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1 Einleitung 

1.1 Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen 

Der Gastrointestinal-Trakt hat neben der Haut eine der größten Oberflächen unseres 

Körpers, über die wir mit der Umwelt interagieren und verschiedenste Substanzen 

austauschen. Neben der ortsständigen kommensalen Darmflora können hier auch pathogene 

Organismen in Kontakt mit der Darmschleimhaut geraten. Eine gut abgestimmte Kontrolle 

des Immunsystems sowohl in Bezug auf die kommensale als auch auf die potenziell 

pathogenen Organismen ist unabdingbar. Die Barriere-Funktion der Darmschleimhaut spielt 

demnach eine entscheidende Rolle, Organismen daran zu hindern in den Köper 

einzudringen (Perez-Lopez et al. 2016). Reagiert das mukosale Immunsystem im Rahmen 

einer Abwehrreaktion übermäßig oder andauernd, insbesondere auch auf die reguläre 

Darmflora, resultiert hieraus die klinische Ausprägung der chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen. Ursächlich sind höchstwahrscheinlich vor allem Defekte in der 

Barriere-Funktion als auch der respondierenden mukosalen Immunantwort (Podolsky 2002) 

1.1.1 Klinik, Diagnostik und Therapie der Colitis Ulcerosa 

Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen sind eine Gruppe von Krankheiten mit 

entzündlichen Prozessen im Gastrointestinal-Trakt, die in ihrer klinischen Ausprägung bzw. 

den auftretenden Symptomen zahlreicheGemeinsamkeiten besitzen. Die häufigsten Formen 

sind Colitis Ulcerosa und Morbus Crohn (Danese und Fiocchi 2011). Die Beschreibung der 

Colitis Ulcerosa, ursprünglich als idiopathische Colitis benannt, erfolgte bereits im 

19. Jahrhundert (Wilks und Moxon 1889). Morbus Crohn wurde zuerst 1932 durch den 

späteren Namensgeber als „regionale Ileitis“ beschrieben (Crohn et al. 1932). Während bei 

Colitis Ulcerosa die Entzündung auf die Schleimhaut des Dickdarms begrenzt ist, betrifft 

Morbus Crohn den gesamten Gastrointestinal-Trakt. Klinisch äußern sich 

chronisch-entzündliche Darmerkrankungen durch Symptome wie Bauchschmerzen, 

Durchfall zum Teil mit Blutbeimengungen, sowie Gewichtsverlust und beginnen meist im 

frühen Erwachsenenalter. Die Colitis Ulcerosa ist im Gegensatz zum Morbus Crohn weniger 

komplikationsanfällig, hat häufiger einen milden Krankheitsverlauf und kann als Ultima 

Ratio durch Kolektomie geheilt werden (Podolsky 2002). Jedoch ist trotz intensiver 

Bemühungen der Pathomechanismus beider Erkrankungen bis heute nicht abschließend 

geklärt.  

Colitis Ulcerosa tritt in Deutschland mit einer Inzidenz von circa 4 pro 100.000 Einwohner 

auf, die Prävalenz wird mit 90 pro 100.000 Einwohner angenommen. Eine wahrscheinlich 

erhebliche Unterschätzung dieser Daten ist jedoch anzunehmen, da einerseits aufgrund 
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fehlender Melderegister in Deutschland nur schlechte epidemiologische Daten vorliegen und 

anderseits leichte Erkrankungen gelegentlich auch als Reizdarm oder Hämorrhoidalleiden 

fehldiagnostiziert werden. Schätzungen gehen von 150.000 von Colitis Ulcera Betroffenen 

in Deutschland aus (Timmer und Goebell 1999; Kucharzik et al. 2020b). Der 

Erkrankungsgipfel (altersbezogene höchste Inzidenz) liegt in der Gruppe der 

16 - 24-Jährigen. Die Inzidenzen in Deutschland blieben innerhalb der letzten Jahr stabil (Ott 

C et al. 2008), ebenso in Europa und Nordamerika, während sie in den Schwellenländern in 

Südamerika, Afrika und Südostasien seit 1990 in allen Altersgruppen steigen (Ng et al. 2017). 

Von West nach Ost zeigt sich innerhalb Europas ein Gradient mit deutlich höheren 

Inzidenzen in den osteuropäischen Staaten (Burisch et al. 2014). Chronisch-entzündliche 

Darmerkrankungen sind allgemein mit einer schlechteren Lebensqualität, wirtschaftlichen 

Belastungen und einer erhöhten Morbidität verbunden, auch die Hospitalisierungsrate und 

Anzahl an notwendigen chirurgischen Eingriffen ist erhöht (Abraham und Cho 2009; 

Abraham et al. 2012; Mehta 2016).  

Betroffene fallen üblicherweise durch anhaltenden imperativen Stuhldrang, Durchfälle, 

Tenesmen und rektalen Blutabgang auf. In schweren Schüben sind zudem auch Tachykardie, 

Gewichtsverlust und eine abdominelle Abwehrspannung möglich (Kucharzik et al. 2020a). 

Charakteristisch für den Verlauf der Colitis Ulcerosa sind abwechselnde Episoden von 

Krankheitsschüben und symptomarmen bzw. -freien Intervallen (Remission). Seltener treten 

kontinuierliche Beschwerden auf (Langholz et al. 1994) Neben der klinischen Symptomatik 

sind für die Diagnosestellung, die Anamnese und die laborchemischen, sonographischen, 

endoskopischen und histologischen Befunde relevant. In der Stuhluntersuchung hat sich in 

der klinischen Anwendung vor allem Calprotectin als fäkaler Neutrophilen-Marker für die 

lokale Entzündungsaktivität etabliert, der mit der klinischen und endoskopischen 

Entzündungsaktivität korreliert (Schoepfer et al. 2009; Lin et al. 2014). Serologisch können 

bei 63 % der an Colitis Ulcerosa Erkrankten perinukleäre Anti-Neutrophile zytoplasmatische 

Antikörper (pANCA) nachgewiesen werden (Linskens et al. 2002; Kucharzik et al. 2020a). 

Die Diagnostik, aber auch die Verlaufsbeurteilung kann durch die Abdomen-Sonographie 

unterstützt werden. Es können Entzündungen im Bereich des Dickdarms mit einer 

Sensitivität von bis zu 90 % detektiert werden. Die Sonographie dient als unspezifischer 

Parameter zur Abgrenzung der Ursache (Parente et al. 2003). Zudem kann die 

Krankheitsausdehnung (Pascu et al. 2004) und die Aktivität bei bekannter Colitis Ulcerosa 

gut mittels der Abdomen-Sonographie bestimmt werden (Parente et al. 2010). Daneben stellt 

weiterhin die endoskopische Darstellung des Darms (Koloskopie) ein wichtiges Standbein in 

Diagnostik und Ausbreitungs- und Aktivitätsbestimmung dar. Mittels Endoskopie ist es 

möglich zur histopathologischen Diagnostik Biopsien zu entnehmen, auch um potentiell 

maligne Transformationen zu detektieren (Kucharzik et al. 2020b). Histopathologische 

Korrelate der Entzündung sind eine verändertere Krypten-Architektur und -Atrophie 

(Tanaka et al. 1999), die transmukosale Entzündung im Sinne eines diffus gesteigerten 

Gehaltes an mononukleären Zellen in der Lamina propria (Jenkins et al. 1997) und die 
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Reduktion der Zahl an Becherzellen bzw. deren Muzingehalt, sowie ein kontinuierliches 

Verteilungsmuster der Entzündung von aboral nach oral (Dejaco et al. 2003). Das Ausmaß 

der Entzündungsaktivität orientiert sich am Umfang der Gewebeinfiltration durch 

neutrophile Granulozyten, sowie der damit verbundenen Schädigungen des Darmepithels, 

Kryptenabszessen und ulzerösen Läsionen (Jenkins et al. 1997). Komplikationen der 

Erkrankung sind neben den klinischen Begleiterscheinungen, wie Malabsorption, 

Flüssigkeitsverlust über die chronischen Diarrhoen, Anämie durch chronischen rektalen 

Blutabgang, auch die Ausbildung von Neoplasien, insbesondere im Sinne eines kolorektalen 

Karzinoms. Vor allem Strikturen sind hochverdächtig und sollten immer histopathologisch 

abgeklärt werden (Rutter et al. 2004). Das Risiko eines kolorektalen Karzinoms ist bei an 

Colitis Ulcerosa Erkrankten insbesondere bei hohem Krankheitsausmaß erhöht. Angaben 

über die Höhe des Risikos sind unterschiedlich, aktuelle Untersuchungen konnten nur noch 

geringer erhöhte Risiken nachweisen (kumulatives kolorektales Karzinomrisiko bei Colitis 

Ulcerosa von 1 % in 10 Jahren, 3 % in 20 Jahren und 7 % in 30 Jahren Erkrankungszeit). 

Dieses geringere Risiko kann mit dem verbesserten Überwachungsprogramm und der 

wirkungsvolleren entzündungskontrollierenden medikamentösen Therapie in Verbindung 

gebracht werden (Annese et al. 2013; Selinger et al. 2014). Weitere Untersuchungen deuten 

darauf hin, dass insbesondere die Gesundheit der Darmschleimhaut bzw. die zügige 

Ausheilung das klinische Outcome verbessern (Neurath und Travis 2012). Ebenso konnte 

eine Assoziation zwischen Mukosaheilung und der Erreichung einer steroidfreien Remission, 

sowie niedrigeren Kolektomieraten gezeigt werden (Reinink et al. 2016; Shah et al. 2016).  

Im Rahmen der Diagnostik ist die Klassifikation der Ausprägung ein relevanter Schritt. Sie 

ist sogleich prognostisch aussagekräftig, als auch therapieentscheidend. Die Ausdehnung 

wird in drei Gruppen eingeteilt (Montreal-Klassifikation): Proktitis (auf das Rektum 

limitiert), Linksseitencolitis (Befall bis zur linken Colon-Flexur) und ausgedehnte Colitis 

(über die linke Flexur hinaus bis zur Pancolitis) (Silverberg et al. 2005). Insbesondere für die 

Therapie mit 5-Aminosalicylsäure-Präparaten (5-ASA-Präparate), wie Mesalazin, die lokal 

immunmodulatorisch wirken, entscheidet das Ausmaß der Erkrankung über die lokale 

(Rektalschaum oder Einläufe) oder orale Applikation (Marteau et al. 2005). Die Auswahl der 

Therapie berücksichtigt zur Remissionsinduktion das Ausmaß (Montreal-Klassifikation) und 

die Schwere des Schubes; nach der Schubbehandlung wird die remissionserhaltende Therapie 

angeschlossen. Grundsätzlich befassen sich die Behandlungsstrategien bisher in der ersten 

Linie mit der Entzündungskontrolle: eingesetzt werden Glukokortikoide, 5-ASA-Präparate 

(wie Mesalazin), immunmodulierende Medikamente (wie Azathioprin, Cyclosporin A) und 

Biologika (Vindigni et al. 2016; Kucharzik et al. 2020a).  

Mesalazin wird vor allem bei leichter bis mittelschwerer Colitis Ulcerosa eingesetzt und bei 

Bedarf durch lokale (Budesonid) oder systemische (Prednisolon) Glukokortikoide ergänzt. 

Bei schweren Verläufen werden diese bereits initial eingesetzt und durch Immunsupressiva 

(Azathioprin, Cyclosporin A) oder verschiedene Biologika ergänzt. Als Ultima Ratio bei 

therapierefraktären Verläufen oder bereits aufgetretenen Neoplasien führt die totale 
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Kolektomie zur Ausheilung, jedoch verbunden mit negativen Begleiterscheinungen, wie 

einer erhöhten Stuhlfrequenz, Inkontinenz und perioperativem Risiko (Vindigni et al. 2016; 

Kucharzik et al. 2020a). Die bei der Colitis Ulcerosa eingesetzten Biologika sind monoklonale 

Antikörper, die auf die Blockierung von TNF-α (Infliximab, Adalimumab) und Integrin-α4 

(Vedolizumab) abzielen (Shah und Mayer 2010; Feagan et al. 2013). Neuere Studien haben 

auch positive Wirkungen durch Ustekinumab, der gegen die Zytokine IL-(Interleukin)-12 

und IL-23 wirkt, sowohl in der Induktions- als auch Erhaltungstherapie gezeigt (Sands et al. 

2019). Während mehrere klinische Studien vielversprechende Ergebnisse lieferten, wurde die 

klinische Anwendung dieser Biologika von unerwünschten Wirkungen begleitet, darunter 

Infusionsreaktionen, infektionsbedingte Mortalität, Malignität und Autoimmunität (Pithadia 

und Jain 2011). Trotz der Fortschritte bei der Therapie mit monoklonalen Antikörpern und 

guten Erfahrungen mit 5-ASA-Präparaten bei leichten Verläufen sind Glukokortikoide 

weiterhin ein zentraler Bestandteil insbesondere bei der Schubtherapie und bei schwereren 

Verläufen. Typische Dosierungen betragen 1 mg/kg Körpergewicht pro Tag Prednisolon, 

wobei in der Regel nicht mehr als 40 - 60 mg pro Tag verabreicht werden, da sonst die 

Nebenwirkungen dem Nutzen überwiegen. 40 % der Betroffenen reagieren mit Remission 

auf die Therapie, sodass bei gebesserter Symptomatik die Therapie reduziert und schließlich 

abgesetzt und damit auf ein remissionserhaltendes Regime z. B. mit Mesalazin gewechselt 

werden kann. Eine weitere Gruppe wird steroidabhängig, das bedeutet, es kann nach der 

Schubtherapie trotz gebesserter Symptomatik nicht ohne erneutes Aufflammen des Schubes 

vom Glukokortikoid entwöhnt werden. Ein Teil der Erkrankten (ca. 10 – 20 %) reagiert 

auch auf Glukokortikoide nicht mit ausreichender Besserung der Symptomatik und müssen 

mit umfassenderen Therapieregimen behandelt werden. Eine Dauertherapie mit 

Glukokortikoiden schließt sich aufgrund des ausgeprägten Nebenwirkungsprofils mit 

Osteoporosen, Osteonekrosen, Infektionen, Hyperglykämie und gastralen Ulcera aus 

(Pithadia und Jain 2011; Kucharzik et al. 2020a). Alternative Strategien zur Optimierung des 

Nebenwirkungsprofils setzen an der Aufnahme und dem Wirkort von Glukokortikoiden an 

und vermitteln z. B. mittels Nanocarrier-Systemen eine gezieltere Wirkung an Zielstrukturen 

(Lühder und Reichardt 2017). Erste positive Ergebnisse wurden bereits in einem Mausmodell 

für chronisch-entzündliche Darmerkrankungen durch Anwendung eines 

Glukokortikoid-Copolymer-Konjugats gezeigt. Dieses konnte einerseits die 

Krankheitssymptome verbessern, andererseits die Entwicklung von Osteoporose verhindern 

(Ren et al. 2014; Ren et al. 2015).  

In Anbetracht der aktuellen Erkenntnisse sind noch weitere Forschungsanstrengungen 

bezüglich der Pathogenese aber auch der Therapieoptimierung notwendig. Insbesondere 

sollten neben der Entzündungskontrolle, mit der Therapie auch auf bekannte oder noch 

unbekannte pathogene Faktoren abgezielt werden. Ein aktueller Ansatz ist zum Beispiel die 

fäkale mikrobiellen Transplantation (Imdad et al. 2018).  
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1.1.2 Pathogenese der Colitis Ulcerosa 

Ursächlich für die Entwicklung einer Colitis Ulcerosa ist nach aktuellem Wissensstand eine 

Kombination aus mehreren extrinsischen und intrinsischen Faktoren. Neben der 

genetischen Prädisposition spielen verschiedene Umwelteinflüsse, die Zusammensetzung 

der mikrobiellen Darmflora und die mukosale Immunreaktion im Darm eine Rolle (Danese 

und Fiocchi 2011; Porter et al. 2020).  

Bisher konnten mehr als 240 Genloki identifiziert werden, die mit chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen assoziiert sind. Viele dieser Gene sind an Entzündungsreaktionen, der 

Erkennung pathogener Mikroorganismen und der epithelialen Barriere-Funktion beteiligt. 

Eine praktische Konsequenz konnte sich bisher aber nicht ableiten lassen (Furey et al. 2019). 

67 % der Genloki sind sowohl mit Colitis Ulcerosa als auch mit Morbus Crohn assoziiert 

(Jostins et al. 2012). In Zwillingsstudien zeigte sich eine Konkordanzrate von nur 6,3 %, im 

Gegensatz zu 60 % bei Morbus Crohn (Porter et al. 2020), allerdings wiesen konkordante 

eineiige Zwillinge ähnliche Krankheitsausmaße auf. Manche der Genloki sind zudem mit 

anderen Autoimmunerkrankungen an der Wirbelsäule (Morbus Bechterew), der Schilddrüse, 

an Leber und Gallenwegen oder der Psoriasis assoziiert und erklären daher Komorbidität 

mit der Colitis Ulcerosa. Auch für die atopische Dermatitis und Multiple Sklerose konnten 

Komorbiditäten nachgewiesen werden (Kosmidou et al. 2017; Alinaghi et al. 2020; Porter et 

al. 2020; Shi et al. 2020). Daneben sind die stärksten für Colitis Ulcerosa spezifischen Genloki 

mit den HLA-(humanes Leukozyten-Antigen, human leukocyt antigen)-Regionen assoziiert. 

Beschrieben sind 16 HLA-Allel-Assoziationen, darunter unter anderem HLA-DRB1*01*03 

(Goyette et al. 2015). Insgesamt spielen genetische Prädispositionen eine zwar kleine, aber 

doch eindeutige Rolle in der Risikoerhöhung für Colitis Ulcerosa. Jedoch konnten nicht bei 

allen Erkrankten die bisher bekannten prädisponierenden genetischen Loki nachgewiesen 

werden (Lee und Cleynen 2019). Weitere Faktoren wie die Umwelt, die lokale 

Immunreaktion und die Dysfunktion der epithelialen Barriere sind daher zu berücksichtigen.  

Neben der genetischen Prädisposition spricht das erhöhte Risiko für chronisch-entzündliche 

Darmerkrankungen bei Personen mit westlich geprägtem Lebensstil eine große Rolle bei der 

Erkrankung. Insbesondere städtischer Lebensstil, Umweltverschmutzung, fett- und 

zuckerreiche Ernährung, häufige Anwendung von Antibiotika und bessere Hygiene werden 

in Verbindung mit den chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen gebracht (Porter et al. 

2020). Bei zweieiigen Zwillingen ist sowohl eine symptomatische Mumps-Infektion in der 

Kindheit, die Einnahme oraler Kontrazeptiva, eine höhere Rate durchgemachter 

Gastroenteritiden und das Verbringen von mehr Zeit mit Tieren mit Colitis Ulcerosa 

assoziiert. Für das Rauchen von Tabak zeigte sich ein umgekehrter Effekt (Ng et al. 2012). 

Eine andere Untersuchungen ergab Hinweise darauf, dass Rauchen selbst nicht zu einem 

geringerem Risiko für eine Colitis Ulcerosa führt, sondern die Raucherentwöhnung das 

Erkrankungsrisiko erhöhte (Ananthakrishnan 2015). Eine frühe Exposition gegenüber 

verschiedenen Infektionen kann demnach eine Rolle bei der Entwicklung von 
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chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen spielen Im Rahmen der Infektion könnten 

Fragmente der auslösenden Mikroorganismen zurückbleiben und zu langfristigen 

Veränderungen der Darmflora und einer Reaktivität des lokalen Immunsystems führen 

(Halfvarson et al. 2006).  

Des Weiteren wurde entdeckt, dass das Mikrobiom bei von einer chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankung Betroffenen weniger vielfältig ist, als bei gesunden Probanden (Lloyd-Price 

et al. 2019). Dieselben Ergebnisse konnten auch für das Virom und Mykobiom nachgewiesen 

werden (Ott SJ et al. 2008; Norman et al. 2015; Qiu et al. 2017; Zuo et al. 2019). Bisher ist 

nicht abschließend geklärt, ob die Dysbiose eine kausale Rolle in der Pathogenese spielt oder 

Folge der Entzündungsreaktion ist. Jedoch konnte in mehreren kontrollierten klinischen 

Studien chronisch-entzündliche Darmerkrankungen therapeutisch mit fäkaler mikrobieller 

Transplantation von gesunden Spendern die Colitis Ulcerosa behandelt werden (Sha et al. 

2014; Moayyedi et al. 2015; Rossen et al. 2015; Paramsothy et al. 2017; Costello et al. 2019). 

Dementsprechend wird wiederholt die Wiederherstellung der mikrobiellen Diversität als 

therapeutischer Ansatz diskutiert. Die Dysbiose scheint die Integrität des Epithels zu 

beeinträchtigen bzw. ebenso eine epitheliale Dysfunktion zu erzeugen (Glotzer et al. 1981) , 

die den Einfluss genetischer und umweltbezogener Faktoren verstärkt.  

Als histopathologisches Korrelat zeigen sich subepitheliale Entzündungsherde die häufig als 

gestörte epitheliale Barriere und damit als pathogener Faktor der Krankheitsentwicklung 

betrachtet werden. Störungen können durch eine veränderte oder reduzierte Sekretion des 

Mukus oder direkte Defekte der epithelialen Oberfläche, wie z. B. Lücken in den epithelialen 

tight junctions entstehen (Turner 2009; McCauley und Guasch 2015). Getragen wird diese 

Hypothese dadurch, dass die Schleimschichtdicke durch die Einnahme von nicht-steroidalen 

Antiphlogistika oder Kontakt mit Nahrungsbestandteilen wie Emulgatoren reduziert werden 

kann. Dies scheint ein weiterer Auslöser einer Colitis zu sein (Klein und Eliakim 2010; 

Chassaing et al. 2015). Eine direkte Schädigung der epithelialen Barriere wird im Rahmen 

eines aktiven Schubes einer Colitis Ulcerosa durch pro-inflammatorische Zytokine wie 

TNF-α (Tumornekrosefaktor alpha, tumor necrosis factor alpha), IFN-γ (Interferon-gamma) und 

IL-13 vermittelt (Watson et al. 2005; Heller et al. 2008). Wiederum üben Wirkstoffe wie z. B. 

Mesalazin, die die Remission der Colitis Ulcerosa aufrechterhalten, ihre therapeutische 

Wirkung unter anderem durch den Erhalt der epithelialen Integrität aus (Caltabiano et al. 

2011; Cannon et al. 2016). Der Schutz der Integrität der Darmbarriere spielt demnach eine 

entscheidende Rolle sowohl bei der akuten Therapie als auch der Remissionsbehandlung der 

Colitis Ulcerosa. 

Die lokale Immunreaktion im Rahmen der Entzündung ist ein komplexer Prozess und wird 

während einer aktiven Colitis Ulcerosa insbesondere auch durch in die Lamina propria 

einwandernde Immunzellen verstärkt. Dabei wird der histologisch charakteristische Befund 

der Kryptenabszesse wird durch das Einwandern einer großen Zahl neutrophiler 

Granulozyten induziert, die daran anschließend innerhalb der Colonkrypten absterben 
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(Dinallo et al. 2019; Porter et al. 2020). Typisch ist auch, dass neutrophile Granulozyten unter 

Stimulation mit TNF- vermehrt NETs (neutrophile extrazelluläre Netze, neutrophil 

extracelullar traps), extrazelluläre Fasergeflechte die v.a. aus dem Chromatin der neutrophilen 

Granulozyten und daran gebundenen antimikrobiellen Proteinen bestehen, bilden und mehr 

aktives IL-1 exprimieren (Angelidou et al. 2018). Wird die TNF--Sekretion und damit die 

NET-Freisetzung gehemmt, so führt dies zu einer abgeschwächten Entzündungsreaktion in 

Mäusen mit einer DSS-(Dextrannatriumsulfat, dextran sodium sulfate)-induzierten Colitis 

(Dinallo et al. 2019). Der unkontrollierte pro-inflammatorische Zelltod (Nekrose, 

Nekroptose, NETose) der großen Anzahl an neutrophilen Granulozyten führt zu einem 

weiter erhöhtem Milieu an pro-inflammatorischen Zytokinen (Angelidou et al. 2018; Dinallo 

et al. 2019). Im Stuhl oder im Serum nachgewiesene hohe Konzentrationen an 

S100a8/9-Proteinen (Calprotectin), die normalerweise in neutrophilen Granulozyten 

gefunden werden (D’Haens et al. 2012; Kalla et al. 2016) unterstützt diese Erkenntnis ebenso 

wie der serologische Nachweis von perinuklären Anti-Neutrophilen cytoplasmatischen 

Antikörpern (pANCA) (Satsangi et al. 1998). Weiterhin ist beschrieben, dass NETs 

immunogene Moleküle festhalten und damit die Krankheitsaktivität weiter aufrecht erhalten 

können (Dinallo et al. 2019). Die entzündliche Umgebung fördert die Sekretion von weiteren 

pro-inflammatorischen Zytokinen, reaktiven Sauerstoffspezies sowie Serin- und 

Matrix-Metalloproteasen und verstärkt damit den entzündlichen Prozess und die 

Gewebeschädigung (Phillipson und Kubes 2011).  

In der Gesamtschau bilden die Immunzellen der angeborenen Immunreaktion – neutrophile 

Granulozyten und Makrophagen – nach ihrem Eintreffen im Darmepithel aufgrund eines 

immunogenen Reizes, z. B. durch Mikroorganismen, die durch eine gestörte mukosale 

Barriere in die Epithelschicht eindringen konnten, ein pro-inflammatorisches Milieu. Die 

hierfür verantwortlichen Zytokine, wie IL-1, IL-6 und TNF- fördern einerseits die weitere 

erworbene Immunreaktion insbesondere durch T-Zellen (Friedrich et al. 2019). Andererseits 

begünstigen sie die Prägung neu eintreffender Monozyten in ihren pro-inflammatorischen 

Phänotyp. Die Entzündung unterhält sich somit selbst, was es erschwert, ihr entgegen zu 

regulieren und Reparaturmechanismen zu induzieren (Mowat et al. 2017; Na et al. 2019).  

Das erworbene Immunsystem scheint insbesondere als Ursache der Colitis Ulcerosa eine 

bedeutende Rolle zu spielen. Die starke genetische Assoziation mit dem HLA-Haplotyp lässt 

vermuten, dass durch veränderte Antigene die T-Zell-Antwort angetrieben und damit das 

erhöhte Zytokin-Niveau weiter verstärkt wird. Der genaue Mechanismus der HLA-Wirkung 

auf die Antigen-Präsentation auf T-Zellen und folgende pathogene T-Zell-Reaktion bleibt 

bisher ungeklärt (Graham et al. 2018). Ursprüngliche Hypothesen bezüglich einer klassischen 

Th-2-Immunantwort mit hohen IL-4-, IL-5- und IL-13-Spiegeln die mit Colitis Ulcerosa 

einhergeht, mussten neu überdacht werden (Bouma und Strober 2003). So konnten auch 

Th-17-Zellen nachgewiesen (Kobayashi et al. 2008), sowie deren Regulation durch IL-23 

gezeigt werden (Teng et al. 2015). Des Weiteren sind IL-13-blockierende 
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Antikörpertherapien (Anrukinzumab, Tralokinumab) unwirksam (Danese et al. 2015; 

Reinisch et al. 2015), die Blockierung von IL-23 (Ustekinumab) führt jedoch zu einer 

klinischen Verbesserung (Sands et al. 2019; Sandborn et al. 2020). Auch genetische 

Assoziationen mit Veränderungen im Gen für den IL-23-Rezeptor bei an Colitis Ulcerosa 

Erkrankten wurden identifiziert (Duerr et al. 2006).  

Neben Krankheitsprogression ist auch die Remission des lokalen Entzündungsprozesses für 

den Pathomechanismus relevant. In der klinischen Praxis zeigen sich die Schübe selten 

spontan rückläufig (Schett und Neurath 2018). Es konnte gezeigt werden, dass T-Zellen in 

der Lage sind ihren Phänotyp zu verändern. Nach diesem Prozess der Transdifferenzierung 

zeigen Th-17-Zellen ein charakteristisches Transkriptionsprofil für regulatorische T-Zellen. 

Vergleiche vor und nach der Transdifferenzierung legen nahe, dass der 

TGF--(transformierender Wachstumsfaktor beta, transforming growth factor beta)-Signalweg 

eine Rolle zu spielen scheint (Gagliani et al. 2015). Die Produktion von IL-35, IL-10 und 

TGF- durch regulatorische T-Zellen unterstützt die Remission (Wirtz et al. 2011; 

Whitehead et al. 2012). Zudem können regulatorischen T-Zellen im Rahmen einer Colitis 

pro-inflammatorische Signale unterdrücken (Griseri et al. 2010). Erhärtet wurde diese 

Erkenntnis durch Analyse eines Th-1-Zell vermittelten Colitis-Modells. Dort waren 

transferierte, durch TGF- stimulierte, regulatorische T-Zellen in der Lage die Entzündung 

signifikant zu unterdrücken (Fantini et al. 2006). In einer klinischen Studie wurde Erkrankten 

mit einem therapierefraktären Morbus Crohn eigene zuvor separierte Ovalbumin-spezifische 

regulatorische T-Zellen aus dem peripheren Blut transfundiert, woraufhin diese eine 

dosisabhängige signifikante Abnahme der Krankheitsaktivität zeigten (Desreumaux et al. 

2012).  

Eine weitere beteiligte Zellpopulation sind regulatorische lymphoide Zellen des angeborenen 

Immunsystems. Sie werden durch entzündliche Stimuli aktiviert und sezernieren IL-10. 

Dadurch unterdrücken sie weitere pro-inflammatorische Prozesse. Durch autokrin 

sezerniertes TGF- rekrutieren sie weitere regulatorische lymphoide Zellen (Wang et al. 

2017). Sie sind sowohl in der murinen als auch humanen Lamina propria zu finden. Im 

Gegensatz zu T-Zellen blockieren sie die IFN- und IL-17-Produktion. Die Produktion von 

IL--22, welches für die Aufrechterhaltung der intestinalen Integrität wichtig ist, 

beeinträchtigen sie nicht. IL-22, das von regulatorischen lymphoiden Zellen Typ 3 produziert 

wird, aktiviert epitheliale Stammzellen, induziert die Reparatur der Schleimhaut und 

verhindert dadurch die Invasion von Mikroorganismen (Pickert et al. 2009; Hanash et al. 

2012; Schett und Neurath 2018). Zudem scheinen IL-28 und IL-36 eine Rolle in der 

Ausheilung der Epithelschäden zu spielen. IL-28 kontrolliert die Proliferation von 

intestinalen Epithelzellen in Mäusen mit Colitis und beschleunigt durch eine Aktivierung von 

STAT1 (Transkriptionsfaktorproteine, signal transducers and activators of transcription) die 

Schleimhautheilung (Chiriac et al. 2017). IL-36-Rezeptor-defiziente Mäuse erholten sich 

nicht nach einer DSS-induzierten Schädigung der Schleimhaut. Auch die IL-22-Expression 
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war deutlich verringert, was auf eine gegenseitige Beeinflussung der Zytokine schließen lässt 

(Medina-Contreras et al. 2016).  

1.2 Intestinales Immunsystem, Toleranz und lokale Signale 

Der Darm hat im Rahmen seiner Funktion als für die Resorption von Nahrungsbestandteilen 

zuständiges Organ mannigfaltige Aufgaben. Mit der großen Oberfläche ist er aber auch in 

erheblichem Ausmaß äußeren Einflüssen ausgesetzt, die unteranderem auch in der Abwehr 

von pathogenen Erregern münden können. Viele Stoffe und auch Mikroorganismen, mit 

denen der Darm in Kontakt gerät, sind jedoch nicht als pathogen einzustufen, sondern 

wichtig für den normalen physiologischen Ablauf. Zur Unterscheidung hat der Darm eine 

fein abgestimmte lokale Immunhomöostase.  

Das mukosale Immunsystem des 

Darms besteht aus Lymphknoten, 

den Zellen der Lamina propria und 

den intestinalen Epithelzellen , die 

zusammen für die 

Aufrechterhaltung der Integrität der 

Darmbarriere verantwortlich sind 

(Abbildung 1). Eine ihrer Aufgaben 

ist es die kommensale Darmflora 

(Mikrobiom) gegenüber pathogenen 

Mikroorganismen zu unterscheiden 

und letztere gezielt abzuwehren. 

Gerät entweder das Mikrobiom in 

Dysbalance (Dysbiose) oder die 

Abwehrreaktion richtet sich auch 

gegen kommensale Organismen, so kann dies zu Darmerkrankungen führen.  

Residente und infiltrierende Immunzellen in der Lamia propria weisen wichtige 

Effektor-Funktionen auf. T-Zellen wirken über die Produktion von IL-17 und IL-22, sowie 

über antimikrobielle Peptide, wie Defensine, und können zytolytisch aktiv werden. 

Regulatorische T-Zellen verhindern Überempfindlichkeitsreaktionen, beispielsweise auf 

Nahrungsantigene oder auf die kommensale Flora. Die Epithelien produzieren eine dicke 

Schleimschicht als erste Schutzbarriere. Die B-Zellen im Epithel sezernieren 

IgA-(Immunglobulin Klasse A)-Antiköper. Auch die kommensale Flora, die insbesondere 

im Colon eine beträchtliche Rolle spielt, kann hiermit im Darm gehalten werden ohne eine 

zelluläre Immunantwort zu generieren (Abreu 2010; Mowat und Agace 2014).  

Ihre Barriere-Funktion halten die intestinalen Epithelzellen hauptsächlich durch tight junctions 

aufrecht. Sollen parazellulär Stoffe ausgetauscht werden, so bilden sich hier Poren oder 

Abbildung 1. Barriere der Colonschleimhaut 

Wird die Darmbarriere bestehend aus Schleimschicht (Mukus - 

M), Intestinalen Epithelzellen (IEC) und Immunzellen der 

Lamina propria, wie Makrophagen (MO) zerstört, können 

Mikroorganismen durch die Darmbarriere dringen. Sowohl 

intestinale Epithelzellen als auch Makrophagen sezernieren 

Immunmediatoren. basierend auf (Coskun 2014) (CC BY) 

M 

IEC 

MO 
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Lecks. Ist das Epithel geschädigt, z. B. durch Ulzerationen, kann hingegen ein ungehinderter 

transepithelialer Fluss stattfinden. Experimentell deutet in Mausmodellen mit akuter Colitis 

vieles daraufhin, dass eine erhöhte parazelluläre Permeabilität die Colitis beschleunigt und 

eine intakte tight junction-Barriere das Fortschreiten der Erkrankung verzögert (Odenwald und 

Turner 2017). Claudin-Proteine, die Bestandteil der tight junctions sind und die parazelluläre 

Permeabilität differenziell regulieren, können durch Zytokine beeinflusst werden. So führt 

die Wirkung von INF-, TNF- und IL-13 auf die Claudine 2, 3 und 4 zu einer erhöhten 

Permeabilität (Prasad et al. 2005).  

Aktuelle Untersuchungen konnten zeigen, dass pro-inflammatorische Zyto- und Chemokine 

nach einer selektiver Deletion des Glukokortikoid-Rezeptors (GR) in intestinalen 

Epithelzellen vorrübergehend hochreguliert werden. Demnach scheint der GR eine relevante 

Rolle im Rahmen der Homöostase des Darmepithels zu spielen. Durch die schnelle 

Kompensation ist die genaue Auswirkung einer dauerhaften Veränderung auf die langfristige 

Homöostase jedoch noch nicht absehbar (Aranda et al. 2019; Muzzi et al. 2020).  

1.3 Makrophagen 

Der Körper ist tagtäglich mit potenziell pathogenen Mikroorganismen konfrontiert, die 

versuchen über verschiedene Wege in ihn einzudringen. Eine der ersten Barrieren stellen die 

Haut und Schleimhäute dar. Im Darm bildet das Epithel eine physikalische Barriere gegen 

eindringende Pathogene. Als weitere Abwehrlinie schließen sich Zellen des angeborenen 

Immunsystems an, insbesondere Makrophagen und dendritische Zellen. Als Teil der 

Immunantwort können sie Pathogene erkennen, unterscheiden und insbesondere über ihre 

phagozytierenden Eigenschaften eliminieren. Die ortsständigen Makrophagen unterscheiden 

sich in ihrem Phänotyp von denen anderer Gewebe und derer im Blut zirkulierenden. Es 

konnte gezeigt werden, dass sich Makrophagen aus zwei verschiedenen Ursprungsgeweben 

entwickeln. Sie bilden sich entweder aus hämatopoetischen Vorläuferzellen und werden als 

Monozyten über die Blutbahn zu den immunologischen Organen bzw. in das Zielgewebe 

transportiert. In das Gewebe wandern sie nur im Rahmen von Immunreaktionen ein und 

differenzieren sich unter dem Einfluss von Zytokinen zu Makrophagen. Alternativ stammen 

sie aus embryonalem Gewebe und entwickeln sich während der pränatalen Phase ortsständig 

in den entsprechenden Geweben (Schulz et al. 2012; Wynn et al. 2013; Epelman et al. 2014).  

In der Lamina propria des Darms wurden insbesondere auch CX3C-Chemokinrezeptor-1-

exprimierende Makrophagen gefunden, die kurzlebiger sind und im Gegensatz zu den 

meisten anderen ortsständigen Gewebsmakrophagen regelmäßig durchzirkulierende 

Monozyten aus der Blutstrombahn ersetzt werden. Im gesunden Gewebe entwickeln sie eine 

nicht-entzündliche Genexpressionssignatur (Zigmond und Jung 2013). Kommen die 

ortsständigen Makrophagen in Kontakt mit Pathogenen, phagozytieren sie diese, vermitteln 

daraufhin jedoch keine starken pro-inflammatorischen Immunreaktionen. Diese Toleranz 

gegengenüber der kommensalen Darmflora spielt eine entscheidende Rolle bei der 
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Aufrechterhaltung der Darmhomöostase. Es wird davon ausgegangen, dass ein Faktor bei 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen der Verlust dieser Toleranz ist (Heinsbroek 

und Gordon 2009). 

Auf ihrer Oberfläche exprimieren Makrophagen toll-like-Rezeptoren, mit denen sie 

Pathogene, z. B. deren Lipopolysaccharide, erkennen (Martinez et al. 2008). Durch 

Phagozytose der Pathogene können sie deren Bestandteile nach Beladung auf 

MHC-II-Moleküle (Haupthistokompatibilitätskomplex, major histocompatibility complex) 

präsentieren und damit das erworbene Immunsystem – im speziellen T-Helfer-Zellen – 

aktivieren (Perez-Lopez et al. 2016).  

1.3.1 Klassische und alternative Aktivierung, sowie Effektor-Wirkung 

Neben ihrer Funktion als professionelle antigenpräsentierende Zellen und ihrer Rolle bei der 

Aktivierung des erworbenen Immunsystems können Makrophagen auch auf anderen Wegen 

aktiviert werden. Dies geschieht insbesondere durch Immunmediatoren und führt zur 

Ausprägung verschiedener Phänotypen. Man unterscheidet vereinfacht zwischen M1- und 

M2-Polarisation der Makrophagen. Bei entsprechend verändertem Zytokinmilieu sind diese 

in der Lage ihren Phänotyp zu wechseln, was als Plastizität bezeichnet wird (Sica und 

Mantovani 2012; Sica et al. 2015).  

M1-Makrophagen entwickeln sich durch klassische Aktivierung nach Kontakt mit Bakterien 

bzw. ihren PAMPs (pathogen-assoziierte molekulare Muster, pathogen-associated molecular 

patterns), wie z. B. Lipopolysacchariden. Weitere Stimuli sind das von spezifisch aktivierten 

Th-1-Zellen sezerniertes INF-, sowie das von antigen-präsentierenden Zellen produzierte 

Zytokinmilieu, dass IL-12 und IL-18 enthält. Intrazellulär hat dies eine Aktivierung der 

NF-B-(kappa leichte Ketten verstärkender nuclearer Faktor, nuclear factor 'kappa-light-chain-

enhancer) und STAT1-Signalwege zur Folge. Studien in knockout-Mäusen haben gezeigt, dass 

diese Signalwege insbesondere für die zelluläre Immunität, aber auch bei Immundefizienz-

Erkrankungen wie AIDS (erworbenes Immunschwächesyndrom, acquired immune deficiency 

syndrome) oder Gewebeschäden bei rheumatoider Arthritis eine Rolle spielen (Dalton et al. 

1993; Gordon 2003). M1-Makrophagen exprimieren IL-12 und IL-23, sowie TNF-, die die 

Differenzierung von Th-1- und Th-17-Zellen vermitteln (Sica und Mantovani 2012). 

Außerdem sezernieren sie pro-inflammatorische Zytokine, wie TNF-α, IL-1α, IL-1β, und 

IL-6, die Enzyme Cyclooxygenase-2 und iNOS (induzierbare Stickstoffmonoxid Synthase, 

inducible nitric oxide synthase) sowie kleine Mengen des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10. 

Sie vermitteln über reaktive Sauerstoffspezies die Abtötung eindringender Pathogene oder 

anti-tumorale gewebeschädigende Abwehrmechanismen. Die Immunreaktion wird durch die 

anti-inflammatorische Funktion von M2-Makrophagen reguliert (Wynn et al. 2013; 

Shapouri‐Moghaddam et al. 2018).  
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Die Polarisation in M2-Makrophagen wird auch als alternative Aktivierung bezeichnet und 

durch die Th-2-Zytokine IL-4 und IL-13 über die Aktivierung von STAT6 durch den 

IL-4R- (Interleukin-4-Rezeptor-) vermittelt. IL-33 verstärkt die IL-13 induzierte 

Polarisierung durch Hochregulation von Arginase-1, CCL-(CC-Chemokinligand)-12 und 

CCL-24. M2-Makrophagen sezernieren anti-inflammatorische Zytokine und 

Scavenger-Rezeptoren und steuern der Entzündungsreaktion entgegen bzw. helfen nach 

einer abgelaufenen Entzündungsreaktion, die weitere Immunreaktion zu regulieren. Hierzu 

tragen unter anderem IL-12 und TGF- bei. Die Produktion von IL-12 wird 

herunterreguliert. M2-Makrophagen haben eine hohe Phagozytose-Kapazität, fangen 

Zelltrümmer und apoptotische Zellen ab und induzieren Gewebereparaturmechanismen, wie 

Narbenbildung, Angiogenese und pro-fibrotische Effekte (Gordon und Martinez 2010; 

Shapouri‐Moghaddam et al. 2018). Hierzu exprimieren sie in hohem Maße Rezeptoren, wie 

Scavenger-Rezeptoren, CD163 (Oberflächendifferenzierungsmarker von Zellen, cluster of 

differentiation), Sabilin-1 und c-Typ-Lektin-Rezeptor, CD206, CD301, Dectin-1 und CD209. 

Desweitern rekrutieren sie Th-2- und regulatorische T-Zellen, sowie eosinophile und 

basophile Granulozyten durch Sekretion der Chemokine CCL-12, CCL-18, CCL-22 und 

CCL-24. Mittlerweile ist bekannt das M2-Makrophagen in weitere Subklassen mit 

spezifischeren Aktivierungs- und Wirkmechanismen (Tabelle 1) unterteilt werden können 

(Mantovani et al. 2004; Porta et al. 2015; Shapouri‐Moghaddam et al. 2018).  

 

 

Tabelle 1. Biologische und physiologische Merkmale von M1- und M2-Makrophagen bei Menschen 

und Mäusen. Modifiziert nach (Shapouri‐Moghaddam et al. 2018). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher 

Genehmigung von John Wiley and Sons, Lizenznummer: 5134310862213. 

Phäno-
typ 

Stimuli Zellexpressions-
marker 

Zytokine, Chemokine 
und andere sezernierte 
Mediatoren 

Funktion 

M1 IFN-γ, TNF-α, LPS CD80, CD86, 
CD68, MHC-II, 
IL-1R, TLR-2, 
TLR-4, iNOS, IL-10 
niedrig, IL-12 hoch 

TNF-α, IL-1β, IL-6, 
IL-12, IL-23, IL-27, 
CXCL-9, CXCL-10, 
CXCL-11, CXCL-16, 
CCL-5, Arg-2 (Maus), 
iNOS (Maus), ROS  

pro-
inflammatorische 
Th-1-Antwort, 
Tumorresistenz  

 

M2a IL-4, IL-13 Mensch: 
MMR/CD206, 
IL1-Ra, IL-1R II  
Maus: Arg-1, 
FIZZ1, Ym1/2  

IL-10, TGF-β, CCL-17, 
CCL-18, CCL-22, CCL-24  

anti-
inflammatorisch, 
Gewebeumbau 
 

M2b Immunkomplexe, 
TLR-Ligand, IL-1β  

IL-10 hoch, IL-12 
niedrig, CD86  

TNF-α, IL-1β, IL-6, 
IL-10, CCL-1  

Th-2-Aktivierung, 
Immunregulation  

M2c IL-10, TGF-β, 
Glukokortikoide 

Mensch: 
MMR/CD206,  
TLR-1, TLR-8 
Maus: Arg-1 

IL-10, TGF-β, CCL-16, 
CCL-18, CXCL-13  

Phagozytose von 
apoptotischen 
Zellen 
 

M2d TLR-Ligand, 
Adenosin-Rezeptor-
Liganden 

VEGF, IL-12 
niedrig, TNF-α 
niedrig, IL-10 hoch 

IL-10, VEGF  Angiogenese, 
Tumorprogression 
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CXCL: CXC-Chemokinligand, FIZZ1: Gefunden in Inflammationszone 1; IL1-Ra: IL-1-Rezeptor-
Antagonist; iNOS: induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase; LPS: Lipopolysaccharide; MHC-II: 
Haupthistokompatibilitätskomplex; MMR (CD206): Makrophagen-Mannose-Rezeptor; ROS: reaktive 
Sauerstoffspezies; TLR: toll-like-Rezeptor; VEGF: vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor; Ym1 oder 
chitinase-3-like-Protein-3 (Chi3l3) 

1.3.2 Makrophagen, Autoimmunität und ihre Rolle im Darm 

Autoimmune und chronisch-entzündliche Erkrankungen sind bis heute nur unvollständig 

verstanden, jedoch wird davon ausgegangen, dass entweder die fehlende Kontrolle oder eine 

überschießende Immunreaktion Ursache dieser Erkrankungen sind (Wynn et al. 2013). Wie 

bereits zuvor beschrieben stimulieren die über den klassischen Weg aktivierten Makrophagen 

(M1) die Immunabwehr, während alternativ aktivierte Makrophagen (M2) typischerweise die 

Immunreaktion hemmen bzw. unterdrücken und an der Wiederherstellung der Homöostase 

beteiligt sind.  

Makrophagen konnten als relevante Quelle von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie IL-12 

IL-18, IL-23 und TNF- als Treiber von autoimmunen Erkrankungen wie Rheumatoider 

Arthritis, Multipler Sklerose oder chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen identifiziert 

werden (Wynn et al. 2013). Auch in der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis 

(EAE) konnte der Einfluss von M1-Makrophagen auf die Progression der Erkrankung bei 

Mäusen nachgewiesen werden (Jiang et al. 2014). Im Mausmodell fördert eine Untergruppe 

von toll-like-Rezeptor-exprimierenden CC-Motiv-Rezeptor-2-(CCR2)-abhängigen 

Makrophagen durch Produktion von TNF- die Entzündung des Colons (Platt et al. 2010). 

Darüber hinaus können im Dickdarm produzierte Entzündungsmediatoren im Rahmen 

einer Colitis zur massiven Einwanderung von Monozyten führen, die sich dann pro-

inflammatorisch differenzieren und große Mengen an IL-12, IL-23, iNOS und TNF- 

produzieren. Das Gleichgewicht dieser einwandernden Zellen zugunsten einer pro- oder 

anti-inflammatorischen Polarisation hängt insbesondere von der vorliegenden lokalen 

Mikroumgebung ab (Rivollier et al. 2012). Die weiter zuvor beschriebene Toleranz von 

ortsständigen Makrophagen des Darmepithels gegenüber der kommensalen Darmflora 

scheint auf das Fehlen von angeborenen Reaktionsrezeptoren, wie CD14, und der trotz der 

phagozytierenden Funktionen fehlenden Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen 

zurückzuführen zu sein (Smith et al. 2001; Smythies et al. 2005). In der Lamina propria des 

Darms von an Morbus Crohn Erkrankten wurden große Populationen von Makrophagen 

gefunden, die CD14 exprimieren und zusätzlich größere Mengen an pro-inflammatorischen 

Zytokinen wie IL-23, TNF- und IL-6 sezernieren; im Gegensatz zu den typischen 

intestinalen, residenten, CD14-negativen Makrophagen. Diese CD14-positiven 

Makrophagen tragen zur Produktion von IL-23 und IFN- durch die mononukleären Zellen 

der Lamina propria bei, die wiederum eine pro-inflammatorische 

Makrophagendifferenzierung vermittelt und damit die Immunreaktion weiter antreibt 

(Kamada et al. 2008). Residente Gewebsmakrophagen und rekrutierte Monozyten mit 

anti-inflammatorischer Polarisation scheinen grundsätzlich zur Homöostase im Darm durch 



Einleitung 14 

  

Beseitigung von apoptotischen Zellen und Zellfragmenten, der Förderungen der epithelialen 

Reparaturmechanismen, der antagonistischen Wirkung gegenüber M1-Makrophagen und 

durch Sekretion von IL-10 zur Differenzierung regulatorischer T-Zellen entscheidend 

beizutragen (Smith et al. 2009; Wynn et al. 2013). Zusammenfassend ist zu sagen, dass 

Veränderungen in der Makrophagendifferenzierung, -polarisation, -repolarisation 

und -aktivierung im lokalen Milieu eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese einer 

Vielzahl von Autoimmun- und Entzündungskrankheiten, wie auch der Darmhomöostase 

spielen (Shapouri‐Moghaddam et al. 2018). Abschließend ist zu bedenken, dass die 

Auflösung der intestinalen Entzündung und der anschließend folgenden Regeneration der 

Mukosa, der entscheidende Schritt in der Remission chronisch-entzündlicher 

Darmerkrankungen ist. Die hier dargelegten Probleme in der Polarisation hin zu 

anti-inflammatorischen Phänotypen und die Erfolge mit Therapien die M2-Makrophagen 

begünstigen, eröffnen neue Ansatzpunkte für Makrophagen als therapeutische Zielmoleküle 

(Na et al. 2019).  

1.4 Glukokortikoide  

Glukokortikoide sind Steroidhormone, die eine zentrale Rolle im Stoffwechsel und vor allem 

in Stresssituationen spielen. Sie steigern den Blutzuckerspiegel, induzieren Glukoneogense 

und Lipolyse, erhöhen den Blutdruck und fördern eine katabole Stoffwechsellage. Zudem 

regulieren sie grundlegende zelluläre Funktionen wie den Zellstoffwechsel, Wachstum, 

Differenzierung von Zellen und Apoptose und im Rahmen von Entzündungsreaktionen 

Gewebereparatur, -regeneration und Pathogen-Eliminierung (Strehl et al. 2019). 

Die endogene Synthese unterliegt einem hypothalamisch-hypophysärem Regelkreislauf 

(Hypothalamus-Hypophysen-Achse), der die Sekretion streng reguliert und zirkadianen 

Schwankungen unterliegt. Damit erzeugen Glukokortikoide eine Verbindung zwischen dem 

endokrinen System und dem Immunsystem. Im klinischen Alltag finden synthetische 

Glukokortikoide mannigfaltige Anwendung im Kontext verschiedenster Erkrankungen 

(Young et al. 2004).  

Glukokortikoide wirken insbesondere über genomische aber auch schnellere 

nicht-genomische Wege, sowohl entzündungshemmend als auch in gewissem Maße 

immunsupressiv. Daher werden synthetische Glukokortikoide regelhaft zur Therapie bei 

Allergien, entzündlichen Erkrankungen wie Asthma, Infektionen, Multipler Sklerose, 

rheumatischen Erkrankungen, Vaskulitiden, sowie Autoimmunerkrankungen und vielen 

weiteren Erkrankungen eingesetzt (Kadmiel und Cidlowski 2013; Cruz-Topete und 

Cidlowski 2015). Neben der Wirkung auf Entzündungen und das Immunsystem haben sie 

anti-proliferative, anti-angiogene und zum Teil apoptotische Wirkungen auf Gewebe 

(Vilasco et al. 2011). Dabei sind die insbesondere bei langfristiger Gabe auftretenden 

Nebenwirkungen von Glukokortikoiden nicht zu unterschätzen. So können sie mit schweren 

und teilweise nicht reversiblen Nebenwirkungen, wie Osteoporose, Hautatrophie, 
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peptischen Ulcera, Cushing-Syndrom, Diabetes mellitus und Glaukomen einhergehen 

(Schäcke et al. 2002; Schäcke et al. 2004).  

Der Großteil der systemisch wirksamen endogenen Glukokortikoide wird in der 

Nebennierenrinde synthetisiert, es gibt jedoch auch weiter Endorgane die lokal wirksame 

Glukokortikoide sezernieren können. Insbesondere bei intestinalen Entzündungsreaktionen 

gibt es Hinweise, dass die lokale Synthese von Glukokortikoiden im Darm einen wichtigen 

Regulator darstellt, der jedoch einer anderen Regulierung als die adrenale Synthese unterliegt 

und vor allem durch lokale Entzündungsmediatoren induziert wird. (Taves et al. 2011; 

Bouguen et al. 2015). Die genauen Mechanismen sind aber noch unzureichend verstanden.  

In Bezug auf die Rolle endogener und exogener Glukokortikoide bei 

chronischen-entzündlichen Erkrankungen werden vor allem folgende Gesichtspunkte 

diskutiert: die inadäquat niedrige Produktion von endogenem Cortisol im Verhältnis zur 

systemischen Entzündung (das Disproportionsprinzip); die Veränderungen des 

systemischen und lokalen Cortisol-Cortison-Shuttles (Reaktivierung und Abbau von 

Cortisol); die Glukokortikoid-Resistenz; Veränderungen in der gegenwärtigen 

Glukokortikoid-Therapie; und die Rolle der zirkadianen Rhythmen bei der Wirkung von 

Cortisol (Straub und Cutolo 2016). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Körper im 

Rahmen von chronischen Entzündungen in der Lage ist die Umwandlung von inaktivem 

Cortison in Cortisol durch die 11β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 1 hochzuregulieren. Die 

Expression des Enzyms wird durch TNF- erhöht und ist damit ein autokriner 

Schutzmechanismus am Entzündungsort (Jostins et al. 2012).  

1.4.1 Der Glukokortikoid-Rezeptor und seine Funktionalität 

Der GR, der zur nukleären Rezeptorsuperfamilie gehört, wird ubiquitär exprimiert und 

vermittelt einen Großteil der Effekte von Glukokortikoiden (Tuckermann et al. 2005). Diese 

wirken nach Bindung an den GR, indem sie mit speziellen Erkennungssequenzen in der 

DNA (Desoxyribonukleinsäure, desoxyribonucleicacid) interagieren und Gene regulieren. Somit 

ist der GR ein Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor, der die Genexpression sowohl 

positiv als auch negativ beeinflussen kann (Whitfield et al. 1999; Escoter-Torres et al. 2019). 

1000 bis 2000 Gene konnten bislang identifiziert werden, die auf Glukokortikoide reagieren. 

Darunter sind auch viele Gene, die für Aspekte der Immunreaktion und Entzündungen 

kodieren (Straub und Cutolo 2016). In Immunzellen, wie neutrophilen Granulozyten oder 

Makrophagen, wird die Expression und Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen 

gehemmt, die typisch für eine M1-Polarisation sind. Dies zeigt sich auch durch die 

Anfälligkeit von Mäusen mit einer Deletion des GR in myeloischen Zellen für eine Sepsis 

oder ein akutes Lungenversagen (Kleiman et al. 2012; Vettorazzi et al. 2015). Darüber hinaus 

konnte gezeigt werden, dass Glukokortikoide die Expression von anti-inflammatorischen 

Zytokinen und Scavenger-Rezeptoren induzieren. Diese vermitteln unter anderem eine 

M2-Polarisation der Makrophagen, die wiederum zu einer Beendigung der 
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Entzündungsreaktion beiträgt (Schweingruber et al. 2011). Somit bewirken Glukokortikoide 

eine Repolarisation von Makrophagen vom M1- zum M2-Phänotyp.  

Der GR ist in drei Hauptdomänen organisiert: eine N-terminale-Domäne, eine zentrale 

DNA-Bindungsdomäne und eine C-terminale Ligandenbindungsdomäne. Neben der 

Ligandenerkennung enthält letztere eine ligandenabhängige Aktivierungsfunktion (AF-2), die 

durch die Hormonbindung reguliert wird (Bledsoe et al. 2002; Vandevyver et al. 2013). Der 

Rezeptor liegt in Cytoplasma gebunden an Chaperone, wie Hitzeschockproteine (HSP 90, 

70, 56) und Immunophile vor (Pratt 1993; Smith und Toft 1993; Pratt und Toft 1997). Die 

Bindung von Glukokortikoiden geschieht im Zytoplasma, die Chaperone dissoziieren vom 

GR, durch eine Konformationsänderung werden die Kernlokalisierungssequenzen freigelegt 

(Picard und Yamamoto 1987) und gebunden an das Chaperon Importin tritt der GR in den 

Zellkern ein (Freedman und Yamamoto 2004). Dort vermittelt er seine Wirkung auf die 

Genexpression über zwei verschiedene Mechanismen – die Transaktivierung und die 

Transrepression. Die Transaktivierung umfasst die Dimerisierung des GR und die folgende 

Bindung an palindromische Sequenzen, sogenannte glucocorticoid-responsive-Elemente, die sich 

in Promotorregionen von Genen befinden (Schmid et al. 1989). Der entstehende Komplex 

rekrutiert Co-Aktivatoren oder Co-Repressoren, die die Struktur des Chromatin modifizieren 

und damit die Transkription durch die RNA-( Ribonukleinsäure, ribonucleic 

acid)-Polymerase II erleichtern oder hemmen (Beato und Sánchez-Pacheco 1996; Hebbar 

und Archer 2003; Rhen und Cidlowski 2005). Auf diese Weise kommt es unter anderem auch 

zur Transkription entzündungshemmender Mediatoren, wie Annexin-1 und des Inhibitors 

des Nuklearfaktors-κB (IκBα), sowie zur Repression diverser Interleukinen, wie TNF- und 

IFN- (D’Adamio et al. 1997; McKay und Cidlowski 1999; Deroo und Archer 2001). Für die 

Dimerisierung am GR benötigt dieser in der DNA-Bindungsdomäne die als Zinkfinger 

bezeichneten Bereiche. Diese bestehen aus zwei Zink-Ionen, die mit Cystein zwei 

Peptid--Schleifen bilden (Luisi et al. 1991).  

Die Transpression oder auch tethering mechanism beschreibt die Wirkung des GR unabhängig 

von der Bildung eines Homodimers (Reichardt et al. 2001). Stattdessen beeinflusst der 

GR-Ligandenkomplex die Transkription durch seine Bindung und Hemmung 

pro-inflammatorischer Transkriptionsfaktoren wie NF-κB, CREB (cAMP, cyclic 

adenosinmonophosphat- response element-binding protein), IRF3 (interferon regulatory factor 3), NFAT 

(nuclear factor of activated T cells), STAT oder AP-1 (activating protein). Die als typische Zielgene 

vor allem pro-inflammatorischer Proteine, wie IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, 

IL-18, Cyclooxigenase-2, iNOS, IFN-γ und TNF-α, adressieren. (De Bosscher und 

Haegeman 2009). Zudem wird durch Rekrutierung der Histon-Deacetylasen die 

Histonkondensation initiiert, dies führt zu einer reduzierten Genexpression von 

Inflammationsmediatoren wie Zyto- und Chemokinen (Barnes 2011).   

Glukokortikoide und der GR wirken auch über einen weitere – nicht-genomische – 

Mechanismen. Diese Wirkungen erreichen sie über die Modulation von zytosolischen 
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Signalwegen (Rhen und Cidlowski 2005), indem sie unter anderem MAPKs (mitogen-activated 

protein kinases), AC (adenylyl cyclase), PKC (protein kinase c) und G-Proteine (guanosine triphosphat-

binding proteins) aktivieren (Cato et al. 2002) beziehungsweise direkt auf Signaltransduktoren 

wie NF-κB (Widén et al. 2003), MAP (Ayroldi et al. 2012) oder PI3-Kinasen (Limbourg et 

al. 2002) wirken. Diese Effekte können sie im Gegensatz zum genomischen Mechanismus 

der 30 – 60 min in Anspruch nimmt, auch in Sekunden bis wenigen Minuten vermitteln 

(Cato et al. 2002).  

1.4.2 Wirkung von Glukokortikoiden auf Makrophagen  

Glukokortikoide haben eine Vielzahl von Wirkungen auf Makrophagen. So konnte gezeigt 

werden, dass hierdurch ihr Zellwachstum und die Proteinsynthese gehemmt wird (Norton 

und Munck 1980). Schaffner (1985) wies außerdem nach, dass die antimikrobielle Aktivität 

von Makrophagen durch Glukokortikoide deutlich unterdrückt wird. Auch die Synthese von 

Entzündungsmediatoren wie pro-inflammatorischen Interleukinen (IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, 

IL-8, IL-12), TNF-α, sowie iNOS und Stickstoffmonoxid wird von Glukokortikoiden 

gehemmt (Almawi et al. 1996; Kleinert et al. 1996; Joyce et al. 1997; Tuckermann et al. 2005). 

Später konnte bestätigt werden, dass die Expression und Sekretion von 

pro-inflammatorischen Zytokinen gehemmt werden, die typisch für eine M1-Polarisation 

sind. Mäuse mit einer Deletion des GR in myeloischen Zellen waren besonders anfällig für 

eine Sepsis oder ein akutes Lungenversagen (Kleiman et al. 2012; Vettorazzi et al. 2015). 

Auch die Hemmung der phagozytischen Aktivität von Makrophagen durch Glukokortikoide 

konnte kürzlich im Mausmodell erneut nachgewiesen werden. Der Schweregrad von 

bakteriellen Infektionen war infolge dessen in einer Untersuchung erhöht (Xie et al. 2021). 

Endogene Glukokortikoide beeinflussten die Reaktion von ortsständigen Makrophagen der 

Lunge und hemmten insbesondere ihre Phagozytoseaktivität, wenn diese O3 (Ozon) 

ausgesetzt wurden (Thomas et al. 2021).  

In einer Arbeit mit liposomalen Glukokortikoiden, die zur Therapie einer experimentellen 

autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) eingesetzt wurden, induzierten diese die Expression 

von anti-inflammatorischen Zytokinen und Scavenger-Rezeptoren. Hierdurch wurde unter 

anderem eine M2-Polarisation der Makrophagen ausgelöst, die wiederum zur Beendigung 

der Entzündungsreaktion beitrug (Schweingruber et al. 2011). Glukokortikoide schützen 

zudem vor einem TNF-induziertem tödlichen Schock und TNF-induzierter intestinaler 

Permeabilität (Van Hauwermeiren et al. 2015). Glukokortikoide sind außerdem in der Lage 

TNF-α vermittelte Entzündungssymptome zu reduzieren. Die TNF-induzierte akute 

tödliche Entzündung ist ein interessantes Mausmodell, bei dem intestinale Epithelzellen als 

Hauptzielzellen von TNF beschrieben wurden (Huys et al. 2009; Van Hauwermeiren et al. 

2015). Mäuse mit beeinträchtigter Transkription von GR-Dimer-abhängigen Zielgenen 

(GRdim/dim) zeigten eine deutliche Erhöhung der Empfindlichkeit gegenüber TNF-α und 

einen fehlenden anti-inflammatorischen Schutz durch Glukokortikoide. Biochemisch zeigte 

sich eine Interferon-stimulierte Gensignatur und die Hochregulation von STAT-1. Die 
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Veränderungen führten zu einer ausbleibenden Repression der Inflammationsmediatoren 

und einer übermäßigen Nekroptose-Induktion im Darm (Ballegeer et al. 2018). Intestinale 

Epithelzellen sind in der Lage endogene Glukokortikoide zu produzieren. Bleibt diese 

intestinale Glukokortikoid-Synthese aus, führt dies zu einer verstärkten Aktivierung 

intestinaler antigenspezifischer T-Zellen, was die immunsuppressive Rolle der lokal 

produzierten intestinalen Glukokortikoide bestätigt (Cima et al. 2004). In einer weiteren 

Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Induktion der intestinalen Glukokortikoid-Synthese 

von Makrophagen-Effektor-Funktionen abhängig war und der Mangel an Makrophagen im 

Gewebe die intestinale Glukokortikoid-Synthese hemmte. Das Fehlen von T- und B-Zellen 

hatte hingegenkeinen Einfluss (Noti et al. 2010). Können Makrophagen nicht auf IL-10 – 

ein entzündungshemmendes Zytokin, das den M2-Phänotyp induziert – reagieren, führte 

dies zu einer schweren Colitis (Zigmond et al. 2014). In Entzündungen phagozytieren 

Makrophagen apoptotische und nekrotische Zellen (M1-Phänotyp) und waren an der 

Gewebereparatur und Entzündungsregulation beteiligt (M2-Phänotyp), indem sie ein 

Gleichgewicht zwischen pro- und anti-inflammatorischen Effekten herstellen, das unter 

anderem durch die Wirkung endogener Glukokortikoide beeinflusst wird (Diaz-Jimenez et 

al. 2021). 

Makrophagen und endogene Glukokortikoide wirken damit in einem engen Zusammenspiel 

und sind insbesondere in ihrer Interaktion hoch relevant für das Aufrechterhalten der 

Darmhomöostase. 

1.5 Tierversuche  

Tierversuche stellen bis heute in der biomedizinischen Forschung eine notwendige Methode 

dar. Trotz umfangreicher alternativer Methoden, wie z. B. Zellkulturen, die in der Breite und 

komplementär angewendet werden, können insbesondere Forschungsvorhaben zu 

komplexen Prozessen und vielfältigen Interaktionen innerhalb eines intakten Organismus 

nur unvollständig ohne Tierversuche verstanden werden. Gerade grundlegende Prozesse und 

Pathomechanismen des Immunsystems bedürfen häufig eines solchen Systems.  

Um trotz dessen dem Tierwohl gerecht zu werden findet im Vorfeld jedes Tierversuches die 

Prüfung durch eine Tierschutzkommission statt, die insbesondere auch das von W. Russell 

und R. Burch bereits 1959 formulierte 3R-Prinzip berücksichtigt: Die DFG fasst darunter 

das Ziel, „Tierversuche wenn möglich zu vermeiden (refinement), die Zahl zu reduzieren 

(reduction) und das Leid der Tiere in Versuchen auf das Unerlässliche zu beschränken 

(replacement)“ (Exner et al. 2016).  

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgeführten Tierversuche wurden durch das 

Niedersächsisches Landesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit geprüft und genehmigt 

(Az: 33.9-42502-04-12/0937). 
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1.5.1 DSS-induzierte Colitis als Krankheitsmodell für die Colitis Ulcerosa 

Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen sind sehr heterogen und weisen verschiedene 

phänotypischen Subtypen mit unterschiedlicher klinischer Erscheinung auf, die jeweils ihre 

multifaktoriellen Ursachen widerspiegeln. Dementsprechend existieren viele experimentelle 

Modelle für Entzündungen oder chronisch-entzündliche Erkrankungen des Darms. Neben 

transgenen und gentechnisch modifizierten Mauslinien, die ähnliche Darmveränderungen 

wie in den entsprechenden humanen Erkrankungen aufweisen, gibt es die am häufigsten 

verwendeten chemisch induzierten Modelle der Darmentzündung (Perše und Cerar 2012). 

Ein Vorteil gegenüber transgenen Modellen ist die einfache Induktion und die Möglichkeit 

immunkompetente Tiere aufwachsen zu lassen und zu einem gezielten Zeitpunkt die 

Erkrankung zu induzieren. Des Weiteren fallen Faktoren unterschiedlicher Entwicklung, wie 

Variabilität und Penetranz die in einigen angeborenen Modellen zu beobachten sind, weg 

(Wirtz et al. 2017). (Coskun 2014) 

Ein gut etabliertes Modell, um die Rolle 

des angeborenen Immunsystems bei 

akuten intestinalen Entzündungen zu 

untersuchen, ist die Behandlung von 

Mäusen mit DSS. DSS schädigt die 

Dickdarmschleimhaut (Abbildung 2) 

und führt zu einer schweren Colitis, die 

mit einem Gewichtsverlust, blutigen 

Diarrhoen, einem Epithelzellverlust 

und der Infiltrationen mit neutrophilen 

Granulozyten und Makrophagen 

einhergeht. Damit ähnelt es in einigen 

Merkmalen den Schüben der humanen 

Colitis Ulcerosa (Okayasu et al. 1990). 

Die Epithelverletzung zerstört die 

Barriere-Funktion der Mukosa und 

setzt die Immunzellen den bakteriellen 

Antigenen des Darmes aus, wodurch 

eine Entzündungsreaktion ausgelöst wird. Insbesondere Auswirkungen des intestinalen 

Mikrobioms, weiterer Umweltfaktoren, wie die Ernährung, aber auch grundlegende 

Veränderungen des Immunsystems bzw. dessen Effektor-Zellen können so unabhängig von 

einer genetischen Prädispositionen untersucht werden (Hudcovic et al. 2001; Hernández-

Chirlaque et al. 2016). Durch Absetzen des auslösenden Agens ist es möglich die 

Krankheitsursache aufzuheben und damit auch die Regeneration zu untersuchen. Zudem 

konnte gezeigt werden, dass auch lymphopenische Mäuse mit schwerer kombinierter 

Immunschwäche (SCID) in der Lage sind eine akute DSS-induzierte Colitis zu entwickeln, 

womit die Entzündungsreaktion keiner adaptiven Immunzellen bedarf (Dieleman et al. 

Abbildung 2. Induktion der Colitis durch DSS 

Wird die Darmbarriere bestehend aus Schleimschicht (Mukus 

- M), Intestinalen Epithelzellen (IEC) und Immunzellen der 

Lamina propria, wie Makrophagen (MO) zerstört, können 

Mikroorganismen durch die Darmbarriere dringen. Sowohl 

intestinale Epithelzellen als auch Makrophagen sezernieren 

Immunmediatoren. DSS (Dextrannatriumsulfat) führt zu 

einer Schädigung der Darmbarriere und damit zu einer 

intestinalen Entzündungsreaktion. Einerseits durch die Noxe 

selbst, andererseits durch eindringende Mikrobiota. 

modifiziert nach (Coskun 2014) (CC BY) 

DSS 

M 

IEC 

MO 
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1994). Damit ist sie ein gut geeignetes Modell, um angeborene Immunmechanismen im 

Zusammenhang mit der Colitis und der anschließenden Gewebereparatur zu analysieren 

(Wirtz et al. 2017).  

1.5.2 Transgene Mauslinien 

In dieser Arbeit wurden als Versuchstiere Mäuse mit genetischen Veränderungen verwendet. 

Durch gezielte Mutation des Zielgens in embryonalen Stammzellen mittels homologer 

Rekombination wurden an bestimmten Loci Gene zielgerichtet eingefügt bzw. verändert.  

1.5.2.1 GRlysM – eine Kreuzung aus GRflox & LysMCre 

Die in dieser Arbeit als GRlysM bezeichnete Mauslinie ist eine Kreuzung über mindestens 6 

Generationen der im Folgenden beschriebenen GRflox und LysMCre-Linien. Unter der 

eingeführten Mutationskombination fehlt der GR in den Zellen der myeloiden Reihe fast 

vollständig. Makrophagen und neutrophile Granulozyten zeigen somit kein Ansprechen auf 

die als Ligand des GR vermittelte Wirkung von Glukokortikoiden (Wüst et al. 2008). Der 

ursprünglich verwendete Hintergrund ist C57Bl/6, in dieser Arbeit wurde zudem eine 

Rückkreuzung auf den Balb/C-Hintergrund verwandt (Tuckermann et al. 2007).  

Die komplette Inaktivierung des GR führt bei der Geburt zu nicht lebensfähigen Individuen. 

Mittels gewebespezifischer Mutation und damit dem Verlust der GR-Funktion ausschließlich 

in ausgewählten Geweben entwickeln sich lebensfähige adulte Mäuse. Dies wurde mit Hilfe 

des vom Bakteriophagen P1 abgeleiteten Cre/loxP-Rekombinationssystems erreicht. Durch 

homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen wurde ein modifiziertes GR-Allel 

erzeugt. Das für den ersten Zinkfinger der GR-DNA-Bindungsdomäne kodierende Exon 3 

wird von loxP-Stellen flankiert. Trotz dessen wird zunächst ein aktives Endprodukt kodiert. 

Mäuse mit homozygot verändertem GR-loxP-Locus entwickeln sich normal und haben eine 

mit Wildtyp-Mäusen identische Expression des GR. Das Allel ist jedoch gegenüber der 

Cre-Rekombinase empfindlich, die an die loxP-Stelle bindet und die dazwischen liegende 

DNA-Sequenz entfernt. Somit kann der GR in jeder Zelle, die die Cre-Rekombinase 

exprimiert inaktiviert werden. Diese Mauslinie wurde als GRflox bezeichnet  (Tronche et al. 

1999).  

Die LysMCre-Mauslinie ist eine Linie, die in myeloischen Zellen die Cre-Rekombinase 

exprimiert. Hierzu wurde durch gezielte Insertion die Cre-Rekombinase-DNA in den 

endogenen M-Lysozym-Lokus eingeführt. Das M-Lysozym wird insbesondere von 

ausgereiften Makrophagen in großem Maße exprimiert, in geringerem Maße auch durch die 

Vorläuferzellen (Cross et al. 1988). In Kombination mit einer Linie mit loxP-flankierten 

Zielgenen konnte eine Deletionseffizienz von 83 – 98 % in reifen Makrophagen und nahezu 

100 % in neutrophilen Granulozyten festgestellt werden. Andere Gewebe zeigten hingegen 

keine signifikante Deletion. Damit sind LysMCre-Mäuse eine spezifische und sehr gut 
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funktionierende Möglichkeit für die Cre-vermittelte Deletion in loxP-flankierten Zielgenen 

in myeloischen Zellen (Clausen et al. 1999).  

Eine spätere Arbeit zeigte für die GRlysM-Mauslinie eine hohe Rekombinationseffizienz in 

den myeloischen Zellen. In mehr als 90 % der neutrophilen Granulozyten und 70 % der 

Makrophagen konnte eine fast vollständige Deletion des loxP-flankierten GR erreicht 

werden, während dies in Langerhans-Zellen (43 %), dendritischen Zellen (16 %) und 

Mastzellen weit weniger effektiv war (Tuckermann et al. 2007).  

1.5.2.2 Mausstämme mit C57Bl/6 und Balb/C-Hintergrund 

Bereits in früheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die beiden Mausstämme C57/Bl6 

und Balb/C eine unterschiedliche Prädisposition bezüglich ihrer Immunreaktion durch 

Th-Zellen aufweisen. So überwiegt in Balb/C-Mäusen die Th-2-Zell vermittelte humorale 

Immunität, in C57/Bl6-Mäusen hingegen die Th1-Zell vermittelte zelluläre Immunität. 

Dementsprechend konnte gezeigt werden, dass die Produktion von IL-10 und TNF-α in 

Balb/C-Mäusen höher ist, die IL-6-Expression sich zwischen den Stämmen jedoch nicht 

unterscheidet (Yagi et al. 2006; Trunova et al. 2011).  

1.6 Hypothese und Zielsetzung 

In Anbetracht des noch unvollständig verstandenen Pathomechanismus der Colitis Ulcerosa 

und der guten klinischen Wirkung von Glukokortikoiden stellte sich die Frage, welche Rolle 

diese im Rahmen der Krankheitsentwicklung und der Remission spielen, um so in Zukunft 

spezifischere und zielgerichtetere Therapien mit einem verbesserten Nebenwirkungsprofil 

entwickeln zu können. Daten zur Reaktion der an der Pathogenese beteiligten Zellgruppen 

auf Glukokortikoide liegen nur unzureichend vor. Ziel dieser Arbeit war es daher, die Rolle 

des GR in Makrophagen in einem Tiermodell für Colitis Ulcerosa zu untersuchen.  

Makrophagen bilden eine der ersten Abwehrbarrieren im Darm. Sie können spezifisch auf 

lokale Signale reagieren und ebenso pro- wie anti-inflammatorische Effekte vermitteln. Ihre 

Toleranz und entzündungshemmende Eigenschaften stellen wichtige Punkt im Rahmen der 

Remission der Entzündung dar, wobei die Dysbalance zwischen ihren unterschiedlichen 

Polarisationen für eine fortbestehende Krankheitsaktivität ursächlich sein könnte. Die 

untersuchte GRlysM-Mauslinie besitzt eine Deletion des GR in myeloiden Zellen, sodass eine 

Regulation dieser Zellen durch Glukokortikoide ausbleibt. Entsprechend der 

anti-inflammatorischen Wirkung auf Makrophagen und der Polarisation zum M2-Phänotyp 

wurde eine geringe Krankheitsaktivität bzw. schnellere Remission in der Vergleichsgruppe 

erwartet. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die akute DSS-induzierte Colitis als Modell 

verwendet, um den Krankheitsverlauf in Abwesenheit der endogenen Glukokortikoid-

Wirkung in myeloiden Zellen zu beurteilen. Untersucht wurde die klinische Präsentation der 

Mäuse im Rahmen der akuten Colitis zur Einschätzung des Erkrankungsausmaßes und der 

Remission nach Beendigung der Noxe. Weiterhin wurden histopathologische Kriterien im 
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Hinblick auf die Entzündung im Darm beurteilt und molekulardiagnostische Methoden zur 

Bestimmung des Zytokinmilieus bzw. Genexpression im Darm und Blut zur Einordnung auf 

molekularer Ebene eingesetzt. Auf diese Weise dient die vorliegende Arbeit dazu, die Rolle 

der endogenen Glukokortikoid-Wirkung in myeloiden Zellen für die Progression und 

Remission einer Colitis zu definieren.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte und Instrumente 

Tabelle 2. Geräte und Instrumente 

Bezeichnung Hersteller 

7500 Real Time PCR System  Applied Biosystems, Foster City, USA 

Einbettmaschine – Tissue Embeding 

System EG1160 
Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 

Elektrophorese-Netzgerät – Amersham 

Biosciences Electrophoresis power supply 

301  

Life Technologies, Darmstadt, 

Deutschland  

Gewebehomogenisierer – T18 basic Ultra-

Turrax  
IKA-Werke, Staufen, Deutschland 

Gewebeinfiltrator – Leica TP1020 Tissue 

Processor  
Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 

Laborwaage – TE313S  Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Magnetrührwerk – VARIOMAG® Power 

direct magnetic stirrer 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Mikropipetten 2 μl, 20 μl, 100 μl, 200 μl, 

1000 μl  
Gilson, Middleton, USA 

Mikroskop – Leica Axio Scope A1 Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 

Mikrotom – Leica SM2000R Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 

Mikrowelle R-212 Sharp, Osaka, Japan 

Plattenwascher – Nunc-Immuno Wash 12 Nunc, Roskilde, Dänemark  

Thermocycler – PCR-Mastercycler EP 

Gradient  
Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

pH-Meter 766 calimatic Knick, Berlin, Deutschland  

Plattenleser – BioTek Power Wave BioTek, Friedrichshall, Deutschland 

Reinstwassersystem – Arium 611 Sartorius, Göttingen, Deutschland 
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Schütteltisch – GFL-3006  
Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel, 

Deutschland 

Spektrophotometer – Nanodrop 2000  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Thermomixer comfort  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Tiefkühlschrank – HeraFreeze HFU 686 

Basic, -86 °C 
Heraeus, Hanau, Deutschland  

Tiefkühlschrank Liebherr Comfort -20 °C 
Liebherr International, Biberach an der 

Riss, Deutschland 

Vibrationsmischer – Vortex Genie 2 Bender & Hobein AG, Zürich, Schweiz 

Zentrifuge – Rotilabo-mini  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Zentrifuge 2-5 
Sigma Laborzentrifugen, Osterode am 

Harz, Deutschland 

Zentrifuge 5417R für reaction tubes Eppendorf, Hamburg, Deutschland  

Zentrifuge 5804R für falcon tubes Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

2.1.2 Labormaterialien 

Tabelle 3. Labormaterialien 

Bezeichnung Hersteller 

diverse Glasgeräte Schott, Mainz, Deutschland 

Einbettungskassetten – tissue cassettes 

macroflow 

Microm International, Waldorf, 
Deutschland 

Immunassayplatte – Nunc-Immuno 

MicroWell 96 well-Platte, fest, flacher 

Boden 

eBioscience, San Diego, USA 

Kanüle – Sterican 26Gx1/2“ B Braun, Melsungen, Deutschland 

MicroAmp Optische Klebefilm 

Abdeckung 
Applied Biosystems, Foster City, USA 

Nitril-NextGen-Einmalhandschuhe  Meditrade, Kiefersfelden, Deutschland 

Pasteur Pipette Labsolute 3 ml Th. Geyer, Renningen, Deutschland  

PCR-Platte – Saphire Microplatte 96 well 

for PCR  

Greiner bio-one, Frickenhausen, 

Deutschland 

PCR-Reaktionsgefäß „Multiply-μStrip Pro“ Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland  
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Pipetten – CELLSTAR serological pipette 

5 ml, 10 ml, 25 ml  

Greiner bio-one, Frickenhausen, 

Deutschland 

Pipettenspitzen 10 μl, 200 μl, 1000 μl  
Greiner bio-one, Frickenhausen, 

Deutschland 

Reaktionsgefäße 1,5 ml, 2 ml 
Greiner bio-one, Frickenhausen, 

Deutschland 

Rundbodenröhrchen (5 ml) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Serumröhrchen – BD Microtainer SST 

Gefäße 
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Spritze – BD Discardit II 2 ml, 5 ml BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Zellkulturschalen Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Zentrifugenröhrchen – Falcon 15 ml, 

50 ml  

Greiner bio-one, Frickenhausen, 

Deutschland 

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien 

Tabelle 4. Chemikalien und Reagenzien 

Bezeichnung Hersteller 

Chloroform (Trichlormethan) Merck, Darmstadt, Deutschland 

DAB (3,3′-Diaminobenzidin) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

DEPC (Diethyldicarbonat) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck, Darmstadt, Deutschland 

DMSO (Dimethylsulfoxid) > 99,8 % Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

dNTP´s (Desoxyribonukleosidtriphosphate) Genaxxon bioscience, Ulm, Deutschland 

DSS (Dextransodiumsulfat) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Entellan (Eindeckmittel) Merck, Darmstadt, Deutschland 

EnVision Flex Target Retrival Solution; 

hoher oder niedriger pH 
Dako, Santa Clara, USA 

Eosin G (Farbstoff) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Essigsäure 100 % p.a. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ethanol > 99,8 % p.a. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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Ethanol 70 % Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ethidiumbromid-Lösung 1 % in H2O Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

FCS (fetales Kälberserum, fetal calf serum) Invitrogen, Carlsbad, USA  

Gene Ruler 1 kb, DNA ladder Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Glycerin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Hämalaun-Lösung nach Mayer Merck, Darmstadt, Deutschland 

HF-Puffer (5X Phusion HF-Puffer) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

HRP (horseradishperoxidase) Vector Laboratories, Burlingame, USA 

Kaliumchlorid (KCl) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumcarbonat (NaCO3) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natronlauge (NaOH) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

OrangeG (Farbstoff) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Paraffin (Roti-Plast Paraffin für Histology) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

peqGOLD Universal Agarose 
Peqlab Biotechnology, Erlangen 

Deutschland 

PFA 4 % pH 7 (Paraformaldehyd) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

PfuS (DNA-Polymerase) aus eigener Herstellung 

POWER SYBR Green Master Mix Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Qiazol Lysis Reagent QIAGEN, Hilden Deutschland 

Salzsäure (HCl) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Schwefelsäure (H2SO4) 95 - 98 % Merck, Darmstadt, Deutschland 

Streptavidin-Peroxidase (Sigma E 2886) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

TMB (3,3‘,5,5‘-Tetramethylbenzidin) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Wasserstoffperoxid (H2O2) 30 % Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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Xylol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Zitronensäure  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

2.1.4 Kommerzielle Kits 

Tabelle 5. kommerzielle Kits 

Bezeichnung Hersteller 

Hemocare-Test  
hemocare, Care Diagnostica, Voerde, 

Deutschland 

Qiagen RNeasy® Plus Universal Mini Kit  QIAGEN, Hilden, Deutschland 

Dynabeads mRNA DIRECT Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

iScript cDNA Synthesis Kit 
Bio-Rad Laboratories, München, 

Deutschland 

ELISA MAX Standard Set Mouse IL-6  BioLegend, San Diego, USA 

2.1.5 Lösungen und Puffer 

Tabelle 6. Lösungen und Puffer 

Bezeichnung Ansatz und Herstellung 

Agarose-Gel 1 % Agarose in TAE-Puffer, mit 0,1 µg/ml Ethidiumbromid 

DAB-Lösung 

Stammlösung: 2 g DAB-Pulver auf 80 ml PBS  

Gebrauchslösung: 1 ml der Stammlösung auf 50 ml mit PBS 

verdünnen, 20 µl 30 % H2O2 zugeben (entspr. 50 mg/100 ml) 

DEPC-Wasser 0,1 % DEPC in dest. H2O 

DSS-Lösung 
20 g Dextrannatriumsulfat in 1 l Leitungswasser, gekühlt 

gelagert 

ELISA assay diluent 10 % FCS in PBS 

ELISA coating buffer 
8,4 g NaHCO3, 3,56 g Na2CO3 in 1000 ml dest. H2O auf 

pH 6,5 einstellen (entspricht 0,1 M Natriumcarbonat) 

ELISA coating buffer 
11,8 g Na2HPO4, 16,1 g NaH2PO4 in 1000 ml dest. H20 auf 

pH 6,5 einstellen 

ELISA developing solution 
substrate buffer durch 1 % TMB in DMSO und 0,2 % H2O2 

ergänzen 

ELISA substrate buffer 0,1 M Zitronensäure, 0,1 M Na2HPO4 in dest. H2O 
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Orange G-Lösung 100 mg OrangeG in 30 % Glycerin 

PBS 
137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 μM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4 

auf pH 7,4 einstellen 

Peroxidase-Block 3 % H2O2 in PBS 

TAE-Puffer 
TRIS-Acetat-EDTA-Puffer 

40 mM TRIS, 20 mM Essigsäure, 1 mM EDTA 

Citrat-Puffer 

Stammlösung: 21 g Zitronensäure auf 1 l dest. H2O, mit 
10 M NaOH auf pH 6 einstellen  

Gebrauchslösung: Stammlösung 1:10 mit dest. H2O 
verdünnen, erneut auf pH 6 einstellen 

2.1.6 Antikörper und Primer 

Die verwendeten Primer wurden durch metabion international, Planegg, Deutschland 

individuell hergestellt.  

Tabelle 7. Primer 

Arg1 
forward 

reward 

5´ AGCCCGAGCACATGCAGCAG    3´ 

5´ ACCCCTCCTCGAGGCTGTCCT   3´ 

Cd163 
forward 

reward 

5´ TGG TCC AGG AAC TGG GCC CA  3´ 

5´ GGG TGG GGT GAC CTG TGC CA  3´ 

Cd206 
forward 

reward 

5´ ATT ATT CCA AAG GCC CGA AG  3´ 

5´ TCC GAA ATG TTG AAG GGA AG  3´ 

F480 
forward 

reward 

5´ ACC CTC CAG CAC ATC CAT CCA A   3´ 

5´ TCA CAG CCC GAG GGT GTC CA   3´ 

Hprt 
forward 

reward 

5´ GTC CTG TGG CCA TCT GCC TA   3´ 

5´ GGG ACG CAG CAA CTG ACA TT  3´ 

Il1b 
forward 

reward 

5´ CTC ATC TGG GAT CCT CTC CA   3´ 

5´ AAG CAG CCC TTC ATC TTT TG   3´ 

Il6 
forward 

reward 

5´ AGT TGC CTT GGG ACT GA    3´ 

5´ CAG AAT TGC CAT TGC ACA AC   3´ 

Il10  
forward 

reward 

5´ AGG CAG AGA AGC ATG GCC CAG  3´ 

5´ CGG GAG AAA TCG ATG ACA GCG CC 3´ 
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Inos 
forward 

reward 

5´ TCA CCT TCG AGG GCA GCC GA  3´ 

5´ TCC GTG GCA AAG CGA GCC AG  3´ 

Tnfa 
forward 

reward 

5´ CTT GGT GGT TTG CTA GGA CG  3´ 

5´ ATG GCC TCC CTC TCA TCA GT   3´ 

 

Für immunhistochemische Färbungen wurden folgende Antikörper verwendet: 

Tabelle 8. Antikörper für Immunhistochemie 

Bezeichnung Hersteller 

rabbit anti-rat-IgG (Biotin), mouse 

adsorbed, biotinylated (#4001) 

Vector Laboratories, Burlingame, USA 

rabbit anti-mouse/rat-IgG-CD68 antibody 

(#ab213363) 

Abcam, Cambridge, Großbritannien 

anti-mouse/rat/human-IgG-CD3 

Antikörper (#sc-20047) 

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, 

Deutschland 

rat anti-mouse-IgG Ly-6G and Ly-6C  

(anti-GR1) (#AB_393586) 

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

anti-mouse/rat/human-IgG GR/NR3C1  

(#sc-393232) 

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, 

Deutschland 

polymere sekundäre Antikörper gekoppelt 

an HRP (ImmPRESS HRP Polymer 

Detection Kit) 

Vector Laboratories, Burlingame, USA 

2.1.7 Software 

Tabelle 9. Software 

Programm Hersteller 

Microsoft Office, Excel für Mac (2021) Microsoft Corporation Redmond, USA 

NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

7500 System SDS Software Version 1.4.0.25 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

BioTek Gen5 Version 1.09.08 BioTek, Friedrichshall, Deutschland 

GraphPad Prism Version 5.0.4 GraphPad Software Inc., San Diego, USA 
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2.2 Tierversuche mit Mäusen als Modellorganismen 

Alle Tierversuche wurden nach den Richtlinien der internationalen Tierschutzvorgaben 

(Kilkenny et al. 2010) und den nationalen Tierschutzgesetzen durchgeführt. Der Tierversuch 

wurde durch die Tierschutzkommission geprüft und von der zuständigen Behörde 

genehmigt (Niedersächsisches Landesamt für Verbraucherschutz und 

Lebensmittelsicherheit; Az: 33.9-42502-04-12/0937).  

Die Haltung der Mäuse erfolgte in individuell ventilierten Käfigen unter spezifisch-

keimfreien Bedingungen (IVC) in der Zentralen Tierexperimentellen Einheit der UMG. Die 

Mäuse wurden in einem Alter von 8 bis 12 Wochen in die Versuche eingeschlossen. Die 

Gruppen für die Versuche wurden nach Möglichkeit zu gleichen Teilen aus weiblichen und 

männlichen Individuen zusammengestellt und paritätisch in Bezug auf Wildtyp- und 

Mutations-Linie aufgeteilt. Die Mäuse wurden sofern möglich in Gruppen gehalten. 

Vereinzelt mussten männliche Tiere aufgrund von Aggressivität gegenüber Individuen 

anderer Würfe in Einzelhaltung untergebracht werden. Trinkwasser und pelletiertes Futter 

(ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest, Deutschland) standen den Mäusen jederzeit unbegrenzt 

zur Verfügung. Im Rahmen der Versuche wurde bei ausgeprägten Symptomen der akuten 

Colitis das Futter zur besseren Aufnahme mit Trinkwasser angefeuchtet und aufgequollen. 

Die Käfige wurden mit Einstreu ausgelegt, regelmäßig gesäubert und erneuert. Innerhalb der 

Tierversuchsanstalt herrschte ein standardisierter 12/12-Stunden-Tag-Nacht-Rhythmus. Die 

Identifikation der einzelnen Individuen erfolgte entsprechend dem vor Ort üblichen 

Ohrlochschemas.  

2.2.1 Verwendete Mauslinien  

Die in dieser Arbeit als GRlysM bezeichnete Mauslinie ist eine Kreuzung zwischen der GRflox 

und LysMCre-Linie. Unter der eingeführten Mutationskombination fehlt der GR in den 

Zellen der myeloiden Reihe fast vollständig. Makrophagen und neutrophile Granulozyten 

zeigen somit kein Ansprechen auf die als Ligand des GR vermittelte Wirkung von 

Glukokortikoiden (Wüst et al. 2008). Neben dem ursprünglich verwendeten Hintergrund ist 

C57Bl/6, wurden in dieser Arbeit wurde zudem Mäuse mit einer Rückkreuzung auf den 

Balb/C-Hintergrund eingesetzt (Tuckermann et al. 2007).  

2.2.2 DSS-induzierte Colitis als Modell der Colitis Ulcerosa in Mäusen 

Die Versuchskohorten wurden zu möglichst gleichen Teilen aus weiblichen und männlichen 

Tieren im Alter von 10 – 14 Wochen (20 – 35 g) zusammengestellt.  

Die gewünschte Krankheitsausprägung einer akuten Colitis wird mittels DSS induziert. 

Dieses wurde als 2 %-ige Lösung über das Trinkwasser verabreicht, wodurch die 

Epithelzellen geschädigt und die Barriere-Funktion beeinträchtig wurde, wodurch sich eine 

Entzündung entwickelte (Wirtz et al. 2017). Die Lösung wurde über acht Tage verabreicht, 
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ab dem neunten Tag erhielten die Mäuse wieder normales Trinkwasser. Die DSS-Lösung 

wurde für jeden Versuch neu angesetzt und alle zwei Tage erneuert. Die Probenentnahme 

erfolgte je nach Versuchsgruppe am 10. Versuchstag zum Zeitpunkt der stärksten 

Krankheitsausprägung oder am 12. Versuchstag, an dem sich die Mäuse potenziell bereits in 

einer Rekonvaleszenz befanden.  

2.2.3 DAI-Score der Colitis 

Zur Beurteilung der Krankheitsschwere und des Krankheitsverlaufes wurde der DAI-Score 

(Krankheitsaktivitätsindex, disease activity index) angewandt. Dieser beinhaltet die Beurteilung 

der Gewichtsveränderung, der Stuhlkonsistenz und dem Vorhandensein von Blut im Stuhl. 

Der Summen-Score liegt zwischen 0, entspricht keinem Krankheitswert, und 10, entspricht 

der stärksten Krankheitsausprägung. Tiere die im Versuchsverlauf verstarben oder aus 

anderen Gründen aus dem Versuch ausgeschlossen wurden erhielten bis zum Versuchsende 

den Wert 12 (Reber et al. 2006; AlSharari et al. 2013). Tiere, die während der Induktion der 

akuten Colitis nicht mindestens einmal einen DAI-Score von 4,0 oder mehr erreichten, 

wurden aufgrund der fehlenden Krankheitsausprägung von der weiteren Auswertung 

ausgeschlossen.  

2.2.3.1 Gewichtsveränderung 

Die Mäuse wurden auf einer Laborwaage gewogen, das Gewicht zu Beginn des Versuchs 

wurde als Referenzwert verwendet.  

Tabelle 10. Gewichtsreduktion 

Score-Wert Gewichtsreduktion im Vergleich zum Ausgangsgewicht 

0 0 – 1 % 

1 1 – 5 % 

2 5 – 10 % 

3 10 – 15 % 

4 > 15 % 

Mäuse mit einem Gewichtsverlust von mehr als 20 % im Laufe des Versuches mussten aus 

Tierschutzgründen aus dem Versuch ausgeschlossen werden. Auch diese erhielten bis zum 

Ende des Versuchs einen Summen-Score von 12 Punkten.  

2.2.3.2 Stuhlkonsistenz 

Der abgesetzte Stuhl wurde bei jedem einzelnen Tier bezüglich der Konsistenz bewertet, 

hierzu sollten die Mäuse zum Auffangen einzeln gesetzt werden.  

Tabelle 11. Stuhlkonsistenz 

Score-Wert Stuhlkonsistenz 

0 fest und geformt 

1 weich und geformt 

2 Diarrhoen 
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2.2.3.3 Blutbeimengung im Stuhl 

Ein mit Blut versetzter Stuhl deutet auf eine akute Entzündung des Colons hin, hierzu wurde 

die tierspezifische Stuhlprobe auf sichtbare Blutbeimengungen untersucht. Waren keine 

sichtbaren Blutbeimengungen erkennbar, wurde die Stuhlprobe auf okkultes Blut mittels des 

hemoCare-Test (modifizierten Guajak-Prinzip) untersuch (McLoughlin und O’Morain 

2006).  

Tabelle 12. Blutbeimengung im Stuhl 

Score-Wert Klassifikation 

0 kein (okkultes) Blut 

1 schwach positiv auf okkultes Blut – grüne Färbung auf der Testkarte 

2 stark positiv auf okkultes Blut – blaue Färbung auf der Testkarte 

3 sichtbare Blutbeimengungen, rot gefärbter After 

4 sichtbare Blutbeimengungen, mit Blut verklebter After 

2.2.4 Probengewinnung 

Zur Gewinnung der Proben wurden die Mäuse tierschutzgerecht mit CO2 getötet und 

anschließend durch Blutleere sekundär getötet. Die Blutleere wurde durch direkte Punktion 

des Herzens von ventral durch den parasternalen Intercostalraum links erreicht. Das 

gewonnene Blut wurde in Serumröhrchen (BD Microtainer SST Tubes) nach Agglutination 

(mind. 30 min Wartezeit) bei 10.000 x g für 2 min ab zentrifugiert und der Überstand 

(Serum) bei -20 °C gelagert.  

Anschließend wurde die Bauchhöhle mittels scharf-stumpfer Präparation eröffnet und das 

Darmpaket freigelegt. Nach Durchtrennung aboral des Magens, folgte die weitere 

Mobilisierung entlang des Mesenteriums bis maximal terminal das Sigmoid kurz vor dem 

After abgesetzt wurde. Die distale Absetzung des Colons erfolgte direkt oral des Caecums. 

Nach Messung der Colonlänge wurde das gewonnene Darmstück mit auf Eis gekühltem PBS 

durchgespült, um Stuhl- und Nahrungsreste zu entfernen.  

Das gesäuberte Colonstück wurde auf einer Präparationsplatte aufgespannt und longitudinal 

eröffnet, letzte Nahrungsreste wurden mit PBS abgespült. Das Colongewebe wurde seitlich 

zur Begradigung beschnitten, die Abschnitte dienten weiterhin als Proben für die molekular-

diagnostischen Verfahren und wurden umgehend in flüssigem Stickstoff eingefroren und 

anschließend bei -80 °C gelagert.  

Das nun eröffnete Colon wurde im Folgenden von aboral nach oral mit der luminalen Seite 

nach innen aufgerollt und mit einer feinen Nadel fixiert. Im Anschluss wurden die 

entstandenen swiss-roles (Whittem et al. 2010) über Nacht in 4 %-iger PFA-Lösung fixiert und 

danach bis zur weiteren Verwendung in PBS gelagert. Um die histologische Veränderung 

über die gesamte Länge des Colons bewerten zu können wurden die swiss-role-Technik 

angewandt (Yan et al. 2009). 
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2.3 Molekulardiagnostische Methoden 

Im Rahmen des Entzündungsprozesses üben Zyto- und Chemokine ihre Wirkung aus. Zur 

weiteren Quantifizierung wurde einerseits die Genexpression mittels RT-qPCR, sowie die 

Sekretion mittels ELISA (enzymgekoppelten Immunadsorptionstest, enzyme-linked 

immunosorbent assay) bestimmt.  

2.3.1 RNA-Isolation, Gewinnung der PolyA-RNA und cDNA-Synthese 

Die nach der Probengewinnung direkt in flüssigem Stickstoff eingefrorenen und bei -80 °C 

gelagerten Gewebestücke des Colons wurden homogenisiert und die RNA mittels eines 

kommerziellen Kits (RNeasy plus Universal Kit) nach Herstellerangaben extrahiert. Hierzu 

wurde das gefrorene Gewebe in 900 µl QIAzol lysis reagent auf Eis gekühlt homogenisiert. 

Genomische DNA wurde im Anschluss mit 100 µl DNA-eliminator solution ausgefällt. Vor 

dem Abzentrifugieren mit 12.000 x g für 15 min bei 4 °C wird 180 µl Chloroform zugegeben 

und für 15 Sekunden mit dem Vortex vermischt. Die durch das Zentrifugieren entstandene 

Separierung der Phasen wurde genutzt, um nun die obere klare Phase abzuheben und mit 

600 µl Ethanol 70 % zu versetzen. Die Lösung wurde auf RNeasy-Mini-Säulen aufgetragen 

und bei 8.000 x g ab zentrifugiert, das Eluat verworfen. Nach einem Waschschritt mit 700 µl 

RWT-Puffer und Zentrifugieren für 20 Sekunden bei 8.000 x g wurde nochmals mit 500 µl 

RPE-Puffer gespült und nun für 2 min bei 8.000 x g ab zentrifugiert. Im Anschluss wurde 

die Säule für 1 min bei 8.000 x g getrocknet. Die Elution der RNA vom Säulenmaterial 

erfolgte durch Zugabe von zweimal 35 µl RNAse-freiem Wasser mit anschließender 

Zentrifugation bei 8.000 x g für 1 min. Die Proben wurden umgehend bei -80 °C eingefroren 

und gelagert.  

Um im weiteren Verlauf eine Inhibition der reversen Transkriptase durch zurückgebliebenes 

DSS im RNA-Extrakt zu vermeiden (Kerr et al. 2012; Do et al. 2017) wurde dieses nochmals 

mit einem kommerziellen Kit (Dynabeads mRNA DIRECT Kit) nach Herstellerangaben 

weiter aufgereinigt, um so die PolyA-RNA zu gewinnen. Die hierfür notwendige Messung 

der RNA-Konzentration erfolgte mit einem NanoDrop-Mikrovolumen-Spektrophotometer. 

Es wurden 75 µg totale RNA eingesetzt, die in RNAse-freiem Wasser auf insgesamt 100 µl 

verdünnt und anschließend bei 65 °C für 2 min inkubiert wurden. Währenddessen wurden 

200 µl zuvor gut resuspendierte Dynabeds im Magnet separiert und die Trägerlösung 

verworfen. Dann wurden diese zum Spülen mit 100 µl binding buffer resuspendiert, am Magnet 

separiert und wiederrum der Überstand verworfen. Sodann mit 100 µl binding buffer gelöst 

und der vorbereiteten RNA-Probe vermischt. Dies sollte für 3 – 5 min bei Raumtemperatur 

auf einem Schütteltisch (500 rpm) erfolgen. Es erfolgten nach Separation auf dem Magnet 

und verwerfen des Überstandes zwei Waschschritte mit 200 µl washing buffer B, durch 

Vermischen, Separation auf dem Magnet und Abschütten des Überstandes. Abschließend 

erfolgte die Elution der PolyA-RNA von den Dynabeads mit 10 – 20 µl 10 mM TrisHCl für 

2 min bei 80 °C.  
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Im Folgenden wurde die vorliegende RNA mittels eines kommerziellen Kits (iScript cDNA 

synthesis kit) nach Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben. Der Puffer enthält 

Oligo(desoxythymidin)- und Random-Hexamer-Primer zur ungerichteten Amplifikation. Im 

Reaktionsansatz wurde PolyA-RNA verwendet. Dieser mittels eines Thermoblocks auf die 

gewünschten Temperaturen erhitzt.  

 

Tabelle 13. cDNA-Synthese 

Reaktionsansatz Abschnitt Temperatur Zeit 

5 µl 

4 µl 

0,25 µl 

PolyA-RNA 

iScript Puffer 

Reverse Transkriptase 

Inkubieren 

Reaktionsablauf 

Reaktionsabbruch 

20 – 25 °C  

42 °C 

85 °C 

5 min 

30 min 

5 min 

auf 20 µl mit DEPC H2O auffüllen 

Zur Ergebniskontrolle wurde die cDNA-Proben mittels PCR amplifiziert und im Folgenden 

per Agarose-Gelelektrophorese dargestellt. Als Referenz dient die Expression von Hprt 

(hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase), die auch später bei der RT-qPCR als 

housekeeping-Gen herangezogen wurde.  

 

Tabelle 14. PCR mit Pfu-Polymerase 

Reaktionsansatz Abschnitt Temperatur  Zeit 

1 µl 

12,7 µl 

4 µl 

1 µl 

0,5 µl 

0,5 µl 

0,3 µl 

cDNA 

destilliertes H2O 

HF-Puffer 

dNTP’s 

Hprt Primer fwd (10 µM) 

Hprt Primer rwd (10 µM) 

Pfu-Polymerase 

initiale Denaturierung 

30 Zyklen: 

Annealing 

Elongation 

Denaturierung 

 

abschließende Elongation 

abkühlen  

98,5 °C 

 

98,5 °C 

64 °C 

72 °C 

 

72 °C 

auf 4 °C 

120 s 

 

20 s 

15 s 

20 s 

 

120 s 

 

Für die Gelelektrophorese wurde ein 1 %-iges TAE-gepuffertes Agarose-Gel mit 

Ethidiumbromid hergestellt. Aufgetragen wurden 12 µl Marker und 17 µl Probe, die zuvor 

in 10 µl DEPC-H2O gelöst und mit 7 µl OrangeG versetzt wurde. Die Laufzeit betrug 

15 min, mit 150 V und 290 mA.  
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2.3.2 Quantitative Reverse-Transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion 

Die Bestimmung der Genexpression von mRNA erfolgte mittels quantitativer 

Reverse-Transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-qPCR). Bei dieser Methode 

interkaliert während der Messung ein Fluoreszenzfarbstoff, hier SYBRGreen, in die DNA-

Helix, sodass ein zur DNA-Menge proportionales Lichtsignal gemessen und damit eine 

quantitative Aussage über die Expression des jeweiligen Gens getroffen werden kann. Dieser 

Wert wurde zur Normalisierung mit der Expression eines Housekeeping-Gens, hier Hprt, ins 

Verhältnis gesetzt. Dies wurde in allen zu analysierenden Zellen gleichmäßig exprimiert. Die 

Messung selbst erfolgte nach der ∆∆CT-Methode (Livak und Schmittgen 2001). Um weitere 

Unterschiede in Bezug auf unterschiedliche Mengen an Makrophagen innerhalb der Proben 

zu reduzieren und die Vergleichbarkeit zu verbessern wurden die Ergebnisse abschließend 

auf die F4/80-Genexpression normalisiert. Makrophagen scheinen im Colon der 

GRlysM-Mäuse häufiger vorzukommen.  

Die Probenansätze wurden in einer 96-well-Platte nach Hersteller Angaben wie folgend 

angesetzt. Nach Versiegeln und Sammeln am Gefäßboden wurde die Analyse in einem 

Applies Biosystems 7500 Real Time PCR System durchgeführt.  

 

Tabelle 15. RT-qPCR mit SYBR-Green 

Reaktionsansatz Abschnitt Temperatur Zeit 

1 µl 

12,5 µl 

11 µl 

0,5 µl 

cDNA 

SYBR-Green Mastermix 

destilliertes H2O 

Primer Mix 

Denaturierung 1 

Denaturierung 2 

40 Zyklen: 

Denaturierung 

Annealing & Elongation 

 

Schmelzkurve 

 

50 °C 

95 °C 

 

95 °C 

60 °C 

 

60 °C 

95 °C 

120 s 

600 s 

 

15 s 

60 s 

 

60 s 

15 s 

2.3.3 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

Aus den durch Herzpunktion gewonnen Blutproben wurde in Serumröhrchen (BD 

Microtainer SST Tubes) nach erfolgter Agglutination durch Abzentrifugieren mit 10.000 x g 

für 2 min Serum gewonnen. Dieses wurde bei -20 °C bis zur Analyse gelagert.  

Die Bestimmung des systemischen IL-6-Spiegels erfolgte mittels eines kommerziellen Kits 

für ELISA (BioLegend). Die Analyse wurde entsprechend den Herstellerangaben 

durchgeführt.  
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Hierfür wurden Mikrowell-Platten mit dem capture-antibody beschichtet und über Nacht bei 

4 °C inkubiert. Am nächsten Morgen wurden diese dreimal mit 2oo µl Waschpuffer gespült 

und anschließend, um die unspezifische Antikörperbindungen zu reduzieren, mit 200 µl assay 

diluent für 1 h bei Raumtemperatur geblockt. Nach dreimaligem Spülen der Platte mit 

Waschpuffer wurden 100 µl der Serumproben, sowie die zuvor angesetzte Standardreihe in 

Duplikaten aufgetragen und für 2 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken 

inkubiert. Nach erneutem dreifachem Waschen mit Waschpuffer erfolgte das Auftragen von 

100 µl detection-antibody und weitere Inkubation für 1 h bei Raumtemperatur. Nach dem 

nächsten Spülschritt (3x Waschpuffer 200 µl) wurden die Platten mit Avidin linked horse radish 

peroxidase (HRP) inkubiert. Nach fünfmaligem Spülen mit jeweils 30 s Einwirkzeit wurde die 

Entwicklerlösung (TMB-Substrate Solution) aufgetragen und unter Lichtabschluss für 15 min 

bis zur Blaufärbung zur Reaktion gebracht. Durch Hinzugeben von 2N H2SO4 wurde die 

Reaktion beendet und der Farbstoff änderte seine Farbe von blau zu gelb. Die Intensität 

wurde anschließend bei 450 nm gemessen.  

2.4 Histologie 

2.4.1 Herstellung der Präparate 

Die, wie im Vorfeld beschrieben hergestellten und in PBS bis zur Verwendung gelagerten, 

swiss-role-Präparate wurden im Folgenden in Gewebekassetten in einem automatisierten 

Prozess mittels einer aufsteigenden Alkohol- und Xenol-Reihe dehydriert und anschließend 

in Paraffin getränkt.  

 

Tabelle 16. Dehydration und Paraffineinbettung 

Abschnitt Dauer 

50 % Ethanol 60 min 

70 % Ethanol 60 min 

80 % Ethanol 60 min 

80 % Ethanol 60 min 

96 % Ethanol 90 min 

96 % Ethanol 90 min 

100 % Ethanol 90 min 

100 % Ethanol 90 min 

Xylol 60 min 
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Xylol 60 min 

Paraffin 120 min 

Paraffin 120 min 

Am nächsten Tag wurden die Präparate in Paraffinblöcke eingegossen.  

Aus den Paraffinblockpräparaten wurden mittels eines Mikrotoms 2 µm Schnitte angefertigt 

und auf Objektträger übertagen. Die angefertigten Schnitte auf den Objektträgern wurden 

über Nacht bei Raumtemperatur, dann eine weitere Nacht bei 50 °C getrocknet.  

2.4.2 Hämatoxylin- und Eosin-Färbung (HE-Färbung) 

Zur Anfärbung wurden die Schnitte zunächst in einer absteigenden Alkoholreihe (2x 15 min 

Xylol, 2x 2 min 99 % Ethanol, 2x 2 min 96% Ethanol, 2x 2 min 70 % Ethanol) 

entparaffiniert und rehydriert. Nach Spülen mit destilliertem Wasser und Färben für 10 min 

in Hämalaun-Lösung nach Mayer, sowie erneutem Spülen mit destilliertem Wasser erfolgte 

die Färbung mit Eosin 0,1 % für 2 min, sowie erneutes Spülen mit destilliertem Wasser. 

Anschließend wurden die so gefärbten Schnitte wieder dehydriert (2x 2 min 70 % Ethanol, 

2x 2 min 96 % Ethanol, 2x 2 min 99 % Ethanol, 2x 15 min Xylol) und nach kurzer 

Trocknung mit Entellan eingedeckt.  

2.4.3 Scoring der Präparate 

Die histopathologische Beurteilung der Präparate erfolgte verblindet. Diese  wurden hierzu 

in einer Vergrößerung um den Faktor 200 und 400 analysiert und in ihrer gesamten Länge 

bezüglich der Kryptenatrophie, Inflammation bzw. Infiltration von Immunzellen sowie dem 

Verlust von Becherzellen beurteilt. Zur Bestimmung des Inflammations-Scores wurden diese 

Kriterien je nach Ausprägung (0 = keine, 1 = mild, 2 = moderat, 3 = schwer) eingeteilt und 

anschließend mit dem Prozentsatz der betroffenen Fläche der jeweiligen Ausprägung 

multipliziert. Das Endergebnis wurde auf eine Skala von 0 bis 10 normiert.  

2.4.4 Immunhistochemie 

Es wurden immunhistochemische Färbungen angefertigt, um gezielt einzelne Strukturen 

darzustellen. Die Markierung der Zielstrukturen erfolgte mit unterschiedlichen Primär-

Antikörpern, die Färbung über HRP-gekoppelte Sekundär-Antikörper (ImmPRESS HRP 

Polymer Detection Kit) und DAB, die Gegenfärbung erfolgte mit Hämatoxylin. Die 

primären Antikörper wurden in den folgenden Verdünnungsfaktoren aufgetragen: 

CD68 1:200, CD3 1:2000, GR1 1:200. Die immunhistochemischen Färbungen erfolgte in 

Kooperation mit dem Institut für Pathologie, Universitätsmedizin Göttingen (Jennifer 

Apelhans, Hannibal Bohnenberger).  



Material und Methoden 38 

  

Die immunhistochemische Anfärbung erfolgte nach Entparaffinierung und Rehydrierung 

einer absteigenden Alkoholreihe (2x 15 min Xylol, 2x 2 min 99 % Ethanol, 2x 2 min 96 % 

Ethanol, 2x 2 min 70 % Ethanol, 2x 2 min dest. H2O). Im Anschluss wurden die Schnitte 

für 15 min in Citrat-Puffer in der Mikrowelle gekocht und dann abkühlen gelassen. Nach 

Spülen zuerst mit destilliertem Wasser und anschließend mit PBS erfolgte der Peroxidase-

Block in einer Hellendahl-Küvette (50 ml) mit 3 % Peroxidase in PBS für 10 – 20 min bei 

4 °C. Die nachfolgende Inkubation erfolgte nach Spülen mit PBS mit 10 % FCS in PBS für 

weitere 20 min bei Raumtemperatur. Nach dem Dekantieren der Schnitte erfolgte der 

Auftrag des primären Antikörpers in benötigter Verdünnung in 10 % FCS/PBS über Nacht 

bei 4 °C. Nach Spülen mit PBS konnte am nächsten Tag der sekundären Antikörper 

(anti-rat IgG biotin/anti-rabbit IgG) 1:200 in 10 % FCS/PBS für 1 h bei Raumtemperatur zum 

Inkubieren aufgetragen werden. Danach wurde erneut gespült. Dann wurde Streptavidin-

Peroxidase (HRP) 1:1000 in 10 % FCS in PBS für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 

einem weiteren Spülschritt mit PBS erfolgte die Entwicklung mit DAB in einer Küvette für 

1 – 2 min bei Raumtemperatur. Diese wurde mit destilliertem Wasser gestoppt. Die 

Gegenfärbung erfolgte anschließend mit Hämalaun für 20 s, das sodann mit Leitungswasser 

gebläut wurde. Nach der Färbung wurden die Schnitte wieder dehydriert (2x 2 min 70 % 

Ethanol, 2x 2 min 96 % Ethanol, 2x 2 min 99 % Ethanol, 2x 15 min Xylol) und mit Entellan 

eingedeckt.  

2.5 Statistische Analyse 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit GraphPad Prism. Die Daten wurden als 

Mittelwerte ± Standardfehler angegeben. Die Analyse wurde mittels ungepaartem t-Test 

durchgeführt. Eine Signifikanz der Ergebnisse wurde bei p-Werten unter 0,05 postuliert. 

Signifikante Ergebnis sind mit * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001, **** : p < 0,0001 

gekennzeichnet.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Auswirkung der GR-Ablation in myeloischen Zellen (GRlysM) auf  

die DSS-induzierte Colitis in Mäusen auf  C57/Bl6-Hintergrund 

Im Modell der GRlysM-Mäuse ist durch Deletion des GR in den Zellen der myeloiden Reihe 

die Reaktivität auf die als Ligand des GR wirkenden Glukokortikoide ausgeschaltet. Zur 

Bestimmung der unterschiedlichen Krankheitsausprägungen wurden die GRlysM-Mäuse im 

Vergleich zur GRflox-Kontrollmäusen untersucht. Beurteilt wurden die klinische Ausprägung 

mittels Gewichtsverlauf und Krankheitsaktivität (DAI-Score), die Gewebeveränderungen 

mittels histologischen und immunhistochemischen Verfahren und die lokale sowie 

systemische Zytokinmilieus mittels ELISA und RT-qPCR.  

3.1.1 Krankheitsausprägung der DSS-induzierten Colitis  

Im Rahmen der Behandlung mit DSS über 8 Tage zur Induktion der akuten Colitis zeigte 

sich, dass die behandelten Mäuse im Gegensatz zu den unbehandelten Mäusen der 

Kontrollgruppe unabhängig von ihrem Genotyp stetig an Gewicht verloren. Sehr ausgeprägt 

zeigte sich dies innerhalb der Versuchstage 7 bis 10 (Abbildung 3 a). Auffällig war, dass sich 

die Tiere der Gruppe mit normaler Expression des GR (GRflox) sich nach Ende der 8 Tage 

begannen zu erholen und wieder an Gewicht zunahmen. Die GRlysM-Mäuse hingegen 

verloren weiter an Gewicht (Abbildung 3 a). Der Unterschied im Gewichtsverlust an Tag 11 

und 12 zwischen GRflox und GRlysM-Mäusen war signifikant. Dieselbe Beobachtung zeigte 

sich auch in der Krankheitsaktivität. Der DAI-Score stieg in den behandelten Gruppen 

sowohl der GRlysM-Mäuse als auch der GRflox-Mäuse bis zu Tag 10 an. Im weiteren Verlauf 

sank dieser in der GRflox-Gruppe ab, wobei er in den GRlysM-Mäusen zunächst noch weiter 

anstieg (Abbildung 3 b). Hier zeigte sich eine deutliche Tendenz, jedoch ohne statistische 

Signifikanz. Die klinischen Symptomatik der akuten Colitis drückten sich auch in einer 

Verkürzung der Colonlänge an Tag 10 in beiden Genotypen aus. Diese blieb bis Tag 12 

weiter bestehen und veränderte sich nicht zwischen den beiden Gruppen (Abbildung 3 c).  
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Abbildung 3. Krankheitsausprägung der DDS-induzierten Colitis in GRlysM- und GRflox-Mäusen auf 

einem C57/Bl6-Hintergrund 

Zur Induktion einer Colitis wurden die Mäuse mit 2 % DSS im Trinkwasser für 8 Tage behandelt. Die 

Kontrollengruppen erhielten Trinkwasser ohne Zusatz. (a) Das Körpergewicht wurde täglich gewogen und in 

Relation zum Ausgangsgewicht zu Versuchsbeginn bezogen. (b) Die Krankheitsaktivität wird als DAI-Score, 

bestehend aus Stuhlkonsistenz, Körpergewicht und fäkalem Blutabgang, von 0 bis 10 Punkte bewertet. GRflox 

n = 5/7 (Kontrolle/DSS), GRlysM n = 6/12 (Kontrolle/DSS) (c) Die Mäuse wurden am 10. oder 12. Tag 

getötet, der Colon entfernt und seine Länge vom Caecum bis zum Rektum gemessen. GRflox n = 5/3/4 

(Kontrolle/10. Tag/12. Tag), GRlysM n = 6/7/5 (Kontrolle/10. Tag/12. Tag). Die Werte sind als Mittelwerte 

± SEM angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mittels ungepaarten zweiseitigen Student's t-Test 

(* : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001, **** : p < 0,0001). Die statistische Analyse in Abbildung 3 a und b 

wurde auf die Zeitspanne zwischen Tag 11 und 12 beschränkt. 

3.1.2 Systemische Zytokinsekretion im Rahmen der DSS-induzierten Colitis 

Zur Untersuchung der systemischen Zytokinspiegel wurde der IL-6-Serumspiegel im Blut 

mittels ELISA bestimmt. Parallel zur klinischen Entzündungsreaktion stiegen auch die 

systemischen Konzentrationen des pro-inflammatorischen Zytokines IL-6 zum 10. Tag 

deutlich an und erreichten Werte zwischen 30 und 40 pg/ml. In den GRflox-Mäusen 

normalisierten sich diese parallel zur Symptomatik bis zum 12. Tag wieder annährend auf 

den Ausgangswert. In der Gruppe der GRlysM-Mäuse hingegen sank der Spiegel vom 10. zum 

12. Tag, wenn überhaupt nur sehr wenig, ohne einen signifikanten Unterschied. Am 12. Tag 

waren die IL-6-Spiegel in den GRlysM-Mäusen daher signifikant höher als in den 

GRflox-Mäusen (Abbildung 4).  
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Abbildung 4. IL-6 Serumspiegel in der DDS-induzierten Colitis in GRlysM- und GRflox-Mäusen 

Zur Induktion einer Colitis wurden die Mäuse mit 2 % DSS im Trinkwasser für 8 Tage behandelt. Die 

Kontrollengruppen erhielten Trinkwasser ohne Zusatz. Die Mäuse wurden am 10. oder 12. Tag getötet und 

Blut durch Punktion des Herzens gesammlt. Der IL-6-Serumspiegel wurde mittels ELISA bestimmt. GRflox 

n = 5/2/3 (Kontrolle/10. Tag/12. Tag), GRlysM n = 5/7/5 (Kontrolle/10. Tag/12. Tag). Die Werte sind als 

Mittelwerte ± SEM angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mittels ungepaarten zweiseitigen Student's 

t-Test (* : p < 0,05, ** : p < 0,01). 

3.1.3 Histologische Beurteilung der Entzündungsreaktion im Colon im Rahmen 

der DSS-induzierten Colitis 

Die Entzündungsaktivität im Gewebe wurde mittels swiss-role-Technik über die gesamte 

Länge des Colons beurteilt. In der histologischen Untersuchung von Gewebeschnitten, die 

mittels HE-Färbung angefärbt wurden, zeigte sich eine massive Zerstörung der Epithelien, 

eine Kryptenatrophie, der Verlust von Becherzellen und eine Infiltration von Immunzellen. 

Während der Bewertung der Gewebeschnitte fiel auf, dass die stärkste Ausprägung der 

Entzündungsreaktion vor allem im distalen Anteil des Colons zu finden war (Abbildung 5). 

 

Abbildung 5. HE-Färbung von Colonschnitten in der DSS-induzierten Colitis in GRlysM- und 

GRflox-Mäusen 

Zur Induktion einer Colitis wurden die Mäuse mit 2 % DSS im Trinkwasser für 8 Tage behandelt. Die 

Kontrollengruppen erhielten Trinkwasser ohne Zusatz. Die Mäuse wurden am 10. oder 12. Tag getötet, der 
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GRlysM 

Kontrolle 

GRflox 

Tag 12 (DSS) 

GRlysM 
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Colon entfernt, gespült, longitudinal eröffnet und anschließend von distal nach proximal aufgerollt. Die 

Präparate wurden als 2 µm dicke Schnitte mittels HE-Färbung gefärbt und bezüglich Kryptenatrophie, 

Inflammation bzw. Infiltration von Immunzellen, sowie dem Verlust von Becherzellen beurteilt. Repräsentative 

Ausschnitte wurden in 50-facher (obere Reihe) und 200-facher (untere Reihe) Vergrößerung festgehalten. 

Insbesondere die stärker vergrößerten Abschnitte sind repräsentativ für stark entzündete Bereiche des Colons 

(Meers et al. 2018) (CC BY).  

Die Quantifizierung der Entzündungsreaktion ergab für beide Gruppen signifikant 

veränderte Werte am Tag 10, die ausgeprägte Gewebeschäden nachweisen. An Tag 12 

unterschieden sich die Gewebeschäden zwischen GRflox- und GRlysM-Mäusen etwas, die 

Gruppe der GRlysM-Mäuse scheint diese weniger schnell reparieren zu können. Signifikante 

Unterschiede bestehen nicht (Abbildung 6).  

 

Abbildung 6. Histologie Score der Colonentzündung in der DSS-induzierten Colitis in GRlysM- und 

GRflox-Mäusen 

Zur Induktion einer Colitis wurden die Mäuse mit 2 % DSS im Trinkwasser für 8 Tage behandelt. Die 

Kontrollengruppen erhielten Trinkwasser ohne Zusatz. Die Mäuse wurden am 10. oder 12. Tag getötet, der 

Colon entfernt, gespült, longitudinal eröffnet und anschließend von distal nach proximal aufgerollt. Die 

Präparate wurden mittels HE-Färbung gefärbt und bezüglich Kryptenatrophie, Inflammation bzw. Infiltration 

von Immunzellen sowie dem Verlust von Becherzellen beurteilt. GRflox n = 5/3/4 

(Kontrolle/10. Tag/12. Tag), GRlysM n = 6/7/5 (Kontrolle/10. Tag/12. Tag). Die Werte sind als Mittelwerte 

± SEM angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mittels ungepaarten zweiseitigen Student's t-Test 

( : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001).  

Zur weiteren Differenzierung der Immunzellen im betroffenen Colongewebe wurden 

immunhistochemische Färbungen angefertigt. Die Antikörper wurden so gewählt, damit 

Makrophagen (CD68), T-Zellen (CD3) und neutrophile Granulozyten 

(Granulocyten-Rezeptor-1 – GR1) voneinander zu unterschieden werden konnten 

(Abbildung 7 a, b, c). Die Kontrollgruppen zeigen in der Lamina propria vor allem 

Makrophagen, während T-Zellen oder neutrophile Granulozyten dort nur selten zu finden 

sind. An Tag 12 sind sowohl in den GRflox- als auch GRlysM-Mäusen alle drei Zelltypen in das 

Colongewebe infiltriert. Weiterhin stellen Makrophagen mit Abstand die größte 

Leukozyten-Untergruppe dar.  
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Abbildung 7. Immunhistochemische Beurteilung der Colonentzündung in der DSS-induzierten 

Colitis in GRlysM- und GRflox-Mäusen 

Zur Induktion einer Colitis wurden die Mäuse mit 2 % DSS im Trinkwasser für 8 Tage behandelt. Die 

Kontrollengruppen erhielten Trinkwasser ohne Zusatz. Die Mäuse wurden am 10. oder 12. Tag getötet, der 

Colon entfernt, gespült, longitudinal eröffnet und anschließend von distal nach proximal aufgerollt. 

Repräsentative 2 µm Schnitte des Colongewebes wurden für die Immunhistochemie ausgewählt. (a) Mit 

anti-CD68-Antikörper inkubierte Schnitte wurden in 50-facher (obere Reihe) und 200-facher (untere Reihe) 

Vergrößerung festgehalten. (b) Mit anti-CD3- oder (c) anti-GR1-Antikörper inkubierte Schnitte wurden bei 

200-facher (obere Reihe) oder 400-facher (untere Reihe) Vergrößerung festgehalten. Insbesondere die stärker 

vergrößerten Abschnitte sind repräsentativ für stark entzündete Bereiche des Colons   

(Meers et al. 2018) (CC BY). 
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3.1.4 Regulation der Genexpression im Dickdarm 

Neben den systemischen Veränderungen der Zytokinspiegel wurden auch die lokalen 

Veränderungen im Darmgewebe untersucht. Hierzu wurden Darmabschnitte mittels 

RT-qPCR auf die Expression von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen und 

Scavenger-Rezeptoren an Tag 10 und 12 untersucht. Die Resultate wurden auf Hprt als 

Housekeeping-Gen bezogen und anschließend zur Vergleichbarkeit auf die F480-Expression 

normalisiert. 

Die mRNA-Spiegel (Boten-RNA, messenger-RNA) von TNF-α waren während der Induktion 

der DSS-induzierten Colitis weitestgehend unverändert, stiegen allemal ein wenig – jedoch 

ohne eine Signifikanz – an. An Tag 12 waren die Spiegel in beiden Gruppen erniedrigt, in 

den GRlysM-Mäusen signifikant niedriger zu Tag 10 (Abbildung 8 a). Die mRNA-Spiegel von 

IL-1β und IL-6 stiegen zu Tag 10 jeweils in beiden Gruppen deutlich an. Die Unterschiede 

waren ausgenommen der IL-1β Expression in GRflox-Mäusen signifikant. An Tag 12 

entsprachen sie in den GRflox-Mäusen wieder dem Ausgangswert, während sie in den 

GRlysM-Mäusen weiterhin hochreguliert blieben (Abbildung 8 b, c). Die Expression von 

iNOS zeigte keine signifikante Veränderung (Abbildung 8 d). Die Regulation von Arg-1, 

welches ebenso an der Stickstoffmonoxid-Produktion beteiligt ist, wurde in beiden Gruppen 

an Tag 10 signifikant hochreguliert und nahm dann wieder den Ausgangswert an. Ein 

Unterschied zwischen den Gruppen fiel nicht auf (Abbildung 8 h). Allerdings zeigte sich, 

dass die mRNA-Spiegel von CD163, CD206 und IL-10 in den GRflox-Mäusen an Tag 10 stark 

hochreguliert wurden. Während sie in den GRlysM-Mäusen unverändert blieben. An Tag 12 

fielen sie wieder auf das Ausgangsniveau zurück, mit Ausnahme von CD206 das weiterhin 

erhöht blieb (Abbildung 8 e, f, g).  
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Abbildung 8. Regulation der Genexpression im Dickdarm in der DSS-induzierten Colitis in GRlysM- und 

GRflox-Mäusen 

Zur Induktion einer Colitis wurden die Mäuse mit 2 % DSS im Trinkwasser für 8 Tage behandelt. Die 

Kontrollengruppen erhielten Trinkwasser ohne Zusatz. Die Mäuse wurden am 10. oder 12. Tag getötet, Gewebeproben 

aus dem Colon gesammelt und daraus mRNA isoliert. Mittels RT-qPCR wurde die relative mRNA-Expression der 

M1-Gene IL-1β, IL-6, TNF-α und iNOS, sowie der M2-Gene CD163, CD206, IL-10 und Arg-1 bestimmt und mittels 

Hprt standardisiert. Im Anschluss wurden die Werte mit dem F480-mRNA-Spiegeln der jeweiligen Probe normalisiert 

und die Expression in unbehandelten GRflox-Mäusen (Kontrolle) auf eins gesetzt. GRflox n = 4/5/4 

(Kontrolle/10. Tag/12. Tag), GRlysM n = 6/10/8 (Kontrolle/10. Tag/12. Tag). Die Werte sind als Mittelwerte ± SEM 

angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mittels ungepaarten zweiseitigen Student's t-Test (* : p < 0,05, 

** : p < 0,01, *** : p < 0,001, **** : p < 0,0001). 
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3.2 Auswirkung der GR-Ablation in myeloischen Zellen (GRlysM) auf  

die DSS-induzierte Colitis in Mäusen auf  Balb/C-Hintergrund 

Im Rahmen weiterer Versuche sollte zusätzlich überprüft werden, ob sich die genetische 

Prädisposition zugunsten einer durch Th-2-Zellen vermittelten humoralen Immunität auf 

den Verlauf der Colitis auswirkt. Daher wurde eine Untersuchungsreihe mit GRlysM- und 

GRflox-Mäusen auf dem Balb/C-Hintergrund angeschlossen.  

3.2.1 Krankheitsausprägung der DSS-induzierten Colitis  

Die akute Colitis, die durch Behandlung mit DSS über 8 Tage ausgelöst wurde, zeigte auch 

in dieser Untersuchung unabhängig vom Genotyp einen deutlichen Gewichtsverlust in der 

Gruppe der behandelten Tiere innerhalb der Versuchstage 7 – 10 (Abbildung 9 a). Wie zuvor 

für C57/Bl6-Mäuse gezeigt, erholten sich die Tiere aus der GRflox-Gruppe nach Beendigung 

der DSS-Zufuhr prompt und nahmen wieder an Gewicht zu. Die Mäuse der GRlysM-Gruppe 

nahmen hingegen nur langsam wieder an Gewicht zu (Abbildung 9 a). Parallel hierzu war 

auch die Krankheitsaktivität entsprechend ausgeprägt. Während beide Gruppen in gleichem 

Maße krank wurden, erholten sich die GRflox-Mäuse schneller. Die Krankheitsaktivität der 

GRlysM-Mäuse stieg bis Tag 11 noch weiter an, zu Tag 12 nahm sie jedoch bereits wieder ein 

wenig ab (Abbildung 9 b). Der Unterschied in der Krankheitsaktivität an Tag 11 und 12 

zwischen den GRflox- und GRlysM-Mäusen war signifikant.  

Die klinischen Symptome der akuten Colitis drückten sich auch in einer Verkürzung der 

Colonlänge an Tag 10 in beiden Genotypen aus. Diese blieb bis Tag 12 weiter bestehen und 

veränderte sich nicht zwischen den beiden Gruppen (Abbildung 9 c).  
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Abbildung 9. Krankheitsausprägung in der DDS-induzierten Colitis in GRlysM- und GRflox-Mäusen auf 

Balb/C-Hintergrund 

Zur Induktion einer Colitis wurden die Mäuse mit 2 % DSS im Trinkwasser für 8 Tage behandelt. Die 

Kontrollengruppen erhielten Trinkwasser ohne Zusatz. (a) Das Körpergewicht wurde täglich gewogen und in 

Relation  auf das Ausgangsgewicht zu Versuchsbeginn bezogen. (b) Die Krankheitsaktivität wird als DAI-Score, 

bestehend aus Stuhlkonsistenz, Körpergewicht und fäkalem Blutabgang, von 0 bis 10 Punkte bewertet. GRflox 

n = 4/5 (Kontrolle/DSS), GRlysM n = 5/7 (Kontrolle/DSS) (c) Die Mäuse wurden am 10. oder 12. Tag getötet, 

der Colon entfernt und ihre Länge vom Caecum bis zum Rektum gemessen. GRflox n = 4/4/1 

(Kontrolle/10. Tag/12. Tag), GRlysM n = 5/4/3 (Kontrolle/10. Tag/12. Tag). Die Werte sind als Mittelwerte 

± SEM angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mittels ungepaarten zweiseitigen Student's t-Test 

(* : p < 0,05, ** : p < 0,01). Die statistische Analyse in Abbildung 9 a und b wurde auf die Zeitspanne zwischen 

Tag 11 und 12 beschränkt. 

3.2.2 Regulation der Genexpression im Dickdarm 

Darmabschnitte von Tieren aller Versuchsgruppen wurden mittels RT-qPCR auf die 

Expression von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen an Tag 10 und 12 untersucht, 

um die lokalen Veränderungen im Darmgewebe zu beurteilen. Die Resultate wurden auf Hprt 

als Housekeeping-Gen bezogen und anschließend zur Vergleichbarkeit auf die 

F480-Expression normalisiert. Für Tag 12 lag nur eine zu geringe Datenmenge vor, da zu 

viele Tiere aus dem Versuch ausgeschlossen werden mussten und die Daten daher nicht in 

die Auswertung eingeschlossen werden konnten.  
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Die mRNA-Spiegel von TNF-α, IL-6, IL--1β und iNOS wurden in beiden Gruppen an 

Tag 10 hochreguliert. In den GRflox-Mäusen zeigte sich bei TNF-α, IL-6, IL-1β, in den 

GRlysM-Mäusen bei iNOS ein signifikanter Unterschied (Abbildung 10 a – d). 

Interessanterweise war in den Kontrollgruppen der Ausgangswert für IL-1β bereits 

signifikant unterschiedlich (Abbildung 10 c). Auch die Expression von Arg-1 war in beiden 

Gruppen an Tag 10 erhöht. Obgleich deutet sich die Tendenz eines geringeren Anstieges in 

den GRlysM-Mäusen – jedoch ohne Signifikanz – an (Abbildung 10 e).  

 

Abbildung 10. Regulation der Genexpression in der DSS-induzierten Colitis in GRlysM- und GRflox-Mäusen auf 

Balb/C-Hintergrund 

Zur Induktion einer Colitis wurden die Mäuse mit 2 % DSS im Trinkwasser für 8 Tage behandelt. Die Kontrollengruppen 

erhielten Trinkwasser ohne Zusatz. Die Mäuse wurden am 10. Tag getötet, Gewebeproben aus dem Colon gesammelt und 

daraus mRNA isoliert. Mittels RT-qPCR wurde die relative mRNA-Expression der M1-Gene IL-1β, IL-6, TNF-α und iNOS, 

sowie des M2-Gens Arg-1 bestimmt und mittels Hprt standardisiert. Im Anschluss wurden die Werte mit dem 

F480-mRNA-Spiegel der jeweiligen Probe normalisiert und die Expression in unbehandelten GRflox-Mäusen (Kontrolle) auf 

eins gesetzt. GRflox n = 4/4/3 (Kontrolle/10. Tag/12. Tag), GRlysM n = 5/6/5 (Kontrolle/10. Tag/12. Tag). Die Werte sind 

als Mittelwerte ± SEM angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mittels ungepaarten zweiseitigen Student's t-Test 

(* : p < 0,05, ** : p < 0,01). 



Diskussion 49 

  

4 Diskussion 

Im Rahmen dieser Arbeit werden Beiträge zu einem besseren Verständnis geliefert, inwiefern 

der GR in myeloischen Zellen die Aktivität einer akuten Colitis in einem Tiermodell für 

Colitis Ulcerosa beeinflusst.  

4.1 Rolle von Makrophagen in der Pathogenese der Colitis 

Die Behandlung von Mäusen mit DSS ist ein etabliertes Modell, um die Funktion des 

angeborenen Immunsystems bei der Entwicklung einer akuten intestinalen Entzündung zu 

untersuchen. Die herbeigeführte Schädigung der Dickdarmschleimhaut und die damit 

verbundene schwere Colitis ähnelt in einigen Merkmalen den Schüben einer humanen Colitis 

Ulcerosa (Okayasu et al. 1990; Wirtz et al. 2017). Durch die zerstörte Barrierefunktion des 

Darms kommen Immunzellen mit Pathogenen in Kontakt und initiieren eine Immunantwort 

(Hernández-Chirlaque et al. 2016). Eine besondere Rolle in den lokalen Immunmechanismen 

spielen dabei Makrophagen, respektive myeloische Zellen. Die residenten Makrophagen sind 

ein relevanter Teil der Darmhomöostase indem sie Pathogene vor Ort phagozytieren und 

zerstören, in der Regel jedoch keine starke pro-inflammatorische Immunreaktion induzieren. 

(Heinsbroek und Gordon 2009). Das Gleichgewicht der einwandernden Makrophagen 

zugunsten einer pro- oder anti-inflammatorischen Polarisation hängt vor allem auch von der 

lokalen Mikroumgebung ab, wird aber auch durch Zytokine und Glukokortikoide beeinflusst 

(Rivollier et al. 2012). Schübe chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen werden bis heute 

mit Glukokortikoiden als Standard der Erstlinientherapie behandelt (Kucharzik et al. 2020b). 

Ihre immunmodulierende Wirkung hängt unter anderem damit zusammen, dass sie in der 

Lage sind in Makrophagen und neutrophilen Granulozyten sowohl die Sekretion von 

pro-inflammatorischen Immunmodulatoren zu unterdrücken (Tuckermann et al. 2005; 

Kleiman et al. 2012; Vettorazzi et al. 2015), als auch einen anti-inflammatorischen Phänotyp 

zu induzieren (Schweingruber et al. 2011). Die Frage, inwiefern die Aktivität der myeloischen 

Zellen durch am GR wirkende endogene Glukokortikoide beeinflusst wird und damit die 

intestinale Entzündung verändert, war die Kernfrage dieser Arbeit.  

4.2 Auswirkung der GR-Ablation in myeloischen Zellen 

Die akute Entwicklung der intestinalen Entzündung ist nach den Ergebnissen dieser Arbeit 

nicht durch das Fehlen des GR in den myeloischen Zellen beeinflusst. So ist die Ausprägung 

der Gewebeschäden, die Krankheitsaktivität und auch die Produktion von Zytokinen gleich 

stark ausgeprägt, unabhängig von der GR-Expression Allerdings zeigt sich nach Beendigung 

der Zufuhr von DSS und damit der Einleitung der Rekonvaleszenzphase, dass die fehlende 

Kontrolle der Makrophagen durch endogene Glukokortikoide in der Ausheilung bzw. 

Induktion von Gewebereparaturmechanismen entscheidend ist. Die mutanten Mäuse zeigten 

hier eine anhaltende Beeinträchtigung und verzögerte Erholung von der akuten Colitis. Die 
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stärkste Krankheitsausprägung und damit der Höhepunkt der Erkrankung zeigte sich in 

beiden Gruppen an Tag 10. Die Mäuse der Kontrollgruppe (GRflox) zeigten ab Tag 10 sowohl 

in der klinischen Bewertung als auch in der histopathologischen Beurteilung rückläufige 

Werte. Die Gruppe mutanter Mäuse (GRlysM) hingegen zeigte keine relevante Verbesserung, 

verlor weiter Gewicht und wies einen weiteren Anstieg der klinischen Krankheitsausprägung 

(DAI-Score) auf. Diese Befunde belegen, dass die Expression des GR in myeloischen Zellen 

ein essenzieller Faktor für die Einleitung von Gewebereparaturmechanismen bei intestinalen 

Entzündungen darstellt. Dies deckt sich mit Erkenntnissen aus anderen Krankheitsmodellen, 

in denen Glukokortikoide eine M2-Polarisation induzierten (Schweingruber et al. 2011) bzw. 

die Phagozytoseaktivität hemmen (Thomas et al. 2021) und auf diesem Wege sowohl die 

Entzündungsreaktion beenden als auch die Gewebereparatur initiieren (Diaz-Jimenez et al. 

2021). 

4.3 Histopathologisches Korrelat der Entzündung und 

Makrophageninfiltration 

Die Erkenntnisse zum Krankheitsverlauf decken sich außerdem mit den histopathologischen 

Befunden. Beide Gruppen wiesen an Tag 10 ausgeprägte Gewebeschäden im Rahmen der 

intestinalen Entzündung, charakterisiert durch eine massive Zerstörung der Epithelien, eine 

Kryptenatrophie, den Verlust von Becherzellen und eine Infiltration von Immunzellen, auf. 

Während sich der Befund in den GRflox-Mäusen zu Tag 12 bereits besserte, blieb er hingegen 

in den GRlysM-Mäusen unverändert. Die verkürzte Colonlänge als Symptom der intestinalen 

Entzündung veränderte sich von Tag 10 zu Tag 12 allerdings in beiden Gruppen nicht. Ein 

Erklärungsansatz hierfür wäre, dass die Rückbildung mehr Zeit in Anspruch nehmen könnte. 

Eindeutige Beweise oder Beschreibungen in der Literatur gibt es jedoch nicht. Die hier 

nachgewiesenen Gewebeschäden korrelieren mit den bereits in vielen Arbeiten gezeigten 

charakteristischen histopathologischen Befunden sowohl bei Colitis Ulcerosa Patienten 

(Dinallo et al. 2019; Porter et al. 2020), als auch in tierexperimentellen Modellen (Okayasu et 

al. 1990; Wirtz et al. 2017).  

In den Gewebeschnitten der behandelten Tiere zeigten sich in der Lamina propria 

ausgeprägte leukozytäre Infiltrate. Zur Differenzierung dieser wurden immunhistologische 

Untersuchungen angeschlossen. In früheren Publikationen konnte gezeigt werden, dass diese 

sich überwiegend aus Makrophagen zusammensetzen (Stevceva et al. 2001). Nach initialer 

Einwanderung von neutrophilen Granulozyten werden die Makrophagen in großen Mengen 

angelockt und durch pro-inflammatorische Zytokine zu einer Entzündungsreaktion angeregt 

(Porter et al. 2020). Bereits in den unbehandelten Kontrollgruppen überwog die Anzahl der 

Makrophagen, durch die Behandlung kam es jedoch zu einer ausgeprägten Infiltration durch 

weitere Immunzellen in das Colongewebe. Auch hier waren in der Mehrzahl Makrophagen 

nachweisbar. Die feinere Analyse mittels FACS (Durchflusszytometrie, fluorescence activated cell 

sorting), die nach Abschluss dieser Dissertation durchgeführt wurde, erlaubte eine genauere 
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Quantifizierung der Immunzellen in den Infiltraten (Meers et al. 2018). Hierbei zeigte sich, 

dass die Zahl der neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und T-Zellen am Tag 12 nach 

DSS-Behandlung stark zunimmt. In Übereinstimmung mit den immunhistochemischen 

Daten waren die Makrophagen die dabei vorherrschende Zellpopulation im entzündlichen 

Infiltrat und überwogen bei GRlysM-Mäusen signifikant im Vergleich zu GRflox-Mäusen. Eine 

vermehrte Migration der Immunzellen, insbesondere der Makrophagen, durch 

pro-inflammatorischen Signale während der Entzündungsreaktion wurde durch 

weiterführende Untersuchungen der Arbeitsgruppe (Meers et al. 2018) sowie Arbeiten 

anderer Autoren somit bestätigt. (Friedrich et al. 2019; Porter et al. 2020).  

4.4 Zytokinmilieu im Rahmen der Entzündungs- und 

Rekonvaleszenzphase 

Ein wichtiger Bestandteil der Immunreaktion ist die Ausschüttung von unterschiedlichen 

Zytokinen mit zum Teil pro- oder anti-inflammatorischer Wirkung. In anderen Arbeiten 

konnte bereits gezeigt werden, dass Mäuse, denen der GR in myeloischen Zellen fehlt 

(GRlysM-Mäuse), nicht in der Lage sind pro-inflammatorische Zytokine zu regulieren und 

damit zu systemischen Entzündungen neigen (Kleiman et al. 2012; Vettorazzi et al. 2015). 

Die Untersuchung der IL-6 Serumspiegel im vorliegenden Modell zeigte, dass diese auch im 

Rahmen einer intestinalen Entzündungsreaktion erhöht sind. Während die systemische 

Konzentration von IL-6 von Tag 10 zu Tag 12 in den GRflox-Mäusen wieder stark abnahm., 

blieb er in den GRlysM-Mäusen hingegen auf gleichem Niveau erhöht. Die fehlende Erholung 

der GRlysM-Mäuse nach Absetzen der Noxen deutet demnach unter anderem auf eine 

Unfähigkeit hin, die IL-6-Sekretion zu kontrollieren bzw. herunterzuregulieren. Hohe 

IL-6-Spiegel wurden auch im Serum und in Gewebeproben von Menschen mit einem Schub 

einer Colitis Ulcerosa gefunden (Gross et al. 1992), sodass hieraus auch bereits 

therapeutische Ansätze abgeleitet wurden (Yamamoto et al. 2000).  

Zur genaueren lokalen Beurteilung des lokalen Zytokinmilieus wurde das Darmgewebe auf 

die Expression verschiedener pro- und anti-inflammatorischer Gene untersucht. Für die 

Expression von TNF-α zeigten sich während der Induktion erhöhte Werte, die an Tag 12 

wieder absanken, die Veränderungen waren in beiden Gruppen gleich. Die Expression von 

iNOS war nicht relevant verändert. Allerdings stiegen die Spiegel von IL-1β und IL-6 in den 

GRlysM-Mäusen an Tag 10 deutlich stärker an. In den GRflox-Mäusen zeigte sich der 

IL-6-Spiegel von Tag 10 zu Tag 12 rückläufig, während er in den GRlysM-Mäusen erhöht 

blieb. Frühere Untersuchungen ergaben bereits, dass die Neigung zu ausgeprägten 

systemischen Infektionen insbesondere durch das Unvermögen IL-1β und IL-6 zu 

unterdrücken bedingt ist, der TNF-α-Spiegel hingegen keinen Einfluss hat (Kleiman et al. 

2012). Andere Arbeiten wiederum zeigten jedoch, dass TNF-α einen Einfluss auf die 

Permeabilität der Darmbarriere hat (Prasad et al. 2005) und Makrophagen zum M1-Phänotyp 

polarisiert (Shapouri‐Moghaddam et al. 2018). Die vorliegenden Daten lassen vermuten, dass 
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der TNF-α-Spiegel mehr Einfluss auf die Entzündungsentwicklung und weniger auf die 

Rekonvaleszenz hat und damit zu den gewählten Messzeitpunkten keine Unterschiede 

aufweist.  

Die M2-Polarisation der Makrophagen als Ausdruck anti-inflammatorischer Prozesse wurde 

auf Basis der mittels Expression der beiden Scavenger-Rezeptoren CD163 undCD206, sowie 

des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 untersucht. Es zeigte sich, dass diese 

ausschließlich in den GRflox-Mäusen nicht jedoch in den GRlysM-Mäusen hochreguliert 

wurden. Bereits in früheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Glukokortikoide die 

Immunreaktion durch die Induktion von M2-Genen hemmen und damit 

Gewebereparaturmechanismen verstärken (Martinez et al. 2008). Ebenso wurde 

übereinstimmend in einem Mausmodell der Multiplen Sklerose nachgewiesen, dass die 

Dysregulation von CD163, CD206 und IL-10 die Auflösung der Entzündungsreaktion 

beeinflusst (Schweingruber et al. 2011). Die Expression von iNOS zeigte keine relevanten 

Unterschiede, die von Arg-1 wurde in beiden Gruppen an Tag 10 in ähnlicher Weise hoch- 

und an Tag 12 wieder herunterreguliert. Dies steht im Gegensatz zu früheren Erkenntnissen 

bei Untersuchungen in der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis 

(Schweingruber et al. 2011; Montes-Cobos et al. 2017a).  

Mäusen auf Balb/C-Hintergrund zeigten den gleichen Krankheitsverlauf wie 

C57/Bl6-Mäusen. Die Expression der pro-inflammatorischen Zytokine war ebenso in 

beiden Gruppen an Tag 10 erhöht. Interessanterweise ließen sich in beiden Gruppen an 

Tag 10 erhöhte Werte auch für iNOS nachweisen. Arg-1 zeigte die Tendenz zu einer höheren 

Expression in den GRflox-Mäusen jedoch ohne Signifikanz. Entsprechend vorherigen 

Untersuchungen wäre durch die Th-2-Polarisation in BalbC-Mäusen eine Hochregulation 

von Arg-1 zu erwarten (Modolell et al. 1995). Die weniger ausgeprägte Expression in den 

GRlysM-Mäusen spricht ebenfalls für eine Unterrepräsentation von M2-Makrophagen.  

Insgesamt sind für die weiterhin hohe Entzündungsaktivität in GRlysM-Mäusen die höheren 

pro-inflammatorische Zytokinspiegel und eine höhere Anzahl von Makrophagen vom 

M1-Phänotyp verantwortlich. Dies konnte bereits für andere menschliche Erkrankungen 

und die experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis nachgewiesen werden (Wynn et 

al. 2013; Jiang et al. 2014). Makrophagen vom M2-Phänotyp, die für die 

Reparaturmechanismen und Wiedereinstellung der Immunostase verantwortlich sind, 

scheinen unterrepräsentiert zu sein und werden durch die fehlende Expression von 

Induktoren nicht ausreichend aktiviert. Zusammenfassend führt die GR-Ablation in 

myeloischen Zellen somit zu einer veränderten Makrophagen-Polarisation hin zum 

M1-Phänotyp und damit zu einer mangelhaften Gewebereparatur der durch die DSS-

induzierte Colitis verursachten Schäden.  
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4.5 Einfluss von Glukokortikoiden auf  die Entzündung und 

Gewebereparatur, therapeutische Ansätze 

Die Gabe von Glukokortikoiden ist weiterhin eine der Hauptsäulen in der Therapie von 

Schüben einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankung, ungeachtet dessen, dass ein 

effizientes Langzeitansprechen nur bei einem Teil der Patienten zu verzeichnen ist. 40 % der 

Betroffenen reagieren mit Remission auf die Therapie und können im Verlauf auf eine 

Schubprophylaxe umgestellt werden. Weitere 40 – 50 % leiden unter steroidrefraktären 

Schüben und können nicht ohne erneutes Aufflammen des Schubes von Glukokortikoiden 

entwöhnt werden. 10 – 20 % der Betroffenen reagieren gar nicht mehr adäquat auf die 

Wirkung von Glukokortikoiden. In diesen Fällen werden dann komplexe 

immunmodulatorische Behandlungsstrategien notwendig (Kucharzik et al. 2020a). Der 

Nachweis einer Assoziation zwischen Mukosaheilung und dem Erreichen einer steroidfreien 

Remission (Reinink et al. 2016; Shah et al. 2016) macht gezieltere Therapien durch ein 

besseres Verständnis des Pathomechanismus noch relevanter. Zudem wird der GR in allen 

Zelltypen exprimiert. Dies ist eine der Hauptursachen für die umfangreiche Wirkung aber 

auch Nebenwirkungen von Glukokortikoiden, die insbesondere bei Gabe hoher Dosen 

und/oder über lange Zeiträume sich verschlimmern. Daher ist eine strenge Risiko-Nutzen-

Abwägung notwendig (Schäcke et al. 2004; Pithadia und Jain 2011; Buttgereit et al. 2015; 

Kucharzik et al. 2020a). Der Versuch die Glukokortikoide mittels spezieller Trägersysteme 

nur in bestimmten Zielzellen wirken zu lassen, wurde experimentell bereits vielfach 

unternommen. Verschiedene Nanoformulierungen wie (PEGylierte) Liposome, polymere 

Mizellen, Polymer-Wirkstoff-Konjugate, anorganische Wirkstoff-Transport-Systeme und 

anorganisch-organische Hybride-Nanopartikel  wurden erprobt (Lühder und Reichardt 2017; 

Wakaskar 2018). In einem Mausmodell für Multiple Sklerose konnte durch die Gabe von 

Betametasonhaltigen anorganisch-organischen Hybrid-Nanopartikeln, die bevorzugt von 

Makrophagen aufgenommen wurden, gezeigt werden, dass die therapeutische Wirkung nur 

von der Modulation der Makrophagen und hingegen nicht der T-Zellen oder 

Hirnendothelzellen abhing. Auch isolierte humane Monozyten reagierten auf solche 

Betametasonhaltigen anorganisch-organischen Hybrid-Nanopartikeln, wodurch dies ein 

zellspezifischer Therapieansatz zu sein scheint, um über andere Zellen vermittelte 

Nebenwirkungen zu reduzieren (Montes-Cobos et al. 2017b). Eine weitere Publikation 

beschreibt ein anti-CD163-Antikörper-Wirkstoff-Konjugat. Hier wurde das Glukokortikoid 

Dexamethason an einen Antikörper gekoppelt, der spezifisch an den Hämoglobin-

Scavenger-Rezeptor CD163 auf Makrophagen, vor allem des M2-Phänotyps, bindet. In 

in-vivo-Versuchen mit Ratten belegen eine etwa 50-mal höhere Wirkung auf Makrophagen 

des konjungierten Dexamethason im Vergleich zum unkonjungierten Wirkstoff. Während 

die systemische Wirkung von freien Dexamethason stark ausfiel, hatte die äquivalente Dosis 

des Konjugats aber keine derartige Wirkung (Graversen et al. 2012). Vergleichbare 

Ergebnisse wurden mit demselben Antikörper in einem Ratten-Model der Fruktose-

induzierten Leberentzündung gewonnen. Das niedrig dosierte anti-CD163-IgG-
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Dexamethason-Konjugat reduzierte die entsprechenden Entzündungsreaktionen und zeigte 

keine offensichtlichen systemischen Nebenwirkungen (Svendsen et al. 2017). Auch für die 

DSS-induzierte Colitis als Modell für chronisch-entzündliche Darmerkrankungen konnten 

bereits ähnliche Ergebnisse erzielt werden. Die einmalige Injektion eines makromolekularen 

Prodrugs von Dexamethason mit einer ¼-äquivalenten Dexamethason-Dosis hatte im 

Vergleich eine bessere therapeutische Wirkung als eine tägliche Behandlung mit freiem 

Dexamethason (Ren et al. 2015). In einer Untersuchung an aseptischer Implantatlockerung 

konnte gezeigt werden, dass das zuvor genannte Molekül ebenso wirksam wie freies 

Dexamethason war, der systemische Knochenverlust, eine der Hauptnebenwirkung von 

Glukokortikoiden, aber ausblieb (Ren et al. 2014). Makrophagen sind demnach als Zeil von 

Nanoformulierungen sehr geeignet. In Kombination mit der Erkenntnis dieser Arbeit, dass 

Makrophagen wichtige Zielzellen von Glukokortikoiden bei chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen sind, ergeben Ansätze mit zielzellspezifisch-wirkenden 

Glukokortikoiden neue Strategien zur Verbesserung der Therapie von 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen.  

Unerwarteter Weise wurde beobachtet, dass mit Dexamethason beladene lang zirkulierenden 

Liposome, die in einem Mausmodell der Multiplen Sklerose positive Effekte hatten, die 

Krankheitsaktivität in einer chronischen DSS-induzierten Colitis verstärkten. Als Erklärung 

wurde der durch Veränderung der Makrophagen zum M2-Phänotyp reduzierte Schutz vor 

eindringenden Mikroorganismen und damit verstärkten intestinalen Entzündung postuliert 

(Crielaard et al. 2011). Schon deutlich früher wurde nachgewiesen, dass freies Dexamethason 

die Krankheitsausprägung einer akuten DSS-induzierten Colitis verschlimmert, während es 

die Symptome bei einer chronischen DSS-induzierten Colitis mildert (Kojouharoff et al. 

1997). Dies steht im Gegensatz zu den Erkenntnissen der liposomalen Dexamethason 

Formulierung. Weitere Untersuchungen mit anderen Transportsystemen sind sicherlich 

sinnvoll, sollten jedoch aufgrund der angeführte Einschränkungen und gegensätzlichen 

Wirkungen von einzelnen Glukokortikoiden bevorzugt in einem chronischen Colitis-Modell 

durchgeführt werden.  

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Glukokortikoide die Anzahl, die 

Aktivität und den Phänotyp myeloischer Zellen, im speziellen von Makrophagen im Colon 

beeinflussen und damit zur Regeneration der intestinalen Entzündung beitragen. Damit ist 

ihre gezielte Ansteuerung durch zelltypspezifische Carriersysteme ein erfolgsversprechender 

therapeutischer Ansatz, um nebenwirkungsarme Therapeutika für die Remissionsinduktion 

zu entwickeln.  



Zusammenfassung 55 

  

5 Zusammenfassung 

Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen wie die Colitis Ulcerosa sind weit verbreitete 

Erkrankungen, die durch Symptome wie Bauchschmerzen, Durchfall und Gewichtsverlust 

eine erhebliche Einschränkung der Lebensqualität der Betroffenen mit sich bringen. Zudem 

steigt mit der Krankheitsaktivität über die Zeit hinweg auch das Risiko an einem kolorektalen 

Karzinom zu erkranken. Die Gabe von Glukokortikoiden ist eine der Standardtherapien von 

Colitis Ulcerosa, insbesondere zur Schubbehandlung. Obgleich ein nicht unerheblicher Teil 

der Betroffenen von dieser Therapie nicht mehr entwöhnt werden kann oder gar nicht darauf 

reagiert, mangelt es an gleichwertigen Alternativen. Die ausgeprägten Nebenwirkungen einer 

Glukokortikoid-Dauertherapie wie beispielsweise Osteoporose, Hyperglykämie und gastrale 

Ulcera, sind ein weiterer erschwerender Gesichtspunkt in Bezug auf die therapeutischen 

Möglichkeiten. Neue Untersuchungen, die zu einer Verbesserung der Therapiemöglichkeiten 

beitragen könnten, sind daher dringend erforderlich.  

Das Mausmodell der DSS-induzierten Colitis ähnelt in ihrer histopathologischen 

Ausprägung dem Schub einer Colitis Ulcerosa. Mäuse, denen der Glukokortikoid-Rezeptor 

in myeloischen Zellen fehlt (GRlysM) und die damit nicht mehr auf die Wirkung von 

Glukokortikoiden reagieren können, blieben in diesem Modell nach Beendigung der Noxe 

weiterhin krank. Die Kontrollgruppe (GRflox) erkrankte zwar vergleichbar, erholte sich nach 

Beendigung der DSS-Gabe aber wieder. Die Krankheitsausprägung wurde anhand klinischer 

Symptome bewertet was durch Bestimmung der Colonlänge und dem histopathologischen 

Befund ergänzt wurde. GRlysM-Mäuse wiesen eine höhere Anzahl von Makrophagen in den 

entzündlichen Infiltraten des Dickdarms auf, während die Anzahl von neutrophilen 

Granulozyten und T-Zellen kaum verändert war. Weiterhin zeigten GRlysM-Mäuse auch in 

der Remission hohe IL-6 Serumspiegel. Während die Expression pro-inflammatorischer 

Zytokine im Colongewebe ebenfalls erhöht war, wurde gleichzeitig eine gestörte Induktion 

anti-inflammatorischer Zytokine in den GRlysM-Mäusen beobachtet.  

Mit den vorliegenden Daten konnte gezeigt werden, dass das Fehlen des Glukokortikoid-

Rezeptors in myeloischen Zellen die Auflösung der Entzündungsreaktion beeinträchtigt. Die 

persistierenden klinischen Symptome und Gewebeschäden deuten darauf hin, dass die 

Migration und Polarisation der infiltrierenden Immunzellen insbesondere der Makrophagen, 

unter diesen Bedingungen beeinträchtigt ist, und es zu einer Störung der systemischen 

Zytokinfreisetzung und der lokalen Genexpression von Immunmodulatoren kommt. 

Obgleich diese Ergebnisse in einem Mausmodell gewonnen wurden, legen 

Veröffentlichungen nahe, dass Makrophagen in chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen beim Menschen ähnlich ursächlich sind. Diese Erkenntnisse schaffen 

somit neue Lösungsansätze für zielgerichtete Therapien mit einem reduzierten 

Nebenwirkungsprofil. 
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