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Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer aus 

dem Rattenmagen isolierten ECL-Zelle 

(Originalabbildung aus [139]) 

Einleitung 

 

1. Charakterisierung der Enterochromaffin-like Zellen 

Bei der Suche nach histaminhaltigen Zellen in histologischen Präparaten der 

menschlichen Magenmucosa wurden 1967 von Hakanson und Owman die entero-

chromaffin-like Zellen nachgewiesen [72;73]. Den Namen „enterochromaffin-like“ er-

hielten sie aufgrund ihrer ultrastrukturellen Ähnlichkeit zu den bereits bekannten se-

rotonergen enterochromaffinen (EC) Zellen, die auf ihre endokrine Funktion hindeutet 

(Abb. 1). Im histologischen Präparat lassen sich die ECL-Zellen im unteren Drittel der 

säureproduzierenden Magenmucosa in der Nähe von Haupt- und Parietalzellen loka-

lisieren (Abb. 2), wobei sie ausschließlich im Magenfundus zu finden sind [69;158]. 

Mittlerweile konnten ECL-Zellen bei vielen weiteren Spezies nachgewiesen werden, 

unter anderem auch bei der Ratte [30]. Ihr Anteil [69] an den endokrinen Zellen des 

Magens ist dabei von Art zu Art unterschiedlich, bei der Ratte machen sie 65 % der 

endokrinen Zellen aus [74]. Dabei stellen sie bei Säugetieren durchgängig den größ-

ten Teil der endokrinen Zellen des Magens [70;175]. 

Nach ihrer Entdeckung wurde eine Charakterisierung der ECL-Zellen auf ultra-

struktureller, immuncytochemischer und funktioneller Ebene unternommen. In der 

elektronenmikroskopischen Darstellung lassen sich kleine, unregelmäßig geformte 

Zellen erkennen, deren Durchmesser etwa 10 µm beträgt (Abb. 1). Sie zeichnen sich 

durch einen großen, exzentrisch gelegenen Nucleus aus, der etwa die Hälfte des 
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Zellvolumens füllt. Weiterhin weisen sie zwar wenige Zellorganellen auf, sind aber 

reich an sekretorischen Vesikeln. Diese lassen sich in histaminhaltige elektronen-

durchlässige Vesikel (mittlerer Durchmesser 180 nm) [34;139], elektronendichte Ve-

sikel (Durchmesser 120 nm), die vermutlich das noch unbekannte Peptidhormon der 

ECL-Zelle enthalten, Mikrovesikel (Durchmesser 70 nm) und Vakuolen (Durchmesser 

≥ 500 nm) unterteilen [69]. Dieser ultrastrukturelle Aufbau lässt auf eine hauptsäch-

lich auf Proteinsynthese und -sekretion spezialisierte Zellfunktion schließen. 

 

 
Abb. 2: Schematische Darstellung der Lage von ECL-Zellen in der 

Mucosa des Magenfundus (modifiziert nach [88], S. 486) 

 

Wie neuronale und endokrine chromaffine bzw. argyrophile Zellen lassen sich auch 

die ECL-Zellen durch Silbernitrat-Färbung darstellen. Weiterhin enthalten sie Chro-

mogranin A und Chromogranin B, zwei Proteine, die für die Speicherung von bioge-

nen Aminen von Bedeutung sind. Chromogranin A gilt dabei als Marker für neuroen-

dokrine Zellen [38]. 

Auch die Synthese und Speicherung biogener Amine (Histamin) [70] durch De-

carboxylierung von aufgenommenen Aminosäuren (L-Histidin) [3] zeichnet die ECL-

Zellen als Teil des neuroendokrinen „amine precursor uptake and decarboxylation“ 
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(APUD-) Systems aus. Darüber hinaus verfügen sie über weitere Charakteristika 

neuronaler Zellen, etwa spannungsregulierte K+- und Ca2+-Kanäle [27]. 

Die ECL-Zellen sind somit als neuroendokrine Zellen einzuordnen. Wie D-

Zellen, D1/P-Zellen, EC-Zellen, die gastrinproduzierenden G-Zellen und die ghre-

linproduzierenden X/A-Zellen bilden sie einen Teil des endokrinen Systems des 

Gastrointestinaltraktes [143;158;171]. 

 

2. Physiologische Funktion der ECL-Zellen 

Sie üben dabei eine Schlüsselrolle in der Regelung der Säuresekretion des Magens 

aus: Die Freisetzung von Magensäure unterliegt grundsätzlich einer zentralen (ZNS), 

peripheren (peripheres Nervensystem und endokrine Zellen des Magens) und zellu-

lären (Parietalzelle) Regelung [163;164]. 

Durch die Nahrungsaufnahme wird der Magen gedehnt, es werden Peptide und 

Aminosäuren als Verdauungsprodukte freigesetzt, die Konzentration von Ca2+ steigt 

und der pH-Wert erhöht sich. Alle genannten Reize bewirken im Zuge der peripheren 

Regelung der Säuresekretion eine Freisetzung des Hormons Gastrin aus den G-

Zellen des Magenantrums in die Blutbahn [158]. Dieses stimuliert über den CCK-B-

Rezeptor der ECL-Zellen [12] und den Einstrom von Ca2+ die Freisetzung von Hista-

min als parakrines Stimulans [144;188]. Über Diffusion gelangt es zu den nahe gele-

genen Parietalzellen, bei denen es an den H2-Rezeptor bindet und die Aktivierung 

der H+/K+-ATPase und damit die Freisetzung von Magensäure bewirkt [157]. Als 

Rückkopplung im Regelkreis der peripheren Regelung der Säuresekretion dient die 

Ausschüttung von Somatostatin aus den in Magenantrum und -corpus gelegenen D-

Zellen, die eine verminderte Gastrin- (G-Zellen) und Histaminfreisetzung (ECL-

Zellen) zur Folge hat [141]. 

Zusätzlich kann auch der neuronale Transmitter PACAP (pituitary adenyl cy-

clase activating peptide) über die Bindung an PAC-1 Rezeptoren der ECL-Zelle eine 

wirkungsvolle Induktion der Histaminausschüttung bewirken [104;138;189;190]. Das 

aus Nerven des Sympathikus freigesetzte Peptid ist besonders in der cephalen Pha-

se der Magensäuresekretion von Bedeutung, so dass auch in dieser Hinsicht der 

ECL-Zelle eine wichtige Mittler-Position zukommt. 

Etwa 3 bis 10 pg Histamin [3] werden pro Zelle mit Hilfe des Enzyms L-Histidin-

Decarboxylase aus L-Histidin produziert [70]. Antikörper gegen dieses Enzym wer-

den daher auch als zellulärer Marker für ECL-Zellen verwendet [95]. Mittels des 
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Transporters VMAT-2 (vesicular monoamine transporter subtype 2) wird das Hista-

min in sekretorischen Vesikeln gespeichert und bei Gastrin-Einwirkung innerhalb von 

5 min sezerniert (akute Wirkung). Neben dieser akuten Gastrinwirkung kommt es 

innerhalb von 30 bis 120 Minuten zu einer erhöhten Histaminsynthese (subakute 

Wirkung) durch Einwirkung auf Transkription, Translation und posttranslationale Ver-

arbeitung der Histidin-Decarboxylase [70]. Auch PACAP übt über einen unabhängi-

gen Mechanismus eine solche Wirkung aus [116]. Nach zwei bis vier Tagen führen 

Gastrin [142] und PACAP [99;132] schließlich zur Proliferation der ECL-Zellen (chro-

nische Wirkung). 

Zusätzlich zur Synthese von Histamin sind als weitere Produkte der ECL-Zellen 

Chromogranin A, Pankreastatin [71], Calbindin [62], Regenerating-Gen-Protein [4] 

und Uroguanylin [45] bekannt. Über das eigentliche Peptid-Hormon der ECL-Zelle 

besteht dagegen noch Unklarheit, allerdings gibt es Anlass zu der Vermutung, dass 

das Peptidhormon die Aufnahme von Calcium in den Knochen fördert [97]. 

 

3. Pathophysiologische Bedeutung: Proliferation und Apoptose 

3.1 Neuroendokrine Tumoren 

Durch ihre Schlüsselrolle im Regelkreis der peripheren Säuresekretion sind ECL-

Zellen durch Stoffwechsellagen mit pathologisch erhöhter Gastrin-Ausschüttung be-

sonders betroffen. Die Hypergastrinämie führt dabei durch chronische Einwirkung zur 

Hyperproliferation. Im Tiermodell (Mastomys natalensis) lassen sich durch langjähri-

ge Hypergastrinämie, etwa durch die Gabe von Protonenpumpen-Hemmern (PPI), 

Tumoren induzieren [118;119;129]. Nach einem von Solcia et al. vorgeschlagenen 

Modell [172] kommt es dabei zunächst zur reversiblen Hyperplasie mit einem linea-

ren Anstieg der Zellzahl und der Ausbildung von ECL-Zell-Knoten, wobei eine Verdi-

ckung der Mucosa eintritt. Bei fortgesetzter Gastrin-Einwirkung tritt eine irreversible 

Dysplasie ein, atypische Zellen entstehen, die gebildeten Knoten fusionieren, es 

kommt zu Stroma-Neubildungen und Mikroinvasionen. Schließlich entstehen neo-

plastische Knoten (> 5 mm), die Zellen wandern in die Submucosa ein. Zusätzlich 

zum fortgesetzten externen Gastrineffekt wurde bei ECL-Zell-Tumoren die autokrine 

Expression von Gastrin [168] und der Wachstumsfaktoren TGF-α [177] und bFGF 

[19] nachgewiesen. Alle drei genannten Botenstoffe bewirken eine Proliferation der 
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ECL-Zellen, das Zytokin bFGF kann zusätzlich das Eintreten der Zellen in den pro-

grammierten Zelltod (Apoptose) vermindern (Tabelle 1). 

 

Ligand Rezeptor Nachweis Proliferation Apoptose Referenz 

Gastrin CCK-B-R + ▲ ● [11;142;172] 

PACAP PAC-1 + ▲ n.u. [98] 

TGF-α EGF-R + ▲ ● [112] 

Basic FGF FGF-R1 + ▲ ▼ [112] 

NGF NGF-R1 + ● ▼ [112] 

IL-1β IL-R1 + n.u. ▲ [111;140] 

IL-6 IL-6 Rezeptor + n.u. ● [140] 

IL-8 IL-8 Rezeptor - n.u. ● [140] 

 

Tab. 1: Zytokine und ihre Wirkung auf Proliferation bzw. Apoptose der 

ECL-Zelle. +: vorhanden, -: nicht vorhanden, ▲: Steigerung, ▼: Sen-

kung, ●: kein Effekt, n.u. = nicht untersucht 

 

Während im Tiermodell fortgesetzte Hypergastrinämie zur Tumorinduktion genügt, 

konnte ein ähnlicher Mechanismus (Induktion durch PPI) beim Menschen nicht nach-

gewiesen werden. Neuroendokrine Tumoren (NET, „Karzinoide“) [41] beim Men-

schen werden jedoch ebenfalls hauptsächlich in hypergastrinämischen Stoffwechsel-

lagen beobachtet [65]. Dabei stellen ECL-Zell-Tumoren mit 40 % den größten Teil 

aller NET [20;94;151;152]. Die Zahl der Tumoren mit ECL-Zell-Beteiligung könnte 

hierbei noch unterschätzt werden, da die Zellen im Verlauf der Transformation dedif-

ferenzieren und teilweise nicht mehr durch die geläufigen Marker erkannt werden 

können [60;61]. Histopathologisch werden ECL-Zell-Tumoren in drei Typen unterteilt 

[16]: Der häufigste Typ 1 des NET bezeichnet den bei chronischer atrophischer Gast-

ritis (CAG) [18;31;169] durch Achlorhydrie, mäßige Hypergastrinämie und häufig in 

Verbindung mit perniziöser Anämie [166] entstandenen relativ benignen ECL-Zell-

Tumor (Metastasierungs-Wahrscheinlichkeit 10 %). Typ 2 (5-10 % aller NET des Ma-

gens) ist mit ausgeprägter Hypergastrinämie verbunden, etwa im Rahmen eines Zol-

linger-Ellison-Syndromes (ZES) [28;170] oder der multiplen endokrinen Neoplasie 

Typ 1 (MEN-1), Metastasen werden bei etwa 12 % der Fälle beobachtet. Der im 

normogastrinämischen Milieu spontan auftretende Typ 3 stellt 15-20 % der Magen-
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NET und ist mit einer Metastasierungsrate von ca. 65 % die maligneste Form 

[18;26;150;151;161]. 

Es scheinen daher neben der Hypergastrinämie zusätzliche Faktoren von Nö-

ten zu sein, um den normalen Teilungszyklus der ECL-Zelle von etwa 60 Tagen [180] 

zu verändern und das Gleichgewicht zwischen Proliferation und Apoptose permanent 

zu verschieben. Diskutiert werden unter anderem Mutationen im CCK-B-Rezeptor 

[159], im RegIa-Gen [81], das an der Regelung der gastrininduzierten Proliferation 

beteiligt ist, und der Verlust der Heterozygosität am MEN-1 Genlokus auf Chromo-

som 11q13 [42;46]. 

 

3.2 Chronische Helicobacter-pylori-assoziierte Gastritis 

Bei der chronischen Gastritis ist häufig die Infektion durch das gram-negative Bakte-

rium Helicobacter pylori zu beobachten [64]. Eine insuffiziente Immunantwort führt 

dabei zu chronischen entzündlichen Prozessen, deren Ergebnis Destruktion und At-

rophie der säurebildenden Magenmucosa sind [64;84;96]. 

Aufgrund der Lage der ECL-Zellen im unteren Drittel der Magendrüsen kommt 

es zu keinem direkten Kontakt mit dem Bakterium. Im Rahmen einer chronischen 

Infektion treten jedoch als Antwort des Immunsystems erhöhte Konzentrationen ent-

zündungsfördernder Zytokine in der Magenmukosa auf, unter anderem von Tumor-

Nekrose-Faktor (TNF) α, Interferon (IFN) γ und Interleukin (IL) 1β. Diese Zytokine 

werden von Monocyten und Makrophagen in der menschlichen Magenschleimhaut 

sezerniert. Auch Zellen der Magenmucosa, die nicht zum Immunsystem gehören, 

können Zytokine wie TNF-α freisetzen [110]. Ihr Einfluss auf das Sekretionsverhalten 

und die Proliferation der ECL-Zellen ist bisher weitgehend unbekannt [111]. 

Bisher konnte gezeigt werden, dass das entzündungsfördernde IL-1β die Syn-

these und Ausschüttung von Histamin durch die ECL-Zelle hemmt [140]. Zusätzlich 

zeigte sich, dass IL-1β den programmierten Zelltod von ECL-Zellen einleitet (Tab. 1), 

indem es über die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB die Expression der 

induzierbaren NO-Synthase (iNOS) und des pro-apoptotischen Proteins bax steigert 

[111]. 

Die IL-1β-induzierte Apoptose könnte die Beobachtung erklären, dass Helico-

bacter-positive Patienten signifikant niedrigere Histidin-Decarboxylase-Aktivität und 

Histaminspiegel im Magen aufweisen als solche, bei denen keine Kolonisation mit 

Helicobacter pylori nachgewiesen werden konnte [146]. Zusätzliche Gründe, die eine 
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mögliche Erklärung für die beobachtete Hemmung der Magensäuresekretion durch 

IL-1β darstellen, könnten in einer direkten Hemmung der Parietalzell-Funktion [160] 

und einer Steigerung der Prostaglandin-Synthese [105] bestehen, die wiederum indi-

rekt die Säuresekretion hemmt. Ein direkter Effekt von IL-1β auf ECL-Zellen könnte 

weiterhin für die Hypoazidität verantwortlich sein, die bei Patienten mit bestimmten 

Polymorphismen im IL-1β-Promotor beobachtet wurde. Bei diesen Patienten beste-

hen erhöhte Zytokin-Spiegel sowie erniedrigte Magensäurekonzentration und in der 

Folge ein signifikant erhöhtes Risiko, ein Adenocarcinom des Magens zu entwickeln 

[54;147]. 

Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass ECL-Zellen ein wichti-

ges Ziel für pro-entzündliche Zytokine darstellen könnten. Gleichzeitig sind sie im 

Milieu der chronischen Gastritis auch proliferationsfördernden und anti-apoptotischen 

Faktoren ausgesetzt. Da neben der funktionellen Beeinträchtigung und Apoptose der 

ECL-Zellen bei CAG auch vermehrtes Auftreten von NET Typ 1 beobachtet wird, 

könnte das gleichzeitige Vorliegen von pro-apoptotischen und anti-apoptotischen 

Faktoren die Entstehung von Dysplasien und Neoplasien der ECL-Zellen fördern. 

 

4. Bedeutung des pro-inflammatorischen Zytokins TNF-α 

Über die Bedeutung des bei chronischer Gastritis ebenfalls in hohen Konzentrationen 

vorhandenen Zytokins TNF-α für die ECL-Zellen lagen bisher keine Daten vor. Die-

ses Zytokin gilt als Prototyp entzündungsfördernder Mediatoren und ist ein Schlüs-

selbotenstoff bei Entzündungsvorgängen des menschlichen Körpers, unter anderem 

dem Morbus Crohn und der rheumatoiden Arthritis. Die große pathophysiologische 

Bedeutung bei den genannten Erkrankungen wird dadurch unterstrichen, dass bei 

beiden gegenwärtig chimärische Antikörper gegen TNF-α und lösliche TNF-α-

Rezeptoren eingesetzt werden und den Erkrankungsverlauf erheblich verbessern 

können [44;113;120]. Auch bei einer chronischen Infektion mit Helicobacter pylori 

wird TNF-α in erhöhtem Maß ausgeschüttet. Dabei korreliert der TNF-α-Spiegel in 

der Magenmukosa sowohl mit der Besiedelungsdichte als auch mit den histologi-

schen Veränderungen [186]. 
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4.1 Zellspezifische Wirkung von TNF-α 

Bei TNF-α handelt es sich um pleiotropes Zytokin, das 1975 entdeckt wurde, und 

seinen Namen aufgrund der zytotoxischen Wirkung auf Fibrosarkom-Zellen der Maus 

erhielt [32]. Im weiteren Verlauf zeigte sich, dass TNF-α die Fähigkeit hatte, bei einer 

Reihe weiterer Zellen den programmierten Zelltod einzuleiten. Diese Art des Zellto-

des war erst kurz zuvor 1971 erstmals als „Schrumpfungsnekrose“ beschrieben [90] 

worden. Im Gegensatz zur Nekrose handelt es sich um einen aktiven Prozess, der 

zur mikroskopisch beobachtbaren Zellschrumpfung, zur Chromatinkondensation und 

der Spaltung der DNA durch eine Endonuklease in 180 bis 200 bp lange Histon-

assoziierte Fragmente führt. Schließlich entstehen aus der Zelle eine Vielzahl kleiner 

Vesikel, die von Zellen des Immunsystems phagocytiert werden, zu einer Beschädi-

gung der Zellmembran bzw. zum Austreten von Zytoplasma kommt es nicht. 1972 

erhielt dieser Vorgang den Namen Apoptose [91]. 

Menschliches TNF-α ist ein 17 kDa (157 AA) großes unglykosyliertes Protein, 

das Dimere, Trimere und Pentamere bilden kann. Neben der löslichen Form existiert 

auch membranständiges TNF-α. Für das Zytokin existieren zwei Typen von Rezepto-

ren, TNF-Rezeptor Subtyp 1 (TNF-R1, CD120a, p55) und TNF-Rezeptor Subtyp 2 

(TNF-R2, CD120b, p75), von denen ebenfalls lösliche Formen bekannt sind. Letztere 

können sezerniertes TNF-α binden und damit seine Wirkung auf die Zielzellen ver-

hindern. Durch Integration löslicher Rezeptoren in die Zellmembran kann TNF-α auch 

auf Zellen einwirken, die selbst TNF-R1 und TNF-R2 nicht exprimieren [2;109]. 

TNF-α steht stellvertretend für eine große Gruppe mit ihm verwandter Proteine: 

Mittlerweile sind 19 Liganden (z. B. TNF-α, Fas-Ligand, TRAIL) und über 30 Rezep-

toren (z. B. TNF-R1, TNF-R2, CD95, DR4) aus der TNF-Familie bekannt [63]. An-

ders, als ihr Name vermuten ließe, können sie nicht nur Apoptose auslösen. Sie alle 

üben je nach betroffener Zelle und Vorliegen weiterer Zytokine Wirkung auf Apopto-

se, Proliferation, Überleben und Differenzierung aus. Diese gewebespezifischen Ef-

fekte lassen sich unter anderem durch die unterschiedliche Expression der Rezeptor-

formen, Unterschiede in der Signaltransduktion und unterschiedliche Wirkungen auf 

Transkriptionsfaktoren erklären. 

 

4.2 TNF-α-induzierte Aktivierung von NFκB 

TNF-α führt wie alle weiteren bekannten Vertreter der TNF-Familie unter anderem 

zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB. Seine Funktion steht exemplarisch 
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für die differenzierte Wirkung von TNF-α auf unterschiedliche Zielzellen: Bei einer 

Reihe von Gewebetypen und Spezies induziert er pro-apoptotische Wirkung, anti-

apoptotische Wirkung oder bleibt ohne Wirkung auf Proliferation und Apoptose 

[1;9;63]. Bei endokrinen Zellen hat er beispielsweise die Einleitung des programmier-

ten Zelltodes zur Folge, andere Zelltypen schützt er vor Apoptose [7;102]. Über letz-

teren Mechanismus kann er als Onkogen wirken und die Entstehung von Neoplas-

men fördern [22]. Bei ECL-Zellen wird die durch IL-1β ausgelöste Apoptose über 

NFκB vermittelt [111]. 

Der Transkriptionsfaktor NFκB wurde erstmals 1986 bei B-Lymphocyten nach-

gewiesen, wo er an eine Gensequenz oberhalb der Sequenz der leichten κ-Kette der 

Immunglobuline bindet [165]. In der Folgezeit wurde klar, dass der Transkriptionsfak-

tor in Abhängigkeit vom Zelltyp eine großen Zahl spezifischer Aufgaben wahrnimmt, 

wobei er von zentraler Bedeutung für die Aktivität des menschlichen Immunsystems 

ist [8]. In inaktiver Form liegt er als Homo- oder Heterodimer aus bisher fünf bekann-

ten Untereinheiten [8;35;137] im Zytoplasma vor. Dabei wird ein Cluster positiv gela-

dener Aminosäuren, die NLS (nuclear localisation sequence) durch IκB abgedeckt, 

von dem ebenfalls mehrere Isoformen bekannt sind [7;14]. Liegt die NLS frei, ermög-

licht sie die aktive Translokation durch den „nuclear pore complex“-Kanal [66] in den 

Zellkern und die Einwirkung von NFκB auf die Transkription der Zielsequenzen. Da-

bei bindet es an DNA mit dem Konsensus-Motiv 5’ – G G G R N N Y Y C C – 3’ (R = 

Purin, Y = Pyrimidin, N = beliebig). Da unter anderem die Expression der NFκB-

Untereinheiten [107] und von IκB [174] durch NFκB gesteigert wird, kommt es zusätz-

lich zur Expression der Zielgene zum Wiederauffüllen der zytoplasmatischen NFκB-

Speicher. 

Einen schematischen Überblick über den Mechanismus der Aktivierung von 

NFκB durch TNF-α gibt Abbildung 3: Durch Bindung von TNF-α an TNF-R1 bildet 

sich ein Komplex aus drei TNF-α-Molekülen und drei Rezeptor-Molekülen (1). Der 

intrazelluläre Teil der Rezeptoren weist keine eigene Proteinkinase-Aktivität auf. Er 

enthält jedoch eine „death domain“ (DD), an die weitere zytoplasmatische Adapter-

proteine binden (TRADD, TRAF2, RIP) [10]. Über die Proteinkinase-Aktivität dieses 

Komplexes wird NIK (NFκB inducing kinase) phosphoryliert und damit aktiviert (2). 

Diese wiederum aktiviert über Phosphorylierung IKK [148] (3), die das Protein IκBα 

an zwei Aminosäuren phosphoryliert [155]. Das so markierte IκBα wird auf dem Ubi-

quitin-Proteasom-Weg abgebaut, so dass die NLS von NFκB freigesetzt wird [6;134] 
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(5). Nach Translokation in den Nucleus bindet NFκB an seine Zielsequenzen und 

aktiviert ihre Transkription [187] (6). 

 

 
Abb. 3: NFκB-Aktivierung durch TNF-α (modifiziert nach [128]). Ara-

bische Ziffern beziehen sich auf die Erläuterung im Text. 

 

5. Modell der isolierten ECL Zellen 

Um das Apoptose-Verhalten von ECL-Zellen zu untersuchen, existieren zahlreiche 

experimentelle Ansätze. Daten über die Verhältnisse in vivo wurden beispielsweise 

durch Arbeiten am isolierten und perfundierten Magen, an isolierten Magendrüsen 

und an Mucosa-Streifen gewonnen [33]. Obwohl diese Methoden eine Beobachtung 

der Verhältnisse in vivo ermöglichen, bringen sie einige methodische Probleme mit 

sich: Bei jeder geschilderten Vorgehensweise sind die ECL-Zellen im Präparat den 

Auswirkungen zahlreicher neuronaler (z.B. sympathisches Nervensystem, PACAP), 

endokriner (z.B. Gastrin) und parakriner (z.B. Somatostatin aus D-Zellen) Reize aus-

gesetzt. Dabei liegen auch im unstimulierten Zustand bestimmte Spiegel von Hormo-

nen, Zytokinen und anderen Botenstoffen vor, so dass eine Untersuchung des Ruhe-

zustandes nicht durchgeführt werden kann. Hinzu kommt, dass aufgrund des gerin-

gen Anteils der ECL-Zellen im Präparat nur eingeschränkt generalisierbare Aussagen 

gewonnen werden können. 
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Gegen den Einsatz von Zelllinien im Kontext einer Studie über verändertes Ap-

optose-Verhalten im Hinblick auf die Aufklärung dysplasie- und neoplasie-

induzierender Mechanismen spricht die Tatsache, dass als Zelllinie kultivierte Zellen 

die zu untersuchende Transformation bereits durchlaufen haben. 

Die genannten Probleme können durch Anreicherung der ECL-Zellen in Primär-

kultur umgangen werden. Diese Methode wird unter anderem am Tiermodell der Rat-

te durchgeführt, weil der Anteil der ECL-Zellen am Magenvolumen bei dieser Spezies 

sehr hoch ist und im Rattenmagen keine anderen histaminhaltigen Zellen, etwa 

Mastzellen, zu finden sind [70;175]. Zusätzlich ähnelt die Verteilung der ECL-Zellen 

im Rattenmagen der im menschlichen Magen. Erste Versuche, ECL-Zellen der Ratte 

in vitro anzureichern, erreichten zunächst eine Erhöhung des Anteils auf maximal 

16 % [24]. Durch die Kombination von Gegenstrom-Elutreation und Dichtegradienten-

Zentrifugation konnte 1993 durch Prinz et al. ein Anteil der ECL-Zellen von 65 % er-

reicht werden [139], durch Kurzzeitkultur gelang eine weitere Anreicherung auf über 

90 % [142]. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode zu Gewinnung hoch an-

gereicherter ECL-Zell-Präparationen aus dem Rattenmagen genutzt (siehe auch Ma-

terial und Methoden, 2.1). So konnten die zu charakterisierenden Zellen in einem 

unstimulierten Zustand in hoher Reinheit untersucht werden. 
 

6. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 

Im folgenden sollte untersucht werden, ob ECL-Zellen funktional bedeutsame Rezep-

toren für die Zytokine TNF-α und IFN-γ exprimieren. Weiterhin sollten die Effekte von 

TNF-α und IFN-γ auf die Apoptose von ECL-Zellen geklärt und die ihnen zugrunde 

liegenden zellulären Mechanismen aufgedeckt werden. Alle Experimente wurden 

dabei am in vitro Modell der isolierten ECL-Zellen durchgeführt. Die gewonnenen 

Ergebnisse wurden in Hinblick auf ihre Relevanz für die Pathophysiologie der Helico-

bacter-assoziierten chronischen Gastritis und der Entstehung neuroendokriner Tumo-

ren diskutiert. 

Unsere Ergebnisse zeigen, dass TNF-α, nicht aber IFN-γ einen direkten Effekt 

auf ECL-Zellen des Magens ausübt, indem es zur Aktivierung des Transkriptionsfak-

tors NFκB und so zur Induktion des programmierten Zelltodes führt. Dabei kommt es 

zur Aktivierung der induzierbaren NO-Synthase, die von funktioneller Bedeutung für 

den pro-apoptotischen Effekt von TNF-α ist. Dieser kann durch bFGF antagonisiert 

werden. 
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Abb. 4: Sprague-Dawley Ratte 

National Laboratory Animal Centre, Mahidol University 

Material und Methoden 

1. Material 

1.1 Versuchtiere 

Für die Präparationen wurden weibliche Sprague-Dawley Ratten (Abb. 4) mit einem 

Gewicht zwischen 150 g und 200 g der Firma Charles River, Sulzfeld, verwendet. 

 

1.2 Chemikalien 

ABC-Kit Vector Laboratories, Camon, Wiesbaden 

Accudenz Accurate Chemicals, New York, NY, USA 

Acridine Orange Base Sigma, Deisenhofen 

Acrylamid Bio-Rad, München 

Albumine Bovine Fraction V (BSA) Sigma, Deisenhofen und 

 Serva, Heidelberg 

3-Aminopropyltriethoxysilan Sigma, Deisenhofen 

APS Bio-Rad, München 

(N,N,-Methylene-)Bisacrylamid Bio-Rad, München 

Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad, München 

Bromphenolblau Merck, Darmstadt 

Bouin-Lösung Sigma, Deisenhofen 

Cell-Tak Becton-Dickinson, Heidelberg 

Cell death detection ELISA Roche, Mannheim 

Coomassie Brilliant Blue Bio-Rad, München 
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DAB substrate kit Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA 

DMEM/F12 Sigma, Deisenhofen 

DMSO Sigma, Deisenhofen 

DTT Sigma, Deisenhofen und 

 Bio-Rad, München 

ECL-Kit Amersham, Braunschweig 

EDTA Sigma, Deisenhofen und 

 Merck, Darmstadt 

Elektroden-Referenzlösung Beckman Instruments, München 

(4 M KCl, gesättigt mit AgCl) 

Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco, Eggenstein 

Ficoll 400 Amersham Pharmacia Biotech, Braunschweig 

Entwickler Kodak, Chalon-Sur-Saône, Frankreich 

Fixierungslösung Tetenal, Norderstedt 

3,7 % Formalin in 1 % Phosphat-Puffer Silbermann Analytics, Gablingen 

37 % Formaldehyd (mit 10 %  Merck, Darmstadt 

Methanol and Calciumcarbonat) 

Gentamycinsulfat-Lösung Sigma, Deisenhofen 

Glutaraldehyd 25 % Serva, Heidelberg 

Glycin AppliChem, Darmstadt 

Glycydether Merck, Darmstadt 

Hepes Serva, Heidelberg 

Hydrocortison Sigma, Deisenhofen 

In situ cell death detection kit (POD) Roche, Mannheim 

ITS Sigma, Deisenhofen 

Kaisers Glycerin-Gelatine Dako, Hamburg 

Magermilchpulver Rapilait, Sulgen, Schweiz 

Matrigel Becton-Dickinson, Heidelberg 

β-Mercaptoethanol Bio-Rad, Hamburg 

N1-Supplement Sigma, Deisenhofen 

PhosphoPlus® biotinylierter New England Biolabs, Beverly, MA, USA 

 Protein-Standard 

Pronase E (aus Streptomyces  Boehringer-Mannheim, Mannheim 

griseus) 
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Protein microassay Bio-Rad, München 

SDS Bio-Rad, München 

Saponin Sigma, Deisenhofen 

Streptavidin, HRP-markiert Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,  

 NJ, USA 

Temed Bio-Rad, München 

Triton-X-100 Bio-Rad, München 

Trypanblau Sigma, Deisenhofen 

Trypsin/EDTA Sigma, Deisenhofen 

TRIS AppliChem, Darmstadt 

Tween 20 (Polyoxyethylenesorbitan Sigma, Deisenhofen 

Monolaurate) 
 

Alle nicht genannten Chemikalien waren Substanzen hohen Reinheitsgrades und 

wurden von den Firmen Boehringer-Mannheim (Mannheim) bzw. Sigma (Deisenho-

fen) bezogen. 
 

1.3 Zytokine und Stimulantien 

Basic FGF (human) R&D Systems, Wiesbaden 

Gastrin I Sigma, Deisenhofen 

IFN-γ (Ratte) R&D Systems, Wiesbaden 

L-NMMA Calbiochem, Darmstadt 

MG132 (Z-Leu-Leu-L-leucinal) Bachem AG, Heidelberg 

PSI (N-CBZ-Ile-Glu(o-t-butyl)-Ala-leucinal) Sigma, Deisenhofen 

TNF-α (human) R&D Systems, Wiesbaden 
 

1.4 Antikörper und Seren 

Primärantikörper: 
Kaninchen anti HDC, polyklonal Euro Diagnostica, Malmö, Schweden 

Kaninchen anti IFN-γ-R α-Kette Research Diagnostics, Flanders, NJ, USA 

Kaninchen anti IFN-γ-R β-Kette Research Diagnostics, Flanders, NJ, USA 

Kaninchen anti IκBα New England Biolabs, Beverly, MA, USA 

Kaninchen anti TNF-R1 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,  

 CA, USA 
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Maus anti CD95 Transduction Laboratories, Hamburg 

Maus anti TRAF2 Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz,  

 CA, USA 

 

Sekundärantikörper: 
Esel anti Kaninchen, Cy3-gekoppelt Dianova, Hamburg 

Esel anti Kaninchen, FITC-gekoppelt Dianova, Hamburg 

Esel anti Maus, FITC-gekoppelt Dianova, Hamburg 

Esel anti Ziege, FITC-gekoppelt Dianova, Hamburg 

Ziege anti Kaninchen Fab- Jackson Immuno Research, Westgrove,  

  Fragmente, FITC-gekoppelt PA, USA 

 

Anti Biotin, HRP-gekoppelt New England Biolabs, Beverly, MA, USA 

Anti Kaninchen, HRP-gekoppelt New England Biolabs, Beverly, MA, USA 

 

Normalseren: 
Ziegenserum Sigma, Deisenhofen 

Eselserum Dianova, Hamburg 

 

1.5 Molekularbiologische Substanzen 

BioLadderTM 100 AGS, Heidelberg 

CREB-Konsensussequenz Stratagene, Cambridge, United Kingdom 

Deoxynucleotid-Mix Biometra, Göttingen 

Gelshift assay kit Stratagene, Cambridge, United Kingdom 

HIV-NFκB-Konsensussequenz Stratagene, Cambridge, United Kingdom 

γ32P-ATP Amersham Life Sciences, United Kingdom 

Random Primer Boehringer-Mannheim, Mannheim 

5x Reaktionspuffer für Superscript Gibco BRL, Grand Island, NY, USA 

SuperscriptTM II Gibco BRL, Grand Island, NY, USA 

T4-Polynucleotidkinase Roche, Mannheim 

Taq-MasterMix Kit Quiagen, Hilden 

TRIZOL-Reagenz Gibco BRL, Grand Island, NY, USA 
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Soweit nicht gesondert angegeben, wurden alle verwendeten Oligonucleotide von 

MWG-Biotech, Ebersberg, synthetisiert. 

 

1.6 Hilfsmittel 

Filterpapier Schleicher & Schuell, Dassel 

Filter (Celluloseacetat-Membran) 

 Bottle Top Filter (Porengröße 0,22 µm) Becton-Dickinson, Heidelberg 

 Spritzenvorsatzfilter (Porengröße 0,2 µm) Sartorius, Göttingen 

Hamilton-Spritze (25 mL) Hamilton, Bonaduz, Schweiz 

6-Loch-Kulturplatten Becton-Dickinson, Heidelberg 

Neubauer-Zählkammer Brand, Wertheim 

Nitrocellulose-Membran (Porengröße 0,45 µm) Schleicher & Schuell, Dassel 

Nylonfilter (Porengröße 60 µm) Nytal, München 

Objektträger (Glas, ∅ 24 mm) Assistent, Schultheiß, München 

Marker für Objektträger (PAP-Pen) Science Services, München 

 

1.7 Geräteausrüstung 

Densitometrische Berechnung 

 Videokamera (Zoom Lens S6X11-II 11, MWG-Biotech, Japan 

 5-69 m; 1-1,4) Rainbow TV, Japan 

Elutriator 

 J 2-21 M/E-Zentrifuge Beckman Instruments, München 

 Elutriationsrotor JE 6 B Beckman Instruments, Glenrothes, 

  United Kingdom 

 Elutriationskammer (Standardkammer) Beckman Instruments, München 

 Masterflex-Pumpe (Typ 7521 mit  Cole Parmer Instruments Co., Chicago, 

  einem 7014 Pumpenkopf)  Illinois, USA 

ELISA-Reader Bio-Rad, München 

Gamma Counter 1470 Wizard Wallac, Turku, Finnland 

Gelelektrophorese und Western Blot 

 Mini-Protean II Kammer Bio-Rad, München 

 Mini-Trans-Blot Kammer Bio-Rad, München 

 Spannungsquelle Power PAC 300 Bio-Rad, München 
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Heizblock Liebisch, Bielefeld 

Heizplatte Medax Nagel, Kiel 

 

Mikroskope 

 Phasenkontrastmikroskop ID 03 Zeiss, Oberkochen 

 Lichtmikroskop Ortholux II mit Leica, Bensheim 

 NPL Fluotar Objektiven und Leitz, Wetzlar 

 Photoautomat MPS 55 Wild, Heerbrugg, Schweiz 

 Fluoreszenzmikroskop Axioplan mit Zeiss, Oberkochen 

 Plan-Neofluar Objektiven und 

 Filterset 09 und 15 

Mikrowelle M690 Miele, Gütersloh 

pH-Meter (pH 537) WTW, Weilheim 

Refraktometer Zeiss, Oberkochen 

Schüttler Duomax 2030 Heidolph, Kelheim 

Spektralphotometer (Modell 24) Beckman Instruments, Irvine, CA, USA 

Sterilbank BDK, Sonnenbühl-Genkingen 

Ultraschall 

 Branson Sonifier 250 Branson Schallkraft, Heusenstamm 

 Ultraschallprozessor UP 50H Dr. Hielscher, Stahnsdorf, Berlin 

Waagen 

 Analysenwaage Sartorius, Göttingen 

 Laborwaage Sartorius, Göttingen 

Wasserbad Haake, Karlsruhe 

Zentrifugen 

 IEC 6000 B Zentrifuge Nunc, Wiesbaden 

 Eppendorf Kühlzentrifuge 5403 Eppendorf, Hamburg 

 Eppendorf 5415 C Eppendorf, Hamburg 

 Rotania AP Hettich, Tuttlingen 
 

Alle nicht aufgeführten Geräte waren Standardausrüstung und stammten von ver-

schiedenen Herstellern. 
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1.8 Dokumentationsmaterial 

Autoradiographie 

 ECL-Hyperfilm Amersham, Braunschweig 

 Phophor Screen Molecular Dynamics, Sunnyvale,  

  CA, USA 

Fluoreszenz 

 Ektachrome 320 T Kodak Comp., Rochester, NY, USA 

 Fuijichrome 64 T Fuiji Photo Film, Düsseldorf 

Lichtmikroskopie 

 Fuijichrome 64 T Fuiji Photo Film, Düsseldorf 
 

1.9 Computerprogramme 

Molekularbiologische Software 

 Geneworks v2.3 GeneWorks, Intelligenetics, Inc.,  

  Mountain View, CA, USA 
 

3D-Darstellung von Proteinstrukturen 

 Cn3D v4.1 National Center of Biotechnology 

  Information, USA; online unter 

                               http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml 
 

Auswertung der Experimente 

 ImageQuaNT 4.2a Molecular Dynamics, Sunnyvale,  

  CA, USA 

 Microplate Manager 2.0.2 Bio-Rad, München 

 ONE-Dscan v1.2 Scananalytics, Billerica, MA, USA 
 

Statistikprogramme 

 Sigma Plot 2.01 Jandel Scientific Software, Erkrath 

 SPSS 8.0 SPSS, Inc., Chicago, IL, USA 
 

Graphische Verarbeitung 

 Inkscape 0.42 http://www.inkscape.org 

 The Gimp 2.2.8 http://www.gimp.org 
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Datenbanken (WWW) 

 PubMed Genomdatenbank National Center of Biotechnology 

  Information, USA; online unter 

  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez 

 PubMed Literaturdatenbank National Center of Biotechnology 

  Information, USA; online unter 

  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez 

 

Bibliographie 

 Reference Manager 8.01 ISI ResearchSoft, Carlsbad, CA, USA 

 

2. Methoden 

2.1 Isolation und Kultivierung der ECL-Zellen 

2.1.1 Lösungen 

Lösung A: 0,8 mM EDTA, 11 mM D(+)-Glucose, 5 mM KCl, 70 mM NaCl, 

20 mM NaHCO3, 1 mM Na2HPO4 x 2 H2O, 0,5 mM NaH2PO4 x 

H2O, 1 % (w/v) BSA, 50 mM Hepes, pH (2 N KOH) 7,8 

Lösung B: 1 mM CaCl2, 11 mM D(+)-Glucose, 5 mM KCl, 1,5 mM MgCl2 x 

6 H2O, 70 mM NaCl, 20 mM NaHCO3, 1 mM Na2PO4 x 2 H2O, 

0,5 mM NaH2PO4 x H2O, 0,5 % (w/v) BSA, 50 mM Hepes, pH (2 N 

KOH) 7,4 

Regular Medium: 1 mM CaCl2, 11,1 mM D(+)-Glucose, 0,5 mM DTT, 1,2 mM 

MgSO4 x 7 H2O, 140 mM NaCl, 0,1 % (w/v) BSA, 10 mM Hepes, 

pH (2 N KOH) 7,4 

Pronase-Lösung: 1,3 mg/mL Pronase in Lösung A 

 

Nycodenz Stock: Accudenz mit 1,2 mM MgCl2, 1 % (w/v) BSA, 10 mM Hepes, pH 

(2N KOH) 7,4 

RM mit hohem Albumingehalt: RM mit weiteren 3,6 g BSA 
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1:1 Solution Nycodenz Stock und RM mit hohem Albumingehalt im Verhältnis 

1:1 (Dichte 1,078 g/mL); Sterilfiltration mit Cellulose-Acetat-Filter 

(Porengröße 0,2 µm), danach Dichtemessung und -einstellung mit 

sterilen Stocklösungen 

 

1:2 Solution Nycodenz Stock und RM mit hohem Albumingehalt im Verhältnis 

1:2 (Dichte 1,052 g/mL); Sterilfiltration mit Cellulose-Acetat-Filter 

(Porengröße 0,2 µm), danach Dichtemessung und -einstellung mit 

sterilen Stocklösungen 

 

Formel zur Dichtebestimmung: 

ρ = optischer Index x 3,289 – 3,383 

 

KM mit FBS: 1,56 % (w/v) DMEM/F12, 5 % (v/v) FBS, 0,2 % (w/v) BSA, 5 mg/L 

Insulin, 5 mg/L Transferrin, 5 µg/L Sodium Selenite, 10 nM Hydro-

cortison, 1 pM Gastrin, 50 mg/L Gentamycin Sulfate Solution; pH 

(2 N KOH) 7,38 

KM mit N1-Supplement: 1,56 % (w/v) DMEM/F12, 0,2 % (w/v) BSA, 1 % (v/v) N1-

Supplement (100x), 10 nM Hydrocortison, 1 pM Gastrin, 50 mg/L 

Gentamycinsulfat-Lösung; pH (2 N KOH) 7,38 

 

2.1.2 Gewinnung der unfraktionierten Zellsuspension 

Bis zum Abschluss der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 120 Präparationen 

durchgeführt, wobei pro Präparation fünf weibliche, nicht-nüchterne Sprague-Dawley 

Ratten im Alter von etwa 6 Wochen (150 – 200 g) verwendet wurden. Nach Anästhe-

sie mittels CO2-Begasung erfolgte die Opferung der Tiere durch Genickbruch. Wie 

gesetzlich vorgeschrieben, waren die Tiertötungen im Rahmen der vorliegenden Ar-

beit bei der Regierung von Oberbayern, München, angemeldet. Alle Tötungen wur-

den in Übereinstimmung mit den Richtlinien der Ethikkommission der Technischen 

Universität München durchgeführt. 

Das Abdomen der Ratten wurde in der Medianlinie eröffnet, Ösophagus und 

Antrum ligiert. Die Präparation der Mägen erfolgte nach der “everted-sack method” 

[140;142]: Der entnommene Magen wurde im Fornixbereich eröffnet und mit Hilfe 

einer Pipette so umgestülpt, dass die Magenmucosa nach außen zu liegen kam. Die 
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folgende Spülung mit physiologischer Kochsalzlösung diente dazu, Reste des Ma-

geninhalts zu entfernen. Durch anschließendes Abbinden an der Corpus-Fornix-

Grenze entstand ein invertierter Magensack. In jeden Magen wurden 3 mL Pronase-

Lösung eingespritzt, die zur enzymatischen Andauung der Magenserosa diente. Bei 

37 °C und Begasung mit Sauerstoff folgten 35 min Inkubation in Lösung A, 10 min 

Inkubation in Lösung B und weitere 30 min in Lösung A. Das in Lösung A enthaltene 

EDTA diente als Chelator für vorhandene Ca2+-Ionen und trug so zur Auflösung von 

interzellulären Verbindungen bei. 

Zur Gewinnung einer unfraktionierten Zellsuspension wurden die Mägen in etwa 

60 mL der Lösung B aufgenommen. Nach 8 min mechanischem Rühren wurde die 

Lösung durch ein Nylonnetz (Porengröße 60 µm) filtriert, um grobe Gewebestücke zu 

entfernen. Die Zellsuspension wurde mit RM auf 100 mL aufgefüllt, 3 min bei 175 g 

abzentrifugiert, der Überstand verworfen und das Zellpellet in 10 mL RM resuspen-

diert. Um die Zellausbeute zu erhöhen, wurden die Mägen ohne Begasung weitere 

20 min bei RT inkubiert. Beim dritten Mal wurden die Mägen 10 min mechanisch ge-

rührt, ansonsten erfolgte die Gewinnung der Zellen wie beschrieben. 

 

2.1.3 Anreicherung der ECL-Zellen 

Die erhaltene unfraktionierte Suspension aus Mucosazellen (Fraktion 0, F0) wurde 

durch Gegenstromzentrifugation [115] in einem Elutriator ihrer Größe nach in einzel-

ne Fraktionen aufgetrennt. Dabei wird eine im Rotor integrierte kegelförmige Elutria-

tionskammer entgegen der Zentrifugalkraft beständig von Elutriationsmedium (RM) 

durchflossen. Durch schrittweise Verlangsamung der Rotation bei gleichzeitiger Stei-

gerung der Flussgeschwindigkeit werden Fraktionen von Zellen mit immer höherer 

Größe ausgeschwemmt. Die Elutriationskammer wurde bei 2.300 rpm und einer 

Flussgeschwindigkeit von 16 mL/min mit jeweils 10 mL F0 (ca. 1 – 2 x 108 Zellen) 

beladen. Erythrocyten, Zellfragmente und sehr kleine Mucosazellen werden schon 

bei dieser Flussrate ausgeschwemmt. Anschließend wurden bei 2.000 rpm insge-

samt fünf unterschiedliche Fraktionen (F1 bis F5) gesammelt. F1 (20 mL/min) und F2 

enthielten vor allem D- und ECL-Zellen, F3 (29 mL/min) Schleim- und Parietalzellen. 

F4 und F5 (40 mL/min und 62 mL/min) enthielten neben Schleimzellen einen zuneh-

menden Anteil Parietalzellen. Für die Primärzellkultur wurden ECL-Zellen aus F2 

verwendet. Diese wurden nach Sicht bei Flussgeschwindigkeiten zwischen 22 und 

25 mL/min abhängig vom Füllungszustand der Elutriationskammer und der Trübung 
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der gewonnen Lösung gesammelt. Die Zellen wurden für 3 min bei 175 g mit RM ge-

waschen und in sterilem KM resuspendiert. 

Nach einer mindestens einstündigen Ruhezeit bei RT wurden die Zellen 5 min 

bei 114 g zentrifugiert und das Pellet in 7 mL sterilem RM aufgenommen. In ein steri-

les Reaktionsgefäß wurden auf 6 mL 1:1 Solution langsam 7 mL 1:2 Solution pipet-

tiert, so dass sich zwei klar getrennte Phasen bildeten. Als dritte Phase wurden ge-

nau so langsam die 7 mL Zellsuspension hinzupipettiert. Nach 15 min Zentrifugation 

bei 209 g konnten die angereicherten ECL-Zellen mit einer sterilen Mikropipette aus 

der Zone zwischen RM und 1:2 Solution abgenommen werden. Nach nochmaligem 

Waschen in sterilem Kulturmedium (5 min bei 114 g, Anlauf- und Bremszeit jeweils 3 

min) wurde das Pellet in 1 mL sterilem KM aufgenommen. Es folgte die lichtmikro-

skopische Bestimmung der Zellzahl durch Auszählen von 4 x 4 Quadraten einer 

Neubauer-Zählkammer. 

Um die Anreicherung der ECL-Zellen an den frisch isolierten Zellen zu bestim-

men, wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit 10 µM Acridin-Orange in KM inkubiert. 

Acridin-Orange ist ein pH-sensitiver Fluoreszenzfarbstoff, der sich in den saueren 

histaminhaltigen Granula der ECL-Zellen anreichert [59;139], wobei ein Farbum-

schlag nach grün zu beobachten ist. Fluoreszenzmikroskopisch (Anregungsfilter bei 

480 nm, Emissionsfilter bei 520 nm) konnte das charakteristische Aussehen der 

ECL-Zellen in jedem Versuch bei 80 % bis 90 % der Zellen festgestellt werden. Eine 

weitere Überprüfung der ECL-Zell-Anreicherung erfolgte nach 24 h Kultur bei 37 °C 

mittels Anfärbung des Markerenzyms HDC [95]. Der Anteil der ECL-Zellen nach 24 h 

betrug in jedem Experiment mindestens 90 %. 

 

2.1.4 Kultivierung der ECL-Zellen 

Für alle Versuche wurde KM mit FBS verwendet. Lediglich bei Experimenten zu 

bFGF wurden die Zellen in KM mit N1-Supplement kultiviert, um einen Einfluss des 

im FBS enthaltenen bFGF auszuschließen. Alle benötigten 6-Loch-Platten und OT 

wurden an jedem Präparationstag frisch vorbereitet. 

Die Beschichtung der 6-Loch-Platten erfolgte steril mit je 35 µL Matrigel (1:5 verdünnt 

mit sterilem H2O) auf Eis. Vor der Verwendung konnten die Platten für mindestens 1 

h bei RT trocknen. Nach der Zellzählung wurde je 1 mL der auf eine Konzentration 

von 2 – 3 x 104 Zellen/mL eingestellten Zellsuspension in jede Vertiefung gegeben. 
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Die so beschickten Platten wurden in einer feuchten Kammer im Brutschrank bei 

37 °C kultiviert. 

Für Immunocytochemie und TUNEL-Tests mussten die ECL-Zellen auf OT an-

wachsen. Diese wurden durch zweimaliges Eintauchen in 96 % Ethanol und an-

schließendes Abflammen sterilisiert, in sterile 6-Loch-Platten gelegt und mit je 15 µL 

Cell-Tak (1:2 verdünnt mit 0,5 M NaHCO3) beschichtet. Danach konnten die OT min-

destens 1 h bei RT trocknen. Je 1 mL Zellsuspension mit 4 – 5 x 104 ECL-Zellen 

wurde pro OT eingesetzt, die Kultivierung der 6-Loch-Platten erfolgte wie beschrie-

ben. 

 

2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1 Gewinnung von cDNA 

Für RT-PCR mit RNA aus unstimulierten ECL-Zellen stand aus früheren Arbeiten 

eine cDNA-Bibliothek zur Verfügung. Sie war wie beschrieben [141] aus der RNA von 

2 x 107 ECL-Zellen aus insgesamt 20 Präparationen hergestellt worden. Für alle an-

deren Experimente wurde die RNA mit Hilfe der TRIZOL-Methode frisch gewonnen 

und in cDNA umgeschrieben. 

 

2.2.1.1 Lösungen 

5x Reaktionspuffer 250 mM Tris, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2, pH 8,3 

DTT 0,1 M DTT 

Deoxynucleotid-Mix 10 mM dATP, 10 mM dTTP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP 

Random Primer 0,02 A260 Einheiten/µL Random Primer (dN)6

Reverse Transkriptase 200 Einheiten/µL SuperscriptTM II 

 

50x TAE-Puffer 2,0 M Tris, 1,0 M Eisessig, 0,1 M EDTA, H2O ad 1L, pH 8,5 

6x Probenauftragspuffer 25 % Ficoll 400, 50 mM EDTA, 0,25 % Bromphenolblau, 

0,25 % Xylencyanol 

Ethidiumbromid 10 mg/mL Ethidiumbromid 

 

2.2.1.2 RNA-Isolation 

Als Ausgangsmaterial für die RNA-Isolation dienten Gewebeproben oder in 6-Loch-

Platten kultivierte ECL-Zellen. Gewebeproben wurden sofort nach der Entnahme mit 

flüssigem Stickstoff schockgefroren, in flüssigem Stickstoff gemörsert und in 1 mL 
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TRIZOL aufgenommen. Die Zellen wurden mit je 1 mL TRIZOL pro Loch von der 

Platte gelöst. Nach der Aufnahme in TRIZOL konnte das Material bis zur weiteren 

Verwertung bei –70 °C gelagert werden. 

Zur Weiterverarbeitung wurde das Material kurz abzentrifugiert, in 1 mL TRIZOL 

resuspendiert und in ein 2 mL Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Nach Zugabe 

von 200 µL eisgekühlten Chloroforms wurde das Reaktionsgefäß etwa 15 sec mit der 

Hand geschüttelt und für 15 – 30 min auf Eis gestellt, bis sich zwei Phasen gebildet 

hatten. Die Proben wurden bei 4 °C und 15.000 rpm abzentrifugiert. Vorsichtig wurde 

die obere, wässrige Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt und zusammen mit 

500 µL Isopropylalkohol für 10 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde für 45 – 60 

min bei 4 °C und 15.000 rpm zentrifugiert. Nachdem der Überstand verworfen wor-

den war, wurde das Pellet zweimal mit je 1 mL 75 % Ethanol resuspendiert und 30 

min bei 4 °C und 15.000 rpm zentrifugiert. Nach der letzten Zentrifugation wurde das 

Pellet luftgetrocknet und in 15 µL RNAse-freiem H2O aufgenommen. Bis zur weiteren 

Verwendung konnte die RNA bei –70 °C gelagert werden. 

Zur Bestimmung der RNA-Ausbeute wurde ein Aliquot von 1 µL 1:10 verdünnt 

und mit dem Spektralphotometer vermessen. Dabei errechnet sich die Konzentration 

wie folgt aus der optischen Dichte bei λ = 260 nm: 
 

Konzentration (µg/mL) = OD260 nm x Verdünnungsfaktor x Ausgleichsfaktor. 
 

Bei der Vermessung von RNA-Konzentrationen musste ein Ausgleichsfaktor von 40 

verwendet werden. 

 

2.2.1.3 Reverse Transkription 

Um eine PCR durchführen zu können, muss die gewonnene RNA in komplementäre 

DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Dazu wurde die reverse Transkriptase AMV 

verwendet. Ausgehend von einem Random Primer mit unspezifischer Sequenz, der 

sich an der RNA anlagert, synthetisiert sie einen komplementären DNA-Strang. Da-

nach wird der verbliebene RNA-Strang ebenfalls durch DNA ersetzt. 

Zur Durchführung der reversen Transkription wurden 11 µL RNA mit 1 µL Random 

Primer in 1:4-Verdünnung versetzt. Um ein Verdunsten zu verhindern, wurde ein 

Tropfen Mineralöl zugegeben. Es folgten 10 min Inkubation bei 70 °C, anschließend 

wurde der Ansatz bis zur weiteren Verwendung auf Eis gestellt. Während der Inkuba-

tion bei 70 °C wurde ein zweiter Ansatz mit 4 µL 5x Reaktionspuffer, 2 µL 0,1 M DTT, 
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1 µL 10 mM dNTP-Mix und 1 µL SuperscriptTM II hergestellt. Dieser wurde unter die 

Ölschicht zum ersten Reaktionsgemisch pipettiert. 

Die eigentliche reverse Transkription fand im Thermocycler statt: Dort wurde 

das Reaktionsgemisch 10 min bei 25 °C, 50 min bei 42 °C und 15 min bei 70 °C 

gehalten und anschließend auf 4 °C gekühlt. Die so gewonnene cDNA konnte bei –

20 °C mehrere Monate gelagert werden. 

 

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion 

2.2.2.1 Funktionsprinzip der (RT-)PCR 

Die Polymerase-Kettenreaktion dient zur starken Vervielfältigung eines spezifischen 

DNA-Abschnittes mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase. Ausgangsmaterial 

ist doppelsträngige (c)DNA. Sie wird bei 94 °C denaturiert, um die einzelnen Stränge 

zugänglich zu machen. Als Startpunkt der Amplifikation dienen Primer (ODN), die 

sich bei einer definierten, vom G/C-Anteil des ODN abhängigen Temperatur gezielt 

am 5‘-Ende des gewünschten DNA-Fragmentes bzw. am 3‘-Ende des Komplemen-

tärstranges anlagern (Annealing). Ausgehend von den Primern erfolgt in 5‘-3‘-

Richtung die DNA-Synthese (Extension). Dieser Prozess lässt sich mehrmals wie-

derholen und führt unter optimalen Bedingungen zur exponentiellen Vermehrung der 

gewünschten DNA-Sequenz. 

 

2.2.2.2 Konstruktion der Primer 

Die für das jeweilige PCR-Produkt passenden Primer wurden mit Hilfe der Datenbank 

des NCBI sowie der Software „Geneworks“ konstruiert. Die Primer für den Nachweis 

von TNF-R2 [5], CD95 [92], IFN-γ-R α-Kette [127] und GAPDH [112] wurden den 

zitierten Publikationen entnommen. In jedem Fall waren die Primer so gewählt, dass 

die amplifizierte Sequenz mindestens ein Intron überspannte. So war es möglich, 

über die unterschiedliche Produktgröße eine eventuelle Amplifikation von genomi-

scher DNA zu erkennen. Soweit die Annealing-Temperaturen nicht den entsprechen-

den Publikationen entnommen werden konnten, wurde für jeden Primer eine pas-

sende Temperatur TM nach folgender Formel bestimmt: 
 

TM = 69,3 °C + 0,41 x (GC-Gehalt in %) – (650 / Primerlänge) 
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Anschließend wurden eine den Temperaturen beider Primer möglichst nahe gelege-

ne Annealingtemperatur gewählt und die PCR-Bedingungen optimiert. Die für die 

jeweilige PCR verwendeten Werte lassen sich Tabelle 2 entnehmen. 

 

Produkt Primer-Sequenz (sense/antisense) Position Temp. Größe 

5’– aac ccc ggc ttc aac ccc act ctg –3’ 1.069 – 1.092 
TNF-R1 

5’– caa agc acg cgg ccc act acg –3’ 1.535 – 1.515 
63 °C 467 bp 

5’– gat gag aaa tcc cag gat gca gta gg –3’ 1 – 26 
TNF-R2 

5’– tgc tac aga cgt tca cga tgc agg –3’ 256 – 234 
60 °C 256 bp 

5’– caa ggg act gat agc atc ttt gag g –3’ 119 – 143 
CD95 

5’– gtc ctt aac ttt tcg ttc acc agg –3’ 259 – 236 
63 °C 141 bp 

5’– ggt tgg aca aaa aga atc tga cta tgc –3’ 434 – 460 IFN-γ-R 

α-Kette 5’– gca ctt ttt acc aca gag agc aag gac –3’ 1.003 – 977 
60 °C 570 bp 

5’– tga agg tcg gtg tca acg gat ttg gc –3’ 35 – 60 
GAPDH 

5’– cat gta ggc cat gag gtc cac cac –3’ 1.017 – 994 
56 °C 983 bp 

5’– gaa aga act cgg gca tac ct –3’ 1.848 – 1.867 
iNOS 

5’– ggc gaa gaa caa tcc aca ac –3’ 2.383 – 2.402 
56 °C 555 bp 

 

Tab. 2: RT-PCR Parameter. Die angegebenen Positionswerte der 

Primer beziehen sich auf die GenBank-Sequenzen NM_013091 (TNF-

R1), U55849 (TNF-R2), D26112 (CD95), NM_010511 (IFN-γ-R α-

Kette), NM_017008 (GAPDH) und NM_012611 (iNOS). 

 

2.2.2.3 Durchführung 

Zur Amplifikation wurde das Taq-MasterMix Kit von Quiagen verwendet. 12,5 µL Ma-

sterMix, 9,0 µL steriles H2O, 0,5 µL Sense-Primer (20 pM), 0,5 µL Antisense-Primer 

(20 pM) und 2,5 µL cDNA wurden auf Eis in ein 0,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefäß 

pipettiert. Bei der CD95-PCR kam ein modifizierter Ansatz mit 12,5 µL MasterMix, 

8,5 µL sterilem H2O, 0,5 µL Sense-Primer (20 pM), 0,5 µL Antisense-Primer (20 pM), 

2,5 µL cDNA und zusätzlichen 0,5 µL MgCl2 (50 mM) zum Einsatz. Der Reaktionsan-

satz wurde mit einem Tropfen Mineralöl überschichtet, die Amplifikation erfolgte in 

einem Thermocycler. 



  37 

Dieser wurde auf eine Temperatur von 94 °C erhitzt, bevor die Reaktionsgefäße 

direkt vom Eis in den Thermoblock gestellt wurden (“hot start”-Verfahren). Danach 

kam folgendes Programm zum Einsatz: Der erste Zyklus bestand aus 5 min Denatu-

rierung bei 94 °C, 1 min Annealing und 1 min Extension bei 72 °C. Danach folgten 30 

(bei der iNOS-PCR 27) Zyklen mit jeweils 1 min Denaturierung bei 94 °C, 1 min An-

nealing und 1 min Extension bei 72 °C. Zuletzt folgte ein Zyklus, der aus 1 min Dena-

turierung bei 94 °C, 1 min Annealing und 7 min Extension bei 72 °C bestand. Die 

längere Extensionsdauer sollte sicherstellen, dass alle begonnenen PCR-Produkte 

fertig amplifiziert werden konnten. Das Annealing fand bei der in Tabelle 2 angege-

benen Temperatur statt. Abschließend wurde der Thermoblock auf 4 °C gekühlt. 

Um auch bei RT-PCRs, bei denen kein Produkt im Ansatz nachgewiesen wer-

den konnte, die Funktionalität der cDNA sicherzustellen, wurde parallel zum eigentli-

chen Ansatz immer auch das “housekeeping gene” GAPDH amplifiziert. 

 

2.2.2.4 Elektrophoretische Auftrennung und Auswertung 

Zur Auftrennung der PCR-Produkte kam eine Gelelektrophorese mit 2-prozentigen  

Agarose-Gelen zum Einsatz. Die optimale Agarosekonzentration ist dabei direkt von 

der Größe der zu trennenden DNA-Fragmente abhängig. Die verwendete Konzentra-

tion von 2 % ist für Fragmente von 200 bp – 1.000 bp geeignet. 2 g Agarose pro 100 

mL 1x TAE-Puffer wurden in der Mikrowelle aufgekocht, bis die Agarose vollständig 

gelöst war. Das Gemisch wurde auf 40 °C gekühlt und mit 2,5 µL Ethidiumbromid pro 

100 mL Gesamtvolumen versetzt. Alle folgenden Schritte fanden in Sicherheitswan-

nen statt, um Verunreinigung der Arbeitsplätze mit Ethidiumbromid zu verhindern. 

Rühren auf einem Magnetrührer diente dazu, störende Luftblasen zu entfernen. An-

schließend wurden in einem Gießstand die Gele hergestellt. Der eingesetzte Kamm 

diente dazu, Taschen zum Auftragen der Proben auszusparen. 

Die Elektrophorese fand in einem horizontalen Elektrophorese-System der Fir-

ma Bio-Rad statt. Dieses wurde mit 1x TAE-Puffer befüllt und das verfestigte Gel 

eingesetzt. Anschließend wurden die Proben etwa im Verhältnis 1:6 mit 6x Proben-

auftragspuffer vermischt, und das Gel mit ihnen geladen. Zusätzlich wurde der Län-

genstandard BioLadderTM aufgetragen, der Fragmente von 100 bp – 1.000 bp in 

Schritten von 100 bp enthält. Die Elektrophorese fand bei 50 – 70 V statt, bis die Auf-

trennung der Proben genügend stark war. Der Fortschritt der Elektrophorese konnte 

dabei durch die Farbmarker im Probenauftragspuffer direkt verfolgt werden. 
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Das im Gel enthaltene Ethidiumbromid interkaliert mit DNA-Molekülen und leuchtet 

unter UV-Bestrahlung (λ = 254 nm). Unter einem Transilluminator war so die Detekti-

on und Fotodokumentation der DNA-Banden möglich. Eine Größenbestimmung der 

Fragmente war mit Hilfe einer Eichkurve möglich. Da die Laufgeschwindigkeit der 

aufgetragenen Proben direkt proportional dem dekadischen Logarithmus ihres Mole-

kulargewichts ist, ließ sich dieses aus den Banden des aufgetragenen Längenstan-

dards bestimmen. 

 

2.2.3 EMSA 

Direkt nach der Präparation wurden die ECL-Zellen für 1 h bei 37 °C inkubiert und 

danach einer weitere Stunde dem Stimulans ausgesetzt. Pro Stimulans wurden min-

destens 7 x 105 Zellen eingesetzt. Während der Inkubation in 6-Loch-Platten waren 

sie von Krebs-Ringer-Lösung bedeckt und wurden destilliertem Wasser, dem für PSI 

verwendeten Lösungsmittel Methanol (Endverdünnung 1:100) oder dem spezifischen 

NFκB-Hemmstoff PSI (6 mM) ausgesetzt. Die Stimulation wurde mit Wasser (Kon-

trollprobe) oder 25 ng/mL hTNF-α ausgeführt. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden 

bei 4 °C vollzogen. Die Zellen wurden 10 min bei 14.000 rpm zentrifugiert und in 

50 µL Bindungspuffer (10x konzentrierter Bindungspuffer enthielt 250 mM HEPES, 

5 mM EDTA, 20 mM DTT, 40 % (v/v) Glycin and 1 M NaCl) resuspendiert. Mittels 

Schallwellenzertrümmerung wurden Zell-Lysate hergestellt, in flüssigem Stickstoff 

gefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei –70 °C aufbewahrt. Ein Aliquot von 

5 µL diente zur Proteinbestimmung (siehe auch 2.3.2.2). 

Zur Durchführung des EMSA wurden 10 µg Zellprotein in H2O (ad 20 µL) und 

1x konzentrierter Bindungspuffer 5 min bei RT mit 4 µg poly[dI:dC] inkubiert. Ein Pro-

bengefäß ohne Protein wurde zusammen mit den Proben verarbeitet und diente als 

Negativkontrolle. 25 ng kalte (nicht radiaktiv markierte) ODN mit der CREB-

Konsensussequenz bzw. der HIV-NFκB-Konsensussequenz wurden zugegeben und 

20 min mit den Zell-Lysaten inkubiert (competition assay). Dabei liegen die nicht ra-

dioaktiv markierten Sequenzen in 50- bis 100-fachem Überschuss vor und verdrän-

gen die radioaktiv markierten ODN, falls sie an den Transkriptionsfaktor binden kön-

nen. Bei spezifischer Bindung gelingt dies nur bei Zugabe kalter ODN mit der Zielse-

quenz (HIV-NFκB-Konsensussequenz), im Falle einer unspezifischen Bindung auch 

bei Zugabe einer beliebigen anderen Sequenz (z. B. CREB-Konsensussequenz). 

Schließlich wurden jeder Probe 2 µL mit 32P-markierten ODN (ca. 100.000 cpm, ra-
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dioaktive Markierung mittels T4 Polynucleotid-Kinase) für weitere 20 min hinzugefügt. 

Die Proben wurden auf Eis gestellt, mit 2,2 µL Ladepuffer gemischt (10x konzentrier-

ter Ladepuffer: 20 % Ficoll 400, 0,25 % Bromphenol-Blau) und auf ein 7-prozentiges 

Acrylamid-Gel (s. a. 2.3.2.3) geladen, das in 0,25 % Laufpuffer schwamm. Die elek-

trophoretische Auftrennung erfolgte fünf bis sieben Stunden bei RT. Nach Vollen-

dung des Gellaufes wurde das Acrylamid-Gel gewaschen, getrocknet und entweder 

zusammen mit einem Röntgenfilm (–70 °C, zwei bis fünf Tage) oder einem Phos-

phor-Schirm (–70 °C, etwa 24 h) inkubiert. 

 

2.2.4 Transfektion mit ODN 

Die Transfektion der ECL-Zellen wurde wie in der Literatur beschrieben durchgeführt 

[149]. Antisense (AS) Oligodeoxynucleotide (ODN), die in ihrer Sequenz das Transla-

tions-Initiierungs-Codon enthielten, wurden nach den bekannten Sequenzdaten für 

die p65-Untereinheit des Transkriptionsfaktors NFκB [156], GenBank-Sequenz 

M62399, konstruiert (5’– ggg gaa cag ttc gtc cat ggc –3’). Missense (MS-) ODN ent-

hielten die gleiche Menge der im AS-Konstrukt verwendeten Deoxynucleotide in zu-

fälliger Reihenfolge (5’– ggg gcg atg agg cct act atc –3’) und dienten als Negativkon-

trolle. Die ODN wurden in einer mit Phosphothioat modifizierten Form durch die Fir-

ma MWG Biotech synthetisiert. 

Für die Transfektions-Experimente wurden die ODN am 5’-Ende mit 6-FAM (6-

Carbofluorescein) markiert. Nach der Zellpräparation wuchsen die ECL-Zellen wie 

beschrieben auf mit Cell-Tak beschichteten OT an (105 Zellen/OT, 24 h bei 37 °C). 

Danach wurden die Zellen 5 h bei 37 °C mit KM inkubiert, das 10 µM der FAM-

markierten AS- bzw. MS-ODN enthielt. Die Effizienz der Transfektion wurde mittels 

Fluoreszenz-Mikroskopie kontrolliert, wobei konstant mehr als 88 % der Zellen im 

Bereich des Nucleus die erwartete grüne Fluoreszenz-Färbung aufwiesen. 
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2.3 Immunologische Methoden 

2.3.1 Immunocytochemie 

2.3.1.1 Lösungen 

Citratpuffer 0,1 M Citrat, 0,1 M Trinatriumdihydrat, H2O ad 200 mL 

PBS 0,386 g/L NaH2PO4 H2O, 1,282 g/L Na2HPO4 2 H2O, 8,776 g/L 

NaCl, pH (HCl) 7,4 

Fixierungslösung DAB 9,5 mL Bouin-Lösung, 0,5 mL Eisessig 

Blockierlösung A 10 % Methanol, 0,5 % H2O2 in PBS 

 

2.3.1.2 Färbungen für Lichtmikroskopie (DAB) 

Auf OT kultivierte Zellen (siehe auch 2.1.4) wurden für 15 min mit Bouin-Eisessig-

Lösung fixiert und anschließend dreimal 5 min mit PBS gewaschen. Nach 30 min 

Inkubation mit 5 % fetalem Kälberserum (FBS) und dreimaligem Waschen mit PBS 

(3 min) erfolgte die Blockierung endogener Peroxidase-Aktivität durch 10-minütige 

Zugabe von Blockierlösung A. Daraufhin wurden die OT wieder dreimal für 3 min mit 

PBS gewaschen und 5 min mit 0,1 % Triton-X-100 permeabilisiert. Nach erneutem 

Waschen erfolgte ein zweiter Blockierungsschritt gemäß den Herstellerempfehlungen 

des „Avidin Blocking Kit“ (30 min 5 % Normalserum der Spezies des sekundären An-

tikörpers, Waschen in PBS, 30 min Avidin, Waschen in PBS, 30 min Biotin, Waschen 

in PBS). Danach wurden die OT über Nacht bei 4 °C mit dem Primärantikörper inku-

biert. Die gewünschte Antikörper-Konzentration wurde durch Verdünnung in 2 % 

Normalserum der Spezies des sekundären Antikörpers erreicht. Nach einem weite-

ren Waschschritt erfolgte für 1 h die Inkubation mit dem sekundären Antikörper. An-

schließend wurden die OT für 30 min bei RT nach Herstelleranweisung mit ABC-

Komplex (Vecstatin Elite Kit) inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte 

die Farbreaktion durch Zugabe von 3,3-Diamino-Benzidin, das als Substrat für die 

Peroxidase diente. Die Farbreaktion wurde unter dem Mikroskop verfolgt und bei ge-

nügend starker Braunfärbung durch Zugabe von PBS gestoppt. 

 

2.3.1.3 Fluoreszenz-Färbungen 

Fluoreszenz-Färbungen wurden soweit möglich als Doppelfärbungen durchgeführt, 

wobei zusätzlich zu einem für das Zielprotein spezifischen Antikörper ein Antikörper 

gegen HDC (1:1.000) verwendet wurde. 
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Zur Verwendung kamen wie bei der DAB-Färbung auf OT kultivierte Zellen. Das 

Kulturmedium wurde entfernt und die Zellen mit einem 1:1 Gemisch aus Methanol 

und Aceton 10 min bei –20 °C fixiert. Nachdem die Zellmembranen durch 5-minütige 

Inkubation mit 0,1 % Triton-X-100 lysiert worden waren, wurden unspezifische Bin-

dungsstellen blockiert, indem für 1 h 10-prozentiges Normalserum zugegeben wurde, 

das von Tieren der selben Spezies gewonnen worden war, die auch die Sekundäran-

tikörper lieferte. Die OT wurden daraufhin über Nacht bei 4 °C mit einer Mischung der 

Primärantikörper inkubiert, danach für 1 h bei RT mit dem ersten Sekundärantikörper 

(Nachweis des für das jeweilige Protein spezifischen Antikörpers) und ebenfalls für 

1 h mit dem zweiten Sekundärantikörper (Nachweis des HDC-Antikörpers, CY3-

konjugierter Antikörper gegen Hasen-Antikörper, Donorspezies: Esel, 1:500). Alle 

Antikörper wurden mit 2 % Normalserum auf die gewünschte Konzentration verdünnt. 

Für die Färbung mit Primärantikörpern, die aus Hasen gewonnen worden wa-

ren, wurde ein modifiziertes Protokoll verwendet. In diesem Fall wurden die OT nach 

der Zugabe des ersten Primärantikörpers eine Stunde lang mit FITC-markierten Fab-

Fragmenten inkubiert. Danach folgten ein Blockierungsschritt (10 % Normalserum, 

1 h bei RT), die Inkubation mit anti-HDC-Antikörpern bei 4 °C über Nacht und 

schließlich wie beschrieben die Markierung mit CY3-Sekundärantikörpern. 

Antikörper für die Immunocytochemie kamen in folgenden Konzentrationen zum 

Einsatz: TNF-Rezeptor Typ 1 (1:25), CD95 (1:100), IFN-γ-R α-Kette (1:20), IFN-γ-R 

β-Kette (1:20). Alle FITC-markierten Sekundärantikörper wurden in einer Verdünnung 

von 1:50 verwendet. 

 

2.3.2 SDS-PAGE und Western Blotting 

Der spezifische Nachweis von Proteinen wie TNF-R1, TRAF2 und IκBα gelang mit 

Hilfe von Western Blotting. Proteinproben werden dabei zuerst einer denaturierenden 

Elektrophorese auf Polyacrylamid-Gel unterworfen, die sie entsprechend ihrer La-

dung und ihrem Molekulargewicht auftrennt. Anschließend werden sie an PVDF-

Membranen adsorbiert und mit Primärantikörpern gegen das zu bestimmende Prote-

in inkubiert. Nach der Zugabe von mit Biotin markierten Sekundärantikörpern und 

HRP-konjugierten Antikörpern gegen Biotin erfolgt die Detektion in einer „enhanced 

chemiluminescence“-Reaktion. 
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2.3.2.1 Lösungen 

L-CAM Puffer Stammlösung: 5 M NaCl, 1 M KCl, 1 M MgSO4, 1 M CaCl2, 1 M 

Hepes in H2O, pH 7,4 

1 x L-CAM Puffer: 1 mL Stammlösung, 100 µL Triton-X-100, 100 µL PMSF (0,5 mM), 

8,8 mL H2O 

 

Acrylamid: 30 % T, 2,6 % C als fertig eingewogene Mischung, gelöst in MilliQ 

SDS: 10-prozentige Lösung in Aqua dest. 

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCl (pH 8,8) in Aqua dest. 

Sammelgelpuffer: 1,0 M Tris/HCl (pH 6,6) in Aqua dest. 

APS: Ammoniumpersulfat 10 % in Aqua dest. 

4x Probenpuffer: 1,5 M Dithiothreitol, 6 % (w/v) SDS, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, 

40 % (w/v) Glycerol, pH (Tris) 6,8 

Elektrophoresepuffer: 0,25 M Tris, 10 % (w/v) SDS, 1,92 M Glycin, ohne pH-

Einstellung (pH ca. 8,8) 

 

Transferpuffer (hochmolekulare Proteine): 48 mM Tris, 39 mM Glycin, 20 % Me-

thanol, 0,037 % SDS, Aqua dest. 

Transferpuffer (niedermolekulare Proteine): 25 mM Tris, 190 mM Glycin, 20 % Me-

thanol, Aqua dest. 

TBS-Puffer: 50 mM Tris (pH 7,5), 150 mM NaCl 

TBST-Puffer: 50 mM Tris (pH 7,5), 150 mM NaCl, 2 % Tween 20 

Blocking-Reagenz: TBST-Puffer + 5 % Magermilchpulver 

 

Trenngel-Lösung 4,85 mL H2O dest., 2,5 mL 1,5 M Tris (pH 8,8), 2,5 mL Acrylamid, 

100 µL SDS, 50 µL Ammonium-Peroxysulfat, 5 µL TEMED (7,5 % 

Polyacrylamid-Gel) 

Sammelgel-Lösung 2,8 mL H2O dest., 500 µL 1,0 M Tris (pH 6,8), 660 µL Acrylamid, 

40 µL SDS, 40 µL Ammonium-Peroxysulfat, 4 µL TEMED (3 % 

Polyacrylamid-Gel) 

 

Coomassie-Färbelösung: 1,5 g Coomassie Brilliant Blue, 455 mL Methanol, 80 mL 

Eisessig, Aqua dest. ad 1L 

Entfärbelösung: 250 mL Methanol, 350 mL Eisessig, Aqua dest. ad 5 L 
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2.3.2.2 Proteingewinnung und Probenvorbereitung 

Die Zellpräparation wurde bis zur Separation mittels Dichtegradienten wie beschrie-

ben durchgeführt. Danach wurden die isolierten ECL-Zellen in Kulturmedium mit 

FBS-Supplement aufgenommen und gewaschen. Für 5 bzw. 10 min wurden die Zel-

len danach mit H2O oder 25 ng/mL TNF-α stimuliert und danach mit PBS gewaschen. 

Anschließend wurden Proteinextrakte der ganzen Zellen hergestellt. Dazu wurden sie 

nochmals in PBS gewaschen, gezählt und danach 10 min lang bei 4 °C und 14.000 

rpm zentrifugiert. Die Resuspension erfolgte in 40 µL L-CAM Puffer. Die so lysierten 

Zellen wurden 1 h auf Eis gestellt und dann mittels Schallstößen aufgeschlossen. Bis 

zur Weiterverarbeitung konnten die so gewonnenen Extrakte bei –20 °C aufbewahrt 

werden. 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit einem kommerziell er-

hältlichen Assay (BioRad Laboratories), der auf einer von Bradford et al. entwickelten 

Methode beruht [23]. Dabei macht man sich zu Nutze, dass sich das Absorptionsma-

ximum des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue bei Proteinbindung von λ = 465 nm 

zu λ = 595 nm verschiebt. Aus mitgeliefertem Proteinstandard wurde in 1:100 Ly-

sispuffer eine Verdünnungsreihe hergestellt, mit deren Hilfe eine Eichkurve erstellt 

werden konnte. Die Proben wurden in eine Microtiterplatte pipettiert und mit Hilfe ei-

nes Lesegerätes (Microplate Reader) bei λ = 595 nm vermessen. Aus 106 Zellen lie-

ßen sich etwa 200 µg Protein gewinnen.  

 

2.3.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Für die Durchführung der SDS-PAGE wurde die Mini-Protean II Elektrophorese-

Einheit der Firma BioRad eingesetzt. Zunächst wurde entsprechend der Herstelleran-

leitung der Gießstand zusammengesetzt. Der freie Raum zwischen den Glasplatten, 

die als Begrenzung für das Gel dienten, wurde sodann bis etwa 2 cm unterhalb der 

oberen Begrenzung mit Trenngel-Lösung aufgefüllt. Um einen horizontalen und glat-

ten oberen Gelrand sicherzustellen, wurde die Lösung bis zum Auspolymerisieren mit 

70 % Ethanol überschichtet. Danach wurde der Alkohol abgegossen, der freigeblie-

bene Raum zwischen den Glasplatten mit Sammelgel-Lösung befüllt und ein Kunst-

stoffkamm für die Probentaschen eingesetzt. Die so vorbereiteten SDS-Gele wurden 

feucht gehalten und bis zur Weiterverwendung bei 4 °C aufbewahrt. 

Zur Durchführung der Gelelektrophorese wurde die Elektrophorese-Kammer 

montiert und mit 1x Elektrophorese-Puffer gefüllt. Nach Entfernung des Kunststoff-
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kammes wurden Luftblasen aus den Probentaschen entfernt und diese nochmals mit 

Elektrophoresepuffer gespült. Je 20 bis 40 µg Protein pro Probe wurden pro Gellauf 

verarbeitet. Dabei wurde von jeder Probe die gleiche Menge Protein mit Probenauf-

tragspuffer versetzt, abzentrifugiert und im Heizblock 3 min gekocht. Nach nochmali-

gem Abzentrifugieren wurden die Proben zusammen mit einem vorgefärbten Stan-

dard zum Ablesen des Molekulargewichts in die einzelnen Geltaschen gefüllt. 

 

Protein SDS-Gel Blotting Primärantikörper Sekundärantikörper 

TNF-R1 10 % 1,5 h bei 200 mA 1:800 1:1.500 

TRAF2 12 % 0,75 h bei 200 mA 1:1.000 1:1.500 

IκBα 12 % 1 h bei 200 mA 1:500 1:2.000 

 

Tab. 3: Nachweis der Proteine von TNF-R1, TRAF und IκBα durch 

Western Blotting. Für jedes Protein sind der für das Trenngel verwen-

dete SDS-Anteil, Blotting-Bedingungen und die Antikörper-

Konzentrationen angegeben. 

 

An die Apparatur wurde eine Spannung von 150 V bis 200 V angelegt und der Gel-

lauf bei den in Tabelle 3 angegebenen Bedingungen durchgeführt, bis die durch 

Bromphenolblau markierte Lauffront aus dem Gel herausgelaufen war. 

 

2.3.2.4 Western Blotting 

Nach der Elektrophorese wurde das Polyacrylamid-Gel aus der Apparatur entfernt 

und kurz in Methanol geschwenkt, anschließend wurde es wie die PVDF-Membran 

und die für das Blotting benötigten Filterpapiere und Fiberpads 15 min in Transferpuf-

fer aufbewahrt. Sodann wurde die Gelhalterung montiert: Dabei wurden von der A-

nodenseite her gesehen je einmal Fiberpad, Filterpapier, Gel, PVDF-Membran, Fil-

terpapier und Fiberpad übereinander gelagert. Gelhalterung, Elektrodenmodul und 

eine Kühleinheit wurden anleitungsgemäß in den Elektrophorese-Tank eingesetzt 

und dieser mit Transferpuffer befüllt. Für das Blotting verwendete Dauer und Strom-

stärke sind in Tabelle 3 angegeben. 

Um die Vollständigkeit des Blottens zu überprüfen, wurde nach Abschluss des 

Vorgangs das Polyacrylamid-Gel auf einem Schüttler mit Coomassie-Färbelösung 

inkubiert. Beim anschließenden Auswaschen des Farbstoffes mit Hilfe der Entfärbe-
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lösung blieb nicht geblottetes Protein als blau gefärbte Bande im Gel sichtbar. Bei 

unvollständiger Übertragung der Proteine war hinsichtlich der betroffenen Proben 

keine Auswertung möglich. 

Bei vollständigem Blotten wurden die PVDF-Membran weiter verarbeitet. Die 

Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte für 2 h in 10 % Magermilchpul-

ver, das in TRIS-gepufferter Salzlösung mit 0,5 % (v/v) Tween 20 (TBST) gelöst war. 

Danach wurden die Membranen bei 4 °C über Nacht mit dem Primärantikörper inku-

biert, gefolgt von einer Inkubation mit dem HRP-konjugierten Sekundärantikörper (1 h 

bei RT, die verwendeten Konzentrationen sind in Tabelle 3 angegeben). Mittels des 

ECL- („enhanced chemiluminescence“) Systems wurden schließlich die mit Antikör-

pern markierten Banden detektiert. Dabei katalysiert Meerrettich-Peroxidase die Oxi-

dation von Luminol, bei der Licht emittiert wird. Dieses schwärzt Röntgenfilme, die für 

15 Sekunden, eine, drei und fünf Minuten auf die Membran aufgelegt und anschlie-

ßend entwickelt wurden. 

 

2.3.3 In situ cell death detection kit (POD) 

Zur Detektion der Apoptose-Rate der ECL-Zellen wurde als einer von zwei Tests der 

“in situ cell death detection kit” der Firma Roche verwendet, dessen Nachweismetho-

de auf der TUNEL-Reaktion basiert. Dabei werden DNA-Strangbrüche detektiert, die 

im Zuge der Apoptose auftreten (Abbildung 5): 

 

 
Abb. 5: Schematische Darstellung der TUNEL-Reaktion (modifiziert 

nach [153]) 
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Mittels eines Enzyms, der terminalen Deoxynucleotid-Transferase (TdT) werden mit 

Fluorescein markierte dUTP-Moleküle an die 3’-Enden der DNA gebunden. Dieser 

Vorgang, das „TdT-mediated dUTP nick end labeling“ (durch TdT vermitteltes Mar-

kieren freier DNA-Enden mit dUTP-Molekülen) wurde zum Namensgeber der 

TUNEL-Reaktion. Um die Sensitivität des Nachweisverfahrens zu erhöhen, wurden 

nicht die Fluorescein-markierten Zellen ausgezählt, sondern weitere Verarbeitungs-

schritte angeschlossen. Mit Meerrettich-Peroxidase konjugierte Antikörper gegen 

Fluorescein wurden zugegeben und katalysierten die Umwandlung eines löslichen 

Substrates in unlöslichen Farbstoff. So können unter dem Lichtmikroskop Zellen mit 

DNA-Strangbrüchen identifiziert werden. 

 

2.3.3.1 Lösungen 

Blockierungslösung: 30 % H2O2, 49,5 mL Methanol 

Lysierungslösung: 0,1 g Natriumcitrat, 0,1 mL Trition-X-100, H2O ad 100 mL 

Tris-Puffer 1,21 g Tris, 0,58 g NaCl, H2O ad 100 mL; pH 7,5 mit konzentrierter 

HCl, 1 g Magermilchpulver 

Fixierungslösung: 9,5 mL Bouin-Lösung, 0,5 mL Eisessig 

 

2.3.3.2 Probenvorbereitung 

Nach der Präparation wurden die Zellen wie beschrieben für 24 h auf mit KM bedeck-

ten OT im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde das KM gegen neues, mit dem 

jeweiligen Stimulans bzw. H2O supplementiertes KM ausgetauscht und die Zellen 

weitere 24, 48 oder 72 h im Brutschrank aufbewahrt. In den Inhibitions-Experimenten 

mit den spezifischen NFκB-Hemmstoffen PSI (6 mM) und MG132 (5 mM) wurden die 

ECL-Zellen für eine Stunde mit H2O, Methanol (1:100) oder dem jeweiligen Hemm-

stoff vorbehandelt und anschließend das Zytokin zugegeben. Die Stimulation wurde 

in allen Fällen durch 15-minütige Fixierung in Bouin-Lösung beendet. 

 

2.3.3.3 Durchführung und Auswertung 

Die Zellen wurden wie vom Hersteller empfohlen lysiert und weiterverarbeitet, um 

unspezifische Bindungsstellen zu blockieren und endogene Peroxidase-Aktivität zu 

unterdrücken. Anschließend wurden die Proben mit biotinylierten Deoxynucleotiden 

inkubiert, so dass die durch Apoptose hervorgerufenen Brüche der DNA-Doppelhelix 

mittels der terminalen Transferase markiert werden konnten. Eine Peroxidase-
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Reaktion diente zur Färbung der mit Biotin markierten Brüche, um anschließend eine 

quantitative Auswertung mittels Lichtmikroskopie durchführen zu können. Dafür wur-

den Gesichtsfelder mit mehr als 100 Zellen ausgezählt und der Prozentsatz apoptoti-

scher Zellen durch Division der positiv gefärbten Zellen durch die Gesamtzellzahl 

errechnet. 

 

2.3.4 Cell death detection ELISA 

Als zweiter Apoptose-Test wurde ein ELISA („enzyme linked immunosorbent assay“) 

der Firma Roche verwendet. Im Zuge der Apoptose entstehen durch die DNA-

Fragmentierung Mono- und Oligonucleosomen. Diese bestehen aus DNA-

Bruchstücken, die an Histon-Moleküle gebunden sind. 

 

 
Abb. 6: Funktionsprinzip des „Cell death detection ELISA“ (modifiziert 

nach [184]) 

 

Die für den „Cell death detection ELISA“ verwendete Microtiterplatte ist mit Streptavi-

din vorbeschichtet (vgl. Abb. 6). Ein erster Antikörper, der gegen Histon-Moleküle 

gerichtet und mit Biotin-Molekülen verbunden ist, wird zugegeben und aufgrund der 

starken Streptavidin-Biotin-Bindung fest auf der Microtiterplatte verankert. Nach Zu-

gabe der Probe bindet er an die Histon-Moleküle der enthaltenen Mono- und Oligo-

nucleosomen. Mittels eines zweiten Antikörpers, der gegen DNA gerichtet und an 

den das Enzym Meerrettich-Peroxidase gebunden ist, werden die an die Microti-

terplatte gebundenen Nucleosomen markiert. Zuletzt wird ein Substrat hinzugefügt, 

das durch die Peroxidase in einen Farbstoff umgewandelt wird, dessen Absorption 

sich im Photometer bei λ = 405 nm quantitativ bestimmen lässt. Die gemessene Ab-
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sorption entspricht dabei dem Nucleosomen-Gehalt und damit dem Anteil apoptoti-

scher Zellen in der Probe. 

 

2.3.4.1 Lösungen 

Der Test wurde gemäß den Herstellerangaben durchgeführt. Die benötigten Lösun-

gen (PBS, EDTA-Lösung) wurden bereits an anderer Stelle erwähnt. 

 

2.3.4.2 Probenvorbereitung 

Die Zellen wurden für diesen Versuch auf Matrigel-beschichteten 6-Loch-Platten an-

gezüchtet, die Stimulation wurde wie unter 2.3.3.2 beschrieben durchgeführt. Zur 

Beendigung der Stimulation wurde das Medium durch PBS ersetzt, die Zellen mittels 

Trypsin und mechanischer Ablösung von der Platte gelöst, in PBS aufgenommen und 

anschließend lysiert. 

 

2.3.4.3 Durchführung und Auswertung 

Die Durchführung des Tests fand wie von der Firma Roche empfohlen statt. Der 

Grad der Antikörper-Bindung wurde durch eine Peroxidase-Reaktion visualisiert und 

mit Hilfe eines ELISA-Lesegerätes (Microplate Reader) bei λ = 405 nm quantifiziert. 

Alle Messungen wurden an zwei identisch verarbeiteten Aliquots einer Probe durch-

geführt. Die Apoptose-Rate wurde als prozentualer Anstieg bzw. Abfall in Bezug auf 

die Referenzprobe (Basalwert) bestimmt, deren Apoptose-Rate auf 100 % festge-

setzt wurde. 

 

2.4 Statistische Methoden 

Bei den Ergebnissen aller quantitativen Messungen wird das arithmetische Mittel ± 

SEM angegeben. Die statistische Analyse erfolgte mittels Student-Newman-Keuls 

Test, p < 0,05 wurde als signifikant gewertet. Der Test für homogene Varianzen von 

Levene wurde verwendet, um sicherzustellen, dass Gruppen für die ANOVA-Analyse 

aus Populationen mit gleichen Varianzen stammten. 
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Abb. 7: 3D-Modell von TNF-α [51;52] und TNF-R1 

[13;121;154], erstellt mit Cn3D 4.1 

Ergebnisse 

 

1. Güte der Zellpräparation und Rezeptor-Nachweis 

Abbildung 8 gibt einen Überblick über die Anreicherung von ECL-Zellen in der Pri-

märzell-Präparation. Abbildung 8A zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme angerei-

cherter ECL-Zellen (insgesamt 18 Zellen). Für die Herstellung von Abbildung 8B 

wurden diese Zellen mit einem polyklonalen Antikörper gegen das Marker-Enzym 

HDC inkubiert: 

 

 
Abb. 8: Lichtmikroskopische Aufnahme von auf OT kultivierten ECL-

Zellen (100x). 8A: Nativpräparat 8B: Darstellung des Marker-Enzyms 

HDC mittels Fluoreszenzfärbung (FITC) im selben Präparat. Die Bal-

ken in beiden Abbildungen entsprechen einer Länge von 10 µm. 

 

In der Färbung zeigten 17 von 18 Zellen einen positiven Nachweis von HDC. Die ins-

gesamt mehr als 450 Zellen, bei denen der HDC-positive Prozentsatz bestimmt wur-
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de, zeigten eine durchschnittliche Anreicherung von 94 ± 2 %. Bei den wenigen an-

deren Zellen, die nach der Anreicherung als Kontamination verblieben, handelte es 

sich um Parietalzellen (1 – 2 %), Hauptzellen (1 – 2 %) und endokrine Zellen wie 

Gastrin- und Somatostatin-Zellen (1 – 2 %). Der Gesamtanteil der kontaminierenden 

Zellen war damit sehr gering. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem früherer Studien 

der Arbeitsgruppe [112;142]. In den Negativkontrollen (OT, bei denen lediglich die 

Inkubation mit dem Primärantikörper gegen HDC unterlassen wurde) konnte keine 

Färbung beobachtet werden. 

 

 
Abb. 9: Nachweis von Rezeptoren auf ECL-Zellen mittels Immunocy-

tochemie (Fluoreszenzfärbung, FITC). Die Primärantikörper waren 

gegen Epitope von TNF-R1 (9A, 100x), IFN-γ-R α-Kette (9B, 37x) und 

IFN-γ-R β-Kette (9C, 37x) gerichtet. Die Balken entsprechen einer 

Länge von 10 µm. 

 

Mittels Immunocytochemie konnte weiterhin die Anwesenheit von TNF-Rezeptor 

Subtyp 1 sowie der α-Kette und β-Kette des IFN-γ-Rezeptors auf den ECL-Zellen 

nachgewiesen werden. Alle Experimente wurden mindestens drei Mal durchgeführt, 

sowie eine Positivkontrolle zum Nachweis der Antikörperfunktion mitverarbeitet. Ab-

bildungen 9A bis 9C zeigen exemplarische Ergebnisse für die auf ECL-Zellen nach-

gewiesenen Rezeptoren. Positive Färbung konnte mit Antikörpern beobachtet wer-

den, die für TNF-R1 spezifisch waren (Abb. 9A). Mit spezifischen Antikörpern gegen 

TNF-R2 konnte nur eine Färbung der Positivkontrolle, nicht aber eine Färbung der 

ECL-Zellen beobachtet werden. Dieser Rezeptor-Subtyp wurde daher auf den unter-

suchten ECL-Zellen nicht exprimiert. Ebenfalls konnte mittels Immunocytochemie 

kein positiver Nachweis für CD95 (Fas-Rezeptor, APO-1) geführt werden. Im Gegen-

satz dazu konnte die Expression der α-Kette und β-Kette des IFN-γ-Rezeptors nach-

gewiesen werden (Abb. 9B und 9C). Die Versuche wurden mit hoch angereicherten 

Populationen von ECL-Zellen durchgeführt und zeigten über alle Zellen eine gleich-



  51 

mäßige Farbreaktion. Bei jeder Färbung, mittels derer ein Rezeptortyp nachgewiesen 

werden konnte, zeigten mehr als 90 % der Zellen ein positives Ergebnis. Insgesamt 

wurden z. B. für TNF-R1 218 Zellen ausgezählt, von denen mehr als 200 einen posi-

tiven Rezeptornachweis zeigten. Doppelfärbungen mit HDC-Antikörpern und den 

Primärantikörpern gegen TNF-R1, IFN-γ-R (α-Kette) und IFN-γ-R (β-Kette) gelangen 

nicht, jedoch konnte der morphologische Nachweis geführt werden, dass alle positiv 

angefärbten Zellen die typischen Charakteristika von ECL-Zellen aufwiesen: Alle wa-

ren ca. 10 µm im Durchmesser groß, hatten einen großen Nukleus und verfügten 

über zahlreiche sekretorische Vesikel. 

 

 
Abb. 10: Nachweis von TNF-R1 (10A), IFN-γ-R (α-Kette, 10B) und 

TNF-R2 (10C) durch RT-PCR. ECL: ECL-Zellen, Ø: Negativkontrolle, 

Std.: Gewichtsstandard (Banden entsprechen Schritten von 100 bp), 

Niere: Produkte aus cDNA der Rattenniere 

 

2. Nachweis von TNF-Rezeptor Subtyp 1 und TRAF2 (PCR und Western Blot) 

RT-PCR wurde mittels einer bereits vorhandenen cDNA-Bibliothek (siehe auch Mate-

rial und Methoden, 2.2.1) und frisch aus ECL-Zellen gewonnener RNA durchgeführt 

(Abbildung 10A-C). Alle Experimente wurden mindestens zweimal repliziert und zeig-



  52 

ten identische Ergebnisse. In Übereinstimmung mit den durch ICC erhaltenen Befun-

den ergab der Nachweis mittels PCR jeweils ein Produkt der erwarteten Größe für 

TNF-R1 (Abb. 10A) und die α-Kette des IFN-γ-R (Abb. 10B), mit Primern für TNF-R2 

(Abb. 10C) und CD95 konnte kein Produkt amplifiziert werden. 

Um die Expression von TNF-R1 und TRAF2, eines wichtigen Adapter-

Moleküles für den NFκB-Pathway, auf Proteinebene nachzuweisen, wurden mit Ex-

trakten aus hochangereicherten ECL-Zell-Kulturen Western Blots durchgeführt. Da-

bei kamen spezifische Primärantikörper gegen TNF-R1 und TRAF2 zum Einsatz, 

Parietalzellen (TNF-R1), Jurkat-Zellen (TNF-R1, TRAF2) und NIH/3T3-Zellen 

(TRAF2) dienten als Positivkontrolle. Abbildung 11A zeigt einen exemplarischen 

Western Blot zum Nachweis von TNF-R1: 

 

 
Abb. 11: Nachweis der Expression von TNF-R1 (11A), TRAF2 (11B) 

und DR4 (11C) im Western Blot. PC: Protein aus Parietalzellen, ECL: 

Protein aus ECL-Zellen, Jurkat: Protein aus Jurkat-Zellen, NIH/3T3: 

Protein aus NIH/3T3-Zellen, Hela: Protein aus Hela-Zellen, Ø: Nega-

tivkontrolle. Die angegebenen Werte entsprechen dem Molekularge-

wicht des nachgewiesenen Proteins. 
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Starke Signale ließen sich für die Positivkontrollen nachweisen (PC, schwächerer 

Nachweis bei Jurkat-Zellen), eine Bande identischer Größe war auch in der Probe 

aus ECL-Zell-Proteinextrakt nachzuweisen. Parietalzell-Extrakt, das ohne Primäranti-

körper inkubiert worden war (Negativ-Kontrolle), zeigte kein Signal. 

Abbildung 11B zeigt einen Western Blot mit spezifischen Antikörpern gegen 

TRAF2. Die Anwesenheit dieses Proteins konnte bei ECL-Zellen, Jurkat-Zellen und 

NIH/3T3-Zellen (Positivkontrollen) als einzelne Bande (ca. 50 kDa) nachgewiesen 

werden. Keine Bande zeigte sich bei der Negativkontrolle. 

Mit Primärantikörper gegen den Rezeptor DR4 aus der TNF-Familie (Ligand: 

TRAIL) wurden ebenfalls Western Blots durchgeführt (Abb. 11C), ohne dass jedoch 

DR4-Protein in den ECL-Zell-Extrakten nachgewiesen werden konnte. Alle Western 

Blots wurden mindestens zweimal repliziert und ergaben identische Resultate. 

 

3. Apoptose-Rate von ECL-Zellen in der Gegenwart von TNF-α  

Das Auftreten von programmiertem Zelltod bei ECL-Zellen wurde unter Ruhebedin-

gungen und nach Stimulation mit verschiedenen Dosierungen von TNF-α untersucht. 

Als quantitative Bestimmungsmethode diente dabei neben der TUNEL-Reaktion 

(Abb. 12), bei der durch den Experimentator der Anteil apoptotischer Zellen ausge-

zählt werden musste, ein ELISA zur Bestimmung der DNA-Fragmentation (Abb. 13). 

Seine Auswertung erfolgte automatisiert mittels Microplate Reader und diente zur 

Kontrolle der TUNEL-Befunde mittels eines objektiv auswertbaren und auf einer 

zweiten Nachweismethode beruhenden Verfahrens. Mittels ELISA ließen sich dabei 

zusätzlich auch apoptotische Zellen nachweisen, die sich von den OT gelöst hatten 

und im KM schwammen. Alle Experimente wurden mindestens dreifach repliziert. 

Anfangs wurden die ECL-Zellen für 24 h unterschiedlichen Konzentrationen von 

TNF-α ausgesetzt (Abb. 12). Nach einem Tag ließ sich in der Probe ohne Stimulans 

eine basale Apoptose-Rate von 4-6 % nachweisen. 50 ng/mL TNF-α erhöhten den 

Prozentsatz apoptotischer Zellen auf 22-24 %. Bei allen untersuchten Konzentratio-

nen von TNF-α waren die Unterschiede im Vergleiche zur basalen Apoptose-Rate 

signifikant (n = 4, p < 0,005). 
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Abb. 12: Apoptose-Rate von ECL-Zellen nach Inkubation mit TNF-α 

in verschiedenen Dosierungen (TUNEL-Reaktion). *: signifikant, 

p < 0,005, n.s.: nicht signifikant 

 
Abb. 13: Apoptose-Rate von ECL-Zellen nach Inkubation mit TNF-α 

in verschiedenen Dosierungen (Cell death detection ELISA). *: signifi-

kant, p < 0,05, n.s.: nicht signifikant 
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Der gleiche Effekt ließ sich mit der objektiv auswertbaren ELISA-Technik beo-

bachten: TNF-α erhöhte in Konzentrationen von 1, 10, 25 und 50 ng/mL signifikant 

die Apoptose-Rate der ECL-Zellen (Abb. 13). Dabei wurde die stärkste Apoptose-

Induktion bei den Konzentrationen 25 ng/mL (mittlerer Anstieg auf 400 % der basalen 

Rate) und 50 ng/mL (mittlerer Anstieg auf 390 %) beobachtet. Alle weiteren Experi-

mente wurden daher mit einer Konzentration von 25 ng/mL TNF-α durchgeführt. 

Mittels der TUNEL-Reaktion wurde weiterhin die Auswirkung unterschiedlich 

langer Zeiten der Inkubation mit TNF-α untersucht (Abb. 14). Die basale Apoptose-

Rate stieg dabei bei einer Inkubationszeit von 48 h und 72 h nicht signifikant gegen-

über 24 h an. In allen untersuchten Zeitintervallen zeigte sich eine dosisabhängige 

apoptose-induzierende Wirkung von TNF-α. Beim Vergleich der drei Zeiträume lie-

ßen sich jedoch gegenüber der Apoptose bei 24 h keine signifikanten Unterschiede 

nachweisen. Daher wurde für die Folgeexperimente eine Inkubationszeit von 24 h 

gewählt. 

 
Abb. 14: Apoptose-Rate von ECL-Zellen nach unterschiedlichen In-

tervallen der Stimulation mit TNF-α (TUNEL-Reaktion). 

 

4. Die Wirkung von Interferon-γ auf ECL-Zellen 

Abbildungen 15 und 16 zeigen die Auswirkungen der Stimulation mit IFN-γ auf die 

Induktion von programmiertem Zelltod bei ECL-Zellen (TUNEL bzw. ELISA). 24 h 

nach der Zellpräparation wurden dem ausgetauschten KM H2O, 10 bzw. 100 ng/mL 

IFN-γ hinzugefügt. Die beobachtete basale Apoptose-Rate bewegte sich wiederum 
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auf dem Niveau von 5-6 %. IFN-γ führte in keiner der verwendeten Konzentrationen 

zu einem signifikanten Anstieg dieses Prozentsatzes (Abb. 15, 16). 

 
Abb. 15: Apoptose-Rate von ECL-Zellen nach Stimulation mit TNF-α, 

IFN-γ bzw. kombinierter Stimulation mit TNF-α und IFN-γ (TUNEL-

Reaktion). *: signifikant, p < 0,05, n.s.: nicht signifikant vs. TNF-α 

 

ECL-Zellen wurden zusätzlich für 24 h mit einer Kombination aus TNF-α (25 ng/mL) 

und IFN-γ (10 und 100 ng/mL) inkubiert. TNF-α alleine führte zu einer Apoptose-Rate 

von ca. 16-18 %, IFN-γ alleine zeigte wiederum keinen signifikanten Effekt auf die 

basale Rate des programmierten Zelltodes. Des weiteren konnte durch die zusätzli-

che Stimulation mit IFN-γ keine Potenzierung der TNF-α-Wirkung gezeigt werden. 

Weder 10 ng/mL noch 100 ng/mL IFN-γ änderten den Prozentsatz der durch TNF-α 

induzierten Apoptose signifikant (Abb. 15, 16). 

Alle Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt und ergaben beim 

Einsatz beider Apoptose-Bestimmungsverfahren identische Resultate. Insgesamt 

wurden 20 Experimente durchgeführt. 
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Abb. 16: Apoptose-Rate von ECL-Zellen nach Stimulation mit TNF-α, 

IFN-γ bzw. kombinierter Stimulation mit TNF-α und IFN-γ (Cell death 

detection ELISA). *: signifikant, p < 0,05, n.s.: nicht signifikant vs. 

TNF-α 

 

5. Abbau von IκBα nach Stimulation mit TNF-α 

Es ist bekannt, dass die Stimulation mit TNF-α innerhalb weniger Minuten zur 

Phosphorylierung und in der Folge zum Abbau von zytoplasmatischem IκBα durch 

Ubiquitinierung und das Proteasom-System führt [48;182]. 

Um die Auslösung dieses Prozesses in unserem System zu verfolgen, wurden 

ECL-Zellen mit TNF-α inkubiert und mit den gewonnenen Proteinextrakten Western 

Blots durchgeführt. 

Durch den Einsatz eines spezifisch gegen unphosphoryliertes IκBα gerichteten 

Primärantikörpers gelang dabei der semiquantitative Nachweis der Menge von vor-

handenem unphosphoryliertem IκBα. Die Intensität der im Western Blot detektierba-

ren Banden bei 40 kDa wurde densitometrisch vermessen und über drei Messwie-

derholungen gemittelt. 
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Abb. 17: Nachweis der Phosphorylierung von IκBα nach Inkubation 

der ECL-Zellen mit TNF-α im Western Blot (WB). Der angegebene 

Wert entspricht dem Molekulargewicht des nachgewiesenen Proteins. 

Die optische Dichte der Einzelbanden wurde mit Hilfe der Software 

ONE-Dscan vermessen (Darstellung im Boxplot), so dass die Ergeb-

nisse von drei repräsentativen Experimenten semiquantitativ analy-

siert werden konnten. Hela: Proteinextrakt aus Hela-Zellen. **: signifi-

kant, p < 0,01 

 

Abbildung 17 zeigt im unteren Teil das Ergebnis eines repräsentativen Experiments, 

bei dem durch den Primärantikörper eine Bande bei 40 kDa nachgewiesen werden 

konnte. Im oberen Teil ist die mittlere Bandenintensität aus drei Experimenten als 

Balkendiagramm dargestellt, wobei die Bandenintensität der Probe ohne Stimulans 

(Basalwert) als Wert von 100 % interpretiert wurde, auf den sich alle weiteren Anga-

ben beziehen. TNF-α führte zu einer signifikanten Reduktion der Bandenintensität 

(p < 0,01, ANOVA). Bahn 1 enthielt Protein unstimulierter Hela-Zellen, die als Posi-

tivkontrolle für den Nachweis von unphosphoryliertem IκBα dienten. Auf Bahn 6 wur-

de Protein von TNF-α-stimulierten Hela-Zellen aufgetragen, die aufgrund der Aktivie-

rung des TNF-α-NFκB-Pathways eine höhere Konzentration von phosphoryliertem 

IκBα und seiner Abbauprodukte und infolge dessen eine geringere Konzentration des 
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unphosphorylierten IκBα enthielten (Positivkontrolle zum Nachweis der IκBα-

Phosphorylierung und -degradation). Die ECL-Zellen wurden für 0, 5 und 10 Minuten 

mit TNF-α (25 ng/mL) inkubiert und die verarbeiteten Proteinextrakte in die Taschen 

2, 3 und 4 geladen. Vergleichbar mit der Situation bei unstimulierten Hela-Zellen 

zeigten die ECL-Zellen zu t = 0 min eine starke Bande für unphosphoryliertes IκBα. 

Nach 5 min Inkubation mit TNF-α war ein Rückgang des Signals zu beobachten, 

nach 10 min Stimulation war die Menge an unphosphoryliertem IκBα unter die Nach-

weisgrenze gesunken, es konnte kein Signal mehr detektiert werden. TNF-α führte 

also binnen 10 min zur raschen Phosphorylierung, Ubiquitinierung und Degradation 

von IκBα in den ECL-Zellen. 

 

6. Die Aktivität von NFκB steigt nach Inkubation mit TNF-α 

Abbildung 18 zeigt einen mit Protein-Extrakten der ECL-Zellen durchgeführten EMSA 

für NFκB. Die Zell-Lysate wurden wie beschrieben mit radioaktiv markierten ODN 

inkubiert, die nach der NFκB-Konsensussequenz synthetisiert worden waren. Eine 

Probe ohne Protein (Bahn 1) diente als Negativkontrolle. Alle Versuche wurden min-

destens dreimal repliziert. Zum Nachweis der Spezifität der NFκB-Bindung diente ein 

Kompetitions-Versuch mit kalten (nicht radioaktiv markierten) ODN, die nach der 

CREB-Konsensussequenz (Bahn 3) bzw. der NFκB-Konsensussequenz (Bahn 4) 

hergestellt worden wahren. Zugabe der CREB-ODN führte zu einem Signal gleicher 

Intensität wie die Verarbeitung einer Probe unstimulierter ECL-Zellen ohne kalte 

ODN (unspezifische Kompetition, Bahn 2). Die Zugabe nicht radioaktiv markierter 

NFκB-ODN führte zu einer starken Verminderung der Signalintensität (spezifische 

Kompetition), so dass die Spezifität der NFκB-Sequenz-Interaktion für die Bandenin-

tensität nachgewiesen werden konnte. Die Signalintensität mit TNF-α stimulierter 

ECL-Zellen (t = 1 h, 25 ng/mL, Bahn 5) war gegenüber dem Basalwert (Bahn 2) er-

heblich gesteigert. Bei ECL-Zellen ist also infolge der TNF-α-Stimulation eine erhöhte 

Bindung von NFκB an ODN mit der entsprechenden Konsensussequenz zu beo-

bachten. 
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Abb. 18: EMSA mit Proteinextrakten unstimulierter und mit TNF-α in-

kubierter ECL-Zellen. CREB/NFκB: Nicht radioaktiv markierte DNA mit 

CREB- bzw. NFκB-Konsensussequenz. 

 
Abb. 19: EMSA-Supershift-Versuch mit Antikörpern (Ak) gegen die 

NFκB-Untereinheiten p50, p52 und p65. 
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Um zu untersuchen, welche NFκB-Untereinheiten bei ECL-Zellen von Bedeutung 

sind, wurde ein EMSA-Supershift-Versuch durchgeführt (Abb. 19). Proben von un-

stimulierten (Bahnen 6, 8 und 10) und stimulierten (Bahnen 7, 9 und 11) ECL-Zellen 

wurden aufgetragen. Den Proben wurden spezifische Antikörper gegen die NFκB-

Untereinheiten p50 (Bahnen 6 und 7), p52 (Bahnen 8 und 9) und p65 (Bahnen 10 

und 11) zugegeben. Eine Verschiebung der Bandenposition durch die langsame 

Wanderung des Komplexes aus Antikörper, NFκB und ODN verglichen mit an ODN 

gebundenem NFκB alleine konnte nur in den Bahnen 6/7 und 10/11 beobachtet wer-

den. Es kann also geschlossen werden, dass sowohl das in Ruhe vorhandene wie 

auch das durch TNF-α zusätzlich aktivierte NFκB in ECL-Zellen die Untereinheiten 

p50 und p65 enthält. Die obere der erkennbaren NFκB-spezifischen Banden ist dabei 

p65-Homodimeren zuzuordnen (vollständiges Verschwinden bei Inkubation mit p65-

Antikörpern), die folgenden p50/p65-Heterodimeren und p50-Homodimeren. 

Proteasom-Inhibitoren hemmen unter anderem den Abbau des phosphorylier-

ten IκBα und damit die Aktivierung von NFκB. In Abbildung 20 ist der Einfluss des 

Proteasom-Inhibitors PSI (6 mM) auf die Aktivierung von NFκB dargestellt. Bahn 1 

enthielt die Negativkontrolle, Bahn 2 Extrakte unstimulierter ECL-Zellen und Bahn 7 

diejenigen stimulierter ECL-Zellen. Bahnen 3 und 4 wurden für einen Kompetitions-

Assay analog zu Abb. 18 verwendet. Auf Bahnen 5 bis 8 wurden Zellextrakte aufge-

tragen, die in aufsteigender Reihenfolge aus Stimulationsversuchen mit Methanol, 

PSI, TNF-α und PSI zusammen mit TNF-α stammten. Methanol und PSI alleine zeig-

ten keine erkennbare Aktivierung von NFκB, während PSI in der Lage war, den be-

kannten TNF-α-Effekt signifikant zu reduzieren und damit Hinweis auf eine geringere 

NFκB-Aktivierung zu geben. Dabei führte die unter PSI und TNF-α beobachtete 

NFκB-Aktivierung zum einem schwächeren Signal als TNF-α. 

Insgesamt wurde das Experiment dreimal unabhängig repliziert und die Ergeb-

nisse durch Analyse der optischen Bandendichte verglichen (Abb. 21). In der quanti-

tativen Auswertung war eine leichte Verminderung der NFκB-Aktivität durch Zugabe 

von Methanol und PSI zu bemerken, die jedoch nicht signifikant war (one-way 

ANOVA). 
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Abb. 20: EMSA mit Proteinextrakten aus ECL-Zellen nach Inkubation 

mit TNF-α und nach Präinkubation mit dem Proteasom-Inhibitor PSI. 

 
Abb. 21: Bestimmung der optischen Bandendichte zur quantitativen 

Auswertung der EMSA-Experimente (vgl. Abb. 20). n.s.: nicht signifi-

kant vs. basal, *1: signifikant vs. basal, p < 0,05, *2: signifikant vs. 

TNF-α, p < 0,05 
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7. Proteasom-Inhibitoren und durch TNF-α vermittelte Apoptose 

Um zu untersuchen, inwiefern die beobachtete NFκB-Aktivierung von funktionaler 

Bedeutung für die Apoptose der ECL-Zellen nach Stimulation mit TNF-α ist, wurde 

ein TUNEL-Experiment durchgeführt, bei dem die Zellen mit zwei unterschiedlichen 

Proteasom-Inhibitoren inkubiert wurden. Bei dem Proteasom-Inhibitor I (PSI) handelt 

es sich um einen zellpermeablen Inhibitor eines multikatalytischen Proteinase-

Komplexes, der nach Gabe von TNF-α oder IL-1β durch Inhibition der IκBα-

Degradation die Aktivierung von NFκB und so die Induktion des Enzyms iNOS ver-

hindert [68]. Es ist bekannt, dass MG132 auf ähnliche Weise die Degradation durch 

Proteasome inhibiert [85]. 

Die Wirkung der beiden genannten Hemmstoffe auf die TNF-α-induzierte Apop-

tose ist in Abbildungen 22 (TUNEL) und 23 (ELISA) gezeigt. 

 
Abb. 22: Apoptose-Rate von ECL-Zellen nach Stimulation mit TNF-α 

bzw. vorheriger Inkubation mit PSI (6 mM) oder MG132 (5 mM, 

TUNEL-Reaktion). *1: signifikant vs. basal, p < 0,05, *2: signifikant vs. 

TNF-α, p < 0,05 
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Abb. 23: Apoptose-Rate von ECL-Zellen nach Stimulation mit TNF-α 

bzw. vorheriger Inkubation mit MG132 (5 mM, Cell death detection 

ELISA). *1: signifikant vs. basal, p < 0,01, *2: signifikant vs. TNF-α, 

p < 0,05 

 

1 % Methanol diente als Lösungsmittel für beide Inhibitoren, hatte aber keinen Effekt 

auf die Apoptose-Rate. Die ECL-Zellen wurden mit H2O, TNF-α alleine, PSI, MG132, 

oder TNF-α in Kombination mit einem der Inhibitoren inkubiert. Die basale Apoptose-

Rate lag bei 7 %, und TNF-α verursachte einen Anstieg auf 16-18 %. PSI und 

MG132 alleine hatten keinen signifikanten Effekt auf die Apoptose. Beide Inhibitoren 

waren jedoch in der Lage, den Prozentsatz apoptotischer Zellen bei TNF-α-

Stimulation auf 5-8 % zu senken (TUNEL, Abb. 22) und somit die Wirkung von TNF-α 

auf den programmierten Zelltod komplett zu inhibieren (n = 3, p < 0,01). 

Ähnliche Ergebnisse wurden durch die objektive quantitative Bestimmung mit-

tels ELISA geliefert: TNF-α konnte Apoptose bei den ECL-Zellen induzieren, und 

MG132 inhibierte diese Wirkung vollständig (Abb. 23). 
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8. Hemmung der Apoptose durch NFκB AS-ODN und L-NMMA 

Um die pro-apoptotische Wirkung von NFκB bei ECL-Zellen weiter zu charakterisie-

ren und Anhaltspunkte für die nachgeschalteten Schritte in der Signaltransduktion zu 

erhalten, wurden die Auswirkungen von p65 AS-/MS-ODN und L-NMMA auf das A-

poptose-Verhalten von ECL-Zellen in Gegenwart von TNF-α untersucht. Die AS-ODN 

waren spezifisch gegen die im EMSA-Supershift in starkem Maß nachweisbare p65-

Untereinheit von NFκB gerichtet. 

 
Abb. 24: Apoptose-Rate von ECL-Zellen nach Stimulation mit TNF-α 

bzw. nach vorheriger Inkubation mit gegen NFκB gerichteten AS-ODN 

[149;156] (TUNEL-Reaktion). n.s.: nicht signifikant vs. TNF-α, *1: sig-

nifikant vs. basal, p < 0,05, *2: signifikant vs. TNF-α, p < 0,005 

 

Unbehandelte ECL-Zellen und mit AS-/MS-ODN transfizierte Zellen wurden wie be-

schrieben für 24 h mit H2O bzw. TNF-α (25 ng/mL) stimuliert und die Apoptose mit-

tels TUNEL quantifiziert (Abb. 23). AS- und MS-ODN hatten alleine keinen signifikan-

ten Effekt auf die Apoptose der ECL-Zellen. Durch Transfektion mit AS-, nicht aber 

mit MS-ODN, konnte die pro-apoptotische Wirkung von TNF-α komplett aufgehoben 

werden (n = 3, p < 0,005). Das Ausbleiben dieses Effektes bei Präinkubation mit MS-

ODN zeigte dabei, dass das Abnehmen der Apoptose-Rate als direkter Effekt der 

NFκB-Blockade zu interpretieren war. 
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Abb. 25: Apoptose-Rate von ECL-Zellen nach Stimulation mit TNF-α 

bzw. nach gemeinsamer Inkubation mit TNF-α und L-NMMA (TUNEL-

Reaktion). *1: signifikant vs. basal, p < 0,05, *2: signifikant vs. TNF-α, 

p < 0,001 

 

Um herauszufinden, ob der NFκB-Effekt über die Erzeugung von NO vermittelt sein 

könnte, wurde der obige Versuch mit einem spezifischen Hemmstoff der NO-

Synthase wiederholt. Von der Substanz L-NMMA ist bekannt, dass sie die Produktion 

von NO durch alle NOS-Isoformen verhindert. ECL-Zellen wurden mit TNF-α und L-

NMMA (10-4 M, 24 h) inkubiert. Während die basale und die durch TNF-α induzierte 

Apoptose den Vorexperimenten entsprachen (Abb. 25), konnte bei gemeinsamer In-

kubation mit TNF-α und L-NMMA wiederum eine komplette Inhibition der pro-

apoptotischen Wirkung beobachtet werden (n = 3, p < 0,001). Wie aus früheren Stu-

dien bekannt, zeigte L-NMMA alleine keine Wirkung auf den Prozentsatz apoptoti-

scher Zellen [111]. 

Um die Bedeutung des Enzyms iNOS hinsichtlich dieser Befunde zu klären, 

wurde seine Induktion durch TNF-α auf der Transkriptions-Ebene untersucht (Abb. 

26). RNA aus unstimulierten Zellen sowie aus Zellen, die für 3 h und 6 h TNF-α in 

einer Konzentration von 25 ng/mL ausgesetzt waren, wurde amplifiziert. Alle Experi-
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mente wurden dreimal repliziert und die Identität des Genproduktes durch Sequen-

zierung überprüft. 

 

 
Abb. 26: Nachweis der Induktion der iNOS-Transkription durch Stimu-

lation mit TNF-α mittels semiquantitativer RT-PCR. Std.: Gewichts-

standard; Fragmente von 100 bp (unterste Bande) bis 1000 bp (obers-

te Bande) in Schritten von 100 bp, Ø: Negativkontrolle, Stundenanga-

ben entsprechen der Einwirkungsdauer von TNF-α. 

 

RT-PCR des Housekeeping-Gens GAPDH ergab nach 27 Amplifikationszyklen für 

alle Proben Banden identischer Intensität, so dass sichergestellt war, dass gleiche 

Mengen RNA für die cDNA-Synthese eingesetzt worden waren. Bei der RT-PCR mit 

iNOS-spezifischen Primern konnte unter Ruhebedingungen kein Signal nachgewie-

sen werden. Nach 3 h TNF-α-Stimulation zeigte sich eine iNOS-Bande mit einer 

Größe von 555 bp. Aus der RNA der 6 h inkubierten ECL-Zellen konnte dagegen 

kein iNOS-Signal mehr nachgewiesen werden. TNF-α führte daher nach 3 h zu einer 

raschen Induktion der iNOS-Transkription. 

 

9. Hemmung der TNF-α-induzierten Apoptose durch bFGF 

Hinsichtlich der Interpretierbarkeit der beobachteten Wirkung von TNF-α auf die Ap-

optose der ECL-Zellen auf dem Hintergrund pathophysiologischer Verhältnisse in 

vivo war die Untersuchung des Zusammenspiels mit weiteren Zytokinen von Bedeu-

tung. Vom Wachstumsfaktor bFGF ist bekannt, dass er auf ECL-Zellen proliferations-

fördernd wirkt und IL-1β-induzierter Apoptose durch Hemmung der iNOS-Induktion 

entgegenwirken kann [111;112]. 
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ECL-Zellen wurden daher für 24 h mit TNF-α und mit TNF-α in Kombination mit 

bFGF inkubiert (Abb. 27): 

 

 
Abb. 27: Apoptose-Rate von ECL-Zellen nach Stimulation mit TNF-α 

bzw. nach gleichzeitiger Inkubation mit TNF-α und bFGF (TUNEL). *1: 

signifikant vs. basal, p < 0,05, *2: signifikant vs. TNF-α, p < 0,05 

 

Dabei entsprachen die Apoptose-Rate unter Ruhebedingungen und unter TNF-α-

Stimulation den beobachteten Werten. Der Wachstumsfaktor bFGF war in der phy-

siologischen Konzentration 2 ng/mL in der Lage, die durch TNF-α verursachte Apop-

tose signifikant auf das basale Niveau zu reduzieren. 
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Abb. 28: NFκB-Heterodimer-DNA-Komplex 

Biomolecules Gallery, 1VKX 

 

Diskussion 

Chronische Infektion mit H. pylori ist mit einer verminderten gastralen Säuresekretion 

verbunden, die durch pro-inflammatorische Zytokine verursacht sein könnte, die im 

Rahmen der Infektion sezerniert werden. Frühere Studien konnten keinen direkten 

Effekt von TNF-α auf Parietalzellen zeigen [178], neuere am Modell des perfundier-

ten Rattenmagens und der isolierten Parietalzellen in vitro gewonnene Ergebnisse 

sprechen jedoch für eine direkte Inhibition der Säuresekretion [131] und einen pro-

apoptotischen Effekt auf die Parietalzellen [125]. Zusätzlich ist eine indirekte Wirkung 

auf die Säuresekretion der Parietalzellen durch TNF-α wahrscheinlich, indem die His-

tamin-Sekretion der ECL-Zellen vermindert wird und so die Histamin-Ausschüttung 

im Magen sinkt, was zu erniedrigter Säuresekretion und Mukosa-Atrophie führt. Die-

ser Wirkmechanismus wird durch die Erkenntnis gestützt, dass TNF-α die Funktion 

von anderen neuroendokrinen Zellen inhibiert und ihren programmierten Zelltod in-

duziert, wie es etwa für Schilddrüsenzellen [136] oder die β-Zellen des Pankreas 

[185] nachgewiesen wurde. 

 

1. Wirkung von TNF-α auf ECL-Zellen 

Die vorgestellten Daten zeigen klar, dass ECL-Zellen TNF-R1 exprimieren, wohinge-

gen TNF-R2 nicht nachgewiesen werden konnte. Weiterhin konnte die Gegenwart 

von CD95 (Fas-Rezeptor, RT-PCR und ICC) und DR4 (Western Blot) auf ECL-Zellen 

ausgeschlossen werden. Die Abwesenheit anderer pro-apoptotischer Signaltransduk-

tionswege bei ECL-Zellen unterstreicht die Bedeutung von TNF-α und TNF-R1 bei 

der chronischen Entzündung durch H. pylori-Infektion. Der Nachweis der Expression 

von TNF-R1 alleine erlaubt jedoch keinen Schluss auf die Existenz einer anti- oder 
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pro-apoptotischen Wirkung von TNF-α [173]. Bei TNF-R1 handelt es sich um einen 

transmembranären Rezeptor ohne eigene Kinase-Domäne. Er übt seine Wirkung auf 

die Zielzelle mittels der sogenannten „death domain“ (Todes-Domäne, DD) aus. Zy-

toplasmatische Adapter-Proteine, die ebenfalls eine DD tragen, binden an den akti-

vierten Rezeptor und induzieren unterschiedliche Signaltransduktionskaskaden 

[47;179;183]. Eines der Adapter-Proteine, das am Anfang eines pro-apoptotischen 

Signalweges steht, ist TRAF2. Dieses Protein ist bei der durch TNF-α angestoßenen 

Aktivierung von NFκB von besonderer Bedeutung [82;86;100]. Mittels Western Blot-

ting konnte in der vorliegenden Arbeit TRAF2-Protein in ECL-Zellen und somit die 

Möglichkeit nachgewiesen werden, dass eine Vermittlung der TNF-α-Wirkungen über 

den TRAF2-assoziierten Signalweg zu einer NFκB-Aktivierung führen kann. 

Die Inkubation isolierter ECL-Zellen mit TNF-α führte binnen 24 h zu einem sig-

nifikanten Anstieg der Apoptose. Wegen des Fehlens von TNF-R2 konnte bei den 

Versuchen humanes rekombinantes TNF-α verwendet werden, von dem bekannt ist, 

dass es bei Ratten nur an TNF-R1 bindet [49]. Der pro-apoptotische Effekt von TNF-

α war konzentrationsabhängig, wobei bei einer Dosis von 25 ng/mL TNF-α eine zwei- 

bis dreifache Erhöhung der Apoptose-Rate beobachtet wurde. Dabei ergaben die 

etablierte Bestimmung mittels TUNEL und die objektiv auswertbare ELISA-Methode 

identische Resultate. Da letztere Methode auch abgeschwommene apoptotische Zel-

len im KM-Überstand mit erfasst, konnte eine falsch-niedrige Bestimmung des Pro-

zentsatzes apoptotischer Zellen aufgrund dieses Faktors ausgeschlossen werden. 

Zeitrahmen und Konzentration, die eine optimale TNF-α-Wirkung zur Folge hatten, 

sind dabei in Übereinstimmung mit früheren Arbeiten, die TNF-α-induzierte Apoptose 

bei Tumorzellen des Pankreas [162] und Magenepithelzellen [167;176] untersucht 

hatten. Der überprüfte Dosisbereich von TNF-α entspricht Werten, wie sie unter den 

pathophysiologischen Bedingungen einer chronischen Gastritis beobachtet werden 

[57;78;130]. 

Auch wenn nur eine Subgruppe von ECL-Zellen (25 %) nach Stimulation mit 

TNF-α den programmierten Zelltod einleitete, kann dieser Effekt den physiologischen 

Bedingungen im Magen entsprechen. Zunächst beziehen sich alle vorgestellten Er-

gebnisse auf in vitro gewonnene Daten, so dass eine stärkere Ausprägung der Be-

funde in vivo im Zuge einer lebenslangen Infektion mit Helicobacter pylori vorstellbar 

ist. Eine weitere mögliche Erklärung dafür, dass nur ein Teil der Zellen apoptotisch 
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wird, könnte eine unterschiedliche Suszeptibilität während des Lebenszyklus der 

ECL-Zelle darstellen, der ca. 60 Tage dauert [180]. 

Die Induktion von Apoptose durch TNF-α war weiterhin signifikant stärker als 

die in früheren Studien mit IL-1β (100 pg/mL, 24 h) beobachtete [111]. Die große 

physiologische Bedeutung des letzteren Zytokins konnte bereits gezeigt werden, da 

es imstande ist, die Histamin-Ausschüttung der ECL-Zellen komplett zu inhibieren 

[140]. Weiterhin weisen Patienten mit Polymorphismen im IL-1β-Promotor ein erhöh-

tes Risiko auf, am Adenocarcinom des Magens zu erkranken [54]. Da TNF-α und IL-

1β im Zuge der chronischen Gastritis freigesetzt werden, ist eine wichtige Rolle bei-

der Zytokine bei der Entstehung der hypoaziden Verhältnisse wahrscheinlich. 

Zusätzlich wurden die Auswirkungen von IFN-γ auf die ECL-Zell-Funktion un-

tersucht. In früheren Studien konnte eine Potenzierungswirkung von IFN-γ hinsicht-

lich TNF-α-induzierter Apoptose beobachtet werden [79;135;162]. ECL-Zellen wur-

den daher in der vorliegenden Arbeit mit IFN-γ in unterschiedlichen physiologischen 

Konzentrationen oder eine Kombination von TNF-α und IFN-γ inkubiert. Obwohl bei-

de Untereinheiten des IFN-γ-R auf der ECL-Zelle nachgewiesen werden konnten, 

induzierte der Ligand weder alleine Apoptose noch war eine Potenzierung der TNF-

α-Wirkung festzustellen. Möglicherweise sind diese Beobachtungen dadurch zu er-

klären, dass der auf Transkriptions- und Proteinebene nachgewiesene IFN-γ-R der 

ECL-Zelle nicht funktional ist. Als alternative Erklärung könnte eine fehlende Interak-

tion zwischen dem in der ECL-Zelle von IFN-γ und dem von TNF-α genutzten 

Signaltransduktionsweg dienen. Dieser wurde daher im weiteren Verlauf der Arbeit 

genauer untersucht. 

 

2. Signaltransduktion des pro-apoptotischen Effektes von TNF-α durch NFκB 

Für TNF-α sind aus der Literatur mehrere voneinander getrennte Signaltransdukti-

onswege bekannt, unter anderem die Aktivierung von Effektor-Caspasen, die Pro-

duktion von Ceramid oder die Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen den anti- 

und pro-apoptotischen Proteinen bcl-2 und bax [37;93;108]. Weiterhin kann TNF-α 

eine Aktivierung von NFκB bewirken. Dieser Transkriptionsfaktor ist sowohl in die 

Regulation der Sequenzen von Genprodukten involviert, die bei entzündlichen Vor-

gängen vermehrt gebildet werden, als auch in die Regulation von Überlebensgenen. 

In den vorgestellten Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Stimulation der 

ECL-Zellen mittels TNF-α zur Aktivierung von NFκB führt. 
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Nach der Bindung von TRAF2 an TNF-R1 wird auf dem in der Aktivierung von 

NFκB resultierenden Signalweg eine Kinasen-Kaskade angestoßen, die in der 

Phosphorylierung von IκB, seiner raschen Ubiquitinierung und Degradation endet. 

Beide am Anfang dieses Pathways stehenden Proteine konnten bei den ECL-Zellen 

nachgewiesen werden. In semiquantitativen Western Blots konnte weiter die rasche 

Abnahme der Menge von unphosphoryliertem IκBα bereits 10 min nach Zugabe von 

TNF-α demonstriert werden, was auf den Abbau von IκBα und die nachfolgende Ak-

tivierung von NFκB hindeutet. Dieses Ergebnis stimmt mit früheren Studien überein, 

die eine schnelle Phosphorylierung von IκB an Ser32 und Ser36 und die auf den Ab-

bau von IκBα folgende Translokation von NFκB in den Nucleus zeigen konnten 

[25;182]. Die Freisetzung von NFκB aus dem inaktivierenden IκB/NFκB-Komplex 

konnte weiterhin mittels EMSA-Experimenten direkt gezeigt werden. Wegen der ge-

ringen aus dem Probenvolumen zu gewinnenden Proteinmengen wurden dabei wie 

in mehreren Vorarbeiten die Proteinextrakte ganzer Zellen verwendet [21;77]. Bei 

unstimulierten ECL-Zellen war eine Grundaktivität von NFκB zu beobachten, die als 

konstitutionelle Aktivierung oder als Reaktion auf den durch die Zellpräparation ver-

ursachten Stress gewertet werden kann. Für letztere Sichtweise spricht, dass bei 

unstimulierten Zellen in Übereinstimmung mit der NFκB-Aktivität eine basale Apopto-

se-Rate beobachtet werden konnte. Innerhalb der ersten Stunde nach der Stimulati-

on mit TNF-α stieg die Aktivität von NFκB signifikant an. Die NFκB-Dimere bestanden 

dabei sowohl im Ruhezustand wie im TNF-α-aktivierten Zustand aus den Unterein-

heiten p50 und p65, nicht aber aus der Untereinheit p52. Aufgrund fehlender Antikör-

per für die weiteren bekannten Untereinheiten konnte zwar nicht ausgeschlossen 

werden, dass auch diese zu einem Teil an NFκB-Komplexen in ECL-Zellen beteiligt 

sind. Diese Möglichkeit erscheint aber wegen der hohen Signalintensität in den p50- 

und p65-Supershift-Versuchen von untergeordneter Bedeutung zu sein. 

In Folgeexperimenten wurden die Auswirkungen von Proteasom-Inhibitoren un-

tersucht, die geeignet sind, die Aktivierung von NFκB im Verlauf der ECL-Zell-

Apoptose zu hemmen. Bei den Stoffen MG132 und PSI handelt es sich um spezifi-

sche Inhibitoren der Chymotrypsin-verwandten Aktivität des 20S- und 26S-

Proteasoms, die als etablierte Prüfsubstanzen für die funktionale Bedeutung von 

NFκB eingesetzt werden [58;85]. Beide verhindern den Abbau des phosphorylierten 

und ubiquitinierten IκBα und so die Freisetzung von NFκB und seine Translokation in 

den Nucleus. Dabei sind sie allerdings nicht spezifisch für IκB, sondern verhindern 
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den Abbau aller durch das Ubiquitin-Proteasom-System degradierten Proteine. Im 

Stimulationsversuch konnte mit Hilfe von MG132 und PSI die pro-apoptotische Wir-

kung von TNF-α vollständig aufgehoben werden (TUNEL, ELISA). PSI verminderte 

weiterhin die NFκB-Bindung an seine Zielsequenz, wie im EMSA gezeigt werden 

konnte. In Transfektions-Experimenten, bei denen durch Zugabe von spezifischen 

AS-ODN die Translation und Expression der p65-Untereinheit des NFκB-Komplexes 

verhindert wurde, konnte die TNF-α-Wirkung auf die Apoptose der ECL-Zellen voll-

ständig aufgehoben werden (TUNEL). Die p65-Untereinheit, die in einem hohen Pro-

zentsatz der NFκB-Dimere – p50/p65-Heterodimere gelten als klassische Form von 

NFκB – vorhanden ist [7], scheint somit auch bei ECL-Zellen von besonderer funktio-

naler Bedeutung zu sein. Insgesamt deuten alle genannten Daten auf eine pro-

apoptotische Rolle von NFκB bei der TNF-α-induzierten Apoptose der ECL-Zellen 

hin. 

 

3. TNF-α induziert wie IL-1β Apoptose durch Erzeugung von NO 

Befunde aus Vorarbeiten zeigen, dass NFκB abhängig vom Zelltyp und den Ver-

suchsbedingungen unterschiedliche Wirkungen ausübt. In Bezug auf die Apoptose 

kann es beispielsweise den programmierten Zelltod fördern oder aber Zellen vor der 

Apoptose retten [89]. Sogar bei einem einzigen Zelltyp kann NFκB je nach eingesetz-

ten Versuchsbedingungen unterschiedliche Funktionen ausüben [102]. Von NFκB ist 

bekannt, dass es in verschiedenen Geweben anti-apoptotisch wirkt 

[7;15;100;108;181]. ODN, die an NFκB-Bindungsstellen auf der Zell-DNA binden und 

so dessen Wirkung aufheben konnten, verminderten die Apoptose-Rate einer Zellli-

nie aus Prostata-Krebszellen [103] und die virus-induzierte Apoptose menschlicher 

Hepatom-Zellen [114]. 

Auch der zytokin-induzierte pro-apoptotische Effekt konnte für eine Reihe von 

Zellarten gezeigt werden [67;80;87;122;145]. Die durch TNF-α hervorgerufene Apop-

tose in Zelllinien aus dem Knochenmark [83] und in MC3T3-E1-Zellen, die aus Oste-

oblasten gewonnen worden waren [93], war nachweislich von einer Aktivierung von 

NFκB begleitet. In der letztgenannten Arbeit konnten 5 min nach erfolgter Behand-

lung mit TNF-α eine Aktivierung von NFκB in der perinukleären Gegend und inner-

halb von 15 min eine Translokation von NFκB in den Nucleus beobachtet werden. 

Claudio et al. [36] zeigten die funktionale Verbindung von NFκB mit der TNF-α-

abhängigen Apoptose. Diese Arbeitsgruppe beobachtete, dass WEHI 164-Zellen bis 
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zu 6 h nach TNF-α-Stimulation vor der Apoptose gerettet werden konnten, wenn 

NFκB wieder in inaktivierter Form in das Zytoplasma transportiert wurde. Ohne diese 

Maßnahme genügten 15 min TNF-α-Stimulation, um die Apoptose zu induzieren. Die 

genannten Arbeiten stützen die Bedeutung des Transkriptionsfaktors NFκB für TNF-

α-induzierte Apoptose, wie sie durch die vorliegenden Daten gezeigt wurde. Die Rol-

le von NFκB in den ECL-Zellen des Magens ähnelt dabei der bei anderen endokrinen 

Zellen, etwa den β-Zellen des Pankreas. 

Einer der durch NFκB angestoßenen Stoffwechselwege, die letztendlich zur 

Apoptose der Zellen führen, könnte die Erzeugung von NO sein. IL-1β führt über ei-

nen IRAK- und TRAF6-abhängigen Transduktionsweg zur Aktivierung von NIK und 

damit wie in unseren Ergebnissen für TNF-α beobachtet zu einer Aktivierung von 

NFκB. Bei ECL-Zellen und pankreatischen β-Zellen unterbleibt die nach Stimulation 

mit IL-1β beobachtete Apoptose, wenn die Generierung von NO durch den NO-

Synthase-Hemmer L-NMMA spezifisch gehemmt wird [53;111]. Auch in unseren Ver-

suchen konnte durch Inkubation mit L-NMMA die TNF-α-Wirkung vollständig inhibiert 

werden, was für eine kausale Bedeutung der NO-Synthese für den pro-apoptotischen 

Effekt spricht. 

Von TNF-α ist bekannt, dass es in der Magenmucosa die Expression von iNOS 

induziert [133], die für diesen Vorgang verantwortlichen Zellen waren aber bisher 

nicht bekannt. Bei β-Zellen ist die pro-apoptotische Wirkung der NFκB-Aktivierung 

offenbar durch die Induktion von iNOS und die Erzeugung von NO vermittelt [50]. Die 

Promotor-Region des iNOS-Genes der Ratte (GenBank Zugriffsnummer D84101) 

enthält die NFκB-Konsensus-Sequenz (5’ – G G R N N Y Y C C – 3’) vier Mal an den 

Positionen 71-79, 134-142, 888-896 and 930-938. Dies unterstreicht die funktionale 

Bedeutung von NFκB für die iNOS-Transkription. Die gezeigten Ergebnisse deuten 

darauf hin, dass iNOS bereits 3 h nach Inkubation mit TNF-α durch die ECL-Zellen 

exprimiert wird und daher eines der Schlüsselenzyme für den durch das Zytokin ver-

mittelten programmierten Zelltod darstellt. Damit könnte die beobachtete Apoptose 

auf die Erzeugung von NO zurückgeführt werden. 

 

4. Die Wirkung von TNF-α kann durch bFGF antagonisiert werden 

Im pathophysiologischen Milieu der chronischen Gastritis sind ECL-Zellen in vivo ei-

ner Vielzahl von Zytokinen ausgesetzt, deren Wirkung mit der von TNF-α interagie-

ren kann. Aufgrund der erhöhten Spiegel von IL-1β und TNF-α bei chronischer Heli-
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cobacter-Infektion [130;140;186] wäre in Anbetracht der in vitro gewonnenen Daten 

zu erwarten, dass bei einem Großteil der ECL-Zellen Apoptose auftritt. Dennoch liegt 

bei CAG in vivo eine Hyperplasie der ECL-Zellen vor. 

Diese Beobachtung lässt sich durch das gleichzeitige Einwirken anti-

apoptotischer Zytokine wie des Wachstumsfaktors bFGF erklären. Von ihm ist be-

kannt, dass er bei ECL-Zellen die Proliferation steigern kann und in ECL-Zell-

Mikroclustern als autokriner Wachstumsfaktor wirkt [19]. Nach Inkubation mit bFGF 

ist zudem eine gesteigerte Expression des Faktors bcl-2 durch ECL-Zellen zu beo-

bachten, der pro-apoptotische Effekte antagonisieren kann [112]. So ist bFGF in 

physiologischer Konzentration in der Lage, durch IL-1β induzierte Apoptose bei ECL-

Zellen zu verhindern [111]. Unsere Daten zeigen, dass dies auch für TNF-α-

induzierte Apoptose gilt. 2 ng/mL bFGF genügten, um die pro-apoptotische Wirkung 

von TNF-α signifikant zu senken und auf das basale Niveau zu reduzieren. 

Aufgrund der in vivo beobachteten Hypertrophie ist daher davon auszugehen, 

dass die pro-apoptotische Wirkung von IL-1β und TNF-α durch anti-apoptotische 

Faktoren wie bFGF aufgehoben wird. Die erniedrigte Histaminkonzentration ist somit 

nicht durch Apoptose der ECL-Zellen verursacht, sondern kann durch eine funktionel-

le Beeinträchtigung der Histamin-Ausschüttung in Anwesenheit von IL-1β und des 

durch die ECL-Zellen selbst vermehrt produzierten Prostaglandin E2 erklärt werden 

[106;111;140]. Zusätzlich wird die verminderte Säuresekretion durch direkte Wirkung 

von Helicobacter pylori, der sezernierten Bakterienprodukte und der pro-

inflammatorischen Zytokine auf die Parietalzellen erklärt [125;126]. 

 

5. Übertragbarkeit der Befunde auf die Helicobacter-assoziierte Gastritis 

Die Besiedelung der Magenmukosa durch H. pylori führt zu einer chronischen Ent-

zündung, die Einfluss auf die sekretorische und proliferative Aktivität epithelialer und 

endokriner Zellen ausübt [29]. In der gesunden menschlichen Magenmukosa ist nor-

malerweise kein TNF-α zu finden. In Folge einer chronischen Helicobacter-Infektion 

steigt seine lokale Expression signifikant an [17;39;40], zusätzlich liegt das Zytokin in 

signifikant erhöhter Konzentration in Magenflüssigkeit und Serum vor [117]. Diese 

Befunde konnten im Tiermodell, etwa bei Primaten [75], aber auch beim Menschen 

bestätigt werden [43]. Die Produktion von TNF-α findet dabei direkt im betroffenen 

Magengewebe statt [101] und korreliert eng mit dem Grad der Kolonisierung und der 

histologischen Veränderungen [186]. 
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Die klinische Bedeutung der pro-inflammatorischen Zytokine wird weiter da-

durch unterstrichen, dass im Zusammenspiel mit den Virulenzfaktoren der Bakterien-

stämme genetische Faktoren des Wirtsorganismus von entscheidender Bedeutung 

für die erfolgende Immunantwort und damit für das Outcome der Infektion sind 

[43;147]. Zusätzlich zu IL-1β-Polymorphismen [54;55] konnten auch TNF-α-

Polymorphismen als wichtiger Risikofaktor identifiziert werden [56]. Weitere Befunde 

für eine wichtige Rolle von TNF-α hinsichtlich der Pathogenese einer chronischen 

Gastritis liefern Experimente mit TNF-α-Knockout-Mäusen [76]. 

TNF-α, das grundsätzlich abhängig von Kontext und Zielzellen pro- oder anti-

apoptotische Effekte haben und auch ganz ohne Wirkung auf die Apoptose bleiben 

kann, wirkt im von uns untersuchten Modell der isolierten ECL-Zellen pro-

apoptotisch. Für eine Übertragbarkeit dieses Ergebnisses auf die Verhältnisse in vivo 

sprechen neben der grundsätzlichen pathophysiologischen Bedeutung von TNF-α 

auch Befunde bei Parietalzellen: Die NFκB-vermittelte pro-apoptotische TNF-α-

Wirkung auf Primärzellkulturen entspricht hier derjenigen am Modell des perfundier-

ten Rattenmagens [125]. Obwohl der experimentelle Ansatz der vorliegenden Arbeit 

die Frage nach der Relevanz für die Situation im menschlichen Organismus prinzi-

piell nicht vollständig beantworten kann, machen die vorgestellten Befunde die Über-

tragbarkeit der gewonnenen Erkenntnisse also plausibel. 

Insgesamt ist davon auszugehen, dass ECL-Zellen in vivo im Milieu der chroni-

schen Helicobacter-assoziierten Gastritis gleichzeitig pro- und anti-apoptotischen 

Faktoren ausgesetzt sind, wie es als Risikofaktor für die Ausbildung von NET des 

Magens diskutiert wird. Die pro-apoptotische Wirkung von TNF-α auf die ECL-Zellen 

stellt damit einen Baustein im pathophysiologischen Modell der Helicobacter-

assoziierten Gastritis dar. Obwohl hinsichtlich der Rolle der ECL-Zelle in diesem Mi-

lieu noch keine endgültige Aussage getroffen werden kann, stehen die gewonnenen 

Informationen im Kontext einer gut gesicherten Datenlage, die zeigt, dass die Infekti-

on mit Helicobacter pylori – in Abhängigkeit von Pathogenitätsfaktoren des Bakteri-

ums und genetischen Faktoren des Wirtsorganismus – zu Metaplasie, Atrophie und 

Carcinogenese führt. Dabei handelt es sich um keine statischen Befunde, sondern 

eine Indikation zur Helicobacter-Eradikation: Durch sie kann ein Sistieren der Pro-

gression [191] bzw. eine Umkehr der genannten Prozesse [123;124] erreicht werden. 
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The digestive processes and their reaction upon the ner-

vous system sap our strength and colour our minds. Men 

go happy or miserable as they have healthy or unhealthy 

livers, or sound gastric glands. 

H.G. Wells, “The War of the Worlds” 

Zusammenfassung 

Insgesamt erlauben die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse den 

Schluss, dass TNF-α direkte Wirkung auf die ECL-Zellen des Magens ausübt und bei 

diesen zum programmierten Zelltod führt. Eine Stimulation mit TNF-α bewirkte inner-

halb von 24 h dosisabhängig eine Apoptose von etwa 25 % der ECL-Zellen. IFN-γ 

hatte trotz des Vorliegens beider Rezeptorketten keinen Effekt auf diese pro-

apoptotische Wirkung, Rezeptoren für Fas-Ligand (CD95) und TRAIL (DR4) konnten 

nicht nachgewiesen werden. 

 

 
Abb. 29: Schematische Darstellung der nachgewiesene Schritte, die 

zur pro-apoptotischen Wirkung von TNF-α auf die ECL-Zelle führen. 

 

Durch Bindung von TNF-α an TNF-R1 (1) wurde TRAF2-abhängig innerhalb von 

10 min die Phosphorylierung von IκBα bewirkt (2). Wie für IL-1β bekannt (3) führt 

damit auch TNF-α innerhalb einer Stunde zu einer starken Steigerung der NFκB-

Aktivität, wobei vornehmlich die NFκB-Untereinheiten p50 und p65 von Bedeutung 
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waren (5). Innerhalb von 3 h war eine Steigerung der iNOS-Expression nachzuwei-

sen (7). Sowohl das Vorliegen von NFκB-Untereinheit p65 (6), die Degradation von 

IκBα (4) und die Bildung von NO durch iNOS (7) waren von kausaler Bedeutung für 

die Auslösung der Apoptose – wurden diese Schritte unterbunden, blieb die Apopto-

se-Rate der ECL-Zellen auf dem basalen Niveau. 

Diese Erkenntnisse unterstreichen die Tatsache, dass ECL-Zellen ein Ziel ent-

zündungsfördernder Zytokine darstellen und damit eine Schlüsselrolle bei der Gene-

se der verminderten Magensäure-Sekretion innehaben. Damit sind sie auch bei der 

Entstehung der atrophischen Gastritis und der Entwicklung von Magentumoren von 

Bedeutung. 
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