindet an 

spezifische DNA-Sequenzen in seinen Zielgenen und reguliert deren Expression [204]. 

Hierdurch werden zelluläre Reaktionen wie Apoptose, Zellzyklusarrest, zelluläre Seneszens, 

DNA-Reparatur, Angiogenese und die antioxidative Abwehr reguliert [205-207]. Mutationen 

im Tumorsupressorprotein p53 treten meistens in der DNA-Bindungsdomäne auf, was die 

Transkriptionsaktivität von p53 beeinträchtigt. Dies führt zu einer Dysregulation des 

Zellzyklus und der Apoptose [205]. 

Ein wichtiger Aspekt bei der Tumorentwicklung und –wachstum von entzündungs-

assoziiertem Darmkrebs stellen Immunzellen und pro-inflammatorische Zytokine dar, welche 

das Wachstum und das Überleben bösartiger Zellen begünstigen [208]. Der NF-κB-

Signalweg und der STAT3-Signalweg stellen wichtige Komponenten bei der Regulierung der 

Zytokinsekretion und der intrinsischen Aktivierung verschiedener Zelltypen während der 

Tumorentwicklung dar. Hierbei fördern die Zytokine IL-1β, IL-6, IL-17, IL-22, IL-23 und 

TNFα die Tumorentstehung und das Fortschreiten von entzündungs-assoziiertem Darmkrebs 

[209]. Die NF-κB-Aktivierung in Makrophagen führt zur Sekretion von IL-1β, IL-6 und 

TNFα, was wiederum die NF-κB- und STAT3-Signalübertragung in Darmepithelzellen 

während der kolitisassoziierten Karzinogenese aktiviert [210, 211]. Dies hat eine 

proliferationsfördernde Wirkung und ein höheres Überleben maligner Zellen zur Folge [212]. 

Darüber hinaus zeigten Studien, dass die STAT3-Aktivierung in Makrophagen zu einer 

Expression von IL-23 führt. Dies hemmt die Expression von IL-12p35 in Tumor-assoziierten 

dendritischen Zellen und induziert die Transkription des FoxP3-Gens in regulatorischen T-

Zellen. Als Folge dessen wird das immunsuppressive IL-10 sekretiert [213]. Neben 

Makrophagen kann IL-23 ebenso von dendritischen Zellen und Granulozyten induziert 

werden. Dies hat eine Aktivierung von anderen Immunzellen wie T-Lymphozyten, als auch 

angeborenen lymphoiden Zellen (ILCs) und eine Zytokinproduktion von IL-17 und IL-22 zur 

Folge [184, 185]. IL-17 wird ebenso in einer STAT3-abhängigen Weise von T-Zellen 

exprimiert und moduliert die IL-6 Signalübertragung, was zu einer STAT3-Aktivierung in 

Tumorzellen führt [214]. 
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Im Mausmodell mit Kolitis-assoziierter Karzinogenese, wo eine zelltypspezifische Deletion 

von IκB kinase (IKK) β die NF-κB-Aktivierung in myeloischen Zellen hemmte, konnte eine 

verringerte Proliferation von prämalignen intestinalen epithelialen Zellen aufgezeigt werden 

[210]. Ebenso wiesen Mäuse mit spezifischer Ablation von STAT3 in Darmepithelzellen eine 

verringerte Tumorbildung und verringertes Tumorwachstum bei Kolitis-assoziiertem 

Darmkrebs auf [54]. 

Bei verschiedenen Studien wurde eine erhöhte Expression von IL-6 bei Patienten mit 

Darmkrebs sowohl im Serum als auch im Tumorgewebe festgestellt [215, 216]. Neben der 

proliferationsfördernden Wirkung von IL-6 konnte ebenso eine erhöhte Apoptoseresistenz in 

Darmepithelzellen bei Darmkrebspatienten nachgewiesen werden [217]. Das Azoxymethan 

(AOM)/ Dextran-Sodium-Sulfat (DSS)-Kolitis-Mausmodell, welches ein Kolitis-assoziiertem 

Darmkrebs-Modell in Verbindung mit einer chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 

darstellt und durch DNA-Schäden in intestinalen Epithelzellen ausgelöst wird, ermöglicht die 

Analyse von Darmkrebs in Mäusen [218, 219]. Im AOM/DSS-Kolitis-Mausmodell zeigten 

Mäuse IL-6 abhängiges Wachstum von Darmtumoren. Hierbei wurde das Tumorwachstum 

durch IL-6 Trans-Signaling über die lösliche Form des IL-6Rα in Darmepithelzellen gesteuert 

und nicht durch den membrangebundenen IL-6R vermittelt [220]. IL-6 Trans-Signaling 

induziert hierbei die Aktivierung von STAT3 und die Produktion der anti-apoptotischer 

Faktoren B-cell lymphoma-extra large (bcl-xl) und B-cell lymphoma 2 (bcl-2) in T-Zellen, 

was Kolitis-assoziierte Kolonkarzinome begünstigen [85, 220]. IL-6 abhängige STAT3 

Aktivierung in Tumorzellen in vivo hat darüber hinaus eine wichtige Rolle bei der 

Proliferation und Hemmung der Apoptose [54]. Mäuse, welche eine erhöhte Aktivierung des 

JAK/STAT-Signalweges durch spezifische STAT3 Hyperaktivierung in intestinalen 

Epithelzellen aufweisen, zeigten ebenso eine erhöhte Prädisposition für Darmkrebs, wobei ein 

Defekt des IL-6/STAT3-Signalweges zu einer Beeinträchtigung der Darmentzündung im 

Darmkrebs-Modell führte [221, 222]. 
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2 Fragestellung 

Das Zytokin IL-6 ist an verschiedenen Entzündungs- und Regenerationsprozessen beteiligt 

und signalisiert über die signaltransduzierende Rezeptoruntereinheit gp130. Da viele 

Zelltypen auf IL-6 reagieren, ist es schwer einem einzelnen Zelltypen einen spezifischen 

biologischen Beitrag zuzuordnen. 

Daher wollen wir die Auswirkungen von Hepatozyten- und intestinalen Epithelzellen-

spezifischer gp130 Aktivierung auf die Leber- und Darmentzündung, sowie die Tumorbildung 

untersuchen. Zu diesem Zweck analysieren wir zunächst Mäuse mit Hepatoyzten-spezifischer 

und konstitutiv aktiver gp130 Aktivierung. Um kurzweilige und Langzeitauswirkungen zu 

untersuchen, werden wir die Lebern und umgebenen Organe zu verschiedenen Zeitpunkten 

untersuchen.  

Mit Hilfe einer induzierten DSS-Kolitis werden wir die Auswirkungen von Hepatozyten-

spezifischer gp130 Aktivierung auf die Darmentzündung untersuchen um Aufschluss über das 

Zusammenspiel von Leber und Darm zu erhalten. Schließlich wollen wir die Auswirkungen 

von Lgp130 Expression in Hepatozyten auf die Tumorentstehung im AOM/DSS-Kolitis 

Modell analysieren. 

Im weiteren Verlauf werden wir Mäuse mit intestinalen Epithelzellen-spezifischer gp130 

Aktivierung untersuchen. Hierbei soll analysiert werden, ob eine gp130 Aktivierung in 

intestinalen Epithelzellen direkten Einfluss auf die Darmmorphologie hat. Um die Effekte von 

zellautonomer gp130 Aktivierung auf die Darmentzündung und strukturelle Veränderungen 

zu analysieren, wird eine induzierte DSS-Kolitis durchgeführt. Um zu untersuchen, welche 

Rolle eine gp130 Aktivierung in intestinalen Epithelzellen bei der Tumorbildung bei Kolitis-

assoziiertem Darmkrebs hat, wurde ein AOM/DSS-Kolitis Modell durchgeführt. 

Histologische Analysen der Leber und des Darms sollen hierbei zeigen, ob es zu strukturellen 

Veränderungen und Tumorinduktionen kommt. Neben histologischen Untersuchungen sollen 

hierbei molekularbiologische, zellbiologische und biochemische Methoden verwendet 

werden. 
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3 Material & Methoden 

3.1 Material 

Sofern nicht anders angegeben wurden alle Materialien von Carl Roth (Karlsruhe), Sigma-

Aldrich (Steinheim) oder AppliChem (Darmstadt) bezogen. 

 

3.1.1 Chemikalien 

Tab. 3.1 Chemikalien 

Material Hersteller (Best. Nr.) 

Antibody Diluent Reagent Solution Thermo Scientific (003218) 

Azoxymethan (AOM) Sigma-Aldrich (A5486) 

Dako Protein Block Serum-Free Agilent (X090930-2) 

Dextran-Sodium-Sulfat (DSS) MP Biomedicals (9011-18-1) 

Dulbecco`s Modified Eagles`s medium Thermo Scientific (31966047) 

FCS PAN Biotech (P30-3033) 

Histokitt II Carl Roth (T160.1) 

NucleoZOL Macherey-Nagel (740404.200) 

OCT TissueTek Compund Plano GmbH (R1180) 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder Thermo Scientific (26616) 

PBS ohne CaCl2/MgCl2 Thermo Scientific (14190169) 

PEI Polysciences (23966-100) 

Tamoxifen Sigma-Aldrich (T5648) 

Trypsin-EDTA solution 0,25 % Thermo Scientific (25200056) 

 

3.1.2 Primer 

Tab. 3.2 Primer für genomische DNA 

Target Primer (5`-3`) Primer (5`-3`) Erwartete 

Bandengröße 

Alb-

CreERT
2
 

ATCATTTCTTTGTTTTCAGG (WT) 

TTAAACAAGCAAAACCAAAT (TG) 

GGAACCCAAACTGATGACCA 229 bp (WT) 

 444 bp (TG) 

Lgp130 TGTCGCAAATTAACTGTGAATC (TG) 

GATATGAAGTACTGGGCTCTT (WT) 

AAAGTCGCTCTGAGTTGTTATC 

(TG+WT) 

WT  570 bp 

TG  380 bp 

Vil-

CreERT
2
 

CGAGTGATGAGGTTCGCAAG TGAGTGAACGAACCTGGTCG TG 390 bp  
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Tab. 3.3 Primer für quantitative Real-Time PCR unter Verwendung des Roche 

Universal Probe Library (UPL) Systems 

Target Primer (5`-3`) Primer (5`-3`) UPL 

Alb AGTGTTGTGCAGAGGCTGAC TTCTCCTTCACACCATCAAGC 27 

Apcs CAAGGCGGCAGAGTTCAC GGAGAGGATTTTTATTTGGCAGA 50 

C3 ACAGGAGCCAGTGGACATCT TGTGCCCCTCCTTATCTGAG 20 

CXCL1 AGACTCCCAGCCACACTCCAA TGACAGCGCAGCTCATTG 52 

Fabp1 CCATGACTGGGGAAAAAGTC GCCTTTGAAAGTTGTCACCAT 11 

Hpt GGCAAGAGAGGTCCACGAT CCACAGCAAAAAGCTGACC 15 

IL17ra TGTGTTGCATGTTGAGTGGA GGACGGACAGCTCTGCAC 89 

Lgp130 CAAAGATGACGATGATAAAGAATTG GCTCCGAGTTCTGAGCTTTC 19 

Prg4 GAAAATACTTCCCGTCTGCTTG TCTCCCTGCACAGCTTGATA 38 

Saa1 CCAGGATGAAGCTACTCACCA TAGGCTCGCCACATGTCC 32 

Saa2 TTCATTTATTGGGGAGGCTTT GCCAGCTTCCTTCATGTCAG 19 

SerpA1 CTTGGCTCCCATTGCTTAAA CATGAGATGGAGGGAGTCATTT 73 

Tub1a CTGGAACCCACGGTCATC GTGGCCACGAGCATAGTTATT 88 

ZsGreen ATCTGCAACGCCGACATC CTTGGACTCGTGGTACATGC 25 

 

3.1.3 Antikörper 

Tab. 3.4 Primäre Antikörper für Immuno-Blotting 

Antigen Host Verdünnung Hersteller (Best. Nr.) 

p-AKT Kaninchen 1:1.000 Cell Signaling (4060) 

AKT Kaninchen 1:1.000 Cell Signaling (4691) 

ß-Actin Maus 1:10.000 Sigma-Aldrich (A1978) 

pERK1/2 Kaninchen 1:1.000 Cell signaling (4370) 

ERK1/2 Kaninchen 1:1.000 Cell signaling (4695) 

pSTAT1 Kaninchen 1:1.000 Cell Signaling (9167) 

STAT1 Kaninchen 1:1.000 Cell Signaling (9175) 

pSTAT3 Kaninchen 1:1.000 Cell Signaling (9145) 

STAT3 Maus 1:2.000 Cell Signaling (9139) 
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Tab. 3.5 Primäre Antikörper für Immunfluoreszenz von Cryoschnitten 

Antigen Host Verdünnung Fixierung Hersteller (Best. Nr.) 

CD11b Ratte 1:200 Aceton-Methanol BioLegend (101201) 

CD11b Kaninchen 1:200 Aceton-Methanol Novus Bio (NB-110-

89474SS) 

CD31 Ratte 1:50 Aceton-Methanol BD Bioscience 

CLEC4F Ziege 1:250 Aceton-Methanol R&D Systems (AF2784) 

CD11c Hamster 1:200 Aceton-Methanol eBioscience/Thermo 

Fisher Scientific (11-

0114) 

E-Cadherin Kaninchen 1:200 Aceton-Methanol Cell Signaling (3195) 

EpCam Ratte 1:200 Aceton-Methanol eBioscience (14579181) 

Gr-1 Ratte 1:200 Aceton-Methanol BD Bioscience (550274) 

Ki-67 Kaninchen 1:400 Aceton-Methanol Cell Signaling (12202) 

Nephrin Meerschweinchen 1:50 Aceton-Methanol Origene (BP5030) 

SAA1/2 Ziege 1:80 Aceton-Methanol R&D Systems (AF2948) 

p-STAT3 Kaninchen 1:100 PFA Cell Signaling (9145) 

ZsGreen Kaninchen 1:100 Aceton-Methanol Takara/Clontech 

(632474) 

 

Tab. 3.6 Sekundäre Antikörper 

Target Konjugat Verdünnung Hersteller 

Hamster AlexaFluor® 594 1:200 Life Technologies (A21113) 

Kaninchen AlexaFluor® 488 1:200 Life Technologies (A21206) 

Meerschweinchen AlexaFluor® 594 1:200 Life Technologies (A11076) 

Ratte AlexaFluor® 488 1:200 Life Technologies (A21208) 

Ratte AlexaFluor® 594 1:200 Life Technologies (A21209) 

Ziege AlexaFluor® 594 1:200 Life Technologies (A11055) 

Maus Meerrettichperoxidase 1:10.000 Thermo  Scientific (31432) 

Kaninchen Meerrettichperoxidase 1:10.000 Danova (111-035-144) 

Kaninchen Meerrettichperoxidase 1:10.000 Dako (K4003) 
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3.1.4 Mauslinien 

Tab. 3.7 Mauslinien 

Mauslinie Bezeichnung Herkunft 

Alb
tm1

(Cre/ERT
2
)

Mtz 

Alb-

CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 

Daniel Metzger, Institut de Génétique et de 

Biologie Moléculaire et Cellulaire, Illkirch, 

Frankreich 

Tg(Vil1-

Cre/ERT
2
)23Syr 

Vil-

CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 

Sylvie Robine, Institut Curie, Paris 

 

R26lgp130 R26
Lgp130/Lgp130

 Thomas Wunderlich, MPI, Köln 

 

3.2 Methoden 

3.2.1 Tierversuche 

3.2.1.1   Haltung 

Die Mäuse wurden unter spezifischen pathogenfreien Bedingungen in einem 12-stündigen 

Lichtzyklus gehalten. Die Raumtemperatur lag stabil bei 22°C. Die Mäuse wurden ad libitum 

mit Standard-Laborfutter (Sniff V1534-000, Soest, Germany) gefüttert. Alle Tiere wurden 

nach den deutschen und europäischen Tierverordnungen behandelt (V242-7224.121-33). 

 

3.2.1.2    Zucht 

Mäuse wurden in einem Alter von mindestens 8 Wochen zur Zucht eingesetzt. Während 

dieser Zeit erhielten sie ein Spezialfutter (Sniff V1124-000, Soest, Germany). Die 

Nachkommen wurden in einem Alter von 3 Wochen nach der Geburt von der Mutter 

abgesetzt. Alle verwendeten Mäuse in dieser Studie wurden 6-10 Generationen mit Mäusen 

mit einem C57BL/6N Hintergrund gekreuzt.  

 

3.2.1.3    Genotypisierung 

Zur Genotypisierung wurden Ohrstanzen und Schwanzbiopsien von 3 Wochen alten Mäusen 

verwendet. Zur Vermeidung von Blutungen, Entzündungen und Kreuzkontaminationen wurde 

ein Sterilisator mit heißen Perlen und Scheren verwendet. Die Schwanzbiopsien wurden über 

Nacht in 0,5 mL DNA Isolationspuffer Puffer bei 55°C und 1.000 U/min verdaut. Das 
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verdaute Material wurde 5 min lang bei 13.000 U/min pelletiert. Im Anschluss wurde der 

Überstand in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und mit 170 µL gesättigter NaCl-Lösung 

gemischt. Nachdem die Proben 20 min bei 13.000 U/min zentrifugiert wurden, wurde der 

Überstand erneut in ein neues Reaktionsgefäß überführt und zur DNA-Fällung mit 1 mL 

100%igem Ethanol gemischt. Im Anschluss wurde die Probe 5 min lang bei 13.000 U/min 

zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde mit 0,5 mL 70%igem Ethanol 

für 5 min bei 13.000 U/min gewaschen, der Überstand verworfen und das Pellet bei 

Raumtemperatur 15 min lang getrocknet. Nachdem das Pellet in 100 µL TE-Puffer 

resuspendiert und bei 50°C für 5-20 min vollständig aufgelöst wurde, konnte die DNA 

entweder bei -20°C gelagert oder direkt für die Genotypisierung von PCRs verwendet 

werden.

 

Abb. 3.1: Primerbindung an ROSA26-WT-Lokus und ROSA26-Lokus mit inserierter 

Lgp130-Kasette. Nicht getargeter ROSA26-WT-Lokus, an dem forward (fw) und Revers 

(rev) Primer binden (oben). ROSA26-Lokus mit inserierter Lgp130-Kassette mit 

gemeinsamen WT fw-Primer und rev-Primer, welcher im CAGS Promoter des Lgp130 

Konstruktes bindet (unten). 

 

DNA Isolationspuffer 100 mM Tris-HCl pH 8,5 

    200 mM NaCl 

    5 mM  EDTA 

    0,2 %  SDS 

    0,3 mg/mL Proteinase K (direkt vor Benutzung dazugeben) 

TE-Puffer   100 mM Tris-HCl pH 7,5 

    10 mM  EDTA 
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PCR Mix Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
  

    1,0 µL DNA 

3,0 µL 10x DreamTaq
TM

buffer 

3,0 µL dNTPs (2 mM) 

1,5 µL 5` Primer (10 µM) 

1,5 µL 3` Primer (10 µM) 

0,2 µL DreamTaq
TM

 Polymerase 

30 µL ddH2O 

 

Tab. 3.8 Konditionen für Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130  
PCR 

 Temperatur Zeit Zyklen 

Initiale Denaturierung 95°C 2 1 

Denaturierung 95°C 30 30 

Annealing 56°C 30 

Elongation 72°C 30 

Finale Elongation 72°C 10 1 

Lagerung 4°C ∞ 1 
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PCR Mix Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 

   
 1,0 µL DNA 

3,0 µL 10x DreamTaq
TM

buffer 

3,0 µL dNTPs (2 mM) 

1,5 µL 5` Primer (10 µM) 

1,5 µL 3` Primer (10 µM) 

0,2 µL DreamTaq
TM

 Polymerase 

30 µL ddH2O 

 

Tab. 3.9 Konditionen für Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 PCR 

 Temperatur Zeit Zyklen 

Initiale Denaturierung 95°C 5 1 

Denaturierung 95°C 20 30 

Annealing 56°C 15 

Elongation 72°C 20 

Finale Elongation 72°C 10 1 

Lagerung 4°C ∞ 1 

 

 

PCR Mix R26
Lgp130/Lg130

 1,0 µL DNA 

3,0 µL 10x DreamTaq
TM

buffer 

3,0 µL dNTPs (2 mM) 

1,5 µL 5` Primer (10 µM) 

1,5 µL 3` Primer (10 µM) 

0,2 µL DreamTaq
TM

 Polymerase 

30 µL ddH2O 
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Tab. 3.10 Konditionen für R26
Lgp130/Lg130

 PCR 

 Temperatur Zeit Zyklen 

Initiale Denaturierung 95°C 3 1 

Denaturierung 95°C 30 40 

Annealing 56°C 30 

Elongation 72°C 30 

Finale Elongation 72°C 10 1 

Lagerung 4°C ∞ 1 

 

3.2.1.4    DSS-Kolitis Mausmodell 

Zur Untersuchung einer akuten entzündlichen Darmerkrankung wurde das etablierte DSS- 

(Dextran-Sodium-Sulfat) Mausmodell verwendet [223]. 

Die Mäuse wurden in einem Alter von 8-10 Wochen an vier aufeinanderfolgenden Tagen zur 

Aktivierung des CreERT
2
 Fusionsprotein i.p. mit Tamoxifen injiziert. Nach 7 Tagen bekamen 

die Mäuse 5 Tage 2 % (w/v) DSS gelöst in Trinkwasser ad libitum, gefolgt von 5 Tagen 

normalen Trinkwasser. Während dieser Dauer wurden die Mäuse täglich kontrolliert und 

gewogen. Der Kot der Mäuse wurde nach dem DSS-Zyklus mit dem Guajak-basierten 

Haemoccult®-Test von Beckman Coulter (USA) auf okkultes Blut kontrolliert. Die 

Experimente wurden mit der Referenznummer V242-7224.121-33 bei der 

Genehmigungsbehörde genehmigt. 

 

3.2.1.5   AOM/DSS-Kolitis Mausmodell 

Zur Untersuchung der Entwicklung von Kolitis-assoziiertem Darmkrebs in Verbindung mit 

einer chronisch entzündlichen Darmerkrankungen wurde das etablierte Azoxymethan 

(AOM)/DSS-Kolitis Mausmodell verwendet [218, 219]. 

Hierbei wurden Mäuse im Alter von 8-12 Wochen an vier aufeinanderfolgenden Tagen 

Tamoxifen i.p. injiziert. Zur Induktion der Tumorbildung wurde den Mäusen 7 Tage nach der 

letzten Tamoxifen-Injektion einmalig 10mg/Kg Körpergewicht AOM i.p. injiziert, um DNA-

Schäden in Darmepithelzellen zu induzieren. Gleichzeitig bekamen die Mäuse für jeweils 7 

Tage 1% (w/v) DSS in Trinkwasser gelöst ad libitum, gefolgt von 14 Tagen normalem 

Trinkwasser zur Förderung der chronischen Entzündung im Dickdarm. Dieser Zyklus wurde 
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insgesamt dreimal durchgeführt. In den ersten 14 Tagen des Zyklus wurden die Mäuse täglich 

kontrolliert und gewogen, im Anschluss einmal wöchentlich, da ein Gewichtsverlust von 

mehr als 25 % ein definiertes Abbruchkriterium darstellte. Zusätzlich wurde der Kot der 

Mäuse nach jedem DSS-Zyklus mit dem Guajak-basierten Haemoccult®-Test von Beckman 

Coulter (USA) auf okkultes Blut kontrolliert. Die Experimente wurden mit der 

Referenznummer V242-7224.121-33 bei der Genehmigungsbehörde genehmigt. 

 

3.2.1.6   Organ – und Blutentnahme 

Die Mäuse wurden gemäß den Tierschutzrichtlinien durch zervikale Dislokation getötet. Der 

Brustkorb wurde geöffnet und Blut aus dem Herzen entnommen. Dieses wurde in 

Mikroröhrchen mit Lithium-Heparin (25 I. E. Heparin/mL Blut) überführt und bei 

Raumtemperatur für 10 min bei 2.000 g zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Plasma in 

frische Reaktionsgefäße überführt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Nach 

der Perfusion mit eiskaltem PBS wurde die Leber entnommen, gewogen und für die weitere 

Verwendung aufbereitet. Der Dünndarm und der Dickdarm wurden entfernt und mit eiskaltem 

PBS durchgespült um Kot Reste zu entfernen. Anschließend wurden die Därme in 

Längsrichtung geöffnet.   

 

3.2.1.7    Histologie 

Zur histologischen Analyse ist es notwendig die Darmmorphologie und Krypten- bzw. 

Villusarchitektur unbeschadet zu lassen. Hierzu wurde der Darm schonend seziert und in einer 

Petrischale mit eiskaltem PBS auf Eis gelagert. Im nächsten Schritt wurden der Magen vom 

Duodenum, sowie das Ileum vom Zäkum getrennt um den gesamten Dünndarm zu erhalten. 

Im Anschluss wurde der Übergang vom Zäkum und Dickdarm getrennt um den gesamten 

Dickdarm zu erhalten. Zur Entfernung von Verdauungsenzymen und Fäkalien wurden sowohl 

der Dünn- als auch der Dickdarm mit eiskaltem PBS gespült. Anschließend wurden Pankreas, 

Mesenterium, Fett und Blutgefäße von der Darmoberfläche entfernt und der Dünn- und 

Dickdarm in Längsrichtung geöffnet. Zur makroskopischen Analyse wurden die Därme mit 

einem Nikon AZ100 Mikroskop aufgenommen und mit der NIS-Elements D 4.12.01 Software 

analysiert. Im Anschluss wurde der gereinigte Darm mit Hilfe einer Pinzette von cranial zu 

caudal zu einer „Swiss roll“ aufgerollt [224]. 
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3.2.1.8   Immunhistochemie 

Nachdem der Dünndarm und der Dickdarm in eine Einbettkasette gelegt wurden, folgte über 

Nacht eine Fixierung in einer Carnoy-Lösung bei 4°C. Im Anschluss wurden die Gewebe 

durch die aufsteigende Alkoholreihe und einer Xylol-Inkubation wie unten aufgeführt 

dehydriert. 

 

Carnoy-Lösung 300 mL EtOH 

   150 mL Chloroform 

   50 mL  Essigsäure 

 

Dehydration  60 min  70 % Ethanol 

   30 min  96 % Ethanol I 

   60 min  96 % Ethanol II 

   90 min  100 % Ethanol I 

   120 min 100 % Ethanol II 

   90 min  Xylol I 

   90 min  Xylol II 

   30 min  Paraffin I 

   ü. N.  Paraffin II 

   30 min  Paraffin III 

 

Die Gewebe wurden in Paraffin eingebettet, in 10 µm dicke Schnitte geschnitten und bei RT 

gelagert.  
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3.2.1.9   Histologische Färbungen 

Die Gewebeschnitte wurden nach Standardverfahren mit Hämatoxylin-Eosin (HE) oder 

Periocidic Acid-Schiff (PAS) gefärbt. Hierfür mussten die Gewebeschnitte zunächst 

entparaffiniert und rehydriert werden (s. unten). 

 

Rehydrierung  5 min   Xylol III 

   5 min   Xylol II 

   5 min   Xylol I 

   5 min  100 % Ethanol II 

   5 min  100 % Ethanol I 

   5 min  96 % Ethanol II 

   5 min  96 % Ethanol I 

   5 min  70 % Ethanol II 

   5 min  70 % Ethanol I 

   5 min  30 % Ethanol 

   5 min  ddH2O  

 

Bei der Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung wird Hämatoxylin als basischer Farbstoff 

verwendet, welcher Säurestrukturen wie DNA im Zellkern oder RNA in Ribosomen violett 

anfärbt, während Eosion als saurer Farbstoff acidophile Strukturen wie basische Proteine im 

Zytoplasma rosa färbt. Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung wurden die 

Gewebeschnitte 10 min in handelsübliche Hämatoxylin-Lösung nach Mayer inkubiert und 

anschließend für 10 min mit ddH2O gewaschen. Im Anschluss erfolgte für 2 min die 

Inkubation in handelsübliche Eosin-Lösung. Nach mehrmaligem Waschen mit ddH2O, 

aufsteigender Alkoholreihe und Xylol-Inkubation wurden die Gewebeschnitte mittels 

Histokitt II versiegelt. 

Bei der Periocidic Acid-Schiff (PAS)-Färbung werden Kohlenhydrat-Makromoleküle magenta 

angefärbt. Im Darm sind diese äquivalent zu Becherzellen, welche Mucin produzieren. Nach 
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der Entparaffinierung und Rehydrierung wurden die Gewebeschnitte 15 min in 0,5%iger 

Perjodsäure oxidiert und anschließend mit  ddH2O gewaschen. Im Anschluss wurden die 

Gewebeschnitte für 15 min in handelsüblichem Schiff-Reagenz inkubiert und anschließend 

mit ddH2O gewaschen. Danach folgte die Gegenfärbung für 10 min mit handelsüblicher 

Hämatoxylin-Färbelösung nach Mayer. Nach mehrmaligem Waschen mit ddH2O, 

aufsteigender Alkoholreihe und Xylol-Inkubation wurden die Gewebeschnitte mittels 

Histokitt II versiegelt. 

Die Gewebeschnitte wurden mit einem Hamamatsu NanoZoomer Digital Slide Scanner 

aufgenommen und Kryptenlängen und Becherzellen auf dem gesamten Schnitt wurden mit 

Hamamatsu NDP.view 2 Image viewing Software (Version 2.9.29) quantifiziert. 

 

3.2.1.10 Gewebe-Kryokonservierung 

Die Leber wurde mit eiskaltem PBS perfundiert und im Anschluss in der Mitte einer Tissue-

Tek® Cryomold® (Sakura, Deutschland) platziert. Danach wurde das Gewebe mit Tissue-

Tek® O. C. T. TM (Sakura, Deutschland) umgeben und das Tissue-Tek® Cryomold® 

(Sakura, Deutschland) mit dem umschlossenen Lebergewebe zum Einfrieren auf Trockeneis 

gestellt. Der Gewebeblock wurde im Anschluss bei -80°C gelagert.  

Der Dünndarm und der Dickdarm wurden vom proximalen Ende mit eiskaltem PBS gespült 

und in Längsrichtung geöffnet. Die Därme wurden zu einer „Swiss role“ in nassem 

Kimwipe
TM

 aufgerollt und danach für 3 Stunden in 4% PFA bei 4°C fixiert. Nach Entfernung 

der Kimwipe
TM

 wurde die „Swiss role“ über Nacht in 30 % Succrose in 1 x PBS transferiert. 

Am nächsten Tag wurde der Darm auf einer Glasplatte ausgebreitet und TissueTek® 

O.C.T.
TM

 (Sakura, Deutschland) auf der Gewebsoberfläche hinzugefügt, um 

Kristallisierungen von Wasser zu verhindern. Im Anschluss wurde der Darm wieder zu einer 

„Swiss roll“ [224] aufgerollt und in der Mitte einer Tissue-Tek® Cryomold® (Sakura, 

Deutschland) platziert und mit Tissue-Tek® O. C. T. TM (Sakura, Deutschland) umgeben. Im 

Anschluss wurde die Tissue-Tek® Cryomold® (Sakura, Deutschland) auf Trockeneis gestellt 

und das Gewebe somit eingefroren. Die Gewebeblöcke wurden bei – 80°C gelagert. 
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3.2.1.11  Immunfluoreszenz  

Mit Hilfe des Kryostaten CM 3050S (Leica Mirkosystems, Nussloch, Deutschland) wurden 8 

µm dicke Leberschnitte angefertigt und bei -80°C gelagert. Die Schnitte wurden in Aceton-

Methanol (v/v) für 2 min fixiert und anschließend dreimal für 5 min mit PBS gewaschen. 

Anschließend wurden die Gewebe mit einem Wachsstift (Dako, Deutschland) umkreist, mit 

Protein Block, Serum-Free (Dako, Deutschland) blockiert und über Nacht bei 4°C mit 90 µl 

des Primärantikörpers in einer Feuchtkammer inkubiert. Am folgenden Tag wurden die 

Schnitte dreimal für 5 min mit PBS gewaschen und im Anschluss für 30 min mit dem 

Fluoreszenz-gekoppelten sekundären Antikörper bei RT inkubiert. Die Schnitte wurden 

nochmals dreimal für 5 min mit PBS gewaschen und im Anschluss mit DAPI, gelöst in 

Mowiol-Dabco, versiegelt. Gewebeschnitte wurden mit dem Konfokalmikroskop ZEISS LSM 

810 aufgenommen. Ki67
+
-Zellen auf dem gesamten Schnitt wurden mittels ImageJ (Version 

1.53) quantifiziert. SAA2-positive Färbungen wurden mit Color Threshold als 

Schwellenwertfarbe markiert und mittels area quantification in ImageJ quantifiziert.  

 

Mowiol-DABCO-DAPI-Lösung 3,25 M  Mowiol 

     3,24 M  Glycerol 

     6,0 mL  ddH2O  

     60%  0,2 M  Tris-Cl-Lösung (pH 8,5) 

     223 mM DABCO 

     1:1.000 DAPI (1mg/mL) 

 

3.2.1.12  Immunfluoreszenz nach TSA 

Für die Immunfluoreszenz-Färbung von pSTAT3 wurde das tyramide signal amplification 

(TSA) System verwendet (TSA
TM

 Plus Cyanine 3 System, PerkinElmer, Massachusetts, USA 

NEL744001KT). Hierbei wird durch enzymgekoppelte Signalverstärkung eine bis zu 100-

fach erhöhte Sensitivität im Gegensatz zu Standardnachweismethoden erreicht [225]. 

Lebergewebe wurde wie in 3.2.1.10 präpariert. Die Schnitte wurden für 15 min bei RT in 

einer 3%-igen Paraformaldehyd-Lösung in PBS inkubiert und anschließend für 5 min in 

eisgekühltem Methanol (-20°C) inkubiert. Im Anschluss wurden die Schnitte zweimal für      
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5 min in TBS gewaschen, zur Blockierung der endogenen Peroxidase für 10 min bei RT in 

3% H2O2 in Methanol inkubiert und zweimal für 5 min mit TBS gewaschen. Anschließend 

wurden die Gewebe mit einem Wachsstift (Dako, Deutschland) umkreist, mit Protein Block, 

Serum-Free (Dako, Deutschland) blockiert und über Nacht bei 4°C mit 90 µl des pSTAT3-

Antikörpers in einer Feuchtkammer inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Schnitte dreimal 

für 5 min mit TBS gewaschen und im Anschluss für 30 min mit dem sekundären Antikörper 

Envision-HRP-Polymer anti-Kaninchen inkubiert. Nachdem die Schnitte nochmals dreimal 

für 5 min mit TBS gewaschen wurden, wurden sie mit 50 µl TSA-Lösung für 5 min bei RT 

inkubiert und im Anschluss für 5 min mit TBS gewaschen. Dieser Schritt wurde zweimal 

durchgeführt. Danach wurden die Schnitte mit DAPI, gelöst in Mowiol-Dabco, versiegelt. 

Gewebeschnitte wurden mit dem Konfokalmikroskop ZEISS LSM 810 aufgenommen. 

 

TBS   137 mM NaCl 

   2,68 mM KCl 

   2,48 mM Tris   

   pH 7,4 einstellen 

 

3.2.1.13  RNA Isolation 

Die Gesamt-RNA wurde aus 25 mg Leber- bzw. Dünn- oder Dickdarmproben unter der 

Verwendung von NucleoZOL (Macherey-Nagel, 740404.200) isoliert. NucleoZOL bietet eine 

Einphasenextraktion, was die Kontamination minimiert. Es besteht aus Phenol und Guanidin-

Isothiocyanat und lysiert und homogenisiert das Gewebe. Zur Isolation der Gesamt-RNA 

wurden je 1 mL NucleoZOL und vier bis sechs 1,4 mm Zirconium Beads (OPS Diagnostics, 

Lebanon,USA) dem Gewebe hinzugefügt und mittels Cryolys Precellys 24 

Gewebehomogenisator (Bertin, Montigny-le-Bretonneux, Frankreich) bei 4°C und 5.400 rpm 

für zwei Mal 30 Sekunden lysiert. Die homogenisierte Probe wurde im Anschluss für 5 min 

bei RT inkubiert. Nach einer Zugabe von 200 µL Chloroform wurde die Probe für 15 s 

geschüttelt, danach für 2 min bei RT inkubiert und anschließend für 15 min bei 4°C bei 

12.000 rpm zentrifugiert. Es bildeten sich drei Phasen, wobei sich die isolierte RNA in der 

oberen wässrigen Phase befand. Diese wurde in ein „Non-Stick RNase-free Microfuge Tubes“ 

(Ambion, AM12450) transferiert und 500 μL Isopropanol je Probe hinzugefügt. Im Anschluss 
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wurden die Proben dreimal invertiert und über Nacht bei -20°C inkubiert. Am nächsten Tag 

wurden die Proben für 10 min bei 4°C und 12.000 rpm zentrifugiert und die entstandenen 

Überstände entfernt. Das RNA-Pellet wurde mit 1 mL 75%-igem Ethanol gewaschen und 

anschließend bei 7.500 rpm und für 5 min bei 4°C zentrifugiert. Nach Entfernung des 

Ethanols wurde das RNA-Pellet in 400 μL DEPC-behandeltes ddH2O gelöst und für 10 min 

bei 60°C inkubiert. „MaXtract High Density“-Reaktionsgefäße (Qiagen, 129046) wurden für 

1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, um das darin enthaltene Gel zu pelletieren. Im Anschluss 

wurden jeweils 200 μL Phenol und 200 μL Chloroform zur gelösten RNA hinzugegeben, für 

5 s resuspendiert und in die „MaXtract High Density“-Reaktionsgefäße überführt. Diese 

wurden für 2 min bei 13.000 rpm bei 4°C zentrifugiert und die obere wässrige Phase, welche 

die RNA enthielt, wurde in ein neues „Non-Stick RNase-free Microfuge Tube“ transferiert. 

Der Probe wurde erneut Phenol und Chloroform hinzugefügt und in einem neuen „MaXtract 

High Density“-Reaktionsgefäße zentrifugiert. Nachdem die obere wässrige Phase erneut in 

ein neues „Non-Stick RNase-free Microfuge Tube“ transferiert wurde, wurden 40 μL 3 M 

Natriumacetat und 352 μL Isopropanol hinzugefügt, die Proben für 5 min resuspendiert und 

über Nacht bei -20°C gelagert. Am nächsten Tag wurden die Proben bei 13.000 rpm für 20 

min bei 4°C zentrifugiert und der Überstand im Anschluss entfernt. Das RNA-Pellet würde 

mit 100 mL eiskaltem 75%-iger Ethanol gewaschen und für 5 min bei 9.500 rpm bei 4°C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde erneut entfernt, das Pellet nochmals gewaschen und der 

Überstand erneut entfernt. Das RNA-Pellet wurde im Anschluss für 5-10 min bei RT an der 

Luft getrocknet. Anschließend wurden 100 μL DEPC-behandeltes ddH2O hinzugefügt, bei 

60°C für 5 min inkubiert und resuspendiert. Im Anschluss wurde die RNA-Konzentrationen 

mittels NanoDrop-1000 (Thermo Scientific, Sankt Leon-Rot, Deutschland) ermittelt. Die 

entstandene RNA wurde bei -20°C gelagert oder direkt in cDNA transkribiert.  
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3.2.1.14  cDNA Synthese 

Die isolierte RNA wurde mittels RevertAid™ Reverse Transcriptase (Life Technologies, 

Darmstadt, Deutschland) zu cDNA transkribiert. 

 

cDNA PCR Mix 1,0 μg   RNA 

2,0 μL  oligo(dT)18 primer 

3,0 μL   10x Reaktionspuffer 

2,0 μL   dNTPs (10 mM) 

1,0 μL   RevertAid™ Reverse Transcriptase 

DEPC-behandeltes H2O ad 20 μL 

Der cDNA PCR Mix wurde für 60 min bei 42°C und im Anschluss für 10 min bei 70°C 

inkubiert. Die entstandene cDNA wurde im Folgenden für die quantitative Real-Time PCR 

verwendet oder bei -20°C gelagert. 

 

3.2.1.15  Quantitative Real-Time PCR 

Die cDNA wurde mit Hilfe eines Roche Light Cycler 480 II analysiert. Hierbei wurden 

Primer und die dazugehörigen UPL Proben aus Tab. 3.3 verwendet. 

 

3.2.2   Proteinbiochemische Methoden 

3.2.2.1  Proteinlysate 

Murines Lebergewebe sowie Darmgewebe wurden mit Hilfe von Keramikkügelchen in 10 µL 

RIPA Puffer pro mg Gewebe mechanisch in einem Homogenisator bei 550 rpm für 3 min bei 

4°C zerstört (Precellys ® mit Cryolys-Kühlmodul, Peqlab, Erlangen, Deutschland). Zelldebris 

wurden im Anschluss für 10 min bei 4°C und 13.000 rpm abzentrifugiert und der Überstand 

in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Proteinlysate wurden kurzzeitig bei -20°C und 

langfristig bei -80°C gelagert. 
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RIPA Puffer  50 mM  Tris 

   150 mM NaCl 

   0,1 %  SDS 

   0,3 %  Natriumdesoxycholat 

   1 %  Triton X-100 

 

Frisch dazugeben 1 mM  PMSF 

   1 mM  NaV 

   1,46 μM Pepstatin A 

   1,54 μM Aportinin 

   2,1 μM  Leupeptin 

 

5x Laemmli Puffer 250 mM  Tris-HCl pH 6.8 

10 %   SDS 

50 %   Glycerine 

5 %   β-Mercapthoethanol 

 

3.2.2.2   Bestimmung der Proteinkonzentration 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Proteinlysaten von kultivierten Zellen oder 

murinen Geweben wurde die BCA-Methode verwendet. Die Proteinkonzentrationen wurden 

mittels PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) nach 

Herstelleranweisungen analysiert. 
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3.2.2.3   SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die Proteinexpression wurde mittels Immunoblot-Analyse untersucht. Hierzu wurden 

zunächst die Lysate mit 5x Laemmli-Puffer versetzt und 5 min bei 95°C denaturiert. Im 

Anschluss wurden 100 µg Protein mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-

PAGE) entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Hierzu wurde ein 10% Bis-Tris 

Trenngel vorbereitet und nach erfolgter Polymerisation mit einem Sammelgel überlagert. 

Zusätzlich wurde hierbei ein Kamm mit 10-15 Taschen in das Sammelgel eingelassen. Das 

Gel wurde im Folgenden in die Elektrophorese Kammer eingefügt und die Kammer mit 

Laufpuffer aufgefüllt. Nach Entfernen des Kamms wurden die denaturierten Proben, sowie 

5 µL PageRuler
TM

 Prestained Plus Protein Marker in die Taschen geladen. Die 

Gelelektrophorese wurde im Anschluss bei 100V für 90-120 min durchgeführt. 

Trenngel  10 %   Acrylamide  

350 mM  bis-Tris pH6.5  

0,1%   SDS 

0,1 %   APS 

0,06 %  TEMED 

 

Sammelgel  4 %   Acrylamide  

350 mM  bis-Tris pH6.5  

0,1%   SDS 

0,1 %   APS 

0,06 %  TEMED 

Laufpuffer  250 mM  MOPS 

250 mM Tris 

5 mM   EDTA 

0,5 %   SDS 

5 mM   Sodium bisulfite 
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3.2.2.4   Immuno-Blotting 

Nach der Proteinseparation durch SDS-PAGE wurden die Proteine auf eine 

Polyvinylidenfluorid Membran (PVDF) übertragen. Hierzu wurde das Trenngel auf einem 

Schwamm und 3 Whatmann-Papieren platziert. Im Folgenden wurde eine PVDF Membran 

zur Aktivierung für 2 min mit Methanol bedeckt, im Anschluss kurz in Transferpuffer 

inkubiert und nachfolgend auf das Gel gelegt. Dies wurde mit 3 weiteren Whatmann-Papieren 

und einem Schwamm überdeckt. Nachfolgend wurde der zusammengesetzte Immuno-Blot 

zusammen mit einer Eispackung in die Blotting Kammer gestellt und der Proteintransfer für 

90 min bei 100 V durchgeführt. Im Anschluss wurde die Membran für 1 h bei RT in 5 % BSA 

in PBS-T blockiert und im Anschluss über Nacht im primären Antikörper (Tab. 3.4) bei 4°C 

inkubiert.  

Primärantikörperverdünnung in PBS-T 

   5 %  BSA 

   0,02 %  Natriumazid 

   5 mM  EDTA  

Am nachfolgenden Tag wurde die Membran dreimal für 5 min in PBS-T gewaschen, um nicht 

spezifisch gebundene Antikörper wegzuwaschen. Im Anschluss wurde die Membran mit 

sekundärem HRP-gekoppelten Antikörper verdünnt in einer 5 % BSA-PBS-T Lösung für 1 h 

inkubiert und nachfolgend nochmals dreimal mit PBS-T und einmal mit ddH2O gewaschen. 

Zur Signalerkennung wurde SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate oder 

SuperSignal™ West Pico Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific, Darmstadt, 

Germany) nach Herstelleranweisungen verwendet. Die Aufnahmen wurden im Dunkeln mit 

dem Intas Chemocam Imager ECL (Intas, Hamburg, Germany) mit einer individuellen 

Belichtungszeit von 0,5 bis 5 min aufgenommen. 

Transfer Puffer 25 mM  Tris 

   200 mM Glycine 

   20 %  Methanol 
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PBS-T   136 mM NaCl 

   2,68 mM KCl 

   10 mM  Na2HPO 

   1,76 mM KH2PO4 

   pH 7,4 einstellen 

   0,05 % Tween-20 hinzufügen 

 

3.2.2.5   Strippen des Immuno-Blots 

Beim Strippen des Immuno-Blots wurde der Primär- und Sekundärantikörper von der 

Membran entfernt, sodass mehrere Antikörper analysiert werden konnten. Zum Strippen des 

Immuno-Blots wurde die Membran zweimal für 15 min in Stripping Puffer bei RT inkubiert. 

Danach wurde die Membran zweimal für 10 min bei RT in PBS und im Anschluss zweimal 

für 5 min in PBS-T gewaschen. Nachfolgend wurde die Membranen in 5 % BSA in PBS-T für 

1 h bei RT blockiert und im Anschluss mit einem primären Antikörper über Nacht bei 4°C 

erneut inkubiert.  

Stripping Puffer 200 mM Glycine 

   3,47 mM SDS 

   1 %  Tween-20 

   pH 2,2 einstellen 

 

3.2.2.6   Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

ELISAs zur Detektion von SAA1 (#MSAA00, R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, 

Deutschland) und CXCL1 (#DY453, R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland in 

murinen Plasmaproben wurden nach Herstelleranweisungen durchgeführt. 
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3.2.2.7   Multiplex-Assay 

Zur Detektion der murinen Zytokine IL-1ß (#740157), IL-6 (#740159), IL-10 (#740158), IL-

17A (#740161) und IL-23 (#740151) im Serum und Darm wurde das LEGENDplex
TM

 Mouse 

Inflammation Panel von BioLegend (San Diego, Kalifornien, USA) nach 

Herstelleranweisungen durchgeführt. Das Darmgewebe wurden wie in 3.2.2.1 beschrieben 

lysiert. 

 

3.2.3     Statistik 

Die Daten in allen Graphen wurden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwerts (SEM) 

angegeben. Normalverteilung wurde mit Hilfe des Shapiro-Wilk Normalitäts-Test ermittelt. 

Beim Vergleich von zwei Gruppen mit Normalverteilung und gleichen Varianzen wurde der 

Student´s t-test durchgeführt. Bei nicht normalverteilten Gruppen wurde der Mann-Whitney-

U Test angewendet. Mehr als zwei Gruppen wurden bei Normalverteilung und gleichen 

Varianzen mit einem ANOVA-Test und anschließendem Tukey Post-hoc-Test verglichen. 

Nichtnormalverteilte Gruppen und Gruppen mit Normalverteilung, welche jedoch 

unterschiedlichen Varianzen aufwiesen, wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test verglichen. Die 

Ergebnisse wurden mit GraphPad PRISM 7 (GraphPad software, Inc., Kalifornien, USA) 

ausgewertet. Hierbei wurde ein p ≤ 0,05 als statistisch signifikant angesehen (p ≤ 0,05 *, p ≤ 

0,01 **, p ≤ 0,001 ***). 
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4 Ergebnisse 

Verschiedene hepatische Zelltypen wie Hepatozyten, Cholangiozyten, hepatische Sternzellen, 

Kupffer-Zellen und Endothelzellen exprimieren den membrangebundenen IL-6Rα und 

können daher direkt auf IL-6 ansprechen [226, 227]. Es ist daher schwer, den biologischen 

Effekt von IL-6 einem einzelnen Zelltyp zuzuordnen. Aus diesem Grund wurde in unserem 

Labor eine konstitutiv aktive Variante von gp130 zur ligandenunabhängigen gp130-

Aktivierung erzeugt. Diese kann mittels Expressionskasette Cre-abhängig in selektierten 

Zelltypen induziert werden. Somit ist die Analyse zelltyp-spezifischer gp130 Signale möglich 

[98]. Mit Hilfe dieser konnten wir Signalübertragungen in ausgewählten Zelltypen der Leber 

und dem Darm aktivieren, um die Auswirkungen zellautonomer- und zelltypspezifischer 

gp130 Signalübertragungen bei der Leber- und Darmentzündung und Tumorbildung zu 

analysieren. 

 

4.1 Zellautonome gp130 Aktivierung in Hepatozyten im Mausmodell 

Zur Analyse zellautonomer Lgp130 Expression in Hepatozyten induzierten wir 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse im Alter von 6 Wochen an vier aufeinander 

folgenden Tagen mit Tamoxifen (TAM) oder Ethanol/Öl und analysierten diese nach 2, 3 ,4 

oder 60 Wochen (Abb. 4.1A). Zum Ausschluss von unspezifischen Effekten von Tamoxifen 

wurden Cre-negative Kontrollmäuse in die Analysen eingeschlossen, welche ebenfalls mit 

Tamoxifen injiziert wurden. Die Tamoxifen-induzierten Mäuse zeigten ein signifikant 

erhöhtes Transkriptionsniveau von lgp130 in der Gesamtleber-RNA (Abb. 4.1B), wohingegen 

dies in den Kontrollgruppen fehlte. Immunfluoreszenz-Analysen zeigten eine Hepatozyten-

spezifische Färbung und homogene Expression des ZsGreen Reporterkonstrukts (Abb. 4.1C). 

Lgp130 Expression in Hepatozyten führte zu einer erhöhten STAT3 Phosphorylierung, die in 

Schnitten von Kontrolltieren nicht zu detektieren war (Abb. 4.1D). Diese konnte ebenso im 

Immunoblot nachgewiesen werden. Interessanterweise beobachteten wir eine reduzierte 

ERK1/2 Phosphorylierung nach Lgp130-Expression. Dieser Befund deckt sich mit 

Beobachtungen, dass aktivierende Patienten-assoziierte gp130-Mutationen ebenfalls zu einer 

Reduktion der ERK1/2-Phosphorylierung führten [50]. Darüber hinaus konnte keine STAT1- 

oder AKT-Phosphorylierung nach Lgp130-Expression nachgewiesen werden (Abb. 4.1E). 

Obwohl die Expression von Socs3 in den Tamoxifen-induzierten Mäusen signifikant 

hochreguliert war (Abb. 4.1F), was zu einer negativen Rückkopplung führt, scheint dies keine 

Abschwächung des Lgp130-induzierten Signalweges hervorzurufen. Zusammengefasst stellen 
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Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse ein geeignetes Modell zur Analyse zellautonomer- 

und zelltypspezifischer Aktvierung von gp130 in Hepatozyten dar. 

 

 

 

Abb. 4.1: Zellautonome gp130 Aktivierung in Hepatozyten. (A) Versuchsdurchführung für 

B-F. (B) qRT-PCR der Gesamtleber-RNA zeigte erhöhte lgp130-Expression bei Lgp130-

Aktivierung. (C) Repräsentative Immunfluoreszenz-Färbungen zeigten eine ZsGreen 

Expression in Hepatozyten. (D) Repräsentative Immunfluoreszenz Färbungen wiesen Zelltyp-

spezifische STAT3 Phosphorylierung in Hepatozyten auf. (E) Repräsentativer Immunublot 

zeigt erhöhte STAT3 Phosphorylierung jedoch reduzierte ERK1/2 Phosphorylierung in Leber 

von Tamoxifen-induzierten Mäusen. Abgebildet ist ein repräsentativer Immunoblot und die 

Quantifizierung von 3 Mäusen / Gruppe. (F) Starke Expression von Socs3 in Mäusen mit 

Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Expression. Maßstabsbalken zeigen 100 µm (C) und 25 µm 

(D). Daten sind Mittelwerte ± SEM. n = 5-7 Mäuse / Gruppe (B). n = 3 unabhängige 

Experimente (E). n = 7 Mäuse / Gruppe. **** p<0,0001, *** p <0,001. Mann-Whitney-U 

Test (B). Kruskal-Wallis Test (E). Student´s t-Test (F). 
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4.2 Hepatozyten-spezifische gp130/STAT3 Aktivierung ist ausreichend zur Induktion 

der Akut-Phase-Reaktion 

Zur spezifischen Analyse der Lgp130 Expression in Hepatozyten isolierten wir in 

Kooperation mit Antonella Carambia (UKE) primäre Hepatozyten aus Tamoxifen-induzierten 

Mäusen und Kontrollmäusen und analysierten diese nach 48 h. Zusätzlich wurden Kontroll-

Hepatozyten 24 h nach Isolation mit IL-6 stimuliert und nach 24 h Stimulation analysiert 

(Abb. 4.2A). Die isolierten Hepatozyten von Tamoxifen-induzierten Mäusen wiesen keine 

morphologischen Veränderungen auf, zeigten jedoch eine Hepatozyten-spezifische 

Expression des ZsGreen Reporter-Konstrukts (Abb. 4.2B). Primäre Hepatozyten von 

Tamoxifen-induzierten Mäusen wiesen ein signifikant erhöhtes Transkriptsniveau von lgp130 

auf (Abb. 4.2C). Transkriptom Analysen von RNA aus isolierten Lgp130-exprimierenden 

primären Hepatozyten, IL-6 stimulierten primären Hepatozyten und Kontrollhepatozyten 

ergaben eine erhöhte Expression der Akut-Phase-Gene Saa1, Saa2, Serum Amyloid P (Apcs) 

und Complement C3 (C3), jedoch nicht von Hpt (Daten nicht gezeigt) nach 

hepatozytenspezifischer gp130 Aktivierung und IL-6 Stimulation. Analysen mittels qPCR 

zeigten eine signifikante Induktion von Saa1, Saa2 in primären Hepatozyten aus Tamoxifen-

induzierten Mäusen im Vergleich zu IL-6 stimulierten primären Hepatozyten und 

Kontrollhepatozyten. Serum Amyloid P (Apcs) war sowohl in primären Lgp130-

exprimierenden Hepatozyten, als auch in IL-6 stimulierten primären Hepatozyten signifikant 

hochreguliert. Zusätzlich waren Gene, welche hauptsächlich an der Aktivierung der 

angeborenen Immunantwort beteiligt sind wie Complement C3 (C3), Proteoglycan 4 (Prg4), 

IL-17 Rezeptoruntereinheit A (IL-17Rα) und C-X-C motif chemokine 1 (CXCL1) in isolierten 

Lgp130-exprimierenden primären Hepatozyten signifikant hochreguliert. Dies konnte jedoch 

nicht für IL-6 stimulierte primäre Hepatozyten aufgezeigt werden. Lediglich eine 

Hochregulierung von CXCL1 konnte nachgewiesen werden, wobei dieses in IL-6 stimulierten 

primären Hepatozyten stärker induziert war, als in Lgp130-exprimierenden primären 

Hepatozyten (Abb. 4.2D). Gene wie Albumin, Serpin Family A Member 1 (SerpinA1) und 

Fatty Acid-Binding Protein 1 (Fabp1) waren in isolierten Lgp130-exprimierenden primären 

Hepatozyten signifikant herabreguliert, wobei diese Herabregulierung signifikant stärker war 

als in IL-6 stimulierten primären Hepatozyten (Abb. 4.2E). Im Überstand von Lgp-130 

exprimierenden Hepatozyten konnte eine signifikant erhöhte Proteinmenge an SAA1/2 

nachgewiesen werden, wohingegen dies bei IL-6 stimulierten primären Hepatozyten die 

Proteinmenge von SAA1/2 unverändert war. CXCL1 im Überstand war sowohl bei Lgp130-

exprimierenden, als auch bei IL-6 stimulierten Hepatozyten unverändert. Die Konzentration 
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von CXCL1 war jedoch so niedrig, dass dies nicht auf eine Induktion schließen lässt (Abb. 

4.2F). 

 

 

Abb. 4.2: Zellautonome Genregulation nach gp130 Aktivierung in Hepatozyten.           
(A) Versuchsdurchführung für B-F (B) Fluoreszenz- und Hellfeldmikroskopie zeigten 

erfolgreiche Expression der ZsGreen-Expressionskasette, jedoch keine morphologischen 

Veränderungen in Lgp130 exprimierenden Hepatozyten. (C) qRT-PCR bestätigte eine erhöhte 

Lgp130 Expression in primären Hepatozyten. (D) qRT-PCR zeigte eine erhöhte Expression 

der angegebenen Gene der Akutphase und der angeborenen Immunantwort in Lgp130-

exprimierenden Hepatozyten. (E) Die angegebenen Gene wurden herunterreguliert in 

Lgp130-exprimierten Hepatozyten. (F) ELISA zeigte eine Erhöhung von SAA1/2 im 

Überstand von Lgp130 induzierten primären Hepytozyten, jedoch nicht durch IL-6 

Stimulation. CXCL1 war nicht erhöht im Überstand. Daten sind Mittelwerte ± SEM. n=4 

unabhängige Experimente (B-F). * p <0,05, *** p <0,001, **** p <0,0001. Einseitige 

ANOVA mit Tukey's post hoc Test (C-F). 
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Akut-Phase-Proteine werden bei lokalen und systemischen Störungen wie Infektionen, 

Gewebeschäden, Traumata, Tumorwachstum und immunologischen Störungen in der Leber 

produziert und sekretiert. Vorherige Studien zeigten, dass Hepatozyten für die Synthese von 

Akut-Phase-Proteinen verantwortlich sind [121]. 

Mäuse mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression zeigten signifikante erhöhte 

Transkriptwerte in Total-RNA aus der Leber von Saa1, Saa2, Hpt und Apcs (Abb. 4.3A), was 

auf eine Induktion von Akut-Phase-Genen durch hepatozytischen gp130 Signalwegen 

hinweist. Aufgrund der starken Regulierung der Akut-Phase-Proteine SAA1 und SAA2 

wurden diese im Nachfolgenden genauer analysiert. In der Immunfluoreszenz zeigte sich eine 

signifikant erhöhte Expression und gleichmäßige Verteilung von SAA1/2 über das gesamte 

Leberparenchym bei Lgp130 exprimierenden Mäusen (Abb. 4.3B). Dies korrelierte direkt mit 

der gleichmäßigen Verteilung und Expression des ZsGreen-Reporterkonstrukts (vgl. Abb. 

4.1C). Darüber hinaus zeigte sich auch ein signifikant erhöhter SAA1/2-Plasmaspiegel (Abb. 

4.3C) bei diesen Mäusen. Da SAA durch den Blutkreislauf in periphere Organe gelangen 

kann, analysierten wir ebenfalls den Colon von Lgp130-exprimerenden Mäusen und 

Kontrollmäusen. Dieser wies ebenfalls eine signifikant erhöhte SAA1/2-Proteinmenge im 

Colon auf (Abb. 4.3D). Daraufhin untersuchten wir Transkripte von Saa1, Saa2 und Hpt im 

Colon, um auszuschließen, dass es durch lokale Expression von intestinalen Epithelzellen dort 

hingelangt war [228, 229]. Es zeigten sich keine Saa1 und Saa2 Transkripte im Colon (Abb. 

4.3E). Dies lässt darauf schließen, dass SAA durch den Blutkreislauf in periphere Organe wie 

den Colon gelangt und sich dort ablagert. 
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Abb. 4.3: gp130/STAT3 Signalweg induziert Akut-Phase Gen Expression. (A) qRT-PCR 

für Saa1, Saa2, Hpt und Apcs in Gesamtleber-RNA zeigte eine Hochregulierung der Akut-

Phase-Gene bei Mäusen mit Hepatozyten-spezifischer Expression von Lgp130. (B) 

Quantitative Immunfluoreszenz zeigten eine signifikant erhöhte Expression von SAA1/2 in 

Hepatozyten in Mäusen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Expression. (C) ELISA 

Analyse zeigte erhöhte SAA1/2 Plasmawerte bei Mäusen mit Lgp130 Expression in 

Hepatozyten. (D) Repräsentative Immunfluoreszenz zeigten signifikante SAA1/2-

Ablagerungen im Colon. (E) qRT-PCR Analyse zeigte keine transkriptionelle 

Hochregulierung von Akut-Phase Genen Saa1, Saa2 und Hpt im Colon von Mäusen mit 

Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Expression. Als Positivkontrolle diente Gesamtleber 

mRNA von Lgp130-exprimierten Mäusen. Maßstabsbalken zeigen 100 µm (B) und 25 µm 

(D). Für die Quantifizierungen wurden mindestens 5 nicht überlappende Bilder pro Maus 

analysiert. Daten sind Mittelwert ± SEM. n=7 Mäuse / Gruppe (A). n= 3 Mäuse / Gruppe (B, 

E). n= 7 Mäuse /Gruppe (C-D). *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001, ****p <0,0001. Student´s 

t-test (A, C, D). Mann-Whitney-U Test (A). Mann-Whitney-U Test (B). Einseitige ANOVA 

mit Dunn´s post hoc Test (E). 
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4.3 Rekrutierung von myeloiden Zellen durch Hepatozyten-spezifische gp130 

Aktivierung 

Gene-Ontology (GO)-Analyse der am stärksten regulierten Gene in Total-RNA der Leber 

ergab eine Anreicherung von Genen des Lipidstoffwechsel und Scavenger-Rezeptoren bei 

Mäusen mit Hepatozyten-spezifischer gp130 Aktivierung im Gegensatz zu Kontrollmäusen 

(Daten nicht gezeigt). Transkriptom- und Proteomanalysen von Lebergewebe und peripherem 

Blutplasma von Lgp130-exprimierenden Mäusen und Kontrollmäusen zeigte in Mäusen mit 

Hepatozyten-spezifischer gp130 Aktivierung eine Hochregulation im Bereich der akuten 

Entzündung, der Zytokinreaktion und bei Prozessen des Immunsystems. Unter den 50 am 

stärksten regulierten Genen waren Gene die für die APPs Serum-Amyloid A1 und 2 (SAA1, 

SAA2), Serum-Amyloid P (Apcs), aber auch für das C-X-C-Motiv-Chemokin 1 (Cxcl1) und 

die mit dem adaptiven Immunsystem verbundene IL-17-Rezeptor-Untereinheit A (IL17Rα) 

kodieren (Daten nicht gezeigt). Analysen von isolierten primären Hepatozyten von Lgp130-

exprimierenden Mäusen zeigten ebenfalls eine Erhöhung von Genen der angeborenen 

Immunantwort (vgl. Abb. 4.2). Wir stellten die Hypothese auf, dass parakrine Signale wie 

SAA1/2 oder auch CXCL1 das myeloide Kompartiment innerhalb der Leber verändern 

könnten. CXCL1 ist ein Zytokin, welches aus der Familie der CXC-Chemokine stammt und 

der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in entzündete Gewebe dient [230]. Wir 

bestimmten CXCL1-Plasmaspiegel mittels ELISA und konnten sowohl nach 2, 4 und 60 

Wochen nach Lgp130-Induktion einen signifikant erhöhten Plasmaspiegel von CXCL1 

nachweisen bei Lgp130-exprimierenden Mäusen (Abb. 4.4A). Darüber hinaus wiesen diese 

Mäuse signifikant erhöhte Zellanzahlen von Gr1
+
-Granulozyten, CLEC4F

+
-Kupffer-Zellen 

(KCs) und CD11b
+
-infiltrierenden myeloide Zellen (iMCs) in der Leber auf (Abb. 4.4B). 

Erhöhte CXCL1-Plasmaspiegel und erhöhte Zellanzahlen von Granulozyten, Kupffer-Zellen 

und infiltrierenden myeloide Zellen lassen auf eine verstärkte periphere Mobilisierung und 

Infiltration in die Leber durch die gp130-Signalübertragung in Hepatozyten schließen. Da 

CXCL1 in Gesamt-RNA erhöht war, jedoch nicht in der RNA isolierter primärer 

Hepatozyten, legt dieser Faktor den Schluss nah, dass CXCL1 von nicht-parenchymalen 

Zellen gebildet wird. Diese wurden vermutlich durch hepatozytäre gp130-induzierte parakrine 

Faktoren aktiviert. 
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Abb. 4.4: Rekrutierung von myeloiden Zellen durch Hepatozyten-spezifische gp130 

Aktivierung. (A) Analyse mittels ELISA zeigte erhöhte CXCL1-Plasmaspiegel in Mäusen 

mit Hepatozyten-spezifischer Expression von Lgp130. (B) Repräsentative Immunfluoreszenz 

zeigte erhöhte Anzahl von CLEC4F
+
 Kupffer Zellen (KCs) und Gr1

+
 neutrophile 

Granulozyten in der Leber von Mäusen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Expression. 

Maßstabsbalken zeigen 25 µm. Für die Quantifizierung wurden mindestens 5 nicht 

überlappende Bilder pro Maus analysiert. Daten sind Mittelwerte ± SEM. n = 3-4 Mäuse/ 

Gruppe (B). n = 4 Mäuse / Gruppe. *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001, ****p <0,0001. 

Einseitige ANOVA mit Tukey´s post hoc Test (A). Mann-Whitney U Test (B). 
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4.4 Systemische Amyloidose als Folge langanhaltender Hepatozyten-spezifischer 

Lgp130 Aktivierung 

Konstitutiv aktives gp130 ist mit hepatozellulären Adenomen assoziiert, welche durch 

inflammatorische Infiltrate und erhöhte Akut-Phase-Proteine gekennzeichnet sind [50]. 

Doppelt transgene Mäuse, die IL-6 und sIL-6R koexprimieren, zeigten einen Anstieg der 

extramedullären hämatopoetischen Vorläuferzellen in Leber und Milz [231]. Ebenso konnte 

in IL-6 defizienten Mäusen eine beeinträchtigte Hepatozytenproliferation und 

Leberregeneration nachgewiesen werden [44]. Daher analysierten wir Mäuse 60 Wochen nach 

Lgp130-Induktion. Interessanterweise beobachteten wir eine nach wie vor  homogene 

Expression des ZsGreen Reporter-Konstrukts (Abb. 4.5A), was darauf schließen ließ, dass 

auch 60 Wochen nach Induktion die Lgp-130 Expression stabil war. Die Mäuse zeigten 

darüber hinaus keine makroskopischen Anzeichen für eine Tumorbildung (Abb. 4.5B) und 

keine morphologische Veränderung der parenchymalen Leberzellen in H/E-gefärbten 

Leberschnitten (Abb. 4.5C). 

 

Abb. 4.5: Keine Induktion von Lebertumoren bei anhaltender Hepatozyten-spezifischer 

Lgp130 Aktivierung. (A) Expression von Lgp130 in Hepatozyten war anhaltend 

hochreguliert und gleichmäßig über das gesamte Leberparenchym verteilt. (B-C) Anhaltende 

Lgp130 Aktivierung führt zu keiner Veränderung des Leberparenchyms oder Induktion von 

Lebertumoren. Maßstabsbalken zeigen 100µm (A). n= 3 Mäuse / Gruppe (A-C). 

 

Patienten mit langanhaltender Erhöhung von Akut-Phase-Proteinen, insbesondere der Akut-

Phase-Proteine SAA1 und SAA2, wiesen im Verlauf ihrer Krankheit ein erhöhtes Risiko für 

die Entwicklung einer AA Amyloidose auf [150].  

Daher analysierten wir Mäuse mit anhaltender Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Aktivierung 

60 Wochen nach Induktion. Analysen mittels Immunfluoreszenz zeigten 

Amyloidablagerungen und signifikant erhöhte Expression von SAA2 im Colon (Abb. 4.6A) 

bei gealterten Mäusen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression. Darüber hinaus 
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konnten wir ebenfalls signifikant erhöhte Ablagerungen von SAA2 in der Niere (Abb. 4.6B) 

und der Milz (Abb. 4.6C) in Tamoxifen-induzierten Mäusen beobachten. Patienten mit 

langanhaltender Erhöhung von Akut-Phase-Proteinen, insbesondere der Akut-Phase-Proteine 

SAA1 und SAA2, wiesen im Verlauf ihrer Krankheit ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung 

einer AA Amyloidose auf 

 

Abb. 4.6: Anhaltende Hepatozyten-spezifische Lgp130 Aktivierung führt zu einer 

systemischen Amyloidose. (A) Repräsentative Immunfluoreszenz zeigte signifikante SAA2 

Ablagerungen im Colon, (B) in Niere und (C) Milz von alten Mäusen mit Hepatozyten-

spezifischer Lgp130 Aktivierung. Maßstabsbalken zeigen 100 µm (A). Maßstabsbalken 

zeigen 25 µm (B, C). Für die Quantifizierungen wurden mindestens 5 nicht überlappende 

Bilder pro Maus analysiert. Daten sind Mittelwerte ± SEM. n = 3 Mäuse / Gruppe (A-C). **p 

<0.01, ***p <0.001. Student´s t-Test (A, C). Mann-Whitney-U Test (B). 

 

Nachdem bei jungen Mäusen eine verstärkte periphere Mobilisierung und Infiltration von 

myeloiden Zellen in die Leber durch die Hepatozyten-spezifische Lgp130 Aktivierung 

nachgewiesen werden konnte, analysierten wir dies auch in Mäusen mit anhaltender Lgp130-

Expression. In der Leber von alten Mäusen konnten wir, ähnlich wie bei jungen Mäusen (vgl. 

Abb. 4.4B), eine signifikant erhöhte Anzahl von CD11b
+
 Zellen und eine leichte Erhöhung 

von Gr1
+
Zellen aufzeigen (Abb. 4.7A). Auch im Dickdarm von alten Mäusen konnte eine 

erhöhte Infiltration von CD11b
+
 Zellen bei Tamoxifen-induzierten Mäusen im Vergleich zu 
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Kontrollmäusen nachgewiesen werden (Abb. 4.7B). Dies zeigt, dass eine hepatozytäre gp130-

Aktivierung zu einer Entzündung in entfernten Organen führen kann. 

 

Abb. 4.7: Erhöhte Anzahl von myeloiden Zellen bei gealterten Mäusen mit Hepatozyten-

spezifischer Lgp130-Aktivierung. (A) Repräsentative Immunfluoreszenz zeigte erhöhte 

Anzahl von myeloiden Zellen bei gealterten Mäusen mit Lgp130-Expression in Hepaozyten. 

Maßstabsbalken zeigt 25 µm. (B) Die Anzahl von mukosalen CD11
+ 

myeloiden Zellen im 

Colon zeigte sich in der Immunfluoreszenz bei gealterten Mäusen Hepatozyten-spezifischer 

Lgp130 Aktivierung erhöht. Maßstabsbalken zeigt 50 µm. Für die Quantifizierungen wurden 

mindestens 5 nicht überlappende Bilder pro Maus analysiert. Daten sind Mittelwerte ± SEM. 

n = 3 Mäuse / Gruppe. *p <0.05, Student´s t-Test (A, B). 

 

4.5 Keine morphologische Veränderung im Colon durch Lgp130 Aktivierung in 

Hepatozyten 

Wir konnten bereits zeigen, dass SAA1/2-Ablagerungen im Colon durch erhöhte SAA1/2 

Plasmaspiegel hervorgerufen werden können. Deshalb untersuchten wir nachfolgend, ob dies 

zu Auswirkungen und morphologischen Veränderungen im Colon von Mäusen mit 

Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Aktivierung führte. Der Colon von Mäusen mit Lgp130-

Expression in Hepatozyten und Kontrollmäusen wies 3 Wochen nach Induktion weder 

morphologische Veränderungen (Abb. 4.8A), noch Veränderungen der Colonlänge auf (Abb. 

4.8B). In H/E-gefärbten Colonschnitten konnten wir keine Veränderungen der Kryptenlänge 

zwischen Kontrolltieren und Tieren mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression 

feststellen (Abb. 4.8C). Mit Hilfe der periodic acid–Schiff reaction (PAS) Färbungen werden 

Polysaccharide, in diesem Fall Muzine, in den Becherzellen magentafarben gefärbt [232]. Es 

konnte keine Veränderung der Becherzellenanzahl in PAS-Färbungen von Colonkrypten 

(Abb. 4.8D) bei Mäusen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression im Vergleich zu 
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den Kontrollmäusen aufgezeigt werden. Da Becherzellen für die Kontrolle der Penetration der 

Darmbarriere durch kommensale und pathogene Bakterien unerlässlich sind, ließ die 

unveränderte Becherzellenanzahl auf eine aufrechte intestinale Homöostase bei Lgp130-

exprimierenden Mäusen schließen. Die Proliferationsrate im Darm wurde mittels Ki67 

Immunfluoreszenz analysiert, wobei Ki67
+
-Zellen gleichmäßig über die gesamte Krypte 

verteilt waren. Hierbei war jedoch kein Unterschied zwischen Mäusen mit Lgp130 Expression 

in Hepatozyten und Kontrollmäusen in der Anzahl der Ki67
+
-Zellen und somit in der 

Proliferationsrate vorhanden (Abb. 4.8E). SAA Ablagerungen und geringe Entzündungen im 

Colon haben somit keinen Einfluss auf die morphologischen Strukturen im Darm und die 

Integrität der Barriereschicht zwischen Darmepithel und Darmflora. 

 

Abb. 4.8:  Keine morphologische Veränderungen im Colon durch Lgp130 Aktivierung 

in Hepatozyten. (A) Repräsentative Bilder von Colons nach Lgp130 Aktivierung in 

Hepatozyten. (B) Mäuse mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Aktivierung weisen keine 

veränderte Colonlänge auf. (C-D) Repräsentative Histochemie zeigte unveränderte 

Kryptenlänge und Anzahl von Becherzellen im Colon von Mäusen mit Hepatozyten-

spezifischer Lgp130 Aktivierung. (E) Repräsentative Immunfluoreszenz zeigte keine 

Veränderung von Ki67
+
 Zellen in Mäusen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Aktivierung. 

Maßstabsbalken zeigen 250 µm (C, D) und 100 µm (E). Für die Quantifizierungen wurden 

mindestens 5 nicht überlappende Bilder pro Maus analysiert. Daten sind Mittelwerte ± SEM. 

n = 5-6 Mäuse / Gruppe. Mann-Whitney-U Test (B, E). Student´s t-Test (C, D). 
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SAA-Proteine können in Kombination mit IL-6 einen pathogenen TH17-Phänotyp in naiven 

CD4+ T-Zellen induzieren, unabhängig von TGFβ [26]. Mäuse mit Hepatozyten-spezifischer 

Lgp130-Expression wiesen ein sich am Detektionslimit befindenen, sehr geringen IL-17 

Zytokinspiegel in Colon-Proteinlysaten auf. Dieses war im Vergleich zu Kontrolltieren 

unverändert. Lgp130-induzierte Mäuse wiesen leicht erhöhte IL-1ß Zytokinspiegel in Colon-

Proteinlysaten auf, während IL-6 und IL-23 Zytokinspiegel bei Mäusen mit Lgp130-

Expression signifikant hochreguliert waren im Vergleich zu Kontrolltieren (Abb. 4.9). Dies 

lässt auf eine vermehrte Induktion von IL-23 in Zellen des Colons, vermutlich durch 

ILCs/DCs durch zellautonome gp130-Aktivierung in Hepatozyten schließen. 

 

 

Abb. 4.9: Hepatozyten-spezifische gp130-Aktivierung führt zu erhöhten IL-6 und IL-23 

Spiegeln im Colon. Multiplex ELISA zeigte signifikant erhöhte IL-6 und IL-23 Spiegel in 

Colonlysaten von Mäusen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Aktivierung, jedoch keine 

veränderte IL-17 Konzentration. Daten sind Mittelwerte ± SEM. n = 5-7 Mäuse / Gruppe. *p 

<0,05, **p <0,01. Student´s t-Test, Kolmogorov-Smirnov Test, Mann-Whitney-U Test. 

 

4.6 Lgp130 Aktivierung in Hepatozyten führt zu geringerem Schweregrad bei einer 

DSS-Kolitis 

Um den Einfluss Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression auf entzündliche Vorgänge im 

Darm, insbesondere des Colons zu bestimmen, exponierten wir 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse mit DSS, welches zur Störung der 

Darmepithelbarriere und zur Induktion einer Kolitis führt [223, 233, 234]. Hierzu wurden 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse an vier aufeinander folgenden Tagen mit Tamoxifen 

oder Ethanol/Öl injiziert und erhielten zur Induktion einer akuten Kolitis nach einer 

Karenzzeit von 7 Tagen 2 % DSS über das Trinkwasser (Abb. 4.10A). 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse zeigten einen signifikant erhöhten Gewichtsverlust 

zwischen Tag 4 und 6 im Vergleich zu Kontrollmäusen, wobei sich beide Gruppen an Tag 9 
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wieder auf das gleiche Gewichtsniveau erholten (Abb. 4.10B). Die Kolonlänge stellt bei einer 

akuten DSS-induzierten Kolitis einen wichtigen Parameter zur Bestimmung des 

Entzündungsgrades dar. Das Epithel wird durch die auftretenden Entzündungen zerstört, was 

im Verlauf der Wundheilung zu einer Ausschüttung von Fibrin und somit zu einer 

Verkürzung des Colon führt [235]. Im Vergleich zu Mäusen ohne DSS wiesen sowohl 

Tamoxifen-injizierte Mäuse als auch Kontrollmäuse nach Induktion einer DSS-Kolitis eine 

signifikant verkürzte Colonlänge auf (Daten nicht gezeigt). Es konnte jedoch kein 

Unterschied zwischen den Lgp130-exprimierenden und den Kontrollmäusen beobachtet 

werden (Abb. 4.10C). Die Proliferation von Epithelzellen und die damit verbundene 

Verlängerung der Krypten (Hyperplasie) werden als Merkmal verstärkter Regeneration und 

zur Bestimmung des Schweregrades der Entzündung bei Dünn-und Dickdarmentzündungen 

herangezogen [168]. DSS-induzierte Entzündungen führen zu einer Störung der intestinalen 

Barrierefunktion, was eine Infiltration von Immunzellen in die Lamina propria zur Folge 

haben kann [236]. Histologische Analysen von H/E gefärbten Colonkrypten zeigten eine 

verringerte Hyperplasie von Mäusen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression im 

Vergleich zu Kontrollmäusen. Darüber hinaus wiesen beide Gruppen großflächige Infiltrate 

von Immunzellen auf (Abb. 4.10D). Becherzellen stellen einen wichtigen Bestandteil der 

intestinalen angeborenen Immunität dar. Der Verlust von Becherzellen kann daher zur 

Bestimmung des Schweregrades der Darmentzündung herangezogen werden. Der Verlust der 

Barriereschicht zwischen Darmepithel und Darmflora kann das Eindringen von Pathobionten 

und unverdauten Nahrungspartikeln begünstigen [168]. Kontrollmäuse wiesen bei der 

Analyse von mit PAS gefärbten Colonkrypten einen signifikant stärkeren Becherzellenverlust 

auf als Lgp130 exprimierende Mäuse (Abb. 4.10E). Um die Auswirkungen Hepatozyten-

spezifischer Lgp130-Expression in intestinalen Epithelzellen auf die Darmregeneration zu 

untersuchen, wurden Ki67 Immunfluoreszenz-Färbungen analysiert. Tamoxifen-injizierte 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse zeigten gleiche Mengen von proliferierenden Zellen 

wie die Kontrollmäuse, welche sich gleichmäßig über die gesamte Krypte verteilten (Abb. 

4.10F). Trotz eines erhöhten Gewichtsverlusts zeigten Mäuse mit einer Hepatozyten-

spezifischen Lgp130-Expression eine geringere histologisch aktive Entzündung bei der DSS-

Kolitis als Kontrollmäuse. 
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Abb. 4.10: Alb-CreERT2::ROSA
Lgp130/Lgp130

 Mäuse zeigen geringeren Schweregrad bei 

DSS-Kolitis trotz vermehrtem Gewichtsverlust. (A) Experimentelle Versuchsdurchführung 

der DSS-Kolitis. (B) Prozentuales Körpergewicht von Kontroll- und Lgp130 induzierten 

Mäusen über einen Zeitraum von 10 Tagen. Tamoxifen-induzierte Mäuse zeigten ein 

signifikant reduziertes Körpergewicht zwischen Tag 4-6. (C) Mäuse mit Hepatozyten-

spezifischer Lgp130 Aktivierung wiesen keine veränderte Colonlänge nach einer DSS-Kolitis 

auf im Vergleich zu Kontrolltieren. (D) Lgp130-Expression in Hepatozyten führt nicht zu 

einer veränderten Colonlänge während einer DSS-induzierten Kolitis. (E) Anzahl an 

Becherzellen unter entzündlichen Bedingungen ist erhöht in Mäusen mit Hepatozyten-

spezifischer Lgp130-Expression. (F) Keine veränderte Anzahl von Ki67+ Zellen nach einer 

DSS-Kolitis bei Tamoxifen-induzierten Mäusen im Vergleich zu Kontrolltieren. 

Maßstabsbalken zeigen 250 µm (D, E). Maßstabsbalken zeigen 100 µm (F). Für die 

Quantifizierung wurden mindestens 5 nicht überlappende Bilder pro Maus analysiert. Daten 

sind Mittelwerte ± SEM. n = 5-6 Mäuse / Gruppe (A-E). n = 2-3 Mäuse / Gruppe (F). *p 

<0,05, **p <0,01. Student´s t-Test (C, D, E). 
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Die Akut-Phase-Proteine SAA1 und SAA2 werden als Reaktion auf lokale und systemische 

Gewebeschädigungen und Störungen induziert, wobei es in der Leber synthetisiert und über 

den Blutkreislauf in periphere Organe transportiert wird [133, 135, 136]. Studien zeigten 

bereits, dass erhöhte SAA-Werte mit einer histologisch aktiven Entzündung [237] und der 

klinischen Aktivität verbunden sind [238]. Sowohl Mäuse mit Hepatozyten-spezifischer 

Lgp130-Expression, als auch Kontrollmäuse wiesen nach einer DSS-induzierten Kolitis 

SAA1/2-Ablagerungen im Darm auf (Abb. 4.11A), wobei kein Unterschied von Saa1 und 

Saa2 Transkripten festzustellen war (Abb. 4.11B). Allerdings zeigten Lgp130-exprimierende 

Mäuse einen signifikant erhöhten SAA1/2-Plasmaspiegel (Abb. 4.11C). Dies spricht dafür, 

dass durch die Kolitis bei beiden Mausgruppen im Colon lokal SAA induziert wird. Mäuse 

mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression wiesen jedoch im Gegensatz zu 

Kontrollmäusen während der akuten Entzündung eine vergleichsweise schnelle SAA1/2 

Erhöhung des Plasmaspiegels auf. 

 

Abb. 4.11: Erhöhte SAA1/2 Serumspiegel führen nicht zu einer akut vermehrten 

SAA1/2 Ablagerungen im Colon. (A) Repräsentative Immunofluoreszenz zeigte keine 

vermehrten SAA1/2 Ablagerungen im Colon nach einer DSS-Kolitis bei Mäusen mit 

Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Aktivierung. Für die Quantifizierung wurden mindestens 5 

nicht überlappende Bilder pro Maus analysiert. (B) Keine transkriptionelle Erhöhung der 

Expression von Saa1 oder Saa2 im Colon von Tamoxifen-induzierten Mäusen. (C) ELISA 

Analyse zeigte eine Erhöhung von SAA1/2 im Plasma von Mäusen mit Hepatozyten-

spezifischer Lgp130 Aktivierung nach einer DSS-Kolitis. Maßstabsbalken zeigen 100 µm 

(A). Daten sind Mittelwerte ± SEM. n = 5-6 Mäuse / Gruppe (A, C). n = 4-6 Mäuse / Gruppe 

(B). ***p <0.001. Mann-Whitney-U Test (A). Student´s t-Test, Mann-Whitney U Test (B). 

Student´s t-Test (C). 

 

Im Gegensatz zu Mäusen, welche keine DSS-Kolitis durchlaufen haben (vgl. Abb. 4.9), 

wurde der Unterschied der Zytokinspiegel in Colon-Proteinlysaten in der akuten Entzündung 

aufgehoben (Abb. 4.12A). Demnach könnte SAA, welches in der akuten Entzündung 

wahrscheinlich lokal produziert wird, die Sekretion inflammatorischer Zytokine wie IL-6 oder 

IL-23 in Immunzellen der Lamina propria induzieren. 
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Abb. 4.12: Verminderte Zytokinexpression im Colon von Mäusen nach DSS-Kolitis. 

Multiplex-Analyse zeigte unveränderte Expression von IL-1ß, IL-6 und IL-23, jedoch eine 

leichte Expressionsreduktion von IL-17 von Mäusen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130 

nach einer DSS-Kolitis. Daten sind Mittelwerte ± SEM. n = 5-6 Mäuse / Gruppe. Student´s t-

Test, Kolmogorov-Smirnov Test. 

 

4.7 Vermehrte Tumorinduktion nach einer AOM/DSS-Kolitis durch Hepatozyten-

spezifische Lgp130 Aktivierung 

Analysen humaner kolorektaler Karzinom-Proben zeigten bereits, dass IL-6 bei Patienten 

sowohl im Serum als auch im Tumorgewebe signifikant hochreguliert ist [215, 216]. Zudem 

werden erhöhte SAA-Werte bei Darmkrebs mit einem fortgeschrittenen Krankheitsverlauf 

und einer schlechteren Überlebensrate assoziiert [239-242]. Deshalb stellten wir die 

Hypothese auf, dass Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse mit systemischer Erhöhung von 

Akut-Phase-Proteinen eine verstärkte Tumorinduktion oder -progression haben und anfälliger 

für experimentell induzierte Tumorigenese sein könnten. Um die physiologische Rolle von 

Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression bei Kolitis-assoziiertem Darmkrebs zu 

untersuchen, exponierten wir Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse einem AOM/DSS- 

Kolitis Krebsmodell. Hierzu wurden Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse an vier 

aufeinander folgenden Tagen mit Tamoxifen oder Ethanol/Öl injiziert. Nach einer Karenzzeit 

von 7 Tagen erhielten die Mäuse eine Injektion von 10 mg/KG Körpergewicht AOM, welches 

DNA-Schäden in intestinalen Epithelzellen auslöst und zusammen mit drei Zyklen 1 % DSS 

über das Trinkwasser zur Induktion eines Kolitis-assoziierten kolorektalen Karzinoms führte 

(Abb. 4.13A). Mäuse mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression zeigten ähnlich wie 

bei der akuten DSS-Kolitis (vgl. Abb. 4.10) einen signifikant erhöhten Gewichtsverlust 

zwischen den Tagen 7 und 14, den Tagen 21 und 28, den Tagen 42 und 49, sowie eine 

signifikant schlechtere Gewichtserholung nach Beendigung der DSS-Zyklen (Abb. 4.13B). 

100 Tage nach AOM-Injektion zeigten sich makroskopisch sichtbare Tumore bei Mäusen 

beider Gruppen (Abb. 4.13C). Es konnte keine Veränderung bezüglich der Colonlänge 

zwischen den Lgp130- exprimierenden und den Kontrollmäusen beobachtet werden. 
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Allerdings wiesen Mäuse mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression eine erhöhte 

Tumorlast auf (Abb. 4.13E). Eine konstitutive Aktivierung von gp130 in Hepatozyten nimmt 

somit eine wesentliche Rolle bei der Tumorinduktion bei der entzündungserweiterten 

Karzinogenese ein.  

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.13: Vermehrte Tumorinduktion bei Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen

 

nach einer AOM/DSS-Kolitis. (A) Versuchsaufbau der AOM/DSS-Kolitis. (B) Prozentuelles 

Körpergewicht von Kontroll- und Lgp130 induzierten Mäusen über einen Zeitraum von 100 

Tagen. Tamoxifen-induzierte Mäuse zeigten ein signifikant reduziertes Körpergewicht.       

(C) Repräsentative Bilder von entfernten Colons von AOM/DSS behandelten Mäusen.        

(D) Mäuse mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Aktivierung zeigten  unveränderte 

Colonlänge. (E) Erhöhte Tumoranzahl im Colon von Tamoxifen-induzierten Mäusen. Daten 

sind Mittelwerte ± SEM. n = 8-9 Mäuse / Gruppe (B). n = 4-9  Mäuse / Gruppe (D-E). *p 

<0,05, **p <0,01. Student´s t-Test (B, D). Mann-Whitney-U Test (B, E). 

 

Neben der Tumorinduktion stellen auch histologische Analysen eine Einstufung des 

Schweregrades der AOM/DSS-Kolitis dar [243]. Hierbei zeigten H/E gefärbte 

Kolonkryptaabschnitte tumorfreier Bereiche eine signifikante Hyperplasie bei den 

Kontrollmäusen im Vergleich zu Mäusen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression 

(Abb. 4.14A). In PAS gefärbten Colonkrypten wiesen Lgp130- exprimierende Mäuse im 

 

C p= 0,1385 
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Vergleich zu Kontrollmäusen einen signifikant stärkeren Becherzellenverlust auf (Abb. 

4.14B), was auf eine gestörte Differenzierung intestinaler Epithelzellen zurückzuführen sein 

könnte. Wir konnten keine signifikanten Unterschiede in der Proliferationsrate in 

tumorfreiem, noch in tumorhaltigem Colongewebe bei beiden Gruppen finden (Abb. 4.14C). 

Die erhöhte Tumorlast der Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse lässt sich somit nicht auf 

Unterschiede in der Proliferation zurückführen, wobei aufgrund von Entzündung eine 

vermehrte Schädigung der Barriereschicht zwischen Darmepithel und Darmflora in Mäusen 

mit Lgp130-Expression in Hepatozyten vorliegt. 

       

 

Abb. 4.14: Verringerte Hyperplasie bei Lgp130 induzierten Mäusen nach einer 

AOM/DSS-Kolitis. (A) Repräsentative histochemische Färbungen zeigen verringerte 

Kryptenlänge bei Mäusen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Aktivierung nach einer 

AOM/DSS-Kolitis. (B) Signifikant verringerte Anzahl von Becherzellen nach einer 

AOM/DSS-Kolitis bei Mäusen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Aktivierung in 

repräsentativen histochemischen Färbungen. (C) Repräsentative Immunofluoreszenz zeigt 

keinen Unterschied in der Anzahl von Ki67+ Zellen im Tumor- und Nicht-Turmorgewebe des 

Colons nach einer AOM/DSS-Kolitis bei Kontroll- und Lgp130 induzierten Mäusen. 

Maßstabsbalken zeigen 250 µm (A, B) und 100 µm (C). Für die Quantifizierungen wurden 

mindestens 5 nicht überlappende Bilder pro Maus analysiert. Daten sind Mittelwerte ± SEM. 

n = 4 Mäuse / Gruppe (A, B). *p <0,05, **p <0,01. Student´s t-Test (A, B, C). 
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Bei Mäusen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression konnten nach Induktion eines 

Kolitis-assoziiertem kolorektalen Karzinoms signifikant mehr SAA-Ablagerungen in Nicht-

Tumorregionen mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen werden als bei Kontrollmäuse (Abb. 

4.15A), wobei wir keine Unterschiede in der lokalen Saa1 oder Saa2 Transkription messen 

konnten (Abb. 4.15B). Allerdings konnte ein signifikant erhöhter SAA1/2-Plasmaspiegel 

nachgewiesen werden (Abb. 4.15C). Bei akuter Schädigung wird SAA lokal hochreguliert, 

während sich bei einer chronischen Situation und nach Regeneration das periphere SAA im 

Darm ablagert. 

 

Abb. 4.15: Erhöhte SAA1/2 Serumspiegel und vermehrte Ablagerungen im Colon nach 

einer AOM/DSS-Kolitis. (A) Repräsentative Immunfluoreszenz zeigte signifikant vermehrte 

SAA1/2 Ablagerungen im Colon nach einer AOM/DSS-Kolitis bei Mäusen mit Hepatozyten-

spezifischer Lgp130 Aktivierung. Für die Quantifizierungen wurden mindestens 5 nicht 

überlappende Bilder pro Maus analysiert. (B) ELISA Analyse zeigte eine signifikante 

Erhöhung von SAA1/2 im Plasma von Mäusen mit Lgp130 Aktivierung in Hepatozyten nach 

einer AOM/DSS-Kolitis. (C) qRT-PCR zeigte keine transkriptionelle Erhöhung der 

Expression von Saa1 oder Saa2 im Colon von Tamoxifen-induzierten Mäusen. 

Maßstabsbalken zeigen 100 µm (A). Daten sind Mittelwerte ± SEM. n = 3-5 Mäuse / Gruppe 

(A). n = 4-8 Mäuse / Gruppe (B, C). **p <0,01. Mann-Whitney-U Test (A, C). Student´s t-

Test (B). 

 

Die vermehrte Differenzierung naiver T-Zellen zu TH17-Zellen ist ein Kennzeichen für ein 

frühes Stadium des kolorektalen Karzinoms und wirkt sich negativ auf die Prognose von 

Patienten aus [244, 245]. Nach Induktion eines Kolitis-assoziiertem kolorektalen Karzinoms 

konnte bei Mäusen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression signifikant erhöhte IL-

1ß und IL-23 Konzentrationen im Darm nachgewiesen werden. Darüber hinaus konnte eine 

leichte Konzentrationserhöhung von IL-6 und IL-17 aufgezeigt werden (Abb. 4.16). Da 

jedoch sowohl die IL-6, als auch die IL-17 Konzentration im Darm am Detektionslimit 

detektiert wurde, sollten diese Ergebnisse nicht überinterpretiert werden.  
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Abb. 4.16: Signifikant erhöhte IL-1ß und IL-23 Spiegel im Colon nach einer AOM/DSS-

Kolitis. Multiplex Analysen zeigen signifikant erhöhte IL-1ß und IL-23 Spiegel in Colon 

Lysaten von Mäusen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Aktivierung nach einer 

AOM/DSS-Kolitis. IL-6 und IL-17 Spiegel sind leicht erhöht. Daten sind Mittelwerte ± SEM. 

n = 4-8 Mäuse / Gruppe. *p <0,05, **p <0,01. Student´s t-Test, Mann-Whitney-U Test, 

Welch´s t-Test. 

 

4.8 Lgp130 Aktivierung in intestinalen Epithelzellen führt zu leicht veränderter 

Darmmorphologie 

Um den Effekt einer lokalen SAA-Erhöhung auf Entzündungsprozesse im Darm zu 

analysieren und den Unterschied zu einer systemischen Entzündungsreaktion und der 

Erhöhung von Akut-Phase-Proteinen zu untersuchen, generierten wir das 

Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mausmodell mit zellautonomer Lgp130-Expression in 

intestinalen Epithelzellen. 

Zur Analyse zellautonomer Lgp130-Expression in intestinalen Epithelzellen induzierten wir 

Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse an vier aufeinander folgenden Tagen mit TAM oder 

Ethanol/Öl und analysierten diese nach 3 Wochen (Abb. 4.17A). Lgp130 exprimierende 

Mäuse zeigten einen makroskopisch unauffälligen Darm auf (Abb. 4.17B), wiesen jedoch 

signifikant erhöhte Expression von lgp130 in der total RNA aus dem Colon (Abb. 4.17D), 

wohingegen dies in den Kontrollgruppen fehlte. Bei unveränderter Colonlänge (Abb. 4.17C) 

zeigten histologische Analysen von H/E gefärbten Colonkrypten eine leicht aber signifikant 

erhöhte Kryptenlänge bei Mäusen mit zelltyp-spezifischer Lgp130-Expression in intestinalen 

Epithelzellen im Vergleich zu Kontrollmäusen auf (Abb. 4.17E). Darüber hinaus konnte eine 

leichte, aber signifikant erhöhte Anzahl an Becherzellen in PAS gefärbten Colonkrypten 

beobachtet werden (Abb. 4.17F). Das Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mausmodell stellt 

daher ein geeignetes Modell zur Analyse konstitutiv aktiver IL-6 Signalgebung in intestinalen 

Epithelzellen und den Auswirkungen lokaler Entzündungsreaktionen im Darm dar. 
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Abb. 4.17: Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse zeigen nach Induktion leicht 

veränderte Darmmorphologie. (A) Experimenteller Aufbau. (B) Repräsentative Bilder von 

Colons nach Lgp130 Aktivierung in Darmepithelzellen. (C) qRT-PCR der Colon-RNA zeigte 

erhöhte Lgp130-Expression bei synthetischer Lgp130-Aktivierung. (D) Mäuse mit 

Darmepithelzellen-spezifischer Lgp130 Aktivierung weisen keine veränderte Colonlänge auf. 

(E) Repräsentative Histochemie zeigte signifikant verlängerte Kryptenlänge und (F) 

signifikant erhöhte Anzahl von Becherzellen im Colon von Mäusen mit Darmepithel-

spezifischer Lgp130 Aktivierung. Für die Quantifizierungen wurden mindestens 5 nicht 

überlappende Bilder pro Maus analysiert. Maßstabsbalken zeigen 250 µm (E, F). Daten sind 

Mittelwerte ± SEM. n = 4-5 Mäuse / Gruppe (B). n = 7-8 Mäuse / Gruppe (C, D, E). **p 

<0,01. Student´s t-Test (C-F). 

 

Im Gegensatz zu Analysen der Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse (vgl. Abb. 4.3E) 

konnten wir bei Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäusen eine signifikante transkriptionelle 

Hochregulation der Akut-Phase-Proteine Saa1 und erhöhte Saa2 im Colon nachweisen (Abb. 

4.18), was darauf schließen lässt, dass eine alleinige Lgp130 Expression in intestinalen 

Epithelzellen zur Induktion der Akut-Phase-Proteine SAA1 und SAA2 ausreichend ist. 
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Abb. 4.18: Lgp130 Expression in intestinalen Epithelzellen führt zu erhöhten Saa1 und 

Saa2 Transkripten im Colon. qRT-PCR Analyse zeigte eine erhöhte Expression von Saa1 

und Saa2 im Colon von Mäusen mit Darmepithelzellen-spezifischer Lgp130. Daten sind 

Mittelwerte ± SEM. n = 3-5 Mäuse / Gruppe. *p <0,05. Mann-Whitney-U-Test. 

 

 

4.9 Lgp130 Aktivierung in intestinalen Epithelzellen führt zu geringerem 

Schweregrad bei einer DSS-Kolitis 

Zur Analyse lokaler Erhöhung von SAA Proteinen im Darm und dessen Auswirkung auf eine 

Kolitis, exponierten wir Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse mit Lgp130 Expression in 

intestinalen Epithelzellen einer DSS-Kolitis. Nachdem Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 

Mäuse mit Tamoxifen oder Ethanol/Öl an vier aufeinander folgenden Tagen i. p. injiziert 

wurden, erhielten die Mäuse zur Induktion einer akuten DSS-Kolitis nach einer Karenzzeit 

von 7 Tagen 2 % DSS über das Trinkwasser (Abb. 4.19A). Tamoxifen-induzierte Mäuse mit 

Lgp130-Expression in intestinalen Epithelzellen zeigten einen signifikant erhöhten 

Gewichtsverlust zwischen Tag 2 und 9 im Gegensatz zu Kontrollmäusen. Sie regenerierten 

sich auch nach Beendigung des DSS-Zyklus nicht wieder auf das Gewichtsniveau der 

Kontrolltiere (Abb. 4.19B). Sowohl Tamoxifen-induzierte Mäuse, als auch Kontrollmäuse 

zeigten nach Induktion einer DSS-Kolitis im Vergleich zu Mäusen, welche keine DSS-Kolitis 

durchlaufen hatten, eine signifikant verkürzte Colonlänge (Daten nicht gezeigt). Hierbei 

konnten wir bei Mäusen mit Lgp130-Expression in intestinalen Epithelzellen jedoch eine 

signifikant verlängerte Colonlänge nach Induktion einer DSS-Kolitis im Vergleich zu 

Kontrolltiere beobachten (Abb. 4.19C). Tamoxifen-induzierte Mäuse und Kontrolltiere 

zeigten keine Unterschiede der Kryptenlänge bei H/E gefärbten Colonkrypten. Beide 

Mausgruppen wiesen jedoch großflächige Immun-Follikel auf (Abb. 4.19D). Darüber hinaus 

konnte kein Unterschied in der Anzahl von Becherzellen festgestellt werden (Abb. 4.19E). 

Trotz vermehrter Gewichtsreduktion weisen Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse eine 
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ähnliche Darmmorphologie wie Kontrolltiere auf, wobei die verlängerte Colonlänge auf einen 

verminderten Entzündungsgrad im Darm schließen lässt. 

 

 

 

 

Abb. 4.19: Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse zeigen geringeren Schweregrad bei 

DSS-Kolitis trotz vermehrtem Gewichtsverlust. (A) Experimentelle Versuchsdurchführung 

der DSS-Kolitis. (B) Prozentuales Körpergewicht von Kontroll- und Lgp130 induzierten 

Mäusen über einen Zeitraum von 10 Tagen. Tamoxifen-induzierte Mäuse zeigten ein 

signifikant reduziertes Körpergewicht. (C) Mäuse mit Darmepithelzellen-spezifischer Lgp130 

Aktivierung zeigten verlängerte Colonlänge nach Induktion einer DSS-Kolitis. (D) 

Unveränderte Kryptenlänge bei Mäusen mit Darmepithelzellen-spezifischer Lgp130 

Aktivierung nach einer DSS-Kolitis. (E) Unveränderte Anzahl von Becherzellen nach einer 

DSS-Kolitis bei Tamoxifen induzierten Mäusen. Für die Quantifizierung wurden mindestens 

5 nicht überlappende Bilder pro Maus analysiert. Maßstabsbalken zeigen 250 µm (E, D). 

Daten sind Mittelwerte ± SEM. n = 13 Mäuse / Gruppe (B). n = 6-7 Mäuse / Gruppe (C). n = 

5 Mäuse / Gruppe (D, E). **p <0,01. Mann-Whitney-U Test (B). Student´s t-Test (B-E). 
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In Studien mit UC-Patienten konnten erhöhte SAA-Werte mit einer erhöhten histologischen 

Entzündung und verstärkter klinischer Aktivität korreliert werden [237, 238]. Mäuse mit 

Lgp130-Expression in intestinalen Epithelzellen zeigten nach der Induktion einer DSS-Kolitis 

mehr SAA1/2-Ablagerungen in der Immunfluoreszenz im Darm als Kontrollmäuse (Abb. 

4.20A). Saa1 und Saa2 Transkription war signifikant erhöht bei Lgp130-exprimierenden 

Mäusen (Abb. 4.20B). Dies lässt darauf schließen, dass eine lokale Erhöhung der Akut-Phase-

Proteine SAA zur vermehrten Ablagerung im Colon ausreichend ist. 

 

Abb. 4.20: Vermehrte SAA1/2 Ablagerungen im Colon bei Vil-

CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäusen nach DSS-Kolitis. (A) Repräsentative 

Immunfluoreszenz zeigte vermehrte SAA1/2 im Colon nach einer DSS-Kolitis bei Mäusen 

mit Darmepithelzellen-spezifischer Lgp130 Aktivierung. (B) Transkriptionelle Erhöhung der 

Expression von Saa1 oder Saa2 im Colon von Tamoxifen-induzierten Mäusen. Für die 

Quantifizierung wurden mindestens 5 nicht überlappende Bilder pro Maus analysiert. 

Maßstabsbalken zeigen 100 µm (A). Daten sind Mittelwerte ± SEM. n = 5 Mäuse / Gruppe 

(A). n = 5-6 Mäuse / Gruppe (B). **p <0,01. Student´s t-Test (A). Mann-Whitney-U-Test (B). 

 

4.10  Vermehrte Tumorinduktion nach einer AOM/DSS-Kolitis durch Lgp130 

Aktivierung in intestinalen Epithelzellen 

Um zu untersuchen, ob gp130-Aktivierung in intestinalen Epithelzellen und die damit 

assoziierte lokale Erhöhung an SAA-Proteinen eine Tumorbildung im Colon begünstigt, 

exponierten wir Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse einer AOM/DSS-Kolitis. 

Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse erhielten zunächst an vier aufeinander folgenden 

Tagen Injektionen mit Tamoxifen oder Ethanol/Ö. Zur Induktion einer AOM/DSS-Kolitis 

erhielten die Mäuse nach einer Karenzzeit von 7 Tagen eine Injektion von 10 mg/Kg 

Körpergewicht AOM. Dies löst DNA-Schäden in intestinalen Epithelzellen aus. Es folgten 3 

Zyklen mit 1 % DSS über das Trinkwasser (Abb. 4.21A). Hierbei konnten wir bei Tamoxifen-

induzierten Mäuse mit Lgp130-Expression in intestinalen Epithelzellen, ähnlich wie bei 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse (vgl. Abb. 4.13B) einen signifikant erhöhten 

Gewichtsverlust zwischen Tag 42 und 50, sowie eine signifikant schlechtere Erholung nach 
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Beendigung der DSS-Zyklen beobachten (Abb. 4.21B). Sowohl bei Lgp130-exprimierenden 

Mäusen, als auch bei Kontrollmäusen zeigten sich 100 Tage nach AOM-Injektion 

makroskopisch sichtbare Tumore (Abb. 4.21C). Es konnte keine Veränderung der Colonlänge 

zwischen Mäusen mit Lgp130-Expression und Kontrollmäusen nachgewiesen werden (Abb. 

4.21D). Bei Lgp130-induzierten Mäusen konnte jedoch eine höhere Anzahl an Tumoren im 

Vergleich zu Kontrollmäusen dokumentiert werden (Abb. 4.21E). Dies lässt darauf schließen, 

dass die zellautonome und konstitutive gp130 Aktivierung in intestinalen Epithelzellen eine 

wesentliche Rolle bei der Tumorinduktion bei der entzündungs-assoziierten Karzinogenese 

einnimmt.  

 

 

                  

Abb. 4.21: Vermehrte Tumorinduktion bei Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen 

nach einer AOM/DSS-Kolitis. (A) Versuchsdurchführung der AOM/DSS-Kolitis. (B) 

Prozentuelles Körpergewicht von Kontroll- und Lgp130 induzierten Mäusen über einen 

Zeitraum von 100 Tagen. Tamoxifen-induzierte Mäuse zeigen ein signifikant reduziertes 

Körpergewicht. (C) Repräsentative Bilder von Colons von AOM/DSS-behandelten Mäusen. 

(D) Mäuse mit Darmepithelzellen-spezifischer Lgp130 Aktivierung haben keine veränderte 

Colonlänge. (E) Erhöhte Tumoranzahl im Colon von Tamoxifen-induzierten Mäusen. Daten 

sind Mittelwerte ± SEM. n = 10 Mäuse / Gruppe (B). n = 5-7 Mäuse / Gruppe (D, E). *p 

<0,05. Mann-Whitney-U-Test (A). Student´s t-Test mit Welch`s Correction (D). Student`s t-

Test (E). 

 

 

C 
p= 0,0569 
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Im Gegensatz zu den Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäusen mit systemischer 

Entzündungsreaktion zeigten Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse in histologischen 

Analysen eine signifikante Hyperplasie (Abb. 4.22A). Die relative Anzahl an Becherzellen 

war in Lgp130-exprimierenden Mäusen reduziert (Abb. 4.22B). Dies deutete darauf hin, dass 

die Darmbarriere und die intestinale Homöostase als Folge abgeschwächt sind und zur 

vermehrten Penetration der Darmbakterien führen. 

 

 

Abb. 4.22: Leichte Hyperplasie in
 
Mäusen mit intestinaler Lgp130-Expression

 
in einem 

chemische-induzierten Colon-Karzinom-Modell. (A) Repräsentative histochemische 

Färbungen zeigten Hyperplasie bei Mäusen mit Darmepithelzellen-spezifischer Lgp130 

Aktivierung nach einer AOM/DSS-Kolitis. (B) Repräsentative Bilder zeigen verringerte 

Anzahl von Becherzellen nach einer AOM/DSS-Kolitis bei Mäusen mit Lgp130-Expression 

in Darmepithelzellen. Für die Quantifizierung wurden mindestens 5 nicht überlappende Bilder 

pro Maus analysiert. Maßstabsbalken zeigen 250 µm (A, B). Daten sind Mittelwerte ± SEM. 

n = 5-7 Mäuse / Gruppe (A, B). *p <0,05. Mann-Whitney-U Test (A). Student´s t-Test (B). 
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Wie bereits bei unbehandelten Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse zeigten Mäuse mit 

intestinaler Lgp130-Expression eine signifikante Erhöhung an Saa1-Transkripten, während 

Saa2-Transkripte nur leicht erhöht waren (Abb. 4.23A). Darüber hinaus zeigte sich allerdings 

kein Unterschied im SAA1/2-Plasmaspiegel zwischen Lgp130-exprimierenden Mäusen und 

Kontrollmäusen (Abb. 4.23A). 

 

 

Abb. 4.23: Lgp130 Expression in Darmepithelzellen führt zu signifikant erhöhten Saa1 

und leicht erhöhten Saa2 Expression nach einer AOM/DSS-Kolitis. qRT-PCR zeigte 

erhöhte Expression von Saa1 oder Saa2 im Colon von Tamoxifen-induzierten Mäusen. Daten 

sind Mittelwerte ± SEM. n = 5-6 Mäuse / Gruppe. **p <0,01. Mann-Whitney-U Test. 
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5 Diskussion 

Mitglieder der IL-6 Zytokinfamilie signalisieren über die signaltransduzierende 

Rezeptoruntereinheit gp130, wobei sie dabei an verschiedenen Prozessen in der Leber und 

dem Darm beteiligt sind [66, 93]. Verschiedene hepatische Zelltypen können dabei direkt auf 

IL-6 ansprechen, womit es schwierig ist einem einzelnen Zelltypen einen biologischen 

Beitrag z.B. zur Induktion der Akut-Phase-Proteine zuzuschreiben. Darüber hinaus sind auch 

die Auswirkungen der Akut-Phase-Proteine bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 

und entzündungsbedingten Darmtumoren weitestgehend unbekannt. Deshalb haben wir in 

unserem Labor neuartige Mausmodelle generiert, die uns eine zelltypspezifische Aktivierung 

von gp130 erlauben und uns eine Analyse von Leber- und Darmentzündung und 

Tumorbildung bei zellautonomer- und zelltypspezifischer Aktivierung von gp130 [98] in 

Hepatozyten und intestinalen Epithelzellen ermöglicht. 

 

5.1 Konstitutiv aktive gp130 Aktivierung in Hepatozyten als Modell für sterile Infektion 

und systemische Entzündungen 

Während einer chronisch entzündlichen Erkrankung ist IL-6 systemisch erhöht. Dies führt zu 

einer Aktivierung verschiedener hepatischer Zelltypen und einer persistenten Erhöhung der 

Akut-Phase-Proteine. Zur Analyse des biologischen Beitrags von Hepatozyten zur Induktion 

der Akut-Phase-Proteine, wurde das Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mausmodell mit 

modifizierter konstitutiv aktiver und ligandenunabhängiger gp130-Variante „Lgp130“ 

verwendet [98]. Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse zeigten Expression von Lgp130 über 

das Leberparenchym verteilt und das Vorhandensein des Reporterkonstrukts ZsGreen 

(Abb. 4.1C). Trotz der Hochregulierung von SOCS3 (Abb. 4.1F) fand eine stabile 

Aktivierung des JAK/STAT Signalweges statt (Abb. 4.1D-E). Somit scheint eine SOCS3 

Aktivierung nicht ausreichend zur Hemmung der katalytischen Aktivität der JAKs zu sein. 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse stellen daher ein geeignetes Modell zur Analyse 

zellautonomer- und zelltypspezifischer Aktvierung von gp130 in Hepatozyten dar. 

Die Akut-Phase-Reaktion stellt eine systemische Erstreaktion auf lokale und systemische 

Schädigungen dar [120, 121], wobei insbesondere das IL-6/gp130 Signalmodul in 

Hepatozyten für die Produktion der Akut-Phase-Proteine in der Leber verantwortlich ist 

[121]. Die zellautonome Lgp130 Aktivierung in primären Hepatozyten führte zu einer 

Aktivierung von Akut-Phase-Proteinen, aber auch von Proteinen der angeborenen 
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Immunabwehr wie z.B. den Komplementkomponenten C3, das Fettsäurebindungsprotein 

Fatty acid binding protein (Fabp) 1 und das Proteoglykan Proteoglycan 4 (Prg4) (Abb. 4.2D-

E).  

Das Akut-Phase-Protein Alpha-1-antitrypsin (SerpinA1), ein Inhibitor der von Neutrophilen 

stammenden Serinproteasen wie neutrophile Elastase und der Proteinase-3 [246], gehört zu 

den positiven Akut-Phase-Proteinen und ist in der Akut-Phase-Reaktion erhöht. Die 

Aktivierung von Akut-Phase-Proteinen spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulierung 

von Entzündungsreaktionen und der angeborenen Immunantwort. 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse zeigten als Folge der Lgp130 Aktivierung in 

Hepatozyten eine vermehrte Infiltration von neutrophilen Granulozyten in die Leber von 

jungen (Abb. 4.4B) und alten Mäusen (Abb. 4.7B). Den Akut-Phase-Proteinen SAA und 

CXCL1 konnte bereits eine Schlüsselrolle bei der Rekrutierung und Mobilisierung von 

myeloiden Zellen nachgewiesen werden [247]. Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen mit 

Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Aktivierung wiesen erhöhte CXCL1-Expression in der 

Leber auf (Abb. 4.4A). Dies steht im Einklang mit früheren Erkenntnissen, wonach die 

Induktion der hepatischen CXCL1-Expression und die Mobilisierung von CD11
+
 und Gr1

+
 

myeloiden Zellen unter septischen Bedingungen bei Mäusen mit hepatozytärem 

gp130-Mangel abgeschwächt ist [247]. Wir konnten jedoch keine CXCL1-Expression in 

isolierten Lgp130-exprimierenden Hepatozyten aufzeigen (Abb. 4.2F). Dies deutet darauf hin, 

dass parakrine Faktoren, welche von Lgp130-induzierten Hepatozyten sezerniert werden, die 

CXCL1-Expression in anderen Leberzelltypen induzieren. SAA-Proteine signalisieren über 

die TLR2 und -4 [139, 140]. Studien zeigten, dass sowohl TLR2-, als auch TLR4-Aktivierung 

auf Sternzellen die Expression von CXCL1 in Sternzellen und die Rekrutierung myeloider 

Zellen induzieren [248-250]. Dies lässt ein SAA-vermitteltes Zusammenspiel zwischen 

Hepatozyten und Sternzellen vermuten. 

Die Mobilisierung und Infiltration von neutrophilen Granulozyten ist eine frühe Reaktion auf 

Gewebeschäden, systemische Entzündungen und Bakterien. Nach der Freisetzung aus dem 

Knochenmark zirkulieren Neutrophile in den Blutgefäßen, bevor sie in periphere Gewebe 

extravasieren [251]. Sie wandern zu Entzündungsprozessen, indem sie Chemokin-Gradienten 

folgen [252] und setzen dort zahlreiche pro- und anti-inflammatorische Zytokine wie z.B. IL-

6 und IL-10, CXC- und CC-Chemokine und angiogene Faktoren frei [253]. Neutrophile 

Granulozyten können jedoch auch degranulieren und setzen dabei Substanzen wie Proteasen 

und antimikrobielle Proteine frei [254, 255]. Diese können auch gesundes Gewebe schädigen. 
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SerpinA1 begrenzt die durch aktivierte neutrophile Granulozyten und ihr Enzym Elastase 

verursachten Schäden und die Schädigung des Gewebes durch Proteasen am Ort der 

Entzündung [256, 257]. Primäre Hepatozyten von Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen 

zeigten jedoch eine signifikante Herabregulierung von SerpinA1 in isolierten Hepatozyten mit 

Lgp130-Expression (Abb. 4.2E). Auch im Gesamtleberprotein, sowie bei Gesamtleber-

Transkriptomdaten zeigten Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse eine signifikante 

Reduktion von SerpinA1 (Daten nicht gezeigt). Patienten mit der Erbkrankheit 

„SerpinA1-Mangel“ zeigten bei Entzündungen einen schweren Gewebezerfall, welcher zu 

Lungen- und Lebererkrankungen und in schweren Fällen zur Leberzirrhose führen kann [258, 

259]. Trotz der signifikanten Herabregulierung zeigten sowohl junge, als auch gealterte 

Mäuse weder morphologische Veränderungen noch Schädigungen in der Leber (Abb. 4.1C 

und Abb. 4.5A-C). Eine Herabregulierung des SerpinA1-Spiegels  um ca. 40% scheint somit 

keine physiologischen Auswirkungen bei einer Lgp130 Aktivierung in Hepatozyten zu haben, 

was sich in Folge einer Infektion jedoch ändern könnte. Darüber hinaus scheint der 

verringerte SerpinA1-Spiegel ausreichend zu sein, die durch neutrophile Granulozyten 

verursachten Schädigungen des Gewebes zu begrenzen, obwohl die Anzahl der Neutrophilen 

signifikant erhöht waren. Die hepatisch erhöhte Transkription der Akut-Phase-Proteine ist mit 

einer Abnahme der Synthese negativer Akut-Phase-Proteine wie Albumin  verbunden (Abb. 

4.2E) [1, 30, 124], was die Aminosäuren, welche für die Synthese positiver Akut-Phase-

Proteine zur Verfügung stehen, erhöht [123, 125]. 

In primären Hepatozyten von Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen konnte eine 

signifikante Hochregulierung des Komplementkomponenten C3 gezeigt werden (Abb. 4.2D). 

Das Komplementsystem ist eine biochemische Kaskade von mehr als 35 Proteinen und spielt 

eine wichtige Rolle bei der angeborenen Immunabwehr gegen verschiedene Krankheitserreger 

durch Zytolyse, Chemotaxis und Opsonisierung. Darüber hinaus kann das Komplementsystem 

die Aktivierung von Mastzellen beeinflussen [260]. Der Komplementkomponent C3 hat 

neben seinen opsonierenden Eigenschaften auch eine wichtige Rolle bei der 

Initialisierungsphase der Leberregeneration und Leberzellproliferation spielt [261]. Er ist 

hierbei an der frühen Wachstumsreaktion regenerierender Hepatozyten beteiligt, indem er die 

Aktivierung von Priming-Signalen wie STAT3 und NF-κB vermittelt. Diese stellen 

wesentliche Faktoren für die Einleitung der Regenerationsreaktion dar [262]. Die Zytokine 

werden dabei hauptsächlich von nahe gelegenen Lebermakrophagen produziert, die durch 

Komplement-Effektorproteine aktiviert werden [263]. Komplementmangel bei Mäusen 

konnte bereits mit einer Beeinträchtigung der Leberregeneration in Verbindung gebracht 
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werden [264], wobei insbesondere C3-defiziente Mäuse eine deutlich verringerte DNA-

Bindungsaktivität der Transkriptionsfaktoren NF-κB und STAT3 in Leberkernextrakten und 

eine verminderte Wachstumsreaktion regenerierender Hepatozyten zeigten [261]. Dies lässt 

vermuten, dass Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse eine verbesserte Leberregeneration 

und Hepatozytenregeneration aufweisen als Kontrolltiere. 

Neben den Akut-Phase-Proteinen sezernierten primäre Hepatozyten mit gp130-Aktivierung 

auch eine Vielzahl von Proteinen, welche eine wichtige Rolle bei der angeborenen 

Immunabwehr spielen wie z.B. das Fettsäurebindungsprotein Fabp1 und das Proteoglykan 

Prg4. Das Fettsäurebindungsprotein Fatty acid binding protein (Fabp) 1, welches eine 

wichtige Rolle bei dem intrazellulären Transport von langkettigen Fettsäuren hat und bei der 

Lipoprotein-vermittelten Cholesterinaufnahme in Hepatozyten beteiligt ist [265], war sowohl 

in primären Hepatozyten von Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen (Abb. 4.2E), als auch 

in Gesamtleber Transkriptom- und Proteomanalysen herunterreguliert (Daten nicht gezeigt). 

Bei diesen Mäusen beobachteten wir zudem einen erhöhten Plasmaspiegel von Lipoproteinen 

niedriger Dichte (LDL), während die Plasmaspiegel von Lipoproteinen hoher Dichte (HDL), 

Triglyceriden und Cholesterin unverändert waren (Daten nicht gezeigt). Das Körper- und 

Lebergewicht der Lgp130-induzierten Mäuse veränderte sich trotz der Veränderungen im 

Lipidstoffwechsel und im Fettstoffwechsel nicht gegenüber den Kontrolltieren (Daten nicht 

gezeigt). Mögliche organismische Auswirkung des veränderten Lipid- und Fettstoffwechsels 

könnten in weitergehenden Studien analysiert werden.  

Eine Veränderung des Lipid- und Fettstoffwechsels bei Krebserkrankungen wird als 

Tumorkachexie bezeichnet. Die Tumorkachexie ist ein multifaktorielles Syndrom mit 

fortschreitendendem Verlust von Skelettmuskulatur, Fettgewebe und einem Gewichtsverlust 

von > 5% bis 10% in einem Zeitraum von 3-6 Monaten [266, 267]. Hierbei sind vor allem ein 

gesteigerter Proteinkatabolismus, negative Protein- und Lipidbilanzen sowie eine systemische 

Entzündung wichtige Komponenten [268, 269]. Insbesondere IL-6 konnte eine Relevanz bei 

der Entwicklung von Kachexie, dem Verlust von Fettgewebe bei Krebspatienten [270] und 

der direkten Stimulierung der Lipolyse in Verbindung gebracht werden [271]. Die gesteigerte 

Lipolyse wurde bereits als Hauptursache für den Verlust von Fettgewebe bei 

Tumorerkrankungen beschrieben [272-275]. IL-6 verursacht hierbei über die Aktivierung von 

Adenosin-Monophosphat-Kinase (AMPK) die Mobilisierung von Fettgewebe, welches 

nachfolgend das Enzym Adipozyten-Triglyzerid-Lipase (ATGL) aktiviert [276-278]. Dieses 

ist für den Abbau von Lipiden verantwortlich, was auf einen direkten Einfluss von IL-6 auf 
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Adipozyten schließen lässt [279]. Das etablierte Colon-26-Karzinom (C26) Kachexie-

Mausmodell, bei dem Mäusen ektopisch ein C-26 Kolonkarzinom implantiert wurde, führte 

zu hohen systemischen IL-6 Spiegeln. In Folge einer Hemmung der IL-6 Signalübertragungen 

wurde die Entwicklung von Schlüsselparametern der Kachexie wie Muskel- und Fettschwund, 

sowie Hypoglykämie bei tumortragenden Mäusen deutlich unterdrückt [280, 281]. 

Das Proteoglykan Proteoglycan 4 (Prg4) oder auch Megakaryozyten-stimulierender Faktor, 

welches eine wichtige Rolle bei der zellulären Aufnahme von Lipiden aus dem Blutkreislauf 

[282, 283] und der Beseitigung von Lipoproteinresten in der Leber spielt [284, 285], war in 

primären Hepatozyten von Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen signifikant hochreguliert 

(Abb. 4.2D). Prg4 signalisiert direkt als Ligand über die TLR2 und -4 und interagiert mit 

CD44 auf synovialen Fibroblasten, welche die Produktion einer Reihe entzündungsfördernder 

Mediatoren unterdrücken und die Fibroblastenproliferation verringert [286-288]. Prg4 ist 

zudem, ebenso wie IL-6, ein potenter Stimulator der Megakaryopoese [13, 289], was auf eine 

vermehrte Megakaryozytenpoese und –differenzierung bei  Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 

Mäusen hindeuten könnte. Zur Analyse der Megakaryozyten-Reifung im Knochenmark 

könnte in weiterführenden Studien die Anzahl an Thrombozyten im Blut von 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen quantifiziert werden. 

Insgesamt deuten die Ergebnisse auf eine robuste Aktivierung der Akut-Phase-Reaktion und 

der angeborenen Immunantwort bei zellautonomer Lgp130 Aktivierung in primären 

Hepatozyten in Abwesenheit von bakteriellen Infektionen oder Leberschädigungen hin. 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse stellen daher ein geeignetes Modell zur Analyse der 

Auswirkung von Akut-Phase-Proteinen auf patho-biologische Prozesse bei zellautonomer 

Aktvierung von gp130 in Hepatozyten dar. 

Auch in der Gesamtleber und im Serum führte die Lgp130 Aktivierung in Hepatozyten zu 

einer Hochregulation von Saa1 und Saa2 (Abb. 4.3A-C). Hierbei zeigte sich, dass die SAA-

Konzentration im Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mausmodell höher ist als in transgenen 

SAA-Mäusen [290, 291], aber mit SAA-Spiegeln in Mäusen mit bakterieller Infektion 

vergleichbar waren [227]. 

Die Akut-Phase SAA-Proteine interagieren mit einer Vielzahl von Rezeptoren. Hauptsächlich 

signalisiert SAA über den N-formyl peptide receptor 2 (FPR2)-Rezeptor [292], TLR2 und -4 

[139, 140], sowie den scavenger receptor class B type I (SR-BI) und CD36 [143, 293]. Aber 

auch weitere Rezeptoren wie der ATP-Rezeptor P2X7 [144] oder auch der receptor for 

advanced glycation endproducts (RAGE) [294] wurden in Studien als Rezeptor für SAA 



78 

 

nachgewiesen. Die SAA-Rezeptoren werden von einem breiten Spektrum von Zelltypen 

hämatopoetischen und nicht-hämatopoetischen Ursprungs exprimiert, was die Komplexität 

der biologischen Wirkung von SAA verdeutlicht [136]. Durch die Aktivierung von FPR2 

aufgrund der Stimulation mit SAA wird der Transkriptionsfaktor NF-κB aktiviert und das 

pro-inflammatorische Zytokin IL-8 (menschliches Analog zum Chemokin CXCL1 in der 

Maus) von Neutrophilen sekretiert. Darüber hinaus werden die mitogen-aktivierten 

Proteinkinasen ERK und p38 aktiviert [248]. Die Stimulation von FPR2 durch SAA führt zu 

einer verlängerten Lebensdauer von Neutrophilen, indem SAA die konstitutive Apoptose 

verzögert [295]. Neben FPR2 signalisiert SAA über die TLR2 und -4 [139, 140], wobei eine 

Studie das TLR2/1 Heterodimer als den bevorzugten Rezeptor für SAA identifizierte [139]. 

Die Stimulation der TLR2 und -4 durch SAA führt zu einer myeloid differentiation primary 

response protein MyD88 (MyD88)-abhängigen Signalübertragung, einschließlich der 

Phosphorylierung von ERK und p38 MAP-Kinasen. Darüber hinaus führt sie zu einer 

Transkriptionsaktivierung, die eine Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-

1β zur Folge hat [139]. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen zeigten Studien eine MyD88 

anhängige TLR2 vermittelte CXCL1-Produktion in Hepatozyten und hepatischen Sternzellen, 

wobei CXCL1 die Infiltration von Neutrophilen in die Leber förderte [249]. Darüber hinaus 

konnte ein Beitrag der Aktivierung von TLR2 zur SAA-induzierten Expression von M2-

Makrophagenmarkern und der Makrophagen Efferozytose nachgewiesen werden [296]. Dies 

stimmt mit unseren Ergebnissen überein, wonach wir bei Mäusen mit Lgp130 Expression in 

Hepatozyten und einer signifikanten SAA-Induktion eine IL-10 sezernierende M2-

Makrophagenpopulation im Gegensatz zu Kontrollmäusen aufzeigen konnten (Daten nicht 

gezeigt). Dies lässt auf eine TLR2-SAA vermittelte Induktion von M2-Makrophagen 

schließen. Zusätzlich konnten wir bei Mäusen mit Lgp130 Aktivierung in Hepatozyten auch 

eine IL-6 sezernierende Makrophagenpopulation beobachten. Bei Kontrolltieren konnte 

hingegen nur eine einzige Kupffer-Zell-Population nachgewiesen werden, welche weder IL-6 

noch IL-10 produzierte (Daten nicht gezeigt). Studien zeigten bereits, dass pro-

inflammatorische myeloide Zellen in der Leber bei Abwesenheit von Gewebeschäden einen 

restaurativen Phänotyp einnehmen [297]. Diese Makrophagenpopulation stammt aus 

rekrutierten Lymphozyten-Antigen-6-Komplex, Locus C (Ly6C)+ Monozyten. Die 

Hauptaufgabe von restaurativen Makrophagen besteht in der Beseitigung von Leberschäden 

und Fibrose. Sie stellen die maßgebliche Matrix-Metallopeptidase (MMP)-exprimierende 

Untergruppe dar, wobei MMPs in Folge von Leberschäden hochreguliert und pro-

inflammatorische Zytokine und Chemokine herunterreguliert werden. Gleichzeitig findet eine 
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verstärkte Expression von Genen mit entzündungshemmenden und anti-fibrotischen 

Wirkungen statt [297, 298]. Dies lässt darauf schließen, dass in Alb-

CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen als Folge der Lgp130 Aktivierung in Hepatozyten und 

der hohen Konzentrationen von Akut-Phase-Proteinen zwei verschiedene 

Makrophagenpopulationen aktiviert werden bzw. sich so entwickeln.  

Neben einer erhöhten Anzahl von Granulozyten und CD11b
+
- infiltrierenden myeloiden 

Zellen (Abb. 4.4B) konnte eine signifikant gesteigerte Anzahl an CLEC4F
+
 Kupffer-Zellen in 

der Leber von Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen beobachtet werden (Abb. 4.4B). Die 

chemotaktische Aktivität von Phagozyten konnte in vitro bereits mit rekombinanten humanen 

SAA und isolierten Blutneutrophilen nachgewiesen werden [147]. Hierbei konnte gezeigt 

werden, dass die Migration dieser Zellen durch die Aktivierung von SAA über den FPR2-

Rezeptor auf Neutrophilen und Phagozyten vermittelt wird [141, 299]. Dies lässt darauf 

schließen, dass die zellautonome gp130 Aktivierung in Hepatozyten und die Sekretion von 

Akut-Phase-Proteinen zu einer erhöhten Proliferation und verstärkten Kupffer-Zell-

Phagozytose führt, welche über eine SAA-FPR2-Achse vermittelt wird. 

SR-BI und CD36 interagieren ebenfalls mit SAA [143, 293]. Die funktionelle Folge dieser 

Interaktion ist der Ausstrom von Cholesterin aus peripheren Geweben [145]. SR-BI/CLA-1 

transduzieren bei Bindung an SAA Signale, welche zu einer ERK- und p38 MAP-Kinasen 

Phosphorylierung führen [147]. Der ATP-Rezeptor P2X7 wurde in Studien ebenfalls als 

SAA-Rezeptor identifiziert. Der P2X7-Rezeptor ist hierbei sowohl für die NLRP3-

Inflammasom Aktivierung verantwortlich [144], als auch an der anti-apoptotischen Wirkung 

von Neutrophilen beteiligt [300]. Der RAGE-Rezeptor ist ein Transmembran-

Multiligandenrezeptor der Immunglobulin-Superfamilie [294]. Die RAGE-Signalübertragung 

ist an der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB beteiligt und induziert pro-

inflammatorische Zytokine [301]. 

Die Leber wird durch Hepatozytenproliferation ständig erneuert [302]. Auch 60 Wochen nach 

Induktion konnte in unserem Mausmodell eine Hepatozyten-spezifische Lgp130 Aktivierung 

nachgewiesen werden (Abb. 4.5A). Studien konnten in Mäusen bereits zeigen, dass während 

der homöostatischen Erneuerung neue Hepatozyten durch die Replikation bereits vorhandener 

Hepatozyten entstehen [303, 304], sodass auch in diesen Zellen die Rekombination der 

Lgp130-Expressionskasette stattfindet. 
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Aktivierende gp130-Mutanten durch somatische In-Frame Deletionen wurden in Menschen 

mit entzündlichen hepatozellulären Adenomen in Verbindung gebracht werden [50]. Darüber 

hinaus konnte gp130 in Mäusen mit Hepatozyten-spezifischen gp130 Knockout als Treiber 

der HCC-Progression identifiziert werden [305]. In Mäusen mit Lgp130-Expression in B-

Zellen konnten B-Zell-Lymphome und Plasmozytome aufgezeigt werden [306]. Allerdings 

konnten wir bei unseren Mäusen mit anhaltender LGP130-Expression in Hepatozyten keine 

Anzeichen von Tumorbildung nachweisen (Abb. 4.5B-C). Bei entzündlichen hepatozellulären 

Adenomen (inflammatory hepatocellular adenomas, IHCA) zeigte sich bei etwa 60 % der 

IHCA Patienten in-Frame-Deletionen in gp130, wobei die Deletionen in der IL-6 

Bindungsstelle in Domäne 2 lagen. Dies hatte eine Aktivierung von STAT3 in Abwesenheit 

des Liganden zur Folge. Obwohl der Anteil der Patienten mit gp130 Mutationen in der Studie 

mit IHCA-Patienten sehr gering war, waren die gp130-Mutationen in diesen Fällen von 

zusätzlichen aktivierenden Mutationen im β-Catenin-Signalweg begleitet, was auf eine 

kooperative Wirkung dieser Signalwege für die maligne Transformation hindeutet. Gp130-

mutierte IHCA ohne β-Catenin-Mutation ließen keine maligne Transformation erkennen [50]. 

Dies lässt darauf schließen, dass eine alleinige zellautonome konstitutiv aktive gp130-

Aktivierung in Hepatozyten nicht zur Induktion von Lebertumoren ausreicht und eventuell 

sogar verhindert.  

Patienten mit einer anhaltenden chronischen Erhöhung des Akut-Phase-Proteins SAA, weisen 

ein erhöhtes Risiko auf, eine Amyloidose zu entwickeln [150]. Bei der AA-Amyloidose 

führen extrazelluläre Ablagerungen des löslichen Akut-Phase Proteins in Form von 

unlöslichen Amyloidfibrillen zu Organschäden. In unserem Mausmodell mit anhaltender 

Lgp130-Expression in Hepatozyten konnten wir zeigen, dass eine anhaltende Erhöhung von 

SAA1 und 2 Amyloidablagerungen in peripheren Organen wie Darm, Niere und Milz zur 

Folge hat (Abb. 4.6A-C). Interessanterweise war hierbei auch die Anzahl myeloider Zellen in 

der Darmschleimhaut erhöht (Abb. 4.7B), was auf eine geringgradige Entzündung der 

peripheren Organe durch SAA Ablagerungen schließen lässt. Obwohl Studien aufzeigten, 

dass chronisch erhöhte SAA-Serumspiegel eine Voraussetzung zur Induktion einer 

Amyloidose sind, scheint eine alleinige SAA-Erhöhung nicht ausreichend zu sein. So 

entwickelten auch bei langjährigen und schweren entzündlichen rheumatischen Krankheiten 

nicht mehr als 10-30% der Patienten eine Amyloidose [307, 308], was neben erhöhten SAA-

Serumspiegeln auf weitere Faktoren zur Pathogenese schließen lässt. In unserem Mausmodell 

mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression ist eine alleinige Erhöhung des Akut-Phase-

Proteins zur Induktion von Amyloidablagerungen allerdings ausreichend, wobei eine lokale 
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entzündliche Mikroumgebung durch die SAA-Produktion zur Induktion einer Amyloidose 

beitragen könnte (Abb. 5.1) [309]. Weiterführende Studien mittels Elektronenmikroskopie des 

Gewebes könnten darüber Aufschluss geben, ob es sich bei den Amyloidablagerungen 

tatsächlich um Fibrillen handelt. 

 

 

Abb. 5.1: Konstitutiv aktive gp130 Aktivierung in Hepatozyten löst Aktivierung der 

Akut-Phase-Reaktion und der robusten angeborenen Immunantwort aus. Lgp130 in 

Hepatozyten führt zur Erhöhung von Akut-Phase-Proteinen, insbesondere SAA1/2. 

Langanhaltende erhöhte SAA-Konzentration führt zur AA Amyloidose. Rekrutierung von 

Granulozyten durch parakrine Signale wie SAA1/2 und CXCL1. HP = Hepatozyt, SZ = 

Sternzelle, EZ = Endothelzelle, GZ = Granulozyt. 

 

Junge Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen zeigten trotz SAA-Ablagerungen im Darm 

(Abb. 4.3D) eine unveränderte Darmmorphologie, eine unveränderte physiologische 

Differenzierung von sekretorischen Zellen wie Becherzellen und eine gleichbleibende Anzahl 

proliferativ aktiver Zellen, gemessen an der Ki67-Präsenz (Abb. 4.8A-E). Dies deutet darauf 

hin, dass eine alleinige konstitutive Aktivierung durch Lgp130 in Hepatozyten trotz 

signifikanter Amyloidablagerungen und inflammatorischen myeloiden Zellen keinen Einfluss 

innerhalb der Krypten-Darm-Einheit hat. 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse zeigten signifikant erhöhte IL-6 und IL-23 

Zytokinspiegel in Colonlysaten  (Abb. 4.9A). Das Zytokin IL-6 wurde bereits als T-Zell-

Aktivierungsfaktor beschrieben. Es reguliert die Differenzierung spezifischer CD4
+
 T-Zell-
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Untergruppen und das Überleben von T-Zellen durch die Aufrechterhaltung von anti-

apoptotischen Faktoren [19, 34, 310]. IL-6 wurde bereits mit der Pathologie der 

Darmentzündungen in Verbindung gebracht. So führte eine Blockade des IL-6 Trans-

Signalings bei Mäusen zu einer T-Zell-Apoptose im Dickdarm. Dies hatte eine 

Krankheitslinderung zur Folge, da eine erhöhte T-Zell Resistenz gegen Apoptose fördernd auf 

den Krankheitsverlauf von Morbus Crohn wirken kann [34, 311]. Bei der Differenzierung von 

TH17-Zellen spielt IL-6 eine entscheidende Rolle. Zusammen mit TGFβ induziert IL-6 die 

Differenzierung naiver CD4
+
 T-Zellen in IL-17 sekretierende TH17-Zellen [21, 23, 170]. 

Aktuelle Studien zeigten, dass SAA-Proteine in Kombination mit IL-6 die Differenzierung 

von naiven T-Zellen zu pathogenen IL-17 produzierenden TH17-Zellen unabhängig von TGFβ 

induzieren können. Zusätzlich konnte bei induzierbaren SAA1-Knock-in-Mäusen eine erhöhte 

Anzahl von RORγt+ TH17-Zellen in den Lymphknoten gefunden werden [26], wobei erhöhte 

IL-6 und IL-23 Produktion durch dendritische Zellen in der Lamina propria ebenfalls zur 

Differenzierung pathogener TH17-Zellen führen können [26, 170]. So zeigten Studien, dass 

die Entwicklung von TH17-Zellen in IL-23R-defizienten Mäusen in einer frühen Phase 

unterdrückt wird [312]. IL-23 hat hierbei eine stabilisierende Eigenschaft bei TH17-Zellen. 

Die Expression des IL-23R und IL-17 wird durch die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren 

STAT3 und RORƔt durch IL-23 erhöht. Somit kommt es zu einem positiven feed-forward 

loop und zur Stabilisierung der TH17-Zellen [313, 314]. In Colonlysaten von Kontrolltieren 

und Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen konnten jedoch nur sehr geringe IL-17 

Zytokinspiegel nachgewiesen werden (Abb. 4.9A), was entweder auf die limitierende 

Detektionsmethode oder auf das Nichtvorhandensein von IL-17 zurückzuführen sein wird. 

Hier könnten zukünftige Studien helfen, mittels Isolation von primären Zellen der Lamina 

propria von Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen und einer anschließenden Analyse per 

Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting FACS) sensitivere Zytokinspiegel 

von IL-17 messen.  

Das Zytokin IL-23 hat neben der Differenzierung von TH17-Zellen auch eine wichtige Rolle 

bei der Immunität gegen Krankheitserreger und der Autoimmunität. IL-23 wird u.a. von 

aktivierten pro-inflammatorischen Typ1-Makrophagen produziert, welche durch extra- und 

intrazelluläre Pathogene aktiviert werden [315]. In vitro Studien zeigten, dass SAA, welcher 

als endogener Ligand wirkt, die Sekretion von IL-23 durch die humane Monozyten-Zelllinie 

THP-1 und periphere Blutmonozyten stimuliert [316]. Darüber hinaus wird IL-23 von 

polarisierten TH1-Zellen, Endothelzellen und aktivierten dendritischen Zellen, die aus 

peripheren Blutmonozyten stammen gebildet und sezerniert [317]. Dendritische Zellen 
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exprimieren auf ihrer Oberfläche verschiedene TLR. Die Stimulation des TLR2 führt zu einer 

erhöhten Synthese der α-Untereinheit von IL-23, des p19-Gens [318]. Die Co-Expression von 

p19 mit der  β-Untereinheit von IL-12, p40, ergibt das funktionelle Zytokin IL-23. P19 wird 

jedoch nicht oder nur sehr schwach von murinen und humanen Zellen sezerniert, wobei in 

293T-Zellen gezeigt werden konnte, dass bei einer Co-Expression von p19 und p40 eine 

erhöhte Sekretion von p19 stattfindet [317]. Die erhöhte Synthese von p19 führt somit zu 

einer gesteigerten Sekretion von IL-23 [318-320]. IL-23 kann die Freisetzung pro-

inflammatorischer Zytokine wie IL-1β, IL-6 und TNF-α aus myeloiden Zellen auslösen [321], 

was die Sekretion zusätzlicher pro-inflammatorischer Mediatoren durch endotheliale und 

epitheliale Zellen stimuliert [322]. Die erhöhte IL-23 Zytokinkonzentration in Colonlysaten 

bei Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen lassen die Auslösung einer weiteren pro-

inflammatorischen Kaskade im Darm vermuten, die, wenn sie über einen längeren Zeitraum 

unkontrolliert aufrechterhalten wird, eine Triebkraft für die Pathogenese von chronisch 

entzündlichen Darmerkrankungen sein kann. Dies würde mit unseren Ergebnissen 

übereinstimmen, wonach wir erhöhte IL-1ß Spiegel in Colonlysaten von Mäusen mit 

Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Aktivierung nachweisen konnten (Abb. 4.9). 

 

5.2 Konstitutiv aktive gp130 Aktivierung in intestinalen Epithelzellen als Modell für 

lokale SAA Erhöhung im Darm 

Um den Einfluss zellautonomer Aktivierung von gp130 in intestinalen Epithelzellen zu 

analysieren, wurde das Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mausmodell verwendet. Nach 

Tamoxifen-Induktion exprimierten Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse konstitutiv aktives 

gp130 in intestinalen Epithelzellen (Abb. 4.17D). Die Colonlänge von Mäusen mit Lgp130 

Expression in intestinalen Epithelzellen war unverändert und die Därme makroskopisch 

unauffällig (Abb. 4.17B-C). Darüber hinaus zeigten Tamoxifen-induzierte 

Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse eine signifikant gesteigerte Hyperplasie (Abb. 4.17E). 

Dies stimmt mit Analysen überein, wonach der Transkriptionsfaktor STAT3 für die 

Proliferation und Differenzierung in intestinalen Epithelzellen relevant ist. Studien zeigten 

bereits, dass die Aktivierung von STAT3 in intestinalen Epithelzellen eine wichtige Rolle bei 

der Aufrechterhaltung und Verbesserung der epithelialen Barrierefunktion im Darmepithel 

zugesprochen werden kann, indem sie Tight-Junction-Proteine moduliert [323]. Dies stimmt 

mit unseren Ergebnissen überein, wonach Mäuse mit Lgp130 Expression eine signifikant 

gesteigerte Anzahl von Becherzellen aufwiesen (Abb. 4.17F). Becherzellen sezernieren 
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Muzine, insbesondere das Muzin 2, die das primäre Strukturelement der intestinalen 

Barriereschicht zwischen Darmepithel und Darmflora darstellt [324]. Die konstitutive 

Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges führt somit zu einer vermehrten Regeneration und 

Proliferation von intestinalen Epithelzellen und einer damit verbundenen Hyperplasie. 

Im Gegensatz zu Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäusen, welche keine transkriptionelle 

Hochregulierung der Akut-Phase-Gene Saa1 und Saa2 im Colon aufwiesen (Abb. 4.3E), 

konnten wir bei Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse eine signifikant erhöhte SAA 

Expressionen im Darm beobachten (Abb. 4.18A). Dies lässt auf eine lokale SAA-Produktion 

von intestinalen Epithelzellen in Folge der zellautonomen Aktivierung von gp130 schließen, 

während Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäusen eine systemische Hochregulierung von 

SAA zeigten. Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse stellen ein geeignetes Modell zur 

Analyse zellautonomer- und zelltypspezifischer Aktvierung von gp130 in intestinalen 

Epithelzellen bei lokaler SAA-Erhöhung im Darm dar (Abb. 5.2). 

 

 

Abb. 5.2: Konstitutiv aktive gp130 Aktivierung in intestinalen Epithelzellen führt zu 

lokalen Entzündungsreaktionen im Darm. Lgp130 in intestinalen Epithelzellen führt zur 

Erhöhung des Akut-Phase-Proteins SAA1/2 und Hyperplasie von intestinalen Epithelzellen. 

Die intestinale Barriere wird gestärkt, was zu einer verringerten Infiltration von Immunzellen 

führt. Lgp130 in intestinalen Epithelzellen führt zu einer lokalen Erhöhung des Akut-Phase-

Proteins SAA1/2 im Darm. IEZ = intestinale Epithelzelle. 
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5.3 Konstitutiv aktive gp130 Aktivierung in Hepatozyten und intestinalen Epithelzellen 

hat eine schützende Wirkung auf das Darmepithel bei einer DSS-Kolitis 

Chronisch Entzündliche Darmerkrankungen (Inflammatory bowel disease, IBD) sind durch 

permanente und lokale Entzündungen im Gastrointestinaltrakt gekennzeichnet, wobei erhöhte 

Konzentrationen an IL-6 im Serum bei Patienten detektiert werden können [62, 325, 326]. 

Das Zytokin IL-6 weist sowohl pro-inflammatorische, als auch regenerative Eigenschaften bei 

Darmentzündungen auf [54, 61]. So konnte IL-6 bereits eine regenerative Wirkung in 

intestinalen Epithelzellen durch erhöhte Proliferation und verringerte Apoptose nachgewiesen 

werden. Darüber hinaus konnte STAT3 eine wesentliche Rolle bei der Epithelproliferation 

und –regeneration zugeschrieben werden [59, 60]. In Darmlysaten von DSS-behandelten Alb-

CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression war 

IL-6 nachweisbar, jedoch ohne signifikanten Unterschied zu Kontrollmäusen (Abb. 4.12A). 

IL-6 Knockout Mäuse zeigten bei einer DSS-induzierten Kolitis eine erhöhte Infiltration von 

Immunzellen, einen stärkeren Verlust der Kryptenstruktur und einen signifikant schlechteren 

Krankheitsverlauf [54], wohingegen Mäuse mit einer STAT3-aktivierenden Mutation im 

Kolitisversuch geschützt waren [327]. Studien zeigten, dass IL-Knockout Mäuse einen 

deutlich geringeren Gewichtsverlust nach einer DSS-Kolitis aufwiesen [54]. Dies korreliert 

mit unseren Ergebnissen, wonach wir einen signifikant erhöhten Gewichtsverlust sowohl bei 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen (Abb. 4.10B), als auch bei Vil-

CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen (Abb. 4.19B) beobachten konnten.  

Lgp130-Expression in Hepatozyten und in intestinalen Epithelzellen hatte nur einen geringen 

Effekt auf die intestinale Entzündung und die Kolitis. So konnten wir bei 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäusen außer einem verringerten Becherzellenverlust 

lediglich mildere Entzündungsreaktionen wie signifikant verringerte Hyperplasie und eine 

unveränderte Colonlänge im Vergleich zu Kontrolltieren beobachten (Abb. 4.10C-D). Im 

Vergleich hierzu zeigten Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse keine morphologischen 

Veränderungen, wobei die Colonlänge sogar im Vergleich zu Kontrolltieren weniger stark 

verringert war (Abb. 4.19C-E). Erhöhte STAT3-Signalübertragungen in Folge zellautonomer 

gp130 Aktivierung in Hepatozyten und intestinalen Epithelzellen kann somit das Ausmaß der 

Epithelschädigung und Entzündungen der Kolitis begrenzen [235], wobei die alleinige 

Aktivität nicht zur Heilung ausreichend ist.  

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse regenerierten sich im Gegensatz zu den 

Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen nach DSS-Gabe auf das Gewichtsniveau der 
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Kontrolltiere (Abb. 4.10B und Abb. 4.19B). Die verbesserte Regeneration der 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse ließ sich jedoch nicht auf vermehrte Proliferation 

intestinaler Epithelzellen zurückführen (Abb. 4.10F). Die fehlende Gewichtszunahme der 

Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse lässt auf eine Malabsorption von Nährstoffen 

schließen. Die Malabsorption steht im engen Zusammenhang mit Schleimhautveränderungen 

im Darm, wie z.B. einem gestörten Epitheltransport oder dem Verlust der 

Darmepithelintegrität [328]. Wir konnten jedoch bei Tamoxifen-induzierten Mäusen keine 

Veränderungen bezüglich eines Becherzellenverlustes, eines damit einhergehenden Verlustes 

der Dickdarmepithelintegrität, sowie eine Zerstörung der Mukosa beobachten (Abb. 4.19E). 

Studien zeigten, dass insbesondere das Ileum bei Patienten mit chronischen 

Darmentzündungen und ausgeprägten Entzündungsherden eine wichtige Rolle bei der 

Verringerung einer funktionsgerechten Nährstoffresorption spielt [329]. Der gestörte 

Ionentransport führt zu Elektrolyt- und Flüssigkeitsmangel, wobei spezifische 

Resorptionsstörungen bei Patienten mit chronischen Darmentzündungen auftreten können. 

Hierbei kann eine gestörte Gallensäurerückresorption aus dem entero-hepatischen Kreislauf 

zu hohen Konzentrationen von Gallensäure im Dickdarm führen. Nicht resorbierte  

Gallensäure stimuliert die Wasser- und Elektrolytsekretion des Dickdarms [330, 331]. Bei 

bakterieller Überwucherung des Dünndarms dekonjugieren die überschüssigen Bakterien die 

Gallensalze, was nicht konjugierte Gallensalze zur Folge hat. Diese sind nicht in der Lage 

Mizellen zu bilden, welche die Fettauflösung für die Absorption unterstützen [332, 333]. Dies 

führt zu einer Malabsorption von Fett und fettlöslichen Vitaminen wie  Vitamin A, D, E und 

K [334]. Die bakterielle Überwucherung des Dünndarms, welche ein Kennzeichen von 

Patienten mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen ist, kann darüber hinaus ebenso zu 

einer erhöhten Durchlässigkeit des Darms und verringerten Verdauung und Absorption 

führen. Die produzierten osmotisch aktiven Metaboliten können dabei zu Unwohlsein und 

Durchfall beitragen [335, 336]. Die fehlende Gewichtszunahme der 

Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse könnte in weiterführenden Studien mittels PAS-

Färbungen des Dünndarms weiteren Aufschluss über Schleimhautveränderungen bringen. 

Insbesondere wäre hier ein eventueller Unterschied der Darmintegrität im Gegensatz zu den 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen interessant. Auch eine Untersuchung der 

Bakterienlast des Dünndarms könnte weiteren Aufschluss über die fehlende 

Gewichtszunahme der Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse liefern. Darüber hinaus könnte 

dies Aufschluss darüber geben, ob die bakterielle Überwucherung bei den 
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Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen trotz des regenerierten Gewichtsniveaus ebenso 

vorhanden ist. 

Studien zeigten, dass erhöhte SAA-Werte im peripheren Blut von IBD Patienten mit einer 

histologisch aktiven Entzündung des Darms verbunden ist [240-242]. Zusätzlich wiesen 

Morbus-Crohn Patienten eine erhöhte intestinale Expression von SAA1/2 in Darmbiopsien auf 

[72]. Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse zeigten nach einer DSS-Kolitis signifikant 

erhöhte SAA-Serumkonzentration, während auf transkriptioneller Ebene im Darm kein 

Unterschied in der Saa1 und Saa2 Expression ersichtlich war (Abb. 4.11A-C). Vil-

CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse wiesen hingegen signifikant erhöhte Transkripte der Akut-

Phase-Proteine SAA1 und SAA2 im Colon auf (Abb. 4.20A-B). Dies lässt darauf schließen, 

dass Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse lediglich systemisch SAA bilden und dies nur 

langsam zu SAA-Ablagerungen im Darm führt. Hierbei scheint eine extrahepatische SAA-

Produktion von intestinalen Epithelzellen nicht stattzufinden. Die Lgp130-Aktivierung scheint 

bei der Kolitis trotz einer erhöhten SAA-Induktion nur einen geringen Effekt zu haben. 

Unsere Ergebnisse stehen im Einklang mit Analysen, wonach Mäuse, denen eine funktionelle 

SAA1/2 Expression fehlte, anfälliger für eine DSS-Kolitis waren [337]. 

Chronische Darmentzündungen sind durch die Zerstörung des Darmepithels und der 

Verlagerung von Bakterien in den portalen Kreislauf gekennzeichnet. Die intestinal-

epitheliale SAA-Produktion und Sekretion spielt hierbei eine wichtige Rolle bei der 

Reduktion der bakteriellen Belastung translozierter Bakterien des Darms. Um die Ausbreitung 

translozierter Bakterien einzudämmen wird SAA in großen Mengen ausgeschüttet [337]. Dies 

lässt darauf schließen, dass lokales und systemisches SAA als ein Abwehrmechanismus gegen 

Darmbakterien wirkt und somit eine schützende Wirkung auf das Darmgewebe zur Folge hat. 

Erhöhte SAA-Expressionen haben somit einen leicht schützenden Effekte auf das 

Darmepithel bei Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäusen und 

Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäusen bei einer DSS-Kolitis hat (Abb. 5.3). 
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Abb. 5.3: Konstitutiv aktive gp130 Aktivierung wirkt schützend auf das Darmepithel bei 

einer DSS-Kolitis. (A) Lgp130 in Hepatozyten führt zur Verringerung von Hyperplasie und 

wirkt schützend auf die intestinale Barriereschicht was zu einer geringeren Infiltration von 

Immunzellen führt. Die erhöhte SAA1/2 Expression wirkt schützend auf das Epithel bei einer 

DSS-Kolitis. (B) Lgp130 Aktivierung in intestinalen Epithelzellen hat eine erhöhte 

Expression von SAA1/2 zur Folge und wirkt schützend auf das Epithel bei einer DSS-Kolitis 

HP = Hepatozyt, EZ = Endothelzelle, IEZ = intestinale Epithelzelle. 

 

Keimfreie Mäuse, welche mit einer Untergruppe von Darmmikroben, segmentierten 

filamentösen Bakterien (SFB), besiedelt wurden, zeigten als Folge der Besiedlung eine 

Hochregulation von SAA1 und SAA2-Genexpressionen in intestinalen Epithelzellen, sowie 

eine Induktion von TH17-Zellen. Rekombinantes SAA1 verstärkte dabei deutlich die in vitro-

Differenzierung naiver CD4
+
 T-Zellen in TH17-Zellen [229]. Im Gegensatz zu den nicht-

pathogenen TH17-Zellen, welche durch IL-6 und TGFβ induziert werden, kann SAA ein 

B 

A 
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pathogenes pro-inflammatorisches TH17 Zell-Differenzierungsprogramm induzieren. Hierbei 

wirkt SAA zusammen mit IL-6, jedoch unabhängig von TGFβ, direkt auf die T-Zellen [26]. 

Während der chronischen Darmentzündung findet eine massive Infiltration von TH17-Zellen 

in den entzündeten Darm statt [338]. Unter pathologischen Bedingungen sezernieren TH17-

Zellen pro-inflammatorische Mediatoren wie IL-17A, IL-17F, IL-21 und IL-22, die das 

Fortschreiten und die Prognose der chronischen Darmentzündung verschlimmern [339, 340]. 

So konnte bereits bei Patienten mit chronischen Darmentzündungen RNA-Transkripte von IL-

17A und IL-17F in der entzündeten Darmschleimhaut nachgewiesen werden [341, 342]. Unter 

physiologischen Bedingungen regulieren mukosale TH17-Zellen die Integrität der 

Darmschleimhautbarriere. Bei Barriereschädigungen durch Verletzungen und Infektionen 

induziert IL-17 die Neutrophilenrekrutierung durch Sekretion von granulopoetischen Faktoren 

wie granulocyte / macrophage-colony-stimulating factor (GM-CSF) und verschiedenen 

Chemokinen durch Epithelzellen. Darüber hinaus regen sie Epithelzellen zur Produktion 

antimikrobieller Peptide an [343]. Die massive Infiltration von  TH17-Zellen während der 

Darmentzündung geht typischerweise mit einer Dysfunktion der epithelialen Barriere des 

Darms einher. Darüber hinaus induziert IL-17A die Rekrutierung von Neutrophilen und 

fördert die lokale Produktion anderer pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-α und IL-6 

[344]. Trotz der pathogenen Rolle von TH17-Zellen bei chronischen Darmentzündungen 

konnten verschiedene Studien ebenso eine gewebeschützende Wirkung von TH17-Zellen bei 

experimenteller Kolitis nachweisen. Die Neutralisierung von IL-17A durch eine 

Antikörperbehandlung oder durch genetische Ablation führte in diesen Studien zu einer 

verstärkten Darmentzündung [345, 346]. Hierbei zeigte sich eine durch IL-17A erleichterte 

Bildung von Tight Junctions, indem es die Expression von Claudinen in Darmepithelzellen 

induziert. Gleichzeitig fand eine Stimulation der Muzinproduktion statt, wodurch die 

Barrierefunktion der Darmschleimhaut erhöht wurde [347]. Im Gegensatz zu den 

gewebeschützenden Eigenschaften von IL-17A wurde gezeigt, dass IL-17F-defiziente Mäuse 

mildere DSS-induzierte Kolitissymptome entwickeln als Wildtyp-Mäuse [346]. Dies deutet 

insgesamt auf eine ambivalente Rolle von TH17-Zellen bei chronisch entzündlichen 

Darmerkrankungen hin. Weiterführende Untersuchungen in Form von 

Immunphänotypisierung von Lamina propria T-Zellen mittels Durchflusszytometrie 

(Fluorescence Aktivated Cell Sorting FACS) würden hierbei weiteren Aufschluss geben. 

Gleichzeitig stellt dies eine sensitivere Methode zur Analyse der TH17-Induktion dar und 

könnte spezifischere Ergebnisse zur TH17-Induktion durch lokale und systemische SAA-

Erhöhung liefern.    
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Im Vergleich zu Mäusen. welche keine DSS-Kolitis durchlaufen haben, waren die 

Veränderungen in der Zytokinzusammensetzung in Colonlysaten von Alb-

CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäusen nach einer DSS-Kolitis aufgehoben (Abb. 4.12A). Dies 

lässt vermuten, dass die Sekretion von pro-inflammatorischen4 Zytokinen wie IL-6 und IL-23 

während der akuten Entzündung in Immunzellen der Lamina propria induziert wird. Das 

Zytokin IL-23 ist in der entzündeten Darmschleimhaut von Patienten mit chronischen 

Darmentzündungen erhöht und stammt überwiegend von Makrophagen, dendritischen Zellen 

und gewebsinfiltrierenden Neutrophilen [348, 349]. Neben der Regulation von TH17-Zellen 

trägt IL-23 zur mikrobiellen Abwehr von intrazellulären Bakterien bei. Hierbei wird die 

Sekretion von IL-23 durch Makrophagen der Lamina propria als Reaktion auf kommensale 

Bakterien, welche insbesondere bei Patienten mit chronischen Darmentzündungen im 

Vergleich zu Kontrollpatienten erhöht sind, hochreguliert [350, 351]. Hierbei konnte eine 

positive Korrelation zwischen IL-23 mRNA Spiegeln und makroskopischen Läsionen im 

Darm von Patienten mit chronischen Darmentzündungen aufgezeigt werden [352, 353]. Die 

pathogene Rolle von IL-23 konnte bereits im Mausversuch aufgezeigt werden. So waren 

Mäuse mit einer Deletion des IL-23R vor einer DSS-induzierten Kolitis geschützt. Dieser 

Befund ging mit verringerten Läsionen der Darmschleimhaut, einer verringerten Aktivierung 

angeborener lymphatischer Zellen, einer verminderten Produktion von pro-inflammatorischen 

Zytokinen und einer geringeren Infiltration von Granulozyten und Monozyten in die Lamina 

propria einher [354, 355]. 
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5.4 Pro-tumorigene Rolle von konstitutiv aktivem gp130 in Hepatozyten und intestinalen 

Epithelzellen bei Kolitis-assoziiertem Darmkrebs 

Chronische Entzündungen im Darm führen zu einer erhöhten Prädisposition für die 

Entwicklung von entzündungsassoziiertem Darmkrebs [39-41]. So konnten die Zytokine der 

IL-6 Familie als fehlendes Glied zwischen der Entzündung und Darmkrebs aufgezeigt werden 

[356]. Studien konnten IL-6 bereits eine Beteiligung am Tumorwachstum und -überleben bei 

Kolitis-assoziiertem Darmkrebs, sowie eine STAT3-abhängige pro-tumorigene Rolle 

nachweisen [357]. So konnte eine regulatorische Komponente zwischen 

entzündungsassoziiertem Zytokin in der Mikroumgebung und tumorerzeugender Expansion 

von Krebszellen aufgezeigt werden [221, 358]. 

Die konstitutiv aktive Lgp130-Expression in Hepatozyten von 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen führte zu einer erhöhten IL-6 Konzentration in 

Colonlysaten nach der AOM/DSS-Kolitis (Abb. 4.16A), zu einem erhöhten Gewichtsverlust, 

sowie zu einer schlechteren Regeneration (Abb. 4.13B). Dies stimmt mit Studien überein, 

wonach sich IL-6 bei verschiedenen Tumorentitäten wie auch bei Dickdarmkrebs als ein 

Prädikator für den Gewichtsverlust erwiesen hat [270]. Zudem beobachteten wir bei 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen eine erhöhte systemische Expressionen der Akut-

Phase-Proteine SAA1 und SAA2 sowohl im Serum, als auch SAA1/2 Ablagerungen im Darm 

(Abb. 4.15A-C), während bei Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen eine lokale SAA1 und 

SAA2-Induktion im Darm stattfand (Abb. 4.23A). SAA1/2-Doppelknockout Mäuse zeigten in 

Studien eine signifikant geringere Tumorlast im Colon, sowie eine abgeschwächte Kolitis-

Aktivität [359]. Dies stimmt mit unseren Beobachtungen überein, da sowohl eine systemische 

SAA1/2-Erhöhung bei Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130
 Mäuse, als auch eine lokale SAA1/2-

Erhöhung bei Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen eine gesteigerte Tumorinduktion bei 

einer AOM/DSS-Kolitis zur Folge hatte (Abb. 4.13C+E und Abb. 4.21C+E). Dies war jedoch 

nicht auf eine gesteigerte Tumorproliferation zurückzuführen (Abb. 4.14C). Die Tumorlast in 

beiden Mausmodellen korreliert mit einer SAA-Erhöhung. Dies lässt auf eine Assoziation von 

SAA mit der intestinalen Tumorentstehung, einem fortgeschrittenem Krankheitsverlauf und 

verschlechterten Überlebensrate in Patienten schließen [239]. Da die Tumorlast in beiden 

Mausmodellen jedoch vergleichbar war, scheint der Unterschied zwischen einer lokalen und 

systemischen SAA-Erhöhung nicht ausschlaggebend zu sein, bzw. die SAA Levels lokal im 

Darm ausschlaggebend für die Tumorentwicklung sind. 
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SAA wird als mögliches Bindeglied zwischen chronischen Entzündungen und 

Tumorentstehung angesehen, wobei erhöhte SAA-Spiegel zur Tumorinitiierung beitragen und 

die Tumorentwicklung beschleunigen kann [146]. Hierbei nimmt SAA gebunden an HDL bei 

der Tumorpathogenese die Rolle als Adhäsionsprotein der extrazellulären Matrix (ECM) ein 

[360], indem es Bindestellen für die ECM-Komponenten Laminin [361] und Heparin [362] 

enthält. SAA kann somit über die Adhäsionsmotive mit der ECM interagieren  und die 

Affinität verschiedener Zelltypen zur ECM beeinflussen [363, 364]. Die ECM ist ein 

hochgradig organisiertes Netzwerk aus Proteinen, Glykoproteinen, Hyaluronan und 

Proteoglykanen. Diese bilden ein molekulares Gerüst, das den Zellen mechanische Festigkeit, 

Elastizität und Bindungsstellen bietet. Gleichzeitig steuert die ECM die Diffusion und 

Migration von Zellen. Der Abbau und Veränderungen in der Zusammensetzung der ECM 

haben einen großen Einfluss auf die Entstehung und Entwicklung von Tumoren [360]. Hierbei 

stellt der Abbau der ECM durch MMPs eine der Hauptursachen für eine Veränderung der 

ECM dar. MMPs gehören zur Familie von zinkabhängigen Endopeptidasen und können neben 

dem ECM-Abbau auch Wachstumsfaktoren, Zytokine und zelloberflächenassoziierte 

Adhäsions- und Signalrezeptoren beeinflussen [365]. Studien zeigten bereits einen 

Zusammenhang zwischen der Expression von SAA und MMPs, so kann SAA die Produktion 

von MMPs anregen und die Tumorinvasion über die ECM beeinflussen [360]. Dies lässt 

darauf schließen, dass das Vorhandensein von lokalen und systemischen SAA in unseren 

Mausmodellen die Tumorentstehung und -initiierung, jedoch nicht die Tumorproliferation 

fördert.  

Neben der Tumorinitiation kann die Aktivierung des Akut-Phase-Proteins SAA die 

Immunüberwachung kanzerogener Zellen beeinträchtigen [366]. Die Immunaktivierung bei 

Krebs ist von dendritischen Zellen abhängig, welche Tumorantigene präsentieren, um 

tumorreaktive CD8
+
 T-Zellen zu aktivieren [367, 368]. Da dendritische Zellen ein wichtiges 

Bindeglied zwischen dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem sind, ist die 

Regulierung der Differenzierung von großer Bedeutung [369, 370]. Hierbei zeigte sich, dass 

SAA die Differenzierung von dendritischen Zellen hemmt, indem es die GM-CSF Rezeptor-

Expression, welche notwendig zur Differenzierung von dendritischen Zellen ist, durch die 

Aktivierung von TLR2 und FPR2 verringert [371]. Zusätzlich zeigten Studien, dass IL-6 die 

Bildung von dendritischen Zellen stört und die Differenzierung unreifer myeloider Zellen weg 

von dendritischen Zellen und hin zu Makrophagen lenkt [12]. SAA kann somit die 

Produktivität der Krebs-Immunüberwachung beeinträchtigen und die anti-Tumorimmunität 

hemmen, indem es die Differenzierung von dendritischen Zellen hemmt. Zukünftige Studien 
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könnten mittels FACS- und mRNA-Level Analysen von GM-CSFR [371] die Hypothese 

bestätigen, ob das vermehrte SAA in unseren Mausmodellen tatsächlich zu einer reduzierten 

und gehemmten Differenzierung von dendritischen Zellen führt.  

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäuse zeigten eine gesteigerte IL-23 Zytokinkonzentration 

in Colonlysaten (Abb. 4.16). IL-23 konnte bereits mit einem breiten Spektrum von 

Krebsarten, einschließlich Kolitis-assoziiertem Darmkrebs in Verbindung gebracht werden 

[372]. Studien zeigten, dass die IL-23-Signalgebung bei Entzündungen eine fördernde 

Wirkung auf die Tumorentstehung und das Tumorwachstum hat. Darüber hinaus übt IL-23 

durch Unterdrückung der Tumorinfiltration von CD8
+
 T-Zellen eine unterstützende Wirkung 

auf die Tumorentwicklung aus [314, 373]. IL-23 wird hauptsächlich von tumorassoziierten 

myeloiden Zellen wie aktivierten Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen 

produziert. Diese werden durch mikrobielle Produkte und Damage-associated molecular 

patterns (DAMPs) aktiviert, welche in den Tumor, jedoch nicht in das umliegende Gewebe 

eindringen [314, 317, 374]. Dies lässt auf eine tumorfördernde Rolle des IL-23 bei 

Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen schließen (Abb. 5.4). Weiterführende Studien 

könnten darüber Aufschluss geben, welches die hauptsächlichen IL-23 produzierenden Zellen 

in unseren Mausmodellen darstellen.  
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Abb. 5.4: Konstitutiv aktive gp130 Aktivierung führt zur vermehrten Tumorinduktion. 

(A) Lgp130 in Hepatozyten führt zur vermehrten Produktion von SAA1/2 und 

proinflammatorischen Zytokine von intestinalen Epithelzellen. Die intestinale Barriere wird 

gestört und es findet eine erhöhte Infiltration von Immunzellen statt. Lgp130 in Hepatozyten 

führt zu einer vermehrten Tumorentwicklung. (B) Lgp130 in intestinalen Epithelzellen führt 

zur Hyperplasie von intestinalen Epithelzellen und SAA1/2 Produktion durch intestinale 

Epithelzellen. Die intestinale Barriere wird gestärkt, was zu einer verringerten Infiltration von 

Immunzellen führt. Aktivierung von Lgp130 in intestinalen Epithelzellen hat eine vermehrte 

Tumorentwicklung zur Folge. HP = Hepatozyt, EZ = Endothelzelle, IEZ = intestinale 

Epithelzelle, TZ = Tumorzellen. 
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Unsere Studien konnten zum ersten Mal zeigen, dass eine alleinige gp130-Aktivierung in 

Hepatozyten zur Induktion der Akut-Phase-Proteine und der angeborenen Immunantwort 

ausreicht. Wir konnten zeigen, dass eine zellautonome gp130 Aktivierung in Hepatozyten zur 

Aktivierung von Akut-Phase-Proteinen, Mobilisierung und Rekrutierung von myeloiden 

Zellen und einer robusten Aktivierung der angeborenen Immunantwort führt. Wir konnten 

nachweisen, dass eine alleinige Erhöhung des Akut-Phase-Proteins SAA ausreichend für die 

Induktion einer AA-Amyloidose ist. Wir konnten zeigen, dass eine zellautonome gp130 

Aktivierung in intestinalen Epithelzellen zu einer lokalen Erhöhung von SAA-Proteinen im 

Darm führt. Sowohl eine systemische SAA Erhöhung bei Alb-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 

Mäusen, als auch eine lokale SAA Erhöhung bei Vil-CreERT
2
::ROSA

Lgp130/Lgp130 
Mäusen 

hatten nur geringe Auswirkungen auf eine akute DSS-Kolitis. Wohingegen die lokale bzw. 

systemische SAA-Erhöhung eine pro-tumorigene Rolle bei der Tumorinitiierung beim 

Kolitis-assoziiertem Darmkrebs hatte. Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass 

SAA bei Patienten mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen als therapeutisches Ziel 

dienen könnte, um die chronischen Entzündungen und das damit verbundene Risiko der 

Entwicklung von Kolitis-assoziiertem Darmkrebs zu verringern.  
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7 Appendix 

7.1 Abkürzungsverzeichnis 

%   Prozent 

°C   Grad Celcius 

AA   Amyloid A   

Abb.   Abbildung 

ADAM  a disintegrin and metalloproteinase 

AKT   Proteinkinase B 

Alb   Albumin 

AMPK   Adenosin-Monophosphat-Kinase 

ANOVA  Varianzanalyse (analysis of variance) 

AOM   Azoxymethan 

AP-1   Aktivator-Protein-1 

APC   adenomatösen Polyposis coli 

Apcs   Amyloid P Component, Serum 

APS   Ammoniumperoxodisulfat 

APP   Akut-Phase-Protein 

APS   Ammoniumpersulfat 

Aqua dest.  Destilliertes Wasser 

Ascl2   achaete scute-like 2 

ATGL   Adipozyten-Triglyzerid-Lipase 

BCA   Bicinchoninsäure 

bcl-2   B-cell lymphoma 2 

bcl-xl   B-cell lymphoma-extra large 

BSA   Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 

BSF   B-cell stimulating factor 

BV   brilliant violet 

B-Zellen  B-Lymphozyten 

C3   Complement C3 

CAC   colitis-associated cancer 

CAG Promotor Westphal Stop Kasette 
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CD   Crohn´s disease 

CD36   Thrombozytenglykoprotein IV 

cDNA   komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

CLC   cardiotropin-ähnliche Zytokine  

CLEC4F  C-Type Lectin Domain Family 4 Member F 

CNTF   ciliary neurotropic factor 

CRC   colorectal cancer 

CRP   C-reaktives Protein 

CT-1   cardiotropin-1 

CXCL1  C-X-C Motif Chemokine Ligand 1 

Cy7   Cyanin 7 

D   Domäne 

DABCO  1,4-Diazabicyclooctan 

DAMPs  Damage-associated molecular patterns 

ddH2O   doppelt destilliertes Wasser 

DAPI    4,6-Diamidino-2-phenylindol-Dihydrochlorid 

DEPC   Diethylpyrocarbonat 

DLL1   Delta-like canonical Notch ligand 1 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

DNAse  Desoxyribonuklease I 

dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphat 

DTE   1,4-Dithioerythrit 

DSS   Dextran-Sodium-Sulfat 

ECM   extrazelluläre Matrix 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure (ethylen diamin tetraacetic acid) 

EGF   Epidermal Growth Factor 

EGTA   Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraessigsäure 

ELISA   Enzyme-linked immunoabsorbent assay 

ERK   Extracellular-signal-regulated kinases 



130 

 

EtOH   Ethanol 

Fabp1   Fatty Acid-Binding Protein 1 

FACS   Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting) 

FCS   Fötales Rinderserum (fetal calve serum) 

FITC   Fluoresceinisothiocyanat 

FPRL1   Formylpeptidrezeptor 1 

g   Gramm 

gapdh   Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

Glu   Glutaminsäure 

GM-CSF  granulocyte / macrophage-colony-stimulating factor 

gp130   Glykoprotein 130 kDa 

Grb2   Growth factor receptor-bound protein 2 

h   Stunde 

HBSS   Hanks balanced salt solution 

HCl   Salzsäure 

HDL   High-Density Lipoprotein 

H/E   Hämatoxylin-Eosin 

HEPES  2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

Hes1   Hairy and enhancer of split 1 

HGPG   HEPES, L-glutamine, penicillin/streptomycin, and gentamycin 

Hpt   Haptoglobin 

HRP   Meerrettichperoxidase (Horseradish peroxidase) 

IBD   inflammatory bowel disease 

ICD   Intrazelluläre Domäne 

IELs   Intraepitheliale Lymphozyten 

IESC   Intestinale epitheliale Stammzellen 

IFN   Interferon  

Ig   Immunglobulin 

IHCA inflammatory hepatocellular adenomas 

IκB nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 

inhibitor 
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IKK   IκB Kinase 

IL   Interleukin 

IL-6   Interleukin-6 

IL-6R   Interleukin-6 Rezeptor 

iMCs   infiltrierende myeloische Zellen 

i.p.   intraperitoneal 

JAK   Janus Kinase 

KC   Kupffer Zellen 

kDa   Kilo Dalton 

Ki-67   Kiel-67 

kg   Kilogramm 

L   Liter 

Lgp130  Leuzin gp130 

Lgr5   Leucin rich motif G-­protein coupled receptor-5 

LIF   Leukemia Inhibitory Factor 

LPCs   Lebervorläuferzellen 

Ly6C   Lymphozyten-Antigen-6-Komplex, Locus C 

M   molar 

MAPK   mitogen-activated protein kinase 

MEK   MAPK/ERK kinase 

Mg   Milligramm 

Min   Minuten 

mL   Milliliter 

mM   Millimolar 

MMP   Matrix-Metallopeptidase 

MOPS   3-(N-Morpholino)propansulfonsäure 

MyD88  myeloid differentiation primary response protein MyD88 

NaCl   Natriumchlorid 

NaF   Natriumfluorid 

NaV   Natriumorthovanadat 

NF-κB   Nuclear factor κB 
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OSM   Oncostatin M 

P2X7   Purinergic Receptor P2X 7 

PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PAS   periodic acid–Schiff 

PBS   Phosphatgepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) 

PBS-T Phosphatgepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) mit 

Tween
TM

 - 20 

PCR   Polymerasekettenreaktion 

PDK1   3′-phosphoinositide-dependent kinase 1 

PE   Phycoerythrin 

PEI   Polyethylenimine 

PFA   Paraformaldehyd 

pg   Pikogramm 

PI-3Kinase  Phosphatidylinositol 3-Kinase 

PIP2   phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 

PIP3   phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate 

PMA   Phorbol-12-myristat-13-acetat 

PMN   polymorphonukleare Zellen 

PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid  

Prg4 Proteoglycan 4 

pSTAT1 phosphoryliertes STAT1  

pSTAT3 phosphoryliertes STAT3 

PVDF Polyvinylidenfluorid 

R Rezeptor 

Raf rapidly accelerated fibrosarcoma 

RAGE receptor for advanced glycation endproducts 

Ras rat sarcoma 

Reg3b Regenerating islet-derived protein 3-beta 

Reg3g Regenerating islet-derived protein 3-gamma 

RIPA Puffer Radioimmunpräzipitationsassaypuffer 

mRNA   Boten-Ribonukleinsäure (messenger ribonucleic acid) 
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RPMI Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium 

qRT-PCR quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (quantitative real-time 

polymerase chain reaction) 

RT   Raumtemperatur 

s   Sekunde 

SAA   Serum Amyloid A 

Ser   Serin 

SerpinA1  Serpin Family A Member 1 

SH   Src Homology 

SHP2   Sry Homology Phosphotase 2 

SDS   Natriumdodecylsulfat 

SDS-PAGE  Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 

SFB   segmented filamentous bacterium 

SOCS   suppressor of cytokine signaling 

SOS   son of sevenless 

STAT   signal transducer and activator of transcription 

TAE   Tris-Acetat-ETDA 

TE   Tris-EDTA 

TAM   Tamoxifen 

TEMED  N,N,N′,N′-Tetramethylethylendiamin 

TGF   Transforming growth factor β 

TH-Zellen  T-Helferzelle 

TLR   Toll-like-Rezeptoren 

TM   Transmembran 

TNF   Tumor necrosis factor 

Trp   Tryptophan 

TSA   tyramide signal amplification  

Tyk   tyrosine kinase 

U   Umdrehung 

UPL   Universal probe library 

Vil   Villin 
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v/v   Volumen/Volumen 

v/w   Gewichtsprozent 

Wnt   Wingless (WNT), wingless type MMTV integration site 

µg   Mikrogramm 

μL    Mikroliter 

μm    Mikrometer 
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