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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Bedeutung der Nahrungsmittelallergie
In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung des Mediators Histamin auf enterische 

Neurone des Plexus submucosus untersucht. Die Untersuchung des Zusammenspiels 

zwischen enterischem Nervensystem und Immunsystem ist vor allem im Hinblick auf 

die zunehmende Bedeutung von Nahrungsmittelallergien von großem Interesse.

In hoch industrialisierten Ländern wie Deutschland oder Großbritannien leiden circa 

20% der Bevölkerung an Nahrungsmittelunverträglichkeiten (Young et al. 1994, 

Schäfer et al. 2001). Der Begriff der Nahrungsmittelunverträglichkeit beschreibt 

dabei alle gesundheitlichen Probleme, die mit Nahrungsmittelkomponenten in Zusam-

menhang stehen. Dazu zählen neben Allergien auch Intoleranzen sowie Intoxikationen, 

also Schädigungen durch präformierte Toxine in Nahrungsmitteln. Intoleranz bezeichnet 

die Unfähigkeit des betroffenen Organismus bestimmte Nahrungsmittelbestandteile zu 

verdauen bzw. zu resorbieren (Kraneveld et al. 2012). Ein bekanntes Beispiel für eine 

Nahrungsmittelintoleranz ist die weit verbreitete Laktose-Intoleranz, die, global betrach-

tet, sicherlich die wichtigste Nahrungsmittelunverträglichkeit darstellt. Allergien gegen 

Nahrungsmittel stellen im Gegensatz dazu eine Reaktion des Immunsystems gegen 

einzelne Bestandteile der Nahrung dar. Bei Nahrungsmittelallergien handelt es sich also 

um erworbene immunologische Überempfindlichkeiten, die meist aufgrund von un-

angemessen starken IgE-vermittelten Immunreaktionen entstehen (Bischoff und Crowe 

2005, Kraneveld et al. 2012). 

In Deutschland leiden etwa 4 % der erwachsenen Bevölkerung an Nahrungsmittel-

allergien, unter Kindern liegt die Prävalenz bei 6 – 8 % (Bischoff und Crowe 2005). 

Gerade in den hochindustrialisierten Nationen wie Deutschland, Großbritannien oder 

den Vereinigten Staaten von Amerika steigt die Anzahl der betroffenen Personen. Der 

genaue Zusammenhang zwischen dem Grad der Industrialisierung und dem vermehrten 

Auftreten von Nahrungsmittelallergien ist nicht abschließend geklärt. Verschiedene Stu-

dien legen jedoch nahe, dass die Hygiene hier eine entscheidende Rolle spielt. Die auf-

grund dieser Studien formulierte „Hygiene-Hypothese“ geht davon aus, dass zur voll-
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1. Einleitung

ständigen Entwicklung des adaptiven Immunsystems - und zu Teilen auch des sekretori-

schen IgA-Systems - der Kontakt mit einer hohen Diversität von Mikroorganismen, so-

wohl kommensalischen als auch pathogenen, Parasiten und Chemikalien notwendig ist 

(Bischoff und Crowe 2005). 

Am häufigsten liegen Allergien gegen Milch, Eier, Erdnüsse, Fisch, Meeresfrüchte, 

Weizen und Soja vor (Sicherer und Sampson 2010). Prinzipiell können jedoch gegen 

jedes Nahrungsmittel überschießende Immunreaktionen ausgebildet werden. Welche 

strukturellen und biochemischen Eigenschaften eines Nahrungsmittels zu dessen Aller-

genität beitragen, ist unklar. Häufig scheint die Ursache einer Allergie abhängig von 

kulturellen Essgewohnheiten zu sein: Sesam konnte, neben Eiern und Milch, als ein 

wichtiges Allergen in Israel identifiziert werden (Dalal et al. 2002), in Nordamerika hin-

gegen liegt die Prävalenz für eine Allergie gegen Sesam nur bei 0,1%, das wichtigste 

Allergen neben Milch und Eiern ist dort die Erdnuss (Sicherer und Sampson 2010). 

Ebenfalls gibt es Hinweise darauf, dass die frühe Auseinandersetzung mit einem mögli-

chen Allergen die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung einer Nahrungsmittelallergie ver-

ringert – eine Studie, die die Prävalenz der Erdnussallergie bei jüdischen Kindern aus 

Großbritannien und Israel miteinander verglich, zeigt eine zehnmal größere Prävalenz 

für die Ausprägung einer solchen Allergie in Großbritannien. Der Konsum von Erd-

nüssen im ersten Lebensjahr wird dort vermieden, in Israel werden sie auch von jungen 

Kindern verzehrt (Du Toit et al. 2008).

Symptome von Nahrungsmittelallergien können sich sehr unterschiedlich darstellen; es 

werden beispielsweise Durchfall, Erbrechen sowie abdominaler Schmerz beobachtet. 

Neben dem Magen-Darm-Trakt können jedoch auch andere Organsysteme Symptome 

zeigen. Betroffene können zum Beispiel an Rhinitis, Hautproblemen oder allergischem 

Asthma als Folge der Nahrungsmittelallergie leiden (Sicherer und Sampson 2010). Eine 

weitere Möglichkeit ist die Entwicklung eines lebensbedrohlichen allergischen Schocks. 

Die einzige bekannte Möglichkeit, ein gesundheitliches Risiko zu umgehen, besteht in 

der Vermeidung des Kontakts mit der auslösenden Noxe (Sampson 1999b). Hat ein 

Kontakt mit dem auslösenden Allergen stattgefunden, sind die Behandlungsmöglichkei-

ten sehr begrenzt. Die Verabreichung von Antihistaminika, die gegen die Histaminre-

zeptoren H1 oder H2 gerichtet sind, können Symptome einer IgE-vermittelten Allergie 

zwar teilweise maskieren (zum Beispiel Hautreaktionen), sind insgesamt jedoch nur 
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1. Einleitung

geringgradig wirksam. Chronische IgE-vermittelte Störungen (zum Beispiel allergisches 

Asthma) können durch die orale Gabe von Kortikosteroiden behandelt werden, hierbei 

kommt es jedoch zu starken Nebenwirkungen (Sampson 1999b). Bei einem anaphylak-

tischen Schock, mit dem bei Personen mit Asthma oder vorangegangener schwerer Re-

aktion auf Antigenkontakt gerechnet werden muss, kann die Injektion von Adrenalin mit 

oraler Gabe von Diphenhydramin Abhilfe schaffen. Ein entsprechend ausgestattetes 

Notfallset sollten Betroffene stets bei sich tragen (Sampson 1999b).

Hunde und Katzen können ebenfalls unter Futtermittelallergien leiden. Meist nehmen 

sie das Antigen etwa zwei Jahre zu sich, bevor eine allergische Reaktion auftritt, in eini-

gen Fällen sind jedoch auch junge Tiere unter einem Jahr betroffen. Die Tiere zeigen 

Hautkrankheiten oder gastrointestinale Beschwerden. Das häufigste Symptom ist Juck-

reiz, der sich meist nicht durch die Gabe von Kortikosteroiden beheben lässt. Aufgrund 

der häufig unspezifischen Symptomatik werden viele Fälle vermutlich nicht erkannt 

oder können nicht einwandfrei diagnostiziert werden – die exakte Prävalenz von Futter-

mittelallergien bei Hunden und Katzen ist dementsprechend nicht bekannt (Verlinden et 

al. 2006).

1.2. GALT und orale Toleranz
Der Gastrointestinaltrakt stellt eine bemerkenswert große Kontaktfläche zur Außenwelt 

dar. Die innere, sterile Umgebung des Körpers wird dabei nur durch eine durchgehende 

Reihe von Epithelzellen vom direkten Kontakt mit Nahrungsmitteln und anderen Sub-

stanzen, die mit der Nahrung aufgenommen wurden, getrennt (Chehade und Mayer 

2005). Unterstützung erfährt das Epithel durch feste Tight Junctions, die stabile Zell-

Zell-Verbindungen darstellen, eine dicke Mukusschicht auf der apikalen Seite der Epi-

thelzellen, die dabei hilft Viren, Bakterien und verschiedenste Partikel fernzuhalten (Si-

cherer und Sampson 2010), sowie im Magen durch die Produktion der Magensäure. 

Diese unspezifischen Mechanismen bilden die mukosale Barriere. Zusätzlich existieren 

spezifische Abwehrstrategien, deren Ziel es ist, die Immunantwort gegen Nahrungsmit-

telantigene im Darm gering zu halten. Zu diesen Mechanismen zählen Plasmazellen, die 

Antikörper der Klassen IgA und IgM produzieren, sogenannte „tolerante“ 

antigenpräsentierende Zellen, immunsuppressive T-Zellen und T-Zell-Anergie sowie 
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1. Einleitung

-Apoptose. Diese Prozesse verringern das Risiko einer Sensibilisierung gegen Nah-

rungsmittelproteine und damit der Entwicklung einer Nahrungsmittelallergie. Umge-

kehrt sind diese Mechanismen notwendig, damit sich eine Immuntoleranz im Gastroin-

testinaltrakt entwickeln kann (Chen et al. 1995, Groux et al. 1996).

Obwohl eine mukosale Barriere vorliegt, um den Organismus vor dem Eindringen von 

Antigenen zu schützen, wird der Darm tagtäglich mit zahlreichen Fremdstoffen kon-

frontiert. Bei einem gesunden Erwachsenen werden 2 % aller Antigene im Darm in 

- aus immunologischer Sicht - intakter Form aufgenommen und transportiert (Sampson 

1999a). Aus diesem Grund herrscht dort eine sehr große Dichte von Immunzellen, die 

sich zu kleineren Lymphfollikeln und größeren Peyer'schen Plaques zusammenlagern. 

Lymphfollikel wurden im Dünndarm des Menschen, der Maus und anderen Spezies 

nachgewiesen (Moghaddami et al. 1998, Hamada et al. 2002, Spahn und Kucharzik 

2004), wo sie antimesenterial in der Darmwand sitzen. Es wird vermutet, dass in den 

Lymphfollikeln die Immunantwort gegen Antigene im Darm induziert wird. Peyer'sche 

Plaques stellen große Ansammlungen von Immunzellen dar, die in dieser Form nur in 

der Dünndarmwand vorkommen. Sie sind Produktionsorte für IgA und spielen damit 

eine wichtige Rolle sowohl für die lokale als auch für die systemische Immunität. So-

wohl die Lymphfollikel als auch die Peyer'schen Plaques bestehen aus B-Zell- und T-

Zell-Arealen, die durchsetzt sind mit dendritischen Zellen. Umgeben sind beide von ei-

nem follikelassoziierten Epithel, welches auch spezialisierte Epithelzellen, die soge-

nannten M-Zellen, enthält. M-Zellen sammeln korpuskuläre Antigene und transportieren 

diese in den Follikel hinein, führen diese also dem Immunsystem zu (Spahn und Ku-

charzik 2004). Neben den bereits genannten verschiedenen Formen von lymphatischen 

Follikeln in der Mukosa befinden sich im Darm auch mesenteriale Lymphknoten. Die 

lymphatischen Gewebe im Darm werden zusammenfassend als darmassoziierte lympha-

tische Gewebe (gut-associated lymphoid tissue = GALT) bezeichnet. 70 % aller Immun-

zellen des Körpers und 80 % aller Plasmazellen befinden sich im Darm (Vighi et al. 

2008) – damit stellt der Darm die größte Ansammlung von Immunzellen im gesamten 

Körper dar (Chehade und Mayer 2005). Der Großteil der dem GALT zugehörigen Zel-

len befindet sich im Dünndarm und damit am Hauptort der Resorption von Nahrungs-

bestandteilen (Faria et al. 2013). 
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Ab der Geburt wird der Gastrointestinaltrakt inklusive seines GALT mit fremden Protei-

nen in Form von Nahrungsmittelantigenen oder Bakterien konfrontiert. Zum einen müs-

sen Nahrungsbestandteile zerlegt, aufgenommen und genutzt werden, um den Nähr-

stoffbedarf zu decken, zum anderen muss der Körper aber auch dazu in der Lage sein, 

schnell und potent gegen aufgenommene Pathogene zu reagieren. Der Organismus steht 

also vor dem Problem, zwischen harmlosen Nahrungsmittelantigenen und Pathogenen 

zu unterscheiden. Indem eine orale Toleranz ausgebildet wird, schafft es das Immunsys-

tem auf die enormen Mengen an Nahrungsmittelantigenen zu reagieren, ohne jedoch 

eine Entzündungsreaktion hervorzurufen (Sampson 1999a).
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Abbildung 1.1. Faktoren, die für die Entwicklung von Allergien am 
Gastrointestinaltrakt verantwortlich sind. Verschiedene Umweltfaktoren gelangen  
transzellulär oder parazellulär durch die epitheliale Barriere und treffen auf die Zellen  
des GALT. Ob Immuntoleranz ausgebildet oder die Sensibilisierung eingeleitet wird, ist  
abhängig von den Genen, dem Typ der antigenpräsentierenden Zelle (z.B. dendritische  
Zelle, Makrophage, Epithelzelle) und der Zytokinproduktion der TH2-Zellen. Die  
Immunantwort, die aus diesen Variablen resultiert, führt zur Aktivierung von B-Zellen  
und anderen Effektorzellen (z.B. Mastzellen, eosinophile Granulozyten) - es kommt zur  
allergischen Reaktion. Abbildung nach Bischoff und Crowe 2005
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Frühere Untersuchungen der Immunantworten im Darm deuteten darauf hin, dass M-

Zellen die wichtigsten Sammelpunkte für Antigene im Darm darstellen (Wolf und Bye 

1984). Neuere Studien zeigen jedoch, dass auch den intestinalen Epithelzellen eine 

wichtige  Funktion bei der Antigenaufnahme zukommt. Die Epithelzellen nehmen lösli-

ches Antigen an der apikalen Seite auf, transportieren es durch die Zelle, prozessieren es 

und präsentieren es als „unprofessionelle“ antigenpräsentierende Zellen mithilfe von 

MHCII-Molekülen (MHC = major histocompatibility complex), welche diese Epithel-

zellen exprimieren, an ihrer basolateralen Oberfläche (Sampson 1999a). Ein Grund für 

die - im Sinne der Entwicklung einer oralen Toleranz sinnvolle - verminderte Aktivität 

des Immunsystems im Darm ist, dass mukosale antigenpräsentierende Zellen, wie die 

intestinalen Epithelzellen, deutlich weniger co-stimulatorische Moleküle, wie z.B. 

CD80 oder CD86 (CD = Cluster of differentiation), auf ihrer Oberfläche exprimieren. 

Kommt es zur Präsentation von prozessierten Antigenfragmenten ausschließllich über 

MHCII-Moleküle ohne Beteiligung von co-stimulatorischen Faktoren, so wird eine 

Unterdrückung der Immunantwort (in Form von T-Zell-Anergie oder Zerstörung von 

T-Zellen bzw. Aktivierung von CD8+ T-Suppressorzellen) induziert (Mayer und Shlien 

1987, Bischoff und Crowe 2005). 

Aus der Hypothese, dass lösliche Antigene vorwiegend von intestinalen Epithelzellen 

aufgenommen und präsentiert werden, ergibt sich außerdem, dass die Form (gelöst oder 

als Feststoff vorliegend) des Antigens eine Rolle bei der Induktion der oralen Toleranz 

spielt. Weitere Faktoren, die sich auf die orale Toleranz auswirken, sind die Dosis des 

Antigens, die natürliche kommensale Keimflora im Darm und auch das Alter. Bezüglich 

der Stärke der Antigenexposition gilt, dass hohe Dosen eines aufgenommenen Nah-

rungsmittelantigens in Lymphozyten-Anergie bzw. -Apoptose resultieren, wohingegen 

geringe Dosen eine Antwort induzieren, die durch regulatorische CD4+ T-Zellen vermit-

telt wird (Bischoff und Crowe 2005). Diese können in drei Untergruppen unterteilt wer-

den, die sich durch die Synthese verschiedener regulatorischer Zytokine unterscheiden: 

TH3-Zellen (Produktion von transforming growth factor β (TGFβ) sowie unterschiedli-

chen Mengen an Interleukin-4 (IL-4) und IL-10), TR1-Zellen (Produktion von IL-10) 

und CD4+CD25+ Zellen (Produktion von IL-2). Mäuse, die in einer keimfreien Umge-

bung aufwachsen, können keine adäquate orale Toleranz ausbilden – dieses Ergebnis ei-
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ner Studie von 1997 belegt, dass eine normale Keimflora für die orale Toleranz bedeut-

sam ist (Sudo et al. 1997).

Das Alter spielt bei der Ausbildung einer oralen Toleranz ebenfalls eine Rolle. Die mu-

kosale Barriere ist bei Geburt noch nicht vollständig ausgebildet, sie muss erst heranrei-

fen: In den ersten Lebensmonaten ist die basale Säuresekretion vermindert (Hyman et 

al. 1985), die proteolytische Aktivität ist noch bis zum Alter von etwa 2 Jahren vermin-

dert (Lebenthal und Lee 1980) und die intestinalen Mikrovillimembranen sind noch 

nicht vollständig ausgereift. So kann ein höherer Anteil an Antigenen aufgenommen 

werden (Bresson et al. 1984). Des Weiteren fehlen dem Neugeborenen IgM- und IgA-

Antikörper, sekretorisches IgA steht in den ersten Lebensmonaten nur geringgradig zur 

Verfügung (Burgio et al. 1980). Es entsteht eine Situation, die für das darmassoziierte 

lymphatische Gewebe nur schwer zu beherrschen ist. Durch die unvollständige mukosa-

le Barriere kommt es zur erhöhten Exposition von Nahrungsmittelproteinen bei niedri-

gem Spiegel an sekretorischem IgA. Dies könnte einer der Gründe für die erhöhte 

Prävalenz von Nahrungsmittelallergien im Kindesalter sein (Chehade und Mayer 2005). 

Eine Studie konnte belegen, dass die absolute Anzahl der aufgenommenen Nahrungs-

mittelproteine in den ersten vier Lebensmonaten mit der Wahrscheinlichkeit, klinische 

Symptome einer Nahrungsmittelunverträglichkeit auszubilden, korreliert (Fergusson et 

al. 1990). 

Lösliche Antigene werden demnach von intestinalen Epithelzellen gesammelt, aufge-

nommen und präsentiert, wodurch in der Regel eine Unterdrückung der Immunantwort 

entsteht, wohingegen feste Antigene und intakte Bakterien, Viren und Parasiten von M-

Zellen aufgenommen werden und direkt in die Peyer'schen Plaques bzw. Lymphfollikel 

gelangen, wo sie auf B- und T-Lymphozyten treffen und eine klassische Immunantwort, 

insbesondere durch Sekretion von IgA, induzieren können (Sampson 1999a). Die aufge-

nommenen Antigene werden naiven B- und T-Lymphozyten präsentiert, dadurch kommt 

es im Fall der B-Zelle zur Aktivierung und Differenzierung zur antikörperproduzieren-

den Plasmazelle, im Fall der T-Zelle ebenfalls zur Aktivierung und Differenzierung zu 

Effektorzellen. Diese können, wenn sie CD4-Oberflächenmoleküle tragen, zu T-Helfer-

zellen differenzieren, wenn sie CD8-Oberflächenmoleküle tragen, werden sie zu zyto-

toxischen T-Zellen oder zu T-Suppressorzellen. Nach der Aktivierung und Differenzie-

rung der Lymphozyten kommt es zur klonalen Expansion und die Immunzellen ver-
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lassen die sekundären lymphatischen Organe im Darm. Sie zirkulieren über die Lymph-

knoten und die efferenten Lymphbahnen bis in den Blutkreislauf und treten aus der 

Blutbahn wieder in den Darm ein. Diesen Prozess der Rezirkulation bezeichnet man als 

„Homing“ (Koboziev et al. 2010). Sowohl bei der Aktivierung von B- als auch von T-

Lymphozyten bilden sich Gedächtniszellen, die im Falle eines erneuten Kontakts mit 

dem gleichen Antigen eine schnellere Immunreaktion (z.B. schnelle Bildung und Sekre-

tion von spezifischen Antikörpern durch Plasmazellen) gewährleisten.

1.3. Mechanismus der Nahrungsmittelallergie
Bei einer Allergie handelt es sich um eine unangemessene Immunreaktion auf einen äu-

ßeren Reiz. Ein Nahrungsmittelantigen, welches eigentlich vom Körper als harmlos ein-

gestuft werden und orale Toleranz induzieren sollte, kann plötzlich eine Abwehrreaktion 

des Körpers hervorrufen (Kaever und Resch 2001). Bei allen Formen der Allergie kann 

man prinzipiell zwei Phasen voneinander unterscheiden. Die erste Phase, bei Erstkon-

takt mit dem Allergen, wird als Sensibilisierung bezeichnet. Betroffene merken von die-

ser Phase zunächst nichts, der Körper bereitet sich durch Bildung von Antikörpern oder 

Vermehrung von spezifischen T-Lymphozyten auf einen zweiten Antigenkontakt vor. 

Die zweite Phase stellt dann die eigentliche Effektorphase dar, diese geht mit der Aus-

prägung klinischer Symptome einher. 

Hier können verschiedene Reaktionsformen der Allergie voneinander unterschieden 

werden. Eine Einteilung in vier Grundreaktionstypen, die Einteilung nach Coombs 

und Gell, hat sich hierbei durchgesetzt (Kaever und Resch 2001). Die Hypersensitivi-

tätsreaktion vom Typ I, auch als anaphylaktische allergische Reaktion bezeichnet, stellt 

die klassische Form der Allergie dar. Die Ausprägung der Symptome wird hier durch 

Antikörper der Klasse IgE vermittelt, die an die Oberfläche von Mastzellen binden und 

diese zur Degranulation bringen können. Die Typ-II-Allergie wird auch als zytotoxi-

sche allergische Reaktion bezeichnet. Die Effektorphase beruht ebenfalls auf der Bin-

dung des Allergens durch zuvor gebildete Antikörper, allerdings handelt es sich hier um 

Antikörper der Klassen IgG und IgM. Die Allergene binden bei diesem Allergietyp vor-

zugsweise an Blutzellen, welche daraufhin vom Immunsystem als körperfremde Zellen 

behandelt werden. Antikörper binden an diese, es kommt zur Aktivierung des Komple-
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mentsystems oder antikörperabhängiger zellulärer Effektormechanismen, welche dann 

die Zerstörung der antigentragenden körpereigenen Zellen zur Folge haben. Die allergi-

sche Reaktion vom Typ III, auch Immunkomplex-Reaktion genannt, beginnt ähnlich 

wie die Typ-II-Reaktion mit der Bildung von IgG- und IgM-Antikörpern. Diese Anti-

körper binden das Allergen, woraufhin sich Antigen-Antikörper-Komplexe bilden. Hier-

bei handelt es sich um einen physiologischen Prozess, der zur Eliminierung des Anti-

gens führen soll. Kann das Antigen jedoch nicht zerstört werden, so kommt es zur Abla-

gerung der Immunkomplexe im Gefäßsystem und damit zur Aktivierung des Komple-

mentsystems. Daraus resultiert eine Schädigung der Gefäße, welche einen Austritt der 

Immunkomplexe in die umgebenden Gewebe ermöglicht. Durch die aktivierten Kom-

plementkomponenten kommt es zur Anlockung von Entzündungszellen und zum Ver-

such der Phagozytose der Immunkomplexe. Hierbei werden Entzündungsmediatoren 

freigesetzt, die im Gewebe klinische Symptome hervorrufen. Die allergische Reaktion 

vom Typ IV stellt eine zellvermittelte Immunreaktion dar. Die klinischen Symptome 

werden hier durch T-Lymphozyten ausgelöst. Prinzipiell handelt es sich hierbei um eine 

physiologische Reaktion, die erst zur Allergie wird, wenn sich das entsprechende Aller-

gen nicht (oder nur sehr langsam) eliminieren lässt. Ein Beispiel hierfür sind Kontaktall-

ergien, wie z.B. gegen Nickel in Knöpfen. Innerhalb der Typ-IV-Reaktionen kann man 

noch einmal zwischen zellvermittelten, zytotoxischen, allergischen Reaktionen (auch 

Typ IVa) und zellvermittelten, allergischen Reaktionen vom verzögerten Typ (auch Typ 

IVb) unterscheiden. Die Typ-IVa-Reaktion beruht auf der Bildung zytotoxischer T-Zel-

len (sie tragen den Oberflächenmarker CD8) – bei Kontakt mit Zellen, welche das Anti-

gen gebunden haben, kommt es zur Zerstörung ebendieser. Bei der Reaktion vom Typ 

IVb bilden sich spezifische T-Helferzellen (Oberflächenmarker CD4), welche bei der 

Stimulation durch Antigene Lymphokine sezernieren. So werden Entzündungszellen (in 

erster Linie mononukleäre Phagozyten) angelockt (Chemotaxis) und aktiviert (Kaever 

und Resch 2001).

Bei der Einteilung der Allergien in die vier Grundtypen wird eine rein schematische 

Unterteilung vorgenommen. In der Realität kommen häufig Mischformen vor, da alle 

Allergene prinzipiell humorale und zelluläre Immunreaktionen induzieren können. Dies 

bedeutet, dass ein einziges Allergen Mechanismen auslösen kann, die sich mehreren 

Reaktionstypen zuordnen lassen. Kommt es zu einer dauerhaften Exposition gegenüber 
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dem Antigen, können Sensibilisierungsphase und Effektorphase der Allergie auch inein-

ander übergehen (Kaever und Resch 2001).

Da es sich bei der Nahrungsmittelallergie klassischerweise um eine Hypersensitivitäts-

reaktion vom Typ I handelt (Bischoff und Crowe 2005), werde ich diese im Folgenden 

detaillierter erläutern. Die Sensibilisierung, welche durch den ersten Antigenkontakt in-

duziert wird, ist abhängig von der Aufnahme und Prozessierung des Antigens durch an-

tigenpräsentierende Zellen. Dabei kann es sich um dendritische Zellen, Makrophagen 

oder B-Lymphozyten handeln, die nachfolgend Antigenfragmente auf ihrer Oberfläche 

über MHCII-Moleküle naiven CD4+ T-Lymphozyten präsentieren. Diese T-Lymphozy-

ten differenzieren sich daraufhin zu T-Helferzellen vom Typ 2 (TH2 -Zellen.). TH2-Zel-

len stellen die klassischen T-Zellen bei allergischen Reaktionen dar. Sie produzieren die 

Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 und sind auf diesem Wege bei B-Zellen für den Klassen-

wechsel zu IgE-produzierenden Plasmazellen verantwortlich (induziert durch IL-4 und 

IL-13). Außerdem locken sie via Chemotaxis (vermittelt durch IL-4) Mastzellen und 

(vermittelt durch IL-5) eosinophile Granulozyten an (Eigenmann und Frossard 2003). 

Antikörper vom Typ IgE, die von Plasmazellen gebildet und freigesetzt werden, binden 

daraufhin an die Oberfläche von Mastzellen, indem sie sich mit ihrem Fc-Teil (Fc = 

fragment crystallizable) an deren IgE-Rezeptor (high-affinity IgE receptor = FcεRI) bin-

den. Dort verbleiben die IgE-Antikörper und warten auf Kontakt mit dem für sie spezifi-

schen Antigen. 

Kommt es nun zur erneuten Exposition mit dem entsprechenden Antigen, beginnt die 

Effektorphase, die sich in eine akute Phase und eine fakultative späte Phase gliedert. 

Die akute Phase kommt innerhalb von wenigen Sekunden bis Minuten nach Antigenex-

position zustande. Sie entsteht, indem die mastzellständigen IgE-Antikörper das Antigen 

binden. Durch die Bindung kommt es zur Vernetzung von mindestens zwei IgE-Rezep-

toren. Die Folge ist eine Aktivierung der Mastzelle mit daraus resultierender Degranula-

tion, also Freisetzung ihrer Mediatoren mittels Exozytose sowie Neusynthese und un-

mittelbarer Freisetzung von Mediatoren in die Umgebung (Bischoff und Crowe 2005).

Die späte Phase, welche nicht immer auftreten muss, beginnt etwa zwei bis 24 Stunden 

nach Antigenaufnahme. Es kommt zur Infiltration des Gewebes mit Lymphozyten, in 

erster Linie TH2-Zellen, und eosinophilen und basophilen Granulozyten (Macfarlane et 
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al. 2000). Durch stetig wiederkehrende späte Phasen und die damit einhergehenden In-

filtrationen mit Entzündungszellen können auch chronische Krankheitszustände entste-

hen.
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Abbildung 1.2. Vereinfachtes Schema des Ablaufs einer allergischen 
Hypersensitivitätsreaktion vom Typ I. Mit dem Durchtritt eines Antigens durch die  
epitheliale Barriere kommt es zur Konfrontation mit Zellen des Immunsystems.  
Antigenpräsentierende Zellen (APC) nehmen das Antigen auf und präsentieren  
Fragmente des Antigens auf ihrer Oberfläche für T-Lymphozyten. Nach Bindung des  
Antigenfragments durch den T-Zell-Rezeptor kommt es zur Differenzierung der T-Zelle  
sowie unter Mitwirkung von IL-4 und IL-13 zur Aktivierung von B-Zellen mit  
nachfolgender Differenzierung zu antikörperbildenden Plasmazellen. Spezifische  
Antikörper (IgE) werden von den Plasmazellen sezerniert und binden an die  
Oberfläche von Mastzellen. Diese erste Phase wird als Sensibilisierungsphase 
bezeichnet. Bei nochmaliger Konfrontation mit dem gleichen Antigen beginnt die  
Effektorphase. Durch die Bindung des Antigens an die oberflächenständigen IgE 
kommt es zum Cross-linking der Antikörper. Es resultiert die Aktivierung der  
Mastzellen, die mit der Freisetzung von präformierten und de novo synthetisierten  
Mediatoren einhergeht. 
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1.4. Mastzellen
Mastzellen gehören zu den Immunzellen. Es handelt sich um mononukleäre Zellen im 

Gewebe, die aus Vorläuferzellen im Knochenmark oder anderen hämatopoetischen Ge-

weben entstehen. Das lichtmikroskopische Bild zeigt einen unsegmentierten ovalen und 

oft exzentrisch gelegenen Zellkern und zahlreiche charakteristische zytoplasmatische 

Granula (Maurer 2011). Sie entwickeln und differenzieren sich unter dem Einfluss ihrer 

Mikroumgebung sowie verschiedener Zytokine (z.B. stem cell factor = SCF) (Chen et 

al. 2005). Dementsprechend zeigen ausgereifte Mastzellen große organspezifische Un-

terschiede in Bezug auf ihre Morphologie, ihre biochemischen Eigenschaften, die Pro-

duktion von proteolytischen Enzymen und Zytokinen und ihre Funktion (Buhner und 

Schemann 2012). Allen gemein ist jedoch die Ausbildung von zytoplasmatischen Gra-

nula, die präformierte Mediatoren enthalten, sowie die Expression der oberflächenstän-

digen Rezeptoren FcεRI für Immunglobuline vom Typ E und Kit für SCF (Maurer 

2011). Des Weiteren gibt es große speziesspezifische Unterschiede in der Verteilung und 

der Dichte von Mastzellen im Körper, beispielsweise kommen im Magen-Darm-Trakt 

von Mäusen nur sehr wenige Mastzellen vor. Die Unterscheidung verschiedener Mast-

zelltypen ist ebenfalls je nach Spezies unterschiedlich. Während man Mastzellen beim 

Menschen anhand ihres Inhalts von Proteasen klassifiziert (hier unterscheidet man Tryp-

tase-haltige sowie Tryptase- und Chymase-haltige Mastzellen), unterscheidet man beim 

Nager anhand ihrer Lage zwei Gruppen von Mastzellen: die connective tissue mast cells 

(CTMC), die in der Umgebung von Gefäßen und in der Peritonealhöhle vorkommen, 

sowie die mucosal mast cells (MMC), die sich in erster Linie in der Lamina propria des 

Darms befinden (De Winter et al. 2012).

Mastzellen siedeln sich besonders in Geweben an, die Barrieren gegen körperfremde 

Substanzen darstellen, wie im Darm, im Respirationstrakt und in der Haut. Im Darm be-

findet sich die größte Population von Mastzellen in der Mukosa: 2 – 3 % aller Zellen in 

der humanen intestinalen Mukosa sind Mastzellen (Buhner und Schemann 2012). Sie 

gehören zum angeborenen (unspezifischen) Immunsystem, spielen aber auch bei adapti-

ven (spezifischen) Immunantworten eine große Rolle (Galli et al. 2005), sind wichtig 

bei der Bekämpfung von bakteriellen Infektionen (Abraham und St John 2010, Galli 

und Tsai 2010) und bei der Autoimmunität (Rottem und Mekori 2005). Des Weiteren re-
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gulieren sie durch die Freisetzung von Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren 

viele biologische Prozesse (Buhner und Schemann 2012).

Mastzellen spielen bei der klassischen Allergie, der Hypersensitivitätsreaktion vom 

Typ I, eine zentrale Rolle. Wie bereits zuvor beschrieben, tragen sie auf ihrer Oberfläche 

hochaffine Rezeptoren für Immunglobuline vom Typ IgE. Diese Rezeptoren bestehen 

aus vier transmembranösen Polypeptidketten mit jeweils einer α-, einer β- sowie zwei γ-

Ketten. Während der Sensibilisierungsphase der Typ-I-Allergie binden IgE-Antikörper 

mit ihrem Fc-Teil an die α-Kette des Rezeptors. Die anderen Untereinheiten des IgE-

Rezeptors sind für die Signaltransduktion und -modulation zuständig (Maurer 2011). 

Dabei kommt es zur Vernetzung (Cross-linking) der IgE-Rezeptoren der Mastzelle und 

damit zur Aktivierung derselben. Zur Induktion der Mastzelldegranulation müssen min-

destens zwei FcεRI durch Bindung von IgE miteinander vernetzt werden. Die Stärke der 

Mastzellaktivierung ist dabei (bis zum Erreichen eines Plateaus) direkt von der Anzahl 

an vernetzten FcεRI abhängig. Das bedeutet: je mehr FcεRI aggregiert sind, desto mehr 

Granula entleeren sich (Maurer 2011). Es gibt jedoch auch noch andere Wege, Mastzel-

len zu aktivieren: eine Reihe weiterer Immunglobuline (IgG1, IgG2a+b), immunoglobu-

lin-free light chains, Zytokine, Hormone, Neuropeptide (Neurotensin, nerve growth fac-

tor (NGF), pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP), Hämokinin, 

Substanz P), Komponenten des Komplementsystems (z.B. C3a, C5a) und die Aktivie-

rung von Toll-like-Rezeptoren (TLRs) können eine Degranulation von Mastzellen aus-

lösen (Kraneveld et al. 2012, De Winter et al. 2012, Theoharides et al. 2012).

Bei der Degranulation kommt es zur Freisetzung verschiedener Mediatoren mittels Exo-

zytose. Diese parakrinen Botenstoffe wurden von der Mastzelle entweder bereits zuvor 

gebildet und dort in Granula gespeichert oder es kommt zur sogenannten De-novo-Syn-

these, das heißt durch die Aktivierung wird die Produktion und direkte Freisetzung von 

verschiedenen Mediatoren initiiert. Präformierte Mastzellmediatoren sind vasoaktive 

Amine (in erster Linie Histamin), Proteasen (Tryptase, Chymase), Peptide (Bradykinin, 

Substanz P, Vasoaktives Intestinales Peptid (VIP), vascular endothelial growth factor 

(VEGF)) und Zytokine wie der Tumornekrosefaktor α (TNFα). Zu den de novo synthe-

tisierten Mediatoren zählen Arachidonsäuremetaboliten, wie Prostaglandine und Leuko-

triene und platelet activating factor (PAF), Chemokine und Zytokine wie z.B. IL-1, IL-

4-6, IL-9, IL-13 oder Interferon γ (IFNγ) (Kraneveld et al. 2012). Aufgrund ihrer Viel-
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zahl an Mediatoren können Mastzellen auch eine Vielzahl von Symptomen vermitteln, 

wie beispielsweise Vasokonstriktion, Vasodilatation, Bronchokonstriktion, Gewebeschä-

digung, Schmerz und auch eine Infiltration mit Entzündungszellen (Kraneveld et al. 

2012).

Bei der mastzellvermittelten Auslösung der Hypersensitivitätsreaktion vom Typ I 

kommt der Freisetzung von Histamin eine besondere Bedeutung zu. Es zählt zu den 

biogenen Aminen und wird von dem Enzym Histidindecarboxylase durch Abspaltung 

von CO2 aus der Aminosäure Histidin gebildet und gemeinsam mit aufgenommenem 

exogenem Histamin in die zytoplasmatischen Granula transportiert und dort gespeichert 
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Abbildung 1.3. Verschiedene Wirkungen von Mastzellmediatoren. Durch Cross-linking  
von IgE kommt es zur Freisetzung verschiedener Mediatoren (z.B. Histamin,  
Lipidmediatoren, Proteasen, Zytokine, Wachstumsfaktoren wie TNFα, fibroblast  
growth factor (FGF), nerve growth factor (NGF), IL-5) aus Mastzellen. Mithilfe der  
Mediatoren regulieren Mastzellen den epithelialen Ionentransport, die  
Gefäßpermeabilität, die Kontraktion der glatten Muskulatur sowie Peristaltik, die  
Fibrogenese und die Funktion enterischer Neurone. Weiterhin kommt es zur  
Rekrutierung von Entzündungszellen (neutrophile und eosinophile Granulozyten) und  
zur Ödembildung. Abbildung nach Bischoff und Crowe 2005.
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(Maurer 2011). Histamin ist neben Mastzellen nur in basophilen Granulozyten enthal-

ten, deshalb kann die Menge an messbarem Histamin als Marker für den Grad der Mast-

zelldegranulation verwendet werden (Buhner und Schemann 2012).

1.5. Das enterische Nervensystem
Das enterische Nervensystem stellt ein komplexes Geflecht aus einer Ansammlung von 

Millionen von Nervenzellen innerhalb des Gastrointestinaltrakts dar (Bayliss und Star-

ling 1899). Je nach Tierart und -größe wird eine Anzahl zwischen 2 Millionen und 1 

Milliarde Nervenzellen beschrieben (Furness 2006). Damit stellt das enterische Nerven-

system die größte Ansammlung von Neuronen neben dem zentralen Nervensystem dar. 

Die Aufgabe des enterischen Nervensystems besteht in der Steuerung der Verdauungs-

vorgänge; es regelt die Resorption sowie Sekretion von Nährstoffen und Flüssigkeit so-

wie die Motilität und den Blutfluss im Magen-Darm-Trakt. Dabei stellt das enterische 

Nervensystem eine autonom agierende Einheit dar, der es möglich ist, die oben genann-

ten Vorgänge bei der Verdauung unabhängig von Gehirn und Rückenmark zu regulieren 

(Bayliss und Starling 1899). Bereits sehr früh erfolgte die Unterteilung des enterischen 

Nervensystems in der Darmwand in zwei verschiedene Plexus. Meissner beschrieb be-

reits 1857 den submukösen Plexus, der bis heute auch als Meissner-Plexus bezeichnet 

wird (Meissner 1857). Nur wenige Jahre später charakterisierte Auerbach den myenteri-

schen Plexus, auch als Auerbach-Plexus bezeichnet (Auerbach 1864).

Die beiden Plexus unterscheiden sich sowohl in ihrer Lage als auch in Bezug auf ihre 

Aufgaben. Der submuköse Plexus, welcher nicht im gesamten Gastrointestinaltrakt, 

sondern nur im Darm ausgebildet ist (Schemann 2000, Hansen 2003a), befindet sich in 

der Darmwand zwischen Submukosa und Mukosa (Abbildung 1.4.). Aufgrund seiner 

Nähe zur Mukosa und damit zur luminalen Seite des Darms steht er mit mukosalen Epi-

thelzellen in Verbindung und reguliert die Resorption sowie Sekretion von Elektrolyten 

und Wasser (Bornstein und Furness 1988). Damit spielt der submuköse Plexus eine ent-

scheidende Rolle bei der Erhaltung der Wasserhomöostase (Andres et al. 1985, Surpren-

ant 1994). Des Weiteren innerviert der submuköse Plexus die Gefäße und Drüsen in der 

Submukosa und reguliert damit den Blutfluss sowie die Sekretion im Darm (Hansen 

2003b). Im Gegensatz dazu befindet sich der myenterische Plexus in der Muskelschicht 
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der Darmwand, zwischen den longitudinal und den zirkulär verlaufenden Muskelfasern 

der Tunica muscularis (Abbildung 1.4.). Seine Aufgabe besteht in der Regulation der 

Motilität (Hansen 2003b). Diese klassische Aufteilung der Aufgaben von Plexus submu-

cosus und Plexus myentericus trifft nur bedingt zu, beide Plexus innervieren auch das 

Wirkungsgebiet des jeweils anderen Plexus – jedoch nur zu einem geringeren Anteil 

(Hansen 2003b).

Die Nervenzellen beider Plexus liegen in Ganglien gebündelt vor. Je nach Tierart und 

Plexus bestehen diese Ganglien aus wenigen bis etwa zwanzig Neuronen. Die Ganglien 

innerhalb eines Plexus sind untereinander über interganglionäre Fasern, welche aus 

Neuronenfortsätzen bestehen, miteinander verbunden (Song et al. 1998). Auf diese Wei-

se entsteht ein flächenhaftes Netzwerk, welches die Plexus charakterisiert. Im Plexus 

myentericus sind die Ganglien in einer typischen Netzstruktur miteinander verwoben, 

im Plexus submucosus kommt es jedoch zu einer ungeordneteren Verflechtung der Neu-

rone (Furness und Costa 1980). Vergleicht man Plexus submucosus und Plexus myente-

ricus weiter miteinander, so fällt auf, dass sowohl die Anzahl der Ganglien als auch die 
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Abbildung 1.4. Die Lokalisation von Plexus submucosus und Plexus  
myentericus in der Darmwand. Der submuköse Plexus liegt zwischen der  
Mukosa mit dem Darmepithel und der Submukosa. Der myenterische Plexus  
befindet sich in der Tunica muscularis, zwischen longitudinaler und zirkulärer  
Muskelschicht. Quelle: Furness 2006
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Anzahl der Nervenzellen je Ganglion im submukösen Plexus geringer ausfallen als im 

myenterischen Plexus ( Wood et al. 1999, Furness 2006). 

Die beiden Plexus stehen untereinander über Nervenfasern miteinander in Kontakt 

(Hansen 2003a), außerdem gibt es eine enge Interaktion mit Sympathikus und Parasym-

pathikus, also den beiden klassischen Anteilen des vegetativen Nervensystems, mit dem 

Zweck, die ansonsten weitgehend autonome Regulation des Magen-Darm-Trakts an die 

Bedürfnisse bzw. die Situation des Gesamtorganismus anzupassen (Cooke 1989, Phil-

lips und Powley 2007).

Neben Plexus submucosus und Plexus myentericus, die in Ganglien strukturiert sind, 

sind weiterhin sogenannte aganglionäre Plexus in der Darmwand beschrieben. Zu die-

sen aganglionären Plexus zählt auch der mukosale Plexus, welcher aus Fasern von sub-

mukösen Neuronen besteht und nur in einzelnen Darmsegmenten (z.B. dem distalen 

Kolon der Ratte) auch neuronale Somata umfassen kann (Mestres et al. 1992a, 1992b).

Enterische Nervenzellen bilden, ebenso wie die Neurone im zentralen Nervensystem, 

viele verschiedene Neurotransmitter. Es wurden bereits über 20 verschiedene dieser 

Transmitter in enterischen Neuronen beschrieben (McConalogue und Furness 1994). 

Enterische Neurone synthetisieren jeweils eine bestimmte Kombination von verschiede-

nen Neurotransmittern, anhand derer man sie unterscheiden kann. Man spricht in die-

sem Zusammenhang von chemischer Kodierung. Welche Neurotransmitter ein enteri-

sches Neuron ausbildet, ist dabei unter Anderem abhängig von der Spezies sowie dem 

Darmsegment, in welchem es sich befindet (Hansen 2003a). Es gibt neben der chemi-

schen Kodierung weitere Möglichkeiten der Klassifizierung von enterischen Neuronen. 

Eine morphologische Unterscheidung anhand der Größe, Oberfläche sowie der Anzahl 

der neuronalen Fortsätze erfolgte erstmalig 1899 durch Dogiel. Er etablierte damit die 

Einteilung in die Klassen Dogiel Typ I, II oder III, die bis heute gebräuchlich ist, um en-

terische Neurone verschiedener Spezies zu beschreiben (Dogiel 1899). Eine funktionelle 

Unterscheidung der enterischen Neurone ermöglicht hingegen die Einteilung in sensori-

sche Neurone, Interneurone sowie motorische Neurone, bei denen man wiederum mus-

kelmotorische, sekretomotorische sowie vasomotorische Neurone unterscheiden kann 

(Hansen 2003a). Sensorische Neurone sind afferent, das heißt sie registrieren mechani-

sche und chemische Änderungen im Darmlumen. Zu den sensorischen Neuronen zählen 
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Mechano-, Chemo- sowie Thermosensoren (Furness 2006). Unterschieden werden müs-

sen hier intrinsische afferente Neurone, welche tatsächlich Teil des enterischen Nerven-

systems sind, da ihre Somata sich im Darm befinden, und extrinsische afferente Neuro-

ne, die im engeren Sinne kein Teil des enterischen Nervensystems darstellen, da sich 

ihre Zellkörper außerhalb des Darms befinden. Intrinsische Afferenzen leiten die gesam-

melten Informationen an Neurone in den verschiedenen Plexus des enterischen Nerven-

systems weiter und ermöglichen damit die Kontrolle der Verdauungsvorgänge. Extrinsi-

sche Afferenzen, hierzu zählen vagale und spinale Afferenzen, sind dagegen für die 

Weiterleitung von Informationen an das zentrale Nervensystem zuständig. Bei diesen 

Informationen handelt es sich vor allem um Daten bezüglich Energiehaushalt, Homöo-

stase des Flüssigkeitshaushalts sowie Schmerz (Hansen 2003a). Interneurone stellen die 

Umschaltstellen zwischen verschiedenen Neuronen im enterischen Nervensystem dar. 

Dies kann eine Verschaltung von Neuronen im selben Ganglion, zwischen verschiede-

nen Ganglien, im selben Plexus aber auch zwischen verschiedenen Plexus bedeuten. 

Motorische Neurone bilden die efferenten Bestandteile des enterischen Nervensystems. 

Sie reagieren auf die Informationen, welche die Afferenzen gesammelt haben, und rea-

gieren auf diese, indem sie entweder einen Abfall oder eine Steigerung der Motilität 

(muskelmotorische Neurone), der Sekretion (sekretomotorische Neurone) oder der 

Durchblutung (vasomotorische Neurone) des Darms induzieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschließlich mit Neuronen aus dem Plexus submu-

cosus gearbeitet, um deren Reaktion auf Histamin und andere Mastzellmediatoren zu 

untersuchen. Die Entscheidung, ausschließlich die Rolle von submukösen Neuronen zu 

untersuchen und die myenterischen Neurone zunächst zu vernachlässigen, hatte zwei 

Gründe. Zum einen ist der submuköse Plexus aufgrund seiner Lage, das heißt aufgrund 

seiner Nähe zur luminalen Seite des Darms, das Netzwerk von Nervenzellen, welches 

zuerst mit einem aufgenommenen Allergen in Kontakt kommt. Zum anderen gibt es Un-

tersuchungen, die darauf hinweisen, dass die glatten Muskelzellen der Tunica muscula-

ris selbst Histaminrezeptoren tragen und damit nicht auf eine Vermittlung von Wirkun-

gen durch die Neurone des Plexus myentericus angewiesen sind (Bennett und Whitney 

1966).

18



1. Einleitung

1.6. Interaktionen zwischen enterischem 
Nervensystem und Immunsystem

Im Mittelpunkt des Pathomechanismus von Nahrungsmittelallergien steht die Interakti-

on von Immunzellen und enterischen Neuronen (Wood 2012). Dieser Zusammenhang 

konnte anhand von verschiedenen Studien durch die Nutzung von Allergiemodellen, bei 

denen die Versuchstiere gegen ein bestimmtes Allergen sensibilisiert wurden, aufgezeigt 

werden. Ussingkammer-Experimente mit Submukosa-Mukosa-Präparaten aus dem Ko-

lon von Meerschweinchen (Russel und Castro 1989) sowie aus dem Kolon von Ratten 

(Hug et al. 1996) brachten den Nachweis, dass die Gabe des Antigens, gegen welches 

die Tiere zuvor sensibilisiert wurden, zu einer Erhöhung des Kurzschlussstroms (das ist 

ein Maß für den Netto-Ionentransport durch das Epithel) und damit zu einer Erhöhung 

der Anionensekretion am Darmepithel führt. Dieser Effekt wurde durch die Applikation 

des Neurotoxins Tetrodotoxin (TTX) reduziert. Tetrodotoxin blockiert spannungsabhän-

gige Natriumkanäle, welche zur Ausbildung von Aktionspotentialen benötigt werden 

(Catterall 1980). Die Möglichkeit, die durch Antigengabe hervorgerufene Sekretion 

durch die Verwendung von TTX zu blockieren, spricht für die Beteiligung von submu-

kösen Neuronen an der Vermittlung des beobachteten Effektes am Darmepithel (Russel 

und Castro 1989, Hug et al. 1996). Eine Beteiligung von enterischen Neuronen aus dem 

Plexus submucosus an der Regulation der Sekretion von Darmepithelzellen konnte be-

reits zuvor durch einen ähnlichen Versuchsaufbau nachgewiesen werden. Die Arbeits-

gruppe um Cooke zeigte in Ussingkammer-Experimenten mit Submukosa-Mukosa-

Präparaten aus dem Kolon von Meerschweinchen, dass neuronale Stimulation zu einer 

Epithelzellantwort in Form einer starken Chloridsekretion führt. Auch dieser Effekt war 

TTX-sensitiv (Kuwahara et al. 1987).

Die Interaktion zwischen dem Immunsystem, repräsentiert vor allem durch seine Kom-

ponente Mastzellen, und dem enterischen Nervensystem sowie dem zentralen Nerven-

system im Zusammenhang der Nahrungsmittelallergie ist in Abbildung 1.5. schematisch 

dargestellt. Gelangt ein Antigen in den Gastrointestinaltrakt, so wird es dort mit Zellen 

des Immunsystems konfrontiert. Im Fall der klassischen Nahrungsmittelallergie kommt 

es – bei vorangegangener Sensibilisierung (siehe 1.3.) - zu einer Bindung dieses Anti-

gens an membranständige Immunglobuline auf der Oberfläche von Mastzellen und de-
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ren Degranulation. Dadurch werden verschiedene präformierte und de novo gebildete 

Mediatoren freigesetzt, darunter Histamin und Mastzellproteasen (siehe 1.3. und 1.4.). 

Die freigesetzten Mediatoren können zum einen direkt an Effektororganen, wie bei-

spielsweise Drüsen oder Blutgefäßen, wirken, es sind zum anderen jedoch auch, wie 

oben bereits erwähnt, neuronal vermittelte Effekte beschrieben. Histamin, einer der zen-

tralen Mastzellmediatoren, kann durch direkte Stimulation von Darmepithelzellen der 

Mukosa von Meerschweinchen (Wang et al. 1990) und Ratten (Schultheiss et al. 2006) 

eine Sekretion von Chloridionen hervorrufen. Vergleichbare Wirkungen auf die Sekreti-

on sind für Mastzellproteasen beschrieben (Ikehara et al. 2010). Verschiedene Studien 

weisen jedoch darauf hin, dass es auch zu neuronal vermittelten Effekten an Muskulatur, 

Drüsen oder Blutgefäßen kommt (Wood 1991). Studien mit sensibilisierten Tieren 

konnten eine neuronale Beteiligung an sekretorischen Epitheleffekten bei Darmpräpara-

tionen aus dem Kolon von Meerschweinchen und Ratten aufzeigen (siehe oben). Des 

Weiteren wurde nachgewiesen, dass die Degranulation von isolierten humanen intes-

tinalen Mastzellen enterische Neurone des Menschen und auch des Meerschweinchens 

stimuliert (Schemann et al. 2005).

Die Wirkung von Histamin am Kolon des Meerschweinchens wurde bereits genauer 

charakterisiert. Wang et al. zeigten in ihrer Studie von 1990 nicht nur die direkte Wir-

kung auf Epithelzellen, sondern auch einen partiell neuronal vermittelten Effekt. Drei 

Jahre später wurden Histaminrezeptoren auf submukösen Neuronen des Meerschwein-

chens nachgewiesen (Frieling et al. 1993). Über die Wirkung von Histamin auf submu-

köse Neurone der Ratte liegen bisher jedoch keine Daten vor. Aus diesem Grund stellte 

die Charakterisierung der Wirkung von Histamin auf Neurone aus dem Plexus submu-

cosus von Ratten die zentrale Fragestellung meiner Arbeit dar. 
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Obwohl das enterische Nervensystem in der Lage ist autonom zu agieren, ist es auch am 

Informationsaustausch mit dem zentralen Nervensystem beteiligt. Das zentrale Nerven-

system hat außerdem die Möglichkeit, auf Immunzellen im Darm, wie beispielsweise 

Mastzellen, einzuwirken, indem vagale Nervenendigungen genutzt werden, die eine De-

granulation induzieren können (Buhner und Schemann 2012). Außerdem ist eine Wir-

kung von CRF (corticotropin releasing factor) auf den Gastrointestinaltrakt im Zusam-

menhang mit Stress beschrieben. Es gibt Hinweise für die Signalübertragung von zen-

tralen Neuronen zu intestinalen Mastzellen via CRF. Eine Studie mit kultivierten huma-

nen intestinalen Mastzellen konnte nachweisen, dass diese Zellen Rezeptoren für CRF 

tragen und deren Aktivierung eine Freisetzung von Mastzellmediatoren hervorruft (Cao 

et al. 2005).
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Abbildung 1.5. Schema der Kommunikation zwischen enterischem Nervensystem,  
zentralem Nervensystem und Immunsystem. Gelangen Antigene in den  
Gastrointestinaltrakt, reagiert das Immunsystem, nach vorangegangener  
Sensibilisierung, mit Mastzelldegranulation. Die freigesetzten Mediatoren, in erster  
Linie Histamin, wirken nun zum einen direkt auf die verschiedenen Effektororgane, zum 
anderen auf Neurone des enterischen Nervensystems (ENS). Das ENS steht im  
Informationsaustausch mit dem zentralen Nervensystem (ZNS), ist jedoch dazu in der  
Lage auch autonom zu reagieren. Die enterischen Neurone können verschiedene  
Wirkungen der Mediatoren, wie zum Beispiel Vasodilatation, vermehrte  
Drüsensekretion und Kontraktion der glatten Muskulatur vermitteln. Die Pfeile stellen  
die Richtung des Informationsflusses dar. Abbildung nach Wood 1991. 
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1.7. Histaminrezeptoren
Gegenstand meiner Arbeit war zunächst die Untersuchung des Effektes von Histamin 

als zentralem allergischem Mediator auf submuköse Neurone aus dem Kolon der Ratte. 

Es sind vier verschiedene Subtypen von Histaminrezeptoren in der Literatur beschrie-

ben. Sie werden als H1-, H2-, H3- und H4-Rezeptoren bezeichnet. Bei allen Histaminre-

zeptoren handelt es sich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. G-Protein-gekoppelte 

Rezeptoren sind membranständig und weisen sieben Transmembrandomänen, die durch 

drei intrazelluläre und drei extrazelluläre Schleifen miteinander verbunden sind, auf. Sie 

sind mit GTP-bindenden Proteinen, kurz G-Proteinen, assoziiert, die ihrerseits drei Un-

tereinheiten besitzen, eine α-, eine β- und eine γ-Untereinheit. Es gibt verschiedene G-

Proteine, die sich anhand ihrer Untereinheiten einteilen lassen. Durch Bindung von Hi-

stamin an den Histaminrezeptor kommt es zur Aktivierung des Rezeptors. Der aktivierte 

Rezeptor ist nun dazu in der Lage das gebundene G-Protein zu aktivieren. Ziel der Akti-

vierung des G-Proteins ist der Beginn der Signalübermittlung ins Zellinnere. G-Proteine 

sind für die weitere Signaltransduktion verantwortlich, je nach Untereinheit werden 

weitere Proteine aktiviert oder inhibiert. Häufig kommt es zur Aktivierung von Enzy-

men, die dann ihrerseits die Bildung eines sekundären Botenstoffs (second messenger) 

bedingen. Für die Wirkung von Histamin ist besonders häufig ein Gq/11-Protein-gekop-

pelter Signalweg beschrieben. Bei Bindung an den Rezeptor wird das G-Protein akti-

viert und stimuliert daraufhin die Phospholipase C (PLC). Hierbei handelt es sich um 

ein Enzym, welches Lipide aus der Zellmembran spaltet. Aus Phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphat (PIP2) entstehen auf diesem Weg Diacyglycerin (DAG) sowie der second 

messenger Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3). IP3 bindet an spezifische IP3-Rezeptoren in 

der Membran von intrazellulären Calciumspeichern und bewirkt eine Freisetzung von 

Ca2+ aus diesen Speichern ins Zytosol. Die freigesetzten Calciumionen aktivieren ge-

meinsam mit DAG ein weiteres Enzym, die Proteinkinase C, welche für die Phosphory-

lierung von Proteinen zuständig ist.
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1.8. Fragestellung
Da in der Literatur keine Daten zur Wirkung von Histamin auf submuköse Neurone der 

Ratte vorliegen, stand die Charakterisierung des Effektes dieses allergischen Mediators 

auf Neurone aus dem Plexus submucosus der Ratte im Vordergrund der Arbeit. Des 

Weiteren sollten die Interaktionen zwischen diesen Neuronen und Mastzellen als wichti-

ge Komponenten des Immunsystems im Kontext der Nahrungsmittelallergie untersucht 

werden.

Im Einzelnen sollten folgende Fragen beantwortet werden: 

• Welchen Effekt löst Histamin an Neuronen aus dem Plexus submucosus der Rat-

te aus?

• Welche Rolle spielt der klassische PLC-IP3-Ca2+-Signalweg nach der Aktivie-

rung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren bei der Antwort auf Histamin?

• Welche Histaminrezeptor-Subtypen werden von submukösen Neuronen der Rat-

te exprimiert?

• Welchen Effekt übt Histamin auf das Membranpotential submuköser Neurone 

aus?

• Können submuköse Neurone aus dem Kolon der Ratte selbst Histamin syntheti-

sieren?

• Kommt es zur Interaktion von submukösen Neuronen der Ratte mit Mastzellen 

in vitro?

• Welche der durch Degranulation freigesetzten Mastzellmediatoren sind an dem 

Effekt auf submuköse Neurone beteiligt?

• Welchen Effekt löst die Gabe von Ovalbumin bei Darmpräparaten von Ratten, 

welche zuvor gegen Ovalbumin sensibilisiert wurden, aus?

• Welche Mastzellmediatoren sind an diesem Effekt von Ovalbumin beteiligt?

• Wirkt sich die Gabe von Ovalbumin bei Darmpräparaten von Ratten, welche zu-

vor gegen Ovalbumin sensibilisiert wurden, auf die parazelluläre Permeabilität 

aus?
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2. Material und Methoden

2.1. Tiere
Für die Versuche wurden Wistar-Ratten aus hauseigener Zucht des Instituts für Veteri-

när-Physiologie und -Biochemie der Justus-Liebig-Universität Gießen genutzt. Die Tie-

re wurden in einem 12-stündigen Hell-dunkel-Rhythmus in Kleingruppen gehalten und 

bekamen Futter sowie Wasser ad libitum zur Verfügung gestellt. Verwendet wurden so-

wohl männliche als auch weibliche Tiere mit einem Körpergewicht von 170 g – 350 g. 

Dies war dem Regierungpräsidium Gießen angezeigt bzw. wurde von diesem genehmigt 

(GI 18/2 105/2012). 

2.2. Zelllinie
Für einen Teil der Experimente wurde mit der Zelllinie RBL-2H3 gearbeitet. Hierbei 

handelt es sich um eine permanente basophile leukämische Zelllinie aus der Ratte, wel-

che freundlicherweise von Prof. Cavalié (Universität des Saarlandes, Homburg/Saar) 

zur Verfügung gestellt wurde. Die Zelllinie RBL-2H3 stellt ein Mastzelläquivalent dar, 

welches Mastzellmediatoren synthetisiert und freisetzen kann (Kulczycki et al. 1974, 

Barsumian et al. 1981).

2.3. Lösungen
2.3.1. Lösungen für die Präparation sowie für die 

funktionellen Experimente
2.3.1.1. Bicarbonatgepufferte Parsons-Lösung

Diese Pufferlösung (Parsons und Paterson 1965), die für einen Teil der Präparations-

schritte sowie für die Ussingkammer-Experimente Verwendung fand, enthielt folgende 

Substanzen (Angaben in mmol/l): 107 NaCl, 4,5 KCl, 25 NaHCO3, 1,8 Na2HPO4, 0,2 

NaH2PO4, 1,25 CaCl2, 1 MgSO4, 12,2 Glucose. Die Lösung wurde mit Carbogen (95 % 

O2, 5 % CO2) begast und mit NaHCO3 bzw. HCl auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.  
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2.3.1.2. Tyrode

Die Präparation der Submukosapräparate, die Ca2+-Imaging-Experimente und die Mi-

kroelektroden-Ableitungen erfolgten in Tyrode. Die Tyrode wurde täglich frisch herge-

stellt und bestand aus (Angaben in mmol/l): 135 NaCl, 5,4 KCl, 10 HEPES, 12,2 Gluco-

se, 1 CaCl2, 1 MgCl2. Die Lösung wurde durch Zugabe von NaOH bzw. HCl auf einen 

pH-Wert von 7,4 eingestellt.

2.3.1.3. Ca2+-freie Tyrode

Hierbei handelte es sich um eine Tyrode, bei deren Herstellung kein CaCl2 zugesetzt 

wurde. Ein zusätzlicher Calciumchelator wurde nicht verwendet.

2.3.1.4. Na+-freie Tyrode

Um diese Lösung herzustellen wurde NaCl durch D(-)-N-Methylglucamin (NMDG) er-

setzt. Die Lösung wurde an jedem Versuchstag frisch hergestellt und enthielt folgende 

Substanzen (Angaben in mmol/l): 140 NMDG, 5,4 KCl, 10 HEPES, 12,2 Glucose, 140 

HCl, 1,25 CaCl2, 1 MgCl2. Der pH-Wert der Lösung wurde durch Zugabe von Tris(hy-

droxymethyl)-aminomethan (TRIS) bzw. HCl auf 7,4 eingestellt.

2.3.1.5. Färbelösung mit Fura-2-AM und Pluronic Acid

1 mg Fura-2-AM (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) wurde in 1 ml Dimethyl-

sulfoxid (DMSO) gelöst, in Aliquote geteilt und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. 

Die Färbelösung, welche zum Aufladen der intakten Gewebepräparate für die Ca2+-Ima-

ging-Messungen sowie die Mikroelektroden-Ableitungen verwendet wurde, wurde an 

jedem Versuchstag frisch angesetzt, sie bestand aus Tyrode, der Fura-2-AM (6 µmol/l) 

und Pluronic Acid (0,12 %, Vol/Vol; Life Technologies) zugesetzt wurden. 

Die Herstellung der Lösung, welche zum Anfärben der kultivierten Zellen verwendet 

wurde, erfolgte analog, die Konzentrationen von Fura-2-AM (3 µmol/l) und Pluronic 

Acid (0,06 %, Vol/Vol) waren jedoch geringer.
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2.3.2. Lösungen für die Zellkulturen
2.3.2.1. Präparationslösung

Die Isolation der Submukosa sowie ihre manuelle Zerkleinerung zur Herstellung einer 

primären Zellkultur erfolgte in Hank's balanced salt solution ohne Ca2+ und ohne Mg2+ 

(Life Technologies) mit einem Zusatz von Glucose (12,2 mmol/l).

2.3.2.2. Enzymatische Digestionslösung

Um die isolierte und manuell zerkleinerte Submukosa zu verdauen, wurde eine enzyma-

tische Digestionslösung eingesetzt, die aus Ca2+- und Mg2+-freier Hank's balanced salt 

solution bestand, der Glucose (12,2 mmol/l), HEPES (10 mmol/l) sowie Collagenase II 

(1,8 mg/ml; Biochrom, Berlin, Deutschland) zugesetzt wurden. 

2.3.2.3. Neurobasal-A-Medium zur Kultivierung der primären Submukosa 
-Kultur

Die primären Zellkulturen aus isolierter Submukosa des Kolons der Ratte wurden in fol-

gendem Medium kultiviert: Neurobasal™-A-Medium (Life Technologies), dem fetales 

Kälberserum (10 %, Vol/Vol; PAA, Cölbe, Deutschland), Penicillin (100 

units/ml)/Streptomycin (0,1 mg/ml; PAA) und Glutamin (0,5 mmol/l; PAA) zugesetzt 

wurden.

2.3.2.4. MEMα-Medium zur Kultivierung der RBL-2H3-Zellen und der Co-
Kultur

Zellen der Linie RBL-2H3 wurden in MEMα-Medium (Life Technologies, Darmstadt, 

Deutschland) kultiviert, dem fetales Kälberserum (15 %, Vol/Vol; PAA), Penicillin (100 

units/ml)/Streptomycin (0,1 mg/ml) sowie Glutamin (2 mmol/l) zugesetzt wurden.

2.3.2.5. Einfriermedium der RBL-2H3-Zellen

Das Medium, welches zum Einfrieren der RBL-2H3-Zellen verwendet wurde, bestand 

aus MEMα-Medium, dem DMSO (10 %, Vol/Vol) zugesetzt wurde.
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2.3.3. Lösungen für die immunzytochemischen Markierungen
2.3.3.1. Phosphatpuffer (PB)

Für die Herstellung der Fixierungslösung sowie der Lösung zum Anfärben der Zellkerne 

mit DAPI wurde ein Phosphatpuffer folgender Zusammensetzung verwendet (Angaben 

in mmol/l): 80 Na2HPO4, 20 NaH2PO4. Die Substanzen wurden in destilliertem Wasser 

gelöst und mit NaOH bzw. HCl auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.

2.3.3.2. Phosphatpuffersalzlösung (PBS-Lösung)

Die Lösung zur Durchführung des Großteils der Waschschritte bei der Herstellung von 

indirekten Fluoreszenzmarkierungen bildete eine Lösung aus Phosphatpuffersalz (PBS). 

PBS wurde in Form von Tabletten verwendet, 1 Tablette PBS (Sigma-Aldrich, Taufkir-

chen, Deutschland) wurde in 200 ml destilliertem Wasser unter Rühren gelöst. Die ent-

standene Lösung wies eine Konzentration von 100 mmol/l auf. Sie wurde im Kühl-

schrank bei 4°C aufbewahrt und konnte etwa eine Woche lang genutzt werden.

2.3.3.3. Triton-X-100-haltige PBS-Lösung

Diese Lösung bildete die Basis für die Herstellung von Blockierungslösung sowie Anti-

körperlösungen. Die Triton-X-100-haltige PBS-Lösung bestand aus PBS-Lösung, der 

0,05 % Triton-X-100 (Vol/Vol) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) als Deter-

gens zugesetzt wurde. Diese Lösung wurde für die Waschschritte nach der Inkubation 

mit den Primärantikörperlösungen und vor Beschichtung mit den Sekundärantikörperlö-

sungen verwendet.

2.3.3.4. Fixierungslösung

Zur Fixierung der Zellkulturen wurde eine 4 %ige (Gew/Vol) Paraformaldehydlösung 

hergestellt. Aufgrund der Toxizität von Paraformaldehyd erfolgten alle Arbeitsschritte 

unter dem Abzug. 4 g Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) 

wurden unter ständigem Rühren bei 55°C in 100 ml Phosphatpuffer gelöst. Um eventu-

elle Partikel zu entfernen, wurde die Lösung gefiltert, bevor sie lichtgeschützt bei 4°C 

für maximal 2 Wochen aufbewahrt wurde.
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2.3.3.5. Blockierungslösung

Die Blockierungslösung wurde aus Triton-X-100-haltiger PBS-Lösung hergestellt, der 

Eselserum (10 %, Vol/Vol; Millipore, Schwalbach, Deutschland) zugesetzt wurden.

2.3.3.6. Primärantikörperlösungen

Die Primärantikörperlösungen bestanden aus Blockierungslösung, welcher der jeweilige 

primäre Antikörper zugesetzt wurde. Die genauen Bezeichnungen sowie die Konzentra-

tionen der primären Antikörper sind in Tabelle 2.1. aufgeführt.

2.3.3.7. Sekundärantikörperlösungen

Die Sekundärantikörperlösungen bestanden aus Triton-X-haltiger PBS-Lösung (0,05 % 

Triton-X, Vol/Vol), welcher der jeweilige sekundäre Antikörper zugesetzt wurde. Die 

genauen Bezeichnungen sowie die Konzentrationen der sekundären Antikörper sind in 

Tabelle 2.2. aufgeführt.

2.3.3.8. Lösung zur Kernfärbung

Zur Darstellung der Zellkerne in indirekten Immunfluoreszenzmarkierungen wurde der 

Farbstoff DAPI (4', 6-Diamidino-2-phenylindol Dilactat) verwendet. Zunächst wurde 

eine Stammlösung aus DAPI (10 mg; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) und 

destilliertem Wasser (2 ml) hergestellt. Die Gebrauchslösung (300 nmol/l) bestand aus 

dieser Stammlösung und Phophatpuffer. Sie wurde bei 4°C gelagert und konnte maxi-

mal 6 Monate lang verwendet werden.

2.4. Wirkstoffe
Folgende Wirkstoffe wurden für die funktionellen Experimente, das heißt für die Ca2+-

Imaging-Messungen und die Ussingkammer-Messungen, verwendet: 

Amthamin (Tocris, Bristol, Großbritannien), Cimetidin, Compound 48/80, Gadolinium-

chlorid, Histamin, Indometacin, Manganchlorid, Pyrilamin, R-α-Methylhistamin (Biot-

rend, Wangen, Schweiz), Tetrodotoxin, Thioperamid (Biotrend, Wangen, Schweiz), 

Thrombin (Millipore, Schwalbach, Deutschland), Trifluoromethylphenylhistamin 
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(TMPH) (freundlicherweise überlassen von Prof. Schunack, FU Berlin) sowie Trypsin 

konnten in wässriger Lösung direkt im Messpuffer, Tyrode bzw. Parsons-Lösung, gelöst 

werden. 

Für folgende Substanzen wurde zunächst eine Stocklösung bestehend aus Dimethylsul-

foxid und Wirkstoff angesetzt: 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB), BW A4C (Well-

come, Beckenham, Großbritannien), Cyclopiazonsäure (Alexis, Grünberg, 

Deutschland), FR 171113 (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland), GB 83 (Axon, 

Groningen, Niederlande) und Veratridin. Die maximale Konzentration von DMSO in 

der Messkammer wurde beim Einsatz von 2-APB erreicht, sie betrug 0,29 % (Vol/Vol).  

Indometacin wurde in Ethanol gelöst. Die maximale Ethanolkonzentration in der Mess-

kammer betrug 0,13 % (Vol/Vol).

Die bei der Durchführung der Versuche eingesetzten Wirkstoffe wurden, wenn nicht an-

ders angegeben, von der Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

2.5. Präparation
2.5.1. Präparation der Submukosa-Mukosa-Präparate für die 

Ussingkammer-Messungen

Die Ratten wurden mittels Genickschlag betäubt. Zur Tötung erfolgte zunächst eine zer-

vikale Dislokation. Danach wurde die Bauchhöhle entlang der Linea alba eröffnet, ge-

folgt von einer Brusthöhleneröffnung entlang des Sternums. Nun erfolgte ein Herz-

schnitt, welcher zum Entbluten der Tiere führte (vom Regierungspräsidium Gießen 

genehmigt). Das distale Ende des Kolons, welches durch einen großen Lymphknoten 

markiert ist (Lindström et al. 1979), wurde aufgesucht und mit der Schere abgesetzt. 

Das Kolon wurde auf seiner gesamten Länge vorsichtig stumpf vom Mesenterium 

getrennt und an seinem proximalen Ende, kurz vor seinem Übergang ins Caecum, eben-

falls mit der Schere abgesetzt. Das Kolon wurde nun in eiskalte, mit Carbogen begaste 

Parsons-Lösung (siehe 2.3.1.1.) überführt, bis es zu einer Relaxation der Muskelschicht 

kam. Durch mehrmaliges Spülen des Lumens mit eiskalter Parsons-Lösung wurden 

Kotreste entfernt und das Gewebe konnte nun auf einen Kunststoffstab (Durchmesser 5 

mm) aufgezogen werden. Am distalen Kolonende wurde mit einem stumpfen Skalpell 

eine umlaufende Inzision gesetzt, bei der die Muskelschicht und die darauf liegende 
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Serosa durchtrennt wurden. Anschließend konnte die Muskelschicht, inklusive der auf 

ihr sitzenden Serosa, vorsichtig über die gesamte Kolonlänge abgezogen werden. Die 

Muskelschicht wurde verworfen, das übrige Kolon, bestehend aus Submukosa sowie 

Mukosa, verblieb zunächst auf dem Stab. Der proximale Teil des Kolons, welcher an 

den quer verlaufenden Schleimhautfalten der Mukosa erkannt werden konnte (Lind-

ström et al. 1979), wurde abgeschnitten, das verbliebene distale Kolon wurde auf dem 

Stab mit einem Skalpell in 2 Hälften geteilt. Jedes dieser so entstandenen Submuko-

sa-Mukosa-Präparate wurde entlang des Mesenterialansatzes eröffnet und in eine 

Ussingkammer eingespannt.

2.5.2. Präparation der Jejunumsegmente für die 
Ussingkammer-Messungen

Im Anschluss an die Entnahme des Kolons wurde der Magen der Ratte aufgesucht. Etwa 

20 cm distal des Pylorus wurde das Jejunum mit der Schere abgesetzt, in distaler Rich-

tung durch stumpfe Präparation vom Mesenterium abgelöst und bei einer Länge von ca. 

10 cm ebenfalls mit der Schere abgesetzt. Das entnommene Jejunum wurde in eiskalte 

Parsons-Lösung (siehe 2.3.1.1.) verbracht, damit die Muskelschicht relaxieren konnte. 

Das Lumen wurde durch mehrmaliges Spülen mithilfe einer mit Parsons-Lösung gefüll-

ten Spritze gereinigt und der Darm konnte danach auf einen Kunststoffstab (Durchmes-

ser 5 mm) aufgezogen werden. Das Jejunum wurde nun in zwei Segmente mit einer 

Länge von etwa 3 cm geteilt, jedes Präparat am Mesenterialansatz mit einem Skalpell 

eröffnet und in eine Ussingkammer eingespannt. Die Muskelschicht wurde bei der 

Anfertigung der Jejunumsegmente also nicht entfernt.

2.5.3. Präparation der Submukosa für Ca2+-Imaging-
Experimente und Mikroelektroden-Messungen

Um die isolierte Submukosa aus dem Kolon der Ratte zu erhalten, wurde mit dem Sub-

mukosa-Mukosa-Präparat (vergleiche 2.5.1) weitergearbeitet (siehe Abbildung 2.1.). 

Das Submukosa-Mukosa-Präparat wurde noch auf dem Kunststoffstab der Länge nach 

am Mesenterialansatz mittels Skalpell eröffnet. Danach konnte es vom Stab gelöst und 

mit der Mukosa nach oben auf einer Glasplatte ausgebreitet werden. Das Präparat wurde 
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mit Tyrode (siehe 2.3.1.2.) umspült, um ein Austrocknen des Gewebes zu vermeiden. 

Das Gewebe wurde am proximalen Ende mit einem Objektträger und einer Klammer an 

der Glasplatte fixiert. Nun wurde die Mukosa mithilfe von zwei Objektträgern vorsich-

tig von der Submukosa abgetrennt. Dazu wurde das Gewebe am distalen Ende mit ei-

nem Objektträger leicht gespannt, mit dem anderen Objektträger erfolgte eine vorsichti-

ge Inzision, um die Mukosa, nicht jedoch die Submukosa zu durchtrennen. Danach 

konnte die Mukosa als intakte Schicht vorsichtig mithilfe des Objektträgers von der dar-

unter liegenden Submukosa getrennt werden. Die isolierte Submukosa wurde nun mit 

dem Skalpell in Quadrate mit 1 cm Kantenlänge geschnitten und mithilfe zweier Pinzet-

ten auf die bereits zuvor beschichteten Glasplättchen (Durchmesser 20 mm) bzw. Zell-

kulturschalen (Durchmesser 35 mm) (vergleiche 2.7.) geklebt.
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Abbildung 2.1. A: Submukosa-Mukosa-Präparat auf dem Kunststoffstab, 
B: eröffnetes Submukosa-Mukosa-Präparat, C: Trennung von Submukosa und Mukosa,  
D: Submukosa und Mukosa liegen getrennt vor. (Bilder mit freundlicher Genehmigung 
von S. Bader)
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2.6. Zellkultur
2.6.1. Primäre Zellkultur der Submukosa aus dem Kolon der 

Ratte
2.6.1.1. Kulturbedingungen der primären submukösen Zellkultur

Die Zellen wurden im Brutschrank (Sanyo CO2 Incubator, SANYO North America Cor-

poration, Wood Dale, IL, USA) bei 37 °C und 5 % CO2 (Vol/Vol) in Neurobasal-A-Me-

dium (siehe 2.3.2.3.) kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgte am ersten Tag nach der 

Präparation, um möglichen Zelldetritus zu entfernen sowie den Zellen neue Nährstoffe 

zur Verfügung zu stellen. Alle Arbeitsschritte erfolgten unter einer Sterilbank (LaminAir 

LB-48-C, Heraeus, Hanau, Deutschland). 

Die Zellen konnten zwar bis zu fünf Tage lang kultiviert werden, allerdings proliferier-

ten die submukösen Zellen, wie z.B. Fibroblasten, so stark, dass es ab Tag 4 zu einer 

Überwucherung der submukösen Neurone kam und diese sich in Ca2+-Imaging-Experi-

menten nicht mehr adäquat untersuchen ließen. Aus diesem Grund wurden die Zellen, 

die für die Experimente genutzt wurden, nur zwei bis drei Tage lang im Brutschrank 

kultiviert.

2.6.1.2. Herstellung der primären submukösen Zellkultur

Um eine primäre Zellkultur der Submukosa und damit auch der Neurone des Plexus 

submucosus herzustellen, wurde zunächst die Submukosa aus dem Kolon der Ratte, wie 

in 2.5.3. beschrieben, in Präparationslösung (siehe 2.3.2.1.) isoliert. Die Submukosa 

wurde nun mit einem Skalpell manuell zerkleinert, bis die Größe der Einzelteile etwa 

2 – 3 mm betrug. Die Submukosasegmente wurden mit einer Pipette aufgesammelt und 

in einem Tube (Fassungsvermögen 2 ml) für 10 Sekunden in einer Tischzentrifuge zen-

trifugiert. Daraufhin wurde der Überstand an Präparationslösung abgenommen und 

durch 2 ml enzymatische Digestionslöstung (siehe 2.3.2.2.) ersetzt.

Zum Kollagenaseverdau des Gewebes wurde das Tube in einen Thermomixer verbracht 

(HLC MHL-23, Ditabis, Pforzheim, Deutschland) und dort bei 200 Schüttelbewegun-

gen pro Minute und 37 °C inkubiert. Das Schütteln sollte die Verteilung der Kollagenase 

sowie die Dissoziation des Gewebes erleichtern. Nach 30 Minuten wurde das Gewebe 

manuell weiter zerkleinert, indem es durch eine Kanüle mit dem Durchmesser 21 G 

dreimal in eine Spritze aufgesogen und wieder herausgedrückt wurde. Nach einer weite-
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ren Inkubation in Kollagenase für 30 min erfolgte eine Trituration in einer 23-G- und 

nach weiteren 30 min in einer 27-G-Kanüle. Die Präparation war erfolgreich, wenn eine 

homogen trübe Lösung entstanden war. In Ausnahmefällen musste die Inkubation noch 

einige Minuten fortgesetzt werden, um dies zu erreichen. Im Anschluss erfolgte eine 

Zentrifugation für 3 Minuten bei 1000 Umdrehungen pro Minute. Der Überstand wurde 

abgenommen und durch 2 ml Neurobasal-A-Medium (siehe 2.3.2.3.) ersetzt. Nach kurz-

em Durchmischen von Zellpellet und Medium mittels Vortexmischer wurde die Zellsus-

pension erneut für drei Minuten bei 1000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und 

der Überstand erneut abgenommen.

Welches Volumen an frischem Neurobasal-A-Medium nun zum Zellpellet hinzupipet-

tiert wurde, richtete sich nach der Anzahl der vorbereiteten, Poly-L-Lysin beschichteten, 

Glasplättchen (vergleiche 2.7.) sowie der Größe des Zellpellets. Die Präparation einer 

isolierten Submukosa einer Ratte mit 200 - 250 g Körpergewicht ergab ein Zellpellet, 

welches in 400 µl Neurobasal-A-Medium resuspendiert wurde. Je 50 µl dieser Zellsus-

pension wurden mittig auf jedes vorbereitete Glasplättchen, welches sich in einer Vertie-

fung einer Vier-Well-Platte befand, pipettiert. Ein abweichendes Körpergewicht der ge-

nutzten Ratte führte zur individuellen Anpassung der Mediummenge. Die mit den bela-

denen Glasplättchen gefüllten Vier-Well-Platten wurden dann für 2 Stunden im Brut-

schrank gelagert, um den Zellen zu ermöglichen herabzusinken und am Glasplättchen 

anzuhaften. Nach diesen 2 Stunden wurde jedes Well mit 37°C warmem Neurobasal-A- 

Medium auf ein Volumen von 500 µl aufgefüllt.

2.6.2. Zelllinie RBL-2H3
2.6.2.1. Kulturbedingungen

Die Zellen der Zelllinie RBL-2H3 wurden in Zellkulturschalen (Durchmesser 6 cm) im 

Brutschrank (TECO10, MS-L GmbH, Dielheim, Deutschland) bei 37 °C und 5 % CO2 

(Vol/Vol) in MEMα-Medium (siehe 2.3.2.4.) kultiviert. Alle Arbeitsschritte wurden zur 

Vermeidung von Kontaminationen unter einer Sterilbank (LaminAir LB-48-C) durch-

geführt. 

33



2. Material und Methoden

2.6.2.2. Auftauen der Zellen

Die freundlicherweise von Prof. Cavalié (Universität des Saarlandes, Homburg/Saar) 

zur Verfügung gestellten Kryos wurden zunächst 30 Minuten bei Raumtemperatur auf-

getaut und der Inhalt des Kryoröhrchens wurde in 10 ml MEMα-Medium überführt. 

Beide Teile wurden in einem Falcon Tube (15 ml Fassungvermögen) zunächst vermischt 

und dann für 5 Minuten bei 1000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Der Über-

stand wurde abgenommen, um das im Einfriermedium enthaltene DMSO zu entfernen, 

und das entstandene Zellpellet in 8 ml frischem MEMα-Medium gelöst. Die entstandene 

Zellsuspension wurde auf zwei Zellkulturschalen verteilt und zusätzlich 2 ml frisches 

MEMα-Medium hinzu pipettiert, sodass jede Zellkulturschale mit einem Volumen von 6 

ml gefüllt war. Die beladenen Zellkulturschalen wurden im Brutschrank inkubiert.

2.6.2.3. Passagieren der Zellen

Aufgrund des schnellen Wachstums der RBL-2H3-Zellen wurden diese dreimal wö-

chentlich passagiert. Hierzu wurde zunächst das Medium von der bewachsenen Kultur-

schale entfernt und diese dreimal mit je 1 ml PBS-Lösung (PAA, Cölbe, Deutschland) 

gewaschen, um Rückstände des Mediums zu entfernen. Daraufhin wurde 1 ml Trypsin-

EDTA-Lösung (PAA, Cölbe, Deutschland) auf den Zellrasen gegeben und für 5 Minu-

ten im Brutschrank inkubiert, um die Zellen vom Boden der Kulturschale abzulösen. 

Nach der Inkubation im Brutschrank wurde der Teil der Zellen, welcher noch immer am 

Schalenboden haftete, durch Klopfen auf denselben gelöst. 

Durch Zugabe von 1 ml MEMα-Medium entstand eine Zellsuspension, deren Menge an 

Zellen pro Volumeneinheit nun mittels Neubauer-Zählkammer lichtmikrokopisch ermit-

telt werden konnte. Es wurden je 60.000 Zellen in zwei frische Zellkulturschalen über-

führt, das Volumen der Zellsuspension wurde durch Zugabe von MEMα-Medium auf 6 

ml pro Zellkulturschale gebracht. Die frisch beladenen Zellkulturschalen wurden in den 

Brutschrank gestellt und bei den bereits oben beschriebenen Bedingungen bis zur Nut-

zung bzw. bis zum nächsten Passagieren inkubiert. Die Erfahrung zeigte, dass sich im 

Schnitt ca. 230 Zellen in jedem Mikroliter Zellsuspension befanden, sodass aus Grün-

den der Zeitersparnis beim Passagieren letztlich auf das Zählen der Zellen verzichtet 

werden konnte und pauschal 250 µl Zellsuspension in jede frische Zellkulturschale 

übertragen wurden.
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Da vermutet wird, dass Zellen der RBL-Linie durch zu häufige Subkultivierung eine 

verminderte Histaminfreisetzung zeigen (Barsumian et al. 1981), wurden diese spätes-

tens mit Passage 30 verworfen und im Anschluss zuvor eingefrorene Zellen (siehe 

2.6.2.4.) nach dem oben beschriebenen Protokoll wieder aufgetaut.

2.6.2.4. Einfrieren der Zellen

Um einen Vorrat an RBL-2H3-Zellen zur Verfügung zu haben, wurden insgesamt zwei-

mal Zellen der Passagen 10 bzw. 12 eingefroren. Hierzu wurde die beim Passagieren 

entstandene Zellsuspension folgendermaßen weiterverarbeitet: Nach dem Zählen der 

Zellen wurde die gesamte Zellsuspension für 5 Minuten bei 1000 Umdrehungen pro Mi-

nute zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde in einer entspre-

chenden Menge frisch hergestellten Einfriermediums (siehe 2.3.2.5.), welches DMSO 

enthielt, so gelöst, dass eine Zellsuspension mit 1012 Zellen pro ml Einfriermedium ent-

stand. Es wurden je 0,5 ml dieser Zellsuspension in jedes Kryoröhrchen (Fassungsver-

mögen 2 ml) gefüllt. Danach wurden in jedes Kryoröhrchen nochmals 0,5 ml frisches 

Einfriermedium gefüllt, sodass in jedem Kryoröhrchen ein Gesamtvolumen von 1 ml 

und eine Zellzahl von 106 Zellen vorhanden waren. Die Röhrchen wurden in einem Ein-

friertopf (Kryo-Einfriergerät, Nunc, Wiesbaden, Deutschland) bei -80°C eingefroren. 

Der genutzte Einfriertopf zeichnete sich durch die äußere Umspülung der Kryoröhrchen 

mit Isopropylalkohol aus, dadurch sollte eine Abkühlrate von 1°C pro Minute garantiert 

werden.

2.6.3. Co-Kultur aus kultivierten Zellen der Submukosa der 
Ratte und RBL-2H3-Zellen

2.6.3.1. Kulturbedingungen der Co-Kultur

Die Co-Kultur aus submukösen Neuronen und RBL-2H3-Zellen wuchs in MEMα-Me-

dium. Beide Zelltypen wurden für ein bis zwei Tage gemeinsam im Brutschrank (Sanyo 

CO2 Incubator) bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert.
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2.6.3.2. Herstellung der Co-Kultur

Um die Co-Kultivierung submuköser Neurone aus dem Kolon der Ratte mit RBL-2H3-

Zellen zu ermöglichen, wurde zunächst eine primäre Zellkultur der Submukosa nach 

dem oben beschriebenen Protokoll angelegt. Alle Arbeitsschritte erfolgten unter einer 

Sterilbank (LaminAir LB-48-C). Am ersten Tag nach der Präparation wurde zunächst 

das Neurobasal-A-Medium (siehe 2.3.2.3.) entfernt und durch MEMα-Medium (siehe 

2.3.2.4.) ersetzt, da nur unter diesen Bedingungen ein gemeinsames Wachstum beider 

Zelltypen beobachtet werden konnte. Es erwies sich jedoch als wichtig, die primäre 

Zellkultur der Submukosa zunächst einen Tag in Neurobasal-A-Medium zu kultivieren, 

um den Neuronen die Möglichkeit zu geben, sich in optimaler Umgebung zu regenerie-

ren und auszudifferenzieren. Unmittelbar nach dem Mediumwechsel wurde eine Zell-

kulturschale mit RBL-Zellen zunächst mit steriler PBS-Lösung gewaschen und dann mit 

Trypsin-EDTA-Lösung beschichtet, um den Zellrasen von der Kulturschale zu lösen 

und eine Zellsuspension herzustellen. Dieses Vorgehen entspricht dem Prozedere beim 

Passagieren der Zellen und ist in 2.6.2.3. detailliert beschrieben. Nach lichtmikroskopi-

scher Bestimmung der Zellzahl pro Volumen mithilfe einer Neubauer-Zählkammer, 

wurden 10.000 Zellen in jedes Well der primären Zellkultur aus submukösen Neuronen 

übertragen.

2.7. Beschichtung der Glasplättchen sowie der 
Zellkulturschalen

Für die Ca2+-Imaging-Messungen mit isolierten Submukosae mussten zunächst Glas-

plättchen mit einem Durchmesser von 20 mm mit 50 µl gebrauchsfertiger Poly-L-Lysin-

Lösung (Molekulargewicht > 300000 D, 0,1 mg/ml; Biochrom, Berlin, Deutschland) be-

schichtet werden. Die verwendete Flüssigkeitsmenge wurde dabei mit der Pipettenspitze 

zunächst zu einem möglichst dünnen, großflächigen Film verteilt und dann auf einer 

Heizplatte bei 47 °C eingedampft. Die Beschichtung der Plättchen wurde zeitlich unmit-

telbar vor Beginn der Präparation vorgenommen. 

Für die Herstellung der Submukosapräparate zur intrazellulären Mikroelektroden-

Messung wurde auf die Nutzung von Glasplättchen verzichtet, um den Arbeitsabstand 

zwischen Objektiv und Gewebepräparat nicht zusätzlich zu vergrößern. Das Gewebe 
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wurde hierfür direkt auf Zellkulturschalen (Durchmesser 35 mm), welche gleichzeitig 

als Messkammern für die Versuche dienten, aufgeklebt. Zu diesem Zweck wurden hier 

direkt die Zellkulturschalen nach der für die Beschichtung der Glasplättchen bereits 

beschriebenen Vorgehensweise beschichtet.

Für die Ca2+-Imaging-Experimente an kultivierten Zellen sowie die immunzytochemi-

schen Färbungen wurden Glasplättchen von 13 mm Durchmesser unter einer Sterilbank 

(LaminAir) zunächst abgeflammt. Sie wurden mit 30 µl einer verdünnten (bestehend 

aus 1 Teil Poly-L-Lysin und vier Teilen destilliertem Wasser) Poly-Lysin-Lösung 

beschichtet.

2.8. Protokoll zur Immunisierung der Ratten mit 
Ovalbumin

Zur Untersuchung neuroimmuner Kommunikationen im Jejunum sowie Kolon der Ratte 

wurde ein Tierversuch durchgeführt, bei dem die 48 verwendeten Tiere zunächst gegen 

Ovalbumin sensibilisiert wurden. Hierzu nutzte ich ein bekanntes Modell, welches be-

reits in der Literatur beschrieben wurde (Hug et al. 1996).
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Die Tiere erhielten vierzehn Tage vor dem Versuch eine subkutane Injektion, bestehend 

aus 10 µg Ovalbumin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland), welches in 50 µl ste-

riler 0,9 % (Gew/Vol) Kochsalzlösung (B.Braun, Melsungen, Deutschland) gelöst wur-

de, sowie 60 µl des Adjuvans Stimune (Prionics AG, Schlieren, Schweiz). Zur Booste-

rung wurde die Injektion mit einer Lösung gleicher Zusammensetzung einen Tag vor 

dem Versuch wiederholt. Jedes behandelte Tier wurde einer täglichen Adspektion unter-

zogen, es konnten jedoch keinerlei Krankheitsanzeichen infolge der Sensibilisierung ge-

gen Ovalbumin entdeckt werden.

2.9. Ca2+-Imaging
2.9.1. Theorie des Ca2+-Imagings

Die Technik des Ca2+-Imagings ermöglicht den Nachweis neuronaler Aktivität durch die 

Darstellung sich verändernder zytosolischer Ca2+-Konzentrationen in der Zelle. Die 

bildliche Darstellung erfolgte hierbei mittels Indikatorfarbstoffen. Der Farbstoff Fura-2, 

der von mir genutzt wurde, gehört zur Gruppe der wellenlängenändernden Farbstoffe 

(wavelength shifting dyes). Solche Farbstoffe ändern durch die Bindung an Ca2+ ihre 

Anregungs- und/oder Emissionswellenlängen (Grynkiewicz et al. 1985). Im Falle von 

Fura-2 ändert sich mit der Ca2+-Bindung die optimale Wellenlänge, mit der das Molekül 

zur Fluoreszenz angeregt wird. Diese beträgt 362 nm für freies Fura-2 und 340 nm für 

den Ca2+-Fura-2-Komplex. Trotz des Anregungsmaximums bei 362 nm für ungebunde-

ne Fura-2 Moleküle wird in der Praxis bei einer Wellenlänge von 380 nm gemessen. Der 

Grund hierfür ist die Nähe des Anregungsmaximums von 362 nm zum sogenannten 

isoemissiven Punkt des Fura-2-spezifischen Spektralverhaltens. Der isoemissive Punkt 

beschreibt den Schnittpunkt der Anregungsspektren für die Ca2+-gebundene Form des 

Fura-2 und seine ungebundene Form (siehe Abbildung 2.3.). Das bedeutet, dass am 

isoemissiven Punkt die Fluoreszenzintensität unabhängig von der Ca2+-Konzentration 

immer gleich ist. Zur Darstellung sich verändernder Ca2+-Konzentrationen in der Zelle 

ist eine Messung bei 362 nm also ungeeignet.
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Abbildung 2.3. zeigt die Anregungsspektren für Ca2+-gebundenes und -ungebundenes 

Fura-2. Sie verdeutlicht, dass die Differenz der Fluoreszenzintensität für Ca2+-gebunde-

nes Fura-2 und freies Fura-2 am größten ist, wenn die Messung der Fluoreszenz der 

freien Form bei einer Wellenlänge von 380 nm erfolgt. Das Maximum der emittierten 

Lichtstrahlung liegt - unabhängig davon ob die gebundene oder die freie Form des Farb-

stoffs Fura-2 vorliegt - immer bei 510 nm.

Da die maximale Anregung, je nachdem, ob die Ca2+-gebundene oder die freie Form 

vorliegt, bei unterschiedlichen Wellenlängen liegt, die Emission jedoch unveränderlich 

ist, sind Verhältnismessungen, sogenannte Ratiomessungen, möglich. Hierbei wird der 

Quotient aus der gemessenen Emission bei Anregung mit Licht der Wellenlänge 340 nm 

und der Emission bei einer Anregung mit Licht der Wellenlänge 380 nm gebildet. Dies 

bedeutet, dass es bei einem Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration auch zu einem 

Anstieg der Ratio kommt, fällt die Ca2+-Konzentration, so verringert sich auch der Wert 
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der Ratio. Die Ratiomessung hat den Vorteil, dass sie unabhängig von der absoluten 

Farbstoffkonzentration in der Zelle ist, außerdem spielen Unterschiede, die durch Zell-

größe oder Zelldicke zustande kommen, keine Rolle mehr. Da es durch längere Belich-

tung zum Ausbleichen des Farbstoffs kommt, ist die Ratiomessung auch hier von Vor-

teil. Trotz des Ausbleichens des Farbstoffs bleibt durch die Verhältnismessung der be-

rechnete Quotient für längere Zeit stabil (Tsien und Poeni 1986). Durch die Ratiomes-

sung kann jedoch immer nur die Veränderung der intrazellulären Ca2+-Konzentration 

bestimmt werden, eine Ermittlung der absoluten Ca2+-Konzentrationen findet nicht statt.

2.9.2. Fluoreszenzfarbstoff Fura-2

Fura-2 ist ein Fluoreszenz-Indikator-Farbstoff mit der Grundstruktur eines Calci-

um-Chelators, der sich durch hohe Selektivität für Calciumionen auszeichnet (siehe Ab-

bildung 2.4.A). Die freie Säure des Farbstoffmoleküls trägt fünf Carboxylgruppen, von 

denen vier je ein Calciumion klauenartig umschließen können, sodass ein Komplex ge-

bildet wird. Die fünfte Carboxylgruppe kann aufgrund seiner geringen Ladung kein Cal-

ciumion binden. Da es sich um ein geladenes Molekül handelt, kann es die Zellmem-

bran nicht passieren. Aus diesem Grund wird Fura-2-Acetoxymethylester (Fura-2-AM) 

eingesetzt, bei dem alle Carboxylgruppen mit Acetoxymethylresten verestert sind (siehe 

Abbildung 2.4.B). In dieser lipophilen Form kann Fura-2-AM durch die Zellmembran 

in die Zelle diffundieren, es fluoresziert in dieser Form allerdings nicht mehr. Intrazellu-

lär wird Fura-2-AM durch unspezifische Esterasen zu Fura-2, Formaldehyd und Acetat 

gespalten. Damit liegt nun freies Fura-2 intrazellulär vor, es kann Calciumionen kom-

plexieren und hat seine Fähigkeit zur Fluoreszenz zurückerlangt. Da es in seiner gelade-

nen Form vorliegt, kann es die Zelle nicht wieder verlassen. Auf diese Weise wird eine 

nicht-invasive Beladung der Zellen mit Farbstoff ermöglicht.

Die Bindungskurve von Ca2+ an den Farbstoff Fura-2 verläuft sigmoidal. Die Dissozia-

tionskonstante Kd beschreibt den Wert, bei dem 50 % der vorhandenen Fura-2-Molekü-

le an Ca2+ gebunden vorliegen. Je kleiner Kd ausfällt, umso größer ist die Affinität das 

Zielion zu binden. Kd liegt für Fura-2 bei einer Ca2+-Konzentration von 224 nmol/l. 

Unter Ruhebedingungen liegt die zytosolische Ca2+-Konzentration in den meisten Zellen 
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nur bei etwa 100 nmol/l. Dies bedeutet, dass auch bei einem Anstieg der Ca2+-Konzen-

tration auf einen Stimulus hin noch genügend Spielraum besteht, bis eine Farbstoffsätti-

gung eintritt.
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Abbildung 2.4. .A: Strukturformel von Fura-2 (Natriumsalz) 
B: Strukturformel von Fura-2-AM (Quelle: Life Technologies, Molecular Probes  
Handbook)
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2.9.3. Messstand

Die Imaging-Versuche wurden mit einem inversen Lichtmikroskop der Firma Olympus 

(IX 50; Olympus Optical, Tokyo, Japan) durchgeführt, ein Objektiv mit 20-facher Ver-

größerung wurde für alle Messungen verwendet. Das Lichtmikroskop war sowohl mit 

einem Epifluoreszenz-Setup als auch mit einer Image-Analyse-Software (Till Photonics, 

Martinsried, Deutschland) ausgestattet. Die Lichtquelle stellte eine Xenonlampe dar, 

welche Lichtwellen erzeugte, die über einen dichromatischen Spiegel und einen Licht-

leiter auf das Präparat übertragen wurden. Die bei einer Anregungswellenlänge von 340 

bzw. 380 nm entstehende Emission von 510 nm konnte den dichromatischen Spiegel 

passieren und wurde durch eine CCD-Kamera (CCD = charge coupled device) (Till 

Photonics) aufgenommen und auf einen Computer übertragen. Durch einen beweglichen 

Spiegel konnte das Licht, je nach Wunsch, entweder zum Okular oder zur Kamera wei-

tergeleitet werden. Den schematischen Aufbau des Messstandes zeigt Abbildung 2.5.. 
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Abbildung 2.5. Schema des genutzten Messstandes für das Ca2+-Imaging 
(Abbildung mit freundlicher Genehmigung von M. Diener)
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2.9.4. Messkammer und Perfusionssystem

Die Messkammer bestand aus mehreren Komponenten. Die Basis bildete eine Metall-

platte, die in der Mitte eine Aussparung für die jeweiligen Glasplättchen, auf denen sich 

die Präparate befanden, aufwies. Der Durchmesser der Aussparung war dabei jeweils 2 

mm kleiner als der Durchmesser der verwendeten Glasplättchen. Die Glasplättchen 

wurden über die Aussparung gelegt und mit einem jeweils passenden Teflonring, der die 

gleiche Aussparung wie die Metallplatte besaß, befestigt. Der Teflonring wurde seiner-

seits befestigt, indem er auf Metallbolzen mit Gewinde, welche auf der Metallplatte be-

festigt waren, gesteckt wurde. Mit Muttern wurde der Teflonring an den Metallbolzen 

festgeschraubt. Die Aussparung des Teflonrings war kegelförmig. Mittig an der Ausspa-

rung war der Teflonring lediglich wenige Millimeter hoch, nach außen hin wurde er im-

mer höher, sodass eine Kammer entstand. Diese Kammer konnte, je nach Größe der 

Aussparung, mit einem Volumen von 2 ml bzw. 3 ml Messpuffer gefüllt werden. 

Die gesamte Messkammer konnte auf dem Objekttisch des Mikroskops befestigt wer-

den, indem sie in die dafür vorgesehene Halterung einrastete. War die Kammer fixiert, 

wurde sie im nächsten Schritt an ein Perfusionssystem angeschlossen, welches durch 

eine Schlauchpumpe (11OSC.G18.CH5B; Ole Dich Instrumentsmakres APS, Hvidovre, 

Dänemark) angetrieben wurde. Durch die angeschlossene Schlauchpumpe waren Zulauf 

und Ablauf stets identisch. Alle Experimente wurden bei einem Flüssigkeitsaustausch 

von 2,5 ml/min durchgeführt. 

2.9.5. Versuchsdurchführung

Zum Aufladen der Zellen mit Farbstoff wurden die Gewebe- bzw. Zellkulturpräparate 

für eine bis zwei Stunden mit 250 µl der jeweiligen Färbelösung (siehe 2.3.1.5.) je Plätt-

chen beschichtet. Dieser Schritt sowie alle folgenden Schritte fanden unter Lichtschutz 

statt, um ein frühzeitiges Ausbleichen des Farbstoffs zu verhindern. Das in der Färbelö-

sung vorhandene Detergens Pluronic Acid wurde verwendet, um die Löslichkeit von Fu-

ra-2-AM zu verbessern. Die Glasplättchen mit den aufgeladenen Präparaten wurden 

nach der Inkubationszeit in die Messkammer eingespannt, mit Tyrode (siehe 2.3.1.2.) 

überschichtet und auf dem Objekttisch befestigt (siehe 2.9.4.). Das Perfusionssystem 

wurde nun an der Messkammer befestigt, mit Tyrode befüllt und sofort gestartet, um 
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überschüssigen Farbstoff, der nicht von den Zellen aufgenommen worden war, bereits 

vor Beginn der Messung zu entfernen. Die Perfusion bereits vor Auswahl des Messbe-

reichs zu starten hatte außerdem den Vorteil, dass nach Festlegung des Messbereichs 

keine Manipulation an der Messkammer mehr vorgenommen werden musste und eine 

dadurch verursachte Verschiebung des Messbereichs ausgeschlossen werden konnte. 

Im nächsten Schritt wurde der Messbereich ausgewählt. Dazu wurde das Präparat zu-

nächst unter geringer Beleuchtung durchgemustert und auf einen Bereich mit vielen 

Zellen der gewünschten Art eingestellt. Die eigentliche Markierung der Messbereiche 

erfolgte im nächsten Schritt unter UV-Licht. Der Computer zeigte eine Falschfarbendar-

stellung des selektierten Bereichs. Nun wurde für jede einzeln ausgewählte Zelle ein ei-

gener Messbereich eingezeichnet, welcher vom Imaging-Analyseprogramm mit ROI 

(ROI = Region of interest) bezeichnet wurde (siehe Abbildung 2.6.). Das Programm war 

so eingestellt, dass während der Messung alle 5 Sekunden eine Belichtung mit Licht der 

Wellenlänge 340 nm und 380 nm erfolgte. Die Emissionen bei Belichtung mit 340 nm 

und 380 nm wurden separat aufgezeichnet, des Weiteren wurde die Ratio aus beiden 

Werten sofort berechnet. Abhängig von der Fluoreszenzintensität der Zellen wurde die 

Belichtungsdauer vor Beginn jeder Messung - je nach Grad der Aufladung der Zellen - 

auf 20 ms bis 50 ms eingestellt. 

Nach dem Versuchsstart wurde die Superfusion mit Tyrode weiter fortgesetzt, bis sich 

das Fluoreszenzsignal stabilisierte und über mindestens 5 Minuten eine gleichmäßig 

verlaufende Baseline aufgezeichnet werden konnte. Im Anschluss erfolgte die Zugabe 

der zu testenden Substanz entweder per Superfusion oder durch Zugabe einer Stocklö-

sung mittels Pipette in die Messkammer. Sobald eine Zugabe per Pipette erfolgte, wurde 

die Superfusion beendet, um ein vorzeitiges Auswaschen des Wirkstoffs zu vermeiden. 

Wurde vor der Zugabe der zu testenden Substanz ein Blocker zugegeben, so betrug die 

Inkubationszeit je nach verwendetem Blocker 10 bis 30 Minuten. Nachdem der zu tes-

tende Wirkstoff zugegeben wurde, wurde die Reaktion abgewartet und nach einer defi-

nierten Zeitspanne (abhängig vom Wirkstoff und der damit verbundenen Geschwindig-

keit der ablaufenden Reaktion) ein Waschschritt der Messkammer mit Tyrode ange-

schlossen. Jeder Versuch endete mit einer Vitalitätskontrolle, die entweder in der Zuga-

be von KCl (35 mmol/l) oder von Veratridin (25 µmol/l) bestand. Durch die Gabe von 

KCl wird die Zelle depolarisiert und es kommt zur Ausbildung von Aktionspotentialen 
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in Neuronen. Veratridin ist ein erregendes Neurotoxin, es öffnet spannungsabhängige 

Natriumkanäle (Ulbricht 1998). Die Zugaben beider Substanzen lassen bei vitalen Neu-

ronen einen Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration als Reaktion auf die Zugabe 

erwarten. Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgeführt.

2.9.6. Datenerfassung und Datenauswertung

Die Datenerfassung sowie die Einstellung der Messparameter erfolgten mit der Ima-

ging-Analysesoftware TILLvisION. Alle erfassten Daten wurden auf einer Computer-

festplatte gespeichert. Die Auswertung der Reaktion der Zellen auf verschiedene getes-

tete Wirkstoffe verlief nach einem definierten Schema: eine Veränderung der zytosoli-

schen Ca2+-Konzentration, welche als Antwort auf den vorangegangenen Stimulus ge-

wertet wurde, lag vor, wenn zwei Bedingungen erfüllt waren: Erstens musste das ermit-

telte Maximum der Fura-2-Ratio nach Wirkstoffzugabe um einen Wert von mindestens 

0,1 von der gemittelten Baseline abweichen, zweitens musste diese Abweichung größer 
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dem Plexus submucosus
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sein als die vierfache Standardabweichnung der Baseline vor Zugabe der Testsubstanz. 

Erfüllte eine Zelle diese Kriterien, wurde sie als Responder gewertet. Es wurden außer-

dem nur Zellen ausgewertet, die eine Reaktion auf die Vitalitätskontrolle (35 mmol/l 

KCl bzw. 25 µmol/l Veratridin) zeigten. 

2.10. Indirekte Immunfluoreszenz
2.10.1. Grundlagen der indirekten Immunfluoreszenz

Mithilfe der Methode der Immunfluoreszenz können antigene Strukturen an einem zu 

untersuchenden Präparat mit hochspezifischen Antikörpern, die gegen diese antigenen 

Strukturen gerichtet sind, sichtbar gemacht und damit nachgewiesen werden. Vorausset-

zung hierfür ist das Vorliegen eines entsprechenden Antikörpers, der an die antigene 

Struktur binden kann. So entsteht ein stabiler Antigen-Antikörper-Komplex mit multi-

plen, nicht-kovalenten Bindungen (Harlow und Lane 1988). 

Bei der indirekten Immunfluoreszenz ist zur Darstellung der antigenen Zielstruktur 

nicht nur ein Antikörper, der an diese Zielstruktur bindet und als Primärantikörper be-

zeichnet wird, notwendig, sondern es muss noch ein zweiter, sogenannter Sekundäranti-

körper verwendet werden. Dieser Sekundärantikörper ist gegen den Primärantikörper 

gerichtet und an einen visuell detektierbaren Liganden gekoppelt. Die Sekundärantikör-

per, die in dieser Arbeit verwendet wurden, waren an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt. 

Nach Bindung des Primärantikörpers an die Zielstruktur im Präparat bindet im nächsten 

Schritt der farbstoffkonjugierte Sekundärantikörper an den Primärantikörper, und damit 

indirekt an die Zielstruktur. Die Durchführung mehrerer Waschschritte, sowohl nach In-

kubation mit dem Primärantikörper als auch nach Inkubation mit dem Sekundärantikör-

per, gewährleistet die Entfernung nicht gebundener Antikörper. Wird das markierte Prä-

parat nun mit Licht der Anregungswellenlänge des konjugierten Farbstoffs betrachtet, so 

kann die Markierung der antigenen Struktur optisch über den Fluoreszenzfarbstoff dar-

gestellt werden (Coons 1958). 
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Durch die Möglichkeit mehrerer Sekundärantikörper an nur einen Primärantikörper zu 

binden kommt es zur Signalverstärkung (Brelje et al. 2002). Die Methode der indirekten 

Immunfluoreszenz ermöglicht die Anfertigung von Mehrfachmarkierungen. In der vor-

liegenden Arbeit wurden ausschließlich indirekte immunzytochemische Doppelmarkie-

rungen angefertigt. Hierbei war zu beachten, dass die verschiedenen gleichzeitig ver-

wendeten primären Antikörper nicht aus derselben Tierart stammten und die verwende-

ten sekundären Antikörper an unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt waren.
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Abbildung 2.7. Prinzip der durchgeführten indirekten immunzytochemischen 
Markierungen am Beispiel des Histamin-H1-Rezeptors.
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2.10.2. Verwendete Antikörper

In meiner Arbeit wurden indirekte immunzytochemische Markierungen angefertigt, um 

die Expression der Histaminrezeptoren vom Typ H1, H2 und H3 sowie des Enzyms His-

tidindecarboxylase (HDC), welches für die Histaminsynthese verantwortlich ist, in Neu-

ronen des Plexus submucosus aus dem Kolon der Ratte zu überprüfen. Als Primäranti-

körper wurden zum einen polyklonale Antikörper verwendet, die gegen die Histaminre-

zeptoren H1, H2 oder H3 bzw. gegen das Enzym HDC gerichtet waren. Zum anderen 

wurde als zweiter primärer Antikörper immer der monoklonale Neuronenmarker MAP2 

(microtubule-associated protein 2) mitgeführt, um erkennen zu können, ob die mithilfe 

des polyklonalen Antikörpers dargestellte Struktur sich auf einem Neuron oder auf ei-

nem anderen Zelltyp befand. Eine Auflistung der verwendeten Primärantikörper findet 

sich in Tabelle 2.1.. Um die gebundenen Primärantikörper darstellen zu können, wurden 

Sekundärantikörper benötigt, welche an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt waren. 

Die verwendeten Sekundärantikörper sind in Tabelle 2.2. aufgeführt. Eine Übersicht 

über die angefertigten Doppelmarkierungen liefert Tabelle 2.3..

Primärantikörper Zielstruktur Wirt Verdünnung Hersteller

Anti-microtubule 
associating protein-2

Neuron Maus 1:100
Sigma-Aldrich 

M9942

Anti-Histamin-
H1-Rezeptor

Histamin-H1-
Rezeptor

Kaninchen 1:100
Chemicon 
AB5652P

Anti-Histamin-
H2-Rezeptor

Histamin-H2-
Rezeptor

Kaninchen 1:100
Chemicon 
AB5656P

Anti-Histamin-
H3-Rezeptor

Histamin-H3-
Rezeptor

Kaninchen 1:100
Chemicon 
AB5660P

Anti-Histidin-
decarboxylase

Histidin-
decarboxylase

Ziege 1:100
Santa Cruz 
sc-34460

Tabelle 2.1. Verwendete Primärantikörper
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Sekundärantikörper Zielstruktur Darstellung Verdünnung Hersteller

Cy3 donkey 
anti-rabbit IgG

Primär-
antikörper 

aus dem 
Kaninchen

rot 1:250
Dianova 711-

165-152

Cy3 donkey 
anti-goat IgG

Primär-
antikörper 

aus der Ziege
rot 1:250

Chemicon 
AP180C

Alexa-488 donkey 
anti-mouse IgG

Primär-
antikörper 

aus der Maus
grün 1:250

Invitrogen 
A121202

Tabelle 2.2. Verwendete Sekundärantikörper

Durchgeführte Doppelmarkierungen

Histamin-H1-Rezeptor + Neuron

Histamin-H2-Rezeptor + Neuron

Histamin-H3-Rezeptor + Neuron

Histidindecarboxylase + Neuron

Tabelle 2.3. Durchgeführte Doppelmarkierungen

2.10.3. Negativkontrollen

Um die Möglichkeit, ein falsch positives Ergebnis zu erhalten, möglichst klein zu hal-

ten, wurden verschiedene Negativkontrollen durchgeführt. Um eine unspezifische Bin-

dung des Cy3-konjugierten sekundären Antikörpers an das Zellpräparat ausschließen zu 

können, wurde stets eine Kontrolle mitgeführt, bei der kein Primärantikörper gegen den 

Histaminrezeptor H1, H2 oder H3 bzw. gegen das Enzym HDC in der Primärantikörper-

lösung vorhanden war. Als zweite Negativkontrolle wurde eine Isotypkontrolle durchge-

führt, um eine unspezifische, wirtsspeziestypische Bindung des Primärantikörpers aus-

schließen zu können. Hier wurde anstelle des Primärantikörpers gegen H1, H2, H3 bzw. 

HDC die gleiche Konzentration eines Serums der Spezies, in welcher der Primärantikör-

per hergestellt worden war, in die Primärantikörperlösung gegeben (Kaninchenserum 

1:100, Millipore, Schwalbach, Deutschland bzw. Ziegenserum 1:100, Dianova, Ham-

burg, Deutschland). Eine dritte Negativkontrolle wurde unter Zuhilfenahme eines 

Blockingpeptids (sc-34460 P, Santa Cruz, Dallas, Texas, USA) für den Primärantikörper 
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gegen das Enzym HDC durchgeführt. Das Blockingpeptid entspricht hierbei dem Anti-

gen, mit dessen Hilfe der Antikörper im Wirtstier produziert wurde. Der Primärantikör-

perlösung wurde das Blockingpeptid in einem Massenverhältnis von 10:1 zugesetzt. 

Durch die Zugabe des Blockingpeptids im Überschuss soll es, wenn der vorliegende 

primäre Antikörper wie vorgesehen spezifisch an seine Zielstruktur bindet, zur Bildung 

von Antigen-Antikörper-Komplexen kommen, wodurch sich nicht mehr ausreichend 

Primärantikörper in der Lösung befinden, um das Gewebe zu markieren. Eine Negativ-

kontrolle mittels Blockingpeptid konnte für die Primärantikörper gegen H1, H2, H3 nicht 

durchgeführt werden, da vom Hersteller keine entsprechenden Peptide für die verwen-

deten Primärantikörper angeboten wurden.

2.10.4. Fixierung der Zellkulturen

Die primären Zellkulturen der isolierten Submukosa aus dem Kolon der Ratte (siehe 

2.6.1.) wurden, nachdem sie 2 - 3 Tage kultiviert wurden, zunächst fixiert, bevor die im-

munzytochemischen Doppelmarkierungen angefertigt werden konnten. Dazu wurde das 

Medium aus allen Wells der Vier-Well-Platte, welche die Glasplättchen mit den kulti-

vierten Zellen enthielt, entnommen und durch 1 ml PBS-Lösung (siehe 2.3.3.2.) je Well 

ersetzt. Nach fünf Minuten wurde die PBS-Lösung wieder entnommen und jedes Well 

mit 1 ml Fixierungslösung (siehe 2.3.3.4.) beschichtet. Während der Inkubation mit der 

Fixierungslösung wurde die Vier-Well-Platte auf Eis gelagert. Nachdem die Fixierungs-

lösung fünfzehn Minuten eingewirkt hatte, wurde sie wieder entfernt und durch PBS-

Lösung ersetzt. Im Abstand von je fünf Minuten folgten zwei weitere Waschschritte mit 

PBS-Lösung. Am Ende des Fixierungsschrittes wurde die PBS-Lösung bis zur weiteren 

Verarbeitung der Präparate in den Wells belassen. So fixiert konnten die Präparate eini-

ge Tage im Kühlschrank aufbewahrt werden, bis sie für die immunzytochemischen 

Doppelmarkierungen verwendet wurden.
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2.10.5. Herstellung der immunzytochemischen 
Doppelmarkierungen

Nach der Fixierung der Zellkulturpräparate erfolgte zunächst eine einstündige Inkubati-

on mit Blockierungslösung bei Raumtemperatur. Dazu wurde zunächst die PBS-Lösung 

(siehe 2.3.3.2.) aus den Wells der Vier-Well-Platte entnommen; danach wurde in jedes 

Well der Vier-Well-Platte, welche die mit Zellen bewachsenen Glasplättchen enthielt, 

500 µl Blockierungslösung (siehe 2.3.3.5.) pipettiert. Die Blockierungslösung enthielt 

neben Triton-X-100 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) auch Eselserum, also 

Serum der Tierart, in welcher die verwendeten Sekundärantikörper produziert wurden. 

Die Verwendung der Blockierungslösung sollte unspezifische Bindungsstellen am Zell-

kulturpräparat vor Zugabe der Antikörperlösungen blockieren. Die Blockierungslösung 

sowie die verschiedenen Antikörperlösungen enthielten Triton-X-100 als Detergens, um 

die Zellen zu permeabilisieren.

Danach wurde die Blockierungslösung aus den Wells entnommen und durch 500 µl Pri-

märantikörperlösung (siehe 2.3.3.6.) je Well ersetzt. Die Inkubation mit den primären 

Antikörpern erfolgte über 24 Stunden im Kühlschrank. Danach erfolgte ein Wasch-

schritt, bei dem die Primärantikörperlösung zunächst aus den Wells entfernt und durch 1 

ml Triton-X-100-haltige PBS-Lösung (siehe 2.3.3.3.) je Well ersetzt wurde. Diese wur-

de für fünf Minuten in den Wells belassen und nach Ablauf dieser Zeit wieder entfernt. 

Dieser Waschschritt mit Triton-X-100-haltiger PBS-Lösung wurde noch zweimal wie-

derholt, sodass insgesamt drei Waschschritte von je fünf Minuten Dauer durchgeführt 

wurden. Nun erfolgte die Beladung der Wells mit je 0,5 ml Sekundärantikörperlösung 

(siehe 2.3.3.7.). Da die verwendeten Sekundärantikörper an Fluoreszenzfarbstoffe ge-

koppelt und somit lichtempfindlich waren, fanden dieser sowie alle folgenden Schritte 

unter Lichtschutz statt. Die Inkubation mit den Sekundärantikörperlösungen dauerte 

zwei Stunden und erfolgte bei Raumtemperatur. Es folgten, analog zum oben beschrie-

benen Prozedere, drei Waschschritte mit PBS-Lösung, damit im Anschluss die Kernfär-

bung durch Beladung der Wells für 5 Minuten mit je 1 ml DAPI-Lösung (siehe 2.3.3.8.) 

durchgeführt werden konnte. Nach der Kernfärbung wurden abschließend noch einmal 

drei Waschschritte mit PBS-Lösung durchgeführt.
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Die mit Zellen bewachsenen Glasplättchen wurden aus den Wells der Vier-Well-Platte 

entnommen und mit den Zellen nach unten auf einen mit einem Tropfen Hydromount 

(National diagnostics, Atlanta, Georgia, USA) beschichteten Objektträger geklebt. Auf 

diese Weise stellte das kultivierte Glasplättchen sein eigenes Deckgläschen dar. Die ent-

standenen gefärbten Präparate wurden möglichst zeitnah mikrokopisch ausgewertet und 

unter Lichtschutz im Kühlschrank gelagert. 

Das genaue Arbeitsprotokoll zur Erstellung der immunzytochemischen Doppelmarkie-

rungen ist in Tabelle 2.4. aufgeführt.

Arbeitsschritt Reagenz Temperatur Zeit

Blockierung 
unspezifischer 

Bindungsstellen
Blockierungslösung Raumtemperatur 1 Stunde

Inkubation mit 
Primärantikörpern

Primärantikörper-
lösung mit 

Primärantikörpern 
A+B

4°C 24 Stunden

Waschschritt
Triton-X-100-haltige 

PBS-Lösung
Raumtemperatur 3 x 5 Minuten

Inkubation mit 
Sekundärantikörpern 

(Lichtschutz)

Sekundärantikörper-
lösung mit 

Sekundärantikörpern 
A+B

Raumtemperatur 2 Stunden

Waschschritt 
(Lichtschutz)

PBS-Lösung Raumtemperatur 3 x 5 Minuten

Kernfärbung 
(Lichtschutz)

Lösung zur 
Kernfärbung

Raumtemperatur 5 Minuten

Waschschritt 
(Lichtschutz)

PBS-Lösung Raumtemperatur 3 x 5 Minuten

Einbetten 
(Lichtschutz)

1 Tropfen 
Hydromount Raumtemperatur

Tabelle 2.4. Protokoll zur Herstellung der immunzytochemischen Doppelmarkierungen

52



2. Material und Methoden

2.10.6. Mikroskopie

Die Betrachtung der immunzytochemischen Doppelmarkierungen erfolgte lichtmikro-

skopisch (Eclipse 80i; Nikon, Düsseldorf, Deutschland). Zur Darstellung der verschie-

denen Fluoreszenzmarkierungen wurde mittels spezieller Filterköpfe Licht unterschied-

licher Wellenlängen erzeugt. Cy3-konjugierte Sekundärantikörper wurden durch Licht 

mit der Wellenlänge 510 – 530 nm angeregt. Sie emittieren Licht mit einer Wellenlänge 

von 630 – 660 nm. Zur Anregung der AlexaFluor488-konjugierten Sekundärantikörper 

wurde Licht der Wellenlänge 450 – 490 nm verwendet. Die Emissionswellenlänge be-

trägt hier 510 – 530 nm. Die Kernfärbung mittels des Farbstoffs DAPI konnte durch An-

regung bei 358 nm dargestellt werden. Hier beträgt die Emissionswellenlänge 461 nm. 

Zur Bilddokumentation wurde eine Schwarz-Weiß-Kamera verwendet (s/w Camera Di-

gital Slight DS 2 M Bwc; Nikon). Um eine farbige Darstellung zu erhalten, wurde mit-

hilfe des Programms NIS-Elements 2.30 (Nikon) den unterschiedlichen Emissionswel-

lenlängen je eine Farbe zugeordnet. So wurde emittiertes Licht eines Cy3-konjugierten 

Antikörpers immer rot dargestellt, das Licht eines AlexaFluor488-konjugierten Antikör-

pers erschien grün und die Kernfärbung mit DAPI stellte sich blau dar. Die Betrachtung 

der Präparate erfolgte jeweils für einen Ausschnitt in den drei oben aufgeführten Wel-

lenlängenbereichen, wobei jede Einzelbetrachtung eines Farbkanals auch als Einzelbild 

fotografiert und abgespeichert wurde. Außerdem wurde für jeden Ausschnitt auch ein 

Overlay erstellt, bei dem alle drei zuvor einzeln betrachteten Farbdarstellungen überein-

ander gelegt wurden.

2.11. Polymerasekettenreaktion (PCR)
2.11.1. Prinzip der PCR

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction = PCR) stellt ein Verfahren 

zur Vervielfältigung von DNA-Fragmenten dar, das 1983 von Kary B. Mullis entwickelt 

wurde. Um diese Amplifikation bestimmter Nukleinsäuren zu ermöglichen, müssen kur-

ze Abschnitte doppelsträngiger DNA, sogenannte Oligonukleotide mit einer Größe von 

etwa 20 Basenpaaren, vorliegen, die ein freies 3'-OH-Ende aufweisen und während der 

Reaktion verlängert werden können. Diese Oligonukleotide, auch als Primer bezeichnet, 

können synthetisiert und für die gewünschten Nukleinsäureabschnitte gekauft werden. 

Dabei ist zu beachten, dass die Primer komplementär zu den DNA-Sequenzen sein müs-

53



2. Material und Methoden

sen, die den gewünschten Nukleinsäureabschnitt flankieren. Die PCR besteht aus drei 

aufeinander folgenden Schritten, die in Abbildung 2.8. dargestellt sind und als Denatu-

rierung, Annealing und Elongation bezeichnet werden. Zunächst findet die Denaturie-

rung der DNA statt. Hierbei wird die doppelsträngige DNA durch Erhitzen der Probe 

auf 92 – 95 °C aufgetrennt. So entstehen Einzelstränge, die im weiteren Prozess als Ma-

trize für die Vervielfältigung der Nukleinsäuresequenzen dienen. Im zweiten Schritt 

wird die Temperatur wieder abgesenkt. Die Temperatur, die erreicht werden muss, rich-

tet sich hier nach der spezifischen Schmelztemperatur der verwendeten Primer. Nun 

kommt es zum sogenannten Annealing, das eine Hybridisierung der Primer an die kom-

plementäre Matrizen-DNA darstellt. Dann wird die Temperatur auf 72 °C erhöht, damit 

die Elongation beginnen kann. Dieser Schritt stellt die Verlängerung der Primer, kom-

plementär zur Matrizen-DNA, durch eine hitzestabile DNA-Polymerase dar. 

In meiner Arbeit wurde die Taq-Polymerase, die aus dem Bakterium Thermophilus 

aquaticus stammt, eingesetzt, da diese eine hohe Enzymaktivität aufweist und bis 95 °C 

temperaturstabil ist. Somit war das Enzym dazu in der Lage den Denaturierungsschritt 

zu überstehen. Damit die Verlängerung der DNA-Sequenzen stattfinden kann, müssen 

freie Desoxyribonucleosidtriphosphate (dNTPs) sowie Magnesiumionen vorhanden 

sein. Am Ende dieses Schrittes liegen alle DNA-Moleküle wieder doppelsträngig vor. 

Diese drei Schritte werden nun zyklisch 30 bis 40 mal wiederholt. Die Amplifikate, die 

bei einem Zyklus gewonnen werden, können im nächsten Zyklus als Matrize dienen, so-

dass die Anzahl der DNA-Sequenzen exponentiell ansteigt. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die PCR verwendet, um die Expression der Histamin-

rezeptoren vom Typ H1, H2, H3 und H4 sowie des Enzyms Histidindecarboxylase, wel-

ches für die Histaminsynthese verantwortlich ist, in einem Homogenisat isolierter Sub-

mukosa der Ratte zu überprüfen. Hierzu musste zunächst eine Reverse Transkription 

(RT) durchgeführt werden, bei der das Enzym Reverse Transkriptase zunächst RNA in 

komplementäre DNA (cDNA) transkribierte. Im nächsten Schritt wurde die gewonnene 

cDNA mittels PCR vervielfältigt.
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2.11.2. Isolation der mRNA

Isolierte Submukosa wurde nach der Präparation bis zur weiteren Verwendung sofort in 

RNAlater™ RNA Stabilization Agent (Qiagen, Hilden, Deutschland) überführt und im 

Kühlschrank bei 4 °C gelagert. Die Aufbewahrung in RNAlater™ RNA Stabilization 

Agent sollte die Stabilisierung der im Gewebe vorhandenen RNA gewährleisten und die 

Aktivität von RNasen hemmen (RNAlater® Handbook, http://www.qiagen.com/know-

ledge-and-support/resource-center). Zur weiteren Verarbeitung wurden 30 mg der iso-

lierten Submukosa in ein Tube (Fassungsvermögen 2 ml) verbracht und zunächst in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren. Zu dem gefrorenen Gewebe wurde nun eine Me-

tallkugel (Durchmesser 5 mm) gegeben und das Tube in die Schwingmühle (MM301; 

Retsch, Haan, Deutschland) verbracht. Mithilfe der Metallkugel wurde die gefrorene 

isolierte Submukosa nun in der Schwingmühle für 2 Minuten bei 30 Hertz zerkleinert, 

bis ein Homogenisat vorlag. Die Isolation der RNA erfolgte unter Verwendung des peq 

GOLD Total RNA Kits (Peqlab, Erlangen, Deutschland).

Die Ausbeute der RNA-Isolation wurde photometrisch (BioPhotometer plus; Eppendorf, 

Hamburg, Deutschland) in µg/ml bestimmt. Eine Kontrolle, ob auch messenger RNA 

(mRNA) isoliert werden konnte, erfolgte mittels elektrophoretischer Auftrennung der 

isolierten RNA. Bis zur weiteren Verwendung wurde die isolierte RNA bei -80°C gela-

gert.

Um ausschließen zu können, dass die isolierte RNA bereits genomische DNA enthielt, 

wurde als Negativkontrolle im Anschluss an jede Isolation eine PCR nach dem in Tabel-

le 2.9. beschriebenen Programm durchgeführt, bei der RNA anstelle von cDNA einge-

setzt wurde (zur sonstigen Zusammensetzung des Reaktionsansatzes siehe Tabelle 2.8.).

2.11.3. Reverse Transkription (RT) zur Synthese der cDNA

Um aus der isolierten RNA schließlich cDNA, die komplementäre DNA darstellt, zu er-

halten, wurde eine reverse Transkription (RT) durchgeführt. Hierfür wurde das Tetro 

cDNA Synthesis Kit (Bioline, Luckenwalde, Deutschland) verwendet. Tabelle 2.5. führt 

den verwendeten Versuchsansatz, bestehend aus der Zusammensetzung des verwende-

ten Primermixes und dem eingesetzten Probenvolumen, auf. Um eine Verunreinigung 

der eingesetzen Substanzen des Tetro cDNA Synthesis Kits mit genomischer DNA aus-
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schließen zu können, wurden bei jeder durchgeführten reversen Transkription zwei Ver-

suchsansätze mitgeführt, bei denen die eingesetzte RNA durch RNase-freies Wasser er-

setzt wurde. Diese Ansätze wurden nach Beendigung der RT, ebenso wie die Proben, bei 

-80°C gelagert. Sie wurden bei der Amplifizierung der cDNA als Negativkontrollen ver-

wendet (siehe 2.11.4.).

Komponenten Primermix RT Volumen

Gesamt-RNA 6 µl

Random Hexamer Primer 1 µl

dNTPs (10 mmol/l) 1 µl

5 x RT-Buffer 4 µl

Ribosafe RNase Inhibitor 1 µl

Tetro Reverse Transkriptase (200 U/ml) 1 µl

RNase-freies Wasser 6 µl

Summe 20 µl

Tabelle 2.5. Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für die RT       

Der RT-Ansatz wurde mit der Pipette gründlich durchmischt und nachfolgend im Ther-

mocycler (Mastercycler Gradient, Eppendorf) mit dem in Tabelle 2.6. beschriebenen 

Programm inkubiert.

Schritt Zeit Temperatur

1 10 Minuten 25°C

2 60 Minuten 45°C

3 5 Minuten 85°C

Tabelle 2.6. Programm des Cyclers für die reverse Transkription       
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Nach Beendigung des Programms wurden die Proben sofort auf Eis gelagert und durch 

Zugabe von 80 µl RNase-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 100 µl aufgefüllt. 

Photometrisch (BioPhotometer plus; Eppendorf, Hamburg, Deutschland) konnte die 

Menge an synthetisierter cDNA bestimmt werden. Die cDNA wurde bis zur weiteren 

Verwendung bei -80°C gelagert.

2.11.4. PCR zur Amplifizierung der cDNA

Nach erfolgter Herstellung der cDNA mittels RT wurde diese auf das Vorhandensein der 

spezifischen DNA-Abschnitte für die Histaminrezeptoren vom Typ H1, H2, H3 und H4 

sowie auf das Vorhandensein des DNA-Abschnitts, welcher für das Enzym Histidinde-

carboxylase (HDC) kodiert, mittels PCR untersucht. 

Zielmolekül Primersequenz
Produkt-

größe

Genbank 
accession 
number

Histamin-
H1-Rezeptor

forward: CCTCTACCTTCGAAGACAAG
backward: GTCTTGGTTCGGTACCTCAG

405 bp NM_017018

Histamin-
H2-Rezeptor

forward: ATGGCATTGAAAGTCACC
backward: GACCAAAGAGATGGCAAC

377 bp NM_012965

Histamin-
H3-Rezeptor

forward: CAGCGTTACCTTCTTCAACC
backward: CAGCTCGGATGATCATTAGG

511 bp NM_053506

Histamin-
H4-Rezeptor

forward: TAACGATAGGCAATGCTGTG
backward: TCTTCCAAGAATCCGAAGCC

390 bp NM_131909

Histidin-
decarboxylase

forward: CATGAATACCAAGCTAGAGG
backward: CAAGCAGTTCATGGCATCAG

294 bp M29591

GAPDH
forward: ACGGGAAGCTCACTGGCATG
backward: CCACCACCCTGTTGCTGTAG

303 bp BC059110

Tabelle 2.7. Auflistung der verwendeten Primer und Datenbankeintrag in der Genbank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Die verwendeten Primer wurden einer Publikation (Lazarov et al. 2006) entnommen. 

Um den Erfolg der RNA-Isolation, der cDNA Synthese sowie der Amplifizierung der 

cDNA zu überprüfen wurden als interne Kontrolle Primer für Glycerinaldehyd-3-pho-

phat-Dehydrogenase (GAPDH) mitgeführt. GAPDH gehört zu den sogenannten house-

keeping genes. Hierbei handelt es sich um Gene, die in allen Zellen konstitutiv expri-

miert werden. Alle Primer wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg, Deutsch-

land) bezogen und sind in Tabelle 2.7. aufgeführt.

Der Reaktionsansatz für die PCR wurde nach dem in Tabelle 2.8. dargestellten Rezept 

für jede Probe in einem separaten Tube (Fassungvermögen 200 µl) angesetzt. Es wurde 

mit einem kommerziell erhältlichen MasterMix gearbeitet (MangoMix™; Bioline, Lu-

ckenwalde, Deutschland). Um eine Verunreinigung der eingesetzten Primer bzw. des 

eingesetzten RNase-freien Wassers mit genomischer DNA ausschließen zu können, 

wurden als Negativkontrollen stets Ansätze mitgeführt, bei denen die eingesetzte cDNA 

durch RNase-freies Wasser ersetzt wurde. Als zweite Negativkontrolle wurden Reakti-

onsansätze mitgeführt, bei denen die cDNA durch das Produkt der Negativkontrollen 

aus der RT (siehe 2.11.3.) ersetzt wurde.

Komponenten Primermix PCR Volumen

cDNA 1 µl

Primer forward 1 µl

Primer backward 1 µl

MangoMix™ 12,5 µl

RNase-freies Wasser 9,5 µl

Summe 25 µl

Tabelle 2.8. Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für die PCR    

Um eine gleichmäßige Verteilung der verschiedenen Komponenten des Reaktionsansat-

zes zu gewährleisten, wurde jeder Reaktionsansatz kurz mittels Vortexer durchmischt 

und im Anschluss für einige Sekunden in einer Tischzentrifuge zentrifugiert, damit sich 

die gesamte Probe am Boden des Tubes befand. Die Ansätze wurden im Thermocycler 
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(Mastercycler Gradient, Eppendorf) mit dem in Tabelle 2.9. beschriebenen Programm 

inkubiert.

Schritt Reaktion Zeit Temperatur

1 Denaturierung 10 Minuten 94°C

2 Denaturierung 1 Minute 94°C

3 Annealing 0,5 Minuten 55°C

4 Elongation 1 Minute 72°C

5 40 Zyklen der Schritte 2-4

6 Elongation 10 Minuten 72°C

Tabelle 2.9. Programm des Cyclers für die PCR

2.11.5. Gelelektrophorese

Um die amplifizierten PCR-Produkte schließlich optisch darstellen zu können, wurde 

eine Gelelektrophorese durchgeführt. Hierzu wurde zunächst ein 2,5 % (Gew/Vol) Aga-

rosegel, bestehend aus Standardagarose (Peqlab, Erlangen, Deutschland) gelöst in TAE 

(Tris-Acetat-EDTA)-Puffer (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA) hergestellt. Beide 

Substanzen wurden gemeinsam mehrmals in der Mikrowelle erhitzt, um eine Lösung 

der Agarose zu erreichen. Zur späteren Darstellung der Banden unter UV-Licht wurde 

dem Gel bereits im Herstellungsprozess der Farbstoff Roti-GelStain (Roth, Karlsruhe, 

Deutschland) beigemischt. Nach Aushärtung des Gels in der Elektrophoresekammer 

wurde es mit TAE-Puffer überschichtet, welcher den Laufpuffer darstellte. Nun wurden 

jeweils 6 µl (bei Beladung eines Gels mit 40 Taschen) bzw. 10 µl (bei Beladung eines 

Gels mit 20 Taschen) der Proben in die Taschen des Agarosegels pipettiert. Um die Grö-

ße der Amplifikate ablesen zu können, wurden außerdem, in Abhängigkeit von der An-

zahl der Geltaschen, 5 µl bzw. 8 µl einer DNA-Leiter aufgetragen (GeneRuler 50 bp 

DNA ladderM; Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland). 
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Im nächsten Schritt wurde der Elektrophoresekammer für 2 Stunden eine Spannung von 

50 V (Stromfluss ca. 750 mA) angelegt, um die elektrophoretische Auftrennung der 

PCR-Produkte zu erreichen. Danach wurde das Gel aus der Elektrophoresekammer ent-

nommen und unter UV-Licht verbracht. So konnten die aufgetrennten Produkte in Form 

von Banden dargestellt und fotografisch dokumentiert werden. 

2.12. Mikroelektroden-Ableitung des 
Membranpotentials

2.12.1. Die Ermittlung des Membranpotentials mittels 
Mikroelektrode

Durch die unterschiedliche Ionenverteilung intrazellulär und extrazellulär in Kombina-

tion mit der unterschiedlich schnellen Diffusionsgeschwindigkeit verschiedener Ionen 

durch die Membran entsteht an der Zellmembran eine elektrische Spannung, das soge-

nannte Membranpotential. Intrazelluläre Ableitungen des Membranpotentials von ein-

zelnen Zellen sowie dessen Veränderung als Reaktion auf verschiedene Wirkstoffe kön-

nen mithilfe von Mikroelektroden erfolgen. Die Ableitung des Membranpotentials sub-

muköser Neurone im intakten Submukosapräparat konnte, dank der freundlichen Unter-

stützung von Herrn Dr. Althaus (Institut für Tierphysiologie, Justus-Liebig-Universität 

Gießen), an einem Messstand im Institut für Tierphysiologie der Justus-Liebig-Univer-

sität Gießen erfolgen. Eine Mikroelektrode (intrazellulär) sowie eine Referenzelektrode 

(extrazellulär) aus chloriertem Silberdraht waren an einen Verstärker angeschlossen, der 

die Spannungsdifferenz (= Membranpotential) zwischen den Elektroden maß.

2.12.2. Versuchsdurchführung

Glaskapillaren zur intrazellulären Ableitung wurden mithilfe eines Pullers der Firma 

Zeitz (DMZ-Puller, Programm 12; Zeitz Instruments, Martinsried, Deutschland) aus Bo-

rosilikatglas zu Beginn jedes Versuchstages neu hergestellt. Diese Glaskapillaren wur-

den vor Benutzung mit einer Kaliumchloridlösung (1 mol/l) gefüllt und in die Messap-

paratur eingebaut. Die isolierte Submukosa (siehe 2.5.3.) wurde direkt auf Zellkultur-

schalen (Durchmesser 35 mm) aufgeklebt und mit 3 ml Tyrode (siehe 2.3.1.2.) über-

schichtet. Um die Erkennung der Ganglien im Submukosapräparat zu erleichtern, wur-
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den die Präparate mit einer Färbelösung (siehe 2.3.1.5.) für mindestens 1 Stunde mit Fu-

ra-2 aufgeladen. Die Zellkulturschale stellte gleichzeitig die Messkammer dar und wur-

de am Beginn jeder Messung in eine spezielle Aussparung auf dem Objektträgertisch 

eingesetzt. Zur Betrachtung des Gewebepräparates diente ein inverses Mikroskop, es 

wurde ein 32-fach vergrößerndes Objektiv verwendet. Die Darstellung des Farbstoffs 

Fura-2 erfolgte mittels UV-Lampe sowie geeignetem Filter (Anregungswellenlänge 360 

nm) und diente zur groben Orientierung im Submukosapräparat. Die genaue Auswahl 

und Darstellung der Neurone, die untersucht werden sollten, erfolgte bei Beleuchtung 

mit sichtbarem Licht. 

Zur Steuerung der Position der Mikroelektrode wurde ein Mikromanipulatur der Firma 

Luigs Neumann (LN SM1, Luigs Neumann, Ratingen, Deutschland) verwendet. Die 

Glaskapillare wurde mithilfe des Mikromanipulators zunächst in die Tyrode eingetaucht 

und das dabei gemessene Offset-Potential kompensiert. Danach wurde die Glaspipette 

in die Zellschicht des Gewebes eingestochen und unter ständiger Sichtkontrolle vorsich-

tig an das zu untersuchende Neuron herangeführt. Das Ziel war es, mit der Mikroelek-

trode in das Innere der Zelle einzudringen. War die Penetration der Zellmembran er-

folgt, zeigte sich dies an einer sprunghaften Änderung des gemessenen Potentials, wel-

ches je nach Neuron bei etwa -20 bis -35 mV lag. 

Die Messung des Potentials erfolgte über die Mikroelektrode sowie zwei Referenzelek-

troden, die mit einem Verstärker der Firma NPI (Turbo Tec-01/02C; NPI, Tamm, 

Deutschland) verbunden waren. Die Referenzelektroden wurden randständig und mit 

möglichst großem Abstand zueinander im Messpuffer platziert. Die zweite Referenz-

elektrode war zur Ableitung des Membranpotentials nicht notwendig, die Erfahrung im 

Institut für Tierphysiologie zeigte jedoch, dass der Versuchsaufbau weniger störanfällig 

war, wenn eine zweite Referenzelektrode angeschlossen war.

Es handelte sich bei dem verwendeten Verstärker zwar um einen Voltage-Clamp-Ver-

stärker, da eine zweite Elektrode zur Applizierung einer bestimmten Strommenge je-

doch nicht angeschlossen war, erfolgte die Messung im Open-Circuit-Modus. Nach 

Aufzeichnung des basalen Membranpotentials des Neurons für mindestens drei Minuten 

erfolgte die Gabe von Histamin (100 µmol/l) per Pipette in die Messkammer. Die Ände-

rung des Membranpotentials wurde gemessen. Nach spätestens 15 Minuten erfolgte eine 
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Stabilisierung des Potentials. Da kein Perfusionssystem an den Messstand angeschlos-

sen war, konnte Histamin jedoch nicht ausgewaschen werden. Anschließend wurde als 

interne Kontrolle, ob es sich bei der abgeleiteten Zelle wirklich um ein Neuron handelte, 

Veratridin (25 µmol/l) in die Messkammer pipettiert. Die Messungen des Membranpo-

tentials wurden mithilfe eines Schreibers mit einer Schreibgeschwindigkeit von 1 cm 

pro Minute aufgezeichnet. 

2.13. Ussingkammer-Messungen
2.13.1. Theorie der Ussingkammer-Messungen

Die Ussingkammer-Technik stellt eine Möglichkeit dar, elektrogene Transportprozesse 

an isolierten Geweben in vitro aufzuzeichnen. Diese Technik wurde Anfang der fünfzi-

ger Jahre von Hans H. Ussing an Froschhaut entwickelt (Ussing und Zerahn 1951). Um 

die Bewegung von elektrisch geladenen Teilchen durch epitheliale Membranen und die 

damit einhergehende transepitheliale Potentialänderung beschreiben zu können, entwi-

ckelten Ussing und Zerahn ein Ersatzschaltkreismodell, in welchem das Gewebe als 

elektrischer Widerstand betrachtet wird, wobei die einzelnen Widerstände für die muko-

sale Seite des Gewebes und die serosale Seite des Gewebes in Reihe geschaltet werden 

(siehe Abbildung 2.9.).
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An die Ussingkammern wurden zwei Elektrodenpaare angebracht, die über Agar-

brücken (5 % Agar (Gew/Vol) gelöst in Parsons-Lösung) mit der Kammer verbunden 

waren. Das erste Elektrodenpaar wurde gewebenah, in einem Abstand von etwa 1 mm 

zum Gewebe, angebracht. Es diente dazu, die Potentialdifferenz zwischen der mukosa-

len und der serosalen Gewebeseite zu bestimmen. Aufgrund der gewebenahen Platzie-

rung der Elektroden wurden Messartefakte durch den Einfluss des Lösungswiderstandes 

des Messpuffers auf die Potentialdifferenz minimiert. Ein zweites Elektrodenpaar wurde 

gewebefern an den Außenseiten der Ussingkammern angebracht. Dieses zweite Elektro-

denpaar bestand aus Ag/AgCl und diente der Stromapplikation. Durch eine gewebeferne 

Platzierung sollte eine gleichmäßige Stromdichte am Gewebe erzielt werden.

Die Ussingkammern konnten in zwei verschiedenen Messmodi betrieben werden, zum 

einen dem Open-Circuit-Modus, zum anderen dem Voltage-Clamp-Modus (siehe Abbil-

dung 2.10.). Zu Beginn jedes Versuchs wurde zunächst der Open-Circuit-Modus ge-

wählt, bei dem kein Strom appliziert wurde, sondern lediglich die transepitheliale Po-

tentialdifferenz über ein Voltmeter bestimmt wurde. Durch die Bedingungen im Open-

Circuit-Modus konnte sich zunächst wieder ein Gleichgewicht des Ionentransports beim 

frisch eingespannten Gewebe einstellen. Beide Kammerhälften waren mit 3,5 ml dessel-

ben Messpuffers befüllt, sodass sowohl der hydrostatische Druck als auch chemische 

Gradienten als Antriebskräfte für den Stofftransport keine Rolle spielten. Am Kolon und 

Jejunum der Ratte werden spontan Anionen an der mukosalen Membran sezerniert, in 

erster Linie Cl- und HCO3
- (Kolon: Strabel und Diener 1995, Jejunum: Cox und Cuth-

bert 1988). Dadurch wird die mukosale Seite gegenüber der serosalen Seite des Darms 

um einige Millivolt negativer geladen, es entsteht eine transepitheliale Potentialdiffe-

renz. Im Anschluss an den Open-Circuit-Modus wurde in jedem Versuch auf den Volta-

ge-Clamp-Modus umgeschaltet. Im Voltage-Clamp-Modus wurde über eine Stromquelle 

der sogenannte Kurzschlussstrom (Isc) appliziert. Die applizierte Strommenge richtete 

sich dabei nach der gemessenen Potentialdifferenz, sie wurde so gewählt, dass sie die 

Potentialdifferenz auf 0 mV klemmte. Die applizierte Strommenge entsprach also der 

epithelialen Netto-Ionenbewegung, war dieser jedoch entgegengesetzt. Der Kurschluss-

strom ist so definiert, dass er bei Anionensekretion, also dem Transport negativ gelade-

ner Teilchen von serosal nach mukosal, positiv ausfällt.
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2.13.2. Messkammer

Die Ussingkammern, die in dieser Arbeit verwendet wurden, unterscheiden sich von den 

von Ussing entwickelten Kammern, weshalb man auch von modifizierten Ussingkam-

mern spricht. Abbildung 2.11. zeigt den schematischen Aufbau einer solchen modizifi-

zierten Ussingkammer. Jede verwendete Ussingkammer bestand aus zwei Plexiglaskam-

merhälften, die über Plexiglasschrauben fest miteinander verbunden wurden. Die Kam-

merhälften waren über eine 1 cm² große Aussparung miteinander verbunden. Beim Ver-

suchsaufbau wurde das Gewebe so in die Ussingkammern eingespannt, dass beide Halb-

zellen durch das Gewebe voneinander getrennt wurden. Um einen wasserdichten Ver-

schluss der Ussingkammern zu gewährleisten, wurde die Kontaktfläche beider Halbzel-

len mit einem Silikonfilm bedeckt. Jede Halbzelle hatte ein Volumen von 3,5 ml. Das 

Befüllen mit Pufferlösung, Waschschritte sowie die Applikation von verschiedenen 

Wirkstoffen konnten an jeder Halbzelle über eine Öffnung an der Oberseite stattfinden. 

Die Pufferlösung in den Halbzellen umspülte während des Versuchs das Gewebe von 

beiden Seiten und wurde durch ein Wasserbad konstant auf einer Temperatur von 37 °C 

gehalten. Eine kontinuierliche Begasung des Messpuffers mit Carbogen (95 % O2, 5 % 
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CO2) erfolgte über zwei Gasfritten am Boden der Ussingkammerhälften. Durch die stän-

dige Begasung wurde der pH-Wert des Messpuffers konstant gehalten sowie die Sauer-

stoffversorgung des Gewebes gewährleistet. Die epithelialen Funktionen des Kolonge-

webes können unter diesen Bedingungen bis zu 6 Stunden nach der Organentnahme er-

halten bleiben, ohne dass morphologische Veränderungen beobachtet werden können 

(Diener et al. 1989).

2.13.3. Versuchsdurchführung und Datenerfassung

Das in dieser Arbeit verwendete Gewebe, Submukosa-Mukosa-Präparate des Rattenko-

lons bzw. intakte Jejunumsegmente der Ratte, wurde in die Ussingkammer eingespannt. 

Dazu wurde es über die mittig gelegene Öffnung gespannt und durch Aufspießen auf 

Metallstifte befestigt. Danach konnte die Ussingkammer geschlossen und mit den Ple-

xiglasschrauben verschraubt werden. Nun lagen beide Kammerhälften durch das einge-

spannte Gewebe voneinander getrennt vor. Nach Befüllung der Kammern mit Parsons-

Lösung (siehe 2.3.1.1.) wurde zunächst eine Stabilisierung des Kurzschlussstroms abge-

wartet, die daran zu erkennen war, dass dieser sich auf ein stabiles Plateau einstellte. 
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Diese Äquilibrierungsphase dauerte mindestens 60 Minuten. Danach konnten die zu tes-

tenden Substanzen zugeben werden. 

Die elektrischen Parameter, wie transepitheliale Potentialdifferenz (Pd), Kurzschluss-

strom (Isc = short-circuit current) oder Gewebeleitfähigkeit (Gt = Kehrwert des Wider-

standes), wurden computergesteuert von einer Voltage-Clamp-Anlage (Aachen Mi-

croclamp; AC Copy Datentechnik, Aachen, Deutschland) sowie einer speziellen Soft-

ware (Winclamp; Dipl. Ing. K. Mussler Scientific Instruments, Aachen, Deutschland) 

kontinuierlich erfasst und gespeichert. Zur Bestimmung der Gewebeleitfähigkeit wurde 

jede Minute ein bipolarer Stromimpuls von ± 50 µA mit einer Dauer von 200 ms an das 

Gewebe angelegt. Daraus resultierte eine Änderung in der gemessenen Potentialdiffe-

renz, mit deren Hilfe die Gewebeleitfähigkeit nach dem Ohm'schen Gesetz (R = U/I) 

berechnet werden konnte. Der Kurzschlussstrom wurde als Ladungsverschiebung eines 

monovalenten Ions pro Zeit und Gewebefläche in µEq/(h∙cm²) angegeben (1 µEq/

(h∙cm²) = 26,9 µA/cm²). Um Messfehler durch die entstehende Potentialdifferenz 

zwischen den einzelnen Elektroden sowie den elektrischen Widerstand der verwendeten 

Lösungen zu vermeiden, wurden diese Größen vor jeder Messung bestimmt und von 

den Messdaten abgezogen. Nach erfolgter Messung wurden die Daten in ein Tabellen-

kalkulationsprogramm übertragen und die Werte des Kurzschlussstroms (Isc) ausgewer-

tet. Bestimmt wurde zunächst eine Baseline, die den Mittelwert der Werte aus den 

letzten drei Minuten vor Wirkstoffzugabe darstellte. Der höchste Wert nach Wirkstoff-

zugabe wurde als Peak gewertet, die Differenz aus Baseline und Peakhöhe ergab die 

eigentliche Peakhöhe Δpeak.

2.14. Messungen der parazellulären Permeabilität
Während der Ussingkammer-Versuche wurde die parazelluläre Permeabilität der Kolon-

präparate bzw. Jejunumsegmente bestimmt. Hierzu wurde Fluorescein (100 µmol/l) 

(Sigma-Aldrich) als Farbstoff in die mukosale Seite der Messkammer pipettiert und alle 

30 Minuten eine Probe mit einem Volumen von 100 µl aus der serosalen Seite der Mess-

kammer entnommen und durch 100 µl Parsons (ggf. mit Substitution von Blockern) er-

setzt. Die erste Probe wurde dabei 30 Minuten nach der Zugabe von Fluorescein ent-

nommen, dieser Zeitpunkt wurde als t0 bezeichnet. Die weiteren Zeitpunkte der Entnah-
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me wurden demzufolge als t30, t60, t90, t120 und t150 bezeichnet. Im Anschluss an den Ver-

such wurden die Proben bei einer Geschwindigkeit von 11.000 Umdrehungen pro Minu-

te für 5 Minuten zentrifugiert, um eine Streulichtbildung durch Schwebstoffe in der Pro-

be zu vermeiden. Die Extinktion der Proben wurde photometrisch bei einer Wellenlänge 

von 490 nm ermittelt. Zur Ermittlung der Farbstoffkonzentration in den untersuchten 

Proben wurde das Lambert-Beer´sche Gesetz angewendet: 

Lambert-Beer´sches Gesetz:  E = ε ∙ c ∙ d

Hierbei bezeichnet E die gemessene Extinktion, ε ist der Extinktionskoeffizient (in l/

(mol∙cm)), c gibt die Konzentration der untersuchten Probe in mol/l an und d bezeichnet 

die Schichtdicke der Küvette in cm. Um diese Formel anwenden zu können, wurde der 

Extinktionskoeffizient ε initial experimentell mittels Anfertigung und Messung einer 

Konzentrationsreihe bestimmt; er betrug 85.000 l/(mol∙cm). 

Die Verdünnung der Farbstoffkonzentration auf der serosalen Seite der Messkammer, 

die sich durch Ersetzen des Probevolumens mit Pufferlösung ergab, wurde bei der Be-

rechnung der Farbstoffkonzentration rechnerisch korrigiert.

Um die Transportrate durch das Epithel zu bestimmen, wurden je zwei Farbstoffkonzen-

trationen aus Proben von aufeinander folgenden Zeitpunkten verwendet. So ergab der 

Vergleich der Farbstoffkonzentrationen der Probenentnahme zum Zeitpunkt t0 mit dem 

Zeitpunkt t30, die Stoffmenge des transportierten Farbstoffs pro Zeiteinheit und Fläche. 

Die Transportrate für den Zeitraum t0 – t30 wurde als Flux 1 bezeichnet. Analog dazu 

wurden die Fluxraten in den vier weiteren Fluxperioden berechnet. Diese Transportrate 

(Flux) wird im Folgenden in nmol/(h∙cm²) angegeben. Die Antigenzugabe (Ovalbumin 

100 µg/ml) erfolgte zum Zeitpunkt t60. Dies bedeutet, dass die Fluxe 1 und 2 die Trans-

portrate unter Kontrollbedingungen darstellen. Die Fluxe 3 bis 5 wurden nach der Zuga-

be des Antigens in die Messkammer ermittelt.
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2.15. Statistik
Alle Daten werden als Mittelwert ± mittlerer Fehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. 

Zur Auswertung eines Anstieges der zytosolischen Ca2+-Konzentration im Ca2+-Imaging 

wurde zur Charakterisierung der Reaktion innerhalb eines Präparates ein verbundener t-

Test verwendet, um den Unterschied in der zytosolischen Ca2+-Konzentration vor sowie 

nach Zugabe der zu testenden Substanz zu erfassen. Der gleiche Test wurde bei der Aus-

wertung der Messungen von Änderungen des Membranpotentials mittels Mikroelektro-

de angewendet. 

Bei der Auswertung der Imaging-Experimente, in denen die Wirkung von verschiedenen 

Blockern ermittelt werden sollte, wurde folgendermaßen vorgegangen: auf jede Mes-

sung eines Präparates, bei der ein Blocker zugesetzt wurde, folgte eine eigene Kontroll-

messung ohne Zugabe eines Blockers. So entstanden in jeder Messreihe zwei gleich 

große Gruppen. Ein F-Test entschied, ob die beiden Gruppen mittels unverbundenem t-

Test oder Mann-Whitney-U-Test weiter verglichen wurden. Zur Auswertung der Anzahl 

der Responder auf einen bestimmten Wirkstoff im Ca2+-Imaging wurde der Chi-Qua-

drat-Test eingesetzt.

Bei der Auswertung der Ussingkammer-Messungen einschließlich der Fluoresceinflux-

Messungen arbeitete ich mit einer gepoolten Kontrolle und einer one-way-ANOVA 

(Analysis of variance); ein nachfolgender LSD-Test (Fisher's Least Significant Diffe-

rence) verglich alle Gruppen untereinander. Statistisch gesehen homogene Gruppen 

wurden mit dem gleichen Buchstaben markiert.

Bei allen statistischen Berechnungen wurde die Irrtumswahrscheinlichkeit auf < 5 % 

festgelegt. Die statistischen Berechnungen wurden mit dem Programm WinStat (R. 

Fitch Software, Bad Krozingen, Deutschland) durchgeführt.
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3. Ergebnisse
Das folgende Schema (Abbildung 3.1.) gibt einen Überblick über die Präparate, die für 

die jeweiligen Fragestellungen meiner Arbeit verwendet wurden.
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3.1. Untersuchung der Histaminwirkung auf Neurone 
des Plexus submucosus aus dem Kolon der 
Ratte

Um die Wirkung von Histamin auf Neurone aus dem Plexus submucosus des Kolons 

der Ratte zu untersuchen, wurden verschiedene Methoden sowie unterschiedliche Präpa-

rate angewendet. Die Ca2+-Imaging-Messungen zur Charakterisierung der Histaminwir-

kung erfolgten, ebenso wie die immunzytochemischen Markierungen, an isolierten, pri-

mär kultivierten Neuronen. Die primäre Zellkultur hatte zwei Vorteile gegenüber dem 

intakten Submukosapräparat: Die Anzahl der verwendeten Ratten konnte reduziert wer-

den, da durch Isolierung, Vereinzelung und Kultivierung der Neurone mehr Präparate 

aus einem Tier hergestellt werden konnten, als dies mit intakten Submukosapräparaten 

der Fall gewesen wäre. Des Weiteren konnten die kultivierten Zellen an zwei aufeinan-

derfolgenden Tagen untersucht werden, die Haltbarkeit der Submukosapräparate beträgt 

nur wenige Stunden. Die Zellkultur eröffnete außerdem die Möglichkeit der Co-Kulti-

vierung der isolierten Neurone mit RBL-2H3-Zellen. Die Etablierung und Nutzung die-

ser Co-Kultur stellte eine zentrale Fragestellung dieser Arbeit dar (siehe 3.3.). 

3.1.1. Charakterisierung der Wirkung von Histamin auf 
Neurone der primären submukösen Zellkultur

Zur Charakterisierung der Reaktion von isolierten, primär kultivierten Neuronen des 

Plexus submucosus aus dem Kolon der Ratte auf Histamin wurden Ca2+-Imaging-

Experimente durchgeführt (siehe 2.9.). Am Ende jeder Messung wurde eine Vitalitäts-

kontrolle durch Zugabe von Veratridin (25 µmol/l) durchgeführt. Es wurden nur Zellen 

ausgewertet, die auch eine positive Vitalitätskontrolle zeigten. Die Amplitude der 

Fura-2-Ratio aus den drei Minuten vor Zugabe von Histamin stellte die sogenannte 

Baseline dar. Ihr Mittelwert sowie ihre Streuung (dargestellt im folgenden als mittlerer 

Fehler des Mittelwerts) wurde ermittelt. Der maximale Anstieg („Peak“) der Fura-2-

Ratio in Anwesenheit von Histamin wird als Differenz zu dieser Baseline (ΔPeak) ange-

geben.
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3.1.1.1. Konzentrationsabhängige Histaminwirkung von kultivierten 
submukösen Neuronen

Sechs verschiedene Konzentrationen an Histamin (zwischen 0,1 µmol/l und 250 µmol/l) 

wurden getestet, wobei jedes Präparat nur einer Konzentration des Mediators ausgesetzt 

wurde, um eine Desensitivierung zu vermeiden. Es konnte eine Konzentrationsabhän-

gigkeit für die Anzahl der Neurone, die auf Histamin reagieren, und auch für die Stärke 

der Reaktion, das heißt die Amplitude des Anstiegs der Fura-2-Ratio, auf Histamin 

nachgewiesen werden. Mit steigender Histaminkonzentration nahmen sowohl die An-

zahl der reagierenden Neurone als auch die Amplitude des Fura-2-Signals zunächst zu, 

bis schließlich ein Plateau erreicht wurde. Während bei sehr geringen Konzentrationen 

von 0,1 µmol/l bzw. 1 µmol/l nur 2 % bzw. 12 % der untersuchten Neurone eine Reakti-

on auf Histamin entwickelten, reagierte ab einer Konzentration von 50 µmol/l der über-

wiegende Teil der Neurone auf die Histaminapplikation. Ein ähnlicher Zusammenhang 

ergab sich bei Betrachtung der Amplitude des Anstiegs der Fura-2-Ratio, die bei gerin-

gen Konzentrationen von 0,1 µmol/l bzw. 1 µmol/l nur 0,11 bzw. 0,19 betrug, ab einer 

Konzentration von 10 µmol/l jedoch etwa verdoppelt wurde, um sich dann in einer 

Höhe von etwa 0,5 einzupendeln. 

Die Abhängigkeiten zwischen Histaminkonzentration und Responderquote bzw. Peak-

höhe sind in Abbildung 3.2. dargestellt, die genauen Ergebnisse der Erstellung der Kon-

zentrations-Wirkungs-Kurve finden sich in Tabelle 3.1.. Abbildung 3.2. zeigt die kon-

zentrationsabhängige Responderquote (A) sowie den konzentrationsabhängigen Anstieg 

der Fura-2-Ratio (B) auf die Zugabe von Histamin. Beide Kurven folgen näherungswei-

se einer Michaelis-Menten-Kinetik. Die Michaeliskonstante Km gibt die Konzentration 

an, bei der eine halbmaximale Antwort auftritt. Sie liegt im Fall der Responderquote bei 

18 µmol/l. Wird dahingegen der Anstieg der Fura-2-Ratio auf die Zugabe von Histamin 

betrachtet, so ist die Kurve deutlich steiler, ein Sättigungsplateau wird sehr schnell er-

reicht. 
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Histamin-
konzentration

(µmol/l)

Anteil 
reagierender 

Neurone
(%)

Reagierende 
Neurone mit 
zwei Peaks

(%)

∆  Fura-2-Ratio
während Peak 1 bei 

den Respondern
(Mittelwert ± SEM)

Anzahl 
untersuchter 

vitaler 
Neurone 

0,1 2 0 0,11 ± 0,014 61

1 12 2 0,19 ± 0,046 60

10 26 14 0,45 ± 0,084 65

50 69 29 0,53 ± 0,057 65

100 81 62 0,46 ± 0,029 100

250 77 61 0,56 ± 0,047 94

Tabelle 3.1. Konzentrations-Wirkungs-Kurve von isolierten submukösen Neuronen in  
Zellkultur auf Histamin. Angegeben ist der Prozentsatz der vitalen Neurone, welche  
eine Antwort auf  Histamin zeigten (erste Spalte), der Anteil der Neurone mit  
biphasischer Antwort (zweite Spalte) sowie der Anstieg des Fura-2-Ratio-Signals bei  
den Respondern (∆ Fura-2-Ratio) über die Baseline, den Histamin während des ersten  
Peaks hervorrief (dritte Spalte).
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Abbildung 3.2. Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Reaktion von isolierten submukö-
sen Neuronen in Zellkultur auf Histamin. Angegeben ist der Prozentsatz der reagieren-
den Neurone (A) bzw. der Anstieg des Fura-2-Ratio-Signals über die Baseline (ΔFura-
2-Ratio) bei den Respondern (B). Werte sind Mittelwerte (± SEM im Fall der Abbildung  
B), n = 60 – 100. (Publiziert in Bell et al. 2014.)
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Ein Originaltracing, welches eine typische Reaktion eines kultivierten, submukösen 

Neurons auf Histamin (100 µmol/l) zeigt, ist in Abbildung 3.3. dargestellt. Bei Betrach-

tung dieser Abbildung wird deutlich, dass Histamin eine biphasische Änderung der zy-

tosolischen Ca2+-Konzentration auslöst. Ein initialer Peak mit größerer Amplitude wird 

unmittelbar nach der Zugabe von Histamin ausgebildet. Er erreicht nach etwa einer Mi-

nute seinen höchsten Wert und fällt dann wieder ab. Nach zwei bis drei Minuten kann 

ein zweiter Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration beobachtet werden. Dieser 

weist jedoch eine deutlich geringere Amplitude von durchschnittlich 0,26 ± 0,028 (aus-

gedrückt als Anstieg der Fura-2-Ratio) auf und war auch nicht bei allen untersuchten 

Zellen zu beobachten. Die Auswertung der Daten zur Konzentrations-Wirkungs-Kurve 

ergab, dass auch die Ausbildung eines zweiten Peaks konzentrationsabhängig ausfiel. 

Ab einer Histaminkonzentration von 50 µmol/l kam es bei etwa einem Drittel der unter-

suchten Neurone zur Ausbildung eines zweiten Peaks, in höheren Konzentrationen (100 

µmol/l und 250 µmol/l) waren es etwa zwei Drittel der untersuchten Zellen. Die genau-

en Werte hierzu sind in Tabelle 3.1. aufgeführt. 
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Abbildung 3.3. Repräsentatives Originaltracing der Änderung der zytosolischen Ca2+-
Konzentration (gemessen als Fura-2-Ratio) eines isolierten submukösen Neurons in  
Zellkultur auf Histamin (100 µmol/l) und Veratridin (25 µmol/l) als Vitalitätskontrolle  
am Ende der Messung. (Publiziert in Bell et al. 2014.)
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Da bei einer Histaminkonzentration von 100 µmol/l der größte Anteil an Respondern, 

sowohl mit einem als auch mit zwei Peaks, gemessen wurde (siehe Abbildung 3.4.) und 

außerdem die Größe der Reaktion eine geringe Streuung mit einem Standardfehler von 

0,029 aufwies, wurde diese Konzentration im Folgenden als Arbeitskonzentration ge-

wählt.

Um zu testen, ob Histamin eine Desensitivierung der submukösen Neurone auslöst, er-

folgten Versuche, bei denen nach der ersten Zugabe von Histamin eine mindestens 

zehnminütige Perfusion mit Tyrode erfolgte. Erst nachdem eine stabile Baseline für 

mindestens fünf Minuten zu beobachten war, wurde Histamin (Konzentration in der 

Messkammer: 100 µmol/l) erneut in die Messkammer pipettiert und die Veränderung 

der zytosolischen Ca2+-Konzentration verfolgt. Eine Reaktion war auch nach der zwei-

ten Applikation von Histamin zu beobachten, allerdings waren sowohl der Anteil der 

reagierenden Zellen als auch die Höhe der Amplitude der Fura-2-Ratio deutlich redu-

ziert (n = 32, Daten nicht gezeigt). Es kommt also zu einer Desensitivierung. 
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Abbildung 3.4. Anteil der auf Histamin (100 µmol/l) mit einem 
Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration reagierenden 
isolierten submukösen Neurone in Zellkultur, Darstellung der  
Häufigkeit der Ausprägung des Peak 1 und des nicht konsistent  
zu beobachtenden Peak 2; n =100.
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Aus diesem Grund wurden in allen funktionellen Experimenten, in denen die Wirkung 

eines Inhibitors untersucht werden sollte, Messungen unter Verwendung des Blockers 

und Kontrollmessungen ohne Blocker alternierend durchgeführt. Für jedes untersuchte 

Glasplättchen unter Versuchsbedingungen wurde ein Glasplättchen unter Kontrollbedin-

gungen untersucht, welches Zellen trug, die aus demselben Tier stammten.

3.1.1.2. Der Einfluss von Tetrodotoxin auf die Histaminwirkung

Um zu überprüfen, ob eine Weiterleitung von Aktionspotentialen notwendig ist, damit 

die submukösen Neurone auf Histamin reagieren, wurde das Neurotoxin Tetrodotoxin 

verwendet. Tetrodotoxin blockiert spannungsabhängige Natriumkanäle, welche zur Aus-

bildung von Aktionspotentialen benötigt werden (Catterall 1980).

Tetrodotoxin (1 µmol/l) wurde hierfür 10 Minuten vor der Histamingabe  in die Mess-

kammer pipettiert. In der Versuchsgruppe reagierten von 70 submukösen Neuronen aus 

vier verschiedenen Tieren 39 auf Histamin, der durchschnittliche Anstieg der Fu-

ra-2-Ratio betrug dabei 0,47 ± 0,06. In der Kontrollgruppe, d.h. in Abwesenheit von Te-

trodotoxin, reagierten 40 von 73 untersuchten Neuronen. Die durchschnittliche Peakhö-

he betrug hier 0,32 ± 0,028. Beide Gruppen waren statistisch weder in Bezug auf die 

Anzahl der Responder noch in Bezug auf die Peakhöhe voneinander verschieden. Die-

ses Ergebnis zeigt, dass eine Weiterleitung von Aktionspotentialen für die Antwort auf 

Histamin nicht erforderlich ist.

3.1.1.3. Identifizierung der Calciumquelle für die Histaminwirkung

Um zu überprüfen, ob der Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration, den Histamin 

hervorruft, auf einen Einstrom von extrazellulärem Ca2+ zurückgeht, wurde die Wirkung 

des Mediators in einer Ca2+-freien Tyrode getestet und mit der Antwort auf Histamin in 

einer Ca2+-haltigen Tyrode verglichen. Unter Ca2+-freien Bedingungen wurde weder der 

Anteil der reagierenden Neurone auf Histamin noch die Amplitude der Fura-2-Ratio re-

duziert. Die genauen Ergebnisse sind in Tabelle 3.2. sowie Abbildung 3.5. dargestellt. 

Ein vermehrter Einstrom von Calciumionen aus dem Extrazellulärraum in die Zelle als 

Reaktion auf Histamin scheint also nicht stattzufinden. 
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Bei detaillierter Betrachtung der Messungen unter Ca2+-freien Bedingungen fiel folgen-

des auf: die Ausprägung eines zweiten Peaks (siehe 3.1.1.1.), konnte unter Ca2+-freien 

Bedingungen nur noch in 4 % der untersuchten Neurone beobachtet werden. In den 

Kontrollmessungen lag der Anteil an Neuronen, die einen zweiten Peak ausbildeten, 

hingegen bei 38 %. Die Anzahl der Responder mit einem zweiten Peak ist unter Ca2+-

freien Bedingungen statistisch signifikant reduziert (Chi2-Test, p < 0,05). Ein typisches 

Originaltracing der Reaktion eines submukösen Neurons auf Histamin unter Ca2+-freien 

Bedingungen sowie der Vergleich der Responder auf Histamin unter Ca2+-freien Bedin-

gungen sowie Kontrollbedingungen sind in Abbildung 3.5. dargestellt. Auch die Größe 

des zweiten Peaks fiel unter Ca2+-freien Bedingungen mit einem Mittelwert von 0,15 ± 

0,020 geringer aus als der Mittelwert von 0,29 ± 0,036 in der Kontrollgruppe, hier wur-

de jedoch keine statistische Signifikanz erreicht.

Anzahl untersuchter 
vitaler Neurone

n

Anteil der auf His-
tamin reagierenden 

Neurone 
(%)

∆  Fura-2-Ratio der 
Responder

während Peak 1
(Mittelwert ± SEM)

- + - + - +

± Ca2+-freie 
Tyrode

65 64 73 64
0,45 ± 
0,058

0,44 ± 
0,049

± CPA 87 71 48 7*
0,30 ± 
0,038

Paradoxer 
Abfall (s. 
Abbildung 
3.6./3.7.)

± 2-APB 81 62 57 18*
0,83 ± 
0,176

0,23 ± 
0,023*

± Gd3+ 32 38 84 79
0,37 ± 
0,033

0,45 ± 
0,028

Tabelle 3.2. Ergebnisse zu den Versuchen zur Ermittlung der Calciumquelle bei der  
Antwort auf Histamin. Die Wirkung von Histamin (100 µmol/l) wurde an isolierten  
submukösen Neuronen in Zellkultur in Anwesenheit (+) der angegebenen Hemmstoffe  
(bzw. unter Ca2+-freien Bedingungen) durchgeführt und mit der Antwort unter  
Kontrollbedingungen in Abwesenheit der entsprechenden Blocker (-) verglichen. Die  
Hemmstoffkonzentrationen betrugen: Cyclopiazonsäure (CPA): 10 µmol/l, 2-Amino-
ethoxydiphenylborat (2-APB): 100 µmol/l, Gd3+: 5 µmol/l; *p<0,05 im Vergleich zur  
Antwort auf Histamin unter Kontrollbedingungen.
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Abbildung 3.5. Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration (erfasst als Fura-2-
Ratio) isolierter submuköser Neurone in Zellkultur auf Histamin (100 µmol/l) unter  
Ca2+-freien Bedingungen (+) im Vergleich zur Kontrollsituation (-), d.h. mit Ca2+ im 
Extrazellulärraum. A: Repräsentatives Originaltracing; B: Anteil der reagierenden  
Neurone mit Ausprägung eines Peak 1 sowie eines Peak 2. n = 64-65; * p < 0,05 im 
Vergleich zur Antwort auf Histamin unter Kontrollbedingungen. (Publiziert in Bell et  
al. 2014.)
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Da ein Einstrom von Calciumionen aus dem Extrazellulärraum für die initiale Antwort 

auf Histamin keine Rolle zu spielen scheint, werden die Calciumionen vermutlich aus 

intrazellulären Speichern in das Zytosol abgegeben. Cyclopiazonsäure (CPA) blockiert 

die Calciumpumpe des endoplasmatischen Retikulums (SERCA = sarcoplasmic/endo-

plasmic reticulum calcium ATPase) und damit die Adenosintriphosphat(ATP)-abhängige 

Aufnahme von Calciumionen in diesen intrazellulären Speicher (Moncoq et al. 2007). 

Eine Vorbehandlung von Zellen mit Cyclopiazonsäure führt damit zu einer Ca2+-Spei-

cherentleerung, da der Mechanismus zur Wiederaufnahme außer Kraft gesetzt ist. Die 

zytosolische Ca2+-Konzentration steigt dementsprechend zunächst kontinuierlich an, bis 

sich durch die vollständig geleerten internen Speicher erneut ein Gleichgewicht einstellt 

und die zytosolische Ca2+-Konzentration konstant bleibt. Es erfolgte eine Superfusion 

mit Cyclopiazonsäure (10 µmol/l), bis eine für mindestens fünf Minuten bestehende 

Stabilisierung der zytosolischen Ca2+-Konzentration beobachtet werden konnte. Danach 

erfolgte die Applikation von Histamin (100 µmol/l). Für jeden Versuch wurde auch eine 

Messung unter Kontrollbedingungen angefertigt. Die Responderquote unter Kontrollbe-

dingungen betrug 48 %, nach Vorbehandlung mit Cyclopiazonsäure fiel diese statistisch 

signifikant auf 7 % ab (p<0,05). Außerdem wurde die Antwort auf Histamin durch Cy-

clopiazonsäure in einen paradoxen Abfall der zytosolischen Ca2+-Konzentration umge-

kehrt (siehe hierzu 3.1.1.4.). 

Dieses Ergebnis scheint die Vermutung, dass Calciumionen als Reaktion auf Histamin 

aus dem endoplasmatischen Retikulum in das Zytosol freigesetzt werden, zu bestätigen.
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2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) ist ein Antagonist der Rezeptoren für Inosi-

tol-1,4,5-trisphosphat (IP3), die vorwiegend intrazellulär an der Membran des endoplas-

matischen Retikulums lokalisiert sind. Durch die Aktivierung des Rezeptors kommt es 

zur Freisetzung von Calciumionen aus dem endoplasmatischen Retikulum, welches als 

intrazellulärer Calciumspeicher dient (Maruyama et al. 1997). In der vorliegenden Ar-

beit wurde 2-APB verwendet, um herauszufinden, ob ein klassischer Gq-Protein-gekop-

pelter Signaltransduktionsweg der Wirkung von Histamin zugrunde liegt. Bei diesem 

kommt es durch Aktivierung des G-Proteins zur Stimulation der Phospholipase C. Diese 

spaltet Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2), das sich an der Innenseite der Zell-

membran befindet, in IP3 und Diacylglycerol (DAG). Inositoltrisphosphat kann nun 

nach Bindung an seine Rezeptoren eine Ca2+-Freisetzung in das Zytosol aus intrazellulä-

ren Speichern auslösen. 

Um eine Blockade der IP3-Rezeptoren mit 2-APB in Ca2+-Imaging-Experimenten zu er-

reichen, wurde zunächst eine zehnminütige Inkubation mit 2-APB in einer Konzentrati-

on von 100 µmol/l vorgenommen, bevor die Zugabe von Histamin (100 µmol/l) in die 

Messkammer erfolgte. Für jeden Versuch wurde eine Messung unter Kontrollbedingun-

gen durchgeführt. Durch die Blockade der IP3-Rezeptoren wurde der Anteil der auf Hi-

stamin reagierenden Neurone statistisch signifikant von 57 % auf 18 % gesenkt. Eine 

Reduktion der Amplitude der Fura-2-Ratio konnte ebenfalls verzeichnet werden. Diese 

betrug in den Kontrollmessungen im Mittel 0,83 ± 0,176, in den Versuchen mit 2-APB 

nur noch 0,23 ± 0,023 (p < 0,05). Die Freisetzung der Calciumionen aus dem endoplas-

matischen Retikulum scheint also IP3-vermittelt zu erfolgen. Die Tatsache, dass durch 

den Einsatz von 2-APB keine vollständige Blockade der Reaktion erreicht werden 

konnte, könnte zum einen auf eine unzureichende Blockade der IP3-Rezeptoren oder 

zum anderen auf die Beteiligung weiterer Rezeptoren hindeuten. 
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Abbildung 3.6. Grafische Zusammenfassung der Versuche zur Identifizierung der  
Calciumquelle für die Antwort auf Histamin in isolierten submukösen Neuronen in  
Zellkultur. Die Wirkung von Histamin (100 µmol/l) wurde in Anwesenheit (+) der  
angegebenen Hemmstoffe (bzw. unter Ca2+-freien Bedingungen) gemessen und mit  
der Antwort unter Kontrollbedingungen, d.h. in Abwesenheit der entsprechenden  
Blocker (-) verglichen. A: Anteil der Responder auf Histamin. B: Anstieg des  
Fura-2-Signals auf Histamin bei den Respondern (Mittelwert + SEM). Die  
Hemmstoffkonzentrationen betrugen: Cyclopiazonsäure (CPA) 10 µmol/l, 2-
Aminoethoxydiphenylborat (2-APB): 100 µmol/l; n=62-87; *p < 0,05 im Vergleich  
zur Antwort unter Kontrollbedingungen.
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Die Entleerung von Ca2+-Speichern führt an vielen Zellen zu einem verzögerten Ca2+-

Einstrom aus dem Extrazellulärraum über speichergesteuerte Kationenkanäle, die sich 

z.B. durch Lanthanide wie etwa Gd3+ blockieren lassen (Parekh und Penner 1997). Da-

her wurde getestet, ob sich der zweite Peak der Antwort auf Histamin (100 µmol/l), der 

von der Anwesenheit von extrazellulärem Ca2+ abhängig ist (siehe oben), durch Vorbe-

handlung mit Gadolinium (5 µmol/l) hemmen lässt. Nach Inkubation mit Gd3+ war bei 

keinem einzigen der untersuchten Neurone ein zweiter Peak zu beobachten, während in 

parallel durchgeführten Kontrollmessungen 25 % der Neurone einen zweiten Peak auf-

wiesen. Die weiteren Daten hierzu sind in Tabelle 3.2. aufgeführt. 

Insgesamt scheint der Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration als Reaktion auf 

Histamin, welcher in Ca2+-Imaging-Experimenten beobachtet werden kann, zunächst 

durch die Freisetzung von Calciumionen aus dem endoplasmatischen Retikulum IP3-

vermittelt zu erfolgen. Die Ausprägung des zweiten Peaks entsteht dagegen vermutlich 

durch einen Einstrom von Calciumionen aus dem Extrazellulärraum.

3.1.1.4. Die Untersuchung des paradoxen Histamineffektes in Gegenwart 
von Cyclopiazonsäure

Bei einem großen Anteil der untersuchten submukösen Neurone (93 %) war der Anstieg 

der Amplitude der Fura-2-Ratio, den Histamin (100 µmol/l) normalerweise hervorruft, 

nach Vorbehandlung mit Cyclopiazonsäure (10 µmol/l) nicht nur komplett unterdrückt, 

sondern sogar in einen paradoxen Abfall umgekehrt (Abbildung 3.7.). Dieser Abfall be-

trug durchschnittlich 0,47 ± 0,037 (n = 71) (p<0,05 im Vergleich zur Baseline). Die Ab-

nahme des Fura-2-Ratio-Signals ist gleichbedeutend mit einer Abnahme der zytosoli-

schen Ca2+-Konzentration. 
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Da der Transport der Calciumionen in den internen Speicher (endoplasmatisches Reti-

kulum) aufgrund der SERCA-Blockade ausgeschlossen werden kann, bleiben zwei 

Möglichkeiten zum Verbleib der Calciumionen: Ein Ausschleusen in den Extrazellulär-

raum oder der Transport in die Mitochondrien, einen weiteren intrazellulären Calci-

umspeicher (Bygrave 1978).

Calciumionen können nur aktiv aus Zellen exportiert werden. Ein passiver Ausstrom 

über Kationenkanäle kommt für den Transport von Calciumionen aus dem Zellinneren 

in den Extrazellulärraum nicht infrage, da dies einem Transport gegen das Konzen-

trationsgefälle entsprechen würde. Ein denkbarer Transportmechanismus wäre die 

Nutzung des Na+-Ca2+-Austauschers in der Plasmamembran (Blaustein und Lederer 

1999). Um zu überprüfen, ob Ca2+ im Austausch gegen Na+ aus der Zelle transportiert 

wird, wurde eine weitere Versuchsreihe durchgeführt, bei der die bisher verwendete Ty-

rode durch Na+-freie Tyrode ersetzt wurde (siehe 2.3.1.4.). Unter Na+-freien Bedingun-
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Abbildung 3.7. Änderung der zytosolischen Ca2+-Konzentration (gemessen als Fura-2-
Ratio) isolierter submuköser Neurone in Zellkultur auf Histamin (100 µmol/l) nach  
Inkubation mit Cyclopiazonsäure (10 µmol/l); Mittelwert (Linie) ± SEM (graues Feld);  
n=71;*p<0,05 im Vergleich zur Baseline. (Publiziert in Bell et al. 2014.)



3. Ergebnisse

gen, vergleichbar zu den Ergebnissen unter Kontrollbedingungen, zeigten 94 % der 

untersuchten Zellen (n=63) als Antwort auf Histamin einen Abfall der Fura-2-Ratio. 

Dieser Abfall der Amplitude der Fura-2-Ratio lag mit durchschnittlich 0,33 ± 0,022 

(p<0,05 im Vergleich zur Baseline; p<0,05 im Vergleich zum Abfall der Fura-2-Ratio 

unter Kontrollbedingungen) jedoch signifikant niedriger als in den Messungen unter 

Kontrollbedingungen, welche im Mittel einen Abfall der Amplitude um 0,47 ± 0,037 

(n=71) ergaben. 

Die Ergebnisse lassen eine Beteiligung des Na+-Ca2+-Austauschers am Transport von 

Calciumionen aus dem Zytosol vermuten. Da dieser Ausstrom jedoch, wenn auch ver-

mindert, auch noch unter Na+-freien Bedingungen stattfindet, müssen weitere Transport-

mechanismen, beispielsweise Ca2+-ATPasen in der Plasmamembran, involviert sein. In 

Ermangelung selektiver Antagonisten wurde die Versuchsreihe hierzu jedoch nicht fort-

geführt. 

Um zu überprüfen, ob tatsächlich ein Export von Ca2+ aus dem Zytosol der submukösen 

Neurone als Reaktion auf die Applikation von Histamin stattfindet, wurde ein sogenann-

ter Mangan-Quench-Versuch durchgeführt. Manganionen werden von den meisten Ca2+-

Transportern bzw. -Kanälen als Substrat akzeptiert, führen in der Zelle dann aber zu ei-

ner Verminderung (Quench) der Fura-2-Fluoreszenz, indem sie an Fura-2-Moleküle 

binden, wodurch Fura-2 seine Fluoreszenz verliert (Hallam et al. 1988). 

Bei diesem abgewandelten Messprotokoll wurden die zu untersuchenden Zellen eben-

falls mit dem Farbstoff Fura-2 aufgeladen, es wurde jedoch nicht die Fura-2-Ratio be-

stimmt, sondern es fand lediglich die Erfassung des Fura-2-Signals bei einer Anregungs-

wellenlänge von 360 nm statt. Die Wellenlänge von 360 nm liegt sehr nah am isoemissi-

ven Punkt des Farbstoffs Fura-2, das Fura-2-Signal ist also unabhängig von der Ca2+-

Konzentration (siehe 2.9.1.). Während des gesamten Versuchs wurde die Messkammer 

mit einer Manganchlorid-Lösung (500 µmol/l) perfundiert.
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Wie erwartet, nimmt das Fura-2-Signal bei der Superfusion der Zellen mit Mn2+ konti-

nuierlich ab (Abbildung 3.8.). Die Applikation von Histamin (100 µmol/l) erzeugte eine 

Zunahme des gemessenen Fura-2-Signals. Diese Zunahme konnte bei 88 % aller gemes-

senen Neurone (n = 42) verzeichnet werden und betrug im Mittel 0,11 ± 0,039. Die Zu-

nahme des Fura-2-Signals als Antwort auf Histamin spricht für eine Bewegung von Cal-

ciumionen (und damit auch Manganionen) aus dem Zytosol in den Extrazellulärraum, 

so dass weniger Fura-2-Moleküle durch Mn2+ gequencht werden.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass Histamin einen Anstieg der 

zytosolischen Ca2+-Konzentration durch die Freisetzung von Calciumionen aus intrazel-

lulären Speichern hervorruft (siehe 3.1.1.3.). Diese Antwort wird teilweise vermindert 

durch die gleichzeitige Stimulation eines Ca2+-Efflux-Weges, der demaskiert wird, wenn 

die Freisetzung von Ca2+ aus Speichern durch SERCA-Blockade unterdrückt wird.
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Abbildung 3.8. Änderung der Fura-2-Fluoreszenz (gemessen am isoemissiven Punkt)  
von isolierten submukösen Neuronen in Zellkultur auf Histamin (100 µmol/l) nach  
Inkubation mit Manganchlorid (500 µmol/l); Mittelwert (Linie) ± SEM (graue Fläche);  
n=42; *p<0,05 im Vergleich zur Baseline.
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3.1.2. Identifizierung der beteiligten Histaminrezeptoren

Es werden klassischerweise drei Histaminrezeptor-Subtypen beschrieben, die als H1, H2 

und H3 bezeichnet werden (Hill et al. 1997), dazu kommt noch ein vierter, noch nicht 

lange bekannter Subtyp, der H4-Rezeptor ( Leurs et al. 2009). Um die Histaminrezeptor-

Subtypen, über welche Histamin einen Anstieg der zytolischen Ca2+-Konzentration an 

submukösen Neuronen auslöst, zu identifizieren, wurde zunächst eine RT-PCR aus ei-

nem Isolat homogenisierter Submukosa durchgeführt. Diese ermöglichte ein erstes 

Screening in Bezug auf die Expression der vier Rezeptorsubtypen in der Submukosa des 

Kolons der Ratte. Da durch die Nutzung eines Homogenats der gesamten Submukosa 

jedoch anhand dieses Screenings keine Aussage über die tatsächliche neuronale Expres-

sion getroffen werden konnte, wurden nachfolgend immunzytochemische Färbungen 

durchgeführt. Es folgten Ca2+-Imaging-Experimente mit Agonisten und Antagonisten 

von Histaminrezeptoren, um die funktionelle Bedeutung der molekularbiologisch bzw. 

immunzytochemisch nachgewiesenen Rezeptortypen abzuklären.

3.1.2.1. RT-PCR

Um einen ersten Überblick über die Expression von Histaminrezeptoren in der Submu-

kosa des Kolons der Ratte zu gewinnen, wurde eine reverse Transkription mit nachfol-

gender PCR aus RNA isolierter Submukosa durchgeführt (siehe 2.11.2. - 2.11.5.). Es 

wurden Primer für die Histaminrezeptor-Subtypen H1, H2, H3 und H4 eingesetzt. Als in-

terne Kontrolle wurde ein Primer für das housekeeping gene GAPDH verwendet. Au-

ßerdem wurden zwei verschiedene Negativkontrollen mitgeführt. Bei der ersten Nega-

tivkontrolle wurde anstatt der cDNA nur RNase-freies Wasser eingesetzt, die zweite Ne-

gativkontrolle erhielt anstelle der cDNA das Produkt aus der Negativkontrolle der RT 

(siehe hierzu auch 2.11.4.).

Abbildung 3.9. zeigt ein Foto eines Agarosegels, bei dem die PCR-Produkte elektropho-

retisch aufgetrennt und unter UV-Licht sichtbar gemacht wurden. Es handelt sich um die 

Darstellung eines repräsentativen Ergebnisses aus drei unabhängig voneinander angefer-

tigten Experimenten. Es sind deutliche Banden in der erwarteten Produktgröße bei Ein-

satz der Primer für den H1-Rezeptor, den H2-Rezeptor und den H3-Rezeptor zu sehen 

86



3. Ergebnisse

(vergleiche Abbildung 3.9.). Für den H4-Rezeptor hingegen konnte kein Transkript ge-

funden werden. 

Das Ergebnis spricht für eine Expression der Histaminrezeptor-Subtypen H1, H2 und H3, 

nicht aber des Subtyps H4 in isolierter Submukosa. Hierbei ist zu beachten, dass die ver-

wendete RNA aus der gesamten Submukosa gewonnen wurde, in der neben den submu-

kösen Ganglien auch andere Bestandteile, wie zum Beispiel Fibroblasten oder Gefäße, 

vorhanden sind. Es kann also keine Aussage über die neuronale Expression getroffen 

werden. Da keine mRNA für den H4-Rezeptor in der Submukosa nachweisbar war, wur-

de in den nachfolgenden Experimenten auf die Überprüfung der Beteiligung von H4-Re-

zeptoren verzichtet.
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Abbildung 3.9. Agarosegel nach elektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte nach 
erfolgter PCR aus isolierter RNA der Submukosa unter Verwendung von Primern gegen  
die Histaminrezeptoren H1, H2, H3 und H4 sowie GAPDH; repräsentatives Bild eines von  
drei unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten. RT(-): RNase-freies Wasser  
anstelle von RNA in der RT und Produkt aus dieser Reaktion in der PCR eingesetzt, H2O: 
RNase-freies Wasser anstelle von cDNA in der PCR. (Publiziert in Bell et al. 2014.)
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3.1.2.2. Immunzytochemische Doppelmarkierungen

Um zu prüfen, ob die auf mRNA-Ebene in der Submukosa nachgewiesene Expression 

der Histaminrezeptor-Subtypen H1, H2 und H3 in Neuronen des Plexus submucosus er-

folgt, wurden immunzytochemische Markierungen mit spezifischen, gegen die Hista-

minrezeptor-Subtypen H1, H2 und H3 gerichteten Antikörpern angefertigt. In jedem Ex-

periment wurde zusätzlich der neuronale Marker MAP2 (microtubule-associated protein 

2) verwendet, um die Erkennung einer neuronalen Lokalisation der Rezeptorsubtypen 

zu ermöglichen.

Abbildung 3.10. zeigt repräsentative Ergebnisse aus mindestens drei separat durchge-

führten Experimenten. Der neuronale Marker MAP2 ist in jedem Experiment in grüner 

Farbe dargestellt, das Signal für die Bindung des Antikörpers am Histamin-Rezeptor-

Subtyp zeigt sich in rot. Es ist eine deutliche Rotfärbung im Bereich der Neurone bei 

Verwendung der spezifischen Antikörper gegen den H1-Rezeptor, den H2-Rezeptor und 

auch gegen den H3-Rezeptor zu erkennen. Die überlagernde Darstellung beider Einzel-

bilder, bei der auch die Kernfärbung mit DAPI dargestellt ist, führt zu einem gelblichen 

Aussehen der Neurone, welches durch die Überlagerung des grünen und roten Signals 

entsteht. Um eine unspezifische Bindung des verwendeten Sekundärantikörpers auszu-

schließen, wurde eine Negativkontrolle ohne Zugabe des Primärantikörpers durchge-

führt (siehe Abbildung 3.10.). Als weitere Negativkontrolle wurde eine Isotypkontrolle 

durchgeführt (nicht dargestellt). Bei keiner der Negativkontrollen entstanden Signale 

(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.10. Immunzytochemische Doppelmarkierungen isolierter submuköser  
Neurone in Zellkultur gegen die Histaminrezeptoren H1, H2 und H3. Repräsentative  
Darstellung eines von drei unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten;  
Eichbalken: 20 µm. (Publiziert in Bell et al. 2014.)
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3.1.2.3. Funktionelle Identifizierung mittels Agonisten

Um herauszufinden, ob die Reaktion submuköser Neurone auf Histamin durch 

Subtyp-selektive Rezeptoragonisten imitiert werden kann, wurden Ca2+-Imaging-Expe-

rimente durchgeführt. Anstatt einer Applikation von 100 µmol/l Histamin erfolgte hier-

bei eine Applikation des entsprechenden Histaminrezeptor-Agonisten in einer Konzen-

tration von 100 µmol/l. Für eine Übersicht der verwendeten Substanzen siehe Hill et al. 

1997 und Stark 2007.

Der Agonist Trifluoromethylphenylhistamin (TMPH), der den H1-Rezeptor aktiviert, 

konnte in 66 % der untersuchten Neurone einen Anstieg der Fura-2-Ratio hervorrufen, 

die im Mittel 0,46 ± 0,051 betrug (Abbildung 3.11.). Sowohl der Anteil der Responder 

als auch die Höhe des gemessenen Peaks entsprechen damit in etwa den Daten der Kon-

zentrations-Wirkungs-Kurve bei einer Histaminkonzentration von 100 µmol/l. Auch der 

H2-Rezeptor-Agonist Amthamin und der H3-Rezeptor-Agonist R-α-Methylhistamin 

konnten einen Ca2+-Peak bei einem Großteil der untersuchten Neurone hervorrufen. 

Allerdings fielen hier der Anteil der Responder sowie die Höhe des gemessenen Peaks 

etwas geringer aus als bei Verwendung des H1-Agonisten TMPH. Die Daten sind in 

Tabelle 3.3. aufgeführt. 

Die Ergebnisse aus dieser Versuchsreihe zeigen, dass alle drei molekularbiologisch 

(Abbildung 3.9.) bzw. immunzytochemisch (Abbildung 3.10.) nachgewiesenen Hista-

minrezeptor-Subtypen auch an den intrazellulären Ca2+-Signalweg der submukösen 

Neurone gekoppelt sind.
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Histaminrezeptor-
Agonist

Anzahl 
untersuchter 

vitaler 
Neurone 

n

Anzahl der auf den 
Agonisten reagieren-

den Neurone

(%)

∆  Fura-2-Ratio der 
Responder 

während Peak 1

(Mittelwert ± SEM)

TMPH 102 66 0,46 ± 0,051*

Amthamin 96 54 0,34 ± 0,028*

R-α-Methylhistamin 98 52 0,41 ± 0,050*

Tabelle 3.3. Änderung der zytosolischen Ca2+-Konzentration (erfasst als Fura-2-Ratio)  
isolierter submuköser Neurone in Zellkultur induziert durch H1-, H2- und H3-Agonisten;  
Konzentration der Agonisten je 100 µmol/l. Angegeben ist der Prozentsatz der auf den  
jeweiligen Agonisten reagierenden vitalen Neurone sowie der Anstieg des Fura-2-Ratio-
Signals über die Baseline (∆ Fura-2-Ratio) bei den Respondern.*p<0,05 im Vergleich  
Peak 1 zur Baseline.
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Abbildung 3.11. Änderung der zytosolischen Ca2+-Konzentration (gemessen als Fura-2-
Ratio) isolierter submuköser Neurone in Zellkultur auf den H1-Agonisten TMPH (100 
µmol/l); Die Kurve zeigt den Mittelwert (Linie) ± SEM (graue Fläche) der Responder  
(n=67). *p<0,05 im Vergleich Peak 1 gegen Baseline. (Publiziert in Bell et al. 2014.)
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3.1.2.4. Funktionelle Identifizierung mittels Antagonisten

Um zu überprüfen, ob die Histaminrezeptor-Subtypen H1, H2 und H3 tatsächlich an der 

Reaktion auf natives Histamin beteiligt sind, wurden Ca2+-Imaging-Experimente mit se-

lektiven Histaminrezeptor-Antagonisten durchgeführt. Hierzu wurde nach der initialen 

Stabilisierungsphase eine zehnminütige Inkubation mit dem entsprechenden Histamin-

rezeptor-Antagonisten (500 µmol/l) durchgeführt, bevor die Applikation von Histamin 

(100 µmol/l) erfolgte. Aufgrund der beobachteten Desensitivierung bei wiederholter 

Histaminapplikation (siehe 3.1.1.1.) konnten Versuch und Kontrolle nicht an denselben 

Zellen durchgeführt werden. Aus diesem Grund wurde für jede Versuchsreihe eine 

eigene Kontrollmessung ohne Zugabe des Antagonisten an Zellen auf separaten Glas-

plättchen durchgeführt. Eine Übersicht über die verwendeten Substanzen findet sich in 

Hill et al. 1997 und Stark 2007.

In Gegenwart des H1-Antagonisten Pyrilamin reduzierte sich der Anteil der auf Hista-

min reagierenden Neurone statistisch signifikant von 75 % auf 17 %. Die Neurone, die 

trotz Blockade des H1-Rezeptors eine Antwort auf Histamin zeigten, wiesen im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe eine um etwa ein Drittel verminderte und damit signifikant 

reduzierte Amplitude der Fura-2-Ratio auf. Eine typische Reaktion eines submukösen 

Neurons auf Histamin nach Inkubation mit Pyrilamin ist in Abbildung 3.12. B darge-

stellt. Ähnliche Ergebnisse ergaben sich bei Experimenten mit dem H2-Rezeptor-Ant-

agonisten Cimetidin. Auch hier waren nach Inkubation mit dem Rezeptorantagonisten 

sowohl der Anteil der Responder als auch die Größe der Reaktion signifikant reduziert. 

Eine Blockade der H3-Rezeptoren mit dem Antagonisten Thioperamid konnte zwar die 

Responderquote und auch die Peakhöhe geringgradig reduzieren, die Veränderungen er-

reichten jedoch keine statistische Signifikanz. Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, 

dass sowohl H1- als auch H2-Rezeptoren an der Antwort auf Histamin beteiligt sind. 

Histaminrezeptoren vom Subtyp H3 scheinen dagegen bei der Reaktion nur eine unter-

geordnete Rolle zu spielen. Die Ergebnisse der Antagonistenexperimente sind in Abbil-

dung 3.13. sowie Tabelle 3.4. zusammengefasst. 
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Abbildung 3.12. Repräsentatives Originaltracing der Änderung der zytosolischen 
Ca2+-Konzentration (gemessen als Fura-2-Ratio) eines isolierten submukösen  
Neurons in Zellkultur auf Histamin (100 µmol/l) unter Kontrollbedingungen (A)  
bzw. nach Inkubation mit dem H1-Antagonisten Pyrilamin (500 µmol/l) (B).
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Da beim Einsatz der einzelnen Histaminrezeptor-Antagonisten nie eine komplette Hem-

mung zu beobachten war, scheint es wahrscheinlich, dass mehrere Rezeptorsubtypen an 

der Antwort beteiligt sind. Aus diesem Grund wurde im Anschluss eine Versuchsreihe 

durchgeführt, bei der ein Gemisch aller drei der zuvor verwendeten Antagonisten (je 

500 µmol/l) eingesetzt wurde. Erwartungsgemäß konnten auch hier der Anteil der 

Responder sowie die Höhe des Peaks signifikant reduziert werden. Allerdings entspra-

chen die Werte in etwa den Ergebnissen, die auch nach Einsatz des H1-Rezeptor-

Antagonisten Pyrilamin verzeichnet werden konnten. Das heißt eine vollständige 

Blockade der Reaktion auf Histamin in submukösen Neuronen war auch mit einer Kom-

bination der Histaminrezeptor-Antagonisten nicht möglich (siehe hierzu auch Abbildung 

3.13. sowie Tabelle 3.4.). Möglicherweise waren die (obwohl schon recht hoch gewähl-

ten) Inhibitorkonzentrationen nicht ausreichend. Andererseits kann aber auch eine Betei-

ligung von anderen Rezeptoren (H4) nicht vollständig ausgeschlossen werden. 

Anzahl 
untersuchter 

vitaler Neurone
n

Anteil der auf His-
tamin reagierenden 

Neurone
(%)

∆  Fura-2-Ratio der 
Responder

während Peak 1
(Mittelwert ± SEM)

- + - + - +

± Pyrilamin 65 65 75 17*
0,41 ± 
0,061

0,26*± 
0,030

± Cimetidin 88 81 58 23*
0,45 ± 
0,039

0,31*± 
0,042

± Thioperamid 62 66 56 42
0,49 ± 
0,074

0,36 ± 
0,052

± Blocker-Mix 80 83 67 18*
0,45 ± 
0,052

0,26*± 
0,035

Tabelle 3.4. Ergebnisse aus den Versuchen zur Beteiligung der Histaminrezeptoren H1,  
H2 und H3 an der Reaktion isolierter submuköser Neurone in Zellkultur auf Histamin.  
Dargestellt ist die Antwort der Neurone auf Histamin (100 µmol/l) in Anwesenheit (+)  
bzw. Abwesenheit (-) der jeweiligen Antagonisten (jeweils 500 µmol/l). Angegeben ist  
der Prozentsatz der auf Histamin reagierenden vitalen Neurone sowie der Anstieg des  
Fura-2-Ratio-Signals über die Baseline (∆ Fura-2) bei den Respondern. *p<0,05 im 
Vergleich zur Wirkung von Histamin ohne Antagonist.
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Abbildung 3.13. Veränderung der Ca2+-Antwort isolierter submuköser  
Neurone in Zellkultur auf Histamin (100 µmol/l) nach Inkubation mit  
Antagonisten gegen die Histaminrezeptoren H1, H2 und H3. Die Wirkung 
von Histamin wurde in Anwesenheit (+) der angegebenen Hemmstoffe  
getestet und mit der Antwort unter Kontrollbedingungen in Abwesenheit  
der entsprechenden Blocker (-) verglichen. Konzentration der  
Antagonisten jeweils 500 µmol/l; A: Anteil der Responder auf Histamin;  
B: Anstieg der Fura-2-Ratio bei den Respondern (Mittelwert + SEM);  
*p<0,05 im Vergleich zur Wirkung auf Histamin unter  
Kontrollbedingungen. (Publiziert in Bell et al. 2014.)
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3.1.3. Die Wirkung von Histamin auf Neurone des intakten 
Plexus submucosus

Nachdem die Charakterisierung primär kultivierter, submuköser Neurone aus dem Ko-

lon der Ratte abgeschlossen war, sollte eine Messung des Membranpotentials an intak-

ten Ganglien des Plexus submucosus erfolgen. Zur Überprüfung der Vitalität dieses Prä-

parates wurden zuerst Ca2+-Imaging-Versuche durchgeführt, um die Histaminantwort 

der intakten Ganglien mit derjenigen der isolierten, in Zellkultur gehaltenen, Neurone 

zu vergleichen.

3.1.3.1. Die Reaktion von Neuronen des intakten Plexus submucosus auf 
Histamin im Ca2+-Imaging

Histamin (100 µmol/l) löste einen Anstieg der Fura-2-Ratio an Neuronen intakter sub-

muköser Ganglien aus, welche im Mittel bei 0,52 ± 0,055 lag. Der Anteil der Respon-

der, die mindestens einen Peak ausbildeten, lag bei 76 % (29 von 38 untersuchten Neu-

ronen). Ein zweiter Peak konnte bei 49 % der Neurone beobachtet werden. Die Reakti-

on auf Histamin stellte sich im Ca2+-Imaging vergleichbar zu der in Abbildung 3.3. ge-

zeigten Reaktion eines kultivierten Neurons dar. Die Ergebnisse zeigen, dass Neurone, 

die sich noch in intakten Ganglien befinden, im Ca2+-Imaging eine Antwort auf Hista-

min zeigen, die sich nicht von der Reaktion isolierter, primär kultivierter submuköser 

Neurone auf den gleichen Stimulus unterscheiden lässt.

3.1.3.2. Die Änderung des Membranpotentials durch Histamin in 
Neuronen des intakten Plexus submucosus

Es wurde bereits beschrieben, dass Histamin eine Depolarisation des Membranpotenti-

als in submukösen Neuronen des Meerschweinchens hervorruft (Frieling et al. 1993). 

Um zu prüfen, ob dies auch bei der Ratte der Fall ist, habe ich Mikroelektroden-Ablei-

tungen an Neuronen in intakten submukösen Ganglien vorgenommen (siehe 2.12.). 

Das Ruhemembranpotential dieser Neurone lag im Mittel bei -35 ± 6,5 mV (n=6). Nach 

einer Stabilisierungsphase wurde Histamin aus einer Stocklösung vorsichtig in die 

Messkammer pipettiert, sodass in dieser eine Konzentration von 100 µmol/l entstand. 

Unmittelbar nach der Zugabe von Histamin war eine statistisch signifikante Depolarisa-

tion der Zellen zu beobachten. Diese erreichte ihren höchsten Wert im Mittel bei -10 ± 
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6,2 mV (p < 0,05) innerhalb der ersten 30 Sekunden nach Histaminzugabe. Es kam also 

im Schnitt zu einer Änderung des Membranpotentials um etwa 25 mV. Danach hyper-

polarisierte die Membran wieder langsam. Bei zwei der sechs untersuchten Neurone 

konnte außerdem eine verspätete erneute Depolarisation um 8 bzw. 6 mV beobachtet 

werden. Abbildung 3.14. zeigt ein Originaltracing der Ableitung des Membranpotentials 

eines submukösen Neurons, welches neben der initialen Depolarisation auch eine ver-

spätete Depolarisation zeigt. 

Submuköse Neurone der Ratte werden also - wie die des Meerschweinchens (Frieling et 

al. 1993) - durch Histamin erregt.
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Abbildung 3.14. Repräsentatives Originaltracing der Veränderung des  
Membranpotentials eines submukösen Neurons in der intakten Submukosa nach Zugabe  
von Histamin (100 µmol/l) und Veratridin (25 µmol/l) als interne Kontrolle. (Publiziert  
in Bell et al. 2014.)
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3.2. Die Expression des Enzyms 
Histidindecarboxylase in Neuronen des Plexus 
submucosus

Das Enzym Histidindecarboxylase (HDC) kann aus der Aminosäure Histidin durch Ab-

spaltung von CO2 den Mediator Histamin synthetisieren (Iwabuchi et al. 2004). Für 

Neurone im zentralen Nervensystem wurde bereits beschrieben, dass einige selbst zur 

Histaminsynthese befähigt sind, diese Neurone werden als histaminerge Neurone be-

zeichnet (Iwabuchi et al. 2004). In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der 

HDC in Neuronen des Plexus submucosus aus dem Kolon der Ratte untersucht.

3.2.1. Immunzytochemische Doppelmarkierungen

Der erste Nachweis der HDC in submukösen Neuronen aus dem Kolon der Ratte erfolg-

te durch Erstellung immunzytochemischer Doppelmarkierungen an isolierten, primär 

kultivierten Neuronen. Als neuronaler Marker wurde ein monoklonaler Antikörper ge-

gen das neuronenspezifische Protein MAP2 verwendet. In Abbildung 3.15. ist der neu-

ronale Marker in grün dargestellt. Zur Markierung des Enzyms wurde ein polyklonaler 

Antikörper verwendet, der in Abbildung 3.15. in rot dargestellt ist. Im Experiment ist 

deutlich eine Rotfärbung im Bereich der Neurone zu erkennen. Eine Überlagerung bei-

der Einzelbilder, bei der zusätzlich die Zellkerne mittels DAPI blau dargestellt sind, ist 

ebenfalls in Abbildung 3.15. zu sehen. Durch die Überlagerung des grünen und roten Si-

gnals entsteht zum Teil eine gelbliche Farbe als Zeichen der Co-Lokalisation beider An-

tigene. Abbildung 3.15. zeigt ein repräsentatives Ergebnis von drei unabhängig vonein-

ander angefertigten immunzytochemischen Markierungen.

Um eine unspezifische Bindung des sekundären Antikörpers an die Zielstruktur aus-

schließen zu können, wurde eine Negativkontrolle ohne Primärantikörper durchgeführt. 

Das Ergebnis ist ebenfalls in Abbildung 3.15. dargestellt. Als weitere Kontrollen wurden 

eine Isotypkontrolle sowie die Inkubation mit einem sogenannten Blockingpeptid 

durchgeführt (Bilder nicht aufgeführt) (siehe 2.10.3.). Beide Kontrollen fielen negativ 

aus.
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Die Ergebnisse lassen eine Expression der HDC in submukösen Neuronen aus dem 

Kolon der Ratte vermuten.

3.2.2. RT-PCR

Um das Ergebnis der immunzytochemischen Markierungen zu überprüfen, wurde eine 

RT mit nachfolgender PCR aus isolierter RNA der Submukosa aus dem Kolon der Ratte 

durchgeführt. Als Positivkontrolle wurde isolierte RNA aus der Zelllinie RBL-2H3 ver-

wendet, welche Histamin synthetisiert und somit die HDC exprimiert. Als interne Kon-

trolle wurden Primer für GAPDH mitgeführt. Als Negativkontrollen wurden Wasser-

kontrollen sowie die Produkte der Negativkontrollen aus der RT-PCR verwendet (ver-

gleiche 2.11.4.). Es wurden drei Versuche unabhängig voneinander durchgeführt, die 

alle dasselbe Ergebnis zeigten. Abbildung 3.16. zeigt ein repräsentatives Foto eines 

Agarosegels, in welchem die PCR-Produkte elektrophoretisch aufgetrennt wurden. 
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Abbildung 3.15. Immunzytochemische Doppelmarkierung isolierter submuköser  
Neurone in Zellkultur gegen die Histidindecarboxylase; repräsentative Darstellung  
eines von drei unabhängig voneinander angefertigten Experimenten; Eichbalken: 
20 µm.
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Es lassen sich Banden im Bereich der erwarteten Produktgröße von 294 bp sowohl aus 

dem RBL-2H3-Isolat als auch aus der isolierten Submukosa darstellen. Die interne Kon-

trolle GAPDH liefert das erwartete Produkt von 303 bp. Das Ergebnis scheint das Er-

gebnis der immunzytochemischen Markierungen zu bestätigen und belegt die Expressi-

on der HDC in der intakten Submukosa auf mRNA-Ebene.
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Abbildung 3.16. Agarosegel nach elektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte  
nach erfolgter PCR aus isolierter RNA der Submukosa unter Verwendung von Primern  
gegen die Histidindecarboxylase sowie GAPDH; Positivkontrolle: PCR aus isolierter  
RNA von RBL-2H3-Zellen. Repräsentative Darstellung eines von drei unabhängig  
voneinander angefertigten Experimenten. RT(-): RNase-freies Wasser anstelle von RNA in  
der RT und Produkt aus dieser Reaktion in der PCR eingesetzt, H2O: RNase-freies Wasser  
anstelle von cDNA in der PCR.
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3.3. Die Kommunikation zwischen kultivierten 
submukösen Neuronen und RBL-2H3-Zellen am 
Modell der Co-Kultur

Um die Interaktionen zwischen submukösen Neuronen aus dem Kolon der Ratte und 

Mastzellen genauer untersuchen zu können, wurde in der vorliegenden Arbeit ein Co-

Kultur-Modell, in welchem beide Zelltypen für einige Tage gemeinsam kultiviert wur-

den, entwickelt. Der Fokus lag dabei auf der Untersuchung der Wirkung verschiedener 

nach Mastzelldegranulation freigesetzter Mediatoren. Die Mastzellen wurden dement-

sprechend in erster Linie als Mediatorspeicher verwendet und selbst nicht detaillierter 

untersucht. Aus diesem Grund konnte mit der Zelllinie RBL-2H3 anstatt mit frisch iso-

lierten Mastzellen gearbeitet werden. Die Zelllinie RBL-2H3 ist ein Mastzelläquivalent, 

welches sehr häufig zur Untersuchung von Mastzellen verwendet wird. Es ist beschrie-

ben, dass RBL-2H3-Zellen, analog zu Mastzellen, verschiedene Mediatoren produzieren 

und durch Degranulation freisetzen (Kulczycki et al. 1974). Die Verwendung einer per-

manenten Zelllinie hatte den Vorteil, dass diese jederzeit in ausreichender Anzahl und 

vergleichbarer Qualität zur Verfügung stand.

3.3.1. Die Stimulation submuköser Neurone durch 
Degranulation von RBL-2H3-Zellen

3.3.1.1. Der Effekt von Compound 48/80 auf RBL-2H3-Zellen

Um untersuchen zu können, ob es durch die Degranulation von RBL-2H3-Zellen, wel-

che mit submukösen Neuronen co-kultiviert wurden, zur Aktivierung dieser Neurone 

kommt, musste zunächst eine zuverlässige Möglichkeit zur Degranulation der RBL-

2H3-Zellen etabliert werden. Der klassische Weg der Degranulation, also der exozytoti-

schen Freisetzung präformierter Mediatoren, verläuft durch Querverbindung spezifi-

scher Antikörper vom Typ IgE durch Antigenbindung, welche sich, nach vorangegange-

ner Sensibilisierung gegen dieses Antigen, auf der Zelloberfläche der Mastzelle bzw. 

RBL-2H3-Zelle befinden (Kraneveld et al. 2012). Die Exozytose wird durch einen 

Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration ausgelöst (Trikha et al. 2010). Es gibt 

jedoch auch andere Wirkstoffe, die eine Degranulation hervorrufen können, z.B. die von 

mir verwendete Substanz Compound 48/80 (Kőszegi et al. 2006). 
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Zur Etablierung einer sinnvollen Wirkstoffkonzentration wurde in Ca2+-Imaging-Experi-

menten an RBL-2H3-Zellen eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve erhoben. Die Ca2+-

Imaging-Messungen starteten mit einer initialen Stabilisierungsphase, in welcher die 

Zellen mit Tyrode superfundiert und die Fura-2-Ratio aufgezeichnet wurde. Sobald eine 

gleichmäßige Baseline der Fura-2-Ratio für mindestens fünf Minuten beobachtet wer-

den konnte, wurde eine Stocklösung von Compound 48/80 in die Messkammer pipet-

tiert. Der Effekt von Compound 48/80 wurde in den Konzentrationen 1 µmol/l, 

10 µmol/l und 100 µmol/l getestet. Die Konzentration von 1 µmol/l konnte keine Verän-

derung der Fura-2-Ratio hervorrufen, bei einer Konzentration von 10 µmol/l reagierten 

lediglich 23 % der Mastzellen (6 von 26 getesteten Zellen) auf Compound 48/80. Betrug 

die Konzentration von Compound 48/80 in der Messkammer 100 µmol/l, reagierten alle 

der 25 untersuchten RBL-2H3-Zellen mit einem deutlichen Anstieg der Fura-2-Ratio, 

welche im Mittel bei 1,96 ± 0,270 lag. Daher wurde Compound 48/80 in den folgenden 

Experimenten in einer Konzentration von 100 µmol/l eingesetzt.

3.3.1.2. Der Effekt von Compound 48/80 auf kultivierte submuköse 
Neurone

Um auszuschließen, dass Compound 48/80 eine direkte Wirkung auf enterische Neuro-

ne ausübt, wurde eine weitere Ca2+-Imaging-Versuchsreihe angeschlossen, in welcher 

der Effekt von Compound 48/80 auf isolierte, primär kultivierte submuköse Neurone 

untersucht wurde. Nachdem eine stabile Baseline von mindestens fünf Minuten Länge 

aufgezeichnet wurde, erfolgte die Zugabe von Compound 48/80 (100 µmol/l) in die 

Messkammer. Von 39 untersuchten Nervenzellen reagierte nur eine einzige auf Com-

pound 48/80. Eine Kurve, welche den Mittelwert sowie den Standardfehler der Fura-2-

Ratio der untersuchten Neurone zeigt ist in Abbildung 3.17.A dargestellt. Die Tatsache, 

dass die Applikation von Compound 48/80 zur primären submukösen Zellkultur keine 

Änderung der zytosolischen Ca2+-Konzentration hervorrufen konnte, zeigt, dass es zu 

keiner direkten Interaktion zwischen submukösen Neuronen und Compound 48/80 

kommt.
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Nach Abschluss dieser Vorversuche konnte die Wirkung von Compound 48/80 auf sub-

muköse Neurone, welche mit RBL-2H3-Zellen co-kultiviert wurden (siehe 2.6.3.), über-

prüft werden. Nach Zugabe von Compound 48/80 (100 µmol/l) konnte in 31 von 34 ge-

testeten Neuronen ein statistisch signifikanter Anstieg der Fura-2-Ratio aufgezeichnet 

werden. Die Amplitude der Fura-2-Ratio erhöhte sich hierbei im Mittel auf 0,74 ± 0,63 

(p < 0,05). Eine Darstellung der Fura-2-Ratio (Mittelwert ± SEM) der co-kultivierten 

Neurone zeigt Abbildung 3.17. B. Die Responderquote von co-kultivierten submukösen 

Neuronen auf Compound 48/80 im Vergleich zur Anzahl reagierender, primär kultivier-

ter, submuköser Neurone ohne RBL-2H3-Zellen ist in Abbildung 3.18. dargestellt. 
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Abbildung 3.17. Änderung der zytosolischen Ca2+-Konzentration (gemessen als  
Fura-2-Ratio) isolierter submuköser Neurone in Zellkultur auf Compound 
48/80 (100 µmol/l). Die Werte der Fura-2-Ratio sind Mittelwerte (Linie) ±  
SEM (graues Feld). A: Reaktion isolierter submuköser Neurone (n=39); B:  
Reaktion submuköser Neurone, die mit RBL-2H3-Zellen co-kultiviert wurden 
(n=31). Die Fotos zeigen beispielhaft isolierte Neurone (grün) bzw. RBL-2H3-
Zellen (rot) und die Lage eines Messfeldes (ROI, weißes Rechteck). (Publiziert  
in Bell et al. 2014.)
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Um den zeitlichen Verlauf der Reaktionen beider Zelltypen untersuchen zu können, 

wurden bei einigen Ca2+-Imaging-Versuchen mit dem Modell der Co-Kultur nicht nur 

die co-kultivierten submukösen Neurone, sondern auch einige RBL-2H3-Zellen als 

ROIs, das bedeutet als Regionen, in welchen die Fluoreszenz gemessen wird, markiert. 

Bei der Analyse dieser Messungen konnte gezeigt werden, dass es durch die Zugabe von 

Compound 48/80 (100 µmol/l) zunächst unmittelbar zu einem Anstieg der Fura-2-Ratio 

in den RBL-2H3-Zellen kommt. Erst zeitlich um etwa 30 Sekunden verzögert setzt die 

Reaktion in den co-kultivierten submukösen Neuronen ein. Dieser zeitliche Zusammen-

hang ist am Beispiel von zwei Zellen in Abbildung 3.19. zu sehen.
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Abbildung 3.18. Vergleich des Anteils der Responder von isolierten,  
kultivierten submukösen Neuronen (n=39) zu submukösen Neuronen, die  
mit RBL-2H3-Zellen co-kultiviert wurden (n=34), auf die Zugabe von  
Compound 48/80 (100 µmol/l) in Ca2+-Imaging-Experimenten.
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Dieser Zeitverlauf passt zu der Annahme, dass die submukösen Neurone durch Mediato-

ren, die bei der Degranlulation der Mastzellen freigesetzt werden, stimuliert werden.

3.3.2. Untersuchung beteiligter Mastzellmediatoren

Nachdem gezeigt werden konnte, dass es durch die Freisetzung von Mastzellmediatoren 

aus RBL-2H3-Zellen durch Compound 48/80 (100 µmol/l) zu einer starken Stimulation 

co-kultivierter submuköser Neurone kommt, sollte im nächsten Schritt untersucht wer-

den, welche Mastzellmediatoren an der Aktivierung der Neurone beteiligt sind. Zu die-

sem Zweck wurden Ca2+-Imaging-Experimente durchgeführt, bei denen die Co-Kultu-

ren für 15 Minuten mit Hemmstoffen vorbehandelt wurden. Die Wirkung von Com-

pound 48/80 wurde mit parallel durchgeführten Messungen an unbehandelten Kontroll-

kulturen verglichen.
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Abbildung 3.19. Repräsentatives Originaltracing des zeitlichen Verlaufs der Reaktion  
einer RBL-2H3-Zelle und eines co-kultivierten submukösen Neurons auf die Zugabe von  
Compound 48/80 (100 µmol/l) in Ca2+-Imaging-Experimenten. (Publiziert in Bell et al.  
2014.)
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3.3.2.1. Die Beteiligung von Histamin

Um den Anteil von Histamin, dem zentralen allergischen Mastzellmediator (Berin und 

Sampson 2013), an der durch Compound 48/80 vermittelten Reaktion der co-kultivier-

ten Neurone zu untersuchen, wurden Experimente durchgeführt, bei denen Antagonisten 

gegen die Histaminrezeptor-Subtypen H1, H2 und H3 eingesetzt wurden. Es wurde mit 

den gleichen Antagonisten gearbeitet, die schon bei den Experimenten zur Identifizie-

rung der Rezeptorbeteiligung an der Reaktion von Histamin auf isolierte, primär kulti-

vierte Neurone aus dem Kolon der Ratte verwendet wurden (siehe 3.1.2.4.). Bei den Ex-

perimenten mit der Co-Kultur wurden die Antagonisten jedoch in einer geringeren Kon-

zentration (100 µmol/l) eingesetzt. Dieser Änderung lag die Vermutung zugrunde, dass 

die Histaminkonzentration in der Messkammer, die durch Freisetzung von Mastzellme-

diatoren erreicht werden konnte, deutlich geringer ausfallen würde als 100 µmol/l, wel-

ches der Konzentration entspricht, die bei den unter 3.1.2.4. beschriebenen Experimen-

ten eingesetzt wurde. 

In Gegenwart des H1-Rezeptor-Antagonisten Pyrilamin (100 µmol/l) war der Effekt von 

Compound 48/80 in der Co-Kultur stark vermindert. Während unter Kontrollbedingun-

gen 89 % (39 von 44 Zellen) der untersuchten Neurone auf Compound 48/80 (100 

µmol/l) reagierten, betrug der Anteil der Responder nach Inkubation mit Pyrilamin nur 

noch 10 % (4 von 40 Zellen, p<0,05). Die Amplitude des Anstiegs der Fura-2-Ratio 

wurde durch Vorbehandlung mit Pyrilamin ebenfalls statistisch signifikant reduziert. 

Die Kontrollgruppe zeigte eine Reaktion mit einem Mittelwert von 0,89 ± 0,118, wäh-

rend die verbliebenen Responder nach Inkubation mit Pyrilamin auch nur eine geringe 

Peakhöhe mit einem Mittelwert von 0,21 ± 0,081 zeigten. 

Die Inkubation mit dem H2-Rezeptor-Antagonisten Cimetidin (100 µmol/l) konnte die 

Anzahl der Responder auf Compound 48/80 im Vergleich zur Kontrollgruppe zwar nicht 

reduzieren (auch nach Inkubation mit Cimetidin reagierten 38 von 42 Zellen auf Com-

pound 48/80), jedoch wurde die Amplitude der Fura-2-Ratio statistisch signifikant auf 

einen Mittelwert von 0,68 ± 0,102 im Gegensatz zur Kontrollgruppe, deren Peakhöhe 

im Schnitt bei 0,98 ± 0,176 lag, vermindert.

Die Vorbehandlung mit dem H3-Rezeptor-Antagonisten Thioperamid (100 µmol/l) 

konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe weder den Anteil der auf Compound 48/80 rea-
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gierenden Neurone noch die Amplitude der gemessenen Fura-2-Ratio senken. In der 

Kontrollgruppe lag der Anteil der Responder auf Compound 48/80 bei 61 % (27 von 44 

Zellen), die Fura-2-Ratio zeigte einen mittleren Anstieg von 0,29 ± 0,040. Die Versuchs-

gruppe zeigte eine Responderquote von 47 % (23 von 49 Zellen) mit einer Fura-2-Ratio, 

die nach Zugabe von Compound 48/80 im Mittel um 0,39 ± 0,112 anstieg.

In einer letzten Versuchsreihe zur Untersuchung der Beteiligung der verschiedenen Hi-

staminrezeptoren an der Antwort co-kultivierter Neurone auf Compound 48/80 wurden 

alle drei zuvor verwendeten Histaminrezeptor-Antagonisten in einem Gemisch (Kon-

zentration jeweils 100 µmol/l) angewendet. Erwartungsgemäß konnten durch die Inku-

bation mit dem Antagonisten-Gemisch sowohl die Responderquote statistisch signifi-

kant von 99 % (72 von 73 Zellen) auf 12 % (9 von 74 Zellen) gesenkt werden als auch 

die Peakhöhe der Fura-2-Ratio statistisch signifikant von einem Mittelwert von 0,55 ± 

0,037 auf einen Mittelwert von 0,12 ± 0,006 reduziert werden. Die Ergebnisse entspre-

chen jedoch denen, die auch bei Inkubation mit dem H1-Rezeptor-Antagonisten Pyrila-

min allein erzielt wurden.

Die Resultate (zusammengefasst in Abbildung 3.20.) lassen eine zentrale Beteiligung 

von Histamin an der Reaktion der co-kultivierten submukösen Neurone auf Compound 

48/80 vermuten. Dabei scheinen sowohl H1- als auch (wenn auch in einem geringeren 

Maße) H2-Rezeptoren an der Reaktion beteiligt zu sein, während H3-Rezeptoren offen-

bar keine Rolle spielen.
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Abbildung 3.20. Veränderung der Ca2+-Antwort co-kultivierter submuköser  
Neurone auf die Zugabe von Compound 48/80 (100 µmol/l) durch die 
Vorbehandlung mit Antagonisten gegen die Histaminrezeptoren H1, H2 und 
H3. Die Antwort auf den Mastzelldegranulator wurde in Abwesenheit (-)  
bzw. Anwesenheit (+) der jeweiligen Inhibitoren gemessen; Konzentration 
der Antagonisten je 100 µmol/l; n=40-74. A: Anteil der Responder; B:  
Anstieg der Fura-2-Ratio bei den Respondern (Mittelwert + SEM).  
*p<0,05 im Vergleich zur Antwort unter Kontrollbedingungen. (Publiziert  
in Bell et al. 2014.)
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3.3.2.2. Die Beteiligung von Eicosanoiden

Die Degranulation von Mastzellen führt nicht nur zur Freisetzung präformierter und in 

Vesikeln gespeicherter Mediatoren, sondern initiiert ebenso die De-novo-Synthese von 

verschiedenen Mediatoren wie Prostaglandinen und Leukotrienen (Kraneveld et al. 

2012). Um herauszufinden, ob neben präformierten Mediatoren wie Histamin auch neu 

gebildete Prostaglandine und Leukotriene auf die co-kultivierten Neurone wirken, wur-

den Ca2+-Imaging-Experimente mit Blockern der synthetisierenden Enzyme beider 

Stoffgruppen durchgeführt. Indometacin hemmt das Enzym Cyclooxygenase (= COX), 

welches für die Prostaglandinsynthese verantwortlich ist (Kato et al. 2001). Zur Blocka-

de der 5-Lipoxygenase (= LOX), des Enzyms zur Synthese von Leukotrienen, wurde 

BW A4C verwendet (Tateson et al. 1988).

Indometacin (1 µmol/l) beeinflusste weder die Responderquote noch die Höhe der Am-

plitude der Fura-2-Ratio. Während in der Versuchsgruppe 76 % (39 von 51 Zellen) der 

untersuchten co-kultivierten Neurone mit einer durchschnittlichen Peakhöhe von 0,55 ± 

0,068 auf Compound 48/80 reagierten, waren es in der Kontrollgruppe 85 % (40 von 47 

Zellen) mit einem vergleichbaren Mittelwert in der Peakhöhe von 0,68 ± 0,070. 

Im Gegensatz dazu reduzierte die Blockade der 5-Lipoxygenase mit BW A4C (10 

µmol/l) den Anteil der reagierenden co-kultivierten Neurone auf Compound 48/80 von 

94 % (47 von 50 Zellen) in der Kontrollgruppe auf 46 % (26 von 56 Zellen) in der Ver-

suchsgruppe. Dieser Unterschied in der Responderquote war statistisch signifikant (p < 

0,05). Auch die Größe des erreichten Peaks in der Fura-2-Ratio nach Zugabe von Com-

pound 48/80 wurde statistisch signifikant reduziert. Während sie in der Kontrollgruppe 

noch einen Mittelwert von 1,25 ± 0,076 aufwies, betrug sie nach Inkubation mit BW 

A4C nur noch 0,54 ± 0,069. 

Abbildung 3.21. zeigt die eben beschriebenen Ergebnisse zu den Versuchen bezüglich 

der Beteiligung von Prostaglandinen und Leukotrienen. Die Ergebnisse deuten darauf 

hin, dass Prostaglandine bei der Vermittlung der Aktivierung co-kultivierter Neurone 

durch Compound 48/80 keine Rolle spielen, Leukotriene hingegen schon.
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3.3.2.3. Die Beteiligung von Mastzellproteasen

Eine weitere wichtige Gruppe von Mastzellmediatoren stellen die Mastzellproteasen 

dar. Hierbei handelt es sich um Enzyme, die an einer eigenen Gruppe von Rezeptoren 

ansetzen, den sogenannten proteaseaktivierten Rezeptoren (protease-activated receptors 

= PAR). Es sind die Subtypen PAR1 - PAR4 dieser Rezeptoren beschrieben (Wang et al. 

2002). Da Befunde aus der Literatur (Ikehara et al. 2010) auf eine zentrale Rolle von 

PAR1- und PAR2-Rezeptoren im Magen-Darm-Trakt hindeuten, wurden in dieser Arbeit 

Antagonisten gegen diese beiden Rezeptorsubtypen verwendet.

Da noch keine Daten zur Expression der Rezeptorsubtypen PAR1 und PAR2 in submu-

kösen Neuronen der Ratte publiziert sind, wurden zunächst Vorversuche an einer Zell-

kultur aus isolierten, primär kultivierten submukösen Neuronen ohne Beteiligung von 

RBL-2H3 -Zellen durchgeführt. Um diese Rezeptorsubtypen funktionell nachzuweisen 

wurden Thrombin (10 U/ml) und Trypsin (10 µmol/l) als PAR1- bzw. PAR2-Rezep-

tor-Agonisten verwendet. Sowohl der PAR1-Agonist Thrombin als auch der PAR2-

Agonist Trypsin induzierten einen statistisch signifikanten Anstieg der zytosolischen 

Ca2+-Konzentration in submukösen Neuronen (siehe Tabelle 3.5.).
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Abbildung 3.21. Veränderung der Ca2+-Antwort co-kultivierter submuköser Neurone auf  
die Zugabe von Compound 48/80 (100 µmol/l) durch die Inkubation mit dem COX-
Blocker Indometacin (1 µmol/l) und dem LOX-Blocker BW A4C (10 µmol/l); n=47-56.  
A: Anteil der Responder; B: Anstieg der Fura-2-Ratio bei den Respondern (Mittelwert  
+ SEM). *p < 0,05 im Vergleich zur Antwort unter Kontrollbedingungen.
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PAR-Rezeptor-
Agonist

Anzahl 
untersuchter 

vitaler Neurone
n

Anzahl 
reagierender 

Neurone 
(%)

Anstieg der Fura-2-Ratio 
bei den Respondern 

= ΔFura-2-Ratio
(Mittelwert ± SEM)

Thrombin (10 U/ml) 41 85 0,35* ± 0,034

Trypsin (10 µmol/l) 39 89 0,41* ± 0,051

Tabelle 3.5. Ergebnisse der Versuche zur Reaktion submuköser Neurone auf den PAR1-
Agonisten Thrombin und den PAR2-Agonisten Trypsin. Angegeben ist der Prozentsatz  
der auf den jeweiligen PAR-Agonisten reagierenden vitalen Neurone sowie der mittlere  
Anstieg des Fura-2-Ratio-Signals (∆Fura-2-Ratio) bei den Respondern.*p<0,05 im 
Vergleich Peak gegen Baseline.

In der Co-Kultur von submukösen Neuronen und RBL-2H3-Zellen wurde der PAR1-Re-

zeptor-Antagonist FR 171113 (Kato et al. 1999) in einer Konzentration von 25 µmol/l 

eingesetzt. Nach Inkubation mit FR 171113 betrug der Anteil der auf Compound 48/80 

(100 µmol/l) reagierenden Neurone 94 % (50 von 53 Zellen), unter Kontrollbedingun-

gen lag die Responderquote bei 97 % (63 von 65 Zellen). Es konnte also kein Unter-

schied zwischen beiden Gruppen nachgewiesen werden. Die Amplitude der Fura-2-Ra-

tio hingegen lag unter Kontrollbedingungen im Mittel bei 1,38 ± 0,126, während nach 

Blockade der PAR1-Rezeptoren nur noch eine Peakhöhe von durchschnittlich 0,79 ± 

0,087 erreicht wurde. Die Größe der Reaktion wurde also durch Einsatz des PAR1-Re-

zeptor-Antagonisten statistisch signifikant reduziert. 

Vorbehandlung mit dem PAR2-Rezeptor-Antagonisten GB 83 (20 µmol/l) (Barry et al. 

2010) senkte den Anteil der auf die Zugabe von Compound 48/80 reagierenden co-kulti-

vierten Neurone von 91 % (48 von 53 Zellen) in der Kontrollgruppe statistisch signifi-

kant auf 41 % (24 von 58 Zellen) . Ebenso reduzierte sich nach der Inkubation mit die-

sem Blocker die durchschnittliche Peakhöhe von 1,00 ± 0,059 unter Kontrollbedingun-

gen statistisch signifikant auf durchschnittlich 0,43 ± 0,044 nach PAR2-Blockade.

Abbildung 3.22. fasst die Befunde zur Beteiligung der Rezeptorsubtypen PAR1 und 

PAR2 zusammen. Die Ergebnisse der Ca2+-Imaging-Experimente mit den PAR-Rezep-

tor-Antagonisten FR 171113 und GB 83 lassen auf eine Beteiligung der Rezeptorsubty-

pen PAR1 und PAR2 an der durch Compound 48/80 vermittelten Aktivierung der co-kul-

tivierten submukösen Neurone schließen. Dem PAR2-Rezeptor scheint hier allerdings 

eine deutlich größere Rolle zuzufallen.
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3.3.3. Untersuchung der möglichen Aktivierung von RBL-2H3-
Zellen durch Stimulation submuköser Neurone

Nachdem anhand des Modells der Co-Kultur nachgewiesen werden konnte, dass es 

durch die Degranulation von RBL-2H3-Zellen mittels Compound 48/80 zur Aktivierung 

co-kultivierter Neurone aus dem Plexus submucosus der Ratte kommt, sollte überprüft 

werden, ob auch eine Stimulation in die andere Richtung, das heißt von Neuron zu 

RBL-2H3-Zelle, stattfindet. Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden ebenfalls 

Ca2+-Imaging-Experimente mit dem Modell der Co-Kultur durchgeführt. In diesem Fall 

wurde jedoch die Fura-2-Ratio der RBL-2H3-Zellen gemessen. Nach einer Stabilisie-

rungsphase, in der eine mindestens fünfminütige stabile Baseline aufgezeichnet werden 

konnte, wurde die KCl-Konzentration in der Superfusionslösung auf 35 mmol/l erhöht 

um die co-kultivierten submukösen Neurone durch Depolarisation zu aktivieren. Nun 

wurde beobachtet, ob sich eine Änderung der zytosolischen Ca2+-Konzentration in den 
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Abbildung 3.22. Änderung der zytsolischen Ca2+-Konzentration (gemessen als Fura-2-
Ratio) co-kultivierter submuköser Neurone auf die Zugabe von Compound 48/80 (100  
µmol/l) in Abwesenheit (-) oder Anwesenheit (+) von Antagonisten gegen die  
Proteaserezeptoren PAR1 (FR 171113, 25 µmol/l) und PAR2 (GB 83, 20 µmol/l); n=53-
65. A: Anteil der Responder; B: Anstieg der Fura-2-Ratio bei den Respondern  
(Mittelwert + SEM). * p < 0,05 im Vergleich zur Reaktion auf Compound 48/80 unter  
Kontrollbedingungen, also in Abwesenheit des jeweiligen PAR-Antagonisten.
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RBL-2H3-Zellen als Reaktion auf die Aktivierung der submukösen Neurone ergab. Wie 

in Abbildung 3.23. dargestellt, konnte eine solche Reaktion auf die neuronale Stimulati-

on in den durchgeführten Experimenten jedoch nicht nachgewiesen werden. 
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Abbildung 3.23. Änderung der zytosolischen Ca2+-Konzentration (gemessen als Fura-2-
Ratio) von RBL-2H3-Zellen, die mit submukösen Neuronen co-kultiviert wurden, auf  
neuronale Stimulation mittels Kaliumchlorid (35 mmol/l); Mittelwert (Linie) ± SEM 
(graue Fläche); n= 39. Die Fotos zeigen beispielhaft isolierte Neurone (grün) bzw.  
RBL-2H3-Zellen (rot) und die Lage eines Messfeldes (ROI, weißes Rechteck).



3. Ergebnisse

3.4. Untersuchung der Antigenwirkung auf 
epithelialen Transport und parazelluläre 
Permeabilität an sensibilisierten Tieren

Im letzten Teil meiner Arbeit wurde ein Tierversuch durchgeführt, bei dem Ratten durch 

zweimalige subkutane Injektion von Ovalbumin gegen diese Substanz sensibilisiert 

wurden. Hierbei wurde ein modifiziertes Sensibilisierungsprotokoll (siehe 2.8.) ange-

wendet, basierend auf einem in der Literatur beschriebenen Modell (Hug et al. 1996). In 

Ussingkammer-Versuchen wurde die Reaktion von Submukosa-Mukosa-Präparaten des 

distalen Kolons sowie Segmenten des Jejunums der sensibilisierten Ratten auf die Zuga-

be des Antigens, Ovalbumin (100 µg/ml), untersucht. In der Literatur ist die Verände-

rung des Kurzschlussstroms (Isc) als Reaktion auf Ovalbumin bereits beschrieben wor-

den. Es kommt zu einem Anstieg des Isc, welcher eine Sekretion von Chloridionen dar-

stellt (Hug et al. 1996). Es sollte mit meinen Experimenten zum einen herausgefunden 

werden, welche Mastzellmediatoren an der Vermittlung der beobachteten Reaktion auf 

Ovalbumin beteiligt sind. Zum anderen wurde die mögliche Änderung der parazellulä-

ren Permeabilität - und damit eine Änderung der Durchlässigkeit der Tight Junctions - 

nach Zugabe von Ovalbumin untersucht. In diesem Teil meiner Arbeit wurden nicht nur 

Daten vom Kolon der Ratten erhoben, sondern auch Jejunumsegmente verwendet. Zu-

nächst war es, gerade im Hinblick auf die Fragestellung nach einer möglichen Beein-

flussung der parazellulären Permeabilität durch Zugabe von Antigen, interessant, zwei 

verschieden dichte Epithelien zu untersuchen. Das Epithel im Jejunum gehört zu den 

leicht durchlässigen („leaky“) Epithelien, während das Kolonepithel zu den mitteldich-

ten („moderately tight“) Epithelien zählt (Markov et al. 2010). Des Weiteren sollten die 

sensibilisierten Tiere im Sinne des Tierschutzes bestmöglich genutzt werden, sodass die 

Datenerhebung auf den Darmabschnitt Jejunum, welcher zuvor nicht verwendet wurde, 

ausgeweitet wurde. 
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Eine Vitalitätskontrolle wurde am Ende jedes Versuchs durchgeführt, um den Erhalt der 

Funktionalität der Gewebepräparate zu überprüfen (siehe 2.13.3.). Dazu wurde Carba-

chol (50 µmol/l) in die Messkammer pipettiert. Carbachol, ein stabiles Acetylcholin-De-

rivat, ist eine sekretionsfördernde Substanz und führt zu einer Chloridsekretion, welche 

sich in einem starken Anstieg des Isc darstellt (Strabel und Diener 1995). Eine Auswer-

tung der Ergebnisse erfolgte nur von den Geweben, die eine positive Vitalitätskontrolle 

aufwiesen.

3.4.1. Antigeninduzierte Veränderungen des 
Kurzschlussstroms und der parazellulären Fluxe am 
Kolon 

Da der Großteil dieser Arbeit mit Gewebe bzw. Zellen aus dem Kolon von Ratten ange-

fertigt wurde, wird hier zunächst auf die Daten eingegangen, welche am Kolon der sen-

sibilisierten Tiere erhoben wurden. Hierzu wurden Ussingkammer-Messungen an Sub-

mukosa-Mukosa-Präparaten (siehe 2.5.1.) aus dem distalen Kolon der gegen Ovalbumin 

sensibilisierten Tiere durchgeführt.

3.4.1.1. Änderung des Kurzschlussstroms

Abbildung 3.24. zeigt die Änderung des Kurzschlussstroms als Antwort auf die Zugabe 

von Ovalbumin (100 µg/ml) in Ussingkammer-Messungen von Submukosa-Muko-

sa-Präparaten des distalen Kolons der gegen Ovalbumin sensibilisierten Tiere. Der 

Kurzschlussstrom (Isc) steigt nach Antigenzugabe sprunghaft an. Im Mittel nahm der Isc 

um 2,27 ± 2,78 µEq/(h∙cm²) (n=8, p<0,05) über die Baseline zu. An Kolonpräparaten 

von nicht sensibilisierten Kontrolltieren war Ovalbumin (100 µg/ml) hingegen wir-

kungslos. Hier lag das Maximum des Isc-Anstiegs nach Applikation von Ovalbumin im 

Mittel bei 0,10 ± 0,029 µEq/(h∙cm²) (n=8) und unterschied sich damit nicht von der 

Baseline. 
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3. Ergebnisse

3.4.1.2. Beteiligung verschiedener Mastzellmediatoren 

Um die Beteiligung verschiedener Mastzellmediatoren an der Antwort auf die Zugabe 

von Ovalbumin (100 µg/ml) zu untersuchen, wurden Ussingkammer-Experimente 

durchgeführt, bei denen vor der Zugabe von Ovalbumin für 10 Minuten mit einem ent-

sprechenden Blocker inkubiert wurde. Um die Tierzahl im Versuch aus Tierschutzgrün-

den möglichst gering zu halten, wurden nur Inhibitoren getestet, die in der Co-Kultur 

eine Wirksamkeit zeigen konnten. Aus diesem Grund wurden Thioperamid als H3-Re-

zeptor-Antagonist und Indometacin als Blocker der Cyclooxygenase in dieser Versuchs-

reihe nicht verwendet. Alle weiteren Hemmstoffe, die in 3.3.2. aufgeführt sind, wurden 

in den Ussingkammer-Messungen der sensibilisierten Tiere verwendet.

Jedem sensibilisierten Tier wurden zwei Teile des distalen Kolons entnommem und in je 

eine Ussingkammer eingespannt. Eine Kammer wurde vor der Zugabe von Ovalbumin 

mit dem jeweiligen Blocker inkubiert, während der anderen Kammer (als Kontrolle) 
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Abbildung 3.24. Antigeninduzierter Anstieg des Kurzschlussstroms an Submukosa-
Mukosa-Präparaten aus dem distalen Kolon gegen Ovalbumin sensibilisierter Ratten  
auf die Zugabe von Ovalbumin (100 µg/ml) sowie Carbachol (50 µmol/l). Dargestellt  
ist der Kurzschlussstrom (Isc) als Mittelwert (Linie) ± SEM (graue Fläche); n=8.  
(Publiziert in Bell et al. 2014.)
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ausschließlich Ovalbumin appliziert wurde. So entstanden zwei gleich große Gruppen, 

welche im Folgenden als Versuchsgruppe (Ovalbuminzugabe nach zehnminütiger Inku-

bation mit entsprechendem Blocker) und Kontrollgruppe (Ovalbuminzugabe ohne vor-

herige Inkubation mit einem Blocker) bezeichnet werden. 

Da die Reaktionen der Kontrollgruppen auf Ovalbumin sehr einheitlich verliefen, wur-

den die Kontrollgruppen aller Blockerexperimente zu einer gemeinsamen Kontrollgrup-

pe gepoolt. Die Anzahl der Messungen in der gepoolten Kontrolle entspricht also der 

Summe der Anzahl der Messungen in den einzelnen Versuchsgruppen.

Der Anstieg des Isc nach Zugabe von Ovalbumin (100 µg/ml) in der gepoolten Kontroll-

gruppe zeigte einen Peak, der im Mittel um 2,59 ± 0,36 µEq/(h∙cm²) (n=39) über die 

Baseline anstieg. Die zehnminütige Vorinkubation mit dem H1-Rezeptor-Antagonisten 

Pyrilamin (100 µmol/l) führte zu einer statistisch signifikanten Reduktion der Peakhöhe 

auf die Zugabe von Ovalbumin um etwa 75 %. Die Inkubation mit Pyrilamin konnte 

den Mittelwert des Peaks auf einen Wert von 0,61 ± 0,20 µEq/(h∙cm²) (n=8, p<0,05) 

über die Baseline senken. Die Inkubation mit dem H2-Rezeptor-Antagonisten Cimetidin 

(100 µmol/l) führte ebenfalls zu einer Reduktion in der Größe der Reaktion auf Ovalbu-

min. Der Mittelwert konnte um etwa 20 % auf 2,10 ± 0,63 µEq/(h∙cm²) (n=7) über die 

Baseline gesenkt werden, die Verminderung der Peakhöhe erreichte jedoch keine statis-

tische Signifikanz. Die Blockade der 5-Lipoxygenase mit BW A4C (10 µmol/l) redu-

zierte den ovalbumininduzierten Anstieg des Isc um fast 50 %, der Mittelwert des Maxi-

mums der Antwort lag in dieser Versuchsgruppe bei 1,34 ± 0,40 µEq/(h∙cm²) (n=8) über 

der Baseline. Auch die Antagonisierung der Proteaserezeptoren der Subtypen PAR1 und 

PAR2 mit FR 171113 (25 µmol/l) bzw. GB 83 (20 µmol/l) verminderte den durch Anti-

genkontakt induzierten Anstieg des Isc um etwa 40 % bzw. 60 %, auf Mittelwerte von 

1,49 ± 0,44 µEq/(h∙cm²) (n=8) bzw. 1,02 ± 0,46 µEq/(h∙cm²) (n=8) über die Baseline. 

Die Hemmung des ovalbumininduzierten Anstiegs des Isc nach Inkubation mit BW A4C, 

FR 171113 sowie GB 83 erreichte statistische Signifikanz (p<0,05). 

Die genauen Werte der Ergebnisse aus den Experimenten zur Überprüfung der Beteili-

gung verschiedener Mastzellmediatoren an der Reaktion auf Ovalbumin in Submukosa-

Mukosa-Präparaten des distalen Kolons von Ratten, die gegen Ovalbumin sensibilisiert 
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wurden, sind in Tabelle 3.6. aufgeführt. Eine graphische Darstellung der Auswertung 

der oben beschriebenen Experimente zeigt Abbildung 3.25..

Die Ergebnisse der Experimente zur Beteiligung verschiedener Mastzellmediatoren an 

der Antwort auf die Zugabe von Ovalbumin an Submukosa-Mukosa-Präparaten aus dem 

distalen Kolon von sensibilisierten Ratten sprechen für die Beteiligung von Histamin, 

Leukotrienen und Mastzellproteasen.
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Abbildung 3.25. Antigeninduzierter Anstieg des Kurzschlussstroms über die Baseline  
(ΔIsc) von Submukosa-Mukosa-Präparaten aus dem distalen Kolon gegen Ovalbumin 
sensibilisierter Ratten auf die Zugabe von Ovalbumin (100 µg/ml) unter  
Kontrollbedingungen und in Gegenwart von verschiedenen Inhibitoren.  
Inhibitorkonzentrationen waren: Pyrilamin, Cimetidin je 100 µmol/l, BW A4C 10  
µmol/l, FR 171113 25 µmol/l, GB 83 20 µmol/l. Werte sind Mittelwerte + SEM des Isc;  
statistisch gesehen homogene Gruppen sind mit dem gleichen Buchstaben (a bis c)  
gekennzeichnet; gepoolte Kontrolle: n=39, Versuchsgruppen: n=7-8. (Publiziert in Bell  
et al. 2014.)
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Anstieg des Isc auf 
Ovalbumin

(ΔIsc, µEq/(h∙cm²))
Mittelwert ± SEM

Anzahl 
untersuchter 

Präparate
n

   gepoolte Kontrolle 2,59 ±0,36 39

   + Pyrilamin (100 µmol/l) 0,61 ± 0,20 8

   + Cimetidin (100 µmol/l) 2,10 ± 0,63 7

   + BW A4C (10 µmol/l) 1,34 ± 0,40 8

   + FR 171113 (25 µmol/l) 1,49 ± 0,44 8

   + GB 83 (20 µmol/l) 1,02 ± 0,46 8

Tabelle 3.6. Änderung des antigeninduzierten Anstiegs des Kurzschlussstroms von 
Submukosa-Mukosa-Präparaten aus dem Kolon gegen Ovalbumin sensibilisierter  
Ratten auf die Zugabe von Ovalbumin (100 µg/ml) durch die Inkubation mit  
verschiedenen Inhibitoren. Dargestellt ist der Anstieg des Isc über die Baseline (ΔIsc) als  
Mittelwert ± SEM.

3.4.1.3. Änderung der parazellulären Permeabilität

Parallel zur Untersuchung der Transportvorgänge am Epithel mittels Erfassung des Isc 

wurde die parazelluläre Permeabilität durch die Bestimmung des Fluxes eines passiv 

transportierten Markers von mukosal nach serosal erfasst. Nach der Bestimmung des ba-

salen Fluorescein-Fluxes in zwei 30-minütigen Messperioden (zwischen t0 und t60, siehe 

2.14.), wurde das Antigen appliziert und die Änderung der Transportrate in drei weite-

ren Messperioden (t60 bis t150) erfasst. 

Zur Auswertung der Änderung der parazellulären Transportraten nach Zugabe von Ov-

albumin wurde eine möglichst breite Datenmenge herangezogen. Es wurden die ermit-

telten Fluxe aller Kontrollgruppen aus den Versuchen zur Ermittlung der Beteiligung 

von Mastzellmediatoren in einer gepoolten Kontrollgruppe zusammengefasst (analog 

zum Vorgehen bei der Auswertung der unter 3.4.1.2. beschriebenen Versuche, n=39). 

Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.26. dargestellt. Die Fluxe 1 und 2, die vor der Zuga-

be des Antigens ermittelt wurden, lagen bei 1,25 ± 0,14 nmol/(h∙cm²) bzw. 1,15 ± 0,14 

nmol/(h∙cm²). Nach Antigenzugabe konnte für Flux 3 ein Wert von 1,25 ± 0,16 

nmol/(h∙cm²) ermittelt werden. Die Fluxe 4 und 5 wiesen mit Werten von 1,33 ± 0,28 

nmol/(h∙cm²) bzw. 1,50 ± 0,28 nmol/(h∙cm²) zwar höhere Transportraten auf, die statisti-
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sche Analyse der Daten ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen den 

einzelnen ermittelten Fluxen. Im distalen Kolon konnte eine Veränderung der parazellu-

lären Permeabilität durch die Zugabe von Ovalbumin zu Submukosa-Mukosa-Präpara-

ten aus dem Kolon der gegen Ovalbumin sensibilisierten Tiere demnach nicht nachge-

wiesen werden. Da scheinbar kein Effekt durch die Antigengabe entsteht, wurde hier auf 

eine Analyse der Wirkung der verwendeten Blocker verschiedener Mastzellmediatoren 

und ihren Einfluss auf die parazelluläre Transportrate verzichtet. 
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Abbildung 3.26. Parazelluläre Transportrate für Fluorescein von mukosal nach  
serosal in Submukosa-Mukosa-Präparaten aus dem distalen Kolon gegen  
Ovalbumin sensibilisierter Ratten; Fluxe 1-2 vor Antigenzugabe, Fluxe 3-5 nach  
Antigenzugabe (Ovalbumin 100 µg/ml); Mittelwerte + SEM der gepoolten  
Kontrollgruppe (n=39). (Publiziert in Bell et al. 2014.)
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3.4.2. Antigeninduzierte Veränderungen des 
Kurzschlussstroms und der parazellulären Fluxe am 
Jejunum

Neben Kolonpräparaten wurden – wie oben dargelegt – auch Jejunumsegmente aus den 

sensibilisierten Ratten gewonnen und in Ussingkammer-Messungen untersucht (siehe 

2.5.2.). Dies war vor allem im Hinblick auf die Bestimmung der parazellulären Permea-

bilität interessant, da es sich bei dem Epithel im Jejunum um ein deutlich leckeres Epi-

thel als beim Kolonepithel handelt (Markov et al. 2010).

3.4.2.1. Änderung des Kurzschlussstroms

Auch in Ussingkammer-Messungen an Jejunumsegmenten der sensibilisierten Ratten 

führte die Gabe von Ovalbumin (100 µg/ml) zu einem schnellen, statistisch signifikan-

ten Anstieg des Isc, dessen Peak einen Mittelwert von 1,89 ± 0,58 µEq/(h∙cm²) (n=8, 

p<0,05) oberhalb der Baseline aufwies. Der zeitliche Verlauf der Reaktion unterschied 

sich nicht von der Antwort, die in Submukosa-Mukosa-Präparaten des distalen Kolons 

aufgezeichnet wurde (siehe dazu Abbildung 3.24.). Die Zugabe von Ovalbumin in Us-

singkammern, in denen Jejunumsegmente von Kontrolltieren, also ohne vorangegange-

ne Sensibilisierung gegen Ovalbumin, eingespannt waren, bewirkte keine Veränderung 

des Isc. Der Mittelwert des gemessenen Maximums nach Zugabe von Ovalbumin lag in 

der Kontrollgruppe lediglich um 0,08 ± 0,036 µEq/(h∙cm²) (n=8) oberhalb der Baseline.

3.4.2.2. Beteiligung verschiedener Mastzellmediatoren

Zur Charakterisierung der an der Antwort des Jejunums beteiligten Mastzellmediatoren 

wurden die gleichen Inhibitoren wie bei den Kolonpräparaten getestet. Analog zu den 

Versuchen am Kolon diente immer ein Dünndarmpräparat als Kontrolle, in der die Ant-

wort auf das Antigen in vitro in Abwesenheit von potenziellen Inhibitoren gemessen 

wurde, während in einem zweiten Präparat die Antwort auf das Antigen in Gegenwart 

der jeweiligen Blockersubstanz getestet wurde. Analog zur Beschreibung in 3.4.1.2. er-

folgte die Gruppierung der Daten in Versuchsgruppen und Kontrollgruppen. Zur statisti-

schen Auswertung der erhobenen Daten wurde auch bei der Untersuchung der Jejunum-

segmente mit einer gepoolten Kontrolle gearbeitet.
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Die gepoolte Kontrolle zeigte einen Anstieg des Isc auf Ovalbumin mit einem Peak, der 

einen Mittelwert von 1,68 ± 0,23 µEq/(h∙cm²) (n=36) oberhalb der Baseline aufwies. 

Vorbehandlung mit dem Histaminrezeptor-Antagonisten Pyrilamin (100 µmol/l), der ge-

gen den Subtyp H1 gerichtet ist, konnte die Reaktion im Mittel zwar um etwa 50 % re-

duzieren (Mittelwert 0,76 ± 0,16 µEq/(h∙cm²)) (n=7), es handelt sich hierbei jedoch aus-

schließlich um die Beobachtung eines Trends ohne statistische Signifikanz. Die Blocka-

de der H2-Rezeptoren mit dem Antagonisten Cimetidin (100 µmol/l) verminderte den 

Peak im Vergleich zur gepoolten Kontrollgruppe um etwa 40 % (Mittelwert 0,96 ± 0,33 

µEq/(h∙cm²)) (n=7). Vergleichbare Ergebnisse erbrachte die Überprüfung der Beteili-

gung von Leukotrienen durch Inkubation mit dem Blocker der 5-Lipoxygenase BW- 

A4C (10 µmol/l). Hier konnte der Anstieg des Isc nach Zugabe von Ovalbumin um etwa 

30 % auf einen Mittelwert von 1,21 ± 0,36 µEq/(h∙cm²) (n=7) reduziert werden. Der 

Einsatz der Proteaserezeptor-Antagonisten FR 171113 (25 µmol/l) und GB 83 (20 

µmol/l) bewirkte ebenso eine Reduktion der Peakhöhe des Isc um etwa 30 % bzw. fast 

60 % auf 1,23 ± 0,51 µEq/(h∙cm²) (n=8) bzw. 0,69 ± 0,28 µEq/(h∙cm²) (n=7). Aufgrund 

der großen Streuung der Ergebnisse sowie der kleinen Gruppengrößen von n=7-8 erga-

ben sich jedoch bei diesen Auswertungen keine statistischen Signifikanzen. Die Einzel-

daten dieser Versuchsreihe sind in Tabelle 3.7. und Abbildung 3.27. zusammengefasst.

Die Ergebnisse zur Untersuchung der Beteiligung von Mastzellmediatoren an der Ver-

mittlung des Anstiegs des  Isc nach Zugabe von Ovalbumin in sensibilisierten Tieren 

zeigten insgesamt einen Trend, der für die Beteiligung aller untersuchter Mediatoren, 

also Histamin, Leukotrienen und Mastzellproteasen, spricht.
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Abbildung 3.27. Antigeninduzierter Anstieg des Kurzschlussstroms über die Baseline  
( ΔIsc) von Jejunumsegmenten gegen Ovalbumin sensibilisierter Ratten auf die  
Zugabe von Ovalbumin (100 µg/ml) unter Kontrollbedingungen und in Gegenwart  
von verschiedenen Inhibitoren. Inhibitorkonzentrationen waren: Pyrilamin,  
Cimetidin je 100 µmol/l, BW A4C 10 µmol/l, FR 171113 25 µmol/l, GB 83 20 µmol/l.  
Werte sind Mittelwerte + SEM des Isc; statistisch gesehen homogene Gruppen sind 
mit dem gleichen Buchstaben gekennzeichnet; gepoolte Kontrolle: n=36,  
Versuchsgruppen: n=7-8.
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Anstieg des Isc auf 
Ovalbumin

(ΔIsc, µEq/(h∙cm²))
Mittelwert ± SEM

Anzahl 
untersuchter 

Segmente
n

   gepoolte Kontrolle 1,68 ± 0,23 36

   Pyrilamin (100 µmol/l) 0,76 ± 0,16 7

   Cimetidin (100 µmol/l) 0,96 ± 0,33 7

   BW A4C (10 µmol/l) 1,21 ± 0,36 7

   FR 171113 (25 µmol/l) 1,23 ± 0,51 8

   GB 83 (20 µmol/l) 0,69 ± 0,28 7

Tabelle 3.7. Änderung des antigeninduzierten Anstiegs des Kurzschlussstroms von  
Jejunumsegmenten gegen Ovalbumin sensibilisierter Ratten auf die Zugabe von  
Ovalbumin (100 µg/ml) durch die Inkubation mit verschiedenen Inhibitoren. Dargestellt  
ist der Anstieg des Isc über die Baseline (ΔIsc) als Mittelwert ± SEM.

3.4.2.3. Änderung der parazellulären Permeabilität

Die Probenentnahme zur Untersuchung der parazellulären Permeabilität der Jejunum-

segmente erfolgte nach demselben Schema, das bereits in 3.4.1.3. angewendet wurde. 

Abbildung 3.28. zeigt die ermittelten Transportraten für die Fluxe 1-5. Die Fluxe 1 und 

2, die vor der Zugabe des Antigens Ovalbumin ermittelt wurden, wiesen Transportraten 

von 1,75 ± 0,16 nmol/(h∙cm²) und 1,87 ± 0,15 nmol/(h∙cm²) auf. Der erste Flux, der 

nach der Zugabe von Ovalbumin ermittelt wurde (Flux 3) zeigte einen leicht erhöhten 

Wert von 2,24 ± 0,20 nmol/(h∙cm²). Die statistische Analyse der Daten ergab jedoch, 

dass die Fluxe 1-3 einer gemeinsamen, statistisch gesehen homogenen, Gruppe angehö-

ren. Die ermittelten Transportraten 4 und 5 wiesen im Gegensatz dazu stark erhöhte 

Werte auf. Flux 4 betrug 3,01 ± 0,24 nmol/(h∙cm²), Flux 5 sogar 3,59 ± 0,32 

nmol/(h∙cm²). Die statistische Analyse ergab, dass die Fluxe 4 und 5 zu einer anderen, 

statistisch gesehen von der Gruppe Flux 1-3 verschiedenen, Gruppe gehören. Die Be-

stimmung der Transportrate erfolgte an allen unter 3.4.2.2. aufgeführten Ussingkammer-

Experimenten. Die Gruppengröße umfasste demnach n=36.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Transportraten im Jejunum erwartungs-

gemäß etwas größer sind als die gemessenen Transportraten in Kolonpräparaten. Des 

Weiteren zeigen die Ergebnisse, dass die Zugabe von Ovalbumin zu einem statistisch 

signifikanten Anstieg der parazellulären Permeabilität führt, der jedoch zeitlich etwas 

verzögert auftritt. 

Nachdem ein Anstieg der Fluxrate nach Antigengabe in sensibilisierten Tieren nachge-

wiesen werden konnte, wurde im nächsten Schritt der Fragestellung nachgegangen, ob 

dieser Effekt durch die Verwendung verschiedener Inhibitoren (siehe 3.4.2.2.) beein-

flusst werden konnte. Da die statistische Analyse ergab, dass die Fluxe zu zwei ver-

schiedenen homogenen Gruppen gehören, wurden die Fluxe 1 und 2 (Fluxrate vor 

Zugabe des Antigens = Mittelwert aus Flux 1 und Flux 2) sowie die Fluxe 4 und 5 

(Fluxrate nach Zugabe des Antigens = Mittelwert aus Flux 4 und Flux 5) zusammen-

gefasst. Zur statistischen Auswertung der Änderung der Fluxraten erfolgte, analog zu 
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Abbildung 3.28. Parazelluläre Transportrate für Fluorescein von mukosal nach  
serosal in Jejunumsegmenten gegen Ovalbumin sensibilisierter Ratten; Fluxe 1-2  
vor Antigenzugabe, Fluxe 3-5 nach Antigenzugabe (Ovalbumin 100 µg/ml);  
Mittelwerte + SEM der gepoolten Kontrollgruppe (n=36).



3. Ergebnisse

3.4.2.2., die Zusammenfassung der Daten in Versuchsgruppen und eine gepoolte Kon-

trollgruppe. 

Die Analyse der Fluxraten in den einzelnen Versuchsgruppen im Hinblick auf die Beein-

flussung des Anstiegs der Transportrate nach Zugabe des Antigens durch die Inkubation 

mit verschiedenen Inhibitoren ergab jedoch aufgrund der großen Streuung und der ge-

ringen Gruppengröße in den Einzelserien (n=6-8) keine statistisch signifikanten Unter-

schiede (siehe Tabelle 3.8.).

Parazelluläre Permeabilität 
VOR Antigenzugabe

Fluxe 1-2: MW ± SEM
(nmol/(h∙cm²))

Parazelluläre Permeabilität
NACH Antigenzugabe

Fluxe 4-5: MW ± SEM
(nmol/(h∙cm²))

Gepoolte Kontrolle 1,81 ± 0,155 3,30 ± 0,279

Pyrilamin (100 µmol/l) 1,85 ± 0,431 2,72 ± 0,146

Cimetidin (100 µmol/l) 1,35 ± 0,287 2,62 ± 0,371

BW A4C (10 µmol/l) 2,10 ± 0,240 2,90 ± 0,364

FR 171113 (25 µmol/l) 1,92 ± 0,270 3,52 ± 0,420

GB 83 (20 µmol/l) 1,88 ± 0,276 2,74 ± 0,293

Tabelle  3.8.  Beeinflussung  der  Veränderung  der  Transportrate  nach  Zugabe  von  
Ovalbumin (100 µg/ml) in Jejunumsegmenten gegen Ovalbumin sensibilisierter Ratten  
durch Inkubation mit verschiedenen Inhibitoren. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM 
der  Fluxe  vor  Antigenzugabe  sowie  nach  Antigenzugabe,  Kontrollgruppe:  n=36,  je  
Versuchsgruppe: n=6-8.
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4. Diskussion
Die Anzahl der Menschen, die unter Nahrungsmittelunverträglichkeiten leiden, hat in 

den letzten Jahrzehnten stark zugenommen. Die klinischen Symptome reichen hierbei 

von Reaktionen des Gastrointestinaltrakts, z.B. Durchfall, Erbrechen oder Bauch-

schmerzen, über Hautreaktionen, z.B. Ekzeme, bis hin zu Problemen im Respirations-

trakt, wo es zur Ausprägung von Asthma kommen kann.

Betrachtet man die zugrunde liegenden Mechanismen auf molekularer Ebene, so gibt es 

noch viele Unklarheiten. Der klassische Ablauf der IgE-vermittelten Nahrungsmittel-

allergie ist zwar schon lange bekannt (siehe 1.3.), jedoch bestehen bezüglich der Regu-

lationsmechanismen, vor allem in Bezug auf die Interaktion zwischen Zellen des Im-

munsystems und des Nervensystems, noch große Wissenslücken. Besonderes Interesse 

bei der Untersuchung dieser Regulationsmechanismen kommt dabei der Rolle der ente-

rischen Neurone zu. Das enterische Nervensystem ist dazu in der Lage, vollständig au-

tonom, das heißt ohne dauerhafte Kommunikation mit dem zentralen Nervensystem, die 

Funktionen des Magen-Darm-Traktes zu regulieren (Wood 1991). Durch die Lage der 

enterischen Neurone in der Darmwand ergibt sich nach Aufnahme von Nahrungsmittel-

allergenen über den Darm eine unmittelbare Nähe zwischen Allergen, enterischen Neu-

ronen sowie Immunzellen, die durch das Antigen angelockt werden. Die Interaktionen 

zwischen den enterischen Neuronen und den Immunzellen, welche im Falle der klassi-

schen Nahrungsmittelallergie in erster Linie Mastzellen darstellen, sind bisher noch un-

genügend erforscht. Meine Arbeit sollte die Wirkung von verschiedenen Mastzellmedia-

toren auf enterische Neurone aus dem Plexus submucosus des Kolons der Ratte charak-

terisieren. Der Fokus meiner Untersuchungen lag dabei auf den Effekten, die das bioge-

ne Amin Histamin, welches den zentralen Mastzellmediator darstellt (Berin und Samp-

son 2013), an diesen Neuronen hervorruft. Die Interaktion zwischen verschiedenen 

Mastzellmediatoren und submukösen Neuronen aus dem Kolon der Ratte wurde nach-

folgend anhand eines von mir etablierten Co-Kultur-Modells genauer untersucht. Ab-

schließend erfolgte die Messung der Wirkung verschiedener Mastzellmediatoren auf die 

Sekretion sowie die Permeabilität des Darmepithels in einem Allergiemodell. 
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4.1. Die Bedeutung des allergischen Mediators 
Histamin und seine Wirkung auf submuköse 
Neurone

Histamin ist ein wichtiger Mediator von Entzündungsreaktionen, der von Mastzellen 

und basophilen Granulozyten produziert und freigesetzt wird. Es handelt sich um ein 

biogenes Amin, das als parakriner Botenstoff wirkt. Histamin ist verantwortlich für die 

Auslösung verschiedener klinischer Symptome, die typisch für die klassische Form der 

Allergie, die Hypersensitivitätsreaktion vom Typ I, sind. Diese Symptome können bei-

spielsweise durch Wirkungen am Gefäßsystem (Vasodilatation und Erhöhung der Ge-

fäßpermeabilität) oder am Respirationstrakt (Bronchokonstriktion) ausgelöst werden 

(Pearce 1991) und sich als Bildung von typischen Quaddeln oder allergischem Asthma 

manifestieren. Histamin ist jedoch nicht nur bei allergischen Krankheitsgeschehen pro-

minent, es dient auch als Neurotransmitter im zentralen Nervensystem (Haas et al. 2008, 

Nuutinen und Panula 2011).

Die Wirkungen von Histamin am Gastrointestinaltrakt wurden in verschiedenen Studien 

untersucht. Im Magen stimuliert Histamin die Säuresekretion an den Parietalzellen der 

Magenschleimhaut (Pearce 1991, Rangachari 1992). Im Darm ist eine Erhöhung der 

Chloridsekretion durch Histaminapplikation in Experimenten am Kolon von Meer-

schweinchen beschrieben (Wang et al. 1990). Ebenfalls konnte eine Erhöhung der 

Chloridsekretion am Darm durch Histamin bei anderen Spezies nachgewiesen werden: 

unter anderem am Dünndarm (Hardcastle und Hardcastle 1987) sowie am Kolon 

(Schultheiss et al. 2006) von Ratten, am Kolon von Kaninchen (McCabe und Smith 

1984) und am Kolon von Hunden (Rangachari und Prior 1994). Die Wirkung von Hista-

min auf enterische Neurone aus dem Plexus submucosus wurde bisher am besten am 

Meerschweinchen untersucht. Hier löst Histamin eine Depolarisation der Zellen aus 

(Frieling et al. 1993). Für Neurone aus dem Plexus submucosus des Menschen ist eine 

exzitatorische Wirkung von Histamin beschrieben (Breunig et al. 2007). Da noch keine 

Kenntnisse zur Wirkung von Histamin auf submuköse Neurone aus dem Kolon der Rat-

te vorliegen, war zunächst die Untersuchung ebendieser Wirkung Gegenstand meiner 

Arbeit. Histamin induzierte konzentrationsabhängig eine Erhöhung der zytosolischen 

Ca2+-Konzentration in den submukösen Nervenzellen. Während sehr geringe Histamin-

konzentrationen von 0,1 bzw. 1 µmol/l keine bzw. kaum Effekte an submukösen Neuro-
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nen auslösen konnten, änderte sich mit steigender Histaminkonzentration nicht nur die 

Anzahl der Zellen, welche eine Reaktion auf Histamin zeigten (Abbildung 3.2. A), son-

dern auch die Höhe des Anstiegs in der gemessenen Fura-2-Ratio (ΔFura-2-Ratio) und 

damit der zytosolischen Ca2+-Konzentration (Abbildung 3.2. B). Hohe Histaminkonzen-

trationen von 50 bzw. 100 µmol/l konnten den Großteil der untersuchten Zellen stimu-

lieren, es war jedoch nicht möglich, eine Reaktion aller Neurone zu generieren - auch 

die Erhöhung der Konzentration von Histamin auf 250 µmol/l konnte die Responder-

quote nicht steigern. Vergleichbare Beobachtungen konnten auch bei Betrachtung des 

ausgelösten Anstiegs der Fura-2-Ratio gemacht werden. Bereits ab einer Histaminkon-

zentration von 10 µmol/l konnte jedoch eine Erhöhung der zytosolischen Ca2+-Spiegel 

induziert werden, die mit solchen vergleichbar waren, die durch höhere Histaminkon-

zentrationen zu sehen waren. Die Kurve, die den Zusammenhang zwischen Anstieg der 

zytosolischen Ca2+-Konzentration und Histaminkonzentration darstellt, erreichte also 

schneller ihren Sättigungsbereich (Tabelle 3.1.). Die Zusammensetzung des enterischen 

Nervensystems aus sensorischen Neuronen, motorischen Neuronen und Interneuronen 

sowie die unterschiedliche Ausprägung von Neurotransmittern macht deutlich, dass die 

Neuronenpopulation im Darm sehr heterogen ist (Hansen 2003a). Es scheint daher nicht 

unwahrscheinlich zu sein, dass die Expression von Histaminrezeptoren nicht jedem 

Neuron des Plexus submucosus zu eigen ist. 

Die Erhöhung der zytosolischen Ca2+-Konzentration der submukösen Neurone als Ant-

wort auf Histamin erfolgt prompt, in der Mehrzahl der Neurone stellt sich diese Reakti-

on biphasisch dar. Die initiale Erhöhung des Ca2+-Spiegels erreicht nach etwa einer Mi-

nute ihr Maximum, ein zweiter Peak, der jedoch eine deutlich kleinere Amplitude auf-

weist, bildet sich bei der Mehrzahl der Responder etwa zwei bis drei Minuten nach der 

Zugabe von Histamin aus (siehe Abbildungen 3.3. und 3.4.).

Da eine Konzentrationserhöhung von Ca2+ im Zytosol gemessen werden konnte, stellte 

sich die Frage nach der Quelle der Calciumionen. Neben der Möglichkeit der Freiset-

zung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern wie dem endoplasmatischen Retikulum 

(ER) oder den Mitochondrien, muss auch der Eintritt von Ca2+ in die Zelle durch Katio-

nenkanäle oder Transporter in der Plasmamembran in Betracht gezogen werden. Da die 

histamininduzierte Freisetzung von Ca2+ aus dem ER in der Literatur mehrfach beschrie-

ben wurde (zum Beispiel Wang und Large 1993, Lundius et al. 2010), wurde diese 
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Möglichkeit zuerst experimentell überprüft. Zu diesem Zweck wurde die ATP-abhängi-

ge Calciumpumpe des endoplasmatischen Retikulums (SERCA = sarcoplasmic/endo-

plasmic reticulum calcium ATPase) durch Cyclopiazonsäure (CPA) blockiert. Die SER-

CA transportiert Ca2+ aus dem Zytosol in das ER hinein und füllt so den internen Ca2+-

Speicher ständig wieder auf (Moncoq et al. 2007). Durch Inkubation mit dem SERCA- 

Blocker CPA wird der intrazelluläre Calciumspeicher kontinuierlich entleert. In Gegen-

wart von CPA löste Histamin keine Erhöhung der zytosolischen Ca2+-Konzentration 

mehr aus (siehe Abbildung 3.6.) Diese Beobachtung spricht für eine histamininduzierte 

Freisetzung von Ca2+ aus dem ER. 

Die Erhöhung der zytosolischen Ca2+-Konzentration, die Histamin normalerweise aus-

löst, wurde durch CPA nicht nur unterdrückt, sondern sogar in einen paradoxen Abfall 

umgekehrt (Abbildung 3.7.). Um zu überprüfen, ob es durch die Applikation von Hista-

min tatsächlich zu einem Transport von Ca2+ aus der Zelle kommt, wurde zusätzlich ein 

sogenannter Quenching-Versuch unter Verwendung von Manganchlorid durchgeführt. 

Manganionen werden von den meisten Ca2+-transportierenden Kanälen und Transpor-

tern als Substrat akzeptiert, weiterhin binden sie mit sehr großer Affinität an Fura-2 (Pan 

et al. 2012). Der gebildete Komplex hat seine Fähigkeit zur Fluoreszenz jedoch verloren 

– so nimmt die am isoemissiven Punkt von Fura-2 gemessene Fura-2-Fluoreszenz konti-

nuierlich ab. Beim Einstrom von Ca2+ in das Zytosol kommt es ebenfalls zu einem Ein-

strom von Mn2+, die Fluoreszenz sinkt dadurch stark ab. Umgekehrt nimmt die Fluores-

zenz zu, wenn Ca2+ vermehrt aus dem Zytosol transportiert wird (Hallam et al. 1988). 

In der Tat verminderte Histamin den Mn2+-Quench des Fura-2-Signals (Abbildung 3.8.), 

was nur durch einen Abtransport von Ca2+ (Mn2+) zu erklären ist. Da die SERCA, und 

damit die Möglichkeit der Zelle den internen Speicher ER wieder aufzufüllen, blockiert 

war, bestehen nur noch zwei Möglichkeiten für den Transport von Ca2+ aus dem Zyto-

sol: zum einen wäre eine Aufnahme in die Mitochondrien denkbar, wahrscheinlicher ist 

jedoch ein Transport von Ca2+ aus der Zelle in den Extrazellulärraum. Dieser Transport 

könnte zum einen über den Na+-Ca2+-Austauscher in der Plasmamembran erfolgen 

(Blaustein und Lederer 1999), eine weitere Möglichkeit besteht in der Nutzung von 

plasmamembranständigen Ca2+-ATPasen, für die aber keine selektiven Inhibitoren ver-

fügbar sind. Welche Rolle der Na+-Ca2+-Austauscher spielt, wurde durch den Einsatz 

eines Na+-freien Messpuffers überprüft. Der Abfall der zytosolischen Ca2+-Konzentra-
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tion durch Histamin nach Inkubation mit CPA war auch unter Na+-freien Bedingungen 

noch vorhanden, jedoch signifikant reduziert. Ein Transport von Ca2+ aus der Zelle 

durch den Na+-Ca2+-Austauscher scheint also eine Rolle zu spielen. Der Grund für den 

histamininduzierten Transport von Ca2+ aus der Zelle bleibt unklar. Es ist jedoch wahr-

scheinlich, dass es sich hierbei um einen Mechanismus handelt, der die Wirkung von 

Histamin – die Erhöhung des zytosolischen Ca2+-Spiegels – begrenzt. Eine länger an-

dauernde Erhöhung von Ca2+ induziert den Zelltod durch Apoptose (Harr und Distel-

horst 2010). Eine Begrenzung der Antwort auf Histamin ist also eine protektive Not-

wendigkeit, mit welcher die Zelle ihr Überleben sichert. 

Eine Möglichkeit zur Erhöhung der zytosolischen Ca2+-Konzentration, die in der Litera-

tur häufig beschrieben wurde, ist die Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum 

mittels Aktivierung der Rezeptoren für Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3), die vorwiegend 

in der Membran des ERs lokalisiert sind (Maruyama et al. 1997). Die Blockade der IP3-

Rezeptoren mit 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) verminderte die Anzahl der Zel-

len, die auf Histamin reagieren, statistisch signifikant (Abbildung 3.6. A). Die verblei-

benden submukösen Neurone, die immer noch auf Histamin reagierten, zeigten nur eine 

geringere Zunahme der Amplitude der gemessenen Fura-2-Ratio, also einen deutlich 

schwächeren Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration als Messungen unter Kon-

trollbedingungen ohne gehemmte IP3-Rezeptoren (Abbildung 3.6. B). Diese Ergebnisse 

sprechen für die Freisetzung von Ca2+ aus dem ER über IP3-Rezeptoren als Reaktion auf 

Histamin. Mehrere Möglichkeiten kommen als Erklärung für die inkomplette Hemmung 

des Histamineffektes durch 2-APB in Betracht. Eine Möglichkeit ist die unzureichende 

Blockade der IP3-Rezeptoren durch 2-APB, zum einen durch eine zu gering gewählte 

Konzentration oder durch eine zu geringe Affinität der Substanz zu ihrem Zielprotein 

( IP3-Rezeptor). 2-APB wirkt als allosterischer Antagonist, der nicht direkt an der Bin-

dungsstelle des Rezeptors bindet (Bilmen und Michelangeli 2002). Eine weitere Mög-

lichkeit, die die beobachtete Restaktivität der submukösen Neurone nach Blockade der 

IP3-Rezeptoren erklären würde, wäre die zusätzliche Beteiligung anderer Wege der Frei-

setzung von Ca2+ aus dem ER. Beschrieben sind hier die Ryanodinrezeptoren, die, eben-

so wie IP3-Rezeptoren, vorwiegend in der Membran des ER lokalisiert sind und bei Ak-

tivierung eine Freisetzung von Ca2+ aus dem ER ins Zytosol bewirken (Segal und Kor-

kotian 2014).
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Eine Versuchsserie mit Ca2+-freiem Messpuffer konnte den initial ausgeprägten, größe-

ren ersten Peak nicht beeinflussen, wohingegen der darauffolgende zweite Anstieg der 

Amplitude der gemessenen Fura-2-Ratio ausblieb (siehe Abbildung 3.5.). Diese Beob-

achtung stützt die Schlussfolgerung, dass der unmittelbar nach Histaminapplikation be-

obachtete Anstieg der Ca2+-Konzentration im Zytosol nicht durch den Einstrom von Ca2+ 

aus dem Extrazellulärraum bedingt ist. Der zweite, weniger prägnant ausgebildete Peak, 

der nur von etwa zwei Dritteln der Responder ausgebildet wird, entsteht jedoch offenbar 

durch den Einstrom von Ca2+ über die Plasmamembran. Die Entleerung von intrazellu-

lären Ca2+-Speichern führt an vielen Zellen zu einem verzögerten Ca2+-Einstrom aus 

dem Extrazellulärraum über speichergesteuerte Kationenkanäle. Diese lassen sich durch 

Lanthanide wie etwa Gd3+ blockieren (Parekh und Penner 1997). Submuköse Neurone, 

die vor der Histaminapplikation mit Gd3+ inkubiert wurden, zeigten erwartungsgemäß 

nur den initialen ersten Peak, der verzögert auftretende zweite Peak trat, wie unter Ca2+-

freien Bedingungen, nicht auf. 

Es wurde bereits für viele Gewebe und Zellen eine Ca2+-Abhängigkeit der H1-Rezeptor-

Antworten auf Histamin beschrieben (zum Beispiel Claro et al. 1989, Donaldson et al. 

1989, Leurs et al. 1991). Die Hypothese von Michel besagt, dass es durch die histamin-

induzierte Produktion von Inositolphosphaten zu einem Anstieg der intrazellulären Ca2+-

Konzentration kommt. Dabei ist der wichtigste Metabolit, IP3, verantwortlich für die 

Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern, während der sekundäre Anstieg der 

zytosolischen Ca2+-Konzentration auf einem Einstrom von Ca2+ aus dem Extrazellulär-

raum beruht (Michel 1975, Berridge 1992). Dies ist gut belegt für CHO (Chinese Hams-

ter Ovary) Zellen, die den H1-Rezeptor des Meerschweinchens exprimieren (Leurs et al. 

1994).

Gebildet wird Histamin aus der Aminosäure Histidin. Das verantwortliche Enzym, die 

Histidindecarboxylase, spaltet CO2 von Histidin ab, wodurch Histamin entsteht (Iwabu-

chi et al. 2004). Die Bildung von Histamin in Neuronen konnte mehrfach nachgewiesen 

werden. Im zentralen Nervensystem gibt es eine Gruppe hypothalamischer Neurone, die 

Histamin synthetisieren können. Diese werden als histaminerge Neurone bezeichnet 

(Walker et al. 2013). Um zu überprüfen, ob eine Histaminsynthese auch in submukösen 

Neuronen aus dem Kolon der Ratte stattfindet, wurden zunächst immunzytochemische 

Färbungen mit Antikörpern gegen die Histidindecarboxylase, immer in Kombination 
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mit der Verwendung des neuronalen Markers MAP2, um die neuronale Lokalisation si-

cherzustellen, durchgeführt. Es konnte eine Immunreaktion zwischen dem primären An-

tikörper und kultivierten submukösen Neuronen nachgewiesen werden (Abbildung 

3.15.). Zur Überprüfung des Ergebnisses wurde im Anschluss eine RT-PCR aus Isolaten 

homogenisierter Submukosa mit Primern für die Histidindecarboxylase durchgeführt. 

Dieser Versuch konnte die Expression des Enzyms auf mRNA Ebene nachweisen (Ab-

bildung 3.16.). Die Ergebnisse sprechen für die Fähigkeit submuköser Neurone Hista-

min mithilfe des Enzyms Histidindecarboxylase zu synthetisieren. Ob in den submukö-

sen Neuronen tatsächlich präformiertes Histamin vorliegt und, wenn ja, in welchem 

Umfang, wurde in dieser Studie jedoch nicht überprüft. 

Histamin wirkt über die Bindung an spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren in der 

Plasmamembran der Zielzellen. Es sind verschiedene Subtypen von Histaminrezepto-

ren, die als H1-, H2-, H3- sowie H4-Rezeptoren bezeichnet werden, bekannt. Für die ver-

schiedenen Subtypen der Histaminrezeptoren sind verschiedene Lokalisationen, ver-

schiedene Aufgaben und verschiedene Signalkaskaden in der Literatur beschrieben.

Histaminrezeptoren vom Subtyp H1 haben eine molekulare Masse von 56 kDa (487 

Aminosäuren) (Haas et al. 2008) und sind klassischerweise an Gq/11-Proteine gekoppelt 

(Leurs et al. 1995, Hill et al. 1997). Hierbei kommt es zur Aktivierung der Phospholipa-

se C, die den second messenger IP3 und DAG bildet. IP3 bewirkt eine Freisetzung von 

Ca2+ aus intrazellulären Speichern in das Zytosol, Ca2+ und DAG aktivieren im nächsten 

Schritt die Proteinkinase C und ermöglichen so die Phosphorylierung verschiedener 

Proteine (siehe 1.7.). Alternativ zu PIP2, welches der Bildung von IP3 dient, können je-

doch auch verwandte Membranlipide gespalten werden. Beispielsweise kann H1-vermit-

telt die Phospholipase A2 Arachidonsäure aus Membranphospholipiden abspalten, wel-

che das Ausgangsprodukt für die Synthese von Prostaglandinen und Leukotrienen dar-

stellt (Hill et al. 1997). Ein weiterer beschriebener Signalweg für den Histamin H1-Re-

zeptor stellt die Aktivierung der NO-Synthase dar. NO aktiviert daraufhin die lösliche 

Guanylatcyclase, welche eine Absenkung der intrazellulären Ca2+-Konzentration vermit-

telt (Hill et al. 1997). Häufig beschriebene Wirkungen der Aktivierung des Histamin H1-

Rezeptors sind beispielsweise die Kontraktion glatter Muskulatur, die Dilatation von Ar-

teriolen und Kapillaren sowie die Stimulation afferenter Neurone (Stark 2007). 
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Histamin-H2-Rezeptoren haben eine molekulare Masse von 40 kDa (359 Aminosäuren). 

Genauso wie H1-Rezeptoren sind sie sich in ihrer Struktur tierartübergreifend sehr ähn-

lich (Haas et al. 2008). Die Aktivierung des Histaminrezeptors vom Subtyp H2 ist für 

viele Gewebe mit der nachfolgenden Stimulation eines GS/olf-Proteins verbunden. Durch 

die Stimulation des GS/olf-Proteins kommt es zur Aktivierung der Adenylatclyclase. Die-

se stellt ein Enzym dar, welches aus Adenosintriphosphat (ATP) cyclisches Adenosin-

monophosphat (cAMP) abspaltet, wodurch sich dessen Konzentration in der Zelle er-

höht; cAMP wirkt nun als second messenger, es aktiviert seinerseits das Enzym Protein-

kinase A, welches für die Phosphorylierung von Proteinen zuständig ist. Damit reguliert 

die Proteinkinase A die Aktivität von Enzymen und Transkriptionsfaktoren. Ein solcher 

Signalweg wurde beispielsweise für H2-Rezeptoren in Magen (Kopic und Geibel 2013), 

Gehirn, Herz und glatter Muskulatur des Uterus, der Atemwege und der Gefäße be-

schrieben (Leurs et al. 1995). Es gibt jedoch auch andere H2-vermittelte Signaltransduk-

tionswege. In den Parietalzellen des Magens wurde beispielsweise ein Ca2+-vermittelter 

Signalweg, wie er bereits für den H1-Rezeptor aufgezeigt wurde, beschrieben (Hill et al. 

1997). Ein weiteres Beispiel für andere Signaltransduktionswege zeigten Experimente 

mit CHO-Zellen, die geklonte H2-Rezeptoren der Ratte trugen. Hier wurde durch Stimu-

lation des H2-Rezeptors neben einem massiven Anstieg von cAMP auch die Freisetzung 

von Arachidonsäure blockiert. Dieser inhibitorische Effekt wurde durch purinerge Re-

zeptoren vermittelt (Leurs et al. 1995). Es sind verschiedene H2-vermittelte Wirkungen 

an unterschiedlichen Organsystemen beschrieben. Im Herz vermitteln H2-Rezeptoren 

eine positiv inotrope sowie positiv chronotrope Wirkung auf Vorhöfe und Kammern, in 

Immunzellen können verschiedene Funktionen unterdrückt werden (ein Beispiel ist die 

Reduktion der Histaminfreisetzung aus basophilen Granulozyten und Mastzellen) und in 

der glatten Muskulatur vermitteln H2-Rezeptoren meist eine Relaxation. Die physiolo-

gisch bedeutsamste Aufgabe von H2-Rezeptoren liegt jedoch in der Stimulation der Ma-

gesäuresekretion in den Parietalzellen des Magens (Hill et al. 1997, Stark 2007). 

Histaminrezeptoren vom Subtyp H3 wurden erstmals 1983 beschrieben, sie stellen eben-

falls G-Protein-gekoppelte Rezeptoren dar. Sie haben eine molekulare Masse von 70 

kDa (445 Aminosäuren). H3-Rezeptoren haben viele verschiedene splice-Varianten, wo-

durch sich, im Gegensatz zu den Histaminrezeptoren H1 und H2, eine große Anzahl von 

Rezeptor-Isoformen mit unterschiedlicher Verteilung und Pharmakologie ergibt (Haas et 
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al. 2008). Der klassische Signalweg, welcher für H3-Rezeptoren beschrieben ist, stellt 

die Aktivierung eines Gi/o-Proteins dar. Bei diesem G-Protein handelt es sich um ein in-

hibitorisches G-Protein. Durch seine Stimulation kommt es zur Hemmung der Adenylat-

cyclase. Dies resultiert in der Senkung des Spiegels von cAMP und damit in einer ver-

minderten Aktivität der cAMP-abhängigen Proteinkinase A. Weitere beschriebene Sig-

naltransduktionswege sind die negative Kopplung an Pertussis-Toxin-sensitive Ca2+-

Kanäle (N- und P-Typ), sowie die Aktivierung der MAP-Kinase (mitogen-activated pro-

tein kinase), welche durch den Cross-talk mit anderen G-Protein-gekoppelten Rezepto-

ren zustande kommt (Stark 2007, Haas et al. 2008). Histaminrezeptoren vom Subtyp H3 

werden vorwiegend neuronal im zentralen Nervensystem exprimiert. Hier sind sie typi-

scherweise präsynaptisch lokalisiert und unterdrücken die Auslösung von Aktionspoten-

tialen sowie die Histaminsynthese. Des Weiteren kontrollieren sie über die Regulation 

der Aktivität von Ca2+-Kanälen die Freisetzung verschiedener Neurotransmitter wie 

Acetylcholin, biogene Amine, GABA oder Glutamat (Haas et al. 2008). Über ihre Wirk-

mechanismen sind sie an der zentralen Regulation von Durst, Hunger, Körpertemperatur 

und Blutdruck beteiligt. H3-Rezeptoren wurden jedoch auch außerhalb des zentralen 

Nervensystems nachgewiesen. Sie finden sich zum Beispiel auf Zellen aus Lunge, Ga-

strointestinaltrakt und Pankreas des Meerschweinchens (Hill et al. 1997). 

Der letzte bekannte Subtyp von Histaminrezeptoren ist der H4-Rezeptor. Dieser Rezep-

tor ähnelt in seinem Aufbau dem H3-Rezeptor. Durch zwei große Introns und drei Exons 

gibt es zwischen verschiedenen Spezies große Variationen des Rezeptors (Stark 2007). 

Für H4-Rezeptoren sind die gleichen Signaltransduktionswege beschrieben wie für H3-

Rezeptoren. Ausgebildet werden H4-Rezeptoren vorwiegend auf Immunzellen, sie wur-

den auf eosinophilen Granulozyten, T-Zellen, basophilen Granulozyten, Mastzellen und 

dendritischen Zellen nachgewiesen. Ihre Aufgabe ist vor allem die Vermittlung der Che-

motaxis von Mastzellen und eosinophilen Granulozyten sowie die Kontrolle der Zyto-

kinfreisetzung aus dendritischen Zellen und T-Zellen. Dementsprechend zeigen sie all-

gemein eine anti-inflammatorische Wirkung. Weiterhin wurden H4-Rezeptoren in der 

Milz, im Gastrointestinaltrakt, im Gehirn des Menschen (Stark 2007) sowie in Lunge 

und Leber (Haas et al. 2008) nachgewiesen.

Über die Expression der verschiedenen Histaminrezeptor-Subtypen an submukösen 

Neuronen aus dem Kolon der Ratte war bisher nichts bekannt. Ein erstes Screening un-
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ter Verwendung eines Isolats homogenisierter Submukosa aus dem Kolon der Ratte mit-

tels RT-PCR zeigte die Expression der Rezeptorsubtypen H1, H2 und H3 an (Abbildung 

3.9.). Der H4-Rezeptor konnte nicht nachgewiesen werden und wurde aus diesem Grund 

bei den nachfolgenden Versuchen zur Identifizierung beteiligter Histaminrezeptor-Sub-

typen nicht weiter berücksichtigt. Immunzytochemische Färbungen primär kultivierter 

submuköser Neurone (identifiziert über den neuronalen Marker MAP2) bestätigten die 

Expression von H1-, H2- und H3-Rezeptoren (Abbildung 3.10.). 

Selektive Agonisten von H1-, H2- und H3-Rezeptoren konnten die Reaktion auf Histamin 

in Ca2+-Imaging-Experimenten nachahmen - alle drei verwendeten Substanzen riefen 

eine Erhöhung der zytosolischen Ca2+-Spiegel hervor (Abbildung 3.11. bzw. Tabelle 

3.3.). Submuköse Neurone aus dem Kolon der Ratte tragen folglich Histamin-Rezepto-

ren der Subtypen H1, H2 und H3. Die Präinkubation mit dem Neurotoxin Tetrodotoxin 

konnte die neuronale Reaktion auf Histamin nicht unterdrücken. Diese Beobachtung 

spricht ebenfalls für die direkte Stimulation der enterischen Neurone über Histaminre-

zeptoren auf der Plasmamembran, da eine Blockade der Weiterleitung von Aktionspo-

tentialen die Antwort nicht beeinträchtigte.

Welche Histaminrezeptor-Subtypen nun an der beobachteten Erhöhung der zytosoli-

schen Ca2+-Konzentration in den untersuchten submukösen Neuronen beteiligt waren, 

sollte durch die Inkubation mit selektiven Rezeptorantagonisten gegen die drei nachge-

wiesenen Rezeptoren vor Histaminzugabe herausgefunden werden. Der H1-Antagonist 

Pyrilamin konnte, ebenso wie der H2-Antagonist Cimetidin, sowohl die Anzahl der Re-

sponder als auch die Höhe des ausgebildeten Peaks der gemessenen Fura-2-Ratio statis-

tisch signifikant reduzieren (Abbildungen 3.12. und 3.13.). Die Blockade der H3-Rezep-

toren mit Thioperamid war hingegen wirkungslos (Abbildung 3.13.). Die Ergebnisse 

sprechen für eine Vermittlung des beobachteten Effektes durch die Histaminrezeptor-

Subtypen H1 und H2. Der Einsatz einer Kombination aller drei Inhibitoren in einem 

Cocktail konnte den stärksten erzielten Effekt, hervorgerufen durch den H1-Antagonis-

ten Pyrilamin, nicht vergrößern (Abbildung 3.13.).

Studien an submukösen Neuronen aus dem Kolon von Meerschweinchen zeigten einen 

H2-vermittelten Effekt von Histamin (Frieling et al. 1993). In Neuronen aus dem Plexus 

submucosus des Menschen konnte dagegen eine Aktivierung durch Histamin über alle 
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vier Histaminrezeptor-Subtypen nachgewiesen werden (Breunig et al. 2007). Die Un-

wirksamkeit des H3-Antagonisten Thioperamid könnte bedeuten, dass H3-Rezeptoren 

bei der Ausprägung der Reaktion eine untergeordnete Rolle spielen. Vergleichbare Er-

gebnisse mit dem H3-Antagonisten Thioperamid konnten auch in Ussingkammer-Versu-

chen mit Kolonpräparaten von Hunden erzielt werden – Histamin bewirkt dort eine Er-

höhung des Isc, welche H1- und H2-vermittelt ist - Thioperamid war auch in dieser Arbeit 

unwirksam (Rangachari und Prior 1994). Da die Expression von H3-Rezeptoren in sub-

mukösen Neuronen jedoch mittels RT-PCR, indirekter Immunfluoreszenz sowie durch 

den Einsatz eines selektiven Rezeptoragonisten nachgewiesen wurde, könnte auch der 

eingesetzte Inhibitor Thioperamid, bei dem es sich um einen inversen Agonisten handelt 

(Schwartz 2011), der die Rezeptoraktivität noch unter Basalniveau senkt, nicht ausrei-

chend wirksam sein. Die Tatsache, dass die Blockade des Histamineffektes auch durch 

die Kombination der verschiedenen verwendeten Inhibitoren nicht vollständig ausfiel, 

könnte bedeuten, dass die eingesetzte Konzentration der Antagonisten im Vergleich zur 

eingesetzten Histaminkonzentration nicht ausreichend war. Da es sich bei Cimetidin und 

Pyrilamin um kompetitive Hemmstoffe (Göthert und Schlicker 2001, Breunig 2006) 

handelt, kommt es zu einer Konkurrenz um die Bindungsstelle am Histaminrezeptor. Da 

auch durch die Kombination der Antagonisten keine gesteigerte Hemmung der Reaktion 

auf Histamin festgestellt werden konnte, liegt offenkundig kein additiver Effekt vor. Ob 

submuköse Neurone, die Histaminrezeptoren tragen, nur einen oder mehrere Subtypen 

dieser Rezeptoren auf ihrer Oberfläche exprimieren, konnte auch nach Abschluss der 

Experimente nicht mit Bestimmtheit gesagt werden. Da es bei der Applikation von Hi-

stamin zu einer Desensitivierung kommt, die nochmalige Applikation der Substanz also 

eine deutlich kleinere Reaktion hervorruft als die erste Gabe, war eine funktionelle 

Überprüfung dieser Fragestellung durch Einsatz verschiedener Antagonisten an dersel-

ben Zelle nicht möglich. Auch immunzytochemisch konnte dieser Fragestellung nicht 

nachgegangen werden, da alle verwendeten Antikörper, die gegen die Histaminrezeptor-

Subtypen gerichtet waren, aus der gleichen Spezies stammten und somit Doppel- oder 

Dreifachmarkierungen nicht möglich waren (Tabelle 2.1.).
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4.2. Interaktionen zwischen submukösen Neuronen 
und RBL-2H3-Zellen in der Co-Kultur

Beim Ablauf der klassischen Nahrungsmittelallergie handelt es sich um eine Hypersen-

sitivitätsreaktion vom Typ I. Diese Allergieform entsteht durch die Bildung spezifischer 

Antikörper vom Typ IgE, die gegen ein bestimmtes Allergen gerichtet sind. Diese IgEs 

binden mit ihrem Fc-Teil hochaffine IgE-Rezeptoren ( FcεRI) auf der Oberfläche von 

Mastzellen. Diesen ersten Schritt der Allergie bezeichnet man als Sensibilisierung. 

Kommt es zu einem erneuten Antigenkontakt, so binden die IgE-Antikörper die Allerge-

ne, wodurch es zur Vernetzung der FcεRI kommt. Dieses Cross-linking führt zur Akti-

vierung mit nachfolgender Degranulation der Mastzelle. Dadurch  kommt es zur Freiset-

zung präformierter Mediatoren, zu denen Histamin und Mastzellprotasen zählen, sowie 

zur Induktion der Bildung und Freisetzung weiterer Mediatoren, zu denen die Arachi-

donsäuremetaboliten Prostaglandine und Leukotriene zählen. Diese Mediatoren vermit-

teln die klassischen Symptome der Allergie vom Typ I innerhalb von Sekunden bis hin 

zu wenigen Minuten. Die Ausprägung verschiedener Symptome an Effektororganen ist 

dabei auch abhängig von Neuronen. Dieser Zusammenhang konnte in verschiedenen 

Studien an unterschiedlichen Allergiemodellen aufgezeigt werden. Untersuchungen an 

Meerschweinchen, die gegen Trichinella spiralis sensibilisiert wurden, zeigten bei Anti-

genexposition eine Erhöhung des Kurzschlussstroms – dieser Anstieg konnte durch das 

Neurotoxin Tetrodotoxin, welches die Weiterleitung von Aktionspotentialen unterbindet, 

signifikant vermindert werden (Russel und Castro 1989, Wang et al. 1991). Vergleichba-

re Ergebnisse konnten auch in Ussingkammer-Versuchen mit Ratten, die gegen Ovalbu-

min sensibilisiert wurden, erzielt werden (Hug et al. 1996). Die neuroimmune Kommu-

nikation ist auch eine mögliche Erklärung für die psychologische Komponente der Nah-

rungsmittelallergie – das GALT ist innerviert, das enterische Nervensystem wird wie-

derum von Mediatoren aus Immunzellen und Entzündungszellen stimuliert (Kelsay 

2003).

Verschiedene Studien zeigen auch eine Beteiligung von Mastzellen an entzündlichen 

Darmerkrankungen auf. Da hier selten eine Mastzelldegranulation beobachtet werden 

kann, wird davon ausgegangen, dass es neben der klassischen Degranulation für die 

Mastzelle auch die Möglichkeit zur selektiven Freisetzung ihrer Mediatoren gibt (Theo-

harides et al. 2012). Dazu zählt zum Beispiel die sogenannte „piecemeal degranulation“. 
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Hier kommt es zur intrazellulären Fusion der Granula mit nachfolgender Ausbildung 

von Kanälen, die mit der Zellmembran in Kontakt treten. Über diese kann eine stück-

weise Freisetzung von Mediatoren erfolgen (Dvorak et al. 1992, Maurer 2011). Diese 

Form der Freisetzung könnte auch für die spontane Freisetzung geringer Mengen an Hi-

stamin verantwortlich sein und physiologische Funktion haben (Maurer 2011).

Beim Thema Mastzellen ist es wichtig, nicht ausschließlich ihre pathophysiologischen 

Aspekte im Fokus zu haben. Mastzellen sind neben der Vermittlung von Entzündungsre-

aktionen auch dazu in der Lage diese zu unterdrücken. Ein Beispiel sind Mastzellpro-

teasen: freigesetzte Proteasen (z.B. β-Tryptase) können IgE spalten, was eine Verminde-

rung der Entzündungssymptomatik zur Folge hat. Der mögliche Mechanismus könnte 

über regulatorische T-Zellen führen. Diese bilden IL-9, welches Mastzellen aktiviert. Es 

kommt daraufhin zur Produktion von IL-10 durch die Mastzellen. IL-10 vermindert die 

Entzündungsantwort, es ist beispielsweise wichtig für die Begrenzung der Immunant-

wort von chronisch entzündeter Haut bei Kontaktallergien (Kraneveld et al. 2012). Es 

wird vermutet, dass die Mastzellen ihre Umgebung analysieren und entscheiden können, 

ob sie eine suppressive Wirkung entfalten oder nicht. Möglicherweise wird dies vermit-

telt über den Zelloberflächenrezeptor siglec 8 (sialic acid-binding immunoglobulin-like 

lectin 8), welcher wahrscheinlich eine inhibitorische Funktion ausübt (Kraneveld et al. 

2012).

Mastzellen spielen auch bei physiologischen Vorgängen eine Rolle. Sie sind wichtig bei 

der Wundheilung, der Regulation des Blutflusses und der Gerinnung und spielen eine 

Rolle bei der Aufrechterhaltung der Homöostase in verschiedenen Geweben (Rao und 

Brown 2008, Bischoff 2009). Im Jahr 2012 wurde erstmals beschrieben, dass die Fett-

resorption im Dünndarm physiologischerweise zur Degranulation von Mastzellen und 

Freisetzung präformierter und de novo synthetisierter Mastzellmediatoren führt (Ji et al. 

2012). 

Da Mastzellen eine zentrale Rolle bei der klassischen Allergie spielen und über ihre 

Kommunikation mit Neuronen des enterischen Nervensystems kaum Daten vorliegen, 

war ein Ziel meiner Arbeit die genauere Untersuchung der Kommunikation zwischen 

Mastzellen und submukösen Neuronen aus dem Kolon der Ratte. Dazu wurde zunächst 

ein Co-Kultur-Modell entwickelt, welches aus kultivierten submukösen Neuronen des 
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Kolons der Ratte und der Mastzelllinie RBL-2H3 bestand. Die Co-Kultivierung beider 

Zelltypen diente dem Zweck, die Überprüfung der Reaktionen der submukösen Neurone 

auf die Degranulation der RBL-2H3-Zellen zu ermöglichen. Die Zelllinie RBL-2H3 

wurde in zahlreichen Publikationen erfolgreich anstelle von isolierten Mastzellen ver-

wendet (zum Beispiel: Fischer et al. 1995). Es ist erwiesen, dass die Zellen der Linie 

RBL-2H3 Mastzellmediatoren synthetisieren und durch Aktivierung mittels Degranula-

tion freisetzen (Kulczycki et al. 1974, Barsumian et. al. 1981). Die Nutzung von RBL-

2H3-Zellen anstelle von isolierten Mastzellen derselben Ratten, die auch der Isolation 

der submukösen Neurone dienten, hatte entscheidende Vorteile: Da es sich um eine per-

manente basophile Zelllinie der Ratte handelt, standen die Zellen jederzeit in vergleich-

barer Qualität und Menge zur Verfügung. Der limitierende Faktor war also ausschließ-

lich die erfolgreiche Isolation und Kultivierung der submukösen Neurone. Des Weiteren 

ist lediglich die Gewinnung von peritonealen Mastzellen (oder beim Nager bezeichnet 

als „connective tissue mast cells“) – mittels eines Dichtegradienten (Zentrifugation mit 

Percoll) - beschrieben (Enerbäck und Svensson 1980, Knudsen und Johansen 1989). Da 

es sich bei Mastzellen jedoch um sehr heterogene Zellen handelt, sich also peritoneale 

Mastzellen wiederum sehr von mukosalen Mastzellen unterscheiden können (Irani und 

Schwartz 1989, Moon et al. 2010), hätte die Verwendung von isolierten peritonealen 

Mastzellen auch keinen entscheidenden Vorteil gegenüber der Nutzung der Zelllinie 

RBL-2H3 gehabt. 

Um eine erfolgreiche Co-Kultivierung beider Zelltypen miteinander zu erreichen, muss-

ten zunächst die submukösen Neurone für einen Tag kultiviert werden, um ihnen die er-

neute Differenzierung in der frisch hergestellten Primärkultur zu ermöglichen. Dieser 

Schritt erfolgte in einem speziell auf Neurone zugeschnittenen Zellkulturmedium (Neu-

robasal-A-Medium). Nach erfolgreichem Anwachsen der Neurone wurden die RBL-

2H3-Zellen in die Kultur verbracht – um ein gemeinsames Wachstum zu ermöglichen 

war jedoch ein Wechsel zu Memα-Medium notwendig. Eine gemeinsame Kultivierung 

in Neurobasal-A-Medium war nicht möglich. Die Gründe hierfür sind nicht geklärt. 

Eine Erklärung ist möglicherweise die Wirkung von nerve growth factor (NGF), wel-

cher Zellkulturmedien zur Kultivierung von Neuronen zugesetzt wird. Die Wirkung von 

NGF erfolgt über die Interaktion mit zwei verschiedenen Rezeptorproteinen: high-affi-

nity tyrosine kinase receptor sowie low-affinity p75 neurotrophin receptor – diese sind 
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auf diversen Immunzellen, unter Anderem auch auf Mastzellen, nachweisbar (Štempelj 

und Ferjan 2005). Die Stimulation dieser Rezeptoren durch NGF führt in Mastzellen zur 

Aktivierung und damit zur Degranulation (Pearce und Thompson 1986). Die dauerhafte 

Stimulation der Mastzellen durch NGF und die ständige Auseinandersetzung der sub-

mukösen Neurone mit den daraufhin sezernierten Mediatoren könnte den Kultivierungs-

erfolg unmöglich gemacht haben. In der Literatur ist ein Fall beschrieben, in welchem 

der Versuch der Co-Kultivierung von myenterischen Neuronen der Ratte und peritonea-

len Mastzellen erfolglos blieb. In diesem Fall wurde kein Mediumwechsel durchgeführt, 

dies könnte ein Indiz für ein Problem mit einem mediumspezifischen Inhaltsstoff, bei-

spielsweise NGF, sein (Sand et al. 2009).

Um eine Aktivierung mit nachfolgender Degranulation der RBL-2H3-Zellen in der Co-

Kultur zu erreichen, wurde die Substanz Compound 48/80 verwendet. Hierbei handelt 

es sich um ein Polymer, welches bei der Kondensation von N-Methyl-p-Methoxyphen-

ethylamin mit Formaldehyd entsteht – seine Wirkung als Mastzelldegranulator wurde 

erstmals 1951 beschrieben (Paton 1951). Vorversuche, die zeigten, dass Compound 

48/80 an kultivierten RBL-2H3-Zellen eine Erhöhung der Fura-2-Ratio hervorrief, lie-

ßen auf die Wirksamkeit von Compound 48/80 schließen und dienten zur Konzentrati-

onsfindung. Die Erhöhung der Fura-2-Ratio ist gleichbedeutend mit der Zunahme der 

zytosolischen Ca2+-Konzentration in den RBL-2H3-Zellen. Die Mastzelldegranulation 

nach Cross-linking der IgE-Rezeptoren auf der Mastzelloberfläche beinhaltet eine Ca2+-

abhängige Exozytose der präformierten Mediatoren (Hepp et al. 2005). Bei der Exozy-

tose kommt es zunächst zum Kontakt zwischen Plasmamembran und der Membran des 

Vesikels. Zwischen beiden Membranen liegen die beteiligten SNARE-(soluble N-ethyl-

maleimide-sensitive factor-attachment protein receptors) Proteine in ihrer aktivierten 

Form vor. Im letzten Schritt wird eine Fusionspore (sie wird auch als Porosom bezeich-

net) gebildet, die die komplette Verschmelzung der beiden Membranen darstellt. Die 

Bildung des Porosoms ist abhängig von Ca2+ und spezifischen zellsekretorischen Protei-

nen, die als SNAREs bezeichnet werden. Durch die Porosomen kann eine gezielte Frei-

setzung nach extrazellulär erfolgen, die treibende Kraft ist der Druck, der durch schnel-

len Wasser- und Ioneneinstrom in den Vesikel entsteht. Dadurch kommt es zum An-

schwellen (Volumenzunahme) des Vesikels – es gibt einen direkten Zusammenhang 
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zwischen dem Grad der Schwellung und der Stärke der Vesikelentleerung ( Baram et al. 

2001, Trikha et al. 2010).

Compound 48/80 löste an primär kultivierten submukösen Neuronen keine Änderung 

der gemessenen Fura-2-Ratio aus (Abbildungen 3.17. A und 3.18.). Die Zellkultur der 

submukösen Neurone scheint also keine Mastzellen mehr zu enthalten. Des Weiteren 

kann durch diesen Vorversuch davon ausgegangen werden, dass Compound 48/80 kei-

nen direkten Effekt auf die kultivierten Neurone ausübt. Diese Beobachtung unterschei-

det sich von Ergebnissen, die mit kultivierten myenterischen Neuronen aus dem Dünn-

darm von Meerschweinchen erzielt wurden – hier konnte ein direkter Effekt von Com-

pound 48/80 auf die kultivierten Neurone in Ca2+-Imaging-Experimenten nachgewiesen 

werden (Schemann et al. 2012). Wurden submuköse Neurone hingegen mit RBL-2H3-

Zellen co-kultiviert, löste Compound 48/80 an beiden Zelltypen einen deutlichen An-

stieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration aus (die Reaktion co-kultivierter submukö-

ser Neurone auf die Gabe von Compound 48/80 ist in den Abbildungen 3.17. B und 

3.18. dargestellt.) Die deutliche Erhöhung der zytosolischen Ca2+-Konzentration co-kul-

tivierter submuköser Neurone durch Compound 48/80 spricht für die Wirkung von frei-

gesetzten Mastzellmediatoren aus RBL-2H3-Zellen auf diese enterischen Nervenzellen. 

Die Betrachtung des zeitlichen Verlaufs der Veränderung der zytosolischen Ca2+-Kon-

zentration von RBL-2H3-Zellen und Neuronen unterstützt diese Interpretation. Zu-

nächst findet eine Veränderung der Ca2+-Konzentration in den RBL-2H3-Zellen statt, 

der Anstieg von Ca2+ in den co-kultivierten Neuronen folgt etwa 30 Sekunden später 

(Abbildung 3.19.).

Um zu überprüfen, welcher Anteil an der beobachteten Reaktion der Neurone durch den 

Mediator Histamin hervorgerufen wird, wurden funktionelle Experimente mit selektiven 

Histaminrezeptor-Antagonisten gegen die Histaminrezeptor-Subtypen H1, H2 und H3 

durchgeführt. Der H1-Antagonist Pyrilamin und der H2-Antagonist Cimetidin hemmten 

die Reaktion der co-kultivierten submukösen Neurone auf Compound 48/80 signifikant. 

Durch die Vorinkubation mit Pyrilamin wurde die Anzahl der submukösen Neurone, 

welche nach der Gabe von Compound 48/80 eine Erhöhung der Fura-2-Ratio zeigten, 

radikal reduziert (die Responderquote wurde von etwa 90 % auf etwa 10 % gesenkt, 

siehe hierzu Kapitel 3.3.2.1., Abbildung 3.20. A). Die verbliebenen Responder zeigten 

außerdem einen signifikant niedrigeren Anstieg der Fura-2-Ratio (Abbildung 3.20. B). 
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Cimetidin hingegen konnte zwar die Anzahl der Responder nicht reduzieren, jedoch war 

auch hier eine signifikant verminderte Zunahme der gemessenen Fura-2-Ratio zu ver-

zeichnen (Abbildung 3.20. A und B). Analog zu den Ergebnissen, welche mit denselben 

Rezeptorantagonisten bei der Untersuchung der Reaktion primär kultivierter Neurone 

auf Histamin erlangt wurden, war der H3-Antagonist Thioperamid wirkungslos und der 

kombinierte Einsatz eines Gemischs aller drei Rezeptorantagonisten konnte zwar eine 

starke Hemmwirkung erzielen, diese war jedoch nicht größer als der Effekt, der durch 

den am stärksten wirksamen, einzeln eingesetzten Antagonisten, den H1-Antagonisten 

Pyrilamin, beobachtet werden konnte (vergleiche Abbildung 3.20. A und B). Diese Da-

ten zeigen, dass Histamin bei der Vermittlung von Effekten an co-kultivierten Neuronen 

durch Degranulation von RBL-2H3-Zellen eine große Rolle zukommt. Histamin wird 

im Allgemeinen als zentraler Mastzellmediator bezeichnet (Berin und Sampson 2013). 

Da jedoch keine vollständige Unterdrückung der Reaktion auf Compound 48/80 in den 

submukösen Neuronen erzielt werden konnte, müssen noch andere Mediatoren Ca2+-

vermittelte Effekte hervorrufen. 

Über die Wirkung von Mastzellproteasen auf submuköse Neurone aus dem Kolon der 

Ratte ist noch nichts bekannt. Da die Proteasen jedoch bei entzündlichen Erkrankungen 

eine große Rolle zu spielen scheinen, war es von Interesse ihren Anteil am durch Com-

pound 48/80 vermittelten Anstieg von Ca2+ im Zytosol co-kultivierter submuköser Neu-

rone zu überprüfen. Mastzellen spielen nicht nur bei der Pathogenese der Hypersensiti-

vitätsreaktion vom Typ I eine zentrale Rolle, sie sind auch wichtig für die Entstehung 

von entzündlichen Erkrankungen, wie z.B. Multipler Sklerose oder Arthritis. Möglicher-

weise spielt die Wirkung von Proteasen hierbei eine wichtige Rolle. Sie zählen zu den 

präformierten Mastzellmediatoren und können somit von der Mastzelle mittels Degra-

nulation freigesetzt werden. Sie wirken an speziellen Rezeptoren (protease-activated 

receptors = PAR), können aber auch Einfluss auf das Plasmaalbumin nehmen und hista-

minfreisetzende Peptide bilden (Carraway et al. 1989, Cochrane et al. 1993). Beides 

führt zu einer Verstärkung der Entzündungsreaktion (Theoharides et al. 2012).

Es sind vier verschiedene Subtypen von proteaseaktivierten Rezeptoren bekannt, sie 

werden als PAR1 bis PAR4 bezeichnet. Diese Rezeptoren sitzen in der Zellmembran und 

stellen, ebenso wie beispielsweise Histaminrezeptoren, G-Protein-gekoppelte Rezepto-

ren dar. PAR1, PAR3 und PAR4 werden dabei durch den Rezeptoragonisten Thrombin 
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aktiviert, PAR2 reagiert auf Trypsin bzw. humane Mastzelltryptase (Vergnolle 2000). Bei 

der Rezeptoraktivierung durch Proteasen kommt es zu einer irreversiblen proteolyti-

schen Spaltung des Rezeptors an seinem extrazellulären NH2-Terminus – auf diesem 

Weg wird eine N-terminale Domäne freigelegt, die als bindender Ligand fungiert. In-

dem diese Sequenz an den Rezeptor selbst bindet, wird er aktiviert. Als Folge der Akti-

vierung kommt es zur Internalisierung des Rezeptors, welcher daraufhin Kurs auf die 

Lysosomen nimmt (Vergnolle 2000). Folge ist eine Desensitivierung. Zur Regeneration 

der Zelle auf proteaseinduzierte Antworten gehört entweder die Synthese von neuen 

PARs oder die Mobilisierung intrazellulärer Rezeptoren aus einem Reservoir präsynthe-

tisierter Rezeptoren – für einige Zelltypen wie beispielsweise Enterozyten sind große 

intrazelluläre Pools im Golgi Apparat sowie in Vesikeln beschrieben (Hein et al. 1994, 

Böhm et al. 1996, Vergnolle 2000). 

Submuköse Neurone aus dem Darm von Meerschweinchen scheinen besonders häufig 

den PAR2-Rezeptor zu exprimieren, die Applikation von PAR2-Agonisten führt zur De-

polarisation der submukösen Neurone (Reed et al. 2003). Im Plexus myentericus des 

Meerschweinchens konnte die Expression von PAR1- und PAR2-Rezeptoren nachgewie-

sen werden (Corvera et al. 1999). Weitere Daten zur Rolle von PAR-Rezeptoren auf en-

terischen Neuronen wurden an kultivierten Neuronen des Menschen erhoben. Hier wur-

de sowohl im Plexus submucosus als auch im Plexus myentericus ein PAR-Rezeptor-

vermittelter Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration beschrieben, der Großteil der 

Neurone scheint hier in beiden Plexus PAR1-Rezeptoren zu tragen. Geringere (submu-

köser Plexus) bzw. keine Effekte (myenterischer Plexus) wurden über PAR2-Rezeptoren 

vermittelt. Weiterhin konnten kleine Effekte als PAR4-vermittelt identifiziert werden 

(Mueller et al. 2011, Kugler et al. 2012). Aufgrund der PAR2-Dominanz, die in submu-

kösen Neuronen des Meerschweinchens beschrieben wurde, und der PAR1-Dominanz 

humaner submuköser Neurone wurde in meiner Arbeit die Rolle dieser beiden PAR-Re-

zeptor-Subtypen in submukösen Neuronen der Ratte untersucht. Die Inkubation mit 

dem PAR1-Antagonisten FR 171113 sowie dem PAR2-Antagonisten GB 83 vor der Zu-

gabe von Compound 48/80 verminderte die Erhöhung der zytosolischen Ca2+-Konzen-

tration in den co-kultivierten submukösen Neuronen signifikant (Abbildung 3.22. B). 

Auch die Anzahl der Zellen, die überhaupt auf Compound 48/80 reagierten, also die An-

zahl der Responder, nahm in Gegenwart von GB83 signifikant ab (Abbildung 3.22. A). 
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Funktionell wurde die Expression von PAR-Rezeptoren auf submukösen Neuronen in 

Ca2+-Imaging-Experimenten nachgewiesen. Hierbei riefen PAR1- bzw. PAR2-Agonisten 

einen Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration hervor (Tabelle 3.5.).

Neben der Freisetzung präformierter Mastzellmediatoren, wie beispielsweise Histamin 

und Proteasen, kommt es durch die Aktivierung und Degranulation von Mastzellen auch 

zur De-novo-Synthese verschiedener Mediatoren, die direkt an die Umgebung abgege-

ben werden. Zu diesen zählen unter Anderem Lipidmediatoren wie die Arachidonsäure-

metaboliten Prostaglandine und Leukotriene.

Prostaglandine werden im Allgemeinen beginnend mit der Abspaltung von Arachidon-

säure aus Membranlipiden durch das Enzym Phospholipase A2 (PLA2) gebildet. Die Cy-

clooxygenase (COX, auch bezeichnet als Prostaglandin H Synthase = PGHS), die am 

endoplasmatischen Retikulum und an der Kernmembran lokalisiert ist, wandelt Arachi-

donsäure zu Prostaglandin H2 (PGH2) um. Es sind zwei Isoformen der COX bekannt. Im 

Allgemeinen ist die COX-1 für die basale, konstitutive Prostaglandinproduktion zustän-

dig, die COX-2 spielt eine wichtige Rolle bei entzündlichen Vorgängen (Funk 2001). In 

Mastzellen kommt es durch die Prostaglandin D2 Synthase zur Synthese von Prostaglan-

din D2 (PGD2) aus PGH2. (Funk 2001, Moon et al. 2010). PGD2 verlässt die Zelle mit-

hilfe des Prostaglandin Transporters (PGT) in der Zellmembran, einem Polypeptid aus 

der Familie der organischen Anionentransporter. Ein zusätzlicher Transport durch ande-

re, bisher nicht charakterisierte, Transporter, wird diskutiert (Schuster 1998, Funk 

2001). Die Wirkung von PGD2 entfaltet sich durch Bindung an die G-Protein-gekoppel-

ten Prostaglandinrezeptor-Subtypen DP1 und DP2. DP1 wird klassischerweise auf Lun-

genepithelzellen exprimiert. Es ist beschrieben, dass die Bindung von PGD2 über Akti-

vierung des Gs-Proteins mit Anstieg von intrazellulärem cAMP zur Bildung des allergi-

schen Asthmas beiträgt (Funk 2001). DP2, der auch als CRTH2 (chemoattractant recep-

tor-homologous molecule expressed on TH2 cells) bezeichnet wird, ist an ein Gi-Protein 

gekoppelt. Durch Bindung von PGD2 kommt es zur Verminderung der intrazellulären 

cAMP Spiegel, weiterhin sind Ca2+ Mobilisierung sowie Bildung von DAG und IP3 be-

schrieben (Kim und Luster 2007). Eine seiner Aufgaben besteht in der Vermittlung der 

Chemotaxis (Funk 2001).
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Die Bildung von Leukotrienen startet ebenfalls mit der Abspaltung von Arachidonsäure 

durch die PLA2. Diese wird dann durch 5-Lipoxygenase (LOX) unter Mithilfe von 

FLAP (5-lipoxygenase-activating protein), einem Protein in der Kernmembran, zu Leu-

kotrien A4 (LTA4) umgewandelt (Funk 2001). In Mastzellen entsteht aus LTA4 durch die 

Leukotrien C4 Synthase das Produkt Leukotrien C4 (LTC4) (Funk 2001, Moon et al. 

2010). Der Transport von LTC4 aus der Mastzelle erfolgt über den membranständigen 

Transporter MRP1 (multidrug resistance-associated protein), außerhalb der Zelle kann 

durch die extrazellulär lokalisierte γ-glutamyl Transpeptidase (GGT) bzw. γ-glutamyl 

Leukotrienase (GGLT) eine Metabolisierung zu LTD4 stattfinden. Beide Leukotriene 

wirken auf zwei Subtypen von Cysteinyl-Leukotrien-Rezeptoren (CysLT1 und CysLT2), 

die beide G-Protein-gekoppelte Rezeptoren darstellen (Funk 2001). CysLT1-Rezeptoren 

wurden auf glatten Muskelzellen der Atemwege sowie auf postkapillären venösen Endo-

thelzellen nachgewiesen. LTD4 kann hier über Bindung an CysLT1 eine Bronchokon-

striktion sowie Ödembildung hervorrufen. In verschiedenen Geweben, zum Beispiel 

Herz, Niere, aber auch auf verschiedenen Leukozyten, unter anderem Mastzellen, wer-

den CysLT2-Rezeptoren exprimiert. Sie können durch LTC4 und LTD4 aktiviert werden, 

die vermittelte Wirkung ist jedoch unklar. Es wird vermutet, dass CysLT2, die auf Mast-

zellen lokalisiert sind, eine wichtige Rolle für die angeborene Immunität übernehmen, 

da sie hier die Produktion verschiedener Chemokine induzieren (Funk 2001, Kim und 

Luster 2007). 

Um die Rolle der Eicosanoide an dem Effekt von Compound 48/80 auf co-kultivierte 

submuköse Neurone zu überprüfen, wurden die jeweiligen Syntheseenzyme gezielt 

durch Hemmstoffe blockiert. Während die Blockade der COX wirkungslos blieb, 

konnte die Blockade der LOX die Reaktion auf Compound 48/80 maßgeblich reduzie-

ren, indem sowohl die Responderquote als auch der Anstieg der Fura-2-Ratio vermin-

dert wurden (Abbildung 3.21.). Die Unwirksamkeit der COX-Blockade lässt an der 

Expression von Rezeptoren für Prostaglandine auf submukösen Neuronen aus dem 

Kolon der Ratte zweifeln. Für submuköse Neurone aus dem Kolon von Meerschwein-

chen ist jedoch eine neuronale Depolarisation als Reaktion auf die Applikation von 

PGD2 (Frieling et al. 1994b), PGF2α und PGI2 (Frieling et al. 1995) beschrieben. Hin-

weise auf einen Effekt von LTD4 auf submuköse Neurone aus dem Kolon der Ratte wur-

den bereits beschrieben (Rehn und Diener 2012), ein Nachweis der Expression von 
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Rezeptoren für Leukotriene liegt bei der Ratte bisher jedoch nur für Neurone des zentra-

len Nervensystems vor (Okubo et al. 2010). Vergleichbare Daten gibt es zu submukösen 

Neuronen aus dem Kolon des Meerschweinchens, LTC4 löst an diesen Zellen eine De-

polarisation der Membran aus (Frieling et al. 1997a).

In der Literatur ist die Kommunikation zwischen Mastzellen und Nervenzellen nicht nur 

in eine Richtung, also von Mastzelle zu Neuron mithilfe von parakrin wirkenden Media-

toren, sondern ebenfalls in die andere Richtung von Neuron zu Mastzelle durch Freiset-

zung von Neurotransmittern beschrieben (Buhner und Schemann 2012). In der Lamina 

propria der Mukosa des Darms sind die mukosalen Mastzellen in unmittelbarer Nähe zu 

extrinsischen afferenten Nervenendigungen bzw. zu enterischen Neuronen angeordnet 

(Schemann und Camilleri 2013). Bei 70 % der Mastzellen kommt es dabei sogar zu ei-

nem direkten Kontakt mit den Neuronen (Stead et al. 1989). Eine Studie mit Präparaten 

aus dem Darm von Meerschweinchen konnte beispielsweise durch Stimulation spinaler 

Afferenzen eine Freisetzung von Mastzellproteasen nachweisen. Diese konnten dann 

wiederum submuköse Neurone über PAR1- und PAR2-Rezeptoren aktivieren (Wang et 

al. 2009). Die Kommunikation von Nervensystem zu Immunsystem via Mastzellen im 

Darm ist wichtig, um die Homöostase in der Mukosa aufrecht zu erhalten und eine ad-

äquate Anwort auf Verletzungen zu gewährleisten. Weiterhin sind Signalübertragungen 

von Nerv zu Mastzelle als Teile von Schleifen zum positiven Feedback beschrieben - 

durch die Mastzelldegranulation kommt es zur Freisetzung von Mediatoren, welche auf 

Neurone wirken. Daraufhin kommt es zur Ausschüttung von Neurotransmittern, die 

wiederum die Mastzellaktivität erhöhen können (De Winter et al. 2012). Um zu über-

prüfen, ob eine Beeinflussung von Mastzellen durch submuköse Neurone aus dem Ko-

lon der Ratte stattfindet, wurden Versuche an dem Co-Kultur-Modell aus RBL-2H3-

Zellen und submukösen Neuronen durchgeführt. Um eine Aktivierung der Nervenzellen 

zu erreichen, wurde KCl appliziert, die Neurone zeigten daraufhin erwartungsgemäß 

einen Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration. Der Fokus bei dieser Versuchsreihe 

lag jedoch auf der Reaktion der RBL-2H3-Zellen. Wie in Abbildung 3.23. deutlich zu 

sehen, konnte eine Aktivierung der co-kultivierten Neurone keine Veränderung der zyto-

solischen Ca2+-Konzentration und damit auch keine Degranulation an den Mastzellen 

hervorrufen. Möglicherweise findet in kultivierten RBL-2H3-Zellen keine Kommunika-

tion mit den primär kultivierten submukösen Neuronen der Ratte statt. Es könnte aller-
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dings auch technische Probleme geben, die es unmöglich machten eine Kommunikation 

in diese Richtung nachzuweisen: Wenn der Abstand zwischen aktivierten Neuronen und 

RBL-2H3-Zellen zu groß ist, ist es für die freigesetzten Neurotransmitter nicht möglich 

an den RBL-2H3-Zellen zu wirken, da die Konzentrationen möglicherweise zu gering 

sind, um die Zellen zu erreichen.

4.3. Untersuchung von Isc und passiver Permeabilität 
im Allergiemodell

Nach der Sensibilisierung der Ratten gegen Ovalbumin mit nachfolgender Verwendung 

der aus diesen Tieren hergestellten Submukosa-Mukosa-Präparaten in Ussingkammer-

Experimenten, kommt es durch Applikation des Antigens – in diesem Fall Ovalbumin – 

zu einem Anstieg im Kurzschlussstrom. Dieser ist gleichbedeutend mit einer Sekretion 

von Chloridionen über die apikale Membran des Epithels (Hug et al. 1996). Versuche 

mit Mastzell-defizienten Mäusen (W/Wv), die gegen Ovalbumin sensibilisiert wurden, 

zeigten einen im Vergleich zu Messungen an Kontrolltieren reduzierten Anstieg des Isc 

nach Antigengabe (Perdue et al. 1991). Während die Antwort in den Kontrolltieren 

einen deutlichen Anstieg des Isc zeigte, der durch Antagonisten gegen die Rezeptoren 

von Histamin, Serotonin und die Blockade der COX signifikant reduziert wurde, konnte 

die an den Mastzell-defizienten Mäusen verbleibende Restantwort nur durch COX-Blo-

ckade gehemmt werden. Eine intravenöse Injektion von Knochenmarkszellen der Kon-

trollmäuse führte zu einer den Kontrolltieren vergleichbaren Reaktion in den W/Wv 

Mäusen (Perdue et al. 1991). Diese Studie belegt eindrücklich, dass Mastzellen tatsäch-

lich für die Vermittlung von antigeninduzierten Änderungen der Sekretion im Darm ver-

antwortlich sind. 

Diese Sekretion kommt durch einen Strom von Cl- durch Chloridkanäle in der apikalen 

Membran zustande. Damit es zu einem Ausstrom von Cl- kommt, sobald sich die Kanäle 

öffnen, muss eine elektrochemische Antriebskraft, also ein entsprechender Konzentra-

tionsgradient und/oder ein Ladungsgradient, vorliegen. Diese entsteht in erster Instanz 

durch die basolateral lokalisierte Na+-K+-ATPase, eine Pumpe, die kontinuierlich zwei 

K+ im Austausch gegen drei Na+ in die Zelle transportiert. Da mehr positiv geladene 

Teilchen aus der Zelle heraus transportiert werden als in sie hinein und die aufgenom-
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menen K+ über basolaterale Kaliumkanäle rezirkulieren, ist das Zellinnere gegenüber 

seiner Umgebung negativ geladen. Der ebenfalls in der basolateralen Membran lokali-

sierte Na+-K+-2Cl--Transporter, bei dem es sich um einen sekundär aktiven Cotranspor-

ter handelt, transportiert Cl- gemeinsam mit K+ und Na+ in die Zelle. Na+ kann die Zelle 

über die Na+-K+-ATPase wieder verlassen, K+ über Kaliumkanäle in der basolateralen 

Membran. Cl- akkumuliert dagegen in der Zelle, bis es zur Öffnung apikaler Chlorid-

kanäle kommt. Da sich die Chloridkonzentration aufgrund des negativen Membranpo-

tentials über dem elektrochemischen Gleichgewicht befindet, kommt es zum Ausstrom 

von Cl-. Um einen Ladungsausgleich zu gewährleisten, folgen Natriumionen parazellu-

lär. Aus osmotischen Gründen folgt den sezernierten Ionen Wasser trans- oder parazel-

lulär (Barrett und Keely 2000). 

Die in meiner Studie durchgeführte Versuchsserie diente der Überprüfung der Beteili-

gung verschiedener Mastzellmediatoren an der durch Ovalbumin hervorgerufenen Chlo-

ridsekretion in Ussingkammer-Experimenten. Diese stellte sich in Submukosa-Mukosa-

Präparaten des Kolons der sensibilisierten Ratten als steil ansteigender Peak im Kurz-

schlussstrom (Isc) dar (Abbildung 3.24.). Da der Großteil der Resorption von Nahrungs-

bestandteilen und damit auch von potenziellen Nahrungsmittelallergenen im Dünndarm 

stattfindet (Faria et al. 2013), war es interessant nicht nur Submukosa-Mukosa-Präpara-

te des Kolons zu untersuchen, sondern auch Jejunumsegmente aus denselben Tieren zu 

verwenden. Die Beteiligung von Histamin als zentralem Mastzellmediator wurde - nach 

der Untersuchung der Co-Kultur - ebenfalls im Allergiemodell mit sensibilisierten Rat-

ten überprüft. Die Präinkubation mit einem selektiven Antagonisten gegen den H1-Re-

zeptor (Pyrilamin) konnte den Effekt von Ovalbumin in Submukosa-Mukosa-Präparaten 

aus dem Kolon der sensibilisierten Tiere signifikant reduzieren, ein H2-Rezeptorblocker 

(Cimetidin) war jedoch, trotz einer Verminderung der Peakhöhe des Isc um etwa 20 %, 

statistisch gesehen wirkungslos. Ähnliche Ergebnisse konnten in Ussingkammer-Versu-

chen mit sensibilisierten Meerschweinchen erzielt werden. Im Kolon von Meerschwein-

chen, die mit Trichinella spiralis infiziert wurden, war die durch Antigengabe hervorge-

rufene Erhöhung des Isc in Gegenwart des H1-Antagonisten Pyrilamin vermindert (Wang 

et al. 1991). Eine frühere Studie, die Kolonpräparate von sensibilisierten Meerschwein-

chen verwendete, konnte zeigen, dass die antigenvermittelte Erhöhung des Isc durch den 

Einsatz von Pyrilamin in Kombination mit dem COX-Inhibitor Indometacin reduziert 
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wurde (Russel und Castro 1989). Beide Arbeiten konnten außerdem durch den Einsatz 

des Neurotoxins Tetrodotoxin eine neuronale Beteiligung an der Vermittlung der anti-

geninduzierten Effekte nachweisen. Weitere Studien, die mit Meerschweinchen, die ge-

gen β-Lactoglobulin sensibilisiert wurden, durchgeführt wurden, beschäftigten sich mit 

dem Effekt, den die Antigengabe auf submuköse Neurone ausübt. Durch Applikation 

des Antigens kam es zur Depolarisation des Membranpotentials und einer erhöhten Er-

regbarkeit in submukösen Neuronen aus dem Kolon (Frieling et al. 1994a) bzw. Jeju-

num (Liu et al. 2003), hier war der Effekt jedoch H2-vermittelt. Versuche mit Ratten, die 

mit Fasciola hepatica infiziert wurden, zeigten ebenfalls eine antigeninduzierte, Tetrodo-

toxin-sensitive (also neuronal vermittelte) Erhöhung des Isc. Interessanterweise war die 

Präinkubation mit dem H1-Antagonisten Pyrilamin in dieser Studie ohne Effekt (O'Mal-

ley et al. 1993).

Ebenso wie durch den H1-Antagonisten Pyrilamin konnte auch durch die Antagonisten 

der Proteaserezeptoren PAR1 (FR 171113) und PAR2 (GB 83) und durch die Blockade 

der LOX, des für die Synthese von Leukotrienen verantwortlichen Enzyms, mittels BW 

A4C eine signifikante Reduktion des antigeninduzierten Anstiegs im Isc im Kolon erzielt 

werden (Abbildung 3.25. sowie Tabelle 3.6.). Eine Blockade der COX mit Indometacin 

wurde nicht durchgeführt, da dieser Hemmstoff im Co-Kultur-Modell keine Rolle spiel-

te (siehe 3.3.2.2.). In der Studie von Hug et al., in der ebenfalls mit Kolonpräparaten aus 

Ratten, die gegen Ovalbumin sensibilisiert wurden, gearbeitet wurde, war der antigenin-

duzierte Anstieg des Isc Indometacin-sensitiv (Hug et al. 1996). O'Malley zeigte 1993 an 

Präparaten von Ratten, die mit Fasciola hepatica infiziert wurden, ebenfalls eine Abhän-

gigkeit des antigeninduzierten Anstiegs des Isc von Prostaglandinen (O'Malley et al. 

1993). Zur Beteiligung von Proteasen am antigeninduzierten Anstieg des Isc gibt es bis-

her in der Literatur kaum Daten. In Experimenten mit Mäusen, die mit Nippostrongylus 

brasiliensis oder Heligmosomoides polygyrus infiziert wurden, konnte jedoch eine Ver-

minderung der Chloridsekretion, die durch die Aktivierung des PAR2-Rezeptors mittels 

PAR2-Agonisten hervorgerufen wurde, nachgewiesen werden (Shea-Donohue et al. 

2010). Die Infektion mit Nippostrongylus brasiliensis führte weiterhin zu einer erhöhten 

Kontraktilität, die sowohl PAR1- (Zhao et al. 2005) als auch PAR2-vermittelt war (Shea-

Donohue et al. 2010), und zu einer Hochregulation der Rezeptoren PAR1 (Zhao et al. 

2005) und PAR2 (Shea-Donohue et al. 2010) im Darm der untersuchten Mäuse. Auch 
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über die Beteiligung von Leukotrienen ist bisher nur wenig bekannt. Versuche mit Ko-

lonpräparaten von Mäusen, die mit Trichinella spiralis infiziert wurden, konnten jedoch 

eine Beteiligung von Prostaglandinen und Leukotrienen an der antigeninduzierten Chlo-

ridsekretion nachweisen. Die Antwort auf die Applikation des Antigens war hier jedoch 

weder neuronal vermittelt noch spielte der H1-Rezeptor eine Rolle (Tetrodotoxin und 

Pyrilamin waren beide unwirksam) (Broaddus und Castro 1994). In derselben Studie 

wurden auch Mastzell-defiziente Mäuse (W/Wv) eingesetzt – eine Konfrontation mit 

dem Antigen konnte hier bei Präparaten, die aus sensibilisierten Tieren gewonnen wur-

den, keine Antwort auslösen (Broaddus und Castro 1994). Bei Meerschweinchen gibt es 

zwar noch keine Daten zur Beteiligung von Leukotrienen im Allergiemodell, es ist je-

doch bekannt, dass es durch LTC4 und LTD4 zu einer Erhöhung des Isc am Kolon kommt 

(Hammerbeck und Brown 1993), bei Langzeit-Applikation kann eine zyklische Chlorid-

sekretion beobachtet werden (Frieling et al. 1997a). Gleiches gilt für die Prostaglandine 

PGD2, PGE2, PGF2 und PGI2 (Frieling et al. 1997b). Die Wirkung der genannten Pros-

taglandine und von LTC4 ist neuronal vermittelt, eine Aktivierung von submukösen 

Neuronen des Meerschweinchens durch die vier untersuchten Prostaglandine und LTC4 

konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Frieling 1997b). Hier scheinen aber deutliche 

Speziesunterschiede zu bestehen, denn bei der Ratte wirkt PGD2 im Unterschied zu den 

anderen Prostaglandinen antisekretorisch (Goerg et al. 1991).

Die Versuche mit Jejunumsegmenten der sensibilisierten Tiere zeigten eine vergleichba-

re Reaktion auf die Gabe von Ovalbumin wie die Kolonpräparate. Insgesamt waren die 

Effekte  jedoch inhomogener  und im Mittel  geringer  als  bei  den  Submukosa-Muko-

sa-Präparaten aus dem Kolon,  sodass die Streuung der erfassten Daten sehr groß war 

und  in  den  Blockerexperimenten  keine  statistische  Signifikanz  erreicht  wurde.  Ver-

gleichbare Ergebnisse konnten in Versuchen mit Meerschweinchen, die mit Trichinella 

spiralis infiziert wurden, erzielt werden. Die Verabreichung des Antigens in Ussingkam-

mer-Experimenten führte sowohl an Jejunum- als auch an Kolonsegmenten zu einem 

Anstieg des Isc. Die antigeninduzierte Zunahme des Isc am Kolon war jedoch deutlich 

größer (Russel 1986, Russel und Castro 1989). Die Messung der antigeninduzierten Hi-

staminfreisetzung zeigte jedoch eine etwa fünffach höhere Ausschüttung im Jejunum als 

im Kolon. Eine mögliche Erklärung könnte sein, dass das Jejunum aufgrund der größe-
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ren Exposition gegenüber Histamin in vivo durch Desensitivierung der Histaminrezep-

toren weniger empfindlich reagiert (Russel und Castro 1989).

Die Versuche mit den verschiedenen Antagonisten gegen die Rezeptoren der Mediatoren 

Histamin und Proteasen bzw. mit der Blockade der LOX konnten den Anstieg des Isc 

über die Baseline alle etwa zwischen 30 und 60 % reduzieren, aufgrund der großen 

Streuung und geringen Gruppengröße erreichten diese Effekte jedoch geschlossen keine 

Signifikanz (Abbildung 3.27. sowie Tabelle 3.7.).

Neben der Messung des Kurzschlussstroms in Ussingkammern wurde die Veränderung 

der parazellulären Permeabilität für die Dauer der Ussingkammer-Messungen anhand 

des Fluxes der passiv transportierten niedermolekularen Markersubstanz Fluorescein be-

stimmt. Die Verwendung von Fluorescein als Marker für die parazelluläre Transportrate 

wurde in der Literatur bereits mehrfach beschrieben (siehe z.B. Krug et al. 2009, Rosen-

thal et al. 2010). 

Die Struktur der Zell-Zell-Kontakte im Darm ist segmental sehr unterschiedlich ausge-

prägt. Während das Kolon ein mitteldichtes Epithel darstellt („moderately tight“), zählt 

das Jejunum zu den lecken („leaky“) Epithelien. Dieser Unterschied korreliert mit der 

unterschiedlichen Exprimierung verschiedener Claudine (Markov et al. 2010). Bei Clau-

dinen handelt es sich, gemeinsam mit dem Occludin, um die wichtigsten bekannten 

Membranproteine der Tight Junctions (Kinugasa et al. 2000). Die multigene Clau-

din-Familie besteht aus mindestens 15 verschiedenen Claudinen. Tight Junctions stellen 

spezialisierte Membrandomänen an den apikalen Regionen von polarisierten Epithelzel-

len dar. Sie limitieren nicht nur den parazellulären Transport von Flüssigkeiten und 

Elektrolyten, es kommt auch zur Unterdrückung der Diffusion von Lipiden und Protei-

nen zwischen apikaler und basolateraler Membran, um die Polarisierung der Epithelzel-

le aufrecht zu erhalten. Es handelt sich um makromolekulare Zusammenschlüsse von 

Proteinen in Form von Ringen um den apikalen Zellpol (Kinugasa et al. 2000). Es ist 

beschrieben, dass es durch die Degranulation von Mastzellen zur Beeinflussung der epi-

thelialen Barriere und damit zur Erhöhung der parazellulären Permeabilität kommt (Yu 

2012). Eine erhöhte intestinale Permeabilität führt zu einer gesteigerten Exposition ge-

genüber Nahrungsmittelallergenen und kann sowohl die Sensibilisierung gegen diese als 

auch den Schweregrad von allergischen Reaktionen erhöhen (Groschwitz und Hogan 
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2009). Die Auswirkung des Eingriffs in einen anderen Teil der physiologischen Barriere 

des Magen-Darm-Traktes, die Produktion der Magensäure, konnte im Mausmodell ver-

deutlicht werden. Hier führte die Verabreichung von Antazida, die eine erniedrigte Azi-

dität des Magens herbeiführen, zu einem höheren Grad an IgE-Bildung infolge Sensibi-

lisierung (Untersmayr und Jensen-Jarolim 2008). Den Epithelzellen im Darm kommt 

dabei eine regulatorische Funktion zu. Die intestinale Aufnahme von gelösten Antige-

nen verläuft in zwei aufeinanderfolgenden Phasen (Berin et al. 1997). Zunächst kommt 

es zum transepithelialen Transport durch Endosomen, dieser Transport ist noch unab-

hängig von Mastzellen (Berin et al. 1998), allerdings antigenspezifisch. In sensibilisier-

ten Ratten läuft er zehnmal schneller ab als in nicht sensibilisierten Kontrolltieren. Die 

zweite Phase der Antigenaufnahme erfolgt parazellulär, sie ist abhängig von Mastzellen, 

allerdings unabhängig vom Antigen. Dieser Transport ist in sensibilisierten Tieren signi-

fikant erhöht (Berin et al. 1997). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass während 

des Ablaufs von IgE-vermittelten Reaktionen im Gastrointestinaltrakt sowohl die Rate 

der Antigenaufnahme als auch die aufgenommene Gesamtmenge an Antigen signifikant 

erhöht sind (Sampson 1999a), was für eine deutliche Barrierestörung, die im Sinne eines 

circulus vitiosus die Krankheit weiter unterhält, spricht. 

Versuche mit dem Jejunum von Ratten, die gegen Ovalbumin sensibilisiert wurden, deu-

ten eine neuronale Beteiligung an der Regulation der intestinalen Permeabilität an. Anti-

gengabe führte zu einer sekretorischen Antwort, die durch Tetrodotoxin vermindert wer-

den konnte (Crowe et al. 1990). Aufgrund der unterschiedlichen Zusammensetzung der 

Tight Junctions in den verschiedenen Darmabschnitten stellte sich auch die Frage, ob 

sich die Beeinflussung der parazellulären Permeabilität durch Antigengabe, sofern nach-

weisbar, im Kolon anders darstellt als im Jejunum.

Die Fluxrate für Fluorescein in Submukosa-Mukosa-Präparaten des Kolons sensibili-

sierter Ratten veränderte sich nach Applikation von Ovalbumin (dies entspricht der 

Gabe des Antigens) nicht (Abbildung 3.26.). In den Jejunumsegmenten konnte nach der 

Zugabe des Antigens jedoch eine langsame Zunahme des parazellulären Fluore-

scein-Fluxes von mukosal nach serosal nachgewiesen werden (Abbildung 3.28.). Da 

während der gesamten Versuchsserie an gegen Ovalbumin sensibilisierten Ratten Fluxe 

bestimmt wurden, konnte ausgewertet werden, ob die Präinkubation mit einem Antago-

nisten gegen die Histaminrezeptor-Subtypen H1 oder H2, einem Antagonisten gegen die 
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Proteaserezeptoren PAR1 oder PAR2 oder die Blockade der LOX zu einer Reduktion des 

beobachteten Anstiegs der Fluxrate in Jejunumsegmenten sensibilisierter Ratten nach 

Zugabe des Antigens führte. Nach Inkubation mit den Antagonisten der Histaminrezep-

toren, Pyrilamin und Cimetidin, ebenso wie nach Blockade der PAR2-Rezeptoren und 

der LOX war der beobachtete Anstieg der Fluxrate nach Antigenapplikation vermindert 

– es handelte sich jedoch ausschließlich um einen Trend, der keine statistische Signifi-

kanz erreichte. Die Hemmung der PAR1-Rezeptoren rief keine Veränderung in der Flux-

rate hervor (für die genauen Daten siehe Tabelle 3.8.).

Vermutlich konnten durch den unterschiedlich dichten Aufbau der Epithelien in Dünn- 

und Dickdarm nur im Jejunum der sensibilisierten Ratten Veränderungen der intestina-

len Permeabilität durch Zugabe von Antigen nachgewiesen werden. Möglicherweise 

lässt sich die fehlende Modulation der intestinalen Permeabilität im Kolon mit der ohne-

hin geringen Resorptionsrate im Kolon erklären. Da der absolut größte Anteil der aufge-

nommenen Nahrung im Dünndarm gespalten und aufgenommen wird (Faria et al. 

2013), findet auch hier die größte Antigenexposition im Epithel statt und es kommt in 

viel größerem Maße zur Aktivierung von Mastzellen durch Cross-linking der IgE-Re-

zeptoren bei Bindung des Antigens an IgE-Antikörper (eine genaue Erläuterung der Me-

chanismen findet sich in Kapitel 1.3.). 

4.4. Fazit
Nahrungsmittelallergien haben gerade in den industrialisierten Ländern eine zunehmend 

große Bedeutung. Sie sind ein sehr gutes Beispiel für die enge Verzahnung von enteri-

schem Nervensystem und Immunsystem. Verschiedene Studien konnten belegen, dass 

es durch die Aufnahme des Antigens, gegen welches die Allergie besteht, zu einer Akti-

vierung und damit zur Degranulation von Mastzellen kommt. Durch die Degranulation 

werden verschiedene Mediatoren aus den Mastzellen freigesetzt, dabei handelt es sich 

unter Anderem um Histamin und Proteasen. Des Weiteren kommt es durch die Aktivie-

rung zur Synthese verschiedener Mediatoren, wie zum Beispiel den Arachidonsäure-

metaboliten Prostaglandine und Leukotriene (Funk 2001). Die Mastzellmediatoren 

lösen eine vermehrte Sekretion von Elektrolyten und Wasser durch das Darmepithel aus 

(Russel und Castro 1989, Barrett und Keely 2000). Es entsteht das klinische Bild einer 
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sekretorischen Diarrhoe. An der glatten Muskulatur des Darms werden starke Kontrak-

tionen ausgelöst (Barnette und Grous 1992). Weiterhin werden die Gefäße im Darm 

dilatiert, der Blutfluss wird gesteigert (Wood 1991). Diese Veränderungen bewirken die 

schnelle Eliminierung der Allergene aus dem Darmlumen und dienen damit dem Schutz. 

Es gibt deutliche Hinweise darauf, dass die Vermittlung der Effekte durch Mastzellme-

diatoren eine neuronale Beteiligung beinhaltet ( Wood 1991, Buhner und Schemann 

2012). Ziel dieser Arbeit war es, die Reaktion enterischer Neurone aus dem Plexus sub-

mucosus der Ratte auf verschiedene Mastzellmediatoren, in erster Linie Histamin, auf-

zuklären. Die Etablierung einer Co-Kultur bestehend aus submukösen Neuronen sowie 

einem Mastzelläquivalent ergab neue Aufschlüsse über die Wirkung verschiedener 

Mastzellmediatoren an enterischen Neuronen. Die Ergebnisse, die mithilfe der Co-Kul-

tur generiert wurden, konnten im Allergiemodell mit Ratten, die gegen Ovalbumin sen-

sibilisiert wurden, bis auf eine Ausnahme (H2-vermittelter Effekt des Antigens in Sub-

mukosa-Mukosa-Präparaten des Kolons von sensibilisierten Ratten nicht signifikant), 

bestätigt werden. Der wichtigste Mediator bei allergischen Reaktionen im Intestinaltrakt 

ist Histamin – es wirkt über Rezeptoren der Subtypen H1 und H2, geringgradig auch H3, 

direkt an submukösen Neuronen der Ratte (Abbildung 4.1.). Proteasen haben ebenfalls 

einen Anteil an der Reaktion, die durch die Degranulation von Mastzellen hervorgerufen 

wird. Wichtig sind außerdem de novo synthetisierte Leukotriene. Nach wie vor sind 

noch viele Fragen bezüglich der Kommunikation zwischen enterischen Neuronen und 

Mastzellen offen. Die neu entwickelte Co-Kultur scheint ein probates Hilfsmittel zu 

sein, um diesen Fragestellungen in vitro nachzugehen.
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Abbildung 4.1. Zusammenfassende Darstellung des Zusammenspiels zwischen 
Mastzellen, submukösen Neuronen und mukosalen Epithelzellen sowie der Wirkung  
von Histamin auf submuköse Neurone. PMCA = Plasmamembran-Ca2+-ATPase; 
ER = endoplasmatisches Retikulum; SERCA = sarkoendoplasmatisches Retikulum 
Ca2+-ATPase.
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5. Zusammenfassung
Histamin ist ein Mastzellmediator, der bei einer Vielzahl pathophysiologischer Zustände 

eine Rolle spielt, unter Anderem bei der Nahrungsmittelallergie. 

Das erste Ziel meines Projekts waren die Charakterisierung des Effektes von Histamin 

auf submuköse Neurone der Ratte und die Identifizierung der beteiligten Mechanismen. 

RT-PCR, bestätigt durch immunzytochemische Markierungen, zeigte die Expression der 

Histaminrezeptoren H1, H2 und H3 auf submukösen Neuronen des Kolons der Ratte. 

Histamin ruft einen biphasischen Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration in die-

sen Neuronen hervor – hierbei kommt es zunächst zu einer Freisetzung von Ca2+ aus 

intrazellulären Speichern via IP3-Rezeptoren gefolgt von einem Einstrom aus dem Ex-

trazellulärraum. Obwohl Agonisten aller drei Rezeptorsubtypen einen Anstieg der zyto-

solischen Ca2+-Konzentration auslösen konnten, zeigten Experimente mit selektiven 

Antagonisten, dass die Antwort auf Histamin vorwiegend durch H1 (und zu einem gerin-

geren Anteil durch H2) vermittelt wird. 

Da Histamin und andere Mediatoren durch die Degranulation von Mastzellen freigesetzt 

werden, war das zweite Ziel der Arbeit die Untersuchung des Zusammenspiels zwischen 

submukösen Neuronen der Ratte und Mastzellen. In Co-Kultur-Experimenten mit RBL-

2H3-Zellen, einem Mastzelläquivalent, konnte der Mastzelldegranulator Compound 

48/80 einen Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration in benachbarten submukösen 

Neuronen auslösen. Wie schon die Antwort auf Histamin, wurde auch der Effekt von 

Compound 48/80 durch den H1-Antagonisten Pyrilamin stark gehemmt und durch den 

H2-Antagonisten Cimetidin reduziert. Eine Beteiligung von proteaseaktivierten 

Rezeptoren (PAR1 und PAR2) sowie 5-Lipoxygenase an der Reaktion wurde ebenfalls 

nachgewiesen. 

Abschließend diente ein Allergiemodell mit Ratten, die gegen Ovalbumin sensibilisiert 

wurden, der Untersuchung des Effektes von Antigen auf den Kurzschlussstrom (Isc) und 

die parazelluläre Permeabilität. Ovalbumin induzierte einen Anstieg des Isc, der mit ei-

nem Anstieg des parazellulären Fluorescein-Fluxes im Jejunum (jedoch nicht im Kolon) 

einherging. Pyrilamin hemmte den Anstieg des Isc im Kolon stark, Antagonisten von 

PAR1 und PAR2 sowie die Blockade von 5-Lipoxygenase konnten den Anstieg ebenfalls 

reduzieren. 
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Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse eine Expression von H1-, H2- und H3-Rezepto-

ren auf submukösen Neurone der Ratte, wobei H1-Rezeptoren die größte funktionelle 

Bedeutung zukommt. Das Modell der Co-Kultur aus submukösen Neuronen und RBL-

2H3-Zellen stellt eine geeignete Möglichkeit zur weiteren Untersuchung der Kommuni-

kation beider Zelltypen dar. 
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6. Summary
Histamine is a mast cell mediator involved in a variety of pathophysiologic conditions, 

e.g. food allergy. 

The first aim of my project was to characterize the effect of histamine on rat submuco-

sal neurons and the mechanisms involved. Cultured submucosal neurons from rat colon 

express H1, H2, and H3 receptors as shown by RT-PCR confirmed by immunocytochem-

ical stainings. Histamine evoked a biphasic rise of the cytosolic Ca2+ concentration in 

these neurons, which consisted of a release of intracellularly stored Ca2+ via IP3 recep-

tors followed by an influx from the extracellular space. Although agonists of all three 

receptor subtypes evoked an increase in the cytosolic Ca2+ concentration, experiments 

with antagonists revealed that mainly H1 (and to a lesser degree H2) receptors mediate 

the response to histamine. 

As mast cell degranulation leads to release of histamine and other mediators, the invest-

igation of the interaction between rat submucosal neurons and mast cells was the second 

aim of the study. In coculture experiments with RBL-2H3-cells, a mast cell equivalent, 

the mast cell degranulator compound 48/80 evoked an increase in the cytosolic Ca2+ 

concentration of neighbouring neurons. Like the response to native histamine, the 

neuronal response to compound 48/80 was strongly inhibited by the H1 receptor anta- 

gonist pyrilamine and reduced by the H2 receptor antagonist cimetidine. But also pro-

tease activated receptors (PAR1 and PAR2) and 5-lipoxygenase took part in the neuronal 

response to mast cell degranulation. 

Finally, the use of an allergy model with rats sensitized against ovalbumin allowed the 

monitoring of short-circuit current (Isc) and paracellular permeability in response to the 

antigen. Exposure to ovalbumin induced a rise in Isc, which was concomitant with an in-

crease in the paracellular flux in the small intestine (but not in the colon). Pyrilamine 

strongly inhibited the increase in Isc across the colon, a weaker inhibition was observed 

after blockade of protease receptors PAR1 and PAR2 or 5-lipoxygenase. 

Summing up, while rat submucosal neurons express the histamine receptors H1, H2 and 

H3, H1 receptors seem to play a pivotal role in the interaction between mast cells and the 

enteric nervous system. The coculture model of submucosal neurons and RBL-2H3 cells 

appears to be a suitable option for further investigation of their communication.
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