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1 Einleitung

1.1 Die Atemwege

Die Atemwege werden in obere und untere Atemwege aufgeteilt, wobei die
Cavitas nasi sowie der Pharynx zu den oberen und Larynx, Trachea und
Pulmones zu den unteren Atemwegen gezahlt werden. Die Trachea verbindet
den Larynx mit den Bronchi principales und dient zusammen mit dem
Bronchialbaum bis zu den Bronchioli terminales der Luftleitung. Ab den Bronchioli
respiratorii findet der Gasaustausch statt. Die luftleitenden Atemwege sind mit
einem mehrreihigen, hochprismatischen Flimmerepithel ausgekleidet, dem
respiratorischen Epithel. Bei Sdugetieren sind 32-55% der Trachealepithelzellen
zilientragende Flimmerepithelzellen (Pavelka, Ronge, & Stockinger, 1976). Den
Rest machen nichtzilientragende Zellen aus. Die sekretorischen Zellen
reprasentieren 50-60% der Zellen des respiratorischen Epithels der Maus und
sind somit die am haufigsten vorkommenden Vertreter der nichtzilientragenden
Zellen (Pack, Al-Ugaily, Morris, & Widdicombe, 1980). Sie sind apikal mit
zahlreichen sekretorischen Vesikeln gefiillt, weswegen die Bildung von serdésem
Sekret als ihre Funktion angenommen wird (Pack et al., 1980). Die Basalzellen
bilden 5-10% des respiratorischen Epithels der Maus (Pack et al., 1980). Bei
Verletzung oder Verlust des Flimmerepithels sind sie innerhalb kurzer Zeit durch
ein verbreiterndes Abflachen in der Lage, die epitheliale Barriere aufrecht zu
erhalten (Erjefalt, Sundler, & Persson, 1997). Becherzellen sind einzellige
Drisen, deren Zytoplasma mit Sekretgranula gefillt ist. Zusammen mit den
sekretorischen Zellen und den Glandulae tracheales sind sie flir die
Schleimproduktion zustandig. Die Schleimbildung sorgt in Kombination mit dem
Zilienschlag der Flimmerepithelzellen fir einen standigen Abtransport von
Fremdpartikeln und Mikroorganismen in Richtung Rachenraum. Dieser Vorgang
wird auch als mukoziliare Clearance bezeichnet. Neben den bereits genannten
Zellen gibt es noch weitere, seltenere Zelltypen wie z.B. Burstenzellen und

neuroendokrine Zellen. Neuroendokrine Zellen sind gekennzeichnet durch eine



Vielzahl elektronendichter Vesikel, deren Funktion noch nicht vollstandig
charakterisiert ist. Man vermutet, dass sie als Mechanorezeptoren dienen
(Lembrechts et al., 2011; Krasteva & Kummer, 2012; Lembrechts et al., 2012).
Diese Arbeit beschaftigt sich vor allem mit der Burstenzelle, weswegen lediglich
auf diese im nachsten Kapitel naher eingegangen wird. Die Trachea von Mausen
besitzt einen Durchmesser von 1,5 mm. Knorpelspangen kommen nur in den
extrapulmonalen Atemwegen vor, wahrend beim Menschen Knorpelspangen
auch in der Lunge zu finden sind. Auch submukése Driisen existieren bei der
Maus nur in der proximalen Trachea, beim Menschen kommen sie auch tief in
der Lunge vor (Rock, Randell, & Hogan, 2010). Die beim Menschen im Tracheal-
und Bronchialepithel haufig vorkommenden Becherzellen nehmen zu den
Bronchioli hin ab. Bei Mausen sind Becherzellen eher selten, dafir kommen
Keulenzellen bereits in den oberen Atemwegen vor. Beim Menschen sind
Keulenzellen erst in den tiefen Atemwegen anzutreffen (Pavelka et al., 1976;
Pack et al., 1980; Rock et al., 2010). Auch hinsichtlich der Epithelbeschaffenheit
unterscheiden sich einzelne Abschnitte der Atemwege beim Mensch und bei der
Maus: Beim Menschen sind die terminalen Bronchiolen bis zu einem
Durchmesser von 0,5 mm von einem mehrreihigen Epithel bedeckt. Nur die
Bronchioli respiratorii sind mit einem einschichtigen kubischen Epithel
ausgekleidet. Bei der Maus kommt das mehrreihige Epithel ausschliel3lich in der
Trachea vor. Der Ubergang zum einschichtigen kubischen Epithel findet in den
Hauptbronchien statt. Somit reprasentieren die intrapulmonalen Abschnitte der
Maus lediglich die am weitesten distal gelegenen Abschnitte der menschlichen
luftleitenden Atemwege. Die Maustrachea spiegelt den groften Teil der
menschlichen Atemwegsabschnitte einschlieRlich der Lunge wieder (Rock et al.,
2010).

1.2 Die Burstenzelle

Burstenzellen, die in der Nase auch als solitare chemosensorische Zellen (SCCs)
und im Darm als Tuft-Zellen bezeichnet werden, sind differenzierte Epithelzellen.

Durch Rhodin und Dalhamn wurden Birstenzellen 1956 erstmals in der



trachealen Mukosa von Ratten entdeckt (Rhodin & Dalhamn, 1956). Uber die
genaue Terminologie dieser Zellen herrscht bisher keine Einigkeit, da sie
einerseits durch die der blrsten- bzw. buschelférmigen apikalen
Oberflachendifferenzierung charakterisiert werden, jedoch auch ihre
chemosensorische Funktion als flr die Namensgebung bedeutendes Kriterium
angesehen wird (Sbarbati & Osculati, 2005). lhre apikale Oberflache wird von
besonders langen Mikrovilli gebildet, deren Aktinflamente bis weit ins
Zytoplasma reichen (Hofer & Drenckhahn, 1992). Des Weiteren ist eine
ausgepragte Birnenform mit einer breiten Basis und einem schmalen Apex
charakteristisch fir diese Zellen (Pavelka & Roth, 2005; Reid et al., 2005). Bisher
wurden Blurstenzellen in den Epithelien von Magen, Darm, Gallenblase,
Gallenwegen (Schutz et al., 2015), Pankreasgang (Hofer & Drenckhahn, 1998),
Urethra (Deckmann et al., 2014), Tuba auditiva (Krasteva et al., 2012a), Nase
(Zancanaro, Caretta, Merigo, Cavaggioni, & Osculati, 1999; Finger et al., 2003),
vomeronasalem Organ (Zancanaro et al., 1999; Finger et al., 2003), Larynx
(Rhodin & Dalhamn, 1956; Sbarbati et al., 2004), Trachealdrisen (Krasteva-
Christ et al., 2015), Konjunktiva (Wiederhold et al., 2015), Thymus (Panneck et
al., 2014) und Trachea (Rhodin & Dalhamn, 1956) nachgewiesen. Lediglich bei
der Ratte wurden Burstenzellen in den Bronchiolen und Alveolen der Lunge
gefunden (Meyrick & Reid, 1968; Krasteva et al., 2011; Tizzano, Cristofoletti,
Sbarbati, & Finger, 2011). In der Trachea von Mausen konnten Biirstenzellen in
einer Dichte von 40-50 pro 100 um? nachgewiesen werden (Krasteva et al., 2011;
Saunders, Christensen, Finger, & Tizzano, 2014). Wobei doppelt so viele Zellen
zwischen den Knorpelspangen lokalisiert waren wie im knorpelbedeckenden
Epithel. Das den Trachealmuskel bedeckende Epithel ist praktisch frei von
Burstenzellen (Krasteva et al., 2011; Tizzano et al., 2011). Die Dichte der
Burstenzellen nimmt in den Hauptbronchien ab. In der Lunge wurden sie
vereinzelt in den Bronchiolen mit einem Durchmesser Uber 400 = 100 um
gefunden. In kleineren Bronchiolen und den Alveolen konnten keine
Burstenzellen nachgewiesen werden (Tizzano et al., 2011). Die Funktion dieser
besonderen Zellen ist immer noch nicht vollstandig geklart. Allein ihre

Morphologie lasst jedoch Funktionen wie z.B. Chemorezeption, die Regulation



der Elektrolytkonzentration von Sekreten, Absorption oder Regeneration
vermuten (Reid et al., 2005). Durch ihren Kontakt mit Nervenfasern wurde schon

frih eine sensorische Funktion vermutet (Rhodin & Dalhamn, 1956).

1.2.1 Geschmackstransduktion in der Biirstenzelle

Es gibt 5 Geschmacksrichtungen: salzig, sauer, suf3, umami und bitter. Die
Geschmacksqualitdten salzig und sauer werden Uber lonenkanale
wahrgenommen (Schild, 2010). Die anderen Geschmacksrichtungen werden
durch Mitglieder der Geschmacksrezeptorfamilie 1 oder 2 erkannt (Tas1R,
Tas2R). Die Geschmacker sy und umami werden durch den Tas1R und bitterer
Geschmack durch den Tas2R detektiert (Hoon et al., 1999; Chandrashekar et al.,
2000). Von einem Signalweg zur Wahrnehmung vom Geschmack in den
Atemwegen wurde erstmals von Zancanaro und Kollegen 1999 berichtet
(Zancanaro et al., 1999). Burstenzellen exprimieren die komplette klassische
Geschmackstransduktionskaskade fiur bitter und sUR, die aus der
Geschmacksknospe bekannt ist (Hoon et al., 1999). Die Geschmacksrezeptoren
sind an G-Proteine gekoppelt, von denen ein bekannter Vertreter das o-
Gustducin ist (Finger & Kinnamon, 2011). Die weitere Signaltransduktion erfolgt
uber die Phospholipase CB2 (PLCB2), die zur Freisetzung des sekundaren
Botenstoffs Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) fuhrt. IP3 bewirkt Gber Bindung an
den IP3-Rezeptor Type 3 (IP3R3) eine Erhdhung der intrazelluldren Kalzium-
lonenkonzentration, wodurch sich der transiente Rezeptor-Potenzial-
Kationenkanal M5 (TRPM5) 6ffnet und ein Natrium-Einstrom zur Depolarisation
der Plasmamembran fuhrt (Finger & Kinnamon, 2011; Kinnamon, 2012). Es wird
angenommen, dass der intrazellulare Kalziumanstieg in der Geschmacksknospe
zur Neurotransmitterfreisetzung flhrt, die sensorische Nervenfasern in der
Umgebung aktivieren. Tracheale Birstenzellen sind positiv fir die
Cholinacetyltransferase (ChAT), ein Enzym, das den Neurotransmitter
Acetylcholin (ACh) synthetisiert und in cholinergen Nervenzellen vorkommt
(Krasteva et al., 2011). Zudem werden 5,8% der Trachealblrstenzellen von

intraepithelialen CGRP (calcitonin gene-related-peptide)-positiven Nervenfasern



kontaktiert (Krasteva et al., 2011). In der Nase von Mausen wurden haufiger
Kontakte zwischen chemosensorischen TRPM5-positiven bzw. a-Gustducin-
positiven Zellen und CGRP-positiven Nervenfasern gefunden (Tizzano et al.,
2011). Es wurden sogar synaptische Kontakte zwischen chemosensorischen
Zellen und trigeminalen afferenten Nervenfasern im nasalen Epithel von Mausen
und Ratten beschrieben (Finger et al., 2003). Nervenfasern, die nasale
Burstenzellen kontaktieren, sind sowohl fur CGRP als auch flir Substanz P (SP)
positiv (Tizzano et al.,, 2010; Saunders et al., 2014). Im nasalen Epithel von
Mausen konnte indirekt gezeigt werden, dass es nach Aktivierung der
Geschmackskaskade zur Ausschittung von ACh aus Birstenzellen kommt. ACh
stimuliert die Freisetzung vom proinflammatorischen Neuropeptid SP aus
trigeminalen  Nervenfasern, welches zu einer lokalen neurogenen
Entziindungsreaktion des nasalen Epithels fuhrt (Saunders et al., 2014). Durch
die Induktion der Geschmackskaskade kommt es in der Trachea zudem zu einer
Drosselung der Atmung (Krasteva et al., 2011) und in der Nase zu einer Apnoe
(Chandrashekar et al., 2000; Finger et al., 2003). Eingeatmete Fremdkorper,
bakterielle Bitterstoffe, freie Aminosauren bei entziindungsbedingtem
Proteinabbau sowie Magensaure bei gastroésophagealem Reflux flihren zu
einem wahrnehmbaren Geschmack. Es wird angenommen, dass auch eine
Reihe von bakteriellen Bitterstoffen und freien Aminosauren die
Geschmackstransduktionskaskade aktivieren koénnen (Krasteva, Canning,
Papadakis, & Kummer, 2012b). Diese gustatorische Wahrnehmung kénnte von
enormem Vorteil bei der frihzeitigen Erkennung von Pathogenen sein (Merigo,
Benati, Tizzano, Osculati, & Sbarbati, 2005; Kaske et al., 2007; Krasteva &
Kummer, 2012; Saunders, Reynolds, & Finger, 2013). Blrstenzellen stellen in
den verschiedenen Koérperregionen individuelle Gruppen dar, die sich in vielerlei
Hinsicht unterscheiden, deren gemeinsame Aufgabe jedoch die Uberwachung
der mukdsen Oberflache sein konnte (Krasteva & Kummer, 2012). Die
Expression der Geschmackskaskade in so vielen Geweben des Korpers deutet
auf eine entscheidende Funktion dieser Zellen hin, die noch lange nicht fir alle

Organe verstanden ist (Finger & Kinnamon, 2011).



1.2.2 Der Bitterstoff Cycloheximid als Stimulans fiir Burstenzellen

Cycloheximid ist ein Antibiotikum, das vom Bodenbakterium Streptomyces
griseus gebildet wird. Es wirkt als Translationshemmer bakteriostatisch auf
eukaryotische Zellen (Obrig, Culp, McKeehan, & Hardesty, 1971). Cycloheximid
ist ein spezifischer Ligand fur den Rezeptor Tas2R105. Lossow et al. (2016)
haben 128 Bittersubstanzen an 34 verschieden Rezeptoren der Tas2R-Familie
getestet. 45 dieser Substanzen sind mogliche Agonisten des Tas2R105.
Cycloheximid scheint nur spezifisch an den Tas2R105 zu binden. Der
Schwellenwert zur Tas2R105-Aktivierung liegt fir Cycloheximid bei 10 nM und
ist damit der niedrigste aller ermittelten Schwellenwerte. Cycloheximid scheint
also eine besonders hohe Potenz am Tas2R105 Rezeptor zu besitzen
(Chandrashekar et al., 2000; Lossow et al., 2016). Nach Krasteva und Kummer
(2012) Ubersichtlich zusammengefasst, ist der Tas2R105 im respiratorischen
Epithel der Nase (Finger et al., 2003; Tizzano et al., 2010), im vomeronasalen
Organ (Ogura, Krosnowski, Zhang, Bekkerman, & Lin, 2010), in der Tuba auditiva
(Krasteva et al., 2012a), im Larynx sowie in der Trachea und den Bronchien
(Tizzano et al., 2011) von Mausen zu finden (Krasteva & Kummer, 2012). Die
intranasale und intratracheale Stimulation mit Cycloheximid aktiviert trigeminale
sowie vagale Nervenfasern und fuhrt zu einer Veranderung der Atemfrequenz
(Chandrashekar et al., 2000; Finger et al., 2003; Krasteva et al., 2011).

1.3 Innervation der Atemwege

1.3.1 Nicht-adrenerge, nicht-cholinerge Mediatoren

Neben der adrenergen und cholinergen Innervation der Atemwege findet sich ein
weiteres System: das nicht-adrenerge und nicht-cholinerge System.
Neuropeptide wie CGRP und SP stellen wichtige Mediatoren in diesem System
dar. CGRP-positive Neurone kommen im zentralen wie auch im peripheren
Nervensystem vor. In der Peripherie sind CGRP-positive Nervenfasern haufig

assoziiert mit glatter GefaBRmuskulatur (Rosenfeld et al., 1983; Brain, Tippins,



Morris, Maclntyre, & Williams, 1986). Das Neuropeptid wird heute als einer der
potentesten Vasodilatatoren angesehen (Brain et al., 1986; lyengar, Ossipov, &
Johnson, 2017), auf dessen Wirkung das Erythem bei einer Entziindungsreaktion
zurtckgeht (Brain et al., 1986). Zusatzlich wird ihm eine Bedeutung in der
Somatosensorik zugesprochen (lyengar et al., 2017). Auch das Neuropeptid SP,
welches zur Familie der Neurokinine gehort, fuhrt bei seiner Freisetzung aus
freien Nervenendigungen zu einer Vasodiltation (Pernow, 1983). Zudem bewirkt
es eine Erhéhung der GefalRpermeabilitat mit verstarkter Plasmaextravasation in
postkapillaren Venolen (Kenins, Hurley, & Bell, 1984; Holzer, 1992). Es wird
angenommen, dass in den Atemwegen CGRP-positive Nervenfasern auch
positiv fir SP sind (Martling, Saria, Fischer, Hokfelt, & Lundberg, 1988). Kestell
et. al. (2015) konnten jedoch auch CGRP-positive und SP-negative Fasern in der
Haut von Vorderpfote, in Spinalganglien und im Rickenmark von Mausen
nachweisen. Die beiden Neuropeptide kommen also nicht zwingend zusammen
vor und werden daher vermutlich auch nicht immer gemeinsam ausgeschuttet
(Kestell, Anderson, Clarke, Haberberger, & Gibbins, 2015).

1.3.2 Die sensorische Innervation der unteren Atemwege

Die sensorischen (speziell-somatosensibel) und sensiblen (allgemein-
somatosensibel) Fasern, die die Atemwege versorgen, verlaufen gréfitenteils mit
dem Nervus vagus. Es sind pseudounipolare Nervenfasern, deren Perikaryen im
Ganglion jugulare und Ganglion nodosum liegen. Einige Fasern ziehen
zusammen mit sympathischen Axonen durch die Grenzstrangganglien ins
Hinterhorn des Rickenmarks, ihre Perikaryen liegen in den Spinalganglien
(Kummer, Fischer, Kurkowski, & Heym, 1992). Bei der sensiblen bzw.
sensorischen Innervation werden myelinisierte A-Fasern mit einer schnellen
Leitungsgeschwindigkeit von unmyelinisierten, langsamer leitenden C-Fasern
unterschieden (J. C. Coleridge & Coleridge, 1984; Sant'/Ambrogio, 1987; H. M.
Coleridge & Coleridge, 1994; Ricco, Kummer, Biglari, Myers, & Undem, 1996).
Mechanische Einwirkungen und Noxen werden in den Atemwegen von langsam

und schnell adaptierenden Dehnungsrezeptoren sowie bronchialen und



pulmonalen C-Fasern wahrgenommen (J. G. Widdicombe, 1954a; Karlsson,
Sant'/Ambrogio, & Widdicombe, 1988; Stretton, 1991; Davies & Moores, 2010).
Die langsam adaptierenden Dehnungsrezeptoren (SAR) befinden sich in der
glatten Muskulatur der grof3en luftleitenden Atemwege (Stretton, 1991) sowie in
den intrapulmonalen Atemwegen und der Lunge (Yu, Wang, & Zhang, 2003;
Canning et al., 2014). Sie regulieren und kontrollieren die Atmung durch
Uberwachung des Bronchialmuskeltonus (J. G. Widdicombe, 1954). Zudem
scheinen sie an der Auslésung des Hering-Breuer-Reflexes, der die Lunge vor
Uberdehnung schiitzt, beteiligt zu sein (H. M. C. Coleridge, J. C. G., 1986;
Canning et al., 2014). Schnell adaptierende Dehnungsrezeptoren (RAR) werden
auch als Irritationsrezeptoren bezeichnet (Davies & Moores, 2010; Fillenz &
Widdicombe, 1972). Sie stehen in Kontakt mit dem respiratorischen Epithel und
leiten ihre Aktionspotentiale Uber myelinisierte Ad-Fasern (Hunter & Undem,
1999; J. Widdicombe, 2003). Sie kénnen durch mechanische und chemische
Stimuli erregt werden, wobei die mechanische Sensibilitat in den proximalen
Bronchien und die chemische in den distalen Bronchien starker ausgepragt ist
(J. Widdicombe, 2003). RAR sind in Trachea und proximalen Bronchien flur das
Auslosen von Husten verantwortlich. In der Lunge verursachen sie Hyperpnoe,
eine vertiefte Atmung und Husten (Stretton, 1991; Fillenz & Widdicombe, 1972).
C-Fasern sind nicht-myelinisiert und haben daher eine geringere
Leitungsgeschwindigkeit. Die Nervenendigungen der bronchialen C-Fasern
liegen im respiratorischen Epithel, die der pulmonalen C-Fasern im
Lungenparenchym (J. C. Coleridge & Coleridge, 1984; H. M. Coleridge &
Coleridge, 1994). C-Fasern kdénnen durch verschiedene exogene Faktoren wie
Capsaicin, ein extrem scharfes Alkaloid der Chili, oder Zigarettenrauch (Kichko,
Kobal, & Reeh, 2015) stimuliert werden. Aber auch endogen durch Histamin,
Prostaglandin oder Bradykinin (H. M. C. Coleridge, J. C. G., 1986; Stretton,
1991). lhre Sensitivitat fur Capsaicin ist charakteristisch, weswegen sie auch
haufig als ,Capsaicin-sensitive Fasern“ bezeichnet werden. Die Stimulation
bronchialer und pulmonaler C-Fasern fihrt zu Bradykardie, Husten und
verminderter Atemaktivitat bis hin zur Apnoe. Am Auslésen von Husten sind auf

C-Fasern vorhandene transiente Rezeptor-Potenzial-Kationenkandle vom



Ankyrin Typ 1 (TRPA1) und Vanilloid Typ 1 (TRPV1) beteiligt (Canning et al.,
2014). Durch die Freisetzung von Neuropeptiden kann die Stimulation von C-
Fasern zudem eine Bronchokonstriktion, erhéhte Schleimproduktion und
Plasmaextravasation auslésen (H. M. Coleridge & Coleridge, 1994). Die
Neuropeptide spielen zudem bei der Entstehung der neurogenen Entzindung
eine wichtige Rolle (Lundberg, Hokfelt, Martling, Saria, & Cuello, 1984), worauf
im folgenden Kapitel naher eingegangen wird. Das durch die Reizung der
verschiedenen Rezeptoren ausgeldste Signal wird zunachst orthodrom entlang
der myelinisierten A oder der unmyelinisierten C-Fasern in Richtung des
Perikaryons geleitet (Herbert & Holzer, 2002). Dabei kommt es Uber
Axonkollaterale auch zu einer antidromen Leitung mit netzférmiger Ausbreitung
entlang des Innervationsgebietes der erregten Nervenfaser, was man auch als
einen ,Axonreflex* oder antidrome Leitung bezeichnet. Im Zuge dieser Erregung
werden aus den freien Nervenendigungen der C-Fasern Neuropeptide
ausgeschuttet (Bayliss, 1901; A. Ninian Bruce, 1910; A. Ninian Bruce, 1913;
Holzer, 1992; Herbert & Holzer, 2002). Ein solcher Axonreflex fuhrt klinisch zu
einer schnell auftretenden Rétung innerhalb des Innervationsgebietes (Lewis,
1926).

1.4 Die Entzindungsreaktion

Eine Entziindungsreaktion wird Uber funf Kardinalsymptome definiert: Rubor
(Rétung), Calor (Erwarmung), Tumor (Schwellung), Dolor (Schmerz) und Functio
laesa (Funktionseinschrankung), die neben anderen Faktoren durch vasale

sowie zellulare Effekte ausgeldst werden (Libby, 2007).

1.4.1 Vasale Effekte

Im Zuge der Entziindungsreaktion treten drei vasale Effekte auf: erhdhter
Blutfluss, erhdohte Gefallpermeabilitat sowie eine Vasodilatation (Wilhelm, 1973;
Nidavani, Mahalakshmi, & Shalawadi, 2014). Die GefaRpermeabilitat beschreibt

ein Gleichgewicht zwischen Durchlassigkeit und Barrierefunktion, die als



Eigenschaft des Endothels fir seine physiologische Funktion unerlasslich ist. Sie
ist selektiv und definiert dadurch, was und welche Bestandteile des Blutes samt
seiner geldsten Bestandteile aus dem Lumen des Gefalles in das umgebende
Interstitium gelangen kénnen. Eine Stérung dieses Gleichgewichts spielt in der
Pathophysiologie akuter und chronischer Entzindungen eine zentrale Rolle
(Nidavani et al., 2014). Je nach Gefalityp variiert auch die Permeabilitat. Sie
nimmt zu den Kapillaren hin zu, woflir der Aufbau und die Charakteristika der
Gefallwand wie Zell-Zell-Kontakte zwischen den Endothelzellen verantwortlich
sind. Unter normalen Bedingungen ist das Endothel flr Salze und kleine
Molekile unter 70 kDa durchlassig. Diese kdnnen spontan austreten (Egawa et
al., 2013), wahrend groRere Molekile, wie z.B. Immunzellen, zum Verlassen des
GefalRes eine beispielsweise durch Entzindungsmediatoren bedingte
Auflockerung der endothelialen Barriere benétigen (Majno, Shea, & Leventhal,
1969). Diese erhohte Permeabilitat ist vor allem in postkapillaren Venolen zu
finden (Majno, Palade, & Schoefl, 1961; Joris, Majno, Corey, & Lewis, 1987),
kann aber auch in Kapillaren und grélkeren Venolen stattfinden (Roberts &
Palade, 1995).

1.4.2 Zellulare Effekte

Neben den vasalen Effekten kommt es zur Einwanderung von
Entziindungszellen (Nidavani et al., 2014). Leukozyten gehéren zu den
Vertretern des Immunsystems, die als Erstes am Entziindungsherd auftauchen.
Sie sind dadurch ein wichtiger Marker fir akutes Entziindungsgeschehen
(Borregaard, 2010). Neutrophile Granulozyten, die ihren Namen durch ihre gute
Anfarbbarkeit mit neutralem Farbstoff erhielten (Ehrlich, 1880), sind spezialisierte
Immunzellen, die mit einem Anteil von 50-65% den gré3ten Teil der Leukozyten
ausmachen. Charakterisiert durch einen polymorphen Kern (Ehrlich, 1880)
werden sie auch polymorphonukleare Leukozyten oder (PMNs) genannt. Als Teil
der angeborenen Immunabwehr spielen sie eine Schllsselrolle bei der
Identifizierung und Bekampfung von Pathogenen. Sie modulieren die

Immunantwort und sind gleichzeitig flr die Destruktion und Regeneration von

10



Gewebe verantwortlich (Nathan, 2006). Neutrophile Granulozyten patrouillieren
nach ihrer Reifung im Knochenmark nur 6-8 Stunden im Blut (Amulic, Cazalet,
Hayes, Metzler, & Zychlinsky, 2012). Die zirkulierenden neutrophilen
Granulozyten suchen die Gefallwande kontinuierlich nach Adhasionsmolekilen
wie P-Selektin, E-Selektin und Mitgliedern der Integrin-Superfamilie fir
Zelladhasionsmolekile (ICAM) ab (Lawrence, Kansas, Kunkel, & Ley, 1997;
Borregaard, 2010; Amulic et al., 2012). Bei Bindung 6ffnen sich die Kontakte
zwischen den einzelnen Endothelzellen, sodass eine parazellulare Migration
stattfinden kann (Borregaard, 2010). Sie verlassen die Blutgefale, um geleitet
von Chemokinen, bis an den Erregerherd heranzuwandern. Das Erreichen der
Erreger erfordert somit meist eine Gewebsdestruktion, die die lokale
Entziindungsreaktion verstarkt, jedoch im Zuge der Infektabwehr unvermeidbar
ist (Crockett-Torabi & Ward, 1996). Um die Bindung an die Rezeptoren der
Gefallwand zu ermdglichen, exprimieren neutrophile Granulozyten verschiedene
Oberflachenproteine, wie den P-Selektin, Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1) und
L-Selektin. Ein weiteres Protein auf der Oberflache der neutrophilen
Granulozyten ist das Ly6G Protein (Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D).
Es ist ein Glykosylphosphatidylinositol (GPIl)-gekoppeltes Antigen, das als
Oberflachenmarker von Immunzellen und als Ziel zur Antikérperanlagerung
dient. Die genaue Funktion des Oberflachenproteins ist noch nicht abschliel3end
geklart, es scheint eine Rolle bei der Migration der neutrophilen Granulozyten zu

spielen (Lee, Wang, Parisini, Dascher, & Nigrovic, 2013).

1.4.3 Neurogene Entziindung

Als neurogene Entzindung bezeichnet man eine Entzindungsreaktion, die durch
die Aktivierung sensorischer Nervenendigungen ausgelést wird (Herbert &
Holzer, 2002). Erstmals beschrieben wurde diese Form der Entzlindungsreaktion
1926 durch T. Lewis, als eine sich in der Umgebung des Reizes ausdehnende
Roétung, begleitet von einem Odem (Lewis, 1926; Kong, 1960). Die haufig
verwendeten Begriffe ,Axonreflex und ,antidrome Vasodilatation“ (Lewis, 1926)

stellen die GefalRweitstellung in den Mittelpunkt, wahrend Jancs6 den Begriff
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neurogene Entziindung mit Blick auf eine erhdohte Gefalipermeabilitat und
Extravasation in Abgrenzung zum Axonreflex pragte (Jancso, 1960; Jancso,
Jancs6-Gabor, & Szolcsanyi, 1967). Heute wird der Begriff neurogene
Entziindung als Uberbegriff verwendet, der sowohl eine Vasodilatation als auch
die gesteigerte GefalRpermeabilitat beschreibt (Herbert & Holzer, 2002). Eine
neurogene Entzindung kann durch Noxen verschiedenster Art ausgelost
werden, die auf die Haut, Schleimhaut, Gelenkkapsel oder andere Gewebe
einwirken (Holzer, 1992). Da Schmerz und Noxen wahrnehmende nozizeptive
Afferenzen in jedem Gewebe vorkommen, kann eine neurogene
Entziindungsreaktion praktisch am gesamten Korper auftreten (Herbert & Holzer,
2002).

1.5 Das Zelladhasionsmolekul CEACAM1

Zelladhasionsmolekile werden in vier Gruppen unterteilt: Cadherine, Integrine,
Selektine und die Immunglobulin-Superfamilie. Wie bereits aus ihrem Namen
abzuleiten ist, spielen Zelladhasionsmolekule eine Rolle bei Zell-Zell- aber auch
bei Zell-Matrix-Interaktionen. Somit sind sie flir die Bildung und Aufrechterhaltung
der Gewebefunktion und der dreidimensionalen Gewebestruktur nicht nur in
Embryogenese und Wundheilung, sondern auch bei immunologischen
Funktionen und Entziindungsreaktionen verantwortlich (Aplin, Howe, Alahari, &
Juliano, 1998). Die Immunglobulin-Superfamilie der Zelladhasionsmolekile
(IgCAMs) fasst eine Gruppe von Oberflachen- und I6slichen Proteinen
zusammen (Lander et al., 2001). lhre Expression kann durch Zytokine, wie den
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), das Interleukin-1 und das Interferon-y induziert
werden, was einen Zusammenhang mit Entzindung und Tumorgenese vermuten
lasst (Makrilia, Kollias, Manolopoulos, & Syrigos, 2009). Eine Untergruppe der
IgCAMs bilden die ,carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecules®
(CEACAMSs) (Beauchemin et al., 1999), zu denen auch CEACAM1 gehort. Es
sind Immunglobulin-ahnliche Glykoproteine, die bei Saugetieren vorkommen
(Kuespert, Pils, & Hauck, 2006). Der Name ,carcinoembryonic” riihrt von der

Erstbeschreibung als onkofetales Antigen her. Die Erstbeschreiber Gold und
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Freedman gingen 1965 davon aus, dass diese Antigene nur im Embryo oder bei
tumorkranken Erwachsenen exprimiert werden (Gold & Freedman, 1965). Heute
ist bekannt, dass CEACAMs auch beim gesunden Erwachsenen von Zellen in
verschiedensten Geweben wie z.B. dem Epithel des Gastrointestinaltrakts, des
Nasopharynx, der Lunge und des Urogenitaltrakts exprimiert werden sowie in
ekkrinen Schweilddriisen (Thompson, 1995; Kuespert et al., 2006). Auch auf dem
Endothel und den Zellen des Immunsystems werden CEACAMs exprimiert (Prall
et al., 1996; Rueckschloss, Kuerten, & Ergun, 2016). CEACAMs beeinflussen
zellulare Prozesse wie Gewebeaufbau, GefaRaussprossung im Rahmen der
Angiogenese (Ergun et al., 2000) und die Neubildung von Lymphgefalen (Kilic
et al., 2007). Auch bei der Blutzuckerregulation und T-Zell Proliferation spielen
CEACAMs eine Rolle (Kuespert et al., 2006). Alle CEACAM-Molekile besitzen
N-Terminal, eine Immunglobulin-artige variable Region, die auch als IgV-artige
Domane bezeichnet wird. Membranwarts folgen null bis sechs IgC2-artige
Domanen, deren Sekundarstruktur homolog zu der der IgV-Domane ist. Die
unterschiedliche Anzahl von IgC2-artigen Domanen und das variierende Ausmalf}
der Glykosylierung sind flr den deutlichen Grélenunterschied zwischen den
CEACAM-Molekulen verantwortlich (Thompson, Grunert, & Zimmermann, 1991;
Gray-Owen & Blumberg, 2006). Ein nicht-glykosylierter Bereich in der N-
terminalen IgV-artigen Domane vermittelt homophile interzellulare Bindungen
und ist Bindungsstelle von verschiedenen bakteriellen und viralen Adhasinen
(Gray-Owen & Blumberg, 2006).

CEACAM1

CEACAM1 wurde 1965 von Gold und Freedman erstmals als tumorspezifisches
Antigen in Kolongewebe beschrieben. Es war friher auch unter den Synonymen
Loiliary glycoprotein“ (BGP) und CD66a beim Menschen sowie als C-CAM bei
Ratten bekannt (Gold & Freedman, 1965; Obrink, 1997; Beauchemin et al.,
1999). CEACAM1 besitzt in seiner Familie das breiteste Expressionsspekirum
und ist in Epithel, Endothel und auf Zellen der myeloischen Reihe zu finden (Prall

et al., 1996). Seine Expression ist zusatzlich induzierbar auf Endothelzellen und
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T-Zellen (Kuespert et al., 2006). Prall et al. konnten CEACAM1 im Gewebe von
Osophagus, Leber, Gallenblase, Pankreas, Niere, Prostata, Endometrium und
Mamma nachweisen sowie eine Ahnlichkeit der Expression bei Mensch und
Ratte aufzeigen (Prall et al., 1996). CEACAM1 wird von Endothelzellen der Ratte
(Sawa et al.,, 1994) und auf ortsstandigen vaskularen Vorlauferzellen sowie
endothelialen und myeloischen Zellen der Maus exprimiert (Godfraind et al.,
1995). Unter physiologischen Bedingungen ist CEACAM1 im Endothel der
ErwachsenenblutgefalRe kaum nachweisbar, wird jedoch hochreguliert, sobald
die Blutgefalle durch Tumor oder Entzindungsprozesse aktiviert werden
(Oliveira-Ferrer et al., 2004; Kilic et al., 2005; Tilki et al., 2006). Es konnte gezeigt
werden, dass die endotheliale Hochregulation von CEACAM1 die Migration und
Proliferation sowie die Kapillarformation der Endothelzellen steigert und somit
proangiogenetisch wirkt (Ergun et al., 2000; Kilic et al.,, 2005). Es ist ein
transmembrandses Glykoprotein, das beim Menschen in mindestens 11
verschiedenen Splice-Varianten vorkommt (Kuroki et al., 1991; Barnett, Drake, &
Pickle, 1993). Die CEACAM1 Splice-Varianten unterscheiden sich nicht nur in
der Anzahl ihrer 1gC2-ahnlichen Domanen, sondern auch in ihren
transmembrandsen Domanen und der Lange der zytoplasmatischen Domane
(Gray-Owen & Blumberg, 2006).

1.5.1 CEACAM1 als Pathogenrezeptor

Das CEACAM1-Molekll ist an Signaltransduktion, Angiogenese und
Tumorgenese beteiligt. Als Pathogenrezeptor dient es beim Menschen als
Angriffspunkt fir eine Vielzahl gramnegativer Bakterien der nasopharyngealen,
intestinalen und urogenitalen Mukosa. Insbesondere die Bakterien Neisseria
gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Moraxella catarrhalis und Haemophilus
influenzae verfiigen Uber Adhasine, wie Opacity-Proteine, um beim Menschen
an CEACAM-Molekile binden zu kénnen (Sauter, Rutherfurd, Wagener, Shively,
& Hefta, 1993; Voges, Bachmann, Kammerer, Gophna, & Hauck, 2010).
Neisseria meningitidis und Moraxella catarrhalis sind im humanen

Bronchialepithel in der Lage, durch Tyrosin-Phosphorylierung des CEACAM1,
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ein inhibitorisches Potenzial auszuldsen, welches Uber eine komplexe Kaskade
die Expression proinflammatorischer Gene unterdriickt. So kdnnen die Bakterien
durch Bindung an CEACAM1 das Immunsystem unterdriicken und erfolgreicher
die Mukosa kolonisieren (Slevogt et al., 2008). Die Bindung dieser
Bakterienstamme an CEACAM1 ist speziesspezifisch und wurde bei der Maus
nicht nachgewiesen (Voges et al., 2010). Bei Mausen erfolgt die Bindung des
Hepatitis Virus MHV-A59 an das CEACAM1-Molekil (Dveksler et al., 1993), was
CEACAM1-defiziente Mause resistent gegentber diesem Virus macht (Hemmila
et al., 2004).

1.5.2 Einfluss von CEACAM1 auf die endotheliale Barriere

Im Gegensatz zu den oben genannten Funktionen von CEACAM1 ist Uber seine
Rolle in der Homeostase noch wenig bekannt. Endotheliale Zell-Zell-Kontakte
gewahrleisten den Zusammenhalt von Endothelzellen und ihre Polaritat. Ein
Verlust dieser Kontakte fuhrt zur Spaltbildung im Endothel mit einer Erhéhung
der endothelialen Permeabilitat fur Blutbestandteile, wie Albumin oder
Leukozyten. Eine besonders wichtige Rolle bei der Verbindung von
Endothelzellen spielt das Zelladhasionsmolekul ,vascular endothelial cadherin®
(VE-Cadherin) (Giannotta, Trani, & Dejana, 2013). VE-Cadherin hat Gber einen
Komplex aus B-Catenin bzw. Plakoglobin und a-Catenin Kontakt zu Aktin-
Mikrofilamenten. Auflierdem ist es Uber Plakoglobin bzw. Plaktophilin-4 an
Desmoplakin  gebunden, welches wiederum die Verbindung zu
Intermediarfilamenten herstellt. Uber diese Verbindungen erhalt VE-Cadherin
Anbindung an das Zytoskelett der Endothelzelle (Vincent, Xiao, Buckley, &
Kowalczyk, 2004). Die endotheliale Permeabilitat wird CUber eine
kalziumabhangige Aktivitat kleiner GTPasen aus der Rho-Familie reguliert sowie
uber die Phosphorylierung des Cadherin-Catenin-Komplexes (Vestweber, 2008).
Durch Tyrosin-Phosphorylierung von VE-Cadherin und p-Catenin kommt es zu
einem Zerfall des Adharenskomplexes, was die endotheliale Barriere schwacht
(Giannotta et al., 2013). Tight Junctions sind eine weitere Form von Zell-Zell-

Kontakten, die bei der Aufrechterhaltung der endothelialen Barrierefunktion eine
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Rolle spielen. VE-Cadherin kontrolliert die Expression des Claudin-5 Proteins,
einem Bestandteil der Tight Junctions (Gavard & Gutkind, 2008). CEACAM1
scheint in vielerlei Hinsicht Einfluss auf die Homo&ostase zu nehmen (Najjar et al.,
2013). CEACAM1-Deletion geht mit einer in vivo und in vitro gesteigerten
GefalRpermeabilitat einher (Nouvion et al., 2010). Es hat durch Interaktion mit
Cadherin-Catenin-Komplexen  Einfluss auf die initiale Bildung von
Adharenskontakten und die Regulierung ihrer Stabilitat (Ghavampour et al.,
2018). Eine entscheidende Rolle von CEACAM1 in der Pathophysiologie der
Atherosklerose ist mittlerweile hinreichend belegt (Najjar et al., 2013;
Ghavampour et al., 2018). Als wichtige Marker einer intakten Endothelfunktion
gelten die Expression der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)
(Najjar et al., 2013), des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktorrezeptors-2
(VEGFR-2) (Najjar et al., 2013) und des VE-Cadherins (Giannotta et al., 2013).
In Aorten von CEACAM1-defizienten Mausen (CC17-Mausen) konnte eine
Veranderung der Expression dieser Molekule im Vergleich mit C57BL/6J-Mausen
(Wildtyp) festgestellt werden (Najjar et al., 2013).
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1.6 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist:

1) Die Etablierung eines tierexperimentellen Versuchsmodells, das uns
ermoglicht, neurogene Entzindungsreaktionen in den Atemwegen der
Maus zu visualisieren und zu quantifizieren.

2) Die Entstehung einer neurogenen Entziindung durch Stimulation
trachealer Birstenzellen mit dem bakteriellen Bitterstoff Cycloheximid zu
untersuchen.

3) Die Untersuchung, inwieweit ein Endotheldefekt, wie das Fehlen des

CEACAM1-Molekilils, das Entziindungsgeschehen beeinflusst.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Arbeitshypothese zur Entstehung einer neurogenen
Entziindungsreaktion in den Atemwegen durch die Stimulation von Biirstenzellen mittels
Cycloheximid.

Dargestellt ist eine Birstenzelle, die den Geschmacksrezeptor Tas2R105 und die Komponenten
der Geschmackstransduktionskaskade (alpha-Gustducin, PLCB2, TRPM5) zur Wahrnehmung
von Bitterstoffen exprimiert. Zudem synthetisiert sie den Neurotransmitter ACh. Die Birstenzelle
wird von einer sensorischen Nervenfaser kontaktiert, die in Varikositaten die Neurotransmitter SP
und CGRP enthalt. Die Neurotransmitter werden nach Stimulation der Nervenfaser durch ACh
freigesetzt und bewirken eine Vasodilatation, Plasmaextravasation und die Migration neutrophiler

Granulozyten.
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2 Material und Methoden

2.1

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

Verwendete Gerate und Chemikalien

Produkt

Hersteller

Cycloheximid Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland
DAPI Roche Applied Science, Penzberg, Bayern,

Deutschland

D(+)-Saccharose

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Evans Blue

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,

Deutschland

Formaldehydlésung (37%)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Glycerol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Heparin-Natrium-25000

Ratiopharm, Ulm, Deutschland

Isofluoran

Baxter GmbH, Unterschleil3heim,

Deutschland

Isopentan pure

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat

Mowiol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

NaH2PO4 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Natriumdihydrogenphosphat- | Deutschland

Monohydrat

Na2HPO4 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
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normales Pferdeserum (NHS)

PAA Laboratories GmbH, Pasching,

Osterreich

Paraformaldehyd

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Pikrinsaure

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Polyvinylpyrrolidon (K30)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Procainhydrochlorid

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,

Deutschland

Rinderserumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,

Deutschland

Tissue-Tek O.C.T

Sakura, Alphen aan den Rijn,

COMPOUND Niederlande

Tris Puffer Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Triton X-100 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Tween 20 Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Urethan Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,

Deutschland

Tabelle 2: Verwendete Geréte und Programme

Produkt

Hersteller

Adhasions-Objekttrager

SuperFrost plus

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,

Deutschland

AxioCam MRc

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Axioskop 2 mot plus

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Axiovision Version 4.8.2

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Deckglaser

A. Hartenstein GmbH, Wurzburg, Deutschland

Filter

AHF Analysentechnik AG, Tubingen,

Deutschinad

Halogenlampe HAL 100

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland
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HBO 100 llluminator Lamp

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Imaged 1.50a

Wayne Rasband, National Institut of Health,

USA, Image Processing and Analysis in Java

Leica CM 3050S

Leica Camera AG, Wetzlar, Deutschland

LEJ EBQ 100

LEJ - Leistungselektronik Jena GmbH

PAP pen for immunostaining

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

Plan-Apochromat 20x/0,8 Korr

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Plan-Apochromat 40x/0,95

Korr

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Stericup filter units

Merck Millipore, Billerica, Massachusetts,
USA

12-Well-Mikrotiterplatten

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Tabelle 3: Verwendete Préparationsinstrumente.

Produkt

Hersteller

Neo-Lab-Dumont Pinzetten

Inox Nr. 5

Dumont, Montignez, Schweiz

Pinzette, Student Adson

Forceps - Serrated

F.S.T. Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Schere, Iris Scissors, gerade

F.S.T. Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Mikroschere, gerade, Typ

Vannas, Schnittlange 8,5 mm

Vertrieb durch NeoLab Migge GmbH,
Heidelberg, Deutschland
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2.2 Rezepte zur Herstellung der Gebrauchslosungen

0.1 M Phosphat-Puffer (PP)
- Stock-Loésung A: 15,6 g/l NaH2P04 x H20
- Stock-Loésung B: 17,8 g/l NaH2P04 x H20
Fir einen Liter: 115 ml Lésung A + 385 ml Lésung B + 500 ml H20 destilliert

(dest.) mischen und den pH-Wert auf 7,4 einstellen.

0,005 M phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
28,75 ml Stock-Lésung A mit 96,2 ml Stock-Lésung B mischen.
22,4 g NaCl zugeben und mit H20 (dest.) auf 5 | auffullen. Den pH-Wert auf 7,4

einstellen.

Cycloheximid
Stock-Losung: 20 mM, Verdiinnung mit H2O (dest.)
Verdinnungen: (10 mM, 1 mM, 100 uM) mit PBS

Urethan
25% in H20 (dest.)

Evans Blue
4 mg/ml in PBS

Spiillésung
2,5% Polyvinylpyrrolidon mit 0,9% NaCl und 0,5% Procainhydrochlorid mischen.

Den pH-Wert auf 7,4 einstellen.

4% Paraformaldehyd in 0,1 PP (4% PFA)
8% wl/v Paraformaldehyd in H2O (dest.)) geben und auf 70°C erhitzen.

Tropfenweise 2 M NaOH zugeben bis die Losung klar wird. Auf Raumtemperatur

abkuhlen. Gleiches Volumen 0,2 M Phosphat-Puffer, pH 7,4, zugeben und durch

22



einen Filter mit Porenstarken von 0,6 um filtrieren. Den pH-Wert auf 7,4

einstellen.

20% Saccharose
Phosphat-Puffer 0,1 M, pH 7,4 mit 20% Saccharose mischen.

Mowiol

6 g Glycerol, 2,4 g Mowiol und 6 ml H20 (dest.) in 12 ml 0,2 M Tris Puffer (pH
8,6) 4 h rihren. AnschlielRende 2 h zuwarten. Fur 10 min bei 50°C im Wasserbad
inkubieren. Zentrifugieren: 5000 g fur 15 min. Aliquotieren und Lagerung bei -
20°C.

Zamboni Fixans (2% Formaldehyd in 0,1 M PP + 15% Pikrinsaure)
200 ml Lésung A mit 300 ml Lésung B mischen. 50 ml 37% Formaldehyd Losung,

150 ml zweifach gefilterte, gesattigte Pikrinsdure und 300 ml H2O (dest.) zuflgen.

Blocklosung
0,1% Rinderserumalbumin (BSA) (in PBS, pH = 7,4), 10% normales Pferdeserum
(NHS) und 0,5% Tween 20 (in PBS, pH = 7,4) mischen.

2.3 Versuchstiere

Fir die in vivo Versuche wurden C57BL/6J (Wildtyp, WT) und CEACAM1-
Knockout-Mause (CC17) mit einem C57BL/6J Hintergrund verwendet. Die
Mause stammten aus der Tierzucht des Physiologischen Instituts der JMU
Wirzburg und wurden dort unter Standartbedingungen bei Normaldiat gehalten.
Es wurden sowohl mannliche als auch weibliche mindestens 12 Wochen alte
Tiere, verwendet, deren Gewicht im Schnitt zwischen 20 und 35 Gramm lag. Die
Generierung der CC1/--Mause erfolgte durch Leung et al. (Leung et al., 2006).
Zur Darstellung von Blrstenzellen wurden Praparate von transgenen ChATBAC-
eGFP-Mausen genutzt. Diese Mause exprimieren das grin fluoreszierende

Protein (GFP). Die transgenen Mause wurden von Tallini et. al (2006) generiert,
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indem mit Hilfe eines Bakterienchromosoms (BAC) ein eGFP-Gen im Bereich
des ChAT-Locus eingefligt wurde (Tallini et al., 2006). Die Berechtigung zur
Durchfihrung der Tierversuche wurde vom Regierungsprasidium Unterfranken
erteilt. Antragsnummer: AZ-55.2.2532-2-98.

2.4 Durchfuhrung der in vivo Versuche

Zur Intubation der Mause wurden Plastikschlauche mit einem
AuRlendurchmesser von 1,2 mm und einem Innendurchmesser von 0,7 mm
verwendet. Diese Atmungskanulen wurden, nach leichter Erwarmung uUber einer
Flamme, in einem Winkel von ca. 60° gebogen. Um den Vorschub in die Trachea
zu erleichtern, wurde ein Ende schrag angeschnitten. Fur jede Maus wurde
jeweils eine Kantle verwendet, die bis zum nachsten Versuch fir mindestens 24
Stunden in 97% Ethanol aufbewahrt wurde. Die 20 mM Cycloheximid-
Stammldésung wurde mit destilliertem Wasser angesetzt, in 0,5 ml Cups
aliquotiert und bei -20°C gelagert. Am jeweiligen Versuchstag wurde ein Cup im
beheizten Ultraschallbad aufgetaut und die drei bendétigten Verdinnungen
hergestellt.

Die Mause wurden zu Versuchsbeginn gewogen und bekamen pro Gramm
Kérpergewicht 6,67 pl 25% Urethan (Sigma-Aldrich GmbH; Steinheim,
Deutschland) intraperitoneal injiziert. Durch diese Dosierung konnte eine
adaquate Anasthesie zur Durchfihrung des Versuches bei persistierender
Atmung sichergestellt werden. Ab dem Zeitpunkt der Urethan-Injektion wurde die
Maus fur 30 Minuten auf eine Warmedecke mit 36°C gelegt. Um in der
Auswertung des Versuches das Ausmal} der Plasmaextravasation sichtbar zu
machen, wurde den Mausen im Anschluss 0,2 pyl Evans Blue (Sigma-Aldrich
GmbH; Steinheim, Deutschland) in den retroorbitalen Venenplexus injiziert (Sorg
& Buckner, 1964).

Nach erfolgter Evans-Blue-Injektion wurde die Maus fixiert und 5 Minuten
abgewartet. Zur Freilegung der Trachea wurde, nach Entfernung langerer Haare,
ein ca. 1,5 cm langer Schnitt in der Medianlinie des Halses, unterhalb des

Kehlkopfes, gesetzt. Danach wurden die sofort sichtbaren Speicheldriisen unter

24



Vermeidung kleiner Blutungen stumpf auseinander prapariert. Auch die
infrahyale Muskulatur wurde stumpf auseinander gedrangt, um die
darunterliegende Trachea darzustellen. Das Ligamentum (Lig.) cricothyroideum
medianum wurde durchtrennt und die vorgebogene Atmungskanule ca. 2-3 mm
in die Trachea vorgeschoben. Mittels einer 10 pl Pipette wurden trépfchenweise
4 ul Cycloheximid-Lésung durch die Kanlle verabreicht. Es wurden Versuche mit
10 mM, 1 mM und 100 uM Cycloheximid-Lésung durchgefihrt. Den
Vehikelkontrollen wurde phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) verabreicht (Kap.
2.2.). Nach Applikation des Cycloheximids bzw. der PBS-Lésung, wurde die
Maus fur 30 min wieder auf die Warmedecke gelegt. Die Atmung erfolgte spontan
durch die Kanile. Die Perfusion wurde mit einer modifizierten Methode nach
Gage, Kipke und Shain (2012) durchgeflihrt (Gage, Kipke, & Shain, 2012). Der
Aufbau zur Perfusion bestand, wie in Abbildung 2 dargestellt, aus zwei leeren
Infusionsbehaltern samt Infusionsbesteck, die tGber einen Dreiwegehahn an eine
Kanlle angeschlossen waren. In einen der Infusionsbehalter wurde die
Spullésung gefilllt, in den anderen das Fixans. Die Schlauche mussten vor
Beginn der Perfusion komplett entllftet werden. Vom Abdomen aufwarts bis zum
Sternum wurde ein 3 cm langer Schnitt gesetzt. Das Diaphragma wurde an
seinen Ansatzen am Rippenbogen durchtrennt. Zur freien Sicht auf Herz und
Lunge wurden die Rippenbdgen Ilinks und rechts auf Hohe der
Medioklavikularlinie durchtrennt, das Sternum mithilfe einer GefaRklemme fixiert
und nach oben geklappt. Um die Bildung von Tromben zu vermeiden, wurde
anschlieRend 0,1 ml Heparin (Heparin-Natrium-25000 Ratiopharm, Ulm,
Deutschland) in den linken Herzventrikel injiziert. Zur Platzierung der
Perfusionskanule wurde mithilfe einer feinen, spitzen Schere ein Schnitt in die
Spitze des linken Ventrikels gesetzt. Die Kanlile wurde maximal 2 mm in den
Ventrikel vorgeschoben und anschlieRend mit einer gebogenen GefalRklemme
fixiert, um eine Perforation des Kammerseptums zu vermeiden. Zur
Gewahrleistung des Blut-, und Flissigkeitsabflusses wurde ein

Entlastungsschnitt im rechten Herzohr gesetzt.
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Abbildung 2: Perfusion - Abbildung modifiziert nach (Gage et al., 2012).

Zuerst wurde ein Plasmaaustausch mithilfe einer Spullésung aus
Polyvinylpyrrolidon MG 40.000 (PVP), Procainhydrochlorid und NaCl (Kap. 2.2)
durchgefuhrt (Forssmann et al., 1977). Die Spullung des vaskularen Systems
wurde so lange durchgefihrt, bis die aus dem rechten Vorhof austretende
Losung klar war. In der Regel dauerte dieser erste Teil zwischen 10 und 15
Minuten. AnschlieRend wurde, ohne die Position der Kanile zu verandern, der
Dreiwegehahn zum Durchlass der Fixationslosung eingestellt und der zweite Teill
der Perfusion mit einer Losung aus 4% Paraformaldehyd in 0,1 molarem
Phosphatpuffer (4% PFA) (Kap. 2.2) fortgesetzt. Die Perfusion mit PFA dauerte
wiederum 10-15 Minuten, bis die Extremitaten der Tiere begannen steif zu
werden. Der korrekte Verlauf der Perfusion konnte an der sofort sichtbaren
Entfarbung der Leber festgestellt werden. Eine Falschperfusion konnte in den
meisten Fallen mit dem Verstellen des Dreiwegehahns in Verbindung gebracht
werden, da erst nach der Umstellung von PVP auf PFA Probleme auftraten,

nachdem die Perfusion mit PVP fehlerfrei verlaufen war.
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Zur Organentnahme wurde die Maus auf einer Unterlage fixiert. Durch einen
beidseitigen Schnitt lateral der Medioklavikularlinie bis hinauf zur Klavicula
konnte die Thoraxvorderwand entfernt werden. Die Trachea wurde unter
Entfernung der infrahyalen Muskulatur freigelegt sowie Fett, Bindegewebe und
Blutgefalle beseitigt. Nach moglichst herznaher Absetzung der zu- und
abfihrenden GefalRe wurde das Herz zur Freilegung der Hauptbronchien

entnommen.

Cart. thyroidea =
Lig. cricothyroideum

medianum Y;aEinschnitt
Cart. cricoidea —=PY "
Cart. tracheales \f -T1-5
Ligg. anularia < —
e
- FTe-11
~+T12-Hilum

Abbildung 3: Aufteilung von Trachea und Bronchien bei der Entnahme.
Kehlkopfnaher trachealer Abschnitt (T1-5) vom Cartilago (Cart.) cricoidea bis zum 5. Cart.
tracheales. Mittlerer trachealer Abschnitt (T6-11) mit den Cart. tracheales 6-11 und bronchialer

Abschnitt (T12-Hilum) vom Cart. tracheales 12 bis zum Hilum pulmonale.

Die Trachea wurde gemeinsam mit dem Osophagus, beginnend an der Stelle
des Einschnitts fir die Kandle, in drei Segmenten enthommen (Abb. 3). Dabei
wurde stets nur der benachbarte Osophagus mit der Pinzette gehalten. Der
kehlkopfnahe tracheale Abschnitt (T1-5) reichte vom Ringknorpel bis zum flinften
Trachealknorpel. Der mittlere tracheale Abschnitt (T6-11) enthielt die

Knorpelspangen 6-11. Der bronchiale Abschnitt (T12-Hilum) wurde mdglichst
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proximal am Hilum pulmonis abgesetzt und umfasste die restlichen
Knorpelspangen sowie die Bronchi principales. Somit erhielt man zwei tracheale
und ein bronchiales Praparat. Die Organpraparate wurden nach der Enthnahme
fir eine weitere Stunde in 4% PFA (Kap. 2.2) durch Immersion fixiert und
anschlieBend Uber Nacht bei 4°C in 20% Saccharose (Kap. 2.2) gelagert. Die
Praparate wurden danach in Tissue-Tek (O.C.T. Compound, Sakura, Alphen aan
den Rijn, Niederlande), einem wasserldslichen Einbettmedium aus Glykolen und
Harzen, eingebettet. Daflr wurden die Praparate einzeln in kleinen Blocken in
bei -20°C vorgekihltem Isopentan (2-Methylbutan, AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland), das in einen durch flissigen Stickstoff geklhlten
Kupferzylinder gefillt war, gefroren. Die histologischen Schnitte wurden an einem
Cryostat (CM 3050S, Leica Camera AG, Wetzlar, Deutschland) bei -20°C in einer
Dicke von 10 um angefertigt. Zur besseren Gewebeadhasion wurden Adhasions-
Objekttrager ,SuperFrost plus“® verwendet (R. Langenbrinck GmbH,
Emmendingen, Deutschland). Pro Praparat wurde eine Serie angefertigt, sodass
die Schnitte aus um jeweils 100 um voneinander entfernten Bereichen der
Trachea entstammten. Die Objekttrager wurden zwei Stunden lichtgeschutzt bei
Raumtemperatur getrocknet. Zur Entfernung des Einbettmediums wurden die
Schnitte anschlieRend, ebenfalls unter Lichtschutz, dreimal eine Minute in 0,005
M PBS (Kap. 2.2) gewaschen. Um die Rickstande des PBS auf den Praparaten
zu entfernen, wurden diese vor dem Eindecken abschlief3end kurz in destilliertes
Wasser getaucht. Die Objekttrager wurden mit Mowiol (Kap. 2.2) eingedeckt und

uber Nacht lichtgeschutzt getrocknet.

2.5 Immunhistochemie

2.5.1 Gewebeschnitte

Die 10 um dinnen Schnitte wurden mit einem Fettstift (PAP pen for
immunostaining Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) umrahmt. Um die

Zellmembranen permeabel flir Antikbrper zu machen sowie freie

Proteinbindungsstellen zur Vermeidung von unspezifischen Markierungen zu
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sattigen, wurden die Schnitte flr eine Stunde mit einer Blocklésung inkubiert
(Kap. 2.2). AnschlielRend wurde die Blocklésung abgesaugt und die in PBS (Kap.
2.2) verdinnten Primarantikorper Uber Nacht lichtgeschitzt auf den Schnitten in
einer feuchten Kammer inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden die
Antikdrper abgesaugt und die Schnitte dreimal fir jeweils 10 Minuten
lichtgeschutzt in PBS gewaschen. Auch die Sekundarantikdrper wurden mit PBS
(Kap. 2.2) verdinnt und die Schnitte erneut fir eine Stunde bei Raumtemperatur
und unter Lichtschutz inkubiert. Dem anschlieRenden dreimal 10-minltigen
Waschen folgte eine zehnminutige Fixierung mit 4% PFA (Kap. 2.2) und ein
erneutes dreimal 10-minttiges Waschen in PBS. Die Objekttrager wurden
abschlieRend in destilliertes Wasser getaucht und mit Mowiol (Kap. 2.2)
eingedeckt. Der direkt markierte Ly6G-Antikorper wurde 1:200 verdunnt und je
25 pl der Verdinnung wurden auf den Schnitten lichtgeschutzt tGber Nacht in
einer feuchten Kammer inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte fur 10
Minuten mit 10 ul DAPI (1:10 000, Roche Applied Science, Penzberg, Bayern,
Deutschland) inkubiert und dreimal fir 10 Minuten in PBS gewaschen.
Abschlieliend wurden die Objekttrager in destilliertes Wasser getaucht und mit

Mowiol eingedeckt.

2.5.2 Whole-Mount Praparate

Um die raumliche Beziehung der Birstenzellen in der Trachea zu CGRP-
positiven Nervenfasern darzustellen, wurden Whole-Mount Praparate
angefertigt. Zur Darstellung der Blirstenzellen wurden transgene ChATBAC-eGFP
Mause verwendet. Die Mause wurden zunachst mit einer PVP-Spullésung (Kap.
2.2) und anschlieend mit dem Zamboni Fixans (Kap. 2.2) perfundiert. Die
Trachea wurde im Ganzen entnommen und anschlieend in vier Stlicke geteilt.
Im Anschluss an eine vierstiindige Nachfixierung mit Zamboni wurden die
Praparate flir sechs Tage in Phosphatpuffer (Kap. 2.2) gewaschen. Die
Immunfarbung wurde nach einem Protokoll von Veres et al. durchgefihrt (Veres
et al., 2009). Zunachst wurden die Praparate in 12-Well Mikrotiterplatten
(Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) fir 15 Minuten in PBS gewaschen. Die
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Permabilisierung erfolgte mit 0,3 prozentigem Triton X-100 (Carl Roth GmbH +
Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) in PBS (Kap. 2.2) fur zwei Stunden. Im
Anschluss wurde eine Blocklésung aus 4% Pferdeserum (NHS, PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) und 1% Rinderserumalbumin (BSA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA in PBS, pH = 7,4) in die Mikrotiterplatten
eingebracht. Die Inkubation mit Primar- (Tab. 4) und Sekundarantikérpern (Tab.
5) erfolgte jeweils bei Raumtemperatur tGber Nacht. Im Anschluss wurde das
Gewebe flnfmal fir 30 Minuten in PBS (Kap. 2.2) gewaschen und vor der
Inkubation mit dem nachsten Antikdrper erneut zwei Stunden mit oben genannter
Blocklésung behandelt. FlUr jeden Primarantikorper wurde ein neues Well
verwendet. Im Anschluss an die Immunfluoreszenzfarbung wurden die Praparate
fir 10 Minuten mit PFA (Kap. 2.2.) fixiert, anschlieend dreimal fir 30 Minuten in
PBS (Kap. 2.2) gewaschen und mit Mowiol (Kap. 2.2) eingedeckt. Zum
Eindecken wurde die Trachea mittig in der Paries membranacea aufgeschnitten
und, mit dem Epithel nach oben ausgerichtet, eingedeckt. Auch in diesem Fall

wurde zum Eindecken Mowiol (Kap. 2.2) verwendet.

2.5.3 Verwendete Antikorper

Tabelle 4: Flir die Immunfluoreszenzmarkierung verwendete Priméarantikbrper

m = monoclonal, p = polyclonal.

Antigen | Wirt Verdiinnung | Quelle

Anti- Huhn, p 1:500 Abcam, Cambridge, UK

GFP Lotnummer: GR89472-15

CD31 Ratte, m 1:400 Dianova, Hamburg, Deutschland
CGRP Ziege, p 1:1600 OriGen Technologies Inc.

Rockville, MD, USA

Lotnummer: 0515

CGRP Kanninchen, p | 1:20 000 Peninsula Laboratories
International, Inc., San Carlos,
USA
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Ly6G Rat, m 1:200 Thermo Fischer Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

Tabelle 5: Flir die Immunfluoreszenzmarkierung verwendete Sekundarantikérper

m = monoclonal p = polyclonal, kursiv: Konzentrationen fir Whole-Mount Praparate.

Antigen Wirt | Konjugat | Verdiinnung | Quelle

Ziegen-IgG | Esel | Cy3 1:800 Dianova, Hamburg,
Deutschland
Lotnummer: 105096

Kaninchen- | Esel | Cy3 1:1000 Merck Millipore, Billerica,
IgG 1:500 Massachusetts, USA
Lothnummer: 2548999
Ratten-IgG | Ziege | Cy5 1:500 Dianova, Hamburg,
1:250 Deutschland
Lotnummer: 105793
Huhn-IgY Ziege | Cy2 1:1000 ThermoFischer Scientific,
1:500 Waltham, Massachusetts,
USA

Lotnummer: 1637891

2.5.4 Dokumentation

Die Auswertung und Dokumentation der Versuche erfolgte mit den bereits in
Kapitel 2.1 aufgefihrten Geraten. Zu den Fluorochromen wurden jeweils
passende Filter gewahlt. Es wurde die individuell vom Programm festgelegte

Belichtungszeit bei der Fotografie der Praparate verwendet.

2.6 Versuchsauswertung

Die Schnitte wurden stets am Tag nach dem Eindecken an einem
Epifluoreszenzmikroskop (Axioskop 2 mot plus Carl Zeiss AG, Jena,

Deutschland) bei zwanzigfacher Vergrof3erung (Plan-Apochromat 20x/0,8 Korr,
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Carl Zeiss AG) mithilfe einer AxioCam MRc (Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland)
fotografiert. Zur Aufnahme des Evans Blues wurde ein Texas Red Filter (AHF
Analysentechnik AG, Tubingen, Deutschland) verwendet. Zum Vergleich der drei
Trachealabschnitte untereinander wurden alle Praparate zuerst mit einer
einheitlichen Belichtungszeit von 45 ms abfotografiert. Um die Wirkung der drei
verschiedenen Konzentrationen im gleichen Trachealabschnitt miteinander
vergleichen zu konnen, wurden diese und die Vehikelkontrollen mit einer
optimierten Belichtungszeit flr den entsprechenden Abschnitt aufgenommen. Im
Abschnitt T1-5 betrug die optimierte Belichtungszeit 45 ms, im Abschnitt T6-11
55 ms und im Abschnitt T12-Hilum 80 ms.

10 mM 1 mM 100 pM

45 ms

T6-11 =)
55 ms
T12-Hilum —>
80 ms
Vergleichder Vergleichder
Abschnitte Konzentrationen

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Dokumentationsweise.

Zur Auswertung der Schnitte mussten die einzelnen Fotos zunachst in
Powerpoint zu ganzen Trachealringen zusammengesetzt werden. Fur die
Messung der Fluoreszenz wurde das Programm Imaged 1.50a verwendet. Mittels
dieses Programms war es moglich, manuell Bildbereiche auszuwahlen und diese
hinsichtlich verschiedener Parameter zu untersuchen.
Fur die Fragestellung waren folgende Parameter von Bedeutung:

- GroRe der markierten Flache (um?),

- Fluoreszenzintensitat in der ausgewahlten Flache (Summe der

Pixelwerte),

- Mittlere Fluoreszenzintensitat pro Flache (Pixelwert / um?).
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Die Kalibrierung erfolgte mittels einer am Mikroskop mit 20-facher VergréRerung

fotografierten Messscala.

2.7 Quantifizierung der Granulozytenmigration

Es wurden alle Versuche, die auch zur Quantifizierung der Plasmaextravasation
herangezogen wurden, ausgewertet. Pro Konzentration wurden somit in jedem
der drei Trachealabschnitte drei Versuche mit jeweils 5 Schnitten, im Abstand
von 100 um, ausgewertet. Hierzu wurden die neutrophilen Granulozyten mithilfe
eines Antikdrpers gegen das Ly6G-Oberflachenantigen markiert. Der Antikorper
war mit dem Fluorochrom Fluoresceinisothiocyanat (FITC) direkt markiert
(monoklonaler Ly6G-Antikérper aus der Ratte, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA). Bei der Zahlung der Granulozyten wurde

bezuglich ihrer Lokalisation in intra- und extraepithelial unterschieden.

2.8 Statistik

Fur die statistische Datenanalyse wurde das Programm SPSS Statistics Version
23.0.0.0 der Firma IBM (Copyright IBM Corporation and licensors 1989, 2015)
verwendet. Der Test auf Normalverteilung der Daten erfolgte durch den Shapino-
Wilk-Test. Dieser zeigte nur in einzelnen Gruppen eine Normalverteilung der
Daten, weswegen einheitlich nichtparametrische Tests angewandt wurden.
Stammten die Daten aus zwei verschiedenen Trachealabschnitten eines Tieres,
wurden sie als abhangige Stichproben getestet, in allen anderen Fallen als
unabhangige Stichproben. Bei unabhangigen Stichproben wurde der Kruskal-
Wallis-Test (H-Test) durchgefihrt, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test. Bei
abhangigen Stichproben wurde der Wilcoxon-Test angewandt. Lagen die
Ergebnisse bei p < 0,05 wurden sie als signifikant eingestuft, bei p < 0,01 als sehr

signifikant und bei p < 0,001 als hoch signifikant.
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2.9 Durchfuhrung der CGRP-Messung

Durch die Arbeitsgruppe von Tatjana I. Kichko und Peter W. Reeh wurden bei
WT-Mausen die Trachea samt der Bronchi enthommen. Die Praparate wurden
entlang der Sagittalen mittig halbiert. Eine Halfte wurde als Kontrolle verwendet.
Die Praparate wurden bei 37°C fir 30 Minuten in Carbogen-begaster (95% Oo,
5% COo, pH 7,4), synthetischer interstitieller Fllssigkeit (SIF) inkubiert. Die SIF
bestand aus 107,8 mM NaCl, 3,5 mM KCI, 1,53 mM CaCl, 0.69 mM MgSOQ,,
26.2 mM NaHCOs3, 1.67 mM NaH2PO4 und 9.64 mM Natriumgluconat. Nach der
initialen Ruhephase wurden die Praparate nacheinander in vier Testrohrchen fir
jeweils funf Minuten mit 125 ul SIF bei 37°C unter Bewegung inkubiert. Die ersten
beiden Inkubationen dienten der Ermittlung der basalen CGRP-Freisetzung und
Abweichungen bei 37°C. Im dritten Testréhrchen befand sich Cycloheximid,
geldst in SIF. Das vierte Testrohrchen diente der Auswaschung und Uberpriifung
des Ruckgangs der Antwort. Der CGRP-Gehalt der Inkubationsflissigkeit wurde
mithilfe eines kommerziellen CGRP-Enzym-Immunoassay (ElIA)-Kits mit einem
Schwellenwert zur CGRP-Detektion von 2 pg/ml (Bertin Pharma, Montigny-le-
Bretonneux, France) bestimmt. Zur Konzentrationsbestimmung wurden 100 ul
des Muster-Fluids auf Eis gelagert und unmittelbar nach Inkubation der Trachea
mit 25 pl 5-fach konzentriertem kommerziellem CGRP-EIA Puffer gemischt. Der
CGRP-EIA-Puffer enthielt einen Cocktail aus Peptidaseinhibitoren. Der CGRP-
Gehalt wurde am Ende des Experimentes bestimmt. Die Antikdrperreaktion
geschah uUber Nacht. Die EIA-Platten wurden mithilfe eines Mikroplattenlesers
(Dynatech, Channel Islands, UK) photometrisch ausgewertet. Als Ergebnis
wurde die Konzentration von CGRP in Pikogramm pro ml SIF angegeben. Zur
Reduktion der interindividuellen und tagesabhangigen Variabilitat wurden die
Daten anhand des zweiten individuellen Ausgangswertes (vor Stimulation)
normalisiert. Dieser Ausgangswert wurde von allen vier Datenpunkten des
typischen Experiments abgezogen, sodass nur die absolute Veranderung der
CGRP-Freisetzung (A-Pikogramm pro ml) in der Grafik dargestellt ist (Kichko et
al., 2013).
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3 Ergebnisse

3.1 Burstenzellen im Trachealepithel

CGRP-immunreaktive Nervenfasern (Pfeilkdpfe) wurden direkt unterhalb der
Basalmembran, in der Lamina Propria der Trachealmukosa, nachgewiesen. Sie
kontaktierten birnenférmige, sich zum Lumen hin verjingende, ChAT-positive
Zellen (Pfeile in Abb. 5).

EX

Abbildung 5: Immunhistochemie der Trachea mit Antikérpern gegen CGRP und DNA (DAPI).
Die Pfeile markieren birnenférmige ChAT-eGFP immunreaktive Zellen im Trachealepithel. Die
Pfeilkdpfe markieren CGRP-immunreaktive Nervenfasern. Klammer: markiert das

Trachealepithel (E). LP: Lamina propria, L: Lumen der Trachea, Balken: 20 um.
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Abbildung 6: Immunhistochemie eines Whole-Mount Préparats der Trachea mit Antikérpern
gegen CGRP und DNA (DAPI).

ChAT-eGFP-positive Zellen (griin) entlang von CGRP-positiven Nervenfasern (orange). Balken
A: 50 ym, Balken B: 20 ym.

Auch im Whole-Mount Praparat der Trachea konnten ChAT-positive Zellen

entlang der CGRP-immunreaktiven Nervenfasern nachgewiesen werden (Abb.
6).

3.2 Etablierung eines in vivo Versuchsmodells

Insgesamt wurden im Zuge dieser Dissertationsarbeit 54 Versuche nach diesem
Protokoll durchgefiihrt. Aufgrund falscher Perfusion wurden 8 der 54 Versuche
nicht in die Auswertung aufgenommen, was 14,81% entspricht. Als haufige
Fehlerquelle stellte sich eine falsche bzw. verrutschte Lage der Perfusionskantile
heraus, was zu einer Perfusion des Lungenkreislaufs flhrte. In diesen Fallen trat
Perfusionslésung aus der Nase und der Eréffnungsstelle an der Trachea aus. In
lediglich zwei Versuchen verstarb das Tier bereits vor dem Ablauf der

Inhalationszeit des Cycloheximids.
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3.3 Einfluss von Atemwegskanille und Fliussigkeits-

applikation auf die Plasmaextravasation

Zunachst wurde untersucht, ob das Einbringen der Atmungskanule und die
anschlielende Flissigkeitsapplikation zu einer Reizung fihren. Das Einbringen
der Kanile im kehlkopfnahen Bereich der Trachea (T1-5) fuhrte zu keiner
signifikant erhéhten Plasmaextravasation (n.s.: p = 0,841, Abb. 7). Hingegen
bewirkte die zusatzliche Applikation von PBS-Lésung in diesem Bereich eine
signifikant erhdhte Plasmaextravasation (p = 0,019, p = 0,011, Abb. 7). Im
mittleren Abschnitt der Trachea (T6-11) und im bronchialen Abschnitt (T12-
Hilum) hatte weder das Einbringen der Kanule noch die Applikation von PBS-
Lésung einen signifikanten Einfluss auf die Plasmaextravasation (p > 0,05, Abb.
7). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde der kehlkopfnahe Trachealabschnitt (T1-
5) bei den Untersuchungen zur Cycloheximid-induzierten Plasmaextravasation in

die Auswertung nicht einbezogen.
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Abbildung 7: Einfluss der Kaniilenapplikation und der PBS-Gabe durch eine Kanliile auf die
Plasmaextravasation in der Trachea und den extrapulmonalen Bronchien (Hauptbronchien) von

WT-Méusen, verglichen mit der Plasmaextravasation bei keiner Kaniilenapplikation.
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Kehlkopfnaher Trachealabschnitt (dunkelgrau), mittlerer Trachealabschnitt (hellgrau) und
Hauptbronchien (wei). Die Fluoreszenz wurden bei einer Belichtungszeit von 45 ms
aufgenommen. Boxplots: Minimum (unterer Strich), Maximum (oberer Strich) und Medianwert
(Strich in der Box) sowie die Perzentile 25 (unteres Ende der Box) und 75 (oberes Ende der Box).
¢ = Datenpunkt auRerhalb der dreifachen Standartabweichung. Mann-Whitney-Test: *p < 0,05,
nicht signifikant (n.s.): p > 0,05.

3.4 \Vergleich der Plasmaextravasation in Trachea und

Bronchus

Zum Vergleich der Plasmaextravasation im mittleren trachealen und bronchialen
Abschnitt der Trachea, nach Verabreichung von Cycloheximid oder PBS, wurde
eine einheitliche Belichtungszeit gewahlt, die nach optischer Sichtung der
hdchsten Konzentration auf 45 ms festgelegt wurde. Das Gewebe des mittleren
trachealen Abschnittes, insbesondere das Epithel und die Knorpelspangen,
zeigten eine deutlich starkere Autofluoreszenz, als das Gewebe des bronchialen
Abschnittes. Die Belichtungszeit von 45 ms erwies sich beim Vergleich des
mikroskopischen Bildes mit der fotografischen Aufnahme als sehr gering. Eine
hohere einheitliche Belichtungszeit konnte jedoch nicht gewahlt werden, da sonst
der tracheale Abschnitt Uberbelichtet worden ware. Die WT-Mause zeigten eine
signifikant geringere Plasmaextravasation im bronchialen Abschnitt im Vergleich
zum trachealen Abschnitt nach Verabreichung von PBS (p = 0,011). Dieser
Unterschied war auch bei 10 mM Cycloheximid zu beobachten (p = 0,002). CC1-
-Mause wiesen keinen Unterschied in der basalen Plasmaextravasation (nach
PBS) zwischen Trachea und Bronchen auf. Es kam zu einer signifikant
geringeren (p = 0,026) Plasmaextravasation im bronchialen Abschnitt nach
Verabreichung von 100 uM Cycloheximid (Abb. 8).
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Abbildung 8: Plasmaextravasation in Trachea und Bronchus bei WT- und CC17-Mé&usen
(schraffiert) nach Verabreichung von Cycloheximid in den Konzentrationen 100 ym (blau), 1 mM
(griin), 10 mM (gelb) und PBS-Lésung (grau) als Vehikelkontrolle. Die Fluoreszenz wurden bei
einer Belichtungszeit von 45 ms aufgenommen. Boxplots: Minimum (unterer Strich), Maximum
(oberer Strich) und Medianwert (Strich in der Box) sowie die Perzentile 25 (unteres Ende der Box)
und 75 (oberes Ende der Box). ° = Datenpunkt auf3erhalb der dreifachen Standartabweichung.

Wilcoxon-Test: **p < 0,01, ***p < 0,001, nicht signifikant (n.s.): p > 0,05.

3.5 Vergleich der basalen Permeabilitit bei WT- und CC17-

Mausen

Um keine Effekte zu Ubersehen, wurde beim Vergleich der Konzentrationen und
Mausstamme fir jeden Abschnitt eine optimierte Belichtungszeit festgelegt. Die
Ermittlung der optimalen Belichtungszeit erfolgte jeweils durch optische Sichtung
der hochsten Konzentration. FUr den mittleren trachealen Abschnitt ergab sich

eine optimale Belichtungszeit von 55 ms und fir den bronchialen Abschnitt eine
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optimierte Belichtungszeit von 80 ms. Beim Vergleich der basalen Permeabilitat
des Endothels zeigten CC1---Mause nach Verabreichung von PBS-Ldsung eine
geringere (p = 0,021) Plasmaextravasation im mittleren Trachealabschnitt. Im
Bereich der Hauptbronchien unterschied sich das Ausmall der
Plasmaextravasation nicht signifikant (p = 0,461) (Abb. 9). Die Aufnahmen

wurden mit der optimalen Belichtungszeit fir den jeweiligen Abschnitt angefertigt.
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Abbildung 9: Plasmaextravasation im mittleren Trachealabschnitt (dunkelgrau) und in den
Hauptbronchien (hellgrau) bei WT- und CC17-M&usen nach Verabreichung von PBS-Lésung.

Die Fluoreszenz wurden bei einer Belichtungszeit von 55 ms (mittlerer Trachealabschnitt) bzw.
80 ms (Hauptbronchien) aufgenommen. Boxplots: Minimum (unterer Strich), Maximum (oberer
Strich) und Medianwert (Strich in der Box) sowie die Perzentile 25 (unteres Ende der Box) und
75 (oberes Ende der Box). ° = Datenpunkt auerhalb der dreifachen Standartabweichung. Mann-

Whitney-Test: *p < 0,05, nicht signifikant (n.s.): p > 0,05.
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3.6 CGRP-Freisetzung
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Abbildung 10: CGRP-Freisetzung nach Stimulation mit 10 mM Cycloheximid bei WT-M&usen im

Zeitverlauf.

In Versuchen unserer Arbeitsgruppe, die nicht im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiuhrt wurden, konnte eine Ausschittung von CGRP nach Cycloheximid-
Stimulation gezeigt werden (unpubliziert). Die absolute Veranderung der CGRP-

Freisetzung erreichte nach 30 Minuten ihren maximalen Wert (Abb. 10).

3.7 Plasmaextravasation bei WT- und CC17-Miusen nach
Stimulation mit Cycloheximid im mittleren trachealen
Abschnitt

WT-Mause zeigten bei Stimulation mit 100 ym 1 mM und 10 mM Cycloheximid
keine signifikant hohere Plasmaextravasation (Kruskal-Wallis-Test: n.s., p =
0,908) im mittleren Trachealabschnitt verglichen mit den Vehikelkontrollen,
welche lediglich PBS-Losung durch die Kanlle appliziert bekamen. Bei
Stimulation der CC17--M&usen mit 10 mM Cycloheximid zeigte sich im mittleren
trachealen Abschnitt ein im Vergleich zu den Vehikelkontrollen signifikant

héheres Ausmalt an Plasmaextravasation (p = 0,037, Abb. 11).
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Abbildung 11: Einfluss von verschiedenen Cycloheximid-Konzentrationen auf die
Plasmaextravasation in der mittleren Trachea bei WT- und CC17-Mé&usen.

A und B: Reprasentative Aufnahmen der Fluoreszenz des Evans Blues in der mittleren Trachea
von WT- (A) und CC1"--Mausen (B) nach Applikation von PBS-Lésung bzw. Stimulation mit 100
MM, 1 mM oder 10 mM Cycloheximid. Die Ringe wurden mit einer Belichtungszeit von 55 ms
aufgenommen. Balken: 100 um. Boxplots: Minimum (unterer Strich), Maximum (oberer Strich)
und Medianwert (Strich in der Box) sowie die Perzentile 25 (unteres Ende der Box) und 75 (oberes
Ende der Box). ° = Datenpunkt auRerhalb der dreifachen Standartabweichung. Mann-Whitney-
Test: *p < 0,05, nicht signifikant (n.s.): p > 0,05.

42



3.8 Plasmaextravasation bei WT- und CC1/-Mausen nach

Stimulation mit Cycloheximid im bronchialen Abschnitt

In WT-Mausen zeigte sich ein signifikanter Anstieg (p = 0,000) der
Plasmaextravasation nach Stimulation mit 100 yum im Vergleich zu einer PBS-
Behandlung im bronchialen Abschnitt der Trachea. Die Gabe von 1 mM und 10
mM  Cycloheximid flhrte zu keiner signifikanten Erhéhung der
Plasmaextravasation. Die gemessene Fluoreszenz war hier vergleichbar mit der
der Vehikelkontrollen (p = 0,169 bei 1mM und p = 0,755 bei 10 mM in Abb. 12).
Bei Stimulation der CC17-Mause mit 10 mM Cycloheximid zeigte sich im
bronchialen Abschnitt im Vergleich zu den CC1---Vehikelkontrollen ein signifikant
héheres Ausmal an Plasmaextravasation (p = 0,010). Bei den CC17--Mausen
konnte eine Tendenz der Zunahme der Plasmaextravasation bei Erhdhung der
Cycloheximid-Konzentration beobachtet werden (Abb. 12), jedoch war die
Behandlung mit 100 yM und 1 mM nicht signifikant. Zwischen WT- und CC1--
Mausen konnte lediglich im bronchialen Abschnitt nach Stimulation mit 100 uM
Cycloheximid ein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p = 0,001) (Abb.
12). Die CC1/-Mause zeigten in diesem Fall signifikant weniger
Plasmaextravasation als Reaktion auf die Applikation des Bitterstoffes verglichen
mit denn WT-Mausen (Abb. 12).
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Abbildung 12: Einfluss von verschiedenen Cycloheximid-Konzentrationen auf die
Plasmaextravasation in den Bronchien bei WT- und CC17-Mé&usen.

A und B: Reprasentative Aufnahmen der Fluoreszenz des Evans Blues in den Bronchien von
WT- (A) und CC17-Mausen (B) nach Applikation von PBS-Lésung bzw. Stimulation mit 100 uM,
1 mM oder 10 mM Cycloheximid. Die Ringe wurden mit einer Belichtungszeit von 80 ms
aufgenommen. Balken: 100 pm. Boxplots: Boxplots: Minimum (unterer Strich), Maximum (oberer
Strich) und Medianwert (Strich in der Box) sowie die Perzentile 25 (unteres Ende der Box) und
75 (oberes Ende der Box). ° = Datenpunkt auRerhalb der dreifachen Standartabweichung. Mann-
Whitney-Test: **p < 0,01, ***p < 0,001, nicht signifikant (n.s.): p > 0,05.
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3.9 Quantifizierung der zellularen Immunreaktion

3.9.1 Lokalisation der neutrophilen Granulozyten

Durch die immunhistochemische Markierung des Ly6G-Oberflachenproteins
konnten neutrophile Granulozyten nachgewiesen werden. Diese wurden
vorwiegend im Bereich der Knorpelspangen und seltener im Bereich der Paries

membranaceus beobachtet (Klammer in Abb. 13).

Abbildung 13: Immunhistochemie der Trachea einer CC17-Maus nach Stimulation mit 10 mM
Cycloheximid.

A: Neutrophile Granulozyten sind als griine Plinktchen unter dem Trachealepithel zu erkennen.
B: VergrolRerung der Region markiert mit einem Viereck in A. Die Pfeile und Pfeilkbpfe markieren
neutrophile Granulozyten. K markiert den Trachealknorpel, L das Lumen der Trachea, E das
Epithel und LP die Lamina propria. Die Klammer markiert den Bereich der Paries membranaceus.
Balken: 100 ym (A), 50 um (B).
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In Doppelfarbungen mit Antikérpern gegen Ly6G und CD31, welches ein
spezifischer Marker fir Endothelzellen ist, konnte die Lokalisation der
neutrophilen Granulozyten zu den GefalRen (intra- oder extravasal) dargestellt
werden. Neutrophile Granulozyten befanden sich nach Stimulation in direkter
Nahe von Gefalden (Abb. 14).

Abbildung 14: Immunhistochemie der Trachea mit Antikérpern gegen Endothelzellen (CD 31) und
neutrophile Granulozyten (Ly6G-FITC).
Die Pfeile markieren neutrophile Granulozyten, E markiert das Trachealepithel, L das Lumen der

Trachea, LP die Lamina propria und * markieren die Lumina von Gefalken. Balken: 20 um.

Die neutrophilen Granulozyten migrierten in die, an das Trachealepithel
angrenzende, Lamina propria und waren auch vereinzelt im Epithel, luminal der

Basalmembran, zu finden (Abb. 13).
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3.9.2 Auswirkung von Cycloheximid auf die Migration neutrophiler

Granulozyten

In der Statistik zum Effekt von Cycloheximid auf die Granulozytenmigration
wurden intra- und extraepitheliale neutrophile Granulozyten zusammengefasst
betrachtet. Wie in den Versuchen zur Plasmaextravasation wurde der
kehlkopfnahe tracheale Abschnitt aus der Auswertung ausgeschlossen. Der
Bereich der Knorpelspangen 6-11 reprasentierte den trachealen Abschnitt der
Atemwege, der Bereich unterhalb des 12. Trachealknorpels den bronchialen
Abschnitt der Atemwege. Im trachealen Bereich ergab die Auszahlung der
neutrophilen Granulozyten bei den WT-Mausen einen hoch signifikanten Anstieg
(p = 0,000) der Migration bei 100 uM und 1 mM Cycloheximid. Bei Stimulation
mit 10 mM Cycloheximid zeigte die Migration neutrophiler Granulozyten einen
signifikanten Anstieg verglichen mit den Vehikelkontrollen (p = 0,005). Die CC1-
-Mause zeigten nur bei Verabreichung der hochsten Konzentration eine
signifikant erhéhte (p = 0,001) Migration neutrophiler Granulozyten im Vergleich
zu den Vehikelkontrollen (Abb. 15). Die Stimulation mit 100 uM
Cycloheximidlésung verursachte bei WT-Mausen eine signifikant starkere (p =
0,019) Granulozytenmigration als bei CC1--M&usen (Abb. 15).
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Abbildung 15: Anzahl der neutrophilen Granulozyten im trachealen Abschnitt bei WT- und CC1”
-Méusen (schraffiert) nach Verabreichung von Cycloheximid in den Konzentrationen 100 um, 1
mM 10 mM und PBS (grau) als Vehikel-Kontrolle.

Mann-Whitney-U-Test: **p < 0,01, ***p < 0,001, ° = Datenpunkte auflerhalb der dreifachen
Standartabweichung. Boxplots: Minimum (unterer Strich), Maximum (oberer Strich) und
Medianwert (Strich in der Box) sowie die Perzentile 25 (unteres Ende der Box) und 75 (oberes
Ende der Box).

Im bronchialen Bereich kam es bei den WT-Mausen nach Stimulation mit 100 uM
(p = 0,041) und 1 mM (p = 0,000) Cycloheximid zu einem signifikanten Anstieg
der Granulozytenmigration (Abb. 16). Bei Verabreichung von 10 mM
Cycloheximid ist ein signifikanter Rickgang der Migration zu beobachten (p =
0,045, Abb. 16). Der Mittelwert der migrierten neutrophilen Granulozyten lag in
diesem Fall sogar unterhalb des Mittelwertes der Vehikel-Kontrollen. Die CC1--
Mause zeigten, wie im trachealen Abschnitt, lediglich bei Stimulation mit 10 mM
einen signifikanten Anstieg (p = 0,000) der Granulozytenmigration. Im
bronchialen Abschnitt zeigten die CC17-Mause ein im Vergleich zu den WT-
Mausen geringeres Ausmald an Migration von neutrophilen Granulozyten nach
Stimulation mit 1 mM Cycloheximid (p = 0,000) (Abb. 16).
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Abbildung 16: Anzahl der neutrophilen Granulozyten im bronchialen Abschnitt bei WT und CC1-
“-Méusen (schraffiert) nach Verabreichung von Cycloheximid in den Konzentrationen 100 um, 1
mM 10 mM und PBS (grau) als Vehikel-Kontrolle.

Mann-Whitney-U-Test: *p < 0,05, ***p < 0,001, ° = Datenpunkte auRerhalb der dreifachen
Standartabweichung. Boxplots: Minimum (unterer Strich), Maximum (oberer Strich) und
Medianwert (Strich in der Box) sowie die Perzentile 25 (unteres Ende der Box) und 75 (oberes
Ende der Box).

Tabelle 6 ist eine Zusammenfassung der mittleren Anzahl migrierter neutrophiler
Granulozyten im trachealen wund bronchialen Abschnitt jeweils nach
Verabreichung von Cycloheximid in drei Konzentrationen bzw. nach
Verabreichung von PBS. Dabei wurde zwischen intraepithelial und extraepithelial
lokalisierten neutrophilen Granulozyten unterschieden. Extraepithelial lagen die
Mittelwerte fur die Anzahl der Neutrophilen in den jeweiligen Gruppen mit 1,47 -
21,2 deutlich hoher als intraepithelial, wo die Mittelwerte lediglich zwischen 0,13
und 3,33 lagen (Tab. 6).
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Tabelle 6: Mittelwerte der gezédhlten neutrophilen Granulozyten.

Mittelwert = MW, SD = Standartabweichung

Bereich Mittelwert extraepithelial | Mittelwert intraepithelial
C57BL/6) cc1t C57BL/6) cc1”
T6-11 1,47 +£2,8 6,47+9,06 |043+1,12 |0,47+1,13
PBS
1 2 0 0
MW # SD
. T12- 3,93+3,81 |5,27+6,33 |0,47+0,74 | 0,53+0,99
Median .
Hilum 3 3 0 0
100 pM Te-11 15,6 +15,4 |5,27+4,96 |2,00+3,25 |0,27+0,59
Cycloheximid 8 4 1 0
MW + SD T12- 9,00+8,48 |6,87+9,1 2,67+3,64 |0,27%0,59
Median Hilum 6 4 0 0
1mM Te-11 11,07 +8,61 | 7,20+4,26 |1,00+1,56 |0,67=+1,29
Cycloheximid 9 8 1 0
MW =+ SD T12- 21,0+12,07 | 4,87+2,64 |2,6+2,23 0,53+£0,74
Median Hilum 19 5 2 0
T6-11 14,6+17,11 | 21,2+13,99 | 2,27+3,63 | 1,87+2,3
10 mM
.. 4 17 0 2
Cycloheximid
MW + SD T12- 1,93+3,37 | 18,73+ 0,13+0,35 |3,33+1,84
N Hilum 0 10,15 0 3
Median 18
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode etabliert, neurogene Entzindung
anhand der Veranderung der vaskularen Permeabilitat sichtbar zu machen und
zu quantifizieren. Eine neurogene Entziindungsreaktion geht mit einer Erhéhung
der vaskularen Permeabilitat einher. Als messbare Parameter wurden die
Plasmaextravasation und die Entzindungszellmigration herangezogen. Die
Regulierung der Permeabilitat in den verschiedenen Gefallabschnitten ist von
grofRer Bedeutung, da sich das Gewebe so vor dem unerwiinschten Ubertritt
schadlicher Stoffe und Entziindungszellen in das Gewebe schitzt (Giannotta et
al., 2013). Die Entzindungsreaktion als Folge einer Aktivierung sensorischer
Nervenendigungen ist am besten in der Haut beschrieben. Nicholas Jancso
pragte den Begriff neurogene Entziindung. Er entdeckte, dass nicht nur
Vasodilatation, sondern auch erhdhte Permeabilitit durch einen Stimulus
ausgelost werden kénnen. Von ihm wurde zum ersten Mal Evans Blue zur
Quantifizierung von Plasmaextravasation eingesetzt (Jancsé, 1960; Jancso et
al., 1967; Jancso, Jancso-Gabor, & Szolcsanyi, 1968; Baluk, 1997).

4.1 Diskussion des Versuchsmodells

4.1.1 CC1¢)-Mause als Modell fiir eine gestorte endotheliale Barriere und

tiberschieBende Immunantwort

Ab einem Alter von 12 Wochen gelten C57BL/6J-Mause als erwachsen, sodass
man von einem vollstandig entwickelten Respirationstrakt und Immunsystem
ausgehen kann. Die Entwicklung des respiratorischen Systems ist mit der Geburt
nicht abgeschlossen, sondern findet auch noch nach der Geburt statt. Fir die in
vivo Versuche wurden daher bewusst Mause im Alter von Uber 12 Wochen
ausgewahlt. Die fir die in vivo Versuche verwendeten CC1/-Mause hatten
C57BL/6J-Mause als genetischen Hintergrund. Die Generierung der CC1--
Mause erfolgte durch die Arbeitsgruppe Leung und Mitarbeiter (2006). Zur
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Unterbindung der CEACAM1-Expression wurden die ersten zwei Exons des
CEACAM1-Gens entfernt. Im Bereich des ersten Exons ist das Initiatorcodon
ATG kodiert, welches zusammen mit der auf Exon 2 kodierten Ig-ahnlichen
Domane wichtig fur Transkription und Funktion des Proteins ist. Exon 1 und 2
des CEACAM1-Gens wurden durch eine Genkassette ersetzt. Die Strategie flhrt
zu einer Inaktivierung des CEACAM1-Gens in homozygoten Mausen, was laut
der Arbeitsgruppe eine komplette Unterbindung der CEACAM1-Transkription zur
Folge hat (Leung et al., 2006). Es handelt sich bei den in diesem Versuch
verwendeten Mausen also um konditionelle Knockoutmause, die kein
Restprotein mehr exprimieren (Leung et al., 2006). CC1/-Mause zeigen
hinsichtlich GroRe und Aufzweigungshaufigkeit von Blutgefallen keine
Unterschiede zu WT-Mausen. Elektronenmikroskopische Untersuchungen
zeigten jedoch Anomalitaten im subendothelialen Aufbau der Aorta sowie im
ultrastrukturellen Aufbau dermaler Mikrogefalie. Diese Veranderungen deuten
auf eine generelle Beeinflussung der vaskularen Integritdt durch CEACAM1-
Defizienz hin (Nouvion et al., 2010). CC1/-Méause weisen Defizite in der
Gefalformierung und Kollateralenbildung auf (Horst et al., 2006) sowie eine
signifikant erhdhte basale vaskulare Permeabilitat (Nouvion et al., 2010) und eine
verstarkte Leukozyteninteraktion mit dem Endothel (Ghavampour et al., 2018). In
Erwartung eines besonders starken Effektes bezlglich der Plasmaextravasation
und Leukozytenmigration, erscheint dieser Mausstamm flir die Etablierung einer
Methode zur Messung vaskularer Permeabilitat besonders geeignet.

Bezlglich der Stimulation mit Cycloheximid ist zu beachten, dass es
Cycloheximid-Taster und non-Taster Mause gibt, die jeweils unterschiedliche
Allele fur den Tas2R105 besitzen (Chandrashekar et al., 2000). Da die in den
Versuchen verwendeten Mause alle den gleichen CS57BL/6J-Hintergrund
aufwiesen, ist von keiner Beeinflussung der Ergebnisse in dieser Arbeit

auszugehen.
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4.1.2 Untersuchung der endothelialen Barrierefunktion

Donald McDonald und Kollegen beschrieben verschiedene Methoden zur
Untersuchung von endothelialen Veranderungen im Verlauf einer neurogenen
Entziindungsreaktion. Sie konnten zeigen, dass Spalten im Endothel tatsachlich
im Zuge der Veranderung der GefalRpermeabilitat auftreten und dass sie kein
Artefakt der Fixierung mit Paraformaldehyd sind. Die Formierung endothelialer
Spalten und das Einsetzen von Plasmaaustritt erfolgt in weniger als einer Minute
nach Stimulation (McDonald, 1994; McDonald, Thurston, & Baluk, 1999). Ziel
dieser Arbeit waren die Quantifizierung und die Bestimmung der Lokalisation von
Epithel-vermittelter ~ Plasmaextravasation anhand des ins Gewebe
Ubergetretenen plasmagebundenen Evans-Blue-Farbstoffes. Evans Blue ist ein
synthetischer Farbstoff aus der Gruppe der Azofarbstoffe (Mortimer & Miuller,
2007), der aufgrund seiner Eigenschaft, sich innerhalb von Sekunden an das
Plasmaprotein  Albumin zu binden, gut zur Quantifizierung von
Plasmaextravasation in den Atemwegen geeignet ist (Saria & Lundberg, 1983).
Evans Blue verursacht eine starke Blaufarbung des Gewebes, die
makroskopisch und lichtmikroskopisch am Praparat zu erkennen ist. Zudem
weist der Farbstoff bei einer Lichtwellenlange von 585 nm Fluoreszenz auf und
kann, wie im Zuge dieser Dissertation, mittels Fluoreszenzmikroskopie
nachgewiesen werden (Matsuda, Nishikawa, & Tanaka, 1995). Eine weitere
Maoglichkeit ist die Quantifizierung durch Spektrometrie, bei der entweder Serum
(Brown, Mitar, & Whitworth, 1992) oder homogenisiertes Gewebe (Oztas, Kaya,
& Camurcu, 1992) analysiert werden kann. Ein Problem stellt hierbei die Farbung
des Gewebes, zum einen durch die direkte Bindung von freiem Farbstoff im
Gewebe und zum anderen durch die Anwesenheit von mit Farbstoff konjugiertem
Albumin im Gefallsystem, dar (Clasen, Pandolfi, & Hass, 1970). Es wurde
vermutet, dass Evans Blue durch die Formierung von Wasserstoffbindungen
zwischen der Azo-Gruppe des Farbstoffes und der Wasserstoffgruppe der
Gewebspolysaccharide im Gewebe bindet (Clasen et al., 1970). Fur eine korrekte
Auswertung der durch bakterielle Stoffe induzierten Plasmaextravasation war es

uns wichtig, das Evans Blue aus dem Gefalisystem auszuwaschen, gleichzeitig
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aber den durch die Plasmaextravasation ins Gewebe gelangten Farbstoff zu
fixieren. Bei einer Immersionsfixierung ware der intravasale Farbstoff mit fixiert
worden, daher war die Perfusion des kompletten Versuchstieres die Methode der
Wahl. Bei der Spulung des vaskularen Systems war es entscheidend, keine
zusatzliche Ausschwemmung des Evans Blues zu verursachen. Die Verwendung
von physiologischer Kochsalzlosung, die keine Proteine enthalt, hatte zu einer
Verminderung der Proteinkonzentration intravasal gefiihrt, was einen Ubertritt
des Evans Blues ins Gewebe zur Folge gehabt hatte. PVP MG 40.000 ist fur
seine plasmaahnlichen Eigenschaften bekannt und eignete sich daher gut zur
Spllung des vaskularen Systems (Reppe, 1953). Bei der Aufbereitung der
Praparate war es wichtig, einerseits eine gute histologische Struktur fur die
Mikroskopie zu erhalten, andererseits das Evans Blue nicht aus dem Gewebe
auszuwaschen. Ein schnelles Einfrieren der Praparate in fllissigem Stickstoff
hatte zu einer Rissbildung durch zu schnellen Temperaturabfall geflihrt. Daher

wurden die Praparate max. 19-22 Stunden in 20% Saccharose inkubiert.

4.1.3 Lokalisation und Auswertung der Plasmaextravasation

Durch die Auswertung von Gewebeschnitten konnte die Plasmaextravasation
genau lokalisiert werden. Anders als bei photometrischen Auswertungen von
Evans Blue, wo das Gewebe homogenisiert wird, ist es bei dieser Methode
maoglich, die genaue Lokalisation des Extravasationsvorgangs darzustellen. Auch
die Granulozyten waren durch die Verwendung von Kryoschnitten beim Austritt
aus den Gefallen gut darstellbar, sodass zwischen extra- und intraepithelial
lokalisierten neutrophilen Granulozyten unterschieden werden konnte. Zur
quantitativen Auswertung ergaben sich verschiedene Moglichkeiten:

Bei Auswahl des ganzen Trachealrings und ausschliel3licher Messung der
Fluoreszenzintensitat in dieser Flache war zu bedenken, dass die Trachealringe
Unterschiede in ihrer GroRe aufwiesen, was dieses Vorgehen ausschloss.
Hieraus ergab sich die Uberlegung, die Fluoreszenzintensitét pro fluoreszierende
Flache zu bestimmen. Die Betrachtung der Werte spiegelte bei dieser

Vorgehensweise jedoch nicht die im Mikroskop sichtbaren Unterschiede wider.
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Es stellte sich heraus, dass sich nicht die Intensitat der Fluoreszenz zwischen
den einzelnen Praparaten unterschied, sondern die Gro3en der fluoreszierenden
Bereiche variierten. Zur Quantifizierung der nach Stimulation durch Cycloheximid
aufgetretenen Plasmaextravasation wurde die fluoreszierende Flache gemessen
und ausgewertet. Als Kontrolle wurden Mause verwendet, die nach dem gleichen
Protokoll behandelt wurden und lediglich statt Cycloheximid das gleiche Volumen
vom Vehikel erhielten. Die funktionellen Anforderungen an das respiratorische
Epithel verandern sich im Verlauf der Atemwege. Sie reichen von der Erwarmung
und Befeuchtung der Luft Gber die Erfassung von gréReren Fremdpartikeln und
immunologischen Funktionen bis zur Gewahrleistung des Gasaustauschs.
Dieses breite Aufgabenspektrum erfordert eine, sich im Verlauf der Atemwege
andernde, Beschaffenheit und Pradominanz der Zellen des respiratorischen
Epithels. Die morphologischen Unterschiede der Trachealabschnitte lassen eine
unterschiedliche Reaktion auf Stimulation vermuten. Hinsichtlich ihres
histologischen Aufbaus reprasentiert die Trachea der Maus den grofiten Teil der
menschlichen Atemwegsabschnitte einschliellich der Lunge (Rock et al., 2010).
Die Maustrachea ahnelt histologisch den gro3en Bronchien beim Menschen,
wahrend die Bronchien der Maus in ihrem Wandaufbau den tiefen, pulmonalen
Abschnitten der menschlichen Atemwege, den Bronchioli, am nachsten kommen
(Rock et al., 2010). Da in der vorliegenden Arbeit Trachea und Hauptbronchien
der Maus untersucht wurden, konnen die Ergebnisse vom trachealen
Atemwegsabschnitt als reprasentativ fir die extrapulmonalen Abschnitte beim
Menschen und die Ergebnisse vom bronchialen Atemwegsabschnitt der
Versuchstiere als reprasentativ flr die intrapulmonalen Atemwegsabschnitte der
Bronchien beim Menschen gesehen werden. Es konnte gezeigt werden, dass ab
dem Trachealknorpel 6 bis zum Lungenhilum die entzindungsbedingte
Plasmaextravasation ohne Verfalschung durch die eingebrachte Kanile
quantifizierbar ist. Moglicherweise kam es durch das Einbringen der Kantle im
kehlkopfnahen Abschnitt der Trachea zur Schadigung des Epithels und zur
Stimulation der im Epithel vorkommenden sensorischen Nervenendigungen. Die
Versuchstiere, die lediglich eine Kanile ohne anschlieRende PBS Applikation

gesetzt bekamen, zeigten keine Erhohung der Plasmaextravasation. Der
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mechanische Reiz scheint somit nicht entscheidend zu sein, da erst die
eingebrachte PBS-Lésung an der zuvor entstandenen Wunde zu einer
Plasmaextravasation gefuhrt hatte. In den anderen Abschnitten lag ein intaktes
Epithel vor, das durch die PBS-Losung nicht gereizt wurde. Dieser starke
Unterschied zwischen dem kehlkopfnahen Trachealabschnitt und den restlichen
Atemwegsabschnitten, die nicht mit der Kanule in Berihrung kamen, kann auch
als ein Beleg daflir gesehen werden, dass die Methode in der Lage ist, einen auf

das Epithel einwirkenden Reiz zu detektieren.

4.2 Plasmaextravasation in den unterschiedlichen

Atemwegsabschnitten

Die Gegenuberstellung der trachealen und bronchialen Atemwegsabschnitte
zeigt, dass die Plasmaextravasation nach Verabreichung von PBS und 100 uM
Cycloheximid in WT- und CC17-M&usen im bronchialen Abschnitt geringer als
im trachealen Abschnitt war. Es ist nicht auszuschliel3en, dass dieses Ergebnis
auch durch eine zu geringe Belichtungszeit flr die Bronchialabschnitte
beeinflusst wurde. Um die Atemwegsabschnitte miteinander vergleichen zu
konnen, wurden alle Praparate mit einer einheitlichen Belichtungszeit
ausgewertet. Die Praparate wurden bei einer moglichst niedrigen Belichtungszeit
aufgenommen, um die Messergebnisse durch eine Uberbelichtung in
verschiedenen Atemwegsabschnitten nicht zu verfalschen. Die Praparate der
trachealen Abschnitte zeigen eine deutlich starkere Fluoreszenz als die
Praparate der Bronchien, wodurch die optimale Belichtungszeit fir den Dosis-
Wirkung-Vergleich von Cycloheximid in den verschiedenen
Atemwegsabschnitten unterschiedlich festgelegt werden musste. Die einheitliche
Belichtungszeit betrugt 45 ms. Die optimierten Belichtungszeiten lagen flr den
kehlkopfnahen trachealen Abschnitt bei 45 ms, flir den mittleren trachealen
Abschnitt bei 55 ms und flr den bronchialen Abschnitt bei 80 ms. Die grol3e
Differenz zwischen der einheitlichen und der optimierten Belichtungszeit fir den
bronchialen  Abschnitt  deutet auf eine  schwacher ausfallende

Entzindungsreaktion in den Bronchien, verglichen mit dem trachealen
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Atemwegsabschnitt, hin. Der Grund dafir konnte die nach distal abnehmende
Dichte von Burstenzellen sein (Tizzano et al., 2011). Bei einer geringeren Dichte
von chemosensorischen Zellen, die in der Lage sind durch Cycloheximid-
Stimulation eine Entziindungsreaktion auszulésen, wirde sich entsprechend

eine in den Atemwegen nach distal abnehmende Plasmaextravasation zeigen.

4.3 Basale Permeabilitat bei Endotheldefekt

Es konnte bereits in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden, dass die CEACAM-
1-Defizienz zu einer Erhdhung der basalen endothelialen Permeabilitat in der
Aorta (Najjar et al., 2013; Ghavampour et al., 2018) sowie in Haut, Niere und
Lunge (Nouvion et al., 2010) fihrt. Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit deuten
interessanterweise darauf hin, dass das Fehlen des CEACAM1-Rezeptors die
Permeabilitat des Endothels in trachealen postkapillaren Venolen signifikant
verringert. Dieses Ergebnis lasst eine gefalabschnittsspezifische Wirkung des
CEACAM1-Rezeptors auf die endotheliale Permeabilitat vermuten. Wahrend die
Anwesenheit des Molekuls im aortalen Endothel dessen Permeabilitat verringert,
wirkt es in trachealen postkapillaren Venolen vielleicht permeabilitatsfordernd,
was der physiologischen Funktion dieses Gefaltabschnittes entsprechen wirde.
Die Literatur zeigt, dass CEACAM1 die endotheliale Permeabilitat Uber
verschieden Wege beeinflusst. CEACAM1 spielt eine Rolle bei der Formierung
von Adharenzkontakten. Als Ursache der erhOhten basalen Permeabilitat der
Aorta (Najjar et al., 2013) und kleiner Blutgefalie der Haut (Nouvion et al., 2010)
wird eine verminderte Stabilitit der Adharenskontakte bei CC17-Mausen
vermutet (Nouvion et al., 2010; Najjar et al., 2013). Im Bereich endothelialer
Adharenskontakte sind benachbarte Zellen Gber VE-Cadherin verknlpft. Bei
CC1---Mausen konnte eine gestorte Ausbildung dieser Kontakte gezeigt werden
(Nouvion et al., 2010; Najjar et al., 2013; Ghavampour et al., 2018). Des Weiteren
fuhren Unterschiede in Tyrosin-Phosphorylierung und Expression von Caveolin-
1, einem membranstandigen Regulator- und Transportprotein, zu einer
Destabilisierung der Adharenzkontakte mit Zunahme der endothelialen
Permeabilitat bei CC17--Mausen (Sun, Hu, Zhang, & Minshall, 2009). CEACAM1-
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Defizienz fuhrt zum Ausbleiben der Stickstoffmonoxid (NO)-Synthese nach
Bindung von VEGF an den VEGFR-2. VEGF erhoht die Permeabilitat, NO wirkt
hingegen permeabilitatssenkend, was bei einer verminderten Synthese im Falle
einer CEACAM1-Defizienz ebenfalls zu einer Permeabilitatssteigerung flhrt
(Nouvion et al., 2010). Diese, aus der Literatur bekannten, durch CEACAM1
regulierten Mechanismen, fihren bei CEACAM1-Defizienz zu einer Steigerung
der basalen endothelialen Permeabilitit. Uber die genaue Regulierung der
Permeabilitat im GefalRsystem des Trachealepithels ist noch zu wenig bekannt,
um eine Begrindung flr die verminderte basale Permeabilitat bei CEACAM1-
Defizienz, die in dieser Arbeit gezeigt wurde, zu geben. Die Messung der
Plasmaextravasation nach Evans-Blue-Injektion durch die Arbeitsgruppe von
Nouvion und Mitarbeitern (2010) wurde photometrisch durchgefihrt. Die basale
Plasmaextravasation im Gewebe von Lunge, Nieren und Ohren der Mause war
insgesamt erhoht, es wurde jedoch nicht beziglich der Gefalkabschnitte
differenziert. Eine nahere Untersuchung der endothelialen Zell-Zell-Kontakte bei
CEACAM1-Defizienz in trachealen postkapillaren Venolen koénnte in Zukunft

interessant sein.

4.4 Provokation einer neurogenen Entziindungsreaktion

Als ein bakterieller Bitterstoff, der von einem Bodenbakterium produziert wird, ist
der Kontakt von Cycloheximid mit den Atemwegen von Mausen gut denkbar. Die
Anwendung der Substanz zur Uberpriifung der Hypothese, dass bakterielle
Substanzen in der Lage sind, in den unteren Atemwegen von Mausen eine
neurogene Entzindung zu induzieren, ist somit schlissig. Wir konnten zeigen,
dass Cycloheximid als Stimulans in der Lage ist, eine CGRP-Freisetzung zu
provozieren. Das in dieser Arbeit etablierte Versuchsmodell misst keine
Peptidkonzentrationen, sondern stellt einen funktionellen Nachweis der Peptide
uber die Quantifizierung der neurogenen Entzindungsreaktion dar. Die
Quantifizierung der Entzindungsreaktion durch Messung der Fluoreszenz im
histologischen Schnitt stellt eine sensitive Methode dar, die die Detektion von 100

MM Cycloheximid oder sogar weniger ermdglicht. Neben der Extravasation von

58



Plasmaproteinen kommt es bei einer Entzindungsreaktion zur Migration von
Entziindungszellen. Somit stellt auch die Anzahl der eingewanderten
Immunzellen einen weiteren Parameter dar, der zur Quantifizierung der
Entziindungsreaktion genutzt werden kann. Da neutrophile Granulozyten den
Groldteil der Leukozyten darstellen und besonders schnell am Ort der
Entzindung erscheinen, eigenen sie sich gut zur Reprasentation der zellularen
Immunantwort. Das Ly6G-Protein ist ein spezifischer Oberflachenmarker fir
neutrophile Granulozyten. Daher wurde ein Antikdrper gegen dieses Protein zur
Markierung von neutrophilen Granulozyten in unseren Versuchen genutzt (Lee
et al., 2013). Die Stimulation mit 100 yM Cycloheximid 16st bei WT-Mausen im
bronchialen Abschnitt einen signifikanten Anstieg der Plasmaextravasation aus.
Im trachealen Abschnitt kann keine erhohte Plasmaextravasation durch
Cycloheximid-Stimulation beobachtet werden. Bezlglich der
Entziindungszellmigration kann durch  Cycloheximid ebenfalls eine
Entzindungsreaktion ausgelost werden. WT-Mause zeigen im trachealen
Abschnitt einen signifikanten Anstieg der Migration neutrophiler Granulozyten bei
allen verabreichten Cycloheximid-Konzentrationen. Im bronchialen Abschnitt
verursacht nur die Stimulation mit 100 yM und 1 mM Cycloheximid einen
signifikanten Anstieg der Granulozytenmigration. Im Gegensatz zum Wildtyp
kommt es bei CC17--Mausen sowohl im trachealen als auch im bronchialen
Abschnitt bei Applikation von 10 mM Cycloheximid zu einer signifikanten
Erhéhung der Plasmaextravasation. Sowohl das Tracheal- als auch das
Bronchialepithel reagieren auf das Stimulanz mit einer erhoéhten
Plasmaextravasation. Auch die Migration von neutrophilen Granulozyten zeigt,
nach Applikation der hochsten Konzentration im trachealen und bronchialen
Atemwegsabschnitt von CC17-Mausen, einen signifikanten Anstieg. Das
Stimulans ist offensichtlich in der Lage, eine Immunantwort in Form von
Plasmaextravasation und Leukozytenmigration zu provozieren, die sich durch
das in dieser Arbeit etablierte Versuchsmodell quantifizieren lasst. Erst durch die
Stimulation mit Cycloheximid in hoheren Dosen zeigen die CC1/-M&use
bezuglich der Plasmaproteine ein Permeabilitatslevel ahnlich dem der

Wildtypmause, woraus sich eine héhere Wirkschwelle fir Cycloheximid bei CC1-
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F-Mause ableiten lasst. WT-Mause scheinen sensibler auf das Stimulans zu
reagieren, da bereits niedrige Konzentrationen eine Wirkung erzielten. Bezuglich
der Entzindungszellmigration kann im bronchialen Abschnitt der WT-Mause
sogar ein Wirkmaximum bei Verabreichung von 1 mM Cycloheximid beobachtet
werden. Betrachtet man die Mittelwerte der Migration bei WT-Mausen im
bronchialen Abschnitt nach Stimulation mit 1 mM und 10 mM ist auch hier eine
sinkende Tendenz bei steigender Cycloheximid Konzentration zu erkennen.
Beim Vergleich der beiden Mausstamme kann im trachealen Abschnitt nach
Stimulation mit 100 yM und im bronchialen Abschnitt nach Stimulation mit 1 mM
Cycloheximid ein signifikant geringeres Ausmaf der Migration bei CC17--Mausen
festgestellt werden. Das Fehlen des Rezeptors scheint das Trachealepithel
unempfindlicher gegenlber Cycloheximid zu machen. Dies zeigt sich durch eine
verminderte Plasmaextravasation sowie eine verminderte Migration neutrophiler
Granulozyten bei CC17--Mausen. Nouvion und Mitarbeiter konnten bei CC1--
Mausen eine fehlende Erhéhung der Plasmaextravasation nach akuter Reizung
der Haut zeigen. Wahrend die basale GefalRpermeabilitat bei CC17/--Mausen
erhoht war, zeigte sich, nach Applikation von Senfdl auf die Ohren, bei CC17--
Mausen eine deutlich verminderte akute Erhohung der Plasmaextravasation in
der Haut verglichen mit den WT-Kontrollen (Nouvion et al.,, 2010). Diese
schwachere Reaktion der Haut von CC1---Mausen auf die akute Reizung durch
Senfol bestatigt unsere Beobachtung einer schwacheren Reaktion der CC1--
Mause nach Exposition des Atemwegsepithels gegeniber dem Bitterstoff
Cycloheximid. Bisherigen Erkenntnissen zufolge kommt es in der Nase nach
Stimulation mit Denatonium, der bittersten bekannten Substanz, und dem
bakteriellen Signalmolekll 3-Oxo-C12-Homoserinlacton durch Aktivierung der
Geschmackskaskade zu einer ACh-Freisetzung, die zur Ausschittung von
Neuropeptiden flhrt (Saunders et al., 2014). ACh bindet an den ACh-Rezeptor
der Nervenfasern und fuhrt so zur Freisetzung von Neuropeptiden. Unsere
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass sensorische Neurone, die zur Lunge
projizieren, den alpha3-ACh-Rezeptor aufweisen (Krasteva et al., 2011). Die
signifikante Erhéhung der Plasmaextravasation nach Cycloheximid-Stimulation

bei WT- und CC17-Mausen stellt somit wahrscheinlich eine Reaktion auf die
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Aktivierung der Geschmackskaskade dar. Es ist denkbar, dass bei hohen
Cycloheximid-Konzentrationen zusatzlich zum Tas2R105 Rezeptor die TRP-
Kanale aktiviet werden. TRPA1- und TRPV1-Kanale kommen auf
Nervenendigungen der sensiblen Fasern im Trachealepithel von Mausen vor
(Kichko & Reeh, 2009; Kichko et al., 2015). Bei CC17/--Mausen konnte in der
vorgelegten Arbeit erst bei einer Cycloheximidkonzentration von 10 mM eine
signifikante Erhéhung der Plasmaextravasation festgestellt werden, was darauf
hindeutet, dass erst die Aktivierung der TRPA1 / TRPV1-Kanale eine signifikante
Erhéhung der Plasmaextravasation verursacht. TRPA1 / TRPV1-Kanéle sind an
Schmerz und Temperaturwahrnehmung beteiligt und haben bei Aktivierung eine
proinflammatorische Wirkung, was sie zu einer Art Sensor bei akuter Gefahr
macht (Gouin et al., 2017). Dass Reeh und Kichko bei der Gabe von 10 mM
Cycloheximid eine Aktivierung der Kanale zeigten (unverdffentlichte Arbeit),
konnte darauf hindeuten, dass diese Konzentration fiir den in dieser Arbeit
beschriebenen in vivo Versuch bereits zu hoch ist. Das Offnen der TRPA1 /
TRPV1-Kanale spricht fir eine UberschieRende Immunreaktion und keine rein
protektive Immunantwort. Bakterielle Lipopolysaccharide (LPS), die beim Zerfall
von Bakterien entstehen, kdnnen TRPA1-Kanale direkt aktivieren (Meseguer et
al., 2014). Es ist denkbar, dass Cycloheximid, ahnlich wie LPS, direkt auf diese
Kanale wirkt und so eine Ausschittung von CGRP ausldst. Interessanterweise
zeigte sich in den Untersuchungen der Arbeitsgruppe Ghavampour und Kollegen,
dass bei neun Monate alten WT-Mausen die aortale Permeabilitat gewaltig
ansteigt, jedoch in gleichalten CC17--Méause sinkt. Somit scheint CEACAM1 die
Funktion der endothelialen Barriere auch altersabhangig zu beeinflussen
(Ghavampour et al., 2018). Fur die altersabhangige Abnahme der endothelialen
Permeabilitdt in Aorten neun Monate alter CC17-Mause, nannte die
Arbeitsgruppe Ghavampour et al. die Konzentration des Tumor Nekrose Faktors
Alpha (TNFa) als mdgliche Ursache (Ghavampour et al., 2018). Die
Konzentration des TNFa war bei neunmonatigen WT-Mausen im Vergleich zu
gleichaltrigen CC1”/--Mausen stark erhoht. Die Anwesenheit von CEACAM1
scheint also die Bildung des TNFa in alten CC17--M&usen zu beeinflussen. Auch

die Neuropeptide CGRP und SP kénnen zu einer Freisetzung von TNFa fihren
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(Cuesta, Quintero, Pons, & Suarez-Roca, 2002). Es ist also denkbar, dass auch
bei dreimonatigen Mausen im Falle einer neurogenen Entzindungsreaktion die
Bildung des TNFa durch CEACAM1-Defizienz geringer ausfallen kénnte. Auch
wenn dieser Ansatz die basal verminderte endotheliale Permeabilitat in
bronchialen postkapillaren Venolen von CC17-Mausen nicht erklaren kann,
konnte die Beeinflussung von TNFa durch CEACAM1 das veranderte
Entzindungsgeschehen  mit  verminderter =~ Plasmaextravasation  und
Leukozytenmigration bei CC17--Mausen in diesem GefaRabschnitt erklaren.

Der CEACAM1-Rezeptor fungiert im menschlichen Bronchialepithel u.a. als
Pathogenrezeptor flir verschiedene Bakterienstamme (Slevogt et al., 2008;
Voges et al., 2010). Bei Mausen ist die Infektion mit dem Hepatitis Virus MHV-
A59 abhangig von dem Vorhandensein des CEACAM1-Molekils (Hemmila et al.,
2004). Es gibt also Hinweise auf einen Zusammenhang der CEACAM1-
Expression mit der Entstehung von bakteriellen und viralen Erkrankungen. Die
Stimulation erfolgt in diesem Versuch jedoch nicht mit einem Pathogen, sondern
nur mit einer Substanz, die das Vorhandensein eines Pathogenes simuliert.
Dadurch wollten wir die Interaktion von Pathogenen mit dem CEACAM1-
Rezeptor ausschlielen. Der Versuch untersucht nicht die Funktion von
CEACAM1 als Pathogenrezeptor, sondern seine Rolle bei der Entstehung einer
neurogenen Entziindungsreaktion. Die Arbeitsgruppe Ghavampour et al. konnte
bei CC17--Mausen eine gesteigerte Interaktion von Leukozyten mit dem Endothel
der Aorta beobachten. Begrindet wurde dies mit einer Veranderung der
Glykokalyx (Ghavampour et al., 2018). Apikal besitzen Endothelzellen einen
Besatz aus Polysacchariden und Proteoglykanen, der in seiner Gesamtheit als
Glykokalyx bezeichnet wird. Die Glykokalix fungiert als Mechanosensor flr
Scherkrafte und erschwert die Interaktion von Leukozyten mit dem Endothel.
Pathologische Stimuli férdern den Abbau der Glykokalix und gehen so mit einer
vermehrten Interaktion der Leukozyten mit dem Endothel einher (Alphonsus &
Rodseth, 2014). Ghavampour et al. konnten zeigen, dass CC1/--Méause eine
verminderte aortale Glykokalix aufweisen, was mit einer erhdhten Expression der
Matrix-Metalloproteasen-9 (MMP-9) durch neutrophile Granulozyten in CC1--
Mausen erklart wurde (Ghavampour et al., 2018). MMP-9 spielt eine Rolle bei der
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Glykokalixreduzierung (Ramnath et al., 2014). MMP-9 und andere
glykokalixabbauende Enzyme werden in CC17-M&usen vermehrt exprimiert,
womit CEACAM1 eine protektive Rolle hinsichtlich der endothelialen Glykokalix
einzunehmen scheint (Ghavampour et al., 2018). Die Glykokalix variiert
bezlglich ihrer Dicke und Verteilung je nach GefaRabschnitt. In der Aorta von
Mausen und Ratten konnte ein gleichmaRiges Verteilungsmuster der Glykokalix
beobachtet werden, wahrend in kleinen GefalRen das Verteilungsmuster
ungleichmaliger ist. Die Dicke der Glykokalix betragt bei Mausen in der Aorta
2,1+ 0,2 in Kapillaren und postkapillaren Venolen nur 0,9 = 0,1 ym bzw. 1,2 +
0,3 uym. In Arteriolen konnte keine Glykokalix nachgewiesen werden (Yen, Cai,
Zeng, Tarbell, & Fu, 2012). Die starke Variation der Dicke und des
Verteilungsmusters der Glykokalix in den unterschiedlichen Gefallabschnitten
nimmt Einfluss auf Permeabilitat und Zelladhasion. Die regelmalige Verteilung
in der Aorta lasst auf eine gleichmalige, niedrigere Permeabilitat schlielen,
wahrend die durchbrochene und dlnnere Glykokalix der Kapillaren und
postkapillaren Venolen eine erhdhte Permeabilitat und vermehrte Zelladhasion
beginstigt (Yen et al.,, 2012). Die starke Varianz im Aufbau der Glykokalix
spiegelt ihre individuelle Anpassung an die Anforderungen in den
unterschiedlichen GefaRabschnitten wider. Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe
Ghavampour et al. zeigen, dass CEACAM1-Defizienz die Interaktion von
Leukozyten mit dem Endothel erhdéht und die endotheliale Barrierefunktion
schwacht (Ghavampour et al., 2018). Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit
zeigen neben der verminderten Plasmaextravasation eine verminderte Migration
neutrophiler Granulozyten bei CEACAM1-Defizienz. Es ist auffallig, dass sich die
Veranderung dieser beiden Entzindungsparameter entgegen der in der Literatur
beschriebenen  Erkenntnisse  darstellt. Die verstarkte  endotheliale
Barrierefunktion bei CEACAM1-Defizinz lasst am ehesten eine spezielle Funktion
des Molekuls in trachealen postkapillaren Venolen vermuten. Zudem wird im
Versuchsmodell dieser Arbeit die Auswirkung einer akuten Entzindungsreaktion
auf die Plasmaextravasation und Entziindungszellmigration untersucht. Eine
chronische Entzindungsreaktion wie die Plagueentstehung in der Aorta ist somit

nicht uneingeschrankt vergleichbar. Dass extraepithelial deutlich mehr
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neutrophile Granulozyten nachweisbar sind, ist mit der Lokalisation der
Blutgefalke erklarbar. Da das Epithel selbst gefalifrei ist, gelangen die
Entziindungszellen beim Austritt aus den Gefalten vor allem in das angrenzende
Bindegewebe, die Lamina propria. Die Ausschittung von CGRP flihrt zu einer
Vasodilatation in benachbarten GefalRen. Es wird angenommen, dass CGRP
zusammen mit dem Neurotransmitter Substanz P ausgeschittet wird, da
Nervenfasern, die nasale Birstenzellen kontaktieren, sowohl fur CGRP als auch
fur SP positiv sind (Tizzano et al., 2010; Saunders et al., 2014).

Die vorliegende Arbeit konnte eine Ausschittung von CGRP als Reaktion auf
Cycloheximid-Stimulation zeigen. Eine Ausschittung von SP  durch
Cycloheximid-Stimulation misste jedoch noch bestatigt werden. Die Freisetzung
von SP wirde zusatzlich zu einer verstarkten Plasmaextravasation fuhren. In der
Haut, den Spinalganglien und dem Rickenmark von Mausen konnte gezeigt
werden, dass auch CGRP-positive (CGRP*) primar afferente Neurone
vorkommen, die SP-negativ (SP°) sind. In der Haut der Vorderpfoten von Mausen
kommen CGRP*- und SP*- sowie CGRP*- und SP-Fasern zusammen in
Bldndeln in der tiefen Dermis und der dermoepithelialen Junction vor. Beide
penetrieren teilweise die Epidermis. Alle SP*-Fasern waren auch positiv fur
CGRP. Die CGRP*-Fasern konnten in SP*- und SP-Fasern unterteilt werden.
Die meisten CGRP*-Fasern nahe der dermoepithelialen Grenze enthielten
gleichzeitig auch SP. Haufig fehlte den feineren CGRP*-Fasern SP, vor allem
denen, die nah an Kapillaren gelegen waren (Kestell et al., 2015). Basierend auf
diesen Erkenntnissen kann auch in den Atemwegen nicht generellen von einer
gemeinsamen Freisetzung von CGRP und SP ausgegangen werden. Kame es
nur zu einer CGRP-Ausschittung, ware auch nur mit einer Vasodilatation zu
rechnen und mit keinem starken Anstieg der Extravasation. Das in den
Ergebnissen gezeigte niedrige Ausmall der Plasmaextravasation konnte daftr
sprechen, dass Cycloheximid nur zu einer CGRP-Freisetzung fuhrt. Dennoch
zeigt die vermehrte Migration von Immunzellen, dass Cycloheximid in der Lage
ist, lokal die endotheliale Permeabilitat zu beeinflussen.

Ein  weiterer nicht zu vernachlassigender Mediator im lokalen

Entziindungsgeschehen ist Histamin, das von Mastzellen freigesetzt wird. Es
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wurde bisher nicht untersucht, ob auch Mastzellen durch Cycloheximid aktiviert
werden. In der Nase konnte gezeigt werden, dass die Freisetzung von ACh und
Neuropeptiden Mastzellen aktiviert (Saunders et al., 2014). Die Dichte der
Mastzellen in Mukosa und Parenchym nimmt von der Nase hin zu den
intrapulmonalen Atemwegen kontinuierlich zu (de Magalhaes Simoes et al.,
2005). Dies spricht fir eine Beeinflussung der Entzindungsrektion in Trachea
und Bronchien durch Mastzelldegranulation, mit einer Zunahme der Reaktion zu
den tieferen Atemwegen hin. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten basal und
nach Stimulation mit Cycloheximid, eine verminderte Plasmaextravasation im
bronchialen Abschnitt verglichen mit dem trachealen Abschnitt, womit eine
Beeinflussung der Entziindungsreaktion durch Mastzelldegranulation nicht
bestatigt werden konnte.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass inhalativ verabreichtes
Cycloheximid eine Entziindungsreaktion im Gewebe des mittleren und unteren
Atemwegsanschnitts ausldésen kann. Das Vorhandensein CGRP-positiver
Fasern in unmittelbarer Nahe von Blrstenzellen des Trachealepithels (Krasteva
et al, 2011) deutet darauf hin, dass Uber die Aktivierung der
Geschmackskaskade eine ACh-Freisetzung aus trachealen Birstenzellen mit
anschlieBender Ausschittung von Neuropeptiden aus sensorischen
Nervenendigungen denkbar ist. Der haufige Kontakt von Birstenzellen zu
CGRP-positiven Fasern ist jedoch eventuell nicht nétig, da die Ausschuttung von
ACh auch uber einen parakrinen Mechanismus die Freisetzung von
Neuropeptiden aus den Varikositaten von C-Fasern auslésen koénnte (Krasteva
et al., 2011). Um freie Nervenendigungen zu erreichen, missen Stimulanzien
durch die epitheliale Barriere diffundieren. Viele chemische Stimuli sind fettléslich
und kénnen daher die epitheliale Barriere einfach Uberwinden und zu den
sensorischen Nervenendigungen diffundieren. So kdnnten lipophile Stoffe zu
einer direkten Aktivierung von sensorischen Fasern flhren. Laut
Herstellerangaben ist Cycloheximid in Wasser 16slich und somit eher lipophob
(Sigma-Aldrich GmbH, Produktinformationen zu Art. C7698, 2006). Im Fall von
lipophoben Stoffen kdnnten Blrstenzellen als spezialisierte, chemosensorische

Zellen ein System zur Wahrnehmung darstellen (Finger et al., 2003). Die Literatur
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gibt deutliche Hinweise auf eine wichtige Rolle chemosensorischer Zellen der
Mukosa bei der Initiierung protektiver Schutzreflexe. Bitter schmeckende
bakterielle Signalmolekiile kbnnen einen Hinweise auf bakterielle Kolonisierung
darstellen. Das Signalmolekil 3-Oxo-C12-Homoserinlacton, das von
Pseudomonas aeroginosa produziert wird, fuhrt nach Applikation auf das
Atemwegsepithel von Mausen zu einem Abfall der Atemfrequenz und einer
Erhdhung der  Geschwindigkeit des  Partikeltransports auf  der
Schleimhautoberflache (Krasteva et al., 2012b). Als protektiver Schutzreflex nach
intranasaler Reizung mit Cycloheximid ist, neben der Freisetzung von
Neuropeptiden (Reeh und Kichko, unveréffentlichte Arbeit), noch die Aktivierung
trigeminaler Fasern mit einer anschlielenden Veranderung der Atemfrequenz
beschrieben (Chandrashekar et al., 2000; Finger et al., 2003; Krasteva et al.,
2011). Auch kann ein rascher Abfall der Atemfrequenz als Reaktion auf
intratracheale Gabe des Bitterstoffs Cycloheximid beobachtet werden (Krasteva
et al., 2011). Deshpande und Kollegen konnten zeigten, dass Tas2-Rezeptoren
auf Muskelzellen der Atemwege exprimiert werden, die nach Stimulation mit
Bittersubstanzen einen intrazellularen Calziumanstieg mit einer Muskelrelaxation
zeigen (Deshpande et al., 2010). Diese Ergebnisse wurden jedoch in Frage
gestellt (Belvisi, Dale, Birrell, & Canning, 2011; Morice et al., 2011). Laut der
Arbeiten von Gulbransen und Tizziano reagieren isolierte chemosensorische
Zellen der Nase auf Denatonium, Adenosintriphosphat (ATP), Acetylcholin und
bakterielle Bitterkomponenten mit einer Erhéhung der intrazellularen Ca?*-
Konzentration (Gulbransen, Clapp, Finger, & Kinnamon, 2008; Tizzano et al.,
2010). Sowohl Denatonium als auch Cycloheximid sind in der Lage, Tas-
Rezeptoren zu aktivieren. Unterschiede in der ausgeldsten Reaktion konnten
dadurch erklart werden, dass die Substanzen als Agonisten an zwei
unterschiedlichen Tas2-Rezeptoren wirken. Cycloheximid konnte als ein
Bitterstoff mit besonders hoher Potenz hinsichtlich der Tas2R105-Aktivierung
identifiziert werden (Chandrashekar et al., 2000; Lossow et al., 2016). Da schon
eine Konzentration von 10 nM Cycloheximid in der Lage war, eine Aktivierung
des Rezeptors zu bewirken, stellt sich die Frage, ob die in diesem Versuch

verwendeten Konzentrationen schon zu hoch gewahlt sind. Des Weiteren kommt
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der Rezeptor eventuell zu selten vor, wodurch Cycloheximid, durch seine
spezifische Aktivierung nur diese Rezeptors, eine eher schwache Antwort

auslosen konnte.
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5 Zusammenfassung

Im Zuge dieser Dissertationsarbeit konnte ein in vivo Versuchsmodell zur
Quantifizierung neurogener Entziindungsreaktionen in den Atemwegen etabliert
werden. Die Versuche zeigen bei CC17--Mausen eine Verminderung der basalen
Permeabilitat in trachealen postkapillaren Venolen. Nach Stimulation mit dem
bakteriellen Bitterstoff Cycloheximid zeigen CC1/--M&ause im Vergleich mit WT-
Mausen eine verminderte Plasmaextravasation in bronchialen postkapillaren
Venolen. Auch die Permeabilitdt des Endothels flr neutrophile Granulozyten
scheint durch CEACAM1-Defizienz in trachealen und bronchialen Venolen
herabgesetzt zu werden. Die Anwesenheit des CEACAM1-Moleklils verursacht
offenbar eine verminderte Stabilitat der endothelialen Barriere in postkapillaren
Venolen der Atemwege. Diese Ergebnisse zeigen eine gegenteilige Funktion von
CEACAM1 in postkapillaren Venolen der Atemwege im Vergleich mit grof3en,
herznahen Blutgefallen. Des Weiteren scheint sich die Rolle von CEACAM1 in
der Entstehung von akuten und chronischen Entzindungsreaktionen zu
unterscheiden. Cycloheximid ist in der Lage, eine Erhdéhung der
Plasmaextravasation und Migration neutrophiler Granulozyten zu bewirken.
Somit kann Cycloheximid nicht nur protektive Schutzreflexe auslésen, sondern
fuhrt auch lokal zu einer neurogenen Entziindungsreaktion. Die Vermutung, dass
Burstenzellen ,schmecken® kdnnen, ist bislang eher spekulativ. Das in dieser
Arbeit etablierte Versuchsmodell stellt eine Moéglichkeit dar, diese Fahigkeit flr
verschiedene Stimulanzien zu testen und zu quantifizieren. Es stehen Mause zur
Verfliigung, die keine Bdurstenzellen aufweisen oder Komponenten der
Geschmackskaskade nicht exprimieren. Fir weitere Erkenntnisse zur Rolle der
Burstenzelle in der Entstehung von neurogener Entziindung, konnten Versuche

mit diesen Mausen in Zukunft interessant sein.
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