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1. Einleitung 

1.1.  Die NO/cGMP-Signalkaskade 

Der NO/cGMP-Signalweg ist in eine Vielzahl physiologischer Prozesse involviert 

(Abbildung 1). Hierbei fungiert Stickstoffmonoxid (NO) als zentraler Botenstoff, der eine 

Aktivierung der NO-sensitiven Guanylyl-Cyclase (NO-GC) bedingt. Bereits 1980 wurde 

ein vom Endothel sezernierter Faktor beschrieben (endothelium-derived relaxing factor; 

EDRF), der zur Relaxation der glatten Muskulatur des Gefäßsystems führt (Furchgott & 

Zawadzki, 1980). In den darauffolgenden Jahren konnte gezeigt werden, dass es sich 

bei dem relaxierenden Faktor EDRF um das Radikal NO handelt (Ignarro et al., 1987; 

Palmer et al., 1987). Die Aktivierung der NO-GC durch NO resultiert in der Bildung des 

sekundären Botenstoffs zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP). Dieser vermittelt 

neben den relaxierenden Effekten auf die Gefäße des kardiovaskulären Systems 

(Diamond, 1978; Schultz, 1978; Groneberg et al., 2010) unter anderem auch die 

Hemmung der Thrombozytenaggregation und -adhäsion (Böhme et al., 1974; Haslam et 

al., 1978; Mellion et al., 1981; Walter & Gambaryan, 2004). Auch neuronal übernimmt 

die Signalkaskade bei der synaptischen Transmission (Shibuki & Okada, 1991; 

Garthwaite, 2008) sowie bei der synaptischen Plastizität eine wichtige Funktion (Haley 

et al., 1992). Im Gastrointestinaltrakt zählt die NO/cGMP-Signalkaskade zu den 

wichtigen Regulatoren der gastrointestinalen Motilität. Ähnlich wie im vaskulären System 

vermittelt sie hier eine Relaxation der glatten Muskulatur und ist damit essentiell für das 

Gleichgewicht zwischen Kontraktion und Relaxation (Bult et al., 1990; Moncada et al., 

1991; Murthy, 2006). Jedoch ist die Regulation wesentlich komplexer als in Blutgefäßen, 

da neben den Zellen der glatten Muskulatur auch weitere Zelltypen in die 

NO-vermittelten Regulationsmechanismen involviert sind. Dieses fein regulierte 

Zusammenspiel von Kontraktion und Relaxation ermöglicht den gerichteten Transport 

des Nahrungsbreis entlang des Gastrointestinaltrakts und bildet somit einen 

Basismechanismus des Lebens. Neben dem regulatorischen Einfluss auf die Motilität 

vermittelt NO auch physiologische Funktionen in der Mukosa des Gastrointestinaltrakts. 

Dazu zählen die Regulation des mukosalen Blutstroms sowie die Erhaltung der 

mukosalen Integrität und Permeabilität.  

 

1.1.1.  Bildung von NO und dessen physiologische Aufgaben 

NO ist das bislang kleinste bekannte Signalmolekül. Es wird durch die Familie der 

NO-Synthasen (NOS) enzymatisch synthetisiert. Von dieser Enzymfamilie sind in  
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Abbildung 1: Die NO/cGMP-Signalkaskade

NO wird von NO-Synthasen aus L-Arginin synthetisiert. Als gasförmiger Transmitter

diffundiert NO in benachbarten Zellen und aktiviert dort die NO-sensitive

Guanylyl-Cyclase. Die Aktivierung führt zur Bildung des second messengers cGMP

aus GTP. Dieser wiederum aktiviert einerseits Phosphodiesterasen (PDE), welche

zum Abbau von cGMP führen, andererseits die cGMP-abhängige Proteinkinase

(PKG), welche unter anderem die Relaxation der glatten Muskulatur, die Inhibition

der Thrombozytenaggregation sowie die synaptische Plastizität vermittelt.
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Säugetieren drei verschiedene Isoformen bekannt (Förstermann et al., 1994): Die 

neuronale NOS (nNOS), die endotheliale NOS (eNOS) sowie die induzierbare NOS 

(iNOS). Die nNOS wird vor allem in Neuronen des Gehirns aber auch der Peripherie 

exprimiert. Im zentralen Nervensystem ist sie unter anderem in die hippokampale 

Langzeitpotenzierung involviert (Burette et al., 2002). Neben Neuronen konnte die nNOS 

auch in Zellen der glatten Muskulatur, in Epithelzellen verschiedener Organe sowie in 

der Skelettmuskulatur nachgewiesen werden (Nakane et al., 1993; Förstermann et al., 

1994). Die eNOS dagegen wird vor allem in Endothelzellen und Kardiomyozyten 

(Balligand et al., 1995), aber auch in Neuronen (Kantor et al., 1996) exprimiert. Sie spielt 

besonders bei der Tonusregulation der glatten Muskulatur eine wichtige Rolle. Des 

Weiteren ist sie bei der Regulation der Angiogenese (Han & Stewart, 2006), Apoptose 

(Dimmeler & Zeiher, 1999) sowie der Leukozytenadhäsion beteiligt (Kubes, 1992). 

Sowohl die nNOS als auch die eNOS werden konstitutiv exprimiert und synthetisieren 

Ca2+-abhängig geringe Konzentrationen an NO (Marletta, 1994). Im Gegensatz dazu 

wird die iNOS nur akut exprimiert. Dies erfolgt vor allem in Makrophagen. In diesen 

Zellen führt eine Exposition mit bakteriellen Liposacchariden und Zytokinen zur 

Freisetzung von hohen Mengen an NO. Folglich spielt die iNOS vor allem bei der 

unspezifischen Immunabwehr eine wichtige Rolle (Nathan & Hibbs, 1991; Stuehr et al., 

1991). 

Alle drei Isoformen sind Homodimere und nutzen L-Arginin als Ausgangsstoff für die 

Bildung des NO-Radikals. Bei der enzymatischen Reaktion am aktiven Zentrum, 

welches das Häm-Molekül bildet, entstehen aus L-Arginin und Sauerstoff L-Citrullin und 

NO. Das auf diese Weise gebildete NO-Radikal diffundiert auf Grund seiner geringen 

Größe, elektrischen Neutralität und der Lipohilie sehr leicht durch die Zellmembran. 

Bedingt durch seine kurze Halbwertszeit vermittelt es vor allem akute Effekte und 

ermöglicht schnelle Modulationen. Eine Vielzahl physiologischer Prozesse werden auf 

diese Weise reguliert: Im Gefäßsystem ist NO bei der Regulation des Blutdrucks 

beteiligt, indem es die Relaxation der glatten Muskulatur vermittelt. Analog erfolgt sowohl 

die Regulation der Durchblutung der Skelettmuskulatur (McAllister et al., 1995; 

Schuschke et al., 1995; Reid, 1998) als auch die Erektion des Penis (Hedlund et al., 

2000; Groneberg et al., 2013). Des Weiteren inhibiert NO nach Diffusion in das Lumen 

der Blutgefäße die Thrombozytenaggregation und -adhäsion (Moncada & Higgs, 1995). 

Neben den Effekten in der Peripherie ist NO ein wichtiger synaptischer Neurotransmitter 

im zentralen Nervensystem. Dort spielt er vor allem bei der Langzeitpotenzierung eine 

wichtige Rolle (Haley et al., 1992).  
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1.1.2.  NO-sensitive Guanylyl-Cyclase 

Einen großen Teil der oben genannten NO-vermittelten physiologischen Effekte werden 

über den wichtigsten Rezeptor von NO, der NO-sensitiven Guanylyl-Cyclase (NO-GC), 

vermittelt. Die NO-GC gehört zur Familie der Guanylyl-Cyclasen (GC), die die 

Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP) in zyklisches GMP (cGMP) katalysiert. Die 

Familie lässt sich in zwei Gruppen unterteilen: Die NO-sensitive Form, welche durch die 

Bindung von NO aktiviert wird (Schultz & Schultz, 1977; Böhme et al., 1978; Murad et 

al., 1978), sowie die Peptid-aktivierte Form der GC (pGC), welche durch natriuretische 

Peptide, Guanylin und Uroguanylin stimuliert wird (Waldman et al., 1984; Winquist et al., 

1984). Die Untergruppe der pGC beinhaltet sieben verschiedene Enzyme (GC-A bis 

GC-G), die alle membranständig vorliegen. Im Gegensatz dazu wurde die NO-GC 

jahrelang als lösliche Guanylyl-Cyclase (soluble guanylyl cyclase; sGC) bezeichnet. 

Russwurm et al. (2001) konnten jedoch zeigen, dass diese ebenfalls membrangebunden 

vorliegen kann, weshalb diese Bezeichnung nicht mehr zur Unterscheidung 

herangezogen werden sollte. 

Die NO-GC ist ein Heterodimer, das sich aus einer α- und einer β-Untereinheit 

zusammensetzt. Während zwei Isoformen der α-Untereinheit (α1 und α2) bekannt sind, 

existiert lediglich eine Isoform der β-Untereinheit (β1). Demzufolge können die zwei 

Heterodimere α1β1 und α2β1 gebildet werden (Koesling et al., 1988; Nakane et al., 1988; 

Koesling et al., 2016), während die Homodimere nicht enzymatisch aktiv sind. Die beiden 

Isoformen gleichen sich in der enzymatischen Aktivität. Des Weiteren weisen sie nur 

eine sehr geringe Sequenzhomologie in der N-terminalen Region auf und kommen in 

unterschiedlichen Regionen vor: Während das Heterodimer α1β1 ubiquitär exprimiert 

wird, ist die Expression das α2β1-Heterodimer dagegen auf bestimmte Bereiche 

konzentriert. So konnte das Heterodimer zu einem großen Anteil im Gehirn 

nachgewiesen werden, wo es in gleichen Anteilen wie das α1β1-Heterodimer vorkommt. 

Hier sind beide Heterodimere in die synaptische Transmission involviert (Burette et al., 

2002; Mergia et al., 2003; Wang et al., 2017).  

Auf struktureller Ebene kann das Enzym in drei Bereiche eingeteilt werden: Die 

C-terminale Domäne, die das katalytische Zentrum bildet, den zentralen Teil, der unter 

anderem an der Dimerisierung der Untereinheiten beteiligt ist, sowie die regulatorische 

N-terminale Domäne. Letztere bindet die prosthetische Häm-Gruppe, welche essentiell 

für die Aktivierung des Enzyms ist (Friebe & Koesling, 2003). Durch die direkte Bindung 

von NO an das Häm-Molekül in Anwesenheit des Kofaktors Mg2+ entsteht ein 

NO-Fe2+-His-Komplex, der durch den Aufbruch der Histidin-Eisen-Bindung zu einer 

Konformationsänderung und damit zur Aktivierung des Enzyms führt (Ignarro, 1990; 
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Friebe & Koesling, 2003). Das Häm-Molekül kann neben NO auch von CO aktiviert 

werden, jedoch in wesentlich geringerem Ausmaß (Gerzer et al., 1981). 

Durch die zentrale Rolle der NO-GC im NO-Signalweg bildet das Enzym einen 

potentiellen Angriffspunkt für Pharmaka, sodass über die Jahre eine Vielzahl von 

Inhibitoren und Aktivatoren entwickelt wurden. Ein effektiver Inhibitor der NO-GC bildet 

1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1one (ODQ). Diese Substanz bindet die 

Häm-Gruppe kompetitiv zu NO und verhindert auf diese Weise die Generierung von 

cGMP (Schrammel et al., 1996). Zu beachten ist, dass in Zellen die ODQ-vermittelte 

Inhibition ab einer gewissen NO-Konzentration nicht mehr reversibel ist (Lies et al., 

2013). Substanzen, die die NO-Produktion steigern, können in zwei Gruppen aufgeteilt 

werden: Die Häm-abhängigen Stimulatoren und Häm-unabhängigen Aktivatoren 

(Evgenov et al., 2006). Zu den Stimulatoren zählen unter anderem die Substanzen YC-1 

(Friebe & Koesling, 1998), Riociguat (Mittendorf et al., 2009) oder Bay 41-2272 (Stasch 

et al., 2001). Diese Substanzen stimulieren die NO-GC direkt und führen zu einer 

gesteigerten Sensitivität gegenüber NO, wodurch eine Aktivierung der NO-GC durch 

geringe Mengen an NO ermöglicht wird. Dies geschieht vor allem über die Stabilisierung 

des Nitrosyl-Häm-Komplexes und den damit einhergehenden Übergang des Enzyms in 

einen hocheffektiven Aktivierungsstatus (Russwurm et al., 2002; Russwurm & Koesling, 

2004; Evgenov et al., 2006). Die Gruppe der NO-GC-Aktivatoren beinhalten unter 

anderem die Substanzen BAY 60-2770, Ataciguat (Schindler et al., 2006) und 

Cinaciguat/BAY 58-2667 (Stasch et al., 2002). Diese Substanzen konkurrieren mit dem 

Häm-Gruppe um die Häm-Bindestelle der NO-GC und aktivieren somit die NO-GC 

Häm-unabhängig (Schmidt et al., 2004; Schmidt et al., 2005). Sowohl die 

NO-GC-Stimulatoren als auch die -Aktivatoren zeigen eine signifikante Hemmung der 

Thrombozytenaggregation sowie eine gesteigerte Vasodilatation (Stasch et al., 2002). 

In der therapeutischen Anwendung wurde deren positive Wirkung bei zahlreichen 

Krankheiten wie pulmonaler Hypertension und akuter Herzschwäche berichtet (Stasch 

et al., 2011). Des Weiteren wird gegenwärtig der potentielle Einsatz der 

NO-GC-Aktivatoren und -Stimulatoren zur Behandlung fibrotischer Erkrankungen wie 

zum Beispiel Lungenfibrose evaluiert (Sandner & Stasch, 2017).  

 

1.1.3.  cGMP und dessen Effektoren 

Die Aktivierung der NO-GC führt zur Bildung des sekundären Botenstoffs cGMP. Dieser 

wurde erstmalig 1963 in Rattenurin nachgewiesen (Ashman et al., 1963). Als sekundärer 

Botenstoff führt er zur Aktivierung weiterer Effektormoleküle, die wiederum viele 

physiologische Prozesse vermitteln. Die Effektormoleküle umfassen die 

cGMP-abhängige Proteinkinase (PKG), cGMP-aktivierte Ionenkanäle sowie 
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cGMP-regulierte Phosphodiesterasen (PDE;(Bender & Beavo, 2006), welche im 

Folgenden näher betrachtet werden. 

1.1.3.1.  cGMP-abhängige Proteinkinase 

Die cGMP-abhängige Proteinkinase (PKG) gehört zu der Familie der 

Serin/Threonin-Kinasen. Sie ist ein Homodimer und lässt sich in eine N-terminale, eine 

regulatorische und eine katalytische Domäne unterteilen. Die regulatorische Domäne 

enthält zwei cGMP-Bindestellen, die allosterisch miteinander interagieren und cGMP mit 

unterschiedlicher Affinität binden. Die Bindung von cGMP führt zu einer 

Konformationsänderung und damit zur Aktivierung des Enzyms (Landgraf et al., 1990). 

Nach Aktivierung ermöglichen die MgATP- und die Peptid-Bindetasche der katalytischen 

Domäne die Übertragung eines Phosphatrestes auf eine Vielzahl von Zielproteinen. 

In Säugetieren sind zwei Gene bekannt, die für die zytosolisch vorliegende PKGI 

(Wernet et al., 1989) und die membranständige PKGII (Jarchau et al., 1994) kodieren. 

Die PKGI wird vor allem in der glatten Muskulatur und in Thrombozyten exprimiert 

(Keilbach et al., 1992). Im kardiovaskulären System spielt sie durch den relaxierenden 

Effekt auf die Gefäße eine wichtige Rolle bei der Reduktion des Blutdrucks (Lincoln & 

Cornwell, 1993; Pfeifer et al., 1998). In Thrombozyten führt ein erhöhtes cGMP-Level 

zur Inhibition der Aggregation und wirkt so einer Plaque-Entwicklung in den Gefäßen 

entgegen (Massberg et al., 1999). Es sind zwei Isoformen (PKGIα und PKGIβ) bekannt, 

bei denen es sich um Spleißvarianten handelt (Lincoln et al., 1988), die sich lediglich in 

den letzten 100 Aminosäuren der N-terminalen Sequenz unterscheiden (Francis et al., 

1988). 

Die Expression der PKGII wurde bislang in verschiedenen Gehirnstrukturen, der 

intestinalen Mukosa, Niere, Chondrozyten und der Lunge nachgewiesen (Lohmann et 

al., 1997). Die PKGII übernimmt wichtige Funktionen bei Sekretionsprozessen, beim 

Knochenwachstum und im zirkadianen Rhythmus. Ein weiteres Target ist unter anderem 

der cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR), dessen Aktivierung zu 

einer verstärkten Cl-- und Wassersekretion führt. Damit ist PKGII an intestinalen 

Sekretionsprozessen von Salzen und Flüssigkeit beteiligt (Vaandrager et al., 1998).  

 

1.1.3.2.  cGMP-aktivierte Ionenkanäle 

Eine weitere Gruppe von Effektorproteinen sind die cGMP-aktivierten Ionenkanäle 

(cyclic nucleotide-gated channels; CNG-Kanäle). Diese wurden ursprünglich in den 

Photorezeptoren der Retina, den Stäbchen, entdeckt (Fesenko et al., 1985). Dort sind 

sie ein wichtiger Bestandteil der Phototransduktion: Durch die Bindung von 

intrazellulärem cGMP werden diese Kanäle aktiviert und erleichtern damit den Einstrom 

von Na+ und Ca2+ in die Zelle (Yau & Baylor, 1989; Biel et al., 1999). Neben der 
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elementaren Beteiligung bei der Phototransduktion spielen CNG-Kanäle außerdem eine 

wichtige Rolle beim Riechprozess in olfaktorischen Neuronen. Des Weiteren konnten sie 

in Gehirn, Darmepithel, Herz, Niere sowie Hoden nachgewiesen werden (Biel et al., 

1994; Distler et al., 1994). In den letzteren drei Organen sind die CNG-Kanäle vermutlich 

an der Regulation der intrazellulären Ca2+-Konzentration beteiligt (Biel et al., 1994).  

 

1.1.3.3.  cGMP-regulierte Phosphodiesterasen  

Phosphodiesterasen (PDE) katalysieren den Abbau der zyklischen Nukleotide cAMP 

und cGMP. Der Abbau der Nukleotide erfolgt durch die selektive Hydrolyse der 

3‘-OH-Gruppe der Ribose und der Phosphatgruppe. Dabei entstehen wiederum die 

Nukleotide AMP und GMP. PDEs sind somit essentiell für die Regulation der 

cGMP-Konzentration in der Zelle und modulieren folglich die Dauer und Intensität des 

NO/cGMP-vermittelten Signals. Derzeit sind 11 PDEs bekannt, die sich basierend auf 

deren Substratspezifität in drei Gruppen unterteilen lassen: cAMP-spezifische PDEs 

(PDE4, PDE7, PDE8), cGMP-spezifische PDEs (PDE5, PDE6, PDE9) und PDEs mit 

gemischter Spezifität für cAMP und cGMP (PDE1-PDE3, PDE10, PDE11;(Francis et al., 

2001; Bender & Beavo, 2006). Am Abbau von cGMP ist vor allem die PDE5 maßgeblich 

beteiligt. Bislang ist nur ein PDE5-Gen bekannt, das jedoch für drei verschiedene 

Spleißvarianten codiert (PDE5A1, PDE5A2 und PDE5A3;(Lin et al., 2000). Die PDE5 

wird in verschiedenen Geweben wie Herz, Gastrointestinaltrakt, Thrombozyten und 

Lunge exprimiert (Loughney et al., 1998; Stacey et al., 1998; Yanaka et al., 1998; Corbin 

et al., 2000). Die enzymatische Eigenschaft der PDE5 ist durch eine hoch affine 

cGMP-Bindestelle mit hoher cGMP-Spezifität charakterisiert. Lange Zeit war wenig über 

die PDE5-Familie bekannt, bis deren Potential als Zielmolekül zur Regulation des 

Glattmuskeltonus erkannt wurde. Therapeutischen Erfolg hatten bislang die selektiven 

Inhibitoren Sildenafil und seine Analoga Vardenafil und Tadalafil. Sildenafil wird unter 

den Handelsnamen Viagra® und Revatio® vor allem zur Behandlung von erektiler 

Dysfunktion (Boolell et al., 1996a; Boolell et al., 1996b; Burnett, 2005) bzw. zur 

Behandlung der pulmonalen Hypertonie (Ghofrani et al., 2002) eingesetzt. Durch 

Inhibition der PDE5 wird hier die intrazelluläre cGMP-Konzentration erhöht und somit die 

Vasodilatation verstärkt, was zu einem erhöhten Bluteinstrom in die Gefäße und folglich 

zur Erektion des Penis führt. 

Des Weiteren hat cGMP einen regulatorischen Effekt auf cAMP-degradierende PDEs. 

So ist zum Beispiel die Hydrolyseaktivität der PDE1 und PDE3 durch die Bindung von 

cGMP herabgesetzt, wohingegen die Aktivität der PDE2 verstärkt wird (Zaccolo & 

Movsesian, 2007). Folglich kann auf eine gegenseitige Beeinflussung der cGMP- und 

cAMP-Signalwege geschlossen werden.  
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1.2.  Gastrointestinaltrakt 

Der Verdauungsapparat bildet das essentielle System für die Resorption von 

Nährstoffen. Er erstreckt sich von Mundhöhle bis zum Anus, wobei der 

Gastrointestinaltrakt mit Magen, Dünndarm, Dickdarm und Anus den größten Teil des 

Systems bildet. Jede Komponente erfüllt hierbei spezifische Aufgaben: Die Aufspaltung 

der Nahrung beginnt bereits in der Mundhöhle. Dort wird sie mechanisch zerkleinert und 

die Kohlenhydrataufspaltung durch die im Speichel enthaltende Amylase initiiert. Über 

die Speiseröhre wird der Speisebrei in den Magen transportiert, wo die 

Kohlenhydratverdauung fortgesetzt sowie die Protein- und Fettverdauung begonnen 

wird. Im Zwölffingerdarm erfolgt die Neutralisation der Magensäure durch 

Hydrogencarbonat aus dem Pankreas. Enzyme, die aus der Bauchspeicheldrüse 

ausgeschüttet werden, beenden den Aufschluss der Nahrung, was die Resorption der 

Nahrungsbestandteile in Jejunum und Ileum ermöglicht. Das im Chymus enthaltene 

Wasser sowie Elektrolyte werden vor allem im Dickdarm resorbiert. Letztlich werden die 

unverdaulichen Nahrungsbestandteile wieder ausgeschieden. Somit ist der 

Gastrointestinaltrakt neben der Niere eines der wichtigsten Ausscheidungsorgane des 

Körpers.  

Die histologische Struktur des Gastrointestinaltrakts ist mit Ausnahme einiger lokaler 

Besonderheiten in allen Teilen identisch. Die Wandstruktur setzt sich (luminal 

beginnend) aus Tunica mucosa, Lamina propria, Lamina muscularis mucosae, Tunica 

submucosa, zirkulärer und longitudinaler Muskelschicht sowie Tunica serosa zusammen 

(Abbildung 2A). Im Gegensatz zum humanen Colon kann jeder Abschnitt des murinen 

Colons histologisch unterschieden werden: Der proximale Abschnitt weist 

charakteristische fischgrätenartige Mukosaauffaltungen auf, der mittlere Abschnitt zeigt 

eine glatte mukosale Struktur, wohingegen im distalen Teil längsorientierte 

Mukosaauffaltungen zu erkennen sind. 

Betrachtet man den Aufbau des Gastrointestinaltrakts, können zwei große funktionale 

Untereinheiten definiert werden. Zum einen die Schicht der glatten Muskulatur, welche 

für die Motilität und damit die Fortbewegung des Darminhaltes verantwortlich ist. Zum 

anderen die Mukosa, in der die Resorptions- und Sekretionsprozesse stattfinden. Diese 

beiden funktionalen Einheiten sollen im Folgenden auf zellulärer und funktionaler Ebene 

detaillierter betrachtet werden.  

 

1.2.1.  Glatte Muskulatur und Motilität 

Die Hauptaufgabe des Gastrointestinaltrakts ist die Resorption von Nährstoffen, 

Elektrolyten und Wasser. Dies geht zwangsläufig mit der Lagerung, Durchmischung,  

 



Abbildung 2: Histologischer Aufbau des Darms

(A) Histologischer Aufbau des Colons (Querschnitt). (B) Vergrößerte schematische

Darstellung der glatten Muskelschicht mit enterischem Nervensystem.

ICC-SMP = ICC des submucosalen Plexus; ICC-IM = intramuskuläre ICC;

ICC-MY = ICC des myenterischen Plexus; CM = zirkuläre Muskelschicht;

LM = longitudinale Muskelschicht.
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Kompression sowie der Ausscheidung des Fäzes einher, wofür ein zuverlässiger und 

koordinierter Transport des Darminhaltes notwendig ist. Dem liegt ein komplexer 

Motilitätsmechanismus zu Grunde, der primär durch das enterische Nervensystem 

(ENS) reguliert wird. Die Hauptkomponenten des ENS bilden der myenterische Plexus 

(Auerbach Plexus; zwischen longitudinaler und zirkulärer Muskelschicht) sowie der 

Plexus submucosus (Meissner Plexus; zwischen zirkulärer Muskelschicht und 

Submukosa; Abbildung 2B). Generell ist die Kontraktilität unabhängig vom zentralen 

Nervensystem reguliert, kann jedoch durch sympathische und parasympathische Fasern 

moduliert werden (Takaki, 2003). 

Mehrere Zelltypen sind in die Regulation der Kontraktilität eingebunden. Die glatten 

Muskelzellen bilden einen wesentlichen Bestandteil des Kontraktionsapparates. Neben 

den glatten Muskelzellen sind zudem die interstitiellen Zellen von Cajal (ICC) sowie 

Fibroblasten-ähnliche Zellen (FLC) an der Regulation der Motilität beteiligt. In allen drei 

Zelltypen wurde die Expression der NO-GC nachgewiesen (Iino et al., 2008; Groneberg 

et al., 2011), jedoch ist der detaillierte nitrerge regulatorische Einfluss für die 

gastrointestinale Motilität noch unklar (Sivarao et al., 2001; Goyal & Chaudhury, 2010). 

Im Folgenden sollen die einzelnen Zelltypen im Detail betrachtet werden.  

 

1.2.1.1.  Glatte Muskelzellen 

Glatte Muskelzellen (smooth muscle cells; SMC) kommen in den Wänden aller 

Hohlorgane wie Blutgefäße, Verdauungstrakt, Urogenitaltrakt sowie den Atemwegen 

vor. Im Gastrointestinaltrakt weisen die SMC eine spindelförmige Form auf, sind parallel 

in Bündeln angeordnet und über eine Vielzahl von gap junctions miteinander verbunden. 

Das daraus resultierende Synzytium ermöglicht die koordinierte Kontraktion im Verbund, 

weshalb sie zu den single-unit type SMC zählen. 

Die Kontraktion der SMC wird vor allem durch den Botenstoff Acetylcholin vermittelt. 

Acetylcholin aktiviert die M2- und M3-Rezeptoren, welche zur Gruppe der 

G-Protein-gekoppelten (Gq) Rezeptorfamilie gehören. Im ersten Schritt führt dies zur 

Aktivierung der Phospholipase Cβ (PLCβ;(Ushio-Fukai et al., 1998; Wang et al., 2004), 

die wiederum die Hydrolyse des Membranlipids Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 

(PIP2) zu Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) katalysiert 

(Abbildung 3). IP3 aktiviert den IP3-Rezeptor, was einen Ca2+-Ausstrom aus dem 

endoplasmatischen Retikulum zur Folge hat (Bootman et al., 2002; Hisatsune et al., 

2005). Die ausgeschütteten Ca2+-Ionen bilden daraufhin mit Calmodulin einen Komplex, 

der die Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK) aktiviert und zu einer Phosphorylierung der 

Myosin-Leichtkette II (MLC) führt (Somlyo & Somlyo, 2003). Auf diese Weise wird die 

Interaktion von Myosin mit den Aktinfilamenten ermöglicht, was letztendlich zu einer 
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Kontraktion führt (Webb, 2003). Neben den Ca2+-abhängigen Kontraktionen kann die 

MLCK auch Ca2+-unabhängig aktiviert werden (Klages et al., 1999). Dieser Signalweg 

wird durch G-Proteine der G12/13-Familie vermittelt, welche unter anderem von Hormonen 

wie z.B. Thromboxan A2 (TXA2) aktiviert werden. Dies führt zur Stimulation der GTPase 

RhoA, die wiederum die Rho-Kinase (ROK) aktiviert (Somlyo & Somlyo, 2003). ROK 

phosphoryliert die MLC Phosphatase (MLCP), was in einer Inhibition des Enzyms 

resultiert. Das hat zur Folge, dass die Phosphorylierung der MLC aufrecht erhalten bleibt 

und somit die Ca2+-abhängige Kontraktion erleichtert wird. 

Die Relaxation der glatten Muskulatur wird vor allem durch die Botenstoffe cGMP und 

cAMP induziert. Eine erhöhte Konzentration von cAMP im Zytoplasma führt zur 

Aktivierung der PKA, welche ihrerseits die MLCK inhibiert. Auf diese Weise wird die 

Phosphorylierung der MLC und somit eine Kontraktion verhindert. Das durch die NO-GC 

gebildete cGMP dagegen kann eine Relaxation der glatten Muskulatur auf 

verschiedenen Wegen vermitteln. Hierbei spielt die PKGI eine zentrale Rolle: (1) Die 

PKGI aktiviert die MLCP. Hierdurch wird die Dephosphorylierung der MLC verstärkt und 

somit einer Kontraktion verhindert. (2) Die Spleißvariante PKGIβ inhibiert die 

IP3-vermittelte Ca2+-Freisetzung aus dem ER, indem sie die Phosphorylierung des 

Proteins IRAG (IP3-receptor associated cGMP-dependent kinase substrate) katalysiert 

(Schlossmann et al., 2000). Der fehlende Ca2+-Ausstrom verhindert folglich die 

Aktivierung der MLCK und somit eine Kontraktion. (3) Die Phosphorylierung des 

Ca2+-aktivierten Kaliumkanals (BKCa-Kanal) bewirkt eine Erhöhung der 

Offenwahrscheinlichkeit des Kanals und hat damit einen erhöhten K+-Ausstrom zur 

Folge. Daraus resultiert eine Hyperpolarisation der Zelle, gefolgt von der Hemmung 

spannungsabhängiger L-Typ Ca2+-Kanäle, wodurch der Ca2+-Einstrom herabgesetzt und 

eine Relaxation induziert wird (Alioua et al., 1998; Fukao et al., 1999; Sausbier et al., 

2000).  

 

1.2.1.2.  Interstitielle Zellen von Cajal 

Interstitielle Zellen von Cajal (ICC) wurden 1889 das erste Mal von dem spanischen 

Neuroanatomen Santiago Ramón y Cajal beschrieben (Cajal, 1889, 1893). Mithilfe von 

neuronenspezifischen histologischen Färbungen kam er zu der Schlussfolgerung, es 

handele sich bei diesen Zellen um Neurone des enterischen Nervensystems, welche die 

kontraktile Aktivität der benachbarten glatten Muskelzellen beeinflussen (Cajal, 1911). 

In den 1960er und 1970er Jahren ermöglichte die Elektronenmikroskopie die 

Widerlegung der Tatsache, dass es sich bei diesen Zellen um Neurone handelt. Die 

Identifizierung des Tyrosin-Kinase-Rezeptors Kit als spezifischer Marker für ICC  
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ermöglichte schließlich die detaillierte Analyse der Verteilung der ICC im 

Gastrointestinaltrakt (Ward et al., 1994; Huizinga et al., 1995; Torihashi et al., 1995). 

Mittels immunhistochemischer Färbungen mit Antikörpern gegen cKit konnten die ICC 

näher charakterisiert werden und erlaubten somit eine Einteilung der ICC anhand ihrer 

anatomischen Lokalisation und Form in unterschiedliche Subtypen (siehe Abbildung 2B). 

Neben der deskriptiven Unterteilung erfüllen die Subtypen unterschiedliche Aufgaben: 

ICC, welche den myenterischen Plexus in einer netzartigen Struktur umgeben 

(ICC-MY;(Iino et al., 2011), sind multipolar und formen eine Vielzahl von Fortsätzen. Gap 

junctions zwischen den Zellen ermöglichen eine widerstandsarme elektrische 

Kommunikation (Daniel et al., 1998; Horiguchi & Komuro, 1998). Diesen Zellen wird eine 

wichtige Schrittmacheraktivität des Gastrointestinaltrakts zugeschrieben (Ward et al., 

1994; Huizinga et al., 1995; Torihashi et al., 1995; Yoneda et al., 2004). Magen und 

Colon weisen eine weitere Gruppe von ICC auf, die sich zwischen zirkulärer 

Muskelschicht und Submukosa befinden (ICC-SMP). Diese Zellen sind parallel zu den 

glatten Muskelzellen der zirkulären Muskelschicht ausgerichtet. Sie werden neben den 

ICC-MY als zweites Schrittmacherzentrum des Colons von Maus und Ratte angesehen 

(Pluja et al., 2001; Yoneda et al., 2004). Somit sind diese beiden ICC-Subpopulationen, 

beruhend auf ihren Eigenschaften als Schrittmacherzellen, die Hauptinitiatoren der 

spontanen Kontraktionen im Colon und stehen folglich im Mittelpunkt dieser Arbeit. 

Neben den beiden Schrittmacherzentren kommen ICC zudem in den glatten 

Muskelzellschichten (ICC-IM) vor. Diese Zellen weisen eine spindelartige Form auf und 

sind parallel zu den glatten Muskelzellen angeordnet. Sie sind über gap junctions 

untereinander verbunden und Formen ein Netzwerk mit den sie umgebenden glatten 

Muskelzellen (Komuro, 1999; Horiguchi et al., 2003). Ihre Hauptaufgabe wird vor allem 

mit der enterischen Neurotransmission in Verbindung gebracht (Taxi, 1969; Thuneberg, 

1982; Burns et al., 1996; Ward & Sanders, 2001). In manchen Regionen des 

Gastrointestinaltrakts wird ihnen ebenfalls eine Schrittmacherfunktion zugeschrieben 

(Hashitani et al., 2005). Eine spezialisierte Untergruppe der ICC-IM findet sich spezifisch 

im Dünndarm, die eng mit dem ‚deep muscluar plexus‘ assoziiert ist (ICC-DMP). 

Außerdem konnte im Bereich der Serosa eine weitere Subpopulation von ICC identifiziert 

werden (ICC-SS;(Vanderwinden et al., 2000). Die genaue Funktion dieser Zellen ist 

jedoch bislang unbekannt.  

 

1.2.1.3.  Fibroblasten-ähnliche Zellen 

Neben den ICC wurde eine weitere Gruppe von interstitiellen Zellen identifiziert, die 

Fibroblasten-ähnlichen Zellen (FLC). Ähnlich wie ICC sind sie vor allem um den 

myenterischen Plexus sowie in der Tunica muscularis vorzufinden. In Letzterer verlaufen 
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sie parallel zu den SMC, mit denen sie gap junctions ausbilden (Horiguchi & Komuro, 

2000). Zudem weisen sie enge Verbindungen zu Nervenzellen auf, was auf eine 

Beteiligung der Zellen bei der enterischen Neurotransmission schließen lässt (Burns et 

al., 1996; Kurahashi et al., 2011). Lange Zeit konnten FLC von den ICC nur mittels 

Elektronenmikroskopie unterschieden werden. Im Gegensatz zu diesen verfügen sie 

über ein gut ausgebildetes raues ER, besitzen aber keine Caveolae (Horiguchi & 

Komuro, 2000). Erst Iino et al. (2009) identifizierten den platelet-derived growth factor 

receptor α (PDGFRα) als charakteristischen Marker und damit Unterscheidungsmerkmal 

für FLC und ICC. Seitdem sind die Zellen auch als PDGFRα+-Zellen in der Literatur zu 

finden (Sanders et al., 2010; Kurahashi et al., 2011). Der PDGFRα gehört wie cKit zu 

der Familie der Tyrosinkinase-Rezeptoren. Immunhistochemische Analysen zeigten die 

Expression von P2Y(1)-Rezeptoren und Ca2+-aktivierten K+-Kanälen mit geringer 

Leitfähigkeit (small conductance Ca2+-activated K+ channels; SK3) in der Membran der 

FLC. Die SK3-Kanäle stehen vor allem in Zusammenhang mit der purinergen 

inhibitorischen Neurotransmission (Klemm & Lang, 2002; Vanderwinden et al., 2002; 

Gallego et al., 2006; Kurahashi et al., 2011). Da die FLC eine starke NO-GC Expression 

zeigen, wird ebenfalls eine Beteiligung der FLC in der nitrergen Signaltransduktion 

vermutet (Iino et al., 2008; Groneberg et al., 2011; Voussen et al., 2017). Die genaue 

Funktion konnte bislang jedoch noch nicht bestimmt werden.  

 

1.2.1.4.  Zelluläre Regulation der Kontraktilität im Colon 

Eine zuverlässige Darmmotilität ist essentiell für das Leben, da nur so die notwendige 

Resorption von Nährstoffen garantiert werden kann. Um dies zu gewährleisten, werden 

Kontraktionen generiert, welche sowohl myogenen als auch neurogenen Ursprungs 

sind. Zu den myogenen zählen die spontanen Kontraktionen, die von 

Schrittmacherzellen, den ICC, generiert werden. Als neurogen werden dagegen 

Kontraktionen (‚long distance contractions‘; LDC) des ‚colonic migrating motor complex‘ 

(CMMC) bezeichnet. Diese beiden Formen von Kontraktionen sollen im Folgenden 

detailliert betrachtet werden.  

 

1.2.1.4.1.  Myogene spontane Kontraktionen 

Wie bereits erwähnt bilden ICC-MY und ICC-SM im Colon die Schrittmacherzentren für 

spontane Kontraktionen (Thuneberg, 1982; Ward et al., 1994; Huizinga et al., 1995). Sie 

unterliegen oszillierenden Membranpotentialschwankungen, sogenannten ‚slow waves‘, 

die passiv an die glatten Muskelzellen weitergeleitet werden. Der intrazelluläre 

Mechanismus zur Entstehung und Weiterleitung der slow waves ist jedoch immer noch 

nicht vollständig bekannt. Eine Hypothese besagt, dass die spontane Ausschüttung von 
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Ca2+ aus intrazellulären Ca2+-Speichern in ICC zur kurzzeitigen Aktivierung des 

Anoctamin 1 (ANO1) Kanals und damit zu ‚spontaneous transient inward currents‘ 

(STICs) führt. Dies verursacht eine kurzzeitige Depolarisation der Zelle (‚spontaneous 

transient depolarisation‘; STD;(Takeda et al., 2008; Jin et al., 2009; Blair et al., 2014; 

Sanders et al., 2014), die in einer Aktivierung von spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen 

mündet und damit zu einem vermehrtem Ca2+-Einstrom führt. Dies wiederum resultiert 

in einer Ca2+-Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum durch IP3-abhängige 

Ca2+-Kanäle. Der verstärkte Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration führt zu der 

Generierung von slow waves. Diese pflanzen sich entlang des ICC-Netzwerkes fort und 

gelangen passiv in die benachbarten SMC, wo sie die Grundlage für die spontanen 

Kontraktionen bilden (Blair et al., 2014). Eine Vielzahl von Studien lassen auf eine nitrerg 

vermittelte Modulation der spontanen Kontraktionen schließen. So weisen die ICC eine 

hohe NO-GC Expression auf (Iino et al., 2009; Groneberg et al., 2011). Zudem zeigten 

Organbadstudien mit longitudinaler Muskelschicht von Mauscolon unter anderem die 

Interaktion der NO-GC in ICC mit der Schrittmacheraktivität (Lies et al., 2015). Der 

genaue Mechanismus ist jedoch bislang noch nicht bekannt.  

 

1.2.1.4.2.  Neurogene propulsive Kontraktionen 

Der ‚colonic migrating motor complex’ (CMMC) bezeichnet große propulsive 

Kontraktionen des Colons und wurde für eine Vielzahl verschiedener Spezies 

beschrieben (Wood, 1973; Bywater et al., 1989; Fida et al., 1997). Auch in humanem 

Colon konnten CMMC sowohl in vivo (Hagger et al., 2003) als auch in vitro (Spencer et 

al., 2012) gemessen werden. In murinem Gewebe wurden die CMMC und deren 

physiologische Grundlagen im Laufe der letzten Jahrzehnte von mehreren 

Arbeitsgruppen analysiert (Bywater et al., 1989; Lyster et al., 1995; Dickson et al., 2010; 

Spencer, 2013). Die Hauptfunktion dieser Kontraktionen besteht darin, den Darminhalt 

weiter zu befördern (Heredia et al., 2009). CMMC werden definiert als lang andauernde 

Kontraktionskomplexe, die im Caecum bzw. im proximalen Teil des Colons generiert 

werden und sich mindestens über die Hälfte des Colons fortpflanzen (Bywater et al., 

1989). Aus diesem Grund können die Kontraktionen, die aus einem CMMC resultieren, 

auch als ‚long distance contractions‘ (LDC) bezeichnet werden (Chen et al., 2013). Im 

Gegensatz zu den slow waves ist die Entstehung der CMMC vom ENS abhängig, da 

neuronale Inhibitoren wie Tetrodotoxin und Hexamethonium diese unterdrücken (Wood, 

1973; Bywater et al., 1989; Lyster et al., 1995; Fida et al., 1997). Der Entstehung der 

CMMC liegt ein komplexer Regulationsmechanismus zu Grunde, in den sowohl 

inhibitorische als auch exzitatorische Neurone involviert sind. In der Maus entstehen sie 

alle zwei bis vier Minuten mit einer Dauer von 40-60 s. Generell können zwei 
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Hauptphasen innerhalb eines CMMC unterschieden werden: Initiativ sorgt eine 

inhibitorische Phase für eine Relaxation des Darmabschnitts, durch die die Richtung des 

LDC bestimmt wird. Dieser Relaxation folgt eine Kontraktionsphase, welche die 

Propulsion des Fäzes zur Folge hat. Auf elektrophysiologischer Ebene sind diese 

Phasen durch eine kurze Hyperpolarisation (‚inhibitory junction potentials‘; IJPs) 

charakterisiert. Dieser Hyperpolarisation folgt eine langsame Depolarisationsphase, 

welche zusätzlich von oszillierenden Aktionspotentialen überlagert wird (Bywater et al., 

1989; Spencer et al., 2005; Heredia et al., 2009; Dickson et al., 2010). Der erhöhte 

Ca2+-Einstrom während der Depolarisationsphase bedingt letztlich die starke phasische 

Kontraktion (Bywater et al., 1989; Spencer et al., 1998a; Spencer et al., 1998c). Die 

Depolarisation ist vermutlich eher Folge einer Ausschüttung von exzitatorischen 

Neurotransmittern wie Acetylcholin oder Tachykinin als eine Aufhebung einer Inhibition 

(Brierley et al., 2001; Spencer et al., 2005; Dickson et al., 2010). 

Die Hauptkomponente für die Generierung der CMMC stellt erwiesenermaßen das ENS 

im myenterischen Plexus dar. Zusätzlich zum ENS sind weitere regulatorische und 

modulierende Mediatoren wie NO oder Serotonin beteiligt. Der Neurotransmitter NO 

vermittelt vor allem die Inhibition der Kontraktilität zwischen den einzelnen CMMC, die 

eigentliche Ausprägung des CMMC (wie Amplitude und Dauer) ist jedoch nicht durch 

NO beeinflusst (Lyster et al., 1995; Fida et al., 1997; Spencer et al., 1998a). Die 

Frequenz ist dagegen nach Hemmung des nitergen Signalweges erhöht. Des Weiteren 

scheint NO wichtig für die Weiterleitung der Kontraktion entlang des Colons zu sein. 

Besonders die initiale relaxierende Phase der CMMC scheint unter nitrergem Einfluss 

zu stehen (Blair et al., 2012). Studien mit nNOS-Knockout-Mäusen lieferten bislang 

kontroverse Ergebnisse. Dickson et al. (2010) zeigten eine erhöhte Frequenz der CMMC 

in nNOS-Knockout-Mäusen und postulierten NO als Modulator der CMMC-Frequenz. Im 

Gegensatz dazu konnte Spencer (2013) keinen Unterschied zwischen Kontrollmäusen 

und nNOS-Knockout-Mäusen feststellen.  

 

1.2.2.  Mukosa und Zellerneuerung 

Die Mukosa des Colons ist zur Vergrößerung der Oberfläche und der damit besseren 

Resorption von einer Vielzahl von Krypten durchsetzt. Das Epithel setzt sich aus 

verschiedenen Zelltypen zusammen (Abbildung 4). Den größten Anteil bilden die 

Colonozyten, die vor allem für die Resorption von Wasser verantwortlich sind. Daneben 

ist das Epithel reich an Becherzellen, deren Aufgabe die Produktion des schützenden 

Schleimteppichs (vor allem MUC2) ist. Des Weiteren sind vereinzelt enteroendokrine 

Zellen vorzufinden, die unter anderem Serotonin produzieren. Die Lebensdauer der 

Colonozyten beträgt etwa sechs Tage. Damit ist das Darmepithel das am stärksten 
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proliferierende selbst-erneuernde Gewebe in Wirbeltieren (Heath, 1996). In der Maus 

wird das Epithel alle drei Tage erneuert. Diese hohe Reproduktivität wird durch 

Stammzellen ermöglicht, welche sich im Kryptengrund befinden. Die direkten 

Nachkommen der Zellen verweilen ca. zwei Tage in der Kryptenbasis und teilen sich dort 

vier bis fünf Mal, bis sie sich in die jeweiligen Zelltypen differenzieren und luminal 

wandern. Wenn sie an der Epitheloberfläche angelangt sind, erliegen sie nach wenigen 

Tagen dem Zelltod und werden abgeschilfert (van der Flier & Clevers, 2009). 

Der Prozess der Epithelhomöostase unterliegt einem sehr komplexen 

Regulationsmechanismus. So kann eine Störung des Gleichgewichts zwischen 

Zellproliferation und Apoptose zu der Entstehung von Adenomen führen. Beim 

Menschen werden vier Arten von colorectalen Adenomen anhand von histologischen 

Merkmale unterschieden: Das tubuläre Adenom (ca. 60 % der Fälle), das villöse 

Adenom, das tubulovillöse Adenom (ca. 30 % der Fälle) sowie das serratierte Adenom 

(Bosman et al., 2010). Durch schrittweise akkumulierende Mutationen können sich die 

Adenome zu Karzinome entwickeln (Fearon & Vogelstein, 1990). Die Entartung ist 

hierbei abhängig von der Größe und der Art des Adenoms, wobei villöse Adenome mit 

60 % die höchste Entartungswahrscheinlichkeit aufweisen (Nusko et al., 1997). Da das 

Colonkarzinom zu einer der häufigsten Krebserkrankungen zählt (Siegel et al., 2017), ist 

die detaillierte Erforschung der Regulationsmechanismen der mukosalen Erneuerung 

von besonderem Interesse. Aus diesem Grund soll im Folgenden auf die bislang 

bekannten Regulationsmechanismen der mukosalen Erneuerung näher eingegangen 

werden. 

 

1.2.2.1.  Stammzellen und Stammzellnische 

Die Identifikation von Stammzellen ist oft mit Schwierigkeiten verbunden, da es sich um 

undifferenzierte Zellen handelt. Dennoch konnten einige spezifische Marker für 

Stammzellen des Colons definiert werden. Der bislang am besten charakterisierte 

Marker ist Lgr5 (Barker et al., 2007). Durch in vivo ‚lineage tracing‘ konnte die Fähigkeit 

der Lgr5+-Zellen zur Selbsterneuerung und Differenzierung nachgewiesen werden 

(Barker & Clevers, 2010). Neben Lgr5 wurden weitere Marker wie Olfm4 (van der Flier 

et al., 2009), Lrig1 (Powell et al., 2012), Sox9 (Ramalingam et al., 2012) und EphB2 

(Jung et al., 2011) identifiziert. Die Stammzellen verweilen in der sogenannten 

Stammzellnische, welche hauptsächlich von mesenchymalen Zellen der Lamina propria, 

benachbarten Epithelzellen und sezernierten Wachstumsfaktoren gebildet wird (Yen & 

Wright, 2006). Dazu zählen eine Vielzahl an Zellen wie zum Beispiel Fibroblasten, glatte  

 

  



Abbildung 4: Colonkrypte - Regulationsmechanismen der Zellerneuerung

Das Epithel des Colons setzt sich aus Colonozyten, Becherzellen und

enteroendokrinen Zellen zusammen. Das Epithel ist durch eine hohe

Erneuerungsrate von drei Tagen charakterisiert, die durch das Vorhandensein von

Stammzellen im Kryptengrund (der Stammzellnische) ermöglicht wird. Die

Differenzierung der Zellen wird durch eine Vielzahl von Faktoren wie Wnt, BMP und

Gremlin kontrolliert.
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Muskelzellen und Myofibroblasten. Die Myofibroblasten zeichnen sich durch ihre 

epitheliumsnahe Lokalisation aus und sind essentiell für die Regulation der epithelialen 

Zelldifferenzierung (Powell et al., 1999).  

Die Differenzierung der Zellen beziehungsweise die Erhaltung der Stammzellnische wird 

durch verschiedene Signalmoleküle reguliert, über die im Folgenden ein kurzer Abriss 

gegeben werden soll (siehe Abbildung 4).  

 

1.2.2.2.  Wnt 

Der Wnt/β-Catenin Signalweg ist grundlegend für die Regulation der Proliferation in der 

Colonkrypte (van der Flier & Clevers, 2009). Wnt gehört zu der Familie der sezernierten 

Glykoproteine und übernimmt vor allem eine Schlüsselfunktion bei der 

Zelldeterminierung und der Regulation der asymmetrischen Zellteilung. Dies begründet 

auch die verstärkte Expression von Wnt am Grund der Colonkrypte zur Erhaltung der 

Stammzellnische (siehe Abbildung 4;(Powell et al., 2011). In Abwesenheit von Wnt wird 

das intrazellulär vorliegende β-Catenin durch ständige Phosphorylierung abgebaut. Der 

Zerstörungsapparat besteht unter anderem aus dem Tumorsupressorprotein 

‚adenomatous polyposis coli‘ (APC). Die Bindung von Wnt an seinen Rezeptor aktiviert 

das Protein Dishevelled (Dsh), welches wiederum die Phosphorylierung und damit den 

Abbau von β-Catenin inhibiert und zu dessen Akkumulation in der Zelle führt (Kinzler & 

Vogelstein, 1996). Daraufhin bindet β-Catenin den Transkriptionsfaktor ‚T cell factor 4‘ 

(TCF4) und bedingt letztendlich die Transkription einer Vielzahl von Zielgenen, welche 

vor allem für die Zellproliferation verantwortlich sind (Bienz & Clevers, 2000). 

 

1.2.2.3.   BMP 

Die mesenchymal abstammenden ‚bone morphogenic proteins‘ (BMP) stellen die 

Hauptantagonisten des Wnt-Signalweges entlang der Krypte dar (Waite & Eng, 2003; 

Zhang & Li, 2005). Sie gehören zu der übergeordneten TGFβ-Familie von 

Wachstums- und Differenzierungsfaktoren. Wie andere Mitglieder dieser Familie erfolgt 

die Signaltransduktion über die Aktivierung der SMAD-Proteine, welche als Dimer in den 

Zellkern gelangen und dort die Transkription spezifischer Zielgene aktiveren (Miyazono 

et al., 2010). Der BMP-Signalweg bedingt vor allem die epitheliale Differenzierung und 

inhibiert die Ausbreitung der Stammzellen, weshalb der aktive Signalweg vor allem im 

oberen Bereich der Krypte aktiv ist (siehe Abbildung 4;(Hardwick et al., 2004; Sneddon 

et al., 2006). In den Epithelzellen kann eine erhöhte Aktivität von phosphoyliertem 

SMAD 1, 5 und 8 nachgewiesen werden, was die Zellen vermutlich in ihrem 

differenzierten Zustand hält (Reynolds et al., 2014). Die Differenzierung wird vor allem 

über die Inhibierung des Wnt/β-Catenin-Signalweges bedingt: Die BMP vermittelte 
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Stabilisierung des ‚phosphatase and tensin homolog‘ (PTEN) führt zu verminderter 

Aktivität der Serin-Threonin Kinase Akt, die normalerweise die Zellteilung fördert, die 

Apoptose inhibiert (Kaestner et al., 1997) und zu einer verstärkten β-Catenin-Aktivität 

führt (He et al., 2000; Zhang & Li, 2005).  

Die Inhibierung des BMP-Signalweges bedingt im Mausmodell starke 

Beeinträchtigungen der Kryptenstruktur und ähnelt dem Phänotyp einer humanen 

juvenilen Polyposis. Die Mukosa dieser Mäuse zeichnet sich durch eine stark entartete 

Kryptenstruktur mit ektopischen Kryptenformationen, dilatierten Zysten, 

Entzündungsinfiltraten sowie anfänglichen Dysplasien aus (Haramis et al., 2004).  

 

1.2.2.4.  Der BMP-Antagonist Gremlin 

Eine weitere wichtige regulatorische Funktion nehmen BMP-Antagonisten ein, die im 

unteren Teil der Krypte sezerniert werden. Dort inhibieren sie den BMP-Signalweg, um 

den Stammzellcharakter der intestinalen Stammzellen zu erhalten. Die Inhibitoren 

Gremlin1, Gremlin2 und chordin-like1 werden von Myofibroblasten des Kryptengrundes 

sowie von den Zellen der Lamina muscularis mucosae sezerniert. Diese lokale 

Inhibierung des BMP-Signalweges führt zu einem Vorherrschen des Wnt-Signalweges 

und trägt damit zur Etablierung der Stammzellnische bei (Kosinski et al., 2007). Zudem 

führt ein Verlust von Zellen der Lamina muscularis mucosae zu einer Dysregulation der 

epithelialen Homöostase (Kosinski et al., 2007). Auch in humanen Studien mit Fokus auf 

intestinale Neoplasien konnte eine gesteigerte Gremlin-Expression festgestellt werden 

(Kosinski et al., 2007; Jaeger et al., 2008; Davis et al., 2015), welche vor allem mit der 

Metastasierung assoziiert wird (Karagiannis et al., 2013; Karagiannis et al., 2015). 

 

1.2.2.5.  Die Rolle der NO-GC bei der Entwicklung von Adenomen 

Wie bereits erwähnt kann eine Störung der Zellteilungsprozesse in der Mukosa zu 

Adenomen beziehungsweise Karzinomen führen. Vor allem der Wnt/β-Catenin-

Signalweg wird als zentraler Effektor bei der Tumorgenese gesehen (Morin et al., 1997; 

Anderson et al., 2002). Ein weit verbreitetes Modell zur Charakterisierung der 

Tumorgenese im Darm ist das APC-Mausmodell. Diese Tiere weisen Mutationen im 

APC-Gen auf und entwickeln dadurch bedingt Mukosaentartungen im Darm und folglich 

multiple intestinale Neoplasien (Moser et al., 1990). Im Menschen ist das APC-Gen 

zudem die häufigste genetische Mutation, die zu einer Entwicklung von Polypen führt 

(Rubinfeld et al., 1993).  

Die Rolle von NO im Hinblick auf die Entstehung von Adenomen ist nicht im Detail 

erforscht. Einige Studien zeigen, dass eine Inhibierung des cGMP-Signalweges, durch 

eine verminderte NOS-Aktivität (Chhatwal et al., 1994; Schleiffer et al., 2000) 
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beziehungsweise eine gesteigerte PDE-Expression und die dadurch gefolgte 

Suppression von β-Catenin (Piazza et al., 2000; Li et al., 2015), mit einer 

Adenomentstehung assoziiert ist. Außerdem wird eine verminderte PKG-Aktivität und 

die damit ausbleibende antiapoptotische Wirkung (Hou et al., 2006) sowie die 

verminderte Expression der GC-Aktivatoren Guanylin und Uroguanylin (Shailubhai et al., 

2000; Notterman et al., 2001) mit der Entstehung von Colon-Adenokarzinomen 

assoziiert. Des Weiteren konnte durch eine Erhöhung der cGMP-Konzentration in 

humanen Colonkarzinom-Zellen die Aktivierung der PKG und dadurch eine Induktion der 

Apoptose nachgewiesen werden (Thompson et al., 2000; Deguchi et al., 2004). Eine 

Vielzahl von Studien thematisiert die Rolle der im Epithel vorkommenden 

membranständigen Cyclase GUCY2C in Verbindung mit der Karzinogese (Lin et al., 

2012; Blomain et al., 2016). Hier wird vor allem die Stilllegung des Enzyms als eine 

Ursache für die Tumorigenese gesehen (Notterman et al., 2001; Glebov et al., 2006). 

Eine Störung des NO-GC-Signalweges wurde bislang jedoch noch nicht mit einer 

Tumorentwicklung assoziiert.  

 

1.3.  Transgene Mausmodelle 

Für die medizinische Grundlagenforschung spielen transgene Tiermodelle eine wichtige 

Rolle. Die Möglichkeit gezielt spezifische Gene einzuführen bzw. zu entfernen bietet ein 

breites Spektrum an Möglichkeiten, um die Funktion einzelner Enzyme unter 

physiologischen Gesichtspunkten näher zu charakterisieren. Diese gezielt 

eingebrachten Mutationen ermöglichen die Evaluation pathophysiologischer Aspekte. 

Mausmodelle eigenen sich besonders für physiologische Studien, da das Mausgenom 

zu 99% mit dem menschlichen Erbgut korreliert. 96% davon liegen sogar in 

vergleichbarer Nachbarschaft vor (Capecchi, 1994; Houdebine, 2007). Des Weiteren 

wird die Generierung der Mauslinien dadurch vereinfacht, dass murine embryonale 

Stammzellen in Kultur gehalten werden können (Capecchi, 1989a, b). Neben den 

wissenschaftlichen Aspekten hat das Mausmodell auch praktische Vorzüge. So stehen 

durch die hohe Reproduktionsrate schnell Generationsfolgen zur Verfügung. Außerdem 

entstehen, bedingt durch ihre geringe Körpergröße und dem daraus resultierenden 

geringen Futter- und Raumanspruch, lediglich relativ geringe Tierhaltungskosten. 

Im Hinblick auf die NO/cGMP-Signalkaskade gibt es derzeit verschiedene Mausmodelle, 

die eine Beeinträchtigung der Signalkaskade auf unterschiedlichen Ebenen aufweisen. 

Diese verschiedenen Mausmodelle sollen im Folgenden näher betrachtet werden.  
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1.3.1.  Mausmodelle für die NOS 

Wie bereits erwähnt sind drei Isoformen der NOS bekannt (Tsutsui et al., 2009). Da die 

Isoformen durch unterschiedliche Gene kodiert werden, konnte für jede eine 

Knockout-Mauslinie generiert werden, durch die Rückschlüsse auf die funktionelle 

Bedeutung des jeweiligen Enzyms gezogen werden konnten. 

Für die nNOS wurden zwei verschiedene Knockout-Linien entwickelt. Eines dieser Linien 

basiert auf der genomischen Deletion von Exon 2. Der Phänotyp dieser Tiere ist 

charakterisiert durch aggressives Verhalten (Nelson et al., 1995) und einen stark 

vergrößerten Magen, der vermutlich durch eine Hypertrophie des Pylorus-Sphinkters 

bedingt ist (Huang et al., 1993). Des Weiteren treten bei diesen Tieren vermehrt Bezoare 

auf (Sivarao et al., 2008). Eine Schwachstelle dieses Modelles ist jedoch, dass eine 

Spleißvariante der nNOS in Organen wie Gehirn und Darm weiterhin funktionell aktiv ist 

und somit keinen zuverlässigen Knockout darstellt (Eliasson et al., 1997). Folglich wurde 

eine weitere Knockout-Linie generiert mit Deletion des Exons 6. Diese Tiere wiesen im 

Gegensatz zu dem vorherigen Knockout-Modell keine nNOS-Aktivität in den Geweben 

auf. Der Phänotyp der Tiere ist vergleichbar mit dem der Exon 2-Knockout-Linie: Die 

Tiere leiden ebenfalls unter einer Pylorus-Stenose (Gyurko et al., 2002) und sie sind 

durch eine kurze Lebensdauer charakterisiert, die durch flüssige Nahrung etwas 

verlängert werden kann. Dieser starke Phänotyp unterstreicht die essentielle Rolle der 

nNOS für die gastrointestinale Motilität. 

Knockout-Mäuse für die eNOS zeigten einen stark erhöhten Blutdruck sowie eine 

fehlende Gefäßrelaxation durch Acetylcholin (Huang et al., 1995). Des Weiteren wurden 

Defizite bei der Angio- und Arteriogenese festgestellt (Dai & Faber, 2010), was 

Rückschlüsse auf einen antiproliferativen Effekt der eNOS in der glatten 

Gefäßmuskulatur zulässt (Moroi et al., 1998; Rudic et al., 1998). 

Für die dritte Isoform, die iNOS, sind eine Vielzahl von Knockout-Mauslinien entwickelt 

worden, jedoch weist keine dieser Linien einen besonders starken Phänotyp auf. Die 

Tiere waren lediglich anfälliger für Infekte mit gleichzeitig verringertem Risiko, einen 

septischen Schock zu erleiden (Laubach et al., 1995).  

 

1.3.2.  Mausmodelle für die NO-GC 

In dieser Arbeitsgruppe wurden mehrere Knockout-Mauslinien für die NO-GC generiert. 

Durch Deletion der β1-Untereinheit wurde ein globaler Knockout der NO-GC (GCKO) 

erzeugt (Friebe et al., 2007). Diese Tiere sind durch eine erheblich verringerte 

Lebenserwartung und eine stark ausgeprägte Wachstumsretardierung charakterisiert. 

80 % der Tiere sterben bereits innerhalb der ersten Tage nach der Geburt. Die übrigen 

Tiere überleben noch weitere drei bis fünf Wochen. In diesem Zeitraum werden die Tiere 
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für gewöhnlich abgesetzt und es findet die Umstellung der Nahrung von Muttermilch auf 

feste Nahrung statt. Untersuchungen des Gastrointestinaltrakts zeigten, dass die Tiere 

eine verlängerte Darmpassagezeit aufweisen, was auf eine beeinträchtige 

gastrointestinale Motilität schließen lässt. Nach Umstellen der Tiere auf eine 

ballaststoffarme Diät in Kombination mit der Gabe eines Protonenpumpen-Inhibitors 

kann die Überlebensrate gesteigert werden. 

Neben dem schweren gastrointestinalen Phänotyp weisen die Tiere zudem 

kardiovaskuläre Störungen auf. Adulte GCKO-Mäuse entwickeln im Vergleich zu den 

wildtypischen Geschwistertieren einen erhöhten systolischen Blutdruck (30 mmHg). Die 

Ursache dafür ist vermutlich das Fehlen der NO-vermittelten Relaxation der Blutgefäße. 

So konnte in Organbadversuchen in isolierter GCKO-Aorta keine NO-vermittelte 

Relaxation hervorgerufen werden (Friebe et al., 2007). Darüber hinaus konnte in dieser 

Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass in GCKO-Tieren eine NO-vermittelte Hemmung der 

Thrombozytenaggregation ausbleibt. Sowohl die Thrombin-induzierte 

Ca2+-Ausschüttung als auch die ADP-induzierte Adhäsion bleiben von NO-Donatoren 

unbeeinflusst. In vivo äußert sich dies vor allem in einer deutlich verringerten 

Blutungszeit der GCKO-Tiere. Diese Daten implizieren die NO-GC als den einzigen 

NO-Rezeptor in murinen Thrombozyten, der über eine verminderte Ca2+-Ausschüttung 

inhibierend auf die Adhäsion sowie die Aggregation von Thrombozyten einwirkt (Dangel 

et al., 2010). 

Da es sich, wie bereits beschrieben, bei der NO-GC um ein Dimer handelt, wurden 

neben den Knockout-Tieren für die β1-Untereinheit auch Mausmodelle generiert, bei 

denen die α1- bzw. die α2-Untereinheit deletiert wurde (Mergia et al., 2006; Vanneste et 

al., 2007). Bei beiden Knockout-Mauslinien führte die Deletion zu keinem sonderlich 

stark ausgeprägten Phänotyp. Des Weiteren wurde durch die Deletion die Expression 

der jeweils anderen α-Untereinheit nicht beeinflusst. Demnach findet keine 

Expressionskompensation statt. Dennoch zeigten nähere Untersuchungen, dass die 

vorhandene Isoform die jeweils andere NO-GC-Isoform funktionell ersetzen kann. So 

konnte in Aorten von α1-Knockout-Tieren eine NO-GC-Expression von 6 % 

nachgewiesen werden, die auf die α2β1-Isoform zurück zu führen ist. In Aorta von 

α2-Knockout-Tieren wurde noch eine 94 %-ige Expression der NO-GC, hervorgerufen 

von der α1β1-Isoform, nachgewiesen. Dies erklärt vermutlich die weniger stark 

ausgeprägten Phänotypen der Knockout-Mausmodelle der α-Untereinheit im Vergleich 

zum Knockout-Mausmodelle der β1-Untereinheit. So zeigten die α2-Knockout-Tiere keine 

Veränderung des Blutdrucks, die α1-Knockout-Tiere lediglich einen leicht erhöhten 

Blutdruck (7 mmHg). Demnach scheinen geringe Restmengen an funktionell erhaltener 

NO-GC auszureichen, um deren physiologische Funktion aufrecht zu erhalten. Die hohe 
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Expression der NO-GC in den SMC der Gefäße kann somit als Reservefunktion 

angesehen werden, durch die die Sensitivität gegenüber NO erhöht wird und die 

NO-Responsibilität gewährleistet.  

Im Gastrointestinaltrakt bewirkt eine Deletion der α1-Untereinheit lediglich in männlichen 

Mäusen eine leichte Verlängerung der Darmpassagezeit. In Jejunum ist die nitrerge 

Relaxation jedoch nahezu vollständig verschwunden und zudem 

geschlechtsunabhängig. Die verbleibende Relaxation kann durch den spezifischen 

NO-GC-Inhibitor ODQ vollständig gehemmt werden. Dies führt zu der Schlussfolgerung, 

dass die verbleibende Relaxation vermutlich von der α2β1-Isoform vermittelt wird 

(Dhaese et al., 2008; Dhaese et al., 2009). 

Kürzlich wurde zudem eine Knockin-Mauslinie generiert, die durch eine 

His105/Phe-Punktmutation innerhalb der β1-Untereinheit charakterisiert ist. Diese 

Mutation resultiert in einer NO-GC, die kein Häm-Molekül und somit keine 

NO-Sensitivität mehr aufweist. Dies ermöglicht die Analyse der NO-abhängigen 

und -unabhängigen Aktivität der NO-GC. Ähnlich wie die GCKO-Tiere, zeigen Tiere 

dieser Knockin-Mauslinie eine verringerte Lebensdauer (Thoonen et al., 2015).  

 

1.3.3.  Mausmodelle für die PKG 

Die Expression der PKGI ist vor allem in Thrombozyten, der glatten Gefäßmuskulatur 

und ubiquitär im Gastrointestinaltrakt beschrieben (Geiselhoringer et al., 2004). Die 

Knockout-Mäuse weisen eine erheblich verringerte Lebenszeit auf, die vermutlich in 

einer stark beeinträchtigten gastrointestinalen Motilität begründet liegt (Pfeifer et al., 

1998). So zeigen sie eine verlängerte Darmpassagezeit, stark dilatierte Darmabschnitte 

wie Magen, Duodenum und Caecum sowie eine Hypertrophie und Stenose des Pylorus 

(Ny et al., 2000). Neben dem gastrointestinalen Phänotyp weisen die Tiere auch starke 

Beeinträchtigungen im vaskulären System auf. Experimentelle Analysen von Aorten 

dieser Tiere zeigten keine Relaxation nach Acetylcholin-Exposition sowie eine 

beeinträchtigte Relaxation nach der Gabe von NO-Donatoren. Des Weiteren zeigten 

männliche Tiere dieser Mauslinie eine beeinträchtigte Reproduktionsfähigkeit, was eine 

erektile Dysfunktion vermuten lässt (Hedlund et al., 2000). Diese Resultate führen zu der 

Annahme, dass die PKGI eine zentrale Funktion im NO/cGMP-Signalweg in den glatten 

Muskelzellen einnimmt.  

 

1.3.4.  Mausmodelle für ICC 

Vor allem im Hinblick auf die Erforschung von gastrointestinalen Motilitätsstörungen sind 

ICC-Knockout-Mausmodelle von besonderem Interesse, da eine Vielzahl von 

Krankheitsbildern mit einer Reduktion der ICC assoziiert wird (Farrugia, 2008; Ordog et 
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al., 2009). Der Verlust der ICC hat eine gestörte Kommunikation zwischen enterischen 

Neuronen und SMC zur Folge und führt so zu einer verringerten Motilität. 

Die Identifizierung des Proto-Onkogens cKit als spezifischer Marker für ICC ermöglichte 

unter anderem die Generierung von Knockout-Mausmodellen für ICC. Neben den ICC 

ist cKit essentiell für die Bildung verschiedener anderer Zelltypen wie Melanocyten und 

Mastzellen (Maeda et al., 1992; Lennartsson et al., 2005). cKit liegt auf dem gleichen 

Allel auf Chromosom 5 des Mausgenoms wie der als ‚dominant-white spotting‘ 

bezeichnete W-Lokus cKit (Chabot et al., 1988; Geissler et al., 1988). Da eine komplette 

Mutation des cKit-Lokus letal ist, kamen Mauslinien mit verschiedene Punktmutationen, 

und damit verbundenen funktionellen Einschränkungen der cKit-Aktivität zum Einsatz. 

Diese wurden unter der Annahme, dass die ICC in ihrer Entwicklung von der 

cKit-vermittelten Signalkaskade abhängig sind, als Zell-Knockout-Mausmodelle zur 

funktionellen Untersuchung der ICC verwendet. Abhängig von der Mutation weisen diese 

Tiere verschiedene Phänotypen auf. Charakteristisch sind zum Beispiel depigmentierte 

Bereiche des Fells, die sowohl bei heterozygoten als auch bei homozygoten Tieren 

auftreten. Vor allem die W/Wv-Mäuse wurden zur Analyse der funktionellen Effekte von 

ICC verwendet (Takagi et al., 2003). Der Einsatz und der Nutzen der Tiere hängen 

jedoch vom Grad der ICC-Deletion ab, die sich innerhalb der ICC-Untergruppen und 

innerhalb der Darmabschnitte unterscheidet. So fehlen im Dünndarm dieser Mäuse die 

ICC-MY beinahe vollständig, wohingegen die ICC-IM weiterhin vorzufinden sind (Ward 

et al., 1994). Im Gegensatz dazu sind in verschiedenen Magenregionen die ICC-MY 

weiterhin vorhanden, während hier die Anzahl der ICC-IM stark verringert ist (Burns et 

al., 1996; Ward et al., 1998). Ca. 40 % der W/Wv-Mäuse zeigen einen gastrointestinalen 

Phänotyp, der sich in Magenulcera sowie -papillomen äußert (Kitamura et al., 1980). 

Experimente auf zellulärer Ebene lieferten kontroverse Ergebnisse. So konnte einerseits 

eine Beeinträchtigung post-junktionaler Antworten auf Ausschüttung nitrerger und 

cholinerger Neuronen in verschiedenen gastrointestinalen Geweben gezeigt werden 

(Burns et al., 1996; Ward et al., 1998; Suzuki et al., 2003). Andererseits gibt es jedoch 

auch Untersuchungen der W/Wv-Mäuse, die keine wesentlichen Beeinträchtigungen der 

cholinergen und purinergen Neurotransmission sowie der nitrergen Innervation zeigen 

(Huizinga et al., 2008; Zhang et al., 2010). Eindeutige Erklärungen gibt es bislang nicht, 

jedoch sollten experimentelle Bedingungen sowie besonders der Grad der 

unvollständigen Deletion der ICC beachtet werden. Verbliebene ICC könnten 

kompensatorisch die Funktion übernehmen und auf diese Weise die widersprüchlichen 

Ergebnisse zur Folge haben. 
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2. Zielsetzung 

Die NO/cGMP-Signalkaskade erfüllt eine zentrale Rolle in einer Vielzahl von 

physiologischen Prozessen. Stickstoffmonooxid (NO) wird durch NO-Synthasen (NOS) 

gebildet und aktiviert die NO-sensitive Guanylyl-Cyclase (NO-GC), was zur Bildung von 

cGMP führt. cGMP wiederum aktiviert verschiedene Effektorproteine, darunter die cGMP 

aktivierte Proteinkinase (PKG), die unter anderem eine Relaxation der glatten 

Muskulatur induziert.  

 

Expression der NO-GC-Untereinheiten im Colon 

Die NO-GC ist ein Dimer, das sich aus einer α- und einer β-Untereinheit zusammensetzt. 

Da zwei α-Untereinheiten existieren, können zwei Isoformen gebildet werden (α1β1 und 

α2β1). Die genaue Expressionsverteilung der Isoformen ist im Colon bislang noch nicht 

bekannt. Aus diesem Grund sollte im ersten Teil der Arbeit die Verteilung der Isoformen 

näher charakterisiert werden: 

- Nachweis der NO-GC β1-Untereinheit auf Proteinebene mittels 

Immunhistochemie 

- Nachweis der NO-GC α-Untereinheiten auf mRNA-Ebene mittels 

In-situ-Hybridisierung 

 

NO-GC in der glatten Muskelschicht 

Grundlage der gastrointestinalen Motilität ist das komplexe Zusammenspiel von 

Kontraktion und Relaxation. Die Relaxation wird zu einem großen Anteil durch NO 

vermittelt, dessen Hauptrezeptor die NO-GC darstellt. Im Gastrointestinaltrakt konnte die 

NO-GC in der glatten Muskelschicht bislang in den glatten Muskelzellen (SMC), 

interstitiellen Zellen von Cajal (ICC) und Fibroblasten-ähnlichen Zellen (FLC) 

nachgewiesen werden. Die spezifische Funktion der NO-GC in den einzelnen Zelltypen 

ist bislang unklar. Zur detaillierten Aufklärung wurden in unserer Arbeitsgruppe globale 

NO-GC Knockout-Tiere (GCKO) sowie zell-spezifische Knockout-Mäuse (SMC-GCKO; 

ICC-GCKO und SMC/ICC-GCKO) generiert. Vorangegangene Studien konnten bereits 

zeigen, dass die NO-GC in diesen Zellen eine wichtige regulatorische Funktion bei der 

Modulation der spontanen Kontraktionen in der longitudinalen Muskelschicht des 

proximalen Colons einnimmt. Die NO-vermittelte Modulation der spontanen 

Kontraktionen der zirkulären Muskelschicht und der propulsiven Kontraktionen (LDC) 

entlang des gesamten Colons sind bislang noch nicht detailliert untersucht. Aus diesem 
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Grund sollen in dieser Arbeit folgende Punkte anhand der Knockout-Mausmodelle 

analysiert werden: 

- Myographiestudien der zirkulären Muskelschicht 

- Analyse der propulsiven Kontraktionen des gesamten Colons anhand von 

Kontraktionsmusterkarten 

 

NO-GC in der Mukosa 

Die Erneuerung des Darmepithels unterliegt einer komplexen Regulation, deren Störung 

zur Entwicklung von Adenomen bzw. Karzinomen führen kann. Bei den Untersuchungen 

der SMC-GCKO-Mauslinie konnten im Colon dieser Tiere 5 Monate nach 

Tamoxifen-Behandlung Entartungen der Mukosa festgestellt werden. Die Rolle von NO 

im Hinblick auf die Entstehung von mukosalen Entartungen ist nicht im Detail beforscht. 

Aus diesem Grund soll im dritten Teil dieser Arbeit dieser Befund im Colon von 

SMC-GCKO-Tiere näher analysiert werden, um einen potentiellen Zusammenhang 

zwischen der NO-GC und der Entstehung von Adenomen zu zeigen: 

- Statistische Erhebung zur Inzidenz der mukosalen Entartung 

- Charakterisierung der mukosalen Entartung mittels histologischer Färbungen 

- Genexpressionsanalyse zur Identifikation potentieller Effektoren 

- Charakterisierung der potentiellen Effektoren mittels Immunhistochemie und 

In-situ-Hybridisierung 
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3.  Material und Methoden 

3.1.  Material 

3.1.1.  Chemikalien  

Chemikalie Hersteller 
 

Chemikalie Hersteller 

DABCO Sigma-Aldrich, Taufkirchen  L-NAME Alexis, Lausen (CH) 

DEA-NO Enzo, Lörrach  β-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt 

DePex  Serva, Heidelberg  Miglyol  Apotheke des Uniklinikums 

Eosin Morphisto, Frankfurt/Main  Mowiol Carl Roth, Karlsruhe 

GelRed Biotium, Fremont (USA)  NDS Biowest, Nuaillé (F) 

Glukose Sigma-Aldrich, Taufkirchen  ODQ Alexis, Lausen (CH) 

Glycerol Merck, Darmstadt  Paraffin Carl Roth, Karlsruhe 

Hämatoxilin Morphisto, Frankfurt/Main  PFA Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Hexamethonium Sigma-Aldrich, Taufkirchen  Saccharose Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

IBMX Sigma-Aldrich, Taufkirchen  Tamoxifen  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Isofluran  CP-Pharma, Burgdorf  Tris-Base Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

 

Alle weiteren Salze und Chemikalien, welche in dieser Arbeit verwendet wurden, wurden 

bei Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bestellt. 

3.1.2.  Puffer 
     

Genotypisierung 

Alkalischer Lysepuffer   Neutralisationspuffer  

NaOH 1 M  Tris/HCl 0,1 M 
EDTA 50 µM    
pH 8,0     
     
     

Organbad 

Krebs-Henseleit-Puffer     

NaCl 118 mM  Lösung A 
KCl 4,7 mM  NaCl 172,5 g 
CaCl2 2,5 mM  KCl 8,75 g 
KH2PO4 1,2 mM  CaCl2 x 2 H2O 9,36 g 
MgSO4 1,2 mM  KH2PO4 4,05 g 
NaHCO3 25 mM  MgSO4 x 7 H2O 7,34 g 
Glukose 7,5 mM  + 1000 ml Aqua dest  
     
   Lösung B  
   NaHCO3 52,5 g 
   + 1000 ml Aqua dest  
     
Der Krebs-Henseleit-Puffer (K-H-Lösung) wurde jeden Tag frisch zubereitet. Für 1 l 
K-H-Lösung wurden je 40 ml Lösung A und Lösung B mit 1,5 g Glukose gemischt und bei 
37 °C kontinuierlich mit Carbogen (95 % O2, 5 % CO2) versetzt, um einen pH-Wert von 
7,4 aufrechtzuerhalten 
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Histologie 

PFA (4 %ige Lösung)     

PBS 1x 1000 ml  800 ml PBS wurden auf 60 °C erwärmt 
und 40 g Paraformaldehyd unter 
Zugabe von NaOH gelöst. Das 
Volumen wurde auf 1000 ml aufgefüllt 
und der pH auf 6,9 eingestellt. 

Paraformaldehyd 40 g  
NaOH (1N)   
HCl   
   
     

Immunhistochemie 

PBS (10x Stammlösung)   Mowiol  

NaCl 80,0 g 
 Mowiol 12 g 

Na2HPO4 14,4  H2O 30 ml 
KCl 2,0 g  0,2 M Tris pH 8,5 60 ml 
KH2PO4 2,4 g  Glycerol 30 g 
pH 7,4 mit HCl   DABCO 2,5% 
+ 1000 ml Aqua dest     
     

Hämatoxilin-Eosin-Färbung 

Hämalaun   Eosin  

Hämatoxylin 1 g 
 Eosin 0,1 g 

Aqua dest 1000 ml  + 100 ml Aqua dest  
NaIO3 0,2 g    
NaIO3 50 g    
C2H3Cl3O2 50 g    
C6H8O7 1 g    

 

3.1.3.  Antikörper für Immunhistochemie 

Antikörper Organismus Verdünnung Hersteller 

NO-GC Kaninchen 1:800 laboreigen 

cKit Ratte 1:200 Linaris, Wertheim 

Ki67 Ratte 1:100 eBioscience, Frankfurt  

Alexa-555 anti-Kaninchen  Esel 1:500 Invitrogen, Karlsruhe 

Alexa-488 anti-Ratte  Esel 1:500 Invitrogen, Karlsruhe 

DAPI - 1:1000 Applichem, Heidelberg 
 

3.1.4.  Sonden für In-situ-Hybridisierung 

Sonde 
Erkennungsstelle 
(Basenpaare; Referenzgenom) 

Katalognummer 
bei ACD 

Mm-Gucy1b3-E10 1313 – 1528 (Exon 10); NM_017469.4 464321 

Mm-Gucy1a2 686 – 1650; NM_001033322.2 496311 

Mm-Gucy1a3 704 – 1655; NM_021896.5 449671 

Mm-Gremlin1 398 – 1359; NM_011824.4 314741 

Positiv Kontrolle PPIB-C1/POLR2A-C2 321651 

Negativ Kontrolle DapB (von Bacillus subtilis Stamm) 320751 
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3.1.5.  Kits, Geräte und Software 

 

Geräte Modellbezeichnung Hersteller 

UV-Transilluminator Fluo-Link Biometra 

CCD-Kamera QuickStore MS-Laborgeräte 

Organbad Multi Myograph Model 610M Danish Myo Tech 

PowerLab Powerlab 8/30 AD Instruments 

Pumpe REGLO Analog Ismatec 

Pumpschläuche SC0189 Ismatec 

Webcam Logitech® HD Webcam C525 Logitech 

Einplatinencomputer Raspberry Pi 3, Model B Raspberry Pi Trading 

Bioanalyzer Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent 

Sequenzierer NextSeq 500 Illumina 

Gewebeinfiltrations Automat TP1020 Leica 

Lichtmikroskop BZ-9000 Keyence 

 

 

Software Hersteller 

Image J Wayne Rasband (www.imagej.nih.gov/ij/) 

GraphPad Prism GraphPad Software Inc. 

Lab Chart 8 AD Instruments 

Microsoft Excel 2013 Microsoft Excel 2013 

HD Video Converter Factory Pro WonderFox Soft 

  

  

Kit Hersteller 

RNA-Extraktions Kit Qiagen® 

RNAscope® 2.5 HD Reagent Kit-RED Advanced Cell Diagnostics 

RNAscope® 2.5 HD Duplex Reagent Kit Advanced Cell Diagnostics 

TruSeq Stranded mRNA Library Prep Kit, Set A Illumina 

SuperScript II reverse transcriptase Life technologies 

NextSeq® 500/550 High Output Kit v2 Illumina 
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3.2.1.  Tiere  

3.2.1.1.  Haltung und Zucht 

Die für die Versuche verwendeten Mauslinien (GCKO, SMC-GCKO, ICC-GCKO, 

SMC/ICC-GCKO) wurden von Andreas Friebe zur Verfügung gestellt. Die Tiere wurden 

gemäß den allgemeinen Anforderungen in Makrolon-Typ-II-Käfigen (max. 4 adulte Tiere) 

oder Makrolon-Typ-II-long-Käfigen (max. 6 adulte Tiere) gehalten. Als Einstreu wurden 

Holzspäne verwendet. Alle Tiere erhielten Wasser und Futter ad libitum. Bedingt durch 

ihren gastrointestinalen Phänotyp erhielten GCKO-Tiere eine ballaststoffarme Diät 

(Altromin 1013) in Kombination mit einem Protonenpumpeninhibitor (Omeprazol und 

Bikarbonat). Alle übrigen Mauslinien wurden mit einer Nager-Standarddiät (Altromin 

1320) versorgt. 

Zur Zucht der Mauslinien wurden je zwei heterozygote Weibchen im gebärfähigen Alter 

(8 bis 45 Wochen) und ein heterozygotes Männchen (7 Wochen bis 1 Jahr) verpaart. 18 

bis 21 Tage nach der Geburt wurden die Nachkommen von der Mutter abgesetzt und 

nach Geschlechtern getrennt. Das Kreuzungsschema der Mauslinien ist in Abbildung 5 

dargestellt.  

Die Versuche zur Untersuchung der Darmmotilität wurden mit adulten Mäusen im Alter 

von 8 bis 20 Wochen, die Analyse der Adenomentwicklung mit Tiere in einem Alter von 

20 bis 48 Wochen durchgeführt. Mit Ausnahme der SMC-GCKO- und 

SMC/ICC-GCKO-Linien wurden für die Versuche zu gleichen Anteilen Tiere beider 

Geschlechter verwendet. Bei der SMC-GCKO-Mauslinie konnten nur männliche 

Nachkommen eingesetzt werden, da das SMMHC-Cre-Transgen auf dem 

Y-Chromosom lokalisiert ist.  

Als Kontrollen für GCKO-Mäuse dienten reine WT-Geschwister-Tiere; für die 

zellspezifischen und damit induzierten Knockout-Tiere dienten heterozygote, 

Cre-exprimierende Geschwistertiere als Kontrollen. Da bei den Motilitätsstudien keine 

Unterschiede zwischen WT- und heterozygoten Kontrolltieren festgestellt werden 

konnte, wurden lediglich die Werte der WT-Tiere dargestellt.  

Als weiteres Mausmodell wurden Reportermäuse generiert. Hierzu wurde der 

Mausstamm Ai14 von Jackson verwendet, welcher ein tdTomato-Gen mit einem 

vorgeschalteten gefloxten STOP-Codon enthält. Die Kreuzung dieser Mauslinie mit 

Tieren, welche eine durch Tamoxifen aktivierte Cre-Rekombinase exprimieren, bewirkt 

durch Tamoxifeninjektion folglich die Deletion des STOP-Codons. Dies wiederum hat die 

Expression des fluoreszierenden Farbstoffs zur Folge. Eine Kreuzung der 

Reportermauslinie mit der SMMHC-Cre-Mauslinie führt zur spezifischen Expression des 

fluoreszierenden Proteins in Zellen mit aktiven SMMHC-Promotor. Auf diese Weise  
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Abbildung 5: Generierung der Knockout-Mausmodelle

Zur Generierung der globalen Knockout-Mäuse wurden Tiere mit gefloxtem Exon 10

der NO-GC ß1-Untereinheit (ß1-flox/flox) mit Tieren gekreuzt, die die Cre ubiquitär

exprimieren (Ella-Cre). Um zellspezifische Mauslinien zu erhalten, wurden die

ß1-flox/flox-Mäuse mit Mäusen verpaart, die die Cre gewebsspezifisch exprimieren.

Für die spezifische Deletion der NO-GC in SMC wurde die Cre unter dem

SMMHC-Promotor, für die Deletion in ICC unter dem cKit-Promotor exprimiert.

Kreuzung der SMC-GCKO- mit ICC-GCKO-Tiere führten zu Doppel-GCKO-Mäusen,

welchen die NO-GC sowohl in SMC als auch in ICC fehlt. Das Einkreuzen einer

tdTomato-Maus ermöglichte die Nachverfolgung von Zellen, in welchen der

SMMHC-Promotor zur Zeit der Tamoxifen-Behandlung aktiv war.
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können Zellen nachverfolgt werden, in denen zum Zeitpunkt der Tamoxifen-Behandlung 

der SMMHC-Promotor und damit die Cre-Rekombinase aktiv war.  

 

3.2.1.2.  Induktion der zellspezifischen Knockout-Tiere und Reportermäuse 

Zur Induktion der Cre-Rekombinase in zellspezifischen Knockout-Tieren (SMC-GCKO, 

ICC-GCKO, SMC/ICC-GCKO), heterozygoten Kontrolltieren sowie 

tdTomato-Reportermäuse wurde den Mäusen im Alter von 6 bis 8 Wochen Tamoxifen 

(1 mg i.p.; gelöst in Miglyol 812) an fünf aufeinander folgenden Tagen injiziert. Ab Tag 

50 nach der letzten Injektion wurden die Tiere in den Experimenten eingesetzt, da ab 

diesem Zeitpunkt die NO-GC-Expression nicht mehr nachgewiesen und somit von einem 

zuverlässigen Funktionsverlust ausgegangen werden kann (Groneberg et al., 2010).  

 

3.2.1.3.  Genotypisierung 

Für die Genotypisierung wurde den Tieren im Alter von 21 Tagen Ohrgewebe 

entnommen und mithilfe der HotSHOT Methode lysiert (Truett et al., 2000). Von den 

Lysaten wurden spezifische DNA-Sequenzen mittels Polymerase-Kettenreaktion 

(Polymerase chain reaction, PCR) amplifiziert (Mullis & Faloona, 1987; Saiki et al., 

1988a; Saiki et al., 1988b). Anschließend wurden die aus der PCR resultierenden 

DNA-Fragmente durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt (Aaij & Borst, 1972). Die 

Detektion der DNA-Banden erfolgte mithilfe des Farbstoffs GelRed (1:50.000), dessen 

Ethidium-Untereinheit in die Basen der DNA interkaliert und somit spezifisch die 

DNA-Banden anfärbt. Die Anregung des Farbstoffs mit UV-Licht auf einem 

UV-Transilluminator führte zur Emission eines fluoreszierenden Signals, welches mithilfe 

einer CCD-Kamera detektiert wurde.  

 

3.2.2.  Motilitätsmessungen 

3.2.2.1.  Myographiestudien 

Präparation des Gewebes 

Die Tiere wurden mit Isofluran betäubt und durch zervikale Dislokation getötet. Die 

Bauchhöhle wurde geöffnet, der gesamte Darm freipräpariert und direkt in 

Carbogen-gepufferte K-H-Lösung überführt. Das Mesenterium wurde entfernt und der 

Darminhalt mithilfe einer Schlundsonde mit K-H-Lösung von distal nach proximal 

ausgespült. Während der gesamten Präparation wurde darauf geachtet, dass der Darm 

nicht durch exzessive Dehnung strapaziert wurde. 

Zur Analyse der Kontraktilität der zirkulären Muskelschicht wurde der proximale Teil des 

Colons verwendet. Dieser Abschnitt des Darms ist bei Mäusen durch fischgrätenartige 

Mukosafalten charakterisiert, wodurch er leicht von den anderen Teilen zu unterscheiden 
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ist. Aus jedem Colon wurden vier nahezu gleichgroße Ringe von 2,5 mm Länge 

präpariert und im Organbad fixiert. 

Organbadmessungen 

Für die Untersuchungen wurden vier 4-Kanal-Multi-Myographen (Modell 610M, Danish 

Myo Technology) verwendet. Die einzelnen Kammern wurden mit jeweils 5 ml 

K-H-Lösung befüllt, kontinuierlich bei 37 °C gehalten und mit Carbogen versetzt. Nach 

Fixierung der Colonringe im Organbad wurden die Gewebestücke auf 2 mN vorgespannt 

und für 45 min äquilibriert. Während dieser Zeit entwickelte das Gewebe spontane 

Kontraktionen, die über die ganze Zeit aufgezeichnet wurden. Die Analyse der 

Kontraktionen erfolgte jedoch erst nach der Äquilibrierungsphase. Hierfür wurden die 

Kontraktionen zunächst unter Kontrollbedingungen untersucht. Im Anschluss erfolgte die 

Analyse der pharmakologischen Einflüsse von DEA-NO (NO-Donor; 10 µM), L-NAME 

(nNOS-Inhibitor; 200 µM), ODQ (NO-GC-Inhibitor; 10 µM) und TTX 

(spannungsabhängige Na+-Kanal-Blocker; 1 µM). Am Ende jeder Messung wurde IBMX 

(unspezifischer PDE-Hemmstoff; 100 µM) zugefügt, um eine maximale Relaxation des 

Gewebes zu induzieren. Dieser Wert wurde für die weitere Auswertung als 0 % 

Kontraktion definiert, um die relative Änderung des Muskeltonus zu bestimmen. In die 

Auswertung wurden nur solche Colonringe einbezogen, welche eine eindeutige 

Relaxation nach der Applikation von IBMX zeigten.  

 

3.2.2.2.  Kontraktionsmusterkarten  

‚whole colon‘-Präparation 

Der gesamte Darm wurde entnommen und in 4 °C kalte K-H-Lösung überführt. 

Dünn- und Dickdarm wurden sorgfältig voneinander getrennt. Das Mesenterium wurde 

vollständig entfernt und der Darminhalt behutsam mithilfe eine Schlundsonde von distal 

nach proximal ausgespült. Während der gesamten Präparation wurde der Puffer 

mehrmals durch frische, gekühlte K-H-Lösung ersetzt. In beide Öffnungen des Colons 

wurde jeweils eine verkürzte Kanüle (1,20 x 50 mm) eingeführt und mit einem Faden 

fixiert. Ein kleines Stück Schlauch am Ende der Kanülen sowie Kerben in den Kanülen 

dienten zur besseren Fixierung und verhinderten ein Abrutschen des Darms. Der Darm 

wurde in einer mit 300 ml K-H-Lösung gefüllte Kammer mithilfe der Kanülen fixiert, 

sodass er zwar gestreckt, aber nicht gedehnt vorlag. Abbildungen 6A und 6B zeigen den 

Aufbau der Messanlage. Die K-H-Lösung wurde kontinuierlich mit Carbogen versetzt 

und bei 37 °C gehalten. Die Bewegungen des Darms wurden mithilfe einer Webcam 

(Logitech® HD Webcam C525) aufgezeichnet. Um optimale Videoaufnahmen zu 

erhalten, wurden die Carbogen-zuleitenden Schläuche mit einem feinen Gitter  
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Abbildung 6: Versuchsaufbau zur Messungen der ‚whole colon‘-Motilität

(A) Das Colon wurde in eine Kammer eingespannt und kontinuierlich mit PBS

durchspült. Der Zeitpunkt des Ausflusses wurden mithilfe einer Lichtschranke

dokumentiert. (B) Die institutseigene Konstruktion der Kammer. (C)

Lichtschrankensystem zur Erfassung der Ausflusstropfen.

Legende: 1 Colon; 2 Kanülen; 3 Zufluss; 4 Abfluss; 5 Thermometer; 6 Metallgitter;

7 Schläuche zum Wärmeaustausch; 8 Begasung; 9 Lineal; 10 Lichtschranke;

11 Auffangbehälter; 12 Raspberry Pi; 13 Kamera
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abgedeckt, sodass eine möglichst ruhige Flüssigkeitsoberfläche vorlag. Der Darm wurde 

während des gesamten Experiments kontinuierlich mit PBS durchspült (Flussrate 

30 µl min-1). Der dadurch entstehende Ausfluss wurde aufgezeichnet, um die 

Darmbewegungen dem Flüssigkeitsaustritt zuordnen zu können. Hierfür wurde ein 

Lichtschrankensystem verwendet (siehe Abbildung 6C): Das Ende des 

Abflussschlauchs wurde 1 cm oberhalb der Colonebene über der Lichtschranke fixiert. 

Jeder Ausflusstropfen wurde von der Lichtschranke erfasst und das erzeugte Signal 

mithilfe eines Einplatinencomputers (Raspberry Pi) dokumentiert. Auf diese Weise 

konnte jeder Tropfen zeitlich eindeutig zugeordnet werden. 

Messungen der Darmbewegung des gesamten Colons 

Nach einer einstündigen Äquilibrierungsphase entwickelten die Colonpräparate 

propulsive Kontraktionen, welche sich entlang des Colons fortpflanzten. Diese 

kontraktile Aktivität wurde im Folgenden für je 30 min zunächst unter 

Kontrollbedingungen sowie in der Anwesenheit von pharmakologischen Stoffen wie 

L-NAME (200 µM), TTX (1 µM) und Hexamethonium (100 µM) aufgezeichnet. 

Erstellung der Kontraktionsmusterkarten 

Die Videoaufnahmen wurden mithilfe eines Plugin (gMaps ON) für ImageJ in 

Durchmesserkarten umgerechnet. Dieses Plugin wurde basierend auf einem Java 

Algorithmus von S.P. Parsons (McMaster Universität, Hamilton, Kanada) programmiert 

und zur Verfügung gestellt. In den Kontraktionsmusterkarten (Spatiotemporal Maps) wird 

der Durchmesser entlang der gesamten Länge des Colons als Funktion der Zeit 

dargestellt. Die Karten geben damit Aufschluss über Frequenz, Dauer und Richtung 

der Kontraktionen entlang des gesamten Colons. Die Zeitpunkte des 

Ausflussaustritts wurden anschließend in den Karten markiert, sodass sie den 

Kontraktionen zugeordnet und zudem eine Aussage über die Effektivität der 

Kontraktionen getroffen werden konnte. Des Weiteren wurde mithilfe von Zeit-Plots 

die Änderungen des Durchmessers entlang der Zeit dargestellt, anhand derer der 

absolute Durchmesser der Genotypen analysiert wurde.  

 

3.2.3.  Histologie 

3.2.3.1.  Hämatoxilin-Eosin-Färbung 

Die Mäuse wurden mittels zervikaler Dislokation getötet, der Darm entnommen, das 

Mesenterium entfernt und der Darminhalt mithilfe einer Schlundsonde von distal nach 

proximal ausgespült. Der proximale Teil des Colons wurde bei 4 °C für 24 h in 4 % PFA 

immersionsfixiert und danach in PBS überführt. Die Proben wurden in PBS 

dreimal 20 – 25 s entgast. Die Entwässerung der Proben und Paraffineinbettung erfolgte 

mithilfe des Gewebeinfiltrationsautomaten (Leica TP1020) nach folgendem Protokoll: 
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 Lösungsmittel Zeit (h) 

1 Ethanol 70 % (I) 0,5 

2 Ethanol 70 % (II) 1 

3 Ethanol 80 % 2,5 

4 Ethanol 96 % 2,5 

5 Ethanol 100 % (I) 1 

6 Ethanol 100 % (II) 2 

7 Ethanol 100 % (III) 2 

8 Xylol (I) 1 

9 Xylol (II) 2 

10 Xylol (III) 2 

11 Paraffin (I) 3,5 

12 Paraffin (II) 2,5 

 

Gewebsschnitte von 5 µm Dicke wurden angefertigt und anschließend mittels 

Hämatoxilin und Eosin nach folgendem Protokoll gefärbt: 

 Lösungsmittel Zeit (min) 

1 + 2 Xylol (II + I) je 10 

3 + 4 Ethanol 100 % (II + I) je 2 

5 Ethanol 96 %  2 

6 Ethanol 80 % 2 

7 Ethanol 70 % 2 

8 Ethanol 50 % 2 

9 Aqua dest 2 

10 Hämalaun nach Mayer 10 

11 Aqua dest spülen 

12 Leitungswasser (fließend) 10 

13 Aqua dest spülen 

14 Eosin 0,1 % wässrig 10 

15 Aqua dest spülen 

16 Ethanol 96 % 2 

17 + 18 Ethanol 100 % (I + II) je 5 

19 + 20 Xylol (I + II) je 5 

 

Danach wurden die Schnitte mit DePex eingedeckt und mithilfe eines Keyence 

Lichtmikroskops ausgewertet.  

 

3.2.3.2.  Immunhistochemie 

Mäuse wurden durch Isofluran betäubt und durch zervikaler Dislokation getötet. Das 

jeweilige Gewebe wurde unmittelbar im Anschluss präpariert, von Darminhalt gesäubert 

und in 2 % Paraformaldehyd (in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,4) für 1,5 h fixiert. Danach 

wurde das Gewebe über Nacht in 20 % Saccharose-Lösung bei 4 °C inkubiert und 

anschließend in flüssigem Stickstoff schockgefroren. 5-10 µm dicke Kryoschnitte wurden 
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hergestellt, luftgetrocknet und nochmal mit 4 % PFA fixiert. Die Schnitte wurden 

permeabilisiert (0,1 % Triton, 20 min) und mit entsprechenden Primär-Antikörpern bei 

4 °C über Nacht inkubiert. Die Inkubation des sekundären Antikörpers erfolgte für 1,5 h 

bei Raumtemperatur. Zur Gegenfärbung der Zellkerne wurden die Schnitte für 10 min 

mit DAPI (1:1000 in PBS) inkubiert. Anschließend wurden die Schnitte in Mowiol 

eingedeckt und an einem Konfokalmikroskop (Leica SP8) mit den entsprechenden 

Filtersätzen ausgewertet. 

Prozentuale Bestimmung der NO-GC-Deletionsrate in ICC-GCKO-Colon 

Zur Bestimmung der Effektivität des Tamoxifen-induzierten Knockout-Modells wurden 

jeweils drei Kryoschnitte von Colongewebe aus vier ICC-GCKO-Tieren angefertigt. 

Diese wurden mittels Immunhistochemie mit Antikörpern gegen cKit und NO-GC 

angefärbt. Anhand der mikroskopischen Bilder konnten die Zellen, die sowohl cKit- als 

auch NO-GC-positive Signale zeigten (gelbes Signal), ausgezählt und die Deletionsrate 

bestimmt werden. Die Auszählung wurde von zwei unabhängigen Personen 

durchgeführt.  

 

3.2.3.3.  In-situ-Hybridisierung 

Die Mäuse wurden Isofluran betäubt und mittels zervikaler Dislokation getötet. Das 

Colon wurde in K-H-Lösung präpariert und mit 4 % PFA für 24 h bei 4 °C fixiert. Um 

Gefrierschäden zu vermeiden wurde das Gewebe in 20 % und 30 % Saccharose in PBS 

für jeweils weitere 24 h inkubiert und danach in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Es 

wurden 5 µm dicke Gefrierschnitte angefertigt, die zunächst mit 4 % PFA für 15 min 

postfixiert und danach durch eine Alkoholreihe zur besseren Haftung an den 

Objektträgern dehydriert wurden (jeweils 5 min in 50 % EtOH, 70 % EtOH und 2x 100 % 

EtOH). Danach wurden die Schnitte luftgetrocknet und 30 min bei 37 °C inkubiert. Der 

Assay wurde mit dem RNAscope® 2.5 HD Duplex Reagent Kit bzw. RNAscope® 2.5 HD 

Reagent Kit-RED durchgeführt (Wang et al., 2012). Demaskierung der Proben erfolgte 

für 5 min in einem Dampfgarer. Nach vollständigem Trocknen der Schnitte wurden die 

Schnitte mit Protease III bzw. Protease IV für 30 min bei 40 °C inkubiert und danach der 

Assay nach Anleitung unter Verwendung der entsprechenden Sonden durchgeführt.  

 

3.2.4.  Analyse der mukosalen Veränderungen im SMC-GCKO-Colon 

Bei intensiven Untersuchungen von SMC-GCKO-Colon ist aufgefallen, dass diese Tiere 

ca. 5 Monate nach Tamoxifen-Behandlung mukosale Veränderungen entwickelten. 

Daher wurden Tiere 5 Monate nach Tamoxifen-Behandlung auf diesen Phänotyp hin 

untersucht. Hierfür wurde Colon von induzierten, heterozygoten Kontrolltieren, 

induzierten SMC-GCKO-Tieren und nicht-induzierte SMC-GCKO-Tiere evaluiert. Von 
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der SMC-GCKO-Mauslinie wurden Tiere aus der institutseigenen Tierhaltung sowie 

Tiere, welche zur Zuchterhaltung vor Jahren in eine andere Versuchstierhaltung 

separiert wurden analysiert. Zur makroskopischen Analyse der Mukosastruktur wurde 

das Colon präpariert und in Carbogen-versetzter K-H-Lösung entlang des Mesenteriums 

geöffnet. Das Gewebe wurde mit Pins fixiert, sodass Aufnahmen der Mukosastruktur 

angefertigt werden konnten. Zur statistischen Auswertung der Entartung wurden die 

Häufigkeit sowie Gewicht und Alter der Tiere dokumentiert.  

 

3.2.5.  RNA-Extraktion und mRNA-Sequenzierung 

Für die RNA-Extraktion wurden die Mäuse (6 WT, 6 SMC-GCKO; Alter ca. 7 Monate) 

mittels zervikaler Dislokation getötet und die Präparation des Colons schnellstmöglich in 

eiskaltem PBS + 0,6 % β-Mercaptoethanol durchgeführt. Proximales Colon wurde 

entlang des Mesenteriums geöffnet, vom Darminhalt gesäubert und in frische 

Pufferlösung überführt. Die Mukosafalten (8-10 WT-Mukosafalten; 5 entartete 

SMC-GCKO-Mukosafalten) wurden von der glatten Muskelschicht getrennt und in 

flüssigem Stickstoff zu feinem Pulver gemörsert. Das Gewebepulver wurde direkt in den 

RLT-Puffer des Qiagen® RNA-Extraktions Kit überführt und mittels QIAshredder Säulen 

homogenisiert. Anschließend erfolgte die RNA-Isolation nach Anweisung des Qiagen® 

RNA-Extraktions Kit.  

Die folgenden Schritte wurden von der Core Unit Systemmedizin (SysMed) der 

Medizinischen Fakultät der Universität Würzburg durchgeführt. Vor dem weiteren 

Einsatz der Proben wurden deren Qualität mithilfe eines Agilent 2100 Bioanalyzer (RNA 

6000 nano Bioanalyzer-Lauf) überprüft. Bei entsprechenden Qualität wurde die mRNA 

unter Verwendung SuperScript II reverse transcriptase in cDNA umgeschrieben und 

diente als Grundlage zur Erstellung einer Sequenzierbibliothek mithilfe des TruSeq 

Stranded mRNA Library Prep Kit, Set A. Diese wurde anschließend mit einem Illumina 

NextSeq 500 Sequenzierer (NextSeq® 500/550 High Output Kit v2) sequenziert. 

Zunächst wurde eine Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analyse; PCA) 

der Sequenzierdaten durchgeführt, um die Homogenität des Datensatzes zu evaluieren. 

Des Weiteren wurde zur besseren Kategorisierung der differentiell exprimierten Gene 

eine ‚gene set enrichment‘-Analyse (GSEA) unter der Verwendung der 

KEGG-Signalwege sowie der "Hallmarks"-Kategorisierung des Broad-Instituts 

durchgeführt. 
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3.2.6.  Statistik 

Alle statistischen Analysen wurden mit GraphPadPrism 5.0 für Windows durchgeführt. 

Alle Daten sind als Mittelwerte ± SEM angegeben. Die n-Werte geben die Anzahl der in 

dem jeweiligen Experiment verwendeten Tiere an. Für den Vergleich unabhängiger 

Variablen von WT, GCKO, SMC-GCKO, ICC-GCKO und SMC/ICC-GCKO wurde der 

Kruskal-Wallis Test (Abbildung 15, 16, 18, 24, 27; Tabelle 3, 5) bzw. zweifaktorielle 

Varianzanalyse (two-way analysis of variance; ANOVA) für wiederholte Messungen 

(Abbildung 10C; Tabelle 1, 2, 4) durchgeführt. Ergab der globale Test ein P-Value ≤ 0,05 

wurden post-hoc-Tests unter Erfüllung der jeweiligen Voraussetzungen wie folgt 

angewendet: 

Zur Bewertung der pharmakologisch induzierten Veränderungen der spontanen 

Kontraktionen innerhalb eines Genotyps wurde entweder der gepaarte-t-Test (Tabelle 2, 

4) bzw. der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (Abbildung 24C und D) durchgeführt. Zur 

Evaluation der Unterschiede zwischen WT- und den Knockout-Mäusen wurde entweder 

der Mann-Whitney-U-Test (Abbildung 15, 16, 18, 24A und B, 27; Tabelle 3) bzw. der 

nicht-gepaarte t-Test mit Welch-Korrektur (Tabelle 2, 4) angewendet. 
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4. Ergebnisse 

4.1.  Expression der NO-GC-Untereinheiten im Colon 

Die NO-GC ist ein Dimer, das sich aus einer α- und einer β-Untereinheiten 

zusammensetzt. Während von der β-Untereinheit auf Proteinebene lediglich eine 

Isoform (β1) existiert, werden in Säugetierzellen zwei verschiedene α-Untereinheiten (α1 

und α2) exprimiert, wodurch zwei verschiedene Isoformen (α1β1 und α2β1) gebildet 

werden können. Da die genaue Verteilung der Untereinheiten im Colon nicht bekannt ist, 

wurden immunhistochemische Färbungen sowie In-situ-Hybridisierungen durchgeführt. 

Abbildung 7 zeigt die Ergebnisse der immunhistochemischen Färbungen von 

proximalem Colon mit Antikörpern gegen die β1-Untereinheit. Die β1-Untereinheit wurde 

sowohl in der glatten Muskelschicht als auch in der Mukosa exprimiert (siehe Abbildung 

7A). In der glatten Muskelschicht (siehe Abbildung 7B) war die β1-Untereinheit 

besonders stark im Bereich des myenterischen Plexus sowie in einzelnen Zellen 

innerhalb der glatten Muskelschicht vorzufinden.  

Für die α-Untereinheiten sind bislang keine zuverlässigen Antikörper vorhanden, 

weshalb Querschnitte von proximalem Colon mittels In-situ-Hybridisierung analysiert 

wurden. Hierfür wurden Sonden verwendet, die die mRNA der jeweiligen Untereinheit 

spezifisch erkennen. In Abbildung 8 sind die Ergebnisse der In-situ-Hybridisierung 

dargestellt. Wie die β1-Untereinheit wurden die α-Untereinheiten sowohl in der glatten 

Muskelschicht als auch im Bereich der Mukosa exprimiert (siehe Abbildung 8 A). Die 

mRNA der α1-Untereinheit (rote Punkte) war in der gesamten glatten Muskelschicht des 

Colons exprimiert. Die mRNA der α2-Untereinheit (blaue Punkte) war dagegen 

hauptsächlich im Bereich des myenterischen Plexus und vereinzelt in der glatten 

Muskelschicht vorzufinden (siehe Abbildung 8B). In der Mukosa waren beide 

Untereinheiten in Zellen der Lamina propria sowie der Submukosa exprimiert (siehe 

Abbildung 8C). Diese Ergebnisse zeigen, dass die α1β1-Isoform ubiquitär vorkommt, 

wohingegen die α2β1-Isoform hauptsächlich im myenterischen Plexus und vereinzelt in 

der glatten Muskelschicht und der Mukosa vorliegt.  

 

4.2.  Motilitätsmessungen 

4.2.1.  Myographiestudien an proximalem Colon 

4.2.1.1.  Kontraktionen der zirkulären Muskelschicht in WT- und GCKO-Colon 

Colonringe von 2,5 mm Länge wurden in das Organbad eingespannt und entwickelten 

spontane Kontraktionen. Generell konnten drei unterschiedliche Kontraktionstypen 

unterschieden werden (Abbildung 9A): (a) Kleine, hochfrequente Kontraktionen,  

 



Abbildung 7: Expression der NO-GC β1-Untereinheiten in proximalen Colon

Immunohistochemische Färbung von proximalem Colon unter Verwendung von
Antikörpern gegen die NO-GC β1-Untereinheiten (rot). Dargestellt ist ein
Übersichtsbild (A) sowie detaillierte Aufnahmen der glatten Muskelschicht (B) sowie
einer Mukosafalte (C). LM = longitudinale Muskelschicht; CM = zirkuläre
Muskelschicht; MP = myenterischer Plexus
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Abbildung 8: Verteilung der NO-GC α-Untereinheiten in proximalem Colon

In-situ-Hybridisierung von WT-Colon-Querschnitten mit Sonden gegen die NO-GC
α1-Untereinheit (rote Punkte) sowie die NO-GC α2-Untereinheit (blaue Punkte).
Dargestellt ist ein Übersichtsbild (A) sowie detaillierte Aufnahmen von der glatten
Muskulatur (B) sowie einer Mukosafalte (C). LM = longitudinale Muskelschicht;
CM = zirkuläre Muskelschicht; MP = myenterischer Plexus
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Abbildung 9: Kontraktionsmuster von WT- und GCKO-Colonringen

Abgebildet sind repräsentative Aufnahmen der spontanen Kontraktionen von
WT-Colon (A) und GCKO-Colon (B) unter Kontrollbedingungen und in der
Anwesenheit von ODQ (10 µM). Die Vergrößerung der WT-Spur zeigt die drei
unterschiedlichen Kontraktionstypen: a) kleine hochfrequente Ripples, b) mittlere
Kontraktionen und c) lang andauernde große Kontraktionen.
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sogenannte Ripples, (b) mittlere Kontraktionen mit einer größeren Amplitude und (c) 

große Kontraktionen, welche über einen längeren Zeitraum andauerten. Die Ripples 

traten durchgängig mit einer Frequenz von 20,0 ± 0,5 Kontraktionen pro Minute 

(cpm – contractions per minute) und einer Dauer von 2,9 ± 0,1 s auf (Tabelle 1). Die 

mittleren Kontraktionen traten unter Kontrollbedingungen unregelmäßig auf und wurden 

von den großen Kontraktionen unterbrochen. Aus diesem Grund wurde die Frequenz 

nur in den Zeiträumen bestimmt, in denen die Kontraktionen kontinuierlich auftraten. 

Diese Analyse ergab für WT-Colon eine Frequenz von 3,3 ± 0,3 cpm mit einer 

durchschnittlichen Dauer von 4,7 ± 0,3 s je Kontraktion (Tabelle 2). Die großen 

Kontraktionen waren durch eine lange andauernde Kontraktion (39,4 ± 3,2 s) mit 

überlagerten kurzen Kontraktionen gekennzeichnet. Der zeitliche Abstand zwischen den 

einzelnen Kontraktionen variierte zwischen 1,5 und 6 min, weshalb die Frequenz nicht 

ausgewertet werden konnte und als ‚sporadisch‘ beschrieben wurde (Tabelle 3). 

Im Vergleich dazu zeigten Colonringe des globalen NO-GC-Knockouts (GCKO) ein sehr 

regelmäßiges und organisiertes Kontraktionsmuster (siehe Abbildung 9B). Die Ripples 

waren mit einer Frequenz von 2,3 ± 1,8 cpm und einer Dauer von 2,6 ± 0,2 s im 

Vergleich zum WT unverändert (siehe Tabelle 1). Mittels Immunhistochemie konnten wir 

keine Expression der NO-GC in ICC-SMP aufzeigen, welche als Schrittmacherzellen für 

die Ripples angesehen werden (Abbildung 10A;(Wang et al., 2014). Weder ODQ 

(Abbildung 10B und 10C) noch TTX (nicht abgebildet) führten zu einer Beeinflussung 

der Dauer bzw. Frequenz der Ripples. Demnach scheint die NO-GC nicht in die 

Generierung bzw. Regulation der Ripples involviert zu sein.  

Im Unterschied zu den Ripples führte das Fehlen der NO-GC in GCKO-Colon jedoch zu 

einem vermehrten Auftreten von mittleren Kontraktionen. Die Kontraktionen waren 

durchgängig vorhanden mit einer im Vergleich zu WT-Colon erhöhten Dauer von 

12,7 ± 1,6 s (WT: 4,7 ± 0,3 s) und einer verringerten Frequenz von 2,0 ± 0,1 cpm 

(WT: 3,3 ± 0,3 cpm; siehe Tabelle 2). Die großen Kontraktionen traten in GCKO-Colon 

sehr regelmäßig mit einer Frequenz von 0,40 ± 0,04 cpm und einer Dauer von 

31,4 ± 2,8 s auf (siehe Tabelle 3). 

Nach der Applikation des spezifischen NO-GC-Inhibitors ODQ glichen die Eigenschaften 

der Kontraktionen in WT-Colon denen von GCKO-Colon unter Kontrollbedingungen 

(siehe Abbildung 9A und 9B): Die mittleren Kontraktionen wurden deutlicher, wiesen eine 

verlängerte Dauer (Kontrollbedingungen: 4,7 ± 0,3 s; ODQ: 11,1 ± 1,3 s) sowie eine 

verringerte Frequenz (Kontrollbedingungen: 3,3 ± 0,3 cpm; ODQ: 2,5 ± 0,3 cpm) auf. 

Die großen Kontraktionen traten gehäuft auf und die Frequenz glich der von 

GCKO-Colon unter Kontrollbedingungen (WT: 0,36 ± 0,05 cpm; GCKO:  

 



Dauer (s) Frequenz (cpm)

Kontrolle
ODQ 

(10 µM)

TTX 
(1 µM)

Kontrolle 
ODQ 

(10 µM)

TTX 
(1 µM)

WT 4,7 ± 0,3 11,0 ± 1,3** 15,1 ± 2,0** 3,3 ± 0,3 2,5 ± 0,3 2,6 ± 0,2

GCKO 12,7 ± 1,6†† 13,0 ± 2,1 16,1 ± 1,2 2,0 ± 0,1†† 1,7 ± 0,2 1,9 ± 0,1

SMC-GCKO 6,7 ± 1,2 11,0 ± 1,9* 20,1 ± 3,4* 2,9 ± 0,3 2,2 ± 0,2 1,9 ± 0,2*

ICC-GCKO 7,6 ± 1,6 11,4 ± 1,0* 11,8 ± 2,0* 3,1 ± 0,5 2,5 ± 0,2 2,4 ± 0,3

SMC/ICC-

GCKO
14,5 ± 3,0† 13,4 ± 2,5 16,9 ± 2,3 1,8 ± 0,2†† 1,9 ± 0,1 1,9 ± 0,3

Dauer (s) Frequenz (cpm)

Kontrolle
+ ODQ
(10 µM)

Kontrolle
+ ODQ
(10 µM)

WT 39,4 ± 3,2 34,7 ± 2,2 sporadisch 0,36 ± 0,05

GCKO 31,4 ± 2,8 30,9 ± 1,9 0,40 ± 0,04 0,37 ± 0,01

SMC-GCKO 34,7 ± 2,1 36,5 ± 1,7 sporadisch sporadisch

ICC-GCKO 34,9 ± 3,4 31,9 ± 1,6 sporadisch 0,43 ± 0,05

SMC/ICC-GCKO 32,8 ± 0,8 35,5 ± 1,6 0,48 ± 0,14 0,45 ± 0,11

Tabelle 2: Dauer und Frequenz der mittleren Kontraktionen

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 5-6 Tieren. 
† = P<0,05; † † = P<0,01 verglichen mit WT

* = P<0,05; ** = P<0,01 verglichen mit Kontrollbedingungen

Tabelle 3: Dauer und Frequenz der großen Kontraktionen

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 4-6 Tieren.

Dauer (s) Frequenz (cpm)

Kontrolle
+ ODQ 
(10 µM)

Kontrolle
+ ODQ
(10 µM)

WT 2,9 ± 0,1 3,1 ± 0,2 19,8 ± 0,5 20,3 ± 1,2

GCKO 2,6 ± 0,2 2,8 ± 0,2 23,3 ± 1,8 21,8 ± 1,7

SMC-GCKO 3,2 ± 0,2 3,3 ± 0,2 20,3 ± 0,9 19,3 ± 0,5

ICC-GCKO 3,1 ± 0,2 3,1 ± 0,1 20,8 ± 1,4 20,3 ± 0,5

SMC/ICC-GCKO 3,0 ± 0,2 3,1 ± 0,2 19,0 ± 0,7 18,0 ± 0,9

Tabelle 1: Dauer und Frequenz der Ripples

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 4 Tieren.
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Abbildung 10: Detaillierte Analyse der Ripples

(A) Immunhistochemische Färbung des submukosalen Plexus mittels Antikörper

gegen NO-GC (rot) und cKit (grün). CM = zirkuläre Muskelschicht; ICC-IM = ICC

innerhalb der glatten Muskelschicht; ICC-MY = ICC des myenterischen Plexus;

ICC-SMP = ICC des submukosalen Plexus; LM = longitudinale Muskelschicht;

MP = myenterischer Plexus; Pfeil markiert ICC-SMP, die keine NO-GC exprimieren.

(B) Originalspuren der Ripples von WT- und GCKO-Colon unter

Kontrollbedingungen und in der Anwesenheit von ODQ (10 µM). (C) Statistische

Analyse von Frequenz und Dauer der Ripples vor und nach der Zugabe von ODQ.

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 4 pro Genotyp (ns = nicht signifikant).
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0,40 ± 0,04 cpm). Im Gegensatz dazu blieb das Kontraktionsmuster des GCKO-Colon 

unverändert (siehe Abbildung 9; Tabelle 2 und 3).  

Anschließend wurde der Effekt der neuronalen NO-Produktion auf die spontanen 

Kontraktionen mithilfe des nNOS-Inhibitors L-NAME evaluiert. L-NAME hatte die 

gleichen Auswirkungen auf die spontanen Kontraktionen von WT-Colon wie es zuvor mit 

ODQ beobachtet wurde (Abbildung 11): Die mittleren Kontraktionen waren prominenter 

und wiesen im Vergleich zu Kontrollbedingungen eine verlängerte Dauer 

(Kontrollbedingungen: 4,7 ± 0,3 s; L-NAME: 15,5 ± 2,9 s) sowie eine verringerte 

Frequenz (Kontrollbedingungen: 3,3 ± 0,3 cpm; L-NAME: 2,1 ± 0,3 cpm) auf (Tabelle 4). 

Die großen Kontraktionen entstanden ebenfalls vermehrt mit einer Frequenz von 

0,40 ± 0,04 cpm (Tabelle 5). Die spontanen Kontraktionen von GCKO-Colon zeigten wie 

erwartet keine Veränderung. Diese Ergebnisse zeigen, dass basal gebildetes NO im 

Colon der Maus sowohl die mittleren als auch die großen Kontraktionen der zirkulären 

Muskelschicht moduliert. 

 

 

  



1 min

1 mN

�

�

GCKO

WT
+ L-NAME

+ L-NAME

Abbildung 11: Effekt von L-NAME auf spontane Kontraktionen

Abgebildet sind repräsentative Aufnahmen der spontanen Kontraktionen von

WT- und GCKO-Colon unter Kontrollbedingungen und in der Anwesenheit von

L-NAME (200 µM).
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4.2.1.2.  Kontraktionsmuster der zirkulären Muskelschicht von zellspezifischen 

Knockout-Mäusen 

Um die spezifische Beteiligung der NO-GC in ICC und SMC an der Modulation der 

mittleren und großen Kontraktionen zu evaluieren, wurden Colonringe von 

Knockout-Mäusen, denen die NO-GC spezifisch in ICC, SMC oder in beiden Zelltypen 

fehlt, in das Organbad eingespannt. Frequenz und Dauer der Ripples aller 

zellspezifischen Knockout-Mäuse unterschieden sich nicht von denen in WT- und 

GCKO-Colon (siehe Tabelle 1), weshalb auf diese nicht näher eingegangen wurde. Ein 

detaillierter Vergleich der mittleren und großen Kontraktionen zwischen den Genotypen 

erfolgt separat in den Abschnitten 4.2.1.3. und 4.2.1.4. 

Evaluation des SMC-GCKO 

Zunächst sollte die Deletion der NO-GC in SMC-GCKO nachgewiesen werden. Der 

Nachweis der NO-GC in SMC war mittels Immunhistochemie nicht möglich, da die 

verhältnismäßig starke Expression der NO-GC in ICC und FLC die Darstellung in den 

SMC erschwerte. Aus diesem Grund wurde die In-situ-Hybridisierung angewendet, um 

die Deletion der NO-GC auf mRNA-Ebene nachzuweisen. Querschnitte von 

Colongewebe von WT und SMC-GCKO wurden mit Sonden, welche die β1-Untereinheit 

bzw. die α2-Untereinheit der NO-GC spezifisch erkennen, inkubiert. In Bezug auf die 

Evaluierung der Deletionseffizienz wird im Folgenden nur auf die β1-Untereinheit der 

NO-GC eingegangen. Diese war im WT in der gesamten Muskelschicht gleichmäßig 

exprimiert (rote Punkte; Abbildung 12A). Im Gegensatz dazu wies die Muskelschicht des 

SMC-GCKO eine stark verminderte Expression der β1-Untereinheit auf. Die verminderte 

Expression der NO-GC-mRNA in SMC-GCKO-Colon deutet demnach auf eine effektive 

Deletion des Exon 10 im Gen der NO-GC β1-Untereinheit in SMC und einen daraus 

resultierenden Verlust der funktionellen NO-GC hin. Das Kontraktionsmuster von 

SMC-GCKO-Colon glich dem von WT-Colon (Abbildung 12B). Die mittleren 

Kontraktionen wiesen eine Dauer von 6,7 ± 1,2 s sowie eine Frequenz von 2,9 ± 0,3 cpm 

auf (siehe Tabelle 2). Die großen Kontraktionen hatten eine Dauer von 34,7 ± 2,1 s 

(siehe Tabelle 3) und traten ebenfalls sporadisch auf. Der Abstand zwischen den 

einzelnen Kontraktionen variierte von 1,0 min bis 7,0 min.  

Evaluation des ICC-GCKO 

Die Deletion der NO-GC in ICC wurde mittels Immunhistochemie nachgewiesen. Hierfür 

wurden Antikörper gegen NO-GC (rot) und die Tyrosinkinase cKit (grün) verwendet. 

Abbildung 13A zeigt den mit Antikörpern gefärbten myenterischen Plexus von WT- und 

ICC-GCKO-Colon. Im WT-Gewebe war eine eindeutige Kolokalisation der Antikörper 

gegen cKit und NO-GC zu erkennen (gelbe Farbe). Die durch Tamoxifen induzierte 

 



B

1 min

1 mN

+ TTX

+ ODQ

A

S
M

C
-G

C
K

O
W

T

50 µm 20 µm

20 µm50 µm

Abbildung 12: Evaluation von SMC-GCKO-Colon

(A) in-situ-Hybridisierung von Querschnitten von WT- und SMC-GCKO-Colon. Die

NO-GC wurde durch Sonden, welche die mRNA der β1-Untereinheit (rote Punkte)

sowie die mRNA der α2-Untereinheit (blaue Punkte) der NO-GC spezifisch

erkennen, sichtbar gemacht. Einzelne Punkte markieren einzelne mRNA-Moleküle.

Gestrichelte Rahmen markieren den Vergrößerungsausschnitt (Bilder rechts). (B)

Repräsentative Originalaufnahmen der Kontraktionsmuster von SMC-GCKO-Colon

unter Kontrollbedingungen und in der Anwesenheit von ODQ (10 µM) und TTX

(1 µM). Gestrichelte Ovale verdeutlichen die identische Form der mittleren

Kontraktionen in der Anwesenheit von ODQ und TTX.
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Abbildung 13: Evaluation von ICC-GCKO-Colon

(A) Immunhistochemische Färbung des myenterischen Plexus von WT- und

ICC-GCKO-Colon. Es wurden Antikörper gegen NO-GC (rot) und cKit (grün)

verwendet. Gelbe Signale zeigen die Kolokalisation der beiden Signale. Weißer Pfeil

markiert eine einzelne cKit-positive Zelle, die trotz induzierter Deletion noch eine

NO-GC-Expression aufweist. (B) Repräsentative Originalaufnahmen der

Kontraktionen von ICC-GCKO-Colon unter Kontrollbedingungen und in der

Anwesenheit von ODQ (10 µM) und TTX (1 µM). Gestrichelte Ovale verdeutlichen

die identische Form der mittleren Kontraktionen in der Anwesenheit von ODQ und

TTX.

merge

Wiedergabe aus „Nitrergic signaling via interstitial cells of Cajal regulators motor activity in murine colon “;

Lies B, Beck K, Keppler J, Saur D, Groneberg D, Friebe A; J Physiol . (2015) mit Genehmigung von WILEY.
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Exzision des Exon 10 in ICC-GCKO-Gewebe führte zu einem fast vollständig fehlenden 

NO-GC-Signal in cKit-positiven Zellen. Lediglich eine Zelle zeigte eine Kolokalisation von 

NO-GC und cKit (weißer Pfeil, siehe Abbildung 13A). Die Auszählung der 

NO-GC-exprimierenden, cKit-positiven Zellen in ICC-GCKO-Colon ergab eine 

Ausschnittrate von 97 %.  

Das Kontraktionsmuster der ICC-GCKO-Colonringe glich dem des WT (Abbildung 13B). 

Die mittleren Kontraktionen wiesen eine Dauer von 7,6 ± 1,6 s sowie eine Frequenz von 

3,1 ± 0,5 cpm auf (siehe Tabelle 2). Wie im WT traten die großen Kontraktionen 

sporadisch und unregelmäßig mit einer Dauer von 34,9 ± 3,4 s auf (siehe Tabelle 3). Die 

Zeitspanne zwischen den einzelnen Kontraktionen erstreckte sich von 1,0 bis 6,0 min. 

Evaluation des SMC/ICC-GCKO 

Die Kreuzung von ICC-GCKO- und SMC-GCKO-Tieren führte zu Mäusen, denen die 

NO-GC spezifisch in SMC und ICC fehlte (SMC/ICC-GCKO). Abbildung 14A zeigt das 

typische Kontraktionsmuster des SMC/ICC-GCKO. Interessanterweise ähnelt dieses 

Kontraktionsmuster dem des GCKO (Abbildung 14B): Die mittleren Kontraktionen traten 

mit einer Dauer von 14,5 ± 3,0 s und einer Frequenz von 1,8 ± 0,2 cpm auf (siehe 

Tabelle 2). Die großen Kontraktionen zeigten eine Frequenz von 0,48 ± 0,14 cpm und 

eine Dauer von 32,8 ± 0,8 s (siehe Tabelle 3).  

 

4.2.1.3.  Detaillierte Analyse der mittleren Kontraktionen 

Im Anschluss daran wurden die mittleren Kontraktionen im Detail analysiert. Die mittleren 

Kontraktionen in WT-Colon wiesen eine durchschnittliche Dauer von 4,7 ± 0,3 s. 

Während die Dauer der Kontraktionen in SMC-GCKO- und ICC-GCKO-Colon den 

Messwerten von WT-Colon ähnelte (6,7 ± 1,2 s bzw. 7,6 ± 1,6 s), waren die mittleren 

Kontraktionen in SMC/ICC-GCKO und GCKO Colon signifikant verlängert (siehe Tabelle 

2). 

Inhibition der NO-GC durch ODQ führte zu mittleren Kontraktionen, die in allen 

Mauslinien identischen waren (Dauer ca. 12 s; Frequenz ca. 2,2 cpm; siehe Tabelle 2). 

Lediglich die Dauer und Frequenz der mittleren Kontraktionen von GCKO- und 

SMC/ICC-GCKO-Colon blieb unverändert. Demzufolge ist die Dauer der mittleren 

Kontraktionen durch eine simultane Aktivität der NO-GC in SMC und ICC beeinflusst, 

was in einer Erhöhung der Frequenz und einer verkürzten Dauer resultiert. 

Nach der Zugabe von TTX (Abbildung 12B, 13B, 14A und B) traten die mittleren 

Kontraktionen weiterhin auf und Frequenz und Dauer der Kontraktionen zeigten die 

gleichen Veränderung wie in Anwesenheit von ODQ (siehe Tabelle 2). Diese Ergebnisse 

zeigen, dass die mittleren Kontraktionen myogenen Ursprungs sind und durch neuronal 

ausgeschüttete Transmitter moduliert werden. 



+ TTX

SMC/ICC-GCKOA GCKO

+ TTX

B

1 min

1 mN

Abbildung 14: Kontraktionsmuster von SMC/ICC-GCKO- und GCKO-Colon

Repräsentative Spuren von SMC/ICC-GCKO- (A) und GCKO-Colon (B) unter

Kontrollbedingungen und in der Anwesenheit von TTX (1 µM). Gestrichelte Ovale

verdeutlichen die identische Form der mittleren Kontraktionen unter

Kontrollbedingungen und in der Anwesenheit von TTX.
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4.2.1.4.  Detaillierte Analyse der großen Kontraktionen 

Die großen Kontraktionen wurden entsprechend der mittleren Kontraktionen 

ausgewertet. In WT-Colon wiesen die großen Kontraktionen eine durchschnittliche 

Dauer von 39,4 ± 3,2 s auf (siehe Tabelle 3). Die Dauer der großen Kontraktionen in den 

übrigen Knockout-Mauslinien war identisch. Im Hinblick auf die Frequenz konnten zwei 

Muster unterschieden werden: In WT-, SMC-GCKO- und ICC-GCKO-Colonringen traten 

die großen Kontraktionen sporadisch auf (siehe Tabelle 3). Im Gegensatz dazu traten 

die großen Kontraktionen in GCKO- und SMC/ICC-GCKO-Colon regelmäßig auf, die 

Frequenz betrug ca. 0,5 cpm. In Anwesenheit von ODQ glichen Frequenz von WT- und 

ICC-GCKO-Kontraktionen der von GCKO-Colon unter Kontrollbedingungen. Lediglich in 

SMC-GCKO-Präparationen blieb das sporadische Muster der großen Kontraktionen 

erhalten. Eine Erklärung hierfür konnte bislang jedoch noch nicht gefunden werden. 

Dennoch kann anhand der Ergebnisse des SMC/ICC-GCKO- sowie GCKO-Colon auf 

die Wichtigkeit des inhibitorischen Einfluss der NO-GC in beiden Zelltypen auf die 

zyklische Motoraktivität geschlossen werden.  

TTX unterdrückte die großen Kontraktionen in allen Genotypen 

(Abbildung 12B, 13B, 14A und B), was deren neurogenen Ursprung zeigt.  

 

4.4.1.5.  Pharmakologische Aktivierung der NO-GC und deren Effekte auf den 

Muskeltonus 

Im Folgenden wurde die Auswirkung einer akuten NO-GC-Aktivierung auf die 

Colon-Kontraktilität evaluiert. Der radikalische NO-Donor DEA-NO führte in 

WT-Colonringen zur Unterdrückung der mittleren und großen Kontraktionen sowie zu 

einer Reduktion des Muskeltonus (90,0 ± 4,8 % der maximalen durch IBMX induzierten 

Relaxation; Abbildungen 15A und B). Im Gegensatz dazu blieben sowohl die spontanen 

Kontraktionen als auch der Muskeltonus in GCKO-Colon nach NO-Gabe unverändert. 

ICC-GCKO-Colonringe glichen denen des WT; auch hier wurden die spontanen 

Kontraktionen durch DEA-NO unterdrückt und der Muskeltonus vermindert 

(89,0 ± 11,2 %). In SMC-GCKO-Gewebe wurden zwar die spontanen Kontraktionen 

durch DEA-NO unterdrückt, allerdings blieb der Muskeltonus unbeeinflusst.  

Umgekehrt führte die Inhibition der NO-GC durch ODQ zu einem Anstieg des 

Muskeltonus in WT- und ICC-GCKO-Präparationen (75,0 ± 18,8 % bzw. 84,0 ± 24,7 %), 

wohingegen der Muskeltonus in GCKO- und SMC-GCKO-Colon unverändert blieb 

(Abbildung 16A und B). Colonringe des SMC/ICC-GCKO zeigten die gleichen Effekte 

wie SMC-GCKO-Colon (nicht abgebildet). Diese Ergebnisse zeigen die spezifische 

nitrerge Regulation des Muskeltonus über die NO-GC in SMC. 
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Abbildung 15: Effekt des NO-Donors DEA-NO auf die zirkuläre Muskelschicht

(A) Effekt von DEA-NO (10 µM) auf proximale Colonringe von WT, GCKO,

SMC-GCKO und ICC-GCKO. Schwarze Pfeile markieren den Zeitpunkt der

DEA-NO-Gabe; schwarze gestrichelte Linien den Ruhetonus; grüne gestrichelte

Linien den Tonus nach DEA-NO-Gabe; grüne Pfeile verdeutlichen die relative

Tonusänderung. (B) Statistische Analyse des Muskeltonus nach der Zugabe von

DEA-NO (10 µM). Angegeben sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 pro Genotyp

(ns = nicht signifikant, **P<0.01 verglichen mit WT).
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Abbildung 16: Effekt von ODQ auf den Muskeltonus

(A) Effekt von ODQ (10 µM) auf proximale Colonringe von WT, GCKO, SMC-GCKO

und ICC-GCKO. Schwarze Pfeile markieren den Zeitpunkt der ODQ-Gabe; schwarz

gestrichelte Linien markieren den Ruhetonus; rot gestrichelte Linien den Tonus nach

ODQ-Gabe; rote Pfeile verdeutlichen die relative Tonusänderung. (B) Statistische

Analyse des Muskeltonus nach NO-GC-Inhibierung durch ODQ (10 µM). Angegeben

sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 pro Genotyp (ns = nicht signifikant, **P<0.01

verglichen mit WT).
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4.2.2.  Analyse der Colonmotilität mithilfe von Kontraktionsmusterkarten 

4.2.2.1.  Charakteristika der Kontraktionsmusterkarten unter Kontrollbedingungen 

In den vorangegangenen Untersuchungen wurden die spontanen Kontraktionen von 

kleinen Colonringen in Hinblick auf Dauer und Frequenz untersucht. Da es sich bei 

einem Teil dieser Kontraktionen um fortpflanzende Kontraktionen handelte, wurden im 

Folgenden die Bewegungsabläufe des gesamten Colons mithilfe von 

Kontraktionsmusterkarten analysiert. Hierfür wurde das gesamte Colon in einem 

Organbad fixiert und die Bewegungen des Darms mit einer Kamera aufgenommen. Die 

Videoaufnahmen wurden anschließend in Kontraktionsmusterkarten konvertiert. 

Abbildung 17A zeigt eine repräsentative Karte eines WT-Colons. In den Karten war der 

Durchmesser entlang der Länge des Colons (y-Achse) über der Zeit (x-Achse) 

aufgetragen. Die Skalierung erfolgte anhand der Grautöne: Eine weiße Färbung 

signalisierte einen großen Durchmesser, das heißt eine Relaxation; eine schwarze 

Färbung einen kleinen Durchmesser, das heißt eine Kontraktion. Da die Grautöne nicht 

auf einen definierten Durchmesser normiert waren, konnten sie nicht zum direkten 

Vergleich des absoluten Durchmessers herangezogen werden. Diese 

Kontraktionsmusterkarten eignen sich besonders zur Analyse der ‚long distance 

contractions‘ (LDC). Diese Kontraktionen sind Teil des ‚colonic migrating motor complex‘ 

(CMMC) und nach ihrer Eigenschaft benannt, sich über mindestens zwei Drittel des 

Colons fortzupflanzen. In WT-Colon waren diese Kontraktionen durch eine initiale 

Relaxationsphase (Abbildung 17A – „1“) und eine propulsive Kontraktionsphase 

(Abbildung 17A– „2“) charakterisiert. Nach der Kontraktionsphase entspannte sich das 

Colon, bis eine neue Relaxationsphase initiiert wurde. Die LDC begannen im proximalen 

Teil und pflanzten sich entlang der gesamten Länge des Colons fort; die Frequenz betrug 

0,43 ± 0,03 cpm (Abbildung 17A und 18A). Während des gesamten Experiments wurde 

das Colon kontinuierlich mit einer Pufferlösung durchspült. Die Aufzeichnung der 

Ausflusstropfen (Abbildung 17; Pfeilspitzen) ermöglichte eine Korrelation des Ausflusses 

mit den LDC, wodurch Rückschlüsse auf die Effektivität der einzelnen Kontraktionen 

gezogen werden konnten. In WT-Präparationen führten 94,1 ± 4,0 % der Kontraktionen 

zu einem Austritt von Flüssigkeit (Abbildung 18B).  

In GCKO-Colon traten die LDC, verglichen mit WT, mit einer erhöhten Frequenz von 

0,69 ± 0,04 cpm auf (siehe Abbildung 17B und 18A). Im Vergleich zu WT-Colon konnten 

jedoch keine klaren Phasen definiert werden. Vielmehr schienen die glatten 

Muskelschichten des Colons in einem definierten Zeitfenster segmentiert zu 

kontrahieren: Die Kontraktionen wanderten lediglich über kurze Distanzen und waren 

besonders im proximalen Teil von stetig relaxierten Bereichen unterbrochen. Zudem  
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Abbildung 17: Kontraktionsmusterkarten von WT- und GCKO-Colon

Repräsentative Kontraktionsmusterkarten von WT (A) und GCKO (B)

‚whole colon‘-Präparationen. Skalierung des Durchmessers erfolgt anhand der

Grautöne, wobei Weiß eine Relaxation (1) und Schwarz eine Kontraktion (2)

signalisiert. Die weißen Pfeilspitzen markieren den Zeitpunkt eines Ausflusstropfens.

GCKO

1 cm

2 min

1

2

proximal

distal

1 cm

2 min

2 min

1 cm

proximal

distal

1

2

2

1

A

B

59



WT

0,2

0,4

0,6

0,8
L
D

C
-F

re
q
u
e
n
z
 (

c
p
m

)

**

GCKO ICC-

GCKO

SMC-

GCKO

0

A

*

**

ns

WT

40

60

80

100

L
D

C
-E

ff
e
k
ti
v
it
ä
t 
(%

)

**

GCKO ICC-

GCKO

SMC-

GCKO

0

20

B

**
**

ns

Abbildung 18: Frequenz- und Effektivitätsanalyse der LDC

Graphen zeigen statistische Analyse der Frequenz sowie der Effektivität der LDC

von WT-, GCKO-, SMC-GCKO- und ICC-GCKO-Colon unter Kontrollbedingungen

(A/B) sowie in der Anwesenheit von 200 µM L-NAME (C/D). Angegeben sind

Mittelwerte ± SEM von n = 6 pro Genotyp (ns = nicht signifikant; * = P<0,05;

**P<0.01 verglichen mit WT).
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fanden sich gehäuft retrograd gerichtete Kontraktionen (siehe Abbildung 17 – grüne 

Pfeile). Die Analyse der Ausflusstropfen zeigte eine verringerte Effektivität im Vergleich 

zu WT-Colon: Lediglich 59,0 ± 7,5 % der Kontraktionen hatten einen Ausfluss zur Folge 

(siehe Abbildung 18B). 

Anschließend wurden die zellspezifischen Knockout-Tiere untersucht. In 

SMC-GCKO-Colon war die Frequenz der LDC verglichen mit WT-Colon unverändert 

(0,43 ± 0,01 cpm; Abbildung 19A und 18A). Jedoch war die Effektivität der Kontraktionen 

von SMC-GCKO-Colon beeinträchtigt: Durchschnittlich führten nur 68,5 ± 4,9 % der 

Kontraktionen zu einem Ausfluss (siehe Abbildung 18B). Im Gegensatz zu GCKO-Colon 

waren die Ausflusstropfen jedoch auf einzelne Kontraktionen konzentriert (siehe 

Abbildung 19A – grün gestrichelte Ovale). Besonders auffällig war, dass diese 

Kontraktionen durch definiert ausgebildete Relaxations- und Kontraktionsphasen 

gekennzeichnet waren. 

In ICC-GCKO-Colon war die Frequenz der LDC mit durchschnittlich 0,36 ± 0,02 cpm 

leicht reduziert (siehe Abbildung 19B und 18A). Ähnlich wie WT-Colon hatten 

92,8 ± 4,0 % der Kontraktionen einen Ausfluss zur Folge (siehe Abbildung 18B), obwohl 

die Form der LDC keine eindeutige Einteilung in Relaxationsphase und 

Kontraktionsphase erlaubte. Lediglich im distalen Teil konnte eine klare Unterscheidung 

der zwei Phasen getroffen werden. Im proximalen Teil dagegen traten die Kontraktionen 

ähnlich wie in GCKO-Colon nur lokal auf.  

 

4.2.2.2.  Einfluss von L-NAME auf ‘long distance contractions’ 

Um den Einfluss von basalem NO auf die LDC zu analysieren, wurde die nNOS mithilfe 

des NOS-Inhibitors L-NAME inhibiert. L-NAME erhöhte die Frequenz der LDC in 

WT-Colon (Kontrollbedingungen: 0,43 ± 0,03 cpm; L-NAME:0,73 ± 0,04 cpm), SMC-

GCKO-Colon (Kontrollbedingungen: 0,43 ± 0,01 cpm; L-NAME 0,61 ± 0,02 cpm) und 

ICC-GCKO-Colon (Kontrollbedingungen: 0,36 ± 0,02 cpm; L-NAME: 0,60 ± 0,05 cpm), 

die mit der Frequenz von GCKO-Colon unter Kontrollbedingungen (0,69 ± 0,04 cpm) 

identisch war (Abbildung 20, 21 und 18C). In GCKO-Colon war die Frequenz mit 

0,57 ± 0,02 cpm leicht verringert (siehe Abbildung 20 und 18C). Weiterhin führte 

L-NAME zu einer verminderten Effektivität der Kontraktionen in WT-Colon (56,9 ± 4,7 %) 

und ICC-GCKO-Colon (69,8 ± 7,5 %; Abbildung 18D). Auch in SMC-GCKO-Colon war 

der Anteil der effektiven Kontraktionen geringfügig verringert (58,0 ± 6,1 %), wohingegen 

die Effektivität der Kontraktionen von GCKO-Colon von L-NAME unbeeinflusst blieb 

(65,7 ± 11,2 %). Die Form der einzelnen LDC glich in Anwesenheit von L-NAME der von 

GCKO-Colon unter Kontrollbedingungen: Innerhalb der LDC konnten keine  

 



Abbildung 19: Kontraktionsmusterkarten von SMC-GCKO- und ICC-GCKO-Colon

Repräsentative Kontraktionsmusterkarten von SMC-GCKO (A) und ICC-GCKO (B)

‚whole colon‘-Präparationen. Die weißen Pfeilspitzen markieren jeweils den Zeitpunkt

eines Ausflusstropfens; grün gestrichelte Ovale auffällige LDC in SMC-GCKO-Colon,

die einen gehäuften Ausfluss zur Folge hatten.
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Abbildung 20: Effekt von L-NAME auf LDC in WT- und GCKO-Colon

Repräsentative Kontraktionsmusterkarten von WT (A) und GCKO (B)

‚whole colon‘-Präparationen in Anwesenheit von L-NAME (200 µM). Die weißen

Pfeilspitzen markieren jeweils den Zeitpunkt eines Ausflusstropfens; grün

gestrichelte Ovale stark dilatierte Bereiche innerhalb eines LDC, die die fortlaufende

Kontraktion unterbrechen.
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Abbildung 21: Effekt von L-NAME auf LDC in SMC-GCKO- und ICC-GCKO-Colon

Repräsentative Kontraktionsmusterkarten von ICC-GCKO und SMC-GCKO

‚whole colon‘-Präparationen in Anwesenheit von L-NAME (200 µM). Die weißen

Pfeilspitzen markieren jeweils den Zeitpunkt eines Ausflusstropfens; grün gestrichelte

Ovale stark dilatierte Bereiche innerhalb eines LDC, die die fortlaufende Kontraktion

unterbrechen.
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Relaxations- und Kontraktionsphasen definiert werden. Stattdessen wiesen die 

Präparationen segmentierte Kontraktionen innerhalb eines definierten Zeitfensters auf. 

Des Weiteren propagierten die Kontraktionen lediglich über kurze Distanzen und zeigten 

eine vermehrte retrograde Ausrichtung. Besonders charakteristisch waren stark dilatierte 

Bereiche des proximalen Colons (siehe Abbildung 19 und 20 – grün gestrichelte Ovale). 

Diese Daten zeigen einen regulatorischen Einfluss der NO-GC einerseits auf die 

Frequenz, andererseits auf die Effektivität der einzelnen LDC. Hierbei scheint die 

Effektivität vor allem durch die NO-GC in SMC beeinflusst zu sein. An der Regulation 

der Frequenz ist dagegen sowohl die NO-GC in ICC als auch in SMC beteiligt.  

 

4.2.2.3.  Durchmesseranalyse 

Da die NO-GC einen Einfluss auf den Muskeltonus in Colonringen hatte, wurde im 

Folgenden der Durchmesser des gesamten Colonpräparats analysiert. Durch fehlende 

Standardisierung konnte der Durchmesser nicht direkt anhand der Grautöne aus den 

Karten abgelesen werden, weshalb Plot-Profile erstellt wurden (Abbildung 22 und 23). 

Hierfür wurden verschiedene Profilebene definiert (siehe Abbildung 22 und 23 – blaue 

Linien): Eine Profilebene parallel zur Zeitachse resultierte demnach in einem neuen Plot, 

in dem der Durchmesser über der Zeit aufgetragen wird (Abbildung 22 und 23 – Plots 

ober- (a) bzw. unterhalb (b) der Karte). Eine weitere Profilebene parallel zur Colonlänge 

führte dementsprechend zu einem Plot, in dem der Durchmesser über der Colonlänge 

aufgetragen wurde (Abbildung 22 und 23 – Plot rechts (c) der Karte). Auf diese Weise 

konnte eine detailliertere Analyse der Ausprägungsform der LDC durchgeführt werden. 

WT-Colon zeigte ein strukturiertes Durchmesserprofil im proximalen Colon: Der Darm 

kontrahierte in regelmäßigen Abständen bei gleichzeitiger aboraler Erweiterung des 

Durchmessers. Die Amplitude der Kontraktionen war bei allen Kontraktionen nahezu 

identisch, sodass die Minima und Maxima der Amplitude eine Grenzlinie ausbildeten 

(siehe Abbildung 22Aa – grün gestrichelte Linien). Im distalen Teil dagegen war ein 

basaler Tonus zu erkennen, der lediglich während der relaxierenden Phase der LDC 

reduziert wurde und so eine Vergrößerung des Durchmessers verursachte (siehe 

Abbildung 22Ab). Die Ausflusstropfen korrelierten exakt mit den Zeitpunkten des 

kleinsten Durchmessers im proximalen sowie den größten Durchmessern im distalen 

Teil des Colons. Diese Synchronisation des proximalen und distalen Colons spiegelte 

sich ebenfalls im Plot-Profil entlang des Colons wieder. Das proximale Colon war 

kontrahiert (siehe Abbildung 22Ac – rote Pfeile), wohingegen der distale Teil stark 

relaxiert war (siehe Abbildung 22Ac – grüne Pfeile). 

Das Durchmesserprofil von GCKO-Colon war im proximalen Teil weniger klar strukturiert  
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Abbildung 22: Durchmesseranalyse der Kontraktionsmusterkarten von WT

und GCKO

Repräsentative Plot-Profile aufgetragen als Durchmesser über der Zeit im

proximalen (Plot oberhalb der Karte - a) und distalen (Plot unterhalb der Karte - b)

Colonabschnitt sowie entlang der Colon-Achse (Plot rechts der Karte - c) von

WT- (A) und GCKO-Kontraktionsmusterkarten (B). Rote Pfeile = Kontraktion; grüne

Pfeile = Relaxation; blaue Linien = Plot-Profil-Ebene; rote Linien = Zeitpunkt der

Ausflusstropfen

A

B

a

b

c

a

b

c

66



ICC-GCKO

Zeit (s)
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800D

u
rc

h
m

e
s
s
e
r 

(c
m

)

0,30

0,20

SMC-GCKO
Zeit (s)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

1

2

3

4

5

0,3 0,4
Durchmesser (cm)

0,5

C
o
lo

n
lä

n
g
e

(c
m

)

0D
u
rc

h
m

e
s
s
e
r

(c
m

)

0,30

0,50

0,40

D
u
rc

h
m

e
s
s
e
r 

(c
m

)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

0,35

0,30

0,20

0,25

0,50

0,40

0,30

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

1

2

3

4

5

0,2 0,3
Durchmesser (cm)

C
o
lo

n
lä

n
g
e

(c
m

)

0D
u
rc

h
m

e
s
s
e
r 

(c
m

) Zeit (s)

Zeit (s)

Abbildung 23: Durchmesseranalyse der Kontraktionsmusterkarten von

SMC-GCKO und ICC-GCKO

Repräsentative Plot-Profile aufgetragen als Durchmesser über der Zeit im

proximalen (Plot oberhalb der Karte - a) und distalen (Plot unterhalb der Karte - b)

Colonabschnitt sowie entlang der Colon-Achse (Plot rechts der Karte - c) von

SMC-GCKO- (A) und ICC-GCKO-Kontraktionsmusterkarten (B). Rote

Pfeile = Kontraktion; grüne Pfeile = Relaxation; Blaue Linien = Plot-Profil-Ebene;

rote Linien = Zeitpunkt der Ausflusstropfen
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(siehe Abbildung 22B). So wiesen die einzelnen Kontraktionen im Gegensatz zu 

WT-Colon unterschiedliche Amplituden auf und die Zeitspanne zwischen den 

Kontraktionen variierte (siehe Abbildung 22Ba). Im distalen Teil zeigte sich ähnlich wie 

in WT-Colon ein basaler Tonus, jedoch wurde dieser zum Zeitpunkt der LDC von einer 

Kontraktion unterbrochen (siehe Abbildung 22Bb). Des Weiteren konnten die 

Ausflusstropfen nicht eindeutig den Relaxationen bzw. Kontraktionen zugeordnet 

werden. Der Verlauf des Durchmessers entlang des Colons zeigte eine leichte 

Kontraktion im proximalen Teil, der eine starke Relaxation folgte. Diese Relaxation 

beschränkte sich jedoch lediglich auf den proximalen Teil, wohingegen der distale 

Abschnitt stark kontrahiert war (siehe Abbildung 22Bc). Dies könnte unter anderem die 

Ursache für die verminderte Effektivität sein Tropfen auszustoßen. 

In SMC-GCKO-Colon wies das Durchmesserprofil des proximalen Colons ebenfalls eine 

unstrukturierte Form auf (siehe Abbildung 23A). Wie in GCKO-Colon variierten auch hier 

die maximalen und minimalen Werte des Durchmessers (siehe Abbildung 23Aa). Im 

distalen Teil war nur schwer eine Grundlinie zu erkennen. Diese wurde, ähnlich wie in 

WT-Colon, teilweise von starken Relaxationen unterbrochen (siehe Abbildung 23Ab). 

Interessanterweise korrelierten diese wenigen Relaxationen mit den LDC, die einen 

vermehrten Ausfluss zur Folge hatten. Daraus lässt sich schließen, dass diese LDC, 

bedingt durch die koordinierte Relaxations- und Kontraktionsphase, effizienter waren als 

die übrigen. Das Durchmesserprofil entlang des Colons von SMC-GCKO ähnelte dem 

von GCKO-Colon. Hier war ebenfalls eine anfängliche Kontraktion im proximalen Teil 

(siehe Abbildung 23Ac – rote Pfeile) gefolgt von einer starken Relaxation zu sehen 

(siehe Abbildung 23Ac – grüne Pfeile). Der gesamte distale Teil war wiederum stark 

kontrahiert. 

Proximales Colon von ICC-GCKO wies ebenfalls ein unstrukturiertes Durchmesserprofil 

auf (siehe Abbildung 23B). Besonders auffällig war das Plot-Profil des distalen 

Colonabschnittes (siehe Abbildung 23Bb). Im Gegensatz zu den anderen Genotypen 

war hier kein Basaltonus zu erkennen. Vielmehr zeigte er ein dem proximalen Abschnitt 

ähnliches Muster: Einer Kontraktion folgte ein gradueller Anstieg des Durchmessers bis 

erneut eine Kontraktion folgte. Interessanterweise wurde der Ausstoß der Flüssigkeit in 

den meisten Fällen durch diese Kontraktionen initiiert. Der Durchmesserverlauf entlang 

des LDC zeigte sowohl Eigenschaften von WT- sowie GCKO-Colon. Zum Zeitpunkt der 

proximalen Kontraktion war der mittlere Abschnitt des Colons stark kontrahiert (siehe 

Abbildung 23Bc – rote Pfeile), während der distale Abschnitt stark relaxiert war (siehe 

Abbildung 23Bc – grüne Pfeile). Es ist daher anzunehmen, dass die starke Kontraktion 

des mittleren Teils einen Flüssigkeitsaustritt erschwert, der von Kontraktionen des 
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proximalen Teils hervorgerufen würde. Der Ausfluss wird daraufhin durch ausgeprägte 

Kontraktionen im distalen Abschnitt kompensiert. 

Anhand der Plot-Profile konnten die absoluten Durchmesser der proximalen und distalen 

Colonabschnitte bestimmt werden. Der Durchmesser des proximalen Colons 

unterschied sich nicht zwischen WT (0,32 ± 0,02 cm), GCKO (0,33 ± 0,02 cm) und 

ICC-GCKO (0,36 ± 0,01 cm; Abbildung 24A). Interessanterweise war das proximale 

Colon von SMC-GCKO (0,44 ± 0,01 cm) im Vergleich zu den anderen Genotypen 

signifikant erweitert. Im distalen Abschnitt zeigte lediglich GCKO-Colon einen stark 

verringerten Durchmesser (GCKO: 0,16 ± 0,01 cm; WT: 0,22 ± 0,02 cm; siehe 

Abbildung 24B). Die Anwesenheit von L-NAME führte zu einer signifikanten 

Vergrößerung des proximalem Colon-Durchmessers in WT (0,39 ± 0,02 cm), 

ICC-GCKO (0,33 ± 0,02 cm) und SMC-GCKO (0,49 ± 0,01 cm (Abbildung 24C). Im 

distalen Abschnitt verringerte sich dagegen der Colondurchmesser in WT 

(0,19 ± 0,01 cm) und SMC-GCKO (0,22 ± 0,01 cm) und ICC-GCKO (0,22 ± 0,01 cm; 

Abbildung 24D). Der Durchmesser von GCKO-Colon änderte sich nicht durch L-NAME. 

Diese Analysen der Plot-Profile zeigen, dass eine koordinierte Regulation des 

Durchmessers während der LDC für einen effizienten Flüssigkeitsaustritt erforderlich ist. 

In diese Regulation scheinen sowohl die NO-GC in SMC als auch in ICC involviert zu 

sein. Die Ergebnisse des SMC-GCKO lassen zudem eine übergeordnete Rolle der 

NO-GC in SMC bei der Synchronisation und damit der Effektivität der Kontraktionen 

vermuten.  

 

4.2.2.4.  Effekt von TTX und Hexamethonium auf LDC 

Zur Evaluation des neuronalen Einflusses auf die LDC wurden TTX und der neuronale 

nikotinische Acetylcholin-Rezeptor-Antagonist Hexamethonium verwendet. In der 

Anwesenheit von TTX oder Hexamethonium waren die LDC vollständig unterdrückt 

(Abbildung 25). Durch den mangelnden Ausstoß der Flüssigkeit, zeigte sich der 

proximale Teil des Colons aufgrund des Volumens stark erweitert. Es waren zwar 

weiterhin Ausflusstropfen vorhanden, die jedoch erst nach einer gewissen Zeit in 

regelmäßigen Abständen von 85,1 ± 1,6 s auftraten. Die Menge des Ausflusses 

entsprach dem Durchflussvolumen von 30 µl min-1. Dies lässt vermuten, dass die 

Ausflusstropfen lediglich eine Folge des passiven Durchflusses sind und nicht durch eine 

aktive Kontraktion hervorgerufen wurden. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl der spannungsabhängige Na+-Kanal-Blocker 

TTX und der Ganglienblocker Hexamethonium zu einer Unterdrückung der LDC führen. 

Damit zeigen sie den neuronalen Ursprung der LDC. 
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Abbildung 24: Statistische Analyse des Durchmessers

Statistische Analyse des absoluten Durchmessers anhand der Plot-Profile (siehe

Abbildung 22 und 23) von WT-, GCKO-, SMC-GCKO- und ICC-GCKO-Colon.

Dargestellt sind Durchmesser von proximalem sowie distalem Colon unter

Kontrollbedingungen (A/B) sowie in der Anwesenheit von 200 µM L-NAME (C/D).

Angegeben sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 pro Genotyp (ns = nicht signifikant;
†=P<0,05; ††=P<0,01 Knockout-Mauslinien verglichen mit WT; *=P<0,05; **=P<0,01

in Anwesenheit von L-NAME verglichen mit Kontrollbedingungen).
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Abbildung 25: Effekt von TTX und Hexamethonium auf LDC

Repräsentative Kontraktionsmusterkarten nach der Zugabe von 1 µM TTX (A) und

100 µM Hexamethonium (B) am Beispiel von GCKO-Colon. Weiße Pfeilspitzen

markieren den Zeitpunkt der Ausflusstropfen.
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4.3.  Mukosale Veränderungen im Colon von SMC-GCKO  

4.3.1.  Makroskopische Analyse der Mukosa 

Bei den intensiven Untersuchungen der SMC-GCKO-Mauslinie fiel auf, dass Tiere dieser 

Linie mit zunehmendem Alter stark proliferierende Bereiche innerhalb der Mukosa 

desproximalen Colons aufwiesen. Daraufhin wurde eine Vielzahl von Mäusen in Hinblick 

auf diesen Phänotyp untersucht. Hierfür wurde Colon entlang des Mesenteriums 

geöffnet und die Mukosastruktur zunächst makroskopisch analysiert. Abbildung 26 zeigt 

die Mukosastruktur der verschiedenen Genotypen. Die Mukosa von proximalem Colon 

heterozygoter Kontrolltiere wies die charakteristische fischgrätenartige Struktur auf. 

Diese Struktur war bedingt durch Auffaltungen der Mukosa und Submukosa zur 

Vergrößerung der Resorptionsfläche. Im mittleren Colon waren diese Auffaltungen auf 

vereinzelte Längsfalten reduziert und die Mukosa erschien leicht transparent. Im 

Gegensatz dazu war die Mukosastruktur von SMC-GCKO-Colon 5 Monate nach 

Tamoxifen-Behandlung deutlich verändert. Eine Vielzahl der Mukosafalten war verdickt 

und einzelne Falten schienen zu einer großen Falte fusioniert zu sein. Auch der mittlere 

Abschnitt des Colons zeigte Verdickungen entlang der Längsfalten, welche durch eine 

milchig trübe Farbe gekennzeichnet waren. Im Gegensatz dazu, traten in 

nicht-induziertem SMC-GCKO-Colon keine Veränderungen der Mukosa auf. Des 

Weiteren wurden SMC-GCKO-Tiere analysiert, die vor ca. 5 Jahren zur Zuchterhaltung 

in eine ausgelagerte Tierhaltung separiert wurden (SMC-GCKO*). Hiermit sollte 

überprüft werden, ob eine in dieser Zeit durch Inzucht entstandene Mutation in der 

SMC-GCKO-Linie aufgetreten war. In diesen Tieren resultierte die Induktion des 

Knockouts mit Tamoxifen nach 5 Monaten ebenfalls zu einer veränderten 

Mukosastruktur. Die statistische Analyse ergab, dass keine der heterozygoten 

Kontrolltiere sowie nicht-induzierten SMC-GCKO-Tiere mukosale Entartungen 

entwickelten (Abbildung 27). 77 % der Tamoxifen-induzierten SMC-GCKO-Tiere zeigten 

dagegen eine Entartung der Mukosa. Die Tiere, die aus der separaten Tierhaltung 

untersucht wurden, wiesen zu 100 % ein verändertes Mukosawachstum auf.  

Des Weiteren wurde eine Analyse des Gewichts durchgeführt. Alle analysierten Mäuse 

waren durchschnittlich 7 Monate alt. Induzierte SMC-GCKO-Tiere zeigten eine 

signifikant verringertes Gewicht (SMC-GCKO: 26,4 ± 0,5 g; SMC-GCKO*: 25,4 ± 1,3 g) 

im Vergleich zu heterozygoten Kontrolltieren (32,4 ± 0,7 g) bzw. nicht-induzierten 

SMC-GCKO-Tieren (32,2 ± 3,9 g). Auffällig war zudem ein vermehrtes Auftreten eines 

Prolapses in Verbindung mit starker Diarrhö in induzierten SMC-GCKO-Tieren.  

Diese Ergebnisse lassen eine Korrelation der glattmuskelzellspezifischen 

NO-GC-Deletion mit einer Entartung der Mukosa vermuten. Dies führt wiederum zu  
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Abbildung 26: Mukosale Entartungen in Colon von SMC-GCKO-Mäusen

Repräsentative Abbildungen von proximalem (linke Bildreihe) und mittlerem (rechte

Bildreihe) Colon von heterozygoten Kontrolltieren und SMC-GCKO-Tieren. Die

SMC-GCKO-Tiere wurden in drei Gruppen unterteilt: a) mit Tamoxifen-Behandlung,

b) ohne Tamoxifen-Behandlung und c) SMC-GCKO-Tiere aus separierter

Tierhaltung mit Tamoxifen-Behandlung (SMC-GCKO*).

proximales Colon mittleres Colon

73



Tamoxifen

A
n
te

il 
m

u
k
o
s
a
le

r
E

n
ta

rt
u
n
g
 (

%
)

0

120

100

80

60

40

20
0 77 1000

Ctrl SMC-

GCKO

SMC-

GCKO

SMC-

GCKO*

+ - ++

Abbildung 27: Statistische Analyse der mukosalen Entartungen

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM; n = Anzahl der analysierten Tiere.

Ctrl = heterozygote Kontrolltiere; Ctrl: n = 37; SMC-GCKO (+Tamoxifen): n = 39;

SMC-GCKO*: n = 5; SMC-GCKO (-Tamoxifen): n = 8; ns = nicht signifikant,
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einem stark belasteten Phänotyp, der durch ein verringertes Gewicht, Prolaps und starke 

Diarrhö charakterisiert ist.  

 

4.3.2.  Histologische Analyse der Mukosa 

Zur detaillierten Analyse der mukosalen Veränderungen wurden histologische Schnitte 

angefertigt und mit Hämatoxilin und Eosin gefärbt (Abbildung 28). In heterozygoten 

Kontrolltieren wies die Mukosa eine übliche Struktur auf: Es waren eine Vielzahl an 

Mukosaauffaltungen vorhanden, die Mukosa war von definierten Krypten durchsetzt und  

die Epithelzellen bildeten eine glatte Oberfläche aus (siehe Abbildung 28A/B). In 

induzierten SMC-GCKO-Tieren dagegen war die Anzahl der Mukosaauffaltungen 

verringert und einige der Falten waren stark vergrößert (siehe Abbildung 28C – Stern). 

Diese hyperproliferierenden Bereiche wiesen zudem eine stark veränderte 

Kryptenstruktur auf (siehe Abbildung 28D/F – gestrichelte Ovale): Das Lumen der 

Krypten war zum Teil stark vergrößert und einige Krypten verzweigten sich mehrfach. 

Die Lamina propria war stark ausgedehnt und zeigte vermehrt eingewanderte 

Immunzellen (siehe Abbildung 28E – Pfeil). Zudem wies das Epithel in besonders stark 

veränderten Bereichen eine gezackte Oberfläche sowie an einigen Stellen Durchbrüche 

auf (siehe Abbildung 28E – Pfeilspitze). Basierend auf diesen histologischen Aspekten 

liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei den mukosalen Veränderungen um 

tubulovillöse Adenome handelt. 

Um die Adenome besser charakterisieren zu können, wurden des Weiteren 

immunhistochemische Färbungen durchgeführt. Zunächst wurden Antikörper gegen das 

Protein Ki67 verwendet, das spezifisch während der Interphase im Zellkern exprimiert 

wird und somit als Marker für sich teilende Zellen dient. In Kontrolltieren waren 

Ki67-positive Zellen in den unteren zwei Drittel der Krypte zu finden (Abbildung 29). Dies 

ist durch die Lokalisierung der Stammzellen vor allem im Kryptengrund begründet. Ein 

vergleichbares Expressionsmuster zeigte sich in gesunden Mukosafalten von 

SMC-GCKO-Tieren, wo die Ki67-positiven Zellen ebenfalls in den unteren zwei Drittel 

der Krypte vorzufinden waren. In den Adenomen war die Expression von Ki67 jedoch 

stark vermehrt und wies zudem ein diffuses Verteilungsmuster auf (siehe Abbildung 29). 

Des Weiteren war die Expression der NO-GC in den Adenomen stark vermindert. 

Bereichen mit einer nahezu normalen NO-GC-Expression wiesen eine verringerte 

Ki67-Expression auf, wohingegen Bereiche ohne NO-GC-Expression ein diffuses 

Ki67-Expressionsmuster aufwiesen (siehe Abbildung 29 – gestrichelte Ovale). Diese 

Ergebnisse lassen vermuten, dass das Fortschreiten der Entartung mit einer 

verminderten NO-GC-Expression und gleichzeitig vermehrten Ki67-Expression (und 

damit einer erhöhten Zellteilungsrate) einhergeht.  
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Abbildung 28: Hämatoxilin-Eosin-Färbung von Colon-Querschnitten von

Kontrolltieren und SMC-GCKO-Tieren

Tiere wurden mit Tamoxifen behandelt und 5 Monate nach Behandlung analysiert.

In Kontrolltieren (A/B) sind die üblichen Strukturen der Mukosa zu erkennen. Im

SMC-GCKO-Colon (C-F) markieren Sternchen die entarteten Mukosafalten,

gestrichelte ovale Bereiche mit degradierter Kryptenstruktur, Pfeile infiltrierte

Immunzellen sowie Pfeilspitze eine Ruption des Epithels.
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Abbildung 29: Proliferationsanalyse der Mukosa

Immunohistochemische Färbung gegen NO-GC (rot) und Ki67 (grün) von

proximalem Colon von SMC-GCKO- und Kontrolltieren. Von SMC-GCKO-Colon

wurde jeweils eine stark vergrößerte Falte (Adenom) sowie eine äußerlich

unveränderte Falte analysiert, von den Kontrolltieren eine unveränderte Falte.

Gestrichelte Ovale markieren Bereiche innerhalb einer verdickten Falte mit nahezu

normaler NO-GC-Expression.
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Da nur die SMC-spezifische Deletion der NO-GC zu Adenomen führte, folgten Analysen 

der Kryptenstruktur auf zellulärer Ebene. Zur Identifizierung der Zellen, mit einer aktiven 

Cre-Rekombinase in SMC-GCKO-Mäusen wurde eine Reportermaus eingesetzt. Diese 

exprimiert den Fluoreszenzfarbstoff tdTomato unter der Kontrolle des 

SMMHC-Promoters. Zur simultanen Überprüfung einer potentiellen NO-GC-Expression 

in tdTomato-positiven Zellen wurden zusätzlich Antikörper gegen die β1-Untereinheit der 

NO-GC eingesetzt (Abbildung 30). In heterozygoten Kontrolltieren zeigte sich eine 

Doppelfärbung in den SMC der Lamina muscularis mucosae, aber auch in kryptennahen 

Zellen. Im Gegensatz dazu konnte in SMC-GCKO-Tieren keine Doppelfärbung in Zellen 

der Lamina muscularis mucosae (siehe Abbildung 30 – Stern) sowie in einem Teil der 

kryptennahen tdTomato-positiven Zellen (siehe Abbildung 30 – Pfeile) detektiert 

werden. In einem Großteil der kryptennahen tdTomato-positiven Zellen schien die 

NO-GC jedoch weiterhin exprimiert zu werden (siehe Abbildung 30 – Pfeilspitzen).  

Diese Ergebnisse zeigen in Colon von Kontrolltieren eine NO-GC-Expression sowohl in 

der Lamina muscularis mucosae als auch in kryptennahen Zellen, deren Identität nicht 

eindeutig bestimmt werden kann. In SMC-GCKO-Colon konnte kein NO-GC-Signal in 

den Zellen der Lamina muscularis mucosae detektiert werden. 

 

4.3.3.  Genanalyse der Mukosafalten von WT und SMC-GCKO 

Um Hinweise auf potentiell involvierte Gene zu erhalten, die in den Mechanismus der 

Adenomentwicklung involviert sind, wurde eine Genanalyse durchgeführt. Hierfür wurde 

mRNA aus Mukosafalten von heterozygoten Kontrolltieren und SMC-GCKO-Tieren 

isoliert und eine Sequenzierung der exprimierten mRNA durchgeführt. Diese führte zu 

dem Ergebnis, dass 1514 Gene differentiell exprimiert wurden (false discovery rate 

< 0,05; log2 fold change ≥1 bzw. ≤ -1). Mithilfe des Datensatzes wurde zunächst eine 

Hauptkomponentenanalyse durchgeführt, welche eine hohe Varianz der exprimierten 

Gene zwischen SMC-GCKO-Tieren und heterozygoten Kontrolltieren (79 % Varianz) 

aufzeigte (siehe Abbildung 31A). Die Varianz innerhalb der Kontrolltiere betrug lediglich 

6 %. Die mRNA-Profile der verschiedenen SMC-GCKO-Tiere variierten jedoch 

erheblich, sodass kein klares SMC-GCKO-Genmuster erstellt werden konnte. 

GSEA-Analysen zeigten dennoch eine große Beeinflussung an Genen, die vor allem in 

die Entstehung von Colonkarzinomen oder der epithelialen-mesenchymalen-Transition 

involviert sind (Abbildung 31B und C). 

Die Beteiligung von potentiellen NO-abhängigen Faktoren bei der Entstehung von 

Adenomen ist bislang unzureichend erforscht. Galamb et al. (2012) postulierten die 

Beteiligung von 11 Genen, welche als Diskriminatoren für den Übergang von Dysplasie  

 



Abbildung 30: Cre-Aktivität unter dem SMMHC-Promotor

Immunhistochemische Analysen von Reportermaus-Colon, die das fluoreszierende

Protein tdTomato unter Regulation des SMMHC-Promotors exprimieren (rot), mit

gleichzeitiger Verwendung von Antikörpern gegen NO-GC (grün). Sternchen

markieren Zellen der Lamina muscularis mucosae, Pfeilspitzen und Pfeile

kryptennahe Myofibroblasten.
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Abbildung 31: mRNA-Expressionsanalyse

(A) Hauptkomponentenanalyse der mRNA-Sequenzierungsergebnisse von

WT-Mukosa sowie vergrößerten SMC-GCKO-Mukosafalten. (B)/(C) GSEA-Analysen

unter Verwendung des KEGG-Bibliothek (B) sowie der HALLMARK-Bibliothek (C)

des Datensatzes zeigten verstärkte Veränderungen von Genen, welche in die

Entstehung von colorectalem Karzinom sowie in die Epithel-Mesenchym-Transition

involviert sind. ES = enrichment score
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zu Karzinom eine entscheidende Rolle spielen. Sieben dieser Gene waren in der 

Genexpressionsanalyse unter den am stärksten differentiell exprimierten Genen 

vorhanden: MMP3 (log2FoldChange: 7,56), CXCL1 (log2FoldChange: 7,07), CXCL2 

(log2FoldChange: 7,36), IL1b (log2FoldChange: 6,22), IL1rn (log2FoldChange: 2,35), 

Chil3 (log2FoldChange: 6,03) und Grem1 (log2FoldChange: 2,61). Croner et al. (2005) 

postulierten weitere Gene, welche bei der Entwicklung von Colonkarzinomen eine 

wichtige Rolle zu spielen scheinen und in SMC-GCKO-Tieren differentiell exprimiert 

wurden. Hierzu zählen unter anderem MMP7 (log2FoldChange: 3,97) sowie Serpine1 

(log2FoldChange: 3,21).  

 

4.3.4.  Expression von Gremlin  

Der Faktor Gremlin1 (Grem1) erschien wegen seiner Expression am Grund der Krypte 

besonders vielversprechend. Gremlin1 ist ein BMP-Antagonist, der am Kryptengrund zur 

Aufrechterhaltung des BMP/Wnt-Gradienten und somit zum Erhalt der Stammzellnische 

beiträgt. Gremlin1 wird von Zellen der Lamina muscularis mucosae sowie kryptennahen 

Myofibroblasten exprimiert und sezerniert (Kosinski et al., 2007). Bei diesen Zellen 

könnte es sich potentiell, um die gleichen Zellen handeln, in denen auch die 

Cre-Rekombinase in SMC-GCKO-Tieren aktiv ist. Dies könnte darauf hinweisen, dass 

die NO-GC in Wechselwirkung mit der Bildung bzw. Sekretion von Gremlin1 steht und 

dadurch die Stammzellnische beeinflusst.  

Basierend auf den Ergebnissen der Genanalyse und der Datenlage aus der Literatur 

wurde die Gremlin1-Expression im Detail analysiert. Dazu wurde zunächst mittels 

Immunhistochemie die Proteinverteilung von Gremlin1 in Colon-Querschnitten 

untersucht. In Colon von Kontrolltieren konnte keine Expression von Gremlin1 

festgestellt werden (Abbildung 32). Im Vergleich dazu wiesen die Adenome von 

SMC-GCKO eine starke Expression von Gremlin1 in der Lamina propria sowie im 

Bereich der glatten Muskulatur auf (siehe Abbildung 32). Interessanterweise konnte 

auch in makroskopisch unveränderten Mukosafalten der Adenom-belasteten Tiere eine 

leichte Gremlinexpression nachgewiesen werden. Hier beschränkte sich die Expression 

auf die Lamina propria.  

Da es sich bei Gremlin1 um ein sezerniertes Protein handelt, konnten mit dieser Methode 

keine Rückschlüsse auf die Lokalisation Gremlin1-exprimierender Zellen gezogen 

werden. Aus diesem Grund wurde im Folgenden die Expression der Gremlin1-mRNA 

mittels In-situ-Hybridisierung untersucht. Hierfür wurde Colon-Gewebe von 

heterozygoten Kontrolltieren und SMC-GCKO-Tieren 5 Monate bzw. 12 Monate nach 

Tamoxifeninjektion verwendet. In Kontrolltieren konnte die Gremlin-mRNA vor allem in  
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Abbildung 32: Gremlin1-Expression in Kontrolltieren und SMC-GCKO-Tieren

Immunohistochemische Färbung mit Antikörper gegen Gremlin1 (rot) von

proximalem Colon von Kontrolltieren und SMC-GCKO-Tieren.
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Zellen der Lamina muscularis mucosae nachgewiesen werden (Abbildung 33). Der 

Zeitpunkt der Tamoxifeninjektion hatte keinen Einfluss auf das Expressionsmuster. Im 

Vergleich dazu zeigte SMC-GCKO-Colon 5 Monate nach der Injektion von Tamoxifen 

eine enorm verstärkte Expression von Gremlin1 (siehe Abbildung 33). Vor allem im 

Bereich der Adenome wurde die Gremlin1-mRNA in großen Mengen exprimiert. In 

diesen Bereichen war die Expression nicht auf die Zellen der Lamina muscularis 

mucosae konzentriert, sondern streute in die glatte Muskelschicht sowie in die oberen 

Bereiche des Adenoms. 12 Monate nach Tamoxifen-Behandlung wiesen Adenome ein 

undefiniertes Gremlin1-Expressionsmuster auf, welches in große Teile der glatten 

Muskelschicht streute. Interessanterweise zeigten bereits gesunde Falten in 

SMC-GCKO-Colon eine verstärkte Gremlin1-Expression. Diese Ergebnisse weisen 

darauf hin, dass bereits in makroskopisch unveränderten Mukosafalten eine Störung 

Faktoren innerhalb der Stammzellnische vorliegt. 

Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse vermuten, dass Gremlin1-exprimierende 

Zellen vor allem in der Lamina muscularis mucosae lokalisiert sind, die Menge an 

exprimiertem Gremlin1 unter Normalbedingungen jedoch so gering ist, dass sie mittels 

Immunhistochemie nicht nachgewiesen werden kann. Erst die Cre-Rekombinase 

vermittelte Deletion der NO-GC führt zu einer verstärkten mRNA-Expression von 

Gremlin1 und folglich zu einer verstärkten Sekretion. 
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Abbildung 33: In-situ-Hybridisierung gegen Gremlin1 von WT- und SMC-GCKO-

Colon

In-situ-Hybridisierung an Colon-Querschnitten von Kontrolltieren und
SMC-GCKO-Tieren unter Verwendung von Sonden gegen die Gremlin1-mRNA (rote
Punkte). Tiere wurden 5 Monate bzw. 12 Monate nach Tamoxifeninduktion analysiert.
Abgebildet ist eine gesunde Falte (WT-Colon und SMC-GCKO-Colon) sowie eine
stark vergrößerte Falte (SMC-GCKO).
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5. Diskussion 

Die NO-sensitive Guanylyl-Cyclase (NO-GC) ist ein zentrales Enzym der inhibitorischen 

Neurotransmission. Die Aktivierung der NO-GC führt zur Bildung von cGMP und damit 

zur Aktivierung der cGMP-abhängige Proteinkinase (PKG), wodurch unter anderem eine 

Relaxation der glatten Muskulatur vermittelt wird. Im Gastrointestinaltrakt wird die 

NO-GC in den glatten Muskelzellen sowie in interstitiellen Zellen von Cajal (ICC), 

Fibroblasten-ähnlichen Zellen (FLC) sowie in verschiedenen bislang unbekannten Zellen 

innerhalb der Mukosa exprimiert. Damit ist die NO-GC/cGMP-Signalkaskade in eine 

Vielzahl von Regulationsprozessen innerhalb des Gastrointestinaltrakts involviert. Die 

genaue Funktion der NO-GC in den jeweiligen Zellpopulationen ist noch nicht detailliert 

bekannt. Zur Aufklärung der Funktion wurden in dieser Arbeitsgruppe Knockout-

Mauslinien gezüchtet, welche eine Deletion der NO-GC entweder global (GCKO) oder 

spezifisch in SMC (SMC-GCKO), ICC (ICC-GCKO) bzw. in beiden Zelltypen aufweisen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden nachfolgende Fragestellungen untersucht, die im 

Folgen im Detail diskutiert werden sollen: 

(1) Verteilung der NO-GC Expression im Colon 

(2) Beteiligung der NO-GC an der Regulation der gastrointestinalen Motilität 

(3) Potentielle Beteiligung der NO-GC an der Adenomentwicklung 

 

5.1. Verteilung der NO-GC Expression im Colon 

Die NO-GC ist ein Dimer, das sich aus einer α- und β-Untereinheit zusammensetzt. Da 

zwei α-Untereinheiten existieren, können zwei verschiedenen Isoformen gebildet 

werden (α1β1 und α2β1). Die genaue Lokalisation der Isoformen im Colon ist jedoch nicht 

detailliert bekannt, weshalb immunhistochemische Färbungen sowie In-situ-

Hybridisierungen durchgeführt wurden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die 

β1-Untereinheit besonders stark im Bereich des myenterischen Plexus sowie in 

einzelnen Zellen innerhalb der glatten Muskelschicht exprimiert wird. Bei diesen Zellen 

handelt es sich um cKit+-ICC sowie PDGFRα+-Zellen (Iino et al., 2008; Groneberg et al., 

2011; Voussen et al., 2017). In der Submukosa und Mukosa wird die β1-Untereinheit in 

Gefäßen sowie in Zellen der Lamina propria exprimiert (siehe Abbildung 7). Die 

Identifizierung der Zellen in der Lamina propria ist bislang noch nicht gelungen. Bekannt 

ist lediglich, dass die Zellen am oberen Rand der Lamina propria den Rezeptor PDGFRα 

exprimieren (Kurahashi et al., 2012). Die α2-Untereinheit wurde hauptsächlich im Bereich 

des myenterischen Plexus, vereinzelt auch im Bereich der glatten Muskelschicht 

detektiert, wohingegen die α1-Untereinheit nahezu ubiquitär exprimiert wurde. Diese 

Ergebnisse stehen in Einklang mit Daten aus der Literatur: So wird der α2β1-Isoform vor 
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allem eine Beteiligung an der synaptische Transmission zugeschrieben (Garthwaite, 

2008), was deren Expression vor allem innerhalb des myenterischen Plexus vermuten 

lässt. Die α2-Untereinheit wird unter anderem in neuronalen Ausläufern exprimiert, was 

deren vereinzelte Expression in der glatten Muskulatur erklärt. Geringe Mengen der 

α2-Untereinheit wurden aber auch in vaskulären glatten Muskelzellen nachgewiesen 

(Mergia et al., 2006). Das α1β1-Dimer dagegen wird ubiquitär exprimiert (Mergia et al., 

2003), was eindeutig durch die Ergebnisse der In-situ-Hybridisierung bestätigt wird. 

Diese zeigten eine Expression der α1-Untereinheit in Zellen der glatten Muskulatur. Da 

die β1-Untereinheit den einzigen Dimerisierungspartner der α1-Untereinheit darstellt, 

kann auf eine entsprechende Expression der β1-Untereinheit in den gleichen Zellen 

geschlossen werden. Dies liefert wiederum indirekt den Nachweis, dass die NO-GC in 

Zellen der glatten Muskulatur exprimiert wird, obwohl dies anhand der 

immunhistochemischen Färbungen mit Antikörpern gegen die β1-Untereinheit nicht 

gezeigt werden konnte. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass beide NO-GC-Isoformen im Colon der Maus exprimiert 

werden. Während die α1β1-Isoform ubiquitär exprimiert wird, ist die α2β1-Isoform 

hauptsächlich im Bereich des myenterischen Plexus vorzufinden.  

 

5.2. Beteiligung der NO-GC an der Regulation der gastrointestinalen 

Motilität  

Es ist bekannt, dass Stickstoffoxid (NO) ein wichtiger modulatorischer Neurotransmitter 

im Gastrointestinaltrakt ist. Es existieren bereits viele Studien, die die nitrergen 

Regulationsmechanismen der gastrointestinalen Motilität untersucht haben. Hierzu 

wurden vor allem pharmakologische Inhibitoren sowohl für die NOS (z.B. L-NA oder 

L-NAME) als auch für die NO-GC (z.B. ODQ) eingesetzt (Keef et al., 1997; Spencer et 

al., 1998b; Gonzalez & Sarna, 2001; Powell & Bywater, 2001; Takahashi et al., 2005; 

Alberti et al., 2007; Heredia et al., 2010; Okuno et al., 2011; Lies et al., 2015; Voussen 

et al., 2017). Neben den pharmakologischen Studien wurden auch 

Knockout-Mausmodelle verwendet (Dickson et al., 2010; Spencer, 2013). Diese Studien 

wurden mit nNOS-Knockout-Mäusen durchgeführt, lieferten jedoch widersprüchliche 

Ergebnisse. Während Dickson et al. (2010) in nNOS-Knockout-Mäusen eine erhöhte 

Frequenz der Kontraktionen des ‚colonic migrating motor complex‘ (CMMC) im Vergleich 

mit wildtypischen Kontrollmäusen beschrieben, konnte Spencer (2013) keinen Effekt des 

nNOS-Knockouts auf die CMMC feststellen. Diese Widersprüche könnten jedoch in der 

Wahl des Knockout-Mausmodelles liegen, da die Mauslinie, welche ursprünglich von 

Huang et al. (1993) generiert wurde, noch über eine aktive Spleißvariante der nNOS 

verfügt (Eliasson et al., 1997). Da diese Spleißvariante vor allem im Gastrointestinaltrakt 
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exprimiert wird (Saur et al., 2002), stellt dieses Knockout-Mausmodell für die 

gastrointestinale Motilitätsforschung kein geeignetes Mausmodell dar. Aus diesem 

Grund wurden in der vorliegenden Arbeit Knockout-Mauslinien mit Deletion der NO-GC 

verwendet. In diesen Mäusen waren alle beobachteten NO-vermittelten Effekte nicht 

mehr vorhanden (Friebe et al., 2007; Groneberg et al., 2010). Dieses Knockout-Modell 

bietet demnach einen neuen Ansatz zur Analyse der nitrergen Regulation der 

gastrointestinalen Motilität. Die spezifischen Kontraktionsmuster des Colons wurden in 

dieser Arbeit in zweierlei Hinsicht in globalen und zellspezifischen Knockout-Mäusen 

analysiert: Einerseits wurden kleine Colonringe mittels Myographiestudien (Abschnitt 

5.2.1.) untersucht, andererseits wurden Kontraktionsmusterkarten (Abschnitt 5.2.2.) zur 

Analyse der Kontraktionen entlang des gesamten Colons herangezogen.  

Wie schon seit langem bekannt, steht die glatte Muskelschicht des Colons unter stetigem 

inhibitorischen Einfluss, welcher hauptsächlich durch NO vermittelt wird (Gillespie et al., 

1989; Keef et al., 1997; Dickson et al., 2010). Dementsprechend führte der spezifische 

NO-GC-Inhibitor ODQ zu einer Erhöhung des Muskeltonus in Colonringen (siehe 

Abbildung 16), was auf eine basale Ausschüttung von NO rückschließen lässt. Im 

Gegensatz dazu führte die Aktivierung der NO-GC durch einen NO-Donor in WT- und 

ICC-GCKO-Colon zu einer Verminderung des Muskeltonus (siehe Abbildung 15). Colon 

von GCKO-, SMC-GCKO- und SMC/ICC-GCKO-Tieren zeigten dagegen weder bei der 

NO-Gabe noch bei ODQ-Hemmung eine Veränderung des Muskeltonus. Dies weist 

darauf hin, dass die NO-GC spezifisch in SMC die NO-abhängige Regulation des 

Muskeltonus vermittelt. 

Des Weiteren wurden die Kontraktionsmusterkarten zum Vergleich der absoluten 

Durchmesser herangezogen. Hier wurde anhand von Plot-Profilen der Durchmesser von 

proximalem und distalem Colon ausgewertet. Nach der Applikation von L-NAME zeigten 

bis auf GCKO alle Genotypen einen leicht verringerten Durchmesser des distalen 

Colons. Wider Erwarten führte L-NAME jedoch zu einer Vergrößerung des 

Durchmessers von proximalem Colon. Diese Ergebnisse scheinen zunächst den 

Schlussfolgerungen der Myographiestudien zu widersprechen, die eine Verringerung 

des proximalen Colondurchmessers vermuten lassen. Die starke Vergrößerung des 

Durchmessers des proximalen Colons schien in diesem Fall vielmehr Folge der 

experimentellen Bedingungen als ein NO-vermittelter Effekt zu sein, da aufgrund der 

distalen Kontraktion die stetig nachströmende Flüssigkeit im proximalen Colon gestaut 

wurde. Zudem sollte beim Vergleich der absoluten Durchmesserwerte beachtet werden, 

dass die GCKO-Tiere, bedingt durch ihren starken gastrointestinalen Phänotyp, in einem 

geringeren Alter verwendet wurden als die zellspezifischen Knockout-Tiere. 
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5.2.1. Kontraktionsanalyse anhand der Myographiestudien 

Mithilfe der Myographie-Studien konnten in proximalem Colon drei verschiedene 

Kontraktionstypen gemessen werden (siehe Abbildung 9A): Kleine, hochfrequente 

Ripples (a), mittlere Kontraktaktionen (b) sowie große Kontraktionen (c). Da die Ripples, 

die mittleren und großen Kontraktionen auf verschiedene Weise durch die NO-GC 

moduliert werden, sollen die einzelnen Kontraktionstypen im Folgenden separat 

diskutiert werden. 

(a) Ripples 

Hochfrequente Kontraktionen wurden in allen Colonpräparationen aller Genotypen 

gemessen. Im Gegensatz zu anderen Kontraktionstypen des Colons haben die Ripples 

keine propulsive Aufgabe, sondern dienen vielmehr der Durchmischung des 

Darminhaltes (Chen et al., 2013). Frequenz und Dauer der Ripples unterschieden sich 

nicht zwischen den Genotypen. Auch die Applikation von TTX hatte keinen Einfluss auf 

die Ripples, was deren myogenen Ursprung impliziert. Die Schrittmacherpotentiale zur 

Entstehung dieser Kontraktionen werden von ICC-SMP generiert (Yoneda et al., 2004). 

Mittels immunhistochemischer Färbungen konnte keine NO-GC-Expression in ICC-SMP 

nachgewiesen werden (siehe Abbildung 10).  

Die Ergebnisse der Myographiestudien lassen demnach eine NO-unabhängige 

Regulation der Ripples vermuten, was durch ein Fehlen der NO-GC in ICC-SMP erklärt 

werden kann. 

(b) Mittlere Kontraktionen 

In WT-Colon traten die mittleren Kontraktionen diskontinuierlich zwischen den großen 

Kontraktionen auf. Im Gegensatz dazu zeigte GCKO-Colon sehr ausgeprägte und 

konstant auftretende mittlere Kontraktionen. Inhibition der NO-GC durch ODQ führte in 

WT-Colon zu Kontraktionen, wie sie in GCKO-Colon unter Kontrollbedingungen 

gemessen wurden. Diese Daten zeigen, dass basal ausgeschüttetes NO und die daraus 

resultierende Aktivierung der NO-GC die mittleren Kontraktionen hemmt. In Anwesenheit 

von TTX konnten die mittleren Kontraktionen weiterhin gemessen werden, jedoch hatte 

die Applikation von TTX in allen Genotypen eine Verlängerung der Dauer der 

Kontraktionen zur Folge (siehe Abbildung 12-14; Tabelle 2). Diese Ergebnisse zeigen 

den myogenen Ursprung der mittleren Kontraktionen, welche neben NO vermutlich noch 

von weiteren inhibitorischen Neurotransmittern moduliert werden.  

Als mögliches Entstehungszentrum der mittleren Kontraktionen kommen die 

Schrittmacherzellen des proximalen Colons in Frage (Yoneda et al., 2004). Die 

Schrittmacheraktivität der ICC-MY äußert sich in oszillierenden 

Membranpotentialschwankungen, welche an die SMC weitergeleitet werden (Takeda et 

al., 2008; Blair et al., 2014). Ca2+-Messungen zeigten, dass diese Aktivität zwischen 
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einzelnen CMMC vermindert ist (Bayguinov et al., 2010). Diese Inhibition wird durch die 

permanente Aktivierung inhibitorischer Nerven und der daraus resultierenden 

NO-Freisetzung vermittelt. Dementsprechend wird die elektrische Aktivität der ICC-MY 

durch TTX verstärkt (Bayguinov et al., 2010).  

Diese Erkenntnisse können zur Erklärung des Kontraktionsmusters in WT-Colon 

herangezogen werden: Hier ist das diskontinuierliche Auftreten der mittleren 

Kontraktionen unter Kontrollbedingungen zwischen den CMMC vermutlich Folge einer 

permanenten Inhibition der elektrischen Aktivität innerhalb der ICC-MY. Demnach führt 

die Inhibition des NO/cGMP-Signalweges durch ODQ, L-NAME oder TTX zu einer 

Unterbindung des nitrergen Einflusses und somit zu einem kontinuierlichen Auftreten der 

mittleren Kontraktionen (siehe Abbildung 9, 11 und 14). Dies zeigt erneut die zentrale 

Rolle von NO als Neurotransmitter bei der Modulation und Koordination der mittleren 

Kontraktionen. 

Die Ergebnisse der Evaluierung von zellspezifischen Knockout-Tiere lassen einen 

komplexen Regulationsmechanismus vermuten: Überraschenderweise zeigten Colon 

von ICC-GCKO- und SMC-GCKO-Tieren ein WT-Colon-ähnliches Kontraktionsmuster. 

Erst die gleichzeitige Deletion der NO-GC in beiden Zelltypen führte zu dem 

charakteristischen Kontraktionsmuster, welches in GCKO-Colon unter 

Kontrollbedingungen gemessen wurde. Dies könnte durch eine parallele 

NO-GC-Aktivität in SMC und ICC erklärt werden, die die mittleren Kontraktionen 

moduliert: Die NO-GC in SMC beeinflusst die mittleren Kontraktionen wahrscheinlich 

vorwiegend über die Regulation des Muskeltonus, während die NO-GC in ICC mit der 

Schrittmacheraktivität interagiert. In bereits publizierten Studien der Arbeitsgruppe an 

der longitudinalen Muskelschicht konnte die NO-GC in ICC als essentieller Modulator 

der spontanen Kontraktionen identifiziert werden (Lies et al., 2015). Hier führte bereits 

die spezifische Deletion der NO-GC in ICC zu einer verlängerten Dauer der spontanen 

Kontraktionen mit gleichzeitiger Verringerung der Frequenz. Diese Veränderungen 

waren ebenfalls in GCKO-Colon unter Kontrollbedingungen sowie in WT- und 

SMC-GCKO-Colon in der Anwesenheit von ODQ, L-NAME oder TTX zu beobachten 

(Lies et al., 2015).  

Die spontanen Kontraktionen der zirkulären Muskelschicht, die in dieser Arbeit 

betrachtet werden, scheinen jedoch wesentlich komplexer reguliert zu sein. Eine 

mögliche physiologische Begründung hierfür könnte die Relevanz des Muskeltonus 

beider Muskelschichten sein. Im Gegensatz zur longitudinalen Muskelschicht spielt der 

Muskeltonus eine essentielle Rolle in der zirkulären Muskelschicht: Hier sind tonische 

Kontraktionen besonders wichtig, um die Stärke der propulsiven Kontraktion zu 

definieren. Im Gegensatz dazu wird in der longitudinalen Muskelschicht keine tonische 
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Kontraktion generiert. Die Kontraktionen der longitudinalen Muskelschicht, die eine 

Verkürzung der Darmlänge zur Folge haben, unterstützen vielmehr die Kontraktionen 

der zirkulären Muskelschicht (Smith & Robertson, 1998). 

Frequenz und Dauer der spontanen Kontraktionen beider Muskelschichten waren 

interessanterweise nahezu identisch (Tabelle 6;(Lies et al., 2015). Die leichten 

Abweichungen der Werte zwischen longitudinaler und zirkulärer Muskelschicht unter 

Kontrollbedingungen und nach der Applikation von ODQ sind vermutlich durch die 

unterschiedlichen Präparationstechniken bedingt. Des Weiteren erschwerte das 

Auftreten der Ripples und großen Kontraktionen in der zirkulären Muskelschicht die 

Analyse der Frequenz, da die mittleren Kontraktionen von diesen zeitweilig unterbrochen 

wurden. Lediglich nach Applikation von TTX konnte die Frequenz der mittleren 

Kontraktionen ungehindert bestimmt werden. In Anwesenheit von TTX ist die Frequenz 

sowohl zwischen WT- und GCKO-Colon als auch longitudinaler und zirkulärer 

Muskelschicht identisch (Abbildung 34).  

In der zirkulären Muskelschicht bilden die Ripples einen Grundrhythmus aus, der auch 

während des Auftretens der mittleren Kontraktionen erhalten bleibt. Das Fehlen dieses 

Rhythmus in der longitudinalen Muskelschicht kann durch die große räumliche Distanz 

der longitudinalen Muskelschicht zu den ICC-SMP, den Schrittmacherzellen der Ripples, 

erklärt werden. 

Die identische Ausprägung der mittleren Kontraktionen in beiden Muskelschichten weist 

dagegen auf einen gemeinsamen Schrittmacher hin. Das hierfür in Frage kommende 

zweite Schrittmacherzentrum des Gastrointestinaltrakts, das durch die ICC-MY gebildet 

wird, verfügt dabei über eine ideale Lokalisation für die Innervation beider 

Muskelschichten (Smith et al., 1987a; Lee et al., 2009; Bayguinov et al., 2010). Zudem 

konnte bereits gezeigt werden, dass die longitudinale und die zirkuläre Muskelschicht 

zwar nicht direkt miteinander verbunden sind, die ICC-MY jedoch als Vermittler zwischen 

diesen beiden Schichten fungieren (Liu et al., 1998; Spencer et al., 2007).  

(c) Große Kontraktionen 

Vorangegangene Studien anderer Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass 

Colonpräparationen eine bestimmte Länge nicht unterschreiten dürfen, um in vitro 

CMMC generieren zu können (Lyster et al., 1993; Spencer et al., 2005; Hibberd et al., 

2017). Erst kürzlich zeigten Costa et al. (2017), dass eine Verkürzung der funktionalen 

Colonsegmente von Meerschweinchen in einer unregelmäßigen Motoraktivität resultiert. 

Dennoch wurden in der vorliegenden Arbeit Myographiestudien an Colonringen mit einer 

Länge von lediglich 2,5 mm durchgeführt. Die Messungen zeigten, wie bereits erwähnt, 

drei verschiedene Kontraktionstypen. Die großen Kontraktionen traten in WT-Colon  
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Abbildung 34: Spontane Kontraktionen in zirkulärer und longitudinaler

Muskelschicht

Dargestellt sind repräsentative Spuren der Myographiemessungen von zirkulärer

(CM) und longitudinaler (LM) Muskelschicht von proximalem Colon von WT und

GCKO in Anwesenheit von 1 µM TTX. Daten der longitudinalen Muskelschicht aus

Lies, Beck et al. (2015).

longitudinal zirkulär

Kontraktionstypen mittlere Kontraktionen

• Ripples

• mittlere Kontraktionen

• große Kontraktionen

WT GCKO WT GCKO

Frequenz

Kontrolle 4,6 ± 0,4 1,9 ± 0,1 3,3 ± 0,3 2,0 ± 0,1

ODQ 2,1 ± 0,1 1,8 ± 0,1 2,5 ± 0,3 1,7 ± 0,2

TTX 3,1 ± 0,3 1,2 ± 0,2 2,6 ± 0,2 1,9 ± 0,1

Dauer

Kontrolle 8,8 ± 0,7 18,9 ± 1,2 4,7 ± 0,3 12,7 ± 1,6

ODQ 18,3 ± 1,5 16,7 ± 1,6 11,0 ± 1,3 13,0 ± 2,1

TTX 11,6 ± 1,5 14,1 ± 1,6 15,1 ± 2,0 16,1 ± 1,2

Tabelle 6: Vergleich der Kontraktionstypen von longitudinaler und zirkulärer

Muskelschicht in WT- und GCKO-Mäusen

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Tieren.

Daten der longitudinalen Muskelschicht sind aus Lies, Beck et al. (2015) entnommen.
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sporadisch mit einer Dauer von ca. 40 s auf. Sowohl die pharmakologische Inhibition als 

auch die genetische Inaktivierung der NO-GC führten zu regelmäßig auftretenden 

großen Kontraktionen mit erhöhter Frequenz. Die Frequenz der großen Kontraktionen 

stimmte mit den bereits publizierten Daten der CMMC überein (Sarna, 1985; Bywater et 

al., 1989; Fida et al., 1997). Im Gegensatz zu den Ripples und mittleren Kontraktionen 

wurden die großen Kontraktionen durch TTX oder Hexamethonium unterdrückt. Dies ist 

ebenfalls für CMMC in langen Colonpräparaten beschrieben (Bywater et al., 1989). Aus 

diesem Grund werden die hier gemessenen großen Kontraktionen der Colonringe trotz 

der geringen Präparatgröße im Folgenden als Äquivalent der Kontraktionen des CMMC 

im gesamten Colon angesehen.  

Die Myographiestudien mit Colonringen zeigten, dass die Ausführung der großen 

Kontraktionen NO-unabhängig erfolgt, da die Form und Dauer der Kontraktionen in allen 

Genotypen identisch war (siehe Tabelle 3). Allerdings schien die Frequenz 

NO-GC-abhängig moduliert zu sein: GCKO-Colon zeigte eine erhöhte Frequenz der 

großen Kontraktionen im Vergleich zu WT-Colon. In Anwesenheit von ODQ glich die 

Frequenz der großen Kontraktionen in WT-Colon der von GCKO-Colon unter 

Kontrollbedingungen. Die Analyse der zellspezifischen Knockout-Tiere lieferte nach der 

Zugabe von ODQ dagegen keine eindeutigen Ergebnisse: Während das 

Kontraktionsmuster von ICC-GCKO-Colon mit dem von WT-Colon identisch war, blieb 

das sporadische Kontraktionsmuster von SMC-GCKO-Colon in Anwesenheit von ODQ 

erhalten. Eine Erklärung hierfür konnte bislang noch nicht gefunden werden. Dennoch 

kann aus den Ergebnissen von SMC/ICC-GCKO geschlossen werden, dass die NO-GC 

sowohl in SMC als auch in ICC die Frequenz reguliert. In diesen Tieren war die Frequenz 

der großen Kontraktionen bereits unter Kontrollbedingungen erhöht und ODQ führte 

nicht zu einer weiteren Erhöhung. Diese Ergebnisse unterstützen die Hypothese von 

Dickson et al. (2010), die eine NO-vermittelten Hyperpolarisation der glatten Muskulatur 

zur Regulation der CMMC-Frequenz annehmen. 

 

5.2.2. Kontraktionsanalyse anhand der Kontraktionsmusterkarten 

Wie bereits erläutert, werden die großen Kontraktionen im Gegensatz zu den mittleren 

Kontraktionen und Ripples als Äquivalent der propulsiven Kontraktionen (‚long distance 

contractions‘ = LDC) des CMMC betrachtet, welche sich entlang der gesamten Länge 

des Colons fortpflanzen. Dieser Aspekt konnte jedoch anhand der Myographiestudien 

nicht analysiert werden, da hier lediglich die Kraftänderungen eines kleinen 

Colonabschnitts gemessen wurde. Aus diesem Grund wurden 

‚whole colon‘-Präparationen durchgeführt und die LDC mithilfe von 

Kontraktionsmusterkarten näher charakterisiert. 
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Die Entstehung der CMMC ist bislang noch unklar. Generell wird in der Literatur über 

eine gleichzeitige Ausschüttung von exzitatorischen und inhibitorischen 

Neurotransmittern diskutiert. Eine Theorie vermutet eine aktive Aufhebung der tonischen 

Aktivität inhibitorischer Nerven als entscheidend für die Generierung von CMMC 

(Bywater et al., 1989; Spencer, 2001; Bayguinov et al., 2010). Die zweite Theorie 

postuliert dagegen die kontrollierte Ausschüttung von Acetylcholin und Tachykininen aus 

exzitatorischen Motorneuronen als Initiatoren der CMMC (Brierley et al., 2001). Die 

nitrerge Signaltransduktion spielt in jedem Fall eine entscheidende Rolle bei der 

Generation und Modulation der CMMC. Jedoch ist speziell die Beteiligung der einzelnen 

NO-GC-exprimierenden Zellen bislang noch nicht detailliert bekannt. Die 

Untersuchungen dieser Arbeit zeigten zwei NO-vermittelte Effekte auf die LDC: 

Erstens führte die verminderte NO-Synthese zu einer Erhöhung der Frequenz der LDC, 

was auch schon die Myographiestudien der Colonringe gezeigt haben (a). Zweitens ist 

die Synchronisation der Kontraktionen entlang des Colons verändert, was mit einer 

beeinträchtigten Effektivität der Kontraktionen einhergeht (b). Diese beiden Aspekte 

sollen im Folgenden detailliert diskutiert werden. 

(a) Frequenz 

Die Frequenz der LDC war in GCKO-Colon unter Kontrollbedingungen im Vergleich zu 

WT-, ICC-GCKO- und SMC-GCKO-Colon erhöht (siehe Abbildung 18). In diesen drei 

Genotypen führte der nNOS-Inhibitor L-NAME zu einer Erhöhung der Frequenz, welche 

dann identisch mit der von GCKO-Colon war. Damit zeigt sich, dass basales NO die 

Frequenz der LDC drosselt. Des Weiteren implizieren diese Ergebnisse, dass die 

inhibitorische Wirkung auf die Generierung der LDC nicht allein durch die NO-GC in ICC 

oder SMC vermittelt wird. Vielmehr liegt dem Regulationsmechanismus vermutlich ein 

synergetischer Effekt der NO-GC beider Zelltypen zu Grunde. In den SMC scheint NO 

über Regulation des Muskeltonus die Frequenz der LDC mitzubestimmen. Im Gegensatz 

dazu werden über die NO-GC in ICC vermutlich mehrere Parameter moduliert: Die 

NO-GC in ICC-IM sorgt dafür, dass die glatte Muskulatur des Colons in einem 

hyperpolarisierten Zustand gehalten wird (Dickson et al., 2010; Chen et al., 2013). 

Außerdem scheint die NO-GC die Schrittmacheraktivität der ICC-MY zu beeinflussen. 

Dies ist von besonderem Interesse, da Erkenntnisse anderer Studien die Generation der 

CMMC nicht, wie bislang vermutet, als spezifisches neuronales Ereignis ansehen, 

sondern eine Beteiligung des ICC-Netzwerks an den Regulationsmechanismus 

vermuten (Lee et al., 2009; Dickson et al., 2010). In ICC-MY führt NO zu einer Inhibition 

der elektrischen Aktivität, welche in der Anwesenheit von L-NAME aufgehoben wird 

(Bayguinov et al., 2010; Chen et al., 2013). Eine verstärkte Aktivität der ICC-MY in 

Kombination mit der erhöhten Erregbarkeit der SMC könnte eine Erklärung für eine 
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Erhöhung der Frequenz der LDC in GCKO-Colon bzw. in Anwesenheit von Inhibitoren 

des NO/cGMP-Signalweges sein. Die Analyse eines SMC/ICC-GCKO würde Aufschluss 

darüber geben, ob eine Deletion der NO-GC in beiden Zellen zu einer Frequenzzunahme 

führt oder ob noch andere Zelltypen an der Regulation beteiligt sind. 

(b) Effektivität 

Unsere Studien zeigten außerdem eine NO-abhängige Regulation der Effektivität der 

propulsiven Kontraktionen. In WT- und ICC-GCKO-Colon hatte jede Kontraktion einen 

Ausfluss zur Folge (siehe Abbildung 18). Colon von GCKO-, SMC-GCKO-Mäusen 

wiesen jedoch erhebliche Beeinträchtigungen der Effektivität auf. Dies äußerte sich in 

einer großen Anzahl von Kontraktionen, die keinen Ausfluss zur Folge hatten.  

Bei genauer Betrachtung der einzelnen LDC konnte eine veränderte Form der 

Kontraktionen festgestellt werden: Das Colon kontrahierte nahezu synchron entlang des 

gesamten Colons, wobei allerdings keine gerichtete fortlaufende Kontraktion zu 

erkennen war (siehe Abbildung 17B). In Anwesenheit von L-NAME wurde dieses Muster 

auch in ICC-GCKO- und WT-Colon beobachtet (siehe Abbildung 20 und 21). Diese 

Ergebnisse lassen vermuten, dass die verminderte Effektivität eine Folge mangelnder 

Synchronisation der Kontraktionen entlang des Colons ist und NO bei diesem 

Mechanismus eine wichtige Rolle spielt. 

Einen besonders auffälligen Phänotyp zeigte Colon von SMC-GCKO-Tieren: Während 

der Großteil der Kontraktionen keinen Ausfluss verursachte, gab es einige sehr effektive 

Kontraktionen, die eine große Menge von Flüssigkeit austrieben (siehe Abbildung 19). 

Im Gegensatz dazu waren diese hocheffizienten Kontraktionen in GCKO-Colon nicht 

vorhanden. Dies lässt zwar eine übergeordnete Funktion der NO-GC in SMC für die 

Synchronisation der Kontraktionen entlang des Colons vermuten, impliziert jedoch 

gleichzeitig eine untergeordnete Beteiligung der NO-GC in anderen Zelltypen. Wie 

bereits erwähnt, scheint das ICC-Netzwerk eine wichtige Rolle bei der Modulation der 

CMMC zu spielen (Lee et al., 2009; Dickson et al., 2010). Die ICC-MY sind im Colon nur 

gelegentlich untereinander bzw. mit den SMC der zirkulären und longitudinalen 

Muskelschicht verbunden (Lee et al., 2009). Dies hat zur Folge, dass innerhalb des 

ICC-Netzwerks keine direkte Synchronisation des elektrischen Signals stattfindet und 

deshalb lediglich vereinzelte SMC der longitudinalen und zirkulären Muskelschicht erregt 

werden (Smith et al., 1987a; Keef et al., 1997; Rae et al., 1998). Erst die Summation der 

von den ICC-MY ausgehenden Signale in den SMC führt zu einer Synchronisation der 

elektrischen Signale und damit zu einer koordinierten Kontraktion der glatten 

Muskelschicht (Smith et al., 1987a, b; Keef et al., 1997). Die elektrische Aktivität der 

ICC-MY scheint jedoch vor allem durch sowohl inhibitorische als auch exzitatorische 

Neurone koordiniert zu werden. Ca2+-Messungen in Colon von Kaninchen zeigten, dass 
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die Aktivierung inhibitorischer Neurone ein synchrones, verringertes Ca2+-Signal 

innerhalb des ICC-MY-Netzwerks zur Folge hat (Lee 2009). Eine Aktivierung der 

exzitatorischen Neurone dagegen führt zu einer synchronen, intrazellulären Ca2+-Welle 

innerhalb des ICC-MY-Netzwerkes, das an die SMC der longitudinalen und zirkulären 

Muskelschicht weitergegeben wird (Lee et al., 2009). 

Dies ermöglicht die Schlussfolgerung, dass eine Synchronisation des elektrischen 

Signals der ICC-MY einerseits durch neuronalen Einfluss vermittelt wird, andererseits 

innerhalb der SMC stattfindet. Gleichzeitig kann auf eine übergeordnete Funktion der 

SMC innerhalb des Synchronisationsmechanismus geschlossen werden. Da die 

NO-abhängigen Modulationsmechanismen in ICC-MY und ICC-IM in SMC-GCKO-Colon 

nicht beeinträchtigt sind, können in diesem Genotyp gelegentlich hocheffektive 

Kontraktionen entstehen. Auch an dieser Stelle wäre interessant, ob 

SMC/ICC-GCKO-Colon unter Kontrollbedingungen das gleiche Kontraktionsmuster 

aufweist, wie es in GCKO-Colon zu beobachten ist. Dies würde die Beteiligung der 

NO-GC in beiden Zelltypen an der Synchronisation der Kontraktionen aufweisen. 

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen am gesamten Colon, dass die 

Beteiligung von NO bei der Generierung und Modulation der LDC nicht nur auf die 

Regulation der Relaxationsphase beschränkt ist, sondern einem komplexen 

Regulationsmechanismus folgt: Die Modulation der Frequenz ist bedingt durch die 

NO-GC in SMC und ICC, wohingegen die Synchronisation und die damit einhergehende 

Effektivität der Kontraktionen vornehmlich durch die NO-GC innerhalb der SMC reguliert 

wird. Die NO-GC in den ICC übernimmt hierbei eine untergeordnete Rolle. 

 

5.2.3. Schlussfolgerung – NO-GC-vermittelte Modulation der Colonmotilität 

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben Aufschluss über die komplexe Modulation der 

spontanen Kontraktionen durch die NO-GC innerhalb der ICC und SMC. Einerseits 

scheint die NO-GC in den Zellen der glatten Muskulatur über die Regulation des Tonus 

die mittleren sowie die großen Kontraktionen zu beeinflussen, andererseits kann der 

NO-GC in ICC eine Interaktion mit der Schrittmacheraktivität zugeschrieben werden. Ein 

sichtbarer Effekt kann jedoch nur bei gleichzeitiger Deletion der NO-GC in ICC und SMC 

detektiert werden, was auf eine kompensatorische Wirkung der NO-GC im jeweils 

anderen Zelltyp hinweist. Des Weiteren scheint die NO-GC in den SMC eine 

entscheidende Rolle bei der Synchronisation der LDC zu spielen. Die Frequenz der LDC 

wird dagegen über einen komplexen Mechanismus reguliert, in den sowohl die NO-GC 

in SMC als auch ICC involviert sind. 
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5.3. Potentielle Beteiligung der NO-GC an der Adenomentwicklung 

Das Colonkarzinom zählt derzeit zu einer der häufigsten Krebserkrankungen (Siegel et 

al., 2017). Als Vorstufe werden Polypen angesehen, welche die ersten Folgen einer 

Entgleisung des komplex regulierten Gleichgewichtes der mukosalen Zellerneuerung 

darstellen (Fearon & Vogelstein, 1990). Hierbei sind eine Vielzahl von 

Regulationsmechanismen beteiligt, die jedoch zum Teil noch nicht detailliert erforscht 

sind. Vor allem die Rolle von NO in Hinblick auf die Adenom- bzw. Karzinomentwicklung 

ist derzeit sehr unklar. 

In der in dieser Arbeit verwendeten SMC-GCKO-Mauslinie wurde bei den beschriebenen 

Untersuchungen zufällig die Entwicklung von Verdickungen der Mukosa festgestellt. Bei 

diesen Tieren wird die Cre-induzierte Deletion des Exon 10 unter der Kontrolle des 

SMMHC-Promotors aktiviert. Allerdings werden tumorigene Entartungen häufig in 

genetisch manipulierten Mäusen vorgefunden. Daher bestand zunächst die Frage, ob 

dieser Phänotyp tatsächlich der Deletion der NO-GC zugeordnet werden kann. Ein 

Beispiel aus der Literatur stellt die Studie von Sasaki et al. (2000) dar, welche eine 

Korrelation der Deletion des PI3K-Gens mit der Entstehung von colorectalen Tumoren 

postuliert. Die Ergebnisse wurden jedoch einige Jahre später widerrufen (Sasaki et al., 

2003). Um auszuschließen, dass es sich bei dem Phänotyp in der hier verwendeten 

Mauslinie ebenfalls um einen sekundären Effekt handelt, wurden zunächst 

unterschiedliche Mausgruppen analysiert. Die Tatsache, dass Tiere der 

SMC-GCKO-Mauslinie, welche nicht mit Tamoxifen behandelt wurden, keine Adenome 

entwickelten, lassen darauf schließen, dass es sich mit großer Sicherheit um einen 

Tamoxifen-abhängigen Effekt handelt. Da jedoch heterozygote Kontrolltiere, die 

ebenfalls mit Tamoxifen induziert wurden keine Adenome entwickelten, kann Tamoxifen 

als direkte Ursache der Adenomentwicklung ausgeschlossen werden. Als dritte 

Kontrollgruppe wurden SMC-GCKO-Tiere analysiert, welche vor Jahren zur 

Zuchterhaltung ausgelagert wurden. Anhand dieser Tiere sollte ausgeschlossen werden, 

dass eine sekundär entstandene Mutation die Adenombildung bedingt. Alle diese Tiere 

entwickelten nach Tamoxifen-Behandlung Adenome. Basierend auf diesen Analysen 

wird daher von einem spezifischen Effekt der NO-GC-Deletion in Bezug auf die 

Adenomentwicklung ausgegangen. Verwunderlich war lediglich, dass in GCKO-Tieren 

zu keinem Zeitpunkt Colon-Adenome vorgefunden wurden. Da es sich bei diesen Tieren 

jedoch nicht um eine mit Tamoxifen induzierte Knockout-Linie handelt, besteht die 

Möglichkeit, dass die fehlenden NO-abhängigen Effekte während der Entwicklung 

kompensiert werden. 

Bislang gibt es in der Literatur wenige Hinweise auf einen potentiellen Zusammenhang 

zwischen dem NO-GC/cGMP-Signalweg und einer Adenomentwicklung. Es wurde 
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lediglich die Beteiligung der Guanylyl-Cyclase C (GC-C) in der Tumorentwicklung näher 

untersucht (Notterman et al., 2001; Glebov et al., 2006; Lin et al., 2012; Blomain et al., 

2016). Dabei wird der GC-C eine wichtige Rolle bei der epithelial-mesenchymalen 

Homöostase mit gleichzeitiger Beeinflussung der Myofibroblastenaktivität 

zugeschrieben (Gibbons et al., 2013). Eine potentielle Beteiligung der NO-GC wurde 

lediglich von Li et al. (2015) postuliert, die eine gesteigerte PDE-Expression und damit 

eine verminderte cGMP-Konzentration in der Zelle mit einer wachstumsstimulierenden 

Wirkung auf die Tumorzellen in Verbindung brachten. In dieser Studie werden sowohl 

die NO-GC als auch die GC-C als potentielle Quellen der cGMP-Synthese in Betracht 

gezogen. Eine Erhöhung der cGMP-Konzentration durch die Inhibition der PDE führte 

wiederum zu einem verminderten Tumorwachstum (Li et al., 2015).  

Bedingt durch die lückenhafte Datenlage wurde eine Genexpressionsanalyse auf 

mRNA-Basis in Kontrolltieren und SMC-GCKO-Tieren durchgeführt, um potentielle 

Effektoren zu identifizieren. Bedauerlicherweise lieferte die Genexpressionsanalyse kein 

einheitliches Expressionsmuster zwischen den SMC-GCKO-Mäuse. Dies könnte darin 

begründet sein, dass in SMC-GCKO-Tieren, verschiedene Entartungsstufen der 

Adenome verglichen wurden. Der Grad der Entartung geht vermutlich mit einer 

unkoordinierten Aktivierung einer Vielzahl an Genen einher. Dieses Problem könnte 

eventuell vermindert werden, indem die Genanalyse mit mRNA von makroskopisch 

unveränderten Mukosafalten von SMC-GCKO-Tieren wiederholt würde. Weiterhin ist 

anzumerken, dass lediglich 6 Tiere analysiert wurden und dies für die Identifizierung 

potentiell veränderter Effektoren eine sehr geringe Probenanzahl darstellt. Dennoch 

lieferte die Genanalyse vielversprechende Effektorkandidaten zur Entwicklung möglicher 

Hypothesen zur NO-GC-bedingten Adenomentwicklung. Von besonderem Interesse war 

die Tatsache, dass der BMP-Antagonist Gremlin1 in den Adenomen hochreguliert war 

(log2FoldChange: 2,61). Eine verstärkte Expression von Gremlin1 konnte bislang auch 

in humanen Colonkarzinomen festgestellt werden (Namkoong et al., 2006; Kosinski et 

al., 2007). Gremlin ist vor allem im Kryptengrund stark exprimiert und wirkt dort als 

Inhibitor von BMP. BMP wiederum ist direkt für die Differenzierung epithelialer Zellen 

verantwortlich. Gremlin1 wird von Zellen der Lamina muscularis mucosae sowie 

kryptennahen Myofibroblasten exprimiert und sezerniert (Kosinski et al., 2007). In diesen 

Zellen ließen die Daten der Reportermäuse eine aktive Cre-Rekombinase vermuten. 

Somit könnte die NO-GC in Myofibroblasten sowie in Zellen der Lamina muscularis 

mucosae die Bildung bzw. Sekretion von Gremlin1 beeinflussen. Damit wäre die NO-GC 

ein wichtiger Regulator innerhalb der Stammzellnische, der die differenzierenden 

Einflüsse von BMP unterbindet. Basierend auf unseren Beobachtungen würde eine 

Deletion der NO-GC zu einer verstärkten Bildung bzw. Sekretion von Gremlin führen, 
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was eine verminderte BMP-Aktivität zur Folge hätte. Die Rolle von BMP bei der Bildung 

von Adenomen bzw. colorectalen Karzinomen wird in der Literatur kontrovers diskutiert. 

Im Einklang mit unserer Hypothese zeigte Reynolds et al. (2014), dass eine verminderte 

BMP-Aktivität die Wahrscheinlichkeit der Adenom-zu-Karzinom-Transition verstärkt. 

Dem gegenüber beschrieben Lorente-Trigos et al. (2010) jedoch, dass eine Erhöhung 

der BMP-Aktivität die Ausbildung von colorectalen Tumoren fördert.  

Kürzlich konnte Gremlin1 als wichtiger Marker für osteochondrale Stammzellen des 

Knochenmarks sowie retikuläre Stammzellen im Darm nachgewiesen werden (Worthley 

et al., 2015). In dieser Studie wurden Mäuse verwendet, die die Cre-Rekombinase unter 

der Kontrolle des Gremlin1-Promoters exprimiert (Grem1-CreERT2-Maus). Durch die 

Generierung von Reportermäusen konnten Zellen mit aktivem Gremlin-Promotor in 

Myofibroblasten der periepithelialen-mesenchymalen-Achse identifiziert werden. Diese 

Mauslinie wird für weitere Studien zur Verfügung gestellt werden. In diesen Tieren soll 

analog zu den übrigen in dieser Arbeit verwendeten zellspezifischen Knockout-Tieren 

die NO-GC spezifisch in Grem1-exprimierenden Zellen ausgeschnitten werden. Nach 

der aufgestellten Hypothese würden diese Tiere, analog zu den SMC-GCKO-Tieren, 

ebenfalls starke Adenome entwickeln. Diese weiterführenden Versuche würden 

eindeutig zeigen, dass die NO-GC in Myofibroblasten sowie Zellen der Lamina 

muscularis mucosae in den Regulationsmechanismus der Epithelerneuerung involviert 

ist.  
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6. Zusammenfassung 

Die NO-sensitive Guanylyl-Cyclase (NO-GC) ist ein zentrales Enzym der 

NO/cGMP-Signalkaskade, das über die Aktivierung von NO zur Bildung des second 

messangers cGMP führt. Die NO-GC setzt sich aus zwei Untereinheiten zusammen, 

sodass zwei Isoformen des Enzyms gebildet werden können (α1β1 und α2β1). Da die 

genaue Verteilung der beiden Isoformen im Colon nicht bekannt ist, wurde diese im 

ersten Teil dieser Arbeit charakterisiert. Immunhistochemie und In-situ-Hybridisierung 

zeigten die Expression beider Isoformen sowohl in der glatten Muskelschicht als auch in 

der Submukosa und Lamina propria. Dabei war die α1β1-Isoform ubiquitär, die 

α2β1-Isoform dagegen hauptsächlich im Bereich des myenterischen Plexus vorzufinden. 

In der glatten Muskelschicht des Colons ist die NO-GC in glatten Muskelzellen (SMC), 

interstitiellen Zellen von Cajal (ICC) sowie Fibroblasten-ähnliche Zellen (FLC) exprimiert 

und hauptsächlich in die Modulation der gastrointestinalen Motilität involviert. Zur 

spezifischen Charakterisierung der Funktion der NO-GC in den einzelnen Zelltypen 

wurden Knockout-Mäuse generiert, denen die NO-GC global (GCKO) oder spezifisch in 

SMC (SMC-GCKO), ICC (ICC-GCKO) oder beiden Zelltypen (SMC/ICC-GCKO) fehlt. 

Anhand dieser Mausmodelle sollten im zweiten Teil dieser Arbeit die modulatorischen 

Effekte der NO-GC auf die spontanen Kontraktionen des Colons bestimmt werden. Zur 

Charakterisierung der spontanen Kontraktionen der zirkulären Muskelschicht wurden 

Myographiestudien mit 2,5 mm langen Colonringen durchgeführt. Hierbei konnten drei 

verschiedene Kontraktionen gemessen werden: Kleine, hochfrequente Ripples, mittlere 

Kontraktionen und große Kontraktionen. Die detaillierte Analyse der einzelnen 

Kontraktionen zeigte einerseits eine NO-unabhängige Regulation der Ripples, 

andererseits eine NO-abhängige Modulation der mittleren und großen Kontraktionen 

über die NO-GC in SMC und ICC. Die NO-GC in SMC beeinflusst die Kontraktionen 

vermutlich vor allem über die Regulation des Muskeltonus der zirkulären Muskelschicht. 

Die NO-GC in ICC dagegen modifiziert die spontanen Kontraktionen möglicherweise 

über eine Veränderung der Schrittmacheraktivität. Allerdings führt erst ein 

Funktionsverlust des NO/cGMP-Signalweges in beiden Zelltypen zu einem sichtbar 

veränderten Kontraktionsmuster, das dem von globalen Knockout-Tieren glich. Dies 

weist auf eine kompensatorische Wirkung der NO-GC im jeweils anderen Zelltyp hin. 

Zur Analyse der propulsiven Kontraktionen entlang des gesamten Colons wurden 

Videoaufnahmen der Darmbewegungen in Kontraktionsmusterkarten transformiert. 

Zudem wurde der Darm durchspült und die Ausflusstropfen aufgezeichnet, um die 

Effektivität der Kontraktionen beurteilen zu können. Hierbei zeigte sich, dass eine 

Beeinträchtigung des NO/cGMP-Signalweges eine verminderte Effektivität der 
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Kontraktionen zur Folge hat und vermutlich durch eine beeinträchtige Synchronisation 

der Kontraktionen erklärt werden kann. In diesem Regulationsmechanismus konnte vor 

allem der NO-GC in SMC eine übergeordnete Rolle zugewiesen werden. 

Der dritte Teil der Arbeit thematisierte den Befund, dass SMC-GCKO-Tiere ca. 5 Monate 

nach Tamoxifen-Behandlung Entartungen der Mukosa entwickelten. Diese Entartung 

war lediglich in Tamoxifen-induzierten Knockout-Tieren vorzufinden. Histologische 

Analysen identifizierten die Entartungen als tubulovillöses Adenom. Die 

Genexpressionsanalyse von Mukosafalten von SMC-GCKO- und heterozygoten 

Kontrolltieren zeigte eine Vielzahl von Genen, welche spezifisch bei colorectalem 

Karzinom differenziell exprimiert sind. Einer dieser Faktoren war der BMP-Antagonist 

Gremlin1. Dieser Faktor erschien von besonderem Interesse, da er in Zellen der Lamina 

muscularis mucosae und kryptennahen Myofibroblasten exprimiert wird. 

Immunhistochemische Analysen ließen vermuten, dass diese Zellen sowohl die NO-GC 

als auch die Cre-Rekombinase unter dem SMMHC-Promotor exprimieren. Diese Arbeit 

liefert demnach Hinweise darauf, dass die NO-GC einen wichtigen Regulator innerhalb 

der Stammzellnische bildet. Die Deletion der NO-GC führt vermutlich zu einer 

verstärkten Bildung bzw. Sekretion von Gremlin1, was die Homöostase der mukosalen 

Erneuerung stört und somit zur Entwicklung von Adenomen führt. 

 

7. Summary 

The NO/cGMP signalling cascade is involved in many physiological processes. 

NO-sensitive Guanylyl-Cyclase (NO-GC) is a key enzyme of this cascade, which is 

activated by NO and leads to the generation of the second messenger cGMP. As NO-GC 

is comprised of two subunits two different isoforms exist (α1β1 und α2β1). However, the 

detailed distribution of the two isoforms in the colon is not known. Therefore, in the first 

part of this thesis, immunohistochemical staining and in situ hybridization was performed. 

The results showed NO-GC expression in the smooth muscle layer as well as in the 

submucosa and the lamina propria. Whereas the α1β1 isoform is expressed ubiquitously, 

expression of the α2β1 isoform is concentrated on the myenteric plexus. 

In the smooth muscle layer, NO-GC expression has been shown specifically in smooth 

muscle cells (SMC), interstitial cells of Cajal (ICC) and fibroblast-like cells (FLC). The 

function has been mainly associated with modulation of gastrointestinal motility. To 

specify the role of NO-GC on colonic motility in each cell type, mice lacking NO-GC 

globally (GCKO) or specifically in SMC (SMC-GCKO), ICC (ICC-GCKO) or in both 
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(SMC/ICC-GCKO) were used. First, organ bath studies were performed using small 

proximal colonrings of 2,5 mm size. These measurements showed three different 

contractions: small, high frequency ripples, intermediate contractions and large 

contractions. For each contraction type, NO dependence was analyzed: Ripples are 

regulated in a NO-independent manner. In contrast, intermediate and large contractions 

are modulated by NO via a mechanism involving both ICC and SMC: NO-GC in SMC 

most likely modulates contractions by setting muscle tone, whereas NO-GC in ICC 

interacts with the pacemaker activity. 

Moreover, contractions along the whole colon were analyzed using spatiotemporal 

maps. These measurements revealed NO-GC to be related to the efficiency of propulsive 

long distance contractions (LDC). Impaired NO-GC signalling (e.g. in SMC-GCKO, 

GCKO mice or in the presence of NOS inhibitor L-NAME) resulted in altered appearance 

of LDC. Some of these LDC did not produce outflow. Thus, our results indicate a 

prominent role of NO-GC in SMC to synchronize contractions along the colon to result in 

effective propulsion. 

The third part of the study focused on the potential involvement of NO-GC in adenoma 

development. This hypothesis was set up based on the observation that colon of 

SMC-GCKO mice showed mucosal swellings five month after tamoxifen treatment. 

Histological analysis assumed the mucosal swellings as tubulovillous adenoma. 

Subsequent gene expression analysis of mucosal folds of SMC-GCKO and 

heterozygous control mice identified a variety of differentially expressed genes, among 

them the BMP antagonist Gremlin1. This factor is potentially influenced by NO-GC as it 

is expressed by cells of the lamina muscularis mucosae and myofibroblasts closely 

located to the colonic crypts. Immunohistochemical analysis of tdTomato reporter mice 

assumed the same cells to express NO-GC under control conditions and active Cre 

recombinase in SMC-GCKO colon. Thus, this work hypothesizes NO-GC to be involved 

in the regulation of mucosal renewal. Deletion of NO-GC likely increases Gremlin1 

generation and/or secretion, leading to altered mucosal renewal and finally resulting in 

adenoma development. 
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