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Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der langerfristigen Beobachtung der
Entzindungsreaktion in den unteren Atemwegen der Maus nach Stimulation der trachealen
Biirstenzellen mit Denatonium. Der TRPM5-Kanal ist als Kationenkanal an der Signalkaskade der
trachealen chemosensorischen Burstenzelle beteiligt, von welcher zunehmend immunologische
Funktionen bekannt werden. Durch Aktivierung der Bittersignalkaskade kommt es zum
Kationeneinstrom durch den TRPM5-Kanal in die Birstenzelle, wodurch es zur Depolarisation und
Ausschittung von Acetylcholin - kommt. Das Acetylcholin  fihrt (ber nikotinische
Acetylcholinrezeptoren an Neuronen zur neuronalen Freisetzung von Substanz P und CGRP. Es
werden Immunzellen rekrutiert. Bis dato wurde diese Form der Entziindung in der Trachea nach
Denatoniuminhalation nur 30 min nach der Inhalation untersucht. Die vorliegende Arbeit hatte als
Zielsetzung, die Form dieser Entziindungsreaktion tber 7 Tage hinweg zu dokumentieren und die
Rolle des TRPM5-Kanals weiter zu erforschen. Ebenfalls sollte das VVerhalten der Burstenzellen tiber
diesen langeren Zeitraum beobachtet werden.
Die tierexperimentellen Versuche fanden an TRPM5*+- und TRPM57-Méusen statt. Hierzu wurden
fir jeden Mausstamm 5 Versuchsgruppen erstellt: jeweils eine reine Kontrollgruppe mit keinerlei
Eingriff, eine Gruppe mit Inhalation der Pufferlésung und Tétung nach 1 Tag, eine Gruppe mit
Inhalation von 1 mM Denatonium und Tétung nach 1 Tag, sowie nach 3 Tagen und 7 Tagen. Die
beiden erstgenannten Gruppen dienten als Kontrollgruppen. Das Denatonium wurde in einem
Phosphatpuffer geldst und durch das Ligamentum conicum in den kranialen Abschnitt der Trachea
injiziert. Je nach Gruppe erfolgte dann die Perfusion der Tiere am entsprechenden postoperativem
Tag. Lungen und Trachea wurden histologisch aufgearbeitet und immunhistochemisch gefarbt, um
mittels Fluoreszenzmikroskopie die Zellen darstellen, lokalisieren und quantifizieren zu kénnen.
Anhand dieser Methodik konnten wir eine TRPM5-abhéngige Expansion der Biirstenzellen mit
einem Maximum am 3. Tag nach Inhalation feststellen. Die Zahl der Biirstenzellen wies eine positive
lineare Korrelation mit der Anzahl an dendritischen Zellen in der Trachea auf. Diese Korrelation
konnte als synergistische Starkung der Immunkompetenz bei den Wildtypen gedeutet werden.
Besagte Immunkompetenz zeigte sich bei den Wildtypen starker als bei den TRPM5™-Tieren, im
Sinne einer Einbindung des Komplementsystems und einer Steigerung der Abwehkraft der Lunge
nach sieben Tagen (Neutrophile als «first responder»). Auch der unerwartete Anstieg der T-
Lymphozyten und die hohe interindividuelle Variabilitét der Neutrophilen bei den TRPM5”-Tieren
(und ihre Gberschiellende Rekrutierung in die Trachea nach einem und sieben Tagen) spricht fir ein
dysreguliertes Immunsystem.All  diese Ergebnisse lassen zusammenfassend auf eine
immunregulatorische Funktion des TRPM5-Kanals und somit der Biirstenzellen schlieRen.
Die Frage ob Denatonium eines Tages als Pharmakon zur Therapie oder Prophylaxe von Pneumonien
genutzt werden konnte, kann mit den vorliegenden Ergebnissen nicht endguiltig beantwortet werden.
1



Hierzu ist noch weitere Forschungsarbeit nétig; die hier vorgestellten Ergebnisse schlielen eine
derartige Anwendung in der Zukunft jedoch nicht aus. Besonders die hier beschriebene
immunregulatorische Funktion des TRPM5-Kanals kénnte in Zukunft viele Ansatze im Bereich von
Autoimmunerkrankungen bieten. Auch in der Prophylaxe von infektidsen oder entziindlichen
Erkrankungen mit Gberschiefenden Immunreaktionen, wie SARS-2-Covid-19-Pneumonien, kénnten

Anwendungsbereiche liegen.



Summary

The aim of the present study was the long-term observation of the inflammatory reaction in the lower
respiratory tract of the mouse after denatonium inhalation via the trachea. The TRPM5 channel is
involved as a cation channel in the signalling cascade of the tracheal chemosensory brush cell, of
which increasing immunological functions are known. Activation of the bitter signalling cascade
leads to cation influx through the TRPM5 channel into the brush cell, resulting in depolarisation and
the release of acetylcholine. Acetylcholine leads via nicotinic acetylcholine receptors to the neuronal
release of substance P and CGRP. In consequence different types of immune cells are recruited. Until
now, this form of inflammation in the trachea after denatonium inhalation has been investigated only
for a 30 min period. The aim of this study was to document the nature of this inflammatory reaction
over 7 days and to further investigate the role of the TRPMS5 channel. The behaviour of the brush
cells has also been observed over this longer period.

The experiments were performed with TRPM5** and TRPM57 mice. Five experimental groups were
created for each genotype: one group without any intervention, one group with injection of buffer
solution and killing after 1 day, one group with injection of 1mM denatonium and killing after 1 day,
one group with killing after 3 days and another after 7 days. The first two groups were used as control
groups. Denatonium was dissolved in a phosphate buffer and injected through the Ligamentum
conicum into the cranial section of the trachea. Depending on the group, the animals were then
perfused on the corresponding postoperative day. Lungs and trachea were histologically processed
and immunohistochemically stained in order to visualize and quantify the cells by fluorescence
microscopy.

Using this methodology, we could determine a TRPM5-dependent expansion of the brush cells with
a maximum on the 3rd day after inhalation. The number of brush cells showed a positive linear
correlation with the number of dendritic cells in the trachea. This correlation could be interpreted as
a synergistic strengthening of immunocompetence in wildtypes. This immunocompetence was
stronger in the wildtypes than in the TRPM5”-animals, in the sense of an activation of the
complement system and an increase of the lung's defensive power after seven days (neutrophils as
"first responder"). The unexpected increase in T-lymphocytes and the high inter-individual
variability of neutrophils in the TRPM5”-animals (and their excessive recruitment into the trachea
after one and seven days) also speaks for a dysregulated immune system. All these results together
suggest an immunoregulatory function of the TRPM5 channel and thus of the brush cells.

The question if denatonium could one day be used as a pharmaceutical for the therapy or prophylaxis
of pneumonia cannot be answered finally with the present results. Much more further research work
is required for this; however, the results presented here do not rule out such an application in the
future. Especially the immunoregulatory function of the TRPM5 channel described here could offer

many approaches in the field of autoimmune diseases. The prophylaxis of infectious or inflammatory



diseases with excessive immune reactions, such as SARS-2-Covid-19 pneumonia, could also be a

field of application.



1. Einleitung

1.1 Lunge und Atemwege

1.1.1 Die Embryologie und Anatomie des Respirationstraktes

Die erste Anlage des humanen Respirationstraktes ist die Laryngotrachealrinne, welche eine
Abspaltung am Vorderdarm darstellt und sich ab der 3. Entwicklungswoche bildet. Am kaudalen
Ende der Laryngotrachealrinne bildet sich eine paarige Lungenanlage in Form von zwei
Lungenknospen (Schiebler TH et Korf H-W 2007). Des Weiteren unterscheidet man in der
Entwicklung der Lunge 3 Stadien: das embryonale Stadium, gefolgt vom fetalen Stadium, und
letztlich das postnatale Stadium. Diese Stadien konnen weiterhin nach den physiologischen
Prozessen logisch gegliedert werden (pseudoglandulare, kanalikuldre und sacculédre Phase); hierbei
ist zu vermerken, dass sich die Stadien von Maus zu Mensch nicht wesentlich unterscheiden, alleine
die zeitliche Situierung in der Reifung des Embryos ist verschieden, was angesichts der gesamten

Entwicklungsdauer von menschlichem und murinem Embryo nicht verwundert (Schittny 2017).

Bezuglich der Anatomie haben Mause und Menschen eine ahnliche, aber variable Anzahl an U-
férmigen, nach dorsal offenen Knorpelringen, welche die Trachea bilden (15-18 bei Mausen und 15-
20 beim Menschen). Nach dorsal wird die Trachea durch eine fibromuskuldre Membran
verschlossen. Das tracheale Epithel von M&usen ist diinner als das von Menschen und hat auch eine
abweichende zelluldre Zusammensetzung. Bei der Maus Uberwiegen die nicht-Zilien-tragenden
Zellen, gefolgt von Zilien-tragenden Zellen und letztlich Basalzellen. Beim Menschen tberwiegen
die Zilien-tragenden Zellen, gefolgt von den Basalzellen und letztlich den nicht-zilien-tragenden
Zellen. Dieser Proportionen setzen sich bis in die Bronchien fort. Die Anzahl der Lungenlappen ist
verschieden. Die Maus hat vier rechte und einen linken Lungenlappen, wahrend der Mensch
bekanntlich drei rechte und zwei linke Lungenlappen hat. Die Aufzweigungen des Bronchialbaums
sind interessanterweise ebenfalls unterschiedlich. Der Bronchialbaum der Maus hat ein
monopodiales Aufzweigungsmuster, wahrend die Bronchien des Menschen sich dichotom teilen. Ein
weiterer Unterschied besteht in dem stark verminderten Vorkommen von respiratorischen
Bronchiolen bei der Maus (Treuting PM et al. 2018). Die Atemwege von Mensch und Maus
unterscheiden sich also in einigen Punkten. Diese Unterschiede sind in den unteren Atemwegen aber

weniger ausgepragt als in den oberen Atemwegen.

1.1.2 Physiologie der Lunge

Die Grundlagen der Physiologie der Atmungsorgane dirfen als bekannt vorausgesetzt werden.
Hervorgehoben werden sollen nun spezifische Merkmale der Atemwege, welche besonders relevant

flr die vorliegende Arbeit sind.



Zum einen scheint interessant, dass die basale Zilienschlagfrequenz in Zellkulturen aus der Nase
weniger als halb so hoch ist wie die in Trachea-Kulturen (Zhao et al. 2011). Von besonderem
Interesse ist zudem die cholinerge Physiologie der Atemwege. Dass nicht-neuronales Acetylcholin
(ACh) in humanen Bronchien vorkommt, wurde bereits vor mehr als zwei Jahrzehnten gezeigt
(Klapproth et al. 1997). Ein direkter Nachweis von ACh in dem Flissigkeitsfilm der Atemwege ist
inzwischen auch erfolgt (Hollenhorst et al. 2012). Auch das Schliisselenzym der ACh-Synthese, die
Cholin-Acetyl-Transferase (ChAT), konnte in epithelialen Atemwegszellen gefunden werden
(Klapproth et al. 1997). Da die ChAT und der vesikuldre ACh-Transporter (VAChT) den selben
Genlocus haben, ist es moglich, dass das Vorkommen des VAChT in den Atemwegen funktionell
unwichtig ist (Proskocil et al. 2004). Das ACh-abbauende Enzym, die Acetylcholinesterase, kommt
hingegen nur sehr wenig in den Atemwegen vor (Kummer et al. 2008), was zu langeren und
verstarkten Wirkungen von ACh fuhren kann. In den Atemwegen finden sich alle drei Typen von
muscarinischen ACh-Rezeptoren. Unter physiologischen Bedingungen wird die Kontraktion der
glatten Muskulatur wesentlich durch M3R (Gg-gekoppelt) vermittelt (liber die PLC, IP3 und einen
Ca-Anstieg), wahrend M2R (Gi-gekoppelt) einen negativen Feedbackloop unterhalten: M2R
hemmen prasynaptisch die ACh-Ausschittung (Meurs et al. 2013).

1.1.4 Das Nervensystem der Atemwege

Die Atemwege werden sensorisch innerviert. Die Zellkdrper der sensorischen Neurone befinden sich
in den sensorischen vagalen Ganglien, sowie in den ,,DRGs* (dorsal root ganglia, Spinalganglion).
Es werden im wesentlichen A- und C-Fasern unterschieden. A-Fasern sind myelinisierte, nicht-
peptiderge Mechanorezeptoren («messen» den Dehnungszustand der Lunge) mit einer
Leitungsgeschwindigkeit von ca. 14-32 m/s. lhre Nervenendigungen sind mit glatten Muskelzellen
und neuroepithelialen Korperchen assoziiert. Es gibt unter den A-Fasern auch sogenannte
,Hustenrezeptoren“ (4-6 m/s), welche nicht durch Dehnung aktiviert werden und sich in
extrapulmonalen Atemwegen befinden. Diese schnell adaptierenden Dehnungsrezeptoren werden
durch einige andere Stimuli bei Entziindung aktiviert (Leukotriene, Thromboxane, Histamin,
Neurokinine). C-Fasern sind langsam-leitende, unmyelinisierte Neurone welche durch physikalisch,
chemische und thermische Stimuli aktiviert werden koénnen. Ein Teil der C-Fasern exprimiert
Substanz P und CGRP. Die Freisetzung von Neuropeptiden nach Stimulation der peripheren
Nervenenden flhrt zur neurogenen Entziindung, wie sie weiter unten ausfihrlich beschrieben wird
(Audrit et al. 2017; Brandes R et al. 2019; Trepel M et Dalkowski K 2017).

Aulerdem werden die Atemwege auch sympathisch und parasympathisch innerviert. Die
sympathischen Fasern zur Innervation der Trachea stammen im Wesentlichen aus dem Ganglion
cervicale superius und dem Ganglion stellatum (Kummer et al. 1992; McGovern et al. 2012). Die
parasympathischen Fasern stammen v.a. aus dem Nucleus ambiguus im Hirnstamm (McGovern et

Mazzone 2014). Postganglionér unterscheidet man mindestens zwei Arten von parasympathischer



Innervation: zum einen die dem trachealen Gewebe intrinsische Innervation und zum anderen
Projektionen der 0Osophagealen nicht-cholinergen parasympathischen Innervation. Letztere
vermitteln, im Gegensatz zur cholinergen Innervation (Kistemaker et Gosens 2015), eine Relaxation

der glatten Muskulatur der Atemwege mittels VIP und NO-Freisetzung (Fischer et al. 1998).

1.2 Die Pneumonie — ein aktuelles und relevantes Thema

1.2.1 Definition, Systematik und Erreger

Definiert wird die Pneumonie als eine Entziindung des Lungenparenchyms, welche akut oder
chronisch verlaufen kann, und typischerweise mit Symptomen wie Husten, Auswurf und Fieber
einhergeht. Eine Pneumonie kann jedoch auch mit anderen oder geringer ausgepragten Symptomen
verlaufen, dann gilt sie als klinisch atypische Pneumonie (Pschyrembel W 2017). Es gibt mehrere
Madglichkeiten Pneumonien zu klassifizieren. Die gebrauchlichste -und im Rahmen der vorliegenden
Arbeit relevanteste - ist die Unterscheidung in ,,community-acquired pneumonia“ (CAP) und ,,
hospital-acquired pneumonia“ (HAP). Die CAP wird auBerhalb des Krankenhauses erworben,
wahrend sich die HAP mindestens 48h nach Krankenhausaufnahme manifestiert (Bochud et al. 2001,
Lanks et al. 2019). Diese Klassifizierung ist insofern sinnvoll, als dass sie klinisch relevant ist; das
Erregerspektrum der beiden Typen ist unterschiedlich und somit auch die Therapie. Demnach ist bei
der CAP Streptococcus pneumoniae der meist isolierte Erreger (Lanks et al. 2019), es finden sich
aber auch Haemophilus influenzae, Mycoplasma pneumoniae, Legionellen, Chlamydia pneumoniae
sowie respiratorische Viren. Zu den haufigsten Erregern der HAP gehtren u.a. Staphylokokken,
Pseudomonaden, Klebsiellen, Enterobacter, Legionellen und Acinetobacter; gram-negative
Stdbchen-Bakterien sind hier deutlich mehr reprasentiert als bei der CAP (Arastéh K et al. 2018).

1.2.2 Pathologie

Pathologen unterscheiden verschiedene Ausbreitungstypen der Pneumonie. So ist bei der

Lobarpneumonie ein Lungenlappen gesondert betroffen (selten auch mehrere), wahrend bei der
Herdpneumonie einzelne Lobuli befallen sind, dies aber tGber mehrere Lungenlappen hinweg. Zwei
andere Ausbreitungstypen werden dadurch charakterisiert, dass sie durch eine aerogene Infektion
entstehen. Bei der Bronchopneumonie findet aber zudem noch eine endobronchiale
Erregerausbreitung statt, wahrend es bei der peribronchialen Herdpneumonie zu keiner
endobronchiale Erregerausbreitung kommt, die Erreger aber die Bronchialwand durchdringen und
so in das Lungenparenchym eindringen. Weiterhin zu differenzieren ist die interstitielle Pneumonie.
Hauptmerkmal der Lob&rpneumonie ist eine Verfestigung des Lungenparenchyms eines einzelnen
Lungenlappens, wahrend bei der Bronchopneumonie die Verfestigung eher ,,fleckig® auftritt. Diese
Differenzierungen konnen im Einzelfall nicht immer klar getroffen werden. Zudem sind die durch

einen Erreger ausgeldsten Befallsmuster interindividuell unterschiedlich. Klinisch relevant sind



daher prinzipiell der Erregernachweis und die Feststellung der bereits stattgefundenen Ausbreitung
(Riede U-N et Werner M 2017; Robbins SL 2018).

1.2.3 Die bakterielle Infektion

Bakterienkolonien konnen mittels Quorum-Sensing-Molekilen (QSM) intern aber auch

untereinander kommunizieren. Quorum sensing ist ein Mechanismus, bei welchem die Gen-
Expression der Bakterien in Abhangigkeit von Umweltfaktoren reguliert wird, insbesondere die
Bakteriendichte spielt eine Rolle. Die Bakterien einer Kolonie setzen chemische Stoffe frei, welche
in der Summe abbilden wie hoch die Bakteriendichte ist (Miller et Bassler 2001). Doch nicht nur die
Zelldichte reguliert die Quorum sensing-Kommunikation, sondern auch Umweltbedingungen, wie
das VVorkommen von Nahrstoffen, oder auch intrinsische Faktoren, wie das Wachtumsstadium der
Bakterien selbst. Ein besonders interessanter Aspekt, welcher aus diesen Uberlegungen hervorgeht,
betrifft das Miteinander der Bakterien. So scheint es, als wiirden Bakterien «sozial» miteinander
interagieren, und sich eher fiir das Uberleben der ganzen Kolonie einsetzen als nur fiir sich selbst zu
kampfen (Goo et al. 2015).

Wesentlich zur Persistenz der Bakterien im Wirt tragt auch die Bildung von Biofilmen bei. Biofilme
ermdoglichen es den Bakterien, in unwirtlichen Gegenden zu berleben (Hall-Stoodley et al. 2004),
wie auch unter dem Einfluss des menschlichen Immunsystems.

Manche Bakterien sind auch in der Lage, antimikrobielle Peptide zu inaktivieren, wie beispielsweise
den proteosomalen Abbau des Komplementfaktors C3b (Okumura et Nizet 2014). Gram-positive
Bakterien kdnnen Molekiile sezernieren, welche antimikrobielle Peptide binden und so unschédlich
fir das Bakterium machen. Zudem konnen Bakterien Enzyme produzieren, welche die
antimikrobiellen Peptide direkt abbauen (Okumura et Nizet 2014).

1.2.4 Problematiken und neue LAsungsansatze

Besonders relevant ist in Zeiten von intensivem Antibiotikagebrauch die Haufung multiresistenter
Keime. Neue Keime, welche nicht mehr auf die gangigen Antibiotika sensibel sind, stellen unsere
heutige wissenschaftliche Gesellschaft vor neue Probleme. Diese Problematik ist allseits bekannt
und wird von vielerlei Seiten erforscht (Dimopoulos et al. 2016). So sind die gram-positiven
Bakterien zum Grofteil noch kontrollierbar, wéhrend die gram-negativen Bakterien zum
malgeblichen Problem werden (Rossolini et al. 2014).

In einer Ubersichtsarbeit (Ricard 2012) stellt der Autor eine Reihe von modernen therapeutischen
Ansdtzen vor, welche gewisse Hoffnungen liefern, die antibiotischen TherapiemalRnahmen in
Zukunft unterstitzen zu koénnen. Eine vielversprechende Therapiemdglichkeit stellen die
Bakteriophagen dar. Hierbei handelt es sich um Viren, welche nahezu ausschlieRlich Bakterien
befallen und abtoten. Der Lebenszyklus der Phagen kann lytisch oder lysogen sein. Bereits vor (iber
einem halben Jahrhundert, in den 1950ern wurden in den U.S.A Phagen zur Therapie von

verschiedenen infektiosen Erkrankungen, welche nicht auf konservative Antibiotika ansprachen,
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erfolgreich eingesetzt. Die Produktion wurde aus nicht-medizinischen Griinden in den 90ern
eingestellt (Kutateladze et Adamia 2010). Aus diesen Erfahrungen scheint verstandlich, dass
Wissenschaftler heutzutage an diesem Ansatz weiterarbeiten. So wurden 2011 Ergebnisse einer in-
vivo-Versuchsreihe publiziert (Morello et al. 2011), in welcher Méuse mit multiresistenten
Pseudomonas aeruginosa Stammen infiziert wurden. Es wurde hierbei die Therapie mit einmaliger
nasaler Applikation der Phagen 2 h nach Infektion Aerprobt, sowie auch die praventive MalRnahme
mit Verabreichung der Phagen 4 Tage vor Infektion. Die Ergebnisse waren uberragend und gaben
Anlass, weitere Forschung auf dem Gebiet zu betreiben. Daher gibt es nun auch neuere Erkenntnisse
aus verschiedensten Tiermodellen (Prazak et al. 2019), welche auch weiterhin vielversprechend
erscheinen. Die erste klinische Publikation (Jault et al. 2019) weist nun aber methodische Méngel
auf. Eindeutig interpretierbare klinische Studien lassen also weiterhin auf sich warten (Wienhold et
al. 2019).

Zudem wird zurzeit an den QSM geforscht. Ein Ansatz ist es, diese Molekile zu inhibieren. N-
acylhomoserin Lactone (AHLs) scheinen eine Gruppe von Verbindungen darzustellen, welche
inhibitorische Wirkungen auf die QSM haben. Nun stellte sich das Problem, dass diese AHLs unter
physiologischen Bedingungen abgebaut und unbrauchbar werden (Yates et al. 2002). Durch
chemische Abwandlung der Verbindung wurde jedoch inzwischen ein neuer Hoffnungstrager
synthetisiert, welche eine gute Arbeitsgrundlage fur weitere Versuche zur Pharmakologie bietet
(Mh et al. 2006).

Auch immunologische Methoden sind auf dem Vormarsch. Angriffspunkt ist zum Beispiel ein
Komplex von gram-negativen Bakterien, welcher den Export von Toxinen aus dem bakteriellen
Zytosol direkt in das Zytoplasma des Wirtszelle ermdglicht. Teil dieses Komplexes ist das PcrV.
Hiergegen wurden Antikorper entwickelt, welche in Tierversuchen einen positiven Effekt aufwiesen
(Sawa et al. 1999). Dem folgte eine klinische Studie (Chastre et Dugard 2010) mit 35 Patienten,
welche randomisiert, doppel-blind und Placebo-kontrolliert mit einem PcrV-Inhibitor (KB001)
behandelt wurden. Einschlusskriterium war eine definierte Besiedlung der Nase mit Pseudomonas
aeruginosa, aber ohne schon bestehende Pneumonie. Der Beobachtungszeitraum betrug 28 Tage. Es
zeigte sich nach 28 Tagen ein verbessertes Uberleben in der KB0OO1-Gruppe im Vergleich zur
Placebo-Gruppe, und eine halb so groRe Rate an Pneumonien. Diese Studie scheint vielversprechend,

wenn auch nattrlich weitere Studien mit groéRerem Patientenkollektiv notig sein werden.

1.3 Die Burstenzelle

1.3.1 Ein besonderer Sinn: der Geschmack

Der Geschmackswahrnehmung von Bitter, St und Umami liegt eine metabotrope Signalkaskade
zugrunde. Am Anfang dieser Signalkaskade stehen die Geschmacksrezeptoren. Charakterisiert

wurden die Rezeptoren TaslR1, TaslR2, TaslR3 und die Familie der Tas2R. Die Monomere der
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Tas1R-Familie spielen eine Rolle in der Sul- und Umami-Transduktion (Hoon et al. 1999; Nelson
et al. 2001; Nelson et al. 2002), wahrend die Mitglieder der Tas2R-Familie fur die Erkennung von
Bitterstoffen zustandig sind (Chandrashekar 2000). Es wurde bis dato eine Vielzahl von Tas2R-
Rezeptoren beschrieben (Meyerhof et al. 2010). Der biologische Sinn hinter einer solchen Vielfalt
an Rezeptoren fir eine Geschmacksrichtung wird dort vermutet, dass diese Rezeptoren einen
schutzenden Effekt haben, da bekanntlich viele giftige Substanzen in der Natur bitter schmecken. Zu
den synthetischen Bittersubstanzen gehort Denatonium, welches unter anderem den Tas2R8
(Meyerhof et al. 2010) und den Tas2R4 aktiviert (Chandrashekar 2000; Chandrashekar et al. 2000).
Bei diesen metabotropen Rezeptoren der Tas1R und Tas2R-Familie handelt es sich entsprechend der
restlichen Signalkaskade (siehe unten) um G-Protein gekoppelte Rezeptoren: GPCRs (G-Protein-
coupled receptors). GPCRs stellen einen essentiellen Teil der zelluldren Rezeptoren dar, sie
vermitteln u.a. die Wirkung von Neurotransmittern, Hormonen und Sinneseindriicke (Rosenbaum et
al. 2009). Diese Rezeptoren bestehen aus sieben Transmembrandoménen (a-Helices), welche intra-
und extrazellular (EZ) tber sogenannte Loops verbunden sind. Jeweils endstandig befindet sich
intrazellular am GPCR ein Carboxyl-Terminus, und extrazelluldr ein N-Terminus (Amino-
Terminus). Oft binden die Liganden am N-Terminus und bewirken letztlich eine
Konformationsanderung des Rezeptors (Latorraca et al. 2017); die genauen Mechanismen sind
mannigfaltig und wirden hier den Rahmen sprengen. Wenn ein Bitterstoff solch einen Tas2R-
Bitterrezeptor also gebunden hat, werden intrazelluldre Prozesse in Gang gebracht. Essentiell fir die
Signaltransduktion ist nun das G-Protein Gustducin, welches fur die Wahrnehmung von S und
Bitter notig ist (Wong et al. 1996). Das Gustducin-Heterotrimer besteht aus einer a-Untereinheit,
einer B1- oder B3-Untereinheit und einer y13-Untereinheit (Huang et al. 1999). Im inaktiven Zustand
sind diese 3 Elemente zusammengelagert und die a-Untereinheit hat ein Guanosindiphosphat-
Molekiul (GDP) gebunden. Bei Aktivierung des Tas2R wird das GDP dann durch
Guanosintriphosphat (GTP) ausgetauscht. Dadurch kommt es zu einer Konformationsanderung des
G-Proteins und die a-Untereinheit 16st sich von der By-Untereinheit (welche nicht weiter ,,gesplittet
wird). Das neue a-Monomer und das By-Dimer beeinflussen dann weitere Stoffwechselwege. So
reguliert die a-Untereinheit die Aktivitat der Phosphodiesterase (PDE) (Clapp et al. 2008; Huang et
al. 1999) und die By-Untereinheit aktiviert die Phospholipase C 2 (Huang et al. 1999; Katz et al.
1992). Welche Funktion der Einfluss der a-Untereinheit auf die Phosphodiesterase hat, war lange
unklar. Clapp et al. konnten nun aber zeigen, dass bei Gustducin-KO-M&usen eine deutlich héhere
CAMP-Konzentration in den Geschmackssinneszellen besteht. Zudem aktiviert cAMP die
Proteinkinase A (PKA), welche wiederum die PLC-B2 phosphoryliert und somit inhibiert. Die a-
Untereinheit von Gustducin wirkt also als Regulator der sonst vorhanden ,,Grundaktivitit“ von
CAMP (Clapp et al. 2008) und ermdglicht somit die notige Signalweiterleitung tber die PLC-B2.
Hierfiir ist die By-Untereinheit von Gustducin verantwortlich, denn sie aktiviert die PLC-p2 (Katz et

al. 1992). Die Phospholipase spaltet dann Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) zu den second
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messengern Inositol-1,4,5-trisphosphat (IPs) und Diacylglycerol (DAG) (Spielman et al. 1994). Die
Rolle von DAG ist bis heute nicht endgliltig geklart. Es wird aber angenommen, dass DAG die
Proteinkinase C (PKC) aktiviert, welche dann verschiedene Kandle und Rezeptoren phosphoryliert
(Spielman et al. 1994). IP; vermittelt den essentiellen Teil der Signalkaskade. Es bindet an den IPsR3
Rezeptor (Clapp et al. 2001), Gber welchen aus den intrazelluldaren Ca?*-Speichern Calcium-lonen
freigesetzt werden. Der Anstieg des intrazellularen Ca2+-Spiegels aktiviert wiederum den transient
receptor potential cation channel subfamily M member 5 (TRPMS5), ein nicht-selektiver
Kationenkanal (Zhang et al. 2007). Die Aktivierung des TRPM5-Kanals flhrt zu einer
Depolarisation und somit zur Transmitterfreisetzung.

Die hier beschriebenen Elemente und Zusammenhdnge der Signalkaskade zur
Geschmackswahrnehmung stammen aus Forschung tber den priméren Ort des Geschmackes, also
den Geschmacksknospen der Zunge. Jedoch wére es unzulénglich dieses biochemische Geschehen,
welches bei der Geschmackswahrnehmung auftritt, nur auf den Mundraum zu beschranken. Der
heutigen Wissenschaft sind zahlreiche weitere Gewebe im menschlichen und murinen Korper
bekannt, welche Zellen besitzen, die der Chemosensorik von u.a. Bitterstoffen gewachsen sind
(Bezencon et al. 2008; Deckmann et al. 2014; Krasteva-Christ et al. 2015). Die Funktionen dieser
chemorezeptiven Zellen sind bis dato nur teilweise geklart; in diesem Kontext findet sich auch die

vorliegende Arbeit wieder.

1.3.2 Die solitare chemosensorische Zelle in der Nase

Die Begriffe SCC (solitare chemosensorische Zelle) und Birstenzelle wurden lange Zeit synonym
verwendet. Je nach bevorzugtem Gebrauch in den einzelnen Veroffentlichungen, werden in der
vorliegenden Arbeit die Begriffe ebenfalls alternierend benutzt.

SCCs kommen in vielen verschiedenen Geweben vor. Eine der friihesten Beschreibungen findet man
in der Publikation Uber die tracheale Blrstenzelle (Rhodin et Dalhamn 1956). Um die Vielfalt und
Reichweite dieser Zellart darzustellen, ist es unausweichlich auch die anderen Lokalisationen zu
zeigen. So kommen SCCs vielfach im Gastrointestinaltrakt vor: im Magen (Iseki et Kondo 1990),
Diinn- und Dickdarm (Bezencon et al. 2008; Hofer et Drenckhahn 1996; Iseki et Kondo 1990; Trier
etal. 1987), der Gallenblase (Luciano et Reale 1979), dem Ductus choledochus (Iseki et Kondo 1990;
Luciano et al. 1981) und dem Ductus pancreaticus (Weyrauch et Schnorr 1976). Neuer ist die
Erkenntnis, dass auch in der Urethra Biirstenzellen zu finden sind (Deckmann et al. 2014), und dies
auch speziestibergreifend bei vielen S&ugetieren (Deckmann et al. 2015). Auch die Konjunktiva
weist solche chemosensorischen Zellen auf (Wiederhold et al. 2015).

Von besonderer Relevanz sind die SCCs in der Nase, denn auch, wenn sie erst spater beschrieben
wurden (Finger et al. 2003), wurde ihre Funktion, besonders in Hinblick auf die neurogene

Entzlindung, eher erforscht (Saunders et al. 2014), als es bei den trachealen Birstenzellen der Fall
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war und ist. Die Ergebnisse aus diesen Studien waren wegbereitend fiir die folgenden Erkenntnisse
tiber Burstenzellen und ihre Verbindung zur neurogenen Entziindung in den unteren Atemwegen.
In den SCCs der Nase wurden GPCRs fiir die Geschmacksrichtungen suf, bitter und umami
nachgewiesen (Braun et al. 2011). Zudem exprimieren die SCCs a-Gustducin und die PLC-32
(Finger et al. 2003), den TRPM5-Kanal (Ogura et al. 2011; Yamaguchi et al. 2014), die ChAT sowie
VAChT (Ogura et al. 2011). In whole-mount-Farbungen der Nasenschleimhaut mit einem
Antikorper gegen Gustducin zeigte sich, dass die weitverteilten positiven Zellen oft l&nger waren als
das Epithel hoch war, sodass sie zugleich Kontakt zur einstrdmenden Luft apikal wie auch zum
Nervensystem basal hatten (Finger et al. 2003). Diese Nervenfasern bildeten nach dem Durchtritt
durch die Basalmembran zahlreiche Varikositaten entlang der SCCs; hier konnten auch synaptische
Verbindungen dargestellt werden. Ein wesentlicher Unterschied zu den Geschmackszellen der Zunge
ist daher, dass die SCCs ihre Informationen tiber den Neurotransmitter ACh weitergeben, wahrend
die Geschmackszellen via ATP mit der Nervenfaser kommunizieren (Finger et al. 2005). Die
Informationen, welche dann weitergeleitet werden, missen von Liganden der Tas2R/TaslR-
Rezeptoren stammen. In der Folge bewirkt die Stimulation von Tas2R38 eine gesteigert
Stickstoffmonoxid-Produktion und eine daraus folgende Steigerung der mukoziliaren Clearance.
Natdrlich hat Stickstoffmonoxid (NO) auch eigene antibakterielle Eigenschaften (Miller et al. 2009).
In einer umfangreichen Studie wurde zudem das Vorkommen von mRNA fiir mT2R8 und mT2R19
gezeigt, sowie die Expression der PLC-B (Finger et al. 2003). Finger et al. unterscheiden hier die
SCCs von den Birstenzellen der Trachea von Luciano et al., da sich die Mikrovilli der beiden
Zelltypen voneinander abheben. Finger et al. schlieRen zudem aus, dass es sich bei den neuen SCCs
um neuroendokrine Zellen handelt, da sie sich in einer Vielzahl von Charakteristika unterscheiden.
Die Entstehung dieser Zellart stellte das nachste Mysterium dar. So zeigten Gulbransen et al.
zunachst, dass die SCCs der Nase bei Mausen schon vor der Geburt vorhanden sind und, dass ihre
Entwicklung, Differenzierung und auch Persistenz nicht von der trigeminalen Innervation abhangig
sind (Gulbransen et al. 2008). Auch die kontinuierliche Entwicklung der nasalen SCCs wurde von
Gulbransen et al. untersucht. Es stellte sich heraus, dass die SCCs eine ahnliche
Regenerationsfrequenz zu haben scheinen wie das restliche nasale Epithel und einer durchgehenden
Erneuerung unterliegen (Gulbransen et Finger 2005). Fur die Entwicklung der TRPM5-positiven
nasalen SCCs von Mdusen ist der Transkriptionsfaktor Skn-1a/Pou2f3 nétig (Yamaguchi et al. 2014).
Zusammenfassend ist die nasale solitdre chemosensorische Zelle also eine spezialisierte Zelle der
Nasenschleimhaut, welche mittels aller (blichen Signal-Proteine die Fahigkeit der
Geschmackswahrnehmung besitzt. Hierzu gehért auch der TRPM5-Kanal, fir dessen Expression der
Transkriptionsfaktor Skn-1a nétig ist. Die SCCs sind cholinerg. SCCs nehmen Gefahrensignale tiber
Bitterrezeptoren wahr und kénnen so antimikrobielle Malinahmen initiieren.

Diese Gemengelage an Ergebnissen tber die Funktionen der nasalen SCCs 6ffnete die Turen fur

&hnliche und weiterfihrende Forschung auch auf dem Gebiet der trachealen Birstenzelle. Die
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Ergebnisse bezliglich der SCCs der Nasenschleimhaut sind natdrlich nicht vollstandig tbertragbar,
aber sie liefern Ideen dazu, wie die Prozesse in der trachealen Birstenzelle ablaufen kénnten und

welche Auswirkungen sie haben konnten.

1.3.3 Die tracheale Biirstenzelle

1.3.3.1 Geschichte

Die erste Beschreibung der Burstenzelle (BC) stammt aus dem Jahre 1956. Die Autoren beschreiben

hier eine genaue Untersuchung des trachealen Epithels der Ratte (Rhodin et Dalhamn 1956). Mittels
Elektronenmikroskopie werden die verschiedenen Zelltypen anatomisch beschrieben, so auch die
Burstenzelle. Der Zellkorper der Biirstenzelle reicht von der Basalmembran bis an das Lumen, und
entsendet kleine polymorphe Fortsétze. Die Autoren stellen zudem fest, dass die Birstenzellen oft
von einigen Becherzellen umgeben sind. Die Birstenzellen enthalten Vakuolen und Granula
verschiedener Morphologien. Des Weiteren beschreiben die Autoren bereits zu diesem friihen
Zeitpunkt ziemlich genau die Anatomie der Fortsatze der Birstenzellen, welche namensgebend fur
die Zelle und 1 — 1,5 pm lang sind. AuRer den Mikrovilli (welche hier aber noch nicht so genannt
werden) weisen die Birstenzellen noch einen zytoplasmatischen Fortsatz auf. Die Basis ist breit (0,5-
1 um), und die Lange gleicht der der Mikrovilli. Dieser Fortsatz enthalt viele Granula und Vakuolen.
Dieser neue Zelltyp der Birstenzelle wird von da an weiter erforscht. Einige Jahre Spéter
verdffentlichen Luciano et al. neue Ergebnisse zu diesem noch recht unbeachteten Zelltyp wiederum
bei Ratten. Die Autoren fanden Biirstenzellen erst bei Tieren liber einem Alter von 50 Tagen. Bei 14
Tagen alten Tieren konnten Luciano et al. Zellen nachweisen, welche eventuell ein
Entwicklungsstadium der Blrstenzelle darstellen kdnnten. Hier wird zum ersten Mal auch das
geh&ufte Vorliegen von Birstenzellen im Kleinen Verbund bzw. ,,paarweise* beschrieben (Luciano
et al. 1968).

Nachfolgend werden Buirstenzellen bei der Ratte auch im Alveolarbereich nachgewiesen (Hijiya et
al. 1977). Nun werden die namensgebenden Fortsatze, die Mikrovilli, genauer beschrieben: es handle
sich hierbei um ca. 120-140 Mikrovilli pro Birstenzelle, welche je 0,9-1,2 um lang und 0,2 pm dick
seien. In jedem dieser Mikrovilli befinden sich ca. 170 dinne Filamente welche tief in das
Zytoplasma hinein reichen. Interessanterweise fanden sich hier nur Birstenzellen bei Ratten, welche
alter als 7 Wochen waren. Dies wirde auch den Beobachtungen von Luciano et al. entsprechen
(Hijiya et al. 1977).

Bisher wurde die tracheale Blrstenzelle beim Menschen in der wissenschaftlichen Literatur nur unter
pathologischen Umstanden beschrieben. Gordon und Kattan beschreiben den klinischen Fall eines
13-jahrigen mit der Diagnose des Syndroms der immotilen Zilien. Es werden Biopsien des trachealen
Epithels genommen. Es zeigt sich eine Art Metaplasie: die Zilien-tragenden Zellen sind deutlich
vermindert, wéahrend birstenzellartige Zellen vermehrt vorkommen (Gordon et Kattan 1984). 1988

beschreiben DiMaio et al. den Fall eines Neugeborenen welches im Laufe der Geburt reanimiert
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werden musste und in der Folge beidseitige Pneumothoraces bekam. Nach 4 und 14 Monaten wurden
Lungenbiopsien entnommen. Das Kind starb nach 17 Monaten und wurde dann obduziert. Bei der
ersten Biopsie fanden sich viele Birstenzellen, bei der zweiten keine mehr. Die Autoren erwéagen
zwei Erklarungen fir das Verschwinden der Birstenzellen: dies kénnte der Therapie mit Cortison
geschuldet sein, oder aber dem regenerativen Umbau infolge der Lungenschéadigung. Hier werden
zum ersten Mal humane alveolare Burstenzellen beschrieben (DiMaio et al. 1988). In einer weiteren
Publikation untersuchten DiMaio und Kollegen die Trachea von 3 Feten aus
Schwangerschaftsabbriichen mit einem Gestationsalter von 14-22 Wochen. Bei einem ca. 19
Wochen alten Fetus konnten Blirstenzellen im trachealen Epithel nachgewiesen werden, mit einem
Anteil von 0,5% am Epithel. Dies zeigt also, dass Burstenzellen prinzipiell auch bei humanen Feten
vorkommen konnen. Die Autoren vermuten hier bereits eine sekretorische Funktion der
Burstenzellen (DiMaio et Meyer 1990), welche spéter ja auch in verschiedener Hinsicht belegt wurde
(Sekretion von ACh (Hollenhorst et al. 2020), Sekretion von IL-25 (Bankova et al. 2018)).

Auch zur Herkunft der Biirstenzellen wurde bereits geforscht. So wird die tracheale Biirstenzelle als
eine ,,stabile Population in einem dynamischen Epithel“ beschrieben. Blrstenzellen kénnen jedoch
postnatal aus Progenitorzellen im Epithel regeneriert werden (Saunders et al. 2013). Unter dem
Einfluss von Allergenen kommt es zu einer deutlichen Zunahme der Birstenzellzahl (Bankova et al.
2018). Zudem ist der Transkriptionsfaktor Pou2f3 wesentlich fur die Entwicklung von TRPM5-

positiven chemosensorischen Zellen (Yamashita et al. 2017).

1.3.3.2 Lokalisation in den Atemwegen

Birstenzellen finden sich in den verschiedenen Abschnitten der Atemwege. In den oberen
Atemwegen, insbesondere der Nase (Finger et al. 2003) und der Tuba auditiva (Krasteva et al. 2012b)
wurden Burstenzellen bereits mehrfach beschrieben.

In den unteren Atemwegen sowie im Larynx finden sich unregelmé&Rig verteilt Burstenzellen,
vergleichsweise zahlreich sind sie in der Trachea (Chang et al. 1986; Jeffery et Reid 1975). Dies gilt
inzwischen als Konsens, auch wenn nicht immer in jeder Etage des Bronchialbaums Biirstenzellen
zu finden sind (DiMaio et Meyer 1990). Auch intrapulmonal finden sich Blrstenzellen, sowohl im
Alveolarbereich (Meyrick et Reid 1968) als auch in den kleinen intrapulmonalen Atemwegen
(Bronchiolen) (Dehkordi et al. 2010). Hijiya et al. zeigen Unterschiede zwischen der trachealen und
der alveolaren Burstenzelle auf. Letztere ist eher sphérisch und von einer zytoplasmatischen
Membran (von Typ | Pneumozyten) bedeckt, wahrend die tracheale Burstenzelle eher zylindrisch

konfiguriert ist und mit keiner Membran bedeckt ist (Hijiya et al. 1977).

1.3.3.3 Innervation der Biirstenzelle in den Atemwegen

Fur die Funktion der Birstenzelle entscheidend ist ihre Nahe zu Nervenfasern, welche bereits friih
beschrieben wurde. Luciano beschrieb schon neuronale Verbindungen zu Biirstenzellen, und

prazisierte sogar seine strukturellen Ergebnisse. Demnach sah Luciano eine Verdickung der
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Membran der Nervenfaser, welche sich gegenuiber der Vesikelansammlung der Biirstenzelle befand,
und schloss daraus, dass es sich um eine synaptische Verbindung handeln misste (Luciano et al.
1968). Andere Autoren beschreiben Nachbarschaftsbeziehungen von trachealen Birstenzellen zu
vermeintlich unmyelinisierten (Hijiya et al. 1977) Nervenfasern (Chang et al. 1986). Es ist also schon
lange bekannt, dass tracheale Biirstenzellen in engem Kontakt mit nervalen Strukturen stehen. Auch
in der Nase konnten Verbindungen der SCCs zu Nerven gezeigt werden, dort bilden die Nervenfasern
sogar mehrere Varikosititen an einer SCC (Finger et al. 2003). Finger et al. erachten die SCC der
Nasenschleimhaut schon als Komponente des trigeminalen Systems (Finger et al. 2003). Der Kontakt
von Biirstenzellen zu Nervenfasern bleibt den Atemwegen nicht vorbehalten, denn auch im
Darmepithel finden sich oft Nerven in der Nahe der Biirstenzellen (Bezencon et al. 2008). Mittels
konfokaler Beobachtung konnten ebenfalls Kontakte zwischen trachealen Biirstenzellen und
peptidergen und nicht-peptidergen Nervenfasern gezeigt werden, wobei die Autoren relativieren
mussen da sie bei den meisten Burstenzellen keinen direkten Kontakt zu Nerven finden konnten
(Krasteva et al. 2011). Auch neuere Studien stellen immer wieder eine Ndhe von Birstenzellen zu
Nervenfasern fest (Bankova et al. 2018). Summa summarum scheint also klar zu sein, dass
Burstenzellen von Nervenfasern kontaktiert werden, wenn auch nicht immer und auch nicht

zwingend direkt.

1.3.3.4 Signaltransduktion der Biirstenzelle in den Atemwegen

Lange war es unklar, wie die Biirstenzellen ihre chemosensorisch wahrgenommene Informationen
zunéchst intrazellular und spéater auch uber die Zellgrenzen hinweg weiterleiten. Am Anfang stehen
die Geschmacksrezeptoren, der TasR-Familie. Burstenzellen in der Trachea exprimieren eine
Vielzahl an verschiedenen Bitterrezeptoren (Liu et al. 2017), wie zum Beispiel Tas2r108 oder
Tas2r138. Die Aktivierung dieser metabotropen membranstandigen Rezeptoren fihrt zu Anderungen
am angekoppelten Gustducinmolekiil (Merigo et al. 2005). Die a-Untereinheit 16st sich von der py-
Untereinheit. Durch die fy-Untereinheit wird die in den Birstenzellen vorhandene PLC-B2 (Krasteva
et al. 2011; Liu et al. 2017) aktiviert (Hollenhorst et al. 2020). Wie oben schon beschrieben, ist die
PLC-B2 ein Enzym welches PIP2 zu IP3 und DAG umwandelt. So bewirkt IP3 die Freisetzung von
intrazellularem Calcium welches wiederum den TRPM5-Kanal aktiviert (Bankova et al. 2018; Kaske
et al. 2007; Schneider et al. 2019). Der TRPM5-Kanal ist als Tetramer konfiguriert, wie auch die
anderen Kanéle der TRP-Familie. Jede Untereinheit besteht aus sechs Transmembrandomanen (S1-
S6). Zwischen S5 und S6 wird die Pore fir die Kationen gebildet. An S1 héngt intrazellulér der
namensgebende Melastatin-Teil (Fleig et Penner 2004). Durch den TRPM5-Kanal kommt es dann
zu einem Einstrom von Kationen, welche zu einer Membrandepolarisation fiihren (Behrends JC et
al. 2017). Ob einer kausaler Zusammenhang zwischen dieser Depolarisation und der bewiesenen
ACh-Ausschittung durch tracheale Blrstenzellen (Hollenhorst et al. 2020) besteht, ist bis dato nicht
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bewiesen. Jedoch scheint diese These belastbar,
Neurotransmitter-ausschittung zur Folge haben.

Die Signalweiterleitung von sensorischen Zellen zu weiteren
Effektorzellen oder zu Nervenzellen, welche die Information an
andere Strukturen weiterleiten ist eine sehr sinnvolle Erfindung
der Natur, denn so wird zum einen das Signal verstarkt und zum
anderen wird es mdglich, aus einem kleinen Reiz an einem
peripheren Ort des Organismus eine systemische (Abwehr-
)Reaktion zu generieren. Es ist also wichtig zu verstehen, wie
die sensorische Bdrstenzellen ihre Informationen weitergeben.
Schon seit tiber 20 Jahren ist bekannt, dass im Atemwegsepithel
ACh zu finden ist (Klapproth et al. 1997). Uber ein Jahrzehnt
spater gelang auch der eindeutige Nachweis von ACh in der
bedeckt
(Hollenhorst et al. 2012). Etwa zeitgleich mit diesem Nachweis

Flussigkeitsschicht welche das Atemwegsepitel

wurde festgestellt, dass Burstenzellen der Trachea cholinerg
sind. So zeigten Krasteva et al., dass die ChAT-eGFP-positiven
Zellen von reporter Mausen auch Villin-positiv (Burstenzell-
Marker) sind und es sich dabei somit um Burstenzellen handeln
muisse. Ausserdem konnte gezeigt werden, dass die
Birstenzellen VAChT-Immunreaktiv sind (Krasteva et al.
2011). Andere Gruppen wiesen ebenfall vermehrt ChAT-
Transkripte in trachealen Biirstenzellen nach (Bankova et al.
2018). Erst kirzlich wurde bewiesen, dass die trachealen
Burstenzellen tatséchlich als Reaktion auf adéquate Stimuli
ACh freisetzen (Hollenhorst et al. 2020). Die Autoren zeigen

hier auch eine Abhéngigkeit dieser ACh-Freisetzung von der

da Membrandepolarisationen oft eine

Abbildung 1.1.: Geschmackstrans-
duktionskaskade der Burstenzelle.
Abk: G: G-Protein Gustducin. a, f und
v: Untereinheiten von Gustducin.
PLC-B2: Phospholipase C-p2. PIP2:
Phos-phatidylinositol-4,5-
bisphosphat. DAG: Diacyglycerin.
IP3: Inositol-1, 4, 5-triphosphat.
TRPMS5: transient receptor potential
channel M5. ER: endoplasmatisches
Retikulum. R: Ino-sitol-1,4,5-
trisphosphat-Rezeptor Typ I1l. ACh:
Acetylcholin. nAChR: niko-tinischer
Acetylcholin-Rezeptor

Geschmackssignalkaskade, insbesondere von der PLC-B2 und von TRPMS (Hollenhorst et al. 2020).

Ein Teil der hier beschriechenen Elemente der

Signalkaskade wird heutzutage als

immunhistochemische Marker fiir Birstenzellen benutzt, sowie der in der vorliegenden Arbeit

benutzte Marker DCAMKLL1 (siehe Tabelle 1.1).
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Marker Protein beschrieben von

DCAMKL1 Doublecortin Like Kinase 1 (Bankova et al. 2018; Gerbe
et al. 2009)

PLC-B2 Phospholipase C 32 (Finger et al. 2003; Krasteva
etal. 2011)

a-Gustducin Untereinheit des G-Proteins Gustducin (Finger et al. 2003; Krasteva
etal. 2011)

Tabelle 1.1: Burstenzellmarker und ihre Erstbeschreibung als solche

Die Mechanismen der Signaltransduktion in der Birstenzelle der Atemwege ahneln also prinzipiell
den Signaltransduktionsmechanismen der Geschmackszellen der Zunge, mit gewissen

Unterschieden.

1.3.3.5 Funktionen der Birstenzelle in den Atemwegen

Schon frih wurden Ideen zu méglichen Funktionen der Birstenzelle gedulert, und bereits diese
frihen Vorschlage kommen recht nah an unser heutiges Verstandnis heran. So vermuteten Luciano
und Kollegen, dass es sich bei der trachealen Birstenzelle um eine Art Chemorezeptor handelt
(Luciano et al. 1968). Hijiya et al. riefen bei Ratten eine Pneumonie durch transperitoneale Gabe von
Bleomycin hervor und stellten eine héhere Anzahl von Biirstenzellen bei den kranken Tieren fest.
Aulerdem fiel die spezielle Orientierung des Burstensaums auf, denn dieser setzt in einem schrégen
Winkel an. Die Autoren nahmen an, dass diese Anatomie der Uberwachung der einstromenden Luft
dienen kdnnte und schrieben der Birstenzelle eine chemorezeptive Funktion zu (Hijiya et al. 1977).
In eine &hnliche und doch leicht andere Richtung dachten Chang et al., denn diese Gruppe konnte
besonders viele Burstenzellen an bronchialen Aufzweigungsstellen finden. Dort lagern sich nach
vorherigen Berichten vorzugsweise eingeatmete Partikel ab (Brody et Roe 1983). Chang et al.
vermuten eine “entgiftende” Funktion der Biirstenzelle (Chang et al. 1986). Auch die sekretorische
Funktion der Burstenzelle wurde friih vermutet (DiMaio et Meyer 1990) und spater in verschiedener
Hinsicht bestétigt.

Interessanterweise werden seit kurzem insbesondere zwei Arten von Burstenzellen in den
Atemwegen unterschieden, zum einen die “tuft-1-Zellen” mit den bekannten Charakteristika zur
Geschmackswahrnehmung, und zum anderen die “tuft-2-Zellen”, welche vornehmlich in
immunologische Prozesse eingebunden sind (Montoro et al. 2018). Besonders bedeutend in dieser
Richtung sind die Erkenntnisse von Bankova et al. (2018). So sind Biirstenzellen in einen Kreislauf
von Zytokinen und deren Rezeptoren eingebungen und erweisen sich als bedeutsam auch in
immunologischen Funktionen (Bankova et al. 2018), welche sich insbesondere durch die Sekretion

von IL-25 zeigt.
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Im Gegensatz zu dieser gewissermalien unerwarteter Funktion sucht man weiterhin nach dem Nutzen
von altbekannten Elementen der Birstenzelle. So bewirkt zum Beispiel der T2R-Agonist
Denatonium eine Steigerung der bronchialen mukoziliaren Clearance beim Meerschweinchen (Ortiz
et al. 2016) und beim Menschen (Shah et al. 2009). Eine solche Steigerung der mukozilidren
Clearance ist eine akute SchutzmaBnahme gegen das Eindringen und Festsetzen von Pathogenen,
dementsprechend vermuten Freund und Lee, dass die T2R der Biirstenzellen zum “schnellen” Teil
der angeborenen Immunabwehr gehdren, wéhrend zum Beispiel die PRRs (pattern recognition
receptor) eher zu langer anhaltenden Reaktionen fuhren (Freund et Lee 2018). Da die Biirstenzellen
aber nicht nur Bitterrezeptoren besitzen sondern zum Teil auch Sil3rezeptoren (T1Rs), scheint diese
Fahigkeit beide “Substanzklassen” zu erkennen auch relevant zu sein (Lasconi et al. 2019).
Bakterien produzieren Formylpeptide (Perniss et al. 2020) und QSM, welche agonistisch an den
Bitterrezeptoren der Burstenzellen wirken. Zunédchst wurde gezeigt, dass die Stimulation der
Atemwegsschleimhaut mit 3-Oxo-HSL, einem solchen QSM, zu einer langanhaltenden Minderung
der Atemfrequenz fuhrte. Fir diese Reaktion unabdingbar stellten sich nikotinische AChR und ein
intaktes Epithel heraus (Krasteva et al. 2012a). Dieses Ergebnis wurde nochmals geprift und belegt
von Hollenhorst et al. Dort wird gezeigt, dass sowohl Denatonium als auch quorum sensing-
Molekile von Pseudomonas aeruginosa zu einer Senkung der Atemfrequenz fiihren. Weitere
wichtige Erkenntnis hier ist die TRPM5- und ACh-abhdngige Steigerung der
Partikeltransportgeschwindigkeit des trachealen Epithels durch dieselben beiden Substanzen. Die
Autoren interpretieren diese Fahigkeit der Blrstenzellen, als Antwort auf bakterielle Signalstoffe
ACh freizusetzen, als einen frilhen Schritt in der protektiven primaren Immunantwort gegen
inhalierte Pathogene (Hollenhorst et al. 2020).

Auf diesem aktuellen Wissensstand baut die vorliegende Arbeit auf, denn die Funktionen der
Biirstenzellen kommen nun erst nach und nach zum Vorschein und bedurfen weiterer Erforschung.
Besonders spannend scheint der neu aufkommende immunologische Kontext, in welchem sich die

tracheale Birstenzelle befindet.

1.4 Die Entztindungsreaktion: ein komplexer Prozess

Um die Prozesse zu verstehen, welche zur neurogenen Entziindung beitragen, sich aber auch
unabhéngig davon in dem hier beschriebenen Versuchsaufbau ereignen kénnen (z.B. alleine durch
die Injektion) und naturlich die oben beschriebene Lungenentzindung mitverursachen, ist es
unabdingbar die Grundlagen der Entzindung zu verstehen. Zudem wurde schon frih ein
Zusammenhang zwischen Entziindungsreaktionen und der Burstenzelle gesehen (DiMaio et al. 1988;
Gordon et Kattan 1984; Hijiya et al. 1977).

18



1.4.1 Ausldsung einer Entziindungsreaktion

Damit es zu einer Entzundungsreaktion kommt, muss der Eindringling zundchst erkannt werden.
Hierflr gibt es Rezeptoren auf vielen Zelltypen (auch Antigen-prasentierende Zellen genannt),
besonders auf Phagozyten (Monozyten, Makrophagen), B-Lymphozyten und dendritischen Zellen.
Dendritische Zellen sitzen im Epithel der Atemwege und konnen zytoplasmatische Fortsétze
zwischen den Epithelzellen hindurch strecken, und so Antigene in der Atemluft abfangen (Jahnsen
et al. 2006; Veres et al. 2011). Zu diesen zelluldren Rezeptoren zéhlen die Toll-like-Rezeptoren
(TLR) oder auch die NOD-like Rezeptoren (O'Neill et al. 2013). Zudem gibt es im Blut zirkulierende
Proteine welche potentielle Gefahrenstoffe wie Mikroben erkennen konnen, dazu gehoren u.a. die

Bestandteile des Komplementsystems.

1.4.2 Die akute Entziindungsreaktion

1.4.2.1 Geféle

Nachdem der Korper die Bedrohung durch den Eindringling festgestellt hat, kommt es zu einer Reihe
von Prozessen. Am Anfang stehen Veranderungen der Geféale: wesentlich durch Histamin kommt es
zu einer Vasodilatation, gefolgt von einer Steigerung der Gefalpermeabilitat. Es kommt zum
Exsudat wodurch das Blut viskdser wird; die hohere Viskositat in Verbindung mit dem gréReren
GefaBdurchmesser fuhren zur Blutstase, welche dann die Extravasation der Leukozyten erleichtert.
Diese und die folgenden Grundmechanismen der akuten Entziindung sind schon lange bekannt und
wurden beispielsweise 1977 rekapituliert (Ryan et Majno 1977), auch wenn hier die Rolle von
Histamin noch nicht offensichtlich war. Die hohere vaskuldre Permeabilitit kommt durch die
Retraktion von Endothelzellen (durch Histamin, Bradykinin und Leukotriene) und durch Schaden
am Endothel zustande. Histamin scheint NO-abhé&ngig zur Vasodilatation zu flihren und die
endotheliale Barriere zu schadigen, dies eventuell mittels Kinasen (Ashina et al. 2015). Diese
Veranderungen treten besonders im Bereich der postkapillaren Venolen auf, wo es dadurch dann
auch vermehrt zur Leukozytendiapedese kommt. Manche Bereiche der Venolen haben eine weniger
dichte Basalmembran, weshalb dort besonders viel Diapedese stattfindet (Wang et al. 2006). Eine
Ausnahme stellt hierbei jedoch die Lunge dar, in welcher die Leukozytendiapedese vorwiegend in
den Kapillaren stattfindet. Dies l&sst sich zum einen durch den sehr schmalen Durchmesser der
pulmonaren Kapillaren erklaren, und zum anderen durch das Niederdrucksystem im Lungenkreislauf
(Aulakh 2018). So herrscht in den Kapillaren der Lunge also eine dhnliche Umgebung wie in den

postkapillaren Venolen des grofien Kreislaufs.

1.4.2.2 Die Rekrutierung von Leukozyten

Nachdem die Geféalle nun permeabler auch fir Zellen sind, miissen die Leukozyten (insbesondere
Neutrophile und Makrophagen) in das Gewebe einwandern: es kommt zur Diapedese (Pschyrembel
W 2017). Die erste Bindung des Leukozyten an das Endothel ist schwach und wird Uber Selektine

vermittelt: es kommt immer wieder zu Rupturen der Bindungen und neuen Bindungen ,,stattdessen®;
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letztlich wird der Leukozyt dadurch abgebremst (der Vorgang bis hierhin wird ,,Rollen* genannt)
(Ley et al. 2007). Wenn der Leukozyt auf seinem ,,Rollweg* auf Chemokine trifft, fithren diese {iber
einen GPCR zu einer Konformationsanderung der Integrine des Leukozyten welche hierdurch hoch-
affin werden (Kolaczkowska et Kubes 2013). Am Ende des Rollens bindet der Ligand ICAM-1 vom
Endothel z.B. an die Integrine LFA-1 und Mac-1 der Leukozyten, wobei LFA-1 dann der Adhésion
(v.a. durch Integrine vermittelt) am Endothel dient und Mac-1 dem ,,Kriechen* auf dem Endothel
(hierbei ,,sucht“ sich der Leukozyt eine geeignete Stelle zur Transmigration) (Phillipson et al. 2006).
Um das Endothel zu durchqueren gibt es fur die Leukozyten zwei Moglichkeiten: parazellular oder
transzellular (Feng et al. 1998). Der parazelluldre Weg ist der einfachere und daher auch der
haufigste, er dauert ca. 2-5min bis zur Basalmembran (Ley et al. 2007). Der transzelluldre Weg geht
mit einem groReren Aufwand einher und dauert erheblich langer (Phillipson et al. 2008): hierbei
bilden die Endothelzellen eine Art Zytoplasma-Tasche welche reich an ICAM ist, und umschlieRen
hiermit den Leukozyten (Carman et Springer 2004). Die groRte Hurde ist die Basalmembran, welche
die Leukozyten vermutlich mittels Kollagenasen durchbrechen, ohne aber merkliche Schaden zu
hinterlassen (Marchesi et Florey 1960). Nachdem die Leukozyten durch das Endothel hindurch sind,
folgen sie einem Chemokingradienten, welcher sie letztlich an ihr Ziel bringt. Dabei kdnnen
Leukozyten, wenn sie am ,,Maximum* des Gradienten von einem Chemokin angelangt sind, einem
neuen Chemokingradienten folgen (Foxman et al. 1997).

Die Chemotaxis bringt die Leukozyten an den Ort ihres Nutzens. Zu den chemotaktischen
Substanzen gehdren bakterielle Produkte, Zytokine, Komplementfaktoren, Chemokine. Alle binden
an GPCR, wodurch second messenger und Kinasen (MAPK oder Rac2 z.B.) aktiviert werden, welche
wiederum die Polymerisierung von Aktin induzieren (Petri et Sanz 2018). Hierdurch kénnen die
Leukozyten sich mittels Filopodien in die ,,gewiinschte* Richtung fortbewegen.

Viele Mechanismen minden in die Rekrutierung von Neutrophilen. Durch Kontakt mit
PAMPs/DAMPs (pathogen-/damage-associated molecular patterns) werden die ,,Wéchterzellen®
oder auch APCs dazu angeregt IL-1b und TNF (Tumornekrosefaktor) u.a. zu sezernieren; diese
Mediatoren initiieren dann die Rekrutierung von Neutrophilen (Williams et al. 2011). Die
Mediatoren bewirken dann tiber Rezeptoren die oben beschriebenen Konformationsdnderungen der
Membranproteine, welche zur Diapedese nétig sind. Eine besondere Rolle kommt auch IL-17 zu:
zum einen konnen Neutrophile selbst IL-17 synthetisieren und so ihre eigene Rekrutierung fordern
(Hoshino et al. 2008), zum anderen gibt es einen Subtyp von natirlichen Killerzellen, die als
Reaktion auf LPS (Lipopolysaccharide) IL-17 produzieren und somit die Rekrutierung von
Neutrophilen fordern (Michel et al. 2007). Auch Makrophagen kdnnen sich an diesem Prozess
beteiligen, denn sie besitzen ein C-Typ Lektin (Mincle) welches infolge einer entziindlichen
Umgebung (TNF, IL-6, LPS) induziert wird (Matsumoto et al. 1999). Mincle reagiert zudem auf
anormalen Zelltod, und produziert dann Zytokine welche zur Neutrophilenrekrutierung beitragen

(‘Yamasaki et al. 2008). Muzine scheinen auch einen Einfluss zu haben, denn Mucbac fordert die
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Migration von Neutrophilen in die Lunge (Koeppen et al. 2013). Es gibt also vielfaltige Faktoren,
welche die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in die Lunge fordern. Als Gegenspieler
wirken einige andere Substanzen und Mechanismen, welche in Kapitel 1.4.2.6 naher beschrieben

werden.

1.4.2.3 Der neutrophile Granulozyt

Neutrophile Granulozyten sind besondere Zellen. Ihnen kommen vielféltige Funktionen zu und sie
spielen eine wichtige Rolle in der akuten Entziindungsreaktion der Lunge. In den Lungen finden sich
besonders viele ,,gepoolte” Neutrophile, auch wenn das Zustandekommen dieser Ansammlung nicht
endgltig geklart ist (Summers et al. 2010). Lange wurde angenommen, dass Neutrophile eine relativ
kurze Uberlebensdauer haben (Kolaczkowska et Kubes 2013). Seit 2010 muss dies nun aber in Frage
gestellt werden. Pillay et al. schatzten die Lebensdauer von Maus-Neutrophilen auf 18 h und die von
zirkulierenden humanen Neutrophilen auf 5,4 Tage (Pillay et al. 2010). Interessant ist zudem, dass
in der Maus Neutrophile nur 20% der Blut-Leukozyten ausmachen (Doeing et al. 2003), wéhrend es
beim Menschen 50-70% sind. Herausstellendes Merkmal der neutrophilen Granulozyten sind die
Granula: es gibt die groBeren azurophilen (primaren) Granula, welche die Myeloperoxidase,
Defensine, Lysozyme und Proteasen enthalten und die kleineren spezifischen (sekundare) Granula,
welche viele antimikrobielle Stoffe enthalten, wie Lysozyme. Zuletzt gibt es tertidre gelatinase-
Granula, welche hauptséachlich als Lagerungsstatte fiir Metalloproteasen dienen (Amulic et al. 2012).
Die ,,Hauptrollen* der akuten Entziindungsreaktion besetzen neben den neutrophilen Granulozyten
auch Makrophagen. Erstere infiltrieren die Lunge bereits friih und werden danach meist abgebaut,
wobei sich wie oben beschrieben durch bestimmte Einfliisse die Lebensdauer der Neutrophilen
deutlich verlangern kann. Auch ist nicht génzlich geklart ob die Neutrophilen vollstidndig ,,vor Ort*
sterben und abgebaut werden, oder ob wie auch in anderen Modelln gezeigt zumindest ein Teil
wieder in den Blutkreislauf eintritt (Wang et al. 2017). Die Makrophagen ,,kommen* erst spéter an
den Ort des Geschehens (wenn sie nicht zuvor schon als Alveolarmakrophagen fungierten) und

bleiben langer dort.

1.4.2.4 Die Phagozytose

Nun sind die Effektorzellen der akuten Entziindung also vor Ort. Es geht jetzt darum, den
Eindringling zu bekdampfen. Die Phagozytose ist hierbei ein wichtiger Vorgang und besteht aus der
Erkennung des zu beseitigenden Partikels, dessen Einschluss in den Leukozyten und letztlich seine
»Verdauung® und Totung. Zum Schutz vor der Phagozytose haben die korpereigenen Zellen
Membranproteine, die signalisieren, dass die jeweilige Zelle zum eigenen Organismus gehdrt und
nicht zu beseitigen ist. Beispiele fur solche Proteine sind CD31 und CD47. Nach Bindung des
Liganden an den Rezeptor polymerisieren die Rezeptoren und es kommt zur Aktivierung ihrer
Signalkaskaden. Letztlich fuhrt der Prozess zur Aktin-Polymerisation mit Bildung von

Pseudopodien. Die Pseudopodien umschlieBen das Pathogen und bilden dann nach Verschmelzung
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mit Lysosomen das Phagolysosom, welches einen Reifungsprozess durchlauft. Das Phagolysosom
zeichnet sich durch eine hohe Aziditat aus (pH 4,5-5). Diese Aziditét ist selbst ein Mechanismus der
Bakterieneindemmung und -tétung, ist aber auch wichtig fur die Funktionalitat der lysosomalen
Enzyme, welche bei saurem pH aktiver sind. Neben der Aziditat des Milieus, sind die reaktiven
Sauerstoffspezies fur die Zersetzung der Mikroben bedeutsam. Die Oz-Radikale (H20-, Hypochlorit)
werden durch Enzyme synthetisiert. Auch Stickstoff-Verbindungen (NO, Peroxynitrit) sowie
lysosomale Proteine und Enzyme (Lactoferrin, Defensine, Proteasen, Lipasen, Glykosidasen,
Phosphatasen) sind von Bedeutung fiir die Beseitigung der Pathogene (Flannagan et al. 2012).

1.4.2.5 Einbindung der adaptiven Immunitét

T-Lymphozyten entstehen im Knochenmark, reifen im Thymus heran, um nach Abschluss der
Reifung und der Selektion in das Blut einzutreten. Von da aus durchwandern sie regelméafig
Lymphgewebe (T-Zellen sind einige Stunden im Lymphgewebe, und gehen dann wieder in Lymphe
oder Blut uber) auf der ,,Suche“ nach Antigenen. Um aus dem Blut in das Lymphgewebe zu
gelangen, missen die T-Zellen in den hoch-endothelialen Venolen Diapedese betreiben. Aktiviert
wird die T-Zelle durch Kontakt mit einem Peptid-MHC-Komplex (auch Priming genannt), welcher
an den T-Zell-Rezeptor bindet. Meist wird den T-Zellen das Antigen von dendritischen Zellen (aber
auch von Makrophagen und B-Lymphozyten) mittels MHC | oder MHC Il présentiert. Hierdurch
wird die T-Zelle zur Vermehrung (klonale Expansion) und Differenzierung zu T-Effektorzellen (und
T-Gedéachtniszellen mit gleicher Antigenspezifitat) angeregt. Es kénnen verschiedene Arten von T-
Zellen entstehen, welche unterschiedliche molekulare Ausstattungen haben. So unterscheidet man
CD8-positive zytotoxische Effektorzellen, welche Antigene an MHC I-Proteinen erkennen und so
infizierte Zellen erkennen und abtéten kdnnen, von CD4-positiven T-Helferzellen, welche Antigene
am MHC II-Komplex erkennen und je nach Untergruppe verschiedene Funktionen erfiillen. Es
kdnnen beispielsweise Tul-, Tu2-, Tul7-, Tru- Sowie Treg-Zellen entstehen.

Die zytotoxischen Subtypen der T-Zell-Familie spielen eine wesentliche Rolle in der direkten
Beseitigung von Erregern. Alle kernhaltigen Zellen des menschlichen Organismus haben MHC I-
Komplexe an ihrer Zell-Oberflache, womit sie Peptide von Pathogenen présentieren kénnen wenn
sie mit letzteren infiziert sind. CD8"-T-Zellen erkennen die MHC I -Antigen-Komplexe und téten
die Zelle samt Pathogen-Inhalt ab. Die T6tung kann durch Granzyme (I6sen programmierten Zelltod
aus), Perforine (hilft bei der Einbringung der Granzyme in die Zelle) und Granulysin (antimikrobiell,
und unterstiitzt Apoptose) erfolgen. Besondere Beachtung verdient die Prézision dieser
Mechanismen, denn es wird i.d.R. wirklich nur die befallene Zelle vernichtet, ohne den
Nachbarzellen zu schaden. So werden Krankheitserreger mit groRtmoglicher Effizienz getétet und
der Gewebeschaden so klein wie mdglich gehalten (Murphy K et Weaver C 2018).

Chemokine locken B- und T-Helferzellen an die Grenze von B- und T-Zellzone in sekundér
lymphatischen Geweben. Dort treten die beiden Zellarten dann miteinander in Kontakt. Die

aktivierten T-Helferzellen stimulieren dann die B-Zellen, indem der CD40-Ligand der T-Zelle mit
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dem CD40 der B-Zelle interagiert. Diese Aktivierung der B-Zellen durch T-Zellen ist meist nétig,
um eine ausreichende Produktion von Antikdrpern zu ermdglichen. Um die Antikorper zu erkennen,
besitzen diese Zellen sogenannte Fc-Rezeptoren, welche die konstante Fc-Region der Antikdrper
binden. Auch Makrophagen und Neutrophile erkennen die Fc-Region von 1gG und IgA-Antikdrpern,
welche ein Pathogen gebunden haben. Die Rezeptoren bewirken dann die Phagozytose und
Zerstorung des Erregers. Mastzellen und basophile Granulozyten besitzen Fc-Rezeptoren flr IgE-
Antikorper und vermitteln so respektive Immunantworten auf Allergene und Parasiten durch die
nachfolgende Degranulation von Mediatoren. Auch nattirliche Killerzellen (NK-Zellen) besitzen Fc-
Rezeptoren und setzen den Inhalt ihrer Granula nach Aktivierung des Rezeptors frei (Murphy K et
Weaver C 2018).

ILCs (innate lymphoid cells) verbinden das angeborene mit dem adaptiven Immunsystem; sie werden
durch Mediatoren einer lokalen Entziindung aktiviert und koordinieren dann die
Entzlindungsreaktion. AuBerdem nehmen sie Einfluss auf die Differenzierung von T-Lymphozyten.
Man unterscheidet 3 Typen: ILC1s, ILC2s und ILC3s mit je unterschiedlichen Funktionsbereichen
(Murphy K et Weaver C 2018). Wie immer in der Medizin ist diese Einteilung nicht zu 100%
zutreffend. So sind die ILC2s Teil eines Netzwerks von Interaktionen, welche nicht mit Parasiten in
Verbindung stehen. Am Anfang steht die Birstenzelle. Die Birstenzelle produziert IL-25 (Bankova
et al. 2018). IL-25 ist mit IL-2 zusammen in der Lage, ILC2s zu aktivieren (Furusawa et al. 2013).
Es gibt neben der Burstenzelle natiirlich noch zahlreiche weitere Einfliisse, welche auf die ILC2s
einwirken (Leukotriene, Zytokine, Treg-Zellen, Umwelteinflisse wie Temperatur, O2-Gehalt oder
pH-Wert) (Moltke et al. 2017).

1.4.2.6 Das Ende einer akuten Entziindungsreaktion

Letztlich muss die Entziindungsreaktion beendet werden, um nicht zu dauerhaften Schaden zu
fiihren. Zum einen geschieht dies einfach durch das ,,nicht-nachkommen‘ von weiteren Stimuli, zum
anderen werden aber auch im Verlauf der Entzindung zunehmend anti-inflammatorische Zytokine
wie IL-10 oder TNF gebildet. Es kommt auRerdem zu sehr spezifischen Prozessen, um eine Riickkehr
zur Homoostase zu ermdglichen. Die Hemmung der Einwanderung von weiteren Neutrophilen, die
Apoptose der vorhandenen Neutrophilen und deren Efferozytose durch Makrophagen werden mittels
Mediatoren und interzellul&ren Signalen aktiv vermittelt. Auch wird die Art und Menge der Zytokine
beeinflusst, so dass sich ein anti-inflammatorisches Milieu einstellt. Wichtig ist zudem die
Umwandlung der ,,normalen* Makrophagen in anti-inflammatorische Makrophagen (Headland et
Norling 2015).

Eine besondere Bedeutung kommt dem sogenannten Mediatoren-Switch zu. Die anfangs
sezernierten hauptsachlich pro-inflammatorischen Mediatoren (Prostaglandine, Leukotriene) zur
Bekampfung des Pathogens werden durch anti-inflammatorische Mediatoren ersetzt (Levy et al.
2001). Zu den primér anti-inflammatorischen Mediatoren gehdren die Lipoxine (Claria et al. 1996);

so bewirkt die Bindung an den LXA4-Rezeptor eine 50%ige Inhibition der Neutrophilen-
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Rekrutierung (Hecht et al. 2009). Auch Resolvine und Protektine haben starke anti-inflammatorische
und entziindungsauflésende Wirkungen; sie schutzen den Korper vor Uberschieenden
Immunreaktionen (Serhan et al. 2008). Resolvin E1 hemmt im Rahmen einer bakteriellen Pneumonie
die Rekrutierung von Neutrophilen, fordert die Bakterien-Clearance und bewirkt niedrigere Zytokin-
Spiegel in der Lunge. Letztlich wird das Uberleben verbessert (Seki et al. 2010). Glukokortikoide
werden allgemein als anti-inflammatorische Mediatoren anerkannt und auch als solche
medikament0s eingesetzt. Die murine Lunge ist in der Lage, selbst Glukokortikoide zu
synthetisieren, wobei die Synthese unter inflammatorischen Bedingungen (LPS, TNF...) gesteigert
wird (Hostettler et al. 2012).

Wie eingangs erwahnt, spielen die Neutrophilen in inflammatorischen Prozessen eine grof3e Rolle;
und so nattrlich auch in deren Auflosung. Die vorhanden Neutrophilen mussen kontrolliert und
»abtransportiert werden. Gegen Ende der Entziindungsreaktion werden die neutrophilen
Granulozyten zunehmend apoptotisch. Bei der Apoptose gelangen Phosphatidylserine an die
Oberflache der Zell-Bruchstiicke, wodurch die Makrophagen zur Phagozytose aufgefordert werden.
Nach der Efferozytose wechseln die Makrophagen ihren Phanotyp von M1 zu M2 (Headland et
Norling 2015). Allgemein gilt der M1-Phénotyp eher als pro-inflammatorisch und der M2-Phéanotyp
eher als anti-inflammatorisch (Mills 2015). M2-Makrophagen sezernieren in der Tat bevorzugt IL-
10 (welches TNF-a und IL-1B mittels SOCS3 (suppressor of cytokine secretion 3) inhibiert) und
TGF-B (transformin growth factor), welches vielfaltige anti-inflammatorischen Funktionen hat
(Headland et Norling 2015).

1.4.4 Entzindungsmediatoren

Entzlindungsmediatoren sind Substanzen, welche die Entziindungsreaktion regulieren. Die meisten
Mediatoren haben eine kirze Halbwertszeit, konnen aber wéhrend ihrer aktiven Phase die
Ausschuttung/Aktivierung anderer Mediatoren bewirken (Akdis et al. 2016; Dennis et Norris 2015;
Kulkarni et al. 2018; Ricklin et Lambris 2013; Zlotnik et Yoshie 2012).

Die IL-1-Interleukine (IL-la und IL-1B) werden von vielen Zellen produziert, darunter
Makrophagen, Lymphozyten und Neutrophile, aber auch Gewebezellen wie Fibroblasten. 1L-1
induziert weitere proinflammatorische Proteine. IL-3 wird von T-Zellen und Makrophagen
synthetisiert und wirkt als Wachstumsfaktor fiir hdmatopoetische Vorlauferzellen. Das von ILC2s
produzierte IL-13 férdert die Migration von dendritischen Zellen aus der Lunge in die Lymphknoten,
wo sie ihrer Aufgabe der Antigenprasentation nachkommen sollen (Halim et al. 2014).

IL-6 wird von Lymphozyten und Granulozyten synthetisiert und induziert akute-Phase Proteine
sowie die Leukozyten-Rekrutierung. IL-10 wird von nahezu allen T-Lymphozyten produziert (sowie
von Makrophagen und DCs) und hemmt die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine. 1L-17 wird
von Tu17-Zellen und vielen verschiedenen Immun- und Gewebezellen sezerniert. Es stimuliert die

Rekrutierung von Neutrophilen und wirkt pro-inflammatorisch. Durch Unterdriickung des
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Komplementinhibitors Crrpy steigert IL-17 die Komplementaktivitat (Murphy K et Weaver C 2018;
Suzuki et al. 2013).

Bei inflammatorischen Stimuli wird Arachidonsdure (vierfach ungesattigte Fettsdure) aus
Zellmembranen freigesetzt und mittels Cyclooxygenasen zu Prostaglandinen und mittels
Lipoxygenasen zu Leukotrienen und Lipoxinen (Eicosanoinde) umgewandelt. Prostaglandine und
Leukotriene werden bei Bedarf schnell synthetisiert und fordern die Odembildung an den
postkapillaren Venolen. PGE2 hat sowohl pro- als auch antiinflammatorische Wirkungen; so bewirkt
es am Neuron Entziindungsschmerzen und kann an Makrophagen die TNF-alpha-Produktion runter
und die IL-10-Produktion hoch regulieren. PGD2 wirkt chemotaktisch auf Neutrophile (Dennis et
Norris 2015).

Leukotriene werden in Leukozyten produziert. Es wird immer zuerst LTA4 synthetisiert, woraus
dann die anderen Leukotriene entstehen. LTB4 wirkt chemotaktisch auf Neutrophile und fordert die
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), wéhrend LTC4, LTD4 und LTE4 eine
Vasokonstriktion und Bronchospasmus bewirken (Bankova et al. 2018) sowie eine Steigerung der
Neutrophilen-Extravasation (Dennis et Norris 2015). Die Lipoxygenase, welche die Bildung von
Leukotrienen und Lipoxinen ermdglicht, wirkt daher in der Bronchokonstriktion und der
Neutrophilen-Rekrutierung mit (Samuelsson 1983). Lipoxine sind eine Art Gegenspieler zu ihren
Eicosanoid-Kollegen, denn sie wirken anti-inflammatorisch, indem sie z.B. die Neutrophilen-
Rekrutierung hemmen. Lipoxin A4 z.B. fordert zudem die Efferozytose (Dennis et Norris 2015).
Das Komplementsystem besteht aus l6slichen Proteinen im Plasma und deren Rezeptoren in
Zellmembranen. Es bildet einen wichtigen Teil der angeborenen und aber auch adaptiven Immunitéat
in der Bewadltigung von Infektionen. Die wesentlichen Funktionen dieses Systems sind die
Steigerung der Gefalpermeabilitat, die Opsonisierung von Pathogenen und die Chemotaxis von
Leukozyten. Die Proteine liegen inaktiv im Blutplasma vor, bis sie durch Proteolyse aktiviert werden.
Meist werden die Proteine dadurch selbst zu proteolytischen Enzymen, so entsteht eine Kaskade. Der
wichtigste Schritt ist die Aktivierung von Komplementfaktor C3, welcher interessanterweise auch
von bronchialen Epithelzellen sezerniert wird (Bajic et al. 2015; Kulkarni et al. 2018; Ricklin et
Lambris 2013).

1.4.8 Die neurogene Entziindung

Der Begriff der neurogenen Entziindung wurde in Bezug auf die Trachea wesentlich von Donald
McDonald geprégt. Er fiihrte die Methode der Evans Blue Injektion und Messung ein, um die
Intensitat der Plasmaextravasation zu bestimmen (Brokaw et McDonald 1988). Hierbei wurde der
nervus vagus elektrisch stimuliert. McDonald untersuchte genauer welche nervalen Strukturen an
dieser neurogenen Entzindung beteiligt sind. Hierbei fand er zum einen heraus, dass die
Plasmaextravasation v.a. in Venolen stattfindet, und dass diese von Nervenfasern aus dem Ganglion

superius nervi vagi oder dem rostralen Teil des Ganglion inferius nervi vagi stammen (McDonald et
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al. 1988). Auch interessierte ihn inwiefern Substanz P-haltige Neurone im trachealen Gewebe
vertreten sind: er fand einen Anteil von 90% der Substanz-P-haltigen Neurone an der PGP9.5-
positiven ,,Gesamtheit®. Von den Substanz-P-haltigen Neuronen innervierten mit einem Anteil von
32% die Arteriolen der Trachea aber nur wenige direkt (mit < 10 pm) die postkapilldren Venolen
(Baluk et al. 1992). Diesheziiglich wurde eine Diffusion von Substanz P vermutet, um mangels
direkten Kontaktes dennoch eine Plasmaextravasation an den Venolen zu bewirken. Allgemein ist
dies eine relevante Frage, wie bestimmte neuronale Mechanismen aktiviert werden, da die Neuronen
in der Regel keine direkte Verbindung zum Lumen der Trachea haben. Hierbei spielen die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Birstenzellen eine wichtige Rolle. Sie dienen als Sensoren fur
verschiedene Stoffe, wie QSM (Krasteva et al. 2012a) oder Bitterstoffe wie Denatonium (Hollenhorst
et al. 2020). Denatonium wird mittels T2R wahrgenommen, die oben beschriebene Signalkaskade
(Kapitel 1.3.3.4, Abb. 1.1) wird aktiviert und fiihrt zur Offnung und Aktivierung des TRPM5-Kanals.
Durch den folgenden Kationeneinstrom (Hofmann et al. 2003) wird Calcium aus intrazelluléren
Speichern freigesetzt. Letztlich wird ACh freigesetzt, welches als Neurotransmitter an nAChR auf
den peptidergen trigeminalen bzw. vagalen Nervenfasern im Epithel bindet. Aste dieser Nerven
wiederum geben CGRP und Substanz P ab, welche oft zusammen in Neuronen gespeichert sind
(Wiesenfeld-Hallin et al. 1984). Dass die Stimulierung von ACh-Rezeptoren zur Freisetzung von
CGRP in der Trachea von Nagetieren fuihrt, wurde bereits friih gezeigt (Jinno et al. 1994). Substanz
P bindet dann an NK1-Rezeptoren vom Endothel und von Mastzellen, um so zu den Merkmalen der
neurogenen Entziindung zu fuhren. Typisch fiir die neurogene Entziindung sind die
Plasmaextravasation, Mastzelldegranulation, und Rekrutierung von Neutrophilen (Choi et Di Nardo
2018; Hollenhorst et al. 2020; Saunders et al. 2014). Diese typischen Merkmale werden mit
unterschiedlichem Anteil von CGRP und Substanz P beeinflusst. So ist CGRP insbesondere fir die
Vasodilatation (als Grundlage fur die restlichen Prozesse) wichtig, wahrend Substanz P vor allem
die Plasmaextravasation fordert (Haass et Skofitsch 1985; Khalil et Helme 1989). Die Rekrutierung
von Neutrophilen wird wesentlich durch die Bindung von Substanz P an den NKZ1-Rezeptor
vermittelt, wodurch die Adhdsion an das Endothel gefordert wird (Baluk et al. 1995). In einem
Colitis-Modell konnte zudem ein protektiver Effekt von CGRP auf Entziindungprozesse gezeigt
werden (Reinshagen et al. 1998).

Die neurogene Entziindung stellt also einen Prozess dar, bei welchem Nervenfasern aktiviert werden
und infolgedessen Stoffe freisetzten. Diese Stoffe fiihren zu einer Plasmaextravasation und einer

Rekrutierung von Immunzellen (Hollenhorst et al. 2020).

1.5 Denatonium als Induktor in einem Modell der neurogenen Entziindung

Denatonium ist die bitterste bekannte Substanz. Denatonium wird als (ibel schmeckende Substanz
verwendet, um zum Beispiel Rattengift fir Kinder uninteressant zu gestalten. Denatonium wird auch

in einigen Haushaltsmitteln zugesetzt (Pulce et al., 14.04.2020). Chemisch gesehen handelt es sich
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um ein quartdares Amin mit lipophoben Eigenschaften (Finger et al. 2003). Denatonium liegt meist
als Verbindung mit Benzoeséure vor, wie auch die in der vorliegenden Arbeit verwendetet Substanz
(U.S. National Library of Medicine, 14.04.2020).
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3 Denatonium Benzoesaure

Abbildung 1.2: Strukturformel von Denatonium benzoate. In blau ist die Benzyl-Gruppe markiert, und in rot
der Amin-Stickstoff.

Denatonium ist als Bittersubstanz ein Ligand fiir T2Rs auf der Zunge aber auch in extraoralen
Geweben. Es werden jedoch nicht alle T2Rs von Denatonium aktiviert, T2R38 z.B. nicht. Aktiviert
werden durch Denatonium beim Menschen z.B. der T2R4, T2R8, T2R10, T2R13, T2R39, T2RA43,
T2R46, T2R47 (Meyerhof et al. 2010). Bei der Maus wird der Tas2R108 durch Denatonium aktiviert
(Wu et al. 2005). Auch Tas2R105, Tas2R123, Tas2R135 und Tas2R140 werden durch Denatonium
aktiviert (Lossow et al. 2016).

Wirkung Nachweis

Intrazellularer Ca?*-Anstieg in | (Hollenhorst et al. 2020)

Burstenzellen

Steigerung der mukozilidren Clearance (Ortiz et al. 2016; Shah et al. 2009)
Steigerung der | (Hollenhorst et al. 2020)
Partikeltransportgeschwindigkeit

Verlangsamung der Atmung (Finger et al. 2003; Hollenhorst et al. 2020)
Bronchodilatation (Ortiz et al. 2016; Pulkkinen et al. 2012)

Ausschittung von ACh durch | (Deckmann et al. 2014; Hollenhorst et al. 2020)

Burstenzellen

Ausschiittung von Defensinen u.a. (Lee et al. 2014)

Tabelle 1.2: Wirkungen von Denatonium in den Atemwegen

1.6 Fragestellung

Aus vorherigen noch nicht publizierten Versuchen der eigenen Arbeitsgruppe geht hervor, dass eine
Stimulation des trachealen Epithels der Maus mit Denatonium in vivo zu einer neurogenen
Entzlindung fihrt. Bisher wurde hierbei nur die akute Antwort nach 30 min untersucht.

Es ist daher nicht bekannt, wie sich diese Form der Entziindung Uber einen langeren Zeitraum verhalt.
Das Ziel der Arbeit war daher die Beurteilung der durch Burstenzellstimulation ausgeldsten

Entzindung bis zu sieben Tage nach der Substanzgabe. Zudem interessierte uns die Abhangigkeit
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der beobachteten Entziindungsreaktion von dem Kationenkanal TRPMS5, welcher in den Atemwegen
nur von Birstenzellen exprimiert wird. Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, die Funktion der
trachealen Birstenzellen und des TRPMS5-Kanals weiter zu ergriinden. Hierzu wurden die
Biirstenzellen und Zellen des Immunsystems quantifiziert.

Die vorliegende Arbeit untersucht daher tierexperimentell die Entwicklung der Entziindungsreaktion

der unteren Atemwege nach Stimulation der trachealen Biirstenzellen.
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2. Material und Methodik

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Substanz

Referenz

Strukturformel

Hersteller

H.O

Citronensaure CsHsO7

Denatonium benzoate D5765-5G CasHz:N20; Sigma-Aldrich,
Steinheim

4',6-Diamidino-2-phenylindol 6335.1 C16H17CI2Ns Carl Roth, Karlsruhe

(DAPI)

Ethanol 70% C2HsOH Zentrales
Chemikalienlager
UKS

Ethylendiamintetraessigsaure 20302.180 Ci1oH16N20s Sigma-Aldrich,

(EDTA) Steinheim

Flussiger Stickstoff N, Westfalen, Minster

Glycerol G5516 C3HgO3 Sigma-Aldrich,
Steinheim

Isofluran (Zul.-Nr.: 2594.00.00) | B506 C3H2CIFs0 AbbVie,
Ludwigshafen

2-Methylbutan 3927.2 CsHy1 Carl Roth, Karlsruhe

Mowiol 4-88 81381 [-CH2CHOH-], Sigma-Aldrich,
Steinheim

Natriumchlorid 121221000U | NaCl Grussing, Filsum

Natriumdihydrogenphosphat x2 | 121321000U | NaH,PO4 x 2 H20 | Griissing, Filsum

H.O

di-Natriumhydrogenphosphat x2 | 121491000U | Na;HPO.,x 2 H20 | Grissing, Filsum

Natronlauge 1.37031.1002 | NaOH Merck, Darmstadt
Paraformaldehyd 15,812-7 HO(CH20).H Sigma-Aldrich,
Steinheim
Pferdeserum 16050122 - Fisher Scientific
Pikrinsaure 197378 CesH3N3z07 Sigma-Aldrich,
Steinheim
Polyvinylpyrrolidon A2259,0500 | (C¢H9NO), AppliChem,
Darmstadt
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Procainhydrochlorid P9879 C13H21CIN202 Sigma-Aldrich,
Steinheim

Saccharose 4621.1 C12H2011 Carl Roth, Karlsruhe

Salzsdure 37% 05430.4700 | HCI Bernd Kraft, Duisburg

bovines Serumalbumin 01400.100 - Biomol, Hamburg

TRIS (Trizma Base) T1503 C4H11NO3 Sigma-Aldrich,
Steinheim

Triton X 100 3051.3 C14H2,0(C2H40), Carl Roth, Karlsruhe

Tween P9416 CsgH114026 Sigma-Aldrich,
Steinheim

Tabelle 2.1: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

2.2 Losungen und Puffer

Folgende Ldsungen und Puffer wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet:

Lésung A (0,2 M): 31,2 g NaH2PO4 x 2 H,0 werden ad 1000 ml Aqua bidest. geldst.

Lésung B (0, 2 M): 35,6 g Na;HPO. x 2 H,O werden ad 1000 ml Aqua bidest. geldst.
Phosphatpuffer (PP) 0,2 M: 115 ml Losung A werden mit 385 ml Lésung B vermischt, der pH wird

auf 7,4 eingestellt.
0,1 M PP: 500 ml 0,2 M Phosphatpuffer werden mit 400 ml Aqua bidest. gemischt, der pH wird auf
7,4 eingestellt. Die Lésung wird ad 1000 ml mit Aqua bidest. aufgefiillt.

10x PBS: 57,5 ml 0,2-molare Lésung A werden mit 192,5 ml 0,2-molarer Lésung B vermischt, darin
werden 44,8 g Natriumchlorid geldst und ad 900 ml Aqua bidest. aufgefiillt. Die Lésung wird auf
pH 7,4 eingestellt und ad 1000 ml Aqua bidest. aufgefllt.

1x PBS: 100 ml 10x PBS werden ad 900 ml Aqua bidest. verdinnt und der pH auf 7,4 eingestellt.
Die Lésung wird ad 1000 ml mit Aqua bidest. aufegdillt.

4% Paraformaldehyd: 40 g Paraformaldehyd (PFA) werden ad 500 ml Aqua bidest. geldst, die

Losung wird dann langsam auf 70°C erwérmt, mit 0,2-molarer Natronlauge geklart. Nun lasst man
die Losung abkihlen, gibt 500 ml 0,2-molaren PP hinzu und stellt letztlich den pH auf 7,4 ein. Das
4-prozentige PFA wird auf 0,2 um steril filtriert.

Gepuffertes Glycerol: 1,5-molare Losung A (159 g/l) und 1,5-molare Ldsung B (126 g/l) werden

angesetzt. Losung B wird auf 50°C fur 5 Stunden erhitzt und dann mit Losung A auf pH 8,6
eingestellt. Nun wird zu dem bestehendem Puffer (bestehend aus Ldsung B und Losung A) die
gleiche Menge an Glycerol zugesetzt. Das gepufferte Glycerol wird in Falcons aliquotiert und bei
Raumtemperatur im dunklen aufbewahrt.

Blockierungsldsung: Die Blockierungslésung besteht aus 10% normalem Pferdeserum, 0,5% Tween

und 0,1% bovinem Serumalbumin, die in PBS geldst werden. Der pH wird auf 7,4 eingestellt.

30



Mowiol: Es werden 6 g Glycerol mit 2,4 g Mowiol , 6 ml Aqua bidest. und 12 ml 0,2 M TRIS Puffer
pH 8 fiir 4 Stunden mit dem Magnetriihrer vermischt. Anschliefend wird die Suspension 2 Stunden
ruhen gelassen, dann fr 10 min bei 50°C im Wasserbad inkubiert. Nun wird die Ldsung fir 15 min
bei 50009 zentrifugiert, und letztlich aliguotiert und bei -20 °C eingefroren.

PBS-S: Hierbei handelt es sich um einfaches PBS, welches die doppelte Menge an NaCl enthalt. Es
werden 44,8 g NaCl mit 100 ml 10x PBS ad 1000 ml Aqua bidest. geltst. Der pH wird auf 7,4
eingestellt, die Lagerung erfolgt bei -20°C.

Vorspillgsung (PVP): 25 g PVP (Polyvinylpyrrolidon) werden mit 9 g NaCl und 5 g

Procainhydrochlorid ad 1000 ml Aqua bidest. geldst. Der pH wird mit pH-Papier auf ca. 7,4
eingestellt, da das Detergens die Elektrode des pH-Meters schadigen wiirde. Die Vorspullésung wird
auf 0,2 um steril filtriert.

Zamboni: 50 ml 37%ige Formaldehydldsung, 500 ml 0,2M PP und 150 ml Pikrinsdure werden
vermischt und auf 1000 ml mit Aqua bidest. aufgefllt.

2.3 Antikorper

In der vorliegenden Arbeit wurden die folgenden Antikdrper zur immunhistochemischen Darstellung

genutzt.

2.3.1 Primare Antikorper

Verdin-

Antikorper

Wirtsspezies/ Vorbehandlung

Klon nung

Ly6G Ratte Clone RB6- | 1:3000 Blockierung Invitrogen  (Ref:
8C5) 14-5931-82), USA
Ly6G-FITC Ratte (monoclonal, | 1:100 Blockierung LifeTechnologies,
IgG2b, Clone RB6- USA
8C5) Ref.: RM 3001
MHCII Ratte (monoclonal, | 1:8000 Blockierung eBioscience, USA
1gG3a, kappa) (15-5321-82)
CD11b Ratte (monoclonal, | 1:800 Blockierung + 30 min | eBioscience, USA
M1/70, 1gG2b) Permeabilisierung mit | (69-0112-82)
Triton X 100
CDl1c Armenian Hamster | 1:800 Blockierung + 30 min | eBioscience, USA
(monoclonal, N418, Permeabilisierung mit | (14-0114-82)
1gG) Triton X 100
F4/80 Kaninchen 1:100 Blockierung Abcam, UK
(monoclonal IgG) (ab111101)
F4/80 Ratte  (monoclonal | 1:800 Blockierung mit | eBioscience, USA
1gG) zusétzlich 0,3% Triton | (41-4801-82)
X100
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CD3 (biotin-kon;.) Maus (PC3/188A), | 1:100 Blockierung + | Santa Cruz, USA
monoclonal Antigendemaskierung | (sc-20047 B)
(Citronensdaure pH 3

und 9 fuir 10 min in der

Mikrowelle)
CD3, FITC-konj. Ratte (lgG2b, | 1:200 Blockierung mit | eBioscience, USA
kappa) zusatzlich 0,3% Triton | (11-0032-82)
X 100
CD45R/B220 Ratte (IgG2a, kappa) | 1:800 Blockierung BD Bioscience,
(biotin-kon;.) USA, Cat.: 553085
TRPM5-794 affi Kaninchen 1:800 Blockierung + 30 min | Prof. Flockerzi,

Permeabilisierung mit | Institut  for  kli-
Triton X 100 nische und experi-
mentelle  Pharma-
kologie, Universi-

tat des Saarlandes.

DCAMKL1 Kaninchen 1:1600 Blockierung + 30 min | Abcam, UK

(polyclonal, 1gG) Permeabilisierung mit | ab31704
Triton X 100

PGP 9.5 Kaninchen 1:1600 Blockierung Abcam, UK
(polyclonal, 1gG) Ab15503

CGRP Ziege (polyclonal, | 1:8000 Blockierung Acris, BP 022
1gG) Deutschland

Lectin-FITC Baudeiraea 1:1000 Blockierung Sigma (L9381-
simplicifolia 2MG), Deutschland

CD31 Ratte (Clone Sz31, | 1:400 Blockierung Dianova (Ref.:
monoclonal 1gG2a) DIA-310)

Deutschland

C3 Komplement Ratte 1:3200 Blockierung Novus Biologicals
(NB200-540), USA

Tabelle 2.2: tabellarische Aufstellung der verwendeten primédren Antikérper unter Angabe der eingesetzten
Konzentrationen und Bezugsquellen. Die genauen Methoden der Vorbehandlung sind Kapitel 2.11 zu
entnehmen.

2.3.2 Sekundare Antikorper

Antlgen Wirtsspezies Konjugat Verdinnung | Quelle

Ratte-Ig Esel 1:1000 Jackson-Immuno  Research
Laboratories, Suffolk, Grof3-

britannien
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Ratte-Ig Esel Cy5 1:1600 Jackson-Immuno  Research
Laboratories, Suffolk, GrofR3-
britannien

Kaninchen-Ig Esel Cy3 1:1000 Merck Millipore, Burling-ton,
US.A.

Kaninchen-Ig Esel Cy5 1:500 Jackson-Immuno  Research
Laboratories, Suffolk, Grol3-
britannien

Grauer Ziege Cy3 1:800 Jackson-Immuno  Research

Zwerghamster Laboratories, Suffolk, GroR3-

(Cricetus britannien

migratorius)

Biotin Streptavidin Cy3 1:16.000 Jackson-Immuno  Research

(Streptomyces) Laboratories, Suffolk, GroR-
britannien

Tabelle 2.3a: tabellarische Aufstellung der verwendeten sekundéren Antikdrper unter Angabe der eingesetzten
Konzentrationen und Bezugsquellen

Um die gewiinschten Epitope sichtbar zu machen, wurden wie in Tab. 2.3a dargestellt verschiedene
Fluorochrome genutzt. Bei Mehrfachfarbungen wurden beispielsweise Cy3, Cy5 und FITC
angewandt. Bei Cy3 und Cy5 handelt es sich um Cyanine, synthetische Farbstoffe (Kvach et al.
2008). FITC st ein Fluoresceinderivat, bei welchem ein Wasserstoffatom durch eine

Isothiocyanatgruppe ersetzt wurde (Riggs et al. 1958). Die den Fluorochromen entsprechenden

Wellenlangen sind Tabelle 2.3b zu entnehmen.

Fluorochrom Absorptionsmaximum Emissionsmaximum
Fluoreszeinisothyocianat (FITC) 488 nm 520 nm
Cyanin 3 (Cy3) 550 nm 570 nm
Cyanin 5 (Cy5) 650 nm 670 nm

Tabelle 2.3b: spektrale Eigenschaften der Fluorochrome

Die jeweiligen Hersteller sind Tabelle 2.3 zu entnehmen.

2.4 Laborbedarf und Gerate
2.4.1 Laborbedarf

In der vorliegenden Arbeit wurde folgender Laborbedarf verwendet.

Fabrikat Hersteller

CELLSTAR Polypropylen Réhrchen 15 ml, 50 ml Greiner Bio-One, Frickenhausen
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Cryomold Standard (25 x 20 x 5 mm) und Biopsy
(10 x 10 x 5 mm)

Sakura Finetek, U.S.A.

Deckglaser 24 x 60 mm, Glasdicke 0,13 — 0,16mm

R. Langenbrinck, Emmendingen

Einmalhandschuhe

Abena, Danemark

Einmalinjektionskandile (Gr. 20 und 16)

Braun, Melsungen

Einmalspritze 1 ml (BD Plastipak)

Becton Dickinson, Madrid, Spanien

Eis

AF 100 Scotsman, Flockeneisbereiter

Fettstift Dako Pen

Glostrup, Denmark

Filterpapier

Macherey-Nagel, Diren

MikroreaktionsgefaRe 1,5 ml, 2 ml, 5ml

Sarstedt, Niumbrecht

Objekttrager Super Frost Plus (25 x 75 x 1mm)

R. Langenbrinck, Emmendingen

Objekttrager Warmetisch

Medax, Neum{inster

Parafilm

Carl Roth, Karlsruhe

Pipetten 2,5-1000 pl

Brand, Wertheim

Pipettenspitzen 1-10 pl, 10-200 pl, 200-1000 pl

Sarstedt, NiUmbrecht

Pipettierhilfe LABSOLUTE

Th.Greyer, Renningen

Tissue Tek O.C.T Compound

Sakura, U.S.A.

Transferpipette 6 ml

Sarstedt, Nimbrecht

Tabelle 2.4: tabellarische Aufstellung des verwendeten Laborbedarfs unter Angabe der Bezugsquellen

2.4.2 Gerate
Gerat—‘W
Absaugeinheit Knf LAB Laboport Knf Neuberger,

Freiburg
Analysewage ABS-N/ABJ-NM Kern & Sohn GmbH,
Balingen

Universitat des Saarlandes)

Axio Scan.Z1 (AG Prof. Ulrich Béhm, experimentelle Pharmakologie,

Zeiss, Oberkochen

Axio Imager M2 (Fluoreszenzmikrokop), Seriennummer: 3525002370

Zeiss, Oberkochen

Gefrierschrank -80°C HFUG600TV

Thermo

Scientific

Kamera Axiocam 506 Mono

Zeiss, Gottingen

Kamera Axiocam 512 Color

Zeiss, Gottingen

Kryostat Leica CM 1950

Leica, Bensheim

Kihlschrank 4°C sch800/R

GGM Gastro, Gronau

Kuhlschrank mit Gefrierschrank 4°C/-80°C

Bauknecht, Stuttgart
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Magnetrihrer IKAMAG RET G Kurt Migge, Heidelberg

Mikroskop Leica MZ 95 Leica, Bensheim

Schiittelgeréat ST 5, wippend Zipperer, Ballrechten-
Dottingen

Vortexer RS-VA 10 Phoenix  Instruments,
Garbsen

Wérmematte HK Limited Editin Typ P10 Beurer, Ulm

Zentrifuge Galaxy MiniStar VWR, Radnor, U.S.A

Tabelle 2.5: tabellarische Aufstellung der genutzten Geréte unter Angabe des Herstellers

2.5 Veterindrmedizinischer Bedarf

Fabrikat/Substanz Hersteller

Bepanthen-Augensalbe Bayer, Leverkusen
Carprofen (Zul.-Nr.: 400684.00.00) Zoetis, Berlin
Heparin-Natrium (5000 I.E./ml) Braun, Melsungen

Ketaset (Wirkstoff Ketamin 100 mg/ml; Zul.- | Zoetis, Berlin
Nr.:402082.00.00)
Rompun  (Xylazinhydrochlorid) 2%  (Zul.-Nr. | Bayer, Leverkusen
6293841.00.00)
Injektionskandile (SYR 250 pl, ga22/51mm/pst3) Hamilton Central Europe, Ruménien

Nahtmaterial (steril, multifil geflochten, | Eickemeyer, Ttlingen
resorbierbar, USP 5/0, 3/8 19mm)
OP-Besteck Fine Science Tools, Heidelberg

Tabelle 2.6: tabellarische Aufstellung des verwendeten medizinischen Bedarfs unter Angabe des Herstellers

2.6 Tiere

Die Versuche wurden an Mausen des Stammes C57BI6/J (Wildtyp) und an TRPM5” Mausen
durchgefihrt. Im Folgenden werden die Wiltypen auch als TRPM5**-Tiere bezeichnet. Die
Wildtypen stammten aus eigener Zucht sowie aus den Janvier Labs (Frankreich). Die TRPM5™-
Mause stammten ebenfalls aus eigener Zucht, sowie von Dr. Vladimir Chubanov (Ludwig-
Maximilians-Universitdt Munchen, Walther-Straub-Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie).
Erstmals nachvollziehbar geziichtet wurden die TRPM5”- Mause von Damak und Kollegen (Damak
et al. 2006). Damak et al. wollten herausfinden welche Funktion der TRPM5-Kanal in vivo bei der
Geschmackswahrnehmung erfillt, bezlglich der Geschmacksrichtungen bitter, st} und umami.

Hierzu wurde samtliche Expression der TRPM5-Proteine unterdriickt, durch Generierung eines
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genetisch veranderten Mausstamms. Als Grundlage dienten TRPM5-positive Klone der DNA von
C57BL/6J-Méausen, anhand welcher der Vektor konstruiert wurde. Der Vektor wurde dann in
C57BL/6J embryonale Stammzellen eingefiigt. Mithilfe positiver Klone wurden Chimare generiert,
welche mit C57BL/6J verpaart wurden, um somit heterozygote M&use zu generieren. Die
Heterozygoten wurden dann wiederum miteinander verpaart um letztlich die TRPM5”- homozygoten
M@ause zu erhalten.

Die weiblichen Mduse (n=21) wogen 18,5 bis 25 g, wéahrend die mannlichen Mé&use (n=12) 23 bis
29 g wogen. Die Mé&use waren alle zwischen 8 Wochen und 4 Monaten alt. Die Mduse wurden bei
konstanter Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit, einem zwdlf-stiindigem Tag-Nacht-Rhythmus und
durchgehendem Zugang zu Futter (Altromin, Lage) und Wasser gehalten. Die Haltung sowie
samtliche Eingriffe erfolgten unter der Tierversuchsantragsnummer 40/18 gemé&R der
Tierschutzrichtlinie der Universitdt des Saarlandes (27. Juli 2017) und somit dem deutschem
Tierschutzgesetz. Die Tiere wurden durch Inhalation von Isofluran (AbbVie, Ludwigshafen) getotet.

2.7 Versuchsgruppen und Operation der Mause

Um die Auswirkungen der Burstenzell-Stimulation Uber einen Zeitraum von sieben Tagen zu
untersuchen, muss das Stimulanz Denatonium an seinen Wirkort appliziert werden. Es zeigte sich
anhand von Erfahrungswerten der Arbeitsgruppe, dass das erfolgreichere, zielsichere und
schonendere Verfahren fir die Tiere die Injektion in die operativ freigelegte Trachea ist, anstatt der
Intubation. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die operative Methode angewandt. Die Gabe von
Substanzen erfolgte freundlicherweise durch Frau Professor Gabriela Krasteva-Christ.

Die Méause wurden in eine 1-Tages, eine 3-Tages und eine 7-Tages Gruppe aufgeteilt, wobei jede
Gruppe letztlich mindestens 4 Tiere beinhaltete. Zudem wurden als Kontrollen je 3 TRPM57-Mause
und 3 Wildtypen nur mit dem Vehikel PBS behandelt (also ohne Denatonium). Im Folgenden werden
diese Gruppen als Vehikelgruppen bezeichnet. Um einen Referenzwert zu bekommen, wurden
aullerdem 3 Mause von jedem Mausstamm perfundiert, ohne vorherige Injektion, sodass uns
ermoglicht wurde, den Einfluss der Operation auf die lokale Entzindungsaktivitit der Trachea zu
beurteilen. Diese Gruppe wird im Folgenden als Kontrollgruppe benannt.

Fur die Injektion wurde das Denatonium zundchst als Stocklosung (100 mM) in sterilem Wasser
angesetzt. Kurz vor der Operation wurde es schlieBlich auf die ImM-Endkonzentration mit sterilem
PBS aliquotiert.

Die Mause wurden narkotisiert (hierbei Schutz der Augen vor dem Austrocknen durch Bepanthen-
Augensalbe) mittels Rompun und Ketanest durch intraperitoneale Verabreichung (Dosierung: 0,75
ml Rompun und 0,85 ml Ketanest ad 10 ml NaCl, 0,1 ml/10 KGMaus) und dann auf einer
Styroporplatte mit Klebeband an den Extremitaten und mit leicht Gberstrecktem Hals fixiert, wie in
Abb. 2.1A dargestellt. Im ersten Schritt wurden die Haare iber dem Operationsgebiet (ventraler

Hals) grob entfernt. Dann erfolgte unter dem Mikroskop ein ca. 5 mm langer medianer Hautschnitt
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mit chirurgischer Schere, Uber der Trachea. Die groflen glandulae parotideae wurden beiseite
gehalten. Mit einer Injektionskaniile von 22 Gauge wurden dann nach Durchstechen des Ligamentum
cricothyroideum medianum intratracheal im kranialen Drittel (Knorpelspangen 1-4) 40 ul 1mM-
Denatonium injiziert (siehe Abb. 2.1B). Daraufhin wurde die Anatomie wiederhergestellt, durch
Reposition der GlI. Parotides. Es erfolgte die Naht der Wunde mit einem multifilen geflochtenen
resorbierbaren chirurgischen Faden. Nach «Hautschluss» erhielten die Tiere 100 pl Caprofen in einer
Dosierung von 1 mg/ml als intraperitoneale Injektion. Danach wurden die Ma&use auf einer
Warmematte gelagert, um ein Auskihlen zu verhindern, bis sie aus der Narkose erwachten. Nun
wurden die Tiere wieder in einen K&fig gesetzt, und je nach zugeteilter Gruppe fiir weitere 1, 3 oder
7 Tage gehalten. Es wurde jeden Tag nachgeschaut, dass es den Tieren gut ging, und ob genug Futter
und Wasser vorhanden war. Der Belastungszustand der Tiere wurde anhand von ,,score sheets* zwei
mal taglich bewertet und dokumentiert. Hierbei zeigte sich am Abend des Operationstages meist eine
gering bis mittelgradige Belastung und bereits nach 24h eine nun noch geringe Belastung.

Die Operation erfolgte unter sauberen aber nicht sterilen Bedingungen.

Abbildung 2.1: Durchfuhrung der Operation. Fixierung der narkotisierten Maus auf einer Halterung (A).
Freilegen der Trachea und Denatoniuminjektion durch das Ligamentum cricothyroideum medianum (B).
Darstellung der Trachea ex vivo, Pfeil zum Lig. Cricothyroideum medianum (C)

2.8 Gewebegewinnung

2.8.1 Perfusion und Préparation der Organe

Die Totung der Méause erfolgte durch eine Uberdosis Isofluran (1 ml/Maus) per inhalationem in einer
verschlossenen Kammer. Nach Feststellung der Abwesenheit des Stellreflexes, des
Zwischenzehenreflexes und der stattgehabten Schnappatmung (und somit letztlich des EXxitus),
wurde die Maus auf einer Styroporplatte fixiert und die Praparation wurde begonnen. Mit einer
Préparierschere wurde zunéchst die Bauchdecke eréffnet und ohne das Peritoneum zu verletzen (um

die Bauchorgane nicht zu verletzen) median in Richtung Sternum prapariert. Daraufhin wurde das
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Peritoneum erdffnet, der Darm «ausgelagert» und die Leber aus ihrer Nische luxiert, mit dem Ziel
freien Blick von kaudal auf das Zwerchfell zu erlangen. In diesem Zusammenhang ist zu erwéhnen,
dass die Leber spater zur Kontrolle des Erfolgs der Perfusion herangezogen wurde. Das Zwerchfell
wurde nun rechtsseitig seitlich entlang der Rippen aufgeschnitten, wodurch die Lungen kollabieren,
und dann vollstandig abgesetzt. Die Rippen wurden mdglichst weit lateral mit einer Schere
durchtrennt und somit der freie Blick auf die intrathorakalen Organe ermdglicht. Somit war dann die
Praparation des Herzens mdglich. Im Rahmen der Herzpraparation wurde zunachst der rechte Vorhof
eroffnet (zum Ausbluten der Maus), dann erfolgt eine Injektion von 0,2 ml Heparin in den linken
Ventrikel und schlieBlich eine kleine Inzision in den linken Ventrikel, um eine stumpfe Kanile
einfuhren zu konnen. Die Schwierigkeit hierbei ist, das interventrikuldre Septum nicht zu
durchbrechen, damit es zu keiner direkten Perfusion des Lungenkreislaufs kommt. Hierdurch wiirden
unter Umstanden die Zellen aus der Lunge und spéter auch aus der Trachea weggespult. Darum galt
es dies zu vermeiden. Nach erfolgreichem Einfuhren der Kandle in den linken Ventrikel wurde mit
einer Vorspullosung (PVP) das Gefallsystem Uber die Kanule gespult. Sobald die Flissigkeit aus
dem rechten Vorhof nicht mehr blutig war und die Leber heller erschien, wurde das PVP auf die
Fixierungsldsung umgestellt (Zamboni). Die Fixierung wurde dann solange fortgesetzt bis die Leber
sich gelb farbte und Schwanz und Extremitéten steif wurden, jedoch mindestens fiir 15 min. Im
Anschluss wurde die Maus entweder bis zur Préparation der Organe bei 4°C gelagert (héchstens

wenige Stunden) oder sofort unter dem Mikroskop prapariert.

2.8.2 Préparation

Zur Préparation und Entnahme der Organe wurde die Maus wiederum auf einer Styroporplatte in
Ruckenlage fixiert. Durch die Perfusion war der Thorax bereits erdffnet. Es erfolgte zundchst die
Préparation der Trachea. Hierzu musste diese natlrlich dargestellt werden. Dabei war auf die
Intaktheit des anliegenden Osophagus zu achten, da dieser spater zur «Aufhangung» des
Thoraxpakets (Herz, Lunge, Thymus) in dem Reaktionsgefal? fir die Waschvorgénge genutzt wurde.
Sobald die Trachea dargestellt war, wurden die Knorpelspangen vom Kehlkopf ausgehend gezéhlt
(also ab der ersten Spange kaudal der cartilago cricoidea). Wir resezierten und konservierten die
Trachea in 3 Abschnitte unterteilt (Kehlkopf und 1.-4. Knorpelspange, 5.-8. Knorpelspange, und 9.-
12. Knorpelspange) um eine bessere Unterscheidung zwischen Entziindung durch den Einstich (im
Bereich der 1.-4. Spange) und neurogener Entziindung (5.-8. Spange) zu ermdglichen. Die
entnommenen Tracheaabschnitte wurden zunéchst fir eine Stunde in mit Zamboni gefillten
Mikroreaktionsgefallen belassen. Das Zamboni wurde dann durch 0,1-molaren Phosphatpuffer
ersetzt und dieser fortan ca. 3-mal téglich gewechselt bis die Losung nicht mehr gelblich erschien.
Nach der Entnahme der Trachea erfolgte die Entnahme des Thoraxpakets. Hierzu wurde zunéchst
der Osophagus mit einem Faden umschlungen und festgeknotet, infolge dessen man den Osophagus

kranial des Fadens durchtrennen konnte. Zur Ldsung der Organe vom knochernen Thorax empfahl
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es sich nun leicht am Faden nach ventral kaudal zu ziehen, und eventuelle Verwachsungen mit der
Thoraxwand sowie den Oesophagus und die Vena cava inferior vorsichtig zu durchtrennen. Das
Thoraxpaket wurde dann fur 12 Stunden in einem 50 ml-Falcon (Polypropylen Réhrchen) mit
Zamboni belassen. Nach 12 Stunden wurde die Zamboni-L6sung durch 0,1-molaren Phosphatpuffer
ersetzt und ebenfalls fortan taglich ca. 3-mal gewechselt, bis die Losung klar blieb, insgesamt
bedeutete dies 4-5 Tage.

2.9 Behandlung der Gewebe
2.9.1 Waschen

Sobald die Gewebe (Trachea, Lungen und Herz) fertig gewaschen waren, begannen wir mit den

Vorbereitungen fiir die Konservierung, dem Einbetten. Dies beinhaltete zundchst das Anfertigen
einer 18-prozentigen Saccharose-L&ésung in 0,1-molarem Phosphatpuffer. In dieser Ldsung liel man
die Gewebe nun Uber Nacht ruhen, um einen Schutz vor Gefrierschaden, durch Kristallbildung des

Wassers z.B. zu gewahrleisten. Am Folgetag konnte das Gewebe eingebettet werden.

2.9.2 Einbetten

Da wir zur Bestimmung der Zellen immunhistochemische Farbungen durchfiihrten und sich aus

Erfahrungswerten gezeigt hatte, dass dies besser an kryokonservierten Geweben funktionierte,
betteten wir die Gewebe nicht in Paraffin ein, sondern in einem speziellen Medium. Die spatere
Lagerung erfolgte bei -80 °C.

Das Einbettmedium TissueTek wurde in kleine Kunststoffformen gefillt, wobei bereits darauf
geachtet werden sollte, keine Luftblasen zu verursachen, da diese beim Schockgefrieren Risse in
Blockchen und Gewebe provozieren konnen. Die Gewebe wurden dann aus den
Mikroreaktionsgefalien und Falcons entnommen und in das TissueTek gelegt. Auch hierbei wurde
streng darauf geachtet, keine Luftblasen zu erzeugen. Zudem war es wichtig, dass das Gewebe
komplett von TissueTek bedeckt wurde.

Die Formchen wurden dann in Methylbutan getaucht, welches durch flissigen Stickstoff stark
heruntergekuhlt wurde (Trachea 5-6 sec. eintauchen; Thoraxpaket ca.7-8 sec. eintauchen, nach
Bedarf mit TissueTek entstandene Defekt ausbessern, dann wiederum 2-3 sec. eintauchen; es wurde
vermieden die Gewebe mehrmals einzutauchen, um zu verhindern, dass sich das tracheale Epithel
von der Lamina propria ablost. Um ein zu starkes Aufwérmen des gefrorenen Gewebes zu
verhindern, wurden die Férmchen im Anschluss fir ca. 30 min im Kryostaten bei -20 °C aufbewahrt.
Bei diesen niedrigen Temperaturen wurden die Blockchen dann auf Filterpapier geklebt (mit
TissueTek) und das Filterpapier beschriftet. Mit Parafilm eingewickelt, wurden die Blockchen dann
bei -80 °C gelagert.
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Um eine optimale Ausrichtung des Gewebes fur das spétere Schneiden am Kryostaten zu
ermdoglichen, wurde in dieser Arbeit das Einbetten stets von demjenigen durchgefiihrt, der spéater

auch die Schnitte anfertigte.

2.10 Herstellung von Kryoschnitten

Die bei -80 °C eingefrorenen Gewebe wurden mit einem Kryostat (Leica CM 1950) alle nach
demselben Prinzip geschnitten. Geschnitten wurde bei einer Kryostat-Raumtemperatur von -22 °C
und einer Objekttemperatur von -20 °C.

Bei der Trachea wurde nur das mittlere entnommene Segment (Knorpelspangen 5-8) in der
Transversalebene geschnitten und ausgewertet. Es wurden Schnittserien angefertigt wie in Abb. 2.2
gezeigt. Der Abstand zwischen zwei Schnitten auf einem Objekttrager betrug demnach immer 200
pum. Auf einen Objekttrdger wurden 5 Schnitte aufgenommen.

Die Lungen wurden nach demselben Prinzip in der Frontalebene geschnitten (um auch die
Veréstelung des Bronchialbaumes darstellen zu kdnnen); hier wurden jedoch nur 2 Schnitte pro
Objekttrager aufgenommen.

2.11 Immunhistochemie

Zur Darstellung spezifischer Proteine verschiedener Zellen wurde die Methode der
Immunhistochemie verwandt. Hierbei wurden die zu untersuchenden Gewebe mit Antikorpern
inkubiert, welche an der variablen Domane spezifisch flr das gesuchte Merkmal sind.

Die Schnitte von 10 um respektive 30 um (zur Darstellung der dendritischen Zellen) Dicke wurden
mit einem Kryostaten angefertigt. In der Folge wurden die Lungenschnitte 1,5 Stunden bei
Raumtemperatur getrocknet, die Tracheaschnitte 1 Stunde. Je nach Antikorper/Epitop wurden
verschiedene Techniken angewandt, um eine bessere Bindung der Antikorper zu ermdoglichen. Die
entsprechenden Techniken sind Tabelle 2.2 zu entnehmen.

Bei der Permeabilisierung handelt es sich um ein Verfahren, bei welchen Detergenzien eingesetzt
werden, um Poren in Zellmembranen zu schaffen. In der vorliegenden Arbeit wurden die Schnitte
zur Férbung mit bestimmten Antikdrpern (Tab. 2.2) in 0,3%igem Triton X 100 in PBS fiir 30 min
geschwenkt, dann 10 min in PBS gewaschen.

Die Antigendemaskierung ist ein Methodenkomplex, anhand dessen man die Intensitét
immunhistochemischer Farbungen verbessern kann. Ich verwende hier den Begriff
«Methodenkomplex», da es zahlreiche verschiedene Methoden gibt solch eine Demaskierung
vorzunehmen (enzymatisch, chemische Denaturierung, Hitzebehandlung) (Yamashita 2007). In
dieser Arbeit wurde ein Protokoll der Hitzebehandlung befolgt. Demnach wurden die Schnitte in
Citronensaure (pH 3 und 6) oder EDTA-TRIS-Puffer (pH 6 und 9) fir 10 min in der Mikrowelle bei

voller Leistung gekocht, dann auskihlen gelassen und letztlich nochmals in PBS gewaschen. Es
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wurden alle pH-Werte ausprobiert, da zuvor beschrieben wurde, dass sich die Proteine bei
unterschiedlichen pH-Werten auch unterschiedlich verhalten: beim Erhitzen werden
Methylenbriicken gespalten und Polypeptidketten exponieren ihre hydrophoben Regionen. Beim
Abkuhlen kdnnen sich die Polypeptide wieder zusammenfalten. Hierbei sind die verschiedenen pH-
Werte wichtig: bei pH 3 und 9 scheinen hydrophobische Anziehung und elektrostatische AbstofRung
sich so die Waage zu halten, dass es kaum zu Verflechtungen der Proteine kommt. Bei pH 6 jedoch,
scheinen ionische und hydrophobische Kréfte zusammenzuwirken, und so eine Verwirrung der
Polypeptide und somit der Antigene zu beginstigen (Yamashita 2007). Die Berechtigung auch bei
Oberflachenproteinen eine Antigendemaskierung zu versuchen, sehen die Autoren darin, dass auch
diese von benachbarten Proteinen «bedeckt» sein konnen. Alternativ zur Mikrowellenbehandlung
wurde die Wérmeenergie anhand eines auf 97 °C aufgeheizten Ofens aufgebracht, in welchem die
Schnitte in dem jeweiligen Puffer fiir 30 min erhitzt wurden.

Nach eventueller Vorbereitung, wie oben beschrieben, wurden die Schnitte mit einem Fettstift
umrandet, um ein Ubertreten der Flissigkeiten zu verhindern. Es folgte das einstindige Blocken mit
einer Blockierungsldsung, welches den Zweck hat, eine unspezifische Bindung von Antikérpern oder
anderen Substanzen an das Gewebe zu vermeiden. Dies ist auch bei Antikérpern mit hoher Spezifitat
zum Antigen notig. Daraufhin wurde die Blockierungsldsung abgesaugt und das Gewebe mit dem
Primarantikorper (in jeweiliger Konzentration in PBS-S angesetzt) in einer befeuchteten Kammer
inkubiert fur eine Dauer von ca. 12 Stunden (Uber Nacht). Die Verdiinnung der Antikorper ist Tabelle
2.2 zu entnehmen.

Am néchsten Tag folgte das Waschen der Obijekttrager in 1x PBS fir 3-mal 10 min, um nicht
gebundene Antikorper zu entfernen. Somit sind die Objekttrager mit den Geweben bereit fur die
Inkubation mit den Sekundarantikérpern (Verdiinnung in Tab. 2.3 angegeben); diese erfolgte fir 1
Stunde wiederum in einer befeuchteten Kammer, in dunkler Lagerung diesmal da die
Sekundarantikdrper photosensibel sind. Im Anschluss erfolgte eine weitere Waschung in 1xPBS fur
3-mal 10 min. Um die DNA und somit die Zellkerne besser darzustellen wurde dann eine 10-
minitige Farbung mit DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol, welches an die kleine Furche der DNA
bindet, bevorzugt an AT-reichen Stellen (Wilson W. 1990)) durchgefihrt. Es folgte eine erneute
Waschung fur 3-mal 10 min in 1xPBS und anschlieend eine Fixation fur 10 min in 4% PFA. Dies
erfolgte unter dem Abzug. Nach einer letzten Waschung fiir 3-mal 10 min in 1XxPBS wurden die
Schnitte eingedeckt, hier mit Mowiol in der Regel. Um die Fluoreszenz FITC-gekoppelter
Antikdrper zu verbessern, wurden die entsprechenden Objekttrager mit gepuffertem Glycerol
eingedeckt; um das Mikroskopieren zu erleichtern, wurden hierbei die Ecken der Objekttréger mit
handelstiblichem Nagellack versiegelt.

Fur negativ-Kontrollen wurde anstelle des Primérantikdrpers mit reinem PBS-S inkubiert. Der

restliche Vorgang ist identisch.
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2.12 Auswertung
2.12.1 Trachea-Schnitte

Bei der Trachea wurde nur das mittlere entnommene Segment (Knorpelspangen 5-8) geschnitten und

ausgewertet. Es wurden Schnittserien angefertigt wie in Abb. 2.2 fur die Lungenschnitte gezeigt; aus
Griuinden der Ubersichtlichkeit wurde eine solche Abbildung fur Tracheaschnitte nicht angefertigt.
Der Abstand zwischen zwei Schnitten auf einem Objekttrager betrug demnach immer 200 pm.

Die Zahlung der verschiedenen Zellen in der Trachea wurde flir jeden Schnitt einzeln unter dem
Fluoreszenzmikroskop durchgefuhrt und dokumentiert. Es wurden fir jeden Antikérper pro Tier 5
Schnitte ausgewertet. Statistisch ausgewertet wurden letztlich die Zahl der neutrophilen
Granulozyten, dendritischen Zellen und der Biirstenzellen. Das Vorkommen der durch die anderen
Antikdrper (Tab. 2.2) markierten Epitope wurde qualitativ analysiert. Von der Arbeitsgruppe von
Professor Flockerzi aus dem Institut fur klinische und experimentelle Pharmakologie der Universitat
des Saarlandes erhielten wir einen Antikdrper gegen den TRPM5-Kanal (TRPM5-794 affi): zur
priméren ldentifizierung der TRPMb5-positiven Birstenzellen in  Wildtypen wurden die
Tracheaschnitte mit diesem Antikorper gefarbt. Um die Birstenzellen auch bei den TRPM57-
M@ausen darzustellen, war ein anderer Burstenzellmarker nétig. Hierzu wurde ein AntikOrper gegen
die double-cortin-like Kinase (DCAMKL1) genutzt, welche auch in Nervenfasern zu finden ist. Die
Trachea-Schnitte wurden in Hinblick auf dendritische Zellen mit CD11c als Marker (Manicone et al.
2009) und auf neutrophile Granulozyten mit Ly6G als Marker (Logu et al. 2017) ausgezahlt.

Zur Darstellung des Komplementsystembestandteils C3 in der Trachea wurde dieser mittels
Immunhistochemie dargestellt (siehe Tab. 2.2). Um eine mdglichst objektive Beurteilung zu
ermoglichen, wurden die Schnitte in einem Arbeitsgang gefarbt, natiirlich mit derselben Verdinnung
des Antikdrpers, und mit der gleichen Belichtungszeit im Cy3-Kanal fotografiert. Bei einer
Verdlnnung des Antikérpers von 1:3200 in PBS-S wurde bei 10-facher Objektivvergréfierung mit
400 ms Belichtungszeit fotografiert und bei 20- und 40-facher ObjektivvergréBerung mit 160 ms in
Cy3. Dies wurde so festgelegt, dass bei den Kontroll-Geweben nur ein minimales Signal sichtbar
war. Zur Quantifizierung wurde dann eine Flache von 5000 pm? auf dem trachealen Epithel und der

Lamina propria umrandet und die mittlere Cy3-Fluoreszenz-Intensitat gemessen.

2.12.2 Lungen-Schnitte

Die Lungen wurden nach demselben Prinzip (Abb. 2.2) geschnitten, hier wurden aufgrund der GroRe

des Organs 2 Schnitte pro Objekttrager aufgenommen.
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Abbildung 2.2: Schnittreihe der Lunge. Hier sind 10 Objekttrager dargestellt, es wurden jedoch so viele
Objekttrager geschnitten, wie es unter Einhaltung der 200 um Abstand zwischen zwei Schnitten eines
Obijekttragers moglich war.

Bei der Féarbung der Schnitte wurden verschiedene Antikorper genutzt, und die Ergebnisse qualitativ
und/oder quantitativ ausgewertet (Tab. 2.2).

Wie auch die Tracheen wurden die Lungenschnitte mit einem Marker (Ly6G) fiir neutrophile
Granulozyten gefarbt und die positiven Zellen gezéhlt und statistisch ausgewertet.

B-Lymphozyten wurden in der Lunge mit einem Antikdrper gegen CD45R/B220 (George et al. 1994;
Hathcock et al. 1992) und T-Lymphozyten mit einem CD3-Antikdrper (Bahmani et al. 2018; Solleti
et al. 2016) geférbt. Die Schnitte wurden wie unten beschrieben gescannt und ausgezahit.

Die Zahlung der neutrophilen Granulozyten, B-Lymphozyten und T-Lymphozyten in der Lunge
wurde anhand von eingescannten (Axio Scan.Zl, AG Prof. Ulrich B6hm, experimentelle
Pharmakologie, und AG Prof. Kirchhoff, molekulare Physiologie, Universitat des Saarlandes)
Lungenschnitten durchgefiihrt. Die generierten Bilder wurden mit einem Gitter (berlagert im
Bildbearbeitungsteil des Programms (Zen 2.3, Image processing). Mithilfe dieses Gitters wurden
dann einzelne Felder ausgezahlt. Hierbei wurde nach einem konkreten Muster vorgegangen: gezahlt
wurde jedes 6. Feld (nur in Reihen mit mindestens 6 Feldern), wenn 2 Felder in Folge zu mehr als
der Halfte aus Luft/Bronchus bestanden wurde das zweite Ubersprungen und das néchste Feld
gezdhlt, insgesamt wurden 40 Felder pro Tier gezahlt. Die Grofie eines solchen Feldes betrug
312.130 pm? (686 x 455 um). Lungenfliigel, welche zu klein waren, um nach den beschriebenen
Kriterien gezéhlt zu werden, wurden nicht ausgezéhlt und gingen nicht mit in die Auswertung ein,
da solche Schnitte offenbar an zu peripheren Stellen der Lunge entstanden sind und somit nicht
vergleichbar wéren. Um Verdnderungen der Immunaktivitat in der Lunge darzustellen, wurden
zundchst die neutrophilen Granulozyten ausgezahlt. Zellen wurden in der Auswertung
aufgenommen, wenn der Zellkern angeschnitten war. Die Entscheidung, ob es sich um einen
neutrophilen Granulozyten handelt, wurde wesentlich anhand der Kernfarbung durch DAPI
getroffen. In Abb. 2.3 soll beispielhaft dargestellt werden, welche Zellen als Neutrophile erachtet
wurden und welche nicht.

Das selbe VVorgehen wurde bei den B- und T-Lymphozyten angewandt.

Bei den T-Lymphozyten war die Anzahl an gezéhlten Késtchen 12 Kastchen pro Tier gezéhlt, sodass

pro Gruppe 48 Werte ermittelt wurden. Dadurch war eine gute statistische Auswertung moglich.
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Abbildung 2.3: Beispielhafte Darstellung von gezéhlten (weiRe Pfeile) bzw. nicht gezahlten (rote Pfeile)
Neutrophilen Granulozyten anhand eines Ausschnittes eines Lungen-Scans.

2.13 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programms GraphPad Prism 8. Die Daten wurden
zunéchst auf Normalverteilung Uberprift anhand des Kolmogorov-Smirnov-Tests oder Shapiro-
Wilk-Tests. Normalverteilte Werte wurden dann mit einem One-Way ANOVA-Test auf signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen uberprift, gefolgt von Dunnett’s multiplen
Vergleich-Tests. Hierbei wurden nur die interessierenden Vergleiche errechnet, um die Genauigkeit
zu verbessern. Nicht normalverteilte Werte wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test auf signifikante
Unterschiede geprift. Der direkte Vergleich zwischen zwei einzelnen Gruppen erfolgte bei
normalverteilten Datensétzen anhand des ungepaarten t-Tests und als non-parametrische Alternative
anhand des Mann-Whitney-Tests. P< 0.05 wurde als statistisch signifikant erachtet.

Um Ausreiller aufzudecken wurde zunachst der ROUT-Test mit Q=1% durchgefiihrt. Die Werte fir
die Korrelationsanalyse wurden pro Tier gemittelt und dann den entsprechenden Tieren zugeordnet.
Ein Ausreil3er wurde der Spezifitat wegen mittels Grubbs Test (a=0,05) identifiziert.

Die Korrelationsanalysen wurden mithilfe von IBM SPSS Statistics 26 durchgefihrt. Hierzu wurden

zunéchst verschiedene Merkmale definiert (Tab. 2.7).

Merkmal Auspragungen Skalenniveau
Maus-Nummer 1-39 Nominal Qualitativ
Intervention 1, 3, 7d, Den., Vehikel- | Nominal Qualitativ

u. Kontrollgruppe

Burstenzell-Zahl Zellen [ Trachearing Metrisch/stetig Quantitativ
Neutrophilen-Zahl Zellen [ Trachearing Metrisch/stetig Quantitativ
Zahl der dendr. Zellen | Zellen / Trachearing Metrisch/stetig Quantitativ

Tabelle 2.7: Ubersicht Giber die Untersuchten Merkmale, deren Auspragungen und ihr Skalenniveau

Zunichst sollte ein korrelativer Zusammenhang zwischen der Anzahl an Biirstenzellen und der
Anzahl an neutrophilen Granulozyten untersucht werden. Es wurden alle vorhandenen Daten zu den
insgesamt 39 Versuchstieren miteinbezogen. Pro Tier wurden urspriinglich 5 Werte fir jeden Zelltyp

erhoben. Um die Analyse hier Ubersichtlicher zu gestalten wurden diese 5 Werte fiir jedes Tier
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gemittelt. Fehlende Daten wurden mit einem Punkt gekennzeichnet, und flossen nicht in die
Auswertung mit ein. Hierbei wurde die Anzahl der neutrophilen Granulozyten als abhéangige
Variable definiert und die Anzahl der Burstenzellen als unabhéngige Variable. Bei beiden Variablen
handelt es sich um eine metrische und dementsprechend quantitative Variable.

Um eine Ubersicht uiber die Anzahl der Tiere pro Versuchsgruppe zu geben wurde Tabelle 2.8
erstellt.

Anzahl als
Anzahl Spalten (%)

Gruppe  WT OE
KO OE
WT 1d PBS
KO 1d PBS
WT 1d DEN
KO 1d DEN
WT 3d DEN
KO 3d DEM
WT 7d DEN 10,3%
KO Td DEM 10,3%
Gesamt 35 100,0%

7,7%
7,7%
7,7%
7,7%
12,8%
15,4%
10,3%
10,3%

o R = R R I ]

Tabelle 2.8: Gruppen-Verteilung der Versuchstiere (OE: Organentnahme, keine Vorbehandlung der Tiere)

Des Weiteren erfolgte eine deskriptive Statistik sowie eine bivariante Analyse mittels
Streudiagramm. Gegebenenfalls wurde nachfolgend eine lineare Regression mit Berechnung des
Korrelationskoeffizienten nach Pearson auf einem Signifikanzniveau von 0,01 (2-seitig)
durchgefuhrt.

Im Folgenden werden den blichen Standards entsprechend nicht signifikante (p>0,05) Unterschiede
mit ,,ns*“ gekennzeichnet, Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 mit ,,**, Unterschiede mit einem p-
Wert < 0,01 mit ,,*** und Unterschiede mit einem p-Wert < 0,001 mit ,,***“, Nicht signifikante
Unterschiede zwischen Gruppen werden nur dann mit ,,ns“ gekennzeichnet, wenn dies von
besonderer Relevanz ist. Ansonsten werden samtliche, in den entsprechenden Abbildungen
darzustellende, signifikanten Unterschiede wie oben beschrieben gekennzeichnet. Eine fehlende

Kennzeichnung bedeutet also, dass hier kein signifikanter Unterschied besteht.
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3. Ergebnisse

Die Tracheen wurden histologisch ausgewertet wobei besonderer Wert auf die Qualitat der Schnitte
gelegt wurde. Bei den angefertigten Serienschnitten in oben beschriebener Technik erzielte ich
Tracheaschnitte mit durchgehend am Stroma anliegendem Epithel (siehe Abb. 3.1, A). Diese
Strukturintegritat ist die Voraussetzung fir eine adaquate Zahlung der verschiedenen Zelltypen. Eine

Ubersicht der fiir die vorliegende Arbeit relevanten Strukturen ist in Abb. 3.1 zusammengefasst.

Abbildung 3.1: Trachea-Schnitt mit IHC gegen Lectin in 5-facher (A) und 20-facher (B) Vergroferung. Lu.:
Lumen. Ep.: Epithel. G.: GefaR. BM: Basalmembran. LP: Lamina propria. Cart.: Cartilago trachealis. Adv.:
Adventitia

3.1 Zahl der Birstenzellen in der Trachea

Um Veranderungen der Birstenzellzahl zu erkennen, wurden die Tracheaschnitte
immunhistochemisch behandelt (Abb. 3.2). Diese Farbungen dienten als Grundlage flr die weiter
unten aufgefiihrten quantitativen Ergebnisse.

A B C

e e

Abbildung 3.2: Immunhistochemie der Tracheen aller Gruppen, DCAMKL1 (gelb, Cy3) und DAPI (blau). A-
E: TRPM5**, A"-E": TRPM5. Von A-E bzw. von links nach rechts sind Biirstenzellen folgender Gruppen
abgebildet: Kontrollgruppe, Vehikelgruppe, 1d Denatonium (Den.), 3d Den., 7d Den.. Pfeile: Birstenzellen.
Die Burstenzellen konnten in allen Gruppen mit einer &hnlichen Morphologie dargestellt werden.

46



Um die Zahlung der Biirstenzellen auch bei den TRPM5”-Tieren zu ermdglichen, wurden die
Schnitte mit einem DCAMKL1-Antikdrper gefarbt.

Anfangs wurden Schnitte beider Mausstimme mit einem Antikorper gegen den TRPM5-Kanal
gefarbt, wobei sich das erwartete Ergebnis zeigte. Die TRPM5”-Tiere wiesen Kkeine

Immunreaktivitat auf den in Tab. 2.2 genannten Antikorper auf, wahrend bei den TRPM5**-Tieren

Biirstenzellen klar zu identifizieren waren (Abb. 3.3).

Abbildung 3.3: Immunhistochemie mit dem TRPMS5-794-Antikorper (affinitatsgereinigt, V. Flockerzi),
Trachea (Maus). A. TRPM5**-Tier mit positiven Birstenzellen in gelb. B. TRPM5™-Tier ohne Fluoreszenz
nach der Farbung mit demselben Antikorper.

3.1.1 Vergleich der TRPM5*"*- und TRPM5”"-Tiere

Die Werte der Burstenzellzahlungen in der Trachea wurden zunéchst mithilfe des Shapiro-Wilk-

Tests auf Normalverteilung gepruft. Hierbei zeigte sich eine Normalverteilung in allen
Versuchsgruppen. Daher wurde die weitere Analyse mit dem One-way-ANOVA Test und Dunnett’s
multiple comparisons test fortgefthrt.

Im direkten Vergleich der TRPM5**-Tiere und der TRPM57-Tiere zeigte sich kein signifikanter

Unterschied zwischen den verschiedenen Mausstdmmen am jeweiligen Tag (Abb. 3.4).
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Abbildung 3.4: Auftragung der Einzelwerte der DCAMKL1-positiven Zellen pro Trachearing, alle
Versuchsgruppen. Dunnett’s multiple Vergleichtests mit p<0,05 als signifikant.

Zundchst interessierte uns, ob die alleinige operative MalRnahme mit reiner Vehikelinhalation (ohne
Denatonium) zu einer Veranderung der Birstenzellzahl fiihrt. Weder bei den TRPM5-Tieren noch
bei den Wildtypen konnte ein signifikanter Unterschied (p>0,999 jeweils) zwischen der reinen

Kontrollgruppe ohne jegliche MalRnahme und der Vehikelgruppe gezeigt werden (Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5: Keine Auswirkung der reinen Vehikelinhalation auf die Burstenzellzahl der Trachea
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3.1.2 Zeitlicher Verlauf bei TRPM5**-Tieren

Bei den Wildtypen wurde ein signifikanter Unterschied (p=0,0064) zwischen der Gruppe mit reiner

Vehikelgabe und der Denatonium-3-Tages-Gruppe (Abb. 3.6, A) festgestellt. Dieser Unterschied
verdeutlicht die Zunahme der Anzahl an Birstenzellen (um 89% nach 3 Tagen im Vergleich zur
Vehikelgruppe) bei den Wildtypen uber 3 Tage hinweg. Zwischen der 1-Tages-Denatoniumgruppe
und der 3-Tages-Denatoniumgruppe selbst fand sich kein signifikanter Unterschied (p=0,8376). Am
7. Tag blieb die Zahl der Zellen unverandert zum Tag 3 (p=0,9746).
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Abbildung 3.6: zeitlicher Verlauf der Anzahl an Biirstenzellen bei (A) TRPM5**- und (B) TRPM5™-Tieren

3.1.3 Zeitlicher Verlauf bei TRPM5™-Tieren

Im Gegensatz zu den Wildtypen fand sich kein Anstieg in der Anzahl der Birstenzellen am 3. Tag

nach Stimulation im Vergleich zur Vehikelgabe (p>0,999) (Abb. 3.6, B). Hier wurde zwischen keiner
der Gruppen ein signifikanter Unterschied gefunden. Die Vehikelgruppe unterschied sich nicht
signifikant von der 1-Tages-Denatoniumgruppe (p=0,9997) sowie von der 7-Tages-

Denatoniumgruppe (p=0,9845).

3.2 Zahl der neutrophilen Granulozyten in der Trachea

3.2.1 Immunhistochemische Darstellung der neutrophilen Granulozyten

Um einen wichtigen Parameter der neurogenen Entziindung zu erforschen, wurden die neutrophilen

Granulozyten im trachealen Gewebe dargestellt (Abb. 3.7).
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Abbildung 3.7: Markierung von Ly6G (gelb, Cy3) auf Trachea-Schnitten, DAPI (blau). A-E: TRPM5**-, A”-
E: TRPM5”. Von links nach rechts sind respektive folgende Gruppen abgebildet: Kontrollgruppe,
Vehikelgruppe, 1d Den., 3d Den., 7d Den.. Aufféllig ist hier die anndhernde Abwesenheit von Neutrophilen in
den 3-Tages-Gruppen (D und D").

In der Kontrollgruppe und Vehikelgruppe war kein merklicher Unterschied zwischen TRPM57-
Tieren und Wildtypen zu sehen (vgl. Abb. 3.7 und 3.8). Ein Tag nach Denatoniuminjektion war ein
leichter, statistisch jedoch nicht relevanter Anstieg in der Zahl der Neutrophilen zu beobachten, und
zwar bei beiden Mausstammen. Besonders auffallig war der starke Abfall der Neutrophilen-Zahlen
nach drei Tagen, welcher ebenfalls bei beiden Mausstammen zu beobachten war, statistisch jedoch
etwas starker ausgepragt bei den TRPM5**-Mausen. An Tag 7 ist ein starker erneuter Anstieg der
Neutrophilen-Zahlen besonders bei den TRPM5”-Mausen zu vermerken, in geringerer Auspragung
jedoch auch bei den TRPM5**-Mausen.

3.2.2 Vergleich der TRPM5**- und TRPM5-Tiere

Zuné&chst wurden die Werte der Neutrophilenzéhlungen auf Normalverteilung geprift. Nach dem

Kolmogorov-Smirnov-Test und dem Shapiro-Wilk-Test waren nur die Kontrollgruppe, die
Vehikelgruppe und die 7-Tages Gruppe des TRPM5”-Mausstamms normalverteilt. Aus diesem
Grund wurde der Kruskal-Wallis-Test gefolgt von Dunnett’s multiplen Vergleichstests durchgefihrt
(Abb. 3.8). Zudem wurde eine AusreiRer-Analyse mittels ROUT- und Grubbs-Test durchgefihrt. 5
Ausreiller-Werte wurden identifiziert und als solche markiert. Zwischen den Kontrolltieren beider
Mausstdmme zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p>0,999), ebenso bei den Tieren der
Vehikelgruppe (p>0,999). Des Weiteren bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den
Mausstdmmen ein Tag nach Denatoniuminhalation (p=0,0707). Nach 3 Tagen fanden sich bei den
TRPM5-Tieren 61% mehr Neutrophile als bei den Wildtypen (p>0,999 in Dunnett’s Test) und nach
7 Tagen fanden sich nahezu 100% mehr Neutrophile bei den TRPM57-Tieren (p>0,999 in Dunnerr’s

Test). Nach 3 (p = 0,0424) und 7 (p = 0,0125) Tagen zeigte sich aber im direkten Vergleich mittels
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Mann-Whitney-Test ein signifikanter Unterschied zwischen den TRPM5”-Tieren und den
Wildtypen.
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Abbildung 3.8: Vergleich der Anzahl an neutrophilen Granulozyten aller Versuchsgruppen. Dunnett’s multiple
Vergleichtests mit p<0,05 als signifikant.

Wie auch bei der Auswertung der Burstenzellzahlen interessierte uns hier die potenzielle
Auswirkung der operativen MaBnahme und der Vehikelinhalation auf die Entstehung einer
neurogenen Entzindung in der Trachea. Hier zeigte sich, dass kein signifikanter Unterschied
zwischen der Gruppe nach einer reinen Organentnahme und der Vehikel-behandelten Gruppe besteht
(Abb. 3.9).
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Abbildung 3.9: Quantifizierung der neutrophilen Granulozyten in der Trachea. Keine Auswirkung der reinen
operativen MaRRnahme auf die Zahl der neutrophilen Granulozyten in der Trachea.
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3.2.3 Zeitlicher Verlauf bei TRPM5**-Tieren

Auler dem Vergleich zwischen den Mausstammen wurden ebenfalls die verschiedenen

Versuchsgruppen innerhalb eines Mausstamms, hier den TRPM5**-Tieren (Abbildung 3.10 A),
miteinander verglichen. Hierbei fand sich zwischen den Denatoniumgruppen und der Vehikelgruppe
kein Unterschied (1 Tag Den.: p>0,999, 3 Tage Den.: p>0,999, 7 Tage Den.: p=0,8084).

Ein signifikanter Unterschied (p = 0,0018) in Dunnett’s multiplen Vergleichtests besteht zwischen
der 3-Tages und der 7-Tages Gruppe. Am siebten Tag finden sich anndhernd sechs Mal so viele
Neutrophile wie am dritten Tag.
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Abbildung 3.10: zeitlicher Verlauf der Anzahl an neutrophilen Granulozyten bei (A) TRPM5**- und (B)
TRPM5™-Tieren.

3.2.4 Zeitlicher Verlauf bei TRPM5™-Tieren

Bei den TRPM5”-Tieren wurden besonders gegen Ende des Versuchsaufbaus mehr Neutrophile

rekrutiert als bei den Wildtypen. Nach sieben Tagen fanden sich bei den TRPM5-Tieren im Mittel
doppelt so viele neutrophile Granulozyten in der Trachea wie bei den TRPM5**-Tieren. Es bestand
kein Unterschied zwischen der Vehikelgruppe und der 1-Tages-Denatonium-Gruppe (p > 0,999),
ebenso wie im Vergleich der Vehikelgruppe mit der 3- (p>0,999) und 7-Tages-Denatonium-Gruppe
(p=0,2148).

Es fand sich hier ebenso wie bei den Wildtypen ein signifikanter Unterschied (p = 0,003) in Dunnett’s

Vergleichstests zwischen der 3-Tages und der 7-Tages Gruppe.
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3.3 Zahl der dendritischen Zellen in der Trachea

3.3.1 Immunhistochemische Darstellung der dendritischen Zellen

Dendritische Zellen spielen essentielle Rollen im Immunsystem der Atemwege, weshalb auch ihr
Vorhandensein untersucht wurde. Allgemein konnte eine vermehrte Ansammlung der dendritischen
Zellen im Bereich des Paries membranaceus beobachtet werden. Ansonsten zeigte sich eine gréRere
Anzahl an dendritischen Zellen besonders in den 1- und 3-Tages Denatoniumgruppen, wahrend die
Kontrollgruppen die geringste Zahl an CD11c-positiven Zellen aufwiesen.
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Abbildung 3.11 Darstellung der dendritischen Zellen (CD11c-positiv, gelb, Cy3); DAPI (blau) und GFP-
Autofluoreszenz (griin). A-E: TRPM5"*-Tiere. A-E: TRPM5"-Tiere. A-A": Kontrollgruppe. B-B’:
Vehikelgruppe. C-C": 1d-Den.-Gruppe. D-D": 3d-Den.-Gruppe. E-E": 7d-Den.-Gruppe.
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3.3.1 Vergleich der TRPM5**- und TRPM5"-Tiere

Die Werte der Z&hlung wurden auf Ausreiler mittels Grubb’s Test analysiert. Ein Wert wurde als

Ausreilder identifiziert und in Prism als solcher gekennzeichnet. Die nachfolgende Analyse auf
Normalverteilung mithilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests sowie des Shapiro-Wilk-Test zeigte eine
Normalverteilung bei allen Versuchsgruppen. Daher wurde die Analyse mit einem One-Way
ANOVA und Dunnett’s multiplen Vergleichtest fortgefuhrt.

Es zeigte sich bei keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Mausstammen (Abb. 3.12). Anders sah es im t-Test aus: hier zeigt sich ein signifikanter Unterschied
in der Anzahl an dendritischen Zellen zwischen den 1-Tages-Denatoniuum-Gruppen beider
Mausstamme (p=0,032). Sowohl bei den TRPM5**-Mausen als auch bei den TRPM5-Tieren stieg

die Zahl der dendritischen Zellen im Verlauf, und fiel zwischen Tag 3 und Tag 7 wieder ab.
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Abbildung 3.12: Auftragung der Einzelwerte der CD11c-positiven Zellen pro Trachearing, alle
Versuchsgruppen. Dunnett’s multiple Vergleichtests mit p<0,05 als signifikant.

Da bei der Ubersichtsdarstellung und dem direkten Vergleich der beiden untersuchten Mausstamme
in den jeweiligen Gruppen keine merklichen Unterschiede auftraten, ist die Auswertung des
zeitlichen Verlaufs der Mausstdmmen einzeln nun umso wichtiger.

Hier zeigte sich weder bei den Wildtypen noch bei den TRPM5”-Tieren ein signifikanter
Unterschied (Abb. 3.13) zwischen der Kontrollgruppe und der Vehikelgruppe.
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Abbildung 3.13: Keine Auswirkung der reinen operativen MaRRnahme auf die Zahl der dendritischen Zellen in
der Trachea

3.3.2 Zeitlicher Verlauf bei TRPM5**-Tieren
Es konnte ein signifikanter Unterschied (p = 0,0451) zwischen der Vehikelgruppe und der 3-Tages

Denatoniumgruppe festgestellt werden (Abb. 3.14). Nach drei Tagen finden sich in der Tat im Mittel
136% mehr dendritische Zellen als ein Tag nach Vehikelinhalation. Zwischen der Vehikelgruppe
und der 1-Tages-Denatoniumgruppe (p=0,8519) bzw. der 7-Tages-Denatoniumgruppe (p=0,8142)
konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Im direkten Vergleich mittels t-Test
fanden sich ausgepragtere Signifikanzen. So besteht ein Unterschied zwischen der Vehikelgruppe
und der 3-Tages- (p=0,002) und 7-Tages-Denatonium-Gruppe (p=0,012).
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Abbildung 3.14: zeitlicher Verlauf der Anzahl an dendritischen Zellen bei (A) TRPM5**- und (B) TRPM57--
Tieren
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3.3.3 Zeitlicher Verlauf bei TRPM5™-Tieren

Die Zunahme der dendritischen Zellen zwischen der Vehikelgruppe und der 3-Tages

Denatoniumgruppe war hier, im Gegensatz zu den Wildtypen, nicht signifikant (p = 0,6034). Im t-
Test hingegen zeigt sich auch hier ein Unterschied zwischen Vehikel- und 3-Tages-Denatonium-
Gruppe (p=0,016). So zeigten sich auch in der genaueren Betrachtung 94% mehr dendritische Zellen
in der 3-Tages-Gruppe als in der Vehikelgruppe. Zwischen der Vehikelgruppe und der 1-Tages-
Denatoniumgruppe (p>0,999) bzw. der 7-Tages-Denatoniumgruppe (p>0,999) konnte kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Zwischen der 1-Tages- und 3-Tages-
Denatoniumgruppe hingegen konnte ein schwach signifikanter Unterschied nachgewiesen werden
(Abb. 3.14, B. und p=0,0496).

3.4 Weitere Immunzellen in der Trachea: Makrophagen und B-Lymphozyten

3.4.2 B-Lymphozyten in der Trachea

Bei der Farbung der Lungen mit dem Antikorper gegen CD45R, mit welchem in der vorliegenden
Arbeit die B-Lymphozyten dargestellt wurden, fielen besonders perihilar stark positive
Lymphknoten auf (Abb. 3.15). Diese kdnnen als positiv-Kontrolle fiir diese Farbungen dienen.

200 pm

Abbildung 3.15: perihilarer Lymphknoten, Antikdrper gegen CD45R (Cy3, orange)

Es zeigte sich anhand von Farbungen mittels CD45R-Antikdrper eine geringe Anzahl von B-
Lymphozyten in den Trachea-Schnitten aller untersuchten Gruppen. Leicht vermehrt schienen die
B-Lymphozyten auf den Schnitten der Wildtyp-Tiere sieben Tage nach Inhalation von Denatonium.
Es wurden nirgends follikelartige Ansammlungen von B-Lymphozyten gesehen. Aufgrund der sehr
geringen Anzahl von B-Lymphozyten in der Trachea tber alle Gruppen hinweg wurde von einer

statistischen Auswertung abgesehen.
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Abbildung 3.16: IHC an Trachea-Schnitten beider Mausstdimme. CD45R in Cy3 (gelb) und DAPI (blau). A-E:
TRPM5**-Tiere. A"-E": TRPM57-Tiere. A-A”: Kontrollgruppe. B-B": Vehikelgruppe. C-C”: 1d-Den.-Gruppe.
D-D": 3d-Den.-Gruppe. E-E": 7d-Den.-Gruppe. Auffallig ist die héhere Anzahl an B-Lymphozyten bei dem
Wildtyp der 7-Tages-Gruppe.

3.4.3 Makrophagen in der Trachea

Es wurde primér versucht, Makrophagen mithilfe des klassischen Makrophagen-Markers F4/80 zu
markieren. Hierbei gab es Schwierigkeiten hinsichtlich der Antikérper-Qualitat einer neuen
Antikdrpercharge. In Abbildung 3.17 ist der Vergleich zwischen dem alten und dem neuen Lot zu

sehen. Bei beiden Farbungen wurden die Gewebeschnitte vergleichbar behandelt.

Altes Lot (Nr. GR3193075-3) 1:200 Neues Lot (Nr. GR3263883-27) 1:200

Abbildung 3.17: Lunge, ICH mit F4/80-Antikorper aus der friiheren Charge (links) und aus der neueren Charge
(rechts)

In Anbetracht dieser Umstdnde war eine weitere Farbung und Auswertung des Makrophagen-

Vorkommens nicht méglich.

3.5 Der Komplementsystembestandteils C3 in der Trachea

Das Komplementsystem interessierte uns als Teil des Immunsystems und Verkntpfungsstelle von
angeborener und erworbener Immunantwort. Daher wurde eine qualitative und quantitative
Beurteilung von immunhistochemisch geféarbten Schnitten (Abb. 3.18) durchgefthrt.
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Ein Tag nach Denatoniuminhalation war, im Vergleich zu dem entsprechenden TRPM5™-Gewebe,
bei dem untersuchten TRPM5**-Gewebe ein starkeres Signal (p<0,001, blaue Raute in Abb. 3.19)
im Bereich der Basalmembran zu sehen. Auch konnte bei den TRPM5**-Tieren eine signifikant
(p<0,001) starkere C3-Aktivierung nach Denatoniuminhalation gefunden werden, verglichen mit der

Vehikelinhalation.

Complement 3 Pt TRPMS5** 24h den

TRPM5- 24h den

Abbildung 3.18: Auswertung der Aktivitdt des Komplement-Faktors C3 (gelb) in der Trachea: eine
immunhistochemische Darstellung. Bei den TRPM5**-Tieren ist die Fluoreszenz im Bereich der
Basalmembran starker ausgepragt als bei den TRPM5™-Tieren.

%k %k %k
2;1000- .
S 800-
(=]
X i *
S 600 o _m
A |
7]
5 .;. %ég O
T 200- ° B
< n=4/20
(&) 0 T T T T
(4] O & O
9 | X9 ™

TRPM5*/* TRPM5*'*

Abbildung 3.19: Auswertung der Aktivitdt des Komplement-Faktors C3 (gelb) in der Trachea: eine
mikroskopische Quantifizierung. Es zeigte sich eine starker ausgepragte C3-Aktivitat bei den TRPM5**-
Tieren (blaue Raute: signifikanter Unterschied zwischen den TRPM5**- und TRPM5”--Tieren mit p<0,001).
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3.6 Priifung der Ergebnisse auf Korrelationen

Um herauszufinden, ob ein genereller Zusammenhang zwischen der Anzahl an Biirstenzellen und
der Anzahl an Immunzellen in der Trachea besteht, wurde mithilfe des Programms SPSS eine
Korrelationsanalyse durchgefihrt.

Die Nullhypothese, dass die Injektion von Denatonium keine Auswirkung auf die Biirstenzell-Zahl

in der Trachea hat, wurde bereits oben abgelehnt (siehe Kapitel 3.1).

3.6.1 Zusammenhang zwischen Birstenzellen und neutrophilen Granulozyten

In der Folge wurden anhand einer deskriptiven Statistik die Lage- und Streuungsmalie ermittelt.
Hierbei ergab sich ein Mittelwert von 7,64 Birstenzellen und von 8,71 Neutrophilen pro Trachea-
Ring. Da es sich bei beiden Variablen um quantitative Variablen handelt, wurde in der Folge ein
bivariante Analyse mittels Streudiagramm durchgefhrt.

Einfaches Streudiagramm von Neutros_m Schritt: BC_m
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Abbildung 3.20: Streudiagramm der Anzahl der neutrophilen Granulozyten (Neutros_m) in Bezug auf die
Anzahl an Burstenzellen (BC_m) pro Trachearing

Im Streudiagramm zeigte sich keine offensichtliche lineare oder anderweitige Korrelation. Um dies
zu Uberprifen wurde des Weiteren der Korrelationskoeffizient nach Pearson berechnet. Bei dieser
Analyse wurde kein linearer Zusammenhang ermittelt (Korrelationskoeffizient nach Pearson =
0,106).

3.6.2 Zusammenhang zwischen der Anzahl an Birstenzellen und der Zahl an

dendritischen Zellen

Es interessierte des Weiteren, ob eine vermehrte Zahl an Biirstenzellen im trachealen Epithel mit
einem hoheren Vorkommen an dendritischen Zellen korreliert. Der Mittelwert der dendritischen

Zellen lag bei 16,35 Zellen pro Trachea-Ring
60



Fur die weitere Auswertung wurde aufgrund der quantitativen Eigenschaften beider Merkmale erneut

ein Streudiagramm erzeugt. Ein Wert wurde als Ausreiler identifiziert und als solcher im Programm

SPSS gekennzeichnet.

Einfaches Streudiagramm von DendC_m Schritt: BC_m
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Abbildung 3.21: Streudiagramm der Anzahl der dendritischen Zellen (DendC_m) in Bezug auf die Anzahl an

Biirstenzellen (BC_m) pro Trachearing

In dem Streudiagramm zeigte sich eine Tendenz zu einer positiven Korrelation. Es wurde

demensprechend der Korrelationskoeffizient nach Pearson ausgerechnet.

Dieser betrug 0,481 auf einem Signifikanzniveau von 0,01 (2-seitig), was einem positiven linearen

Zusammenhang entspricht. In der Konsequenz wurde dann eine lineare Regression durchgefihrt.

Einfaches Streudiagramm von DendC_m Schritt: BC_m
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Abbildung 3.22: Streudiagramm mit linearer Regression
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Es konnte eine Gerade gebildet werden, mit der Formel y=4,98 + 1,49 * x.

Der Achsenabschnitt liegt also bei 4,98 und die Steigung bei 1,49. Daraus ergibt sich fur den
untersuchten Wertebereich, dass wenn sich die Anzahl der Blrstenzellen um 1 Biirstenzelle pro
Trachearing erhoht, sich die Anzahl der dendritischen Zellen um 1,49 pro Trachearing erhéht. Es

handelt sich hierbei um eine Korrelation und nicht um eine Kausalitét.

3.7 Neutrophile in der Lunge

3.7.1 Immunhistochemische Darstellung der neutrophilen Granulozyten in der Lunge

Neutrophile Granulozyten sind besonders in der Lunge wichtige sogenannte ,.first responder*
(Aulakh 2018). Daher interessierte uns ihr Vorkommen in der Lunge, mit méglichen Veranderungen
in Folge der Denatoniuminhalation. Um dies zu untersuchen, wurden wiederum
immunhistochemische Farbungen der Lungenschnitte aller Versuchsgruppen angefertigt (Abb.
3.23). Hierbei fielen Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen auf, insbesondere zwischen den
beiden Mausstdmmen ein Tag nach Denatoniuminhalation (Abb. 3.23 vgl. C und C"). Um diesen
Unterschied statistisch auszuwerten, wurden die neutrophilen Granulozyten im Lungengewebe

gezéhlt.
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Abbildung 3.23: neutrophile Granulozyten in der Lunge (Ly6G-positiv, gelb, Cy3); A-E: TRPM5**-Tiere. A’-
E": TRPM5"-Tiere. A-A": Kontrollgruppe. B-B": Vehikelgruppe. C-C": 1-Tages-Gruppe. D-D": 3-Tages-
Gruppe. E-E": 7-Tages-Gruppe. Gut zu sehen ist der Unterschied in der Denatonium-1-Tages-Gruppe: hier
finden sich mehr Neutrophile beim TRPM5-Tier (C*). In der 7-Tages-Gruppe hingegen sind beim Wildtyp
(E) mehr positive Zellen zu sehen.
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3.7.2 Vergleich der TRPM5**- und TRPM5--Tiere

Die Werte der Z&hlung wurden mittels des Kolmogorov-Smirnov Tests auf Normalverteilung

geprift. Das Ergebnis war variabel, normalverteilt waren folgende Gruppen: TRPM57-
Kontrollgruppe, sowie die Vehikel-, 3-Tages- und 7-Tages-Denatonium der Wildtypen. Neben der
Auswertung der deskriptiven Statistik wurde nun der Kruskall-Wallis-Test (signifikant mit p<0,0001
und Kruskal-Wallis statistic von 303,0) mit Dunnett’s Mehrfachvergleich durchgefihrt, um
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen aufzudecken.
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Abbildung 3.24: Vergleich der Anzahl an neutrophilen Granulozyten in allen Versuchsgruppen. Besonderes
Augenmerk wird hier auf den Vergleich zwischen den Mausstimmen gelegt. Dunnett’s multiple Vergleichtests
mit p<0,05 als signifikant.

Hier fiel auf, dass sowohl bei der reinen Organentnahme nach Perfusion als auch nach
Vehikelinhalation es zu keinem Unterschied zwischen den TRPM5**- und den TRPM57-Tieren kam
(Abb. 3.24). Wahrenddessen zeigte sich ein Tag nach Denatoniuminjektion eine im Mittel um 69%
gesteigerte Anzahl an Neutrophilen bei den TRPM5™-Tieren im Vergleich zu den Wildtypen
(p<0,001). 3 Tage nach Injektion glichen sich die Zahlen in beiden Gruppen anndhernd an, bis es
nach 7 Tagen wieder zu Unterschieden kam (p=0,001). Hier fanden sich bei den Wildtypen eine um
24% hohere Anzahl an Neutrophilen als bei den TRPM5™-Tieren.

3.7.3 Auswirkung der Vehikelinhalation auf die Anzahl an neutrophilen

Granulozyten in der Lunge

Bei beiden Mausstdmmen zeigte sich ein eindeutiger Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und
der Vehikelgruppe (Abb. 3.25). Bei den Wildtypen (Abb. 3.25, A) fand sich 1 Tag nach
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Vehikelinhalation eine um 45% hohere Anzahl an Neutrophilen (p<0,001) und bei den TRPM5™-
Tieren (Abb. 3.25, B) betrug diese Erhéhung in der Vehikelgruppe 61% (p<0,001).
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Abbildung 3.25: Auswirkung der Vehikelinhalation auf die Zahl der neutrophilen Granulozyten in der Lunge.
Bei beiden Mausstdmmen steigt die Zahl deutlich durch die Inhalation des Vehikels PBS.

3.7.4 Zeitlicher Verlauf bei TRPM5*"*-Tieren und TRPM5"-Tieren

Weiterhin wurden die Gruppen innerhalb eines Mausstamms miteinander verglichen. Die Streuung
der Werte zwischen den Wildtypen und den TRPM5™-Tieren unterschied sich (Abb. 3.26).
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Abbildung 3.26: Entwicklung der Neutrophilen-Zahlen in der Lunge im Zeitverlauf entsprechend dem
Mausstamm.

Besonders ein und drei Tage nach Denatoniuminjektion fand sich bei den TRPM5”-Tieren eine

relativ groRe Streuung, welche sich auch in deutlich erhohten Standardabweichungen und
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Standardfehlern des Mittelwerts wiederfand (siehe Anhang, Tab. 10.4). In diesem Zusammenhang
fand sich auch eine starkere Variabilitat der Zahlungen im zeitlichen Verlauf bei den TRPM5™-
Tieren. So fanden sich bei den Wildtypen keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Vehikelgruppe und der 1-Tages Denatoniumgruppe oder auch zwischen den 1-Tages und 3-Tages
Denatoniumgruppen. Bei den TRPM5™-Tieren hingehen finden sich hier signifikante Unterschiede
(Abb. 3.26): sowohl zwischen der Vehikel- und der 1-Tages-Denatoniumgruppe (p<0,001) als auch
zwischen der 1-Tages und der 3-Tages Denatoniumgruppe (p<0,001).

Der Unterschied zwischen der Vehikel-Gruppe und der 7-Tages Denatoniumgruppe war sowohl bei
den Wildtypen (p=0,0026) als auch bei den TRPM5™-Tieren (p=0,0349) signifikant. Dennoch fand
sich 7 Tage nach Denatoniuminjektion eine entgegengesetzte Entwicklung der Neutrophilen-Zahlen.
So blieben die Zahlen bei den TRPM5”-Tieren konstant mit leicht abfallender Tendenz, wahrend
bei den Wildtypen eine signifikante (p=0,002, zur 3-Tages Gruppe) Zunahme um 31% zu beobachten
war.

Bei beiden Mausstadmmen fand sich iber den gesamten Zeitverlauf eine Steigerung der Neutrophilen-
Zahlen in der Lunge. So stiegen die Zahlen bei den Wildtypen im Mittel um 80% (p<0,001) und bei
den TRPM5”-Tieren um 30% (p=0,005) zwischen der Kontroll-Gruppe, welche keinerlei
Intervention erhielt, und der 7-Tages Denatoniumgruppe (vgl. Abb. 3.25 zu 3.26).

3.7.5 Granula um neutrophile Granulozyten herum

Bei der Féarbung von neutrophilen Granulozyten, fielen ein Tag nach Denatoniuminjektion bei
TPRM5**-Tieren Granula-ahnliche Strukturen in der Peripherie der neutrophilen Granulozyten auf
(Abb. 3.27). Solche Strukturen konnten in anderen Gruppen nicht gesehen werden. Die Neutrophilen
wurden mit einem FITC-konjugierten Antikdrper gegen Ly6G geféarbt. Man erkennt kleine rundliche
Partikel um die Neutrophilen herum (Abb. 3.27).
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50 pm

Abbildung 3.27: Lunge, TRPM5**-Maus, IHC gegen Ly6G (FITC griin und Cy3 gelb) und DAPI (blau).
Abgebildet sind die beobachteten Granula, 1 Tag nach Denatoniuminhalation.
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3.7.6 Neutrophile Granulozyten im Bereich der Hauptbronchien

Im Bereich der Hauptbronchien wurde eine geringere Anzahl an Neutrophilen im Bereich zwischen
Epithel und Lamina propria festgestellt (Abb. 3.28), als zu erwarten war.

Abbildung 3.28: IHC der Lunge eines
Wildtyps ein Tag nach Denatonium-
inhalation. Zu sehen sind in griin (Ly6G-
FITC) Neutrophile, in rot GefédRe (CD31)
und in weil Nerven (PGP 9.5). Hier sind nur
sehr wenige Neutrophile zu sehen (Pfeile).

3.8 B-Lymphozyten in der Lunge

3.8.1 Immunhistochemische Darstellung der B-Lymphozyten in der Lunge

Als weiterer Parameter fur die Entziindungsaktivitat in der Lunge wurden die CD45R-positiven
Zellen identifiziert (Abb. 3.29) und dann auch quantifiziert.
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Abbildung 3.29: B-Lymphozyten der Lunge (CD45R-positiv, gelb, Cy3); A-E: TRPM5**-Tiere. A™-E":
TRPM5-Tiere. A-A”: Kontrollgruppe. B-B": Vehikelgruppe. C-C”: 1-Tages-Gruppe. D-D": 3-Tages-Gruppe.
E-E’: 7-Tages-Gruppe.
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3.8.2 Vergleich der TRPM5**- und TRPM5”-Tiere

Die Durchfiihrung des Kolmogorov-Smirnov-Tests ergab, dass ausschlieRlich die Vehikel-Gruppe

des TRPM5”-Mausstamms normalverteilt war. Fur die weitere Analyse wurde entsprechend der
Kruskall-Wallis Test verwendet mit Dunnett’s multiplen Vergleichtests.
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Abbildung 3.30: Vergleich der Anzahl an B-Lymphozyten in allen Versuchsgruppen. Besonderes Augenmerk
wird hier auf den Vergleich zwischen den Mausstdmmen gelegt. Dunnett’s multiple Vergleichtests mit p<0,05
als signifikant.

Eine starke Diskrepanz zwischen den B-Lymphozyten-Zahlen der reinen Kontrollgruppen (p<0,001)
wurde beobachtet (Abb. 3.30). So fanden sich bei den Wildtypen 84% mehr B-Lymphozyten als bei
den TRPM5”-Tieren. Auch am 3. (p<0,001) und 7. Tag (p=0,0061) nach der Inhalation zeigte sich
ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Mausstammen.

3.8.3 Auswirkung der Vehikelinhalation auf die B-Lymphozytenzahlen in der Lunge

Wie auch bei den zuvor beschriebenen Analysen untersuchten wir hier die Auswirkung der OP und
Vehikelinhalation selbst. Hierbei zeigt sich bei beiden Mausstdmmen eine deutliche Zunahme der B-
Zellen durch die Vehikelinhalation (Abb. 3.31).
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Abbildung 3.31: Auswirkung der operativen Maltnahme mit Vehikelinhalation auf die Zahl der B-
Lymphozyten in der Lunge. Bei beiden Mausstdmmen steigt die Zahl deutlich durch die Injektion des Vehikels
PBS.

3.8.4 Zeitlicher Verlauf bei TRPM5*"*-Tieren und TRPM5"-Tieren

Ab dem 3. Tag nach Denatoniuminhalation fanden sich hier bei den Wildtypen d&hnliche

Veranderungen wie bei den Neutrophilen-Zahlen (vgl. Abb. 3.26 und 3.32). So fanden sich drei Tage
nach Denatoniuminhalation bei den TRPM5-Tieren um 34% hohere Lymphozyten-Zahlen als bei
den Wildtypen. Nach sieben Tagen kehrte sich dieses Verhaltnis um und es fanden sich nun bei den
Wildtypen um 28% hohere Lymphozyten-Zahlen als bei den TRPM5™-Tieren (vgl. Abb. 3.30).
Diese Tendenz zur Umkehr des Mengenverhaltnisses fand sich auch bei den Neutrophilen in

schwécherer Auspragung.
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Abbildung 3.32: zeitlicher Verlauf der Anzahl an B-Lymphozyten nach Mausstdimmen separiert.
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Im direkten Vergleich (Abb. 3.32) zeigte sich, dass auch hier (wie bei den Neutrophilen) bei den
Wildtypen kein signifikanter Unterschied zwischen der Vehikelgruppe und der 1-Tages Denatonium
Gruppe bestand. Interessanterweise fand sich bei den TRPM5**-Tieren (und nicht bei den TRPM5
-Tieren) eine Steigerung der Lymphozyten um 42% zwischen dem 3. und 7. Tag nach
Denatoniuminjektion (p<0,001). Sowohl im Vergleich zur Vehikelgruppe (p<0,001) als auch zur 1-
Tagesdenatoniumgruppe (p=0,0385) fielen die B-Lymphozytenzahlen am 3. Tag nach
Denatoniuminhalation bei den Wildtypen. Wahrenddessen blieben die Zellzahlen bei den TRPM57-
-Tieren weitestgehend konstant, auch im Vergleich zur Vehikelgruppe (alle p-Werte > 0,999).

3.9 T-Lymphozyten in der Lunge

3.9.1 Immunhistochemische Darstellung der T-Lymphozyten in der Lunge

Um die adaptive Immunantwort im Rahmen unseres Versuchsaufbaus besser zu untersuchen und zu

verstehen, wurden die T-Lymphozyten in der Lunge markiert und quantifiziert (Abb. 3.33).
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Abbildung 3.33: immunhistochemische Darstellung der T-Lymphozyten (CD3, griin) in der Lunge von
TRPM5**- (A-E) und TRPM57-Miusen (A’-E’). A-A”: Kontrollgruppe. B-B": Vehikelgruppe. C-C": 1-Tages-
Gruppe. D-D": 3-Tages-Gruppe. E-E": 7-Tages-Gruppe. Hieraus wird die Zunahme der T-Lymphozyten bei
den TRPM5™-Tieren nach 7 Tagen ersichtlich.
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3.9.2 Auswirkung der Vehikelinhalation auf die T-Lymphozytenzahlen in der Lunge

Normalverteilt nach Kolmogorov-Smirnov waren alle Kontroll- und Vehikelgruppen sowie die
restlichen TRPM57-Gruppen. Zur weiteren Analyse wurde dementsprechend der Kruskal-Wallis-
Test mit Dunnets multiplen Vergleichstest verwendet und eine deskriptive Statistik durchgefihrt
(siehe Anhang, Tab. 10.6).

Sowohl bei den TRPM57- (p=0,2885) als auch bei den TRPM5**-Tieren (p>0,999) gab es keinen
signifikanten Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Vehikelgruppe (Abb. 3.34).
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Abbildung 3.34: die reine operative MaRnahme mit Vehikelinhalation hat keine Auswirkung auf die T-
Lymphozytenzahl in der Lunge.

3.9.3 Vergleich der TRPM5**- und TRPM5”"-Tiere

In den Kontrollgruppen, den Vehikelgruppen und der 1-Tages-Denatonium-Gruppe zeigten sich

keine wesentlichen oder signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Mausstammen. Sowohl in
den 3-Tages- und 7-Tages-Gruppen fanden sich aber signifikant hohere T-Zellzahlen bei den
TRPM5"-Tieren im Vergleich zu den TRPM5**-Tieren (Abb. 3.35). Beide Unterschiede stellten

sich mit p-Werten von jeweils < 0,001 als hochsignifikant heraus.
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Abbildung 3.35: Vergleich der Anzahl an T-Lymphozyten in allen Versuchsgruppen. Besonderes Augenmerkt
wird hier auf den Vergleich zwischen den Mausstdmmen gelegt. Dunnett’s multiple Vergleichtests mit p<0,05
als signifikant.

3.9.4 Zeitlicher Verlauf bei TRPM5**-Tieren und TRPM5™-Tieren

Um die immunologischen Vorgdnge besser zu verstehen, ist auch hier die Untersuchung des
zeitlichen Verlaufs beider Mausstamme wichtig (Abb. 3.36). Hierbei zeigte sich bei den TRPM5**-
Tieren ein signifikanter (p < 0,001) Abfall der T-Zellzahlen von der Vehikelinhalation (p<0,001) und

vom 1. (p<0,001) zum 3. Tag nach Denatoniuminhalation. Auch zwischen der Vehikelgruppe und
der 7-Tages-Denatoniumgruppe konnte ein signifikanter Unterschied gezeigt werden (p<0,001). Bei
den TRPM5-Tieren hingegen waren die Zahlen bis zum 3. Postoperativem Tag stabil und stiegen
dann an Tag 7 signifikant (p <0,001) an. Dazu passend zeigte sich auch ein signifkanter Unterschied

zwischen der Vehikelgruppe und der 7-Tages-Denatoniumgruppe (p<0,001).
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Abbildung 3.36: zeitlicher Verlauf der T-Lymphozytenzahlen nach Mausstamm getrennt.

3.10 Makrophagen in der Lunge

Im Rahmen immunhistochemischer Versuchsfarbungen zeigte sich eine Immunreaktivitat von
Makrophagen gegeniiber einem Lectin-Antikorper, welche schon zuvor bei aktivierten Makrophagen
gezeigt wurde (Reece et al. 2006). Daher wurde die Farbung mit diesem Antikdrper auf je einem
Lungenschnitt jeder Versuchsgruppe durchgefiihrt und deskriptiv analysiert. Hierbei zeigten sich
beim Vergleich der Gruppen im Wesentlichen zwei markante Punkte. Zum einen schien es bei den
Wildtypen einen Tag nach der Denatoniuminhalation (Abb 3.37, B) eine deutliche Zunahme der
Anzahl an aktivierten Makrophagen zu geben, im Vergleich zur Kontrollgruppe, bei der nur PBS als
Vehikel (Abb. 3.37, A) injiziert wurde. Diese Zunahme konnte bei den TRPM5™-Tieren jedoch nicht
beobachtet werden. Zum anderen wurde nach dieser Anreicherung an Makrophagen im Gewebe nach
7 Tagen bei den Wildtypen (Abb. 3.37, D) eine Ruckkehr zum Ausgangsstand beobachtet; so glichen
sich die Darstellungen der Lunge 7 Tage nach Denatoniuminjektion und 1 Tag nach
Vehikelinhalation weitgehend. Bei den TRPM5”-Mausen (Abb. 3.37, A"-D") hingegen konnten

keine nennenswerten Fluktuationen in der Anzahl der aktivierten Makrophagen beobachtet werden.
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Abbildung 3.37: immunhistochemische Darstellung der Makrophagen (Lectin, griin) in der Lunge von
TRPM5**- (A-D) und TRPM5”-Miusen (A’-D’). A-A": Vehikelgruppe. B-B": 1-Tages-Gruppe. C-C": 3-
Tages-Gruppe. D-D": 7-Tages-Gruppe.

Bei der Testung eines neuen F4/80-Antikdrpers fielen uns Ansammlungen von stark positiven Zellen
im subpleuralen Bereich der Lunge auf (Abb. 3.38, A, A", C und C”). Diese Ansammlungen fanden
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sich bei den Wildtypen der 1-Tages-Denatoniumgruppe, wahrend bei dem Vergleichs-TRPM5”-Tier
keine solchen Ansammlungen zu sehen waren (Abb. 3.38, B und D). Auch peribronchial konnten
nur bei den Wildtypen vermehrt Zellen mit einer starken Fluoreszenz auf F4/80 gefunden werden
(Abb. 3.38, C).

Abb. 3.38: A, A", Cund C": TRPM5** 1d Den.; B und D: TRPM5”- 1d Den. Bei den Wildtypen sind zahlreiche
stark F4/80-positive (gelb) Zellen zu sehen. Diese Zellen sammeln sich subpleural (A”) und peribronchial (C¢)
an. Bei den TRPM5”~-Tieren sind solche Ansammlungen nicht zu sehen.

Um herauszufinden, ob diese stark positiven Zellen sich innerhalb oder in der N&he von
LymphgeféalRen befinden, fuhrten wir eine Nachférbung der Schnitte mit dem Lyve-1-AntikOrper
durch. Hierbei zeigten sich die F4/80-positiven Zellen bei den Wildtypen oft in der N&he der
Lymphgefalie (Abb. 3.39).

Abb. 3.39: Immunhistochemie eines Tieres der 1-Tages-Denatoniumgruppe mit Antikérpern gegen F4/80
(gelb) und LymphgefaRe (Lyve-1, grin). Kernfarbung mit DAPI (D). Hier soll die Proximitit der F4/80-
positiven Zelle (Pfeil in B) zum Lymphgefal (Pfeil in C) dargestellt werden.
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4. Diskussion

4.1 Die immunregulatorische Rolle der Birstenzelle und des TRPM5-Kanals

4.1.1 Die Bedeutung der Pneumonie

In einer statistischen Aufstellung der héaufigsten Todesursachen in den Vereinigten Staaten von
Amerika aus dem Jahre 2015 wurde gezeigt, dass die Pneumonie zu den 10 meist vertretenen
Todesursachen gehort (Neron 2017). Im Pschyrembel sowie auch von der World Health Organisation
(WHO, 24.05.2018) wird die Pneumonie als vierthdufigste Todesursache weltweit beschrieben.
Somit ist die Pneumonie heutzutage ein weltweites Problem und kostet taglich Menschenleben.
Zusétzlich zu dem massiven klinischen Gesichtspunkt ist die Pneumonie auch wirtschaftlich von
Relevanz. So belaufen sich die gesamten durch ,,community-acquired“-Pneumonien verursachten
Kosten in Europa auf 10 Milliarden Euro jahrlich (Welte et al. 2012). Die Pneumonie stellt also
heutzutage trotz moderner Medizin auch in entwickelten Landern ein Problem dar, welches es nach
wie vor anzugehen gilt. Besonders zeigt sich dies in der Pandemie durch das SARS-CoV-2, welches
sich seit Beginn des Jahres 2020 massiv verbreitet, weltweit zahlreiche Todesopfer fordert und eine
enorme Einschrankung des Offentlichen Lebens und der Freiheit des Einzelnen bedeutet. Die
vorliegende Arbeit grundet auf dieser Relevanz der Lungenentziindung, insbesondere von
Pseudomonas aeruginosa-induzierten Pneumonien. Es ist unerlasslich, weitere therapeutische und
prophylaktische Methoden zu entwickeln, um mit dieser Problematik auch in Zukunft umgehen zu

kénnen.

4.1.2 Die immunologische Funktion der Biirstenzelle

In diesem Kontext beschéftigt sich die vorliegende Arbeit mit dem speziellen Zelltyp der trachealen
Biirstenzelle, da aus bisherigen Forschungsergebnissen die Mdglichkeit einer klinischen Relevanz
(in Bezug auf entziindliche Erkrankungen der Atemwege) dieser Zellen hervorgeht. Die Funktion
der Burstenzelle stellt jedoch nach wie vor das grote ihrer Ratsel dar. So konnten nach und nach
spannende Hinweise auf Teilaspekte ihrer Funktion gefunden werden (Bankova et al. 2018;
Hollenhorst et al. 2020). Zudem detektieren tracheale Biirstenzellen bakterielle Peptide, welche in
der Folge (vermutlich Uber eine Aktivierung des TRPMb5-Kanals) zur Acetylcholin (ACh)-
Ausschiittung fihren (Krasteva et al. 2012a). ACh bindet am mAChR an zilientragende Zellen, wo
es die mukozilidre Clearance fordert (Perniss et al. 2020). Auch der Nachweis der Fahigkeit von
nasalen Birstenzellen zur Detektion von ATP (Stresssignal) mittels des P2Y2-Rezeptors, mit der
Folge einer Freisetzung von cysteinyl-Leukotrienen (Ualiyeva et al. 2020), untermauert die
immunologische Funktion der Burstenzellen. Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass nicht
sémtliche Ergebnisse von nasalen Birstenzellen auf tracheale Blrstenzellen Gbertragen werden
kdnnen, da es zwischen beiden Zelltypen Unterschiede gibt, sowohl in ihrer Funktion als auch in der

umgebenden Anatomie und Physiologie. Beispielsweise scheint eine Signalweiterleitung in von den
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SCCs der Nase Uber Gap Junctions denkbar (Lee et al. 2014), wahrend diese bei trachealen
Biirstenzellen eher ausgeschlossen wird (Hollenhorst et al. 2020; Lasconi et al. 2019). Natiirlich gibt
es aber auch zahlreiche Gemeinsamkeiten der beiden Typen: so senkt Denatonium z.B. nach
Stimulation der Birstenzellen an beiden Lokalisationen die Atemfrequenz (Hollenhorst et al. 2020;
Tizzano et al. 2010). Die vorliegende Arbeit hat als Ziel, nun weitere Aspekte tber Funktionen der

trachealen Birstenzellen zu liefern.

4.1.3 Eine hohe interindividuelle Variabilitit bei den TRPM5-Tieren

Besonders in Hinblick auf immunologische Funktionen der Burstenzellen wurden unter anderem die

Streuungsmale der neutrophilen Granulozyten in der Lunge analysiert. Hierbei stellten wir eine
deutlich groRere Streuung bei den TRPM5™-Tieren fest, sowohl in Hinblick auf die nicht robusten
als auch auf die robusten StreuungsmalRe (siehe Anhang, Tab. 10.4). Diese starkere Streuung lasst
die Vermutung zu, dass regulatorische Mechanismen, welche eine interindividuelle Stabilitat fordern
wiirden, fehlen. Besonders stark zeigt sich das bei der 1-Tages Denatonium-Gruppe der TRPM5-
Tiere. Hier kommt es teilweise zu einer berschieBenden Immunreaktion mit sehr hohen Zahlen an
Neutrophilen in den Lungen. Hierbei ist zu beachten, dass Neutrophile neben ihrer protektiven
Funktion gegeniiber Eindringlingen auch schadliche Wirkungen auf das Gewebe haben (Grommes
et Soehnlein 2011). Ob dieses starke inflammatorische Geschehen also positiv ist, ist zumindest
fragwirdig. Bei den TRPM5™"-Tieren kommt es, nach dem starken Anstieg am 1. postoperativen
Tag, ab dem 3. Tag zu einem Abfall der Immunaktivitat (in Bezug auf die Neutrophilenzahl) in der
Lunge (Abb. 3.26). Dieser Abfall konnte als ,,Erschopfung® des Immunsystems gedeutet werden.
Insgesamt lasst sich bei den TRPM57-Tieren kein sinnvoll nachvollziehbares Muster im Sinne einer
koordinierten Immunreaktion erkennen. Im Szenario einer typischen Lobarpneumonie kommt es
nach ca. 4-6 Tagen zum Stadium der grauen Hepatisation, in welchem die groRte Menge an
Neutrophilen einwandert (Kirchner T et al. 2018). Dies kénnte somit eher einem Anstieg der
Neutrophilen nach sieben Tagen entsprechen, wie es bei den Wildtypen zu beobachten ist. Auch die
Dynamik der T-Lymphozyten in der Lunge erweist sich bei den TRPM5™-Tieren als ,,unlogisch*.
So steigen bei den TRPM5-Tieren die T-Zellen ab dem 3. Tag postoperativ an, wahrend sie bei den
TRPM5**-Tieren zwischen dem 1. und 3. postoperativem Tag erwartungsgemaR wieder fallen.
Solch ein Abfall ist anhand der Immunphysiologie zu erkldren, denn die T-Zellaktivierung und
folgende Proliferation und Differenzierung findet erst nach Antigenkontakt statt (Murphy K et
Weaver C 2018). Die Persistenz dieses stimulierenden Antigens fehlt im vorliegenden
Versuchsaufbau jedoch. Der Anstieg der T-Zellen bei den TRPM5”-Tieren ist also im
immunologischen Sinne kontraintuitiv, da kein dauerhaft vorhandenes Antigen zur Stimulation der
Expansion und Differenzierung vorhanden ist. Zudem sollte beachtet werden, dass fur die korrekte
Aktivierung von T-Lymphozyten eine sog. Kostimulation durch antigen-préasentierende Zellen nétig
ist (Esensten et al. 2016). Das Fehlen dieses zweiten Signals kann zur Anergie fuhren, eine

Hyporesponsivitat nach falscher T-Zell-Rezeptor-Stimulation (ElTanbouly et Noelle 2021). Ob
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solch eine Kostimulation im vorliegenden Modell méglich ist, ist fraglich. Dieser daher unerwartete
Anstieg lasst eine gestorte Regulation der T-Zell-Expansion vermuten. Da der einzige Unterschied
zwischen den beiden Mausstammen das Fehlen/VVorhandensein des TRPM5-Kanals ist, kann eine
immunregulatorische Funktion dieses Kanals in Betracht gezogen werden. Die erneute Vermehrung
der neutrophilen Granulozyten in der Lunge bei den Wildtypen nach 7 Tagen konnte sich hingegen
auch durch die Funktion der Neutrophilen als ,,first responder (Aulakh 2018) im Rahmen des
hiesigen Versuchsaufbaus erklaren lassen. Bei den TRPM5**-Tieren flihrt die Injektion von
Denatonium zu einer TRPM5-vermittelten neurogenen Entziundung, welche nach Fehlen einer
kontinuierlichen Stimulation durch Antigene abebbt. Infolge des vermeintlichen Angriffs auf den
Organismus steigert dieser seine akuten Abwehrkréafte: die neutrophilen Granulozyten als Effektoren
der angeborenen und immediaten Immunitdt. Die Wildtypen, welche samtliche normalen
immunregulatorischen Elemente besitzen, starken also mit dem leichten Anstieg an Neutrophilen
nach 7 Tagen wieder ihre Abwehr (Abb. 3.26), nachdem das Knochenmark Zeit hatte, neue
Immunzellen zu generieren (Basu et al. 2002). Dieser Anstieg der Neutrophilen ist homogen bei allen
Tieren dieser Gruppe. Bei den TRPM5-Tieren fehlt dieser potenziell protektive Anstieg an sog.
first respondern®. Diese Ergebnisse lassen in der Summe daher auf eine dysregulierte Immunabwehr
bei den TRPM5-Tieren schlieRen.

Allerdings bestehen zwischen Lunge und Trachea Unterschiede. Insbesondere zeigen sich diese
beziiglich des normalen Vorhandenseins von zahlreichen Neutrophilen in den Lungen unter
Basisbedingungen, welches so in der Trachea nicht gegeben ist. In der Trachea kommt es bei den
TRPM5"-Tieren vor allem am 1. und 7. Tag nach Injektion zu einer starkeren Erhohung der
Neutrophilen Zahlen als bei den Wildtypen (Abb. 3.10). Ob die stirkere Zunahme an Neutrophilen
bei den TRPM5”-Tieren als Zeichen einer (iberschieRenden Immunreaktion gedeutet werden kann
oder eher als eine angemessene Reaktion mit Rekrutierung der ,,Soldaten* des Immunsystems, kann
anhand dieser Daten nicht gesichert werden. Beide Mdoglichkeiten waren denkbar. Fir eine klare
Aussage hierzu sind zusdtzliche Versuche notig, wie zum Beispiel eine Knochenmarksanalyse. Dies
konnte das Zusammenspiel zwischen Leukozytenproduktion im Knochenmark und Rekrutierung in
die Atemwege darstellen. AuBerdem konnte eine genauere Spezifizierung mittels FACS-Analyse
oder auch Immunhistochemie hilfreich sein, um die genauen Subtypen der Leukozyten zu
identifizieren und so deren genaue Funktion herauszufinden. Ebenfalls interessant wére eine Analyse
der im Verlauf vorhandenen Zytokine, um so mdglicherweise besser die Ursache und die
Verbindungen zwischen den Ver&nderungen der verschiedenen Zellpopulationen verstehen zu

kodnnen.

4.1.4 B-Lymphozyten: eine Sonderstellung?

Die oben bezuglich der Neutrophilen beschriebenen Unterschiede in der Streuung finden sich bei
den B-Lymphozyten in der Lunge nicht. Besonders interessant ist hier auBerdem die Tatsache, dass

sich bei den Wildtypen ohne Behandlung deutlich mehr B-Lymphozyten finden als bei den Knock-
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Out-Mausen. Die Moglichkeit einer Infektion der TRPM5**-Kontrolltiere muss hierbei erwogen,
denn auch wenn die Tiere ein Gesundheitszeugnis haben, ist das z.B. kein sicherer Ausschluss einer
Infektion mit nicht-erfassten Erregern. Es konnte aber auch eine niedrigere ,,Grundaktivitit bzw. -
prasenz der B-Lymphozyten bei TRPM57-Tieren angenommen werden. Sehr bemerkenswert sind
auch die Ergebnisse von Sakaguchi et al. (2020). Diese Arbeitsgruppe konnte regulatorische
Wirkungen von TRPM5 auf B-Zellen in der B-Zell-eigenen Interleukin-Produktion nachweisen. So
zeigte sich nach Stimulation von isolierten TRPM57-B-Zellen der Milz mit LPS eine starkere
Proliferation der B-Zellen sowie eine verstirkte Expression der Gene fir IL-6 und eine daraus
folgende stérkere IL-6-Ausschittung durch die B-Zellen als bei den Wildtypen. Durch diesen
Wegfall der negativen Riickkopplung in der Zytokinregulation kam es bei den TRPM57-Mausen zu
einer starken systemischen Inflammation mit erhohter Mortalitat. Diese Ergebnisse scheinen
zunéchst von den hier vorgestellten Ergebnissen abzuweichen, da wir hier eine geringere B-
Lymphozyten-Zahl bei den TRPM57-Tieren fanden. Doch handelt es sich hierbei eben um den nicht-
stimulierten Zustand. Die Studie von Sakaguchi untersucht die intrazellularen Ablaufe und die
Proliferation der B-Zellen nach Stimulation derselbigen mit LPS. Hierbei erfolgt nach Bindung von
LPS eine Aktivierung von Calciumkanalen, wodurch es zum Calciumeinstrom in die Zelle kommt.
Bei Wildtypen mit Expression von TRPMS5 aktiviert die erhohte intrazelluldre Calciumkonzentration
den TRPM5-Kationenkanal, wodurch insbesondere der Natrium-Einstrom geférdert wird. Dies fiihrt
wiederum zu einer negativen Riickkopplung auf den Calciumkanal, welcher so inhibiert wird. Bei
den TRPM5 Zellen fehlt diese negative Riickkopplung. Es kommt weiterhin zum Calciumeinstrom
mit einer nachfolgend gesteigerten NFxkB-AKtivierung. Letzteres fordert die Bildung von IL-6 sowie
die Proliferation der B-Lymphozyten. Der TRPM5-Kanal nimmt also als Membranprotein der B-
Lymphozyten eine immunregulatorische Funktion auf die Proliferation der eigenen Zellreihe sowie
auf die systemische Reaktion Uiber die Regulation von IL-6 ein (Sakaguchi et al. 2020). Zum einen
werden die einzelnen Zellen in dieser Studie also direkt stimuliert, zum anderen ist das Stimulans
ein anderes, als wir es mit Denatonium verwendet haben. AufRerdem muss bei unseren in-vivo
Versuchen von zahlreichen anderen biologischen Einflussfaktoren ausgegangen werden (wie z.B.
hormonelle Schwankungen, Temperaturschwankungen...), welche zumindest teilweise durch eine
in vitro-Methodik ausgeschlossen werden. Wir stellten bei den Wildtypen einen starken Anstieg der
B-Lymphozyten zwischen dem 3. und 7. Tag fest und bei den TRPM5”-Tieren nicht. Wenn LPS
und Denatonium dhnlich auf den TRPM5-Kanal wirken wiirden, konnte man eher das Gegenteil
erwarten, da in der Studie von Sakaguchi et al. das Fehlen des TRPM5-Kanals eher zu einer stérkeren
B-Lymphozyten-Proliferation gefiihrt hat. Diese Diskrepanz kann auf die oben genannten
methodischen Unterschiede zurlickzufuhren sein. In der vorliegenden Arbeit wurden die B-
Lymphozyten schlieBlich nicht direkt stimuliert, sondern das tracheale Epithel. Eine solche
»gleichartige* ungehemmte Proliferation der B-Zellen ware also nicht zu erwarten. Diese Diskrepanz

ist dennoch sehr spannend und bietet die Grundlage flr weitere Forschung. Essenziell ist jedoch die
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Schlussfolgerung der Autoren dass der TRPM5-Kanal eine immunregulatorische Funktion hat,
welche zundchst als unabhéngig vom gewdhlten Stimulans erachtet werden kann. Die oben
aufgestellte These einer immunregulatorischen Funktion des TRPM5-Kanals von Burstenzellen wird
hierdurch also stark gestiitzt.

Friher wurde schon eine regulatorische Funktion von TRPM4 auf die Zytokinausschittung (IL-2)
durch T-Lymphozyten nachgewiesen (Launay et al. 2004). In Zusammenschau mit dieser Literatur,
lassen die vorliegenden Ergebnisse daher auf eine immunregulatorische Funktion des TRPM5-
Kanals insbesondere auf die Neutrophilen-Homd@ostase, aber auch in Hinblick auf das Verhalten der
T-Lymphozyten, schlieBen. Hierfur spricht insbesondere die groflere Streuung der Anzahl an
Neutrophilen in der Lunge der TRPM5”-Tiere. Auch der starke Anstieg der Neutrophilen in der
Trachea sowohl am 1. Tag nach Denatoniuminjektion als auch zwischen dem 3. und 7. Tag stltzen
diese These. Das ,,seltsame* Verhalten, im Sinne eines Anstiegs, der T-Lymphozyten nach 7 Tagen
bei den TRPM5”-Tieren stiitzt die These einer immunregulatorischen Funktion von TRPM5 in
Anbetracht der normalen Aktivierung der T-Zellen durch Antigene ebenfalls.

4.2 Die Wirkung von Denatonium auf die Entziindungsaktivitit der unteren
Atemwege Uber 7 Tage hinweg

4.2.1 Methodenkritik

In der vorliegenden Arbeit wurde Denatonium mittels einer Operation und somit Verletzung der

Atemwege in die Trachea eingebracht. Es stellte sich also die Frage, ob allein der Vorgang der
Injektion eine Entziindungsreaktion auslost. In der Trachea fanden sich jedoch in der Vehikelgruppe
keine héhere Anzahl an Neutrophilen oder dendritischen Zellen als in der Kontrollgruppe (vgl. Abb.
3.8 und 3.12). Dies ldsst also annehmen, dass die Injektionstechnik zu keiner signifikativen
Entzindung in dem untersuchten Trachea-Segment fuihrt. Auch gab es weder bei den Birstenzellen,
den Neutrophilen oder den dendritischen Zellen einen Unterschied zwischen Wildtypen und
TRPM57-Tieren, was eine unspezifische Wirkung von PBS als Vehikel tiber TRPM5 ausschlieft.
Wegen der Mdglichkeit einer Entziindung durch die Injektion wurde auch das mittlere Trachea-
Segment untersucht, um die lokale Immunreaktion auf den Einstich nicht falschlicherweise als
neurogene Entziindung zu deuten. Im Unterschied zu den Ergebnissen in der Trachea fanden sich in
den Lungen sowohl deutlich héhere Zahlen an Neutrophilen als auch an B-Lymphozyten nach
Inhalation von PBS (Abb. 3.25 und 3.31). Natirlich muss hierbei beachtet werden, dass die
injizierten Substanzen nicht in der Trachea verbleiben, sondern letztlich aufgrund physikalischer und
physiologischer Grundprinzipien vor allem in die Lungen gelangen. Das Fremdmaterial (PBS in
diesem Fall) reizt also wesentlich intensiver und langer das Lungengewebe als das der Trachea.
Zusétzlich kommt die bessere Durchblutung der Lungen im Vergleich zur Trachea hinzu, was

natdrlich eine Rekrutierung von Immunzellen erleichtert. Bei den T-Lymphozyten in der Lunge
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konnte eine solche Steigerung der Zellzahlen durch die Operation nicht festgestellt werden, was
mdoglicherweise auf die APC (antigenprasentierende Zelle)-abhangige Aktivierung der T-Zellen
zurlckzufihren ist, wahrend B-Lymphozyten selbst Antigene binden kdnnen. Ebenfalls diskutiert
werden sollte in diesem Kontext die Einmaligkeit der Injektion der entsprechenden Substanzen.
Studien zu langerfristigen Wirkungen von nicht-mikrobiellen Substanzen nach intratrachealer
Inhalation sind selten. Jedoch findet sich diese einmalige Applikation besonders mit Kulturen von
Pathogenen/Allergenen wieder (Bankova et al. 2018). Es ist daher offen, wie sich die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit verdndern wirden, wenn man eine mehrfache oder kontinuierliche Stimulation
durchfiihren wiirde. Im Leben ergeben sich natirlicherweise verschiedene Konstellationen und auch
Kontakte mit Krankheitserregern kdnnen unterschiedlicher Natur sein. So bieten die Versuche der
vorliegenden Arbeit ein gutes Modell fiir den einmaligen Kontakt mit Erregern, wie er im Alltag
oftmals stattfindet. Auch ist in Hinblick auf einen potenziellen prophylaktischen Einsatz von
Denatonium die Simulation eines solchen Szenarios sinnvoll, da eben solche einmaligen Kontakte
zu einer nachfolgenden Infektion flihren kodnnen. Eine bestehende bakterielle Infektion
beispielsweise wiirde aber eine kontinuierliche Stimulation darstellen. Somit wéren alternative
Modelle mit multiplen Injektionen moglicherweise besser geeignet, um bestimmte Parameter in
Bezug auf eine langerfristige Stimulierung der Blirstenzellen darzustellen.

Bei unserer Versuchsplanung rechneten wir mit der Mdglichkeit eines einseitigen Versickerns der
injizierten Flussigkeit in einen der Lungenfliigel. Deshalb rechneten wir auch mit potenziellen
Lobarpneumonien, weshalb bei allen Tieren beide Lungenfliigel ausgewertet wurden. Hierbei fanden
sich aber keine derartigen Auffalligkeiten, womit ein systematischer Fehler in Form einer einseitigen
Reizung der Lunge ausgeschlossen wurde. Natlrlich muss im Rahmen der Untersuchung der
Entziindungsreaktion auch beachtet werden, dass in der vorliegenden Arbeit der Verlauf an jeweils
unterschiedlichen Tieren beobachtet wurde. Methodisch war es nicht moglich, den Verlauf an einem
einzigen Tier zu beobachten, da es um die histologische Auswertung der Gewebe ging. Dies geht mit
der naturgemé&R bestehenden interindividuellen Variabilitat einher. Diese Variabilitat findet sich
sicherlich in allen untersuchten und auch in einigen nicht-untersuchten Aspekten wieder, wie
beispielsweise der Anzahl der von Anfang an vorhandener Birstenzellen, der Reaktivitat dieser
Birstenzellen und auch der Immunkompetenz der einzelnen Mause. Solche individuellen
Unterschiede wurden bereits im Zusammenhang mit Denatonium bei menschlichem sinonasalen
Gewebe beschrieben (Carey et al. 2017). Diese lassen sich aber sicherlich zumindest partiell auch
auf die tierexperimentellen Versuche hier (ibertragen.

Zusammenfassend erzeugte die alleinige Prozedur der Operation keine Entziindungsreaktion in der

Trachea, jedoch aber in der Lunge.

4.2.2 Das ..3-Tages-Tief*

Besondere Aufmerksamkeit in der Auswertung der Daten erhielt das ,,3-Tages-Tief der

neutrophilen Granulozyten in der Trachea. Ein Tag nach Inhalation von Denatonium kommt es in
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der Trachea zu einer Erh6hung der Neutrophilen-Zahlen bei beiden Mausstammen. Diese Erhéhung
entspricht unseren Theorien in Bezug auf die neurogene Entziindung, welche nach 30 min schon
beobachtet wurde (noch nicht publizierte Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe), und auch der
schnellen Mobilisierungskapazitat von Neutrophilen aus dem Blut und dem Knochenmark (Brazil et
al. 2005; Furze et Rankin 2008). Hierbei ist jedoch noch anzumerken, dass im Gegensatz zu den
vorherigen Versuchen mit der Auswertung nach 30 min in der vorliegenden Arbeit zu unserem
Erstaunen keine nennenswerte Zahl an Neutrophilen zwischen Epithel und Lamina propria im
Bereich der Hauptbronchien gefunden wurde (Abb. 3.28). Eine Mdglichkeit ware, dass die
Einwanderung der Neutrophilen zwischen Epithel und Propria der Hautbronchien nur im ganz akuten
Stadium erfolgt, und es danach zu einer Migration in den Alveolarbereich kommt. Nachfolgend, am
3. Tag nach der Injektion, kommt es zu einem massiven und fiir uns unerwartetem Abfall der
neutrophilen Granulozyten bei beiden Mausstdmmen. Dies kénnte auf einen vermehrten vorherigen
»Verbrauch® der Neutrophilen im Rahmen der neurogenen Entziindung zuriickzufiihren sein.
Demnach wirden die Neutrophilen nach ihrer Rekrutierung in die Trachea dort nach und nach
apoptotisch. Uber die Mechanismen bzw. wodurch dies geschieht, kénnen hier nur Vermutungen
geédulert werden. Diesbeziiglich sind aber beispielsweise die neutrophil extracellular traps (NETS)
zu nennen. Hierbei handelt es sich um ausgestofRenes Chromatin zusammen mit Granulainhalt. Der
Zweck dieser Gebilde ist dann beispielsweise, Bakterien zu binden und abzutéten (Brinkmann et al.
2004). Doch die Bildung der NETSs fiihrt in vivo zum Zelltod des Granulozyten (NETosis) (Remijsen
etal. 2011). Bei der genauen fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung konnten insbesondere bei den
Wildtypen der 1-Tages-Denatonium-Gruppe sehr Kkleine Granula-dhnliche Strukturen in
unmittelbarer Nahe der Neutrophilen gefunden werden (Abb. 3.27). Mdglicherweise handelt es sich
hierbei um solche NETs. Um dies zu kléren, waren genauere Analysen nétig, wie z.B. eine spezielle
immunhistochemische Farbung (Brinkmann et al. 2016; Buhr et al. 2019). Ebenfalls interessant sind
die Erkenntnisse von Kim und Mitarbeitern, welche in der Lunge Interaktionen von Neutrophilen
mit B-Lymphozyten darstellen konnten. Diese Interaktionen flihrten letztlich zur Apoptose der
Neutrophilen (Kim et al. 2018). Gewiss wurde diese Erkenntnis in der Lunge gewonnen, doch
handelt es sich hierbei um ein grundsétzlich zelluldres Phdnomen, beziiglich welchem nicht
ausgeschlossen werden kann, dass es auch in anderen Geweben stattfindet. Auch ist die ,,normale
Uberlebenszeit von Neutrophilen bis dato nicht endgiltig geklart. So wurden neuere Erkenntnisse
veroffentlicht, laut welchen die Neutrophilen-Uberlebenszeiten sowohl beim Menschen als auch bei
der Maus (12,5h) langer sind als bisher angenommen (Pillay et al. 2010). Diese Ergebnisse sind
jedoch nicht endgiltig und lassen aufgrund der schwierigen technischen Umstdnde weitere
Forschung erwarten. Auch Iasst sich prinzipiell die Lebenszeit der Neutrophilen durch Mediatoren
wie IL-1 verl&dngern (Colotta et al. 1992). Etwa 3 Tage nach Denatoniuminjektion, wére es also nétig,
aus dem Knochenmark ,,Nachschub“ an Neutrophilen zu liefern. Da aber vermutlich diese Reserven

bereits zu Beginn der Entziindungsreaktion aufgebraucht wurden, ist dies nicht sofort méglich. Am
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7. Tag nach der Inhalation von Denatonium findet sich wieder ein Anstieg der Neutrophilen-Zahlen
in der Trachea, welcher auf einer inzwischen erfolgten Produktion von neuen Neutrophilen im
Knochenmark beruhen kénnte. Die Knochenmarkstransitzeit des Menschen und des Pferds wird auf
ca. 7 Tage geschétzt (Brazil et al. 2005; Dancey et al. 1976). Bei der Maus stellte sich die Transitzeit
mit circa 96h etwas kiirzer dar (Basu et al. 2002); dieser passt aber zu einem Anstieg der Neutrophilen
erst nach mehr als 4 Tagen. Da die Entzlindungsaktivitat in der vorliegenden Arbeit nicht in so engen
Intervallen untersucht wurde, kann man bis zu potenziellen weiteren VVersuchen mit genaueren
Zeitangaben die oben beschriebene Theorie aufstellen. Ebenfalls bestérkend ist, dass auch in den
Lungen nach dem 1. Tag kein nennenswerter Anstieg mehr stattfindet. Dies stutzt die These, dass
die Knochenmarksreserven durch die provozierte neurogene Entziindung bereits nach kurzer Zeit
aufgebraucht sind. Bisher wurde das ,,3-Tages-Tief* nur in Bezug auf neutrophile Granulozyten
besprochen. Es wére aber denkbar, dass dieses Phdnomen nicht nur Neutrophile sondern auch andere
myeloische Zelltypen betrifft. Bei dendritischen Zellen hingegen konnte dieses Phdnomen nicht
beobachtet werden. Hierzu ist anzumerken, dass Neuropeptide wie CGRP die Motilitt der
dendritischen Zellen steigern (Voedisch et al. 2012). Mdglicherweise fuhrt die Ausschiittung von
Neuropeptiden im Rahmen der induzierten neurogenen Entziindung zu einer verstarkten Motilitat
der dendritischen Zellen. Damit kdnnte eine verbesserte/gesteigerte Migration von aktivierten Zellen
zu den lymphatischen Geweben und auch eine verbesserte ,,Auffiillung® der gewebestindigen

dendritischen Zellen einhergehen.

4.2.3 Die Rolle der dendritischen Zellen im Rahmen der neurogenen Entziindung

Neben dem ,,3-Tages-Tief* konnten auBBerdem weitere Charakteristika der Denatonium-induzierten
Entzindung identifiziert werden. Bleiben wir zunachst bei den dendritischen Zellen. Diese
zeichneten sich durch ihr, im Vergleich zu den anderen Immunzellen, andersartiges Verhalten aus.
Erste Auffalligkeit ist die hier vorhandene Normalverteilung der Zellzahlen in der Trachea in nahezu
allen Gruppen. Das lasst zunadchst auf ein stabileres und interindividuell gleichméaBigeres Verhalten
der dendritischen Zellen im Vergleich zu den anderen Immunzellen schlieBen. Bei den Wildtypen
fanden sich 1 Tag nach Denatoniuminjektion im Mittel 74% mehr dendritische Zellen als nach
Vehikelinhalation. Dieser Unterschied ist zwar statistisch nicht signifikant, findet sich aber bei den
TRPM5-Tieren nicht ansatzweise wieder. Das ware mit einer Denatonium- und eventuell TRPM5-
abhéngigen Expansion der dendritischen Zellen vereinbar. Bei beiden Mausstdmmen findet sich
zudem ein Anstieg der dendritischen Zellen bis zum 3. Tag nach Injektion (Abb. 3.14). Hierbei zeigt
sich aber bei den TRPM5**-Tieren eine stetige Zunahme (auch schon von Vehikel- zu 1-Tag-
Denatonium-Inhalation), wéhrend bei den TRPM57-Tieren der Anstieg nur vom ersten Tag post
inhalationem auf den dritten Tag zu sehen ist. Auch zeigten sich beim direkten statistischen
Vergleich der Gruppen mittels t-Test starkere Signifikanzen. So finden sich im direkten Vergleich
mehr dendritische Zellen bei den TRPM5**-Tieren als bei den TRPM5”-Tieren 1 Tag nach

Birstenzellstimulation (p=0,032). Dies ist in Zusammenschau mit den Ergebnissen der
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Korrelationsanalysen weiter zu erdrtern, denn auch die Birstenzellzahl steigt bei den Wildtypen bis
zum 3. Tag (Abb. 3.6). Im Rahmen letzterer konnte ein positiver linearer Zusammenhang zwischen
der Anzahl an Birstenzellen und der Anzahl an dendritischen Zellen in der Trachea festgestellt
werden (Abb. 3.22). Es kommt also bei den TRPM5**-Tieren sowohl zu einer Zunahme der
Burstenzellzahl als auch der Zahl an dendritischen Zellen in der Trachea, zusatzlich besteht eine
positive Korrelation zwischen der Zunahme dieser beiden Zellzahlen. Wodurch diese Korrelation
bedingt wird lasst sich anhand der vorliegenden Daten nicht sicher sagen. Naturlich ist es moglich,
dass dies durch die allgemeine Entziindungsreaktion zustande kommt, im Rahmen welcher sowohl
Biirstenzellen als auch dendritische Zellen expandieren. Eine Kausalitat wére aber insofern denkbar,
als dass die dendritischen Zellen als ,,Wachposten® dienen und Fortsidtze zwischen den Epithelzellen
in das Lumen strecken (Veres et al. 2011), und es nach einer durch die Birstenzellen registrierten
potentiellen Bedrohung sehr sinnvoll erscheint, auch langerfristig die einstrémende Luft der
Atemwege genauer zu kontrollieren. Auch werden (ber die Produktion von IL-25 durch die
Burstenzellen (Bankova et al. 2018) die ILC2s aktiviert (Furusawa et al. 2013), welche wiederum
u.a. 1L-13 ausschitten (Lloyd et Snelgrove 2018). IL-13 fordert die Migration von CD40+
dendritischen Zellen zu den Lymphknoten in der Lunge, wo sie dann eine adaptive Immunantwort
in Gang setzen sollen (Halim et al. 2014). Im vorliegenden Modell werden also zunéchst dendritische
Zellen in die Trachea der Wildtypen rekrutiert, um dann mdéglicherweise Uber einen IL-13-
geforderten Chemokingradienten (CCL21/CCRY7) zu den regionalen Lymphknoten zu migrieren und
dort die adaptive Immunantwort zu fordern. Dort stellen dendritischen Zellen eine wichtige
Bindungsstelle zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort dar (Steinman 2006). Fir
genauere Interpretationen der Daten werden zusatzliche Versuche benétigt, eventuell eine genauere

immunologische Typisierung der dendritischen Zellen (Swiecki et Colonna 2015).

4.2.4 Weitere Merkmale der Denatonium-induzierten Entziindung der Atemwege

Auch wurden tracheale Schnitte mit dem CD45R-/B220-Antikorper zur Darstellung der B-
Lymphozyten gefarbt. Die Darstellung der B-Lymphozyten erfolgte, um auch die adaptive
Immunantwort zu untersuchen, welche in einem Zeitraum von sieben Tagen erwartet werden kann.
Hierbei zeigten sich bei allen Gruppen sehr wenige positive Zellen. Leicht vermehrt war die Anzahl
der positiven Zellen in der 7-Tages Denatonium Gruppe der Wildtypen, wie auch in den Lungen
(Abb. 3.30). Die Zahlungen wurden aufgrund der niedrigen Zellzahlen bisher nicht statistisch
ausgewertet. Denkbar wére beispielsweise, dass sich bei den Wildtypen ein besseres
Immungedachtnis ausbildet als bei den TRPM5™-Tieren. Hier wére des Weiteren eine genauere
Spezifizierung der verschiedenen Arten von B- und T-Zellen zu erwégen, beispielsweise mittels
FACS-Analysen. Neben den zelluldren Komponenten der Entziindungsreaktion untersuchten wir
auch das Vorkommen des Komplementbestandteils C3. Hierbei zeigte sich einen Tag nach
Denatoniuminjektion eine starkere Immunfluoreszenz im Bereich der Basalmembran beim

Wildtypen im Vergleich zum TRPM5”-Tier (Abb. 3.18 und Abb. 3.19). Dies entspricht auch den
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noch unpublizierten Ergebnissen der eigenen Arbeitsgruppe, welche dieselbe Farbung mit Geweben
nach 30 min nach Injektion durchgefiihrt haben. Naturlich ist die Reaktion des Komplementsystem
eine kurzfristige und schnelle Angelegenheit, weshalb es sogar etwas verwunderte, dass der
Unterschied noch so deutlich zu sehen war (wenn auch weniger deutlich als nach 30 min). Die
Bedeutung des Komplementsystems ist einleuchtend: der Verlust des klassischen Weges des
Komplementsystems fiihrt im Rahmen einer Streptococcus pneumoniae-Infektion zu einer Sepsis
und einer starken Stérung der Makrophagenfunktion (Brown et al. 2002). Die verstarkte Aktivierung
des Komplementsystems bei TRPM5** Tieren legt also auch eine Einbindung der humoralen
Komponenten des Immunsystems nahe. Die ausgeldste Immunantwort scheint also tber die lokalen

MafRe hinaus zu gehen und potentiell auch systemische Auswirkungen zu haben.

4.2.5 Status am Ende des siebentdgigen Beobachtungszeitraums

Der Beobachtungszeitraum der vorliegenden Arbeit betrug 7 Tage post inhalationem. Der Zustand
am Ende dieses Zeitraums liefert die Grundlage fur eventuelle folgende Versuche mit einem
langerem Zeitraum. Sieben Tage nach Stimulation der trachealen Mukosa mit Denatonium finden
sich in der Trachea mehr Neutrophile als beim gesunden unbehandelten Tier. Diese Beobachtung
trifft sowohl auf die Wildtypen als auch auf die TRPM5™-Tiere zu. Nach 7 Tagen finden sich im
Mittel auch mehr dendritische Zellen bei beiden Mausstdmmen, auch wenn sich dieser Unterschied
zu den Kontrollgruppen nicht als statistisch signifikant herausstellte. In den Lungen finden sich 7
Tage nach der Operation signifikant mehr Neutrophile und B-Lymphozyten als in der Kontrollgruppe
(bei beiden Mausstdmmen wiederum). Insgesamt weisen diese ,,Endpunkte auf eine ldngere
Wirkung der einmaligen Stimulation mit Denatonium hin, sowohl in der Trachea als auch in der
Lunge (Kapitel 3.7). Mdoglicherweise tragt hierzu auch das geringe Vorhandensein der
Acetylcholinesterase in den Atemwegen bei (Kummer et al. 2008). Hierdurch findet weniger Abbau
von ACh statt, was zu einer langeren Wirkdauer von ACh fiihren kdnnte und somit eine langer
andauernde Immunantwort unterstiitzen kénnte. ACh férdert namlich lber die Aktivierung von
Alveolarmakrophagen die Chemotaxis von Neutrophilen (Vacca et al. 2011). Um dies zu
kontrollieren, wéaren eventuell weitere Kontrollgruppen mit Vehikelinhalation und deren Verlauf
nach 3 und 7 Tagen sinnvoll, wobei nicht klar ist, ob diese Kontrollen wesentliche neue Ergebnisse
liefern wirden. Es ist vielmehr anzunehmen, dass das PBS innerhalb weniger Tage resorbiert wird.
Aulerdem konnen anhand der vorliegenden Ergebnisse weitere Versuche mit einer langeren
Beobachtungsdauer begriindet werden, da ohne lange Wirkung bzw. Auswirkung von Denatonium
ein erneuter Anstieg von Immunzellen nach sieben Tagen nicht zu erklaren wére. Nach 7 Tagen
finden sich bei den Wildtypen mehr Neutrophile als bei TRPM57-Méausen (Abb. 3.24), was vor
allem in der Zusammenschau mit den anderen Ergebnissen dieser Arbeit (u.a. zu den dendritischen
Zellen und dem Komplementsystem) eine bessere Auffillung der Neutrophilen-Reserven der Lunge

und eine bessere Immunkompetenz der Wildtypen vermuten lassen kann. Diesen Ergebnissen wirde
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eine zeitlich zu den Versuchen abgestimmte Knochenmarksanalyse mehr Nachdruck verleihen, weil

sie die hier nur vermuteten Prozesse im Knochenmark belegen konnte.

4.2.6 Die Rolle der T-Lymphozyten

In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellarten bzw. ihre Ubergruppen quantifiziert, welche mittels

der Immunhistochemie ausreichend gut nachweisbar waren. Jedoch spielen viele weitere Zellarten
wichtige Rollen in verschiedenen Arten von Entzindungen, weshalb ihre Bedeutung auch im
Rahmen dieses Modells untersucht wurden. Die Unterteilung in angeborene und adaptive Immunitét
ist schlieBlich nicht in Stein gemeiRelt: es gibt Uberschneidungen und wechselseitige
Beeinflussungen. So sind beispielsweise die vielfaltigen T-Helferzellen zu nennen, welche sicherlich
auch eine, wenn noch unbekannte, Rolle in der hier untersuchten Entziindung spielen. Besonders
interessant vor allem in Bezug auf Mechanismen der Immunregulation ist zum einen das
Gleichgewicht zwischen Tul7-Zellen und Trg-Zellen. Tul7-Zellen produzieren v.a. Molekdle der
IL-17-Familie und fordern die akute Entziindungsreaktion durch Rekrutierung von Neutrophilen.
Treg-Zellen sind die Gegenspieler, sie iben eine hemmende Wirkung auf die Entziindungsreaktion
aus, indem sie inhibitorische Zytokine produzieren (Murphy K et Weaver C 2018). Wenn das
Gleichgewicht dieser beiden Zellarten ins Schwanken gerdt, kann es zu immunologischen
Entgleisungen kommen (Lee 2018). Beide Zellarten hemmen sich gegenseitig auf Ebene der
Transkriptionsfaktoren (Geng et al. 2017). Die Bedeutung dieser Zelltypen nimmt in
wissenschaftlichen Kreisen zunehmend an Bedeutung zu. Ebenfalls als Binom kénnen die Tx1- und
Tw2-Zellen angesehen werden. Besonders im Angelsachsischen wird diesbezlglich oft von der Typ
1 und Typ 2 ,,Immunitdt™ gesprochen. Die Bedeutung dieser Begrifflichkeiten &nderte sich jedoch
im Laufe der letzten Jahre. Friiher verstand man unter den zwei Typen, relativ getrennte Prozesse,
welche unterschiedliche Zellen und anderweitige Ressourcen benétigen. In diesem friilheren Konzept
wird die Typ 1 Inflammation durch Tnl-Zellen stimuliert, und fuhrt Gber die Ausschittung von IL-
2, IFN-y und TNF-B zu einer starken und charakteristischen phagozytischen Aktivitit. Die Typ 2
Inflammation hingegen wird durch Tn2-Zellen induziert, und fihrt (ber die Ausschittung von IL-4,
IL-5 und IL-13 zu hohen Antikdrpertitern und einer Eosinophilie (Fahy 2015). Seit einigen Jahren
entsteht nun zunehmend ein ,,freieres” Konzept der Typ 1 und Typ 2 Immunreaktion. Dazu hat
beigetragen, dass ILC2s, welche sich besonders beim Typ 2 wiederfinden, oft auf Abweichungen der
homd@ostatischen Norm reagieren, anstatt immer auf spezielle Stimuli zu reagieren. Dies kdnnte auch
erklaren, warum die Typ 2 Immunitét bei so vielen verschiedenen Stimuli auftritt, und auch weshalb
die Typ 2 Immunitét nicht als separate Einheit zu betrachten ist. So sehen Lloyd und Snelgrove die
Funktion der Typ 2 Reaktion mehr als eine regulatorische Funktion in der Gewebe- und
Epithelhomdostase. Es entsteht also ein neues Konzept, in dem man keine eindeutige Trennung der
verschiedenen Teile des Immunsystems vornehmen kann. Die Autoren sehen die Typ 2
Immunreaktion als eine breit aufgestellte Uberwachung der Grenzflachen zum KorperauReren auf

Pathogene und als mitwirkende Kraft bei der Gewebereparation (Lloyd et Snelgrove 2018). Diese
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neuen Blicke auf Teile des Immunsystems sind auch dadurch von besonderem Interesse, dass die
ILC2s von Biirstenzellen stimuliert werden (Bankova et al. 2018; Furusawa et al. 2013). Die
Untersuchung dieser verschiedenen T-Zelltypen und ILCs mittel FACS-Analyse ware daher auch

ein weiterer Schritt, um die Funktion der Birstenzellen zu ergriinden.

4.2.7 Makrophagen in der neurogenen Entziindung

Makrophagen als essenzielle Effektorzellen der akuten Immunantwort wurden, wie in Abschnitt 3.10
dargestellt, untersucht. Hierbei zeigte sich eine VergroRerung der Makrophagenpopulation im
Lungengewebe bei den Wildtypen einen Tag nach Denatoniuminjektion, und dies sowohl in der
Lectin- als auch in der F4/80-Farbung. Dies konnte bei den TRPM5™-Tieren nicht nachgewiesen
werden. 7 Tage nach der Injektion fand sich bei beiden Mausstdmmen der Status quo wieder. Es
scheint also, als wirden im akuten Geschehen bei den TRPM5**-Tieren mehr Makrophagen
rekrutiert und auch aktiviert werden als bei den TRPM5”-Tieren. So stellten wir bei der Testung
eines neuen AntikOrpers gegen den Immunzellmarker F4/80 einen wesentlichen Unterschied
zwischen den beiden Mausstdmmen einen Tag nach Denatoniuminjektion fest. Hierbei zeigten sich
bei den TRPM5**-Tieren besonders peribronchial und in der auRersten Lungenperipherie deutliche
Ansammlungen von stark positiven Zellen (Abb. 3.38). Diese Zellen wirkten morphologisch wie
dendritische Zellen zum Teil, aber teils auch wie Makrophagen. Die Makrophagen im
Alveolarbereich waren hingegen nur schwach markiert. Solche F4/80-stark positiven Zellen (des
Weiteren als F4/80" bezeichnet) wurden bereits zuvor beschrieben (Sheng et al. 2017). Die Autoren
konnten hier Belege fir die Abstammung der F4/80"-Zellen von Monozyten finden. Die F4/80"-
Zellen wiesen in 0.g. Studie sowohl immunologische Charakteristika von Makrophagen als auch von
dendritischen Zellen auf, gleiches gilt fiir die Transkriptionsfaktoren. Trotz dieser teilweisen
Ahnlichkeiten sehen die Autoren die F4/80"-Zellen als einen separaten Zelltyp, da im Vergleich zu
zahlreichen DC- oder Makrophagensubtypen Unterschiede bspw. in der Ausstattung an CD-
Antigenen vorliegen. Angesichts der ontogenetischen gemeinsamen Herkunft der DCs und der
Makrophagen scheint es den Autoren auch durchaus plausibel, dass es sich um einen eigenen Subtyp
mit Merkmalen verschiedener schon bekannter Zellen handelt. Besonders interessant ist auch die
Tatsache, dass eine deutliche Anreicherung der F4/80"-Zellen im entziindlichen Tumormilieu
nachgewiesen werden konnte. Dies wirde auch den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
entsprechen, denn hier wurde ein Anstieg der F4/80"-Zellen im Rahmen einer neurogenen
Entziindung beobachtet. Das vermehrte Vorkommen bei den TRPM5**-Tieren spricht fiir ein
TRPM5-abhdangiges Geschehen und somit dafiir, dass die Signalkaskade der Bdrstenzellen relevant
fur die Rekrutierung der F4/80M-Zellen ist. Sheng et al. vermuten einen migratorischen Hintergrund
der F4/80"-Zellen, was ebenfalls zu der Rekrutierung bzw. Einwanderung dieser Zellen nach
Stimulation durch Denatonium in dem Fall passt. Dies ist ebenfalls vereinbar mit der urspriinglich
vermuteten besseren Immunkompetenz der Wildtypen. Um die Rolle und die Wichtigkeit der

Makrophagen in dem vorliegenden Versuchsmodell genauer zu definieren, ist eine Quantifizierung
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nétig. Angesichts all dieser Aspekte scheint es wichtig die Denatonium-induzierte
Entzindungsreaktion weiter zu charakterisieren; hierzu wirde sich beispielsweise eine FACS-
Analyse des Lungengewebes oder einer bronchoalveoldren Lavage anbieten. Somit kénnten die
exakten Subtypen von verschiedenen Zellarten und deren entsprechende Funktion besser im Kontext
der Denatonium-induzierten neurogenen Entziindung situiert werden. So gibt es beispielsweise
proinflammatorische und immunsuppressive Arten von Makrophagen (Headland et Norling 2015),
welche nattrlich verschiedene Funktionen einnehmen. Daher wére es interessant zu wissen, ob die
anscheinende VergroRerung der Makrophagenpopulation bei den TRPM5**-Tieren eher pro- oder

antiinflammatorisch zu deuten ist.

4.3 Die Wirkung von Denatonium auf die Burstenzellen der Trachea

4.3.1 Birstenzellen als Sensoren fir Denatonium - ihre Charakteristika

Die vorliegende Arbeit griindet auf vorausgegangenen Versuchen, welche eine akute neurogene
Entzindung 30 min nach trachealer Stimulation mit Denatonium nachweisen konnten (noch nicht
publiziert aus der eigenen Arbeitsgruppe). In dieser Arbeit konnte eine Substanz P-abhangige
Plasmaextravasation und Neutrophilenrekrutierung nach Denatoniuminhalation gezeigt werden,
wahrend CGRP vor allem die Vasodilatation vermittelte. Auch der Komplementsystembestandteil
C3 wurde vermehrt bei den TRPM5**-Tieren im Bereich der Lamina propria gefunden, 30 min nach
Denatoniumstimulation (vgl. Abb. 3.18 und 3.19, C3 ein Tag nach Denatoniuminhalation). Es konnte
zuvor nachgewiesen werden, dass unter anderem der Tas2R108 eine Spezifitat gegeniber
Denatonium aufweist (Krasteva et al. 2012b). Daher besteht auch eine Reaktivitat der Birstenzellen,
auf diese Bittersubstanz, welche (ber den TRPM5-Kanal vermittelt wird. Die Idee, dass
Burstenzellen eine wichtige Rolle fur das Leben spielen, wird bereits durch den Nachweis dieser
Zellart in primitiven Lebensformen unterstiitzt (Kotrschal et Whitear 1988). Es handelt sich bei der
Biirstenzelle also um eine phylogenetisch stark konservierte Zellart mit sensorischer Funktion. Die
Idee wird auch dadurch gestitzt, dass Burstenzellen sich in zahlreichen Organen wiederfinden
(Deckmann et al. 2014; Iseki et Kondo 1990; Luciano et al. 1981; Trier et al. 1987).

Um die Wirkung von Denatonium auf die Anzahl der trachealen Burstenzellen zu untersuchen,
wurden diese anhand von histologischen Schnitten gezdhlt. Diese Zéhlung fand ,hédndisch® am
Fluoreszenzmikroskop statt. Angesichts der Fehlerhaftigkeit des Menschen und somit des
Experimentators, ist von einer gewissen Ungenauigkeit auszugehen. Diskrepanzen in der
Quantifizierung von Biirstenzellen finden sich aber auch schon in friihen Publikationen. So gibt es
vielféltige Einschatzungen zur Pravalenz von Blrstenzellen in den Atemwegen (Chang et al. 1986;
Jeffery et Reid 1975; Luciano et al. 1968; Meyrick et Reid 1968). Um eine mdglichst gute
Vergleichbarkeit und Wiederholbarkeit der Ergebnisse zu erzielen wurden die Zahlungen auf eine

fest definierte Art und Weise durchgefiihrt. Um Doppelzéhlungen sicher zu vermeiden wurde ein
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Abstand von 200um zwischen den Schnitten eines Tieres eingehalten. Die féalschliche Beurteilung
der durch die Injektion hervorgerufenen lokalen Entziindung im kranialen Tracheadrittel wurde
durch die Selektion des mittleren Tracheaabschnitts vermieden. Die Zellzahl wurde pro Trachearing
angegeben, was durch die Darstellung aller Abschnitte (inkl. des Paries membranaceus) ein
reprasentatives und gut vergleichbares Ergebnis liefert. Die angewandte Methode ermdglicht
aullerdem eine Hochrechnung der Zellzahl bezogen auf eine Flache, was die Validitdt und
Genauigkeit dieser Methodik hervorhebt. Es werden jedoch auch heute noch neue Methoden zur
besseren Quantifizierung von Birstenzellen entwickelt, da die bisherigen Methoden nicht immer
zuverlassig genug waren (Ualiyeva et al. 2019).

Die Abwesenheit des TRPM5-Kanals bei den TRPM5'-Tieren wurde anhand von
immunhistochemischen Farbungen mit Antikdrpern gegen TRPM5 bestétigt (siehe Abb. 3.2). Zur
Darstellung der Birstenzellen wurde des Weiteren ein Antikorper gegen die DCAMKL1 (Bankova
et al. 2018; Gerbe et al. 2009) verwendet, welcher neben Biirstenzellen auch Nervenfasern anférbte.
Dieser Antikorper wurde ausgewahlt, um eine einheitliche Quantifizierung auch bei TRPM57-
Tieren zu ermoglichen. DCAMKLL ist einer von mehreren verwendbaren immunhistochemischen
Burstenzell-Markern, zu denen auch natiirlich TRPMS zéhlt sowie GNAT3 oder PLCB2. Diese
Marker entsprechen auch den anhand von Einzelzellsequenzierung nachgewiesenen Birstenzell-
spezifischen Genen wie Tas2r108, Trpm5, Chat, Avil, Dclkl, Sox9 und Pou2f3 (Hollenhorst et al.
2020). Inshesondere die Marker und Gene, welche an der Geschmackssignalkaskade beteiligt sind,
heben nochmals die sensorische Rolle der Biirstenzellen hervor. Der TRPM5-Kanal als essenzieller
Bestandteil dieser Kaskade ermdglicht also die sensorische Funktion der Burstenzellen. In der
vorliegenden Arbeit wurden daher TRPM5™-Tiere als Kontrollen verwendet, um die sensorische

Funktion und die daraus resultierenden Folgen zu untersuchen.

4.3.2 Expansion der Biirstenzellen bei den TRPM5**-Tieren

Fur eine gute Vergleichbarkeit wurden die in-vivo Versuche wiederholt durchgefiihrt, wodurch auch

eine hohere Relevanz der Ergebnisse und eine bessere Reproduzierbarkeit erreicht wurden.
Besonders interessant in Hinblick auf die Fragestellung der vorliegenden Arbeit ist der signifikante
Unterschied der Birstenzellzahlen zwischen der Vehikelgruppe und der 3-Tages Denatonium-
Gruppe bei den Wildtypen, welcher bei den TRPM5™-Tieren nicht festgestellt wurde. Es scheint also
nach Denatoniuminjektion in die Trachea zu einer Zunahme der Burstenzellzahlen zu kommen,
welche im Mittel 89% im Vergleich zur Vehikelgruppe betrégt. Bestarkend kommt hinzu, dass sich
eine steigende Tendenz bis zum 3. Tag erkennen l&sst (Abb. 3.6). Die Stimulation mit Denatonium
fuhrt nach aktuellem Wissenstand (Hollenhorst et al. 2020) zu einer Freisetzung von ACh. Ob diese
Freisetzung von ACh in kausalem Zusammenhang mit der ,,Birstenzell-Vermehrung® steht, ist nicht
gesichert, jedoch ermdglichen die vorliegenden Ergebnisse die Aufstellung einer solchen These. Im
Jahre 2003 zeigten Song und Mitarbeiter, dass das kleinzellige Bronchialkarzinom der Synthese, der

Sekretion und des Abbaus von ACh fahig ist. Vor allem aber konnte gezeigt werden, dass das ACh
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das Wachstum der tumoreigenen Zellen stimuliert und somit eine autokrine Schleife darstellt (Song
et al. 2003). Die Mdglichkeit eines autokrinen Feedbacks im Rahmen der in der vorliegenden Arbeit
untersuchten neurogenen Entziindung wurde daher auch erwogen. Ergebnisse der eigenen
Arbeitsgruppe konnten diese Vermutung eines autokrinen Feedback-Mechanismus der
Biirstenzellreaktion auf Denatonium erhérten. So konnte durch Inhibition der ACh-Rezeptoren M1R
und M3R die Burstenzellreaktion auf Denatonium gehemmt werden, wéhrend sie bei Inhibition von
M2R gesteigert wurde. Dies lies also auf einen positiven autokrinen Feedback Mechanismus mittels
M1R und M3R sowie auf einen negativen mittels M2R schlieRen. Die Aktivierung der Burstenzellen
der Trachea scheint also zumindest teilweise einer sekundéren Aktivierung uber die mAChR zu
laufen (Hollenhorst et al. 2020). Moglich wére daher aber auch eine autokrine Forderung der
Expansion der eigenen Zellreihe durch die Biirstenzellen. Beziglich der Wirkung von ACh auf das
Vorkommen von Burstenzellen wurden kirzlich weitere Ergebnisse publiziert. So beschreiben
Middelhoff et al. eine Expansion der intestinalen Burstenzellen nach Blockade von mAChR. Es
ergibt sich die Vermutung, dass durch diese Blockade die Zellen das ACh nicht mehr ,,wahrnehmen*
kénnen und infolgedessen von einem verminderten ACh-Spiegel ,,ausgehen. In Anbetracht der
Tatsache, dass Biirstenzellen selbst die Ausschuttung von ACh steigern kénnen (Middelhoff et al.
2020), wére die beobachtete Expansion daher eine logische Reaktion des Organismus auf eine
vermeintlich veranderte Umgebung. So liegt dann ein ACh-Mangel vor, zu dessen Behebung die
Biirstenzellen beitragen konnten. Eine negative Feedback-Schleife hingegen konnte bei den
urethralen Burstenzellen festgestellt werden. Hier zeigten die Autoren, dass die mMAChR-Typen M2
und M5 die Reaktivitat der Birstenzellen lber negatives Feedback inhibieren (Deckmann et al.
2018). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen (durch die nachgewiesene Expansion der
TRPM5-besitzenden Biirstenzellen) hingegen eher auf einen positiven Feedback-Mechanismus, wie
auch von Hollenhorst et. al. (2020) beschrieben, schliefen. Auch konnte kirzlich gezeigt werden,
dass die Geschmackssinnneszellen der Zunge neben dem bereits bekannten ATP als Transmitter auch
ACh sezernieren (Dando et Roper 2012). Das ACh steigert Geschmacks-induzierten Reaktionen und
die ATP-Freisetzung. Hier findet also ein positives autokrines Feedback statt. Auch in der Lunge
gibt es Zeichen fur das Vorhandensein einer positiven Riickkopplung. So zeigten Rane et al., dass es
nach repetitiver Stimulation der SCCs mit Denatonium und Succinat zu einer nennenwerten
Expansion der DCAMKL1-positiven SCCs kam (Rane et al. 2019).

Kurzlich konnte zudem gezeigt werden, dass Zellen mit TRPM5-Kanal die Proliferation von lokalen
Zellen (in dem Fall des olfaktorischen Epithels) regulieren und fordern kdnnen (Lemons et al. 2020).
Dies ist in Zusammenhang mit neuen Ergebnissen zur Entwicklung von trachealen Biirstenzellen zu
betrachten. Diesbeziglich konnte eine TLR2/TLR4/MyD88-abhdngige Expansion von
Biirstenzellen gezeigt werden, welche aufierdem schon prénatal vorhanden sind und postnatal weiter
expandieren (Perniss et al. 2021). Diese neuen Erkenntnisse stiitzen also die These einer teils autokrin

geforderten Expansion der Biirstenzellen.
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Der in der vorliegenden Arbeit beschriebene zeitliche Verlauf mit einer Expansion der Birstenzellen
nach 3 Tagen ist in Hinblick auf andere Ergebnisse stimmig. So zeigte sich in anderen Studien
ebenfalls eine Expansion der Blrstenzellen 3 Tage nach einer einmaligen Inhalation mit dem
Allergen Alternaria (Bankova et al. 2018). Diese Ubereinstimmung stiitzt also die Ergebnisse dieser
Arbeit in ihrer Plausibilitat. Bei den TRPM5™”-Tieren wurde zwischen keiner der Gruppen ein
signifikanter Unterschied gefunden. Dies lasst zunédchst die Vermutung zu, dass die intrazellulare
Signalweiterleitung des wahrgenommenen Stimulans TRPMS5-abhéngig ist. Die vorliegenden
Ergebnisse fiihren also zu der berechtigten Annahme, dass die Expansion der Biirstenzellen nach
Stimulation mit Denatonium abhéngig vom TRPM5-Kanal ist.

4.3.3 Ausblick: eine klinische Anwendung?

Die urspriingliche Idee der vorliegenden Arbeit war es, eine Art immunologischen Schutzring in der
Trachea aufzubauen. Dieser sollte potenzielle Eindringlinge/Pathogene abwehren, bevor es zu einer
Infektion der Lungen kommt. Fiir ein solches Vorhaben ware eine langer andauernde neurogene
Entzindung in der Trachea wichtig. Eine solche konnte in dieser Form nicht bewirkt werden. Um
solch eine langerfristige Reaktion zu erlangen, kommen verschiedene potenzielle Lsungsansatze in
Betracht. Zum einen sollte die Wirkung von mehrfachen Injektionen evaluiert werden. Zum anderen
ist prinzipiell eine chemische Verénderung der molekularen Struktur von Denatonium denkbar.
Wesentlich firr eine klinische Anwendbarkeit wére neben der langerfristigen Persistenz der Wirkung
auch die patientenfreundliche Applikationsart. Eine wochentliche tracheale Injektion oder Intubation
ist kaum denkbar. Eine Inhalation mittels Spacer, beispielsweise wie in der Therapie des chronischen
Asthma bronchiale, hingegen ware es schon. Hierbei wére die Tiefe der Inhalation der Partikel zu
bedenken, also bis in welche Tiefe der Atemwege die Partikel gelangen. Ein Erreichen der Lunge
wirde vermutlich zu einer dauerhaften Entziindung flhren, die nicht erstrebenswert ist. Fir dieses
Problem muisste also auch eine Loésung gefunden werden. Mdglicherweise wére auch hier die
Zusammenarbeit mit einem chemischen Institut hilfreich. Von besonderem Interesse konnte auch die
Fokussierung auf die Auswirkungen von Denatonium auf die dendritischen Zellen sein, welche als
Antigen-prasentierende Zellen eine Impfungs-ahnliche Wirkung vermitteln konnten. Dies hétte
gerade in der aktuellen Zeit sehr interessant sein kdnnen, eine Massenimpfung gegen Covid-19 durch
Inhalation und Aktivierung der Atemwegs-DCs zu verabreichen. Ebenfalls zu iberdenken und in
weiteren Versuchen zu evaluieren ist die Konzentration des injizierten Denatoniums. Die hier
angewandte Konzentration stammt aus der Erfahrung aus kiirzeren Versuchen, moglicherweise wére
fur die Langzeitanwendung eine andere Konzentration besser. Natdrlich sind auch mdgliche
unerwiinschte Nebenwirkungen, wie z.B. die Apoptose von anderen Epithelzellen (Wen et al. 2015)
zu ergrinden. Solche Wirkungen mussen auch genauer erforscht und evaluiert werden. Besonderes
Augenmerk sollte in Zukunft auf die vermutete immunregulatorische Funktion der Burstenzellen

dank des TRPM5-Kanals gelegt werden, vor allem, da es Erkrankungen der Atemwege gibt, welche
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pathophysiologisch auf eine Hyperaktivitat des Immunsystems zuriickzufiihren sind (nicht zuletzt
das weitverbreitete Asthma bronchiale).

Interessanterweise wurde kirzlich der genaue Aufbau und der prazise Funktionsmechanismus des
TRPMb5-Kanals von Zebrafischen untersucht. Hierbei konnten zwei verschiedene Bindestellen fiir
Calcium identifiziert werden. Zum einen die auch bei anderen TRP-Kandlen bekannte Bindestelle
(Carmp) an den S1-S4 Domanen, welche der Aktivierung des TRPM5-Kanals dient. Zum anderen
eine neue und bisher nur hier bekannte Bindestelle an der Melastatin-Doméane (MHR1/2 und
MHR3/4). Diese neue als Caicp bezeichnete Bindestelle dient der Modulierung der
Spannungsabhdangigkeit des Kanals sowie auch der Foérderung der Calciumbindung an Carmp (Ruan
et al. 2021). Das Wissen aus solchen Studien zum strukturellen Aufbau, in Kombination mit
pharmakologischer Expertise und dem durch die vorliegende Arbeit u.a. erweiterte Wissen uber die
Funktion des TRPM5-Kanals konnten in Zukunft den Grundstein fiir neue Therapien darstellen.
Die komplexen und vielseitigen Funktionen der trachealen Blrstenzellen und des TRPM5-Kanals

sollten auch in anderen Bereichen der Medizin evaluiert werden.
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Anhang

Descriptive A B c D E F G H 1 J
WT OE KOOE | WT 1d PBS | KO 1d PBS | WT 1d den. | KO 1d den. | WT 3d den. | KO 3d den. | WT 7d den. | KG 7d den.
1 [Number of values 15 15 15 13 20 20 20 15 18 19
2
3 [Minimum 6.000 2.000 1.000 2.000 3.000 1.000 4.000 2,000 2.000 2.000
4 [25% Percentile 7.000 4.000 3.000 4.000 5.000 4.000 7.000 3.000 4.000 5.000
5 |Median 10.00 5.000 5.000 5.000 7.500 7.000 9.500 6.000 6.500 7.000
& |75% Percentile 13.00 6.000 7.000 7.500 1.75 8750 1275 10.00 13.256 9000
7 [Maximum 18.00 1.00 11.00 10.00 17.00 13.00 19.00 13.00 20.00 15.00
8 [Range 12.00 9.000 10.00 8.000 14.00 12.00 15.00 11.00 18.00 13.00
9
10 |95% Cl of median
11 | Actual confidence leve|96.48% 96.48% 96.48% 97.75% 95.86% 95.86% 95.86% 96.48% 96.91% 98.08%
12 | Lower confidence limit|7.000 4.000 3.000 4.000 5.000 4.000 7.000 3.000 4.000 5.000
13 | Upper confidence fimit|13.00 6.000 7.000 5.000 11.00 8.000 12.00 10.00 13.00 9.000
14
15 |Mean 10.60 5.600 5.400 5.692 8.300 6.550 10.20 6.267 8.778 7.158
16 |Std. Deviation 3.680 2131 3.043 2496 4028 3.252 4213 3.751 5.309 3548
17 |8td. Eror of Mean 0.9502 0.5503 0.7856 0.6923 0.9006 0.7272 0.9420 0.9684 1.251 0.8139
18
19 |Lower 95% CI of mean |8.562 4.420 3.715 4.184 6.415 5.028 8.228 4.190 6.138 5448
20 |Upper 95% CI of mean [12.64 8.780 7.085 7.201 10.18 8.072 12.17 8.344 11.42 8.868
21
22 |Cosfficient of variation |34.72%  |38.06%  |56.34%  |43.85%  |48.52%  |49.65%  |4130%  |59.85%  |6048%  |49.56%
Tabelle 10.1: deskriptive Statistik der Zahlung der Blrstenzellen in der Trachea
A B C ) E F G H J
Descriptive statistics WT OE KCOE |WT 1dPBS | KO 1d PBS | WT 1d den. | KG 1d den. | WT ad den. | KO 3d den. | WT 7d den. | KO 7d den.
1 |Number of values 15 15 14 1" 24 26 20 20 15 12
Minimum 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 2.000 7.000
4 |25% Percentile 0.000 0.000 0.000 2,000 1.000 175 0.000 1.250 5.000 15.50
5 |Median 1.000 1.000 4.500 5.000 7.000 21.50 1.000 3.500 10.00 23.50
& |75% Percentile 2.000 2.000 .25 7.000 2075 13.25 3.750 4.000 18.00 36.25
7 |Maximum 2.000 4.000 21.00 14.00 1430 1200 8.000 11.00 .00 55.00
Range 3.000 4.000 21.00 13.00 1430 1200 8.000 11.00 34.00 48.00
10 |95% CI of median
11 | Actual confidence leve|96.48%  |96.48%  |98.71%  |98.83%  |97.73%  |97.10%  |95.86%  |95.86%  |96.48%  |96.14%
12 | Lower canfidence imit|0.000 0.000 0.000 2,000 1.000 14.00 0.000 2.000 5.000 15.00
13 | Upper confidence fimit|2.000 2.000 15.00 7.000 20.00 31.00 3.000 2.000 18.00 38.00
14
15 |Mean 1.067 1.333 6.357 5.091 23.63 28.88 2.200 3.5650 13.07 26.08
16 |Std. Deviation 0.8837 1175 7.012 3.590 38.74 20.48 2628 2.564 10.24 14.30
17 |Std. Ermor of Mean  [0.2282 0.3034 1874 1.083 7.908 5.978 0.5876 0.5734 2.643 4.128
18
19 |Lower 95% CI of mean [0.5773 0.6826 2.308 2.679 7.267 16.57 0.9702 2.350 7.398 17.00
20 |Upper 95% CI of mean |1.556 1.984 10.41 7.503 39.98 41.20 3.430 4.750 18.74 35.17
21
22 | Coefficient of variation |62.85%  |88.14%  |110.3% 70.53% 164.0% 105.5%  |19.4% 7224%  |78.34%  |54.82%

Tabelle 10.2: deskriptive Statistik der Z&hlung der neutrophilen Granulozyten in der Trachea
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Descriptive A B C D E F G H 1 J
WT OE KOOE | WT 1d PBS | KO 1d PBS | WT 1d den. | KO 1d den. | WT 3d den. | KO 3d den. | WT 7d den. | KG 7d den.
7| Number of values 15 15 15 14 20 23 19 18 18 20
2
3 [Minimum 3.000 1.000 1.000 4.000 1.000 1.000 1.000 5.000 1.000 1.000
4 |25% Percentile 7.000 3.000 7.000 10.00 13.00 6.000 15.00 17.00 13.50 7.250
5 |Median 14.00 7.000 10.00 13.50 18.50 1.00 24.00 23.00 18.00 14.50
5 |75% Percentile 15.00 14.00 16.00 17.00 26.00 20.00 39.00 3275 26.25 2175
7 [Maximum 26.00 21.00 27.00 28.00 13.00 4.00 63.00 77.00 48.00 40.00
5 |Range 23.00 2000 26.00 24.00 42.00 33.00 62.00 72.00 47.00 39.00
9
10 [95% Cl of median
11 | Actual confidence leve|96.48% 96.48% 96.48% 98.71% 95.86% 96.53% 98.08% 96.91% 96.91% 95.86%
12 | Lower confidence limit| 7.000 3.000 7.000 10.00 16.00 7.000 15.00 17.00 14.00 8.000
13 | Upper confidence limit|15.00 14.00 16.00 20.00 23.00 17.00 39.00 31.00 26.00 21.00
14
15 |Mean 13.07 9.067 11.40 1414 19.80 13.04 26.89 2750 20,11 15.70
16 |Std. Deviation B6.756 6.170 7.149 6.538 1097 8937 16.20 18.45 10.79 9836
17 |Std. Ermror of Mean 1.744 1.593 1.846 1.747 2452 1.863 3.717 4.348 2.542 2.199
18
19 |Lower 85% CI of mean |9.326 5.650 7.441 10.37 14.67 9179 19.09 18.33 14.75 11.10
20 |Upper 95% Cl of mean [16.81 12.48 15.36 17.92 2493 16.91 34.70 36.67 2547 20.30
21
22 |Cosfficient of variation |51.70%  |68.05%  |62.71%  |46.23%  |55.39%  |68.51%  |60.25%  |67.08%  |53.63%  |6265%
Tabelle 10.3: deskriptive Statistik der Zahlung der dendritischen Zellen in der Trachea
Descriptive statistics WT OE KOOE |WT 1d PBS | KO 1d PBS | WT 1d den. | KO 1d den. | WT 3d den. | KO 3d den. | WT 7d den. | KO 7d den.
1 [Number of values 160 120 120 120 160 160 70 160 160 140
Minimum 2.000 3.000 4.000 0.000 4.000 5.000 3.000 0.000 3.000 2.000
4 |25% Percentile 7.000 1025 12.00 15.00 13.00 18.00 1.75 12.00 16.00 12.25
5 |Median 11.00 14.00 17.00 21.00 19.00 31.50 16.00 17.00 21.50 16.50
75% Percentile 16.00 16.00 22.00 28.00 27.00 47.00 20.25 2750 26.75 21.00
Maximum 27.00 33.00 33.00 48.00 46.00 95.00 35.00 56.00 42 00 43.00
Range 25.00 30.00 29.00 48.00 42.00 90.00 32.00 56.00 39.00 41.00
10 |95% CI of median
| | Actual confidence leve|95.22%  |96.47%  |96.47%  |9647%  |95.22%  |95.22%  |95.86%  |95.22%  |95.22%  |96.58%
Lower confidence limit|10.00 13.00 15.00 19.00 17.00 28.00 14.00 15.00 20.00 16.00
Upper confidence limit|13.00 15.00 18.00 23.00 22.00 37.00 18.00 19.00 23.00 18.00
14
15 [Mean 12.05 13.50 17.43 21.78 20.61 34.90 16.60 20.44 21.69 17.55
16 |Std. Deviation 5,409 4.746 7.243 9.301 9.536 1973 6.874 12.41 7.683 7.626
17 |Std. Error of Mean _ |0.4276 0.4332 0.6612 0.8491 0.7539 1.560 0.8217 0.9814 0.6074 0.6446
9 |Lower 95% CI of mean |11.21 12.64 16.12 2010 19.12 31.82 14 .96 18.51 2049 16.28
20 |Upper 95% Cl of mean |12.89 14.36 18.74 23.46 2210 37.98 18.24 22.38 22.89 18.82
Coefficient of variation |44.89%  |35.15%  |41.55%  |42.70%  |46.28%  |56.54%  |4141%  |60.72%  |35.42%  |43.46%

Tabelle 10.4: deskriptive Statistik der Z&hlung der neutrophilen Granulozyten in der Lunge
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Deserintive A B c D E F G H 4
WT OE KO OE WT 1d PBS | KO 1d PBS | WT 1d den. | KO 1d den. | WT 3d den. | KO 3d den. | WT 7d den. | KO 7d den.
1 |Number of values 160 120 120 80 160 160 140 120 130 150
2
3 |Minimum 12.00 6.000 9.000 25.00 17.00 12.00 11.00 16.00 19.00 17.00
4 |25% Percentile 23.00 14.25 33.00 36.00 32.25 32.00 23.25 37.00 35.00 32.00
5 |Median 33.00 18.00 47 .50 44.00 38.50 48.00 32.00 45.50 48.00 41.00
& |75% Percentile 49.00 26.00 5975 55.00 53.00 65.00 4875 59.75 67.00 47.25
7 |Maximum 97.00 53.00 94.00 76.00 109.0 105.0 87.00 123.0 10.0 82.00
§ |Range 85.00 47.00 85.00 51.00 92.00 93.00 76.00 107.0 91.00 65.00
9
10 |95% Cl of median
11 | Actual confidence leve|95.22% 96.47% 96.47% 96.70% 95.22% 95.22% 96.58% 96.47% 95.67% 95.91%
12 | Lower confidence limit|29.00 17.00 39.00 40.00 37.00 45.00 29.00 42.00 42.00 38.00
13 | Upper confidence limit|37.00 22.00 52.00 48.00 41.00 52.00 40.00 52.00 85.00 43.00
14
15 [Mean 37.61 20.48 47.98 45.33 44 86 50.85 3717 49 .66 52.66 41.03
16 |Std. Deviation 18.52 9.088 1917 11.48 19.04 21.99 16.60 18.79 21.42 12.44
17 |Std. Emor of Mean 1.464 0.8296 1.750 1.283 1.505 1.739 1.403 1.716 1.879 1.016
18
19 |Lower 95% Cl of mean [34.71 18.83 44.51 42.77 41.88 47.42 34.40 46.26 48.94 38.02
20 |Upper 95% ClI of mean (40.50 2212 5144 47.88 47.83 54.28 39.95 53.06 56.38 43.03
21
22 |Coefficient of variation [49.24% 44.38% 39.97% 25.32% 42.45% 43.25% 44.66% 37.85% 40.67% 30.32%
Tabelle 10.5: deskriptive Statistik der Zahlung der B-Lymphozyten in der Lunge
Deseriptive A B Cc D E F G H I J
Kontrolle WT | Kontrolle KO | PBSWT PBS KO WT1dden. | KO 1dden. | WT 3dden. | KO 3dden. | WT7dden. | KO 7d den.

1 |Number of values 48 36 36 36 45 48 42 45 48 45
2
3 |Minimum 11.00 7.000 12.00 9.000 10.00 11.00 7.000 12.00 11.00 19.00
4 |25% Percentie 18,50 15.00 21.00 17.00 16.00 19.00 10.00 17.50 15.00 2650
5 |Median 25.00 18.00 26.00 25.00 22.00 23.00 13.00 23.00 1750 35.00
6 |75% Percentile 28.00 2325 32.00 30.50 30.50 27.00 18.00 32.00 22.00 4500
7 |Maximum 38.00 32.00 40.00 42.00 47.00 35.00 36.00 49.00 30.00 77.00
& [Range 27.00 25.00 28.00 33.00 37.00 24.00 29.00 37.00 19.00 58.00
9
10 [Mean 24.23 18.72 26.78 24.28 2431 2267 14,69 24,64 18.92 37.49
11 |Std. Deviation 6.566 5.795 7.341 8.508 9219 5.987 6.299 8.526 5.123 13.56
12 |Std. Error of Mean 09478 0.9658 1.224 1418 1374 0.8641 0.9720 1.271 0.7395 2022
13
14 |Lower 95% Clofmean |22.32 16.76 2429 2140 21.54 20.93 1273 22.08 1743 3341
15 |Upper 85% Clofmean |26.14 2068 29.26 27.16 27.08 24.41 16.65 27.21 2040 41.56

Tabelle 10.6: deskriptive Statistik der Zahlung der T-Lymphozyten in der Lunge
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