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Kurzreferat 

Die 12/15-Lipoxygenase (Alox15) wird häufig als funktioneller Gegenspieler der pro-

inflammatorischen 5-Lipoxygenase (Alox5) angesehen, da das Enzym in mehreren 

Entzündungsmodellen eine anti-inflammatorische Wirkung zeigt. Um zu überprüfen, ob 

dies auch für die murine Kolitis zutrifft, wurde bei Alox15-defizienten Mäusen und 

entsprechenden Kontrolltieren eine experimentelle DSS-Kolitis ausgelöst. Dabei erhielten 

die Tiere über sieben Tage 2,5 % DSS über das Trinkwasser. Dieser Induktionsphase 

folgte eine sieben-tägige Erholungsphase, während der kein DSS appliziert wurde. Als 

klinische Parameter für den Schweregrad der Erkrankung galten Gewichtsveränderungen, 

der Krankheitsaktivitätsindex (DAI) und die Kolonlänge. Weiterhin wurde mithilfe der qRT-

PCR im Darmgewebe das Expressionsniveau pro- und anti-inflammatorischer Zytokine 

(TNFa, IL-1b, TGFb), wichtiger Komponenten der intestinalen Barriere (Occludin, Claudin-

1, Kollagen IV) sowie pro-inflammatorischer Enzyme (COX1, COX2, iNOS) quantifiziert. 

Ex vivo-Experimente zur intestinalen Permeabilität sollten zum besseren Verständnis der 

pathophysiologischen Prozesse beitragen, die der DSS-Kolitis zugrunde liegen. Die 

Alox15-defizienten Mäuse waren im Vergleich zu den Wildtyptieren gegenüber der 

induzierten DSS-Kolitis geschützt. Die molekularen Ursachen für diesen Zusammenhang 

sind noch nicht eindeutig geklärt. Die mechanistischen Untersuchungen dieser Arbeit 

deuten darauf hin, dass die Erhöhung der intestinalen Permeabilität bei den Alox15-

defizienten Mäusen im Vergleich zu den Wildtyptieren weniger stark ausgeprägt ist. Diese 

Hypothese wird durch Expressionsstudien von Tight Junction-Proteinen bestätigt. 
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1 Einleitung 
Die Einleitung soll eine Grundlage für die wichtigsten Themen der Arbeit schaffen. Dazu 

gehören zunächst epidemiologische Fakten zu chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen und der akuten Kolitis. Detailliert wird auf die Frage eingegangen, wie 

eine Kolitis experimentell mit dem Agens Dextran-Natriumsulfat herbeigeführt werden 

kann. Desweiteren werden die Lipoxygenasen beschrieben und deren Funktion in 

verschiedenen Entzündungsmodellen erläutert sowie pro- und anti-inflammatorische 

Zytokine (TNFa, IL-1b, TGFb), wichtige Komponenten der intestinalen Barriere (Occludin, 

Claudin-1, Kollagen IV) und pro-inflammatorische Enzyme (COX1, COX2, iNOS) 

vorgestellt. Anschließend werden der NFkB-Signalweg und die intestinale Barriere 

dargestellt. Am Ende der Einleitung wird das Ziel der vorliegenden Arbeit formuliert. 

1.1 Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen und akute Kolitis 

Die chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen (CED) werden in zwei Formen unterteilt: 

die Colitis Ulcerosa (CU) und den Morbus Crohn (MC). Obwohl sich beide Erkrankungen 

durch ihre anatomische Lokalisation und den Erkrankungsmechanismus unterscheiden, 

ist das gemeinsame Merkmal eine schubartig überschießende Immunantwort auf 

intestinale Mikroorganismen, wie Bacteroides fragilis und Clostridium species (Saleh et 

al., 2011). Schätzungsweise 320.000 Menschen in Deutschland leiden an einer CED, 

wobei das erstmalige Manifestationsalter zwischen der zweiten und dritten 

Lebensdekade liegt (Xavier et al., 2007). In Deutschland liegt die Inzidenz dieser 

Erkrankungen bei 4-5/100.000 (Feuerbach et al., 2000). Entzündliche Erkrankungen des 

Gastrointestinaltrakts verursachen beispielsweise in den Vereinigten Staaten jährlich 

geschätzte Kosten von 1,7 Milliarden US-Dollar (Medicherla et al., 2015). Eine 

Unterscheidung von CU und MC ist durch die klinische Symptomatik und das 

Befallsmuster möglich. Bei der CU schreitet die Entzündung kontinuierlich vom Rektum 

bis maximal zur Bauhin´schen Klappe und verursacht nur Veränderungen in der Mukosa. 

Die charakteristischen Symptome sind vor allem blutige Diarrhoe mit krampfartigen 

abdominalen Schmerzen (Ordas et al., 2012). Im Gegensatz dazu findet man beim MC 

einen segmentalen Befall der gesamten Darmwand. Dieser Befall kann sich von der 

Mundhöhle bis zum Rektum erstrecken (Baumgart et al., 2012). Charakteristische 

Symptome sind vor allem abdominelle Schmerzen, Gewichtsabnahme und Diarrhoe 
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(Riordan et al., 1998). Histologisch kann man einen Abbau der Muzinschicht, eine 

epitheliale Degeneration sowie Nekrosen mit dem Verschwinden der Epithelzellen sehen 

(Perse et al., 2012). Lange Zeit wurde bei den CED von einem reinen 

Autoimmungeschehen ausgegangen. Mittlerweile ist dieser Ansatz überholt und man 

geht von einer komplexen Barriere-Erkrankung aus (Wehkamp et al., 2016). Zusätzlich 

fanden Ahmad et al. (2017) heraus, dass die Dysfunktion der intestinalen Barriere mit 

einer Zunahme der Darmwandpermeabilität einhergeht. Die einzigen Therapieansätze 

sind zurzeit die Suppression des Immunsystems durch Immunsuppressiva wie 

Glukokortikoide und Purinanaloga oder die Therapie mit Biologicals wie TNFa-Blockern 

um den inflammatorischen Prozess zu beenden (Baumgart, 2009). Aufgrund der 

eingeschränkten Therapiemöglichkeiten und damit einhergehenden 

Langzeitnebenwirkungen werden neue Therapieformen erforscht, wie beispielsweise die 

Rolle von humanen Stammzellen bei den CED oder deren Einfluss auf die Alox15 (Mao 

et al., 2017). 

Obwohl die Inzidenz dieser Erkrankung zunimmt, ist die Ätiologie der CED aufgrund des 

komplexen Pathomechanismus noch immer weitgehend unklar. Es ist bekannt, dass 

zahlreiche Faktoren wie Umweltfaktoren, der genetische Hintergrund (familiäre 

Belastung), Veränderungen der intestinalen Mikrobiome und oxidativer Stress eine Rolle 

bei der Ausprägung der CED spielen (Yin et al., 2015). In der vorliegenden Arbeit werden 

mögliche Pathomechanismen besprochen und experimentell unterstützt. 

Dem Arachidonsäure(AA)-Stoffwechsel wird eine große Bedeutung zugewiesen. Die 

Stoffwechselprodukte der AA wie 12-HETE, 15-HETE oder Lipoxine, die u.a. durch 

Lipoxygenasen entstehen, haben einen Einfluss auf die CED. So zeigten Pochard et al. 

(2016) und Mangino et al. (2006), dass die untersuchten Stoffwechselprodukte der 

Lipoxygenasen, 15-HETE und Lipoxine, einen anti-inflammatorischen Effekt im 

Krankheitsmodell der CED haben. Eine weitere Rolle spielt die gestörte Expression von 

Tight Junction (TJ)-Proteinen, wie ZO-1 und Occludin, der intestinalen Barriere (J. Zhao 

et al., 2015). Diese TJ-Proteine verbinden als interzelluläre Proteine die Epithelzellen der 

Darmmukosa miteinander, sodass ein Stoffaustausch zwischen Darmlumen und Blut 

nicht parazellulär, sondern nur transzellulär möglich ist (Lüllmann-Rauch, 2003). Ist diese 

Barriere gestört, kommt es zur Durchmischung der intraintestinalen und extraintestinalen 

Flüssigkeitskompartimente. Dadurch können einerseits intestinale Bakterien, Toxine und 

Pathogenantigene unkontrolliert ins Blut gelangen. Andererseits können zelluläre (z.B. 
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Immunzellen, wie T-Zellen und dendritische Zellen) und lösliche Bestandteile des 

Blutplasmas (z.B. Komplementproteine) ins Darmlumen gelangen und dort 

Immunreaktionen auslösen, die zu einer weiteren Schädigung von Epithelzellen und TJs 

führen (Clayburgh et al., 2004). Dies kann die Initiierung einer Entzündungskaskade 

hervorrufen, die zur Ausbildung des charakteristischen Symptomkomplexes einer Kolitis 

mit Diarrhoe und abdominalen Schmerzen führt. 

1.2 Experimentelle DSS-Kolitis 

Dextran ist ein komplexes Polymer aus Glucoseeinheiten, welches durch verschiedene 

Bakterien wie Streptococcus spp. und Leuconostoc spp. aus Saccharose synthetisiert 

wird. Es besitzt sowohl verzweigte als auch unverzweigte Ketten und weist eine starke 

Variabilität im Molekulargewicht auf, welche von zirka 5.000 bis 1,4 Mio. Dalton (Da) 

reicht. Das in den vorliegenden Versuchen verwendete Dextran-Natriumsulfat (DSS) 

wiederum ist ein polyanionisches Derivat des Dextrans, welches durch Veresterung des 

Dextrans mit Chlorsulfonsäure entsteht (Solomon, 2010). Marcus et al. (1969) fanden 

heraus, dass man mithilfe von DSS akute Kolitiden in Tiermodellen induzieren kann. 

Dieses Tiermodell wurde für die tierexperimentelle Forschung optimiert und ist heute ein 

wichtiger Bestandteil für die Analyse von Pathomechanismen entzündlicher 

Darmerkrankungen (Perse et al., 2012). Hinsichtlich der Ätiologie, Pathologie, 

Symptomausprägung und der therapeutischen Ansprechbarkeit ähnelt die DSS-Kolitis 

humanen entzündlichen Darmerkrankungen (Solomon, 2010). Hauptsymptome der DSS-

Kolitis sind Gewichtsverlust, Diarrhoe und blutiger Stuhl. Als histologisches Korrelat 

werden epitheliale Degenerationen, Infiltration der Lamina propria und Submukosa mit 

neutrophilen Granulozyten sowie der Abbau der Muzinschicht beschrieben. Die 

Infiltration von neutrophilen Granulozyten wird initial als Kryptitis bezeichnet. Schreitet 

der Entzündungsprozess weiter fort, kann sich ein Kryptenabszess entwickeln (Perse et 

al., 2012).  

Konzentration und Applikationsdauer des DSS sind nicht nur für die Art der Kolitis (akut, 

chronisch) bedeutsam, sondern bestimmen auch den Schweregrad des Krankheitsbildes. 

Um eine akute Kolitis zu induzieren, sollten 2 bis 5 % DSS dem Trinkwasser zugefügt 

werden und dieses für eine kürzere Zeit (z.B. 4 bis 9 Tage) verabreicht werden (Perse et 

al., 2012). Geringere Konzentrationen, die über einen längeren Zeitraum gegeben 

werden oder eine intermittierende Gabe von DSS (z.B. 4 Zyklen á 7 Tage DSS, 
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dazwischen 10 Tage Gabe von unbehandeltem Trinkwasser) führen dagegen zu einer 

chronischen Entzündung (Perse et al., 2012). Obwohl die DSS-induzierte Kolitis der 

Maus ein etabliertes Krankheitsmodell zur Untersuchung akuter und chronischer 

Kolitiden ist, sind die molekularen Mechanismen, die der DSS-Wirkung zugrunde liegen, 

bisher noch nicht vollständig verstanden. Perse et al. (2012) gehen davon aus, dass DSS 

eine toxische Wirkung auf das Kolonepithel ausübt, wodurch es zu einem Epitheldefekt 

und damit zu einer Beeinträchtigung der Kolonbarriere kommt. Dieser Epitheldefekt führt 

zu einer Erhöhung der Permeabilität der Kolonwand. Erste detektierbare Veränderungen 

sind eine Zunahme der Expression pro-inflammatorischer Zytokine (TNFa, IL-1b) und 

eine Abnahme der Expression von TJ-Proteinen (Claudin-1, Occludin) (Azuma et al., 

2013). Durch diese Schädigung ist es großen Molekülen wie dem DSS möglich, die 

Barriere zu überwinden. Ob DSS dabei initial das Darmepithel transzellulär oder 

parazellulär passiert, ist nicht bekannt (Perse et al., 2012). Weiterhin fanden Okayasu et 

al. (1990) heraus, dass die DSS-Kolitis zu gravierenden Veränderungen im intestinalen 

Mikrobiom führt. Mäuse, die mit DSS behandelt wurden, zeigten eine signifikant höhere 

Anzahl von Enterobacteriaceae, Bacteroidaceae, und Clostridium spp. im Darmlumen. 

1.3 Lipoxygenasen 

Im Folgenden Abschnitt werden die Lipoxygenasen näher beschrieben. Dabei wird 

insbesondere auf das Vorkommen und die Nomenklatur, die Struktur und Funktion sowie 

die katalysierten Reaktionen der Lipoxygenase und deren Produkte eingegangen. Am 

Ende wird die duale Rolle der Lipoxygenase bei der Entzündung und auch bei der 

Entstehung vom kolorektalen Karzinom anhand von Beispielen beleuchtet. 

1.3.1 Vorkommen und Nomenklatur 

Lipoxygenasen (LOX) gehören zu einer heterogenen Familie von Dioxygenasen, die als 

katalytisch aktive Komponente ein Nicht-Hämeisen enthalten. Sie katalysieren die 

Dioxygenierung von mehrfach ungesättigten Fettsäuren (PUFA) (Ivanov et al., 2010) und 

kommen in zwei (Bacteria, Eucarya) der drei Domänen des irdischen Lebens vor (Ivanov 

et al., 2015). Bei Vertebraten sind Arachidonsäure (AA, C20D5,8,11,14) und Linolensäure 

(LA, C18D9,12) die dominanten LOX-Substrate (Kuhn et al., 2015). Die Nomenklatur und 

die Subklassifizierung von Lipoxygenasen ist kompliziert und beruht auf ausgewählten 

Eigenschaften der Enzyme. Dabei wurden die evolutionären 

Verwandtschaftsbeziehungen der LOX-Isoformen unberücksichtigt gelassen (Kuhn et al., 
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2015). Das humane Genom enthält sechs LOX-Gene (ALOX5, ALOXE3, ALOX12B, 

ALOX12, ALOX15B, ALOX15), die sich mit Ausnahme des ALOX5-Gens (Chromosom 

10) auf dem Chromosom 17 befinden. Diese sechs Gene codieren sechs verschiedene 

humane LOX-Isoformen, die unterschiedliche biologische Funktionen haben (Funk et al., 

2002). Bei der Maus gibt es zu jedem humanen LOX-Gen ein entsprechendes Ortholog 

(Funk et al., 2002). Auch hier stellt die murine Alox5 eine Ausnahme dar, deren Gen auf 

dem Chromosom 6 zu finden ist. Die anderen murinen LOX-Gene liegen auf 

Chromosom 11. Zusätzlich zu den oben genannten sechs LOX-Genen enthält das 

murine Genom ein funktionelles Alox12-Gen, welches beim Menschen ein funktionsloses 

Pseudogen ist (Ivanov et al., 2015). Ursprünglich lag der LOX-Nomenklatur die 

Reaktionsspezifität der Isoformen bei der Oxygenierung von AA zugrunde. Diese 

Nomenklatur besagt, dass beispielsweise die ALOX5 selektiv das fünfte C-Atom der 

Kohlenwasserstoffkette der AA oxygeniert. Da aber einige Lipoxygenasen die AA an 

mehreren C-Atomen oxygenieren können, ist diese Nomenklatur nicht eindeutig (Ivanov 

et al., 2010). Außerdem besitzen orthologe LOX-Isoformen verschiedener Spezies nicht 

selten unterschiedliche Reaktionsspezifitäten, sodass sie entsprechend der 

konventionellen LOX-Nomenklatur in verschiedene Subfamilien eingruppiert werden. 

Kürzlich wurde vorgeschlagen, die Nomenklatur der humanen Gene zu nutzen, um die 

entsprechende Isoform anderer Säugetiere zuzuordnen (Kuhn et al., 2015) (Tabelle 1.1). 

 

Tabelle 1.1: Funktionelle humane ALOX-Gene und Hauptexpressionsorte der 
entsprechenden Enzyme (modifiziert nach Kuhn et al., 2015) 

Mensch Früherer 
Name  

Maus Früherer 
Name 

Hauptexpression 
durch 

Referenzen 

ALOX15 12/15-LOX alox15 lc12-LOX* Eosinophile, 
Bronchialepithel 

(Conrad et al., 1992; Sun et 
al., 1996) 

ALOX15B 15-LOX2 alox15b 8-LOX Haarwurzeln, 
Haut, Prostata 

(Brash et al., 1997; Jisaka et 
al., 1997) 

ALOX12 pl12-LOX** alox12 pl12-LOX Thrombozyten, 
Haut 

(Funk et al., 1990; Virmani et 
al., 2001) 

ALOX12B 12R-LOX alox12b 12R-LOX Haut  (Boeglin et al., 1998; Meruvu 
et al., 2005) 

ALOXE3 eLOX3 aloxe3 eLOX3 Haut (Kinzig et al., 1999; Krieg et 
al., 2014) 

ALOX5 5-LOX alox5 alox5 

Leukozyten, 
Makrophagen, 
dendritische 
Zellen 

(Funk et al., 1989; 
Wasilewicz et al., 2010) 

*lc – leukocyte-type, **pl – platelet-type 
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1.3.2 Struktur und katalytische Funktion 

Säugetier-Lipoxygenasen bestehen aus einer einzelnen Polypeptidkette, die sich in eine 

Zweidomänenstruktur faltet. Die kleinere N-terminale Domäne besteht aus mehreren 

parallelen und anti-parallelen b-Faltblättern. Diese Domäne ist vor allem für die 

Membranbindung der Enzyme verantwortlich, spielt aber auch für die Regulation der 

katalytischen Aktivität eine Rolle (Kuhn et al., 2015). Die C-terminale Domäne hingegen 

besteht aus mehreren a-Helices und enthält das katalytisch aktive Nicht-Hämeisen (Abb. 

1.3-2). 

Die LOX-Reaktion setzt sich aus vier aufeinanderfolgenden Elementarreaktionen 

zusammen (Abb. 1.3-3) und umfasst folgende Schritte: 

i. Abspaltung eines Wasserstoffatoms von 

einer doppelallyständigen Methylengruppe. 

Dies führt zur Bildung eines 

Fettsäureradikals. 

ii. Umordnung des Fettsäureradikals. 

iii. Einführung von molekularem Sauerstoff 

(Bildung eines Peroxidradikals). 

iv. Reduktion des Hydroperoxidradikals zum 

Peroxidanion. 

Die Wasserstoffabspaltung ist dabei der 

geschwindigkeitsbestimmende Schritt der 

Gesamtreaktion (Brutsch et al., 2015). 

 

 
Abb. 1.3-2: Dreidimensionale Struktur der 
Kaninchen-Alox15: die N-terminale Domäne 
(gelb), die C-terminale Domäne (rot). Das 
Nicht-Häm-Eisen ist schwarz. Die 
Plasmamembran wird durch die blauen 
Punkte symbolisiert. (modif iziert nach 
Lomize et al.  (2005-2013) 
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Abb. 1.3-3.: Reaktionsmechanismus der Lipoxygenasen (modif iziert nach 
Ivanov et al. (2010): 1.) Wasserstoff wird von einer doppelallylständigen 
Methylgruppe abgespalten (geschwindigkeitsbestimmender Schritt).  2.) 
Das Radikal wandert in Richtung des Methyl- (+2) oder Carboxyl-Endes (-
2). 3.) Sauerstoff  wird angelagert. 4.) Das Fettsäureradikal wird zu einer 
Hydroperoxyfettsäure reduziert.  Das Elektron hierfür stammt vom 
dreiwert igen Eisen (Fe[II I ]).  

 

1.3.3 Lipoxygenasereaktionen und Lipoxygenaseprodukte 

Verschiedene LOX-Isoformen weisen verschiedene katalytische Aktivitäten auf (Ivanov 

et al., 2015). Lipoxygenasen können die Synthese von Signalmolekülen initiieren 

(Leukotriene, Eoxine, Lipoxine) oder tragen zu strukturellen und funktionellen 

Veränderungen von Zellen bei (Haeggstrom et al., 2011). Nach hydrolytischer Spaltung 

der Membranphospholipide durch Phospholipasen A2 (PLA2) (Mancini et al., 2011) 

werden Polyenfettsäuren (u.a. AA, Eicosapentaensäure (EPA) und Docosahexaensäure 

(DHA)) freigesetzt und stehen dann als LOX-Substrate zur Verfügung (Haeggstrom et al., 

2011). Diese Fettsäuren werden im Rahmen der AA-Kaskade durch Cyclooxygenasen 

(COX) zu Prostaglandinen (zyklische Eicosanoide; PGG2 bei AA und PGG3 bei EPA), 

Prostazyklin und Thromboxan (TXA) umgewandelt. Alternativ dazu können diese 

Substrate durch Lipoxygenasen zu verschiedenen Hydroperoxyderivaten (lineare 

Eicosanoide, 15-HpETE bei AA und 17-HpDHA bei DHA) umgewandelt werden (Le 

Faouder et al., 2013). Die Produkte des LOX-Stoffwechselweges sind vor allem bioaktive 

Lipidmediatoren wie Leukotriene (Savari et al., 2014), Lipoxine (Romano, 2010), 

Fettsäure 
(Substrat) 

Hydroperoxyfett
- säure (Produkt) 

1.)Wassersto
ff-
abspaltung 

2.)Radikal-
umlagerung 3.)Sauerstoff-

anlagerung 

4.)Radikal-
reduktion 
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Resolvine (Yoo et al., 2013), Protektine (Serhan et al., 2011) und weitere Lipidmediatoren 

aus den Fettsäuren AA, EPA und DHA. Zusätzlich zu den COX- und LOX-

Stoffwechselwegen gibt es noch einen weiteren Weg, über den durch Cytochrom P450 

(CYP450) katalysierte Reaktionen andere Lipidmediatoren synthetisiert werden (Abb. 

1.3-1). 

 
Abb.: 1.3-1: Stoffwechselweg der PUFA (nach Le Faouder et al. ,  2013): Die Abbildung fasst die 
bioaktiven Mediatoren (rot), Stoffwechselmarker (blau) und inaktiven Produkte (grün) zusammen. 
A:  Es gibt vier wichtige Stoffwechselwege über die AA metabolisiert werden kann: Der 
Cyclooxygenase(COX)-Stoffwechselweg, der 6-keto-Prostaglandin F1 (6kPGF1), Thromboxan B2 
(TXB2) und Prostaglandin E2 (PGE2) generiert; Der Lipoxygenase (LOX)-Stoffwechselweg, der 5-
Hydroxyeicosatetraensäure (5-HETE), 8-HETE, 12-HETE, 15-HETE, Lipoxin A4 (LxA4), LxB4, 5-
Oxoeicosatetraensäure (5-oxo-ETE) und Leukotrien B4 (LTB4) generiert;  Der CYP-Hydrolase-
Stoffwechselweg, der 19-HETE und 20-HETE generiert, sowie der Cytochromepoxygenase 
(CYPe)-Stoffwechselweg, der 5,6-Epoxyeicosatriensäure (5,6-EET) und 8,9-EET, 11,12-EET, 
14,15-EET und 5,6-Dihydroxy-Eicosatetraensäure (5,6-DiHETE) generiert. B: Aus 
Eicosapentaensäure (EPA) und Docosahexaensäure (DHA) kann durch Einwirkung von LOX oder 
COX PGE3, LTB5, 18-Hydroxyeicosapentaensäure (18-HEPE), 17-hydroxy-Docosahexaensäure 
(17-HDoHE), 14-HDoHE, Resolvin D1 (RvD1), 7(S)-Maresin (7-MaR1) und 10(S),17(S)-Protekt in 
(PDx) entstehen. 
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1.3.4 Entzündung 

Lipoxygenasen sind die Schlüsselenzyme bei der Synthese der linearen Eicosanoide 

(Leukotriene, Lipoxine, Resolvine, Protektine, Maresine, Hepoxiline u.a.). Diese 

Mediatoren spielen bei Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen und bei der 

Pathogenese inflammatorischer Erkrankungen eine wichtige Rolle (Belkner et al., 1991; 

Schewe et al., 1975; Serhan et al., 2011; Yoo et al., 2013). Dabei ist die Funktion der 

Enzyme nicht auf die Bildung bioaktiver Mediatoren beschränkt (Kuhn et al., 2015). So 

tragen Lipoxygenasen auch einen wichtigen Teil zum Redox-Status der Zelle bei. Durch 

diesen wird u.a. das zelluläre Expressionsprofil gesteuert (Kuhn et al., 2015). Der Redox-

Status beeinflusst auf transkriptionalen und post-transkriptionalen Ebenen eine 

Zellpopulation und kann dadurch den Phänotypen dieser Zellen bestimmen. Die 

Homöostase des Redox-Status einer Zelle ist vom Gleichgewicht pro- und anti-oxidativer 

Prozesse abhängig. Lipoxygenasen bilden in diesem Gleichgewicht einen Teil der pro-

oxidativen Verbindungen, welche Einfluss auf Redox-abhängige Transkriptions- oder 

Translationsfaktoren haben (Kuhn et al., 2015). 

Die Entzündung ist eine Reaktion des Organismus auf einen entzündungserregenden 

Reiz, z.B. eindringende Pathogene. Ihr Ziel ist es, diese eingedrungenen Pathogene zu 

bekämpfen und dabei dem Wirtsorganismus möglichst wenig Schaden zuzufügen. Zu 

diesem Zweck muss die Intensität der Entzündungsreaktion den jeweiligen 

Erfordernissen angepasst werden. Es sind zahlreiche Entzündungsmediatoren bekannt, 

und einige von ihnen werden als LOX-Produkte synthetisiert. Dabei zählen Leukotriene 

(LT) wie Leukotrien B4 (LTB4) zu den klassischen pro-inflammatorischen Mediatoren der 

akuten Entzündung (Haeggstrom et al., 2011; Radmark et al., 2010). LTs werden in 

verschiedenen Typen von Leukozyten synthetisiert. Das Schlüsselenzym der LT-

Biosynthese ist die ALOX5, welche die ersten beiden Schritte (Oxygenierung von AA zu 

5-HpETE und Umwandlung von 5-HpETE in LTA4) der Leukotrienbiosynthese katalysiert 

(Haeggstrom et al., 2011; Radmark et al., 2007). Generell gibt es zwei verschiedene 

Arten von LTs: Peptid-LTs und peptidfreie LTs. Die unterschiedlichen LTs zeigen 

unterschiedliche Aktivitäten und interagieren mit verschiedenen Zelltypen. Die Peptid-LTs 

wie LTC4, LTD4 und LTE4 sind Komponenten der slow reacting substance of anaphylaxis 

(SRS-A) und spielen bei der Pathogenese von allergischen Erkrankungen wie dem 

Asthma bronchiale (Singh et al., 2013) und der allergischen Rhinitis (Cobanoglu et al., 

2013) eine wichtige Rolle. Peptid-LTs besitzen zudem eine höhere Effektivität als der 
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Bronchiokonstriktor Histamin (Dahlen et al., 1981; Dahlen et al., 1980). Zusätzlich 

bewirken Peptid-LTs eine gesteigerte Sekretion des Bronchialschleims und eine 

Zunahme der Mukusviskosität (Kaliner et al., 1986; Peatfield et al., 1982). Unter den 

peptidfreien LTs spielt das Leukotrien B4 (LTB4) eine besondere Rolle (Le Bel et al., 

2014). Es wird von polymorphkernigen Leukozyten, Makrophagen und Monozyten aus 

AA (Kuhn et al., 2015) über LTA4 synthetisiert, wobei die ALOX5 auch hierbei wesentlich 

beteiligt ist. Laut Smith (1981) induziert LTB4 die Zellaggregation und erhöht die vaskuläre 

Permeabilität, wodurch seine starke pro-inflammatorische Wirkung erklärt werden kann. 

Es bindet spezifisch an zwei G-Protein-gekoppelte Zelloberflächenrezeptoren (BLT1, 

BLT2), was zur Aktivierung inflammatorischer Zellen, wie Granulozyten, Makrophagen, 

dendritischen Zellen und differenzierte Th-Zellen u.a., führt (Hicks et al., 2007; Yokomizo, 

2011). 

1.3.4.1 Duale Funktion von LOX-Produkten bei der Entzündung 

Die Ansicht, dass die Beendigung einer akuten Entzündung ein passiver Prozess sei, der 

durch das Verschwinden des entzündungserregenden Stimulus eingeleitet wird (Serhan 

et al., 2011), scheint inzwischen überholt zu sein. Mittlerweile geht man von einem aktiven 

Prozess aus, der sich Resolution nennt und in dem die Wiederherstellung der 

Gewebshomöostase angestrebt wird (Freire et al., 2013). Diese inflammatorische 

Resolution wird durch Mediatoren eingeleitet und ist geprägt von einem Switch der 

Lipidmediatoren von pro-inflammatorischen Leukotrienen zu anti-inflammatorischen 

Lipoxinen bzw. Resolvinen (Serhan et al., 2005). Dabei ist der Phänotyp aller 

Makrophagen abhängig von der Mischung aus Zytokinen, Mediatoren und Metaboliten, 

die zu diesem Zeitpunkt am Ort der Entzündung gebildet werden (Gordon et al., 2010). 

So werden beispielsweise durch einen Wechsel der inflammatorischen Signale pro-

inflammatorische M1-Makrophagen durch M2-Makrophagen ersetzt, die die 

Entzündungsreaktion beenden bzw. abmildern (Sica et al., 2012). Weiterhin wird die 

Bildung von pro-inflammatorischen Lipidmediatoren wie PGs und LTs herunterreguliert 

und die Biosynthese von anti-inflammatorischen Mediatoren hochreguliert (Kuhn et al., 

2015). Endogene Lipidmediatoren, welche die inflammatorische Resolution initiieren 

(beispielsweise Lipoxine, Resolvine oder Protektine), sind Produkte des LOX-

Stoffwechsels. Durch anti-inflammatorische Eicosanoide werden unterschiedliche 

Prozesse induziert. Dazu gehören u.a. die reduzierte Migration der Leukozyten (Fierro et 
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al., 2003), die Normalisierung der vaskulären Permeabilität (Ereso et al., 2009), die 

Apoptose pro-inflammatorischer neutrophiler Granulozyten (El Kebir et al., 2013) und die 

Phagozytose dieser apoptotischen neutrophilen Granulozyten, von Bakterienresten und 

nekrotischem Detritus durch M2-Makrophagen (Ohira et al., 2010). Gemeinsames Ziel 

dieser Prozesse ist die Wiederherstellung der normalen Gewebearchitektur. Ist die 

inflammatorische Resolution erfolgreich, führt dies zur Restitutio ad integrum. Wird die 

inflammatorische Resolution jedoch in irgendeiner Form gestört, geht die initial akute 

Entzündung in einen chronischen Prozess über (Kuhn et al., 2015). 

Der bereits angesprochene duale Charakter der Lipoxygenase zeigt sich in den 

unterschiedlichen Forschungsergebnissen vieler entzündlicher Krankheitsmodelle. Auf 

der einen Seite stehen Ergebnisse von Kronke et al. (2009), die zeigen, dass die Alox15 

im Krankheitsmodell der Arthritis eine anti-inflammatorische und gewebsprotektive 

Wirkung besitzt. Auch Gronert et al. (2005) wiesen in ihren Studien zur Rolle der Lipoxine 

bei der Wundheilung darauf hin, dass die physiologische Rolle der Alox15 darin besteht, 

die Entzündung abzuschwächen und die Wundheilung zu fördern. Weiterhin fassten Mao 

et al. (2015) in einem Übersichtsartikel Ergebnisse zusammen, welche ebenfalls für eine 

anti-inflammatorische Wirkung der Alox15 beim Kolitis-induzierten kolorektalen Karzinom 

(KRK) sprechen. Auf der anderen Seite räumten die Autoren ein, dass die Funktion der 

Alox15 im Entzündungsgeschehen sehr komplex sei und sowohl eine pro- als auch anti-

inflammatorische Rolle der beteiligten Zytokine, Prostaglandine und Immunzellen 

nachgewiesen werden konnte. In vivo werden anti-inflammatorische Eicosanoide durch 

konsekutive Reaktionen verschiedener LOX-Isoformen (z.B. zuerst ALOX5 und 

anschließend ALOX15 oder ALOX12) synthetisiert (Sala et al., 2010). Lipoxine werden 

aus der W6-Fettsäure AA hergestellt, während Resolvine und Protektine aus den W3-

Fettsäuren EPA und DHA synthetisiert werden. Diese Fettsäuren, deren anti-

inflammatorische Eigenschaften bekannt sind, findet man vor allem in hohen 

Konzentrationen in Meerestieren (Fischöl) (Horrocks et al., 1999). Die anti-

inflammatorischen Eigenschaften von einigen Isoformen der LOX (ALOX12, ALOX15, 

ALOX15B) sind jedoch nicht auf die Biosynthese von pro-resolutorisch wirkenden 

Lipidmediatoren beschränkt. Die Metaboliten der ALOX15 (z.B. 13S-HpODE) sind 

beispielsweise in der Lage, den Signalweg von PPARg zu aktivieren (Altmann et al., 2007; 

Limor et al., 2008), wodurch anti-inflammatorische Reaktionen initiiert werden (Martin, 

2010). 

Hinweise auf eine pro-inflammatorische Wirkung der Alox15 wurden dagegen von Green-
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Mitchell et al. (2013) präsentiert. NOD (Non-obese diabetic)-Mäuse, die ein Tiermodell 

für Diabetes mellitus Typ I darstellen, wurden mit Alox15-defizienten Mäusen verpaart, 

sodass NOD-Alox15null Mäuse entstanden. Diese Tiere waren fast vollständig vor der 

Entstehung des Diabetes mellitus Typ I geschützt. In diesem Modell exprimierten 

Makrophagen keine Alox15, was zu einer veränderten Expression von pro-

inflammatorischen Genen (z.B. IL-1b) führte. Dadurch wurde die Entzündung der 

Inselzellen verringert. In Untersuchungen zur Atherosklerose zeigten L. Zhao et al. 

(2004), dass die Bildung von atherosklerotischen Läsionen in Alox15-defizienten Mäusen 

reduziert war. 

1.3.5 Lipoxygenase bei kolorektalem Karzinom 

Das kolorektale Karzinom (KRK) ist in Europa mit einer Inzidenz von 20-40/100.000 pro 

Jahr die zweithäufigste krebsbedingte Todesursache bei Männern (nach dem 

Lungenkarzinom) und Frauen (nach dem Mammakarzinom) (Herold, 2014). Es entsteht 

fast immer über Adenome, die endoskopisch diagnostiziert und abgetragen werden 

können. Ein Mechanismus der Karzinogenese ist die entzündliche Form (Nowak et al., 

2007). Hierbei kommt es aufgrund einer chronischen Entzündung des Darmes zu einer 

permanenten oxidativen Belastung der Darmepithelzellen und somit im weiteren Verlauf 

zur Modifizierung ihres genetischen Materials (Deutsches Krebsforschungszentrum, 

2016). Dieser Mechanismus liefert eine plausible Erklärung für die Beobachtung, dass 

bei CEDs, wie MC und CU, das Risiko einer malignen Entartung höher ist als bei der 

Durchschnittsbevölkerung (Herold, 2014). Wie auch bei der akuten Entzündung ist die 

Rolle der ALOX15 beim KRK noch nicht gänzlich geklärt (Kuhn et al., 2015). Shureiqi et 

al. (2010) verglichen in einer Studie die Konzentrationen der LOX-Metabolite (12-HETE, 

15-HETE und LTB4) im Mukus von normalem Darmgewebe, Schleimhautpolypen und 

Tumorgewebe eines KRK. Dabei fanden sie keine signifikanten Unterschiede der 12-

HETE-, 15-HETE- und LTB4-Level in den untersuchten Geweben. Im Gegensatz dazu 

wurde während des Fortschreitens der Karzinogenese ein stetiger Abfall der 

Konzentration von 13S-HODE gefunden. Physiologisch aktiviert 13S-HODE PPARg, was 

zu der Herunterregulation der Entzündungsreaktion führt (Mao et al., 2015). Ist 13S-

HODE nun im Gewebe von Schleimhautpolypen oder Tumorgewebe niedriger exprimiert 

als im normalen Darmgewebe, kann es über PPARg nicht die Kolitis und die Kolitis-

induzierte Entstehung vom KRK verhindern. Weiterhin fanden Mao et al. (2015) heraus, 
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dass bei humanen KRK eine Induktion der ALOX15-Expression mit einer 

Herunterregulation der IL-1b-Expression assoziiert ist. Die Studien von Mao et al. (2015) 

und Shureiqi et al. (2010) sprechen somit für einen anti-inflammatorischen und anti-

Tumor-Effekt der ALOX15. Aber auch hier gibt es gegenteilige Befunde. So erhielten 

beispielsweise Yoshinaga et al. (2004) Daten, die auf eine pro-karzinogene Wirkung der 

ALOX15 hinweisen. In ihren Untersuchungen konnten sie feststellen, dass es durch LOX-

Produkte zu einer Dysregulation des Zellzyklus kommt, was die 

Proliferationsgeschwindigkeit der Zelle erhöht. Dabei spielen anti-oxidative Enzyme wie 

die Glutathionperoxidasen (GPXen), eine wichtige Rolle. Diese Enzyme regulieren 

antagonistisch zu den Lipoxygenasen den Redox-Status von Zellen, und sind somit als 

wichtiges regulatorisches Element des Zellzyklus identifiziert worden (J. Chiu et al., 

2012). Zusammengefasst deuten diese Daten darauf hin, dass die ALOX15 bei der 

Karzinogenese des KRK eine ebenso duale Rolle spielt, vergleichbar mit der bei der 

Entzündungsreaktion. 

1.4 Mediatoren bei der experimentellen DSS-Kolitis 

Da die Kolitis eine entzündliche Darmerkrankung darstellt, ist das Zusammenspiel von 

pro- und anti-inflammatorischen Mediatoren für die Pathogenese von ausschlaggebender 

Bedeutung. Um den Schweregrad und die Pathomechanismen zu charakterisieren, die 

der experimentellen Kolitis zugrunde liegen, stehen die Expressionsprofile von pro- und 

anti-inflammatorischen Transkripten im Fokus. Für die vorliegende Arbeit wurden eine 

Reihe solcher Genprodukte ausgewählt, die an dieser Stelle kurz eingeführt werden. 

1.4.1 Cyclooxygenasen – Prostaglandine und deren Biosynthese 

Arachidonsäure (AA), deren Metabolite eine wichtige Rolle bei zahlreichen biologischen 

Prozessen spielen, kann nach Freisetzung aus den Membranphospholipiden über einen 

der drei Hauptwege der AA-Kaskade metabolisiert werden (Abb. 1.3-1): i) COX-Weg, ii) 

LOX-Weg oder iii) Cytochrom P-450(CYP450)-Weg. Hier soll der Weg der 

Cyclooxygenasen besprochen werden, die auch als Prostaglandin H-Synthasen oder 

Prostaglandin-Endoperoxid-Synthasen bezeichnet werden (Chandrasekharan et al., 

2004). Die dominanten bioaktiven Metabolite des COX-Weges sind die klassischen 

Prostaglandine (PGD2, PGE2, PGF2), das Thromboxan (TXA2) und das Prostazyklin 

(PGI2). 

Diese Verbindungen, die auch als zyklische Eicosanoide oder Prostanoide bezeichnet 
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werden, regulieren eine Anzahl biologischer Prozesse wie Schlaf-Wach-Rhythmus, 

Nierendurchblutung, Wasser- und Elektrolythaushalt, Magensaftproduktion, 

Schmerzempfinden (Püschel, 2011) und Thrombozytenaggregation (Karow, 2015). Die 

Biosynthese der PGs ist abhängig von der Expression des Schlüsselenzyms dieses 

Stoffwechselweges, der COX. Für dieses Enzym gibt es zwei unterschiedliche Isoformen 

(Cyclooxygenase 1 und 2), die sich hinsichtlich ihrer proteinbiochemischen und 

enzymatischen Eigenschaften voneinander unterscheiden, obwohl sie die gleiche 

Reaktion (Oxygenierung von AA in PGG2 und anschließende Reduktion von PGG2 zu 

PGH2) katalysieren (Chen et al., 2011). Die beiden Isoformen werden durch 

unterschiedliche Gene kodiert, deren Expression differentiell reguliert wird. Laut Sklyarov 

et al. (2011) sind PGs, die über den Cyclooxygenase 1 (COX1)-Weg synthetisiert 

werden, für physiologische Wirkungen bedeutsam (z.B. Regulation des Wasser- und 

Elektrolythaushaltes in den Nieren, die Regulation der Vasomotorik und der 

Blutgerinnung, Magensaftsekretion und Gastroprotektion). Demgegenüber stehen die 

Produkte des Cyclooxygenase 2 (COX2)-Wegs, die vor allem für Entzündungsprozesse 

verantwortlich sind (Reuter et al., 1996). 

1.4.1.1 Cyclooxygenase 1 

Die Cyclooxygenase 1 (COX1) wurde über einen langen Zeitraum als das alleinige 

Enzym angesehen, welches die Bildung der Prostaglandine initiiert. 1976 wurde die 

COX1 erstmalig aus der Bläschendrüse von Rindern isoliert (Hemler et al., 1976). Sie 

wird konstitutiv in zahlreichen Geweben und Zellen exprimiert (Chandrasekharan et al., 

2004). Die COX1 ist u.a. für die Produktion zytoprotektiver PGs wie PGE2 verantwortlich. 

PGE2 ist ein wichtiger Regulator der Magenwanddurchblutung und trägt wesentlich zur 

Bildung des protektiven Magenschleims bei. Dadurch wird die Magenschleimhaut vor der 

destruktiven Wirkung der Salzsäure und der proteolytischen Enzyme geschützt, wodurch 

die strukturelle und funktionelle Integrität der Magenschleimhaut erhalten bleibt (Williams 

et al., 1999). Okayama et al. (2007) und Nitta et al. (2002) fanden heraus, dass eine 

Hemmung der COX1 durch einen selektiven COX1-Hemmer (SC-560) das Auftreten von 

Darmulzerationen und Kolonentzündungen fördert. 

1.4.1.2 Cyclooxygenase 2 

Im Gegensatz zur COX1 wird die 1989 von Simmons et al. entdeckte Cyclooxygenase 2 

(COX2) in den meisten Geweben nicht konstitutiv exprimiert, sondern unterliegt einer 
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Expressionskontrolle. Sie kommt vor allem in aktivierten Entzündungszellen, wie 

Makrophagen, vor, wurde aber zunehmend auch in anderen Zellen und Geweben (z.B. 

Plazenta, Niere, Gehirn) nachgewiesen. Stimuli für die Expression der COX2 sind vor 

allem Lipopolysaccharid (LPS), IL-1b, TNFa, Epidermal Growth Factor (EGF) und andere 

pro-inflammatorische Zytokine (Williams et al., 1999). Nach Bindung dieser Liganden an 

Zelloberflächenrezeptoren kommt es dabei zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors 

NFkB, der dann u.a. die Expression des COX2-Gens freigibt (Rivest et al., 2000). 

1.4.2 Tumornekrosefaktor a 

Der Tumor Nekrose Faktor a (TNFa) ist ein klassisches pro-inflammatorisches Zytokin. 

Er ist sowohl Aktivator als auch Produkt des NFkB-Signalweges (Cabal-Hierro et al., 

2012). Als Folge einer inflammatorischen Stimulation (z.B. durch LPS) wird er von 

Makrophagen, dendritischen Zellen wie auch T-Zellen exprimiert und kann in fast allen 

Körperzellen eine pro-inflammatorische Signalkaskade initiieren (Biton et al., 2012). Da 

TNFa bei chronisch-entzündlichen Erkrankungen (rheumatoide Arthritis (RA)), CED und 

Psoriasis (Langkilde et al., 2016) eine entscheidende Rolle spielt, ist er oft Ziel einer 

medikamentösen Therapie mit monoklonalen Antikörpern (z.B. Infliximab oder 

Adalimumab). Weiterhin ist TNFa in der Lage, Apoptose zu induzieren und hat damit u.a. 

auch einen Einfluss auf die Verteilung von TJ-Proteinen (Watson et al., 2012). 

1.4.3 Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase 

Stickstoffmonoxid (NO) wird als gasförmiges Signalmolekül aus der Aminosäure L-

Arginin synthetisiert. Diese Reaktion kann durch drei verschiedene Isoformen der NO-

Synthase (NOS), endotheliale NOS (eNOS), neuronale NOS (nNOS), induzierbare NOS 

(iNOS), katalysiert werden. Jeweils ein Gen kodiert für jede der drei Isoformen der NOS 

(Taylor et al., 1997). Obwohl alle drei Isoenzyme die gleiche chemische Reaktion 

katalysieren, unterscheiden sich die Expressionsmuster deutlich voneinander. Für die 

Entzündungsreaktion ist die iNOS am wichtigsten. Auf einen inflammatorischen Reiz wird 

die iNOS von verschiedenen Geweben und Zellen, wie Makrophagen oder Hepatozyten, 

exprimiert (Green et al., 1994). Sie konnte aber auch als konstitutiv exprimiertes Enzym, 

beispielsweise in den Zellen der Submukosa des Kolons, nachgewiesen werden 

(Sklyarov et al., 2011). Durch den erhöhten Gehalt an NO wird laut Sklyarov et al. (2011) 

mehr zytotoxisches Peroxynitrit gebildet, welches wiederum für die Bildung weiterer freier 
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Radikale (•OH und •NO2) zuständig ist. Diese freien Radikale induzieren dann eine 

Lipidperoxidation oder Valenzänderungen von Metallionen, welche zur Oxidation von 

Membranlipiden beitragen und damit Störungen der Zellfunktion initiieren. 

1.4.4 Interleukin-1b 

Das pro-inflammatorische Zytokin Interleukin-1b (IL-1b) wird vorwiegend von stimulierten 

Monozyten und Makrophagen sezerniert. Für den Entzündungsprozess ist es, neben 

TNFa, eines der ausschlaggebenden pro-inflammatorischen Zytokine (Li et al., 2013). 

Wird IL-1b sezerniert, induziert es die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und 

deren Chemotaxis (Dinarello et al., 1993). Bindet IL-1b an seinen spezifischen Rezeptor 

IL-1R auf Endothelzellen oder auf der Oberfläche von Zielzellen (Makrophagen, 

neutrophile Granulozyten, Endothelzellen, B-Zellen) (Boraschi et al., 2006), wird 

intrazellulär die NFkB-Signalkaskade aktiviert, was u.a. eine verstärkte Expression 

anderer pro-inflammatorischer Signalmoleküle wie TNFa zur Folge hat (Roebuck et al., 

1999). 

1.4.5 Transformierender Wachstumsfaktor b 

Um auch anti-inflammatorische Prozesse während der Heilungsphase der 

experimentellen DSS-Kolitis zu untersuchen, wurde die Expression des Transforming 

Growth Factor b (TGFb) als anti-inflammatorisches bzw. pro-resolutorisches 

Signalmolekül quantifiziert. Nach der Bindung von TGFb an seine 

Zelloberflächenrezeptoren (Serin/Threoninkinaserezeptoren) wird eine intrazelluläre 

Signalkaskade aktiviert, die zur Expression verschiedener Downstream-Proteine führt. 

Dazu gehören Transkriptionsfaktoren, die verschiedene Zielgene der Zelldifferenzierung, 

Chemotaxis, Proliferation und Aktivierung von Immunzellen ansteuern (Massague, 2012). 

Eine unkontrollierte Synthese von TGFb kann jedoch zu einer Organfibrose und 

Fistelbildung führen (Scharl et al., 2016). Die fibrotische Veränderung von Geweben ist 

nicht selten die Konsequenz chronischer Entzündungsreaktionen und der erhöhten 

TGFb-Expression, welche wiederum eine Kaskade induziert die die Bildung von 

Myofibroblasten erhöht. Aufgrund dessen wurde die Blockade des TGFb-Signalweges 

als therapeutische Strategie für die Behandlung idiopathischer Organfibrosen 

vorgeschlagen (G. Li et al., 2016). 
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1.5 Intestinale Barriere – Tight Junction-Proteine und Kollagen Typ IV 

Die Bildung der intestinalen Barriere hängt von verschiedenen Faktoren ab. Dabei 

gehören die interzellulären Kontakte der Darmepithelzellen zu den wichtigsten 

Komponenten. Wie die meisten Epithelien ist auch das Darmepithel durch das 

Vorhandensein von Tight Junctions (Verschlussleiste) charakterisiert (Abb. 1.5-1). 

 
Abb. 1.5-1: Schematische Übersicht über die interzellulären Kontakte des Darmepithels. A Nach 
Lüllmann-Rauch (2003): Den apikalen Pol der Zellen bilden die Mikrovill i (MV). Die Aufnahme der 
Nährstoffe erfolgt transzellulär, da der parazelluläre Transport durch die Tight Junctions (TJs), 
auch Zonula Occludens (ZO) genannt, blockiert ist.  Weiter basal sind weniger feste interzelluläre 
Kontakte, wie die Zonula Adhaerens (ZA) und Desmosomen (D) zu f inden. B Nach T. Suzuki (2013) 
zeigt die molekulare Struktur der interzellulären Kontakte zwischen den intest inalen Epithelzellen 
mit besonderem Augenmerk auf die TJs. Bestandteile dieses Mult iprotein-Komplexes sind 
klassische TJ-Proteine wie Occludin, Claudin, JAM-A und ZO-1. Weiterhin gehen diese Proteine 
Verbindungen mit der Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK) und F-Actin ein. 

 

Diese gewährleisten feste Kontakte zwischen den Epithelzellen und sorgen dafür, dass 

ein parazellulärer Stoff- und Flüssigkeitsaustausch zwischen Darmlumen und Blut nicht 

möglich ist. Die Tight Junctions (TJs) sitzen am apikalen Pol der Epithelzelle und werden 

durch einen Komplex aus membrangebundenen Proteinen gebildet, die über ihre 

extrazellulären Anteile miteinander interagieren. Der TJ-Komplex wird aus mehreren 

Proteinen gebildet und besteht meist aus Claudin-1, Occludin, Junctional Adhesion 

Molecule A und ZO-1 (Laukoetter et al., 2007; Poritz et al., 2007; T. Suzuki, 2013), 

weshalb im Rahmen der vorliegenden Arbeit diese Bestandteile untersucht wurden. 

Zur intestinalen Barriere gehört neben den Verschlussleisten auch die Basalmembran, 

auf der die Epithelzellen verankert sind. Die Basalmembran der Epithelzellen besteht zu 

großen Teilen aus einem Netzwerk von Kollagen IV. Experimente von Kiss et al. (2016) 
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an der Fruchtfliege zeigten, dass dieses extrazelluläre Protein eine essentielle Rolle beim 

Erhalt der epithelialen Integrität und intestinalen Funktion spielt. Damit stellt Kollagen IV 

einen wichtigen Faktor der intestinalen Barrierefunktion dar. 

1.6 NFkB-Signalweg 

Der Transkriptionsfaktor NFkB (nucelar factor of k B) spielt eine zentrale Rolle bei der 

Entzündungsreaktion. Die intrazelluläre Aktivität von NFkB hängt wesentlich von dessen 

Wechselwirkung mit IkB (Inhibitor of NFkB) ab. Diese Wechselwirkung zwischen NFkB 

und IkB wird durch den Proteinphosphorylierungsstatus von IkB beeinflusst. In der nicht-

phosphorylierten Form bindet IkB an zytosolisches NFkB und verhindert dadurch die 

Translokation von NFkB in den Zellkern (Hayden et al., 2006). Um die Bindung zwischen 

IkB und NFkB zu lösen, muss IkB phosphoryliert werden (Abb. 1.6-1). Diese 

Phosphorylierung, für die spezifische Proteinkinasen (IkB-Kinase-Komplex (IKK)) 

verantwortlich sind, wird z.B. durch oxidativen Stress, pro-inflammatorische Zytokine oder 

durch Bestandteile von Mikroorganismen (LPS) aktiviert. Durch die Phosphorylierung löst 

sich IkB von NFkB, wird ubiquitiniert und proteasomal abgebaut (Hoesel et al., 2013). 

Sobald NFkB von IkB gelöst ist, wird es in den Zellkern transportiert und kann dort als 

Transkriptionsfaktor an spezifische Bindungssequenzen verschiedener Gene binden. 

Viele pro-inflammatorische Gene wie IL-1b, iNOS und COX2 werden in ihrer Expression 

durch NFkB-abhängige Prozesse reguliert (Jobin et al., 2000). Generell kann man drei 

Wege der Aktivierung der NFkB-Signalkaskade unterscheiden, die alle zur Aktivierung 

von NFkB führen: 

i) kanonischer Weg, der durch IL-1b, TNFa oder LPS induziert wird.  

ii) der nicht-kanonische Weg, der die Wechselwirkung von RANK/RANKL 

beinhaltet.  

iii) der atypische Weg, der durch genotoxischen Stress induziert wird (Hoesel et 

al., 2013). 
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Abb.1.6-1: Darstellung der kanonischen Aktivierung der NFkB-Signalkaskade nach Hoesel et al. 
(2013): Zu den kanonischen Stimuli gehören LPS (türkises Hexagon), TNFa (oranges Hexagon) 
und IL-1b (rotes Hexagon) durch die dazugehörigen Rezeptoren TLR (türkis), TNFR (orange) und 
IL-1R (rot). Durch Bindung der Liganden an ihre Rezeptoren wird der IkB-Kinase-Komplex (IKK), 
bestehend aus einer a- (türkis) und b-Untereinheit (grün) und NEMO (violett) akt iviert und IkB 
(rot), welches an NFkB [gebildet aus p50 (gelb) und RelA (türkis)] gebunden ist, phosphoryliert . 
Durch diese Phosphorylierung wird IkB zum enzymatischen Abbau markiert,  sodass NFkB 
freigegeben wird. Somit kann NFkB in den Nukleus wandern und an die DNA binden. 

1.7 Ziel der Arbeit 

Die ALOX15 hat in verschiedenen tierischen Entzündungsmodellen eine duale Funktion, 

da sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Effekte für das Enzym in der Literatur 

beschrieben werden. Zwar gibt es einzelne Studien, die darauf hindeuten, dass dieses 

Enzym auch bei entzündlichen Darmerkrankungen involviert sein könnte (Mao et al., 

2015; Tian et al., 2017), doch fehlen bislang systematische Untersuchungen zur Rolle 

des Enzyms bei diesen Erkrankungen. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Rolle der 

Alox15 im murinen Krankheitsmodell der akuten experimentellen DSS-Kolitis zu 

untersuchen und die Ergebnisse im Kontext der bereits existierenden Forschungsdaten 
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zu bewerten. 

Um die Funktion eines Genproduktes in einem Ganztiermodell zu untersuchen, gibt es 

zwei prinzipielle Herangehensweisen: 

i) Loss-of-function-Strategien (Funktionsverlust-Strategie) inaktivieren das 

Genprodukt mithilfe pharmakologischer (Hemmstoffstudien) oder 

gentechnischer (Expressionssilencing) Methoden. Aus den beobachteten 

funktionellen Unterschieden kann dann auf die Funktion des Genproduktes 

geschlossen werden kann. 

ii) Gain-of-function-Strategien (Funktionsgewinn-Strategie) regulieren die 

Expression des Genproduktes oder dessen enzymatische Aktivität hoch. Auch 

hier können aus den beobachteten funktionellen Veränderungen 

Schlussfolgerungen bezüglich der biologischen Rolle des Genproduktes 

gezogen werden. 

Dabei muss allerdings einschränkend gesagt werden, dass in vielen Fällen die 

Ergebnisse der loss-of-function- und gain-of-function-Strategien nicht notwendigerweise 

gegensätzliche Effekte liefern, da der Effekt nicht immer phänotypisch oder funktional 

erkennbar ist. Da spezifische ALOX15-Hemmstoffe, die für Tierexperimente zugelassen 

sind, nicht zur Verfügung stehen, wurden für die vorliegende Arbeit Alox15-defiziente 

Mäuse verwendet. Um die spezifische Rolle des Enzyms bei der DSS-Kolitis zu 

untersuchen, wurden Wildtypmäusen und Alox15-defizienten Mäusen mit gleichem 

genetischen Background (C57/BL6J, keine littermates) DSS über das Trinkwasser 

verabreicht und der Schweregrad der sich entwickelnden Kolitis anhand ausgewählter 

Parameter quantifiziert. Weiterhin sollen im Verlauf der Arbeit Ansätze für die 

mechanistischen Grundlagen für die phänotypischen Unterschiede zwischen den beiden 

Genotypen untersucht werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

Verbrauchsmaterialien 
6-well-Platten Zellkultur BD medical; Heidelberg, Deutschland 

Chirurgisches Nahtmaterial 3-0, Ethicon Johnson & Johnson Medical GmbH; 
Norderstedt, Deutschland 

Filterpapier Grade: 3 mm CHR; Whatman, GE Healthcare; 
Buckinghamshire, Großbritannien 

Lysing Matrix D Tubes M.P. Biomedicals; Irvine, CA; USA 

Nitrocellulose-Membran GE Healthcare; Buckinghamshire, Großbritannien 

Petrischalen BD medical; Heidelberg, Deutschland 

SafeSeal-Tips professional 
(10 µl) 

Biozym Scientific GmbH; Hessisch Oldendorf; 
Deutschland 

STRIP Tubes 0,1 ml (für 
RotorGene 3000) 

LTF Labortechnik; Wasserburg, Deutschland  

X-ray films Amersham 
Hyperfilm 

GE Healthcare; Buckinghamshire, Großbritannien 

 
 
2.2 Chemikalien 

100 bp und 1 kb DNA Ladder New England Biolabs GmbH, Frankfurt, 
Deutschland 

Acrylamid AppliChem GmbH; Darmstadt, Deutschland 

Agarose Promega; Madison, WI, USA 

Ammoniumpersulphat (APS) AppliChem GmbH; Darmstadt, Deutschland 

BioMix Red Bioline GmbH; Luckenwalde; Deutschland 

Bradford-Reagenz Fa. Roth; Karlsruhe, Deutschland 

BSA (Stammlösung 2 mg/ml) Sigma Aldrich; Darmstadt, Deutschland 

Dextran Sodium Sulfat (MG=36-
50 kDa)  ICN Biomedicals; Irvine, CA, USA 

dNTP Mix Bioline GmbH; Luckenwalde; Deutschland 

Ethidiumbromid Sigma Aldrich; Darmstadt, Deutschland 

FITC-Dextran (MG = 4 kDa) Sigma Aldrich; Darmstadt, Deutschland 

Isofluran (Forene 100 % (v/v))  Abbott Laboratories; Wiesbaden, Deutschland 

Lipopolysaccharid Sigma Aldrich; Darmstadt, Deutschland 

Oligo dT18 BioTez GmbH, Berlin-Buch, Deutschland 

PageRuler Plus Fermentas (jetzt Thermo Fisher Scientific); 
Darmstadt, Deutschland 
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Ponceau S Sigma Aldrich; Darmstadt, Deutschland 

RevertAid Premium Reverse 
Transcriptase 

Thermo Fisher Scientific; Schwerte, 
Deutschland 

Ribosafe RNase Inhibitor  Bioline GmbH; Luckenwalde, Deutschland 

RNA-later  Sigma Aldrich; Darmstadt, Deutschland 

SensiMix™ SYBRÒ No-ROX Bioline GmbH; Luckenwalde; Deutschland  

SignalFire™ ECL Reagent  Cell Signaling Technology; Leiden, 
Niederlande  

Tissue Tek, O.C.T. Compound Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen; 
Deutschland, 

Trichlosessigsäure (TCA) Merck AG; Darmstadt, Deutschland 

Trockenmilch, fettfrei AppliChem GmbH; Darmstadt, Deutschland  

Tween 20 (Polyoxyethylene-Sorbitan) Sigma Aldrich; Darmstadt, Deutschland 

 
 

 Kits  
GeneJET Gel Extraction Kit Fermentas (jetzt Thermo Fisher Scientific); 

Darmstadt, Deutschland 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Fermentas (jetzt Thermo Fisher Scientific); 

Darmstadt, Deutschland 
GeneJET PCR Purification Kit Fermentas (jetzt Thermo Fisher Scientific); 

Darmstadt, Deutschland 
MN Kit NucleoBond Xtra MIDI 
Plus 

Macherey-Nagel MN GmbH & Co KG; Düren, 
Deutschland 

NucleoSpin RNA II Macherey-Nagel MN GmbH & Co KG; Düren, 
Deutschl 

TOPO TA Cloning 2.1 Kit  Invitrogen AG; Karlsruhe, Deutschland 

 

 

Enzyme 
EcoRI Fermentas (jetzt Thermo Fisher Scientific); 

Darmstadt, Deutschland 
HIndIII Fermentas (jetzt Thermo Fisher Scientific); 

Darmstadt, Deutschland 
RevertAid Premium Reverse 
Transcriptase 

Thermo Fisher Scientific; Schwarte, 
Deutschland 

 

 

 

 

 



Material und Methoden 

 - 23 - 

 Geräte 
BioPhotometer plus 6132 Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland 

Blot/Transfersystem Multiphor II GE Healthcare; Buckinghamshire, Großbritannien 

Brutschrank (Hera cell 150) Heraeus; Frankfurt am Main, Deutschland 

Elektrophorese-Einheit Biometra GmbH; Göttingen, Deutschland 

FastPrep-24 M.P. Biomedicals; Irvine, CA; USA 

Film Prozessor Cawomat 2000 IR CAWO Solutions, Schrobenhausen, Deutschland 

Gel Imager (BioDoc Analyze) Biometra GmbH; Göttingen, Deutschland 

RotorGene 3000 Corbett Research, nun Qiagen; Hilden, 
Deutschland 

SDS-Gelelektrophorese-Kammer 
Mini-PROTEAN Tetra System 

Bio-Rad Laboratories GmbH; München, 
Deutschland 

Stromversorgungsgeräte für 
Agarose-Gelelektrophorese 

Biometra GmbH; Göttingen, Deutschland 
Hofer Scientific Instruments; San Fransisco; USA 

Stromversorgung für 
Elektrophorese PowerPac Basic 

Bio-Rad Laboratories GmbH; München, 
Deutschland 

Stromversorgung für 
Elektrophorese PowerPac HC 

Bio-Rad Laboratories GmbH; München, 
Deutschland 

Thermoblock T3 Biometra GmbH; Göttingen, Deutschland 

Thermomixer 5436 Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland 

Ultraturrax IKA T10 basic mit 
S10N-5G Dispergierwerkzeug 

Janke & Kunkel IKA Labortechnik; Staufen, 
Deutschland 

Wasserbad PSL Systemtechnik GmbH; Clausthal-Zellerfeld, 
Deutschland 

Vortex VF2 Janke & Kunkel IKA Labortechnik; Staufen, 
Deutschland 

Zentrifuge (5417R) Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland 

 

 
Puffer und Lösungen 
Blotting Puffer 25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0,2 % SDS, 20 % Methanol 

10x SDS Puffer: 2 M Glycin, 250 mM Tris, 1 % SDS 

Homogenisationspuffer 320 mM Saccharose, 20 mM HEPES, 
2 mM Magnesiumchlorid, pH 7,4 

Krebs-Henseleit-
Bicarbonatpuffer 

11,1 mM D-Glukose, 
1,17 mM Magnesiumsulfat Heptahydrat, 
1,175 mM Kaliumphosphat Monobasic, 
4,69 mM Kaliumchlorid, 118 mM Natriumchlorid, 
2,5 mM Kalziumchlorid, 25 mM Natriumbikarbonat; pH 7,4 

PBS 137 mM Natriumchlorid, 2,7 mM Kaliumchlorid, 
12 mM Phosphat, pH 7,4 

Rapid Transfer Buffer amresco, Solon, OH, USA 
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RT-Puffer 10 mM Tris, 15 mM Kaliumchlorid, 
0,6 mM Magnesiumchlorid; pH 8,0 

Sammelgel nach Laemmli  2,63 ml 4x Sammelgelpuffer, 1,88 ml Wasser, 1,13 ml 
30 % Acrylamid, 75 µl 10 % APS, 7,5 µl TEMED  

Trenngel (10 %) nach 
Laemmli 

2,25 ml 4x Trenngelpuffer, 3,75 ml dest. Wasser, 
3 ml 30 % Acrylamid, 75 µl 10 % APS, 6,25 µl TEMED 

Waschpuffer  1x TBS, 0,1 % Tween 20 

50x TAE 40 mM Tris, 57 ml Acetat, 2 mM EDTA, pH 8,5 

10x SDS-Puffer 2 M Glycin, 250 mM Tris, 1 % SDS 

4x Puffer für Trenngel 1,5 M Tris (pH 8,8), 2 % SDS 

4x Puffer für Sammelgel  0,5 M Tris (pH 6,8), 2 % SDS 

1x TBS 150 mM NaCl, 500 mM Tris 

 
 
Nährmedien 
Bakterien  

Ampicillin 100 mg/l; Fa. Roth (Best. Nr.: X964.3: 8 g/400ml) 

LB-Agar Fa. Roth; Karlsruhe, Deutschland (Best. Nr. X965.2: 14 g LB 
Agar/400 ml) 

LB-Medium Fa. Roth; Karlsruhe, Deutschland (Best. Nr. X964.3: 
8 g/400 ml) 

NZY-Medium  2 g NZ-Amin (Caseinhydrolysat), 1 g Yeast Extract, 1 g NaCl: 
ad 190 ml mit A. Dest., pH 7,5 

E. coli XL-1 Blue Stratagene, Agilent Technologies, Santa Clara, USA 

 
Antikörper 

IkBα sc371 Santa Cruz Biotechnology Inc.; 
Heidelberg, Deutschland 

1:1.000 

ß-Actin A1978 Sigma- Aldrich; Darmstadt, 
Deutschland 

1:10.000 

α-Maus 111-035-003 Dianova Vertriebsgesellschaft 
mbH, Hamburg, Deutschland 

1:10.000 

α-Kaninchen 515-035-003 Dianova Vertriebsgesellschaft 
mbH, Hamburg, Deutschland 

1:10.000 
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2.3 Methoden 

2.3.1 Tierversuch 

Für die Induktion einer akuten DSS-Kolitis wurden als Wildtypkontrollen 30 Mäuse vom 

Stamm C57/BL6J (Alox15+/+, Tierhaltung Berlin-Steglitz, Deutschland), sowie 30 Alox15-

defiziente Mäuse (Alox15-/- nach Funk et al. (2002), Tierhaltung Berlin-Steglitz, 

Deutschland), mit einem C57/BL6J-Hintergrund verwendet. Es wurden ausschließlich 

weibliche Tiere für den Versuch verwendet, die bei Beginn des Experiments 10-11 

Wochen alt waren und ein Gewicht von 20 g ± 1,5 g aufwiesen (Tierversuchsnummer: 

G 0201/10, FEM 990). 

Die Haltung der Tiere erfolgte wie von C. Y. Chiu et al. (2012) beschrieben mit 

Standardfutter und in Standardkäfigen mit maximal 10 Tieren pro Käfig. Die Tiere wurden 

nach Betäubung mit Isofluran durch zervikale Dislokation an den entsprechenden Tagen 

getötet. 

2.3.2 Induktion der DSS-Kolitis 

Durch Applikation von Dextran Sodium Sulfate (DSS) über das Trinkwasser wurde die 

Kolitis bei den Versuchstieren induziert (C. Y. Chiu et al., 2012). Die dafür nötige 

Konzentration des DSS im Trinkwasser wurde in einem Vorversuch mit n = 5 

Wildtyptieren getestet. Dabei stellte sich eine Konzentration von 2,5 % DSS als optimal 

heraus, damit die Kolitis weder letal noch subklinisch verläuft. Das DSS wurde über 

sieben Tage verabreicht. Danach wurde für weitere sieben Tage auf normales 

Trinkwasser umgestellt, um eine Heilung der induzierten Entzündung zu erreichen. Das 

Experiment lief somit insgesamt über 14 Tage. Über den gesamten Zeitraum wurde das 

Gewicht der Tiere täglich dokumentiert. An den Tagen 0, 8 und 14 wurden jeweils 10 

Tiere pro Tiergruppe getötet, das Kolon entnommen und der DAI (Disease Activity Index) 

bestimmt, der den Schwergrad der Erkrankung quantifiziert. Für den Versuch wurden die 

Tiere in drei experimentelle Gruppen mit jeweils 10 Tieren eingeteilt. 

i. Kontrollgruppe (Tag 0): Diese Tiere kennzeichnen den Funktionszustand vor 

Beginn der Intervention. 

ii. Entzündungsgruppe (Tag 8): Diese Tiere kennzeichnen die 

Funktionsveränderungen nach Induktion der DSS-Kolitis. Die Tiere dieser Gruppe 

wurden gezielt erst einen Tag nach Absetzen des DSS getötet. Die Ursache für 

diesen Zeitverzug bestand darin, dass die Wirkung des DSS zeitlich verzögert 
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eintritt und damit das am Tag 7 applizierte DSS erst am Tag 8 seine volle Wirkung 

entfaltet. 

iii. Resolutionsgruppe (Tag 14): Diese Tiere kennzeichnen die 

Funktionsveränderungen beim Ausheilen der experimentellen DSS-Kolitis. 

Nach Tötung der Tiere wurde das Kolon auf der gesamten Länge (von der Einmündung 

des Ileums in das Kolon bis zum Anus) entnommen und dessen Länge gemessen. Der 

distale Teil wurde für die quantitative real time-PCR (qRT-PCR)-Analysen (Lagerung in 

500µl RNAlater bei -80°C) und die Herstellung histologischer Präparate (Einbettung in 

Tissue Tek und Lagerung bei -80°C) genutzt. Das mittlere Stück wurde für die Lipid-

Analyse der Gewebelipide mittels LC/MS (schockgefroren in Flüssigstickstoff und 

Lagerung bei -80°C; Daten siehe Kroschwald et al., 2018) aserviert. Der proximale Teil 

diente als Ausgangsmaterial für Elektrophoresen sowie Western- und Immunoblot-

Analysen (ebenfalls schockgefroren in Flüssigstickstoff und Lagerung bei -80°C). 

2.3.3 RNA-Isolation und Reverse Transkription 

Das Kolongewebe wurde gewogen und zirka 20-50 mg in 700 µl Lysepuffer (RA1 aus 

dem NucleoSpin RNA II Kit) mit dem FastPrep-24-Homogenisator (Lysing Matrix D) für 

3 x 40 s mit 6 m/s homogenisiert. Vor der Homogenisierung wurden der Probe 7 µl b-

Mercaptoethanol (1 µl/100 µl RA1) zugesetzt, um eine Oxidation der Nukleinsäuren 

während der Homogenisierung zu vermeiden. Zwischen den drei 

Homogenisationsschritten wurden die Proben auf Eis gelagert. Anschließend wurde das 

Homogenat für 3 min bei 14.000 rpm und Raumtemperatur (20-22 °C) in einer 

Eppendorf-Zentrifuge zentrifugiert und der Überstand von zirka 600 µl in ein neues 1,5 ml 

Eppendorf-Gefäß überführt. Für die Präparation der RNA wurde den Richtlinien des 

NucleoSpin RNA II Kits von Macherey-Nagel gefolgt. Nach der RNA-Isolation und 

Konzentrationsbestimmung erfolgte die Reverse Transkription von 1 µg RNA in cDNA mit 

der RevertAid Premium Reverse Transcriptase. Hier setzte sich das Gesamtvolumen von 

20 µl aus 1 µl dNTPs, 1 µl dT18, x µl RNA (entsprechend 1 µg RNA) und x µl 

autoklaviertem Wasser (add 14,5 µl) zusammen. Die Reaktion fand im Biometra T3 

Thermoblock unter folgenden Reaktionsbedingungen statt:  

5 min bei 65 °C, Abkühlen auf Eis und Zugabe von 5,5 µl des Reaktionsgemisches (4 µl 

5-fach konzentrierter Reaktionspuffer, 1 µl RevertAid Premium Reverse Transcriptase 

und 0,5 µl RiboSafe RNase Inhibitor). Nach einer einstündigen Inkubation bei 50 °C 
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wurden die Ansätze bei 80 °C inaktiviert und anschließend bei -20 °C eingefroren. 

2.3.4 Quantitative Real Time-PCR 

Für quantitative Aussagen über die Expression bestimmter Gene wurden qRT-PCR-

Analysen durchgeführt (Wang et al., 2011). Mithilfe von externen genspezifischen 

Amplifikationsstandards, die im Vorfeld der Analysen hergestellt werden mussten, wurde 

dabei die Anzahl der mRNA-Kopien/µg extrahierter RNA bestimmt. Zu diesem Zweck 

wurden Standardkurven für jedes einzelne zu quantifizierende Genprodukt erstellt. Für 

diese Analysen wurde 1 µl cDNA mit 9 µl des Reaktionsmix (5 µl SensiMix SYBR no-

ROX, 1 µl Primer-Mix und 3 µl H2O) in die Amplifikationsröhrchen gegeben. Die qRT-

PCR-Bedingungen waren wie folgt: 

Denaturierung für 10 min bei 95 °C. Zykluszeiten: Denaturierungsphase für 20 s bei 

95 °C, Annealingphase 30 s bei 65 °C, Hybridisierungsphase 60 s bei 72 °C. 

Der Zyklus wurde 40 Mal wiederholt. Nach jedem Amplifikationszyklus wurde der 

Fortschritt der Amplifikationsreaktion durch Fluoreszenzmessungen quantifiziert. Am 

Ende der PCR wurde die spezifische Schmelzkurve des Amplifikationsproduktes erstellt, 

die Aussagen hinsichtlich der Homogenität der Amplifikationsprodukte erlaubt.  

Die verwendeten Primer-Sequenzen sind in Tabelle 2.1 aufgelistet. 
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Tabelle 2.1: Primersequenzen für die qRT-PCR 

Maus-Primer Up (5‘ 3‘) Down (5‘ 3‘) 

36B4 TGCAGCTGATCAAGACTGGAGACA TTGCGGACACCCTCCAGGAAGC 

Alox15 GTACGCGGGCTCCAACAACGA TCTCCGGGGCCCTTCACAGAA 

Alox5 TCGAGTTCCCATGTTACCGCT CTGTGGTCACTGGGAGCTTCG 

Claudin-1 GCTGGGTTTCATCCTGGCTTCT CCTGAGCGGTCACGATGTTGT  

COX1 CTGCGGCTCTTTAAGGATGGGA GCGAGAGAAGGCATCCACCAG 

COX2 GCATTCTTTGCCCAGCACTTCAC CCAAAGACCTCCTGCCCCACA 

GAPDH CCATCACCATCTTCCAGGAGCGA GGATGACCTTGCCCACAGCCTTG 

IL-1β CTACAGGCTCCGAGATGAACAACAAAA TGGGGAACTCTGCAGACTCAAACTC 

iNOS TGAGGCCCAGGAGGAGAGAGA TCACAGGCTGCCCGGAAGGTT 

JAM-A ATCTGATCTTTGACCCCGTGACA CAAACCAGACGCCAAAAATCAAGA 

Kollagen IV GCCCCACAGGTGCCAAAGGC AGAGGAAGCCAAGGGATGCCCG 

Occludin ATGGCGGATATACAGACCCAAGA GATAATCATGAACCCCAGGACAAT 

TGFβ CGGCCCTTCCTGCTCCTCATGG CAGGAGCGCACGATCATGTTGGA 

TNFa CACCATGAGCACTGAAAGCATGAT CGGCTGATGGTGTGGGTGAGG 

β-Actin ATGATATCGCCGCGCTCGTCGT CGCGGTTGGCCTTGGGGTTCA 
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Für die Normalisierung wurde die Menge eingesetzter RNA (Huggett et al., 2005; Nolan 

et al., 2006) verwendet, da die Expression aller verwendeten endogenen Referenzgene 

(GAPDH, b-Actin, 36B4) in einer der beiden Phasen der Entzündung (Entzündungsphase 

oder Heilungsphase) reguliert wurde. Da auch Literatur über die Normalisierung der qRT-

PCR-Ergebnisse auf multiple Referenzgene zu finden ist (Normalization Methods for 

qPCR, Bio Rad Laboratories, 2008; Vandesompele et al. 2002), wurde diese Methode 

ebenfalls angewendet. Exemplarisch sind die Kinetiken von Alox15 und iNOS (Abb. 2.3-

1). Diese unterschieden sich in ihrer Kinetik nicht signifikant, sodass für die vorliegende 

Arbeit die Ergebnisse auf die Menge eingesetzter RNA (Kopien pro 50 ng RNA) 

normalisiert wurde. 

 
Abb 2.3-1: Gezeigt sind die Expressionsverläufe bei unterschiedlicher Normalisierungsmethodik 
anhand der zwei Beispiele Alox15 (A) und iNOS (B).  Der blaue Graph zeigt den Verlauf, wenn man 
die qRT-PCR-Ergebnisse auf 50 ng eingesetzte RNA bezieht. Der orangefarbene Graph zeigt die 
Normalisierung auf ein Master-Referenzgen aus b-Actin, GAPDH und 36B4. 
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2.3.5 Herstellung der Standards für die qRT-PCR 

2.3.5.1 PCR und TOPO-Cloning 

Um die oben genannten genspezifischen externen Amplifikationsstandards für die qRT-

PCR herzustellen, wurde die Zielsequenz der entsprechenden Gene mithilfe zuvor 

ausgewählter Primer aus verschiedenen Geweben amplifiziert. Hierfür wurden 3 µl einer 

cDNA-Probe aus verschiedenen Geweben, in denen das entsprechende Gen laut 

Literaturangaben exprimiert wird, mit 7,5 µl sterilem H2O, 12,5 µl 2x Biomix Red und 2 µl 

Primer gemischt (Gesamtvolumen 25 µl). Nach einer Endpunkt-PCR im T3 Thermocycler 

(PCR-Bedingungen: 2 min bei 95 °C; 30x Zyklus: 30 s bei 95 °C, 1 min bei 86 °C, 1 min 

bei 72 °C; 10 min bei 72 °C) wurde die Gelbande, die im erwarteten 

Molekulargewichtsbereich migrierte, ausgeschnitten und es folgte eine Gelextraktion 

dieser Bande entsprechend des GeneJET Gel Extraction Kits. Im Anschluss wurde das 

gewonnene PCR-Produkt in einen Klonierungsvektor (TOPO TA Cloning 2.1) einkloniert, 

wobei den Angaben des Herstellers gefolgt wurde. Für die sich anschließende 

Transformation wurden kompetente XL-1 Blue E. coli-Zellen benutzt und die 

transformierten Zellen auf LB-Ampicillin Agarplatten ausplattiert (Inkubation bei 37°C 

über Nacht). Eine Auswahl gewachsener Klone wurde in Flüssigkulturen (2,5 ml LB-

Medium, 2,5 µl Ampicillin) bei 37 °C und 200 rpm für ca. 18h angezüchtet und die 

Plasmide mittels GeneJet Plasmid Mini Kit im Anschluss isoliert. Nach einer 

Probespaltung mit EcoRI wurden positive Klone zur Sequenzierung an die Firma Eurofins 

MWG operon (Ebersberg, Deutschland) geschickt. 

Nachdem die Sequenzen der Amplifikationsstandards überprüft worden waren, wurden 

die erhaltenen Plasmide durch die Herstellung größerer Bakterienkulturen (100 ml) 

amplifiziert, präpariert und mithilfe des MN Kit NucleoBond Xtra MIDI Plus gereinigt. Nach 

der DNA-Konzentrationsbestimmung wurde ein Aliquot (5 µg) mit dem Restriktionsenzym 

HIndIII linearisiert. Dafür wurden x µl DNA (5 µg entsprechend) mit 5 µl FD-Puffer, 3 µl 

Enzym auf 50 µl mit autoklaviertem Wasser aufgefüllt (doppelter Ansatz) und unter 

folgenden Bedingungen linearisiert: 1 h bei 37 °C und 10 min bei 80 °C zur Inaktivierung. 

Zur Kontrolle wurden 5 µl des Ansatzes auf ein 1 %iges Agarosegel mit Ethidiumbromid 

aufgetragen und der Größe nach aufgetrennt. Üblicherweise ergab sich bei dieser 

Analyse eine einzelne Bande, die bei dem entsprechenden Molekulargewicht migrierte. 

Diese Bande wurde präpariert und mithilfe des GeneJET PCR Purification Kits gereinigt. 
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Die so präparierten externen Amplifikationsstandards wurden zur Herstellung einer 

Urlösung (UL) in einer definierten Konzentration in Wasser gelöst. 

2.3.5.2 Herstellung von Standardlösungen 

Für die Herstellung der Standardlösungen (SL1-3) musste zunächst berechnet werden, 

wie viele einzelsträngige (single stranded, ss) DNA-Moleküle in den ULs vorhanden sind. 

In diese Berechnung gehen die DNA-Konzentration der ULs (in ng/µl, 

spektrophotometrische Bestimmung) und die Fragmentgröße des PCR-Produktes (in 

Basenpaaren (bp)) ein. Mithilfe der untengenannten Formel kann mithilfe dieser beiden 

Werten die Zahl der doppelsträngigen (double stranded, ds) DNA-Moleküle/µl in der UL 

berechnet werden: 

!" = $
%&'(. !" 10,⁄

./0123'41/öß3	(93:4&/ + <'=3/4) × 660
A × 6,022 × 10DE 

Die SL1 wurde aus der UL durch Verdünnung so hergestellt, dass 1010 ss DNA-

Moleküle/µl enthalten waren. Zur Berechnung dient folgende Gleichung, die das Volumen 

UL für 100µl SL1 angibt:  

F"1 = $
10GH × 100

ds	DNA	Moleküle µl⁄
A 2T  

Die weitere Verdünnung für die Herstellung der SL2 erfolgte mit RT-Puffer. 1 ml einer 

SL2 (die 100 Mio. ss DNA-Moleküle/µl enthält) wurde aus 10 µl SL1, 1 µl Plasmid (pGL3 

Control 4,8 µg/µl als DNA-Tracer) und 989 µl 1x RT-Puffer hergestellt. Im letzten Schritt 

wurden mehrere SL2 zu einer SL3 gemischt, indem beispielsweise jeweils 30 µl von drei 

SL2 mit insgesamt 910 µl RT-Puffer verdünnt wurden. Somit entstand eine SL3 für drei 

verschiedene Gene mit jeweils 3 Mio. Kopien. 

2.3.6 Proteinbestimmung, SDS-Elektrophorese und Western Blot 

Für die Gewinnung von Proteinextrakten aus dem Kolongewebe wurden 50-100 mg des 

Gewebes mittels Ultraturrax (mit S10 N 5G) in 300 μl Homogenisationspuffer 

(30.000 U/min für 30-60 s) zerkleinert. Nach zweimaliger Zentrifugation bei 12.000 xg 

und 4 °C für 10 min wurde der Überstand in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt. 

Gemessen wurde der Proteingehalt des Überstands mit Hilfe der Proteinbestimmung 

nach Bradford (1976). Die Eichkurve wurde durch 1:10 Verdünnung der BSA-

Stammlösung (2 mg/ml) mit demineralisiertem Wasser in Eppendorf-Gefäßen hergestellt. 

Die Standards hatten die Konzentrationen 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 und 14 µg/ml Protein. Für 
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den Ansatz der Proben wurden 10 µl des Lysates zu 790 µl demineralisiertem Wasser 

gegeben. Das Endvolumen betrug immer 800 µl. Zuletzt wurden 200 µl des Bradford-

Reagenz zugegeben, gut gemischt und nach 10 min Reaktionszeit die Extinktion für 

Standards und Proben bei 595 nm mittels Photometrie bestimmt. Unter Verwendung der 

Eichkurve wurden die Proteinwerte der Proben berechnet. 

Bevor die Proteine mittels SDS-Elektrophorese im 12,5 %igen Polyacrylamidgel (4 %iges 

Sammelgel und 10 %iges Trenngel) analysiert werden konnten, wurden sie für 7 min bei 

95 °C in einem SDS-haltigen Probenpuffer denaturiert. Dabei lagerten sich SDS-

Moleküle an die Proteine an, sodass die Proteine eine stark negative Ladung aufwiesen. 

Anschließend wurden je 50 μg Protein zur Analyse verwendet. Die Auftrennung der 

Proteine erfolgte mithilfe eines Bio-Rad-Elektrophorese-Systems bei 120 V für zirka 

100 min. Als Marker für die Proteingröße wurden 10 µl PageRuler Plus Markermischung 

aufgetragen. Die fertigen Elektropherogramme wurden entweder mit Coomassieblau 

gefärbt oder für den spezifischen Proteinnachweis im Western Blot weiterverwendet. 

Dafür wurden die Proteine im semi-dry-Verfahren vom Elektrophoresegel auf eine 

Nitrozellulosemembran bei 120 mA für 1 h übertragen. Die erfolgreiche Übertragung der 

Proteine auf die Membran wurde durch Anfärbung der Membran mit Ponceau S (0,2 % 

in 3 % TCA) überprüft. Anschließend erfolgte das Blockieren der Membranen mit einer 

5 %igen Trockenmilchlösung und mehrmaliges Waschen der Membranen. Die so 

präparierten Membranen wurden mit den verschiedenen primären Antikörpern behandelt. 

Hierfür kam einerseits ein Antikörper, der gegen die phosphorylierte Form von IkB (anti-

pIkB a) gerichtet ist, in einer Verdünnung von 1:1.000 zum Einsatz. Andererseits wurde 

ein anti-b-Actin-Antikörper in einer Verdünnung von 1:10.000 als Ladungskontrolle 

eingesetzt. Die Membranen wurden auf einem Orbitalschüttler mit der Antikörperlösung 

über Nacht inkubiert. Nach mehreren Waschschritten mit PBS/Tween wurde eine Lösung 

des sekundären Antikörpers, der mit Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt war, zur 

Membran zugegeben und für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem der 

überschüssige Antikörper in drei Waschschritten mit PBS/Tween entfernt wurde, konnten 

die Blots durch Zugabe von ECL-Reagenz detektiert werden. 

2.3.7 Inverted Sac-Methode 

Die Inverted Sac-Methode, auch Everted Sac-Methode genannt, diente der in vitro-

Messung der Kolonpermeabilität. Dabei wurden Kolonpräparationen evertiert 

(Kolonepithel nach außen), mit isotoner Lösung gefüllt, und beidseits verschlossen. 
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Danach wurden diese Kolonsäcke in einer Lösung mit einem Chemilumineszenzfarbstoff 

(Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-Dextran) eingelegt, der bei intakter Epithelbarriere die 

Kolonwand nicht oder nur zu einem geringen Anteil permeieren kann. Ist die 

Epithelbarriere geschädigt, kann der Fluoreszenzfarbstoff in den Kolonsack über das 

Epithel eindringen und in der sich darin befindlichen Flüssigkeit nachgewiesen werden. 

Für diesen Versuch wurden jeweils zehn Kontrolltiere (Alox15+/+ und Alox15-/- ohne DSS-

Behandlung) im Alter von 22 Wochen getestet, um einen Basiswert der Permeabilität zu 

erhalten. Anschließend wurden jeweils fünf DSS-behandelte Tiere (Alox15+/+ und   

Alox15-/-) im Alter von 10 Wochen untersucht. Die DSS-Gabe erfolgte wie im Abschnitt 

2.3.2 beschrieben. Untersucht wurden nur Tag 0 (Kontrollgruppe) und Tag 8 

(Entzündungsgruppe). 

Die Inverted Sac-Methode war in der Arbeitsgruppe nicht etabliert und wurde im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit durch Angaben aus der Literatur adaptiert. Zur Literaturrecherche 

dienten Studien von Yuan et al. (2013) die an der Ratte und H. Zhao et al. (2012) sowie 

Higuchi et al. (2008) die an der Maus forschten. Nach Präparation des gesamten Kolons 

wurde dieses mithilfe einer langen, stumpfen Hohlnadel und einem geflochtenen 

Mersilene-Faden evertiert. Hierzu wurde zunächst der Faden durch die Hohlnadel und 

anschließend das Kolon vorsichtig über die Hohlnadel gezogen, sodass an der Spitze der 

Hohlnadel ein Hilfsknoten um das Kolonende gemacht werden konnte. Über diesen 

Knoten konnte anschließend das Kolon vorsichtig manuell evertiert werden. Danach 

wurde der Hilfsknoten entfernt und das evertierte Kolon vorsichtig gesäubert. Um den 

Kolonsack zu befüllen, wurde ein Ende erneut mit dem Faden verschlossen. Das noch 

offene Ende des Kolons wurde über die Hohlnadel gezogen. Die Hohlnadel war an eine 

Spritze, die das Inkubationsmedium enthielt, angeschlossen. Damit kein 

Inkubationsmedium aus dem Kolonsack entweichen konnte, wurde ein Knoten um das 

noch offene Kolonende und die Hohlnadel gespannt. Sobald der Kolonsack ausreichend 

gefüllt war (zirka 0,5 ml), wurde dieser von der Hohlnadel abgezogen und gleichzeitig der 

Knoten verschlossen. Zur besseren Anschauung der Methode ist der Arbeit eine CD-

ROM mit dem Video zur Durchführung der Inverted Sac-Methode beigefügt. Alternativ ist 

das Video über der URL https://youtu.be/R25R7dCAK-k anzusehen. 

Als Inkubationsmedium wurde Krebs-Henseleit-Bicarbonatpuffer (KHBB) verwendet. 

Dieses Medium, zusammen mit 20 μg/ml FITC-Dextran, wurde für die spätere Inkubation 

der Kolonsäcke in 6-well-Platten mit einem Gesamtvolumen von 6 ml vorgelegt (5970 μl 
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Medium und 30 μl FITC-Dextran). Aufgrund der Länge der Kolonpräparate war es immer 

möglich, zwei Kolonsäcke pro Tier und Darm herzustellen. Somit konnten zwei 

unterschiedliche Zeitpunkte (30 min und 60 min) untersucht werden. Die Inkubation der 

Kolonsäcke erfolgte im Brutschrank bei 37 °C unter ständiger Bewegung des Mediums 

auf einem Orbitalschüttler und bei 20 % O2 und 5 % CO2. Nach der Inkubation wurde der 

Inhalt des Kolons in ein Eppendorf-Gefäß überführt und bei 1.000 xg für 10 min bei 4 °C 

zentrifugiert. Die Fluoreszenzmessung (485 nm Exzitation/528 nm Emission) erfolgte 

jeweils mit einem minimalen Messvolumen von 50 μl. Frisches KHBB-Medium ohne FItC-

Dextran diente als Nullwert, weiterhin wurden KHBB mit FITC-Dextran vor und nach der 

Inkubation sowie ein Aliquot (50 µl) der zentrifugierten Probe aus dem Lumen gemessen. 

Die Messungen erfolgten mithilfe des Mikrotiterplatten-Readers (Synergy HT) und der 

dazugehörigen Software KC4 (Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VT, USA). Für die 

Auswertung wurden die permeable Fläche und das Inhaltsvolumen des Kolonsacks 

bestimmt. Die Berechnung und Auswertung der Permeabilität erfolgte mit der 

untengenannten Formel (Yuan et al., 2013): 

Uapp(X2/=) =
∂[

\ × ]H × ∂4
 

Papp steht für die scheinbare Permeabilität (apparent permeability), die sich 

zusammensetzt aus ∂Q, der Menge des über die Darmwand transportierten FITC-

Dextrans [µg] geteilt durch A, der permeablen Fläche [cm2] multipliziert mit der 

Anfangskonzentration des Außenmediums C0 [µg/ml] und der Inkubationszeit ∂t [s].  

2.3.8 Histologische Färbungen 

Die histologischen Färbungen wurden in der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt 

Hepatologie und Gastroenterologie des Charité Virchow Klinikums durchgeführt. Hierfür 

wurde das am weitesten distale Stück des Kolons nach Präparation in Tissue Tek 

bei -80 °C eingefroren. Anschließend wurde das Gewebe in 5 µm dünne Schichten 

geschnitten und die angefertigten Schnitte mit der standardisierten HE-Methode 

angefärbt (Kroschwald et al. 2018). Die Evaluation des Entzündungsgrades und der 

Epithelschädigung, welche verblindet durchgeführt wurde, ist ein kombinierter Score und 

besteht aus folgenden Komponenten (Dieleman et al., 1998):  

i. Schwere der Inflammation (0 = keine Entzündung, 1 = mild, 2 = moderate, 

3 = schwer),  
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ii. Von der Entzündung betroffene Gewebeschichten (0 = keine Entzündung, 

1 = Mucosa, 2 = Mucosa plus Submucosa, 3 = transmural),  

iii. Charakter des Epithelschadens (0 = intaktes Epithel, 1 = Störung der 

architektonischen Struktur, 2 = Erosion, 3 = Ulzeration) 

iv. Ausmaß der Läsion (0 = keine Läsionen, 1 = punktuell, 2 = multifokal, 3 = diffuse). 

2.4 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte unter Verwendung der 

Software IBM SPSS Statistics, Version 22 mit Hilfe des Instituts für Biometrie und 

Medizinische Informatik der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg. 

Es erfolgte zunächst eine deskriptive Beschreibung der Untersuchungsgrößen. Die 

Ergebnisse wurden als Lage- und Streuungsparameter (Mittelwert und 

Standardabweichung, Median) angegeben. Zum Vergleich der (größtenteils nicht 

normalverteilten) quantitativen Variablen hinsichtlich der Tiergruppen (Wildtyp vs. 

Alox15-Defizienz), des Zeitpunkts (Tag 0 vs. Tag 8 und Tag 8 vs. Tag 14) bzw. des 

Vorhandenseins von DSS (ohne DSS vs. mit DSS) wurde zunächst der Mann-Whitney-

U-Test durchgeführt. 

Zur gleichzeitigen Untersuchung des Einflusses von Tiergruppe und Zeitpunkt bzw. 

Tiergruppe und DSS unter Berücksichtigung ihrer jeweiligen wechselseitigen 

Beziehungen wurden univariate Varianzanalysen verwendet. 

Die grafische Darstellung der Daten erfolgte mittels Boxplots. Als Signifikanzniveau bei 

den statistischen Tests wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 0,05 (alle p-Werte 

< 0,05 gelten als signifikant) angenommen. Dabei ist die Kennzeichnung in den 

Abbildungen wie folgt: # p < 0,05 und ## p < 0,005, die Kreise stehen für Ausreißerwerte 

(Werte größer als das 1,5-fache des Interquartilabstandes), die Sternchen für 

Extremwerte (Werte größer als das 3-fache des Interquartilabstandes). 
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3 Ergebnisse 
Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der oben beschriebenen Experimente zur 

klinischen Ausprägung der DSS-Kolitis, den qRT-PCR-Daten der Entzündungsparameter 

und den Parametern der intestinalen Barriere, der Inverted Sac-Methode und dem NFkB-

Signalweg detailliert dargelegt. 

3.1 Vorversuch zur Ermittlung der optimalen DSS-Konzentration 

Der Schweregrad der DSS-Kolitis hängt in erster Linie von der applizierten DSS-Menge 

ab, wobei sich in der Regel die Schwere der Kolitis proportional zur DSS-Konzentration 

im Trinkwasser verändert. Dabei beeinflussen erfahrungsgemäß auch andere Parameter 

(z.B. Immunstatus der Versuchstiere, Haltungsbedingungen, Futterzusammensetzung, 

Jahreszeit, DSS-Charge) die Beziehung zwischen DSS-Konzentration und Schweregrad 

der Entzündung. Um herauszufinden, welche DSS-Konzentration im Trinkwasser für die 

Induktion einer mittelschweren Kolitis unter unseren Versuchsbedingungen am besten 

geeignet war, wurde ein Pilotversuch über acht Tage mit je n = 5 Wildtyptieren 

durchgeführt. Die Wildtyptiere wurden in zwei Gruppen eingeteilt und erhielten für sieben 

Tage DSS der Konzentration von 3,5 % bzw. 2,5 % über das Trinkwasser. Dabei stellte 

sich die Konzentration von 3,5 % als zu hoch heraus, da sich bei allen Wildtypmäusen 

der Gesundheitsstatus so sehr verschlechterte, dass sie aus Tierschutzgründen aus dem 

Versuch genommen werden mussten. Bei einer 2,5 %-DSS-Applikation überlebten alle 

Versuchstiere den Pilotversuch und zeigten gut quantifizierbare Veränderungen der 

wesentlichen Parameter (Gewichtsveränderung, Stuhlkonsistenz). Deshalb wurden 

2,5 % als geeignete Konzentration für den Hauptversuch angesehen. 

3.2 Hauptversuch 

Unter Berücksichtigung der Ergebnisse des Pilotversuchs wurde ein experimentelles 

Protokoll für den Hauptversuch konzipiert. Die Details dieses experimentellen Protokolls 

können dem Kapitel 2.3.2 (Induktion der DSS-Kolitis) entnommen werden. 

3.2.1 Klinische Parameter im Vergleich zwischen Alox15-defizienten Tieren und 
Wildtyptieren bei der experimentell induzierten DSS-Kolitis 

Die DSS-induzierte Kolitis stellt ein etabliertes Mausmodell für experimentelle 

entzündliche Darmerkrankungen dar. Dabei wird DSS als entzündungserregender Reiz 

mit dem Trinkwasser den Tieren zugeführt, wobei sich bei der hier angewandten 
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Versuchsdurchführung eine akute Kolitis entwickelte. Der Schweregrad der 

experimentellen Entzündung kann anhand verschiedener klinischer Parameter 

quantifiziert werden, die im Folgenden kurz dargestellt sind: 

i. Gewichtsverlust: Unter dem Einfluss von DSS kommt es typischerweise 

zum Gewichtsverlust der Tiere. Das Ausmaß dieses Gewichtsverlustes 

repräsentiert den Schweregrad der Entzündung und kann leicht als 

Verlaufsparameter genutzt werden. Dieser könnte, wie es Melgar et al. 

(2007) auch bei CED-Patienten vermuten, durch eine sekundäre Anorexie 

durch Schmerzassoziation bei Nahrungsaufnahme herbeigeführt werden. 

ii. Stuhlveränderungen: Durch Applikation von DSS kommt es neben dem 

genannten Gewichtsverlust zu Stuhlveränderungen (Diarrhoe, Blut im 

Stuhl). Einerseits kann eine Diarrhoe aufgrund der Schädigung der 

Permeabilität und somit durch die Störung des Wassertransports entstehen. 

Andererseits kann Blut im Stuhl durch massive entzündliche Erosionen des 

intestinalen Epithels auftreten (Kitajima et al., 1999). 

iii. Aus den unter i) und ii) beschriebenen Parametern kann der Disease 

Activity Index (DAI) berechnet werden (Tabelle 3.1) (Cooper et al., 1993). 

Er dient als objektives und globales Maß für den Schweregrad einer 

experimentellen Kolitis. 

Tabelle 3.1: Index der Krankheitsaktivität (Disease Activity Index) nach Cooper et al. (1993) 

Punktzahl 0 1 2 3 4 

Gewichtsverlust <1 % 1-5 % 5-10 % 10-15 % >15 % 

Stuhlkonsistenz Keine 
Veränderung - 

breiig, 

klebt nicht am Anus 
- 

flüssig, 

klebt am Anus 

Blutung Keine Blutung - Moderate Blutung - ausgeprägt 

 

iv. Als viertes Maß für die Quantifizierung des Schweregrades einer 

experimentellen DSS-Kolitis kann die Kolonlänge herangezogen werden. 

Durch die Entzündungsreaktion kommt es zu einer Reduktion der 

Dickdarmlänge (Perse et al., 2012). Diese Längenreduktion ist ebenfalls 

proportional zum Schweregrad der Kolitis. Unglücklicherweise kann die 

Kolonlänge jedoch nicht an lebenden Tieren quantifiziert werden, sodass 

dieser Parameter für die Verlaufskontrolle ungeeignet ist. Die exakte 
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Bestimmung der Kolonlänge kann nur ex vivo erfolgen. Zu diesem Zweck 

müssen die Tiere getötet und das Kolon entnommen werden. 

Im vorliegenden Tiermodell der DSS-induzierten Kolitis zeigten sich signifikante 

Unterschiede hinsichtlich aller oben erläuterten Parameter (Gewichtsverlust, 

Stuhlveränderungen, DAI und Kolonlänge) beim Vergleich von Wildtypmäusen mit 

Alox15-defizienten Tieren. Bei einer DSS-Konzentration von 2,5 % im Trinkwasser über 

sieben Tage entwickelten die Wildtypmäuse im Gegensatz zu Alox15-defizienten Tieren 

eine typische Kolitis. Die Unterschiede der verschiedenen Parameter werden nun im 

Detail besprochen. 

 

3.2.2 Gewichtsverlauf und Gewichtsverluste 

Das tägliche Wiegen der Tiere in beiden experimentellen Gruppen (Wildtypmäuse vs. 

Alox15-defiziente Mäuse) diente als Verlaufskontrolle der DSS-Wirkung. Gleichzeitig 

wurden die Stuhlbeschaffenheit und das Vorhandensein von Blut im Stuhl semi-

quantitativ eingeschätzt und aus diesen drei klinischen Paramatern der DAI an den Tagen 

0, 8 und 14 berechnet. 

Die detaillierten zeitlichen Gewichtsprofile des Hauptversuches sind in Abbildung 3.2-1 

dargestellt. Bei Wildtypmäusen (blau) zeigte sich bis Tag 2 der DSS-Applikation eine 

leichte Gewichtszunahme, die jedoch statistisch nicht signifikant war. Diese 

geringgradige Gewichtszunahme könnte auf eine Flüssigkeitseinlagerung (Ödembildung) 

in der Lamina propria des Darmes zurückzuführen sein (Perse et al., 2012). Ab Tag 3 war 

ein deutlicher Gewichtsverlust bei den Wildtyptieren nachweisbar. Beobachtungen aus 

den Vorversuchen zeigten, dass die Wirkung des DSS länger anhielt als die Applikation. 

Dieser Effekt ist möglicherweise durch die orale Applikation zu erklären. 

Dementsprechend war nach dem Absetzen des DSS am Tag 7 eine anhaltende 

Zusammenfassung: Um die Rolle der Alox15 bei entzündlichen Darmerkrankungen 

zu untersuchen, wurden Wildtypmäuse und Alox15-defiziente Mäuse mit gleichem 

genetischen Hintergrund im Tiermodell der DSS-induzierten Kolitis getestet. Der 

Schweregrad der Erkrankung wurde zu verschiedenen Zeitpunkten (Tag 0, 8, 14) durch 

die Quantifizierung von vier Parametern (Körpergewicht, Stuhlveränderungen, Disease 

Activity Index, Kolonlänge) bestimmt. 
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Gewichtsreduktion bis Tag 8/9 zu erkennen und daher wurden die Tiere der 

Entzündungsgruppe erst am Tag 8 getötet. Bis Tag 10 hielt sich das Gewicht der 

Wildtypmäuse auf diesem niedrigen Niveau. Danach begannen sich die Tiere zu erholen 

und wieder an Gewicht zuzunehmen. Allerdings erreichten nur wenige Tiere ihr 

Ausgangsgewicht vom Tag 0, sodass man davon ausgehen kann, dass unter den 

gegebenen experimentellen Bedingungen die Resolutionsphase noch nicht vollständig 

abgeschlossen war. Im zeitlichen Verlauf der DSS-Kolitis ergaben sich bei den 

Wildtyptieren am 6. Tag der DSS-Applikation erstmals signifikante Unterschiede im 

Körpergewicht im Vergleich zu ihrem Ausgangsgewicht. Ähnlich signifikante 

Unterschiede waren auch an den Tagen 7, 8, 9 und 10 nachzuweisen. Erst am Tag 11 

hatte sich das Gewicht der Wildtyptiere wieder soweit normalisiert, dass kein signifikanter 

Unterschied zum Ausgangsgewicht (Tag 0) mehr zu verzeichnen war.  

 

 

Abb. 3.2-1: Gewichtskinetiken von Wildtypmäusen (blau) und Alox15-defizienten Mäusen (grün). 
Die Gabe von DSS erfolgte über das Trinkwasser von Tag 0 bis 7 (Entzündungsphase), darauf 
folgte von Tag 8 bis 14 die Resolut ionsphase, in der die Tiere normales Trinkwasser erhielten 
(n = 10 pro Gruppe). Die grünen Kreise stellen Ausreißerwerte der Alox15-defizienten Tiere dar, 
# p < 0,05, ## p < 0,005. 
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Ein interessanter Aspekt bei dem Verlauf der experimentellen DSS-Kolitis war, dass im 

Hauptexperiment nur vier von zehn Wildtypmäusen den Endpunkt des experimentellen 

Protokolls erreichten. Alle weiteren mussten aufgrund der schweren 

Symptomausprägung (starke Verschlechterung des allgemeinen Gesundheitszustandes) 

aus Tierschutzgründen vor Ende des Experiments euthanasiert werden. 

Im Vergleich dazu zeigten die Alox15-defizienten Mäuse (grün) eine völlig andere 

Gewichtskinetik. Bis zum Tag 5 nach Beginn der DSS-Applikation variierte das Gewicht 

um das Ausgangsgewicht. Erst ab Tag 7 zeigte sich eine Tendenz zur 

Gewichtsabnahme, die nur am Tag 8 so ausgeprägt war, dass einmalig ein statistisch 

signifikanter Unterschied zum Ausgangsgewicht quantifiziert werden konnte. In den 

Folgetagen, bis zum Ende des Experiments am Tag 14, erholten sich die Alox15-

defizienten Tiere sehr schnell und erreichten bereits am Tag 12 ihr Ausgangsgewicht. 

Zusammenfassung: Wildtypmäuse reagierten auf die Applikation von 2,5 % DSS im 

Trinkwasser über sieben Tage mit einer signifikanten Reduktion des Körpergewichtes 

beginnend am Tag 6 des experimentellen Protokolls. Bei Alox15-defizienten Tieren 

zeigten sich mit Ausnahme von Tag 8 des experimentellen Protokolls keine signifikanten 

Veränderungen des Körpergewichts zum Ausgangswert. Diese Daten deuten auf eine 

pro-inflammatorische Wirkung der Alox15 in diesem Krankheitsmodell hin. 

 

3.2.3 Disease Activity Index 

Der Disease Activity Index (DAI) ist, neben der Gewichtsveränderung, ein weiterer 

wichtiger Verlaufsparameter für die Schwere einer experimentellen DSS-Kolitis (Cooper 

et al., 1993). In diesen Index fließen der Grad der Gewichtsabnahme (Prozentsatz vom 

Ausgangsgewicht), die Konsistenz des Stuhls und mögliche rektale Blutungen ein. Die 

Spanne des DAI reicht von 0 bis 12 Punkten, wobei ein DAI von 0 gesunde Tiere und ein 

DAI von 12 schwerkranke Tiere beschreibt (Tabelle 3.1). Die Höhe des Index ist demnach 

proportional zur Schwere der Kolitis. Der DAI wurde, wie die Kolonlänge, zu den 

Zeitpunkten 0, 8 und 14 Tage im laufenden Versuch detailliert bestimmt (Abb. 3.2-2). Eine 

detaillierte tägliche Untersuchung der Tiere hätte diese zu sehr unter Stress gesetzt. Zu 

Beginn des Experiments war sowohl in der Gruppe der Wildtypmäuse als auch in der 

Gruppe der Alox15-defizienten Tiere keine Krankheitsaktivität zu beobachten, da nur 
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gesunde Tiere in den Versuch aufgenommen wurden. Somit ist ein DAI-Score von 0 in 

beiden Tiergruppen am Tag 0 vergeben worden. Zum Höhepunkt der Entzündung am 

Tag 8 war ein signifikanter Anstieg des DAI in beiden experimentellen Tiergruppen 

nachweisbar. Bei den Wildtyptieren wurde durchschnittlich ein Score von 9,7 erreicht, 

wobei einigen Tieren der maximale Score von 12 zugeordnet werden musste. Die Alox15-

defizienten Tiere unterschieden sich signifikant von den Wildtypmäusen, da sie nur einen 

durchschnittlichen DAI-Score von 4,5 erreichten. Am Tag 8 des experimentellen 

Protokolls mussten zwei Wildtyptiere aufgrund ihres schlechten Gesundheitszustandes 

euthanasiert werden. 

Nach Absetzen des DSS am Tag 7 

des experimentellen Protokolls 

erholten sich die Tiere beider 

Tiergruppen relativ schnell. Der 

durchschnittliche DAI-Score sank 

signifikant bei den Wildtypmäusen 

auf 3,25 und bei den Alox15-

defizienten Tieren auf 0,4 ab. Trotz 

der schnellen Erholung in beiden 

Gruppen blieb auch am Tag 14 noch 

ein signifikanter Unterschied 

zwischen Alox15+/+- und Alox15-/--

Mäusen nachweisbar. Im 

Gesamtverlauf der DSS-Kolitis 

verschlechterte sich der 

Gesundheitszustand der 

Wildtyptiere teilweise so stark, dass 

weitere vier Tiere dieser Gruppe 

euthanasiert werden mussten und 

am Ende nur vier von zehn Wildtyptieren den Tag 14 des experimentellen Protokolls 

erreichten. Bei den Alox15-defizienten Tieren mussten keine Tiere aufgrund ihres 

Gesundheitszustandes vorzeitig aus dem Versuch genommen werden. 

 

 
Abb. 3.2-2: Disease Activity Index (DAI) von 
Wildtypmäusen (blau) und Alox15-defizienten Tieren 
(grün) an den Tagen 0, 8 und 14. # p < 0,05, ‚# 
p < 0,005. 
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Zusammenfassung: Auch mit Fokus auf den Disease Activity Index (DAI) gab es im 

Verlauf der experimentellen DSS-Kolitis zwischen den beiden tierexperimentellen 

Gruppen statistisch signifikante Unterschiede. Dabei fiel die Erhöhung des DAI in der 

akuten Phase der Entzündung in der Gruppe der Wildtyptiere signifikant größer aus als 

bei Alox15-defizienten Tieren. Nach der Resolutionsphase zeigten die Alox15-

defizienten Tiere nahezu keine Krankheitsaktivität mehr. In der Gruppe der Wildtyptiere 

erholten sich die Tiere deutlich, zeigten jedoch noch einen leicht erhöhten DAI. Diese 

Daten unterstützen die Vermutung einer pro-inflammatorischen Wirkung der Alox15 in 

diesem Krankheitsmodell. 

 

3.2.4 Kolonlänge 

An den Tagen 0, 8 und 14 wurde 

nach Tötung der Tiere das Kolon 

entnommen und dessen Länge 

gemessen (Abb. 3.2-3). Zusätzlich 

wurde das makroskopische 

Erscheinungsbild des Organs 

zwischen den beiden Tiergruppen 

verglichen. Zum Tag 0 fiel bei der 

Kolonlänge kein statistischer 

Unterschied zwischen beiden 

experimentellen Tiergruppen auf, 

was belegt, dass der systemische 

Knockout der Alox15 keinen 

phänotypischen Einfluss auf die 

Länge oder das makroskopische 

Erscheinungsbild des Kolons bei 

gesunden Mäusen hat. Eine 

durchschnittliche Kolonlänge von 

8,57 cm wurde bei den 

Wildtyptieren ermittelt, während sich eine mittlere Kolonlänge von 8,80 cm bei den 

Alox15-defizienten Tieren ergab. Analog zum Gewichtsverlauf war der Grad der 

 

Abb. 3.2-3: Kolonlänge [cm] bei Wildtypmäusen (blau) 
und Alox15-defizienten Mäusen (grün) an den Tagen 
0, 8 und 14. # p < 0,05, ## p < 0,005, die Kreise 
stehen für Ausreißerwerte (Werte größer als das 1,5-
fache des Interquart ilabstandes). 
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Kolonverkürzung bei den Wildtyptieren zum Höhepunkt der Entzündungsreaktion 

(mittlere Kolonlänge von 5,31 cm) signifikant stärker ausgeprägt als bei den Alox15-

defizienten Tieren (mittlere Kolonlänge von 6,30 cm). Somit verkürzte sich das Kolon bei 

den Wildtyptieren signifikant um zirka 3,5 cm, bei den Alox15-/--Tieren nur um zirka 

2,5 cm. Nach Ende der DSS-Applikation nahm die Kolonlänge in beiden Tiergruppen 

wieder zu, erreichte aber nicht das Ausgangsniveau am Tag 0. Diese Daten zeigen, dass 

die akute DSS-Kolitis keinen irreversiblen Schaden am Kolon induziert. Die 

Normalisierung der Kolonlänge erfolgte im Rahmen der Resolutionsphase in beiden 

Tiergruppen, wobei die Wildtyptiere eine noch immer signifikant reduzierte Kolonlänge im 

Vergleich zu Alox15-defizienten Mäusen aufwiesen. 

Eine makroskopische Inspektion der entnommenen Kolonpräparate zeigte ebenfalls 

deutliche Unterschiede in der Beschaffenheit des Kolons. Die Verkürzung des Kolons 

während der Entzündung geht einher mit einer ödematösen Wandverdickung. Dieses 

transmurale Ödem war makroskopisch insofern gut erkennbar, da das Kolon im Vergleich 

zum Kolon der Kontrolltiere vom Tag 0 sehr glasig erschien. Außerdem wies das Gewebe 

blutige Erosionen der Darmschleimhaut auf (Abb. 3.2-4). Die Auswertung der 

makroskopischen Entzündungssymptome zeigt, dass keine signifikanten Unterschiede 

zwischen Wildtyptieren und Alox15-defizienten Mäusen zu Beginn des experimentellen 

Protokolls nachweisbar waren. Ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden 

Versuchsgruppen konnte erst am Tag 8 nach DSS-Applikation festgestellt werden. Diese 

Unterschiede in Form von entzündlichen Veränderungen waren nach subjektiver 

Einschätzung bei Wildtypmäusen stärker ausgeprägt als bei den Alox15-defizienten 

Tieren. 

 

Abb. 3.2-4: Makroskopische Darstellung des Kolons von Wildtyptieren ( links) und Alox15-/ --Tieren 
(rechts) an den Untersuchungstagen 0 (Kontrollgruppe) und 8 (Entzündungsgruppe). Nach Tötung 
der Tiere wurde das Kolon auf der gesamten Länge entnommen und die Länge gemessen sowie 
makroskopisch verglichen. Am Tag 0 stellten sich die Kola rosig und mit glatter, unverletzter 
Schleimhaut dar. Nach DSS-Gabe reduzierte sich die Kolonlänge signif ikant bei beiden Tiergruppen. 
Die Schleimhaut wirkt glasig und insbesondere bei den Wildtyptieren sind blut ige Erosionen 
erkennbar. 
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Zusammenfassung: Im Verlauf der akuten Phase der experimentellen DSS-Kolitis 

kam es in beiden tierexperimentellen Gruppen zu einer signifikanten Reduktion der 

Kolonlängen. Dabei fiel die Kolonverkürzung bei den Wildtypmäusen signifikant 

größer aus als bei den Alox15-defizienten Tieren. In der Resolutionsphase der 

Entzündung erholte sich das Kolon beider Tiergruppen, was sich in der Kolonlänge 

wiederspiegelte. Die Alox15-defizienten Mäuse erreichten annähernd die 

durchschnittlichen Ausgangslängen, was bei den Wildtypmäusen nicht der Fall war. 

Die Schlussfolgerung einer pro-inflammatorischen Wirkung der Alox15 in diesem 

Krankheitsmodell wird durch diese Daten unterstützt. 

 

3.3 Die Veränderung der intestinalen Barrierefunktion durch DSS in vivo 

Entzündungen des Darmes gehen fast immer mit einem (partiellen) Verlust der 

intestinalen Barriere einher (Kitajima et al., 1999; Wehkamp et al., 2016). Eine geeignete 

Methode zu Überprüfung der intestinalen Barrierefunktion ist die Inverted Sac-Methode 

(siehe Material und Methoden), die hier als ex vivo-Experiment an vitalem Kolongewebe 

zur Quantifizierung der Kolonpermeabilität angewendet wurde. 

Interessanterweise zeigte ein Vergleich der Kolonpermeabilität von unbehandelten 

Alox15-defizienten Mäusen und Wildtyptieren (keine DSS-Applikation), dass Alox15-

defiziente Tiere eine höhere Kolonpermeabilität aufwiesen. Diese Beobachtung wurde 

sowohl nach 30 min als auch nach 60 min der in vitro-Inkubation gemacht, war bei den 

verwendeten n-Zahlen statistisch gesehen aber nicht signifikant. Nach Behandlung mit 

DSS zeigten Wildtypmäuse am Tag 8 des experimentellen Protokolls eine signifikante 

Erhöhung der Kolonpermeabilität. Diese Veränderung konnte man sowohl nach 30 min 

als auch nach 60 min in vitro-Inkubation des Kolons beobachten. Die Alox15-defizienten 

Tiere zeigten hingegen nach DSS-Gabe keine signifikante Änderung der 

Kolonpermeabilität (Abb. 3.3-1). Diese Daten deuten darauf hin, dass die systemische 

Inaktivierung des Alox15-Gens die Kolonpermeabilität dahingehend beeinflusst, dass die 

Darmbarriere gegenüber DSS-induzierten Veränderungen widerstandsfähiger wird. 
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Abb. 3.3-1: Ex vivo-Messungen der Kolonpermeabilität mit der Inverted Sac-Methode. Gemessen 
wurde die Permeation des Fluoreszenzsfarbstoffes FITC-Dextran durch die Kolonwand vor (volle 
Balken) und nach in vivo-Applikat ion von 2,5 % DSS im Trinkwasser über sieben Tage (schraff ierte 
Balken) bei Wildtyptieren (blau) und Alox15-defizienten Mäusen (grün). Die Zeiten der in vitro-
Inkubation mit KHBB + 20µg/ml FITC-Dextran waren 30 min ( links) und 60 min (rechts). Alox15-
defiziente Tiere besitzen ohne DSS-Gabe eine höhere Permeabilität als Wildtyptiere. Sowohl nach 
30 min, als auch nach 60 min Inkubation zeigte sich bei den Wildtypmäusen ein signif ikanter 
Unterschied zwischen der Permeabilität ohne/mit DSS. Bei den Alox15-defizienten Tieren nimmt 
die Permeabilität unter DSS-Gabe nach 30 min Inkubation in geringem Maße zu. Nach einer 
Inkubation von 60 min ist die Permeabilität leicht geringer als vor DSS-Gabe. # p < 0,05. 

 

Zusammenfassung: Die ex vivo-Messungen der Kolonpermeabilität zeigten, dass 

Wildtypmäuse nach DSS-Behandlung eine deutlich höhere Kolonpermeabilität 

aufwiesen als Alox15-defiziente Mäuse. Die Daten unserer ex vivo-Experimente 

belegen, dass DSS-Applikation die Kolonpermeabilität deutlich erhöht und dass der 

systemische Knockout der Alox15 diesen Effekt abschwächt. Auch diese Resultate 

deuten auf eine pro-inflammatorische Funktion der Alox15 hin. 

 

3.4 Differenzielle Genexpression bei DSS-Kolitis 

Um Veränderungen im Genexpressionsmuster von Wildtypmäusen und Alox15-

defizienten Tieren im zeitlichen Ablauf der experimentellen DSS-Kolitis zu untersuchen, 

wurde die mRNA-Kopienanzahl ausgewählter Gene im distalen Kolongewebe mittels 

qRT-PCR quantifiziert. Für diese Untersuchungen wurden Schlüsselenzyme der 

Synthese von Eicosanoiden (COX1, COX2, Alox15, Alox5) und Stickstoffmonoxid (iNOS) 
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sowie klassische pro- und anti-inflammatorische Zytokine (IL-1b, TNFa, TGFb) und 

Proteine der Tight Junctions (Junctional Adhesion Molecule A, Claudin-1, Occludin, 

Zonula Occludens-1 und Kollage Typ IV) ausgewählt. Bei der Quantifizierung der 

Genexpressionsmuster wurde die Anzahl der Kopien einer ausgewählten mRNA pro 

50 ng extrahierter Gesamt-RNA angegeben. Dabei konnte das Expressionsniveau eines 

Gens mehr oder weniger willkürlich in drei Gruppen eingeteilt werden: 

i. Niedriges Expressionsniveau (<10.000 Kopien pro 50 ng RNA). 

ii. Mittleres Expressionsniveau (10.000 bis 100.000 Kopien pro 50 ng RNA). 

iii. Hohes Expressionsniveau (>100.000 Kopien pro 50 ng RNA).  

Obwohl drei unterschiedliche Referenzgene (GAPDH, b-Actin, 36B4) quantifiziert 

wurden, eignete sich keines dieser Gene (bzw. die entsprechende mRNA) als interner 

Standard. Bei jedem der untersuchten Referenzgene wurde eine Regulation im Verlauf 

der Kolitis beobachtet. Die Normalisierung auf ein Master-Houskeeping-Gen aus 

GAPDH, b-Actin und 36B4, wie es im Material und Methoden-Teil beschrieben wurde, 

zeigte keinen signifikanten Unterschied zu der Normalisierung auf die Menge 

eingesetzter RNA (Kopien/ 50 ng RNA). 
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3.4.1 Tight Junction-Proteine und die intestinale Barriere 

Die intestinale Barriere ist unter anderem von der Expression von TJ-Proteinen und deren 

regulärer Anordnung abhängig (Iwaya et al., 2012). Abbildung 1.5-1 zeigt den Aufbau 

einer intakten interzellulären TJ-Verbindung und deren beteiligten Proteine und 

Proteinkomplexe. Die DSS-abhängige Erhöhung der Kolonpermeabilität (Abb. 3.3-1) 

lässt vermuten, dass sich die Expression der TJ-Proteine und somit die intestinale 

Barriere im Verlaufe der DSS-induzierten 

Kolitis verändert (Woo et al., 2016). 

Erst kürzlich wurde ein Zusammenhang 

zwischen ALOX15 und der Expression von TJ-

Proteinen postuliert. Dabei konnte gezeigt 

werden, dass 15S-HETE (Produkt des 

ALOX15-Weges) die Expression von 

endothelialen (Chattopadhyay et al., 2014; 

Chattopadhyay et al., 2015) und epithelialen 

(Pochard et al., 2016) TJ-Proteinen reguliert. 

Chattopadhyay et al. (2014) fanden bei ihren 

Untersuchungen, dass der systemische 

Knockout des ALOX15-Gens die Ausbildung 

der TJ-Proteine begünstigt und damit vor 

dessen Funktionsverlust schützt. Diese Daten 

stimmen mit unseren Beobachtungen 

weitestgehend überein. 

Um zu untersuchen, ob der systemische 

Knockout des Alox15-Gens einen Einfluss auf 

die Expression von TJs in vivo hat, wurden die 

Expressionsmuster verschiedener TJ-Proteine 

(Occludin, Junctional Adhesion Molecule-A 

und Claudin-1) mithilfe der qRT-PCR 

quantifiziert. Ein Vergleich des Expressionsniveaus von Claudin-1 und JAM-A am Tag 0 

des experimentellen Protokolls ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den 

beiden Tiergruppen. Bei JAM-A zeigte sich am Tag 14 zwischen den tierexperimentellen 

Gruppen ein signifikanter Unterschied (Abb. 3.4-1). 

 
Abb. 3.4-1: Expression von JAM-A bei 
Wildtyptieren (blau) und Alox15-defizienten 
Mäusen (grün) an den Tagen 0, 8 und 14. 
Die Expression von JAM-A unterscheidet 
sich am Tag 0 der experimentellen DSS-
Kolit is nicht signif ikant. Dennoch ist die 
Expression in den Wildtyptieren geringer. 
Unter Einf luss von DSS wird die Expression 
von JAM-A in beiden Tiergruppen 
herunterreguliert  bzw. bleibt gleich. 
Nachdem die DSS-Applikat ion beendet 
wurde, erholte sich die Expression der 
JAM-A in den Wildtyptieren wieder auf das 
Ausgangsniveau vom Tag 0. Bei den 
Alox15-defizienten Tieren sank die 
Expression weiter ab. Dadurch war der 
Unterschied am Tag 14 zwischen Wildtyp- 
und Alox15-defizienten Tieren signif ikant. 
# p < 0,05, ## p < 0,005, die Kreise stehen 
für Ausreißerwerte (Werte größer als das 
1,5-fache des Interquart ilabstandes). 
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 Für die Expression von Occludin 

hingegen konnte ein signifikanter 

Unterschied festgestellt werden. Bei 

den Ausgangswerten am Tag 0 ist 

trotz großer Streuung zu erkennen, 

dass die Expression der Wildtyptiere 

unter dem Ausgangswert der Alox15-

defizienten Tiere (Abb. 3.4-2) lag. Ist 

diese Tendenz korrekt, kann das 

darauf hinweisen, dass die Occludin-

Expression durch den systemischen 

Knockout des Alox15-Gens 

hochreguliert wird. Durch DSS-Gabe 

sank das Expressionsniveau von 

Occludin in beiden Gruppen 

(Wildtypmäuse und Alox15-defiziente 

Mäuse) ab. Dabei wurde in beiden 

tierexperimentellen Gruppen ein 

vergleichbarer Wert erreicht und es 

gab am Tag 8 keinen signifikanten 

Unterschied mehr. Nach Absetzen 

des DSS konnte eine erneute Hochregulation der Expression beobachtet werden, wobei 

nur die Veränderung der Alox15-defizienten Tiere statistisch signifikant war. Am Tag 14 

ist die Expression von Occludin in den Wildtypmäusen und Alox15-defizienten Tieren 

ähnlich hoch und ohne Signifikanz. 

Claudin-1, als weiteres wichtiges Protein des TJ-Komplexes, zeigte bei der 

Quantifizierung in Kontrolltieren (Tag 0 des experimentellen Protokolls) keinen 

signifikanten Unterschied im Vergleich zu Alox15-defizienten Mäusen. Während der 

akuten Entzündung wurde die Expression von Claudin-1 hochreguliert. Damit 

unterscheidet sich Claudin-1 mit seiner Kinetik von den anderen TJ-Proteinen JAM-A und 

Occludin. Diese Hochregulation war bei Alox15-defizienten Tieren statistisch signifikant, 

bei den Wildtypmäusen nicht (Abb. 3.4-3). Nachdem das DSS abgesetzt wurde, zeigte 

sich am Tag 14 eine Reduktion der Claudin-1-Expression. Dabei waren die 

 
Abb. 3.4-2: Expression von Occludin im Kolon bei 
Wildtyptieren (blau) und Alox15-defizienten Tieren 
(grün) an den Tagen 0, 8 und 14. Durch den DSS 
wurde die Occludin-Expression in beiden Tiergruppen 
herunterreguliert. Nach Absetzen des DSS erholten 
sich die t ierexperimentellen Gruppen unterschiedlich 
gut. Problematisch ist die große Streuung am Tag 
0. Dadurch kann nur schwer eine Aussage über 
Unterschiede getroffen werden.  # p < 0,05, ## 
p < 0,005. 
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Expressionslevels bei Tieren mit systemischem Alox15-Knockout signifikant höher als bei 

Wildtyptieren. 

Somit zeigen die erhobenen Daten 

einerseits, dass die Änderungen der TJ-

Proteine Occludin und Claudin-1 einer 

Regulation durch die Alox15 zu 

unterliegen scheinen. Andererseits 

konnte gezeigt werden, dass die 

Barrierefunktion des Kolons durch DSS 

bei Alox15-defizienten Tieren weniger 

stark beeinträchtigt wird als bei 

Wildtypmäusen. Damit unterstützen die 

Daten zur Expression dieser TJ-

Proteine die oben beschriebenen 

klinischen Ergebnisse, die darauf 

hindeuten, dass Alox15-defiziente 

Mäuse resistenter gegenüber der DSS-

Kolitis sind. 

Der Vergleich der beiden oben 

genannten Normalisierungsmethoden 

(Normalisierung auf multiple 

Referenzgene und Normalisierung auf 

die Menge eingesetzter RNA) zeigt 

keinen signifikanten Unterschied der 

Expressionsverläufe von Occludin, ZO-1, JAM-A und Claudin-1. 

Zusammenfassung: Während der Phase der akuten Entzündung wurde die 

Expression von JAM-A und Occludin herunterreguliert. Dieser Abfall war in beiden 

Tiergruppen (Wildtyp vs. Alox15-/-) zu beobachten, wobei für JAM-A keine statistisch 

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen nachzuweisen waren. In der 

Resolutionsphase wurde die Expressionen dieser Gene wieder hochreguliert. 

Claudin-1 zeigte eine abweichende Expressionskinetik. Sowohl in der akuten 

Entzündungsphase als auch in der Heilungsphase war ein Anstieg der Expression zu 

 

Abb. 3.4-3: Expression von Claudin-1 bei 
Wildtyptieren (blau) und Alox15-defizienten Tieren 
(grün) an den Tagen 0, 8 und 14. Unter DSS-
Applikat ion st ieg die Expression sowohl in den 
Wildtyptieren als auch in den Alox15-defizienten 
Tieren an. Nachdem das DSS abgesetzt wurde, war 
die Expression von Claudin-1 bei den Wildtyptieren 
gleichbleibend. Bei den Alox15-defizienten Tieren 
war ein weiterer Anstieg der Expression zu sehen. 
# p < 0,05, ## p < 0,005, die Kreise stehen für 
Ausreißerwerte (Werte größer als das 1,5-fache 
des Interquart ilabstandes), die Sternchen für 
Extremwerte (Werte größer als das 3-fache des 
Interquart ilabstandes). 
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beobachten. Dabei war die Hochregulation während der akuten Entzündungsphase 

bei Alox15-defizienten Tieren statistisch signifikant. 

Die Untersuchung der TJ-Proteine auf RNA-Ebene ist der Einstieg für eine 

mechanistische Erklärung der signifikanten klinischen Unterschiede zwischen 

Wildtyptieren und Alox15-/--Tieren. Weitere Untersuchungen, wie immunhistologische 

Färbungen, sind bei Kroschwald et al. (2018) zu finden. 

 

Kollagen Typ IV ist Hauptbestandteil der 

Basalmembran des Darmepithels und 

somit auch wichtig für die Integrität der 

Darmbarriere (Kiss et al., 2016). Da die 

histologischen Bilder (Abb. 3.4-5) der 

Entzündungsreaktion einen partiellen 

Verlust der Basalmembran durch die 

akute DSS-Kolitis belegen, wurde die 

relative Expression von Kollagen Typ IV 

zu den Zeitpunkten Tag 0 (Kontrolle), 

Tag 8 (Entzündung) und Tag 14 

(Resolution) analysiert. Die relative 

Expression von Kollagen Typ IV war am 

Tag 0 in Alox15-defizienten Mäusen 

etwas höher als in den Wildtypkontrollen 

(Abb. 3.4-4). Während der akuten 

Entzündungsphase wurde die 

Expression von Kollagen Typ IV in 

beiden Mausstämmen hochreguliert, 

Dies könnte eine kompensatorische 

Reaktion auf die entzündlich-induzierte 

Störung des Kollagen Typ IV in der 

Basalmembran sein. Am Tag 14 normalisierten sich die Kollagen Typ IV-Level wieder. 

Dabei fiel auf, dass zu diesem Zeitpunkt die Expression bei den Wildtyptieren signifikant 

höher war als bei Alox15-defizienten Tieren. Diese Beobachtungen könnten damit im 

Zusammenhang stehen, dass Alox15-defiziente Mäuse in der Histologie keine größeren 

 
Abb. 3.4-4: Dargestellt  ist die relat ive Expression 
von Kollagen Typ IV [%] bei Wildtyptieren 
(durchgezogene Linie) und Alox15-defizienten 
Tieren (gestr ichelte Linie) an den Tagen 0, 8 und 
14. Die Kollagen Typ IV-Expressionen wurden auf 
die Wildtyptiere am Tag 0 normiert. Die Gabe von 
DSS führt in beiden t ierexperimentellen Gruppen 
zu einer Hochregulat ion der Kollagen Typ IV-
Expression. Nachdem das DSS abgesetzt wurde, 
war die Expression von Kollagen Typ IV sowohl bei 
den Wildtyptieren als auch in den Alox15-
defizienten Tieren herunterreguliert. # p < 0,05. 
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Defekte der Basalmembran und somit einen niedrigeren histologischen Score aufwiesen 

(Daten siehe Kroschwald et al., 2018). Während der Resolutionsphase erreichten die 

Alox15-defizienten Tiere den Ausgangswert der Kollagen Typ IV-Expression wieder und 

die Wildtyptiere übertrafen den Ausgangswert vom Tag 0 um das Doppelte. 

 

Zusammenfassung: Unter dem Einfluss von DSS wird die Expression von 

Kollagen Typ IV in beiden experimentellen Gruppen (Wildtyp vs. Alox15-/-) stark 

hochreguliert, was auf einen Kompensationsmechanismus der 

entzündungsinduzierten Basalmembranschäden zurückzuführen sein könnte. Dieser 

Anstieg fällt bei Alox15-defizienten Tieren geringer aus, was auf eine reduzierte 

Notwendigkeit von Reparaturprozessen bei dieser Tiergruppe hindeuten könnte. Nach 

Absetzen des DSS fällt die Kollagen Typ IV-Expression in beiden experimentellen 

Gruppen wieder ab. 

 

 

Abb. 3.4-5: Histologische Darstellung des Kolongewebes in HE-Färbung in Wildtypmäusen (A, C, 
E) und Alox15-defizienten Tieren (B, D, F) zu den Zeitpunkten 0 (A, B), 8 (C, D) und 14 (E, F), 
Vergrößerung 1:100. Man sieht als Zeichen der Entzündung in den Proben am Tag 8 (C und D) 
vermehrt Epitheldefekte, eine aufgehobene Kryptenstruktur und eine vermehrte 
Entzündungsinf ilt rat ion. Diese entzündlichen Veränderungen sind im Wildtyp stärker ausgeprägt 
als in den Alox15-defizienten Tieren. 
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3.4.2 Lipoxygenasen 

Im Rahmen der Entzündungsreaktion wurde in Kapitel 1.3.4.1 bereits auf den dualen 

Charakter der Alox15 eingegangen. Die genaue Rolle im speziellen Fall der DSS-

induzierten Kolitis wurde bisher noch nicht untersucht. Um zunächst die Expression des 

Alox15-Gens ausschließlich in den Wildtyptieren im zeitlichen Verlauf einer DSS-Kolitis 

zu verfolgen, wurde die entsprechende mRNA aus dem Gewebe des distalen Kolons 

analysiert (Abb. 3.5-1). Zwischen den Wildtyptieren der Kontroll- (Tag 0) und 

Entzündungsgruppe (Tag 8) war kein signifikanter Unterschied in der Expression der 

Alox15 zu finden. An den ersten beiden Untersuchungszeitpunkten wurde die Alox15 auf 

geringem Niveau exprimiert. In der Phase der Resolution am Tag 14 war ein statistisch 

signifikanter Anstieg der Alox15-Expression zu sehen. Mit Blick auf die vorliegenden 

klinischen Parameter gibt es verschiedene Möglichkeiten die erhobenen Daten zu 

interpretieren. Einerseits könnte die ansteigende Expression der Alox15 im Kolon 

integraler Bestandteil der 

Resolution sein. Somit könnte dem 

Enzym im DSS-Kolitismodell eine 

pro-resolutorische oder anti-

inflammatorische Rolle 

zugesprochen werden. 

Andererseits konnte anhand des 

DAI gezeigt werden (Abb. 3.2-2), 

dass eine systemische 

Inaktivierung des Alox15-Gens 

einen signifikant abgeschwächten 

Krankheitsverlauf induziert. Diese 
Beobachtung im Alox15-
defizienten Organismus weist 
darauf hin, dass die Alox15 auch 

pro-inflammatorisch wirken kann. An dieser Stelle sollte kritisch angemerkt werden, dass 

die Zeitpunkte unseres experimentellen Protokolls relativ weit auseinanderlagen (Tag 0, 

Tag 8, Tag 14), sodass detaillierte Aussagen zu den Expressionskinetiken der Alox15 

nicht gemacht werden können. 

Die Alox15-defizienten Tiere wurden hinsichtlich der Alox15-Expression nicht untersucht, 

 
Abb. 3.5-1: Expression der Alox15 im Kolongewebe von 
Wildtyptieren an den Untersuchungstagen 0, 8 und 14. 
Die Expression veränderte sich zunächst durch 
Applikat ion von DSS nicht, sodass diese an den Tagen 0 
und 8 auf ähnlichem Niveau war. Erst nach Absetzen des 
DSS st ieg die Alox15-Expression signif ikant an. # 
p < 0,05. 
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da die Inaktivierung des Alox15-Gens die Bildung einer funktionellen Alox15-mRNA nicht 

zulässt. 

Als weitere LOX-Isoform wurde die Alox5 untersucht. Sie ist das Schlüsselenzym der 

Leukotrienbiosynthese und vermittelt hauptsächlich eine pro-inflammatorische und pro-

kanzerogene Wirkung durch die Synthese von Leukotrienen (Poeckel et al., 2010; Zhou 

et al., 2015). Bei der Quantifizierung der Alox5-Expression am Tag 0 des experimentellen 

Protokolls zeigten beide Tiergruppen nur geringe Unterschiede der Expressionsniveaus 

(Abb. 3.5-2), wobei die Expression bei den Alox15-defizienten Tieren höher war. Unter 

Einfluss von DSS stieg die Alox5-Expression in den Wildtyptieren am Tag 8 an, die der 

Alox15-defizienten Tiere ging hingegen zurück. Zu diesem Zeitpunkt war kein statistisch 

signifikanter Unterschied zwischen beiden Tiergruppen zu beobachten. In der 

Resolutionsphase fiel bei den Wildtyptieren die Expression der Alox5 wieder leicht ab. 

Bei den Alox15-defizienten Tieren setzte sich der Abfall der Alox5-Expression weiter fort. 

Dieser Abfall der Alox5-Expression bei den Alox15-defizienten Tieren von Tag 8 zu 

Tag 14 war statistisch nicht signifikant. Die erhaltenen experimentellen Daten zur 

Expression der Alox5 bei der DSS-Kolitis lassen keine präzisen Schlussfolgerungen 

hinsichtlich der Rolle des Enzyms bei der Kolitis zu. Deutlich wird jedoch, dass die 

systemische Inaktivierung des Alox15-Gens die Expressionsregulation der Alox5 im 

Rahmen der experimentellen DSS-Kolitis beeinflusst. Welcher molekulare Mechanismus 

hinter diesem Zusammenhang steckt, muss durch weiterführende Experimente 

untersucht werden. 

Auch hier zeigt der Vergleich beider Normalisierungsmethoden (Normalisierung auf 

multiple Referenzgene und Normalisierung auf die Menge eingesetzter RNA) keinen 

signifikanten Unterschied der Expressionsverläufe von Alox15 und Alox5. 
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Abb. 3.5-2: Expression von Alox5 bei Wildtyptieren (blau) und Alox15-defizienten Tieren (grün) an 
den Tagen 0, 8 und 14. Zu Beginn des experimentellen Protokolls zeigten die Wildtypmäuse eine 
geringere Expression der Alox5 als die Alox15-defizienten Mäuse. Unter DSS-Gabe veränderte 
sich dieses Verhältnis insoweit,  als dass die Expression in den Wildtypen hochreguliert und in den 
Alox15-defizienten Mäusen herunterreguliert wurde. Nach Absetzen des DSS f iel die Alox5-
Expression in den Wildtyptieren wieder. In den Alox15-defizienten Tieren sank die Expression 
weiter. Die Kreise stehen für Ausreißerwerte (Werte größer als das 1,5-fache des 
Interquart ilabstandes). 

 

Zusammenfassung: Die Expression der Alox15 wird in Wildtyptieren nur in der 

Resolutionsphase der DSS-Kolitis hochreguliert. Für die Alox5 scheint der systemische 

Knockout der Alox15 Auswirkungen auf die Expression zu haben, da sowohl zwischen 

beiden Kontrollgruppen am Tag 0 Unterschiede zu beobachten waren als auch 

während der Resolutionsphase, wobei die Alox5-Expression in der Gruppe der Alox15-

defizienten Tiere deutlich herunterreguliert wurde. 
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3.4.3 Cyclooxygenasen 

Cyclooxygenasen sind die Schrittmacherenzyme der Prostaglandin-Biosynthese und 

wandeln freigesetzte AA über PGG2 zu PGH2 

um (Chen et al., 2011), welches als 

Ausgangssubstrat für die Biosynthese aller 

anderen Prostanoide fungiert. Es gibt zwei 

Isoformen des Enzyms (COX1 und COX2), 

die unterschiedliche Funktionen ausüben. 

Die COX1, die konstitutiv exprimiert wird, ist 

für die Biosynthese der ‚physiologischen‘ 

Prostaglandine verantwortlich. Am Tag 0 

konnten im Kolongewebe beider Tiergruppen 

(Wildtyptiere vs. Alox15-defiziente Tiere) 

hohe Expressionsniveaus der COX1 

nachgewiesen werden (Abb. 3.5-3). 

Interessanterweise lag die COX1-Expression 

bei Alox15-defizienten Tieren signifikant 

höher als bei Wildtyptieren. Durch DSS-

Applikation sank die Expression der COX1 in 

beiden Tiergruppen auf fast die Hälfte ab. 

Hierbei war nur der Abfall der COX1 bei 

Alox15-defizienten Mäusen signifikant. Auch 

nach Absetzen des DSS sank die COX1-

Expression weiterhin, was sowohl bei Alox15-/--Tieren als auch bei Wildtypmäusen 

beobachtet wurde. In beiden Tiergruppen war diese Herunterregulation am Tag 14 des 

experimentellen Verlaufs statistisch signifikant. 

Die COX2 dagegen bildet ‚pathologische‘ Prostanoide, die vor allem bei der 

Entzündungsreaktion eine wichtige Rolle spielen (Reuter et al., 1996). Werden 

Entzündungszellen stimuliert, steigt die Expression der COX2 drastisch an, die mit der 

Bildung pro-inflammatorischer Prostaglandine einhergeht. In den Experimenten war das 

Ausgangsniveau (Tag 0) der COX2-Expression in beiden tierexperimentellen Gruppen 

sehr gering, aber statistisch signifikant unterschiedlich (Abb. 3.5-4). Auf DSS-Gabe 

reagierten beide Tiergruppen mit einer Hochregulation der COX2-Expression. Nach 

 
Abb. 3.5-3: Expression von COX1 bei 
Wildtyptieren (blau) und Alox15-defizienten 
Tieren (grün) an den Tagen 0, 8 und 14. Die 
Expression der COX1 war am Tag 0 
signif ikant höher in den Alox15-defizienten 
Tieren als bei den Wildtyptieren. Unter 
Einf luss von DSS sank die Expression in 
beiden t ierexperimentellen Gruppen ab. 
Trotz Absetzen des DSS sank die COX1-
Expression in der zweiten Hälfte des 
experimentellen Protokolls in beiden 
Tiergruppen weiterhin signif ikant ab. # 
p < 0,05, ## p < 0,005, die Sternchen stehen 
für Extremwerte (Werte größer als das 3-
fache des Interquart ilabstandes). 
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Beendigung der DSS-Applikation war bei Alox15-defizienten Tieren eine 

Herunterregulation der COX2-Expression zu beobachten. 

Bei den Wildtyptieren zeigte sich 

allerdings ein weiterer Anstieg der 

COX2-Expression. Durch diese 

unterschiedliche Expressionskinetik war 

am Tag 14 des experimentellen 

Protokolls der Unterschied in der COX2-

Expression zwischen Wildtyptieren und 

Alox15-defizienten Tieren statistisch 

signifikant. 

Die vorliegenden Resultate zeigen, dass 

in beiden Tiergruppen (Wildtypmäuse 

und Alox15-defiziente Mäuse) eine 

ähnliche Expressionskinetik der COX1 

zu finden ist, sodass man vermuten 

kann, dass der Verlust der Alox15 die 

Expression der COX1 im Verlauf der 

DSS-Kolitis nur im Expressionsniveau, 

nicht in der Expressionskinetik 

beeinflusst. Okayama et al. (2007) 

fanden heraus, dass die 

Cyclooxygenasen zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten der DSS-Kolitis eine Rolle 

spielen. Dabei wurde die COX1 eher in 

der frühen und die COX2 in der späten Phase exprimiert. Diese Daten stimmen mit den 

vorliegenden Beobachtungen überein. Die COX1-Expression ist durch einen stetigen 

Abfall in beiden Tiergruppen gekennzeichnet und die COX2 steigt erst langsam zum 

Tag 8 hin an. Dazu muss allerdings kritisch angemerkt werden, dass die Zeitpunkte 

unseres experimentellen Protokolls relativ weit auseinanderlagen (Tag 0, Tag 8, Tag 14), 

sodass detaillierte Aussagen zu den Expressionskinetiken der ausgewählten Mediatoren 

nicht gemacht werden konnten. 

Bei dem Vergleich zweier Normalisierungsmethoden (Normalisierung auf multiple 

 
Abb. 3.5-4: Expression von COX2 bei Wildtyptieren 
(blau) und Alox15-defizienten Tieren (grün) an den 
Tagen 0, 8 und 14. Die Expression der COX2 am 
Tag 0 ist sowohl bei Wildtyptieren als auch bei den 
Alox15-defizienten Tieren auf einem geringen 
Niveau, aber signif ikant unterschiedlich. Unter 
DSS-Gabe st ieg in beiden Tiergruppen die COX2-
Expression in geringem Maße an. In der 
Resolut ionsphase st ieg die COX2-Expression bei 
den Wildtyptieren weiter an, trotz großer Streuung 
der Werte. Bei den Alox15-defizienten Tieren 
wurde die Expression noch unter den 
Ausgangswert am Tag 0 herunterreguliert.  # 
p < 0,05, die Kreise stehen für Ausreißerwerte 
(Werte größer als das 1,5-fache des 
Interquart ilabstandes), die Sternchen für 
Extremwerte (Werte größer als das 3-fache des 
Interquart ilabstandes). 
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Referenzgene und Normalisierung auf die Menge eingesetzter RNA) zeigt sich kein 

signifikanter Unterschied zwischen den Expressionsverläufen von COX1 und COX2. 

Zusammenfassung: Die beiden Isoformen der Cyclooxygenase sind im Rahmen der 

DSS-Kolitis unterschiedlich von einem systemischen Knockout der Alox15 beeinflusst. 

Die Kinetik der COX1-Expression wird von der Alox15-Defizienz nicht wesentlich 

beeinflusst, wohl aber das Expressionsniveau, welches in den Knockout-Mäusen 

initial höher war und am Ende des Experimentes signifikant niedriger. Im Gegensatz 

dazu wird die COX2-Expression und -Kinetik durch den systemischen Knockout der 

Alox15 reguliert. Bei Alox15-defizienten Tieren fällt die COX2-Expression ab, steigt 

bei Wildtyptieren jedoch weiter an. 

 

3.4.4  Induzierbare NO-Synthase (iNOS) 

Ähnlich wie die COX2 gehört die iNOS zu den induzierbaren pro-inflammatorischen 

Enzymen. Am Tag 0 des experimentellen Protokolls war in beiden Tiergruppen (Alox15- 

defiziente Tiere und Wildtyptiere) die Expression der iNOS nur auf sehr niedrigem Niveau 

nachzuweisen (Abb. 3.5-5). Erwartungsgemäß stieg die Expression der iNOS in der 

Phase der akuten Entzündungsreaktion bei den Wildtypmäusen signifikant an. Bei den 

Alox15-defizienten Tieren wurde ein ähnlicher signifikanter Anstieg gemessen. Am Tag 8 

waren somit die Expressionslevel der iNOS in beiden Tiergruppen annähernd gleich 

hoch. Interessanterweise ergab sich in der Resolutionsphase ein signifikanter 

Unterschied zwischen beiden tierexperimentellen Gruppen. Während bei den 

Wildtyptieren die Expression der iNOS weiterhin leicht zunahm, sank die Kopienzahl bei 

den Alox15-defizienten Tieren signifikant ab und erreichte annähernd ihren 

Ausgangswert (Tag 0). Diese Beobachtungen könnten dahingehend interpretiert werden, 

dass die funktionelle Inaktivierung des Alox15-Gens zu einer besseren inflammatorischen 

Resolution führt. Obwohl die molekularen Ursachen für das unterschiedliche Verhalten 

der iNOS-Expression während der Resolutionsphase in beiden experimentellen Gruppen 

(Wildtyp vs. Alox15-/-) nicht geklärt werden konnte, sind die erhaltenen Ergebnisse 

kompatibel mit einer pro-inflammatorischen Wirkung der Alox15 in diesem 

Entzündungsmodell. Sklyarov et al. (2011) postulierten für die akute Kolitis eine indirekte 

Interaktion der iNOS mit COX1, COX2 und Alox5. NO erhöht die katalytische Aktivität 

beider COX-Isoformen, was zu einer erhöhten Synthese pro-inflammatorischer 
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Prostaglandine führt. Weiterhin aktiviert NO auch die Alox5, so dass vermehrt pro-

inflammatorisch wirkendes LTB4 freigesetzt werden kann, was zur Verstärkung der 

Entzündungsreaktion beiträgt. 

 
Abb. 3.5-5: Expression der iNOS im Kolongewebe von Wildtyptieren (blau) und Alox15-defizienten 
Mäusen (grün). Aufgrund der Induzierbarkeit  der iNOS ist in beiden t ierexperimentellen Gruppen 
am Tag 0 ein geringes Expressionsniveau zu sehen. Unter dem Einf luss von DSS wurde die iNOS-
Expression signif ikant in beiden Tiergruppen hochreguliert.  Nach Absetzen des DSS st ieg die 
Expression bei Wildtyptieren weiter an, in den Alox15-defizienten Mäuse wurde sie 
herunterreguliert. # p < 0,05, ## p < 0,005, die Kreise stehen für Ausreißerwerte (Werte größer 
als das 1,5-fache des Interquart ilabstandes), die Sternchen für Extremwerte (Werte größer als das 
3-fache des Interquart ilabstandes). 

Der Vergleich zweier Normalisierungsmethoden (Normalisierung auf multiple 

Referenzgene und Normalisierung auf die Menge eingesetzter RNA) zeigt keinen 

signifikanten Unterschied des Expressionsverlaufes von iNOS. 

 

 

Zusammenfassung: Die Expression der iNOS wird in der akuten Entzündungsphase 

in beiden experimentellen Gruppen hochreguliert. In der Resolutionsphase wurde ein 

weiterer Anstieg der iNOS-Expression bei Wildtypmäusen beobachtet, während bei 

Alox15-/--Tieren ein signifikanter Abfall zu verzeichnen war. Die Herunterregulation der 

iNOS im Rahmen der inflammatorischen Resolution bei Alox15-defizienten Mäusen ist 

kompatibel mit der pro-inflammatorischen Wirkung der Alox15 in diesem 

Entzündungsmodell.  
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3.4.5 Weitere klassische pro-inflammatorische Zytokine 

Während der akuten DSS-Kolitis wurde auch die Expression zwei weiterer klassischer 

pro-inflammatorischer Gene, TNFa und IL-1b, untersucht. Sie zeigten sehr ähnliche 

Expressionskinetiken (Abb. 3.5-6). Beide Zytokine wurden unter DSS-Einfluss 

hochreguliert und nach Absetzen des DSS sank ihre Expression wieder ab. Die 

Ausgangslevel (Tag 0) der beiden Zytokine waren trotz der sehr geringen Expression im 

Vergleich der beiden Tiergruppen (Wildtyp vs. Alox15-/-) signifikant unterschiedlich. Zu 

den Zeitpunkten 8 und 14 zeigten Alox15-defiziente Tiere ein höheres 

Expressionsniveau. Trotz der relativ großen interindividuellen Unterschiede wurden 

signifikante Unterschiede in den Kinetiken von IL-1b und TNFa unter Einfluss von DSS 

gefunden. Es gab jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyptieren und 

Alox15-defizienten Tieren am Tag 8. In der Resolutionsphase zeigen TNFa und IL-1b 

einen gegensätzlichen Verlauf bei den Wildtyptieren, mit einem Anstieg bei IL-1b und 

einem Abfall bei TNFa. Trotz unterschiedlicher Kinetik unterstützen beide Verläufe den 

bisher festgestellten pro-inflammatorischen Effekt der Alox15. 

 

Abb. 3.5-6: Vergleichende Expression von TNFa  (A) und IL-1b (B) im Kolon von Wildtyptieren (blau) 
und Alox15-defizienten Mäusen (grün). Am Tag 0 war die Expression beider Zytokine auf sehr 
geringem Niveau. Als Reaktion auf die DSS-Gabe stieg die Expression beider pro-inf lammatorischer 
Zytokine in beiden Tiergruppen signif ikant an. Nach Absetzen des DSS wurde die Expression von 
TNFa (A) in beiden experimentellen Gruppen signif ikant herunterreguliert.  Bei IL-1b (B) war die 
Expression in den Wildtyptieren weiterhin erhöht. Bei den Alox15-defizienten Tieren ging die 
Expression von IL-1b zurück. # p < 0,05, ## p < 0,005, die Kreise stehen für Ausreißerwerte (Werte 
größer als das 1,5-fache des Interquart ilabstandes), die Sternchen für Extremwerte (Werte größer 
als das 3-fache des Interquart ilabstandes). 
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Bei dem Vergleich zweier Normalisierungsmethoden (Normalisierung auf multiple 

Referenzgene und Normalisierung auf die Menge eingesetzter RNA) zeigt sich kein 

signifikanter Unterschied der Expressionsverläufe von TNFa und IL-1b. 

3.4.5.1 Tumor Nekrose Faktor a 

TNFa ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, welches von aktivierten Entzündungszellen 

(Makrophagen) im Rahmen einer akuten Entzündungsreaktion sezerniert wird (Wen et 

al., 2007). Im vorliegenden DSS-Kolitismodell scheint die Expression von TNFa dem 

Verlauf eines klassischen pro-inflammatorischen Zytokins zu folgen (Hochregulation in 

der Entzündungsphase, Herunterregulation in der Resolution) und unabhängig von der 

Expression der Alox15 zu sein. Die Expression war am Tag 0 des experimentellen 

Protokolls in beiden Tiergruppen auf sehr geringem Niveau nachweisbar (Abb. 3.5-6 A). 

Unter dem Einfluss von DSS und zunehmender Induktion der Kolitis stieg die Expression 

sowohl bei Wildtyptieren als auch bei Alox15-/--Mäusen signifikant an. Nachdem DSS 

abgesetzt wurde, erholten sich die Tiere rasch, was sich in einer herunterregulierten 

Expression von TNFa widerspiegelte. Der Ausgangswert vom Tag 0 konnte jedoch nicht 

ganz erreicht werden. Zum Ende des Experimentes ergab sich eine signifikante Differenz 

zwischen Wildtyptieren und Alox15-defizienten Mäusen, wobei bei den Wildtyptieren eine 

höhere Expression nachgewiesen wurde. 

Zusammenfassung: Aufgrund der gleichartigen Expressionskinetiken beider 

Tiergruppen ist anzunehmen, dass der systemische Knockout der Alox15 nur einen 

geringen oder keinen Einfluss auf die Expressionskinetik von TNFa während der 

akuten DSS-Kolitis hat. Signifikante Unterschiede im Expressionsniveau von TNFa 

konnten sehr wohl festgestellt werden. Möglicherweise kann die geringere 

Herunterregulation des TNFa im Rahmen der inflammatorischen Resolution bei 

Wildtypmäusen als pro-inflammatorischer Effekt der Alox15 in diesem 

Entzündungsmodell gedeutet werden. Dieser Effekt ist möglicherweise auf die 

vermehrte Migration von Makrophagen zurückzuführen.  

 

3.4.5.2 Interleukin-1b 

Als weiterer Vertreter der pro-inflammatorischen Zytokine wurde Interleukin-1b (IL-1b) in 
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die Expressionsuntersuchungen einbezogen. Da weder Wildtyptiere noch Alox15-

defiziente Mäuse Anzeichen einer Darmentzündung am Tag 0 des experimentellen 

Protokolls aufwiesen, wurde erwartungsgemäß nur eine sehr geringe Menge IL-1b zu 

diesem Zeitpunkt im Kolon nachgewiesen. Wie auch schon bei TNFa beobachtet, wurde 

die Expression von IL-1b durch DSS-Gabe gleichermaßen in beiden Tiergruppen 

signifikant hochreguliert. Erst nach Absetzen des DSS zeigte sich ein Unterschied 

zwischen den Tiergruppen. Bei den Wildtyptieren wurde IL-1b trotz Fehlen von DSS 

weiterhin hochreguliert. Im Gegensatz dazu wurde die Expression bei den Alox15-

defizienten Tieren herunterreguliert (Abb. 3.5-6 B). Damit ähnelt das Expressionsprofil 

von IL-1b dem der iNOS. Hier zeigt sich, ähnlich wie bei iNOS, dass der systemische 

Verlust der Alox15 zu einer Beeinflussung der IL-1b-Expression in der Resolutionsphase 

führt. 

Zusammenfassung: Obwohl die Ausgangslevel der IL-1b-Expression sehr gering 

waren, konnte für Alox15-/--Mäuse ein signifikant höheres Expressionsniveau 

festgestellt werden. Analog zur iNOS wurde in der akuten Entzündungsphase in beiden 

Tiergruppen die IL-1b-Expression gleichermaßen hochreguliert. In der 

Resolutionsphase konnte ein weiterer Anstieg der medianen IL-1b-Expression bei 

Wildtypmäusen beobachtet werden, während bei Alox15-/--Tieren ein signifikanter 

Abfall zu verzeichnen war. Dieser signifikante Unterschied in der Resolutionsphase 

spricht für die pro-inflammatorische Wirkung der Alox15 in diesem Entzündungsmodell. 

 

3.4.6 Anti-inflammatorische Zytokine 

Damit eine Entzündung nicht chronifiziert, wird unter physiologischen Bedingungen die 

inflammatorische Reaktion durch eine veränderte Freisetzung von Zytokinen (z.B. IL-1b, 

COX1, TNFa) und durch einen Switch zu vorwiegend anti-inflammatorischen Zytokinen 

beendet (R. Suzuki et al., 2016). Als ein Vertreter der anti-inflammatorischen Zytokine 

wurde der Transforming Growth Factor b (TGFb) untersucht. Im vorliegenden Experiment 

wurde TGFb am Tag 0 auf mittlerem Niveau exprimiert und zwischen Wildtyptieren und 

Alox15-defizienten Tieren war ein signifikanter Unterschied zu sehen (Abb. 3.5-7). Auf 

DSS-Applikation reagierten beide Tiergruppen mit einer signifikanten Hochregulation der 

TGFb-Expression. Diese Hochregulation blieb noch in der Resolutionsphase bestehen 



Ergebnisse 

 

 - 62 - 

und war bei Wildtyptieren stärker ausgeprägt als bei Alox15-defizienten Tieren. Diese 

Beobachtung lässt sich möglicherweise durch eine verschobene Kinetik der Wildtyptiere 

und damit einer späteren Resolution oder durch eine kompensatorische Erhöhung des 

TGFb aufgrund eines stärker geschädigten Darms erklären. 

Klassischerweise wird TGFb zu den anti-inflammatorischen Zytokinen gezählt, da er für 

die Regulation von regulatorischen T-Zellen (Treg) eine entscheidende Rolle spielt (Soufli 

et al., 2016). Zusätzlich ist TGFb bei der Rekonstruktion des Gewebes nach abgelaufener 

Entzündungsreaktion beteiligt. Bezugnehmend auf CED und die experimentelle akute 

DSS-Kolitis bedeutet dies, dass TGFb in die Bildung von Stenosen und Fisteln involviert 

sein könnte, da es bei chronischen Darmerkrankungen zu einem herunterregulierten  

Heilungsmechanismus kommt (Scharl et al., 

2016). Die Ergebnisse können in zwei 

Richtungen interpretiert werden. Einerseits 

kann die erhöhte TGFb-Expression in 

Wildtypmäusen darauf hindeuten, dass 

durch die stärkere Entzündung mehr TGFb 

sezerniert werden muss, um die intestinale 

Homöostase wiederherzustellen. 

Andererseits ist auch denkbar, dass die 

schwere Entzündung der Wildtypmäuse 

fibrotische Veränderungen im Sinne von 

Stenosen oder Fisteln durch TGFb induziert 

hat. Der Mechanismus dahinter wir von 

Scharl et al. (2016) wie folgt beschrieben. 

Die Hochregulation von TGFb triggert die 

Expression und Sekretion von IL-13 und b6-

Integrin. Eine daraufhin erhöhte Aktivität von 

membranständigen Metalloproteasen 

fördert die Transformation intestinaler 

Epithelzellen zu invasiven Myofibroblasten, 

die letzten Endes zur Fistelbildung führen. 

Bei dem Vergleich zweier Normalisierungsmethoden (Normalisierung auf multiple 

Referenzgene und Normalisierung auf die Menge eingesetzter RNA) zeigt sich kein 

 

Abb. 3.5-7: Expression von TGFb bei 
Wildtyptieren (blau) und Alox15-defizienten 
Tieren (grün) an den Tagen 0, 8 und 14. Die 
Expression von TGFb befand sich am Tag 0 
bei beiden t ierexperimentellen Gruppen auf 
einem mitt leren Niveau. Unter DSS-
Applikat ion st ieg die Expression bei beiden 
Tiergruppen signif ikant an. Nachdem DSS 
abgesetzt wurde, st ieg die TGFb-Expression 
in den Wildtypmäusen weiterhin an, die 
Alox15-defizienten Tiere blieben auf einem 
ähnlichen Niveau wie am Tag 8. # p < 0,05, ## 
p < 0,005, die Sternchen stehen für 
Extremwerte (Werte größer als das 3-fache 
des Interquart ilabstandes). 
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signifikanter Unterschied des Expressionsverlaufes von TGFb. 

Zusammenfassung: Verglichen mit den klassischen pro-inflammatorischen Zytokinen 

konnte TGFb im gesunden Kolon am Tag 0 in relativ hoher Konzentration nachgewiesen 

werden. Auf DSS-Gabe reagierten beide Tiergruppen mit einer Hochregulation der 

TGFb-Expression, die während der Resolutionsphase bestehen blieb, und bei 

Wildtyptieren etwas stärker ausgeprägt war als bei Alox15-defizienten Mäusen. 

 

3.5 Veränderung des NFkB-Signalweges 

Bei der Aktivierung von Entzündungszellen spielt der NFkB-Signalweg eine wichtige 

Rolle, da NFkB als Transkriptionsfaktor für die Expressionsregulation einer Vielzahl von 

pro-inflammatorisch wirkenden Genen bedeutsam ist (Mitchell et al., 2016). So induzieren  

beispielsweise TNFa oder IL-1b  

die intrazelluläre Aktivierung von 

NFkB, was unter anderem zur 

gesteigerten Transkription von 

pro-inflammtorischen Zytokinen 

und Enzymen wie COX2, IL-1b 

oder TNFa führt (N. Li et al., 2016). 

Um die Aktivität von NFkB 

während der akuten DSS-Kolitis zu 

untersuchen, wurde die zelluläre 

Expression von phosphoryliertem 

IkB (pIkB) im Darmgewebe mithilfe 

eines Immunoblots aus 

Kolonhomogenaten von 

Wildtypmäusen und Alox15-

defizienten Tieren analysiert (Abb. 3.6-1). Prosphoryliertes IkB eignet sich für diese 

Analyse gut, da es den Aktivitätszustand des NFkB wiederspiegelt – je höher pIkB ist, 

desto mehr NFkB ist ungebunden und aktiv. Entsprechend ergab sich, dass 

phosphoryliertes IkB am Tag 0, sowohl bei Wildtypmäusen als auch bei Alox15-

 

Abb. 3.6-1: Immuno-Blot vom phosphorylierten IkB und 
b-Actin als Referenzgen. Die ersten beiden schwachen 
Banden zeigen pIkB ohne Einf luss von DSS. Unter DSS-
Gabe wurden die Banden bei den Wildtypmäusen und 
Alox15-defizienten Mäusen deutlich sichtbar, was für 
eine starke Zunahme von pIkB spricht. Nach Absetzen 
des DSS wurden die Banden schwächer, waren aber noch 
gut zu erkennen. Zwischen Wildtyptieren und Alox15-
defizienten Tieren war zu keinem Zeitpunkt ein 
Unterschied der Bandenstärke zu sehen. b-Actin war in 
allen Proben gleichmäßig vorhanden. 
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defizienten Tieren, nur in kleinen Mengen nachgewiesen werden konnte. DSS als 

Auslöser der Kolitis führte erwartungsgemäß dazu, dass das pIkB-Signal sich 

intensivierte. Diese Intensivierung war bei beiden Mauslinien zu beobachten und es gab 

keinen sichtbaren Unterschied zwischen beiden Tiergruppen. Am Tag 14, nachdem sich 

die Tiere sieben Tage vom DSS erholt hatten, war das Signal von pIkB deutlich 

schwächer als am Tag 8, aber auch deutlich intensiver als am Tag 0. Im Vergleich der 

beiden Tiergruppen im Verlauf der DSS-Kolitis, zeigten sich keine Unterschiede in der 

Kinetik oder Intensität von pIkB. 

Die DSS-Behandlung von Wildtypmäusen und Alox15-defizienten Mäusen hat die 

Aktivierung des NFkB-Signalweges zur Folge, was durch die Signalverstärkung von pIkB 

belegt wird. Diese Beobachtung stimmt mit experimentellen Daten von Liu et al. (2016) 

überein, die bei ihren Versuchen zu MALT1-Inhibitoren bei DSS-Kolitis ähnliche 

Ergebnisse bei den Wildtyptieren erhalten hatten. Als Folge der Aktivierung des NFkB-

Signalweges werden vermehrt pro-inflammatorische Downstream-Gene, wie TNFa,  

iNOS und IL-1b, exprimiert. Bereits die annähernd gleiche TNFa-Kinetik von Wildtyp- und 

Alox15-/--Tieren lässt vermuten, dass eine Alox15-Defizienz keinen Einfluss auf den 

NFkB-Signalweg hat. Dazu passend war anhand des untersuchten Verlaufes von pIkB 

keinerlei Unterschied zwischen Wildtypmäusen und Alox15-defizienten Tieren 

auszumachen, sodass der NFkB-Signalweg nicht von der Alox15-Expression abhängig 

zu sein scheint. 

Zusammenfassung: Um die Rolle des Transkriptionsfaktors NFkB bei der 

experimentellen DSS-Kolitis zu identifizieren, wurde eine Immunoblot-Analyse 

durchgeführt. Dabei wurde die Kinetik der phosphorylierten Form des Inhibitors von 

NFkB (pIkB) untersucht. Es zeigte sich, dass die Applikation von DSS generell einen 

Einfluss auf die Aktivität von NFkB hat, jedoch spielt eine systemische Inaktivierung 

der Alox15 keine weitere Rolle. 
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4 Diskussion 

Als Nicht-Hämeisen-enthaltende Dioxygenasen katalysieren Lipoxygenasen die 

Oxidation von mehrfach ungesättigten Fettsäuren (PUFA). Sie sind ein wichtiger 

Bestandteil von zellulären Differenzierungsprozessen, der Biosynthese linearer 

Eicosanoide (z.B. LTs) und spielen bei Entzündungsreaktionen eine große Rolle. Zu 

Beginn der vorliegenden Forschungsarbeit gab es Literaturnachweise zu 

Untersuchungen zur Rolle der Alox15 in anderen entzündlichen Krankheitsmodellen wie 

der Arthritis (Kronke et al., 2009), der Arteriosklerose (L. Zhao et al., 2004) und der 

Glomerulonephritis (Munger et al., 1999). Dabei wurden gegensätzliche Funktionen des 

Enzyms deutlich. Es gab auch Untersuchungen in denen die Effekte verschiedener 

Alox15-Produkte auf die Pathogenese einer Kolitis untersucht wurden (Bento et al., 2011; 

C. Y. Chiu et al., 2012). C. Y. Chiu et al. (2012) beschrieben einen anti-inflammatorischen 

Effekt von Produkten der W3- und W6-FS, insbesondere der Resolvine und 17-

Hydroxydocosahexaesäure (17-HDHA), auf die Schwere einer DSS-Kolitis. Da sowohl 

W3- als auch W6-FS Substrate der Alox15 darstellen, könnten die gebildeten Produkte 

eine Rolle bei der Pathogenese der Erkrankung spielen. Eine ähnliche experimentelle 

Strategie verfolgten Bento et al. (2011). In dieser Studie wurden die Effekte von RvD1 

und seinen Vorläufern bei einer DSS- bzw. TNBS-Kolitis untersucht. Da die Alox15 an 

der Biosynthese von RvD1 beteiligt ist (Abb. 1.3-1), deuten die beschriebenen 

Ergebnisse beider Forschungsgruppen darauf hin, dass die Alox15 pathophysiologisch 

bei entzündlichen Prozessen bedeutsam sein könnte. Diese Daten liefern indirekte 

Hinweise auf die Bedeutung der Alox15 bei der experimentellen Kolitis. Es gab aber 

bislang keine Arbeit, in der die direkte Beteiligung des Enzyms bei der experimentellen 

DSS-Kolitis untersucht worden ist. Weiterhin wurde die Rolle der Alox15 auf die 

Expression von Zytokinen und auf die intestinale Permeabilität im Verlauf der DSS-Kolitis 

noch nicht untersucht. Für die vorliegende Arbeit wurden Alox15-defiziente Mäuse 

genutzt, um die Rolle des Enzyms bei der DSS-induzierten Kolitis zu charakterisieren. 

4.1 Interpretation klinischer Parameter bei der akuten DSS-Kolitis 

Unter den chemisch-induzierten Kolitismodellen sind die TNBS- und DSS-induzierten 

Kolitismodelle (Perse et al., 2012; te Velde et al., 2007; Wirtz et al., 2007), aufgrund ihrer 

Einfachheit und des umfangreichen Wissens über den Induktionsmechanismus, die am 

häufigsten genutzten enteralen Krankheitsmodelle (Wirtz et al., 2007). Um die 
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Entscheidung für DSS als Agens zu erklären, muss zunächst der Mechanismus beider 

Agenzien bekannt sein. TNBS fungiert als enterales Hapten, welches durch intrarektale 

Applikation eine T-Zell-Antwort gegen Hapten-modifizierte autologe Proteine induziert 

(Kazi et al., 2009; te Velde et al., 2007). Im Gegensatz dazu ist DSS toxisch für die 

Kolonepithelzellen und induziert primäre epitheliale Läsionen (Chassaing et al., 2014). In 

dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine systemische Alox15-Defizienz die 

Entstehung von entzündlichen Darmläsionen durch DSS stark reduziert. Um zu testen, 

ob der protektive Effekt des Alox15-Knockouts im TNBS-Modell bestätigt werden kann, 

wurde ein Pilotexperiment (mit jeweils n = 5 Mäusen) durchgeführt. Hier wurde die 

Symptomschwere der Kolitis in weiblichen Wildtypen und Alox15-defizienten Tieren nach 

intrarektaler Gabe von TNBS quantifiziert. Die erhaltenen Daten (nicht gezeigt) deuten 

darauf hin, dass Alox15-Defizienz keinen Einfluss auf die T-Zell-Antwort hat. 

Das Modell der experimentellen DSS-Kolitis der Maus kann zur Analyse der 

Mechanismen, die der akuten Kolitis des Menschen zugrunde liegen, aber auch für 

Untersuchungen von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen (CED), angewendet 

werden. Dabei ist die aufgenommene DSS-Menge vom Volumen des aufgenommenen 

Trinkwassers abhängig. Vorbereitende Recherchen haben ergeben, das DSS wenig 

Einfluss auf den Geschmack des Trinkwassers hat und somit der Zusatz von DSS die 

Trinkwasseraufnahme bei Wildtyptieren nicht beeinflusst (Schnabel, 2010). Nach 

unseren Erfahrungen ist die Bandbreite der verwendeten DSS-Konzentration von 

verschiedenen Parametern, wie z.B. der Jahreszeit und der verwendeten DSS-Charge, 

abhängig. Das wird deutlich, wenn man sich die in der Literatur verwendeten DSS-

Konzentrationen anderer Arbeitsgruppen ansieht. Die Spannweite reicht von 2 bis 5 % 

DSS im Trinkwasser, bei gleichem Alter, Geschlecht und Gewicht der Tiere. Aufgrund 

dessen wurde die DSS-Konzentration in einem Vorversuch unmittelbar vor dem 

Hauptversuch ermittelt. Somit ist davon auszugehen, dass die ermittelte Konzentration 

von 2,5 % DSS aus dem Vorversuch für den darauffolgenden Hauptversuch ausreicht, 

um eine ebenso ausgeprägte Kolitis zu induzieren. Um den Unsicherheitsfaktor 

Jahreszeit so gering wie möglich zu halten, wurde die Zeit zwischen Vor- und 

Hauptversuch so kurz wie möglich gehalten. 

Die DSS-Kolitis ist geprägt von einer Gewichtsabnahme, von Diarrhoe, von blutigem 

Stuhlgang, sowie von einer Reduktion der Kolonlänge. Viele Autoren, die das DSS-

Modell anwenden, nutzen die Gewichtsveränderungen zur direkten Verlaufskontrolle der 
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DSS-Wirkung. Weitere geeignete experimentelle Kontrollparameter sind die Verkürzung 

der Kolonlänge und der DAI (Cooper et al., 1993). Die detaillierte Beschreibung und 

Anwendung dieser Parameter wurde bereits im Kapitel 3.2.1 ausgeführt. Als 

histochemischer bzw. biochemischer Parameter für den Schweregrad der DSS-Kolitis 

kann die Aktivität der Myeloperoxidase (MPO) in Gewebeschnitten oder Gewebestücken 

verwendet werden (Zou et al., 2016). Diese Parameter gelten als Marker für die 

Gewebsinfiltration mit neutrophilen Granulozyten. Bei der rein histologischen 

Untersuchung des entzündlich veränderten Kolongewebes werden, wie im Abschnitt 

2.3-8 bereits beschrieben, folgende Parameter berücksichtigt (Dieleman et al., 1998): 

i. Schwergrad der Entzündung gemessen am Ausmaß der Infiltration des Gewebes 

durch Entzündungszellen. 

ii. Dicke des entzündlich befallenden Gewebes (Entzündungsödem). 

iii. Charakter der epithelialen Schädigung. 

iv. Ausmaß der entzündlichen Läsionen. 

Die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen sind bei Kroschwald et al. (2018) 

dargestellt. 

Zusätzlich zu den vorliegenden Experimenten, wurden notwendige Vor- bzw. 

Wiederholungsversuche durchgeführt. Mit dieser größeren n-Zahl von insgesamt 

29 Wildtyp- und 36 Alox15-defizienten Mäusen, die klinisch die gleiche 

Symptomausprägung präsentierten, konnte unterstützend gezeigt werden, dass ein 

systemischer Knockout der Alox15 zu einer signifikanten Verbesserung der klinischen 

Symptomatik bzw. zum Schutz vor einer DSS-Kolitis führt. Diese Schlussfolgerung gilt 

unabhängig davon, welcher der aufgeführten Parameter (klinisch oder histologisch) 

quantifiziert wurde. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Alox15 im 

Mausmodell der akuten DSS-Kolitis einen pro-inflammatorischen Einfluss haben muss, 

dessen Mechanismus weiterer Forschung bedarf. 

4.2 Störung der Integrität der Darmbarriere durch DSS 

Der funktionelle Status der Darmbarriere spielt bei der Pathogenese von CED eine 

entscheidende Rolle (R. Suzuki et al., 2016). Die Darmbarriere ist die natürliche Grenze 

zwischen dem Organismus und seiner Umwelt. Dadurch wird der Austausch von 

Nährstoffen, Mikroorganismen oder Noxen stark kontrolliert. Ist die Darmbarriere gestört, 

kann es durch Eindringen von toxischen Stoffen oder Mikrooranismen zu einer 
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exzessiven Immunantwort und somit auch zu einer Entzündungsreaktion kommen (T. 

Suzuki, 2013). Wichtigste Komponente für die Integrität der epithelialen Darmbarriere 

sind die TJ-Proteine. Die Verabreichung von DSS führt zu einer massiven Schädigung 

der intestinalen Barriere (T. Suzuki, 2013). Somit wird der Komplex, den die TJ-Proteine 

bilden, gestört und die Permeabilität der Darmschleimhaut erhöht, was den Zugang für 

Pathogene und andere schädigende Einflüsse ermöglicht. Somit kann DSS in der 

Darmschleimhaut die Synthese verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine (z.B. 

TNFa) auslösen, welche ihrerseits zu einer lokalen Entzündungsreaktion führen und 

zusätzlich die TJ-Proteine in ihrer Barrierefunktion schädigen (Gilani et al., 2016). Die 

zugrundeliegenden Schädigungsmechanismen, die zur Funktionsuntüchtigkeit des TJ-

Komplexes führen, sind noch nicht vollständig aufgeklärt. Experimentelle Daten deuten 

darauf hin, dass extrazelluläre Proteasen (Chymase, Tryptase), die von 

Entzündungszellen freigesetzt werden, die TJ-Komplexe abbauen und dadurch die 

epitheliale Barriere für schädigende Stoffe durchlässig machen (Bankova et al., 2014; 

Groschwitz et al., 2013; Wilcz-Villega et al., 2013). Es ist denkbar, dass auch Antigene 

aus dem Darmlumen (bspw. Nahrungsbestandteile, Bakterien) die Darmbarriere 

überwinden, was ebenfalls zu einer Immunreaktion in der Darmwand führt (T. Suzuki, 

2013). Mithilfe von FITC-Dextran, einem fluoreszierenden Makromolekül, wurde die 

Permeabilität der epithelialen Barriere ex vivo untersucht. Ist die Darmbarriere 

geschädigt, können auch Makromoleküle wie das FITC-Dextran aus dem Darmlumen 

über die epitheliale Barriere in den Organismus übertreten. Unter physiologischen 

Bedingungen wäre FITC-Dextran aufgrund des Molekulargewichts von 4 kDa zu groß um 

die Darmbarriere zu überwinden. Diesen Mechanismus macht man sich bei der ex vivo-

Untersuchung der intestinalen Permeabilität zunutze. Aufgrund der Schädigung der 

Darmbarriere durch DSS ist es möglich, dass FITC-Dextran die intestinale Barriere 

überwindet und als Messgröße der Schädigung der intestinalen Barriere verwendet 

werden kann. 

Die Arbeitsgruppe um T. Suzuki (2013) konnte zeigen, dass Zytokine wie TNFa und IL-1b 

die Permeabilität der intestinalen Barriere erhöhen, da sie die Expression von Occludin 

herunterregulieren. In unseren Experimenten wurde mittels qRT-PCR die Expression von 

Occludin und Claudin-1 genauer untersucht und es konnte bestätigt werden, dass ein 

entzündlicher Prozess, in dem pro-inflammatorische Zytokine wie TNFa und IL-1b 

involviert sind, zur Verringerung der Occludin-Expression führt. Die Expression von 
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Occludin in gesunden Alox15-defizienten Tieren war signifikant höher als in den 

Kontrollen der Wildtyptiere. Im Verlauf der akuten DSS-Kolitis wurde Occludin in beiden 

Tiergruppen herunterreguliert. Im Gegensatz zu Occludin war bei Claudin-1 in der Phase 

der akuten Entzündung ein Anstieg der Expression zu beobachten. Poritz et al. (2011) 

berichteten über ähnliche Ergebnisse zur Claudin-1-Expression in Entzündungsmodellen 

und formulierten zwei mögliche Erklärungen für diesen beobachteten Effekt: 

i) Claudin-1 selbst hat einen disruptiven Effekt auf die Darmbarriere, da ein 

Überschuss an Claudin-1 die reguläre Anordnung der TJ-Proteine stört. 

ii) Claudin-1 steuert keinen wesentlichen Teil zur Barrierefunktion bei, sodass der 

Verlust der Barrierefunktion fast ausschließlich auf die Reduktion von Occludin 

und anderen TJ-Proteinen (JAM-A) zurückzuführen ist. 

Letzteres halten Poritz et al. (2011) für wahrscheinlich, da sie kaum Claudin-1 im TJ-

Komplex auf Proteinebene nachweisen konnten. Diese Ergebnisse sind überraschend, 

da Claudin-1 mehrfach als TJ-Protein in Epithelzellen beschrieben wurde (Hering et al., 

2012). Sollte Claudin-1 regulärer Bestandteil des TJ-Komplexes enteraler Epithelzellen 

sein, lassen die vorliegenden Daten dreierlei Sachverhalte vermuten:  

i) Die Erhöhung der Expression von Claudin-1 spricht für den von Poritz et al. 

(2011) vermuteten disruptiven Charakter dieses Proteins; 

ii) Die systemische Inaktivierung der Alox15 verleiht den Tieren durch die höhere 

Expression von Occludin die Fähigkeit die intestinale Barriere, trotz 

beginnender Schädigung, über längere Zeit aufrecht zu erhalten; 

iii) Die Erhöhung der Claudin-1-Expression kann als frustraner 

Kompensationsmechanismus auf den Abfall von Occludin angesehen werden. 

4.3 Pro-inflammatorischer Effekt der Alox15 bei der intestinalen Inflammation 

Unabhängig von der Art des entzündungserregenden Reizes läuft eine Entzündung 

immer nach den gleichen Prinzipien ab. Auf einen inflammatorischen Reiz reagiert der 

Organismus mit einer bestimmten Abfolge der Expression verschiedener Zytokine, unter 

anderem die Expression der untersuchten Zytokine TNFa, IL-1b, COX1 und 2 und TGFb. 

Um zunächst den inflammatorischen Reiz (pathogene Mikroorganismen, Fremdkörper) 

unschädlich zu machen und zu isolieren, werden pro-inflammatorische Zytokine, wie 

TNFa, IL-1b oder NO gebraucht. Anschließend muss die Entzündungsreaktion durch 

anti-inflammatorische Zytokine, wie TGFb oder Resolvine beendet werden. DSS fungiert 

in diesem Krankheitsmodell als inflammatorischer Reiz, da es, wie schon in Abschnitt 1.2 
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besprochen, die Integrität der Darmbarriere stört und somit der Eintritt von schädigenden 

Mikroorganismen und Fremdkörpern von der Darmbarriere nicht aufgehalten werden 

kann. Dadurch fällt die mechanische Schutzfunktion der Darmbarriere aus und es kommt 

zu einer exzessiven zellulären Immunantwort (T. Suzuki, 2013). 

Um Aussagen zur Rolle der Alox15 bei der DSS-Kolitis zu erhalten, wurde zunächst der 

zeitliche Verlauf der Alox15-Expression bei Wildtyptieren quantifiziert. Diese 

Untersuchung zeigte, dass die Alox15-Expression erst sehr stark in der Resolution der 

Entzündung ansteigt. Dieser Verlauf der Alox15-Expression lässt vermuten, dass die 

Alox15 am Ende des entzündlichen Geschehens oder erst in der Resolution eine 

wesentliche Rolle spielt. Es besteht aber auch die Möglichkeit, dass die Expression 

dieses Enzyms zwar in der akuten Entzündungsphase induziert wird, aber erst zeitlich 

verzögert eine Wirkung zeigt. Damit kann die Expressionskinetik der Alox15 die Frage 

nach der pathophysiologischen Rolle des Enzyms (pro- oder anti-inflammatorisch) nicht 

zweifelsfrei beantworten. 

Ein weiterer potentieller Mechanismus, über den die Alox15 den klinischen Verlauf der 

DSS-Kolitis beeinflusst, wäre die Beteiligung des Enzyms an der Expressionsregulation 

pro- und anti-inflammatorischer Zytokine. Die Alox15 könnte ebenfalls an der Regulation 

der Aktivität von Enzymen (iNOS, COX1, COX2) beteiligt sein, deren Reaktionsprodukte 

pro- oder anti-inflammatorische Wirkung entfalten. Deshalb wurde im Rahmen unserer 

Untersuchungen zunächst die Expression klassischer pro-inflammtorischer Zytokine 

(TNFa, IL-1b) vergleichend in Alox15-defizienten Mäusen und entsprechenden 

Wildtyptieren untersucht. Die Ergebnisse zeigten zunächst keinen grundlegenden 

Unterschied in der Reaktion auf die Applikation von DSS. Sowohl die Wildtyptiere als 

auch die Alox15-defizienten Tiere reagierten mit einer signifikanten Erhöhung der 

Expression pro-inflammatorischer Parameter. In der anschließenden Resolution der 

Entzündungsreaktion war die Expression dieser klassisch pro-inflammatorischen Gene 

in Alox15-defizienten Tiere signifikant herunterreguliert, was bei den Wildtypmäusen nicht 

in vergleichbarem Ausmaß zu beobachten war (Abb. 3.5-6). 

Weitergehende Untersuchungen auf Lipidebene zeigten in Alox15-/--Mäusen niedrigere 

Level an 12-HETE, ein Stoffwechselprodukt der Alox15, dem eine pro-inflammatorische 

Wirkung zugesprochen wird (Faulkner et al., 2015; Kroschwald et al. 2018). Aufgrund des 

entzündlichen Stimulus durch DSS kam es erwartungsgemäß zu einer Erhöhung der 12-

HETE vor allem bei den Wildtyptieren und im geringen Maß in den Alox15-defizienten 
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Tieren. Diese Ergebnisse sind konsistent mit der vorher benannten pro-

inflammatorischen Wirkung der Alox15 in der DSS-Kolitis. 

4.4 NFkB-Signalweg 

Verschiedene Mechanismen, im Zusammenhang mit einer entzündlichen Reaktion im 

Organismus, führen zur Aktivierung von NFkB (Kapitel 1.6). Für die Aktivierung dieses 

Transkriptionsfaktors in Entzündungszellen ist ein Stimulus z.B. in Form von TNFa nötig. 

Ist diese Signalkaskade aktiviert, wird IkB phosphoryliert, löst sich von NFkB ab und der 

Transkriptionsfaktor kann in den Nukleus translozieren. Dort ist er für die Aktivierung der 

Transkription der Downstream-Gene wie COX2, IL-1b oder TNFa zuständig. Im Vergleich 

zwischen Alox15-defizienten Mäusen und Wildtyptieren, konnte im Krankheitsmodell der 

akuten experimentellen DSS-Kolitis kein signifikanter Unterschied im Aktivitätszustand 

von pIkB quantifiziert werden. Der zeitliche Verlauf der IkB-Phosphorylierung in 

Wildtyptieren und Alox15-defizienten Tieren war ähnlich. Die Aktivitätskinetik des NFkB 

war bereits aus der Kinetik von TNFa zu schließen, da sich Wildtyptiere und Alox15-

defiziente Tiere hier nicht wesentlich unterschieden. Lediglich das Expressionsniveau am 

Tag 14 war signifikant unterschiedlich. Somit ist davon auszugehen, dass der funktionelle 

Verlust der Alox15, trotz seiner anti-inflammatorischen Gesamtwirkung, keinen Einfluss 

auf die Aktivierung des Signalweges oder die Aktivität des Transkriptionsfaktors NFkB 

hat. 

4.5 Rolle der Alox15 bei der akuten Entzündung und experimentellen DSS-
Kolitis 

Für die Alox15 werden sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Eigenschaften in 

verschiedenen tierischen Entzündungsmodellen diskutiert (Ivanov et al., 2015). Ältere 

Experimente zeigten, dass Lipoxygenase-Produkte (15-HpETE, 13-HpODE) eine 

Entzündung hervorrufen können (Kuhn, 1996). Neue Untersuchungen hingegen deuten 

darauf hin, dass komplexere ALOX15-Produkte (bspw. Protektin und Resolvin (Ariel et 

al., 2007)) anti-inflammatorische Eigenschaften aufweisen. Ob der Alox15 pro- oder anti-

inflammatorische Eigenschaften zugesprochen werden können, ist offensichtlich vom 

verwendeten Krankheitsmodell abhängig. Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, 

dass die Alox15 bei der DSS-Kolitis eine pro-inflammatorische Wirkung besitzt und der 

Alox15-Knockout demzufolge anti-inflammatorisch wirkt. In ähnlichen Untersuchungen 
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zeigten andere Forschungsgruppen, dass Alox15-Produkte (z.B. Resolvine) eine 

protektive Wirkung auf die DSS-Kolitis haben (Bento et al., 2011; C. Y. Chiu et al., 2012). 

Chiu et al. (2012) untersuchten im murinen DSS-Kolitismodell den Effekt der 

Stoffwechselprodukte der W3- FS (17-HDHA) auf den Schweregrad einer DSS-Kolitis. 

Bento et al. (2011) führten ein Jahr zuvor ähnliche Versuche durch. Sie untersuchten 

jedoch den Effekt von Resolvin D1, seinem Vorläufer 17R-HDHA, und Resolvin D2 

sowohl bei der DSS-induzierten als auch bei der TNBS-induzierten Kolitis. In beiden 

Modellen wurden protektive Effekte in Form einer Reduktion pro-inflammatorischer 

Mediatoren durch die verwendeten Alox15-Metabolite beschrieben. Diese Daten stehen 

im Widerspruch zu der von uns beschriebenen pro-inflammatorischen Wirkung der 

Alox15, wobei die verwendeten Modellsysteme nicht strikt vergleichbar sind. Zum einen 

ist bisher nicht untersucht worden, ob im Rahmen der experimentellen DSS-Kolitis 

überhaupt die verwendeten Alox15-Metabolite gebildet werden. Zum anderen besteht die 

Möglichkeit, dass die Alox15, unabhängig von der Bildung potentiell anti-inflammatorisch 

wirkender Reaktionsprodukte, pro-inflammatorische Effekte (z.B. durch erhöhte 

Expression pro-inflammatorischer Gene) induziert. Der Vergleich der Modelle mit Bento 

et al. ist insofern auch problematisch, da Bento et al. Wildtypmäuse mit zugesetzten Ω3-

Fettsäure-Mediatoren (zeitlich begrenzte Veränderung durch externen Einfluss) und im 

vorliegenden Experiment Knockout-Mäuse (permanente Veränderung des Organismus) 

verwendet wurden. 

Im humanen und murinen System existieren zwei unterschiedliche Lipoxygenasen, die 

AA zu 15-H(p)ETE umwandeln können, ALOX15 und ALOX15b. Untersuchungen der 

pathophysiologischen Rolle der ALOX15 und ALOX15b in Menschen und Mäusen 

gestalten sich jedoch kompliziert, da es tiefgreifende funktionelle Unterschiede zwischen 

beiden LOX-Isoformen gibt. Die murine Alox15 wandelt AA in 12-HpETE und 15-HpETE 

um, wobei 15-HpETE nur 10 % der Produktmischung ausmacht (Ivanov et al., 2015). Im 

Gegensatz dazu ist das humane Ortholog ein 15-lipoxygenierendes Enzym und 

produziert hauptsächlich 15-HpETE (Kuhn et al., 1993). Um die 12-lipoxygenierende 

murine Alox15 in ein 15-lipoxygenierendes Enzym umzuwandeln, benötigt man nur einen 

Phe353Leu-Austausch (Borngraber et al., 1996). Will man den Einfluss von Metaboliten 

des Alox15-Weges im murinen Entzündungsmodell analysieren, sollte also 12-HpETE 

anstatt 15-HpETE appliziert werden. Im menschlichen System ist 15-HpETE das beste 

mimetische Agens. Eine ähnliche Situation existiert für die Alox15b. Das humane 
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Ortholog wandelt AA fast ausschließlich in 15-HpETE um, wohingegen die murine 

Alox15b vor allem 8-HpETE synthetisiert (Jisaka et al., 2000). Die einfache Mutation von 

zwei Schlüsselaminosäuren induziert eine komplette Konversion von der 8-

lipoxygenierenden murinen Alox15b zum 15-lipoxygenierenden humanen Enzym (Jisaka 

et al., 2000). Somit ist 15-HpETE das am besten geeignete ALOX15B-Mimetikum beim 

Menschen, 8-HpETE hingegen das beste Alox15b-Mimetikum bei der Maus. Im 

menschlichen Darm fungiert 15-HETE als wichtiges Eicosanoid, dass die intestinale 

Barriere durch Hemmung von AMP-aktivierten Proteinkinasen regulieren kann. Andere 

Studien mit enteralen Gliazellen, welche große Mengen an ALOX15B, aber keine 

ALOX15 exprimieren, zeigten, dass die ALOX15B der Hauptproduzent von 15-HETE im 

Darm zu sein scheint (Pochard et al., 2016). Im Rahmen der Untersuchungen wurde bei 

weiterführenden in vitro-Experimenten gefunden, dass 12-HETE im Unterschied zu 15-

HETE und 8-HETE eine Reduktion der Permeabilität der Darmbarriere induziert 

(Kroschwald et al. 2018). 

In vergleichenden Untersuchungen der murinen Alox15 und Alox15b im Verlauf der 

experimentellen DSS-Kolitis konnte beobachtet werden, dass die Alox15b bei 

Wildtyptieren in der Darmwand auf deutlich höherem Niveau (100-fach) exprimiert wird 

als die Alox15 (Kroschwald et al. 2018). Während der akuten Entzündungsphase verhält 

sich die Alox15b-Expression ähnlich wie die der Alox15. Auf den 

entzündungsstimulierenden Reiz durch DSS ist keine Änderung der Alox15b-Expression 

zu beobachten. Erst nach Absetzen des DSS wird die Expression der Alox15b deutlich 

hochreguliert. Auch wenn die Alox15b auf einem sehr viel höheren Niveau exprimiert wird 

als die Alox15, scheinen die vorliegenden Analysen zu zeigen, dass die Alox15 und ihr 

Stoffwechselprodukt 12-HETE dennoch einen größeren Einfluss auf die Permeabilität 

des Darmes haben als die Alox15b. 

Vor kurzem wurde der murinen Alox15 auch eine Rolle bei der CU und beim Kolitis-

assoziierten KRK zugeschrieben. Diese Hypothesen beruhen auf der Grundlage von in 

vivo-Inhibitorstudien durch Mangino et al. (2006). Wie schon in der Einleitung 

besprochen, macht es einen Unterschied, ob man Gene über- oder unterexprimiert oder 

ob man Enzyme durch Inhibitoren hemmt. In den Experimenten von Mangino et al. 

wurden Mäuse mit PD146176, einem selektiver Inhibitor der retikulozyten 15-

Lipoxygenase-1 des Kaninchens (Sendobry et al., 1997) behandelt. Die intestinale 

Funktion der behandelten Tiere verschlechterte sich während der experimentellen Kolitis 

signifikant im Vergleich zu unbehandelten Tieren (Mangino et al., 2006), was auf eine 
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anti-inflammatorische Wirkung der Alox15 hindeutete und. In der Studie von Mangino et 

al. wurde jedoch nicht untersucht, ob PD146176 tatsächlich die murine Alox15 hemmt 

und ob der schädliche in vivo-Effekt auf die Hemmung der Alox15 oder auf mögliche 

unerwünschte Nebeneffekte zurückzuführen ist. Solche direkten experimentellen Daten 

zur Hemmung der murinen Alox15 durch beispielsweise PD146176 sind von Bedeutung, 

da z.B. die Ratten-Alox15, welche eng mit der murinen Alox15 verwandt ist (Pekarova et 

al., 2015), nicht durch PD146176 inhibiert wird (Gregus et al., 2013). Ähnliches könnte 

für die Wirkung der in vivo-Inhibitorstudien durch Mangino et al. (2006) gelten. 
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5 Zusammenfassung 

Die Alox15 zeigte in verschiedenen murinen Entzündungsmodellen wie Arthritis, 

Arteriosklerose und Glomerulonephritis unterschiedliche Effekte, wobei sowohl pro- als 

auch anti-inflammatorische Wirkungen beschrieben wurden. In der vorliegenden Arbeit 

wurde untersucht, welche Rolle die Alox15 bei der akuten DSS-Kolitis der Maus spielt. 

Für die Untersuchungen wurden weibliche Wildtypmäuse vom Stamm C57/BL6J mit 

Alox15-defizienten Tieren (identischer genetischer Hintergrund) verglichen. Nach oraler 

Verabreichung von DSS über das Trinkwasser wurden verschiedene klinische Parameter 

(Körpergewicht, Stuhlbeschaffenheit, rektale Blutungen) teilweise täglich quantifiziert. 

Zusätzlich wurde zu ausgewählten Zeitpunkten das Kolon der Tiere untersucht. Im 

Vordergrund der Analysen standen dabei die Quantifizierung der Expressionsmuster 

(qRT-PCR) von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen und Enzymen, die für die 

Synthese pro- und anti-inflammatorischer Mediatoren verantwortlich sind. 

Bei der Auswertung der klinischen Parameter ergaben sich signifikante Unterschiede 

zwischen Aox15-defizienten Mäusen und entsprechenden Wildtypkontrolltieren im 

gesamten Zeitverlauf des Kolitisexperiments. Alox15-defiziente Tiere waren geschützter 

gegenüber der DSS-Kolitis, was auf eine pro-inflammatorische Wirkung der Alox15 

hindeutet. Dieser Schutzeffekt äußerte sich in einem geringeren Gewichtsverlust, in einer 

reduzierten rektalen Blutungsneigung, in einer Hemmung der Expression pro-

inflammatorischer Zytokine und in einer verringerten Kolonpermeabilität bei ex vivo-

Permeabilitätsmessungen. Die hier vorgelegten Daten belegen, dass weibliche Alox15-

defiziente Mäuse vor einer experimentell-induzierten DSS-Kolitis geschützter sind. Dieser 

Schutz war auf einen verbesserten Erhalt der Strukturidentität der intestinalen Barriere 

zurückzuführen. Die Summation der experimentellen Daten deutet auf eine pro-

inflammatorische Wirkung der Alox15 in diesem Modell hin. 
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