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Zusammenfassung

Zusammenfassung

1.1 Deutsche Version

Die Trachea ist ein Schlisselorgan des Atmungssystems, das fur die Leitung, Erwarmung und
Befeuchtung der Atemluft verantwortlich ist. Inre Oberflache ist mit Flimmerharchen und Schleim
ausgekleidet, welche (ber die mukoziliare Clearance effizient Fremdpartikel und
Mikroorganismen entfernen. Bei Mausen wurde gezeigt, dass die Blirstenzellen, welche mit dem
Bittergeschmacksrezeptor TAS2R ausgestattet sind, eine zentrale Rolle bei der Regulation der
mukoziliaren Clearance darstellen. Sie reagieren auf Bitterstoffe und initieren dadurch
Schutzmechanismen, welche durch die Freisetzung von Acetylcholin initiiert werden. Dieses
wirkt parakrin auf die zilientragenden Zellen und erhdht dadurch die Zilienschlagfrequenz, was
zu einer gesteigerten mukoziliaren Clearance fihrt. Bis dato ist nur wenig Uber die menschlichen
Burstenzellen in der Trachea bekannt und die einzigen Studien stammen aus den oberen
Atemwegen. Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob die menschliche
Bittergeschmacktransduktionskaskade ahnlich wie bei Mausen cholinerg verlauft und ob diese
Kaskade ebenso NO-abhangig ist, wie es zuvor von Lee et al. (2012) im nasalen Epithel

nachgewiesen wurde.

Die Untersuchung der mukoziliaren Clearance in murinem und menschlichem Trachealgewebe
hat gezeigt, dass Bitterstoffe wie Denatonium und Chinin die Geschwindigkeit des
Partikeltransports signifikant steigern kénnen. Dieser Effekt konnte durch die Blockade von
cholinergen und NO-Signalwegen mittels Atropin, Mecamylamin und L-Name aufgehoben
werden. Diese Ergebnisse beschreiben erstmalig die entscheidende Bedeutung der cholinergen
und NO-Signalwege in den Blrstenzellen bei der Regulierung der mukozilidren Clearance in der
menschlichen Trachea. Zudem wurde die Beteiligung des TRPM5-Kanals durch den Einsatz des
spezifischen Inhibitors TPPO Uberpruft, wobei keine Steigerung der
Partikeltransportgeschwindigkeit nach der Stimulation durch Bitterstoffe festgestellt wurde. Dies
beweist zum ersten Mal eine spezifische Funktion des TRPM5-Kanals fur die Regulation der

mukozilidren Clearance in der menschlichen Trachea.

Diese Befunde wurden unter standardisierten experimentellen Bedingungen erzielt und die
Datenanalyse erfolgte mit Hilfe der Software GraphPad Prism. Die Untersuchung der
Gewebestruktur und die Identifizierung von Burstenzellen im Trachealgewebe wurden durch
Hamatoxylin-Eosin-Farbung und immunhistochemische Analysen ermdglicht, wobei DCAMKL1

als spezifischer Marker fur Burstenzellen diente und deren Darstellung erlaubte.
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Unsere Ergebnisse bieten neue Einblicke in die Mechanismen der Regulation der mukozilidren
Clearance in der menschlichen Trachea und unterstreichen die Rolle der Burstenzellen darin.
Sie erweitern unser Verstandnis der kdrpereigenen Abwehrmechanismen gegen respiratorische
Pathogene und kénnten grundlegend neue therapeutische Ansatze zur Behandlung von
Atemwegserkrankungen eroffnen, indem sie spezifische =zellulare Ziele fur zuklnftige

pharmakologische Interventionen aufzeigen.

1.2 Englische Version
Impact of Tuft Cells on Mucociliary Clearance in the Human Respiratory Epithelium of the

Trachea

The trachea is a key organ of the respiratory system, responsible for conducting, warming, and
humidifying the inhaled air. Its surface is lined with cilia and mucus, which efficiently remove
foreign particles and microorganisms through so-called mucociliary clearance driven by the
active beat of the cilia. In mice, tuft cells equipped with the bitter taste receptors (e.g.,
TAS2R105/108) were shown to play a central role in regulating mucociliary clearance. They
respond to bitter substances and initiate protective mechanisms that are induced by the release
of acetylcholine. This acts on ciliated cells paracrinally, thereby increasing the frequency of the
ciliary beating, leading to enhancement of the mucociliary clearance. To date, little is known
about human tuft cells in the trachea, and the only studies come from the upper airways. The
aim of this thesis was to determine whether the human bitter taste transduction cascade operates
similarly to that in mice involving cholinergic signaling and whether this cascade is also NO-

dependent, as has previously been demonstrated by Lee et al. (2012) for the nasal epithelium.

The investigation of mucociliary clearance in murine and human tracheal tissue showed that
bitter substances such as denatonium and quinine could significantly increase the speed of
particle transport. This effect was abolished by blocking cholinergic and NO signaling pathways
upon application of atropine, mecamylamine, or L-Name, respectively. These results describe for
the first time the central role of cholinergic and NO signaling pathways in human tuft cells in the
regulation of mucociliary clearance. Furthermore, the involvement of the TRPM5 channels was
assessed using a specific inhibitor, TPPO, where no increase in particle transport speed was
observed after the stimulation by bitter substances. This shows for a first time a specific role for

TRPMS5 channels in the regulation of mucociliary clearance in the human trachea.



Zusammenfassung

These findings were obtained under standardized experimental conditions, and data analysis
was conducted using GraphPad Prism software. The examination of tissue structures and the
identification of tuft cells in the tracheal tissue were facilitated by hematoxylin-eosin staining and
immunohistochemical analyses employing antibodies directed against the tuft cell marker

DCAMKLA1.

These results provide new insights into the mechanisms of regulation of the mucociliary
clearance in the human trachea and highlights the role of tuft cells in it. They expand our
understanding of the body's defense mechanisms against respiratory pathogens and could
potentially open up fundamentally new therapeutic approaches for treating respiratory diseases

by identifying specific cellular targets for future pharmacological interventions.
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2. Einleitung
2.1 Trachea

Die Atemwege lassen sich in einen luftleitenden und einen gasaustauschenden Abschnitt
unterteilen [1]. Zu den luftleitenden Abschnitten gehdren die Nase, der Kehlkopf, die Trachea,
die Bronchien, die Bronchiolen und die terminalen Bronchioli [2]. Die gasaustauschenden
Abschnitte umfassen die respiratorischen Bronchioli und die Alveolen [2]. Diese Arbeit
konzentriert sich auf den luftleitenden Abschnitt, insbesondere auf die Trachea, ein etwa 12 cm
langes rohrenférmiges Organ, das eine Verbindung zwischen dem Larynx und den
Hauptbronchien herstellt [3,4]. Die Hauptfunktion der Trachea besteht darin, die eingeatmete Luft
zu leiten, zu befeuchten und zu erwarmen [1,5]. Eine weitere wesentliche Funktion ist es,

eingedrungene Partikel und Pathogene aus den Atemwegen zu entfernen [5].

Die Trachea, lasst sich anatomisch in zwei Hauptabschnitte unterteilen [1]:

e Pars cervicalis: Dieser Teil beginnt unterhalb des Ringknorpels (Cartilago cricoidea),
ungefahr auf der Hohe des 6. Halswirbelkérpers, und erstreckt sich bis zur oberen
Thoraxoffnung (Apertura thoracis superior) [6]. Er liegt im Halsbereich und ist durch seine

Nahe zu wichtigen vaskularen und nervésen Strukturen gekennzeichnet [1].

e Pars thoracica: Dieser Abschnitt erstreckt sich von der oberen Thoraxoffnung bis zur
Bifurkation der Trachea, wo sie sich in die zwei Hauptbronchien aufteilt [2]. Im
Brustbereich ist die Trachea von wesentlichen Strukturen wie dem Herzbeutel und

grofRen BlutgefalRen umgeben.

Im Bereich der Pars cervicalis verlaufen dorsolateral zur Trachea wichtige anatomische
Strukturen wie die Arteria carotis communis, die Vena jugularis und der Nervus vagus, eingehullt
in die Vagina carotica [5]. Vor der Luftrohre befindet sich die Lamina praetrachealis der
Halsfaszie. Hier liegt zwischen der Faszie und der Trachea die Schilddrise [1,4,6]. Hinter der
Trachea grenzt der Osophagus an, was den anatomischen Raum fir den Sulcus
oesophagotracheale schafft. In diesem Sulcus, der zwischen diesen beiden Hohlorganen
verlauft, findet sich der Nervus laryngeus recurrens, welcher fir die Innervation des Kehlkopfes
essenziell ist [4]. Die anatomische Nahe dieser Strukturen zur Trachea unterstreicht ihre
Bedeutung fiir chirurgische Eingriffe und medizinische Diagnosen, da Veranderungen oder
Erkrankungen der Trachea oft auch benachbarte Organe und Gewebe beeinflussen kénnen [7].
Ein Beispiel daflr ist die Tracheotomie, bei welcher der Nervus laryngeus recurrens beschadigt

werden kann, was zur Heiserkeit oder sogar Atemnot fihren kann [8].
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Das Stutzgerust der Trachea besteht aus 16-20 hufeisenformigen hyalinen Knorpelspangen
(Cartilagines tracheales), die durch ringformige Bander aus kollagenem Bindegewebe,
sogenannten Ligamenta anularia, miteinander verbunden sind [2]. Die hintere Wand der Trachea
ist hingegen nur aus Bindegewebe (Paries membranaceus) und glatter, quer verlaufender
Muskulatur (M. trachealis) aufgebaut [1]. Der Durchmesser betragt 13-22 mm und kann durch
die Muskulatur aktiv verandert werden, insbesondere wahrend des Schluckens. In der Region
des vierten Brustwirbelkdrpers teilt sich die Trachea an der Trachealbifurkation (Bifurcatio
tfracheae) in zwei Hauptbronchien (den rechten und linken Hauptbronchus) unterschiedlicher
Starke und Lange auf [2]. An dieser Gabelung befindet sich die sagittal orientierte Carina

tracheae, welche in das Innere der Trachea hineinragt [6].
Die Wand der Trachea lasst sich in drei Schichten gliedern [5]:

e Tunica mucosa
e Tunica fibro-musculo-cartilaginea

e Tunica adventitia

In der ersten Schicht, der sogenannten Tunica mucosa, finden sich die Lamina epithelialis und
die darunter liegende bindegewebige Lamina propria [2,5]. Die L. epithelialis besteht aus einem
mehrreihigen hochprismatischen Flimmerepithel, welches auch als respiratorisches Epithel
bezeichnet wird [3] und enthdlt mindestens 12 verschiedene Zelltypen, die spezialisierte
Funktionen erflllen [9]. Darunter befinden sich die Burstenzellen (BC), die unter anderem fur die
Wahrnehmung chemischer Reize zustandig sind [10], sowie Flimmerzellen, die mit Kinozilien
ausgestattet sind und kontinuierlich Schleim sowie Fremdpartikel aus den Atemwegen heraus
bewegen [11,4]. Zwischen den zilientragenden Zellen befinden sich die Becherzellen, welche
Schleim produzieren und zur Feuchtigkeitserhaltung sowie zum Partikelfang beitragen. Sie
heben sich durch ihre spezifische Farbung und Form von den umliegenden Zellen ab. Zusatzlich
gibt es in dieser Schicht die Basalzellen, welche als Stammzellen flr die Zellerneuerung sorgen,

und neuroendokrine Zellen [11,12,10].

Die Lamina propria, eine Bindegewebsschicht unter dem Epithel der Trachea, zeichnet sich
durch ihr reichhaltiges Kollagenfasernetz aus [1]. Diese Schicht beherbergt eine Vielzahl von
Immunzellen, darunter Lymphozyten und Plasmazellen, welche fir die Abwehr von
Krankheitserregern essenziell sind [13]. Ebenfalls prasent sind elastische Fasern, die zur
strukturellen Integritat und Flexibilitat der Trachea beitragen. In der Lamina propria befinden sich

zudem Drisenendstlicke der seromukosen Glandulae tracheales, die ahnlich den Becherzellen
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ein muzinhaltiges Sekret produzieren [1]. Dieses Sekret wird auf die Oberflache des Epithels
abgegeben und spielt eine Schlisselrolle bei der Feuchtigkeitserhaltung und dem Einfangen von
Fremdpartikeln [2]. Dartber hinaus enthalt die Lamina propria zahlreiche afferente Nervenfasern,
welche als Dehnungsrezeptoren dienen und fiir die Auslosung des "Ausatmung-Reflexes"

verantwortlich sind [14].

Die Tunica fibromusculocartilaginea beinhaltet eine Struktur aus hyalinem Knorpel, dessen
Enden durch die quer verlaufenden, glatten Muskelfasern des M. trachealis verbunden sind [5].
Diese Muskelfasern umschlieRen die posteriore Offnung des Knorpels und bilden so den
trachealen Muskelring [6]. Zusatzlich ist in dieser Schicht ein umfangreiches Bindegewebe
vorhanden, welches sich zwischen und um die nicht komplett geschlossenen Knorpelspangen
schlingt und die Strukturen stabilisiert [1,10]. In dieser Schicht befinden sich zudem grof3e Blut-
und Lymphgefale [5]. Das Knorpelgewebe wird an seinen Randern von einem schmalen

Bindegewebssaum, dem Perichondrium, umgeben [10].

Die auere Schicht, die Tunica adventitia, ist aus Fett und lockerem, kollagenem Bindegewebe
zusammengesetzt [10]. Sie erlaubt die Verbindung mit benachbartem Gewebe und sichert die

Beweglichkeit der Trachea wahrend des Schluckens und Hustens [1].

2.2 Burstenzellen

Burstenzellen, auch bekannt als Mikrovilli-tragende Zellen, erfiillen bei Mausen wichtige
Funktionen als Chemosensoren in verschiedenen Korperbereichen [15,16,17]. Diese
cholinergen Zellen sind ebenfalls im Atemwegssystem zu finden [11] und zeichnen sich durch
mikroskopische Auslaufer aus, die ihnen ein burstenartiges Aussehen verleihen und somit
namensgebend sind [15,17,18,19]. Neben ihrer Prasenz im respiratorischen Epithel finden sich
BC auch im Epithel des gesamten Magen-Darm-Traktes, in den Gallenwegen sowie im
Pankreasgang [20]. Ihr Anteil an der Gesamtheit der Epithelzellen betragt bei Mausen etwa 1%,
was sie zu einem seltenen Zelltyp macht [17]. Ein weiteres charakteristisches Merkmal der
murinen BC ist die Expression von Bittergeschmacksrezeptoren TAS2R (Taste Rezeptor Typ 2)
und Cholinacetyltransferase (ChAT), einem Enzym, welches fir die Synthese von Acetylcholin
(ACh) verantwortlich ist [16,17,21].

Uber Biirstenzellen bei Mausen ist viel bekannt, wahrend Informationen (ber menschliche

respiratorische Burstenzellen begrenzt sind. Die einzigen Arbeiten, die sich mit menschlichen
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respiratorischen Birstenzellen befassen, sind die von Robert Lee [22,23]. Diese wurden jedoch
nicht an explantierten Zellen, sondern an Air-Liquid Interface Kulturen durchgefiihrt. Die
cholinerge Eigenschaft der Burstenzellen wurde in diesen Arbeiten nicht tUberprift. In unserer
Arbeit wollen wir daher die Prasenz von Burstenzellen im menschlichen respiratorischen Epithel
der Trachea mittels Immunhistochemie an explantierten Geweben darstellen und die cholinerge

Eigenschaft der BC durch gezielte Inhibition vor der Zugabe von Bitterstoffen nachweisen.

Hollenhorst et al. (2022) wiesen darauf hin, dass es bei der Stimulation von murinen BC durch
Bitterstoffe zur Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren TAS2-R kommt [15]. Diese
Rezeptoren sind in zahlreichen Gewebetypen des Kdérpers vertreten, darunter im Mund, in der
Nase, in der Lunge, im Herzen sowie im Magen- und Darmtrakt [24,25,26] und spielen eine
SchlUsselrolle in mehreren biologischen Funktionen [24,26]. Auf der Zunge fiihrt die Aktivierung
von TAS2-Rezeptoren zur Wahrnehmung von Bittergeschmack, eine evolutionar entwickelte
Fahigkeit, die Wirbeltieren hilft, potenziell gefahrliche Substanzen zu erkennen und zu meiden
[27,28].

Bislang wurden beim Menschen 29 verschiedene Isoformen der TAS2-Rezeptoren identifiziert
[26]. Ihr Polymorphismus ermdglicht es ihnen, eine Vielzahl von Molekulen zu erkennen, darunter
Substanzen, die von dem Bakterium Pseudomonas aeruginosa freigesetzt werden, sowie
verschiedene Bitterstoffe [22,24]. In der Studie von W. Meyerhof et al., veroffentlicht im Jahr
2009, wurde die Interaktion von mehreren Bitterstoffen mit 25 Isoformen der menschlichen
TAS2R analysiert, um individuelle Antwortmuster zu charakterisieren [29]. Sieben Jahre spater,
im Jahr 2016, untersuchte die AG um Lossow, Meyerhof et al. die Reaktionsmuster von 21
murinen Isoformen der TAS2R auf Bitterstoffe [27]. In den nachfolgenden Tabellen ist das in den
genannten Studien ermittelte Reaktionsmuster flir die in der vorliegenden Promotionsarbeit
verwendeten Bitterstoffe dargestellt (s. Tabelle 1 und 2). Diese umfassen Denatonium (Den),
Chinin (Chin), Diphenidol (Dip) und Chlorpheniramin (Chlo).

Tabelle 1: Reaktionsprofile von 25 humanen hTAS2R, die mit Bitterstoffen stimuliert wurden [29].
1 3 4 5 7 8 9 10 13 14 16 38 39 40 41 42 43 44 45 | 46 47 48 49 50 60
Den |- |- [# |- |- |+ |- |+ |+ |- |- |- |+ |- |-|-|#]|-|-|#|#||-]-]|-]|-
Chin|- |- |+ ]|- |+ |- |- |+|-|+]|-|-|+/[+]|-|-|+[+]|-|+|-1]-1]-/1-]1-
Dip + |- |+ |-+ |- |-+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]|-|-|+]|+]|-|+]|+]|-]+]-]-
Chlo|- |- |+ ]|- |+ |- |- 1|+]- + | - + |+ |+ |- |- |=-|=-|-1+|-1]1-1-/1-"/1-

+ Antwort; - keine Antwort; # in der vorliegenden Studie bestatigter zuvor bekannter Agonist
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Tabelle 2: Reaktionsprofile von 21 murinen mTAS2R, die mit Bitterstoffen stimuliert wurden [27].
106 108 109 110 113 114 115 17 119 120 121 122 123 125 126 135 137 138 139 140 144
Den |+ |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |+ |- /|- |+/- /|- /|- |+ [|+
Chin |+ [+ |- |- |- |- |+ |- |- |- |- |- |- |- [+ /|- |+/|- /|- |+ |+
Dip + |+ |- + |- - - - - - - - + |- - - + |- - - +
Chlor |- |+ |- |- |- |- |- |- |- |- 1= |- 1= +|-1-"|-1- /|- /1- |+ |+

+ Antwort; - keine Antwort

Die Erkennung von Bitterstoffen bei murinen BC wird durch die Aktivierung des G-Protein-
gekoppelten Rezeptors TAS2R initiiert, was zur Aktivierung von a-Gustducin und zur Spaltung
des G-Proteins in a- und B/y-Untereinheiten fuhrt [30]. Die B/y-Untereinheit aktiviert die
Phospholipase C (PLCB2), die PIP2 in die sekundaren Botenstoffe IP3 und Diacylglycerol spaltet
[30]. IP3 6ffnet die Kalziumkanale in der Membran des endoplasmatischen Retikulums, was den
Ca?*-Austritt und die Erhéhung der intrazellularen [Ca?*]-Konzentration bewirkt [30,31]. Dies
fuhrt zur Offnung des TRPM5-Kanals, bekannt als transienter Rezeptorpotenzial-Kationenkanal
der Unterfamilie M Mitglied 5. Dieser Kanal wird selektiv in chemosensorischen Zellen,
Geschmackszellen und pankreatischen (B-Zellen exprimiert [32,33,34,35], wo er kurzlich als
Regulator fiir die Sekretion von Insulin identifiziert [32] und als Marker in BC etabliert wurde
[29,30,36,37]. Diese Kanale sind am besten charakterisiert in den Geschmacksknospen, wo sie
in den Typ-Il Zellen exprimiert werden und, wie bereits beschrieben, selektiv durch einen Anstieg
des intrazelluldren [Ca2+]i-Konzentration aktiviert werden. Dies ermdéglicht durch einstrémende,
einwertige Kationen eine Depolarisation der Zelle und fihrt zur Freisetzung des
Haupttransmitters ATP und der damit verbundenen Ausschittung des Neurotransmitters ACh
[38]. Dadurch sind sie an der nachgeschalteten Aktivierung und Regulierung der Signalwege
nicht nur der TAS2R, sondern auch der TAS1R beteiligt und fiihren zur Wahrnehmung von Bitter,
SiuR- und Umamigeschmack [32,33,34]. Denatonium und andere Bitterstoffe fiihren somit zu
einer nachgeschalteten Downstream Aktivierung dieser Kanale [30,39]. In chemosensorischen
Zellen des respiratorischen Epithels der Maus wurde diese Kaskade ebenfalls nachgewiesen
[16]. Hierbei flhrt jedoch eine Aktivierung dieser Kaskade zu einer Ausschittung des
Signalmolekils ACh, was in Nase und Trachea der Maus identisch ist [16,40]. Die Kaskade des
respiratorischen Epithels des Menschen ist weitgehend unbekannt. Wir vermuten jedoch, dass

sie der bei Mausen ahnelt.
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ACh ist ein essenzieller Neurotransmitter im zentralen und peripheren Nervensystem, der eine
Schliisselrolle bei der Ubertragung von Nervensignalen spielt [41]. Im zentralen Nervensystem
ist ACh beteiligt an kognitiven Funktionen wie Lernen, Gedachtnis und Aufmerksamkeit [42]. Im
peripheren Nervensystem wirkt ACh als Neurotransmitter an den neuromuskularen
Verbindungen, wo es die Muskelkontraktion steuert, und in vielen parasympathischen Nerven,
die eine Vielzahl von inneren Organen innervieren [43]. Im menschlichen Nasenepithel entfaltet
ACh durch seine sowohl parakrine als auch autokrine Wirkungen die Aktivierung von
Acetylcholinrezeptoren, die in nikotinische und muskarinische Rezeptoren unterteilt sind
[44,45,46]. Die Aktivierung kann erregende oder hemmende Wirkung haben [41]. Die parakrine
Wirkung von ACh auf den angrenzenden Flimmerzellen [47,44] wird hauptsachlich durch
muskarinerge M1- und M3-Rezeptoren vermittelt, die eine aktivierende Rolle spielen, wahrend
der muskarinerge M2-Rezeptor eine hemmende Funktion ausubt [4,18]. Die Aktivierung der
zuerst genannten Rezeptoren hat einen bedeutenden Einfluss auf die Sekretion von Chlorid-
lonen, Mukus und die Regulation der Zilienschlagfrequenz (CBF) [48], da der Calciumeinstrom
durch spannungsgesteuerte Calciumkanale [49] zu einer Anhebung des CBF-Niveaus flhrt.
Diese Steigerung der mukozilidren Clearance [16,50] wirkt beispielsweise der bakteriellen
Infektion durch Pseudomonas aeruginosa [15,51] entgegen. ACh wird durch das Enzym
Acetylcholinesterase ziigig abgebaut, was eine feine Regulation der Neurotransmission
ermoglicht [52,53]. Die Balance von ACh im Korper ist entscheidend flir gesunde neurologische
Funktionen. Dysbalancen oder Stérungen in der Signallbertragung kénnen zu verschiedenen
neurologischen Erkrankungen fuhren, wie zum Beispiel zur Alzheimer-Krankheit oder zur

Myasthenia gravis [41].

Es wurde bereits gezeigt, dass das von Trachealblrstenzellen produzierte ACh [18] eine
wesentliche Rolle bei der Steigerung der Partikeltransportgeschwindigkeit (PTS) durch
Denatonium in Trachealepithelgewebe von Wildtyp-Mausen spielt [16]. Hollenhorst et al. (2020)
demonstrierten, dass die durch Denatonium bewirkte Steigerung der PTS an murinem Gewebe
durch die Blockade der Acetylcholinrezeptoren mittels spezifischer Inhibitoren - Mecamylamin
fur nikotinische Acetylcholinrezeptoren (NAChRSs) in einer Konzentration von 100 uM und Atropin

fur muskarinische Acetylcholinrezeptoren (MAChRs) bei 50 uM - aufgehoben werden kann.

NAChRs sind eine Klasse von ligandengesteuerten lonenkanélen, die eine wichtige Rolle in der
Signallbertragung im zentralen und peripheren Nervensystem spielen [54,55]. Sie bestehen aus
funf Untereinheiten, welche eine zentrale Pore bilden, durch die lonen bei der Aktivierung des

Rezeptors flieBen kdnnen [56]. Die Zusammensetzung dieser Untereinheiten variiert je nach
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Rezeptortyp und Gewebe, was zu einer Vielzahl von nAChR-Subtypen mit unterschiedlichen
pharmakologischen Eigenschaften fuhrt [56,57]. Die Aktivierung der nAChRs durch ACh oder
Nikotin fliihrt zu einer schnellen Depolarisation der Zellmembran, was die Freisetzung von
Neurotransmittern oder die Aktivierung nachgeschalteter Signalwege zur Folge haben kann [58].
Mecamylamin, ein nicht-selektiver und nicht-kompetitiver Antagonist der nAChRs, wirkt
hemmend auf das parasympathische Nervensystem [54]. Auf molekularer Ebene regulieren
nNAChRs eine Vielzahl von physiologischen Prozessen, darunter Lernen, Gedachtnis und
Schmerzverarbeitung [59]. Ihre Dysregulation ist mit verschiedenen pathologischen Zustanden
wie der Nikotinabhangigkeit, neurodegenerativen Erkrankungen und bestimmten Formen von
Krebs verbunden [56].

MAChRs sind eine Gruppe von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die in finf Subtypen (M1 bis
M5) unterteilt sind und eine wesentliche Rolle in der Ubertragung des parasympathischen
Signals des Neurotransmitters ACh im Korper spielen [60]. lhre Aktivierung beeinflusst eine
Vielfalt von physiologischen Prozessen wie Herzfrequenz, Drisensekretion und
Muskelkontraktion [43]. Die M1, M3 und M5 Rezeptoren sind an der Erhéhung der intrazelluldren
Calciumkonzentration beteiligt, wahrend M2 und M4 die zellulare Aktivitat durch die Reduktion
des cAMP-Spiegels dampfen [60]. Die Dysregulation von mAChRs ist mit verschiedenen
Krankheiten wie Alzheimer und COPD verbunden, was diese Rezeptoren zu wichtigen Zielen fir
medikamentdse Therapien macht [61,62]. Anticholinergika, die mAChRs blockieren, werden
beispielsweise zur Entspannung der Atemwegsmuskulatur bei COPD eingesetzt [62]. Ein
Beispiel flr Anticholinergika ist Atropin, ein natlrliches Tropan-Alkaloid und ein nicht-selektiver
Muskarinrezeptor-Antagonist, der die Wirkung des parasympathischen Nervensystems

unterdrickt, indem es ACh kompetitiv und reversibel von den Muskarinrezeptoren verdrangt [63].

Im nasalen Epithel des Menschen fiihrt die Stimulation durch BC aufgrund ihrer parakrinen
Wirkung zur Anregung der MC [3,40]. Dies ist ein lebenswichtiger Mechanismus, bei dem
zilientragende Zellen den produzierten Schleim nach auf3en transportieren, um Fremdkérper und
Pathogene aus den Atemwegen zu entfernen [48,64]. Dies fordert die Selbstreinigung der
Bronchien und der Trachea [65,66]. Der von den Glandulae tracheales produzierte Schleim, der
eher dunnflussig ist, Uberzieht die Tunica mucosa und schutzt die Atemwege. Dieser ist ein
wichtiger Bestandteil des FlUssigkeitsfilms, auch als “airway surface liquid® (ASL) bekannt [67]
und dient der Befeuchtung und Reinigung der Atemwege [65,68]. Der Schleim hilft dabei,
eingedrungene Partikel und Schadstoffe zu binden und aus den Atemwegen zu entfernen [69].

Die Bewegung des Schleims ist in Richtung des Rachens gerichtet und wird durch den
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koordinierten Kinozilienschlag ausgeubt [64,70]. MC sorgt ebenso fur eine kontinuierliche
Erneuerung der Schleimschicht [71]. Wahrend das Sekret in der Nase etwa alle 10 Minuten
erneuert wird, kann der Transport des Schleims aus den tieferen Bereichen der Atemwege von
Minuten bis zu mehreren Stunden dauern [72]. Diese schnelle Erneuerungsrate ist ein
essentielles Schutzmerkmal der Schleimhaute der Atemwege und betont deren essentielle
Bedeutung als Verteidigungs- und Reinigungssystem gegen mikrobielle Infektionen der
Atemwege [72,73]. Es besteht ein direkter Zusammenhang zwischen Hustenepisoden und der
MC [74]. Bei einer eingeschrankten MC kann der Hustenreflex teilweise kompensatorisch wirken
und stellt somit einen wesentlichen sekundaren Schutzmechanismus dar [75]. Daher liegt die
Vermutung nahe, dass bei Krankheiten, die durch einen verstarkten Hustenreflex
gekennzeichnet sind, die MC ihre Reinigungsfunktion nicht vollstandig erfullen kann. Allerdings
ist dieser Kompensationsmechanismus lediglich bis zur flinften Generation der Bronchien
effektiv [76]; darliber hinaus ist die Reinigung ausschlief3lich von der MC abhangig [76]. Diese
Feststellung ist von besonderer Bedeutung, da es sich um den letzten Abschnitt handelt, durch

den der Lufttransport vor dem eigentlichen Gasaustausch stattfindet [1].

2.3 Stickstoffmonoxid und seine Rolle bei Bitterstoffkaskade

NO ist ein vielseitiger Neurotransmitter, der sich von anderen Neurotransmittern durch seine
gasférmige Beschaffenheit und seine Fahigkeit zur Diffusion Uber Zellmembranen hinweg
unterscheidet [77]. Es wird in einer Vielzahl von Gewebetypen produziert, einschliel3lich
Nervenzellen, Endothelzellen und Immunzellen. NO spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation
des Blutdrucks [78]. Im Nervensystem wirkt NO als ein wichtiger Botenstoff, der an der
Neurotransmission, der Plastizitdt des Gehirns sowie an Lern- und Gedachtnisprozessen
beteiligt ist [79]. Die Erzeugung von NO erfolgt durch Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS), von
denen es mehrere Isoformen gibt [24,78]. Stérungen im NO-Stoffwechsel sind mit verschiedenen
pathophysiologischen Zustanden verbunden, darunter kardiovaskulare Erkrankungen und
neurodegenerative Storungen [77]. Durch Diffusion gelingt das NO schnell an seinen
Bestimmungsort zu gelangen [80]. An diesem Wirkort stimuliert NO die zytosolische
Guanylatzyklase, ein Enzym, welches die Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP) in
zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) beschleunigt [68,81]. Das so gebildete cGMP setzt
einen Signalkaskadenprozess in Gang, der letztendlich die Proteinkinase G aktiviert [81]. Diese
wiederum fordert die Aktivitdit der Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase, welche fur die
Dephosphorylierung des Myosins verantwortlich ist [77,80]. Dieser Prozess bewirkt eine

Entspannung der glatten Muskulatur und damit eine Erweiterung der Blutgefalle, bekannt als
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Vasodilatation [82]. In der menschlichen Trachea signalisiert NO die Prasenz potenziell
schadlicher Stoffe, die zu einer Verlangsamung der Atmung und einer Steigerung sowohl des
Hustenreflexes als auch der GefaRdurchlassigkeit fiihrt [14]. Separat davon kann eine

Erweiterung der Bronchien auftreten [83].

Wie zuvor erwahnt, spielt NO in den menschlichen Atemwegen eine sehr wichtige Rolle und wird
durch das respiratorische Epithel produziert [80]. Ob die Signalkaskade Uber die BC funktioniert,
ist jedoch unklar. In den Atemwegen der Maus produziert das Epithel NO nicht [84], dadurch
entfallt eine wichtige Ubertragung von Erkenntnissen aus tierischen Modellen auf den Menschen.
Dem heutigen Wissensstand zur Folge fuhrt die Bitterrezeptor-Aktivierung im nasalen
Flimmerepithel des Menschen zur Freisetzung des Neurotransmitters NO [24]. Diese
Erkenntnisse lieferte erstmals Lee et al. im Jahr 2012. Sie kultivierten die respiratorischen
Epithelzellen des Sinus des Menschen in Air-Liquid Interface Kulturen. Die untersuchten
Epithelzellen wurden mit Phenylthiocarbamid (PTC, 100 uM und 1 mM) stimuliert und in einem
Zeitraum von zehn Minuten die Detektion von NO mittels DAF-FM-Fluoreszenz gemessen [22].
Nach der Zugabe von PTC in beiden Konzentrationen kam es zu einem signifikanten Anstieg
des fluoreszierenden Indikators. Dieser Anstieg wurde durch das Blockieren von PLC(32) und
durch den nicht-selektiven NO-Synthase-Hemmer L-NAME inhibiert.

In unserer Studie wurde die Bedeutung von NO bei der durch Bitterstoffe vermittelten Steigerung
der MC untersucht. Dies wurde an einem explantierten respiratorischen Epithel der
menschlichen Trachea getestet. Hierfur wurde ebenfalls vor der Bitterstoff-Gabe der NO-
Synthase-Hemmer L-NAME (Enzo Life Sciences, Lérrach, Deutschland) zum Einsatz gebracht
[85,86]. In dieser Arbeit wird die Hypothese untersucht, dass der Mechanismus der menschlichen
MC-Steigerung durch Burstenzellen nicht ausschlieBlich auf cholinergen Prozessen beruht,

sondern ebenfalls durch NO-gesteuerte Vorgange beeinflusst wird.

2.4 Zielsetzung der Arbeit

Die bisherigen Untersuchungen zu BC basieren hauptsachlich auf Tiermodellen oder humanen
nasalen Flimmerepithelzellen, wodurch unsere Kenntnisse Uber ihre spezifische Verteilung und
Rolle innerhalb der weiteren menschlichen Atemwege noch begrenzt sind. Dank der
einzigartigen Ressourcen der Prosektur des anatomischen Instituts der Universitat des
Saarlandes in Homburg, die Zugang zu Kérperspendern mit angemessenen post mortem Zeiten

ermoglicht, eroffnete sich die Mdglichkeit, die Mechanismen der MC in menschlichem Gewebe
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in vitro zu untersuchen. Dabei war von besonderem Interesse, ob die bei murinen Modellen
identifizierten Signalkaskaden auch im menschlichen Gewebe nachweisbar sind und inwieweit
eine Beeinflussung der MC durch externe Stimuli, wie Bitterstoffe, mdglich ist. Insbesondere
wurde erforscht, ob neben den aus Mausen nach BC-Stimulation mit Bitterstoffen bekannten
cholinergen auch NO-regulierte Signalwege eine wesentliche Rolle in der Regulation der PTS
der Zilien spielen, ahnlich den Mechanismen, die in der menschlichen Nasenschleimhaut
beobachtet wurden [24].

Diese Forschungsarbeit verfolgt das Ziel, mehrere wesentliche Fragen zu klaren:

Ist es moglich, ein Modell der menschlichen Trachea zu etablieren, um das

respiratorischen Epithel zu untersuchen?

e Kann eine postmortale Aktivitat des respiratorischen Epithels im menschlichen Gewebe

festgestellt werden? Wenn ja, in welchem post mortem Intervall?

e Wie genau gestaltet sich die Signalkaskade der BC in menschlichen Tracheen?

e Inwiefern beeinflussen Alter und Gesundheitszustand des Kdrperspenders die Funktion

und die Effizienz der mukoziliaren Clearance?

o Funktioniert die Geschmackstransduktionskaskade in Burstenzellen beim Menschen

ahnlich wie bei der Maus?

e [st der TRPMS5-Kanal fur eine Aktivierung der MC essenziell?
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Verwendete Stoffe

Die folgende Tabelle (s. Tabelle 3) gibt einen Uberblick tiber alle Chemikalien und Stoffe, die in

dieser Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 3:

Liste der verwendeten Stoffe.

Chemikalien

Beschreibung

Hersteller

Benotigte Stoffe bei den P

artikeltransport-Versuchen

ATP (dd)

Energietrager
Agonist fur purinerge

Rezeptoren

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Acetylcholin (ACh)

Neurotransmitter,
Agonist fur ACh

rezeptoren

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Atropin

Muskarinerger ACh-

Rezeptor Antagonist

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Chinin-hydrochlorid
Dihydrat (Quinine)

Bitter- u. Arzneistoff,
Agonist fur

Bitterrezeptoren

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Chlorpheniramine maleate

Antihistaminikum,
Bitterstoff, Agonist

fur Bitterrezeptoren

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Denatonium

Bitter- u. Arzneistoff,
Agonist fur

Bitterrezeptoren

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Diphenidol hydrochloride

Antiemetika,
Bitterstoff, Agonist

fur Bitterrezeptoren

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

MEM

Synthetisches

Nahrmedium

Life Technologies Limited, USA
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DMSO Organisches Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Losungsmittel

Dynabeads Partikel Invitrogen, Massachusetts, USA

Glutamin Nicht-essentielle Gibco, Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Aminosauren Germany
(Nahrstoffe)

lonomycin Ca?* lonophor Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Isofluran CP (1 ml/ml) Inhalations- CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland
narkotikum

L-Name NO-Synthase- Enzo Life Sciences, Lorrach, Deutschland
Inhibitor

Mecamylamin

Nikotinerger ACh-

Rezeptor Antagonist

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Penicillin-Streptomycin Antibiotika Gibco, Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Germany
Sylgard 184 Silikonelastomer Dow Corning GmbH, Wiesbaden,
Deutschland
Thapsigargin Inhibitor der Ca*- Cayman Chemicals, Michigan, USA
ATPase
Triphenylphosphine oxide | Organisches Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Losungsmittel,
Trpm5-Kanal
Inhibitor

Bendotigte Stoffe bei der Schnitterstellung

Rapid Bone Decalcifier Kalkloser Medline, Kleve, Deutschland

Pikrinsaure Fixation von Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Gewebe

Tissue Tek Einbettmedium Sakura, Umkirch, Deutschland

Flissiger Stickstoff Einbetten von Cryotherm, Kirchen, Deutschland

Gewebe

2-Methylbutan

Alkan mit hohem

Gefrierpunkt

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Benotigte Stoffe bei der Methylenblaufarbung

Methylenblau Lésung

Farbstoff

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Bendotigte Stoffe bei der HE-Farbung

Hamalaun Farbstoff Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

0,1% Eosin Farbstoff Merck Millipore, Massachusetts, USA

Horse Serum Bestandteil der Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Pufferlésung

Tween Tensid, Emulgator Merck Millipore, Massachusetts, USA

Bovine Serum Albumin Bestandteil der Biomol, Hamburg, Deutschland
Pufferlésung

Benoétigte Stoffe bei der immunologischen Farbung

Triton 0,3% Permeabilisierung Fluka, Buchs, Switzerland
PBS-Puffer Pufferlésung Sigma Aldrich, St. Louis, USA
(Phosphatgepufferte
Salzlésung)
DAPI Fluoreszenzfarbstoff | Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
der DNA markiert
4% Paraformaldehyd Fixierung Electron Microscopy Sciences, Hatfield, USA
Mowiol Wasserlosliches Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Einschlussmittel

3.1.2 Verwendete Gerate

Hier werden die Gerate aufgelistet, welche fiir die Durchfiihrung der experimentellen Arbeiten

dieser Studie genutzt wurden (s. Tabelle 4).

Tabelle 4: Liste der verwendeten Geréte.
Gerat Hersteller
440-43N Waage Kern Waagen, Balinger, Deutschland
Kreisschuttler OS-500 VWR International, Darmstadt, Deutschland
GFL Wasserbad 1002 GFL, Burgwedel, Deutschland
Kryostat Leica CM1950 Seriennummer Leica, Bensheim, Deutschland
0666/03.2009
T5 -Environmental Culture Dish Controller Bioptechs, Butler, USA
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CO2 Inkubator (MCO-5AX, UV)

Sanyo, Prafektur Osaka, Japan

Olympus BX 51 WI

Olympus GmbH, Hamburg, Deutschland

Eclipse 80i

Nikon, Minato, Japan

SMX-16E1M Kamera

Sumix, Oceanside, USA

Fluoreszenzmikroskop Axio

Zeiss, Jena, Deutschland

Olympus CHK Mikroskop

Olympus GmbH, Hamburg, Deutschland

Vakuumpumpe

KNF Neuberger, Trenton, USA

3.1.3 Verwendete Labormaterialien

In diesem Abschnitt findet man eine Zusammenfassung aller Labormaterialien, welche fiir die

experimentellen Verfahren dieser Arbeit bendtigt wurden (s. Tabelle 5).

Tabelle 5: Liste der verwendeten Labormaterialien.
Material Hersteller
Exsikkator Duran, DWK L.S., Wertheim, Deutschland

Pipetten und Pipettenspitzen

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

100x20 Glaspetrischale

Duran Group, Wertheim, Deutschland

50 ml Réhrchen

Greiner Bio One, Kremsmiinster, Osterreich

0,5 ml Mikroreaktionsgefaf

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Delta T Culture Dish 0,17 mm clear

Bioptechs, No. 04200417C, Butler, USA

Minutien Nadeln

Bioform, Nurnberg, Deutschland

Kryo-Einbettformen

Sakura, Umkirch, Deutschland

Filterpapier

Fisher Scientific, Hampton, USA

Parafilm

Amcor, Victoria, Australia

Glasobjekttrager 75 x 25 x 1 mm

R.Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland
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3.1.4 Lésungen und Puffer

In diesem Abschnitt werden die verschiedenen Losungen und Puffer aufgeflhrt, welche fir die

experimentellen Verfahren dieser Studie verwendet wurden.

Histo-Block Losung:
- 10 ml 10% Horse Serum, 0,5 ml 0,5% Tween, 0,1 g 0,1% BSA

Partikeltransport Puffer (PTP)
- 500ml ddH20, 0,209g KCI (5,6 mM), 3,985g NaCl (136mM), 0,98g Glucose (10,7mM),
1,199 Hepes (10mM), 0,1017g MgCl2 (1mM), 0,1617 g CaCl; (2,2 mM).
In 500 ml H>Odd Iésen und pH auf 7,4 einstellen

Minimal Essential Medium
- 50 ml MEM, 500ul Penicillin, 500pl Glutamin

Zamboni Fixans
- 50 ml 37% Formaldehyd Lésung, 500 ml 0,2 M PP, 150 ml Pikrinsdure, 300 ml

destilliertes Wasser

Phosphat Puffer (0,1 M, pH 7,4)
- 115 ml Lésung A, 385 ml Lésung B, 500 ml destilliertes Wasser

Losung A
- 31,2 g NaH2PO4 x 2H,0, 1 | destilliertes Wasser

Lésung B
- 35,6 g NaHPO4 x 2H20, 1 | destilliertes Wasser
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3.2 Untersuchung der PTS an murinen Gewebe

3.2.1 Mause

Die Messungen wurden an insgesamt 32 Mausen des Stammes C57BI/6J (Wildtyp) oder an
physiologischen Wildtypen basierend auf diesem Stamm beider Geschlechter durchgefiihrt. Das
durchschnittliche Alter lag zwischen 10 Wochen und 5 Monaten. Das durchschnittliche
Koérpergewicht der weiblichen Mause (n=19) betrug etwa 22 Gramm, wahrend die mannlichen
Mause (n=13) im Durchschnitt etwa 2-3 Gramm schwerer waren. Die Gewichtsmessung wurde
post mortem durchgefihrt. Die Mause stammten aus eigener Zucht und wurden in einer
Umgebung mit kontrollierter Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit untergebracht. Sie wurden
einem regelmafigen zwoélfstliindigen Tag-Nacht-Zyklus ausgesetzt und hatten standigen Zugang
zu Futter (Altromin, Lage) und Wasser. Die Unterbringung und alle durchgefiihrten Eingriffe
erfolgten gemaf den Tierschutzvorschriften der Universitat des Saarlandes (27. Juli 2017) sowie
dem deutschen Tierschutzgesetz. Die Euthanasie der Tiere erfolgte mittels einer Uberdosierung
des Inhalationsanadsthetikums Isofluran (CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland), gefolgt von einer

zervikalen Dislokation.

3.2.2 Versuchsvorbereitungen

Gemall einem von uns etablierten Protokoll wurden zuerst alle fir den Versuch bendétigten
Substanzen (s.u.) vorbereitet und bis zur Verwendung in einem 0,5 ml Mikroreaktionsgefal} auf
Eis gelagert, um ein kontrolliertes Auftauen zu ermdglichen. Diese Substanzen wurden
ausgewahlt, um den Partikeltransport zu beeinflussen, der von den Zilien der zilientragenden
Zellen in der Trachea der Wildtyp-Mause ausgefihrt wird. Die ausgewahlten Substanzen sind in

der folgenden Tabelle (s. Tabelle 6) aufgelistet:

Tabelle 6: Liste der in den Versuchen verwendeten Stimuli und Inhibitoren.

Stimuli:

Chinin, ein Bitterstoff, der aus der Rinde des Cinchona-Baumes extrahiert wird, ist sowohl fir seinen
markanten, bitteren Geschmack [87] als auch fir seine historische Rolle in der Malariabehandlung
bekannt [88]. Diese Substanz, die in der Medizingeschichte tief verwurzelt ist, behalt ihre Bedeutung in
der zeitgendssischen  wissenschaftlichen  Forschung, insbesondere in  Studien zu
Bittergeschmacksrezeptoren im menschlichen Organismus. Chinin z&hlt zu den Verbindungen, die
Bitterrezeptoren  aktivieren und wurde daher in der Erforschung der menschlichen

Geschmackswahrnehmung eingesetzt [27].
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Chlorpheniramin, ein Antihistaminikum, wird hauptsachlich zur Behandlung von Allergiesymptomen
verwendet [89]. Es gibt jedoch auch Hinweise darauf, dass Chlorpheniramin die Wahrnehmung von
Bittergeschmack beeinflussen kann [90]. Das Ziel dieses Experiments war, ahnlich wie bei der
Untersuchung von  Diphenidol, die  Auswirkungen von  Chlorpheniramin  auf die

Signallbertragungskaskade der Bitterrezeptoren zu untersuchen.

Denatonium, auch bekannt unter den Handelsnamen Bitrex oder Aversion, ist eine chemische
Verbindung, die zu den extrem bitteren Substanzen zahlt und der Gruppe der quaternaren
Ammoniumverbindungen angehdrt [91]. Diese Substanz wird aufgrund ihrer ausgepragten Bitterkeit als
der bitterste bekannte Stoff angesehen und erfordert nur winzige Mengen, um in gro3en Verdinnungen
einen intensiven, unangenehmen Geschmack zu erzeugen [92]. Bitterstoffe wie Denatonium aktivieren
bestimmte Geschmacksrezeptorzellen und chemosensorische Zellen, welche durch die Prasenz von
Rezeptoren der TAS2R-Familie charakterisiert sind [30].

Diphenidol ist eine chemische Verbindung, die primar als Antiemetikum eingesetzt wird, um Ubelkeit
und Erbrechen zu therapieren [93]. Neben seiner Hauptfunktion beeinflusst Diphenidol auch

Bitterrezeptoren und hat die Fahigkeit, die Wahrnehmung von bitterem Geschmack zu modulieren [94].

lonomycin, eine von Streptomyces conglobatus produzierte chemische Verbindung [95], dient als
Calcium-lonophor [96]. Das bedeutet, es kann selektiv Calcium-lonen durch Zellmembranen
transportieren. Es beeinflusst die intrazellulare Produktion von Zytokinen wie Interferon, Interleukin-2
und Interleukin-4, was zu einem raschen Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration und
anschlielendem Zelltod fihrt [97]. Aufgrund seiner Fahigkeit, den Calciumtransport in Zellen zu steuern,
ist lonomycin ein wichtiges Werkzeug in Experimenten, die die Manipulation der intrazellularen

Calciumkonzentration zum Ziel haben [97].

Thapsigargin ist eine pflanzliche Verbindung, die vor allem in der Gattung Thapsia vorkommt [98].
Dieses Molekll inhibiert spezifisch die Calcium-ATPase in den Membranen des endoplasmatischen
Retikulums sowie des Golgi-Apparats, was zu einer Erhéhung der intrazelluldren Calciumspeicher flhrt
[99]. Diese Zunahme hat vielfaltige Auswirkungen auf zelluldre Prozesse und ermdglicht die

Untersuchung von calciumabhangigen Signalwegen, ahnlich der Wirkung von lonomycin.

ATP, ist ein Nukleotid, dass spezifisch mit den P2Y2- sowie den P2X-Rezeptoren interagiert,
insbesondere mit den Untereinheiten P2X4 und P2X7, die als spezielle lonenkanale im zilientragenden
Epithel der Atemwege fungieren [44,100,101,102]. Diese Interaktion bewirkt einen Calciumeinstrom, der

bei langerer ATP-Exposition eine dauerhafte Aktivierung der zilientragenden Zellen auslost.

Inhibitoren:

Atropin ist ein natlrliches Tropan-Alkaloid und ein nicht-selektiver Muskarinrezeptor-Antagonist, das
die Wirkung des parasympathischen Nervensystems unterdriickt, indem es ACh kompetitiv und

reversibel von den Muskarinrezeptoren verdrangt [63].
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Mecamylamin, ein nicht-selektiver und nicht-kompetitiver Antagonist der nAChRs, wirkt hemmend auf

das parasympathische Nervensystem [54].

TPPO (Triphenylphosphanoxid) gilt als einer der potentesten selektiven Inhibitoren des Ca?*-
gesteuerten TRPM5-Kanals sowohl beim Menschen als auch bei Mausen [32,103]. TRPM5-Kanale sind
in einer Vielzahl von Gewebetypen prasent und spielen eine wesentliche Rolle in der Signaliibertragung
sowie als Sensoren fur verschiedene Geschmacksstoffe [104]. Der Einsatz von TPPO erméglicht eine

gezielte Beeinflussung der Funktionsweise von TRPM5-Kanalen [103].

L-Name ist ein nicht-selektiver NO-Synthase-Hemmer [85].

Die Stimuli und Inhibitoren wurden in folgender Konzentration angewendet (s. Tabelle 7):

Tabelle 7: Liste der verwendeten Stimuli und Inhibitoren mit den jeweiligen Konzentrationen.
Stocklésung: Gelbst in: Endkonzentration:

Stimuli:
Chinin 10 mM 1,5ml PTP 100 uM
Chlorpheniramin 30 mM 1,5ml PTP 300 uM
Denatonium 100 mM 1,5ml PTP 1mM
Diphenidol 20 mM 1,5 ml PTP 200 uM
lonomycin 1 mM 1,5ml PTP 10 uM
Thapsigargin 1mM 1,5 ml PTP 10 uM
ATP 10 mM 1,5ml PTP 100 uM
Inhibitoren:
Atropin 5mM 1,5ml PTP 50 uM
Mecamylamin 10 mM 1,5ml PTP 100 uM
TPPO 10 mM 1,5 ml PTP 100 uM
L-Name 2 mM 1,5ml PTP 20 uM

Der Partikeltransportpuffer wurde in ein 50-mlI-Roéhrchen (Greiner Bio-One) umgefullt und in
einem Wasserbad (GFL 1002) auf 32°C erwarmt, um die physiologischen Bedingungen fiir das

exzidierte Epithel nachzuahmen. AnschlieRend wurden 750 pl des erwarmten PTPs in ein Delta
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T Kulturschalchen (0,17 mm klar, Bioptechs, Art.-Nr. 04200417C, USA), im weiteren Verlauf nur
als Kulturschalchen (s. Abb. 1) bezeichnet, gegeben und auf dem Mikroskop unter einem
20x/0.50, DIC M/N2 Objektiv («0.17, WD 2.1) positioniert.

\‘\

Abbildung 1: Kulturschalchen mit aufgespanntem murinem

Trachealgewebe in 1,5 ml PTP.

Die Temperatur in den Kulturschalchen wurde mithilfe des Delta T5 u-Environmental Culture
Dish Controllers (Bioptechs, s. Abb. 2) konstant bei 32°C gehalten, wobei ein Temperaturfihler
zur Uberwachung eingesetzt wurde. Um eine stabile Befestigung des Gewebes zu ermdglichen,
wurden alle Kulturschalchen im Vorfeld mit einer diinnen Schicht Sylgard 184" (Dow Corning
GmbH) beschichtet.

Zusatzlich wurden vor Beginn der Organentnahme die Pipetten (Brand GmbH, Wertheim,
Deutschland) und Timer vorbereitet, um wahrend der Messung der PTS einen reibungslosen
Ablauf zu gewahrleisten. Das im Voraus erstellte Protokoll wurde entsprechend den
Forschungszielen ausgefullt und fur den Einsatz bereitgestellt. Zudem wurde das Programm
Stream Pix (NorPix Inc., Montreal, Kanada) konfiguriert, mit Einstellungen fir die BildgroRe (X
640, Y 512), eine Expositionszeit von 6ms, eine Bildrate von 12 Hz und eine Decimation von 1:1,

um eine optimale Datenerfassung zu ermdéglichen.

1 Sylgard 184 (Dow Corning GmbH, Wiesbaden, Deutschland) ist ein klares Silikon-Elastomer. Hergestellt wurde
dieser aus der Sylgard 184 Base und Sylgard 184 Harter im Verhaltnis 9:1. Folgend wurde es mindestens flir zwei
Stunden bei Raumtemperatur unter dem Abzug verrtihrt. Um beim Rihrvorgang entstandene Luftblasen mittels
Vakuum zu entfernen, wurde das Gemisch fiir 2 Std. in einem Exsikkator positioniert. Nach der Reinigung der
Oberflache des Delta T Kulturschéalchens mit 70 % Ethanol wurden mittig 1,2 ml - 1,5 ml des hergestellten Gels
aufgetragen und zur Auspolymerisierung bei 60°C lber Nacht in den Warmeschrank gestellt.
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3.2.3 Organentnahme

Die Praparation begann mit einem medianen Schnitt von der unteren Bauchregion bis zum
Kehlkopf, um Abdomen und Thorax zu 6ffnen. AnschlieRend wurde die Vena cava inferior in der
unteren Bauchregion durchtrennt. Nach der Durchtrennung wurde die Trachea von den
angrenzenden Gewebestrukturen befreit, isoliert und in einem Kulturschalchen mit 1,5 ml PTP
bei 32°C fixiert. Die Fixierung des Trachealgewebes erfolgte mithilfe von zwei Minutiennadeln
(Bioform, Nurnberg, Deutschland), die es unter leichter Spannung an beiden Enden im Sylgard
184 sicherten. Unter einem Mikroskop (Olympus BX 51 WI, Olympus GmbH) wurde die Trachea
sorgfaltig von umliegenden Strukturen befreit und entlang des Musculus trachealis langs
aufgeschnitten. Das praparierte Gewebe wurde dann in zwei Hélften geteilt, die jeweils in einem
Kulturschalchen mit 750 pl PTP und einem weiteren mit 1,5 ml MEM (Minimal Essential Medium,
Gibco) durch vier Minutiennadeln aufgespannt wurden. Fir diesen Vorgang standen mir 30

Minuten zur Verfigung. Nach Ablauf dieser Zeit begann die eigentliche Messung.

Die Aufteilung des Gewebes erlaubte es, zwei separate Messungen vorzunehmen, um die
Trachea optimal zu nutzen. Das MEM diente der Aufrechterhaltung der Vitalitat des Gewebes
durch Bereitstellung notwendiger Nahrstoffe. Das zweite Kulturschalchen wurde anschlieend in
einen Brutschrank (COz-Inkubator, Sanyo, Japan) tUberfihrt, um physiologische Bedingungen zu

simulieren.

3.2.4 Messung des Partikeltransports

Das Kulturschalchen mit der fixierten Trachea und 750 yl PTP wurde unter dem Mikroskop
Eclipse 80i (Nikon, Japan; s. Abb. 2) positioniert. Um das Risiko eines Uberlaufens des Puffers
zu minimieren, wurden weitere 750 pl PTP erst nach der Positionierung des Kulturschalchens
eingefullt. Unter Verwendung eines spezifischen Objektivs wurde ein Bereich zwischen den
Knorpelringen fokussiert, um einen optimalen Kontrast zwischen den Partikeln und dem
Hintergrund zu erzielen. Nach Uberpriifung der Temperatur wurden 3 pl einer 30 mg/ml
Dynabeads-Lésung (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) hinzugefugt, die
als Partikel (Durchmesser: 2,8 pm) fungieren, welche von den Zilien in variierender
Geschwindigkeit transportiert werden. Das Gemisch wurde sorgfaltig mit einer Pipette
durchmischt und auf eine Fokusebene eingestellt, die einen optimalen Abstand zu den Zilien

aufweist, um die Bewegung der Partikel prazise zu beobachten.
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Abbildung 2: Mikroskop- und
Temperaturibewachungssystem. A:  T5
Environmental Culture Dish  Controller
eingestellt auf 32°C. Mikroskop. B: Eclipse 80i
(Nikon, Japan).

Tod Start der Messung Ende
. 5-Minuten Intervall Messung . 2-Minuten Intervall Messung .
™ . Ll " Ll " L]
Praparation Mikroskop Mikroskop .
P 30 _ 55 Jroso 89 [min]
B Baseline Stimulation
Tod Start der Messung Ende
. Brutschrank 5-Minuten Intervall M:SSU"E 2-Minuten Intervall Messung
2 Il ]
r T — T - 1
Praparation Inkubation Mikroskop Mikroskop X
. o . min
0 30 20 Baseline Stimulation 126 [min]

Abbildung 3: Graphische Darstellung des allgemeinen Protokolls fur das erste (A) und zweite (B)
murine Trachealgewebe (Stimulations- und Inhibitionsversuche). A: Nach der Durchtrennung der Vena
cava inferior (Minute 0) erfolgte die Praparation des murinen Trachealgewebes. Ab der 30. Minute wurden
in 5-mindtigen Intervallen Aufnahmen erstellt, bis zur Minute 55 (Baseline). Ab der 55. Minute erfolgten die
Aufnahmen in zweiminitigen Intervallen zur Erfassung der Stimulationsphase bis zu der letzten Aufnahme
in der 89. Minute. B: Das zweite murine Trachealgewebe wurde nach der Praparation zur Inkubation in
einen Brutschrank gelegt. Nach Abschluss des ersten Versuchs (A) begann man in der 90. Minute mit der
ersten Aufnahme und maf eine zehnminitige Baseline. Ab der 100. Minute wurden in zweimindtigen
Intervallen Aufnahmen gemacht, um die Stimulationsversuche zu dokumentieren. Die letzte Aufnahme
erfolgte in der 126. Minute.

Die Experimente starteten 30 Minuten nach der Durchtrennung der Vena cava inferior (s. Abb.
3). Mittels einer angeschlossenen Kamera (SMX-16E1M, Sumix Corporation) wurden uber die
Software Stream Pix kurze Videoaufnahmen aufgenommen und zur weiteren Analyse digital
gespeichert. Die ersten 25 Minuten zielten darauf ab, die Basisgeschwindigkeit des
Partikeltransports ohne Substanzzugabe zu erfassen (Baseline), indem alle finf Minuten
Aufnahmen gemacht wurden. AnschlieRend wurden in zweiminltigen Intervallen weitere
Videoaufzeichnungen durchgefuhrt. Falls Inhibitoren zugefiigt worden sind, erfolgte dies in der
56. Minute (s. Abb. 4B), ansonsten wurde zum gleichen Zeitpunkt 15 uyl PP hinzugefugt (Vehikel,
s. Abb. 4A). In der 60. Minute erfolgte die Zugabe eines Stimulus, um die Effekte auf die
Transportgeschwindigkeit zu untersuchen. In der 74. Minute wurde ATP hinzugefligt, um die
Funktionalitit des Gewebes nachzuweisen. Es wurden jeweils 15 ul der ausgewahlten

Substanzen verwendet und im
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Kulturschalchen vermischt, um eine gleichmaRige Verteilung zu sichern. Zwischen den Zugaben,
in Phasen ohne weitere Substanzgabe, erfolgte ebenfalls ein griindliches Mischen im
Kulturschalchen. Dies gewahrleistete eine effektive Verteilung der Stoffe und verhinderte das

Absinken der Dynabeads (Invitrogen, Massachusetts, USA).

Vehikel
Stimulus
" l l AIP
Start der Messung 56 60 74 Ende
I t t t t -ttt
30 35 40 45 50 55 57 59 61 63 65 67 69 71 73 75 77 79 81 83 85 87 89 [min]
Inhibitor
Stimulus ATP
B "] l
Start der Messung 56 60 74 Ende
L L 1 1 L .1 1 1 1 1 1 1 Il 1 L 11 L L 1 1 1 1 L ]
30 35 40 45 50 55 57 59 61 63 65 67 69 71 73 75 77 79 81 83 85 87 89 [min]

Abbildung 4: Graphische Darstellung des konkreten Protokolls fur das erste murine Trachealgewebe.
A: Standartprotokoll fir Stimulationsversuche: Die Experimente begannen mit einer 30-mindtigen
Praparation, gefolgt von der Aufnahme kurzer Videos im 5-Minuten-Intervall bis zur 55. Minute. Danach
wurden die Videos in 2-Minuten-Intervallen aufgenommen. Bei Minute 56 erfolgte eine Zugabe des
Vehikels (Tragersubstanz). Der Stimulus wurde bei Minute 60 hinzugefligt, und ATP wurde in der 74.
Minute zugegeben. B: Standartprotokoll fiir die Inhibitionsversuche: In der 56. Minute erfolgte die Zugabe
des Inhibitors. Vier Minuten spater, in der 60. Minute, erfolgte die Zugabe des Stimulus. ATP wurde
ebenfalls in der 74. Minute hinzugeflgt. Die letzte Videoaufnahme wurde in der 89. Minute erstellt.

Fiar den anschlielfenden Versuch wurde die zweite Halfte der Trachea verwendet und nach
einem ahnlichen Protokoll vorbereitet (s. Abb. 5). Nach dem Aufspannen im neuen
Kulturschalchen, gefiillt mit 750 ul PTP, wurde dieses zunachst unter das Mikroskop positioniert
und weitere 750 ul PTP hinzugefligt. Wie bereits zuvor beschrieben, wurde ein Bereich zwischen
den Knorpelringen fokussiert. AnschlieBend erfolgte die Uberpriifung der Temperatur und die
Zugabe von 3 pl einer 30 mg/ml Dynabeads-Ldsung. Mit der ersten Aufnahme begann die
Messung. Dadurch, dass sich die zweite Probe zirka 60 Minuten in einem Inkubator befand,
hatten die Zellen genug Zeit, um ihre Ruhefrequenz einzustellen und somit wurde die Baseline
auf zehn Minuten festgelegt. In diesem Zeitraum wurden drei Videoaufnahmen gemacht: zu
Beginn, nach funf Minuten und nach zehn Minuten. Ab der zehnten Minute wurden regelmaRige
Aufnahmen im Zweiminutenintervall erstellt. Falls ein Inhibitor gegeben wurde, erfolgte dies in
der 11. Minute. Die Zugabe des Stimulus fand in der 15. Minute statt und ATP wurde in der 31.
Minute hinzugefugt. Die letzte Aufnahme erfolgte in der 36. Minute.
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A Vehikel Stimulus ATP
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Abbildung 5: Graphische Darstellung des konkreten Protokolls flir das zweite murine Trachealgewebe.
Die Minute 90 ist in der Abb. 3B als Minute 0 dargestellt. A: Standartprotokoll fiir Stimulationsversuche:
Aufgrund der langeren post mortem Zeit wurde eine Baseline von zehn Minuten festgestellt, in der kurze
Videos mit einem 5-Minuten-Intervall aufgenommen wurden. Ab der 10. Minute wurden Aufnahmen im
2-Minuten-Intervallen aufgenommen. Bei Minute 11 erfolgte eine Zugabe des Vehikels (Tragersubstanz).
Der Stimulus wurde bei Minute 15 hinzugefiigt, und ATP wurde in der 31. Minute zugegeben. B:
Standartprotokoll fur die Inhibitionsversuche: Die Zugabe von dem Inhibitor erfolgte in der 11. Minute.
Vier Minuten spater, in der 15. Minute, erfolgte die Zugabe des Stimulus. ATP wurde ebenfalls in der 31.
Minute hinzugefugt. Die letzte Videoaufnahme wurde in der 36. Minute erstellt.

3.3 Untersuchung der PTS an humanen Gewebe

3.3.1 Korperspender

Das in dieser Studie untersuchte Trachealgewebe wurde von insgesamt 14 Koérperspendern des
Anatomischen Instituts der Universitit des Saarlandes bezogen (Bezeichnung der
Koérperspender: 20/80, 20/84, 20/85, 20/92, 21/08, 21/16, 21/21, 21/22, 21/31, 21/34, 21/36,
21/39, 21/40, 21/42). Die Auswahl der Spender umfasste Personen beider Geschlechter ($ n=6,
4 n=8) im hoheren Alter, welche zwischen 68 und 85 Jahren alt waren und zu Lebzeiten ihren
Korper der wissenschaftlichen Forschung zur Verfligung gestellt hatten. Die Vorgeschichte der
Spender bezlglich friherer Erkrankungen, Schadstoffbelastungen und allgemeinen
Lebensbedingungen war mir nicht bekannt. Das post mortem Intervall, also die Zeitspanne
zwischen dem Versterben der Spender und der Enthahme des Gewebes, betrug in der Regel
zwischen 8 und 20 Stunden. Um das Risiko einer Kontamination und Verfalschung der
Ergebnisse zu minimieren, wurden mir Gewebeproben von Spendern, die an infektidsen
Krankheiten oder Atemwegserkrankungen litten, nicht zur Verfigung gestellt. Trotz dieser
VorsichtsmaRnahmen konnte das Vorliegen anderer, fur diese Studie relevanter Erkrankungen
bei den Spendern nicht mit absoluter Sicherheit ausgeschlossen werden. Genehmigung durch
die Ethikkommission und Einwilligung zur Teilnahme: Die Studie erhielt unter den Nummern
200/20 und 293/21 die Genehmigung der zustandigen Ethikkommission der Arztekammer des

Saarlandes in Saarbriicken, Deutschland.
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3.3.2 Versuchsvorbereitung

Vor Beginn der Versuche wurde frisches MEM angesetzt und in einem Wasserbad auf optimale
Temperatur vorgewarmt. Ziel war es, dem entnommenen Gewebe bestmdgliche physiologische
Bedingungen fur die nachfolgenden Experimente zu bieten. Nach Eintreffen des Kérperspenders
wurde umgehend mit der Entnahme der Trachea begonnen, um die post mortem Zeit mdglichst

gering zu halten und die Gewebefunktionalitat weitestgehend zu erhalten.

Die bendtigten Substanzen wurden im Voraus vorbereitet (s. Tabelle 6 und 7) und ebenso bis

zur Verwendung in einem 0,5 ml Mikroreaktionsgefal auf Eis gelagert.

3.3.3 Trachea Exzision und Epithelvorbereitung

Die Extraktion der Trachea begann mit der Palpation des Ringknorpels, um den idealen
Ausgangspunkt fur die Inzision zu bestimmen. Ein medialer Schnitt wurde dann unterhalb des
Ringknorpels angesetzt und entlang der Medianlinie bis zum Beginn des Sternums fortgefuhrt.
Dieser Schritt erforderte unter anderem eine gute Koordination mit der Assistenz, die mithilfe von
zwei Langenbeck-Retraktoren die Wunde auseinanderhielt. Diese MalRnahme war essenziell,
um einen ungehinderten Zugang zu den tief liegenden Strukturen zu gewahrleisten und
gleichzeitig die Integritat des Gewebes zu bewahren. Wahrend der Praparation wurde besondere

Sorgfalt darauf verwendet, die Trachea von umliegenden Geweben und Strukturen zu isolieren.

Nach der erfolgreichen Freilegung wurde die Trachea entnommen. Dabei wurde darauf geachtet,
benachbarte Strukturen wie die groRen BlutgefaRe, den Osophagus und die Nervenbahnen nicht
zu beschadigen. Die enthommene Trachea, typischerweise ein Segment von 4-6 cm Lange,
wurde zur weiteren Verarbeitung in einem 50 ml Falcon-Réhrchen, gefillt mit MEM, gelagert.
Dieses Medium diente dazu, eine Degradation des Gewebes bis zur weiteren Verarbeitung zu

verhindern.

Der nachste Schritt umfasste die Trennung des Epithels vom restlichen Trachealgewebe.
Besondere Aufmerksamkeit wurde darauf gelegt, das Epithel nicht aus dem Paries
membranaceus zu entnehmen, da dieser Bereich unseren Erfahrungen nach eine niedrigere
Dichte an BC aufweist und somit flr die spezifischen Untersuchungsziele weniger relevant war.
Die Praparation fand in einer mit 20 ml MEM geflllten 100 x 20 Glaspetrischale (Duran Group,
Wertheim, Deutschland) statt. Erst wurde die Trachea durch horizontale Schnitte in mehrere
Streifen geteilt (bis zu zwei Knorpelringe pro Streifen), was zu einer erleichterten Entnahme des

Epithels flihrte. Eine Assistenz war auch hier unerlasslich, um die Streifen wahrend der
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Praparation stabil zu halten und eine effektive Aufspannung fur die Trennung des Epithels zu
gewahrleisten. AbschlieRend wurde das Epithel mit einer Pinzette angehoben und mithilfe eines
Skalpells von den darunterliegenden Strukturen separiert. Die erfolgreich isolierten Epithelstiicke
wurden in einem Kulturschalchen fixiert, das ausreichend mit MEM gefullt und anschlieRend im
Brutschrank inkubiert wurde. Dies ermoglichte es, zunachst die zuerst entnommene Probe zu

analysieren, gefolgt von den nachfolgenden Proben.

Um die BC mittels einer geeigneten Farbung sichtbar zu machen, wurden bis zu zwei

Knorpelspangen belassen (s. Abb. 6).

hyaline Knorpelspange

Ligamentum anulare tracheale

frisch angesetztes MEM mit
einer Temperatur ca. 32 °C

Abbildung 6: Frisch entnommene menschliche Trachea nach dem Entfernen der Paries
membranaceus.

3.3.4 Messung des Partikeltransports

Start der Messung Ende
5-,2-Minuten Intervall Messung 2-Minuten Intervall Messung
L M
(; Mikroskop 1'1 Mikroskop 2'9 [min]
Baseline Stimulation

Abbildung 7: Graphische Darstellung des allgemeinen Protokolls fiir das humane Gewebe. Nach der
Entnahme des Trachealepithel wurde zunachst eine 11-miniitige Baseline gemessen. Wahrend dieser
wurden Aufnahme sowohl in finfmindtigen als auch in zweiminitigen Abstanden Aufnahmen erstellt. Ab
der 12. Minute wurde ausschlieRlich in zweiminutigen Intervallen fortgefiihrt (Stimulationsphase). Die letzte
Aufnahme erfolgte in der 29. Minute.

Die Messungen des Partikeltransports wurden gemafls dem Protokoll fiir Mausversuche

durchgeflihrt, jedoch mit angepassten Zeitintervallen (s. Abb. 7). Bei Menschen wurde aufgrund
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der bereits langeren post mortem Zeitspanne stets das gleiche Protokoll angewendet, im
Gegensatz zu den Mausversuchen. Die Baseline-Phase dauerte 11 Minuten, mit Aufnahmen zu
Beginn sowie inder 5., 7. und 9. Minute. Weitere Aufnahmen erfolgten im Zwei-Minuten-Intervall.
Zu Versuchsbeginn, in der 12. Minute, wurden 15 pl Pufferlésung (Vehikel) zugegeben, um
Mischungsfehler auszuschlief3en, ohne eine Reaktion zu erwarten. Falls ein Inhibitor verwendet
wurde, erfolgte dessen Zugabe in der 12. Minute. In der 16. Minute wurde ein Stimulus
hinzugefiigt. Abschliellend wurde in der 24. Minute ATP zugegeben, um die Funktionsfahigkeit

des Gewebes zu Uberprifen. Die letzte Aufnahme wurde in der 29. Minute gemacht (s. Abb. 8).

A Vehikel Stimulus ATP
l l v
Start der Messung 12 16 M Ende
I t t t —t—t et t t —t—tk + {
0 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 [min]
B Inhibitor Stimulus ATP
l v l
Start der Messung 12 16 M Ende
I } } 4 +—F— —tt 4 t g — t i
0 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 [min]

Abbildung 8: Graphische Darstellung des konkreten Protokolls flir das humane Trachealgewebe. A:
Standartprotokoll fiir Stimulationsversuche: Aufgrund der langeren post mortem Zeit wurde eine Baseline
von 11 Minuten festgelegt. In dieser Zeit wurden Videoaufnahmen zu Beginn sowie nach 5, 7, 9 und 11
Minuten gemacht. Ab der 11. Minute erfolgten die Aufnahmen nur noch in 2-Minuten-Intervallen. Die
Zugabe von Vehikel fand in der 12. Minute statt. Der Stimulus wurde in der 16. Minute hinzugefiigt, und
ATP wurde in der 24. Minute zugegeben. B: Standartprotokoll fir die Inhibitionsversuche: Die Zugabe des
Inhibitors erfolgte in der 12. Minute. Vier Minuten spater, in der 16. Minute, wurde der Stimulus hinzugeftigt.
ATP wurde ebenfalls in der 24. Minute zugegeben. Die letzte Videoaufnahme erfolgte in der 29. Minute.

3.4 Statistische Methoden und Datenanalyse

Alle Aufnahmen wurden mithilfe des Programms Stream Pix erstellt. AnschlieRend wurden die
Videodateien zur Analyse in das Programm Image-Pro Premier (Media Cybernetics, Rockville,
USA) importiert. Die Funktionsweise dieses Programms beruht auf der selbstandigen Erkennung
der Partikel durch die Kontrastunterschiede. Basierend auf der erfassten Distanz, die die Partikel
Uber einen definierten Zeitraum zurticklegen, berechnet das Programm die Geschwindigkeit
jedes einzelnen Partikels in Mikrometern pro Sekunde (um/s). Die so ermittelten
Geschwindigkeitswerte werden dann in eine Excel-Tabelle exportiert. Mithilfe der
Mittelwertfunktion in Excel wird die durchschnittliche Geschwindigkeit aller Partikel fir definierte
Zeitpunkte berechnet. Dieser Prozess wurde fir jede Videoaufnahme in regelmaRigen
Zeitabstanden wiederholt. AbschlieRend wurde auf Basis der gesammelten Daten ein Diagramm

erstellt, welches den dynamischen Verlauf des Experiments visualisiert.
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Fir die Analyse der erhobenen Daten wurde das GraphPad Prism Version 9 verwendet, ein
Statistik- und Grafiksoftwareprogramm, das speziell flir wissenschaftliche Zwecke entwickelt
wurde. Es unterstiitzt eine umfangreiche Analyse biologischer Daten und bietet vielfaltige
Funktionen fir die Erstellung von Grafiken und die Durchfiihrung statistischer Tests [105]. Fir
die Auswertung der Daten wurde der Student's t-Test genutzt. Dieser dient dem Vergleich der
Mittelwerte zweier Gruppen, um festzustellen, ob sich diese signifikant voneinander
unterscheiden. Der Test berlicksichtigt dabei die Varianzen innerhalb der Gruppen und die
Gruppengréfien. Er ist besonders nutzlich, um die Wirksamkeit von Behandlungen oder

Unterschiede in experimentellen und Kontrollgruppen zu bewerten.

Zunachst wurden die Ergebnisse den entsprechenden Experimenten zugeordnet. Anschliel3end
wurden die Werte der PTS vor und nach der Verabreichung der Substanz in das System
eingetragen. Dies ermoglichte es, die Veranderungen der Geschwindigkeit zu analysieren und
zu interpretieren. Die Annahme der Normalverteilung der Daten erlaubt dem Student's t-Test,
eine Beurteilung vorzunehmen, die Aufschluss dartiber gibt, wie wahrscheinlich es ist, dass die

beobachteten Unterschiede nicht auf Zufall beruhen.

Mit Hilfe von GraphPad Prism wurden anschlieRend die Grafiken fur den Ergebnisteil dieser
Arbeit erstellt. Zudem wurde der p-Wert berechnet, welcher die statistische Signifikanz der
Unterschiede zwischen den Gruppen angibt und somit die Interpretation der experimentellen
Daten ermdglicht. Das Signifikanzniveau des p-Werts wird in den Graphen durch die Symbole

"ns" (nicht signifikant), *, **, *** und **** dargestellt. Diese kdnnen wie folgt interpretiert werden:

ns: p > 0,05

*'p<0,05
e *:p=<0,01
e *:p=<0,001

e ****p<0,0001

Diese Kodierung ermdglicht eine schnelle visuelle Einschatzung der statistischen Signifikanz der
Unterschiede zwischen den verglichenen Gruppen. Ein niedriger p-Wert erhéht die Sicherheit,

dass der festgestellte Effekt real und nicht zufallig ist [106].
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3.5 Histologische Darstellung der Trachea

3.5.1 Herstellung der Praparate

Humane Trachea:

Ein intakter Knorpelring wurde mithilfe von Zamboni-Fixans uUber einen Zeitraum von funf
Stunden fixiert, um die Proteinstruktur zu konservieren. Die Fixierung fand auf einem
Kreisschittler OS-500 (VWR International, Darmstadt, Deutschland) statt, um eine gleichmaRige
Fixierung sicherzustellen und Ablagerungen vorzubeugen. Nach der Fixierung wurde das
Gewebe griindlich mit 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,4) gesplilt, wobei die Spulflissigkeit in den

50 ml Falcons mehrfach gewechselt wurde, bis keine Verfarbung mehr erkennbar war.

Fir die Entkalkung wurden die Knorpelspangen am darauffolgenden Tag in 100 ml Rapid Bone
Decalcifier (Medline, Kleve, Deutschland) fir finf bis sechs Stunden eingelegt. Dies erfolgte
ebenfalls auf dem Kreisschittler, was eine effektive Entkalkung sicherstellte und die
physikalischen Eigenschaften des Knorpels fiir das Schneiden optimierte. Der Einsatz von Rapid
Bone Decalcifier (RPB) erleichterte das spatere Schneiden des Gewebes am Kryostaten
erheblich, indem er die Harte und Festigkeit des Knorpels reduzierte. Nach der Entkalkung wurde
das Gewebe erneut mit 0,1 M Phosphatpuffer ausgiebig gewaschen, bis samtliche Reste des
Decalcifiers entfernt waren, um eine optimale Vorbereitung fur die Einbettung zu gewahrleisten.
Das vorbereitete, entkalkte Gewebe wurde anschlielend eingefroren. Fir die Einbettung kam
Tissue-Tek (Sakura, Umkirch, Deutschland) zum Einsatz, wobei das Gewebe in speziellen
Kryoeinbettformen (Sakura, Umkirch, Deutschland) platziert wurde. Um eine schnelle und
gleichmaRige Gefrierung zu erreichen, wurde das Gewebe in einen Behalter mit 2-Methylbutan
(Roth, Karlsruhe, Deutschland) getaucht, der in flissigem Stickstoff (Cryotherm, Kirchen,
Deutschland) gekihlt wurde. AnschlieRend wurde das Gewebe mit beschriftetem Filterpapier
(Fisher Scientific, Hampton, USA) markiert und mit Tissue-Tek fixiert, gefolgt von einer weiteren
Eintauchung in 2-Methylbutan. Um Kontamination zu vermeiden und die Lagerungsbedingungen
zu optimieren, wurde das Gewebe mit Parafilm (Amcor, Victoria, Australia) umwickelt und bei -

80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Der komplette Vorgang wurde stets dokumentiert.

Die Praparate wurden anschlieRend im Kryostaten (Leica, Bensheim, Deutschland) zu 10 ym
dinnen Schnitten verarbeitet, die auf Glasobjekttragern (75 x 25 x 1,0 mm, R.Langenbrinck,
Emmendingen, Deutschland) platziert und bei -20°C aufbewahrt wurden. Diese niedrige
Lagerungstemperatur war wichtig, um die Qualitdt der Schnitte bis zur weiteren Analyse zu

erhalten.
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3.5.2 Farbung der Praparate

Methylenblau-Farbung

Die Methylenblau-Farbung wurde angewandt, um die Prasenz und Integritat des Epithels in den
Gewebeproben zu Uberprifen. Zunachst wurden die praparierten Gewebeschnitte sorgfaltig auf
Objekttragern platziert. Nach einer Phase der Trocknung wurden zwei bis drei Tropfen
Methylenblau-Losung auf die Schnitte aufgebracht, was eine schnelle und effektive Farbung
ermodglichte. Im Anschluss erfolgte die mikroskopische Betrachtung unter dem Olympus CHK
Mikroskop (Olympus GmbH, Hamburg, Deutschland), um zu evaluieren, ob die spezifischen
Schnitte flr weitere detaillierte Farbungen geeignet waren. Sollte sich herausstellen, dass die
Epithelstruktur beschadigt war oder die Farbung keine klare Darstellung bot, wurden
nachfolgende Schnitte verworfen und die Suche nach optimalen Praparatstellen fortgesetzt, bis
eine Probe mit klar erkennbaren und intakten Strukturen identifiziert wurde. Diese sorgfaltige
Auswahl gewahrleistete, dass nur qualitativ hochwertige Proben in die weitere Analyse

einbezogen wurden.

HE-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung), eine Kombination aus Hamalaun und Eosin, ist
ein Standardverfahren zur detaillierten Darstellung von Gewebestrukturen [107]. Die
Gewebeschnitte auf den Objekttrdgern wurden zunachst fir 10 Minuten in Hamalaun (Roth,
Karlsruhe, Deutschland) inkubiert, um die Kerne anzuférben. Anschliel3end erfolgte ein kurzes
Spulen mit destilliertem Wasser (Milli-Q, Sigma Aldrich, St. Louis, USA), gefolgt von einer
ausgiebigen Spulung unter flieRendem Leitungswasser fir 10 Minuten, um Uberschiissiges
Hamalaun zu entfernen und die Farbung zu fixieren. Danach wurde das Gewebe kurz mit
destilliertem Wasser gespdilt, bevor es fir eine Minute in eine 0,1%ige Eosinlésung (Merck
Millipore, Massachusetts, USA) gegeben wurde, welche fir die Kontrastierung des Zytoplasmas
und anderer Zellkomponenten sorgt. Nach einer abschlieBenden Spllung mit destilliertem

Wasser waren die Schnitte bereit flr die mikroskopische Untersuchung.

Immunhistochemie

In dieser Studie wurde die Immunfluoreszenz-Analyse verwendet, um die Prasenz von BC im
Epithel des Trachealgewebes nachzuweisen. Die Analyse konzentrierte sich speziell auf das
Epithel der Pars cartilaginea der Trachea. Diese Entscheidung beruhte auf friiheren Erfahrungen
und Beobachtungen, die darauf hindeuten, dass dieser Bereich eine erhdhte Dichte von BC
aufweisen kdnnte. Unter Verwendung eines primaren und eines sekundaren Antikdrpers wurden
die BC visualisiert (s. Tabelle 8). In Anlehnung an die Methodik von Duda (2021) wurden die

folgenden Antikorper ausgewahlt:
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Tabelle 8: Genutzte Primar- und Sekundarantikorper:

Primarantikorper

Antigen Wirt Verdlinnung Quelle

DCAMKL1 rabbit, 1:800 Abcam; Cambridge,
(Doublecortin-like- polyklonal 1IgG UK

kinase 1) Lot: GR3357375-1

Sekundarantikorper

Antigen Wirt Konjugat | Verdinnung Quelle

Donkey anti Rabbit donkey Cyanin 3 [ 1:1000 Dianova, Hamburg,
Lot: Germany
136387

Doublecortin-like Kinase 1 (DCAMKL1), eine Serin/Threonin-Proteinkinase, dient als
spezifischer Marker fir BC im Atemwegsepithel und ist wesentlich fur deren Identifizierung und
Charakterisierung verantwortlich [108]. Basierend auf einer detaillierten Analyse der Ergebnisse

nach Duda (2021) wurde dieser Antikorper in folgenden Verdinnungen angewendet: 1:800.

Der sekundare Antikdrper Donkey anti-Rabbit IgG (Cy3) ist ein weit verbreitetes Reagenz, das
gezielt Kaninchenimmunglobuline (Rabbit IgG) erkennt [109]. Dieser Antikorper ist mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Cyanin 3 (Cy3) konjugiert, welcher eine intensive orange Fluoreszenz in
immunhistochemischen und immunzytochemischen Anwendungen emittiert [110]. Dieser ist
besonders nitzlich, da er eine deutliche Unterscheidung von anderen Farbsignalen in
Mehrfarben-Immunfarbungen ermdéglicht. Fir die Immunfarbung wurden sekundare Antikorper

in einer Verdinnung von 1:1000 eingesetzt.

Zur Durchfiihrung der immunhistologischen Farbung wurde das bewahrte Grundprotokoll der AG
Krasteva-Christ des anatomischen Instituts in Homburg herangezogen. Zunachst wurden die bei
-20°C aufbewahrten Proben fir eine Stunde akklimatisiert und getrocknet. Frische, nicht zuvor
eingefrorene Proben erforderten lediglich eine halbe Stunde Trocknungszeit. Nach dem
Entfernen des Tissue-Teks wurde das Gewebe mit einem Fettstift umrandet, um das Austreten

der Detergenzien wahrend der Inkubationen zu verhindern und so eine kontinuierliche
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Feuchtigkeit zu gewahrleisten. Eine weitere Stunde Trocknung folgte. Anschliefsend wurden 1-3
Tropfen von 0,3% Triton (Fluka, Buchs, Schweiz) aufgetragen, um die Zellmembranen der
Gewebeschnitte zu permeabilisieren. Nachdem die Proben fir 30 Minuten in einer
Feuchtkammer ruhten, erfolgte das Trocknen mithilfe einer Vakuumpumpe (KNF Neuberger,
Trenton, USA), wobei die Flussigkeit innerhalb der vom Fettstift gezogenen Grenze belassen
wurde, um das Gewebe vor Austrocknung zu schitzen. Um unspezifische Bindungen des
Primarantikdrpers zu vermeiden, wurde anschlieRend Histo-Block-Losung auf das Gewebe

aufgetragen.

Nach der Vorbereitung wurden die Primarantikdrper (PA) in einem Reaktionsgefall mit PBS-S
verdinnt und grindlich durchmischt. AnschlieRend wurden sie gleichmaRig auf die Praparate
aufgetragen und zur Optimierung der Antikdrperbindung tber Nacht bei kontrollierter Temperatur
inkubiert. Um die Spezifitat der AntikGrperbindung zu Gberprifen, wurde konsequent eine Probe
ausschlief3lich mit PBS-S behandelt, um als Negativkontrolle zu dienen. Am darauffolgenden
Tag erfolgte das sorgfaltige Waschen der Schnitte in PBS in drei Zyklen von jeweils 10 Minuten,

um Uberschissige Primarantikdrper zu entfernen.

Nach dem Waschprozess wurde der zuvor in PBS-S verdinnte Sekundarantikbrper (SA)
hinzugefiigt und fir eine Stunde in einer feuchtigkeitsgesattigten Kammer inkubiert, um die
Bindung an die Primarantikorper zu fordern. Der Sekundarantikérper wurde anschlieRend
ebenso durch das Waschen in PBS in drei Zyklen von jeweils 10 Minuten entfernt. Fur die
darauffolgende Anfarbung der DNA wurden die Proben mit 100 ul 4,6-Diamidino-2-Phenylindol
(DAPI, 0,2 ug/ml gelést in PBS und 2 pg/ml gelést in PBS) behandelt und wiederum fur 10
Minuten in der Feuchtekammer inkubiert. DAPI, eine Verbindung, die sich vorzugsweise an AT -
reiche DNA-Regionen anlagert, ermoglicht bei UV-Licht-Anregung eine deutliche Fluoreszenz,
was die Identifizierung von Zellkernen erleichtert [111]. Ein abschlieRender Waschvorgang in
PBS, durchgefiihrt in drei Zyklen von jeweils 10 Minuten, entfernte Gberschissiges DAPI und
bereitete die Schnitte flr die mikroskopische Untersuchung vor. Nach dem Abschluss der
Farbung wurde die Bindung zwischen den PA und SA im Gewebe durch Fixierung mit 4%igem
Paraformaldehyd (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, USA) stabilisiert. Diese Inkubation
dauerte 10 Minuten. Anschlieend wurde das Gewebe dreimal fir jeweils 10 Minuten in PBS
gewaschen, um uberschussiges Fixativ zu entfernen und das Gewebe flur die abschlieffende
Eindeckung vorzubereiten. Flr den letzten Schritt der Immunhistochemie wurde das Gewebe mit
Mowiol (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) eingedeckt. Circa 2-3 Tropfen dieser Substanz wurden

sorgfaltig auf das Gewebe aufgetragen, bevor es mit einem Deckglas der Grofle 24 x 60 mm
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abgedeckt wurde. Dabei wurde besonderes Augenmerk darauf gelegt, Luftblasen zu entfernen,
um eine klare Sicht auf die Praparate zu ermoglichen und gleichzeitig das Gewebe vor
Austrocknung zu schiitzen. Die fertig vorbereiteten Proben wurden zur Lagerung in eine Mappe
gelegt und bei einer Temperatur von 4°C im Kuihlschrank aufbewahrt, um ihre Integritat bis zur
Auswertung zu bewahren.

Die Bewertung der gefarbten Praparate erfolgte mittels des Fluoreszenzmikroskops Axio von
Zeiss (Jena, Deutschland) in einem abgedunkelten Raum, um die Fluoreszenzsignale optimal
zu erfassen. Das Mikroskop war mit einem Filter ausgestattet, der eine prazise Selektion der
bendtigten Wellenlangen ermdéglichte und somit die gezielte Anregung der SA erlaubte. Dies
fuhrte zur effektiven Ubertragung des von den Fluorochromen ausgesandten Lichts auf die
Kamera, was eine genaue Quantifizierung der markierten Strukturen zulief3. Fir die Analyse kam
die Zeiss Zen Mikroskopie-Software zum Einsatz. Die Anregung der verwendeten Fluorochrome
erfolgte bei Wellenlangen von 570 nm fir Cy3 und 461 nm fir DAPI, wodurch eine differenzierte
Darstellung der spezifischen Gewebestrukturen erreicht wurde. Bei der Beurteilung der Schnitte
lag der Fokus auf der Anzahl und Intensitdt der fluoreszierenden Objekte innerhalb der
Schleimhaut. Hierzu wurden hochaufldésende Aufnahmen mit einer 6-Kanal-Farb-Kamera

erstellt, die in czi-Format gespeichert und fir die Analyse spater als tif-Dateien exportiert wurden.

Als Kontrollen dienten Praparate, die ohne Sekundarantikérper behandelt wurden, um
unspezifische Bindungen oder autofluoreszierende Signale zu identifizieren. Diese Kontrollen
waren entscheidend, um die Spezifitdt der SA zu bestatigen und das Risiko falsch-positiver

Ergebnisse zu minimieren.
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4. Ergebnisse

4.1 PTS-Erhéhung nach der Zugabe von Denatonium

Die Untersuchung des Einflusses von Denatonium auf den Partikeltransport von Dynabeads im
Trachealgewebe wurde an sieben Wildtyp-Mausen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die
Zugabe von 15 yl 1 mM Denatonium zu einem signifikanten Anstieg der PTS um 24,62 + 12,14
pum/s fuhrte, mit einem p-Wert von 0,0017. Die Zugabe von 15 ul 100 uM ATP am Ende der
Versuche resultierte durchgangig in einer signifikanten Steigerung der PTS, die um 60,53 + 30,61
pum/s zunahm, bei einem p-Wert von 0,002 (s. Abb. 9A).

Die Untersuchung an humanem Gewebe wurde an insgesamt zwolf Epithelproben von sieben
Probanden (? n=3, & n=4) durchgefiihrt. Die Applikation von 15 pl 1 mM Denatonium flihrte zu
einem signifikanten Anstieg der PTS um 17,43 + 16,27 uym/s (p = 0,0034). Ahnlich verursachte

die Zugabe von 15 uyl 100 uM ATP einen signifikanten Anstieg der PTS um 20,81 £ 19,91 um/s
(p =0,004) (s. Abb. 9B).
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Abbildung 9: Partikeltransportgeschwindigkeit an einer isolierten Trachea nach Applikation von 1 mM
Denatonium (Den) und 100 yM ATP. A) Maus, n=7. B) Mensch, n=12. A-B) Dargestellt sind die PTS-Werte
(y-Achse [um/s]) vor und nach der Gabe von Denatonium und ATP (x-Achse) aus einzelnen Versuchen.
Die Applikation von Denatonium und ATP fuhrte zu einem signifikanten Anstieg (A-B: Student's t-Test;
Den **: p £0,01; ATP **: p <0,01). A) Den p=0,002; ATP p=0,0034. B) Den p=0,0034; ATP p=0,004.

Bei Frauen wurde nach der Gabe von 15 pl 1 mM Denatonium ein durchschnittlicher Anstieg der

PTS von = 11,5 ym/s verzeichnet, wahrend es bei Mannern zu einem Anstieg von = 18,5 ym/s

gekommen ist.
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4.1.1 Rolle von Biirstenzellen fir die NO-Vermittelte Steigerung der PTS
nach der Zugabe von Denatonium

Dieses Experiment wurde an insgesamt sechs Mausen durchgefiihrt (s. Abb. 10A). Zu Beginn,
in der 56. Minute, wurden 15 pl des nicht-selektiven NO-Synthase-Inhibitors L-Name (20 pM)
hinzugefiigt und sorgfaltig vermischt. Es wurde kein Anstieg der PTS durch die darauffolgende
Zugabe von 15 pyl 1 mM Denatonium beobachtet. DarlGber hinaus fiihrte die Applikation von 15
gl 100 uM ATP zu einem signifikanten Anstieg der PTS um 49,60 + 15,40 um/s (p = 0,0005).
Weiterhin wurden acht humane Epithelproben analysiert, welche von sechs unterschiedlichen
Korperspendern enthommen wurden. Analog zu den Beobachtungen bei Wildtyp-Mausen
erfolgte auch hier die Zugabe von 15 ul 20 yM L-Name. Nach der Applikation von 15 pyl 1 mM
Denatonium konnte keine Steigerung der PTS festgestellt werden (s. Abb. 10B). Des Weiteren
bewirkte die Zugabe von 15 pyl 100 yM ATP einen signifikanten Anstieg der PTS um 24,36 +
21,15 um/s (p = 0,0139).
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Abbildung 10: Partikeltransportgeschwindigkeit an einer isolierten Trachea nach Applikation von 20 uM
L-Name, 1 mM Denatonium (Den) und 100 uM ATP. A) Maus, n=6. B) Mensch, n=8. A-B) Dargestellt sind
die PTS-Werte (y-Achse [um/s]) vor und nach der Gabe von Denatonium und ATP (x-Achse) aus einzelnen
Versuchen. Nach der Applikation von L-Name war keine positive Stimulation der PTS durch Denatonium
festzustellen. Die Zugabe von ATP hingegen fiihrte zu einem signifikanten Anstieg (A: Student's t-Test;
Den **: p < 0,01; ATP ***; p < 0,001; B: Student's t-Test; Den ns: p > 0,05; ATP *: p < 0,05). A) Den
p=0,0067; ATP p=0,0005. B) Den p=0,1297; ATP p=0,0139.
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4.1.2 Rolle von Burstenzellen fiir die ACh-Vermittelte Steigerung der PTS

nach der Zugabe von Denatonium

Um die cholinerge Rolle der Signalkaskade zu Uberprifen, wurden die Acetylcholinrezeptoren
durch Zugabe von Mecamylamin und Atropin zum Gewebe gehemmt. An murinem Gewebe
wurde dieses Experiment bereits erfolgreich von Hollenhorst et al. (2020) durchgefihrt, weshalb

eine Wiederholung dieser Experimente nicht erforderlich war.

Das Experiment am humanen Gewebe wurde an sieben Epithelproben von flnf
unterschiedlichen Probanden durchgefiihrt (s. Abb. 11). Zu Beginn erfolgte die Zugabe von 15
pl 100 uM Mecamylamin und 15 ul 50 uM Atropin. Anschliefiend wurden 15 yl 1 mM Denatonium
appliziert. Die Zugabe von Denatonium flihrte in Gegenwart der Inhibitoren Mecamylamin und
Atropin zu keiner signifikanten Erhéhung der PTS. Zur weiteren Verifizierung der
Reaktionsfahigkeit des Gewebes wurden zusatzlich 15 yl 100 uM ATP eingesetzt, was einen
signifikanten Anstieg der PTS um 30,34 + 12,48 um/s zur Folge hatte (p = 0,0007).
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Abbildung 11: Partikeltransportgeschwindigkeit an einer isolierten Trachea nach Applikation von 50 yM
Atropin (Atr), 100 yM Mecamylamin (Mec), 1 mM Denatonium (Den) und 100 uM ATP. Mensch, n=7.
Dargestellt sind die PTS-Werte (y-Achse [um/s]) vor und nach der Gabe von Denatonium und ATP (x-
Achse) aus einzelnen Versuchen. Nach der Applikation von Atropin und Mecamylamin war keine positive
Stimulation der PTS durch Denatonium festzustellen. Die Zugabe von ATP hingegen fiuihrte zu einem
signifikanten Anstieg (Student's t-Test; Den ns: p > 0,05; ATP ***: p<0,001). Den p=0,874; ATP p=0,0007.
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4.1.3 Rolle der TRPM5-Kanale fiir die Denatonium-Vermittelte Steigerung der
PTS

Das Experiment wurde mit vier Gewebeproben von insgesamt drei unterschiedlichen Mausen
durchgefiihrt. Zu Beginn der Messungen wurden 15 yl 100 uM TPPO hinzugefigt, gefolgt von
der Gabe von 15 pl 1 mM Denatonium. Es konnte keine Erhéhung der PTS festgestellt werden.
Die Zugabe von 15 ul 100 yuM ATP ergab positive Ergebnisse. Es wurde eine Erhéhung der
Geschwindigkeit um 42,11 £ 26,11 uym/s (p = 0,0484) festgestellt (s. Abb. 12A).

In Ubereinstimmung mit dem Verfahren bei Mausen wurden beim menschlichen Gewebe
ebenfalls 15 pl 100 uM TPPO hinzugefiigt. Dieses Experiment wurde an vier Epithelproben von
insgesamt drei Probanden durchgeflihrt (s. Abb. 12B). Die beobachtete Steigerung der PTS in
Anwesenheit von Denatonium wurde durch den Inhibitor aufgehoben. Die Applikation von ATP
fuhrte zu einer Steigerung der PTS um 35,91 £ 12,71 ym/s (p = 0,011).
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Abbildung 12: Partikeltransportgeschwindigkeit an einer isolierten Trachea nach Applikation von 100 uM
TPPO, 1 mM Denatonium (Den) und 100 uM ATP. A) Maus, n=4. B) Mensch, n=4. A-B) Dargestellt sind
die PTS-Werte (y-Achse [um/s]) vor und nach der Gabe von Denatonium und ATP (x-Achse) aus einzelnen
Versuchen. Nach der Applikation von TPPO war keine positive Stimulation der PTS durch Denatonium
festzustellen. Die Zugabe von ATP hingegen fuhrte zu einem signifikanten Anstieg (A: Student's t-Test;
Den *: p £0,05; ATP *: p < 0,05: B: Student's t-Test; Den ns: p > 0,05; ATP *: p < 0,05). A) Den p=0,0169;
ATP p=0,0484. B) Den p=0,944; ATP p=0,011.
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4.2 Zugabe von Chinin

Das Experiment wurde an acht Mausen durchgefuhrt, wobei insgesamt neun Epithelproben
entnommen wurden (s. Abb. 13A). In Analogie zum vorherigen Einsatz von Denatonium wurde
15 ul des Bitterstoffs Chinin in einer Konzentration von 10 mM hinzugefugt, was zu einer
Endkonzentration von 100 uM fihrte. Daraufhin wurde die Reaktion der Proben gemessen. Es
wurde keine Steigerung der PTS beobachtet; vielmehr zeigten die Messungen eine signifikante
Hemmung der PTS. Eine anschliefende Kontrollmessung mit 15 pl ATP flhrte jedoch zu einem
signifikanten Anstieg der PTS um 27,88 £ 24,09 ym/s (p = 0,0084).

Im Anschluss wurden sieben Epithelproben von sieben menschlichen Probanden untersucht (¢
n=3, & n=4). Zu Beginn des Experiments wurden 15 pl 100 yM Chinin zu den Proben hinzugefiigt
und vermischt (s. Abb. 13B). Die Ergebnisse zeigten eine signifikante Erhéhung der PTS um
5,56 £ 2,76 um/s (p = 0,0018). Zusatzlich lieferte der Test mit 15 pyl 100 uM ATP positive
Ergebnisse, indem er eine Steigerung der PTS um 18,35 + 14,13 uym/s bewirkte (p = 0,0139).
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Abbildung 13: Partikeltransportgeschwindigkeit an einer isolierten Trachea nach Applikation von 100 uM
Chinin (Chin) und 100 uM ATP. A) Maus, n=9. B) Mensch, n=7. A-B) Dargestellt sind die PTS-Werte (y-
Achse [um/s]) vor und nach der Gabe von Chinin und ATP (x-Achse) aus einzelnen Versuchen. Die
Anwendung von Chinin fiihrte bei Mausen nicht zu einer Erhéhung der PTS, wahrend sie bei Menschen
eine positive Steigerung bewirkte. ATP flhrte bei beiden Spezies zu einem signifikanten Anstieg (A:
Student's t-Test; Chin **: p < 0,01; ATP **: p £ 0,01: B: Student's t-Test; Chin **: p<0,01; ATP *: p<0,05).
A) Chin p=0,0033; ATP p=0,0084. B) Chin p=0,0018; ATP p=0,0139.

Bei Frauen wurde nach der Gabe von 15 ul 100 yM Chinin ein durchschnittlicher Anstieg der
PTS von = 23,5 ym/s verzeichnet, wahrend es bei Mannern zu einem Anstieg von = 13,8 ym/s
gekommen ist.
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4.2.1 Rolle von Biirstenzellen fir die NO-Vermittelte Steigerung der PTS
nach der Zugabe von Chinin

Far diesen Versuch wurden sechs Proben von sechs unterschiedlichen Mausen entnommen und
analysiert (s. Abb. 14A). Trotz der Hemmung der NO-Synthese durch einen spezifischen Inhibitor
wurde nach der Zugabe von 15 ul 100 yM Chinin ein moderater Anstieg der PTS um 3,07 + 2,40
um/s (p = 0,0276) beobachtet. Die Kontrollmessungen mit ATP zeigten positive Ergebnisse, mit
einem signifikanten Anstieg der PTS um 34,42 + 13,01 ym/s (p = 0,0013).

Die Auswirkungen von 15 pl 100 pM Chinin auf humanes Trachealgewebe wurden ebenfalls im
Hinblick auf den Einfluss von NO-regulierten Prozessen untersucht (s. Abb. 14B). In diesem
Versuch wurden neun Proben von insgesamt sechs Kdrperspendern eingeschlossen. Nach der
Hemmung der NO-Synthese konnte keine signifikante Steigerung festgestellt werden. Die
anschlielRende Applikation von ATP flhrte zu einem Anstieg der PTS um 30,92 £ 20,61 um/s (p
=0,002).
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Abbildung 14: Partikeltransportgeschwindigkeit an einer isolierten Trachea nach Applikation von 20 pM
L-Name, 100 pM Chinin (Chin) und 100 uM ATP. A) Maus, n=6. B) Mensch, n=9. A-B) Dargestellt sind die
PTS-Werte (y-Achse [um/s]) vor und nach der Gabe von Chinin und ATP (x-Achse) aus einzelnen
Versuchen. Die Anwendung von Chinin flihrte bei Mausen zu einer Erhéhung der PTS, wahrend sie bei
Menschen keine positive Steigerung bewirkte. ATP fuhrte bei beiden Spezies zu einem signifikanten
Anstieg (A: Student's t-Test; Chin *: p < 0,05; ATP **: p < 0,01: B: Student's t-Test; Chin ns: p > 0,05; ATP
**: p<0,01). A) Chin p=0,0276; ATP p=0,0013. B) Chin p=0,0677; ATP p=0,02.
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4.2.2 Rolle von Burstenzellen fiir die ACh-Vermittelte Steigerung der PTS
nach der Zugabe von Chinin

In Anwesenheit von 15 yl 100 yM Mecamylamin und 15 ul 50 yM Atropin war keine signifikante
Anderung der PTS durch 15 pl 100 uM Chinin zu beobachten. Es wurden insgesamt fiinf Proben
untersucht, welche von drei Mdusen stammten (s. Abb. 15A). Nach der Applikation von 15 pl 100
MM ATP wurde jedoch eine signifikante Steigerung der PTS um 25,34 + 10,28 pm/s beobachtet
(p = 0,0053).

Das humane Gewebe zeigte, ahnlich wie das Gewebe von Wildtyp-Mausen, keine Reaktion auf
die Zugabe von 15 pl 100 uM Chinin, unter Inhibition der NAChR und mAChR mittels 15 pl 100
MM Mecamylamin und 15 pyl 50 yM Atropin. In dieses Experiment wurden insgesamt funf
Kérperspender einbezogen, aus welchen sieben Proben entnommen wurden (s. Abb. 15B). Die
Uberprifung der Reaktionsfahigkeit des Gewebes mittels 15 ul 100 uM ATP-Zugabe erbrachte
positive Ergebnisse. Es wurde ein signifikanter Anstieg der PTS um 32,40 + 19,19 um/s
festgestellt (p = 0,0042).
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Abbildung 15: Partikeltransportgeschwindigkeit an einer isolierten Trachea nach Applikation von 100 uM
Mecamylamin (Mec), 50 uM Atropin (Atr), 100 yM Chinin (Chin) und 100 uM ATP. A) Maus, n=5. B)
Mensch, n=7. A-B) Dargestellt sind die PTS-Werte (y-Achse [um/s]) vor und nach der Gabe von Chinin
und ATP (x-Achse) aus einzelnen Versuchen. Die Anwendung von Chinin fiihrte zu keiner Erhéhung der
PTS, wahrend ATP zu einem signifikanten Anstieg gefiihrt hat (A-B: Student's t-Test Chin ns: p > 0,05;
ATP **: p £0,01). A) Chin p=01884; ATP p=0,0053. B) Chin p=0,0874; ATP p=0,0042.
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4.3 PTS-Erhéhung nach der Zugabe von weiteren Bitterstoffen

Zur Bestatigung der Ergebnisse wurde die Reaktion der PTS nach Zugabe weiterer Stimuli
(Diphenidol, Chlorpheniramin) gemessen. Insgesamt wurde Diphenidol an sieben Proben
analysiert, welche von sechs Mausen entnommen wurden (s. Abb. 16A). Die Ergebnisse zeigten
nach der Zugabe von 15 pl 1 mM Diphenidol eine Steigerung der PTS um 8,69 £ 7,73 um/s (p =
0,0249), was als positives Resultat gewertet wird. Die Zugabe von 15 pyl 100 yM ATP resultierte
in einer signifikanten Erhéhung der PTS um 37,73 £ 11,46 ym/s (p = 0,001). Chlorpheniramin
wurde an funf Proben untersucht, welche von flnf unterschiedlichen Mausen entnommen
wurden (s. Abb. 16B). Nach der Applikation von 15ul 300 uM Chlorpheniramin wurde eine
signifikante Steigerung der PTS um 10,91 + 2,90 uym/s (p = 0,0011) beobachtet. Des Weiteren
wurde nach der Zugabe von 15 pl 100 uM ATP ein signifikanter Anstieg der PTS um 20,91 £
16,60 um/s (p = 0,048) festgestellt.
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Abbildung 16: Partikeltransportgeschwindigkeit an einer isolierten murinen Trachea nach Applikation
von A: 1 mM Diphenidol (Dip) und 100 uM ATP; B: 300 uM Chlorpheniramin (Chlo) und 100 uM ATP. A)
n=7. B) n=5. A-B) Dargestellt sind die PTS-Werte (y-Achse [um/s]) vor und nach der Gabe von Stimulus
(A-Diphenidol; B-Chlorpheniramin) und ATP (x-Achse) aus einzelnen Versuchen. Die Anwendung von
Diphenidol, Chlorpheniramin und ATP flihrte zu einem signifikanten Anstieg (A: Student's t-Test; Dip *: p
< 0,05; ATP ***; p < 0,001: B: Student's t-Test; Chlo **; p <0,01; ATP *: p < 0,05). A) Dip p=0,0249; ATP
p=0,001. B) Chlo p=0,0011; ATP p=0,048.

Aufgrund der begrenzten Verfligbarkeit des Probenmaterials von Koérperspendern wurden diese
beiden Stimuli jeweils an nur einer Epithelprobe getestet. Bei der Anwendung von 15 pl 1 mM

Diphenidol wurde eine Zunahme der PTS um 4,23 um/s beobachtet, wahrend die Applikation
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von 15 ul 300 uM Chlorpheniramin eine Steigerung von 10,43 um/s zur Folge hatte. Aufgrund
der geringen Datenmenge war es nicht méglich, den p-Wert zu berechnen. Die Applikation von

ATP flhrte in beiden Fallen zu positiven Ergebnissen.

4.4 Einfluss von [Ca2+]i und [Ca2+]e-Konzentration auf PTS

Im Rahmen dieser Studie wurde in einigen Experimenten 15ul 10 uM lonomycin am Ende der
Versuche zugegeben, um dessen Eignung als alternativen Indikator fir die Zellreaktivitat im
Vergleich zu ATP zu untersuchen. Insgesamt wurden acht Proben von sechs Mausen analysiert
(s, Abb. 17A). Als Reaktion auf lonomycin wurde eine signifikante Erhdhung der PTS um 11,17
1 3,54 uym/s beobachtet (p = 0,0001). Weiterhin wurden 15ul 10 uM Thapsigargin den Proben
hinzugefiigt. Es wurden insgesamt sechs Epithelproben aus der Maus getestet (s. Abb. 17B).

Diese Zugabe flihrte zu einer unmittelbaren Steigerung der PTS um 9,04 + 5,52 uym/s (p =
0,0216).
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Abbildung 17: Partikeltransportgeschwindigkeit an einer isolierten murinen Trachea nach Applikation
von A: 10 uM lonomycin (lono); B: 10 uM Thapsigargin (Thaps). A) n=8. B) n=6. A-B) Dargestellt sind die
PTS-Werte (y-Achse [um/s]) vor und nach der Gabe von Stimulus (A-lonomycin; B-Thapsigargin) aus
einzelnen Versuchen. Die Anwendung von lonomycin und Thapsigargin fihrte zu einem signifikanten
Anstieg (A: Student's t-Test; lono ****: p < 0,0001; B: Student's t-Test; Thaps *: p < 0,05). A) lono p=0,0001.
B) Thaps p=0,0216.
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4.5 Immunhistologische Darstellung

Zur Differenzierung der Gewebeschichten und zur Beurteilung der Integritat der Proben kamen
die Methylenblau- und die Hamatoxylin-Eosin-Farbung zum Einsatz. Die Methylenblau-Farbung
wurde an insgesamt sieben Proben von funf verschiedenen Kérperspendern vorgenommen.
Diese schnelle Farbetechnik erwies sich als effektiver Indikator zur Uberprifung der
Vollstandigkeit der Gewebeschnitte (siehe Abb. 18A). Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurde an
insgesamt acht Proben von vier verschiedenen Korperspendern durchgefiihrt (siehe Abb. 18B).

Nach einem post mortem Intervall von 8 bis 20 Stunden bestatigen die Farbungen, dass die

Proben noch immer ein intaktes Epithel aufweisen.
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Abbildung 18: Exemplarische Darstellung der Integritéat der Trachea und des respiratorischen Epithels,
Mensch. A: Methylenblau-Farbung. Tunica mucosa mit dem angrenzenden Trachealknorpel sind sichtbar.
Auffallig ist das Kinetosom des respiratorischen Epithels sowie ein Anschnitt einer seromukésen Druse.
Zudem sind mehrere Chondrozyten innerhalb des Knorpelgewebes erkennbar. B: Hamatoxylin-Eosin-
Farbung. Sichtbar ist das respiratorische Epithel mit Kinozilien und darunterliegenden Zellkernen, sowie
die Lamina propria.

4.5.1 Immunfluoreszenz-Analyse

Die Immunfluoreszenz-Analyse wurde an insgesamt vier Gewebeproben von drei
Korperspendern durchgefihrt. Wie im Abschnitt 3.5.2 beschrieben, wurden ausgewahlte
Antikoérper verwendet: DCAMKL1 in einer Verdiinnung von 1:800 und Donkey anti-Rabbit in einer
Verdinnung von 1:1000. Bei der initialen immunologischen Farbung wurde das Gewebe mit
DAPI (0,2 ug/ml in PBS) bei einem pH-Wert von 7,4 behandelt. Diese Konzentration stellte sich

jedoch als unzureichend heraus. Gemaf den Empfehlungen anderer Forschungsarbeiten, wie
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beispielsweise von Wen et al. (2001), sollte die Minimalkonzentration von DAPI zwischen 1-3
pg/mlin einer Lésung mit 1% NP-40 und 0,1% Natriumcitrat bei einem pH-Wert von sechs liegen,
um eine adaquate Markierung zu erreichen [112]. Aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse wurde
die Konzentration von DAPI auf 2 uyg/ml in PBS angepasst. Nach dieser Anpassung erwies sich
die Farbung als erfolgreich, und weitere Gewebeschnitte wurden mit dieser Konzentration
behandelt (s. Abb. 19).

Unsere Immunfluoreszenz-Analyse hat BC in allen vier Gewebeproben der menschlichen
Trachea nachgewiesen und visualisiert. Allerdings reprasentieren sie nur eine Kkleine
Zellpopulation im respiratorischen Epithel der menschlichen Trachea (s. Abb. 19). Die Abbildung
zeigt BC im humanen Trachealgewebe, die immunpositiv fur den DCAMKL1-Antikdrper markiert
sind (s. Abb. 19 - Kreis). Diese Zellen prasentieren sich in unterschiedlichen Formen: Einige
haben eine langlich-konische Gestalt mit einer feinen Spitze, die zur Basalmembran hin orientiert
ist. Andere Zellen wirken runder und sind im Vergleich zum umgebenden Epithel kleiner. Es wird
angenommen, dass das tracheale Ende dieser Zellen dicht mit Mikrovilli besetzt ist. Die
spezifische Farbung ermdglicht es, diese Zellen deutlich zu identifizieren und sie klar von den

benachbarten Zellstrukturen zu differenzieren.
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Abbildung 19: Exemplarische Darstellungen von
Immunfluoreszenz-Farbungen des humanen
trachealen Gewebes von drei verschiedenen
Kdrperspender (A-C: DCAMKL1, 1:800; Donkey
anti-Rabbit, 1:1000). A: Eine langlich geformte,
positiv gefarbte Zelle ist umkreist. B: Zwei positive
Zellen sind umkreist, von denen die linke weniger
deutlich ist.. C: Eine runde, positiv gefarbte Zelle
innerhalb des intakten respiratorischen Epithels.



Diskussion

5. Diskussion

5.1 Post mortem Intervall

Wir zeigen zum ersten Mal, dass es tatsachlich in einem post mortem Intervall, also der Zeitraum
zwischen dem Tod eines Korperspenders und der Enthahme des Gewebes [130], bis zu 20
Stunden noch moglich war, eine messbare Aktivitat der zilientragenden Zellen zu untersuchen.
Als allgemeiner Indikator der zellularen Aktivitat wurde in den Versuchen ATP genutzt [131]. ATP
interagiert spezifisch mit den P2Y2- sowie den P2X-Rezeptoren [44,100,101,102] und bewirkt
dadurch einen Calciumeinstrom, welcher die dauerhafte Aktivierung der zilientragenden Zellen
auslést [102]. Dadurch kann die MC gesteigert werden, was eine effizientere Reinigung der
Atemwege zur Folge hat [66,132]. Die Antwort auf ATP-Exposition bestatigt die
Reaktionsfahigkeit und Vitalitat des Gewebes und potenziell falsch-negative Ergebnisse kénnen
damit vermieden werden [66]. Bei Mausen wurde stets ATP als entscheidender Indikator fir die
Funktionalitdt des untersuchten Trachealepithels genutzt. Eine Arbeit von Do et al. (2018)
bestatigte, dass durch die Zugabe von 100 yM ATP eine signifikante Erhdhung der CBF erzielt
werden kann. Die ATP-Freisetzung hangt von den Hemikanalen (Connexin/Pannexin) ab
[71,131]. In Ubereinstimmung mit dieser Abhangigkeit konnten diese Effekte in der Anwesenheit
von 10 uM Carbenoxolon (Pannexin-1-Blocker), 1 mM Probenecid (Pannexin-1-Blocker), 100 uM
Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-20,40-disulfonsdure =~ (P2X-Antagonist) und 300 uM
Flufenaminsaure (Connexin-Blocker) inhibiert werden [66]. Diese Ergebnisse wurden auch durch
die Arbeit von Koizumi et al. (2016) und von Do et al. (2019) bestatigt [71,102]. Da jedoch Uber
die humanen BC sehr wenig bekannt ist, war es unklar, ob ATP nicht bereits als Transmitter tUber
BC wirken kann. Aus diesem Grund haben wir ebenfalls andere Substanzen wie lonomycin und
Thapsigargin verwendet, um die Reaktionsfahigkeit und Vitalitdt des Gewebes zu bestatigen
[133]. Diese stimmten stets mit denen von ATP Uberein, sodass weiterhin nur ATP verwendet
wurde.

Kérperspender, deren Uberfiihrung in die Prosektur erst am folgenden Tag nach dem Versterben
erfolgte (>20 Stunden), wiesen hingegen keine messbare Aktivitdt des respiratorischen Epithels
auf, was in der fehlenden Reaktion auf die zugefiihrten Substanzen begriindet liegt. Dadurch hat
das Intervall eine entscheidende Rolle bei der Qualitat des untersuchten Gewebes, da eine
langere post mortem Zeit zu einem Verlust der Zellintegritat und -funktion fuhrt [134], was die
MC beeintrachtigen kann. Nach dem Tod neigen die Flimmerepithelzellen dazu
aneinanderzuhaften und Uber langere Zeit hinweg ebenfalls zerstért zu werden, wie
Untersuchungen an Mausen gezeigt haben [135]. Dies verdeutlicht die essenzielle Bedeutung,
eine verlangerte post mortem Zeit zu vermeiden, um die Zellintegritat und -funktion zu bewahren

[134]. In dieser Forschungsarbeit stellte dies jedoch eine Herausforderung dar, wodurch viele
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Korperspender flr die Studie ausgeschlossen wurden. Der mdglicherweise verzégerte Zeitpunkt
der Todesfeststellung, die Ankunft der Bestattungsfirma und der Transport des Kérperspenders
in die Prosektur des anatomischen Instituts der Universitatsklinik Homburg resultieren haufig in
einer post mortem Zeit Uber 20 Stunden.

Eine Losung dieses Problems und eine Alternative zur ATP-Messung wurde von der
Arbeitsgruppe Ferguson et al. im Jahr 1978 vorgestellt [136]. Sie entnahmen menschliches
Tracheal- und Bronchialgewebe aus Autopsiefallen und legten es in eine modifizierte Krebs-
Henseleit-Losung bei 37 Grad Celsius. Eine Mischung aus 95% Sauerstoff und 5% Kohlendioxid
wurde durch die Lésung geleitet. Zwei Stunden nach der Aquilibrierung wurde das Gewebe
elektrisch stimuliert und die physiologische Aktivitat gemessen. Nach mindestens drei Stunden
in der Krebs-Henseleit-Lésung zeigte das Gewebe deutliche Erholung von der Anoxiephase
[136]. Diese Arbeit demonstrierte, wie durch gezielte Bedingungen und Stimulation die

Funktionalitat des Gewebes fiir die wissenschaftliche Analyse erhalten werden kann.

5.2 Entnahme des Epithels

Fir unsere Versuche war es essenziell, dass die Signalkaskaden nicht in einem Zellkulturmodell
erforscht werden, wie es bereits Lee mit dem Zellkulturmodell aus Sinusepithel durchgefuhrt hat
[22], sondern an intaktem Gewebe. Eine der zentralen Fragen dieser Studie war daher, ob es
maglich ist, ein Modell der menschlichen Trachea zu etablieren, um das respiratorische Epithel
zu untersuchen. Dies wurde in unseren Versuchen erfolgreich durchgefiihrt, was die
weiterflhrenden Experimente ermoglichte. Dennoch bleibt fraglich, inwieweit der
Isolationsprozess das Gewebe unbeschadet lieR. Die Entnahme des Epithels aus der
menschlichen Trachea stellte eine erhebliche Herausforderung dar. Die geringe Dicke der
epithelialen Schicht im menschlichen respiratorischen Trakt, typischerweise zwischen 40 und 50
pum [149], machte das prazise Trennen des Epithels von den darunterliegenden Schichten ohne
Beschadigung der zellularen Integritat duRerst schwierig. Um dieser Herausforderung wirksam

zu begegnen, haben wir verschiedene Lésungsansatze implementiert:

e Gewebestreifen: Das Gewebe wurde in dunne Streifen geschnitten, jeweils mit etwa zwei
Knorpelringen, um das Risiko einer Beschadigung der Epitheloberflache durch direkten
Kontakt mit den Instrumenten zu minimieren.

e Mikrochirurgische Werkzeuge: Es kamen mikrochirurgische Werkzeuge zum Einsatz, die
eine prazisere Handhabung ermdglichten und somit die Gewebeschadigung

verringerten.
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e Temperaturkontrolle: Der Praparationsprozess wurde in einem auf 32°C erwarmten ME-
Medium durchgeflihrt, um die vitale Funktion der Zellen zu erhalten und sicherzustellen,
dass die physiologischen Bedingungen des Gewebes weitgehend intakt blieben. Die
Wahl von 32°C statt 37°C dient dazu, den Zellstoffwechsel zu verlangsamen und die
Zellviabilitdt wahrend des Praparationsprozesses zu erhalten. Eine niedrigere
Temperatur reduziert den Stoffwechselstress und die Aktivitdt von Enzymen, die bei
hoheren Temperaturen das Gewebe schadigen kdnnten [152]. Dadurch kénnen die
physiologischen Bedingungen des Gewebes wahrend der Praparation besser erhalten

bleiben.

Diese methodischen Anpassungen trugen mafigeblich dazu bei, die Integritat des Epithels
wahrend der Entnahme zu bewahren und die Qualitdt der Praparate flr nachfolgende
Untersuchungen zu optimieren [117]. Die Erfahrungen unterstreichen jedoch die Notwendigkeit
einer kontinuierlichen Entwicklung und Anpassung von Methoden in der anatomischen
Forschung, um den spezifischen Anforderungen des untersuchten Gewebetyps gerecht zu
werden. Ein mdglicher Ansatz zur Isolierung von Epithelzellen wurde bereits von Ohnishi et al.
im Jahr 1999 vorgestellt [150]. Sie nutzten eine Methode, bei der Gewebestreifen mithilfe einer
speziellen Montage befestigt wurden. Diese Streifen wurden dann in einem Medium, das EDTA
enthielt, behandelt, um die Epithelschichten schonend von der unregelmafigen Oberflache der
Mukosa zu l6sen [150]. Ein innovativer Ansatz zur Isolierung von Epithelzellen wurde 2023 von
Amosu et al. vorgestellt [151]. Diese entwickelten ein Gerat, das eigenstandig eine mechanische
Dissektion des Epithels durchfiihrt. Eine bemerkenswerte Innovation liegt darin, dass dieses

Gerat prazise Schnitte anfertigen kann, ohne das Gewebe mechanisch zu beschadigen [151].

5.3 Bitterstoffkaskade der BC in der menschlichen Trachea

Die Atemorgane kommen kontinuierlich in Kontakt zu mikrobieller Krankheitserreger und Toxinen
Uber die eingeatmete Luft [113]. Zur effektiven Abwehr produziert das respiratorische Epithel
Schleim, der antimikrobielle Peptide (AMPs) und Radikale enthalt, die antibakterielle
Eigenschaften aufweisen [50]. Der Schleim bettet die Eindringlinge ein und transportiert sie
gezielt durch die MC aus dem Atemwegssystem [3,70], was einen zentralen Bestandteil der
angeborenen Immunitat darstellt und zur Reinigung der Atemwege beitragt [70]. Wie Hollenhorst
et al. (2020) herausfanden, werden bei Mausen schitzende Atemreflexe unter anderem durch
die Aktivierung der BC initiiert [16]. Diese Zellen zeigen im murinem Gewebe eine erhdhte
Expression von Genen flir TAS2-Rezeptoren und TRPM5-Kanale, die in der Signallbertragung

von Geschmacksreizen eine wesentliche Funktion einnehmen [32,16,114]. Sie weisen
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cholinerge Eigenschaften auf und initiieren durch die Zugabe von Bitterstoffen eine Erhéhung
von PTS [16,115]. Bislang war unklar, ob vergleichbare Prozesse im respiratorischen Epithel der
menschlichen Trachea auftreten und ob menschliche BC ahnliche chemosensorische und
cholinerge Eigenschaften wie die von Mausen aufweisen.

Wie bereits in der Einleitung dieser Arbeit erldutert, stammen die bisherigen Arbeiten zur
Chemosensorik in den menschlichen Atemwegen hauptsachlich von der Arbeitsgruppe von Dr.
Noham Cohen (University of Pennsylvania) [22,23]. Diese Erkenntnisse beruhen auf Daten aus
den oberen Atemwegen (Sinusepithel) und bisher gab es keine Daten zu den unteren
Atemwegen. Weiterhin wurden die Untersuchungen nicht an frisch explantierten primaren
Epithelzellen wie in unserer Arbeit, sondern an Air-Liquid-Interface-Kulturen durchgefihrt [23].
Die cholinerge Eigenschaft der BC wurde in den funktionellen Untersuchungen von Lee et al.
(2012) nicht Uberpraft. Dartber hinaus wurde Kkein histologischer Beweis Uber das
Vorhandensein von BC in den untersuchten Zellkulturen erbracht [22]. Es ist moglich, dass in
diesen Kulturen die cholinergen Zelltypen nicht erhalten geblieben sind, weil sie sehr schwierig
zu kultivieren sind und dies bisher nur in der Arbeit von AG Saunders et al. (2014) gelungen ist
[51].

Die BC sind seit langem in der menschlichen Trachea beschrieben [116]. In einer vorangegangen
Promotionsarbeit an unserer Arbeitsgruppe (N. Duda, 2021) wurden BC in den luftleitenden
unteren Atemwegen (von der Trachea bis zu den Bronchiolen) mithilfe des Markerproteins
POU2F3 nachgewiesen [117,118]. Dieses Protein wurde von Deprez et al. (2020) in ihrer
Sequenzierungsstudie als Marker flr menschliche BC beschrieben [11]. Zudem wurden mittels
Immunhistochemie Zellen identifiziert, die die Proteine POU2F3, DCLK1 und CHAT in
verschiedenen Bereichen der unteren Atemwege exprimieren [117]. Dies deutet darauf hin, dass
diese Zellen cholinerge Eigenschaften aufweisen und dass es sich hier um BC handelt, da CHAT
als Marker fur tracheale BC bei Mausen gilt [17] und POU2F3 ein Marker fir menschliche BC ist
[11]. Ziel meiner Arbeit war es, dies an explantierten menschlichen Tracheen zu untersuchen,
ob die Geschmackstransduktionssignalkaskade in BC wie in Tiermodellen beschrieben auch in
menschliche BC existiert und ob BC in der humanen Trachea cholinerge Eigenschaften

aufweisen.

Wir haben bestatigt, dass BC im respiratorischen Epithel der menschlichen Trachea vorkommen.
Wir konnten zeigen, dass die Bitterstoff-Stimulation des intakten Epithels der Trachea eine
Wirkung auf die PTS und somit auch auf die MC hat. Die in dieser Arbeit eingesetzten Stimuli
aktivieren klassisch Bitterstoffrezeptoren (TAS2R) und koénnten somit die klassische

Geschmakstransduktionssignalkaskade in Gang setzen [26,27,29]. Im Nasenepithel des
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Menschen kommen TAS2R-Rezeptoren sowohl in chemosensorischen Zellen als auch
moglicherweise in Flimmerepithelzellen vor [22]. Das TAS2R4-Transkript konnte im
menschlichen Trachealepithel nachgewiesen werden, wahrend das von Lee beschriebene
TAS2R38-Transkript weniger eindeutig war [117]. Es ist jedoch bekannt, dass Denatonium auf
mehrere menschliche Bitterstoffrezeptoren wirkt (s. Tabelle 1) [27]. Frihere Studien haben
gezeigt, dass Bitterstoffrezeptoren auch in Flimmerepithelzellen der Trachea und Bronchien
vorhanden sind, wobei die CBF bei Stimulation mit Denatonium erhéht wurde [119]. Dies wollten
wir jedoch ausschlielen und haben uns deswegen auf die cholinerge Eigenschaften der BC
fokussiert.

In einer friheren Arbeit unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die parakrinen Effekte von
ACh durch 4-DAMP vollstdndig blockiert werden kénnen [16]. Dies deutet darauf hin, dass
insbesondere die M3- und M1-Rezeptoren eine zentrale Rolle in der Transmission der ACh-
vermittelten Steigerung der MC Ubernehmen. Weiterhin wurde gezeigt, dass nAChR eine
regulative Funktion im transepithelialen lonentransport tbernehmen und dadurch ebenfalls als
Stimulator fir MC bedeutend sind [47,120,121]. Klrzlich wurden die trachealen BC als Quelle
fur die nicht-neuronale cholinerge Reaktion des transepithelialen lonentransports identifiziert
[30,122]. Dies stimmt mit unseren Ergebnissen sowohl an murinem als auch menschlichem
Gewebe Uberein. Dort flhrte die gleichzeitige Behandlung mit Mecamylamin (nAChR-Inhibitor)
[63] und Atropin (mAChR-Inhibitor) [54] zu keiner Steigerung der PTS nach der Zugabe von
Bitterstoffen kam. Wir vermuten, dass dieser Effekt in der menschlichen Trachea, ebenfalls wie
in der murinen Trachea, durch cholinerge BC vermittelt wird, da dieser ACh-abhangig war und
in der Trachea das synthetisierende Enzym von ACh und ChAT, nur in den BC des menschlichen
Epithels nachgewiesen wurde (Duda, 2021). Dies unterstreicht, dass die Signalkaskade im
menschlichen und murinen Gewebe auf einem ahnlichen Prinzip basiert. Dadurch kdnnten die
menschlichen BC ACh freisetzen, was durch die parakrine Wirkung auf den benachbarten
Flimmerzellen eine Erhéhung der MC induzieren wirde [16]. Eine dhnliche Wirkung durch ACh
ist auch in der Nasenschleimhaut des Menschen zu beobachten [66,102]. In diesen Studien
wurde jedoch nicht festgestellt, ob dieser Effekt durch die Signalkaskade der BC induziert wird
[44,66,102].

Bei Mausen ist bekannt, dass die Expression von TRPM5 ausschlieRlich in chemosensorischen
Zellen erfolgt [16,114]. Darlber hinaus zeigt sich eine hohe Bedeutung von TRPM5 in den
murinen Blrstenzellen der Trachea, da die Aktivierung dieser Zellen durch Bitterstoffe zu einem
Anstieg des intrazellularen Kalziumspiegels fihrt, welcher wiederum den TRPM5 aktiviert, was

nachfolgend die Freisetzung von ACh aus epithelialen Birstenzellen der murinen Trachea
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bewirkt [16,123]. Dieses l6st durch eine parakrine Wirkung die Steigerung der MC aus [16,50].
Bei Lee et al., (2012, 2014) wurde eine TRPM5-Abhangigkeit der Antwort nicht nachgewiesen
[22]. In der vorliegenden Arbeit konnten wir zum ersten Mal Hinweise bekommen, dass der
TRPM5 Kanal in humanen Trachealzellen vorhanden ist und funktionell aktiv ist. Er scheint
essenziell fur die Ausschittung von ACh zu sein, da die beobachtete Steigerung der PTS in
Anwesenheit von Denatonium und Chinin durch die Inhibition des Kanals mit 15 pl TPPO (100
MM) aufgehoben werden konnte. Unsere Untersuchung bestatigte unsere Hypothese, dass die
eingesetzten Bitterstoffe ihre Wirkung Uber eine Aktivierung der Bitterstoffkaskade in BC
vermitteln. Somit konnten wir in dieser Arbeit zum ersten Mal zeigen, dass BC in menschlichem
Epithel vorkommen und funktionell aktiv sind. Ahnliche Ergebnisse wurden kiirzlich bei Mausen
beobachtet [16]. Diese Parallelen bestarken die Annahme, dass TRPM5-Kanale eine universelle
Funktion bei der Auslosung von Reinigungsmechanismen in den Atemwegen Uber
Speziesgrenzen hinweg haben [114,117]. Dies betont die Relevanz muriner Modelle fiir das
Verstandnis menschlicher physiologischer Prozesse. Die Ausweitung dieser Forschung auf das
menschliche Trachealepithel ist besonders interessant, da sie Aufschluss Uber die mdgliche
Bedeutung der TRPM5-Kanale bei der Regulierung der Atemwegsfunktionen beim Menschen
geben kénnte [124].

Der zugrundeliegende Mechanismus umfasst neben ACh auch NO, da meine Ergebnisse
zeigen, dass die durch Bitterstoffe bedingte Erhéhung der MC durch die Blockade von NOS
aufgehoben wurde (s. Abb. 10, 14). Lee et al. (2012) haben gezeigt, dass die Zugabe von
Bitterstoffen im respiratorischen Epithel der Nasennebenhdhlen zur Produktion des NO-
Transmitters flhrt [22]. Diese Ergebnisse wurden von Carey et al. (2022) bestatigt, welche
nachwiesen, dass die Aktivierung von Bittergeschmacksrezeptoren im nasalen Flimmerepithel
durch Pseudomonas aeruginosa zur NO-Produktion flihrt [24], was eine Schllsselrolle in der
angeborenen Immunantwort spielt, indem es sowohl die MC als auch die antibakterielle Aktivitat
in den Atemwegen verstarkt [125]. Die genaue Signalkaskade und ob dieser Prozess Uber die
BC verlauft, ist jedoch unklar. Lee verwendete Air-Liquid-Interface-Kulturen, in welchen die
Epithelzellen kultiviert wurden, wodurch die Anwesenheit dieser chemosensorischen Zellen
fragwdrdig ist [22]. Bitterrezeptoren sind auch auf zilientragenden Zellen vorhanden [22,119],
daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass die NO-Produktion in seiner Arbeit Uber diesen
Zelltyp erfolgte. Wir vermuten, dass das von den BC freigesetzte ACh parakrin auf die
Flimmerzellen wirkt und dadurch die NOS in diesen Zellen stimuliert [117]. Diese Annahme wird
durch die Entdeckung von Perniss et al. (2023) an murinem Trachealgewebe unterstitzt. |hre

Forschung zeigt, dass die Aktivierung von BC zur Freisetzung von ACh flihrt, welches
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benachbarte Zellen stimuliert und Uber Gap-Junction-Signale eine Ca?*-Welle ausldst, die auch
angrenzende Flimmerepithelzellen erreicht [122]. Durch die Bindung von Ca?* an Calmodulin
kann NOS aktiviert werden [68,83]. Daher konnte das von den BC freigesetzte ACh eine
Erhéhung des intrazellularen Ca?*-Spiegels in den Flimmerzellen bewirken und dadurch die NO-
Produktion anregen. Es ist jedoch auch méglich, dass NOS in den BC selbst vorhanden ist und
diese somit eigenstdndig NO produzieren. Das Vorhandensein von NOS in den BC der

Magenkardia und des Pankreas bei Ratten ist bereits seit langerem bekannt [126].

Um den Signalweg besser zu verstehen, untersuchten Alberty et al. (2004) die Wirkung von L-
Name, einem Inhibitor der NO-Synthase [82,127], auf die INOS im humanen nasalen
Flimmerepithel [80]. Die Studie zeigte, dass entziindungsférdernde Substanzen die induzierbare
NO-Synthase im Atemwegsepithel hochregulieren, wahrend die Hemmung der endogenen NO-
Produktion die Grundfrequenz des Zilienschlags reduziert [80]. In dieser Studie wurde das
Ausmal der cholinergen Zilienstimulation als unabhangig von der NO-Produktion beschrieben
[80]. Diese Hypothese wurde auch von Mikhailik et al. (2021) bestatigt, die in murinen Modellen
herausfanden, dass die NO-Produktion eine positive Wirkung auf die CBF hat und dass die
Signalkaskade Uber Guanylatcyclase vermittelt wird [68]. Carey et al. (2017) identifizierten
humane Krankheitserreger, darunter den grampositiven, aeroben Bacillus cereus, der ebenfalls
durch TAS2-Rezeptoren die Produktion von NO auslésen kénnen [128]. In der vorliegenden
Studie wurde untersucht, ob der Mechanismus der BC in der menschlichen Trachea ahnlich
funktioniert, wie in bisherigen Arbeiten beschrieben. Dazu wurde die NOS im Trachealepithel
ebenfalls mit L-Name inhibiert und anschlieRend ein Bitterstoff hinzugefiigt, um die Reaktion der
MC zu beobachten. Die Hemmung der NOS unterdriickte sowohl im murinen als auch im
menschlichen Gewebe signifikant die Erhéhung der MC. Dies deutet darauf hin, dass die
Aktivierung der MC in den menschlichen Proben [22,80], ahnlich wie im Maus- [68,86] oder
Froschmodell [85], von der Verfugbarkeit von NO im Rahmen der NO-abhangigen bitteren
Signalkaskade abhangt. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen von Alberty et al. (2004)
und Mikhailik et al. (2021) [68,80]. Diese Ergebnisse unterstreichen die zentrale Rolle der NO-
Signalkaskade in der Regulation der MC im respiratorischen Epithel der Trachea. Ein Mangel an
NO in den Flimmerzellen des Menschen wird mit Beeintrachtigungen der Zilienaktivitat in
Verbindung gebracht, was die geringen Mengen an NO erklart, die bei Ziliopathien ausgeatmet
werden [68]. Ein klUnstlicher NO-Spender, wie Natriumnitroprussid, konnte diesem Problem
entgegenwirken, was bereits an murinem Gewebe erforscht wurde und zur Erhéhung der MC
fuhrte [129].
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5.4 Einfluss von verschiedenen Faktoren auf die MC beim Menschen

Die Uberprifung der Vitalitdt und post mortem Aktivitdt des respiratorischen Epithels im
menschlichen Gewebe wurde durch die Reaktion auf Bitterstoffe und ATP verdeutlicht. Bei
nahezu jeder Messung der PTS wurde jedoch eine variierende Baseline festgestellt. Die
Unterschiede kdnnen durch eine Vielzahl von Faktoren wie den Gesundheitszustand oder das
Alter bedingt sein [91,137,138]. Leider fehlen uns manche Informationen Uber die
Kdrperspender, da zum Beispiel verschiedene Krankheiten die zilientragenden Zellen direkt
beeintrachtigen [36]. Typischerweise gehen solche Erkrankungen mit einer gestérten MC einher,
was eine ziliare Dysfunktion nach sich ziehen kann [36,70]. Eine derartige Dysfunktion flhrt oft
zu einer Hyperplasie und Hypertrophie der Becherzellen und seromukdsen Drisen, was
wiederum eine vermehrte Sekretansammlung bewirkt [65,139]. Ein Beispiel fir eine Erkrankung
mit vermehrter Sekretansammlung ist Mukoviszidose [140]. Dariber hinaus gibt es auch
genetische Erkrankungen, wie die primare zilidre Dyskinesie, bei denen ebenfalls die MC
beeintrachtigt ist [141]. In unserer Studie wurde jedoch darauf geachtet, keine Kérperspender
einzubeziehen, die an bekannten Atemwegserkrankungen litten. Allerdings ist die Diagnose von
Atemwegserkrankungen, besonders bei dlteren Menschen, oft nicht optimal und viele Betroffene
sind sich ihrer Erkrankung moglicherweise nicht bewusst [142]. Daher kdnnte es sein, dass auch
Personen mit unerkannten Atemwegserkrankungen in der Studie eingeschlossen wurden, was
die Starke der Effekte beeinflusst haben kdnnte. Weiterhin fehlte uns die Information Gber den
regelmafiigen Konsum von Tabakprodukten. Diese bedingen strukturelle Veranderungen sowie
Funktionsstérungen in den Atemorganen und wirken sich ebenfalls negativ auf die MC aus [143].
Die Stérungen treten nicht ausschliel3lich bei aktivem Rauchen auf, sondern ebenso beim
Passivrauchen [143,144]. Die verringerte Funktionsfahigkeit der MC durch langanhaltende
Exposition gegeniber Tabakrauch wird durch eine Reihe von Ursachen hervorgerufen,
einschliellich der Beschadigung der Zilien, einer gesteigerten Produktion und veranderten
Beschaffenheit des Schleims, dem Abbau der Schutzbarriere der Atemwege sowie einem

vermehrten oxidativen Stress und entziindlichen Prozessen [144,145].

Ein weiterer Faktor, welcher eine bedeutende biologische Variable fir die Immunitat darstellt, ist
das Geschlecht. Geschlechtsspezifische Faktoren, wie Chromosomen und Gonadenhormone,
tragen zur Bildung verschiedener Sexualhormone bei, die wiederum eine wesentliche Rolle bei
der Immunantwort im respiratorischen Trakt des Menschen spielen [146]. Unterschiede in den
Sexualhormonen kdnnen zu geschlechtsspezifischen Reaktionen der BC fuhren. Dies lasst sich
aus meinen Versuchen vermuten, da bei Frauen nach der Gabe von 15 yl 1 mM Denatonium ein

durchschnittlicher Anstieg der PTS von = 11,5 pm/s verzeichnet wurde, wahrend es bei Mannern
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zu einem Anstieg von = 18,5 ym/s kam. Nach der Gabe von 15 pyl 100 yM Chinin wurde bei
Frauen ein durchschnittlicher Anstieg der PTS von = 23,5 um/s festgestellt, wahrend es bei
Mannern zu einem Anstieg von = 13,8 um/s kam. Dies widerspricht jedoch den Ergebnissen der
Studie von Kao et al. aus dem Jahr 1994, welche keinen signifikanten Einfluss des Geschlechts
auf die MC feststellten [138]. In dieser Studie wurde ein einzelner Tropfen Tc-99m MAA auf den
Boden des Nasengangs aufgetragen und dessen Weg mithilfe einer Gammakamera verfolgt. Die

MC wurde als Geschwindigkeit in mm/Minute gemessen [138].

5.5 Vergleich der Sensitivitat der TAS2R auf Chinin

In meinen Ergebnissen zeigten Maus und Mensch unterschiedliche Reaktionen auf die Gabe
von 100 uyM Chinin. Dies kdnnte auf die unterschiedliche Zusammensetzung der TAS2R-
Rezeptoren bei der Detektion von Chinin zuriickzufihren sein, da es signifikante Unterschiede
zwischen Menschen und Mausen gibt. Wahrend beim Menschen insgesamt neun Rezeptoren
fur die Erkennung von Chinin verantwortlich sind [29], verfligen Mause Uber sieben spezifische
Rezeptoren [27]. In der vorliegenden Arbeit zeigten murine Modelle keine signifikante Steigerung
der PTS nach der Zugabe von 100 uM Chinin, im Gegensatz zur positiven Reaktion auf 1 mM
Denatonium. Diese Beobachtung koénnte auf die unterschiedlichen Konzentrationen der
Substanzen zurlickzufihren sein. In der Studie von Damak et al. (2006) wurde festgestellt, dass
100 pM Chininsulfat die niedrigste Konzentration war, auf die die Mause noch reagierten und sie
vermieden [34]. Diese Beobachtung stimmt nicht vollstandig mit meinen Ergebnissen Uberein,
es lasst sich jedoch erkennen, dass 100 uM Chinin eine kritische Schwelle darstellt, unterhalb
derer keine Reaktion mehr beobachtet wird [34]. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den
Beobachtungen von Spector et al. (2002) bei Ratten [147]. In dieser Studie wurde die Reaktion
von Ratten auf Chinin bei Konzentrationen von 100 uM und 1 mM untersucht, wobei festgestellt

wurde, dass 1 mM etwa doppelt so effektiv war [147].

Es ist wichtig zu betonen, dass die Unterschiede in den experimentellen Ergebnissen auf eine
Vielzahl von Faktoren zurlickgefuhrt werden koénnen, einschlielllich der eingesetzten
Konzentrationen. Bei humanen Gewebeproben induzierte die Zugabe von Chinin in derselben
Konzentration eine signifikante Steigerung der PTS, was den Kontrast zu den Ergebnissen bei
murinen  Modellen markiert. Dazu kommen signifikante  Unterschiede in der
Geschmackswahrnehmung und Rezeptorexpression zwischen Menschen und Mausen
[27,29,148]. Diese unterschiedlichen Rezeptorprofile kdnnten somit zu den verschiedenen
Reaktionen auf Chinin beitragen. Die Spezies-spezifischen Unterschiede in der Reaktion auf

Bitterstoffe wie Chinin und Denatonium verdeutlichen die Notwendigkeit, bei der Ubertragung
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von Erkenntnissen aus tierischen Modellen auf den Menschen vorsichtig vorzugehen und die

evolutionaren Anpassungen der Geschmackswahrnehmung zu bericksichtigen.

5.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die MC in der menschlichen Trachea durch
ahnliche Mechanismen wie im murinen Gewebe reguliert wird. BC spielen dabei eine
entscheidende Rolle, indem sie ACh freisetzen, das parakrin auf benachbarte Flimmerzellen
wirkt und deren mukoziliare Aktivitat erhoht. Nicht nur ACh, sondern auch NO ist eine wesentliche
Komponente dieses Prozesses, was durch die Blockade der NOS und die dadurch aufgehobene

Steigerung der MC durch Bitterstoffe belegt wird.

Der TRPM5-Kanal ist in menschlichen Trachealzellen vorhanden und funktionell aktiv. Dieser
Kanal ist essenziell fir die Freisetzung von ACh, da die durch Bitterstoffe induzierte Erhéhung
der MC durch die Hemmung des TRPM5-Kanals aufgehoben werden kann. Bitterstoffe wirken
somit Uber die Aktivierung der Bitterstoffkaskade in den BC. Zudem erfullen TRPMS5-Kanéle eine

zentrale Rolle bei Reinigungsmechanismen in den Atemwegen.

Eine weitere wichtige Erkenntnis ist, dass die Aktivitdt der zilientragenden Zellen bis zu 20
Stunden nach dem Tod eines Koérperspenders messbar bleibt. Wird ein Kérperspender jedoch
erst am nachsten Tag nach dem Tod Uberflhrt, zeigt das respiratorische Epithel keine messbare
Aktivitat mehr.

Diese neuen Einsichten in die Regulation der MC in der menschlichen Trachea verdeutlichen die
Bedeutung der BC in diesem Prozess. Sie erweitern das Verstandnis der korpereigenen
Abwehrmechanismen gegen respiratorische Pathogene und kénnten neue therapeutische
Ansatze bei der Behandlung von Atemwegserkrankungen ermdglichen, indem sie spezifische

zellulare Ziele fur zuklnftige pharmakologische Interventionen aufzeigen.
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