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ZUSAMMENFASSUNG 
 

Das kolorektale Karzinom (CRC) stellt immer noch eine der häufigsten Todesursachen 

von Krebs beim Menschen dar. 

Um die sporadische Entstehung des CRC im Menschen zu imitieren haben wir neue 

Mausmodelle generiert, welche durch gerichtete Stammzelltransformation durch das 

SV40 T-Antigen (Tag) in der putativen Stammzellregion der intestinalen Krypten 

spontan Tumore entwickeln. 

Mit Hilfe der Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Maus haben wir die Immunantwort gegen 

spontan entstehende Tumoren des gastrointestinalen Traktes analysiert und einander 

gegenübergestellt. Diese sind entweder durch Applikation von niedrig dosiertem 

Tamoxifen oder durch eine Tamoxifen-unabhängige stochastische Tag-Expression 

entstanden. 

Weiterhin haben wir die Induktion anti-Tag-spezifischer zytotoxischer T-Lymphozyten 

und IgG in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen analysieren. 

Dabei fanden wir heraus, dass sowohl junge als auch einige wenige ältere Lgr5-Cre-

ERT2 x LoxP-Tag transgene Mäuse noch eine signifikante zytotoxische T-Zellantwort 

gegen das dominante Epitop IV von Tag aufrecht behielten. Des Weiteren zeigten diese 

Mäuse einen mit zunehmendem Alter ansteigenden anti-Tag spezifischen IgG-Titer. 

Im Vergleich zu Villin-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen, welche Tag auch außerhalb der 

Stammzelle in den Mikrovilli des epithelialen Bürstensaumes im gastrointestinalen Trakt 

exprimieren (Czéh et al., 2010, Oncogene, 29: 6591), führt die spatio-temporale 

Tamoxifen-induzierbare Tag-Expression in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen zu einer 

längeren Tumorlatenz und somit Überlebenszeit. In dem letzteren Modell entwickeln die 

Mäuse gastrointestinale Tumoren zum Beispiel im Darm, Magen, Pankreas und in der 

Leber. 

Die Tamoxifengabe kann eine signifikante ZTL-Antwort in diesen Mäusen hervorrufen 

und führt zu der Aktivierung von CD4+ und CD8+ T-Zellen im Darm, die mit Hilfe der 

Marker CD44 und CD69 nachgewiesen werden konnte. 

Die beschriebenen Tumormodelle ermöglichen ein besseres Verständnis sowohl der 

lokalen als auch systemischen Immunantwort während des langen Prozesses der 

Tumorentstehung und erlauben es uns neue Therapeutika zu testen. 
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SUMMARY 
 

Colorectal cancer (CRC) is still one of the most common causes of death from cancer in 

humans. 

In order to mimic the sporadic nature of human colon carcinoma development we 

generated novel mouse models with spontaneous tumour growth by directing the 

expression of SV40 T antigen (Tag) into the putative stem cell region of the intestinal 

crypts. 

With the help of Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag transgenic mice we analyzed and compared 

the anti-tumour immune response against colorectal cancer directed towards 

spontaneously arising tumours either throughout the activation of the Cre-recombinase 

by low-dose Tamoxifen administration or via a stochastic Tag expression in a 

Tamoxifen-independent fashion. 

We furthermore aimed to analyze the induction of CTL tolerance towards Tag in Lgr5-

Cre-ERT2 x LoxP-Tag transgenic mice at different ages and to follow their anti-Tag IgG 

antibody response. 

We found in the stochastic model that young as well as some of the aged Lgr5-Cre-

ERT2 x LoxP-Tag transgenic mice still retained CTL responses against the dominant 

epitope IV of Tag. Furthermore these mice showed an increasing anti-Tag IgG response 

with age. 

When comparing Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag mice to the Villin-Cre-ERT2 x LoxP-Tag 

transgenic mice which express Tag in the microvilli of the brush border epithelial cells 

lining the gut (Czéh et al., 2010, Oncogene, 29: 6591) in the sporadic Tamoxifen-

induced tumour model we found that Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag mice live significantly 

longer and start to develop tumours at a later time point. In this model Lgr5-Cre-ERT2 x 

LoxP-Tag mice develop tumours in the gastrointestinal tract such as stomach cancer, 

pancreatic cancer, cancer of the intestine and liver cancer. The administration of 

Tamoxifen is able to induce a significant CTL response in these mice and leads to the 

activation of T cells in the intestine identified by the markers CD69 and CD44. 

The described colon tumour models offer the opportunity for a better understanding of 

local as well as systemic immune responses throughout the long process of 

tumorigenesis and allow testing of novel therapeutics. 
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1. EINLEITUNG 
 

1.1 Tumoren und Tumorentstehung 
 

Ein Tumor (lateinisch, „Geschwulst“ oder „Wucherung“) im medizinischen Sinne steht 

für eine Raumforderung unklarer Dignität. Im allgemeinsprachlichen Gebrauch dagegen 

wird vom Tumor als eine maligne Entartung eines bestimmten Gewebes oder eines 

Organs gesprochen. Die genauen Mechanismen der Entstehung von bösartigen 

Tumoren waren lange Zeit unbekannt. 

Schon Hippokrates von Kos (um 460 v. Chr. - um 370 v. Chr.) beschrieb verschiedene 

Tumorarten und benannte sie mit dem griechischen Wort carcinos, gleichbedeutend mit 

dem Wort „Krebs“ im Deutschen [1]. 

Im modernen Zeitalter postulierte Rudolf Virchow in den 1850er Jahren, dass 

Krankheiten auf Störungen von Körperzellen basieren (die sog. Theorie der 

Zellularpathologie) und David von Hansemanns „Prinziplosigkeit als Prinzip der 

Krebszellen“ beschrieb 1890 das gemeinsame Auftreten von Chromosomen-

abnormalitäten und genetischer Instabilität bei Tumoren [2-3] als Basis für die 

Krebsentstehung. 

Paul Ehrlich ergänzte 1909 ein weiteres Puzzlestück: das Immunsystem. Er setzte 

voraus, dass die Tumorentstehung für gewöhnlich durch das Immunsystem supprimiert 

würde [4]. Welche Rolle es dabei genau einnimmt ist bis heute das zentrale Thema der 

Debatte in dem Forschungsgebiet der Tumorimmunologie und bildet letzten Endes die 

Grundlage für den Ansatz der Immuntherapie als therapeutische Ergänzung zur 

derzeitigen Krebstherapie. Die Arbeitsgruppe von Thomas Wölfel in Mainz konnte 1995 

erstmals beim Menschen zeigen, dass ein Tumor-spezifisches Antigen von zyto-

toxischen T-Zellen erkannt wird und eine detektierbare Immunantwort auslöst [5]. 

In der Grundlagenforschung spalten sich die Lager (Abbildung 1.1). 

Robert Schreiber und seine Arbeitsgruppe zeigten 2001, dass immundefiziente Mäuse 

eher sowohl chemisch-induzierte als auch spontane Tumoren entwickeln [6] und 

prägten somit den Begriff der „Immunosurveillance“ neu. Das Erkennen und 

Überwachen der Tumorzellen durch das Immunsystem führt in immunkompetenten 

Mäusen zu folgendem Dilemma: es entsteht ein Selektionsdruck (das sogenannte 
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librium und Escape. In der ersten Phase, der Eliminationsphase, werden die transformierten Zellen 

durch das angeborene und adaptive Immunsystem erkannt. Es werden Chemokine und Zytokine 

produziert, welche das Abtöten der Tumorzellen ermöglichen. Falls einige Tumorzellen diesem 

Prozess entkommen, beginnt die zweite Phase: das Äquilibrium. In dieser Phase persistiert der 

Tumor, aber unterliegt dennoch dem Druck des Immunsystems. Die dritte Phase beginnt, wenn das 

Gleichgewicht zwischen der Immunantwort und dem Tumor aufgrund von einer Erschöpfung 

(„Exhaustion“) des Immunsystems kippt oder dem Auftreten von Tumorzellvarianten, die es dem 

Tumor ermöglichen dem Immunsystem zu entkommen. 

Escape 
→ Tumorwachstum  

Immunosurveillance  
→  Tumoreliminierung 

Abbildung 1.1: adaptiert 

von Dunn GP, Koebel CM 

and Schreiber RD. 

Interferons, immunity and 

cancer immunoediting. Nat. 

Rev. Immunology Vol 6: 

836-848 (2006). Der 

Prozess des „Immuno-

editing“ wird in drei Phasen 

unterteilt: Elimination, Äqui-  

1.1 

„Immunoediting“), der zu reduzierter Immunogenität und schließlich zum Auswachsen 

des Tumors (dem sog. „Immunescape“) führt. 

Gerald Willimsky und Thomas Blankenstein konnten 2005 hingegen zeigen, dass in 

immunkompetenten Mäusen bei der Entstehung sporadischer Tumore nicht die 

Immunogenität abnimmt, sondern Toleranz induziert wird, um einer spezifischen 

Immunantwort zu entweichen [7-9]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Wie diese Hypothesen und Erkenntnisse aus dem tierexperimentellen 

Forschungsbereich tatsächlich in den Zusammenhang mit dem humanen System 

gesetzt werden müssen bleibt noch offen. Eins ist jedoch klar: genauso wie die 

Evolution im Tierreich durch Mutation und Selektion bestimmt wird, ebenso ist die 

Krebsevolution sowohl durch Onkogenmutation als auch Alterationen im 

Selektionsdruck bedingt. Begünstigende Faktoren sind Alterung und/oder 

Karzinogenexposition [10]. Jesse M. Zaretsky zeigte 2016 am Beispiel des Malignen 

Melanoms, dass nur unter Immuntherapie mit PD-1-Inhibition klonale Selektion entsteht, 

resistente Tumore auswachsen und folglich dieses T-Zell-vermittelt sein muss [11]. 

Weiterhin zeigte Laura M. Rogers bereits im Jahre 2013 im Sleeping Beauty (SB)-

Mausmodell, dass B- und T-Zellen eine formende Funktion bezüglich des genetischen 

Äquilibrium 

- IFN-γ 

- IFN-α/ -β 
- Perforin 

- TRAIL 

- Exhaustion 

- Inhibierung 
- Tumorzell- 

   varianten 

Genetische 

Instabilität und 
Immunoselektion 



Einleitung 

5 

Profils von Tumoren verschiedenster Art besitzen, jedoch nicht in der Lage sind SB-

induzierte Tumore zu eliminieren [12]. 

Krebs gehört als Erkrankung des Alters heute weltweit zu einer der häufigsten 

Todesursachen mit einer Inzidenz von 14,1 Millionen und einer Mortalität von 8,2 

Millionen Menschen allein im Jahr 2012 – Tendenz steigend [13] – und stellt somit 

einen der wichtigsten Bereiche der Forschung dar. 

Im folgenden Abschnitt sollen die zeitgenössischen Hypothesen zur Entstehung von 

Darmtumoren, sowie die Diagnostik und Differenzialdiagnostik, Therapie und Prognose 

von Darmkrebs erörtert werden. 

 

1.1.1 Epidemiologie von Darmtumoren: die „Cancer Clock“ (Adenom-Karzinom-

Sequenz) 

 

Das Kolorektale Karzinom (CRC) zählt zu den führenden malignen Erkrankungen in 

Europa und Nordamerika [14-15] mit der drittgrößten Mortalität unter allen 

Tumorentitäten in der westlichen Zivilisation. 

Neben der familiären, genetischen Form des CRC, wie beispielsweise das Hereditäre 

nicht-polypomatöse kolorektale Karzinom (HNPCC) oder die Familiäre Adenomatosis 

Polyposis (FAP), welche durch eine vererbte Mutation des APC-Gens entstehen [16], ist 

das sporadische Auftreten die beim Menschen am häufigsten verbreitete Form des 

CRC [17-20]. 

Die Tumorigenese erfolgt durch stufenweises Akkumulieren verschiedener Mutationen 

– dieses wird auch als Adenom-Karzinom-Sequenz bezeichnet. 

Als erster Schritt in der Kaskade genetischer Alterationen wurde die bi-allelische 

Inaktivierung des APC-Gens identifiziert. Während beim sporadischen CRC die APC-

Mutation dem klassischen „Two-Hit-Modell“ der Tumorsuppressor-Inaktivierung von 

Knudson folgt (das heißt es finden zwei erworbene somatische Mutationen statt), wird 

bei der FAP ein defektes Allel bereits über die Keimbahn autosomal dominant vererbt. 

Der Verlust des APC-Genproduktes führt zu einer ineffizienten Degradation des 

Transkriptionsfaktors β-Catenin, welche zu einer gesteigerten Transkription von 

Zielgenen (wie beispielsweise c-myc, Zyklin D, etc.) führt und über diesen Weg 

einerseits indirekt Einfluss auf die Zellzykluskontrolle, Zellproliferation und Apoptose-

Inhibition nimmt und andererseits direkt durch seine Beteiligung an der regelrechten 

Ausbildung des mitotischen Spindelapparates eine chromosomale Instabilität 
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APC Normales 

Epithel 

•  K-Ras 

•  p53 

Dysplasie 

ACF/ 

frühes 

Adenom 

weitere 

Mutationen 
CRC 

•  Leber 

•  Lunge 

•  Gehirn 

Metas-

tase 

chronische 

Inflammation 

Umwelt 

Genetisch 

- oxidativer Stress 

- Zytokinaus- 

  schüttung 

- Ernährung (rotes 

  Fleisch, Lipide, 

  Arachidonsäure) 

- NSAIDs 

- FAP, HNPCC: APC 

- K-Ras, p53 

- MMR 

1.2a 

1.2b 

dargestellten Mutationen weiter. Eine MMR-Defizienz beschleunigt diesen Prozess. K-Ras ist ein 

Onkogen welches für seine Aktivierung nur ein genetisches Ereignis benötigt. P53 ist ein 

Tumorsuppressor, der zwei genetische „Hits“ (jeweils einen pro Allel) für seine Inaktivierung benötigt. 

Eine Vielzahl anderer genetischer Alterationen wurde in einem kleinen Teil fortgeschrittener 

kolorektaler Karzinome (CRC) beschrieben, die eventuell für den unterschiedlichen Phänotyp 

verantwortlich sein mögen. 

Abbildung 1.2 b: Umweltfaktoren wie eine lipidreiche Ernährung oder Rauchen können die 

Entstehung des CRC fördern. Der Einnahme von nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAR) wurde ein 

protektiver Effekt zugeschrieben. Eine chronische Inflammation kann durch oxidativen Stress und 

Zytokinsturm zur Tumorentstehung führen. Beispielsweise haben Patienten mit einer chronisch-

entzündlichen Darmerkrankung ein vielfach höheres Risiko Darmtumore zu entwickeln. Genetische 

Faktoren spielen vor allem bei der Polyposis coli und dem Lynch-Syndrom eine essentielle Rolle. 

verursacht. Dieser Überlebensvorteil der Zellen ermöglicht die klonale Expansion, 

weshalb dem APC-Gen auch eine Gatekeeper-Funktion zugeschrieben wird (Abbildung 

1.2 a). 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In der zweiten, intermediären Phase wird das K-Ras-Onkogen aktivierend mutiert, was 

zu genetischen Alterationen auf dem langen Arm von Chromosom 18 führt. 

Histomorphologisch zeigt sich auf dieser Stufe eine low-grade intraepitheliale Dysplasie. 

Der Übergang zur high-grade intraepithelialen Dysplasie (bzw. zum Karzinom) wird 

MMR-Defizienz 

Tumorigenese 

Abbildung 1.2 a: adaptiert von Kinzler WK & 

Vogelstein B. Lessons from Hereditary Colorectal 

Cancer. Cell Vol. 87: 159-170 (1996). 

Das APC-Gen besitzt eine Torhüter („Gatekeeper“)-

Funktion. In bis zu 80 Prozent aller kolorektalen 

Adenome ist das APC-Gen bi-allelisch mutiert [21] 

und es sind mindestens fünf genetische Alterationen 

für die Karzinomentstehung notwendig, weniger für 

eine benigne Tumorigenese. Menschen mit FAP 

erben APC-Mutationen und entwickeln multiple 

dysplastische aberrante Krypten (ACF). Einige von 

ihnen entwickeln sich durch eine Akkumulation der 
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durch die Mutation des p53-Tumorsuppressor-Gens auf Chromosom 17p eingeleitet 

[22]. Beim Lynch-Syndrom liegt eine Mutation im MMR-System (DNA-Mismatch-

Reparaturgen) vor, welche zu einer exponentiell beschleunigten Anhäufung von 

Replikationsfehlern bei der Zellteilung führt. Dabei liegt häufig eine Mutation von Genen 

mit repetitiven Sequenzen wie TGF-β-Rezeptor II oder BAX vor. 

Außerdem ist die Darmtumorentstehung multifaktoriell bedingt und wird durch 

Umweltfaktoren wie die Ernährung (tierische Fette, rotes Fleisch, Arachidonsäure) und 

durch chemische Reizung wie sie beispielsweise bei chronischer Inflammation 

(oxidativer Stress, Zytokinausschüttung) auftritt oder durch die chemopräventive 

Einnahme nicht-steroidaler Antiphlogistika (NSAIDs) beeinflusst (Abbildung 1.2 b). 

 

1.2 Lgr5 als Stammzellmarker und SV40 Large T als Onkogen 
 

In diesem Abschnitt werden die Stammzellhypothese, der Aufbau der Krypten anhand 

des murinen Modells, der Stammzellmarker Lgr5 und das SV40-Large T-Antigen 

vorgestellt. 

 

1.2.1 Stammzellhypothese 

 

Im Jahr 1937 zeigten Jacob Furth und Morton Kahn, dass eine einzelne leukämische 

Zelle die systemische Krankheit nach Transfer in eine Maus verursachen kann [23]. Sie 

initiierten somit die Hypothese der Tumorentstehung aus einer Krebsstammzelle. 

Allerdings dauerte es knapp weitere sechzig Jahre bis diese Tumor-initiierenden Zellen 

näher identifiziert und charakterisiert wurden. Obwohl die Stammzellhypothese initial im 

hämatopoetischen Modell beschrieben [24-28] wurde, ließ sie sich später auch auf 

solide Tumoren [29-30] erweitern. 

Das Darmepithel ist eines der am meisten proliferierenden Gewebe beim Menschen 

[31-32] – der tägliche Zellumsatz ist enorm und innerhalb von drei bis fünf Tagen [33] 

findet in der Maus, in sechs bis acht Tagen beim Menschen eine vollständige 

Erneuerung des Epithels statt [34]. In Bezug auf die Entstehung von Darmtumoren wird 

postuliert, dass das CRC aus den Stammzellen, welche an der Basis der Krypte 

verankert sind, entsteht und diese dort während des hohen Epithelumsatzes zahlreiche 

Mutationen erwerben [35]. Sie stellen die einzigen Zellen in stark proliferierenden 

Geweben wie dem Darm dar, die lange genug leben um die sukzessiven Mutationen zu 
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung 

einer Krypte im Dünndarm (von unten 

nach oben). An der Basis der Krypte 

befinden sich die Paneth-Zellen (D) und 

die Lgr5-positiven Stammzellen (E). Sie 

bilden gemeinsam die Columnar Base 

Cells (CBCs). Umliegend sitzen mesen-

chymale Myofibroblasten (F), die Wnt-

Signal-Liganden produzieren. Weiter auf-

steigend formieren sich zunächst die Tran-

sit Amplifying- (C) und dann die Pro-

genitor-Zellen (B). Die ausdifferenzierten 

Zellen (A) sitzen oben und setzen sich aus 

enteroendokrinen Zellen, Goblet-Zellen 

(auch Muzin-produzierende Becherzellen 

genannt) und Enterozyten zusammen. 

erwerben [36]. Die Frage, ob solide Tumoren aus erworbenen Mutationen in normalen 

Gewebsstammzellen hervorgehen oder Stammzell-ähnliche Eigenschaften in weiter 

differenzierten Zellen erworben werden, muss noch abschließend geklärt werden [37]. 

 

1.2.2 Aufbau einer Krypte 

 

Der menschliche Darm ist seiner Funktion optimal angepasst – im Dünndarm wird die 

Nahrung enzymatisch gespalten und über die Mikrovilli werden zahlreiche Nährstoffe 

resorbiert; die Aufgabe des dicht mit Bakterien besiedelten Dickdarms ist die 

Wasserrückresorption und dadurch die Eindickung der Faeces. 

Der Dünndarm ist von einem hochprismatischen, einschichtigen Zylinderepithel 

ausgekleidet und gliedert sich in Lieberkühn-Krypten und Villi (Dünndarmzotten) [38], 

wodurch sich die Resorptionsoberfläche um ein Vielfaches vergrößert, das Dickdarm-

epithel dagegen ist frei von Villi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In der Maus sind an der Basis der Krypte vier bis sechs Stammzellen [39], zwischen 

den Paneth-Zellen im Dünndarm und den Mukus-sezernierenden Goblet-Zellen im 

Dickdarm, an Position '+4' lokalisiert [40]. Diese Stammzellen exprimieren den Marker 

Lgr5 (leucine-rich-repeat-containing G-protein coupled receptor 5, oder Gpr49) und sind 
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schmal geformt (siehe Abbildung 1.3). Sie weisen einen keilförmigen Zellkern auf, 

welcher von einem schmalen Zytoplasmasaum umgeben ist. Aufgrund ihrer Lokalisation 

werden sie auch als „Columnar Base Cells“ (CBC) bezeichnet [41-42]. 

Lgr5-positive Stammzellen sind gewebsspezifisch, regenerationsfähig („self-renewal“) 

und multipotent, das heißt sie können sich zu allen Zelltypen des Darmepithels 

ausdifferenzieren. Sie werden als langlebig bezeichnet und sind mit einer Teilung pro 

Tag recht teilungsaktiv [32]. 

Direkt über den Stammzellen, an der Krypten-Villus-Grenze, befinden sich die „Transit 

Amplifying“ (TA)-Zellen. Diese teilen sich alle 12 bis 16 Stunden und generieren somit 

täglich bis zu 300 neue Zellen pro Krypte [43]. Während ihrer Differenzierung wandern 

sie entlang der Krypten-Villus-Achse weiter nach oben bis sie nach circa 48 Stunden 

und insgesamt bis zu fünf Teilungen die Krypten-Villus-Grenze erreichen [43]. Sobald 

die TA-Zellen an dieser Grenze angekommen sind, differenzieren sie sich sehr schnell 

während sie stetig weiter nach oben migrieren. Dabei konstituieren TA-Zellen im 

Dünndarm drei verschiedene Zelltypen: die Enterozyten, Goblet-Zellen und die 

Peptidhormon-sekretierenden enteroendokrinen Zellen. Im Dickdarm läuft der 

Differenzierungsprozess ähnlich ab, mit der Ausnahme, dass sich die TA-Zellen dort zu 

Kolonozyten und Goblet-Zellen entwickeln. Die einzigen Zellen, welche diesem 

Kreislauf entweichen sind die Paneth-Zellen. Sie verweilen für drei bis sechs Wochen 

an der Kryptenbasis [44-46] bis sie in Apoptose gehen. 

Die perikryptalen Myofibroblasten, die aus der mesenchymalen Linie hervorgehen, 

produzieren Wnt-Signal-Liganden und stimulieren somit nicht nur die Aufrechterhaltung 

des Stammzellverhaltens, sondern auch die Zellmigration und -differenzierung [47-49]. 

Eine genetisch alterierte Stammzelle kann die gesamte Stammzellnische besetzen, 

entweder durch genetischen Drift oder durch das Akquirieren eines Selektionsvorteils 

(auch als „Nischensukzession“ bezeichnet) [21]. Intestinale Krypten sind klonale 

Populationen, Adenome sind polyklonal. Dies ist wahrscheinlich durch Interaktionen 

zwischen den verschiedenen Tumor-initiierten Klonen bedingt. Eine Erklärung dafür 

liefert zum einen die „Top-down-Hypothese“: dysplastische Zellen durchwachsen die 

benachbarten Krypten invasiv [50]. Zum anderen existiert die „Bottom-up-Hypothese“: 

die besagt, dass sich mutierte Krypten durch Fission teilen und über den Weg der 

Gebietskanzeration zur Mutationsausbreitung über das komplette Darmepithel führen 

[51-52]. 
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1.2.3 Lgr5: Eigenschaften und Funktionen 

 

Die epitheliale Homöostase im Darm des Erwachsenen wird durch verschiedene 

Signalkaskaden gewährleistet. Die wichtigsten sind dabei der Wnt- [53], Notch-, BMP- 

(knochenmorphogenetisches Protein) und Hedgehog-Signalweg [54]. 

Das Gen Lgr5 kodiert einen seltenen G-Protein-gekoppelten Rezeptor, der durch eine 

Leucin-reiche extrazelluläre Domäne gekennzeichnet ist [55]. Es wurde als ein Wnt-

Zielgen für das humane CRC [56], das Ovarialzellkarzinom und hepatozelluläre 

Karzinom beschrieben [57-58]. 

Seine verwandten Gene Lgr4 und Lgr6 kodieren ebenso für sieben-Transmembran-

Rezeptoren, welche sich evolutionsbedingt gemeinsam mit den Glykoprotein-

Hormonrezeptoren für FSH, LH und TSH entwickelt haben [55, 59-60]. 

Lgr4 und Lgr5 assoziieren mit dem Frizzled/Lrp-Wnt-Rezeptorkomplex und alle Lgr5-

Homologe sind fakultative Wnt-Rezeptorkomponenten, welche das Wnt-Signal über 

lösliche R-Spondine verstärken können [61]. 

Der Marker Lgr5 kennzeichnet proliferierende Stammzellen in verschiedenen 

Kompartimenten zu denen unter anderem der Dünn- und Dickdarm [32], der Magen [62] 

und die Haarfollikel [63] gehören. 

Lgr6 ist ein Marker für multipotente Stammzellen der Talgdrüsen und der Epidermis [64-

65]. Obwohl die Expression von Lgr4 sehr weitläufig ist [66], wird Lgr5 in den oben 

genannten Kompartimenten oft zusammen mit Lgr4 ko-exprimiert [67-68]. 

Da eine genetische Deletion von Lgr5 oder Lgr4 in Mäusen neonatal-letal ist, deutet 

dies auf seine wichtigen Funktionen während der Embryogenese hin [66,69].  

Erst kürzlich wurde daher die Expression von Lgr5 als Stammzellmarker auf weitere 

Organe und Epithelia erweitert. Dazu gehören unter anderem eine Expression während 

der Nierenontogenese [70], Lgr5 als Marker für ovarielles und tubuläres Epithel [71-72], 

die Expression in Stammzellen des Corneaepithels [73] und bei der Regeneration von 

Pankreas- und Leberepithel [74-75]. 

 

1.2.4 SV40 Tag als Onkogen 

 

Beim „Simian Virus“ (SV) 40 handelt es sich um einen Polyomavirus, der 1960 von 

Sweet und Hilleman [76] isoliert wurde. Es scheint, als wurde er durch kontaminierte 
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Poliovakzine, die früher aus primärer Zellkultur von Nierenzellen des häufig mit SV40 

infizierten Rhesusaffen gewonnen wurden, in die menschliche Population eingeführt. 

Das SV40-Genom ist in seiner Struktur ähnlich dem Genom anderer Polyomaviren wie 

beispielsweise dem Humanen Polyomavirus 1 (BK-Virus) und 2 (JC-Virus). Das heißt, 

es enthält neben seinen kodierenden auch zahlreiche regulatorische Regionen. Die für 

Proteine kodierenden DNA-Regionen sind verschlüsselt für regulatorische (small t- und 

Large T-Antigen, Agnoprotein) und strukturelle Kapsidproteine (VP-1 bis -3). Die 

regulatorische Region von SV40 enthält den Ursprung der DNA-Replikation und 

Promoter-/bzw. Verstärkerelemente als Zielstruktur für Transkriptionsfaktoren [77]. Im 

Jahre 2008 konnte ein Polyomavirus als ätiologisch für die Entstehung des 

Merkelzellkarzinoms identifiziert werden [78]. 

Im Anschluss an seine Entdeckung wurde SV40 in einer Reihe von Tiermodellen für die 

Virus-vermittelte Tumorinduktion getestet [79-81]. Es stellte sich heraus, dass nicht alle 

Zellen empfänglich für eine Infektion mit SV40 sind - Affen gelten als vulnerabel, 

Mauszellen werden als nicht-permissiv eingestuft und humane Zellen als semipermissiv 

bezeichnet. Die Frage, ob SV40 humane Zellen infizieren [82] und letztlich Tumoren 

beim Menschen induzieren kann [83], ist noch nicht abschließend geklärt. Mit der Hilfe 

von der Polymerase-Kettenreaktion (PCR), der DNA-Hybridisierung/-Sequenzierung 

und Immunofluoreszenz konnte das SV40-Genom und die Tag-Expression in 

Mesotheliomen [84-89], Hirntumoren [90-94], Osteosarkomen und in Tumoren beim 

immunsupprimierten Patienten [87; 95-98] nachgewiesen werden. 

Darüber hinaus wurde beobachtet, dass in nicht-vulnerablen Zellen das virale Genom 

ungerichtet in das Wirtsgenom integriert [99] und daraus die Transformation auf 

zellulärer Ebene resultiert. Die viralen Onkogene des SV40 werden dabei kontinuierlich 

exprimiert, um die Zellen gegebenenfalls in einem transformierten Zustand zu erhalten. 

Der exakte Mechanismus der Transformation und Unsterblichkeitsinduktion ist noch 

unbekannt, obwohl das virale Onkogen Tag in allererster Linie auf 

Schlüsselzellzyklusregulatoren und Tumorsuppressoren abzielt. Sie werden somit in 

ihrer Funktion inaktiviert und die Zellzyklusproliferation wird dereguliert.  

Um maligne humane Erkrankungen in einem transgenen murinen Tumormodell 

widerzuspiegeln kann sich die Expression des SV40-Onkogens zu Nutzen gemacht 

werden, wenn es unter der Kontrolle eines Gewebe-spezifischen Promoters liegt. Das 

SV40 „Large T antigen“ (SV40 Tag) ist ein transformierendes Protein, das die 

Proliferationskontrolle in der G1-Phase des Zellzyklus aufhebt indem es gleichzeitig das 
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Cancer Therapy, Vol 2: 85-98 (2004). Es sind die Regionen des Tag abgebildet, welche Polymerase 

α-Primase (Polα), die Tumorsuppressorproteine pRB und p53, das humane Hitzeschockprotein 70 

(hsc70) und die Koaktivatoren p300 und CBP binden. Ebenso sind die DNA Bindungsdomäne, die 

ATPase-Aktivitätsdomäne, Nukleäres Lokalisierungssignal (NLS)-Domäne, Helikasedomäne, 

Empfangsdomäne, Zinkfingerdomäne und J-Domäne dargestellt. 

Abbildung 1.4: Auf-

bau und Struktur des 

SV40 Tag, adaptiert 

von Sariyer IK et al. 

Tumor induction by 

simian and human 

polyoma viruses. 
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Tumorsuppressorprotein Retinoblastom (pRb) und das Apoptose-induzierende p53 

inaktiviert [100-101]. 

Einerseits fällt durch die Bindung von Tag an pRb die Suppression der E2F-

Transkriptionsfaktorfamilie weg und es werden vermehrt Proliferations-fördernde Gene 

exprimiert. Andererseits werden durch die Inaktivierung von p53 bestimmte Gene 

ausgeschaltet, die für Apoptose-induzierende Proteine kodieren. Dadurch können 

ruhende Zellen zurück in die S-Phase des Zellzyklus und somit dem programmierten 

Zelltod entkommen. 

Das multifunktionale SV40 Tag-Onkoprotein besitzt mehrere funktionale Domänen, die 

eine wichtige Rolle bei der Zelltransformation und Tumorinduktion spielen [102]. In der 

Abbildung 1.4 werden die verschiedenen funktionellen Domänen von SV40 Tag 

schematisch dargestellt. An dem N-terminalen Aminosäurenende befindet sich die J-

Domäne, welche essentiell für die Faltung von Proteinkomplexen ist. Diese Region teilt 

82 Aminosäuren mit dem small t-Antigen, das durch alternatives Splicing entsteht. Über 

das C-terminale Aminosäurenende wird die Bindung von Tag an pRb und seine 

Familienmitglieder p107 und p130 vermittelt [103-104]. 
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Abbildung 1.5: DNA-Kon-

strukt des SV40-Tag. Tag 

liegt unter der Kontrolle 

des ubiquitär exprimierten 

CAG Promoters. Die CAT- 

Stoppkassette ist von zwei 
LoxP-Erkennungssequenzen umgeben, sodass Tag unter normalen Bedingungen nicht exprimiert 

wird. Erst durch eine Aktivierung der Cre-Rekombinase wird die Stoppkassette ausgeschnitten und 

das SV40-T-Antigen aktiviert.  

loxP loxP SV40 Tag Pβ-actin 

CAT 
Db Db Db Kb 
I II/III IV V CTL-Epitope 

SV 40 Tag als ‘schlafendes’ Onkogen 

STOP 

1.3 Mausmodelle 
 

In dem folgenden Abschnitt werden die für diese Arbeit verwendeten Mausmodelle 

vorgestellt. 

 

1.3.1 Das Cre-/LoxP-Rekombinationssystem in der LoxP-Tag-Maus 

 

Die Tag-Expression wurde Gewebe-spezifisch unter der Nutzung des Cre-/LoxP-

Rekombinationssystems induziert [105-106]. 

Die LoxP-Tag transgene Maus exprimiert Tag unter der Kontrolle des ubiquitär aktiven 

CAG-Promoters [7]. 

Eine CAT-Stoppkassette, die von zwei jeweils 34 Basenpaaren langen LoxP-

Erkennungssequenzen begrenzt ist, verhindert unter normalen Bedingungen die 

Rekombination durch das Cre-Protein und somit die Tag-Expression. 

Nach Aktivierung der Cre-Rekombinase, wandert diese in den Zellkern, schneidet die 

Stoppkassette aus und führt zur Expression von Tag (siehe Abbildung 1.5). Auf 

molekularer Ebene bedeutet das, dass jedes einzelne Rekombinasemolekül eine 

palindromische Hälfte der LoxP-Erkennungssequenz bindet und durch die Bildung eines 

Tetramers beide LoxP-Sequenzen zusammengebracht werden [107]. 

Unabhängig davon entwickelt die LoxP-Tag-Maus nach langer Latenz spontane 

Tumoren in verschiedenen Organen, wie zum Beispiel in Niere, Leber, Hoden, 

Bindegewebe, Milz und Thymus [7]. 
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Abbildung 1.6: Einführung der 

transgenen Mausstämme Lgr5-

Cre-ERT2 x LoxP-Tag und Villin-

Cre-ERT2 x LoxP-Tag. 

In der Villin-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-

Maus ist die Cre-Rekombinase in 

allen Zellen des Darmes aktiv, das 

heißt sowohl in den Stammzellen 

als auch in Transit Amplifying- und 

ausdifferenzierten Zellen. In der 

Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Maus 

x" x"

Villin'Cre'ERT2" Lgr5'Cre'ERT2"

•  differenzierte)Enterozyten)
•  Epitheliale)Stammzellen)

•  TA5)Zellen,)Stammzellen"

loxP loxP 

Tag P STOP 

LoxP'Tag"transgene)Maus)

Stilles SV40 Tag 

loxP 

Tag P 

Aktives SV40 Tag 

Cre/LoxP5Rekombina?on)

+ Tamoxifen 

1.3.2 Villin-Cre-ERT2 x LoxP-Tag 

 

Es wurden für die vorliegende Arbeit zwei transgene Mausstämme verwendet (siehe 

Abbildung 1.6). 

In dem ersten transgenen Mausmodell, der Villin-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Maus, unterliegt 

die Cre-Rekombinase der Kontrolle der Villin-9kb regulatorischen Region, die in der 

putativen Stammzellregion der Lieberkühn-Krypten aktiv [108-109] ist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In dem ersten transgenen Mausmodell, der Villin-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Maus, unterliegt 

die Cre-Rekombinase der Kontrolle der Villin-9kb regulatorischen Region, die in der 

putativen Stammzellregion der Lieberkühn-Krypten aktiv [108-109] ist. 

Durch die Gabe von Tamoxifen [110] wird in diesem Modell die Cre-Rekombinase in 

den Kern transloziert, da sie mit einer mutierten Form des humanen Östrogenrezeptors, 

dem ERT2-Rezeptor [111], fusioniert ist. Es erfolgt die Expression von Tag in allen 

Zellen der Krypten-Villus-Achse, folglich abgesehen von den differenzierten Enterozyten 

auch in den undifferenzierten Stamm- und TA-Zellen des gastrointestinalen Traktes. 

 

1.3.3 Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag 

 

In einem zweiten Mausstamm, der Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Maus, wird die 

Expression der Cre-Rekombinase durch den Lgr5-Promoter reguliert (siehe Abbildung 

dagegen findet die Cre-LoxP-Rekombination nur in den epithelialen Stammzellen statt, welche den 

Marker Lgr5 exprimieren. In beiden Mausmodellen wird die Cre-Rekombinase durch die Applikation 

von Tamoxifen aktiviert. 
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Abbildung 1.7: Aufbau des DNA-Konstrukts in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen. 

Lgr5 ist über eine interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES) an das grüne Fluoreszenprotein eGFP 

gekoppelt. Nach Tamoxifenapplikation wird nach Herausschneiden der Stoppkassette durch die Cre-

Rekombinase das Tag spezifisch in den Lgr5-exprimierenden Stammzellen aktiviert, welche 

gleichzeitig mit Hilfe eines grünen Farbstoffes fluorezenzmarkiert sind. 

Stilles SV40 Tag Aktives SV40 Tag 

+ Tamoxifen 

STOP Tag Tag polyA 

polyA 

polyA 

polyA 5’UTR 5’UTR 

SA SA 

eGFP IRES eGFP IRES CreERT2 CreERT2 Lgr5 Lgr5 

LoxP-Tag LoxP-Tag 

Lgr5-exprimierende Zellen 

1.7). Das erste Exon des Lgr5-Gens ist durch ein genetisches 'knock-in' via interne 

ribosomale Eintrittsstelle (IRES) an das grüne Fluoreszenprotein eGFP gekoppelt. 

Somit wird durch Tamoxifenapplikation die Tag-Expression spezifisch in den grün 

leuchtenden Stammzellen der Krypten aktiviert [32]. 
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2. FRAGESTELLUNG DER ARBEIT 
 

Es gibt wenige Mausmodelle, welche die sporadische Natur von Darmtumoren 

widerspiegeln. Wir haben ein einzigartiges Tumormodell, bei dem das Tumorantigen 

durch Tamoxifenapplikation organspezifisch angeschaltet werden kann, um eine 

spezifische Immunantwort zu analysieren. 

 

Zur Untersuchung der Immunantwort gegen gastrointestinale Tumoren haben wir zum 

einen Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag- und zum anderen Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse 

verwendet. 

 

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung eines Kolontumormodells durch 

gerichtete Stammzelltransformation unter Nutzung des Lgr5-Promoters im Lgr5-Cre-

ERT2 x LoxP-Tag-Mausmodell sowie der Vergleich mit der Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-

Maus. Dazu sollte in beiden Mausmodellen das Tumorwachstum, die lokale oder 

systemische Toleranzentwicklung, der Antikörpertiter und die Überlebensrate entweder 

durch Tamoxifen-induzierte oder durch Tamoxifen-unabhängige stochastische Tag-

Expression untersucht werden. 

 

Es sollten folgende Fragen beantwortet werden: 

• Wie unterscheidet sich die Dynamik der Tumorigenese bei gerichteter 

Stammzelltransformation im Vergleich zu der sporadischen Tumorentwicklung in 

Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen (Czéh M et al., 2010, Oncogene)? 

• Wie verläuft die systemische Toleranzentwicklung der CD4+ und CD8+ T-Zellen? 

• Welche Tumoren entstehen in dem Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mausmodell? 

• Welche Zellen im gastrointestinalen Trakt exprimieren Tag nach Aktivierung der 

Cre-Rekombinase? 

• Ist die Tumorigenese in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag durch die Gabe von 

Tamoxifen effizienter als ausschließlich durch stochastische Tag-Expression? 

• Wie effizient ist die Cre-Rekombination in den Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-

Tieren? 
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Verwendet wurden in diesem Zusammenhang Methoden wie In vivo Kill-

Aktivitätsanalysen, Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA), 

durchflusszytometrische Untersuchungen, Tumorzelltransferexperimente und 

histologische Färbungen. 

Um die Effizienz der Cre-Rekombinase im Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag- und Lgr5-Cre-ERT2 

x LoxP-Tag-Mausmodell untersuchen zu können, wurden die Mäuse mit der Rosa-RFP-

Reportermaus verpaart und im FACS untersucht. 

 

Die Ergebnisse dieser experimentellen Arbeit sollten neben der Ergänzung des 

bisherigen Kenntnisstandes zur Toleranzentwicklung in den oben genannten 

Mausmodellen als Grundlage für weitere Forschung sowie Diskussion der 

pathophysiologischen Mechanismen und Testung neuartiger Therapeutika dienen. 
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3. MATERIAL UND METHODEN 
 

3.1 Material 
 

3.1.1 Zelllinie 16.113 

 
16.113 
In der vorliegenden Arbeit wurde mit der Zelllinie 16.113 gearbeitet, die aus dem 

Kolontumor einer LoxP-Tag-Maus (Founder 16, Mausnummer 113) isoliert wurde und in 

hoher Menge Tag exprimiert. Die Zelllinie wurde in RPMI-Medium kultiviert. Bei 

Farbumschlag wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA abgelöst, gezählt und auf 0,25 x 106 

Zellen pro große Zellkulturflasche neu eingestellt. 

Die Zelllinie 16.113 wurde zur Immunisierung [7,112] im Rahmen eines In vivo Kill-

Assays intraperitoneal in einer Konzentration von 1 x 107 Zellen pro 200 µl PBS injiziert. 

Des Weiteren wurde die Zelllinie für Tumorwachstums-Experimente in einer 

Konzentration von 1 x 106 Zellen pro 200 µl PBS verwendet. 

 

3.1.2 Medien und Puffer 

 
DMEM-Medium: 
10% (v/v) hitzeinaktiviertes fetales Kälberserum (FKS) (Pan), 100 U/ml Penicillin, 100 

µg/ml Streptomycin (Gibco), 2 mM L-Glutamin (Gibco), 1 mM Natriumpyruvat (Gibco) in 

DMEM (Invitrogen). 

 
Einfriermedium 
90 % (v/v) hitzeinaktiviertes FKS (Pan), 10 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO). 

 
Medium I (RPMI-1640) 

10 % (v/v) hitzeinaktiviertes FKS (Pan), 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin 

(Gibco), 2 mM L-Glutamin (Gibco), 1 mM Natriumpyruvat (Gibco) in RPMI (Invitrogen). 
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Durchflusszytometriepuffer 
Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (PBS), 0,5 % Bovines Serumalbumin (BSA), 0,1% 

NaN3, 2 mM Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA). 

 
Erythrozytenlysepuffer (ACK-Lyse) 
10 mM KHCO3, 155 mM NH4Cl, 0,1 mM Na2EDTA, pH = 7,2. 
 
Puffer für Gewebeverdau (RPMI-1640) 
10 % (v/v) hitzeinaktiviertes FKS (Pan), 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin 

(Gibco), 0,2 mg/ml Kollagenase Clostridium histolyticum (Sigma), 0,2 mg/ml Dispase II 

(Sigma), 10 µg/ml DNAse (Roche) 

 
TAE-Puffer für Gelelektrophorese 
50-facher TAE-Puffer enthält 242 g Tris-Base, 57,1 g Eisessig, 37,2 g Na2EDTA*H2O, 

ad 1 Liter H2O, pH = 8. 

 

TE-Puffer für DNA 
10 mM Tris-Base, 1 mM EDTA, pH = 8, ad ddH2O. 

 
Zelllysepuffer 
10 ml NP40 Zelllysepuffer (Invitrogen), 1 mM Phenylmethanesulfonylfluorid (PMSF), 1 

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail-Tablette (Roche) 

 

3.1.3 Reagenzien, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien (Tabelle 3.1) 

 

Reagenz (Abkürzung) (Hersteller) 

Agarose (Merck, Darmstadt, BRD) 

Antibiotikum/Antimykotikum (Anti/Anti) (Invitrogen, Karlsruhe, BRD) 

Bovines Serumalbumin (BSA) (Roth, Karlsruhe, BRD) 

Calciumchloridlösung (50mM) (CaCl2)  (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen, BRD) 

Carboxyfluoreszinester (CFSE) (Invitrogen, Karlsruhe, BRD) 

Chloramphenicol (Cmr) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
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chen, BRD) 

Complete Protease Inhibitor Cocktail-

Tabletten 

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

BRD) 

Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

BRD) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Pan Biotech GmbH, Aidenbach, BRD) 

Dithiothreitol (DTT) (AppliChem GmbH, Darmstadt, BRD) 

DNA-Marker Easyladder I (EL I) (Bioline, Luckenwalde, BRD) 

Dulbecco modifiziertes Eagle Medium 

(DMEM)  

(Invitrogen, Karlsruhe, BRD) 

Dulbecco Phosphat-gepufferte 

Kochsalzlösung (1-fach) (PBS) 

(Invitrogen, Karlsruhe, BRD) 

Easycoll Separating Solution (Biochrom AG, Berlin, BRD) 

EDTA (Titriplex) (Merck, Darmstadt, BRD) 

Ethanol (EtOH) (Merck, Darmstadt, BRD) 

Ethidiumbromid (EtBr) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen, BRD) 

Eosin-Y-Alkoholische Lösung (Merck, Darmstadt, BRD) 

Fetales Kälberserum (FKS) (Invitrogen, Karlsruhe, BRD) 

D-(+)-Glukose (Glc) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen, BRD) 

L-Glutamin (Glu) (Invitrogen, Karlsruhe, BRD) 

Glutaraldehyd (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen, BRD) 

Glycerol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen, BRD) 

Hämatoxylin II nach Gill (Merck, Darmstadt, BRD) 

Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, 

Karlsruhe, BRD) 

Histoclear (Xylolderivat) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen, BRD) 

HistomountTM (Thermo Shandon, Pittsburgh, PA, USA) 

4-Hydroxytamoxifen, T-6278 (4-OHT) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
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chen, BRD) 

Isofluran (Fluran) (Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden, 

BRD) 

Isopropanol (IPA) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen, BRD) 

DNA-Ladepuffer, 5-fach (Bioline, Luckenwalde, BRD) 

Magnesiumchlorid (MgCl2), Vorratslösung (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

BRD) 

Methanol (MeOH) (Merck, Darmstadt, BRD) 

Natriumacetat (NaOAc) (Merck, Darmstadt, BRD) 

0,85% Natriumchloridlösung (0,85%NaCl) (Roth, Karlsruhe, BRD) 

Natrium-Pyruvat (Pan, Aidenbach, BRD) 

Neomycin (G418) (Invitrogen, Karlsruhe, BRD) 

nicht-essenzielle Aminosäure-Lösung 

(MEM) 

(Pan, Aidenbach, BRD) 

O.C.T.Compound (OCT) (Tissue Tek) 

Olivenöl, steril filtriert (Bertolli) 

Paraffin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen, BRD) 

Paraformaldehyd 4 % oder 2 % (PFA) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen, BRD) 

PCR-Puffer mit/ohne MgCl2, 10-fach (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

BRD) 

Penicillin/Streptomycin (P/S) (Invitrogen, Karlsruhe, BRD) 

RPMI 1640-Medium (RPMI) (Invitrogen, Karlsruhe, BRD) 

Salzsäure (2 N HCl) (aus rauchender Salzsäure 37% von 

Merck, Darmstadt, BRD) 

10 % SDS-Lösung (10 % SDS) (Merck, Darmstadt, BRD) 

Stickstoff, flüssig (N2) (Air Liquide) 

Tamoxifen, T-5648 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen, BRD) 

Tris-Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung-

Tween (T-PBS-Tween) 

(Tween20 von Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Taufkirchen, BRD; NaCl und Tris 
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Base von Roth, Karlsruhe, BRD; KCl von 

Merck, Darmstadt, BRD) ) 

Tris-Hydrochlorid (Roth, Karlsruhe, BRD) 

Trypanblau (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen, BRD) 

Tween 20 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen, BRD) 

Weigert Eisenhämatoxylin Lösung A/B (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen, BRD) 

 
Agarose-Gel 1,5 % bzw. 1,8 % 

- Ethidiumbromid 

- DNA-Ladepuffer 

- Längenstandard: Easyladder I 

- TAE-Puffer (1-fach) 

- Ultra Pure Agarose (für 1,5 %-ige Gele) und High-Resolution Agarose (für 1,8 %-

ige Gele) 

 

ELISA 
- Combitips (Eppendorf, Hamburg, BRD) 

- 96-Well Platte (Nunc, Wiesbaden, BRD) 

 

Mikroskopie 
- Deckgläser (VWR, Darmstadt, BRD) 

- Einbettkassetten für Organe (Roth, Karlsruhe, BRD) 

- Objektträger (Dako, Hamburg, BRD) 

- Schneidemesser (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe, BRD) 

 
QiaAmp DNA Mini Kit (Qiagen Sciences, Maryland, USA) 
Das Kit wurde zur DNA-Extraktion von Formalin-fixiertem in Paraffin eingebetteten 

(FFPE) Gewebe verwendet. Die Extraktion wurde nach dem von Qiagen bereit-

gestellten Protokoll für FFPE-Gewebe durchgeführt. 
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Tierexperimente 
- Einwegspritzen: 1 ml bis 60 ml (Becton Dickinson, Heidelberg, BRD) 

- FACS-Röhrchen (Becton Dickinson, Heidelberg, BRD) 

- Injektionskanülen 20 Gauge (Blutentnahme), 22 Gauge intravenöse/subkutane/ 

intraperitoneale Injektionen (Becton Dickinson, Heidelberg, BRD) 

- Knopfkanüle für Gavage (Acufirm, Henry Schein Medical) 

- Pipettenspitzen (Merck, Darmstadt, BRD) 

 
Zellkultur 

- Einfrierröhrchen (Nunc, Wiesbaden, BRD) 

- Eppendorf-Röhrchen: 2 ml, 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg, BRD) 

- Falcon-Röhrchen: 15 ml, 50 ml (Becton Dickinson, Heidelberg, BRD) 

- Petrischale (Becton Dickinson, Heidelberg, BRD) 

- Sterile Pipetten: 2,5 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (Corning Costar, Bodenheim, BRD) 

- Zellkulturplatten: 6-, 12-, 24-Well-Platten (Corning Costar, Bodenheim, BRD) 

- Zellkulturflaschen: T-25, T-75, T-150 (Merck, Darmstadt, BRD) 

- Zellsieb: 40 µm , 100 µm (Becton Dickinson, Heidelberg, BRD) 

 

3.1.4 Enzyme 

 

- Dispase II, D4693-1G (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, BRD) 

- DNAse (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, BRD) 

- Kollagenase Clostridium histolyticum, C6885-100MG (Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Taufkirchen, BRD) 

- Proteinase K (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, BRD) 

- Taq-DNA-Polymerase (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, BRD) 

- Trypsin [10 mg/ml] (Invitrogen, Karlsruhe, BRD) 

 
3.1.5 Antikörper 

 

Durchflusszytometrie 
- 7-AAD, Cat.: 420404, Lot: B176770 (50 µg/ml), 1:100 

- CD3ε-APC, Klon # 145-2C11, Isotyp: Hamster anti-Maus IgG2a, 1:150 

- CD4-PE, Klon #RM4-5, Isotyp: Ratte anti-Maus IgG2a, 1:150 
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- CD4-FITC, Klon #RM4-5, Isotyp: Ratte anti-Maus IgG2a, 1:200 

- CD4-APC, Klon # RM4-5, Isotyp: Ratte anti-Maus IgG2a, 1:100 

- CD8α-FITC, Klon #53-6.7, Isotyp: Ratte anti-Maus IgG2a, 1:100 

- CD8α-PE, Klon #53-6.7, Isotyp: Ratte anti-Maus IgG2a, 1:500 

- CD44-APC, Klon #IM7, Isotyp: Ratte anti-Maus IgG2b, 1:500 

- CD45.2-APC, Klon #104, Isotyp: Maus anti-Maus IgG2a, 1:200 

- CD69-PE, Klon #H1.2F3, Isotyp: Hamster anti-Maus IgG, 1:1000 

- CD326-Biotin-Streptavidin-FITC, Klon #G8.8, Isotyp: Ratte anti-Maus IgG2a, 1:300 

- Fc-Block, Klon #93, Isotyp: Ratte anti-Maus IgG2a, 1:2000 

 

Alle verwendeten Antikörper stammen von der Firma Biolegend (London, UK). 

 

Histologie 
- SV40 Large T und small t-Antikörper, Klon #PAb 108, Verdünnung 1:200 (BD 

Pharmingen, Hamburg, BRD); 2. Antikörper: biotinylierter Ziege anti-Maus-

Antikörper, Verdünnung 1:200 (Dako, Glustrup, Dänemark) 

- Fc-Block: Ratte anti-Maus IgG2b, Klon #2.4G1, Verdünnung 1:100 (BD Pharmingen, 

Hamburg, BRD) 

oder: 

- SV40 Large T und small t-Antikörper, Klon #v-300 (sc-20800), Verdünnung 1:500 

bis 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Texas, USA); 2. Antikörper: 

biotinylierter Esel anti-Kaninchen-Antikörper, Verdünnung 1:200 (Dianova, 

Hamburg, BRD) 

 

- 1. Antikörper: CD3-Antikörper, Klon #N1580, Verdünnung 1:10 (Dako, Glostrup, 

Dänemark); 2. Antikörper: biotinylierter Esel anti-Kaninchen-Antikörper, Ver-

dünnung 1:200 (Dianova, Hamburg, BRD) 

 

T-Zell-Depletion durch 30H12 
Für die in vivo T-Zell-Depletion wurde der Thy 1.2-Antikörper, Klon #30H12 (BioXCell) 

und als Isotypkontrolle LTF-2 (BioXCell) verwendet. 
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ELISA 
- 1. Antikörper: anti-SV40 Large T-Antikörper, Klon #PAb 100 (Becton Dickinson, 

Heidelberg, BRD) 

- 2. Antikörper: Biotin-SP-konjugierter Ziege anti-Maus F(ab‘)2-Fragment-spezifischer 

IgG-Antikörper, polyklonal, Lot: 94022, Code: 115-066-062 (Jackson, Suffolk, UK), 

1:20 000 

- Avidin-Peroxidase, A3151-1MG, Code: 079K6038 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen, BRD), 1:400 

 

3.1.6 Oligonukleotidprimer 

 

Für Typisierungs- und Rekombinations-Polymerase-Kettenreaktionen verwendete 

Oligonukleotidprimer sind nachfolgend aufgelistet (Tabelle 3.2). Alle 

Oligonukleotidprimer wurden von TIB MOLBIOL, Berlin, BRD hergestellt. 

 

Tabelle 3.2: 

Primer Sequenz (5' → 3') Größe (Bp) 

U12 TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA CTA CAT 
302 

U13 AAA CGC AGC TCA GTA ACA GTC GCG CTA GAA 

Cat 2 CAG TCA GTT GCT CAA TGT ACC 
390 

Cat 3 ACT GGT GAA ACT CAC CCA 

Cre forward CCG GTT ATT CAA CTT GCA CC 
149 

Cre reverse CTG CAT TAC CGG TCG ATG CAA C 

Lgr5 8060 common CTG CTC TCT GCT CCC AGT CT 
174 (mt) 

298 (wt) 
Lgr5 8061 wt reverse ATA CCC CAT CCC TTT TGA GC 

Lgr5 oIMR9402 mt reverse GAA CTT CAG GGT CAG CTT GC 

LoxP1 CAT CAT TTT GGC AAA GAA TTC AAG C 
1834/114 

LoxP2 GCA AAT TTA AAG CGC TGA TGA TCC 

 

 

 

 

 



Material und Methoden 

26 

3.1.7 Geräte 

 

Es wurden folgende aufgelistete Geräte verwendet (Tabelle 3.3): 

 

Bezeichnung (Hersteller) 

Autoklav Typ17 (MELAG Medizintechnik, Berlin, BRD) 

Bakterienschüttler GFL3033 (Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel, BRD) 

Brutschrank (Memmert, Schwalbach, BRD) 

CO2 Inkubator MCO 17AIC (Sanyo, Japan) 

Digitalkamera ColorView (Olympus, Hamburg, BRD) 

Digital Graphic Printer UP-

D890 
(Sony Professional Solutions Europe, Berlin, BRD) 

ELISA-Reader Opsys MR (Dynex Technologies, Berlin, BRD) 

FACS Calibur/Canto (Becton Dickinson, Heidelberg, BRD) 

Feinwaage MC1 (Sartorius AG, Göttingen) 

Flüssigstickstofftank (Messer Griesheim, Griesheim, BRD) 

Gefrierschrank (-20°C/ 

-80°C Ultra Low-Temp. 

V.I.P.) 

(Liebherr-Hausgeräte, Ochsenhausen GmbH, Ochsen-

hausen, BRD/Sanyo Electric Co, Ltd., Panasonic, Ham-

burg, BRD) 

Geldokumentation BioDoc 

Analyze 
(Biometra GmbH i. L., Göttingen, BRD) 

Gelelektrophoresekammer (BioRad Laboratories GmbH, München, BRD) 

KSeries Cryostage System (Jencons Scientific Inc., USA) 

Kühlplatte CP60 (Microm Int., Walldorf, BRD) 

Kühlschrank (Liebherr-Hausgeräte, Ochsenhausen GmbH, Ochsen-

hausen, BRD) 

Kühlzentrifuge Megafuge 

1.0R 
(Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe, BRD) 

Laborwaage EW600-2M (Gottl. Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern, BRD) 

Lichtmikroskop DMIL (Leica Microsystems, Wetzlar, BRD) 

Lysemaschine (Beckman Coulter GmbH, Krefeld, BRD) 

Mikroskop (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Berlin, BRD) 

Mikrotom Krystat HM560 (Microm Int. Walldorf, BRD) 
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Mikrowelle (Siemens-Elektrogeräte GmbH, München, BRD) 

Multitemp II Thermostatic 

Circulator 2219 
(LKB Bromma, Schweden) 

Paraffinstreckbad 25900 (MEDAX GmbH & Co. KG, Rendsburg, BRD) 

Pasteur-Pipette (VWR International GmbH, Dresden, BRD) 

PCR-Thermocycler (Biometra GmbH i. L., Göttingen, BRD) 

pH-Meter 761 (Knick Elektronische Messgeräte GmbH & Co. KG, 

Berlin, BRD) 

Photometer (Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling-

Berzdorf, BRD) 

Pipetten (Ein-/Mehrkanal, 

Multihub) 
(Eppendorf, Hamburg, BRD) 

Pipettierhilfe SwiftpetTM (Abimed GmbH, Bremen, BRD) 

PowerPac 300/Basic (BioRad Laboratories GmbH, München, BRD) 

Schlittenmikrotom HM430 (Microm Int., Walldorf, BRD) 

Schüttelinkubator Duomax 

1030 
(Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, 

BRD) 

Schüttelinkubator GFL 3033 (Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel, BRD) 

Sterilwerkbank Heraeus (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe, BRD) 

Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg, BRD) 

Tischzentrifuge 5415D (Eppendorf, Hamburg, BRD) 

Vortexer Genie Reax 2000 (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, 

BRD) 

Wasserbad WB10 (Memmert, Schwalbach, BRD) 

Zählkammer nach 

Neubauer 
(Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, BRD) 

Zentrifuge 5840R (Eppendorf, Hamburg, BRD) 
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3.2 Mausstämme, -zucht und -typisierung 
 

Als experimentelle Tiere kamen folgende Mausstämme zum Einsatz: 

 

C57BL/6 

Die C57BL/6-Mäuse wurden bei der Firma Charles River Laboratories (Sulzfeld, BRD) 

eingekauft. Sie sind einer der am besten charakterisierten und am meisten verwendeten 

Inzuchtstämme. 

 

C57BL/6 x LoxP-Tag 

LoxP-Tag-Mäuse wurden mit homozygoten C57BL/6-Mäusen verpaart um heterozygote 

Nachkommen zu erhalten. Die Typisierung erfolgt mit Hilfe einer PCR aus 

Ohrstanzungen und dem Primerpaar CAT2/3. 

 

Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-TAG 

Heterozygote Lgr5-Cre-ERT2-Tiere (B6.129P2-Lgr5tm1(cre/ERT2)Cle/J) wurden von The 

Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) gekauft und mit homozygoten LoxP-Tag-

Tieren verpaart. Die Typisierung erfolgt mittels PCR aus Ohrstanzungen und dem 

Oligonukleotidprimerpaar Cre forward/reverse oder Lgr5 forward/reverse. 

 

RAG-1-/- oder RAG-2-/- 

RAG-1-/--Mäuse (B6.129S7-Rag1tm1Mom) und RAG-2-/--Mäuse (B6(Cg)-Rag2tm1.1Cgn/J) 

(The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA) wurden homozygot verpaart. 

 

ROSA26-RFP-Reporter-Maus 

Rosa26-RFP-Tiere wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 

Thomas Schüler bereitgestellt und mit homozygoten Villin-Cre-ERT2-Tieren bzw. Lgr5-

Cre-ERT2-Tieren verpaart. Die Typisierung erfolgte mit Hilfe von PCR aus 

Ohrstanzungen und dem Oligonukleotidprimerpaar Cre forward/ reverse. 

 

Villin-Cre-ERT2 x LoxP-TAG 

Vil-Cre-ERT2-Tiere (B6.Cg-Tg(Vil-cre)997Gum/J) wurden bereits beschrieben und für elf 

Generationen mit C57BL/6-Mäusen zurückgekreuzt [113]. 
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LoxP-Tag-Tiere wurden mit Vil-Cre-ERT2-Tieren verpaart und die Nachkommen, die für 

beide Transgene heterozygot waren, wurden für Experimente genutzt. Die 

Genotypisierung erfolgte aus Ohrstanzungen mit Hilfe von PCRs und der Benutzung 

des Oligonukleotidprimerpaares Cat 2/3 (LoxP-Tag) beziehungsweise Cre 

forward/reverse (Vil-Cre-ERT2). 

 

Alle Tiere wurden in der, an die Charité Campus Benjamin Franklin, angeschlossenen 

Zucht und Haltung des FEM (Forschungseinrichtung für Experimentelle Medizin) bzw. 

am Campus Buch in der Tierhaltung des MDC gehalten. 

Alle Mausstämme wurden unter SPF-Bedingungen gehalten. Die Zucht und Haltung 

erfolgte gemäß den aktuellen Leitlinien des Tierschutzgesetzes. Die Mausexperimente 

wurden unter dem Tierversuchsantrag G 0328/05 (behördliche Genehmigung am 15. 

Dezember 2005) sowie G 0321/10 (behördliche Genehmigung am 28. März 2011) 

durchgeführt. 

 

3.3 Methoden 

 

3.3.1 IN VITRO-ANALYSEN UND ZELLKULTUR 

 

3.3.1.1 Auftauen und Einfrieren von Zellen 

 

Die Zellen wurden in einem 37°C warmen Wasserbad aufgetaut und je nach Zellzahl in 

eine entsprechend große Zellkulturflasche (25/75/150cm3) gegeben, die mit Medium I 

(10/20/40 ml) befüllt wurde. 

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese gezählt und 1 x 107 Zellen pro Aliquot 

eingefroren. Zum Ablösen der Zellen wurden sie zuvor ein Mal mit PBS gewaschen und 

anschließend mit Trypsin/ EDTA vom Boden der Zellkulturflasche abgelöst. Nach circa 

drei bis fünf Minuten Inkubationszeit im 37°C warmen Brutschrank wurden die Zellen 

mit einer Pipette in ein 50 ml großes, mit Medium gefülltes Falcon-Röhrchen übertragen 

und bei 1300 rpm à 4°C für fünf bis zehn Minuten herunterzentrifugiert. Anschließend 

wurde der Überstand verworfen und das Pellet mit PBS gewaschen und erneut 

zentrifugiert. Zum Schluss wurde das Pellet in Einfriermedium aufgenommen und als 1 

ml Aliquot bei -80°C im Flüssigstickstofftank eingefroren. 
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3.3.1.2  Bestimmung der Lebendzellzahl 

 

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden die Zellen von der Zellkulturflasche mit 

Trypsin/EDTA abgelöst und in 50 ml PBS in einem Falcon-Röhrchen aufgenommen. 

Anschließend wurden 50 µl Zellen mit 100 µl PBS und 50 µl Trypanblau in einem 

Eppendorf Reaktionsgefäß aufgenommen, daraus 50 µl entnommen und in einer 

Neubauer-Zählkammer alle vier Quadranten gezählt. 

Anschließend wurde die Konzentration folgendermaßen berechnet: 

[Zellzahl]gesamt = [Zellzahl]gezählt x [Faktor]Kammer (~ 104) x [Faktor]Verdünnung (~ 50) 

 

3.3.1.3  Anti-SV40 Large T-ELISA 

 

Zur Detektion von anti-Tag spezifischen Antikörpern wurde ein ELISA (Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay) durchgeführt. Dazu wurde eine 96 Well-Platte (Nunc, Wies-

baden, BRD) über Nacht mit 4 mg/ml rekombinantem SV40 Large T-Protein (Chimerx, 

WI, USA) bei 4°C in 2 %-igem Bovinen Serumalbumin (BSA) in T-PBS inkubiert. Am 

nächsten Morgen wurden noch freie Bindungsstellen der ELISA-Platte mit 5% BSA in 

TBS-Tween für eine Stunde bei 37°C geblockt. Anschließend folgte ein dreimaliger 

Waschschritt mit T-PBS-Tween. 

Die Serumproben der angezeigten Mäuse wurden 1:50 verdünnt. Als Standard wurden 

ein Maus anti-SV40 Large T-Antikörper, Klon #PAb 100 (Becton Dickinson, Heidelberg, 

BRD) in einer Konzentration von 0,5 mg/ml und Verdünnung von 1:50 bis 1:1000 

beziehungsweise ein Labor-eigener Standard (Serum von gepoolten Lgr5-Cre-ERT2 x 

LoxP-Tag-Mäusen) in einer Verdünnung von 1:20 (~ 5 000 Units) bis 1:43 740 (~ 2,29 

Units) benutzt. Der erste Antikörper wurde mit den Serumproben zusammen für 30 

Minuten bei 37°C inkubiert und danach drei Mal mit T-PBS-Tween gewaschen. 

Der gebundene Antikörper wurde durch einen mit Biotin-SP-konjugierten Ziege anti-

Maus F(ab‘)2-Fragment-spezifischen IgG-Antikörper (Jackson, Suffolk, UK) mit einer 

Inkubationszeit von 30 Minuten bei 37°C (Verdünnung 1:20 000) markiert. 

Danach wurde die Platte erneut drei Mal mit T-PBS-Tween gewaschen und Avidin-

Peroxidase (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, BRD) in einer Konzentration 

von 1:400 dazugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raum-

temperatur wurde die Platte erneut drei Mal gewaschen. Zur Detektion des gebundenen 

Antikörpers wurde das OptEIA Substratreagenz (BD Pharmingen, Hamburg, BRD) 
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hinzugegeben, nach 30 Minuten im Dunkeln mit 2 N HCl gestoppt und abschließend im 

ELISA-Reader gemessen. 

 

3.3.1.4  Durchflusszytometrie 

 

Es wurden multiparametrische Analysen am Durchflusszytometer (FACS) Canto oder 

Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg, BRD) durchgeführt. Die darauffolgende 

Datenauswertung erfolgte mit der Software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR, USA). 

 

Antikörperfärbung im Blut 
Für die Färbung der T-Lymphozyten wurden 50 µl EDTA-Blut in ein FACS-Röhrchen 

gegeben und mit je 0,5 µl CD8-FITC und 0,3 µl CD4-PE und CD3-APC für 30 Minuten 

bei Raumtemperatur im Dunkeln gefärbt. Danach wurden die Proben mit der 

Lysemaschine (Beckman Coulter GmbH, Krefeld, BRD) fixiert und anschließend im 

FACS gemessen. 

 

Antikörperfärbung in Milz und Lymphknoten 
Nach Herstellung der Einzelzellsuspension wurden für die Färbung der T-Zellen in der 

Milz und im Lymphknoten 1 x 106 Zellen in 100 µl FACS-Puffer mit den jeweiligen 

Antikörpern in einer Konzentration von 1:100 (CD8-FITC) oder 1:200 (CD4-PE und 

CD3-APC) für 30 min. auf Eis im Dunkeln inkubiert. Dann wurden die Zellen für 10 min. 

bei 1300 rpm zentrifugiert und der Überstand verworfen. Nach zweimaligem Waschen 

der Zellen mit FACS-Puffer, wurden sie in 100 µl resuspendiert. Zur Messung im 

Durchflusszytometer wurden 50 µl der Zellsuspension in 500 µl FACS-Puffer 

aufgenommen. 

 

Intestinale Stammzellen 
Für die Färbung wurden die Zellen in 100 µl PBS mit 2 mM EDTA und 0,5 % BSA mit 

Fc-Block in einer Verdünnung von 1:200 (CD45.2-APC) und 1:300 (CD326-bio-SA) für 

30 min. bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden sie für 10 min. bei 1200 

rpm zentrifugiert und der Überstand verworfen. Es folgte ein zweimaliger Waschschritt 

mit 1 ml PBS mit 2 mM EDTA und eine Resuspension in 100 µl unter der Zugabe von 7-

AAD (1:100) zehn Minuten vor Akquisition. Abschließend wurden 100 µl der 
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Einzelzellsuspension in 200 µl FACS-Puffer zur Messung im Durchflusszytometer 

aufgenommen. 

 

Intraepitheliale Lymphozyten aus dem Darm 
Für die Färbung der aus dem Darm isolierten T-Lymphozyten wurden diese in 100 µl 

PBS in einem FACS-Röhrchen aufgenommen und entweder mit 1 µl CD8-FITC oder 

0,5 µl CD4-FITC, und je 0,2 µl CD44-APC und 0,1 µl CD69-PE für 15 min. bei 4°C 

gefärbt. Die Zellen wurden daraufhin einmalig mit PBS gewaschen und in 100 µl PBS 

resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in 200 µl FACS-Puffer aufgenommen und 5 

min. vor der Messung mit 3 µl 7-AAD zur Kennzeichnung der toten Zellen angefärbt. 

 
In vivo Kill 
Für die Analyse des In vivo Kill-Assays wurde nach Herstellung der 

Einzelzellsuspension durch ACK-Lyse der Empfängermilzen und einem darauf-

folgenden Waschschritt mit PBS, die Zellen in 1 ml PBS aufgenommen. Von der 

Zellsuspension wurden nun 100 µl in 200 µl FACS-Puffer durchflusszytometrisch 

gemessen. Dazu wurden die [CFSE]hoch- und [CFSE]niedrig-Populationen in einem Gate 

betrachtet. 

 

3.3.1.5  Isolierung von T-Lymphozyten und Splenozyten aus der Maus 

 

Zur Isolation von Lymphozyten wurden der euthanisierten Maus die inguinalen, axillären 

und intraperitonealen Lymphknoten entnommen und in einer mit PBS gefüllten 

Petrischale gespült. Ebenso wurde Blut und die Milz entnommen. Die Milzen und 

Lymphknoten wurden mit Hilfe eines 40 µm Zellsiebes und des Stempels einer 5 ml 

Spritze unter Spülung mit PBS zerrieben. Nach einem Zentrifugationsschritt wurden die 

Milzen einer Erythrozytenlyse unterzogen und mit einer Zählkammer nach Neubauer 

und Trypanblau-Färbung die Zellzahl bestimmt. Die Antikörperfärbung der T-Zellen 

erfolgte wie oben beschrieben. 
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3.3.2  IN VIVO-EXPERIMENTE 

 

3.3.2.1  Blutabnahme und Analyse 

 

Zur Blutentnahme wurde die V. facialis mit einer 20 Gauge-Kanüle punktiert und das 

Blut in einem EDTA-Röhrchen für weitere Analysen aufgefangen. 

Für Serumproben wurden die angezeigten Tiere alle zwei bis vier Wochen geblutet. Bei 

toten Tieren wurde zur Serumgewinnung das Herz mit einer 22 Gauge-Kanüle punktiert 

und das Blut für die Aufbewahrung in zwei Schritten bei 14 600 rpm für 30 min. bei 4°C 

zentrifugiert und das Serum bei -80°C eingelagert. 

 

3.3.2.2 Tamoxifen- und 4-Hydroxtamoxifenapplikation 

 

Zur Herstellung des Tamoxifens (T-5648, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

BRD) wurden 400 mg in 1 ml Ethanol gelöst bis durch zusätzliches Vortexen eine feine 

Suspension entstand. Danach wurden 19 ml steril filtriertes Olivenöl (Bertolli) 

hinzugegeben (Tamoxifenkonzentration von 20 mg/ml) und die Lösung wurde in einem 

50 ml Falcon-Röhrchen für circa 20-30 Minuten in einem Wasserbad bei 55°C inkubiert, 

bis durch regelmäßiges Schütteln eine klare Lösung entstand. Dann wurde es in 2 ml 

große Eppendorf-Reaktionsgefäße steril abgefüllt. 

Falls nicht anders beschrieben wurden den Mäusen 100 µl à 2 mg an fünf 

aufeinanderfolgenden Tagen per Gavage verabreicht. Das 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) 

wurde in DMSO gelöst und 200 µl à 0,5 mg intrarektal mit einer Knopfkanüle unter einer 

flachen Ketaminnarkose (1 ml setzt sich aus 0,340 µl Ketamin, 0,540 µl physiologische 

Kochsalzlösung und 0,120 µl Xylacin zusammen) verabreicht. 

 

3.3.2.3  Transplantationsexperimente mit der Tumorzelllinie 16.113 

 

Für die Transplantationsexperimente wurden 16.113-Zellen für mindestens zwei bis drei 

Tage vorher in Zellkultur genommen und bei Erreichen einer logarithmischen 

Wachstumsphase in 200 µl PBS à 1 x 106 Zellen subkutan in die linke Flanke gespritzt. 

Danach wurden die Tiere für mindestens 100 Tage beobachtet, d.h. es wurde 

mindestens zwei Mal pro Woche die Tumorgröße bestimmt. Dafür wurde der 

Tumordurchmesser in Breite, Länge und Höhe unter Zuhilfenahme eines 
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Messschiebers bestimmt und anschließend nach der Formel der Volumenbestimmung 

eines Ellipsoides berechnet: 

V [in mm3] = π/6*a*b*c 

wobei:  a = Längsachse [mm] b = Querachse [mm] c = Höhenachse [mm] 

Versuchsabbruchkriterien waren zum einen das Erreichen eines Tumordurchmessers 

von mehr als 15 mm x 15 mm x 15 mm oder zum anderen ein eindeutiger 

Gewichtsverlust des Tieres, exulzerierende Stellen als Quelle für Infektionen, etc. 

 

3.3.2.4  In vivo Kill-Assay 

 

Acht bis zwölf Wochen alte, sechs Monate, zwölf Monate oder 24 Monate alte Mäuse 

wurden mit 1 x 107 Zellen 16.113 gelöst in 200 µl PBS intraperitoneal immunisiert. 

Sieben Tage nach der Immunisierung wurde ein In vivo Kill-Assay gegen das 

dominante Epitop IV von Tag durchgeführt. Dazu wurden Splenozyten von C57BL/6-

Tieren mit dem H2-Kb-restringiertem Tag-Peptid IV (VVYDFLKL) für 15 min. bei Raum-

temperatur beladen (JPT Peptide Technologies GmbH, Berlin, BRD) - die Konzentration 

war 10 µg Peptid pro 107 Zellen/ml oder ohne Peptid. Anschließend wurden die Zellen 

mit 1 mM Carboxyfluoreszinester (CFSE von Invitrogen, Karlsruhe, BRD) bei 

Raumtemperatur für 15 min. im Dunkeln inkubiert (mit Peptid-beladene Zellen sind 

[CFSE]hoch) oder mit 0,1 mM CFSE (unbeladene Population ist [CFSE]niedig). Danach 

wurden sie ein Mal mit kaltem RPMI 1640-Medium mit 10 % FKS und zwei Mal mit 

kaltem PBS gewaschen. Nach einer kurzen durchflusszytometrischen Überprüfung der 

CFSE-Färbung und Gleichverteilung beider Populationen wurden die Zellen in einer 1:1 

Ratio und einer Gesamtzahl von 2 x 107 pro Maus intravenös in den Augenplexus oder 

die Schwanzvene injiziert. 

Nach circa 18 Stunden wurden die mit CFSE-gekennzeichneten Zellen in der 

Empfängermilz mit Hilfe der Durchflusszytometrie untersucht. 

Der In vivo Kill wurde folgendermaßen berechnet: die zytolytische Aktivität in den 

naїven Tieren wurde gleich Null gesetzt und 

% des spezifischen Kills = (1 - (Ratio aus [Maus]Kontrolle / [Maus]immunisiert) x 100, 

wobei die Ratio die Prozentzahl aus [CFSE]niedrig / [CFSE]hoch ist [112]. 
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3.3.2.5  T-Zell-Depletion durch anti-Thy 1.2 

 

Für die Depletion der T-Zellen wurde der Antikörper anti-Thy 1.2, Klon #30H12 und als 

Negativkontrolle der dazugehörige Isotyp Ratte IgG2b (anti-KLH), Klon #LTF-2 

(BioXCell, West Lebanon, NH, USA) verwendet. Die Antikörper wurden mit PBS 

verdünnt und in einer Konzentration von 500 µl à 500 µg alle drei Tage intraperitoneal 

gespritzt. 

 

3.3.2.6  Isolierung intestinaler Stammzellen 

 

Zur Gewinnung intestinaler Stammzellen wurden den euthanisierten Mäusen jeweils 

sowohl der gesamte Dünndarm als auch das Kolon entnommen und zur Entfernung der 

Faeces mit kaltem PBS gespült. Die Gewebe wurden dann in einer mit PBS und 5 mM 

Na2EDTA gefüllten Petrischale aufgefangen. Vom Dünndarm wurde ein circa 10 cm 

langes Stück longitudinal mit Hilfe eines Skalpells aufgeschnitten und nach kräftigem 

Ausschütteln der Villi und Krypten in einem 50 ml Falcon-Röhrchen die Darmhülle 

verworfen. Das Kolon wurde über ein 40 µm Zellsieb gerieben und anschließend 

ebenso ausgeschüttelt. Nach einem Zentrifugationsschritt für 10 Minuten bei 1200 rpm 

und unter Hinzufügen von 3 ml des Verdaumediums pro Röhrchen wurden die Zellen 

bei 37°C für 15 min. inkubiert und alle zwei Minuten gut geschüttelt. Die Reaktion wurde 

dann mit 30 ml HBSS abgestoppt und die Flüssigkeit mit den aus dem Zellverband 

gelösten Zellen über ein 40 µm Zellsieb erneut filtriert. Es folgten ein bis zwei Wasch-

schritte mit HBSS und dann die Resuspension der Zellen in 100 µl PBS mit 2 mM 

EDTA. 

 

3.3.2.7  Gewinnung intraepithelialer Lymphozyten aus dem Darm 

 

Um die Expression von Aktivierungsmarkern auf T-Lymphozyten zu analysieren wurde 

den Mäusen an fünf konsekutiven Tagen Tamoxifen per Gavage gegeben und 7 Tage 

nach der letzten Tamoxifenverabreichung die T-Zellen aus dem Darm isoliert. Dazu 

wurde sowohl das Kolon als auch der Dünndarm aus der euthanisierten Maus 

entnommen und jeweils der Länge nach aufgeschnitten. Circa 3-4 cm lange 

Darmstücke wurden nach der Entfernung der Faeces in ein 50 ml Falcon-Röhrchen 

gegeben, welches mit 5 ml HBSS gefüllt war. Nach dem Absetzen der Darmstücke auf 
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dem Boden des Röhrchens wurde der Überstand abpipettiert und mit 20 ml HBSS mit 

0,1 M EDTA und 15 mg/100 ml DTT und 8 % FKS aufgefüllt und für 15 min. bei 37°C 

und 250 rpm inkubiert. Danach wurde der Überstand erneut abpipettiert und in einem 

weiteren Falcon-Röhrchen mit Medium I gesammelt. Dieser Vorgang wurde noch 

einmal wiederholt. Danach wurden die Darmstücke gepoolt und nochmals mit Medium I 

für 15 min. bei 37°C und 250 rpm geschüttelt. 

Anschließend wurden alle Überstände durch einen 100 µm Zellsieb gegeben und dann 

für 10 min. und 1200 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. 

Die Pellets wurden in 5 ml 40%-igem Percoll resuspendiert, auf 5 ml 100 %-igem 

Percoll aufgeschichtet und darauffolgend für 25 min. bei 1000 g (ohne Bremse) bei 

Raumtemperatur zentrifugiert. Die Interphase wurde mit einer Pasteur-Pipette 

aufgenommen und in PBS für 10 min. bei 1600 rpm auf 4°C zentrifugiert. Es folgte 

erneut ein Waschschritt mit PBS. Die Zellen wurden in 200 µl PBS resuspendiert und in 

zwei Gruppen gefärbt. 

 

3.3.2.8  Analyse der Tumorentwicklung 

 

Die Mäuse, die einen deutlichen Tumor entwickelt hatten oder andere Stresssymptome 

wie beispielsweise Gewichtsverlust, kränkliches Fell, Darmprolaps, etc. zeigten, wurden 

einer kompletten Nekropsie unterzogen. Hierzu wurden die Tiere entweder mit Isofluran 

oder durch zervikale Dislokation euthanisiert. Die meisten Tumoren konnten bereits 

makroskopisch identifiziert werden. 

 

3.3.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN 

 

3.3.3.1 DNA-Amplifikation aus Formalin-fixiertem Paraffin-eingebettetem (FFPE)-

Gewebe 

 

Zur Isolierung der DNA aus dem Formaldehyd-fixierten Gewebe wurden circa zehn 20 

µm dicke Schnitte für mindestens sechs Stunden im 37°C Brutschrank inkubiert, um 

das Gewebe vom umliegenden Paraffin zu trennen. Anschließend wurde das Gewebe 

mit einem Skalpell von dem Objektträger unter mikroskopischer Sicht abgeschabt und 

in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß gegeben. Nun wurde das Gewebe mit dem QiaAmp 

DNA Mini Kit (Qiagen Sciences, Maryland, USA) und zugehörigem Protokoll „DNA 
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Purification from Tissues“, S. 33-36) aufgereinigt. Die Lagerung der DNA erfolgte gelöst 

in 100 µl dH2O bei 4°C für einige Wochen. 

 

3.3.3.2 Nachweise der Cre-/LoxP-Rekombination mittels PCR 

 

Zur quantitativen Bestimmung der DNA erfolgte vor der Polymerase-Kettenreaktion eine 

photometrische Messung. Dazu wurden die Proben 1:10 mit ddH2O verdünnt und in 

einer Küvette (UVette, Eppendorf, Hamburg, BRD) im Photometer gemessen. Die 

Reinheit der aufgereinigten DNA wurde anhand des Quotienten aus OD260 / OD280 

beurteilt (≥ 1,8). 

Anschließend wurde die PCR wie folgt (pro Probe) angesetzt: 

 

Puffer (mit MgCl2) 5 µl 

dNTPs (10 mM) 1 µl 

Oligonukleotidprimer LoxP1 (20 mM) 0,8 µl 

Oligonukleotidprimer LoxP2 (20 mM) 0,8 µl 

Taq 0,25 µl 

DNA-Probe 100 ng 

dH2O ad 50 µl 

 

Die PCR lief den Standardmethoden folgend in einem Thermocycler (Biometra GmbH i. 

L., Göttingen, BRD). Nach Beendigung der DNA-Amplifizierung wurden die Proben mit 

2 µl Ladepuffer (Bioline, Luckenwalde, BRD) beladen, zusammen mit dem Längen-

standard Easyladder I (Bioline, Luckenwalde, BRD) in die Taschen eines 1,8 %-igen 

Agarosegels (High Resolution Agarose, Roth, Karlsruhe, BRD) aufgetragen und für 40 

Minuten bei 90 Volt in einer Gelelektrophoresekammer (Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München, BRD) aufgetrennt. Daraufhin erfolgte die Gelauswertung mit Hilfe der 

Geldokumentation (Biometra GmbH i. L., Göttingen, BRD): bei Erscheinen einer 114 

Basenpaaren langen Bande hat die Cre-/LoxP-Rekombination stattgefunden; bei Auf-

treten einer 1834 Basenpaaren großen Bande hingegen haben die Zellen nicht 

rekombiniert. 
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3.3.4 HISTOCHEMIE 

 

3.3.4.1  Präparation der Paraffinschnitte 

 

Die entnommenen Organe wurden in Einbettkassetten für eine Nacht in 4 % 

Formaldehyd eingelegt und anschließend in 4°C kaltem PBS gelagert. 

Zum Entwässern der Gewebe unterliefen diese einer automatisierten Alkoholreihe in 

der Pathologie im Klinikum Benjamin Franklin. Das Einbetten in Paraffin erfolgte ebenso 

dort. 

Die Paraffinblöcke wurden mit Hilfe einer Kühlplatte auf circa 18-19°C herunter gekühlt 

und am Schlittenmikrotom 1 µm dünn geschnitten. Zwei bis drei Organe wurden nach 

Überführung in das Paraffinstreckbad auf einen Objektträger aufgenommen und 

anschließend histologisch angefärbt und untersucht. 

 

3.3.4.2  CD3-Färbung 

 

Für die CD3-Färbung wurde das Gewebe zunächst mit Hämatoxylin und Eosin (H&E) 

angefärbt. Dazu wurden die Schnitte zur Entfernung der Paraffinreste mit dem 

Xylolderivat Histoclear (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, BRD) für 15 min. 

gereinigt und anschließend mit einer absteigenden Alkoholreihe (100 % EtOH, 96 % 

EtOH, 80 % EtOH, 70 % EtOH, ddH2O) mit jeweils 5 min. Inkubationszeit entwässert. 

Die Anfärbung der Zellkerne erfolgte mit eine Hämatoxylinlösung für fünf Minuten mit 

einem darauffolgenden Waschschritt in ddH2O. Zum Intensivieren der Färbung wurden 

die Schnitte für circa fünf bis zehn Minuten unter alkalisches Leitungswasser gehalten. 

Das Zytoplasma wurde mit einer kurzen Inkubationszeit mit Eosin angefärbt und 

überflüssiger Farbstoff wurde mit ddH2O entfernt. Anschließend durchliefen die Schnitte 

einer aufsteigenden Alkoholreihe und wurden nochmals mit Histoclear gereinigt.  

Die fixierten Gewebeproben wurden mit einem CD3-Antikörper, Klon #N1580 (Dako, 

Glostrup, Dänemark) in einer 1:10 Verdünnung angefärbt und das gebundene Protein 

mit einem zweiten biotinylierten Esel anti-Kaninchen-Antikörper (Dianova, Hamburg, 

BRD) in 1:200 Verdünnung detektiert. Die Eindeckelung erfolgte mit Histomount. 
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3.3.4.3  Tag-Färbung 

 

Die H&E-Färbung erfolgte ebenso wie oben beschrieben und SV40 Tag-Protein wurde 

mit einem SV40 Large T und small t-Antikörper, Klon #PAb 108 (BD Pharmingen, 

Hamburg, BRD) in einer 1:200 Verdünnung angefärbt. Zur Detektion des gebundenen 

Proteins wurde als zweiter Antikörper ein aus der Ziege gewonnener biotinylierter anti-

Maus-Antikörper (Dako, Glustrup, Dänemark) in einer Verdünnung von 1:200 

angewandt. Die Eindeckelung erfolgte mit Histomount. 

In den Experimenten mit Tamoxifengabe wurde ein polyklonaler SV40 Large T und 

small t-Antikörper, Klon #v300 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Texas, USA) eingesetzt. 

Als zweiter Antikörper zur Detektion des gebundenen Proteins wurde ein aus dem Esel 

gewonnener biotinylierter anti-Kaninchen-Antikörper (Dianova GmbH, Hamburg, BRD) 

in einer Verdünnung von 1:200 gebraucht. 

 

3.3.5 STATISTISCHE ANALYSEN 

 

Überlebenskurve 
Für die Überlebenskurven wurde eine Kaplan-Meier-Darstellung gewählt. Als 

Abtötungskriterium wurden ein deutlich tastbarer Tumor oder offensichtliche 

Krankheitssymptome wie starker Gewichtsverlust, buckliges Aussehen, struppiges Fell, 

offene Wunden, etc. festgelegt. Die Tiere wurden per Genickbruch euthanisiert und die 

bei einer Nekropsie makroskopisch sichtbaren Tumoren aufgezeichnet. Der Vergleich 

der Kaplan-Meier-Kurven von unterschiedlichen Gruppen erfolgte mit Hilfe des Log-

Rank Tests und einem p-Wert von ≤ 0,05 als Signifikanzschwelle. 

 
In vivo Kill-Aktivität 
Die Ergebnisse des In vivo Kill-Assays wurden in den verschiedenen Gruppen eingeteilt 

als Streudiagramm mit einer den Mittelwert anzeigenden Linie dargestellt. Zur 

Bestimmung der Signifikanz wurde der t-Test mit p ≤ 0,05 als Signifikanzschwelle 

vollzogen. 

 

ELISA 
Die [OD]Mittelwert wurde analog zur Analyse der In vivo Kill-Aktivität als Streudiagramm 

mit verschiedenen Gruppen aufgetragen, wobei eine Linie den Mittelwert 
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beziehungsweise den Median angibt. Zum Vergleich der einzelnen Gruppen wurde 

ebenso der t-Test mit einem p-Wert ≤ 0,05 als Signifikanzschwelle berechnet. 

 

Zellzählung 
Für die Auswertung der Schnitte mit Bestimmung der Anzahl der T-Zellen und Tag-

positiven Zellen wurden pro Maus fünf „High Power Fields“ (HPF, 400-fache 

Vergrößerung) verblindet gezählt und als Balkendiagramme mit Standardabweichung 

dargestellt. 
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4. ERGEBNISSE 
 

4.1  Analyse der Immunantwort gegen Tumoren in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-
Mäusen ohne Tamoxifenapplikation 

 
4.1.1 Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse entwickeln mit zunehmendem Alter eine 

Toleranz der spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten gegen das dominante 

Epitop IV von Tag 

 

Wir vermuteten, dass ähnlich wie in Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen [114], auch bei 

Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Tieren eine stochastische, Tamoxifen-unabhängige Tag-

Expression auftritt. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurde die Tag-spezifische 

Aktivität zytotoxischer T-Lymphozyten (ZTL) von Lgr5-CreERT2 x LoxP-Tag-Mäusen 

verschiedenen Alters in einem In vivo Kill-Assay gegen das dominante Tag-Epitop 

Peptid IV untersucht (Abbildung 4.1 a, b). Darin zeigte sich, dass diese mit zu-

nehmendem Alter eine ZTL-Toleranz gegen Peptid IV entwickelten. Während zwei 

Monate alte Mäuse noch eine durchschnittliche Kill-Aktivität von 71,3 % (n = 11) hatten, 

war die zytolytische Aktivität Tag-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten im Alter von sechs 

Monaten bereits deutlich reduziert (Mittelwert 26,7 %, n = 8). Ab einem Alter von circa 

einem Jahr (17,1 %, n = 7) war die Mehrzahl der Mäuse ZTL-tolerant gegen Tag. Der 

Genotyp der vier Mäuse, die selbst in hohem Alter noch nicht tolerant waren, wurde 

anhand einer PCR aus Formalin-fixiertem Gewebe nachgewiesen (Abbildung 4.1 d, e). 

Um zu zeigen, dass diese Toleranz aufgrund der durch Cre-Rekombination 

stattgefundenen Tag-Expression auftritt und es sich nicht um einen allgemeinen Effekt 

des Alterns handelt [115], wurden C57BL/6-Mäuse im Alter von 18-22 Monaten ebenso 

in einem In vivo Kill-Assay analysiert. Darin zeigten diese noch eine deutlich höhere 

spezifische ZTL-Aktivität (43,3 %, n = 8) als Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Tiere der 

gleichen Altersgruppe (13,6 %, n = 11). 

 

4.1.2 Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse produzieren IgG-Antikörper gegen Tag 

 

Da die Tiere im Alter von circa einem halben Jahr eine Toleranz der anti-Tag-

spezifischen CD8+ T-Lymphozyten zeigten, wurde ebenso das CD4+ T-Helferzellen-
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Kompartiment untersucht. Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse konnten, ebenso wie Vil-

Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Tiere, spezifische anti-Tag IgG-Antikörper beim Immunglobulin-

Klassenwechsel produzieren (Abbildung 4.1 c). Das deutete auf Tag-spezifische CD4+ 

T-Zell-Hilfe hin. 

Ab einem Alter von sechs Monaten war ein relevanter anti-Tag IgG-Titer messbar, der 

bei Mäusen ungefähr im Alter von acht bis zwölf Monaten sein Plateau erreichte und 

danach wieder abnahm. Um die Spezifität des anti-Tag IgG-Titers zu überprüfen 

wurden 1,5 Jahre alte C57BL/6-Tiere mit Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen der 

gleichen Altersgruppe verglichen und zeigten im ELISA nur eine unspezifische anti-Tag 

IgG-Anfärbung. 

Dabei konnte keine Korrelation zwischen der Höhe des anti-Tag IgG-Titers mit der In 

vivo Kill-Aktivität festgestellt werden. 
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Abbildung 4.1: Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse entwickeln mit dem Alter eine Peptid IV-Toleranz 

der CD8+ T-Lymphozyten trotz Tag-spezifischer IgG-Produktion. a/b In vivo Kill-Assays wurden 

durchgeführt wie in Material & Methoden beschrieben. a Die Histogramme zeigen ein repräsentatives 

Beispiel pro Gruppe. b Die Daten der In vivo Kill-Assays wurden aus drei unabhängigen 

Experimenten zusammengefasst. Die Genotypen sind anhand der Legende ersichtlich. Jeder Punkt 

stellt eine Maus dar. Der Querbalken gibt den Mittelwert an. Die C57BL/6-Mäuse dienten als naive 

(links außen) bzw. immunisierte Kontrollen. b/c p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) c Anti-Tag-

spezifische IgG wurden mit ELISA bestimmt. Die Produktion Tag-spezifischer Antikörper nahm mit 

dem Alter zu bis mit ca. 11-12 Monaten ein Plateau erreicht wurde. Trotz geringerer Menge von IgG 

im Alter (17-20 Monate) war dies ein spezifischer Effekt, da C57BL/6-Mäuse nur eine unspezifische 

Anfärbung im ELISA aufwiesen. d Die Mäuse aus dem In vivo Kill-Assay mit hoher ZTL-Aktivität 

wurden aus FFPE-Gewebe nachtypisiert. Eine β-Aktin-PCR (nicht dargestellt) diente als Kontrolle. 

d e 
Cat 2/3 Cre 3’5’ 

#1 #2 #3 #4 #1 #2 #3 #4 + - H2O + - H2O 
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4.1.3  Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse entwickeln Tag-positive Tumoren 

 

Die Mäuse wurden hinsichtlich der Entwicklung von Tumoren genauer untersucht. 

Keines der Tiere, das älter als 17 Monate war (n = 14) entwickelte einen 

makroskopischen oder mikroskopischen Tumor im Dünndarm oder Kolon (Abbildung 

4.2 a). Dagegen traten andere Tumoren in Organen wie Pankreas (n = 3), Niere (n = 1) 

oder Leber (n = 1) auf (Abbildung 4.2 c). Die Tumoren wurden hinsichtlich der 

Expression von Tag histologisch untersucht. Sowohl die Pankreastumoren als auch der 

Nierentumor exprimierten Tag, der Lebertumor dagegen war in den angefärbten drei 

konsekutiven Schnitten negativ für Tag. Diese Ergebnisse deuteten auf eine Expression 

von Lgr5-positiven Stammzellen im Pankreas hin. 

Zum Vergleich erfolgte eine makroskopische und mikroskopische Untersuchung der Vil-

Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse, die älter als 17 Monate waren (n = 12). 7/12 Vil-Cre-ERT2 

x LoxP-Tag-Tiere hatten zum Tötungszeitpunkt einen Tag-positiven Dünndarmtumor, 

5/12 einen Tag-exprimierenenden Kolontumor (Abbildung 4.2 b). In 2/12 Tieren war ein 

Tag-positiver Nierentumor feststellbar und in einer Maus ein für Tag negativer 

Lebertumor (Abbildung 4.2 d). 4/12 Tiere wiesen in Dünn- und Dickdarm Tag-

exprimierende Läsionen auf. 
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Abbildung 4.2: Sowohl Lgr5-

Cre-ERT2 x LoxP-Tag als auch 

Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag Mäuse 

zeigten histologisch Tag-positive 

Läsionen auf. 

 

a Keines der untersuchten Lgr5-

Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Tiere 

zeigte Tag-positive Läsionen in 

Dünn- oder Dickdarm (es 

wurden jeweils drei konsekutive 

Schnitte beurteilt). 

 

b Dargestellt sind zwei 

repräsentative Bilder aus einem 

Tumor im Dünndarm und einer 

Tag-positiven Läsion im 

Dickdarm von Vil-Cre-ERT2 x 

LoxP-Tag-Mäusen. 

 

c/d Abgebildet sind weitere 

Tumoren verschiedener Entität. 

a  Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag (n = 14) 

Dünn-
darm 

 
0/14   

Dick-
darm 

 
0/14   

b  Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag (n = 12) 

Dünn-
darm 
7/12 

  

Dick-
darm 
5/12 

  
 

c Pankreas 3/14 Niere 1/14 Leber 1/14 

Lgr5-Cre-
ERT2 x 

LoxP-Tag 
(n = 14)    

d Niere 2/12 Leber 1/12 

Vil-Cre-
ERT2 x 

LoxP-Tag 
(n = 12)    

 

200  m

50  m

������

RIM Nekrose 
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Abbildung 4.3: Nachweis der Cre-/ LoxP-Rekombination. 

a Genomischer Aufbau des SV40-Konstrukts. b Die DNA der isolierten Tumoren wurde aus FFPE-

Gewebe extrahiert und in einer β-Aktin PCR auf Qualität überprüft. #1-7 sind Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-

Tag-Tiere; #8-11 sind Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Tiere. c Die Rekombination konnte anhand des 

kurzen DNA-Fragments bei 114 Bp in den vier Pankreastumoren und in Dünn- und Dickdarm belegt 

werden. Lebergewebe einer mit Ad.Cre injizierten Maus diente als positive Kontrolle für die PCR. 

a     SV40 Large T b   Beta-Actin 

c    LoxP1/P2 

250 

100 

# 1 # 2 # 3 # 4 # 5 # 6 # 7 # 8 # 9a # 9b # 9c # 9d # 10 # 11 + 
Ad.Cre 

- H2O 

Pankreas( Leber( Niere( Leber/(LN/(Si/(Co( Niere( Leber(

# 1 - # 3  Pankreastumor (Tag+) # 8  Nierentumor (Tag+) 

# 4 Pankreastumor nach Tam (Tag+) # 9 

a-d 

Tumor aus Leber (Tag-), Lymph-

knoten, Dünn-/ Dickdarm (Tag+) 
# 5 Pankreas (Tag-, kein Tumor) 

# 6 Lebertumor (Tag-) # 10  Niere (Tag-, kein Tumor) 

# 7  Nierentumor (Tag+) # 11  Leber (Tag-) 

Bp 

500 

250 

# 1 # 2 # 3 # 4 # 5 # 6 # 7 # 8 # 9a # 9b # 9c # 9d # 10 # 11 H2O 

Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag Bp 

deltaDNA: 114 Bp 

4.1.4 In den Tag-exprimierenden Tumoren hat Cre-/LoxP-Rekombination 

stattgefunden 

 

Um zu überprüfen, ob die Entstehung der Tumore in Pankreas und Niere in Lgr5-Cre-

ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen durch Cre-/LoxP-Rekombination, d.h. durch sog. „Leakiness“ 

der Stopp-Kassette, stattgefunden hat, wurde die DNA aus dem Formalin-fixierten 

Gewebe extrahiert und mit Hilfe von LoxP1-/LoxP2-Primern in einer PCR amplifiziert. 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Für das nicht-rekombinierte Allel zeigt sich normalerweise eine Bande bei 1834 

Basenpaaren (Bp). In Folge von Rekombination wird das CAT-Gen zwischen den zwei 

LoxP-Integrationssequenzen ausgeschnitten und es ist eine 114 Bp große Bande 

detektierbar. Normalerweise sind nach Rekombination beide Banden sichtbar, da im 
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umliegenden Stroma oder gesunden Gewebe nicht-rekombinierte DNA ebenfalls 

vorhanden ist. Allerdings wurde die PCR durch Anpassung der Elongationszeit so 

modifiziert, dass nur noch die kurze und damit die entscheidendere Bande nach 

Rekombination sichtbar war. 

Bei der Analyse der Tumoren aus Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag und Vil-Cre-ERT2 x LoxP-

Tag-Mäusen, die älter als 17 Monate waren, zeigte sich eine kurze Bande bei 2/3 

Pankreastumoren in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen. Als Positivkontrolle wurde ein 

Pankreastumor des gleichen Mausstammes nach Tamoxifenapplikation verwendet. Die 

Negativkontrolle war ein nicht-tumoröses Tag-negatives Pankreas. Sowohl im histo-

logisch Tag-negativen Lebertumor als auch im Tag-positiven Nierentumor zeigte sich 

keine Bande. 

Der Nieren- und Lebertumor von Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen zeigte keine 

Rekombinationsbande. Allerdings hatte Cre-/LoxP-Rekombination im Tag-positiven 

Dünn- und Dickdarmtumor des gleichen Tieres stattgefunden. Isolierte DNA aus einer 

makroskopisch und mikroskopisch unauffälligen Niere und Leber des gleichen 

Mausstammes wurden als negative Kontrollen auf das Gel mit aufgetragen und zeigten 

ebenso keine Rekombinationsbande. 

 
4.2  Analyse der Immunantwort gegen Tumoren in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag- 

und Villin-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen nach Tamoxifengabe 
 
4.2.1 Zwei bis vier Monate nach Tamoxifenapplikation entwickeln Lgr5-Cre-ERT2 x 

LoxP-Tag- und Villin-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse eine dichotome ZTL-

Toleranz gegen Peptid IV 

 

In mehreren In vivo Kill-Assays wurde das Toleranzverhalten der CD8+ T-Zellen in 

beiden Mausstämmen verglichen (Abbildung 4.4 a). Darin zeigte sich, dass Vil-Cre-

ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse, ebenso wie ohne Tamoxifenbehandlung, bereits nach zwei 

bis vier Monaten nach Tamoxifen tolerant sind (n = 10). Dagegen verfügten Lgr5-Cre-

ERT2 x LoxP-Tag-Tiere noch über eine Kill-Aktivität von 68,92 % (Median) (n = 7). Über 

die Zeit zeigte sich eine dichotome Toleranzentwicklung bei beiden Mausstämmen, d.h. 

einige Tiere hatten selbst nach 12 Monaten nach Tamoxifengabe noch einen Kill von 

über 80 % und andere Tiere dagegen hatten nur einen Kill von unter 30 %. Das deutet 

zum einen darauf hin, dass es sich um eine heterogene Gruppe handelte. Zum anderen 
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Abbildung 4.4 a: In vivo Kill-Assays wurden wie in Material & Methoden beschrieben durchgeführt. 

Genotypen, Immunisierung, Tamoxifengabe, Anzahl der Mäuse und Alter jeder Gruppe ist in Form 

einer Tabelle angegeben. Die Querbalken geben den Median an. p-Wert < 0,05 (*), p-Wert < 0,01 (**) 

Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag und Villin-Cre-ERT2 x LoxP-Tag nach Tamoxifen
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ist aus der Abbildung ersichtlich, dass über alle Zeitperioden hinweg der Kill von Lgr5-

Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen im Median größer war als der von Vil-Cre-ERT2 x LoxP-

Tag-Mäusen. Neben In vivo Kill-Assays sind Tumorzelltransplantationsexperimente ein 

weiteres wichtiges Tool um systemische Toleranz im Mausmodell zu untersuchen. 

Neben der CD8+ T-Zell-Toleranz spielen hier die CD4+ T-Lymphozyten eine essentielle 

Rolle. Es wurden 1 x 106 Zellen 16.113 subkutan gespritzt (Abbildung 4.4 d). Die 

Mehrheit der LoxP-Tag-Mäuse akzeptierten 16.113-Zellen ab einem Jahr (3/5) und im 

Alter von circa zwei Jahren (12/15). Sowohl Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag- als auch Vil-

Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse mit Tamoxifen konnten 16.113 sechs Monate (Lgr5: 0/5, 

Vil: 0/3) bzw. zwölf Monate danach (Lgr5: 0/5, Vil: 0/3) noch abstoßen. Auch ohne 

Tamoxifengabe haben beide Mausstämme 16.113 abgestoßen. Erst ab einem Alter von 

über 24 Monaten akzeptierten 2/10 Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag- und 1/7 Vil-Cre-ERT2 x 

LoxP-Tag-Mäuse 16.113-Zellen.  
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Abbildung 4.4 b-d: b/c Die Antikörpermenge wurde mittels ELISA (alle Proben auf einer 96 Well-

Platte) gemessen. Genotyp/ Anzahl pro Gruppe sind anhand der Legende ersichtlich (weißes Symbol 

ohne Tamoxifen). d Im Transplantationsexperiment wurden 1 x 106 Zellen 16.113 auf 200 µl PBS 

subkutan injiziert. Der Graph repräsentiert drei unabhängige Experimente. 16.113 ist in allen RAG-

Mäusen innerhalb von 3 Wochen ausgewachsen (x  = 5,240 mm3, n = 7; hier nicht abgebildet). Die 

Ratio der ausgewachsenen Tumore ist rot gekennzeichnet. 
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Abbildung 4.5: In Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag ist eine Aktivierung mit Tamoxifen oberhalb einer 

Schwelle zur Tag-Expression notwendig. a Die Antikörpermenge wurde mit Hilfe der ELISA-Technik 

bestimmt. Alle Proben wurden auf einer 96 Well-Platte gemessen. Nur bei Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag 

war ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) zwischen 2 mg und 10 mg appliziertem Tamoxifen 

erkennbar. b Es wurden fünf „High Power Fields“ (HPF) pro Maus ausgezählt. c Abgebildet sind 

Ausschnitte aus Dünn- und Dickdarm von Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag und Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag. 

4.2.2  Sowohl Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag- als auch Villin-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse 

entwickeln hohe anti-Tag-spezifische IgG-Titer 

 

Mit Hilfe eines SV40 anti-Tag ELISA (Abbildung 4.4 b und c) wurde die spezifische 

Antikörperantwort nach Tamoxifengabe in beiden Mausstämmen zu verschiedenen 

Zeitpunkten untersucht. Wir zeigten, dass beide Mausstämme einen ähnlich hohen 

Antikörpertiter entwickelten. Ab circa einem Monat nach Tamoxifen waren anti-Tag IgG 

in beiden Mausstämmen nachweisbar und erreichten acht bis neun Monate nach 

Tamoxifen ein Plateau.  

Dabei war die Menge des Tamoxifens in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen der 

entscheidende Faktor für die Menge der produzierten Antikörper. Bei Vil-Cre-ERT2 x 

LoxP-Tag-Mäusen handelte es sich um den Effekt nach Erreichen eines Schwellen-

wertes. Sobald Tamoxifen gegeben wurde, unabhängig davon ob 2 mg oder 10 mg, 

wurden Tag-spezifische IgG produziert (Abbildung 4.5 a). Vermutlich weil bei einer 

einmaligen Tamoxifengabe bereits genügend Zellen rekombinierten und Tag-Protein 

exprimierten. Bei Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen hingegen handelte es sich um 

einen kumulativen Effekt: je mehr Tamoxifen gegeben wurde, desto mehr Tag-IgG 

wurde produziert. 

Dieser Fakt spiegelt sich ebenso in der Histologie wider: Zhu Y. et al., 2013 zeigte, dass 

SV40 Tag-Zellen durch die Gabe von Tamoxifen in Apoptose gehen [116], jedoch 

ließen sich bei einer nur einmaligen Gabe von Tamoxifen in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-

Mäusen keine Tag-positiven Enterozyten oder Kolonozyten in den Krypten nachweisen. 

Ergebnisse aus dem LIFE-Bericht des Universitätskliinikum München deuten daraufhin, 

dass Lgr5-Expression durch SV40 Tag unterdrückt wird [117]. In Vil-Cre-ERT2 x LoxP-

Tag-Mäusen war die Anzahl der Tag-positiven Krypten bei einmaliger Gabe von 

Tamoxifen (Abbildung 4.5 b) ähnlich hoch wie bei fünfmaliger Gabe (Vgl. Abbildung 4.8 

c). Die Zahl der Tag-positiven Zellen war im Dünndarm größer als im Kolon, was 

schließlich daran liegt, dass im Dünndarm nicht nur Krypten sondern auch Zotten 

vorkommen und daher dort vielfach mehr rekombinationsfähige Zellen vorhanden sind. 
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4.2.3 Präsumptiv geringere Rekombinationsfrequenz in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-

Mäusen als in Villin-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen unter Nutzung der Rosa26-

RFP-Reportermaus 

 

Für sogenannte Tracing-Experimente wurden Lgr5-Cre-ERT2- und Vil-Cre-ERT2-Tiere 

mit Rosa26-RFP-Reportermäusen verpaart, welche das Tandem-Dimer rote 

Fluoreszenzprotein (tdRFP) unter dem ubiquitären Rosa26-Lokus exprimieren [118]. Es 

wurde die Rekombination in beiden Mausstämmen nach Tamoxifengabe untersucht 

(Abbildung 4.6 a und b). Dabei zeigte sich, dass die fünfmalige Gabe von Tamoxifen in 

Vil-Cre-ERT2 x Rosa26-RFP nach zwei bis drei Wochen zu einer Rekombinationsrate 

von 50 - 60 % (n = 4) von allen Epithelzellen führte. Dieser Effekt persistierte drei bis 

vier Monate nach Tamoxifengabe (15 - 40 %, n = 4). Die einmalige Gabe beziehungs-

weise die Gabe der aktiven Form, 4-Hydroxytamoxifen, führte zu einer weitaus 

geringeren Rekombination unter den Epithelzellen mit 5 % (n = 2) nach zwei bis drei 

Wochen beziehungsweise 0,5 % (n = 2) für die aktive Form. 

Für Lgr5-Cre-ERT2 x Rosa26-RFP wurde mit 10 mg eine Rekombination von circa 5 % 

(n = 4) nach zwei bis drei Wochen erreicht. Diese Rekombination erfolgte in den 

Stammzellen, welche durch GFP ebenfalls gemessen wurden. RFP kennzeichnet in 

dem Zusammenhang die Stammzellen und alle nachfolgenden Zellen, d.h. Transit 

Amplifying-Zellen, Enterozyten, etc. Die Rekombination persistierte über die Zeit. 

Durch einmalige Gabe von Tamoxifen konnte, analog zu den Vil-Cre-ERT2 x Rosa26-

RFP-Mäusen, ebenfalls nur eine geringere Rekombination von 1 % (n = 3) nach zwei 

bis drei Wochen erreicht werden. 4-Hydroxytamoxifen führte in Lgr5-Cre-ERT2 x 

Rosa26-RFP nur zu einer Rekombination von circa 0,1 bis 0,5 % (n = 2) bezogen auf 

alle epithelialen Zellen. 

In allen Experimenten war die Rekombination im Dünndarm höher als im Kolon (hier 

nicht dargestellt), was zum einen an einer geringeren Zahl isolierter Zellen liegen kann 

und zum anderen wiederum durch eine geringere Zahl von Kolonozyten im Vergleich 

mit Enterozyten liegen mag. Ebenso werden im Dickdarm mehr tote Zellen abgeschilfert 

und ausgeschieden als im Dünndarm. 

Anhand der Ergebnisse aus diesem Versuch kann eine ungefähre quantitative 

Abschätzung in Bezug auf die Zahl der rekombinierten Zellen in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-

Tag und Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag erfolgen. Wobei dabei nicht der Selektions- und 

Wachstumsvorteil der Zellen berücksichtigt wird, die SV40 Tag exprimieren. 
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Abbildung 4.6: Die Rekombinationsfrequenz ist in Vil-Cre-ERT2 x Rosa26-RFP höher als in Lgr5-Cre-

ERT2 x Rosa26-RFP-Mäusen. a Schematische Darstellung der verschiedenen Behandlungsarten. In 

der Tabelle sind die Daten der unabhängig durchgeführten Experimente (n > 3) aufgelistet. Der 

Prozentsatz bezeichnet CD45-CD326+RFP+ Zellen im Dünndarm nach durchflusszytometrischer 

Messung. b Ein FACS-Plot als Beispiel für jede Behandlungsart und Gruppe ist dargestellt. Die 

Messung wurde eine Woche nach Tamoxifengabe durchgeführt. Links unten: beispielhafte Abbildung 

der CD45-eGFP+RFP+ Zellen, respektive Lgr5+ Stammzellen (GFP high) und TA-Zellen (GFP low). 
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Abbildung 4.7: Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag leben länger als Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag sowohl mit als 

auch ohne Applikation von Tamoxifen. a Überlebenskurve nach Kaplan-Meier. Eine Auflistung der 

nach Nekropsie gefundenen Tumoren befindet sich darunter in Tabellenform. p < 0,05 (*), p < 0,01 

(**) b Eine Untersuchung der Cre-/ LoxP-Rekombination wurde bei einigen Tieren anhand von einer 

PCR mit DNA aus FFPE-Gewebe vollzogen. c Die Tumoren wurden histologisch auf Tag untersucht. 

Tag-positive Zellen sind hier mit rot angefärbtem Zellkern zu sehen. 

4.2.4  Verzögerte Tumorentwicklung und damit einhergehend längeres Überleben in 

Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen im Vergleich zu Villin-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-

Mäusen 

 

Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse ohne Tamoxifen hatten eine durchschnittliche 

Lebenserwartung von 18 Monaten (n = 11) bis sie an Tumoren im Darm (n = 3) und 

Pankreas (n = 1), in der Niere (n = 5) oder Leber (n = 6) verstarben (Abbildung 4.7 a). 

Dabei hatten einige Tiere multiple Karzinome ausgebildet. Durch die Gabe von 

Tamoxifen verkürzte sich diese Lebenserwartung auf 11 Monate (n = 10) im 

Durchschnitt. Die Tumorentwicklung fand dann überwiegend im Darm statt (n = 8). 

Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse ohne Tamoxifenverabreichung hatten eine 

durchschnittliche Lebenserwartung von 23 Monaten (n = 13) mit einer Tumor-

entwicklung vorwiegend in Niere (n = 5), Leber (n = 3) und Pankreas (n = 3). Durch die 

Gabe von Tamoxifen entwickelten die Mäuse früher Tumoren im gastro-intestinalen 

Trakt, vor allem im Darm (n = 8), in der Leber (n = 7), im Magen (n = 6) und im 

Pankreas (n = 5). Es konnten mehrfach multiple Krarzinome makroskopisch 

nachgewiesen werden. Die durchschnittliche Lebenserwartung verkürzte sich auf 16 

Monate (n = 16). 

Um zu überprüfen, ob in den Tumoren tatsächlich Rekombination stattgefunden hatte, 

wurde mit Hilfe der Cre-/LoxP-Rekombinations-PCR die 114 Basenpaare lange Bande 

amplifiziert (Abbildung 4.7 b). 

Die Tumoren wurden histologisch mit einem SV40-Antikörper angefärbt. Mikroskopisch 

zeigte sich, dass bei den beiden Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen #116 und #168 

ohne Tamoxifen nur der Milztumor positiv für SV40 Tag war und nur in dem Milztumor 

Rekombination stattgefunden hatte. 

In den anderen Tumoren von vier Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen mit Tamoxifen (# 

215, #309, #313, #317) zeigten mit Ausnahme eines Pankreastumors nur die histo-

logisch Tag-positiven Tumoren ebenso eine Rekombinationsbande (Abbildung 4.7 c). 

 

 

 

   

 

 



Ergebnisse 

54 

0 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
0

20

40

60

80

100 Lgr5-CreERT2 x LoxP-Tag
mit Tam (n = 16)

Tumor&
lokalisation.

Lgr5&CreERT2.x.
LoxP&Tag.

Vil&Cre&ERT2.x.
LoxP&Tag.

Lgr5&CreERT2.x.
LoxP&Tag.

Vil&Cre&ERT2.x.
LoxP&Tag.

. mit.Tamoxifen. ohne.Tamoxifen.
Pancreas. n.=.5. n.=.0. n.=.3. n.=.1.
Magen. n.=.6. n.=.0. n.=.1. n.=.0.
Darm. n.=.8. n.=.8. n.=.2. n.=.3.
Niere. n.=.3. n.=.1. n.=.5. n.=.5.
Leber. n.=.7. n.=.3. n.=.3. n.=.6.

!

Vil-CreERT2 x LoxP-Tag
mit Tam (n = 10)

Lgr5-CreERT2 x LoxP-Tag
ohne Tam (n = 13)

Vil-CreERT2 x LoxP-Tag
ohne Tam (n = 11)

a

Zeit [Monate]

Ü
be

rl
eb

en
 [%

]
n.s.

**
*

*

Bp#

Lgr5-Cre-ERT2 
x LoxP-Tag 

b 

250 
100 ! deltaDNA: 114 Bp 

250 
100 

K
ol

on
 

Le
be

r 

P
an

kr
ea

s 

M
ilz

 

D
ün

nd
ar

m
 

D
ün

nd
ar

m
 

P
an

kr
ea

s 

Le
be

r 

K
ol

on
 

LN
 

D
ün

nd
ar

m
 

K
ol

on
 

P
an

kr
ea

s 

M
ag

en
 

Zä
ku

m
 

P
an

kr
ea

s 

D
ar

m
 

K
ol

on
 

N
ie

re
 

D
ün

nd
ar

m
 

P
an

kr
ea

s 

Le
be

r 

P
an

kr
ea

s 

D
ün

nd
ar

m
 

Le
be

r 

M
ag

en
 

Zä
ku

m
 + - 

H
2O

 

#116 ohne Tam #168 ohne Tam #215 mit Tam 

#309 mit Tam #313 mit Tam #317 mit Tam 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 

55 

Darm Kolon Pankreas #309 #309 #313 

Niere #313 #313 #313 Dünndarm Pankreas 

Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag 
Dünndarm Pankreas 

c 
Milz #116 #215 #215 

Kolon #215 #309 #309 Magen Zäkum 

Pankreas Dünndarm Leber #313 #317 #317 

Leber #317 #317 #317 Magen Zäkum 
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4.2.5  Eliminierung der Tag-positiven Zellen durch reaktive CD8+ T-Zellen nach 

Tamoxifengabe in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen 

 

Entgegen der Annahme, dass die gerichtete Expression eines Tumorantigens in der 

Stammzelle des gastrointestinalen Traktes zu einer effizienteren Tumorigenese führt, ist 

die Latenz der Tumorentwicklung in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag länger als in Vil-Cre-

ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen. Ein Grund dafür könnte beispielsweise eine spezifische 

Immunantwort gegen SV40 Tag sein. 

Deshalb haben wir in In vivo Kill-Assays die spezifische CD8+ T-Zellantwort gegen das 

dominante Tag-Epitop Peptid IV untersucht. Es stellte sich heraus, dass die alleinige 

Gabe von Tamoxifen in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag, nicht aber in Vil-Cre-ERT2 x LoxP-

Tag, für eine spezifische Antwort zytotoxischer T-Lymphozyten sorgte (siehe Abbildung 

4.8 a). 

Um diese Immunantwort genauer zu untersuchen, haben wir in einem ersten Versuch 

die Zahl der Tag+- und CD3+-Zellen in beiden Mausstämmen nach einer Woche nach 

Tamoxifengabe untersucht und miteinander verglichen (Abbildung 4.8 b). 

Dabei zeigte sich, dass die histologisch nachweisbare Tag-Expression in Lgr5-Cre-ERT2 

x LoxP-Tag-Mäusen viel geringer ist als in Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen. In Bezug 

auf die Anzahl der T-Zellen zeigte sich in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Tieren (n = 4) kein 

Unterschied zur Wildtypmaus (n = 1). Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag wiesen bereits eine 

Woche nach Tamoxifenapplikation sehr viele Tag-positive Zellen und sogar ganze 

Krypten (n = 4) auf. Es waren mehr T-Zellen im Dünndarm als im Dickdarm detektierbar 

und es zeigte sich ein deutlicher Unterschied zur Wildtypmaus (n = 1). 

In einem nächsten Versuch haben wir die T-Zellen in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-

Mäusen mit Hilfe eines Thy 1.2-Antikörpers depletiert und daraufhin fünf Mal Tamoxifen 

verabreicht um anschließend eine Woche später die Anzahl Tag-positiver Zellen in der 

Histologie zu untersuchen (Schema 4.8 d). 

Dabei stellte sich heraus, dass sobald T-Zellen depletiert waren, auch in Lgr5-Cre-ERT2 

x LoxP-Tag-Mäusen sehr früh Tag-positive Zellen auftraten. Dieser Unterschied war im 

Kolon noch deutlicher sichtbar als im Dünndarm (Abbildung 4.8 c und e). 

Dies deutet darauf hin, dass insbesondere die T-Zellen nach Tamoxifengabe eine Tag-

Expression im Darm in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Tieren verhindern. Um diese 

Hypothese weiter zu untermauern haben wir die intraepithelialen T-Lymphozyten aus 

dem Darm nach Aktivierungsmarkern untersucht. 
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Abbildung 4.8: Die Tamoxifengabe könnte in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag zu einer T-Zell-Aktivierung 

führen, die eine Tag-Expression verhindert. a Es sind vier unabhängig durchgeführte In vivo Kill-

Assays zusammengefasst dargestellt. Informationen über Genotyp, Immunisierung, Tamoxifengabe, 

Alter und Anzahl der Mäuse pro Gruppe sind in der Tabelle ersichtlich. b Es wurden fünf HPFs pro 

Maus ausgezählt. Die Kontrollen (diagonal gestreifte Balken) zeigten in der Tag-Färbung keine 

positiven Zellen, weshalb hier nur n.d. vermerkt ist. c Eine Woche nach T-Zell-Depletion mit 30H12-

Antikörpern oder seinem Isotypen LTF-2 wurden fünf HPFs pro Maus ausgezählt. d Schematische 

Darstellung der Applikation der verschiedenen Antikörper und von Tamoxifen. e Es sind Beispiele für 

CD3- oder Tag-Färbungen nach 30H12- oder LTF-2-Behandlung abgebildet. f Exemplarische FACS-

Plots der CD44- und CD69-Färbung als Aktivierungsmarker für T-Zellen im Dünndarm (Analyse der 7-

AAD+CD3+CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen auf Expression von CD69 und CD44). 
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Es zeigte sich, dass insbesondere eine Aktivierung von CD8+ T-Zellen (nicht 

notwendigerweise Tag-spezifisch) aber auch von CD4+ T-Zellen sechs Tage nach der 

letzten Tamoxifengabe mit Hochregulation von CD44 und CD69 zu beobachten war 

(Abbildung 4.8 f und g). 
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5. DISKUSSION 
 

5.1 Neue Erkenntnisse aus diesen Tumormodellen 
 

In der hier vorliegenden Arbeit wurden zwei Mausmodelle beschrieben, die aufgrund 

der Tag-Expression in den Epithelzellen des Darmes die Analyse der Immunantwort 

gegen das kolorektale Karzinom ermöglichen. 

Entgegen der Annahme, dass eine Onkogenexpression in der Stammzelle zu einer 

schnelleren und effizienteren Tumorigenese [35] führt als die Expression in den weiter 

differenzierten epithelialen Zellen, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die 

Unterdrückung der Tumorentstehung unter anderem durch die Beteiligung von T-Zellen 

erfolgt sein könnte. Dabei spielen sowohl das CD4+ T-Zell-Kompartiment, die den 

Klassenwechsel der B-Zellen initiieren, als auch die CD8+ T-Lymphozyten eine wichtige 

Rolle. 

Ein weiterer Aspekt der ineffizienten Tumorentstehung in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-

Mäusen könnte der durch die Tamoxifenverabreichung bedingte Zytokinsturm und 

möglicherweise Apoptoseinduktion sein, welche zu einem Verlust der Lgr5-

exprimierenden Stammzellen führen [116] könnte. 

Während bei Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen nach einigen Wochen Latenz immer 

eine ganze Krypte Tag-positiv wurde, waren bei Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag nur einzelne 

Zellen innerhalb einer Krypte Tag-positiv. Dies spricht insbesondere für einen 

Wachstumsvorteil der Tag-positiven Zellen innerhalb einer Krypte und lässt eine 

ursprüngliche Monoklonalität der Krypten sehr unwahrscheinlich erscheinen. 

 

5.1.1 Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse ohne Tamoxifengabe entwickeln selten 

mikroskopisch Tag-positive Darmläsionen oder Darmtumoren 

 

In der hier zu Grunde liegenden wissenschaftlichen Arbeit wurden insgesamt 25 Lgr5-

Cre-ERT2 x LoxP-Tag-transgene Tiere, in einem Alter von mehr als 17 Monaten 

untersucht. Dabei wurden makroskopisch zwei Darmtumoren identifiziert, von denen 

nur ein einziger Tag-positiv war. Im Vergleich dazu wurden 17 Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-

Mäuse der gleichen Altersgruppe untersucht und innerhalb dieser Entität zehn Tag-

positive Darmläsionen identifiziert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass in Lgr5-
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Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen die Cre-Rekombinase sehr selten ohne Tamoxifen-

applikation aktiviert wird, sodass die selten stattfindende Rekombination zur 

Apoptoseinduktion in den Tag-exprimierenden Lgr5-positiven Stammzellen führt. Das 

dadurch freigesetzte Antigen wird durch das Immunsystem erkannt und eine 

Tumorentwicklung so verhindert. Zudem ist die Onkogenexpression, gemessen an den 

Versuchen mit Lgr5-Cre-ERT2 x Rosa26-RFP, wahrscheinlich sehr gering. Die 

Toleranzentwicklung des CD8+ T-Zell-Kompartiments erfolgt in diesem Mausmodell 

aufgrund einer geringeren Antigenmenge sehr viel später als bei Vil-Cre-ERT2 x LoxP-

Tag. Der bereits nach fünf Monaten nachweisbare IgG-Antikörpertiter spricht dennoch 

für eine Antigenexpression und Erkennung durch CD4+ T-Zellen in der Maus. Es könnte 

sein, dass Tag noch in anderen Zellen außerhalb des Darms zu einem geringen Teil 

exprimiert wird, da Lgr5 auch in anderen Organen wie dem Magen, dem Pankreas und 

der Leber vorkommt. Der Darm hat einen hohen Anteil proliferierender Zellen. Wenn 

eine Stammzelle getroffen würde, müsste eine Tumorentwicklung sehr viel schneller 

ablaufen und eine halbe oder ganze Krypte Tag-positiv sein. 

Eventuell spielen auch andere Mechanismen wie beispielsweise eine Interleukin-22-

Protektion der Stammzellnische eine Rolle. Die RORgt+ Lymphozyten des angeborenen 

Immunsystems (ILCs), die in intestinalen Kryptenpatches und Lymphfollikeln lokalisiert 

sind, produzieren IL-22 und induzieren damit ein Genexpressionsprogramm in Paneth- 

und Stammzellen, welches sie vor verschiedensten Schädigungen, wie beispielsweise 

eine SV40-Onkogenexpression in den Stammzellen, schützen könnte [119]. 

Das sehr seltene sporadische Auftreten von Darmtumoren in diesem Tiermodell 

reflektiert dennoch sehr gut die Situation beim Menschen. 

 

5.1.2 Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag- und Villin-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse ohne 

Tamoxifenapplikation zeigen eine vergleichbare Toleranzentwicklung im CD4+ 

und CD8+ T-Zell-Kompartiment 

 

Die Toleranzentwicklung in beiden Mausstämmen ohne Tamoxifengabe verlief 

grundsätzlich ähnlich mit dem einzigen Unterschied, dass CD8+ T-Zell-Toleranz in Lgr5-

Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen sehr viel später und anti-Tag IgG sehr viel früher 

auftraten (siehe nachfolgende Abbildung). 
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Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag wiesen bereits ab einem Alter von sechs Monaten nur noch 

eine ZTL-Aktivität von circa 20 % auf und erst ab einem Alter von acht bis neun 

Monaten waren in 2/4 Mäusen anti-Tag IgG nachweisbar [114]. 

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass SV40 Tag in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag zu 

einem geringen Ausmaß schon recht früh exprimiert wird und die Tag-Expression eine 

Art Immunisierungseffekt aufweist. In Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag dauert die anti-SV40 

Antikörperentwicklung länger, da die 

differenzierten Zellen sehr schnell 

proliferieren und ein Villus nur eine 

Lebensdauer von circa drei Tagen 

aufweist. Die sporadische Expression 

von Tag und die dadurch 

hervorgerufene Antigenmenge sind nur 

von kurzer Dauer, da die 

Wahrscheinlichkeit, dass eine 

Stammzelle getroffen wurde, die 

dauerhaft Tag exprimieren würde, sehr 

viel geringer ist. Dementsprechend gibt es erst durch eine zeitliche Akkumulation 

genügend Antigen für eine Antikörperbildung. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt 

werden, dass im Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Modell ein bestimmter Schwellenwert für die 

anti-Tag spezifische IgG-Produktion erreicht werden muss. 

Anders wiederum verhält es sich mit den ZTL: durch die frühe Expression von SV40 

Tag in einer größeren Zellzahl als in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag geht der 

Immunisierungseffekt schneller verloren und die CD8+ T-Zellen werden früher tolerant. 

 

5.1.3 Die Tamoxifenapplikation führt bei Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen zu einer 

erhöhten Tumorinzidenz im Vergleich zur nicht induzierten Tag-Expression 

 

Nach Tamoxifengabe haben 8/16 Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse Darmtumore 

entwickelt (Tag-positiv n = 7; ungefärbt n = 1). Im Vergleich dazu haben 8/10 Vil-Cre-

ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse einen Tumor im Dünndarm und/oder Dickdarm entwickelt 

(Tag-positiv n = 4, Tag-negativ n = 1, ungefärbt n = 3). 

Des Weiteren wurden andere Tumore wie pankreatische Läsionen, Leber-, Magen- und 

Nierentumoren beobachtet die ebenso Tag exprimieren können. Embryologisch 
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betrachtet ist eine Lgr5-Expression in diesen Organen ersichtlich, da sich das Darmrohr 

aus dem Endoderm differenziert. Danach folgt die Abtrennung zwischen Darmrohr und 

Dickdarm. Aus dem Darmrohr entwickeln sich dann der Magen, Dünndarm, die Leber 

und das Pankreas. Entwicklungsgeschichtlich ist es somit natürlich, dass Lgr5-

Stammzellen nicht nur im Dünn- und Dickdarm vorkommen sondern ebenso in Leber, 

Magen und Pankreas. 

Eine Entwicklung von Hautläsionen oder ovariellen Tumoren wurde in dem oben 

genannten Mausmodell nie beobachtet. Da Tamoxifen immer über die Schlündelsonde 

direkt in den gastrointestinalen Trakt verabreicht wurde, kann es sein, dass die 

Tamoxifenkonzentration im Körper zu einer Aktivierung von Lgr5 in den Haarfollikeln 

[62] nicht ausreichte. Das gleiche gilt für das Ovar [71]. 

Sehr selten wurden Augenprobleme (klinisch ähnlich dem grauen Star oder 

Verklebungen) bei Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen bereits in einem jungen Alter 

beobachtet. Diese Tatsache beruht am wahrscheinlichsten auf dem genetischen LoxP-

Tag-Hintergrund, da diese Mäuse noch kein Tamoxifen zur Aktivierung von SV40 Tag 

erhalten hatten. 

 

5.1.4 Nachweis einer effizienteren Rekombinationsfrequenz in Villin-Cre-ERT2 x 

LoxP-Tag-Mäusen im Vergleich zur Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Maus mit Hilfe 

der Rosa26-RFP-Indikatormaus 

 

Anhand der Verpaarung von Vil-Cre-ERT2- und Lgr5-Cre-ERT2- Mäusen mit Rosa26-

RFP-Indikatormäusen konnte eine quantitative Analyse der rekombinierten Zellen nach 

Tamoxifenverabreichung erfolgen. Das Ergebnis demonstriert recht deutlich, dass die 

Rekombination in Vil-Cre-ERT2 x Rosa26-RFP fast zehn Mal so stark ist im Vergleich zu 

jungen Lgr5-Cre-ERT2 x Rosa26-RFP-Mäusen zwei bis drei Wochen nach fünfmaliger 

Tamoxifengabe. Die Erklärung dafür liegt in dem Aufbau des Darmes und den 

unterschiedlichen Zielstrukturen beider Mausmodelle. 

Während in Vil-Cre-ERT2-Mäusen durch Tamoxifengabe nicht nur die Stammzelle 

sondern auch die TA-Zellen und alle differenzierten epithelialen Zellen rekombinieren 

können, erfolgt bei Lgr5-Cre-ERT2-transgenen Mäusen die Rekombination allein in den 

Stammzellen und in einigen wenigen TA-Zellen, welche die Lgr5-Expression im Laufe 

ihrer Entwicklung allerdings verlieren. Dies führt dazu, dass das Ergebnis einzig durch 

den quantitativen Aspekt bestätigt werden kann. Das gleiche gilt für das 
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Verteilungsverhältnis zwischen Dünn- und Dickdarm. Da im Dickdarm keine Villi 

vorhanden sind, ist dort nur eine Rekombination von weniger Zellen als im Dünndarm 

möglich. Dieser Fakt spiegelte sich vor allem im Vil-Cre-ERT2 x Rosa26-RFP-

Mausmodell wider. Ein weiterer Hinweis auf den physiologischen Sachverhalt ist, dass 

die Menge der rekombinierten Zellen im Vil-Cre-ERT2 x Rosa26-RFP-Mausmodell über 

die Zeit bedingt durch die hohe Apoptoserate sehr stark abnahm. Im Vergleich dazu 

persistierte die Zahl der Rekombinationen in den Lgr5-Cre-ERT2 x Rosa26-RFP-Mäusen 

nach Tamoxifengabe über die Zeit. 

Diese Beobachtungen berücksichtigen nicht den Fakt des Wachstums- und 

Überlebensvorteils, den die SV40 Tag transformierten Zellen wahrscheinlich haben. 

Unter Beachtung dieses Aspektes ist davon auszugehen, dass Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag 

leichter und schneller Darmtumore entwickeln als Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag, da eine 

größere Zahl von Zellen transformiert wird und diese nicht wie im Rosa26-RFP-Modell 

in Apoptose gehen, sondern einen Selektionsvorteil gegenüber den nicht-

transformierten Zellen haben. 

 

5.1.5 Unabhängig von der Induktion der Tag-Expression durch Tamoxifen zeigen 

Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse eine längere Latenz der Tumorentwicklung 

als Villin-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse 

 

Der längeren Latenz der Tumorentstehung in Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen 

könnten zwei Mechanismen zugrunde liegen: zum einen werden bei Vil-Cre-ERT2 x 

LoxP-Tag mehr Zellen durch Tamoxifengabe transformiert; zum anderen könnte bei 

Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag transgenen Mäusen die SV40 Tag-Expression in der 

entzündlichen Umgebung des Kolons durch T-Zellen erkannt und teilweise zerstört 

werden (sog. Immunosurveillance) werden [120, 121]. 

 

5.1.6 T-Zell-Aktivierung im Darm als mögliche Ursache für die längere Latenz der 

Tumorigenese 

 

Ein weiterer Aspekt, der in Betracht gezogen werden sollte, ist die spezifische T-Zell-

Aktivierung sowohl der CD8+ T-Zellen als auch der CD4+ T-Lymphozyten nach 

Tamoxifengabe in den Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen. Diese war nur im Darm, 

nicht im Blut (Daten dazu hier nicht gezeigt) nachweisbar. Es kann nicht 
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ausgeschlossen werden, dass zum Beispiel vermehrte Tag-induzierte Apoptose eine 

polyklonale T-Zellantwort im Kolon auslöst. Sobald jedoch das T-Zell-Kompartiment 

durch Thy 1.2-Antikörpergabe weitestgehend ausgeschaltet wurde, wurden zu einem 

früheren Zeitpunkt Tag-positive Zellen in höherer Quantität beobachtet. 

Die Entstehung von Darmtumoren kann auch in anderen Modellen durch CD8+ T-Zellen 

unterdrückt werden, und nach Ausschaltung derselben stattfinden [122]. 

 

5.2 Limitationen der verwendeten Mausmodelle 
 

5.2.1 LoxP-Tag Maus 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Mausmodelle unter Nutzung der SV40 Tag 

exprimierenden LoxP-Tag-Maus hat wie jedes Tiermodell seine Limitationen. Einerseits 

ist es ein artifizielles Modell durch die Nutzung eines Onkogens dessen Bedeutung für 

den Menschen weiterhin unklar bleibt. Andererseits liefert es durch die Entstehung 

autochthoner Tumoren eine Annäherung an die Realität in Bezug auf die Entstehung 

sporadischer Tumoren, welche die zahlreichen Transplantationsmodelle oder 

Entzündungsmodelle mit einer sehr viel kürzeren Latenz nicht bieten können. 

 

5.2.2 Cre-Rekombinase 

 

Die Verwendung von durch Tamoxifen-induzierbarer Aktivierung der Cre-Rekombinase 

im Cre-ERT2-Modell liefert die Grundlage für eine räumliche und zeitliche Kontrolle der 

Tumorentstehung in diesen Mausmodellen. Die Cre-Rekombinase ist abgesehen von 

den hier beschriebenen seltenen stochastischen Rekombinationen ohne 

Tamoxifengabe inaktiv [112]. 

Ein Nachteil der langen Latenz bis zur Tumorentwicklung ist, dass die Mäuse vorher an 

anderen, unspezifischen Tumoren erkranken können, die auf dem genetischen LoxP-

Tag-Hintergrund begründet sind wie beispielsweise Nierentumore [8] oder 

Osteosarkome [122]. 
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5.2.3 Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag 

 

Es stellte sich im Verlauf der hier vorliegenden Arbeit heraus, dass der ursprünglich als 

für den Darm spezifische Stammzellmarker Lgr5 eher ein Stammzellmarker für 

gastrointestinale Vorläuferzellen ist, was ein Vorkommen in anderen Organen wie 

Pankreas, Leber, Niere, Magen, et cetera einschließt und in dieser Arbeit ebenfalls 

bestätigt werden konnte. Dieses weit verbreitete Vorkommen von Lgr5-Stammzellen im 

gastrointestinalen Trakt und über diesen hinaus erschwerte die Analyse einer 

spezifischen Immunantwort erheblich. 

Ohne die Gabe von Tamoxifen blieb bis auf die Entwicklung von zwei Darmtumoren, 

drei pankreatischen Läsionen und einem Tag-negativen Lebertumor, die 

Tumorentstehung im gastrointestinalen Trakt vollständig aus. Mit der Gabe von 

Tamoxifen entwickelten einige Tiere einen Darmtumor neben Tumoren in anderen 

Organen wie Leber, Pankreas, Magen, Niere sowie Vergrößerungen von Milz und 

mesenterialen Lymphknoten. Darmtumore traten vermehrt im Zäkum und in der 

Appendix auf, was ebenso wie im Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mausmodell, für einen 

neuroendokrinen Phänotyp sprechen könnte und diesbezüglich genauer untersucht 

werden müsste. 

 

5.2.4 Villin-Cre-ERT2 x LoxP-Tag 

 

Die sporadische Entstehung von Tumoren im Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mausmodell 

ohne die Gabe von Tamoxifen ist bereits publiziert [114]. Der Nachteil dieses 

Mausmodells ist die häufigere Entstehung von Dünndarmtumoren als Kolontumoren, 

was in der Klinik in der sporadischen Entwicklung des CRC wenig Relevanz besitzt.  

Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse mit oder ohne Tamoxifenapplikation entwickeln eher 

eine ZTL-Toleranz als Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäuse und haben in jungem Alter 

bereits eine reduzierte ZTL-Aktivität im Vergleich zu acht Wochen alten LoxP-Tag-

Mäusen. 

Aufgrund der B-Zell-Hilfe durch die CD4+ T-Lymphozyten und der stetigen 

Antikörperbildung unabhängig von der Tamoxifengabe lässt sich schlussfolgern, dass 

die CD4+ T-Zelltoleranz weniger ausgeprägt ist als die Toleranz der CD8+ T-

Lymphozyten. Dies ähnelt den Beobachtungen in Bezug auf die T-Zellantwort zu p53 

[123]. 
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In Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen wurde zu keinem Zeitpunkt die Entwicklung eines 

Thymoms beobachtet, was das Vorkommen von einer Cre-Rekombinase-Expression im 

Thymus in diesen Mäusen nicht grundlegend ausschließt, aber entscheidend 

unwahrscheinlich macht [109-110]. 

Das sporadische Anschalten eines Onkogens verleiht den Zellen sehr wahrscheinlich 

einen Wachstumsvorteil. Deshalb wurde die Tumorentwicklung in beiden Mausmodellen 

zunächst ohne Tamoxifengabe untersucht. Die Latenzzeit bis zur Tumorentwicklung in 

Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag ohne Tamoxifen lag bei durchschnittlich 18 Monaten was 

signifikant weniger ist als bei Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mäusen (22 Monate). 

Somit gab es ohne die Gabe von Tamoxifen eine sehr geringe Wahrscheinlichkeit, dass 

die schon früh detektierbaren mikroskopischen Läsionen sich zu Tumoren entwickeln. 

Durch die hohe Latenz der Tumorentstehung in beiden Mausmodellen ist die 

Untersuchung des Metastasierungsverhaltens schwierig. Während bei Vil-Cre-ERT2 x 

LoxP-Tag-Mäusen überwiegend Darmtumore mit anderen Läsionen in Leber und Niere, 

et cetera vorkommen, können im Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-Mausmodell auch isoliert 

pankreatische oder Leber-Läsionen entstehen, was eine Aussage über den 

ursprünglichen Tumor in denjenigen Mäusen, die neben Darmtumoren auch andere 

Tumore haben, sehr diffizil macht. 

 

5.3 Anwendung beim Menschen 
 

Es wurde in zahlreichen Studien die Beteiligung von dem aus dem JC Polyomavirus 

isolierten SV40 Tag an der menschlichen kolorektalen Tumorigenese mit kontroversen 

Ergebnissen untersucht [124-126]. 2008 wurde letztlich das Merkelzell-Polyomavirus in 

der Ätiologie des Merkelzellkarzinoms demaskiert [78]. 

Ein autochthones Tumormodell spiegelt grundsätzlich die sporadische Natur der CRC-

Entstehung und damit seine am häufigsten vorkommende Form wider. Ein genaueres 

und grundlegendes Verständnis der Tumorigenese im Darm bedingt durch eine 

Stammzelltransformation stellt einen wichtigen Aspekt zur früheren Diagnosestellung 

und somit Prognoseverbesserung sowie für die Entwicklung neuer Therapieansätze und 

die Entwicklung präklinischer Bildgebungen [127] dar. 

Trotz der hohen individuellen Variabilität hatten sowohl junge Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-

Tag als auch Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag die Aktivität zytotoxischer T-Lymphozyten gegen 

Epitop IV von Tag beibehalten, trotzdem die durchschnittliche In vivo Kill-Aktivität in 
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diesen Mäusen reduziert war. Die Produktion von anti-Tag spezifischen IgG begann 

bereits ab vier Wochen nach Tamoxifenapplikation (circa 10-15 Monate bevor der Krebs 

makroskopisch detektiert wurde), was die Hypothese bestätigt, dass die Entstehung des 

CRC wahrscheinlich ein langwieriger Prozess ist und, dass das adaptive Immunsystem 

Tag-positive Zellen bereits in einem frühen Stadium erkennt. 

Beim menschlichen Kolonkarzinom wurden Tumor-infiltrierende T-Lymphozyten (TILs) 

mit einer besseren Prognose korreliert [128]. Dennoch wurden zahlreiche TILs in 

prämalignen Läsionen von LoxP-Tag-Mäusen detektiert, die bereits ZTL-tolerant waren 

[8]. Ob diese eher eher eine tumorizide als eine Tumor-fördernde inflammatorische 

Rolle spielen, muss noch genauer untersucht werden. 

Die oben beschriebenen Darmtumormodelle, welche die spontane und nicht die 

hereditäre Form des kolorektalen Karzinoms reflektieren, ermöglichen die lokale und 

systemische Analyse einer anti-tumorösen Immunantwort während des lang 

anhaltenden Prozesses der Tumorentstehung und die Testung neuer Therapeutika. 

Von besonderem Interesse ist dabei die Modulation der Tag-spezifischen CD4+ T-

Lymphozyten, die wesentlich später tolerant werden und die Antikörperbildung durch B-

Zellaktivierung fördern. Ein neuer Ansatz könnte dadurch die Vakzinierung mit einem 

Peptid sein, welches die CD4+ T-Zellen dahingehend stimuliert, dass Toleranz- und 

Tumorentwicklung verhindert werden (Doktorarbeit von Christian Schön). 

 

5.4 Fazit zu diesen Tumormodellen und Ausblick 
 

Um abschließend eine genaue Aussage über die zugrunde liegenden Mechanismen 

treffen zu können, sind weitere Analysen notwendig. Erstens müsste die T-Zell-

Aktivierung, zum Beispiel in Bezug auf Spezifität, genauer analysiert und charakterisiert 

werden unter Berücksichtigung eines zeitlichen Verlaufes. Dann könnte das Lgr5-Cre-

ERT2 x LoxP-Tag-Mausmodell mit einem weiteren genetischen Mutagen zur 

Beschleunigung und Erhöhung der Effizienz der Darmtumorentstehung kombiniert 

werden, wie zum Beispiel APC knockout, welches für die Tumorentstehung in Lgr5-

exprimierenden Stammzellen notwendig erscheint [129]. Ein weiterer 

vielversprechender Stammzellmarker ist Prom1 (CD133), der spezifisch für das 

Stammzellkompartiment im Dünndarm ist und Darmtumore initiieren kann [130]. Dieser 

könnte ebenso durch eine Verpaarung mit LoxP-Tag zur Analyse einer 

darmspezifischen Immunantwort dienen. In Bezug auf Vil-Cre-ERT2 x LoxP-Tag wäre 
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die Kombination mit chronischer Inflammation im Darm interessant (Projekt von Dr. 

Mathias Friedrich). Hier könnten ebenso eine darmspezifische lokale Analyse des 

Immunsystems und die Charakterisierung der T-Zellen über ihre Zytokinproduktion 

erfolgen. 

Weiterhin sollten andere Tumor-initiierende Zellmarker untersucht werden. Dazu 

zählen, neben Lgr5, andere Marker wie CD44, CD133, EpCAM, CD24, CD166, CD47 

und ALDH1, die Zellen mit tumorigenem Potential kennzeichnen [131]. 

Ein Schritt, der zuvor erfolgen sollte, ist die genauere Charakterisierung der Tumor-

initiierenden Zellen. Sie sollten neben A-Kriterien wie dem Potenzial zur 

Selbsterneuerung, Pluripotenz und Plastizität, Fähigkeit des Umschaltens zwischen 

Ruhezustand und Proliferation auch B-Kriterien wie eine geringe Apoptoserate und eine 

hohe Chemoresistenz, die Fähigkeit zur Kommunikation mit dem Mikromilieu, die 

Autonomie von der Gewebeintegrität, Migrationsfähigkeit bzw. Metastasierungs-

wirksamkeit erfüllen [132]. Ein weiterer wichtiger Schritt ist die Differenzierung der oben 

genannten Zelltypen in Kolonstammzellen (CSCs) und Zellen mit CSC-Aktivität [133]. 

Ausdifferenzierte Kolonkrebszellen und Krebsstammzellen befinden sich in einem 

ständigen Fluss, der durch Signale aus dem umliegenden Tumorstroma bedingt wird. 

Wenn die zugrunde liegenden Mechanismen der Darmtumorentstehung aus 

Stammzellen ans Licht gebracht werden, können diese Stammzellen zur Wundheilung 

[134] oder Regeneration ganzer Organe genutzt werden. Der Arbeitsgruppe von Hans 

Clevers ist es bereits gelungen Lgr5+ Leberstammzellen in vitro zu regenerieren [75, 

135-136]. Wenn eine Translation dieser Ergebnisse in vivo gelänge, könnten 

Fremdtransplantationen durch Transplantation eigener Hepatozyten ersetzt werden. 

Diese Erfolge sind vielversprechend und weisen weiteren Forschungsbedarf auf dem 

Gebiet der Krebsstammzellforschung auf. 
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ABKÜRZUNGS- UND AKRONYMVERZEICHNIS 
 

ACF: 
 Aberrante Krypt-Foci 

AWMF: 
 Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften 
 e.V. 
APC-Gen: 

Adenomatosis polyposis coli-Gen 

BAX: 
 Reduntanter Regulator des intrinsischen Weges des mitochondrialen Zelltodes 

BMP: 
 Bone morphogenetic protein 

CAG: 
 CMV early enhancer/chicken β actin 

CBC: 
 Columnar Base cells 

CEA: 
 Carcinoembryonales Antigen 

c-Myc : 
 Zelluläres Myc-Onkogen; Lokalisation in der Region auf Chromosom 8, die bei 

 den meisten undifferenzierten B-Zell-Lymphomen auf Chromosom 14 transloziert 

 ist 

CRC: 
Kolorektales Karzinom 

Cre-Rekombinase: 
 Teil des Cre-/LoxP-Rekombinationssystems; besteht aus vier Untereinheiten 

 und katalysiert die Spaltung und Neuverknüpfung von DNA zwischen 

 spezifischen  Basensequenzen 

CSC: 
 Kolonstammzelle 

E2F-Transkriptionsfakor: 
 bindet des Retinoblastom-Protein; wirkt dadurch wie  Wachstumssuppressor 
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eGFP: 
 Enhanced green fluorescent protein 

EGFR: 
 Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor 

ELISA: 
 Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

FAP:  
Familiäre adenomatöse Polyposis 

FFPE: 
Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes (Gewebe) 

Frizzled/Lrp-Wnt-Rezeptorkomplex: 
 Aktivierung des klassischen (kanonischen) Wnt-Signalweges führt zur 

 Translokation von β-Catenin in den Kern und zur dortigen Aktivierung des T-

 Zell-Faktor (Tcf)/Lymphoider Enhancer Faktor (Lef) 

FSH: 
 Follikel-stimulierendes Hormon 

GIST: 
 Gastrointestinaler Stromatumor 

Hedgehog: 
 Wichtiger Signaltransduktionsweg der Embryonalentwicklung; Fehlfunktion führt 

 zu massiven Fehlbildungen in der Embryonalzeit oder Krebsentstehung beim 

 Erwachsenen 

HNPCC: 
Hereditäres nicht-polypomatöses Kolorektales Karzinom (Lynch-Syndrom) 

IL-22: 
Interleukin-22; wird von NK-Zellen produziert und induziert Akute Phase Proteine; 

 besitzt zudem eine pro-inflammatorische Wirkung 

ILC: 
Innate lymphoid cell 

 
IRES: 
 Interne ribosomale Eintrittsstelle 
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K-Ras: 
 Gehört der Ras-Proto-Onkogen-Familie an; neben K-Ras gibt es H-Ras und N-

 Ras, die alle mit einer unterschiedlichen Prävalenz in den verschiedenen 

 Tumorarten vorkommen 

Lgr5: 
 Leucine-rich-repeat-containing G-protein-coupled-receptor 5; Gpr49; intestinales 

 Wnt-Zielgen 

LH: 
 Luteiniserendes Hormon 

MMR: 
 Mutiertes Mistmach-Repair 

Notch: 
 Der Notch-Signalweg ist in der Bestimmung des Zellschicksals impliziert und 

 besitzt seine Funktion in der Spezifizierung der lymphoiden Zelllinie. Die Notch-

 Familie umfasst Transmembranrezeptoren, welche die Transkription regulieren 

 indem sie nach Bindung eines Liganden eine intrazellulare zytoplasmatische 

 Domäne freilassen, welche in den Nukleus transloziert wird um dort mit dem 

 Transkriptionsrepressor CSL zu interagieren. 

NSAID: 
 Non-steroidal anti-inflammatory drugs 

p53: 
 Tumorsuppressorprotein 53; Zellzyklus-Checkpunkt-Protein 

PCR: 
 Polymerase chain reaction 

PD-1: 
 Programmed death 1 

Polyomavirus: 
 Unbehüllte DNA-Viren, die in Nagern und beim Menschen zu persistierenden 

 Infektionen führen können, aber meist als harmlose Passengerviren gelten 

pRb: 
 Retinoblastom-Protein 

RORgt: 
 Transkriptionsfaktor, der bei der Differenzierung von TH2- und TH17-Zellen 

 involviert ist 
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SB: 
 Sleeping Beauty 

SV40 Tag: 
 Simian Virus 40 Large T-Antigen 

TA-Zellen: 
 Transit Amplifying-Zellen 

TGF-β-Rezeptor: 
 Transformierender Wachstumsfaktor-β-Rezeptor 

TIL: 
 Tumor-infiltrierende T-Lymphozyten 
TSH: 
 Thyreoidea-stimulierendes Hormon 

VEGF: 
 Vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor 

Wnt/β-Catenin-Signalweg: 
 Aktivierung führt zur Zunahme von Zellproliferation und Abnahme der 

 Apoptoserate der frühen B-Zelllinie 

ZTL: 
 Zytotoxische T-Lymphozyten 

Zyklin D: 
 Mitglied der Zyklinproteinfamilie, welche die Zellzyklusprogression reguliert; 

 Zyklin D ist verantwortlich für die Transition von der G1-Phase in die S-Phase 

 des Zellzyklus 

 
 
 
Quellen: 
Murphy, KP, Janeway's Immunobiology. In: Murphy KP, ed. Janeway's Immunobiology. 

7th ed. USA: Garland Science, 2012. 

Paul WE. The lmmune System. In: Paul WE, ed. Fundamental lmmunology. 7th ed. 

Philadelphia, PA, USA: Lippincott Williams and Wilkins, 2013. 
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EIDESSTATTLICHE VERSICHERUNG 
 

„Ich, Josephine Jung, versichere an Eides statt durch meine eigenhändige Unterschrift, 

dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: „Analyse der Immunantwort gegen 

Kolontumoren im Villin-Cre-ERT2 x LoxP-Tag- und Lgr5-Cre-ERT2 x LoxP-Tag-

Mausmodell“ selbstständig und ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine 

anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt habe. 
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